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Resume

Formalet med dette projekt er at undersgge, hvad der sandsynligger, at bisphenol A (BPA) har en
hormonforstyrrende effekt, og hvilken betydning eksponering for kemikaliet kan have for human
sundhed. Til disse formal er der redegjort for teori om hormoner og hormonforstyrrende stoffer.
Hormoner kontrollerer mange af kroppens processer, f.eks. har kgnshormoner indflydelse pa
kroppens udvikling af kegnskarakteristika og reproduktive funktioner. Kemikalier som BPA er i
stand til at vekselvirke med endogene hormoner i det endokrine system, og de kaldes derfor
hormonforstyrrende. Den hormonforstyrrende effekt af BPA er hovedsageligt gstrogenlignende,
bl.a. ved BPA-molekylets evne til at binde sig til de humane gstrogenreceptorer, ER. En
hormonforstyrrende effekt af BPA kan sandsynligvis fare til en lang rekke sundhedsmeessige
konsekvenser i mennesker, hvoraf de mest signifikante er nedsat fertilitet hos bade mend og
kvinder samt gget incidens for kreefttyper som bryst- og prostatakraft. Dette er problematisk set i
lyset af, at human BPA-eksponering er allestedsveerende. Anvendelsesomraderne er alsidige, blandt
dem er fadevarebeholdere og termisk papir, og produktionen er omfangsrig. Det vurderes, at alle
mennesker generelt set har malbare niveauer af BPA i kroppen.

Udbredt human eksponering er problematisk, da ikke-monotone dosis-responskurver og
lavdosiseffekter er observeret i talrige studier. Ved regulering af kemikalier som BPA anvendes
toksikologiske teorier og metoder, der estimerer de biologiske effekter ved lave doser ud fra
observerede effekter ved hgje doser, da det antages at dosis-responskurven er monoton. Studierne af
BPA sar tvivl om validiteten af sikkerhedsvurderingen af BPA og hormonforstyrrende stoffer. Det
kan Dbetyde, at grenseveerdierne for BPA er ukorrekte. Reguleringspraksissen for
hormonforstyrrende stoffer bar reevalueres, da e&ndringer kan vere ngdvendige for at veerne om den
humane sundhed.

Et YES-assay er anvendt som model til at illustrere BPA’s @strogenlignende effekt, hvor
genmodificerede geerceller blev eksponeret for BPA. | projektets eksperimentelle del sas, at
kontrollerne for hhv. YES agonist og antagonist gav et forventet udslag med farveskift fra gul til
red. Det indikerer en gstrogen virkningsmekanisme ved binding til ER-a. Prgverne med BPA viste
delvist gstrogenlignende effekt. YES-assay kan benyttes som en standardmetode til pavisning af
stoffers gstrogenlignende effekt. YES-assay-metoden er ikke egnet til at undersgge
sundhedskonsekvenserne af eksponering for kemikalier med gstrogenlignende effekter i hele
organismer som mennesker. Til dette formal er dyremodeller som rotter og mus egnede, da der er

endokrine ligheder arterne imellem.
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Abstract
The purpose of this project is to examine the plausibility of an endocrine disrupting effect of

bisphenol A (BPA), and the chemical’s potential impact on human health. For these purposes, the
theory of hormones and endocrine disruptors is outlined. Hormones control many bodily processes,
as an example sex hormones influence the development of sex characteristics and reproductive
functions. Chemicals like BPA are able to interact with the endogenous hormones in the endocrine
system; therefore, they are referred to as endocrine disruptors. The endocrine disrupting effect of
BPA is mainly estrogen mimicking, through the ability of BPA molecules to bind to the human
estrogen receptors ER. An endocrine disrupting effect of BPA can likely lead to a number of health
related consequences in humans. The most significant consequences are impaired fertility in men
and women as well as an increased incidence for breast and prostate cancer. This is problematic in
regard, to the ubiquitous nature of BPA exposure. The areas of BPA usage is versatile, among them
are food containers and thermic paper, and the production is extensive. It is estimated that all
humans have detectable levels of BPA in their bodies.

Non-monotonic dose-response curves and low dose effects are observed in numerous studies, which
makes the extensive human exposure problematic. Toxicological theories and methods is employed
when chemicals like BPA is regulated. They estimate the biological effects resulting from low
doses from observed high dose effects, based on the presumption that the dose-response curve is
monotonic. The BPA studies question the validity of BPA safety assessments and endocrine
disrupting chemicals and could mean that the safety limits of BPA is incorrect. The regulatory
practice for endocrine disrupting chemicals should be reevaluated to ensure that human health is
safeguarded.

A YES-assay is used as a model to illustrate the estrogen mimicking effect of BPA and genetically
modified yeast cells was exposed for BPA. In the experimental section of the project, the controls
for YES agonist and antagonist showed the expected color change from yellow to red, indicating an
estrogen mechanism of action through binding to ERa. The samples with BPA partially showed an
estrogen mimicking effect. YES-assay is not a suitable method for examining the health
consequences of exposure to chemicals with estrogen mimicking effects in entire organisms like
humans. For this purpose, animal models like rats and mice is suitable as there is endocrine

similarities across the species.
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Forord
| udarbejdelsen af projektet har et vigtigt element veeret vores eksperimentelle arbejde med YES-

assay, hvor vi har faet hjelp fra forskellige folk fra RUC.

Forst og fremmest vil vi gerne takke Kristian Syberg, som tidligt i vores projekt gav os indsigt i
muligheden for YES-assay, og som har veeret med gennem udarbejdelsen af forsgget. Endvidere vil
vi takke Martin Niss og Morten Blomhgj, som begge har veret en stor hjelp til at treekke i trade, sa
vi kunne fa bevilliget midler og laboranthjelp. Tillige vil vi takke Lotte Jelsbak og hendes laborant
Anette Jensen, som har stillet laboratorie til radighed for os og hjulpet os med at igangsette forsgget
0g supervisere os under forlgbet. Rikke Guttesen vil vi takke for at veere vores laborant, som har
hjulpet os med den kemiske del, faet bestilt vores kemikalier og hjulpet os gennem vores arbejde i

laboratoriet og superviseret os gennem samtlige pippeteringer.
Sidst men ikke mindst vil vi takke vores vejleder Per Homann Jespersen, som gennem hele

projektet har vaeret en stabil vejleder, som hele tiden har formaet at hjaelpe os med at finde vores vej

gennem projektet, samt veeret aktiv i planleegning og udarbejdelse af vores forsag.
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Ordliste
Additiv effekt: Kemikaliernes effekt vil i kombination ikke forandres

Ano-genital afstand: Afstand fra anus til kensdele

CPRG: Chlorophenolred-3-D-galactopyranoside, hvilket er gult substrat i YES
Detektionsgraensen: Det er den laveste koncentration, som er mulig at male. Hvis et malt indhold
ligger over denne granse, sa er det overvejende sandsynligt, at indholdet / stoffet forekommer i
preverne

DHT (5a-dihydrotestosterone): Det er et mandligt kenshormon

E2 (17R-estradiol): Kvindeligt kenshormon, gstrogen

Follikel: Celler der omringer kvindens &g i kvinden under meiose. De kan ses som hjalpeceller
under modningen.

FL (Flutamide): Fungere som antagonist pa androgen-receptorer, konkurrerer med androgener.
FSH: Follikelstimulerende hormon

Faotal: Fostertilstand

HT (4-hydroxytamoxifen): Det er et stof, som virker pa gstrogenreceptorer

Hypospadi: Ufuldstendig dannelse af mandlige kensorganer

In vitro: Forsgg eller observationer foretaget pa vaev uden for den levende organisme i et
kontrolleret miljg — ofte i petriskale eller reagensglas.

In vivo: Forsgget eller observationer er gjort pa levende vav af hele organismen i et kontrolleret
miljg — enten i organismens naturlige milja eller i selve organismen.

Kryptorkisme: Mangelfuld nedsynkning af testikler

Karcinogenese: Tumor og kraeftudvikling

Letal: Dadelig

Ligand: Det er et molekyle, som er i stand til at binde sig til og danne et kompleks med et andet
biomolekyle for et bestemt formal eller respons.

LOEC: Laveste koncentration, hvor der er observeret effekt.

NOEAL: Koncentration hvor organismen bliver mindst muligt skadet af kemikaliet.

Preenatal: For fgdslen

Synergi: Eksponering af flere kemikalier kan forstaerke kemikaliets hormonforstyrrende virkning pa
kroppen.

Xenohormon: Naturligt forekommende eller kunstigt skabte stoffer, som besidder hormonlignende
egenskaber

Xenogstrogen: Stoffer med gstrogenlignende effekt, sisom BPA
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Indledning
Hormonforstyrrende stoffer star i rampelyset i en omfattende diskussion om menneskers sundhed

og reproduktion, da de kan pavirke hormonbalancen i mennesker. Men hvorfor bar disse stoffer
veere af interesse for almindelige mennesker? Hvorfor skal vi som individer bruge tid pa at veere
opmarksomme pa og bekymre os om eksponering for hormonforstyrrende stoffer? Vi mener svaret
er simpelt. Eksponering for hormonforstyrrende stoffer er under kraftig mistanke for blandt andet at
have store konsekvenser for en helt central og essentiel del af den humane biologi; fertilitetsevnen

og dermed evnen til at reproducere.

Mistanken har bevirket, at der i lgbet af de seneste artier er kommet stort fokus pa og diskussion
omkring hormonforstyrrende stoffer. Foruden sammenkeadningen mellem hormonforstyrrende
stoffer og fertilitets- og reproduktionsmaessige sundhedsproblemer er der indikationer pa, at human
eksponering for disse kemikalier kan resultere i gget risiko for potentielt livstruende sygdomme
som bryst- og prostatakreeft, samt autoimmune sygdomme, m.fl. Hvis fertilitetsevnen anskues, er
billedet tydeligt; fertiliteten er pa retreete. Og samtidigt er incidensen for bryst- og testikelkraeft
voksende. Undersggelser fra Danmark, Finland og USA viser, at testosteronniveauet hos maend har
vaeret faldende siden 1980’erne (Danmarks Statistik, 2014). Incidensen for testikelkraeft vokser pa
verdensplan, mindst i udviklingslande som Zimbabwe og mest i vestlige lande som Danmark
(Shanmugalingam, Soultati, & M.fl., 2013). En omfattende undersggelse fra 2012 af danske mands
sedkvalitet viste, at 3 ud af 4 meend havde nedsat sedkvalitet. | den forbindelse udtalte
hovedforfatter og overlege pad Rigshospitalets afdeling for Vakst og Reproduktion, Niels
Jargensen, at “der er grund til at vere bekymret for unge danske mands fremtidige fertilitet”
(Ebdrub, 2014). For kvinder er tendensen enslydende. Eksempelvis har antallet af nye
brystkreefttilfeelde blandt danske kvinder veeret stigende de sidste 60 ar (Hansen, Kejs, & M.fl.,
2015).

Arsagerne til de navnte fertilitetsudfordringer og vaeksten i krefttilfeelde kan naturligvis veere
mange. Men feelles for dem alle er en teet relation til hormonelle faktorer, og det er derfor relevant at

se pa hormonforstyrrende stoffers effekt hos mennesket.

Nar hormonforstyrrende stoffer misteenkes for at kunne pavirke fertilitetsevnen, bliver emnet af
yderste relevans for mennesker, bade ud fra et menneskeligt og biologisk synspunkt. Fra et

menneskeligt synspunkt ma man kunne antage, at evnen til at fa bgrn er af signifikant betydning for
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starstedelen af verdens befolkning. Pa tveers af verdensdele, kulturer og sociale lag ansker de fleste
individer at seette bgrn i verden. Hvis hormonforstyrrende stoffer forringer fertilitetsevnen, betyder
det, at ogsa den personlige frihed forringes. Fra et biologisk perspektiv er det logisk at antage, at
mennesket som helhed gnsker at fa barn. Instinktivt gnsker vi at fa bgrn for at viderefgre arten. Nar
det handler om at viderefgre en art, geelder evolutionere, selektive spilleregler - jo bedre evne til at
fa velfungerende afkom, jo bedre evne vil arten have til at overleve og udbrede sig. Reproduktion
og fertilitet er altsa altafgerende for en arts evolutionare succes. Og sa behgver man ikke meget
naturvidenskabelig forstaelse for at kunne resonere sig frem til, at en forringet reproduktionsevne og

nedsat fertilitet indiskutabelt betyder en forringet overlevelsesevne som art.

Den yderste konsekvens af en forringet reproduktionsevne hos mennesker kunne vere, at evnen til
at fa barn bliver sa darlig, at det i praksis bliver teet pa umuligt at fa afkom. Uden evnen til at
reproducere udder menneskearten. Det skal indreammes, at det er et urealistisk skraekscenarie af en
fremtidsforudsigelse, der ikke har meget hold i virkeligheden, som alt ser ud i dag. Men ikke desto
mindre er der leget med tanken om en postapokalyptisk verden, hvor alle kvinder er ufrugtbare, i
popularkulturen. Dog ville det vaere ignorant blankt at afvise, at fertiliteten bliver sa darlig, at
mennesker pa lengere sigt far meget sveert ved at fa bgrn pa den naturlige made, sa flere og flere
barn bliver skabt i et reagensglas eller i et laboratorie. Derfor bgr al forringelse af den humane
reproduktionsevne bgr give grund til bekymring, bade fra et evolutionzart og personligt perspektiv;
det rammer simultant den personlige frihed og vores succes som art, hvilket vi finder yderst

interessant.

| sagen om hormonforstyrrende stoffer, er det isar gstrogenlignende effekter, der leegger grund til
bekymring. Der er gennem det seneste halve arhundrede sket en stigning i forekomsten af
fejlfunktioner i hanlige kensorganer, bade hos mennesker og dyr i naturen. | samme periode har
man set, at forskellige kemikalier, som vi anvender og dermed udsettes for i dagligdagen pa
forskellig vis, er i stand til at vekselvirke med funktionen af vores egne kenshormoner. Pa den made
kan de forstyrre kroppens egen hormonbalance med forskellige konsekvenser til fglge. Heraf
opstillede Sharpe og Skakkebzk i 1993 gstrogenhypotesen, som pastod, at arsagen til
fejludviklingerne i hanlige kensorganer kunne veere, at fostrene tidligt i deres udvikling blev udsat
for usedvanlige meangder af det kvindelige kanshormon gstrogen eller andre stoffer med samme

virkning (Bjerregaard, 2013, s. 167). Hormonforstyrrende stoffer er pa baggrund af denne hypotese

Side 8 af 114



blevet et centralt emne i sundhedsdebatten, og der er isar fokus pa gstrogenhypotesens fokuspunkt;
kemikalier med gstrogenlignende effekter.

Et sadan kemikalie er bisphenol A (BPA), som er et industrielt fremstillet stof med mistaenkt
hormonforstyrrende effekt. De mest betydelige anvendelsesomrader af BPA er i fremstillingen af
beleegningen inde i daser og ved fremstilling af polycarbonat til plastik, og BPA er i dag vidt
udbredt og en stor industri (EuropeanCommission, 2015) (Aster, 2014). Det store omfang af BPA-
anvendelsen i plastindustrien samt viden om, at de mest almindelige anvendelsesomrader indebaerer
direkte kontakt mellem BPA og faedevarer, giver anledning til bekymring, set i lyset af, at BPA har
en hormonforstyrrende effekt. Derfor er der stort fokus pa at undersgge, hvilke konsekvenser

human eksponering for BPA kan have.

Der er pavist mekanismer og kemiske egenskaber, der danner tydeligt indicium for at antage, at der
er en sammenhang mellem BPA-eksponering og sundhedskonsekvenser. Men for med relativ
sikkerhed at kunne estimere, hvilke konsekvenser eksponering for BPA har for mennesker, er
vidensgrundlaget endnu ikke sufficient. 1 den forbindelse bliver eksperimentelt arbejde med
modeller centralt. Modelanvendelse er afgerende for at kunne undersgge potentielt
hormonforstyrrende stoffer, da studier med mennesker i vid udstrekning ikke er en mulighed. |
stedet benyttes forsggsmetoder, der anvender dyr, geerceller, m.v. De anvendes som modeller for et

kemikalies hormonforstyrrende virkningsmekanismer.

Til det formal er det ngdvendigt at have palidelige, tilgeengelige og grundige videnskabelige
undersggelsesmetoder, hvilket ger undersggelsesmetoden YES-assay (Yeast Estrogen Assay)
relevant i dette projekt. Nar vi i s hgj grad er afhaengig af modeller for at kunne pavise effekt og
konsekvenser, er vi ogsa forpligtet til at forholde os kritisk til dem. For dette projekt betyder det, at

en diskussion af YES-assayet som model er vigtig.

Hvis et kemikalie har faet pavist en gstrogenlignende effekt, er det essentielt at beskrive og definere
molekylere processer, der ligger til grund for den gstrogenlignende effekt, sundhedsmassige
konsekvenser, og starrelsen af en toksisk dosis. Men hvis man skal diskutere toksiciteten af

hormonforstyrrende stoffer, opstar der udfordringer.

Side 9 af 114



Fra videnskabsmanden Paracelsus (1493-1541) stammer toksikologiens klassiske doktrin; “all
substances are poison; there is none which is not a poison. The right dose differentiates a poison
from a remedy” (Rank, 2013). Denne generalisering er ofte grundstenen i toksikologiens tankegang
og udgangspunktet for bestemmelse af det pagaldende kemikalies toksicitet. Toksicitet haenger
desuden tet sammen med at definere grensevaerdier og finde dosisresponssammenhange. De
danner vidensgrundlag for at kunne lovgive pa omradet, og lovgivningsfastsatte forholdsregler er
yderst vigtige i forsgget pa at minimere sundhedsrisikoen. Men det er udfordrende regulativt at
fastseette definitivt korrekte veerdier for BPA og lignende kemikalier ud fra toksikologien. Det
skyldes, at toksicitet og hormonforstyrrende effekt ikke er analoge til hinanden, og at der er
indikationer pa, at BPA afviger fra den klassiske toksikologiske teori, der dikterer, at jo hgjere
dosis, jo starre resulterende, biologiske konsekvenser. Reguleringsmessige og toksikologiske

udfordringer ved BPA bevirker, at kemikaliet er et oplagt eksempel at tage udgangspunkt i.

Udfordringerne betyder ogsa, at sundhedskonsekvenserne af eksponering for BPA diskuteres i
medier, blandt forskere og i lovgivende myndigheder, men pa trods af en omfattende maengde
forskning og igangverende forskningsprojekter, er det lidt, man med relativ sikkerhed kan sige om,

hvilken sundhedsfare eksponering for BPA og andre hormonforstyrrende stoffer udgar.

Det betyder, at det eneste, vi reelt har pa nuverende tidspunkt er en mistanke om og frygt for,
hvilke konsekvenser hormonforstyrrende stoffer kan have. Men mistanken er bestemt substantiel og
stadig voksende. For selvom mange spargsmal mangler at blive besvaret, er eksponeringen for BPA
og hormonforstyrrende stoffer af et betragteligt omfang, og effekterne af disse stoffer ser stadigt
starre, mere komplekse og vidtreekkende ud. Det betyder, at det er en mistanke, som skal tages

serdeles alvorligt.

Semesterbinding
Semesterbindingen er i dette semester “Samspil mellem teori, model, eksperiment og simulering i

naturvidenskab”. Vi ser semesterbindingen i vores projekt i, at vi har teori om hormoner,
hormonforstyrrende stoffer, som dakker baggrunden for vores model, som er YES-assay. Dette
bruges som model til undersggelse af gstrogenlignende effekt, hvor rollen i vores projekt er, at det
skal illustrere, at BPA har gstrogenlignende effekt. Yderligere bruges YES-assay ogsa som
eksperiment i projektet, hvor gerceller eksponeres for BPA, hvilket efter hensigten giver udslag for
gstrogenlignende effekt.
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Problemformulering
Hvilke problemstillinger om den humane sundhed rejses i forbindelse med eksponering af det

hormonforstyrrende stof bisphenol A, og hvordan kan YES-assay bruges som model for pavisning

af stoffers gstrogenlignende effekt med fokus pa bisphenol A?

Underspargsmal
- Kan vi pavise BPA’s gstrogenlignede effekt ved benyttelse af YES-assay?

- Hvilke problemer er der ved fastsettelse af greensevardier og lavdosis effekt ved BPA?

Metode
For at besvare opgavens problemformulering vil vi arbejde med hormonforstyrrende stoffer med

fokus pa BPA, hvilke biologiske konsekvenser BPA mistenkes at have og undersgge YES-assays
evne som model til indikation af gstrogenlignende effekt. Vi har valgt at benytte BPA i dette
projekt, da det har sat gang i et paradigmeskifte indenfor miljgmeessig sundhedsvidenskab og
kemikaliesikkerhed (Vogel, 2009).

Projektet indledes med baggrundsviden, som er aktuel for at kunne sztte os ind i problemstillingen
om BPA’s mulige konsekvenser for den humane sundhed. Indledningsvis behandles teorien bag
kroppens endokrine system, hormoner og disses pavirkning af forskellige processer i kroppen. Det
er vigtigt at forsta teorien om hormonsystemet for at kunne forsta, hvordan BPA kan interagere med
kroppens naturlige hormoner. Dette projekt fokuserer primert pa gstrogen og testosteron, da disse
er blandt de mest omtalte i forbindelse med gstrogenlignende effekter, men andre hormoner som
progesteron kunne ogsa vere aktuelt. Til redegerelsen for hormonsystemet har vi primart benyttet
fagbgger og videnskabelige artikler, som har faglig validitet. Vi har gennem arbejdet forholdt os
kritisk til materialet og undersggt validiteten ved blandt andet at lzese teorien fra flere forskellige

troveerdige kilder.

For at forsta hvad BPA er, behandler vi dernast, hvad hormonforstyrrende er, herunder betydningen
af gstrogenlignede effekt. Desuden arbejdes der med grenseverdier, dosis-respons effekt og
kombinationseffekt. Dette er hele grundlaget for behandlingen af BPA og dets
virkningsmekanismer, som er helt essentielt for at forstd, hvilke konsekvenser BPA mistaenkes for
at have. Til at undersgge hvilke konsekvenser BPA har hos mennesker, har vi brugt videnskabelige

artikler, som er lavet pa baggrund af forsgg, hvor dyr eller mennesker har varet udsat for BPA. Vi
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har benyttet flere forseg med dyr, da der endnu er lavet flest forsgg pa dyr til undersggelse af
konsekvenser ved BPA. Pa det seneste er der dog sket en stigning i epidemiologiske undersggelser
af BPA’s effekt hos mennesker, hvor vi har valgt at benytte nogle af dem, som har mest relevans og
faglig evidens. Som udgangspunkt var vores ide, at vi primert ville arbejde med konsekvenser i
forbindelse med problemer med kgnsdifferentiering og reproduktion. Igennem arbejdet har vi i
materialesggningen om kgnsdifferentiering pa blandt andet RUC-Summon og NCBI, hvor vi har
sogt pa ord som "BPA influence at sexual differentation” og ”Problems sexual differentation BPA”
haft sveert ved at finde fyldestggrende undersggelser og brugbart materiale om kgnsdifferentiering.
Af den grund har kensdifferentiering en lille rolle i projektet. Derimod fandt vi ud af, at kreeft i
stedet var meget aktuelt, og vi fandt flere undersggelser om dette. Vi har derfor valgt at fokusere pa
kraeft, herunder bryst- og testikelkraeft. En vigtig pointe i behandlingen af konsekvenser ved BPA
er, at det endnu er sandsynliggjort, hvorvidt BPA rent faktisk har skadelige konsekvenser hos
mennesker, da der ikke er tilstreekkelig evidens for dette. Vi har derfor gennem hele udarbejdelsen
veeret meget opmarksomme pa ikke at konkludere noget.

Hele forstaelsen for hormoner og hormonforstyrrende stoffer leder op til projektets eksperimentelle
del, hvor der laves YES-assay, som er en eksperimentel metode for pavisning af gstrogenlignende
virkning hos kemikalier. Parallelt til vores YES-assay har vi valgt at lave YAS-assay, da det er
interessant at se, hvordan de to metoder virker parallelt. Desuden kan Y AS-assay bruges til kontrol
af YES-antagonist forsgget. Vi har valgt, at YES-assay har den primere rolle af de to assays i vores
projekt. Vi fokuserer derfor langt hen ad vejen kun pa YES-assay. Vi har dog lavet et kort afsnit
under YES-assay, hvor der vil vare en introduktion af YAS-assay. Yderligere vil vi vise vores data
for YAS-assay, men vi vil ikke kommentere yderligere pa dem. YES-assay spiller derimod en mere
central rolle. YES benyttes som model til at illustrere den gstrogenlignende effekt ved kemikalier,
hvor vi har valgt at teste BPA. Forsgget er lavet sent i arbejdsprocessen, da det har veeret en
omstendelig proces at fa fundet laboranthjelp og midler til forsgget. Vores oprindelige ide med
forsgget var at kare tre forsggsrunder. Den farste forsggsomgang skulle vere en test, hvor vi
afprevede metoder og koncentrationer. | anden omgang kunne vi korrigere for eventuelle fejlkilder
og usikkerheder. | tredje runde ville vi have undersggt forskellige BPA-holdige-fadevarebeholdere
for at undersgge eventuelle gstrogenlignende effekter ved praver fra disse beholdere. | stedet kares
en forsggsrunde, hvor vi undersgger forskellige koncentration af rent BPA. For at veere sikre pa at

benytte koncentrationer, som vil give udslag i vores forsgg, har vi last forskellige forsgg med YES-
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assay og BPA for at se, hvilke koncentrationer af BPA der skal til for at give effekt. For at forsta og
udfere YES-assay har vi farst beskrevet teorien om YES-assay generelt, herunder en Kkort

introduktion til YAS-assay. Herefter introducerer vi deres rolle som eksperiment i vores projekt.

Slutteligt diskuterer vi vores forsgg og de resultater vi har faet, hvilket vi ger ud fra bade
kvantitative og kvalitative resultater. Desuden er det relevant at se pa YES-assay som model — er
det brugbart og hvilke fordele og ulemper er der? Desuden benytter tidligere omtalte dosis
responssammenhange og graenseverdier til at diskutere reguleringen af greenseveerdier for BPA og
lignende kemikalier ud fra monotone eller ikke-monotone dosis respons sammenhange, hvor
lavdosis kommer i spil. Afslutningsvis diskuteres substituering af BPA ud fra, hvilke egenskaber
BPA har, og hvad et nyt stof kan kunne for at kunne erstatte BPA.
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Hormoner
Komplekse organismer har to interne kommunikationssystemer; nervesystemet og hormonsystemet.

Nervesystemet er specialiseret til hurtige og kortsigtede kontroller, som sker pa korte afstande over
eksempelvis synapseklgfter. Hormonsystemet, ogsa kaldet det endokrine system, er malrettet til de
mere lengerevarende reguleringer og kontroller af kroppens funktioner, bade Kkorttids- og
langtidsreguleringer af metaboliske processer (Bjerregaard, 2013, s. 167). Hormoner er sma
molekyler eller proteiner, der bruges til kommunikation i det endokrine system, hvor deres opgave
er at integrere og koordinere metaboliske aktiviteter mellem organer og vaev i forskellige dele af
kroppen, hvor de pa den made optimerer tildelingen af braendstoffer til alle organer (Cox & Nelson,
2013, s. 929). Stort set alle processer i komplekse organismer er styret af hormoner. Det er alt lige
fra blodtryk og elektrolytbalance til seksuel differentiering og reproduktion (Cox & Nelson, 2013, s.
929). Hormoners funktioner kan groft deles op i tre kategorier, men et hormon kan godt have flere
af disse virkemader (Ipsen & M.fl., 2014, s. 75):

- Kroppens bevaegelse

- Omsatning af naeringsstoffer i cellerne

- Kroppens vakst og udvikling af organer og vev.

Hormoner produceres i kroppens endokrine kirtler, som gar under fellesbetegnelsen det endokrine
system, hvor nogle af de vigtigste endokrine kirtler hos pattedyr er hypofysen, skjoldbruskirtlen og
kanskirtlerne, herunder testikler og eeggestokke (Bjerregaard, 2013, s. 167). Hormonerne er oplagret
i de hormonproducerende celler, hvor de er koncentreret i sekretkorn, som er placeret lige under
cellemembranen. Nar hormonerne skal frigives, sker der en stimulering af hormoncellen, hvor

sekretkornets membran smelter sasmmen med cellemembranen.

Transport af hormoner

Efter hormonerne frigives fra cellen eller kirtlen skal de transporteres ud til det pagaeldende veav
eller organ, hvor de skal have en effekt. Hormonerne kan deles op efter, hvordan de efter frigivelse
transporteres til deres malceller, som er de celler, hormonerne har til formal at ramme. Der findes
tre forskellige slags; endokrine, parakrine og autokrine hormoner. Endokrine hormoner bliver
frigivet til blod og transporteres via blodbanen, hvor de er bundet til transportproteiner (Cox &
Nelson, 2013, s. 933-935). Dette er en transport over leengere afstande, som kan vare en meter eller
mere, for de nar deres malceller (Cox & Nelson, 2013, s. 930). Parakrine hormoner bevager sig til
de ekstracellulere rum og diffunderer til naerliggende malceller. Transporten er derfor ikke sarlig
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lang. Til sidst er der autokrine hormoner, hvilke pavirker den samme celle, som har frigivet dem.
De binder sig til receptorer pa den pagaldende celles overflade. (Cox & Nelson, 2013, s. 935).

Hormoners virkning gennem celluleere receptorer
Efter transporten skal hormonet bindes til malcellen eller veaevet, hvilket sker gennem receptorer.

Alle hormoner agerer gennem specifikke receptorer pa de hormonsensitive malceller, som har en
affinitet for netop det pageeldende hormon. Alle celletyper har deres egne kombinationer af
receptorer, hvilket gar dem i stand til at binde nogle bestemte hormoner. Selvom to celler kan have
samme receptorer, kan cellernes respons pa hormonet vaere forskellig hos de to celler pa grund af
forskellige intracelluleere mal for hormonets virkning. Hormonets specifikke virkning skyldes, at
der findes en helt bestemt strukturel virkning mellem et hormon og dets receptor, da de har en
komplimenterende virkning. Dette samspil er selektivt, og derfor kan hormoner, som kemisk set er
meget ens, have to vidt forskellige virkninger, hvis de fortrinsvis binder til forskellige receptorer. Pa
grund af den hgje affinitet mellem hormoner og tilhgrende receptorer, sa kan selv sma

koncentrationer af et hormon give respons pa deres malceller (Cox & Nelson, 2013, s. 932).

Overordnet findes der to typer af receptorer; ekstracellulere receptorer pa celleoverfladen og
intracelluleere receptorer. For ekstracellulere receptorer medfgrer bindingen af hormonet til
receptoren en kaskade af intracelluleere signalbeskeder, som regulerer cellens opfaersel. For
intracellulare receptorer ma hormonet farst passere gennem cellemembranen for at na receptoren.
Herefter bevaeger hormonet og dets receptor sig til cellens nukleus, hvor det binder sig til DNA. Pa
denne made kan hormonet regulere ekspressionen af specifikke gener (Li, 2014). Af de
intracelluleere hormoner findes de nukleaere hormonreceptorer (NHR) (Woodruff, Janssen, & M.fl.,
2010, s. 75). NHR er en klasse af ligand-aktiveret proteiner, der kommer ind i nukleus og fungerer
som transkriptionsfaktor, der aktiverer eller undertrykker genudtrykkelse. Denne ligand-inducerede
genudtrykkelse forarsager andringer i cellulere funktioner (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s.
74). Der findes tre klasser af NHR, hvor type 1 har starst relevans for dette projekt, da de er
receptorer for steroidhormoner fx gstrogenreceptor (ER) og androgen (AR), hvilket uddybes senere.

Nar hormonerne binder sig, har cellen modtaget det signal, som hormonet bringer fra kirtlen, hvor
det er produceret. Dette inducerer en &ndring af receptorens form, hvilket udlgser effekten af
hormonet. Via receptorerne kan hormoner hermed pavirke og eandre cellulere aktiviteter hos
modtagercellerne. (Vallero, 2004). Dette sker ved, at der sker en aktivering af receptorer, som leder
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til bestemte respons i cellen. Disse kemiske signaler, som er blevet transmitteret fra det endokrine

system, skal bruges til kroppens reproduktion, udvikling samt andre af kroppens processer (Vallero,

2004).

Regulering af hormonfrigivelse

Kroppen har reguleringsmekanismer, som kontrollerer frigivelse
og dermed niveauet af hormoner. Dette er vigtigt for kroppen, da
@ndringer i niveauet af specifikke hormoner, regulerer specifikke
cellulere processer. For at fa forstdelse for, hvordan denne
hormonbalance reguleres, kigges der pa hormonproducerende
systemer, da hormonfrigivelse styres af et hierarki af
neurologiske og hormonale signaler mellem hjernen og
endokrine Kkirtler (Cox & Nelson, 2013, s. 938). Den
overordnede kontrol af produktionen af hormoner i de endokrine
kirtler sker i hjernen, hvor der sker en udskillelse af overordnede
hormoner fra hypofysen se placering pa figur 1 til hgjre.
Hypofysen stimulerer andre veev til at danne mere specifikke

hormoner.

Hypofysen er anderledes end de andre hormonproducerede
kirtler, fordi den blandt andet producerer flere forskellige
hormoner og har en effekt pa kroppens gvrige endokrine kirtler.
Hypofysen bestar af en forlap og baglap. | baglappen produceres
blandt andet hormonerne FSH, follikelstimulerende hormon, og

det luteiniserende hormon, LH, som er hormoner, der stimulerer

Figur 1: Hypotalamus og
hypofysen, hvor hypotalamus
stimulerer hypofysen med
hormonet GnRH (Frgsig & M.fl.,
2014, s. 134)

andre endokrine kirtler. FSH og LH stimulerer aktiviteten hos bade mand og kvinders gonader,

hvilket er testiklerne og &ggestokkene. (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1035). Hypofysen er under

overordnet kontrol af hypotalamus, som regulerer produktionen af de overordnede hormoner ud fra

forskellige feedbackmekanismer. Hypotalamus er pa den made gverst i kommandokaden over

hormonreguleringen. Pa bilag 1 ses en overordnet kommandovej over hormonreguleringen (Cox &

Nelson, 2013, s. 936-937). Det er signaler, som hypotalamus modtager og integrerer fra

centralnervesystemet (modtaget fra mange input fra mange interne og eksterne sensorer), hvilket

stimulerer hypotalamus til at producere og udskille regulerende hormoner. Disse kan transporteres
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til hypofysens forlap via specielle blodkar og neuroner, som forbinder hypotalamus og hypofysen
(Cox & Nelson, 2013, s. 937). Disse regulerende hormoner pavirker hypofysen til at udskille
overordnede hormoner, som igangsetter naste rang af endokrine Kirtler. Disse kirtler udskiller
specifikke hormoner, som herefter transporteres til deres malvaev via blodbanen (Cox & Nelson,
2013, s. 937). Et eksempel pa et regulerende hormon fra hypotalamus er GnRH, gonadetropin-
frigivende hormon, som regulerer udskillelsen af bade FSH og LH fra hypofysen (Reece, Urry, &
M.fl., 2011, s. 1035). Dette kan ses pa figur 2 nedenunder, hvor hormonet GnRH udskilles og
stimulerer hypofysen til at danne FSH og LH, som transporteres til henholdsvis eggestokke for
kvinder og testikler for meaend. For alle hormoner i hypofysens forlap, har hypotalamus hormoner
med regulerende eller frigivende effekt, som hver isaer virker til hver deres type af hormoner,
hvilket kaldes regulerende hormoner. Pa den made er der tet kontakt mellem hypofysen og
hypotalamus (Cox & Nelson, 2013, s. 937).

EXOGENE ENDOGENE
STIMULI STIMULI

/—V [ll\'l‘( THALAMUS | ‘ﬂ
I

GnRH

/———— :'Lm'l-ur\'sr | .__\

NEGATIV | NEGATIV
FEEDBACK FSH og LH FEEDBACK

/ \

mlle\ ANDROGEN ./

VITELLOGENIN - ‘

Figur 2: Regulering af gstrogen og testosteron. | hypotalamus produceres hormonet GnRH, som

transporteres til hypofysen, som herefter danner de overordnede hormoner FSH og LH, som
pavirker dannelsen af kenshormoner i @ggestokkene og testiklerne. Produktionen er styret af
negativ feedback (Rasmussen & M.fl., 2000).
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Som tidligere navnt er det feedbackmekanismer, som »
Positiv feedback:

styrer niveauet af udskillelsen af hormoner, hvilket er

Signal
positiv og negativ feedback. Dette er illustreret pa figur — A d

B
3 til hgjre. Ved positiv feedback fremmer hormon A &/
udskillelsen af hormon B, som derefter stimulerer en Negativ feedback:
yderligere frigivelse af hormon A. Pa den made opnas Signal — ;

.. . . $ A B
der ved positiv feedback en hgj koncentration af . .

|

hormon A. Ved negativ feedback stimulerer hormon A

udskillelsen af hormon B, som sd hammer . .
Figur 3: @verst ses positiv feedback, hvor A

udskillelsen af hormon A. Saledes opnas et mere
fremmer B, som fremmer A. Nederst ses

konstant niveau af bade hormon A og B (Reece, Urry,
& M.fl.,, 2011, s. 1028).

negativ feedback, hvor A fremmer B, som

derefter hemmer A (Udarbejdet selv)

Efter redegerelsen af den generelle virkning af hormoner, gas der i dybden med nogle mere
specifikke hormoner, som har relevans i sammenhang med de hormonforstyrrende stoffer, som

behandles i dette projekt. Der leegges ud med en overordnet gennemgang af hormonundergrupper.

Undergrupper af hormoner
Hormoner, som stammer fra ekstrakter fra de endokrine kirtler, kan klassificeres i fire overordnede

grupper (Li, 2014):
1) Aminosyrederivater
2) Proteiner, f.eks. Fra hypofysen
3) Peptider, eksempelvis insulin, glukagon

4) Steroider f.eks. gstrogener og testosteron, hvilket uddybes naermere.

Da steroider omfatter keanshormoner, som har en essentiel rolle i forbindelse med forstaelsen for
hormonforstyrrende stoffer virkning, sa behandles steroider i naste afsnit for at give en baggrund

for en senere forklaring af stoffer med gstrogenlignende effekter.

Steroider
Steroider er lipider, som syntetiseres ud fra fedtsyren kolesterol. Steroider er karakteriseret som

lipider pa grund af deres fedtoplgselige egenskaber, hvilket blandt andet ger dem i stand til at
treenge gennem cellemembraner og binde sig til intracellulere receptorer. Nogle steroider fungerer

som hormoner i kroppen og kontrollerer dermed en bred vifte af fysiologiske responser i kroppen
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(Cox & Nelson, 2013, s. 935). Steroider har en grundleeggende feelles kemisk opbygning, hvilket
bestar af en kondenseret fire-ring struktur, som bestar af tre ringe med seks karbonatomer og en ring
med 5 karbonatomer. De forskellige typer af steroider har forskellige kemiske modifikationer af den
feelles ringstruktur (Washington, 2014).

Steroider er den undergruppe af hormoner, som indeholder veeksthormoner og kenshormoner.
Blandt kenshormoner er blandt andet gstrogener og testosteron. De pavirker seksuel udvikling og
seksuel opfersel, desuden pavirker de ogsa andre reproduktive eller ikke-reproduktive funktioner
(Cox & Nelson, 2013, s. 935). Kgnshormoner har betydninger for fglgende (Bjerregaard, 2013, s.
169):

1) Kansbestemmelse, hvilket er maden, hvorpa kennet bestemmes.

2) Kansdifferentiering, hvilket er de processer, hvor det fastlagte ken omszttes, sa der udvikles

gonader.
3) Kansudvikling er de processer, hvor organer og vaev udenfor gonaderne feminiseres eller

maskuliniseres.

For at fa en forstaelse for hvordan hormonforstyrrende stoffer kan forstyrre reguleringen af
kanshormoner, som er relevant i dette projekt, er det ngdvendigt at undersgge kenshormonernes
virkning og regulering, hvilket leder videre til to vigtige kenshormoner, gstrogen for kvinder og

testosteron for maend.

@strogen
@strogener er gruppen af kvindelige kenshormoner og tilhgrer som navnt tidligere

steroidhormoner. Hos mennesket findes der primart tre naturlige forekomne former af gstrogen;
estrone (E1), estradiol (E2) og estriol(E3). Den kemiske struktur for disse gstrogener ses pa figur 4
nedenunder. @strogener produceres i aggestokkene og under kvinders graviditet ogsd i
moderkagen, hvor gstrogener dannes ud fra syntetisering af kolesterol, hvor androgener (mandlige
kanshormoner) er et mellemprodukt. De er lipider ligesom de andre steroidhormoner, hvilket giver
gstrogener egenskaben til at treenge gennem cellemembraner og binde sig til intracelluleere
receptorer (Bjerregaard, 2013, s. 168-169). @strogenreceptorerne befinder sig i cellens veeske
mellem cellekernen og den ydre membran, kaldes cytosolet. Nar gstrogen har bundet sig til
receptoren, virker det som en transkriptionsfaktor, hvilket er et protein, som binder sig til DNA-

sekvenser og pa den made er en forudsatning for at transkriptionen af gener i cellen kan
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igangseettes. Det skyldes, at transkriptionen af genet enten hammes eller stimuleres af
transkriptionsfaktoren (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1024).

Gennem pigers pubertet er gstrogen ansvarlig for udviklingen og reguleringen af dannelsen af
kvinders sekundere kenskarakteristika og reproduktive systemer (Washington, 2014). Hos mand
har gstrogen ogsa vigtige funktioner, selvom niveauet af gstrogen er lavere end hos kvinder.
@strogen regulerer reproduktive systemer hos mand, hvor det er vigtigt i forbindelse med

modningen af sad.

e -
= T

e S~ o S
estrone 17 estradiol estriol

Figur 4: Her ses den kemiske opbygning af de forskellige astrogener (Miller, 2014)

Reguleringen af gstrogen sker gennem en rekke af responser, som starter i hypotalamus, hvor
GnRH regulerer dannelsen af FSH og LH, som dermed regulerer produktionen af kvindeligt
kgnshormon i &ggestokkene (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1037). Hos kvinder sgrger FSH for
vaeksten af celler, hvis opgave er at statte og nere udviklende follikler. LH stimulerer produktionen

af gstrogen, primeert estradiol, som igangsetter produktionen af reproduktive celler hos kvinder.

@strogenreceptorer
@strogenreceptorer, ER, betegnes som nuklezere hormonreceptorer, som er bindingssted for

gstrogener. ER eksisterer i to subtyper i mennesker; ER-o og ER-B. ER findes i mange typer veev
og organer. Forekomsten af de to receptorsubtyper varierer fra vav til veev og fra organ til organ.
Nar begge typer receptorer er til stede i et organ, kan de komme uniformt til udtryk, eller en enkelt
receptortype kan dominere, lige som bade ER-o og ER-B kan vere til stede i samme veev men i

forskellige celler.

ER-a dominerer hovedsageligt i steder som livmoder, aggestokke, brystveev, testikler, stroma i
prostata, knogler, lever og dele af hjernen. ER-B udtrykkes derimod i bl.a. tarmen, prostata,
testiklerne, a&ggestokke, spytkirtler og knoglemarv (Dahlman-Wright, Cavailles, & M.fl., 2006).
ER’s funktion er at regulere transskriptionsaktivitet i cellerne, nar hormoner transporteres til cellen.

@strogener diffunderer ind og ud af celler, men gstrogenreceptorerne, der er bindende proteiner,
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ger, med sin hgje affinitet, at gstrogener bibeholdes i cellerne. Efter gstrogen er bundet til ER, sker
en konformationsaendring. Denne @&ndring betyder, at receptoren er i stand til at iveerksatte

transskription af bestemte gener (Kuiper, Lemmen, & M.fl., 1998).

Testosteron

Testosteron tilhgrer klassen androgener, som er det mandlige kenshormon, der hgrer under
steroidhormoner. Testosteron er derfor ogsa et lipid, som er syntetiseret af kolesterol, hvilket gar
testosteron fedtoplgseligt. Testosteron produceres i testiklerne og spiller en vigtig rolle i
udviklingen af mends reproduktive funktioner, herunder kensorganer som penis, pung o0g
sedbleerer (Schmidt, 2014). | puberteten stiger udskillelsen af androgener, herunder testosteron
betragteligt, som er ansvarlige for blandt andet udviklingen af de maskuline sekundaere
karaktertraek; dyb stemme, skeag, kraftigere kropsbeharing, veekst af penis og pung samt gget
muskelmasse. Desuden har testosteron en vigtig rolle at spille i mands seksualdrift, hvor blandt

andet veekst og funktion af prostata og spermatogenese (seedproduktion) er vigtig (Schmidt, 2014).

Testosteron kan omdannes til estradiol via et enzym, som indfgrer dobbeltbindinger i en af de
aromatiske ringe i testosteron, hvilket kan ses pa figur 5 nedenunder. Dette forekommer primart
ved stimulation af et andet hypofysehormon, det follikelstimulerende hormon FSH. Selvom
estradiol, der er karakteriseret som kvindeligt kenshormon, har det vigtige funktioner ved normale
koncentrationer hos mand. Det er eksempelvis pakravet for spermatogenese og knogledensitet hos
mand. Den muskelopbyggende effekt er ogsa den der kendes, nar der tages steroider i forbindelse
med trening (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1038). En overproduktion og dermed g@get
koncentration af kvindeligt kenshormon, herunder estradiol kan fagre til gget feminisering fx

forstarrelse af bryster.

' 18 QH OH
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(5)
Figur 5: Omdannelse af testosteron til det kvindelige kenshormon estradiol ved indfarelse af en
dobbeltbinding i ringstrukturen (Schmidt, 2014).

Hos mand spiller hormonerne FSH og LH en rolle i produktionen af androgener og udviklingen af
de tidligere nevnte kenskarakteristika. Ligesom hos kvinder, sa udskilles FSH og LH som respons
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fra hormonet GnRH fra hypotalamus. For en velfungerende spermatogenesis er bade FSH og LH
vigtigt, da de pavirker forskellige typer af celler i testiklerne. FSH giver anledning til aktivitet i
sertoli cellerne, hvilket er en celletype i testiklernes saedrgr. De fungerer som statteceller for
sedcellerne under dannelsen af disse, hvor de forsyner saedcellerne med neringsstoffer. Desuden
hjeelper de ogsa med at frigare de modne sedceller i sedkanalerne. LH regulerer derimod leydig
celler, hvilke er de celler, som producerer det mandlige kenshormon testosteron og andre
androgener, hvilket igangsatter produktionen af seed (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1056-1057).

Kroppen regulerer ngje koncentrationen af testosteron i kroppen for at holde koncentrationen i
balance, hvilket sker ved negativ feedback. Negativ feedback kan regulere dannelsen af androgener
efter behov, og der findes to negativ-feedbacksystemer, som kontrollerer dette niveau. Det farste er,
at testosteron kan regulere niveauet af GnRH, FSH og LH gennem inhiberende effekter pa
hypotalamus og hypofysen. Det andet er en produktion af hormonet, inihin, i sertoli cellerne, som
pavirker hypofysen til at reducere udskillelsen af FSH. Disse to negativ-feedbacksystemer sgrger
for et optimalt niveau af androgener (Reece, Urry, & M.fl., 2011, s. 1057). | tilfeelde af en for hgj
koncentration af testosteron, vil der sendes et negativ feedback signal til hypotalamus, som sa
haemmer produktionen af GnRH og dermed ogsa dannelsen af LH i hypofysen. Dermed hemmes
testosteronproduktionen ogsa, da testiklerne ikke far samme mangde signal om at danne
testosteron. Efter testosteronniveauet er faldet til et bestemt niveau, vil heemningen af produktionen
af GnRH og LH svakkes, og dermed oprettes den normale produktion af GhnRH og LH og dermed
testosteron igen (Fresig & M.fl., 2014, s. 135).

Hormonforstyrrende stoffer

Som navnt tidligere styrer hormoner adskillige processer i kroppen, og det endokrine system er
meget afgegrende for kroppens normale udvikling og reproduktion. Hormonbalancen kan let
pavirkes af forskellige stoffer, og selv sma forstyrrelser i systemet og dets funktioner kan fare til
langvarige og i nogle tilfelde uoprettelige skader. Kroppen kan vere serlig felsom overfor
udefrakommende pavirkninger af hormonsystemet i forskellige faser af livet, specielt under
udvikling og veekst som i prenatal og pubertere perioder (Vallero, 2004). Xenohormoner er
naturligt eller kunstigt fremstillede stoffer, som har hormonlignende egenskaber, og de stoffer som
er i stand til at pavirke kroppens naturlige hormonbalance, kaldes i normal tale for

hormonforstyrrende stoffer. Dette kan beskrives som “Et udefrakommende stof, som &ndrer den
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endokrine funktion og forarsager skadelige virkninger hos organismen, dens afkom og/eller
(sub)population af organismer” (Bjerregaard, 2013, s. 169). Hormonforstyrrende stoffer er meget
omdiskuteret i forbindelse med kenshormoner, men andre hormonsystemer i kroppen kan ligeledes

pavirkes af hormonforstyrrende stoffer (Bjerregaard, 2013, s. 167).

Der er forskellige mader, hvorpa hormonforstyrrende stoffer kan forstyrre den naturlige
hormonbalance. Der findes stoffer, der kaldes antagonister, som haemmer kroppens naturlige
hormoner i at binde sig til tilhgrende receptorer. Antagonisterne pavirker derfor omszatningen af
kroppens naturlige hormon, og de kan pa den made have den modsatte virkning af det naturlige
hormon. Stoffer som virker antagonistisk kan dog stadig have en effekt. Effekten kan stadig veere
starre end de enkelte bidrag alene, selvom der er antagonistisk effekt (\Vallero, 2004). Andre stoffer,
som kaldes agonister, virker ved at interagere med de naturlige hormonreceptorer i kroppen ved at
binde sig til cellernes receptor. De efterligner dermed de naturlige hormoners virkning (Vallero,
2004). Dette medfarer ubalance og forstyrrelser i kroppens hormonbalance. Der er forskellige
niveauer, hvorpa hormonforstyrrende stoffer kan forstyrre hormonsystemet (Bjerregaard, 2013, s.
169):

1) Dannelsen af hormoner

2) Binding til transportproteiner i blodet

3) Vekselvirkning med hormonreceptorer i cellerne, hvilket bade kan ske ved antagonisme

eller agonisme.

4) Omseatning eller nedbrydning af hormonerne.

| 2007 lavede EU en prioriteringsliste over hormonforstyrrende stoffer, som inddelte stofferne i fire
grupper efter stoffets toksicitet (Rapra, 2012, s. 7)

Kategori 1: Pavist i dyreforsgg at have hormonforstyrrende effekt.

Kategori 2: Potentielt hormonforstyrrende.

Kategori 3a: Ingen hormonforstyrrende effekter i forsgg

Kategori 3b: Ingen eller utilstreekkelig data til at udelukke hormonforstyrrende egenskaber.

@strogenlignende effekt
Stoffer med @strogenlignende effekt er blandt de mest omtalte i forbindelse med
hormonforstyrrende stoffer. Med gstrogenlignende effekt menes der, at stofferne efterligner den

effekt, som naturligt gstrogen har bade hos mand og kvinder. Denne gstrogenlignende aktivitet sker
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primart gennem nuklegere hormonreceptorer ER-a og ER-[3, hvor forskellige stoffers effekt kan
vaere vaesentligt forskellige men stadig udlgse gstrogenlignende respons. Stofferne kan bade have

antagonistisk og agonistisk virkning (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 76 og 198).

Stoffer som vekselvirkede med kroppens gstrogener var oprindelig den primere bekymring, da
hormonforstyrrende stoffer kom i fokus i forbindelse med reproduktive problemer. Efter talrige
undersggelser af stoffers gstrogenlignende effekt kom der fokus pa antiandrogener, som overordnet
giver udslag som gstrogener. Antiandrogener modvirker nemlig virkningen af mandlige
kanshormoner, og dermed kan udsattelse for disse stoffer overordnet set minde om virkningerne
som folge af udszttelse for gstrogener eller gstrogenlignende stoffer. Dette skyldes, at de heemmer
kroppens testosteronreceptorer eller heemmer enzymer, som er med til at danne testosteron.
Antiandrogener pavirker kun mandlige fostre, mens gstrogenlignende effekt kan pavirke begge kans
hormonbalance hele livet. Androgen-gstrogen balancen er vigtig for normal udvikling (Woodruff,
Janssen, & M.fl., 2010, s. 149).

Risikovurdering til fastsattelse af greenseveerdier
| forbindelse med hormonforstyrrende stoffer laves der risikovurderinger. Her undersgges, hvilke

konsekvenser stoffet kan have og ved hvilke koncentrationer. Risikovurdering bruges som et
parameter for undersggelse af hormonforstyrrende stoffers toksicitet. For at lave en risikovurdering
af et kemikalie, ses der pa flere faktorer, som laves ud fra toksikologiske og epidemiologiske
undersggelser:

1. Risikofaktorer

2. Dosis-responssammenhange

3. Eksponering

4. Karakterisering af risikoen
Disse faktorer bruges til at fastlaegge et regelsaet for brugen af kemikaliet, ikke blot for selve
kemikaliet men ogsa produkter, hvori kemikaliet indgar. Denne vurdering revideres lgbende i takt

med ny viden fra forskning om kemikaliet (Kamper-Jargensen, Almind, & Bruun Jensen, 2009).

Der findes forskellige betegnelser til forskellige wvurderinger af graenseverdier under
risikovurderingerne. NOEAL (No Observed Effect Adverse Level) er en betegnelse for, hvornar en
organisme bliver mindst muligt skadet. Denne bruges til at finde DNEL (Derived No Effect Level).
Hvis man i forvejen kender til eksponeringen af kemikaliet Exposure Level (EL), kan man opstille
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en brok 2=, som bruges som et kemikalies “Margin Of Safety” (MOS), hvilket er kemikaliets

sikkerhedsmargin. Jo stgrre brgken er, desto mere sikkert er kemikaliet (Rank, 2013). Udover
forsggsresultaterne tilfgjer man ogsa en sikkerhedsfaktor pa mellem 1-1000 til greenseveerdien, sa
man er helt sikker pa, at stoffet ikke er skadeligt for mennesker, hvor der dog ikke tages hgjde for
kombinationseffekt (Ngrggard, Selck, & Syberg, 2012). | nogle bestemte stoffers tilfeelde, findes
der ingen NOEAL-verdi, da kemikaliet er skadeligt ved dets blotte tilstedeverelse (Kamper-
Jorgensen, Almind, & Bruun Jensen, 2009). NOEAL kan bruges til fastseettelse af greenseverdier
for hormonforstyrrende stoffer.

EU’s vurdering og greenseverdier for toksiciteten af kemikalier er lavet ud fra prever af de enkelte
kemikalier. Men mennesker eksponeres dagligt for mange forskellige stoffer i kombination i
hverdagen bl.a. fra fedevarer, vand, jord og luften, hvilke kan pavirke hinanden. Stoffernes
pavirkning pa hinandens effekter har derfor en vigtig rolle at spille, nar deres toksicitet skal
vurderes. | dag har EU har registreret mere end 50.000 kemikalier, og det er derfor et stort og
omkostningsfuldt arbejde at teste kombinationseffekter for alle disse stoffer (Ngrggard, Selck, &
Syberg, 2012). Til trods for bekosteligt arbejde, sa har kombinationseffekt unagtelig en vigtig rolle
at spille i forbindelse med risikovurdering af stoffer toksicitet.

Kombinationseffekt (Cocktaileffekt)
Mennesker eksponeres for mange forskellige kemikalier i kombination i hverdagen, som alle kan

bidrage til en hormonforstyrrende effekt. P4 den made opstar kombinationseffekten, ogsa kaldet
cocktaileffekt. Kemikalierne findes bl.a. i fadevarer, vand, kosmetik, jord og i luften, og der
produceres over 500 millioner tons kemikalier om aret (Ngrggard, Selck, & Syberg, 2012). Den
store produktion kan medfgre, at kemikaliernes effekter forandres til trods for, at nogle stoffer ikke

ngdvendigvis var skadelige far kombinationen af stofferne (Mikkelsen, 2013).

Kombinationseffekt inddeles i 3 grupper:

- Synergi: Eksponering af flere kemikalier kan forsteerke kemikaliets hormonforstyrrende
virkning pa kroppen. Det kan dog vere forskelligt fra krop til krop og fra kombination til
kombination. Det er bl.a. derfor, at det er sveert at udvikle en metode, som kan male
kombinationseffekten. Forskning viser desuden, at jo flere kemikalier kroppen udszttes for,
desto verre pavirkning pa kroppen vil stofferne have samlet (Vinggard, 2015). Det betyder
endvidere, at emballage eller fgdevarer, som indeholder hormonforstyrrende stoffer i
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koncentrationer under de tilladte doser, kan vare farlige og have en hormonforstyrrende
effekt, hvis det er i kombination med et andet stof.

- Additiv effekt: Kemikaliernes effekt vil tilsammen ikke forandres.

- Antagonisme: | nogle tilfelde kan eksponering af flere forskellige kemikalier formindske
effekten af kemikalierne (Rank, 2013, s. 183).

Det er en omstending proces at undersgge alle stoffernes skadelige virkninger, nar de kombineres,
da der findes adskillige stoffer. En effektiv metode er endnu ikke udviklet, og det er derfor svert at
vurdere skadeligheden af s& mange stoffer. Dog har man indtil videre udviklet to metoder, man i

dag vurderer ud fra:

- Koncentration addition (CA): Dette er en metode, hvor stofferne skal have samme
virkningsmekanismer, hvilket kan veere svert, da kemikalier kan have flere
virkningsmekanismer (Ngrggard, Selck, & Syberg, 2012). Med denne metode leegges alle

stoffernes koncentrationer i kombinationen sammen for at estimere de samlede

sundhedsskadelige effekter. Dette ggres med formlen: Gy
ECso  ECso

dosis, som giver ECsy. ECxo er den koncentration, der giver en merkbar effekt pa 50 % af

, hvor d; og d, er den

forsggsorganismerne. Her bliver svaret dog oftest, at det er farligere, end det egentlig er.

- Uafhaengig Handling (IA): Her har stofferne samme sundhedsskadelige effekter og
forskellige virkningsmekanismer. Med IA legges effekterne sammen, men her bliver
effekten dog oftest undervurderet i forhold til stoffets sundhedsmassige problemer
(Mikkelsen, 2013).

Dosis-respons
En risikovurdering af et kemikalie kan blandt andet laves pa baggrund af kemikaliets dosis-respons

sammenhange. Dosis-respons er sammenhzngen mellem den dosis af et givent kemikalie kroppen
eksponeres for og virkningseffekten af kemikaliet. Dette males i virkningsprocent. Ud fra disse data
kan der laves en dosis-respons kurve, se figur 6, som laves ud fra forskellige parameter, som effekt,
bivirkning eller dgd (Streibig & mf, 2008). Dosis-respons kurven er ofte sigmoidt, som betyder at
den er s-formet, og er monotont voksende eller faldende.

Til kvantificering eller klassificering af et kemikalies sundhedsskadelige effekt, bruges dosis-

responskurver som metode. Her benyttes forsggsdata til at finde responsniveauer, som kan bruges
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til at lave grenseverdier for kemikaliet (Olsen & Piilgaard Hallin, 2013). Responsniveauerne er
eksempelvis;

- EDso, som nzvnt tidligere, beskriver ved hvilken dosis 50 % af forsggspersonerne marker

en respons af kemikaliet.

- TDso er en toksisk dosis, som markerer hvor 50 % af forsggspersonerne merker, at

bivirkninger optraeder. Her ses der pa forandringer i bade enkelte celler og hele organismen.

- LDsy, er den letale dosis, som findes ved forsgg pa dyr for at finde ud af, hvor stor en dosis
der skal til for at veere dgdelig for 50 % af forsggsdyrene (Kamper-Jargensen, Almind, &
Bruun Jensen, 2009).
Ved nogle kemikalier er det ogsa ngdvendigt at finde EDyq eller fx ECsy, hvor C’et stér for
koncentration og bruges pd samme made, hvor kemikalierne her undersgges i koncentrationer i
stedet for i doser (Streibig & mf, 2008).

Respons
Virkning/% Effekt __ Bivirkning_ Dgd
100 //”///’//zf
50T / /

{

f {

f / /

/ﬂ —// | /
N ED,, -TDSO LD,

Figur 6: P& figuren ses en dosis-responskurve, som viser respons som funktion af dosis. Grafen

Dosis

viser ved hvilken dosis 50 % af forsggspersonerne i et forsgg med et kemikalie, far henholdsvis

effekt, bivirkninger eller en letal virkning.

Pa dosis-responskurven pa figur 6 ses, at der er forskel pa virkningen ved samme dosis hos
mennesker. Bestemte koncentrationer af et stof kan give forskellige responser (EKSEMPEL).

Kurven er derfor heller ikke linezer men flader ud for enden.

| wvurdering af dosisrespons undersgges parameter som eksempelvis starrelse af dosis,

virkningseffektens indtreeden, hvornar virkningseffekten er konstant og hvornar virkningen er
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aftagende. Selvom disse parameter er forholdsvis lette at undersgge, er der ofte store individuelle
forskelle pa mennesker, og man kan derfor ikke ga ud fra, at forsggsdata passer pa alle. Isar hos
svaekkede mennesker med fx darlig lever vil kemikalier ofte have en anden effekt (Olsen &
Piilgaard Hallin, 2013).

Terapeutisk indeks og bredde
Forholdet mellem den effektive dosis og den letale dosis kaldes terapeutisk indeks og males med

formlen ;Zi. Det terapeutiske indeks kan bruges som metode til at afgare, hvor toksisk et kemikalie

50

er eller bruges som sikkerhedsmargin for et kemikalie. Et hgjt terapeutisk indeks er, hvis der er stor
forskel pa LD og ED, altsa % = hgjt. Her er risikoen for toksisk og letaleffekt minimal. Hvis det

terapeutiske indeks er smat, skal man vare mere opmarksom pa overdosering, da det kan blive
toksisk eller letalt. Ud fra dette kan man ogsa konkludere, at jo sterre et kemikalies terapeutiske
indeks er, des mere sikkert er kemikaliet (Olsen & Piilgaard Hallin, 2013). Udover terapeutisk
indeks findes der ogsa terapeutisk bredde, se figur 7 herunder, som bruges til at finde en dosis, hvor
flest forsggspersoner far effekt i et dosis-respons forsgg med et minimum af bivirkninger.
Terapeutisk bredde udregnes med formlen TDso-EDs (Olsen & Piilgaard Hallin, 2013).

Dosis

Dosis som
TD50  kan medfere
F . toksisk
effekt

I W R =m—n Mindste
EDS0 dosis med
effekt

L

Figur 7: Denne figur viser den terapeutiske bredde. Et rum, hvor flest forsggspersonener i et dosis-

respons forsgg for effekt, med minimale bivirkninger (Lavet i Paint).

Bisphenol A
BPA er et af de mest omtalte kemikalier i forbindelse med hormonforstyrrende stoffer.
Hormonforstyrrende effekter af kemikalier som BPA kan pavirke det endokrine system i mennesker

ved eksponering. Interessen for BPA er voksende i offentligheden og blandt forskere. Det har
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placeret kemikaliet i centrum for debatten om de skadelige effekter af hormonforstyrrende stoffer,
da det bl.a. kan have betydning for fosterudviklingen, reproduktionsevnen og karcinogenese (tumor-
og kreeftfremkaldende virkning) (Vaughn, 2011, s. 87).

Mistanken om sundhedsskadelige effekter ved eksponering for BPA bliver tydelig med henblik pa
de tilhgrende faresatninger (H-seetninger) og sikkerhedssatninger (P-seetninger), som er en del af
GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals). Dette er en
made at danne et st af standardiserede saztninger om farer- og sikkerhedsforanstaltninger for
kemiske stoffer, hvilket reguleres pa EU-plan. Sztningerne, som omhandler BPA, oplyser om
eventulle farer ved BPA, hvor man ud fra disse s&tninger kan aflaese, at BPA mistaenkes for at have
sundhedsskadelige effekter, herunder skadelig effekt pa fertilitet, skade ufedte bern, skader pa
organer, hvilket er uddybet i bilag 2 (National Center for Biotechnology Information). Det skal dog
pointeres, at det endnu ikke er helt evident, hvorvidt BPA har sundhedsskadelige effekter. Men
dette projekt tager udgangspunkt i den forskning, der beskriver BPA’s hormonforstyrrende effekt,
og hvilke konsekvenser det kan have (Vaughn, 2011, s. 87). Diskussionen af hvilke
sundhedsmassige konsekvenser BPA kan have, fokuserer pa forringelse af reproduktionsevnen og
udvikling af kreft. BPA kan nemlig virke som et reproduktionstoksisk stof, selvom der er
usikkerhedsmomenter med hensyn til, hvor stor den faktiske sundhedsrisiko er for mennesker.

Hvad er BPA

BPA er et symmetrisk molekyle med to methylgrupper og to hydroxylerede phenylringe, der er
samlet om et centralt kulstofatom, hvilket er afbilledet pa figur 8, og dets fysiske egenskaber kan
ses i bilag 3. BPA indgar i vigtige industrielle kemikalier, hvor det blandt andet er en molekyler
byggesten i polycarbonat polymere og epoxyplast, der anvendes i mange henseender. | polycarbonat
(PC) bruges BPA til binding, blgdgering og/eller hardning af plastik, maling / lak og “fyld i
materialer”. BPA kan pd den méde vare med til at give PC en enestdende kombination af nyttige
egenskaber, hvor nogle af de primere er gennemsigtighed, splintremodstand og hgj varmeresistens,
hvilket gar BPA hgjest brugbart pd mange forskellige anvendelsesomrader (Vaughn, 2011, s. 92).
PC bruges eksempelvis i kontaktlinser, medicinsk udstyr, vandflasker, fgdevarebeholdere, digitale

medier som cd'er / dvd'er, termisk papir og elektrisk udstyr.

Epoxyplast anvendes til industrielle gulvbelaegninger, lim, industrielle beskyttende belaegninger

(Vaughn, 2011, s. 85). | fagdevarebeholdere benyttes det f.eks. til at skabe en barriere mellem
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fadevaren og metallet i en dase, sa fadevaren ikke kommer i direkte kontakt med metallet. Det
hjelper ogsa til at holde formen og styrken af plastik eller lak (Rank, 2013, s. 141).

Pa figur 8 ses syntetiseringen af BPA, som er en kondensationsreaktion mellem acetone og phenol.
| det feerdige produkt har begge benzenringe faet tilknyttet én hydroxygruppe, som befinder sig

symmetrisk overfor hinanden.

H3CYCH3 H3C CH3

+
/© " ’ " ©\ H}
HO OH HO OH
HZO

Figur 8: Pa figuren ses processen ved dannelse af BPA ved kondensationsreaktion. Der sker en
kondensation af phenol med acetone ved brug af en katalysator, hvilket danner BPA og H,0O, der er
et biprodukt. Produktet til hgjre er BPA.

BPA blev farste gang brugt som industrikemikalie i 1930, men siden A

da er der sket en enorm vekst i produktionen. | dag er BPA et af de 7
kemikalier, der produceres mest af, og pa verdensplan blev der i 2012 ‘ )
produceret over 4,6 mio. tons (EuropeanCommission, 2015) an. BPA

er almindelig i produkter og industriaffald, der bade forurener PC
mennesker, vand og luft (Vaughn, 2011, s. 87). Hvis et produkt

indeholder eller er lavet af polycarbonat, vil produktet vare market Figur 9: Symbolet viser, at

med en genbrugstrekant med et syvtal inden i, samt PC stdende under der er polycarbonat i et
trekanten, som det ses pa figur 9 (Rank, 2013, s. 142). produkt (Rank, 2013, s. 142)

BPA’s hormonforstyrrende effekt ved binding til receptorer
BPA blev syntetiseret for forste gang i 1891. I 1930’erne forsegte Edward Charles Dodds fra

University of London at finde et syntetisk gstrogen, og i den forbindelse identificerede han BPA’s
gstrogene egenskaber. BPA blev dog aldrig taget i brug som et syntetisk gstrogen, men begyndte i
stedet at blive anvendt i epoxy i 1950’erne. 1 1957 opdagede kemikere fra General Electric, at BPA
kunne bruges til at lave hard plastik, polycarbonat, der var bade var sterkt og klart. Disse
opdagelser satte skub i brugen af BPA, da plastikindustrien i artierne efter var i vaekst (Vogel,
2009).
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Med begyndelsen som en mulig syntetisk gstrogen, har gstrogen effekt af BPA vearet kendt fra
starten. Men spgrgsmalet er, hvordan den gstrogene effekt kommer til udtryk pa et kemisk og
biologisk niveau. BPA er i stand til at binde sig til hormonreceptorer i mennesker, og forklaringen
pa den gstrogenlignende evne kredser derfor om gstrogenreceptorerne ER. Evnen til at binde sig til
hormonreceptorer haenger sammen med BPA’s kemiske struktur, som skaber muligheden for, at
kemikaliet kan pavirke det endokrine system. Det betyder, at kemikaliet kan have en effekt, der
interferer med hormonsystemet, altsa have en hormonforstyrrende effekt, og derfor betegnes BPA
som en endokrin forstyrrer. Evnen til at efterligne virkningen af endogene gstrogener (gstrogener

der er produceret i kroppen), bevirker at BPA endvidere betegnes som en xenogstrogen.

Den mest elementere grund til BPA’s evne til at binde sig til ER, kan findes ved at belyse
kemikaliets strukturelle, kemiske sammensatning. Det kan beskrives med henblik pa hvilke
strukturelle elementer et molekyle generelt skal udgares af, for det besidder evnen til at binde sig til
ER. Minimumkravene for den strukturelle sammensatning af et stof, for at det kan have
gstrogenlignende effekter, ser ud til at vaere en hydroxylgruppe pa 4 carbon i A-phenylringen, samt
en hydroxylgruppe pa samme placering pd B-phenylringen (Kitamura, Suzuki, & M.fl., 2005).
Denne strukturelle opbygning har ligheder med gstrogen, og BPA udgeres netop af bl.a. to
benzenringe og to (4,4”)-OH-grupper i paraposition. Den strukturelle ikke-homologe (altsa analoge;
dvs. at de har samme funktion, men ikke samme udviklingsmeessige oprindelse) lighed mellem
BPA og @strogen ger det muligt for BPA at passe ind i den ER-bindende lomme pa
gstrogenreceptorerne. Den kemiske struktur af BPA, er derfor den grundleggende arsag til at
kemikaliet kan have en hormonlignende effekt, og det ger f.eks. at BPA kan forstyrre signaleringen
mellem gstrogen og hjernen, hvilket har en afggrende rolle i seksuel differentiering.

De kemiske ligheder danner grundlaget for, hvordan BPA kan fungere som et gstrogen, men det
forklarer ikke, hvordan det udmenter sig til hormonlignende effekt pa et celluleert niveau, og det er
forst inden for de to seneste artier, at man har dokumenteret BPA’s hormonlignende effekt. BPA
kan formentligt interagere med flere typer gstrogenreceptorer, men iser kemikaliets evne til at
binde sig til de nukleare gstrogenreceptorer ER-a og ER-B er veldokumenteret. BPA binder sig i
starre grad til ER-a og i mindre grad til ER-R, hvilket er vist bade in vitro og in vivo forsgg. Disse
receptorer er desuden ogsa til stede i rotter og mus, hvoraf det ofte er disse dyr, der udfgres forsgg

pa, nar gnsket er at undersage gstrogenlignende effekter (Kuiper, Lemmen, & M.fl., 1998).
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Gennem biokemiske assays har man undersogt BPA’s evne til at binde sig til ER. Undersggelser af
BPA’s virkning pad ER viste, at der pd bade ER-a og ER-B findes et enkelt bindingssted for
estradiol, og at BPA (og alle andre gstrogenlignende kemikalier) konkurrerer med estradiol for at
binde sig til de to typer receptorer i lige hgj grad og med samme tilbgjelighed. Dog bindes BPA
med langt mindre affinitet end estradiol til receptorerne. BPA fremmer desuden
transskriptionsaktiviteten hos begge receptorsubtyper ved koncentrationer pa 100-1000 nM,
svarende til 0,0228-0,2283 mg/L. BPA kan altsa bade have en gstrogenlignende effekt ved at binde
sig til ER, samt en gstrogenlignende virkningsmekanisme, der kan gge transskriptionsaktiviteten
(Gould, Leonard, & M.fl., 1998).

Forskning tyder pa, at mens BPA kun udgver en agonistisk effekt for ER-B, og dermed igangsatter
en gstrogen effekt, kan BPA bade fungere som agonist og antagonist af gstrogen for ER-a. Altsd
kan det bade have en fremmende eller hammende effekt. Dermed bliver den hormonforstyrrende
effekt af BPA receptorsubtype-specifik (Hiroi & M.fl., 1999). | et stort studie fra 1999 undersggte
man gstrogene effekter af 20 forskellige kemikalier med 5 forskellige assay-metoder. Alle
testmetoderne resulterede i kraftige gstrogene reaktioner for bl.a. estradiol og 17p-estradiol. Mere
opsigtsvekkende fandt man, at BPA frembragte en gstrogen effekt i alle assays (Andersen,
Andersson, & M.fl., 1999).

Ligesom for de endogene gstrogener har affiniteten stor betydning for, i hvor hgj grad gstrogener
eller gstrogenlignende kemikalier kan bibeholdes i cellerne, og dermed hvor stor en effekt de kan
have for det endokrine system. Affiniteten af BPA har altsa afgerende betydning for, hvor stor en
effekt det kan have i det humane legeme. BPA’s affinitet er relativt lav, set i forhold til affiniteten
for B17-estradiol. Mere pracist er affiniteten 10.000 til 100.000 gange mindre i nogle tilfeelde, og
det har givet anledning til at angive BPA som en svag miljgmaessig gstrogen (Andersen, Andersson,
& M.fl., 1999). Det er desuden den lave affinitet, der kan give anledning til at antage, at BPA ikke
kan forarsage en merkbar effekt i mennesker. Men de fleste gstrogener, der produceres endogent,
som f.eks. 17p-estradiol, er bundet til plasmaproteiner, sa kun en mindre andel er i stand til at
aktivere ER i cellerne. Det giver BPA (og andre gstrogenlignende stoffer) en fordel, da de har en
langt mindre affinitet for plasmaproteinerne end de endogene gstrogener. Derfor findes det i hgjere
grad frit i blodet og er i hgjere grad tilgengeligt til at aktivere ER. | den forbindelse bliver det
vigtigt at pointere, at et fravaer af plasmaproteiner i1 assays kan betyde, at BPA’s evner set ift.

estradiols undervurderes in vitro, pa trods af at BPA’s affinitet for ER er langt mindre end estradiols
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(Nagel, Saal, & M.fl., 1997). Desuden kan BPA modvirke estradiols virkning ved at fungere som en
selektiv gstrogenreceptormodulator. Ved hgje koncentrationer kan BPA binde sig til AR-receptorer

og derigennem haeemme aktiviteten af androgen. (Hejmej & M.fl., 2011)

| talrige undersggelser har man altsa fundet, at BPA kan veare i stand til at binde sig til
gstrogenreceptorer, og derved have en hormonforstyrrende effekt. Hvilken betydning det kan have
for det humane endokrine system og human sundhed, er dog langt mere kompliceret og uafklaret.
Derfor undersoges og diskuteres BPA’s hormonforstyrrende effekt til stadighed. De undersogelser
af sundhedsmaessige konsekvenser, der allerede er foretaget, tyder dog pa, at BPA kan have en lang
reekke falgevirkninger. De mest fremtraedende af disse er centreret om fertilitet, kensdifferentiering
og karcinogenese, som tidligere neevnt. Derfor beskrives sundhedsrelaterede konsekvenser i det

falgende afsnit.

Konsekvenser ved eksponering af BPA
Konsekvenserne af en hormonforstyrrende effekt som felge af eksponering for BPA over kritiske

koncentrationer er mange, og er til stadig diskussion og et stort stridspunkt, bade imellem forskere,
lovgivende myndigheder og producenter, der anvender BPA. Der er lavet et utal af
forskningsprojekter, der undersoger alle dele af BPA’s virkning og konsekvenser. Mest essentielt
undersgges starrelsen af koncentrationen, der skal til for at eksponeringen af BPA resulterer i store
sundhedsmaessige konsekvenser, og hvordan disse konsekvenser manifesterer sig ud fra et
sygdomsmaessigt udgangspunkt. Der er en lang raekke sygdomme og lidelser, der menes at kunne
udvikles som konsekvens af eksponering med BPA. | eksperimentelle studier har BPA vist at
pavirke reproduktive dele sa som eggestokke, livmoder, vagina veegt, formen af &g,
befrugtningsevne, afstand mellem kensdele og anus (det indikerer maskulinisering eller
feminisering af ydre kensorganer), tid for vaginal abning (start pubertet). Dette antyder, at
eksponering af BPA har en pavirkning pa kroppen og potentielt kan skade menneskets
forplantningsevne (Segni, Mallozzi, & M.fl., 2014, s. 1-2).

Pa baggrund af gennemgang foretaget af WHO af al den viden man har om hormonforstyrrende
stoffer, star der pa Fadevarestyrelsens hjemmeside, at der pa nuvarende tidspunkt ikke er bevis for,
at der er anselige sundhedsfarer forbundet med kontakt med hormonforstyrrende stoffer, herunder
BPA. Men det understreges samtidig, at hvis mistanken om, at hormonforstyrrende stoffer har en

negativ indvirkning pa menneskers forplantningsevner, holder vand, kan det have anselige
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konsekvenser (Fadevarestyrelsen, 2015). Derfor tages BPA meget alvorligt. En lang rekke
epidemiologiske og kliniske undersggelser har nemlig vist en sammenhang mellem eksponering af

BPA og negative virkninger pa mange menneskelige systemer (Mohd, Ejaz, & M.fl., 2015).

Herunder er eksempler pa sammenhange mellem eksponering for BPA og forskellige lidelser
(WHO, 2015, s. 3, Chap 1).

o Forskellige kraeftformer, herunder bryst- og testikelkraeft

e Tidlig pubertet

e Reproduktionsmassige konsekvenser

e Fejl pa kensorganer

| falgende afsnit uddybes de primare sundhedsskader, som BPA mistaenkes at have hos henholdsvis
kvinder og mand.

Konsekvenser hos hunkgnnet
Eksperimentelle undersggelser har vist flere resultater, som tyder pa, at BPA har skadelige

virkninger hos hunkgnnet. Hos kvinder er hgjere niveauer af BPA forbundet med fejl pa kvindelige
kansorganer, infertilitet, hormonel ubalance, spontane aborter, brystkraeft, tidlig pubertet og for
tidlige fadsler. (Mohd, Ejaz, & M.fl., 2015). Der er i dag forskellige forskningsresultater, som i
nogle tilfelde er modstridende, vedrerende BPA’s pavirkning pé tidlig pubertet og livmoderens
udvikling. Eksperimentelle data fra dyremodeller for menneskets pubertet har vist, at flere
miljgmaessige kemikalier, som findes overalt i vores hverdag, herunder BPA, kan have skadelige
virkninger pa kvindelige reproduktion (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 122). Det er for nyligt
observeret, at kvinder, som har koncentrationer af BPA i kroppen over detektionsgransen, var
betydeligt mere repraesenteret i infertile (ufrivillig barnlgse) grupper end for fertile folk (Segni,
Mallozzi, & M.fl., 2014, s. 2). For at naevne et eksempel fra den virkelige verden, kunne Det
Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg i 2009 berette, at kvinder, der arbejder i
plastindustrien, 20 % oftere far behandling for ufrivillig barnlgshed. Forskerne havde ingen
definitiv forklaring pa tendensen, men papegede at det bl.a. kunne skyldes, at kvinderne i hgjere
grad var eksponeret for kemikalier i arbejdsmiljget, der kunne have en hormonforstyrrende effekt.
Det er i al fald pafaldende, at man i dette tilfeelde tilsyneladende fandt en lavere fertilitet blandt de
kvindelige medarbejdere, nar det netop er i plastindustrien, at f.eks. BPA anvendes. (Politiken,
2009)
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De forlgbende eksperimentelle undersggelser antyder, at BPA’s virkning pa det kvindelige
reproduktive system skyldes, at BPA kan have agonistisk effekt med gstrogenreceptorer i celler.
Dette kan give problemer i forbindelse med reproduktion, da reproduktive processer kreaever
omhyggelig koordinering af hormoner frigivet fra hypotalamus, hypofysen og kensdelene
(Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 177). Trods omfattende undersggelser og litteratur om
eksperimentelle dyre- og mekaniske forsgg er der endnu ikke nogen bedgmmelser, som
sammenfatter de toksikologiske undersggelser af BPA’s effekt pa det kvindelige reproduktive
system (Segni, Mallozzi, & M.fl., 2014). Til trods for disse usikkerheder og huller i viden
omfattende BPA’s pavirkning, sa er der sa meget foreliggende dokumentation, at der i dag treeffes

valg i henseende med at forebygge eksponering for BPA (Segni, Mallozzi, & M.fl., 2014, s. 1).

Reproduktive skader
| en undersggelse, som undersgger sammenhangen mellem eksponering af BPA og infertilitet hos

kvinder, ses en direkte effekt af BPA’s pavirkning pa modningen af a&g hos mennesker.
Undersggelsen, som blev ledet af Dr. Catherine Racowsky, direktor for ”Assisted Reproductive
Techonolgies Laboratory” gennemforte studiet ved tilfaeldigt at tage 352 kasserede &g fra 121
patienter, som havde veret igennem in vitro fertilisering. ZAggene blev udsat for forskellige
koncentrationer af BPA, men ét &g fra hver patient undgik eksponering, da det skulle bruges til
kontrol (Machtinger, Combelles, & M.fl., 2013). Efter &ggene havde vearet udsat for BPA, sas
falgende resultater:

- Fald i procentdel af &g, som var modnet

- Procentdel af &g der undergik spontan aktivering steg, hvilket er en unormal proces, hvor et

ubefrugtet &g agerer som hvis det var befrugtet.

Desuden var der fejl ved nogle af de modnede ag. Forskerne sa, at de modnede &g havde en
tendens til ikke at have bipolere spindler og afstemte kromosomer, som upavirkede &g har. Dr.
Racowsky siger om resultaterne “Our data show that BPA exposure can dramatically inhibit egg
maturation and adds to a growing body of evidence about the impact of BPA on human health. |
would encourage further research to gain a greater understanding of the role BPA plays in
infertility” (Ellis, 2013). Denne undersggelse viser, at der kan vere en sammenhang, men forskeren

siger endvidere, at der skal langt mere forskning til far, man kan sandsynliggare det.
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Tidlig pubertet
En af mistankerne om BPA’s skadelige effekter er tidlig menstruation hos piger. Siden slutningen af

1800-tallet er der observeret et fald i alderen af pubertetsudvikling. Eksempelvis i Danmark er
menstruationsalderen faldet fra 17 ar til ca. 13 ar i dag over de sidste 100 ar (Woodruff, Janssen, &
M.fl., 2010, s. 118). Endvidere er hyppigheden for unormal tidligt pubertet helt ned til 6 ar forgget
(Bjerregaard, 2013, s. 175). Gener kan ikke redegare for disse sekulere andringer i timingen af
pubertetsbegyndelse, da @ndringerne er sket over de sidste fa artier, og derfor er det mest
sandsynligt, at der er miljgmaessige faktorer, som spiller en rolle her (Woodruff, Janssen, & M.fl.,
2010, s. 118).

Der er flere teoretiske mekanismer ved BPA, som mistaenkes for at kunne inducere tidlig pubertet,
hvilket kan ses nedenunder (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 122):

1) Hurtig modning af hypotalamus / hypofyse-aksen. Det er nemlig herfra hormonerne LH og
FSH udsendes og er medvirkende i igangseettelsen af puberteten.

2) En perifer pavirkning pa hormonniveauer i eggestokkene eller brystet. Flere
laboratorieforsgg tyder nemlig pa, at preenatal eksponering af naturlige eller syntetiske
gstrogener kan vare med til at fremskyde puberteten. | forsgg med gnavere har en vaginal
abning, som er det tidligste synlige tegn pa pubertet, fremkommet som respons ved
eksponering af forhgjede niveau af gstrogener og @strogenlignende stoffer, herunder ved
udseettelse for BPA. (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 122)

Brystkraeft
BPA mistenkes yderligere for at kunne veere en medvirkende faktor i udviklingen af brystkreeft.

Frekvensen af brystkrefttilfeelde har generelt veeret stigende gennem de senere ar, og risikoen for at
do af en Kkonstateret brystkreft er tilmed steget i takt med eksponering af stoffer med
gstrogenlignende effekter (Bjerregaard, 2013, s. 175). Der ses en mulig sammenhang mellem
brystkreeft og eksponering af hormonforstyrrende kemikalier med gstrogenlignende effekt sa som
BPA. @strogen er ikke i sig selv et kreeftfremkaldende stof, men gstrogener kan fremme veeksten af
tumorer, hvis de allerede er begyndt at udvikle sig (Bjerregaard, 2013, s. 175). Forholdet mellem
BPA eksponering og udvikling af brystkreaft er endnu ikke prgvet pd mennesker, men dyremodeller
er brugt. Disse tyder pa, at fostrerets udviklingsmassige periode kan vere den mest fglsomme
periode over for BPA eksponering. Det skyldes omprogrammering i brystet, som gger

kreeftmodtageligheden. Fra en undersggelse med mus, hvor man sa pa udviklingen af brystkreeft
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som fglge af BPA eksponering udtaler Hugh Taylor, MD, fra Yale Universty School of Medicine in
New Haven, Conn., til Medical News Today; “BPA is a weak estrogen and DES is a strong
estrogen, yet our study shows both have a profound effect on gene expression in the mammary
gland (breast) throughout life” (James, 2010). Med dette pastar han, at hans undersggelser viser, at
BPA kan have en indvirkning pa genekspressionen i melkekirtlerne. Yderligere tilfgjer han, at selv
svage gstrogenlignende stoffer, altsd med lav affinitet for gstrogenreceptorer, kan endre
udviklingen af brystet i folge undersggelsen. Dette betyder, at eksponeringen for BPA selv
preenatalt kan placere voksne kvinder i risikogruppen for udvikling af brystkraeft (James, 2010). En

dybere forstaelse af omprogrammeringen er endnu ikke klarlagt.

Konsekvenser hos hankgnnet

BPA mistenkes ogsa for at have forskellige skadelige virkninger hos hankgnnet. Hos mand har
hgjere niveauer af BPA veret forbundet med blandt andet seksuel dysfunktion, darligere
seedkvalitet og hormonel ubalance. Hos drengebgrn ses lavere fadselsvaegt og misdannelser pa
kansdele. Desuden ses en hormonel ubalance i forbindelse med BPA eksponering eller udszttelse
for forurenet miljger med BPA (Mohd, Ejaz, & M.fl., 2015). Toksikologiske undersggelser af
BPA'’s effekt hos mus, rotter og andre dyremodeller har vist, at BPA kan have skadelige virkninger
pa mands reproduktionsfunktioner, ligesom det er vist for kvinder. In vitro forsgg med rotter og
kulturer fra humane fatale testikler viste, at BPA havde dosisafhangige anti-androgene virkninger. |
1997 blev forsgg udfert med draegtige mus. Forsggene viste, at ved doser pa 2 pg/kg/dag BPA, var
den resulterende effekt forstgrret prostata hos afkommet af hankan. Til sammenligning angives det,
at denne dosis er akvivalent til en dosis pa 50 ug pr. dag for et barn pa 25 kg eller en dosis pa 150
ug pr. dag for en voksen pa 75 kg (Nagel, Saal, & M.fl., 1997)

Skader pa reproduktive funktioner
Der er de senere ar sket en stigning i forekomst af fglgende biologiske skader hos meend (Woodruff,

Janssen, & M.fl., 2010, s. 145+148):
- Testikelkreeft
- Nedgang pa s&dtal
- Frekvens af kryptorkisme (mangelfuld nedsynkning af testikler)

- Hypospadi (ufuldsteending dannelse af mandlige kensorganer)
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De seneste ars forskning har vist, at dette er fire forskellige udtryk for den samme grundleeggende
forstyrrelse i kensudviklingen, og det ses nu som et sammenhangende syndrom, som kaldes
testikuleer dysgenese syndrom (TDS) (Bjerregaard, 2013, s. 172). Pa figur 10 nedenfor ses en
arsagssammenhang, hvor TDS kan fere til reduceret sedkvalitet, testikelkreeft pa grund af
forstyrrelser i sertolicellefunktionen, som sa farer til hemmet stamcelle differentiering. Desuden ses
der ogsa en sammenhang mellem haemning af leydigcellefunktion, utilstreekkelig androgen, som
kan fare til hypospadi og manglende nedseenkning af testikler.

Figur 10: Pa figuren ses en rakke virkningsmekanismer forarsaget af testikulert dysgenese
syndrom. @verst ses at en forstyrrelse i sertolicellefunktionen kan fare til heemning af stamcellers
evne til differentiering, som sa kan fere til reduceret sedkvalitet og testikelkreeft. Nederst ses en
virkningsmekanisme hvor der sker en haemning af leydigcellefunktionen, hvilket fgrer til androgen
utilstreekkelighed dvs. mangel pd mandligt kenshormon, som kan fgre til hypospadi og manglende
nedsaenkning af testikler. Desuden ses det, at der kan ske en vekselvirkning mellem forstyrrelser i
sertolicellefunktion og hamning af leydigcellefunktion, hvilket ogsa er tilfeldet med haemning af
stamcelledifferentiering og mangel pa mandligt kenshormon (Bjerregaard, 2013, s. 173).

Undersggelser viser, at maend som udvikler testikelkraeft generelt set har haft lavere fertilitet inden
sygdommens udbrud end mand med hgjere fertilitet. Desuden har drengebgrn, som fgdes med
kryptorkisme eller hypospadi, foreget risiko for udvikling af testikelkreft (Bjerregaard, 2013, s.
173). Det betyder, at fosterskader af mandlige kansorganer (kryptorkisme og hypospadi), endringer
i mandlige reproduktive hormoner, darlig seedkvalitet og testikelkraeft har en negativ indvirkning pa
mands reproduktive sundhed, hvilket i veerste fald kan fare til infertilitet (Woodruff, Janssen, &
M.fl., 2010, s. 145).
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Da forggelsen af disse tilfeelde er gaet steerkt og er sket inden for fa artier, sa slar man ideen vaek
om, at det kan skyldes genetiske andringer. | dag er der indfert en sakaldt ano-genital afstand hos
drengebgrn med TDS, hvilket er en sensitiv marker, som viser afstanden mellem anus og
kansdelene. Afstanden mellem anus og de ydre kensdele er kortere hos hunkgn end hankgn
(Bjerregaard, 2013, s. 173). Nedsat pavirkning af androgener hos drengefostre misteenkes derfor for
at kunne forkorte ano-genitalafstanden hos drenge udsat for hormonforstyrrende stoffer med
gstrogenlignende effekt. Den forkortede afstand korrigeres ikke senere i livet. Ano-genital
afstanden bruges derfor som indeks til at male pa androgen virkning i et nyfgdt barn (Woodruff,
Janssen, & M.fl., 2010, s. 148)

Der kan vere forskellige andringer i kvinders liv, som kan have fart til forandring i fosterets
gstrogenpavirkning, hvilket med stor sandsynlighed tyder pa, at det skyldes hormonforstyrrende
stoffer med gstrogenlignende effekt. Det er endnu ikke vist en sammenhaeng med BPA’s virkning
og denne forekomst. Men diethylstilbestrol (DES) som er en derivat af BPA blev i 1940-1970 givet
til mange gravide, og i denne periode var der en markant stigning i tilfeelde af hypospadi,
kryptorkisme og lavt saxdtal, hvilket kunne vise en sammenhang mellem stoffer med
gstrogenlignende effekt og udvikling af TDS (Bjerregaard, 2013, s. 174). Endvidere kan
undersggelser tyde pa, at en del af forklaringen pa disse sundhedsmaessige problemer skyldes, at
eksponeringen af hormonforstyrrende stoffer som BPA under mandens reproduktive udvikling kan
forstyrre bindingen af androgener til receptorer. Dette kan permanent skade mandelige reproduktive
systemer (Woodruff, Janssen, & M.fl., 2010, s. 76). Forstyrrelser i bindingen af androgener til
receptorer anses at vere koblet sammen med agonistisk og antagonisitisk vekselvirkning med
kroppens naturlige steroidhormoner i udviklingen og funktionen af de reproduktive systemer. Disse
vekselvirkninger kan ske via forskellige veje som eksempelvis binding til steroidreceptorer eller
binding til steroidbindende proteiner. Binding af BPA til blandt andet androgenreceptorer, AR, i
kroppen udger en potentiel metode til at blande sig i kroppens hormonbalance, og dermed fare til
skadelige virkninger pa steroid malorganer, hvilket er de organer, som stimuleres af
steroidhormoner (Mohd, Ejaz, & M.fl.,, 2015). Selvom flere undersggelser tyder pa denne
sammenhang siger WHO (World Health Organization) “Temporal increases in the frequency of
development abnormalities of the male reproductive tract, particularly cryptorchidism and
hypospadias, have been reported, but the role of exposure to EDCs (endocrine disrupters chemical)
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is unclear. Experimental data show that a number of chemicals can disrupt development of the male

reproductive tract via endocrine mechanisms” (WHO, 2015, s. 3, Chap 1).

Mands reproduktive funktioner sdsom saedkvalitet teenkes ogsa at kunne pavirkes senere i livet ved
eksponering af BPA. En femarig undersggelse af fabriksarbejdere i Kina har linket eksponering af
BPA og darlig sedkvalitet sammen. Studiet er foretaget af forskere fra forskningsafdelingen i
Kaiser Permanente, og det omhandler 514 medarbejdere. Studiet viste, at arbejdere, som havde et
hgjt niveau af BPA i urinen havde to til fire gange starre risiko for darlig seedkvalitet, herunder lav
sedtal, lav mortilitet (evne til at flytte sig), vitalitet og koncentration sammenlignet med de
arbejdere, som havde lavere koncentrationer af BPA i urinen. Dette kan tyde pa, at BPA ogsa kan
have kortsigtede konsekvenser og ikke kun lengerevarende som ellers er i fokus. For at gere
testresultaterne sa valide som muligt blev testpersonerne stillet flere livsstilsrelaterede spgrgsmal
for at udelukke andre arsager til darlig sedkvalitet. Herunder var der spgrgsmal om rygning,
alkoholforbrug, kroniske sygdomme, udszttelse for andre kemikalier, varmepavirkning af testikler.
Forskerne udtaler saledes om forsggsresultaterne » Even though the sample size of the men who
were exposed to low levels of BPA was not high, the inverse link between increased urine BPA and
decreased sperm concentration and total sperm count remained statistically significant, said the
researchers” (Paddock, 2010).

Det skal dog pointeres, at der endnu ikke er evidens for at sandsynligggre og dermed konkludere
noget i forbindelse med sundhedsmaessige skader af BPA, men undersggelser tyder pa, at der kan
vaere en sammenhazng. Sundhedsorganisationer siger saledes om sammenhazngen mellem
forringelse af saeedkvalitet og hormonforstyrrende stoffer ”Even if there has been deterioration in
semen quality, this would not necessarily be due to endocrine disruption” (WHO, 2015, s. 3, Chap
1).

Hvordan eksponeres vi for BPA
For at vi mennesker kan blive pavirket af BPA, skal vi eksponeres for det, og de vigtigste kilder til,

hvordan vi mennesker eksponeres for BPA er sandsynligvis gennem mad og drikkevarer, som har
veeret opbevaret i BPA-holdige materialer sdsom plastisk af PC eller daser bekladt med epoxyplast.
Undersagelser tyder nemlig pa, at BPA frigives fra materialer til fadevarer, drikke, spildevand og

luft, og dermed kan vi mennesker nemt udsattes for BPA. Endvidere tyder nogle undersggelser pa,
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at hudkontant med materialer med BPA kan bidrage til yderligere eksponering for BPA (Lanlan,
Qiangian, & M.fl., 2015).

Overfgrsel af BPA til madvarer
BPA findes som sagt mange steder i vores hverdag, da BPA er en af byggestenene for bestemte

typer plastik. Typisk kan man finde BPA pa indersiden af daser i form af lak eller et lag
epoxyplastik, som fungerer som en beskyttende membran. Denne tynde membran kan afgive BPA,
som derefter kan optages i dasens indhold eksempelvis fadevarer. Dette skyldes, at BPA er
monomer i PC eller epoxyplast, hvor det er en del af en polymer, hvor der kan vere restmonomere
tilbage af BPA, som kan overfares fra materialet til fedevarer og derefter til mennesker via oralt
indtag (Rank, 2013, s. 141-144).

Frigivelsen af BPA kan fremprovokeres under bestemte forudseatninger sasom varme, hvilket
eksempelvis kan vare tilfeldet, nar foreeldre varmer melk i sutteflasken til deres bgrn. Dermed kan
overfarslen af BPA vere forgget (Rank, 2013, s. 141-144). Hertil kan pH-verdien pa indholdet i
daserne, plastikflaskerne og lignende beholdere have en indflydelse pa frigivelsen af BPA, som
absorberes i deres indhold. Desuden har kontakttiden mellem beholder og fadevarer en vigtig rolle
at spille, idet jo leengere tid fadevaren er i kontakt med PC eller epoxyplasten, desto mere BPA
bliver der overfert (Pedersen & m.fl, 2015). 1 (Nam, 2010) undersgges det om genbrug af
polycarbonatflasker kan veere arsag til en forgget afgivelse af BPA, som migrerer til flaskens
indhold. Resultater fra studiet viste, at koncentrationen af BPA i nyproducerede og genbrugte
flasker (6 maneder gamle) ved bestemte temperaturer (40°C og 95°C) havde en navneverdig
forskel i koncentrationen af BPA, hvilket kan indikere, at man ikke begr genbruge
polycarbonatflasker, da det kan afgive BPA. En undersggelse viste, at en forggelse af temperaturen
afgav BPA. Ved 100°C, som oftest benyttes ved pasteurisering, afgav polymeren i en dase 18 gange
mere BPA (Nam, 2010).

| (Torres & Ramirez, 2014) redegares for forskellige typer plastik til brug i indpakningen af
fodevarer. Bestemte fysiske egenskaber hos de forskellige typer plastik kan gare enkelte typer mere
favorable at bruge med henblik pa, at plastikken skal veere gennemsigtig, bled, hard etc. Der
nevnes polycarbonat, polyethylen, polypropylen, og styrene, som hver stammer fra forskellige

polymere. Til flere af disse typer plastik kan producenten tilsette bestemte stoffer, som ger
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plastikken mere resistent over for sol, kulde, samt forggelse af fleksibiliteten i plastikken. Disse
egenskaber kan veere eftertragtede af madproducenter, som benytter plastikken som emballage. |
(Torres & Ramirez, 2014) papeges, at de komponenter som indgar i plastikken, samt
tilseetningsstoffer, kan ligge til grund for BPA’s indtraengen i fedevarer. Derudover redegeres for de
konsekvenser BPA kan have pa fadevarer, som er i kontakt med polymeren. Det understreges, at
iseer polycarbonat er en eftertragtet type plastik, da den er hardfgr, gennemsigtig og varmeresistens,
hvilket ger den eftertragtet til opbevaring af mange typer fedevarer. Det konkluderes tilmed, at den
primare grund til migreringen af BPA til fadevarer skyldes diffusion og hydrolyse. Diffusion
skyldes, at der kan forekomme en koncentrationsforskel af BPA i fgdevarer og tilhgrende beholder,
hvor partikler beveger sig fra hgj til lav koncentration mellem fgdevaren og materialet fgdevaren
opbevares i. Dette ger, at komponenter i eksempelvis polycarbonat, herunder BPA, kan blive
frigjort og treenge ind i fadevaren. Dertil kan varme fremskynde denne proces, da molekylerne far
starre bevaegelse. Hydrolyse kan forekomme, nar plastikken kommer i kontakt med vand, som kan
forarsage nedbrydning af polymeren i overfladen pa plastikken, hvilket kan resultere i en gget
afgivelse af BPA. Dette kan ske, nar plastikken kommer i kontakt med vandige fadevarer, som kan

veere en polycarbonatbeholder, som indeholder drikkevand eller lignende.

Absorbering af BPA til huden
De fleste mennesker er til daglig i fysisk kontakt med produkter indeholdende BPA, sasom

bestemte typer papir herunder termisk papir, som blandt andet benyttes i boner. Flere forskellige
studier er foretaget pa baggrund af denne problemstilling. | (Demierre & M.fl., 2012) undersgges
absorbering af BPA ved dermal kontakt, hvor det konkluderes, at eksponering af BPA pa huden
udger en lille faktor pa baggrund af kroppens allerede samlede belastning af BPA-eksponering fra
oralt indtag. Et andet studie (Biedermann & M.fl., 2010) underbygger denne konklusion. I dette
studie benyttes en anden metode end (Demierre & M.fl., 2012), hvor penetreringen af BPA studeres
efter tilforsel af vaeske pa termisk papir med BPA. Dette viste hgjere absorbering i huden baseret pa,
hvor meget BPA der kunne ekstraheres fra huden. Konklusionen pa (Biedermann & M.fl., 2010)
lyder, at BPA-absorbering pa huden afhanger af eksponeringstid og hudtilstand. Dertil hvilken
form BPA var i, idet undersggelsen blandt andet paviste, at en oplgsning af BPA i ethanol efter 60-
90 minutter ikke lengere eller kun delvist kunne ekstraheres fra huden. Derimod kunne
dermaleksponering med termisk papir med BPA i 120 minutter stort set ekstraheres helt fra huden.
Dermed kunne (Biedermann & M.fl., 2010) ikke pavise, at BPA bliver optaget i metabolismen i
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kroppen, men kun at der var en sandsynlighed for dette. Der argumenteres for, at BPA kan veere
treengt sa langt ind i huden, at det ikke kan ekstraheres eller vaskes af.

I hvor hgj grad er vi eksponeret for BPA?
Den omfangsrige produktion af plast indeholdende BPA har bevirket, at mennesker i stigende

omfang omgives af BPA i hverdagen, hvor mange mennesker jevnligt indtager BPA. Derfor

antages det, at BPA findes i vaev og kropsvasker i hovedparten af verdens befolkning.

| USA og Canada anslas det, at over 90 % af befolkningen har malbare niveauer af BPA i urinen
(Arbuckle, Marro, & M.fl., 2014). | en anden undersggelse fra USA fandt man BPA i navlestrengen
fra alle fostre, der blev testet (Gerona, Woodruff, & M.fl., 2013). Fra 2006 til 2012 undersggte man
BPA-niveauer i urinen fra mere end 3600 danske bgrn, unge, yngre meend og gravide kvinder.
Forskerne bag undersggelsen konkluderede, at BPA er at finde i stgrstedelen af danskeres urin
(Frederiksen, Jensen, & M.fl., 2014). Hvis det viser sig, at forekomsten af BPA i det humane
legeme kan udgere en sundhedsrisiko, betyder det, at de befolkningsgrupper, som
hormonforstyrrende effekt kan have stagrst konsekvenser for, har kemikaliet i kroppen. Det kan
betyde, at BPA allerede kan havde haft konsekvenser for deres sundhed. Det gelder primeert bgrn,
yngre voksne og gravide kvinder og dermed deres fostrer.

Granseveaerdier for BPA i produkter
Da BPA har hormonforstyrrende effekter fastsaettes der grenseverdier, som er den hgjeste

koncentration af BPA, som ikke har vist toksiske effekter i dyreforsgg. For at fastsette
greenseverdier for BPA laves der med baggrund i dyreforseg en NOEAL og LOEC. NOEAL er
tidligere beskrevet som gransen for, hvornar der sker @ndringer i en organisme. LOEC (Lowest
Observed Effect Concentration) er den koncentration, hvor der er fundet lavest observerede
biologiske andringer, pa 0,050 mg/kg kropsvagt pr. dag for BPA. EU har i 2002 bestemt, at dette
skulle vaere TDI (Tolerabelt Daglig Indtag). | februar 2015 blev en midlertidig TDI pa 4 pug/kg/dag
indfart (Meister, 2016). Desuden har EU fastlagt en migrationsvaerdi pa 0,6 mg BPA/ kg. Der ma
altsa ikke sive mere end 0,6 mg BPA/kg ud i produktet, hvilket vil sige, at der skal indtages en del
mad med BPA, fgr man vil kunne se en hormonforstyrrende effekt ifglge disse maksveerdier (Rank,
2013, s. 143-151).

Et eksempel med et menneske pa 80 kg, som ma indtage
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0,0040 mg/kg pr dag -80 kg = 0,32 mg BPA pr.dag.

Hvis fadevaren ma indeholde 0,6 mg BPA/kg fadevare (% = 0,533 kg), skal personen pa 80 kg

indtage 0,54 kg fadevarer med BPA pr. dag, for at fa en effekt af BPA.

YES-assay
YES-assay (YES) tilhgrer en in vitro metode, som hgrer under kategorien bioassay, og det kan

benyttes til pavisning af gstrogenlignende stoffer i eksempelvis kemiske oplgsninger. YES er,
blandt flere metoder til pavisning af gstrogenlignende stoffer, en forholdsvis enkel metode. Der er
flere fordele ved YES som eksempelvis, at reaktionen forekommer hurtigt, reagerer forholdsvis
nemt og det kraever ikke dyre og komplicerede faciliteter. | det anvendte YES i projektet benyttes
geerceller. Man kan dog i stedet for geerceller benytte celler fra pattedyr, men disse er mere
komplicerede at arbejde med, da de nemmere pavirkes af udefrakommende faktorer, herunder
tungmetaller og toksiske bakterier. Disse kan veare fejlkilder ved analyse for pavisning af
gstrogenlignende stoffers tilstedeveerelse. Ved analyse af en prgve taget fra et bestemt miljg, hvor
der kan forekomme forurening, er YES derfor egnet til pavisning af gstrogenlignende stoffer
(Clemens, 2012).

YES-assay som model
| (Routhledge & Sumpter, 1996) beskrives en del af teorien bag YES, samt den eksperimentelle

gennemgang, hvor dette studie undersgger overflademateriale fra vand og karakteriserer disse

materialers gstrogenlignende effekt.

Dette afsnit vil udelukkende tage udgangspunkt i (Routhledge & Sumpter, 1996), hvor
sammensatningen af YES in vitro beskrives samt sammenspillet mellem afggrende komponenter i
assayet. Formalet med YES er at indikere stoffer med gstrogenlignende effekts tilstedeveerelse.
Tilstedeveerelsen af gstrogenlignende stoffer i YES kan bade pavises kvalitativt eller kvantitativt,
hvilket ger denne metode oplagt at benytte til pavisning af gstrogenlignende effekt. Udelukkende
ved et farveskift fra gul til red, som bar kunne ses med det blotte gje, kan man kvalitativt konstatere

gstrogeners tilstedeverelse i den pagaldende oplgsning.

En vigtig bestanddel i YES er ger, som eksponeres for teststofferne, men da geer normalt ikke

indeholder gstrogenreceptorer, integreres DNA-sekvenser i geercellernes genom (se figur 11 trin 1),
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som koder for humane gstrogenreceptorer (hER). hER bliver udtrykt i en form, som kan binde til
gstrogensekvenser. Tilmed er der bestemte plasmider til stede i gaeren, som berer et bestemt gen,
kaldt lac-Z, som koder for enzymet, p-galactosidase. Ved tilstedeveerelsen af gstrogenlignende
stoffer som binder sig til aktive ligander, vil lac-Z blive udtrykt, og B-galactosidase blive
syntetiseret. 3-galactosidase katalyserer reaktion fra substrat til produkt, dertil vil der forekomme et
farveskift fra gul til red, som kvalitativt indikerer gstrogenlignende stoffers tilstedeveerelse. Den
gule farve skyldes B-galactosidase. Den rede farve vil forckomme nar [-galactosidase kommer i
kontakt med gstrogenlignende stoffer og skyldes, at B-galactosidase omdanner red-D-galactosidase

(CPRG) (typisk en gul farve) til en rgd farve (se figur 11 trin 6).

PGK
promoter

KEY

Estrogen

Estrogen Receptor
Activated Receptor

B-Galactosidase

2 MK 4«

Nucleus Medium

Cytoplasm

Figur 11: [1] Humane gstrogenreceptorer integreres i gercellernes genom vha. humane DNA
sekvenser. [2] @strogenreceptorer som kan binde sig til gstrogen. [3] @strogen aktiverer
receptorer. [4] Nar gstrogen aktiverer receptorer udtrykkes transportergenet Lac-Z, [5] som
syntetiserer [-galactosidase og tilfgres vaekstmediet. [6] metabolisering af CPRG fra et gult til et
rgdt produkt (Routhledge & Sumpter, 1996).

| (Routhledge & Sumpter, 1996) undersgges tilmed, hvor sma koncentrationer af gstrogen der skal
til for at opna et malbart resultat i YES. Til pavisning af ngjagtigheden af YES blev et forsgg med
17p-Estradiol benyttet, som ved en koncentration pa 2 ng/L gav et malbart resultat, som kunne

pavise, at syntetiseringen af B-galactosidase fandt sted. Pa baggrund af dette vurderes det af
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forskerne bag, at deres metode har vist sig at veere reproducerbar. Rapporten giver udtryk for, at
resultaterne ikke ngdvendigvis stemmer overens in vivo, hvilket begrundes med arters individuelle
modtagelighed over for gstrogen, samt forskellige hormonelle systemer der matte finde sted. Det
konkluderes af forskerne (Routhledge & Sumpter, 1996), at deres metode til pavisning af gstrogen
er brugbar taget i betragtning af ngjagtigheden af deres forseg og data. Metoden og forskerne er
citeret i flere ovennavnte tekster fra afsnittet YES-assay; (Clemens, 2012), (Kinnberg, 2003) og
(Nakama & Funasaka, 2007)

YAS-assay
YAS-assay (YAS) star for Yeast Androgen Screen, som er et bioassay, der udferes pa samme made

som et YES-assay. YAS er et androgent assay, som undersgger tilstedeveerelsen af
androgenlignende effekt. I YAS benyttes der, som i YES, genmodificerede geerceller til at
identificere stoffer, som kan interagere med hormonreceptorer (Fic, Zegura, & M.fl., 2014). For
YAS indseattes androgenreceptoren, hAR, for human testosteronreceptor i gercellernes genom. Ved
tilstedeveerelse af androgenlignende stoffer syntetiserer R-galactosidase, som konverterer det gule
substrat CPRG til rgdt produkt, som pa den made indikerer tilstedeveerelsen af androgenlignende
aktivitet (XENOMETRIX - Swiss Commitment for Bioassays 3.03, 2015).

Eksperimentel del — XenoScreen YES/YAS
Dette afsnit tager udgangspunkt i forsggsproceduren, som fglger med kittet XenoScreen YES/YAS

(XENOMETRIX - Swiss Commitment for Bioassays 3.03, 2015) og har til formal at skitsere
udfarelsen af forsgget i projektet. Proceduren illustreres pa figur 12 nedenunder. Punktvis ses alle
trin for protokollen. XENOMETRIX har bl.a. pd baggrund af denne kilde, produceret deres eget kit
med de ngdvendige komponenter til udferelsen af YES/YAS assay.
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Figur 12: Figuren viser et overordnet flow chart over vores forsggsmetode, som er illustreret over
fire dage. Dag 1: Gearcellerne kommes i vaekstmedie og inkuberes i 6 dage. Dag 3: Laves assay-
pladerne med gerceller, assay-mediet og kemikalier. Dag 4: Afleses resultaterne vha.

absorbansmaling.

Grundprincippet bag YES er beskrevet i forsggsvejledningen, der falger med kittet, hvor der i bilag
5 findes en detaljeret journal for fremgangsmaden, diverse informationer fra forsggsvejledningen og

de ra data fra forsgget.

Pa dag 1 indsattes de genmodificerede geerceller via filterpapir til veekstmediet i T25-flaskerne.
Derefter inkuberes ”YES” og ”YAS” flaskerne ved 31°C i 6 dage ved konstant bevagelse. Ved dag
2 klarggares fortyndingspladen, hvortil bestemte koncentrationer af kemikalierne medfglgende kittet,
samt testmaterialet (BPA), indsattes i assay-plader, og der tilfgjes substratet, CPRG. Nar et
gstrogenlignende stof har bundet sig til en receptor, vil der ske en korrespondance til plasmider i
geeren, som modulerer lac-Z reportergenet. Hertil vil syntetiseringen af [3-galactosidase, som lac-Z
koder for, finde sted. En konvertering af CPRG, som har en gul farve, bliver transformeret til et radt
produkt, som ved hjelp af spektrofotometri, kan kvantificeres ved 570 nm (se dag 4, sidste trin).
Derudover er kittet konstrueret saledes, at ved en maling pa ODgg, kan det fastslas, hvorvidt
cytotoksiske effekter er tilstede i de pagaldende assays. En maling af ODggg foretages bade efter
dag 2 og 4 for at sikre, at undersggelsen kan fortsatte. Gaercellerne, som enten er transformeret med
hERa eller hAR, udsettes for seriefortyndinger af testmaterialet (BPA). Derudover benyttes positiv-
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kontrolkemikalier til senere at kunne sammenligne med resultaterne opnaet ved tilsetning af BPA.
Cellerne inkuberes i sammenlagt 48 timer (se dag 4, sidste trin) ved konstant temperatur (31°C).
Ved udtrykkelse (-galactosidase betyder det, at enten en aktivering (agonistisk) eller haemning
(antagonistisk) har fundet sted. Dette vil lede til konverteringen af CPRG (substrat) til et rgdt
produkt. Antagonisterne bestemmes med korresponderende referenceagonister i1 bestemte
koncentrationer, hvor resultatet af antagonisten males pa den inhiberende aktivitet, som vil
forekomme ved en reduktion af det rgde produkt. Modsat antagonisterne, benyttes ikke et
referencekemikalie til agonisterne.

Databehandling fra XenoScreen YES/YAS
| dette afsnit behandles data fra forsgget med YES og YAS, hvor fokus, som navnt, vil ligge pa

YES, men resultaterne fra YAS er illustreret, da de har en betydning for tolkningen af resultaterne
fra YES. Pa figur 13 nedenunder ses resultaterne fra de fire forskellige assays, som blev aflast
20/05-2016.

Figur 13: Resultater fra forsgget (afleest 20/05-2016). @verst til venstre ses YES agonist, hvor
kontrollen med E2 har vist gradvis gstrogenaktivitet. YES antagonist ses nederst til venstre, hvor
bade kontrollen og test med BPA har @ndret farve. @verst til hgjre ses resultatet af YAS agonist,
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hvor kontrollerne har fort til farveskift. Nederst til hgjre ses resultaterne fra YAS antagonist, hvor
der er sket farveskift for alle prgverne.

Kvalitativ behandling af data fra YES agonist og YES antagonist
YES agonist: Rekke A-H;1-2, se rekkeopdeling figur 13, er kontrol, hvor der er malt pa E2.

Resultatet viser, at jo hgjere koncentration af E2, desto mere mgarkergd blev preverne, hvilket
indikerer, at jo hgjere koncentration af E2 er, des stgrre gstrogen aktivitet er der. Intensiteten i
farvestyrken aftager pant, som forventet for hver brend, E2 er fortyndet. Det viser, at YES Klart at

responderet pa gstrogeneffekt.

Reekke A-H;3-5 er test af BPA. Fredag (20/05-2016) er prgverne stadig primert gule, men de er
blevet en anelse markere end onsdag og torsdag. Ud fra dette resultat ser det ud til, at BPA ikke har
haft seerlig stor agonistisk effekt. Prgverne inkuberede til mandag (23/05-2016) for at se, om
preverne skulle have lengere reaktionstid. Om mandagen havde alle brgndene med BPA skiftet
farve til rod, hvilket kan ses pa figur 14 nedenunder. Dette indikerer, at BPA har udvist
gstrogenlignende agonistisk effekt i YES. Under optimale forhold skulle der ses til praverne lgrdag
(21/05-2016), hvor der kunne tenkes at have veret stgrre variation i farvestyrkerne.
Kontrolraekkerne med E2 er derimod feerdige og kan ikke bruges, da de har skiftet til lilla, som
indikerer for hgj koncentration, som ikke kan males. | forsggsheskrivelsen under bilag 5 ligger et
billede, som viser alle pladerne fra mandag. Men disse har alle skiftet farve til lilla, og derfor har de

ikke relevans for databehandlingen.

- : Yé&agonist
Figur 14: Resultat fra YES agonist mandag 23/05-2016, hvor der er sket en a&ndring. Kontrollerne
med E2 er blevet lilla, hvilket betyder, at koncentrationen er blevet for hgj og forsgget er slut.
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Preoverne med BPA har reageret og givet en klar red farve, hvilket indikerer, at BPA har haft

gstrogenlignende agonistisk effekt.

YES antagonist: Raekke A-H; 1-2 er kontrol, hvor der er en fast koncentration af E2 og varierende

koncentration af HT. Antagonisten er den heemmende effekt, og der ses den modsatte virkning i
forhold til YES agonist, hvilket stemmer godt overens, da de har modseattende effekter. Derfor ses,
at jo lavere koncentration af HT, desto starre aktivitet har E2, hvilket ses som den rgde farve. Dette

skyldes, at HT haammer effekten af E2. Kontrollen ser derfor ud som forventet.

Reekke A-H; 3-5 er prgverne med BPA i forskellige koncentrationer. Her er alle rekkerne blevet
rgde, hvilket kunne tyde pa, at BPA har vist antagonistisk gstrogenlignende effekt. Der kommer

ikke en glidende overgang, som der ger for kontrollen E2.

Kvantitativ behandling af data fra YES agonist og YES antagonist
| dette afsnit er graferne for YES indtegnet, hvor absorbans ses som funktion af koncentration af

henholdsvis kontrolkemikalier og BPA. Graferne er lavet ud fra absorbansveerdierne og
koncentrationerne, hvilket er indskrevet under journalen i bilag 5 i afsnittet "Koncentration af BPA
og kontrolkemikalier og tilherende absorbanser”. For illustration er tabellen indsat for den forste

graf, som er for YES agonist kontrol.

YES agonist kontrol for E2:
| tabel 1 nedenunder ses koncentrationerne af kontrolkemikaliet E2, hvor enheden er omskrevet fra

mol/L til ug/L, sa enhederne er de samme som for koncentrationerne af BPA.

Rakke Koncentration E2 Koncentration E2 | Abs ODs7g Abs ODs7g
(mol/L) (ng/L)
A SC SC 0,787 0,832
B 1-10 0,0082 0,887 0,874
C 3-10 0,027 1,024 0,713
D 1-1071° 0,082 1,247 0,831
E 3-10%° 0,272 1,536 1,375
F 1-107° 0,817 2,757 2,712
G 3-107 2,724 2,759 2,547
H 1-10°® 8,171 2403 2,357

Tabel 1: Koncentrationer for kontrolkemikaliet E2 til Yes agonist. Koncentrationen star farst i
mol/L og derefter i pg/L, da det svarer til enheden for koncentrationen af BPA. Til sidst ses de to
forskellige absorbanser, som er for raeekke A-H;1-2. SC star for solvent kontrol, hvor der ikke er E2
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Tabellens data er benyttet til at lave grafen i figur 15 nedenunder, hvor koncentrationen af E2 i pg/L
er pa X-aksen og absorbansen, som er malt ved 570 nm, er op ad Y-aksen. Den bla og rade graf
viser absorbansveerdierne for de to pregver med E2 i rekkerne B-G;1-2. Det ses, at jo hgjere
koncentration af E2, desto hgjere gstrogenaktivitet og dermed en stgrre omdannelse af substrat til
produkt. Farveovergangene i rekkerne B-G;1-2 giver en fin overgang, hvor H-E giver en rgd farve

og D-B er mere gullige. Dette viser, at YES kan bruges til pavisning af gstrogenaktivitet.

YES agonist (kontrol - E2)
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Figur 15: Graf for YES agonist, hvor absorbansen er som funktion af koncentrationen af ES (ug/L).
Den bla og rede graf viser absorbansverdierne for de to prever med E2 i reekkerne B-G;1-2. Det
ses, at nar koncentrationen af E2 stiger, sa stiger absorbansen ligeledes. Det er mest markant i

starten, og derefter flader kurven ud.

YES agonist for BPA:

Pa figur 16 nedenunder ses grafen for YES agonist for preven med BPA, hvor absorbansen ses som
funktion af koncentrationen af BPA i pug/L. Det er data fra d. 20/05-2016, som er benyttet til at lave
grafen. Resultaterne fra d. 23/05-2016 kan ikke benyttes til kvantitativ brug, da de andre prover,

som skal bruges til sammenligning, er kart feerdige. Det vil derfor veere forkert at sammenligne data
fra to forskellige dage. Kurverne er ret flade, hvilket viser, at absorbansveerdierne er ret ens. Dette
stemmer overens med, at preverne stadig var meget gule i alle reekkerne for BPA. Der ses derfor

ikke dosisrespons effekt.
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Figur 16: Graf over YES agonist med BPA, hvor absorbans er funktion af koncentrationen af BPA
(ug/L). Den bla, rade og grgnne graf er absorbans for de tre praver med BPA i reekkerne A-H;3-5.
Den lilla graf er gennemsnittet af absorbansvaerdierne for de tre prgver. Absorbansverdierne er
relativt stabile trods stigende koncentrationer af BPA, hvilket stemmer overens med den gule farve,
som kunne ses fredag 20/05-2016.

YES antagonist kontrol E2 (1-10° M) og HT:

Grafen nedenfor pa figur 17 viser sammenhgrende absorbansverdier og koncentrationer for HT

(ug/L), hvor absorbans er funktion af koncentrationerne. Den bld og rede graf viser
absorbansvardierne for praverne med HT i reekke B-H;1-2. Den grgnne graf viser gennemsnittet af
verdierne. Ud fra graferne kan det ses, at ved lave koncentrationer af HT, har E2 en hgj aktivitet,
hvilket kan ses pa den hgje absorbans, hvor der er omdannet gult substrat til redt produkt.
Efterhanden som koncentrationen af HT stiger, sker der en sterre heemning af E2’s aktivitet, og
dermed omdannes der trinvist mindre substrat til produkt, hvilket ses i faldet af absorbans, som

naermer sig 0 ved den hgjeste koncentration af HT.
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YES antagonist (kontrol: HT)
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Figur 17: Graf for YES antagonist, hvor absorbans er funktion af koncentration af HT (ug/L). Den
bla og rede graf viser absorbansvardierne for prgverne med HT i reekke B-H;1-2. Den grgnne graf
viser gennemsnittet af vaerdierne. Grafen viser, at ved lavere koncentrationer af HT, har E2 hgj
effekt. 1 takt med stigning af koncentration af HT, falder absorbansen, da E2’s effekt heemmes af

HT, og derfor omdannes der mindre substrat til produkt.

YES antagonist for BPA:
Graferne i figur 18 nedenfor viser sammenhangende veerdier for absorbans og koncentration af

BPA (ug/L). Den bla, rgde og grenne graf er absorbansverdierne for prgverne med BPA i reekke A-
H;3-5. Den lilla graf er gennemsnittet af veerdierne. Vardierne er relativt ens, hvilket stemmer
overens med, at brgndene havde en meget ens farve hele vejen igennem, hvilket ikke var tilfeeldet
for antagonist-kontrollen. Det er dog en lille tendens, hvilket iser kan ses pa den rgde graf for prave
2, hvor lavere koncentrationer af BPA giver en smule hgjere absorbans end ved hgjere

koncentrationer af BPA.
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Figur 18: Graf for YES antagonist med BPA, hvor absorbans er som funktion af koncentrationen af
BPA (ug/L). Den bla, rade og grenne graf er absorbansverdierne for prgverne med BPA i raekke A-
H;3-5. Den lilla graf er gennemsnittet af veerdierne. Der er en lille tendens, hvor der ved lave

koncentrationer af BPA er der hgjere absorbans end ved hgje koncentrationer af BPA.

Diskussion
BPA er et eksempel pa de mange kemikalier, der misteenkes for at kunne have sundhedsmassige

konsekvenser i mennesker som fglge af hormonforstyrrende effekter. Litteraturen om BPA er
omfattende, men realiteten af eksponeringskonsekvenserne er endnu uafklaret. Kombinationen af
udfarlig, videnskabelig dokumentation og store usikkerheder gar BPA til et oplagt udgangspunkt,
til en bredere diskussion af reguleringen af kemikalier. BPA bliver ikke mindre relevant i forhold
til, at BPA-eksponeringskilder er allestedsverende, og at human eksponering er uundgaelig og
udbredt. Det er konklusionen, man kan drage ud fra adskillige faktorer, sdsom omfanget af BPA-
produktionen, alsidigheden af anvendelsesomraderne, og de mange studier, der indikerer, at BPA er
i kroppen hos stort set alle mennesker. Den omfattende eksponering og pdvisning af, at
eksponeringen farer til BPA-niveauer i mennesker, rejser det kritiske spgrgsmal om, hvorvidt det

har konsekvenser for den humane sundhed.

Mens det er alment accepteret i bade forskningsverdenen, industrien og myndighederne, at BPA kan
yde en hormonforstyrrende effekt, indtraeffer kontroverserne ved vurderingen af, hvilken betydning
effekten har i mennesker. For mens der i nogle forskningskredse, sasom organisationen the
American Endocrine Society, er bred enighed om, at BPA udggr en sundhedsrisiko for mennesker,

gar WHO og den danske fadevarestyrelse mere forsigtigt til veerks. Efter deres vurdering er det
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endnu udokumenteret at BPA udger en sundhedsrisiko for mennesker ved det nuvarende
eksponeringsniveau. Arsagen til at der eksisterer kontroverser om realiteten af
eksponeringskonsekvenserne for mennesker, er teet forbundet med, hvor palidelige undersggelserne
pa omradet anses for at vaere, og om deres resultater kan anvendes til at underbygge beleeg for

hypotesen om, at mennesker tager skade af BPA-eksponering.

Inden diskussionen sundhedskonsekvenser pabegyndes, er det dog ngdvendigt at danne
grundlaeggende belaeg for, at kemikalier med mistaenkt hormonforstyrrende effekt har fundamentale
hormonforstyrrende virkningsmekanismer. Belaegget kan dannes ud fra metoder, der undersgger
om kemikaliet besidder disse virkningsmekanismer, og en sadan metode er YES-assayet. Det kan

danne evidensgrundlag for at videreundersgge en mulig gstrogenlignende effekt.

Til diskussionen om anvendeligheden af YES-assayet som metode og model for en
gstrogenlignende effekt af BPA, hgrer en bredere drgftelse af svagheder og styrker af
undersggelsesmetoder, der har til formal at afklare, hvilken og hvor stor en risiko kemikaliet udger.
Disse undersggelsesmetoder anvender ofte dyr som modeller for en hormonforstyrrende effekt i
mennesker. Diskussionen af palideligheden af undersggelsesmetoder er ngdvendig af en praktisk
arsag; for at fastsla om de kan anvendes som lovgivningsmassigt evidens, der kan vere
udgangspunktet for reguleringen af BPA og lignende kemikalier. For at sikre minimale
sundhedskonsekvenser af BPA-eksponering er det af afggrende betydning at fastsette korrekte
grenseverdier. Nar greenseverdier skal fastsaettes for BPA som et hormonforstyrrende stof, opstar
en reekke udfordringer. Farst og fremmest indtreeder den vigtige diskussion om toksicitet set i
forhold til hormonforstyrrende effekt. Dernaest kommer toksikologiens dosis-responssammenhange

i centrum, da de spiller en central rolle for vurderingen af, hvor stor en risiko et kemikalie udger.

Det leder frem til, hvorvidt der eksisterer lavdosismekanismer af BPA; altsd om BPA kan udggre en
sundhedsrisiko risiko ved koncentrationer der ligger under graenseveerdierne, pa trods af at ingen
biologiske effekter burde kunne observeres ved eksponering for doser under disse verdier.
Slutteligt er det interessant at undersgge, hvilke alternativer der er til brugen af BPA. For hvis
lavdosismekanismer pavises, skabes et akut behov for at nedbringe eksponeringsgraden.
Diskussionens fokuspunkter kredser om et felles mal; at sikre minimale konsekvenser af human

eksponering for BPA.
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Forsggsresultater fra YES
YES-assay er anvendt til at illustrere en gstrogenlignende effekt af BPA, og i forlengelse af

anvendelsen af YES, er det afgerende at diskutere YES som metode og model.

| undersggelsen af BPA som agonist giver kontrolreekkerne med E2 nogle flotte data, som ser ud,
som forventet. Resultaterne for BPA er dog mere usikre. Fredag 20/05 var alle praverne med BPA
gule til trods for, at der var sket en &ndring i kontrolreekkerne. Reaktionen i kontrolraekkerne er en
indikator for, at udfgrelsen af projektet ellers er gaet planmassigt. Pa den made kan nogle fejlkilder
udelukkes sasom, at vaekst- og assay-mediet er lavet forkert, eller at garcellerne er dgde. Den
linesere graf for absorbansen viser ikke den klassiske dosisresponskurve. Det skyldes farst og
fremmest, at der ikke er sket nogen videre reaktion pa dette tidspunkt. Der ses heller ikke forskel i
farvenuancerne i de rgde farver i BPA-prgverne mandag d. 23/05, som var tilfeldet for
kontrolraekkerne med E2 om fredag 20/05. Der ses derfor heller ikke en dosisresponssammenhang
her. Af den grund er det ikke muligt at sammenligne koncentrationerne for effekten af BPA og E2,
hvilket kunne have veret interessant at se, hvilket forhold der var mellem virkningseffekten af BPA
og E2. Resultaterne kan skyldes flere ting. Pa den ene side, at BPA-koncentrationen har veeret for
hgj i alle brgndene, og dermed har der ikke veeret forskel i aktiviteten. Omvendt ser det ud til, at der
er sket en markant fortynding af BPA, hvor intervallet i koncentrationen 5500 pg/L til 23,97 pg/L
(se bilag 5, “koncentrationer af BPA”). Ifglge (Bistan, Podgorelec, & M.fl., 2011, s. 430) bar deekke
det koncentrationsspektrum, som BPA viser effekt inden for. Men det kan veere, at koncentrationen
har varet for hgj til den meengde, som har vaeret i brgndene. Pa den anden side kan det veere, at
prgverne har staet for leenge, og derfor har disse reageret ens. Det er sket for de andre assay-plader,
som alle er blevet lilla. Det kunne veere optimalt at se til pragverne lgrdag for at se, hvorvidt der var
en mere nuanceret farvebalance. Endvidere er der problematikker i forbindelse med
hormonforstyrrende stoffer sisom BPA og klassiske dosisresponssammenhange, hvilket diskuteres

Senere.

| tilfelde af, at der havde veaeret leengere tid, kunne vi have kert flere forsggsrunder, sa vi kunne
tilpasse forsgget. | vores forsgg blev geercellerne fortyndet tirsdag 17/05, da mandag var helligdag.
Onsdag 18/5 blev geercellerne eksponeret for BPA. Fredag blev absorbansvardierne afleast. Til en
anden gang ville det have veeret optimalt at fortynde mandag, eksponere tirsdag og afleese torsdag

og fredag i tilfeelde af, at reaktionen i brgndene ville kreeve mere end 48 timer.
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For YES antagonist giver kontrollen, ligesom for agonist, pene og forventede resultater. Det ser
dog anderledes ud for BPA praverne, da alle praverne er rgde, og dermed differentieres deres ikke i
farverne efter koncentrationerne, hvilket kan skyldes flere ting. Det kan pa den ene side kan det tyde
pa, at BPA har haft gstrogenlignende effekt, men at koncentrationerne har vaeret for hgje til, at der
kan have veeret et varieret farveskifte. Det kan vare, at hvis der var tjekket til dem i lgbet af natten
mellem torsdag og fredag, at der kunne ses en forskel. Pa den anden side kan det ogsa skyldes andre
effekter. Det kan veere, at der er en falsk positiv, da inhibitoreffekter ogsa kan skyldes ikke-
specifikke effekter, hvilket leder til en reduktion af responset, som er induceret af en fast
koncentration af E2 og DHT. Parallel inhibition i YES og YAS, kan veere en indikator for en sadan
ikke-specifik inhibition, hvilket ikke er en sand gstrogen eller androgen antagonistisk effekt
(XENOMETRIX s. 20). Det kan vare tilfeldet i dette forsgg, da bade BPA-praverne i YES og
YAS antagonist alle er rgde i samme farvestyrke i alle reekkerne. Af den grund kan det veere, at det
rede resultat ikke afspejler gstrogenlignende aktivitet, men i stedet en anden ikke-specifik effekt. |
tilfeeldet af, at der havde veeret tid til at lave en ny forsggsrunde, kunne det have veeret spaendende at
forsgge med andre koncentrationer og evt. kigge til preverne efter halvandet degn efter eksponering

for at se, om det ville gare en forskel.

Y ES-assay som metode
| dette projekt omtales YES i stor grad, og det benyttes som model for pavisning af

ostrogenlignende effekt, hvor projektet tester BPA’s effekt. Men hvor brugbar er YES egentlig som

metode til undersggelse og pavisning af gstrogenlignende effekt hos stoffer som eksempelvis BPA?

Der er som navnt tidligere mange fordele ved at benytte in vitro metoden YES til pavisning af
gstrogenlignende effekt hos forskellige kemikalier, hvor forsgget udfares pa geer. Det er bade en
gkonomisk fordelagtig og mindre omfattende end ved brug af dyreceller. Desuden undgas brugen af
forsggsdyr. Endvidere er YES fordelagtig, da man i starre grad end i in vivo forsgg selv kan styre
kombinationseffekten, da man selv valger, hvilke kemikalier som tilsettes. P4 den made overses
andre stoffer med gstrogenlignende effekt ikke, og dermed undgas ugnsket kombinationseffekt.
Selvfalgelig kan der ved en fejl kommer andre stoffer i preverne, som kan forstyrre prgven og give
kombinationseffekt. Det kan dog langt hen ad vejen undgas ved at arbejde under sterile forhold og
dekke en prave til, sa de ikke kontamineres med stoffer udefra, som kan give ugnsket
kombinationseffekt (Kinnberg, 2003, s. 13). | tilfelde af undersggelse af stoffer fra miljg eller

materialer, eksempelvis fagdevarer, vil det veere dyrt at undersgge alle stoffer med potentiel
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gstrogenlignende aktivitet, og derfor kan YES vare en god kombination med kemiske analyser af
prgver fra miljget, da man ved hjzlp af YES far et mal for den gstrogene aktivitet i en prgve, samt i
nogen grad at identificere de stoffer, som giver arsag til den gstrogenlignende aktivitet (Kinnberg,
2003, s. 13). Det kan vere en essentiel standardmetode og et vigtigt redskab til at pAbegynde studier
af kemikalier med misteenkt gstrogenlignende effekter. YES og lignende metoder kan formentligt
fremme processen med at identificere kemikalier mistaenkt for at have hormonforstyrrende effekter,
og i (Fang, Tong, & M.fl., 2000) vurderes det, at en god korrelation mellem to assays med geerceller

tyder pa reproducerbarhed af resultater fra geercelle-assays.

Selvom der er mange fordele ved in vitro undersggelser som YES, opstar der dog ogsa
problematikker i forbindelse med brugen af dem til forudsigelsen af gstrogenlignende effekt. YES
er som navnt godt til bestemmelse af hormonaktivitet ved enkelte stoffer, men det virker ikke til at
male kombinationseffekt, men det kan bruges som indledende screening til undersggelse af
forskellige stoffer. Endvidere er YES ikke altid pélidelig i dets forudsigelse af udfaldet i in vivo
assays, og det er derfor ikke sikkert, at samme resultater vil veere gaeldende in vivo. Det er nemlig
sveert at vurdere, hvordan resultater, som er opnaet ved YES, kan overfares til forudsigelse af
effekter pa en hel organisme. Dette kan blandt andet forklares ved, at in vitro ofte har minimale
metaboliske effekter, hvilket stgrre organismer besidder, og det kan have en indflydelse pa
virkningen af stoffernes effekt. Overfersel af resultater fra in vitro til in vivo kan derfor give
forkerte resultater for stoffet i mere komplekse organismer, da in vitro ikke afspejler interaktion
mellem biologiske systemer, biotilgengelighed (bioakkumulation), binding af proteiner, transport
og fordeling og udskillelse af stoffer, som har en vigtig rolle at spille i in vivo. Endvidere er det
ikke alle gstrogene effekter, som er relateret til receptorbindinger. Effekterne kan ogsa forekomme
ved vekselvirkninger mellem hormonsyntese og hormonmetabolisme i organismer, hvilket der ikke
tages hensyn til i receptorgenassays, som YES er (Kinnberg, 2003, s. 13). En anden ulempe ved
YES er, at geerceller, modsat animalske celler, er omgivet af en celleveeg og aktive
transportmekanismer, der kan have en pavirkning pa aktiviteten hos nogle testkomponenter
(Kinnberg, 2003, s. 18).

Da geerceller er vaesentlig anderledes end dyreceller, kunne man fristes til at tenke, at dyreceller i
reportergen-assay Ville veere en fordel. Dette kan det ogsa vaere i nogle henseender, da disse celler
blandt andet minder mere om menneskeceller og dermed kunne tenkes at give mere forudsigelige

resultater ved overfarsel til in vivo. Omvendt er dyreceller vanskeligere at arbejde med, dyrere at
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dyrke og tilmed mere sarbarer over for cytotoksiske effekter. Desuden er YES mere simpel, da
afleesningen af resultatet ikke kraever cellelysis, idet produktet frigives til mediet og aflaeses ved
maling af absorbans. YES kan derimod vare usikker til registrering af anti-gstrogeneffekt, hvor det
registrerer dette som agonistisk. Desuden kan gercellerne veere mindre fglsomme overfor
kemikalier med gstrogenlignende effekt end dyreceller kan veere (Kinnberg, 2003, s. 12). Dette kan
bade ses som en fordel og ulempe alt efter, hvad man undersgger for, og hvad man skal bruge
resultaterne til. | tilfeldet af interesse for at registrere stoffer, som kan vekselvirke med
gstrogenreceptorer og udvise respons med hormonelle forstyrrende egenskaber. | dette tilfelde kan
pattedyr-baserede reportegenassays i nogle tilfelde underestimere stoffets @strogene potentiale
(Kinnberg, 2003, s. 12).

Som opsamling pa denne diskussion af YES som metode kan man sagtens se YES som en metode
for at identificere gstrogenlignende effekt hos forskellige kemikalier, hvor YES kan anvendes som
det ferste trin til at identificere hormonforstyrrende stoffer i prgver. Dog skal man vere
opmarksom pa, at de givne resultater ikke uden videre kan overfgres til dyr og mennesker, da det
ikke er palideligt i forhold til dets udfald i in vivo. De ber af den grund derfor ikke sta alene ved
vurdering af potentielt skadelige gstrogene effekter (Kinnberg, 2003, s. 13). Sa det endelige valg af
geerceller eller dyreceller afhenger af, hvor vigtigt detektionsgraensen er i forhold til simpel
udfgrelse og lave omkostninger. | tilfeldet af vores forsgg hvor YES bruges som model for
pavisning af BPA’s estrogenlignende effekt, der er YES tilstraekkeligt, da vi ensker at se dens effekt
pa gstrogenreceptorer, men i tilfeeldet af et andet fokus kunne det vere, at YES ikke var sa oplagt.
Som sidste detalje er det vigtigt at pointere, at til trods for pavisning af hormonforstyrrende effekter,
sd paviser ingen af disse metoder konsekvenser af den hormonforstyrrende effekt. Til disse
pavisninger skal der langt mere omfattende undersggelser af bade dyr og mennesker til, hvilket er
behandlet tidligere.

Modelanvendelse og god videnskab inden for hormonforstyrrende stoffer
Mens YES kan give den farste indikation pa hormonforstyrrende effekter af et kemikalie, og

derefter kan in vivo studier undersgge sundhedsmeessige konsekvenser.

At udfere studier, der bevidst eksponerer mennesker for BPA for at undersgge, hvilken betydning

kemikaliet har for fertilitet, karcinogenese, m.fl., er af abenlyse grunde sardeles uhensigtsmaessigt
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og etisk ukorrekt. | fraveeret af muligheden for at undersgge, hvilken effekt BPA har i det humane

legeme, bliver dyreforsgg essentielle.

Dyr er i mange henseender yderst egnede som modeller for en hormonlignende effekt i menneske.

Til undersggelse af hormonforstyrrende stoffer er iser gnavere velegnede forsggsobjekter. Som

tidligere beskrevet findes de humane gstrogenreceptorer ER i mus og rotter. Denne endokrine

feellesnaevner for arterne, ger det oplagt at undersgge gstrogen effekt af kemikalier som BPA.

Dyrene anvendes pa den made som modeller for det endokrine system i mennesker.

Nar forsggsresultater med dyr som modeller omsettes til et udtryk for effekterne i mennesker,

skaber fysiologiske forskelle abenlyst udfordringer. Herunder naevnes eksempler pa betydningsfulde

forskelle mellem mennesker og mus og rotter.

Maskuliniseringen af hypotalamus: | mennesker faciliteters denne proces tilsyneladende af
androgener, mens gstrogener spiller den afggrende rolle for maskuliniseringen i gnavere.
Generelle forskelle i hormonniveauerne i hhv. mennesker og gnavere.

Metaboliske forskelle: Der hersker uenigheder om den metaboliske nedbrydning af BPA i

mennesker, men der er uagtet forskel pa metabolismen af BPA i mennesker og gnavere.

Forsgg med modeller in vivo er mere letpavirkelige end eksempelvis geerceller in vitro. Derfor er

det vigtigt at undersgge, hvilke faktorer der kan have indvirkning pa forsggsresultaterne og

fortolkningen af dem. Herunder er tre signifikante eksempler:

Fraveeret af en positiv kontrol: Det er ngdvendigt at inkludere en positiv kontrol, hvor man
anvender et kemikalie, som har kendte gstrogene effekter, som eksempelvis estradiol. |
fraveeret af en positiv kontrol er det ikke muligt at afgere om arsagen til eventuelle negative
resultater er inaktivitet af kemikaliet, lav sensitivitet af dyremodellen, fodertypen, etc.
Sensitiviteten af forskellige typer forsggsdyr: Sensitiviteten af den anvendte dyremodel bar
undersgges ved at bruge en positiv kontrol. Man har eksempelvis observeret en 100-400
gange lavere sensitivitet over for estradiol i CD-SD-rotten (afart af rotter) set i forhold til
sensitiviteten i kvinder. Omvendt har man observeret hanmusfostre, der var mellem 25.000
0g 100.000 gange mere sensitive over for estradiol end CD-SD-rotterne.

@strogen aktivitet af fodertypen: (Thigpen & M.fl., 2003) berettede om varierende
gstrogenaktivitet af en fodertype, der er ofte anvendes i toksikologiske undersggelser. Isaer
for forsgg, der undersgger gstrogenaktivitet ved lave doser er det vigtigt at have en standard
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fodertype, da ukendt gstrogenaktivitet af foderet kan bidrage til ungjagtige resultater (Saal &
Hughes, 2005).

De ovennavnte faktorer, der har indvirkning pa in vivo studier, er ogsa afgarende for, om et forsag
anses for at veere god videnskab. Desuden er det sarligt vigtigt at have fokus pa disse faktorer, nar
lavdosiseffekter undersgges.

Pa trods af signifikante forskelle pa gnavere og mennesker og at en rakke faktorer kan pavirke
forsggsresultaterne, kan der argumenteres for, at det bl.a. er almindelig praksis at anvende
dyremodeller til undersggelse af leegemidler o.l. Fra et evolutioneert perspektiv er der en relativ stor
fysiologisk lighed mellem pattedyrsarter. Farmakologiske forhold lader til at veere relativt ens i
mennesker, primater som aber og gnavere, derfor er forsgg med andre primater ogsa en mulighed.
Gnavere er dog lettere at arbejde med. De er mindre, og billigere at avle og indkabe, og det er
derfor muligt at lave studier med et sterre antal dyr. De har desuden en kortere livsleengde, hvilket
ger det derfor muligt at undersgge effekterne af eksponering for hormonforstyrrende stoffer fra
fosterstadiet til ded (Myers & M.fl., 2011, s. 425). Amerikanske, regulative myndigheder har
konkluderet, at gnavere er velegnede som modeller for effekterne af kemikalier med mistenkt
hormonforstyrrende effekter i mennesker. Man ma derfor kunne antage, at resultater fra dyreforsgg
indikerer, hvilken effekt hormonforstyrrende stoffer kan have i mennesker (Myers & M.fl., 2011).

Toksicitet og hormonforstyrrende effekt
Eksponering for et kemikalie som BPA ved hgje dosiser, kan pa den korte bane have mere akutte,

toksiske konsekvenser. Lave doser af hormonforstyrrende stoffer er sjeldent toksisk i den forstand,
at det kan fore til spontane aborter eller ded, men hormonforstyrrende effekt kan komme til udtryk
som permanente effekter lang tid efter eksponeringen.

Derfor er tidshorisonten, man vurderer kemikaliet over, en essentiel faktor, nar toksicitet
sammenholdes med hormonforstyrrende effekt. Seerligt hvis eksponeringen finder sted i
kensudviklingsmassige perioder sasom i fostre, nyfadte og pubertare bgrn (Myers & M.fl., 2011, s.
423). Hos et barn, der har veeret eksponeret for kemikalier med hormonforstyrrende effekt
kontinuerligt igennem en arreekke, vil man ikke umiddelbart finde nogle bemarkelsesvardige
konsekvenser af eksponeringen, men i voksenlivet kan det manifestere sig ved nedsat fertilitet eller

neurologiske forringelser.
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Den gstrogenlignende effekt af BPA har veeret kendt fra starten. Men dets anvendelse i
plastikindustrien, gav historisk set anledning til at vurdere sikkerheden ved brug af BPA ud fra dets
toksiske egenskaber frem for dets hormonforstyrrende effekter. Det haenger sammen med, at
regulative myndigheder har udfordringer med at na til enighed omkring, hvordan undersggelser af
kemikalier med hormonforstyrrende effekter skal standardiseres, og hvilke parametre der skal tages
hgjde for (Vogel, 2009). Eksponering i udviklingsfasen kan desuden fare til effekter ar efter
eksponeringen, og disse effekter tages der ikke hgjde for, nar et kemikalie som BPA vurderes alene

ud fra dets toksiske egenskaber, nar BPA undersgges over en kortere tidshorisont.

Toksikologiske undersggelser tager udgangspunkt i dosisresponssammenhange, og undersggelser
af disse for BPA bidrager derfor til at afklare om toksikologien er sufficient til at afdekke
sundhedsrisikoen ved eksponering for BPA. Hvis ikke-monotone dosisresponssammenhange
sandsynliggeres for BPA og anerkendes som kendetegn for BPA’s virkningsmekanismer, gor det op
med alle tidligere sikkerhedsvurderinger af BPA, da dets effekter ved lave doser, i sa fald ikke kan

estimeres ud fra effekterne ved hgje koncentrationer.

Dosis-responssammenhange som toksikologisk vurderingsmetode ift. BPA
Diskussionen om hvorvidt hormonforstyrrende effekt som fglge af BPA-eksponering kan have

sundhedskonsekvenser for mennesker pagar stadig. Men hvis man bevager sig ud over denne
diskussion og i stedet vedtager, at en biologisk effekt af BPA-eksponeringer er konstateret i studier,
bade in vivo, in vitro og epidemiologiske studier, bliver det presserende at fastleegge greenseveerdier
for den humane eksponering, der minimere risikoen for signifikante, sundhedsmaessige
konsekvenser. | EU er grensevardien LOEC pa 0,050 mg/kg kropsvaegt pr. dag for BPA. Men
graensevardien er fastsat ud fra toksikologiske vurderingsmetoder, metoder der er problematiske
med henblik pa, at toksicitet og hormonforstyrrende effekt ikke er synonyme til hinanden. Dette kan

vaere en arsag til seenkelsen af graensevaerdien, TDI, i februar 2015.

Nar det handler om at vurdere de mulige konsekvenser af hormonforstyrrende stoffer, har
grundtanken for toksikologien veret, at jo hgjere dosis, jo starre biologiske konsekvenser. Men nar
det kommer til hormonforstyrrende stoffer, giver det anledning til stridighedspunkter, da forskning
tyder pa, at sammenhangen mellem dosis og respons for disse kemikalier ikke er monoton. Ikke-
monotone sammenhange fraviger fra den Kklassiske, toksikologiske grundtanke, og
sikkerhedsvurderingen af kemikalier med hormonforstyrrende effekter har derfor leenge udfordret
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toksikologien. Udfordringerne bunder i, at hormonforstyrrende stoffer ofte kan have effekter ved
lave doser, der ikke kan forudsiges ud fra hgjdosiseffekter. Det betyder, at de afviger fra det
klassiske toksikologiske doktrin, der dikterer, at jo hgjere dosis, desto stgrre resulterende biologiske
folgevirkninger. Hypotesen om, at lavdosiseffekter kan forudsiges ud fra hgjdosiseffekter,
sandsynliggeres af antagelsen af, at dosisresponskurverne for et givent kemikalie vil veere
monotone. Denne antagelse er hgjst sandsynlig fejlagtigt for kemikalier med hormonforstyrrende
effekter. Blandt andet verdenssundhedsorganisationen (WHO) vurderede i 2013, at det skal
forventes, at karakteristika for kemikalier med hormonforstyrrende effekter, sisom BPA, er evnen

til at producere ikke-monotone dosisresponskurver.

Ikke-monotone dosisresponskurver kan defineres matematisk som en @ndring i fortegnet pa
kurvens haldning. Altsa at fortegnet pa heeldningen andrer sig fra plus til minus eller omvendt
inden for intervallet af de undersggte doser (Vandenberg, 2014) . Mekanismerne der ligger til grund
for forekomsten af ikke-monotone dosis-responskurver er mange. Blandt dem er:

e Cytotoksicitet: Nar et kemikalie resulterer i en hormonel effekt, men samtidig er toksisk.

e Effekten af koncentrationen pa antallet af receptorer: Nar en stigende koncentration
resulterer i, at flere receptorer nedbrydes end produceres, og at effekten dermed falder
efterhanden som dosen stiger.

e Reduktion i receptorsensitivitet ved hgjere doser: Receptorinaktivering som fglge af ggede
koncentrationer.

e Varierende effekt af samme hormon i forskellige celletyper: Hvilke receptortyper der bliver
udtrykt kan veere forskellig alt efter celletypen.

(Vandenberg, 2014) (Myers & M.fl., 2011, s. 408)

Pa trods af, at ikke-monotone dosisresponskurver er forventelige for stoffer med hormonelle
virkningsmekanismer, er den generelle antagelse ved regulering af kemikalier, at der er en monoton
sammenhang mellem sterrelsen af dosen og de biologiske effekter. Ud fra denne antagelse
fastsettes LDsg, LOEC og NOAEL. Sikkerhedsfaktorer tilleegges NOAEL, og denne dosis antages
for at veere sikker for dyr og mennesker, altsa burde ingen biologiske effekter kunne observeres
under NOAEL. Antagelsen af en monoton sammenhang mellem dosis og respons danner teoretisk
grundlag for sikkerhedsvurderingen, og derfor kan sikkerhedsundersggelserne af kemikalier som
BPA vare fejlbehaftede, i tilfelde af, at ikke-monotone dosisresponssammenhzange pavises. Det
kan betyde, at greenseveerdierne, pa trods af deres formal, ikke er garanti for, hvornar en dosis er
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sikker. Bade i celler, dyr og epidemiologiske undersggelser har man observeret ikke-monotone
dosisresponssammenhange:

e Cellestudier: Flere hundrede ikke-monotone dosis-responskurver er observeret i forsgg med
cellekulturer for mange forskellige kemikalier. Ikke-monotone dosisresponskurver er ogsa
almindelige for endogene hormoner. Dette indikerer, at ikke-monotone dosisresponskurver
kan veere en grundlaeggende funktion af hormoner og hormonaktivitet.

e Dyrestudier: Ikke-monotone dosisresponskurver er observeret i dyr, bade ved undersggelse
af endogene hormoner og kemikalier med hormonforstyrrende effekt, bade ved anvendelse
af forskellige dyremodeller, undersggelse af forskellige kemikalier og ved varierende
endepunkter (sdsom @ndring i organveegt, adferdsmeessige effekter og ekspressionen af
gener).

e Epidemiologiske studier: Epidemiologien har observeret ikke-monotone dosis-
responskurver af endogene hormoner i populationer af mennesker. Dette er plausibelt ud fra
formodningen om, at ikke-monotone dosisresponskurver er fundamentale for

hormonaktivitet i bade celler og dyr.

Pa tveers af forskelligartede undersggelsesemner (celler, dyr, humane studier) der varierer i
biologisk kompleksitet, er der indikationer pa, at ikke-monotone dosisresponskurver eksisterer via
beslaegtede mekanismer.

Hvorvidt en ikke-monoton dosisresponssammenhang eksisterer for BPA, diskuteres blandt
forskere. Men en gennemgang fra 2014 af studier der undersggte BPA-dosisresponskurver in vitro,
fandt Laura Vandenberg (Vandenberg, 2014), at der i 23,1 % af studierne blev fundet en ikke-
monoton dosis-responssammenhang. Derfor konkluderes det, at ikke-monotone dosis-
responskurver er udbredte i denne type studier. Det konkluderes desuden, at undersggelser der
berettede om monotone dosisresponskurver gennemsnitligt inkluderede feerre doser end
undersggelserne der fandt ikke-monotone dosisresponskurver. Derfor kan nogle observerede

monotone dosisresponssammenhange vare fejlbehaftede (Vandenberg, 2014).
(Vandenberg, 2014) og (Myers & M.fl., 2011) konkluderer efter gennemgang af litteraturen pa

omradet for ikke-monotone dosisresponskurver, at det ikke er muligt at forudsige effekter ved lave

doser ud fra effekter, der er observeret ved hgje doser.
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Studier der har observeret biologiske effekter ved lave doser men ikke hgje, hvilket indikerer, at en
ikke-monoton dosisresponssammenhang eksisterer. Et sadan studie er (Angle, Do, & M.fl., 2013),
hvor svangre mus blev eksponeret for BPA ved doser fra 10 gange under den amerikanske NOAEL,
der er tillagt sikkerhedsfaktorer, sa vaerdien er 0,05 mg/kg/dag, og til 10 gange over NOAEL pa 50
mg/kg/dag. Forskerne observerede bemerkelsesveerdige effekter ved doser under 0,05 mg/kg/dag,
men den hgjeste undersggte dosis resulterede ikke i nevnevaerdige effekter. Denne undersggelse

danner dermed ogsa belag for eksistensen af lavdosiseffekter, der diskuteres senere.

Reguleringspraksissen hvor monotone dosisresponssammenhgnge anses for at vare en selvfglge,
og grenseveerdier for dosisstarrelser fastsaettes med afseet i en sddan sammenhaeng som naturgiven
sandhed, virker i stigende grad fejlbehaeftet, nar undersggelsesemnet er BPA og lignende
kemikalier. Figur 19 nedenfor illustrerer, hvordan antagelsen af en monoton sammenhang kan give
anledning til at ukorrekte graenseveerdier fastsattes, og hvordan biologiske effekter ved lave doser
kan overses, da doser under graensevardierne anses for at veere sikre, uden at de efterpraves
eksperimentelt. Nar undersggelser af dosis-responssammenhange for BPA sammenholdes, kan en
tendens til ikke-monotone dosisresponskurver observeres. Derfor bgr studier af BPA, der beretter
om ikke-monotone dosisresponskurver vare indikativer, og give presidens for at revidere tilgangen
til sikkerhedsundersggelser af kemikalier med misteenkt hormonforstyrrende effekt. Diskussionen
om monoton eller ikke-monoton sammenhang for BPA bidrager derved til at underbygge
evidensgrundlaget for at argumentere for en revidering af graenseverdierne. Diskussionen bidrager
til at optimere og revidere reguleringspraksissen for kemikalier med hormonforstyrrende effekter,

og det kan have en positiv indvirkning pa den humane sundhed.
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Figur 19: Figuren illustrerer en ikke-monoton dosisresponskurve, der kan identificeres ved at
kurvens haldning andrer fortegn. NOAEL og LOAEL er fastsat ud fra antagelsen af en monoton
sammenhang, og en sikker dosis er estimeret ud fra disse veardier. Den sikre dosis efterprgves ofte
ikke, hvilket er problematisk, hvis ikke-monoton sammenhang er geldende. Lave doser af et
kemikalie som BPA kan derfor have signifikante biologiske effekter, der ikke undersgges, da
antagelsen af en monoton sammenhaeng betyder, at effekterne ved lave doser estimeres ud fra
effekterne ved hgje (Myers & M.fl., 2011, s. 407).

Studier, der specifik undersgger biologiske effekter af BPA-doser under verdier, der anses for at
veere sikre, kan ligeledes bidrage til at sikre korrekte grenseveerdier. Disse effekter benavnes
lavdosiseffekter og kan i nogen grad efterprgve graenseverdierne, da ingen biologisk a&ndring burde
kunne observeres ved eksponeringsniveauer under denne grense. Med BPA-litteraturen som
udgangspunkt bergres lavdosiseffekter og deres betydning i falgende afsnit.

Lavdosismekanismer
Lavdosiseffekter er ikke direkte forbundet til ikke-monotone dosisresponskurver, men steder

sammen med toksikologiens reguleringspraksis. Det skyldes, at biologiske andringer er observeret i
lavdosisstudier. Greenseveerdier, der fastseettes ud fra antagelsen af at dosisresponskurver, altid er
monotone og bidrager til den fejlagtige antagelse, at lave doser af hormonelt aktive stoffer ikke
resulterer i nevneverdige biologiske effekter (Myers & M.fl., 2011, s. 405).

Afvigelser fra monotone sammenhange indikerer at greensevardierne er ukorrekte, og det er derfor
interessant, at et stigende antal studier observerer lavdosiseffekter. Sandsynliggerelse af
lavdosiseffekter fagjer spot til skade og underbygger belegget for at kunne konkludere, at de
nuvaerende greensevardier er insufficiente. Pavisning af lavdosiseffekter kan betyde, at BPA ved
lave doser kan have effekter, der er ligeligt signifikante eller tilmed sterre, end effekterne ved hgje
doser. Lavdosiseffekter bar veaere grund til seerlig stor bekymring, da de, i modsetning til de akutte
toksiske falgevirkninger af BPA ved hgje doser, ger sig geeldende ved veerdier, der er relevante set i

forhold til stgrrelsen af den humane eksponering og EU-regulativerne.

Far det er muligt at diskutere eksistensen af lavdosiseffekter, er det ngdvendigt at definere begrebet

”lavdosis” for BPA. Lavdosis kan defineres pa flere mader. Lavdosisdefinitionerne, som anvendes i
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videnskabelige artikler om lavdosiseffekt af BPA, er udformet af the National Toxicology Program,
der er en afdeling under de amerikanske sundhedsmyndigheder. De definerer ”lavdosis” som:
1. En dosis af en starrelsesorden, der ligger inden for det typiske humane eksponeringsniveau,
som farer til biologiske a&ndringer.

2. Doser der er lavere end de doser der testes i standart toksikologiske risikovurderinger.

En tredje tilgang definerer lavdosis som en dosis, der resulterer i koncentrationer i blodet hos
forsggsdyret, som korrelerer til koncentrationer malt i blodet hos mennesker (Myers & M.fl., 2011).
Hver definition giver anledning til, at lavdosisverdien afgraenses forskelligt. Efter den farste
definition vil alle resultater fra epidemiologiske undersggelser af det humane eksponeringsniveau
mgde kriteriet. Den anden definition placerer afgrensningen for lavdosis BPA pa 50 mg/kg/dag.
Denne granse er desuden den amerikanske NOAEL, hvorunder ingen bemarkelsesvardige effekter
burde kunne observeres (Ehrlich & M.fl., 2013). Rapporterne, som diskussionen tager
udgangspunkt i, er udfert af forskere i USA, og derfor er der taget udgangspunkt i amerikanske
greensevaerdier. Farmakologiske undersggelser har estimeret, at en eksponering pa 400 pg/kg/dag
resulterer i frie koncentrationer i blodet inden for koncentrationerne, der er observeret i blodet i
mennesker, og at doser pa 400 pg/kg/dag derfor kan defineres som lavdosis. (Myers & M.fl., 2011,
s. 395) For forseg med cellekulturer fastsatte (Ehrlich & M.fl., 2013) lavdosisgraensen pa 1-107 M
BPA.

Hvis man betragter hypotesen om store effekter ved lave doser af hormonforstyrrende stoffer med
henblik pa, hvordan det endokrine system fungerer, virker hypotesen om lavdosiseffekter plausibel.
For at det er muligt, at et stort antal hormonmolekyler kan eksistere i cirkulation i det endokrine
system, er det finindstillet til at reagere pa lave hormonkoncentrationer. For estradiol kan en fri
(altsa ikke-plasmabundet) koncentration i cellerne pa 0,1 til 9 pg/mL resultere i en gstrogen effekt.

Dette illustrerer, at en meget lav koncentration kan vare hormonelt udslagsgivende.

En anden faktor, der har betydning for sterrelsen af den hormonelle effekt, er, hvor stor en andel af
receptorerne der er bundet, set i forhold til koncentrationen. I nogle tilfeelde kan en ti-dobling af en
hormonkoncentration ved en hgj dosis resultere i at 1,1 gange flere receptorer bindes, mens en
tidoblet koncentration ved lav dosis kan fare til en ni-dobling af bundne receptorer. Altsa kan en
forggelse af en relativt lav dosis betyde en markant stigning i bundne receptorer, mens en forggelse

ved en hgjere dosis ikke ngdvendigvis ville resultere i en lignende stigning i bundne receptorer
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(Welshons, et al., 2003) (Myers & M.fl., 2011). Det er foreslaet, at hormonforstyrrende stoffer kan
have effekter ved lave doser pa lige fod med endogene hormoner. Som det formuleres i (Myers &
M.fl., 2011), kan hormonforstyrrende stoffer “udnytte” det endokrine systems hgje sensitivitet og
resultere i effekter ved lave doser. For at sikre validiteten af studier, der ikke finder effekter ved
lave doser, skal tre kriterier opfyldes (Myers & M.fl., 2011):

e Negative kontroller: Negative kontroller er vigtige for alle forsgg, men serligt nar
hormonforstyrrende stoffer undersgges. Negative kontrolforsgg sikrer, at de anvendte dyr,
celler, m.v. ikke er blevet kontamineret. | studier af hormonforstyrrende stoffer, kan kilder
til kontamination vere udsivning af kemikalier fra bure eller materialer samt gstrogen
aktivitet af foder. Desuden bgr anvendte oplagsningsmidler undersgges i en negativ kontrol,
for at forhindre et falsk-positivt resultat.

e Positive kontroller: Positive kontroller er serligt ngdvendige i tilfeelde af, at ingen effekter
observeres ved lave doser af et kemikalie. Positive kontroller, der fungerer via de samme
mekanismer, som kemikaliet undersgges for, bekrafter, at systemet er i stand til at pavise
lavdosiseffekter. Nar en positiv kontrol anvendes, er det desuden ngdvendigt at tage hensyn
til styrken af kontrollen i relation til det testede kemikalie og revidere dosen, saledes at de to
korrelerer. Uden bade en positiv og negativ kontrol, begr studier der ikke finder en
lavdosiseffekt lades ude af betragtning.

e Anvendelsen af relevante modeller: Den anvendte model (bade in vitro og in vivo) kan
variere i gstrogensensitivitet. Som tidligere beskrevet, varierer sensitiviteten over for
hormoner mellem afarter af gnavere. En raekke studier, der ikke fandt lavdosiseffekter af
BPA, anvendte CD-SD-rotter. Dette er problematisk, da denne type rotter besidder en lavere

gstrogensensitivitet.

Disse punkter er generelle retningslinjer for at sikre gode videnskabelige undersggelser og er
vigtige for at kunne argumentere for validiteten af forsggsresultater. Eksempelvis manglede mange
studier, der ingen lavdosiseffekter fandt, en positiv kontrol, og de er derfor problematiske at
inddrage i en samlet evaluering af eksistensen af lavdosiseffekter (Ehrlich & M.fl., 2013). Herunder
navnes eksempler pa studier der har observeret signifikante lavdosiseffekter in vitro, ved forsgg

med pattedyr og ved epidemiologiske undersggelser:
e In vitro: (Ehrlich & M.fl., 2013) beretter, at over 100 studier in vitro undersggte doser pa
eller under 1x107 M. Disse studier undersggte indvirkningen af lave doser BPA pa bl.a.
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hormonproduktionen i prostatacancer-, humane &ggestokke- og brystkreeftceller.
Lavdosiseffekter blev observeret i mange af disse cellestudier.

e Studier med pattedyr som modeller: Studier, der har undersggt effekterne af eksponering for
BPA ved lave doser i udviklingsmessige faser, fandt signifikante konsekvenser for det
kvindelige forplantningssystem. Karcinogene lavdosiseffekter er observeret i brystkirtlen.
Lavdosis BPA i udviklingsfaser kan betyde en gget risiko for kromosomalt unormale &g i
voksenlivet.

e Epidemiologiske undersggelser i menneskepopulationer: Forhgjet BPA-koncentration i
urinen er sammenkeadet med bl.a. fedme og type 2 diabetes. Sammenhangen mellem BPA
og human fertilitet er desuden undersggt. Undersggelser af kvinder, der undergar
reagensglasbefrugtning, konkluderer, at BPA-eksponeringen kan sammenkeedes med en

forringet kvalitet af embryoer.

Bevisbyrden, der sandsynligger skadelige effekter pa det humane helbred som fglge af lave doser
hormonforstyrrende stoffer, er betydelig. Lavdosisstudierne tyder pa at hormonforstyrrende stoffer,
heriblandt BPA, har vidtreekkende og diverse effekter for den menneskelige population. Palidelige
lavdosisundersggelser viser, at BPA kan have betydelige effekter ved doser, der er 1-4 gange lavere
end den amerikanske NOAEL pa 50 mg/kg/dag (Ehrlich & M.fl., 2013, s. 12). Et stort dyrestudie
fra DTU undersggte de biologiske effekter i rotter ved eksponering for bade lave doser, svarende til
starrelsen af den humane eksponering, og hgje doser af BPA. Forskerne observerede sterst effekt
ved lave doser BPA pa en rakke sundhedsomrader. De konkluderede, at den midlertidige TDI i EU
pa 4 pg/kg/dag er insufficient og burde sankes til 0,7 pg/kg/dag (Hass, Christiansen, & M.fl., 2016)
(Mandrup, Boberg, & M.fl., 2015). Studiet fra DTU viser, at BPA sandsynligvis har effekter ved
markant lavere doser end tidligere antaget, og at EU-reguleringen af BPA muligvis ikke sikrer

minimale sundhedskonsekvenser.

Lavdosiseffekter og ikke-monotone dosisresponskurver for BPA bidrager til bevisbyrden, der
sandsynligger, at de nuveerende grenseveerdier for BPA er utilstrekkelige. De nuverende
eksponeringsniveauer kan derfor potentielt udgere en sundhedsrisiko for mennesker. | kraft af
denne mistanke, bliver det presserende at nedbringe niveauet af BPA-eksponering. Anvendelsen af
epoxyplastik og polycarbonat bliver hgjst sandsynligt ikke mindre i de kommende ar. Derfor er
industriens mulighed for at substituere BPA et afggrende middel, der kan medvirke til at nedbringe

den humane BPA-eksponeringsgrad. Muligheden for BPA-substituering draftes i falgende afsnit.
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Substituering af BPA med andre stoffer
Nar BPA forstyrrer vores endokrine system og mistenkes for at have diverse sundhedsskadelige

effekter pa menneskets krop, sd kunne man fristes til at teenke: “Hvorfor substituerer vi det ikke
bare med at andet stof, som ikke har hormonforstyrrende effekter?”” Umiddelbart kunne det se ud til,
at det bare handler om at finde et stof med tilsvarende egenskaber, men det er mere komplekst end
som sa, da flere faktorer spiller en rolle.

BPA har mange fordelagtige egenskaber, hvilket er beskrevet tidligere, hvor det blandt andet giver
plastik en blgdgerende, varmebestandig effekt, samtidig med at det bliver gennemsigtigt. Det kan
derfor veere sveert at finde stoffer, som har de samme fordelagtige egenskaber, der tilmed ikke har
hormonforstyrrende og sundhedsskadende virkninger ogsa, da ideen ved at substituerer BPA med et
andet stof forsvinder. Stoffer, som er undersggt og brugt til substituering af BPA i nogle produkter,
har i nogle undersggelser vist effekter svarende de sundhedsskadende virkninger, som BPA
mistenkes at have. Et af disse stoffer er bisphenol S (BPS). | en undersggelse fra David Geffen
School of Medine at UCLA siger professor Nancy Wayne om deres forsggsresultater: ”Exposure to
low levels of BPA had a significant impact on the embryos' development of brain cells that control
reproduction, and the genes that control reproduction later in life. We saw many of these same
effects with BPS found in BPA-free products. BPS is not harmless” (NewsRx, 2016). Det viser, at
BPS langt fra er et godt alternativ til BPA, selvom dets egenskaber er egnede. | bilag 4 kan man se
en figur, som sammenligner sundhedskonsekvenserne af BPA og BPS, hvor det kan ses, at de begge

misteenkes for at pavirke reproduktionen i samme grad.

Det viser derfor, at selvom produkter sdsom drikkedunke er BPA-fri, sd betyder det ikke
ngdvendigvis ikke, at de er bedre, set i et sundhedsmaessigt perspektiv. Dette udtaler Wayne ogsa i
forbindelse med deres undersggelse ”Our study shows that making plastic products with BPA
alternatives does not necessarily leave them safer” (NewsRx, 2016). Det er derfor sveert at finde
egnede stoffer til erstatning af BPA, da de bade skal have de rette egenskaber samt ikke veere

sundhedsskadende.

Endvidere er der ogsa problematikker i forhold til producenterne. Da BPA som naevnt tidligere er et
af de stoffer, som der produceres mest af pa verdensbasis, vil det have omkostninger at substituere
det med andre stoffer. Det vil kreeve mange ressourcer og penge for at eandre

produktionsforholdene, og derfor skal der hgjst sandsynligt noget drastisk til, fgr industrien veelger
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at omlaegge produktionen. Et dissideret forbud mod BPA kunne veere en mulighed, men dette
kreever yderligere forsgg, hvilket er ressourcekraevende, og det er tunge processer at lave forbud
med sa udbredt et stof, da det skal besluttes pa verdensplan. EU er ikke tilstreekkeligt, da en stor del
af BPA produceres uden for EU, blandt andet i USA. Nogle lande har dog valgt at forbyde BPA i
produkter. I Danmark ma det ikke findes i produkter til bgrn under 3 ar. De franske myndigheder
har gaet hele vejen og har forbudt det helt (Ministeret for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri, 2014, s.
2). Af den grund kan det teenkes, at der virkelig er en reel grund til at forbyde BPA helt. Omvendt er

der stadig ingen garanti for, at alternativerne er mere sikre.

Dertil skal det ogsa pointeres, at det endnu ikke er helt bekreftet, hvorvidt BPA er sa
sundhedsskadeligt, som det misteenkes for at veere. Dette gor det sveert at tage beslutninger vedr.
forbud, fordi der endnu ikke er tilstraekkeligt evidens til at bekrefte, at BPA er sundhedsskadeligt
for os mennesker. Omvendt kan man sige, at mange undersggelser — bade med dyr og mennesker —

viser, at BPA har sundhedsskadende effekter, og at der derfor kunne handles ud fra det.

Det er ogsa forskelligt for forskellige materialer, hvor vigtige BPA’s egenskaber er. Nogle
materialer kan i starre grad end andre ga pa kompromis med nogle af egenskaberne. | Danmark ma
man ikke bruge BPA i materialer, som er beregnet til bgrn under tre ar, herunder sutter, sutteflasker
og legetgj. Producenterne er derfor ngdt til at &ndre produktionen for at forblive pd markedet, og de
tvinges til at lave det bedste alternativ, sd kvaliteten bibeholdes bedst muligt. | forhold til produkter
til barn, kan det vaere nemmere at finde et alternativ til BPA i eksempelvis legetgj, da det ikke har
brug for at veere klare og gennemsigtige og kunne klare opvarmning sasom i mikroovn. Desuden er
meget legetgj hardt, og derfor behgves BPA’s blgdgarende effekter ikke. Langt de fleste bokse til
fedevarer, som vi har i vores kegkkener er ikke gennemsigtige, men ofte hvide eller materet.
Omvendt er vi tit afhenge af, at de kan opvarmes, sa derfor er det vigtigt, at BPA substitueres med
at stof, som bibeholder materialets varmeresistens.

Andre materialer, hvor det umiddelbart kunne veere sveerere at finde alternativer til BPA, er til
flasker eller andre emballage til fadevarer som navnt far, da det er vigtigt, at indholdet ser delikat
og tillokkende ud. Palag eller vand ser mest indbydende ud, nar det er i klart materiale. Tilmed er
det vigtigt, at materialet er fleksibelt og medgerligt, nar indpakninger skal abnes og lukkes. Sa
kunne man argumentere for, hvorfor glas ikke benyttes til opbevaring i stedet? Dette er en mulighed

i flere henseender, og glas bruges allerede til en del opbevaring. Dog skal man vaere opmarksom
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pa, at BPA ogsa findes i epoxyplast i lagene. Det vides endnu ikke med sikkerhed, hvor meget
BPA, som kan frigives til fedevarer i tilfelde af, at glasset ligger ned, og maden pa den made
kommer i kontakt med epoxyplast. Desuden er glas dyrere og mere sarbart. Endvidere gar glas
nemmere i stykker, og det kreever derfor mere forsigtighed at arbejde med glas. Desuden er der
plast, som er meget atheengige af mange af BPA’s egenskaber. Kontaktlinser er afhangige af bade
at veere glasklare og bevegelige, sa derfor er man afhaengig af at finde alternativer til BPA med

samme effekter, hvis BPA skal substitueres fra sddanne materialer.
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Konklusion
BPA er et kendt hormonoforstyrrende stof, som vekselvirker ved kroppens gstrogenreceptorer.

Denne gstrogenlignende effekt skyldes, at BPA kan binde sig til de humane gstrogenreceptorer ER-
a og ER-B, da BPA-molekylets kemiske struktur ger det i stand til at passe ind i den ER-bindende
lomme pa receptorerne. Desuden har BPA, i lighed med det kvindelige kenshormon estradiol, en
affinitet for receptorerne, som bevirker, at BPA bibeholdes i cellerne, og derved kan binde sig til
ER. Nar BPA binder sig til ER, igangsatter det en gstrogeneffekt, der minder om den endogene
gstrogener bevirker, og det kan forstyrre hormonbalancen. Den gstrogenlignende og dermed
hormonforstyrrende effekt af BPA kan sandsynligvis fare til en lang raekke sundhedsmaessige
konsekvenser i mennesker, hvoraf de mest bekymrende er nedsat fertilitet hos bade mand og
kvinder samt gget incidens for kreefttyper som bryst- og prostatakreft. Disse mulige
sundhedsmaessige konsekvenser er problematiske set i lyset af det store omfang af BPA-

produktionen, og at det bl.a. anvendes til fedevarebeholdere.

Det er BPA’s evne til at binde sig til ER-a, der udnyttes i YES-assay-metoden, hvor DNA-
sekvenser for hERa er integreret i kromosomet hos garceller. BPA’s evne til at binde sig til ER-a
bevirker, at kemikaliet kan binde sig til gercellernes gstrogenreceptorer, nar det tilsettes mediet.
ER-a-bindingen igangseetter syntesen af 3-galactosidase, som katalyserer reaktionen af gult substrat
(CPRG) til regdt produkt, hvilket indikerer gstrogenlignende effekt. Ud fra projektets
eksperimentelle YES-assay kan det konkluderes, at YES egner sig til pavisning af gstrogenlignende
aktivitet. Dette var i serdeleshed tydeligt i kontrolforsggene, hvor der var en klar sammenhang
mellem koncentrationen og aktiviteten af kontrolkemikalierne. Endvidere paviste YES, at BPA har
en gstrogenlignende aktivitet. Pa den made er gaercellerne med humane gstrogenreceptorer anvendt

som en model, der illustrerer den gstrogenlignende effekt af BPA.

YES egner sig til at pavise gstrogenlignende virkningsmekanismer og kan derfor sandsynligvis
anvendes som en standardmetode til pavisning af gstrogenlignende effekt af kemikalier med
misteenkt hormonforstyrrende effekt. Til videreundersggelse af sundhedskonsekvenserne af
eksponering for et kemikalie med gstrogenlignende effekt er in vivo forsgg hensigtsmassige at
anvende. In vivo er eksempelvis rotter og mus hgjest egnede at anvende som modeller for de
biologiske effekter af kemikaliet i mennesker, da gstrogenreceptorer, tilsvarende de humane ER, er

at finde i det endokrine system i disse typer gnavere.
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En toksisk dosis af BPA kan have mere akutte konsekvenser, mens sundhedskonsekvenserne af
hormonforstyrrende stoffer kan have konsekvenser mange ar efter eksponering har fundet sted.
Derfor er det problematisk, at sikkerhedsvurderingen af BPA foretages ud fra dets toksiske effekter
frem for dets hormonforstyrrende. Den toksikologiske tilgang til BPA betyder, at det antages, at
dosisresponskurven er monoton. En monoton kurve retferdigger, at toksikologiske teorier
anvendes, og at regulative myndigheder ud fra disse teorier estimerer de biologiske effekter ved
lave doser ud fra de observerede effekter ved hgje doser. (Vandenberg, 2014) fandt, at en ikke-
monoton dosis-responskurve var observeret i 23,1 % af BPA-studier, der inkluderede dosis-
responssammenhange. Det korrelerer med, at ikke-monotone sammenhange er forventelige for
hormoner og hormonforstyrrende stoffer. lkke-monotone dosis-responssammenhaenge for BPA
indikerer, at reguleringspraksissen for kemikalier med hormonforstyrrende effekter er fejlbehaftet.
Det kan betyde, at greenseverdierne er ukorrekte og at eksponering for doser under graensen, der
anses for at veere sikre, kan have konsekvenser for den humane sundhed. Et stigende antal studier
har observeret biologiske effekter i forsgg med lave doser, der anses for at vere sikre. Det

underbygger hypotesen om, at de nuvaerende graenseverdier for BPA er utilstrekkelige.

Perspektivering: Relevansen af BPA som casestudie og BPA’s rolle i debatten

om sikkerhedsvurderingen af hormonforstyrrende stoffer
Fortellingen om BPA’s hormonforstyrrende effekter er interessant nok i sig selv. Men hvordan

fortzellingen passer ind i en starre sammenhang, kan maske umiddelbart vaere sverere at fa gje pa

og kraever en udfarlig forklaring.

BPA er forst og fremmest et velegnet kemikalie at tage udgangspunkt i, da der findes omfattende
litteratur om emnet. Det er f.eks. veldokumenteret at BPA kan have en gstrogenlignende effekt, og
et utal af studier beretter om biologiske @ndringer in vivo savel som in vitro. 1 2011 berettede
(Myers & M.fl., 2011, s. 394), at der eksisterede mere end 200 publicerede dyrestudier, og at BPA
er et af de mest udferligt undersggte hormonforstyrrende stoffer. Desuden er diskussionen om BPA
en central del af et sterre paradigmeskifte inden for miljgmaessig sundhedsvidenskab,
kemikaliesikkerhed og toksikologiske studier (Vogel, 2009). Der settes spgrgsmalstegn ved
validiteten af sikkerhedsvurderingerne af BPA, og dermed ved validiteten af toksikologiens metoder
og teorier (sasom dosis-respons og NOAEL m.fl.), nar de anvendes til at undersgge kemikalier, der

misteenkes for at have hormonforstyrrende effekter.
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At diskutere toksikologi i forhold til hormonforstyrrende stoffer kan virke nicheagtigt og teknisk,
men vigtigheden af det kan ikke understreges nok. Hvis toksikologens metoder og teorier er
utilstreekkelige, kan det betyde, at sikkerhedsvurderingerne af hormonforstyrrende stoffer er
utilstreekkelige. Det kan betyde, at sikkerhedsforanstaltningerne giver en falsk trykhed, at
eksponeringsniveauer, der anses for sikre, ikke er det, og det kan have store sundhedsmaessige
konsekvenser for mennesker. Det er iser studier, der omhandler, hvorvidt en lavdosiseffekt af BPA
eksisterer, som har spillet en afggrende rolle for at ivaerksette diskussionen af den klassiske
toksikologis anvendelighed. Stadig flere hormonforstyrrende stoffer misteenkes for at have
lavdosiseffekter. Det er dbenlyst problematisk, hvis doser der er klassificeret som ufarlige, kan have
konsekvenser for den humane sundhed, men der er fortsat stor uenighed omkring, hvorvidt der
eksisterer lavdosiseffekter ved BPA. Pa trods af at intet konsensus er naet, begynder eksistensen af
lavdosiseffekter efterhanden at blive accepteret. Konsensus er ej, sa har alene indikationerne pa, at
lavdosiseffekter eksisterer, iveerksat debatten om, i hvor hgj grad, sikkerhedsvurderingerne er
valide.

Greaenseverdierne, der fastsettes ud fra formodningen om en monoton dosisresponssammenhang
godtages ofte af regulative myndigheder uden krav om, at den efterpraves eksperimentelt. Det
betyder, at monoton dosisresponssammenhang og graenseverdierne antages for at veere korrekte, da
monoton sammenhang giver anledning til at estimere effekter ved lave doser ud fra observerede
effekter ved hgje doser. Nar disse antagelser efterprgves for BPA og viser markant anderledes
resultater, end hvad der fra en toksikologisk synsvinkel forventes, illustreres reguleringsmetodens
udfordringer og faldgrupper (Saal & Hughes, 2005). BPA-forskning bidrager dermed ikke kun til at
afdaekke risikoen ved dette enkelte kemikalie, men BPA er med til at reformere grundlaget for
hvordan kemikaliesikkerhed defineres. Det kan i sidste ende betyde, at graensevardier revideres, og

det kan have positiv indvirkning pa den humane sundhed.

Med udgangspunkt i diskussionen om dosis-respons, lavdosis og modelanvendelse i forhold til
BPA, bgr der regulativt tages udgangspunkt i, at ikke-monotone dosisresponssammenhange er
observeret for BPA, og at det forventes, at tendensen kan observeres for mange hormonforstyrrende
stoffer. BPA er et tydeligt eksempel pa et hormonforstyrrende stof, hvor ikke-monotone dosis-
responskurver hyppigt kan observeres. Det bar regulativt tages til efterretning, at:
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En monoton dosis-responssammenhzng ikke automatisk skal antages; men efterpraves for
det specifikke kemikalie. Hvis ikke-monotone sammenhange ger sig geldende, ber
standardiserede toksikologiske undersggelsesmetoder og teorier granskes og alternativer

anvendes.

| stedet for undersggelser af hgje doser som indikator pa effekterne ved lave doser, bar doser
af starrelsesordner inden for NOAEL og humane eksponeringsniveauer undersgges, for at
afdekke om det humane eksponeringsniveau kan fare til biologiske &ndringer og derved

udgare en sundhedsrisiko.

Fastsatte greense verdier bgr regelmaessigt reevalueres; vardier der anses for at vaere “sikre”
bar periodisk undersgges, for at fortsette arbejdet med at afdekke, hvilke mulige
konsekvenser de kan have for den humane sundhed.

For BPA specifikt er en ny risikovurdering ngdvendig; tendensen til ikke-monotone dosis-
responskurver danner beleg for at genoverveje regulativt fastsatte veaerdier, med henblik pa
at undersgge om nuveerende graenseveerdier er sufficiente, og sikrer minimale
sundhedskonsekvenser af den allestedsvaerende BPA-eksponering.

Nye tilgange til sikkerhedsvurderingen af hormonforstyrrende stoffer skal baseres pa
endokrinologiske principper (Myers & M.fl., 2011, s. 424).
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Bilag

Bilag 1

Hypc?talamus sender signaler til hypofysen, som herefter danner overordnede hormoner,
eksempelvis FSH og LH, som sendes videre til blandet &ggestokkene og testiklerne, som sa
producerer kgnshormoner sasom gstrogener og testosteron. Herunder ses den overordnede
kommandovej, hvor der ogsa kan ses positiv og negativ regulering (Woodruff, Janssen, & M.fl.,

2010, s. 73)
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Bilag 2
Faresatninger (H-sztninger) og sikkerhedssetninger (P-s&tninger). Listen viser, at BPA mistenkes

for at have en skadelig effekt pa kroppen (National Center for Biotechnology Information).

P-saetninger

P201: specialinstruktioner fgr benyttelse

P202: benyt ikke far alle sikkerhedsforudsatninger er last og forstaet

P260: indand ikke

P261: indand ikke

P264: afvask efter handtering af stoffet

P270: indtag ikke, drik ikke eller ryg ikke

P272: forgiftet taj ma ikke forlade arbejdspladsen

P273: undga at indfgre i miljget

P280: veer ifart sikkerhedshandsker/beskyttende toj/gjebeskyttelse/ansigtsbeskyttelse
P281: benyt personlig beskyttelse hvis nadvendigt

P302+P352: ved eksponering pa hud: vask med rigeligt vand

P305+P351+P338: ved eksponering i gjne: rens med vand i adskillige minutter. Fjern evt.
Kontaktlinser

P307+P311: ved eksponering: kontakt et forgiftningscenter eller laege

P308+P313: ved eksponering eller bekymring: fa medicinsk vejledning/opmarksomhed

P310: kontakt et forgiftningscenter eller laege

P312: kontakt et forgiftningscenter eller lage/... hvis du feler dig utilpas

P314: fa medicinsk vejledning hvis du fgler dig utilpas

P321: specifik behandling

P333+P313: ved hudirritation: fa medicinsk vejledning

P363: vask forgiftet tgj for genbrug

H-saetninger

H303: kan skadeligt hvis det sluges

H313: kan skadeligt ved kontakt med hud

H317: kan skabe en allergisk reaktion

H318: kan forarsage gjenskade

H361: mistenkt for at skade fertiliteten eller ufgdte barn

H370: skader organer

H373: skader organer ved leengerevarende- eller gentagene eksponering

H401: skadelig for vandlige miljger
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Bilag 3
BPA fysiske egenskaber (CAMEO Chemicals version 2.5 rev)

Udseende: Hvide krystaller/flager eller pulver
Kemisk formel: C15H160; eller (CH3),C(CgH40OH),
Kemisk navn 4,4'-isopropylidenediphenol
Molekyleveegt 228,28634 g/mol

Oplgselighed i vand | Ikke vandoplgselig/meget lidt

Bilag 4
Pa tabellen ses, hvilke effekter henholdsvis BPA og BPS mistankes for at have. Der er forskellige

betegnelser for, hvor sundhedsskadelige stofferne mistenkes for at veere. VL=very low hazard,
L=low hazard, M=moderate hazard, H= high hazard og VH=very high hazard. Det viser sig ud fra
denne tabel, at BPA og BPS bliver vurderet til at vaere meget ens. Eksempelvis ved reproduktion
star de begge til medium, akut giftighed er de begge lave. De varierer dog ogsa et par steder
eksempelvis ved hud- og gjenirritation, hvor BPA star til moderat, BPS er lav. Det kan desuden ses,
at de to stoffer er meget lig hinanden kemisk set, hvor de primert varierer mellem de to
benzenringe, hvor BPS har svovl mellem de to ringe, hvor der er bundet to dobbeltbundet
oxygenatomer. P4 BPA er der et karbonatom, som er bundet methylgrupper (United States
Enviromental Protection Agency, 2014).
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Aquatic Environmental
Human Health Effects Toxicity Fate

Chemical
(for TSCA inventory name and
relevant trade names see the
Structure individual profiles in Section 4.8) CASRN

cute Toxicity
Carcinogenicity
Genotoxicity
Reproductive
Developmental
Neurological
Repeated Dose
Skin Sensitization
Respiratory
Sensitization
Eye Irritation
Dermal Irritation
Chronic
Persistence
Bioaccumulation

Acute

Bisphenol A and Phenolic Alternatives
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Bilag 5
Xenometrix YES/YAS assay

Indhold i Kittet:
- 1 hetteglas indeholdende hERa gzerceller (YES-assay) pa filtpapir

- 1 heetteglas indeholdende hAR gerceller (YAS-assay) pa filtpapir

- Basalmedie

- Vitaminoplgsning

- L-aspartic syreoplgsning

- L-threonine oplgsning

- Cu-sulfatoplgsning

- Substratoplgsning (CPRG)

- 1 heetteglas indeholdende 17B-estradiol positiv kontrol ("E2” — ragdt lag)

- 1 heetteglas indeholdende 5a-dihydrotestosterone positiv kontrol ("’DHT” — blat 1ag)
- 1 hetteglas indeholdende 4-hydroxytamoxifen kontrol antagonist ("HT” — gult l1ag)
- 1 heetteglas indeholdende flutamide kontrol antagonist ("FL” — grgnt |ag)

- 1 heetteglas indeholdende DMSO

- 5x96 brendplader (4 til assay; 1 til fortynding)

- 4 gasgennemtraengelige pladeforseglere

- 4 x T25 kulturflasker med gasgennemtraengelige filterpropper

Sikkerhed

Kittet er omkostningsfuldt og kraever stor respekt og derfor er der lavet et afsnit i
forsggsproceduren, som omhandler disse sikkerhedsfaktorer. Gaercellerne er genetisk modificeret
organismer (GMOQ), som gar, at der skal tages bestemt hensyn med henblik pa reglementet. | kittet
medfglger kontrolkemikalier, som er hormonelt aktive, hvilke skal handteres korrekt, sa de ikke
udger en risiko for miljg og omgivelser. Det understreges, at kittet ikke ma benyttes i mennesker og
dyr. Dertil afhandles eventuelle udefra pavirkning, som kan have indflydelse pa assayet, som
indebaerer ingen spisning, drikke, rygning og pafering af make-up i laboratoriet. Hvad angar
laboratorieudstyr er steriliteten et krav, da sensitiviteten af cellerne er hgj. Derfor vaskes pipetter,
pincetter etc. med destilleret vand og ethanol. Derudover skal handsker benyttes til handtering af
kittet og kemikalier.

Opbevaring:
e -20°C:
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1)

2)

Geercellerne hvis de opbevares i mere end en maned
Antagonistic og positiv kontrol (E2, DHT, 4-HT, FL).

2-8°C:

Gaercellerne hvis de benyttes inden for en maned

CPRG-oplgsning

Basal mediet

Vitaminoplgsning

L-threonine oplgsning

Antagonistic og positiv kontrol

20-25°C

L-aspartic acid oplagsning

Cu(Il)-sulfat oplasning
- DMSO

96- brgndplader (mikrotiterplader)
T25 kulturflasker

Pladeforseglere

Dag 1 (onsdag 11/05-16)

Klarggring af basalvaekstmedie

Til denne del tilsettes den fulde meaengde af falgende kemikalier til basalveekstmediet:
e Vitamin oplgsning
e L-threonine oplgsning

e L-aspartic syre oplgsning

Derudover tilsettes 300uL Cu(ll) sulfat oplasning til basalveekstmediet. Efter de naevnte
kemikalier er tilsat, forekommer en omrystning af basalvaekstmediet.

(Notat: Basalvaekstmediet skal bruges inden for 2 uger ved 4°C. Ved opbevaring ved -20°C
er opbevaring mulig i op til 6 maneder)

Dyrkning og maerkning af kulturflasker
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To kulturflasker far begge pafart en label. Den ene flasker far folgende label: "YES”. Den
anden flaske far folgende label: "YAS”. Til begge flasker tilfores 5 mL af basalvaekstmediet.

e Til flasken ”YES” gores nu felgende: Tilseetning af filterpapir, som indeholder hERa
geerceller.
e Til flasken "YAS” gores nu folgende: Tilstning af filterpapir, som indeholder hAR

geerceller.

Hertil skrues laget pa begge kulturflasker. Begge flaskers lag indeholder ventilationslag,
som sgrger for ilttilfarsel, som forgger vaeksten af geercellerne.
(Notat: Begge flasker skal ligge ned horisontalt, da oplasningen kan blokere for ilttilfarsel,
hvis en blokering finder sted.)

3) Inkubering af flaskerne: "YES og "YAS

Begge kulturflasker indsettes i inkuberingsmaskinen, som er forudindstillet til 31°C. Dertil

benyttes en orbital ryster i inkuberingsmaskinen, som sgrger for omrgring af oplgsninger i
kulturflaskerne (frekvens: 60 pr/min). Inkuberingen finder sted i 6 dage, indtil en grumset

farve har indtruffet i begge oplasninger.

Dag 1,5 (tirsdag 12/5-16)
1) lagttagelse af kulturflaskerne

Kulturflaskerne har inkuberet i cirka 24 timer og ingen vaekst kunne observeres i flaskerne.
Dette er en god observation, da vaekst pa dette tidlige tidpunkt kunne tyde pa forurening af

anden vakst.

Dag 2 (tirsdag 17/5-16)
1) Kulturflaskerne feerdige med incubering
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2)

Begge kulturflasker ("YES og ”Y AS”) har sammenlagt inkuberet fra d. 11/5-17/5. Vi
undersager begge flasker og kan konstatere, at der har vaeret en veekst i de to kulturer. Pa

billedet nedenfor kan kulturflaskerne ses:

Pa billedet ovenfor, er der sket en stor veekst over den sidste uge (det er dog ikke muligt, at
gengive den vakst som har fundet sted pga. lys og baggrund.) Pa billedet kan det ses, at de
filtpapirer, indeholdeholdende hERo gerceller (venstre) og hAR geerceller (hgjre), har
vaekst, som kan ses pa den mearkere farve (oprindelig hvide). Desuden er vakstmediet
ligeledes blevet meget grumset sammenlignet med dag O, hvilket indikerer en stor veekst. |
sammenligning med dag 1,5 kan det konstateres, at den veekst som nu er forekommet, synes
at veere optimal og fortsattelse af forsgget kan finde sted.

Identifikation af cytotoksiske effekter i kulturflaskerne

For at bevise og konstatere, at gercellerne ikke har taget skade og lever, udtages to praver
pa 100uL fra begge kulturflasker, som undersages i et spektrofotometer (ODggo — angivet i
forsggsvejledningen). Data fra disse, ses nedenfor:

YES-assay Y AS-assay
1,038 1,093
0,992 1,007

Vores malinger er alle over 0,2, hvilket var en forudsetning for, at vi kunne fortsette
forsgget, da gennemsnitsvardien af absorbansmalingerne skulle veere mindst 0,2. Dette
sikrer, at der er tilstreekkelig med veakst i cellerne, sa vi vil kunne male den

hormonforstyrrende effekt af kemikaliet, BPA. Vi fortynder vores to geercellekulturer 1:10 i
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nye flasker, hvor vi overfarer 4,5 mL basal veekstmedie til henholdsvis en ny flaske for YAS
og YES. Herefter tog vi 0,5 mL fra vores oprindelige veekstmedie med YAS og overfarte

den nye flaske for YAS. Det samme gjorde vi for YES, sa vi havde en slutvolumen pa 5 mL.

3) Bestemmelse af koncentrationen af BPA

Dette trin er iser en klargerelse til dag 3, hvor BPA skal benyttes i bestemte
koncentrationer. Vi har valgt en hgj koncentration pa 5500 ug/L, da denne koncentration i
forsgg har givet maksimal gstrogen effekt. Dette skal sa fortyndes i forskellige bregnde. Farst
laves der en stamoplgsning, som er 1000 gange mere koncentreret, end den vi skal bruge, da
afvejning i pg er for ungjagtigt at afveje. Stamoplasningen fortyndes derfor yderligere til
vores forsgg:
e Der afvejes 0,0550 gram BPA, som fortyndes i 10 mL ethanol (96%) og oplaser
BPA’en.
e Der laves en mellemfortynding. Udregningerne for denne ses nedenfor:
0,0550 gram pr.10 mL
55,0 mg pr.10 mL
5500 mg.pr.liter

Oplesningen pa 5500 mg/L fortyndes 1000 gange, da vi skal have fortynding i pg/L

5500 mg pr./L
1000

= 5500 ng/L

DAG 3
P& dag tre laves de 4 assay-plader for YES agonist, YES antagonist, YAS-agonist og YAS-
antagonist, som ser ud som fglger:

YES agonist: (kolonnerne A-H;3-5 indeholder BPA)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A E2 |E2 |Dil |Dil |Dil
Dil |Dil |8 8 8
8 8
B E2 |E2 |Dil |Dil |Dil
Dil | Dil |7 7 7
7 7
C E2 |E2 |Dil |Dil |Dil
Dil |Dil |6 6 6
6 6
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D E2 | E2 Dil | Dil | Dil
Dil |Dil |5 5 5
5 5
E E2 |E2 Dil | Dil |Dil
Dil |Dil |4 4 4
4 4
F E2 | E2 Dil | Dil | Dil
Dil | Dil |3 3 3
3 3
G E2 |E2 Dil | Dil |Dil
Dil |Dil |2 2 2
2 2
H E2 | E2 Dil | Dil | Dil
Dil |Dil |1 1 1
1 1

e E2: 17B-estradiol

YES antagonist: (kolonnerne A-H;3-5 indeholder BPA)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A E2+HT | E2+HT |E2 |E2 |E2
Dil 8 Dil 8 Dil | Dil | Dil
8 8 8

B E2+HT | E2+HT |E2 | E2 | E2
Dil 7 Dil 7 Dil | Dil | Dil
7 7 7

C E2+HT | E2+HT |E2 |E2 |E2
Dil 6 Dil 6 Dil | Dil | Dil
6 6 6

D E2+HT | E2+HT |E2 | E2 | E2
Dil 5 Dil 5 Dil | Dil | Dil
5 5 5

E E2+HT | E2+HT |E2 |E2 |E2
Dil 4 Dil 4 Dil | Dil | Dil
4 4 4

F E2+HT | E2+HT |E2 |E2 |E2
Dil 3 Dil 3 Dil | Dil | Dil
3 3 3

G E2+HT | E2+HT |E2 |E2 | E2
Dil 2 Dil 2 Dil | Dil | Dil
2 2 2

H E2+HT | E2+HT |E2 |E2 |E2
Dil 1 Dil 1 Dil | Dil | Dil
1 1 1

e E2: 17B-estradiol
e HT: 4-hydroxytamoxifen
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YAS agonist: (kolonnerne A-H;3-5 indeholder BPA)

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

A DHT | DHT | Dil | Dil | Dil
Dil8 |Dil8 |8 8 8

B DHT | DHT | Dil | Dil | Dil
Dil7 |Dil7 |7 7 7

C DHT | DHT | Dil | Dil | Dil
Dil6 |Dil6 |6 6 6

D DHT |DHT |Dil |Dil |Dil
Dil5 |Dil5 |5 5 5

E DHT |DHT |Dil |Dil |Dil
Dil4 |Dil4 |4 4 4

F DHT |DHT |Dil | Dil |Dil
Dil3 |Dil3 |3 3 3

G DHT |DHT |Dil |Dil |Dil
Dil2 |Dil2 |2 2 2

H DHT |DHT |Dil |Dil |Dil
Dill1 |Dill |1 1 1

e DHT: 5Sa-dihydrotestosterone

YAS antagonist: (kolonnerne A-H;3-5 indeholder BPA)

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

A DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL | Dil8|Dil8 | Dil 8
Dil8 | Dil 8

B DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL |Dil7|Dil7|Dil7
Dil7 | Dil 7

C DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL | Dil6 | Dil6 | Dil 6
Dil 6 | Dil 6

D DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL | Dil5|Dil5|Dil5
Dil5 | Dil5

E DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL | Dil4 |Dil4 |Dil4
Dil 4 | Dil 4

F |DHT |DHT | DHT | DHT | DHT
+FL | +FL | Dil3|Dil3 | Dil3
Dil 3 | Dil 3

G DHT | DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL | Dil2|Dil2|Dil2
Dil 2 | Dil 2

H |DHT |DHT | DHT | DHT | DHT
+FL |+FL |Dil1|Dil1 |Dil1
Dil 1 | Dil 1

e FL: fluamide
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e DHT: Sa-dihydrotestosterone

1) Klarggring af agonist og antagonist kontrolkemikalier

For at opna en bestemt koncentration tilfares 100 uL DMSO til felgende kemikalier; E2,
DHT, HT og FL. Dertil er koncentrationen af kemikalierne opgivet efter tilfgrslen:

e E2>1-107°M

e DHT>1-10*M

e HT>1-1073M

e FL>1-1072M

Efter tilfarsel af DMSO omrystes blandingerne i 30 sekunder for at sikre, at
kontrolkemikalierne og DMSO blandes ordentligt.
Der klarggres 4 plader med 96 brgnde hver, som navngives; ”YES agonist”, ”"YES
antagonist, Y AS agonist” og ”YAS antagonist”.

2) Klargering af assay-medie til agonister (bade YES og YAS)

Der overfgres 20 mL basalvaekstmedie til reservoir. Dertil overfgres 400 pL CPRG
substratoplgsning til reservoir, hvilket kan ses pa billedet nedenfor. CPRG giver den gule
farve. Det kan veere, at der her er sket en pipetteringsfejl, hvor der er tilsat en smule mere

CPRG, da stemplet kan vere trykket for langt ned, hvilket vi undersgger, nar vi ser pa

absorbansen for de fire plader, nar der males OD for dag 3.

- -

|
Der overfores 100 pL af assaymediet til "YES agonist” og ”YAS agonist” i brendende A-
H;1-5 pa begge plader. Pladerne lukkes herefter til med et lag for at undga forurening

udefra.
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3)

Nedenfor vises et skema for henholdsvis YES agonist og YAS agonist pa en brgndplade af
96 brgnde. Farven som ses i de navnte intervaller skal illustrere farven af indholdet i

assaymediet, som ses pa billedet i ovenover:

YES agonist:

1 2 3 4 o) 6 7 8 9 10 11 12

A 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL pL pL

B 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL pL pL

C 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL pL pL

D 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL pL pL

E 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

F 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

G 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

H 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

YAS agonist:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 100 | 100 |100 | 100 | 100
pL pL pL pL pL

B 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

C 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

D 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

E 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

F 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

G 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

H 100 | 100 |100 | 100 | 100
puL puL puL puL puL

Klarggring af YES antagonist medie (E2+HT)
Der overfgres 5 mL basalmedie til et reservoir. Efterfglgende overferes 100 uL CPRG

substratoplgsning, samt 10 pL E2 stamoplgsning til mediet. Til den korresponderende
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brgndplade, YES antagonist assay, overfgres 100 pL til brgndende A-H;1-5. Efter
overfagrslen pafares brgndpladen et 1ag. Pa skemaet nedenfor illustreres, hvilke brgnde som

der overfares til:

YES antagonist:

1 2 3 4 5 6 |7 |8 |9 |10 |11 |12

A |[100pL | 100 gL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) (E2) (E2) (E2) (E2)

B |100pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) (E2) (E2) (E2) (E2)

C |100pL |100pL | 200 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) (E2) (E2) (E2) (E2)

D |100pL | 2100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) |(E2) [(E2) |(E2) |(E2)

E |100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) (E2) (E2) (E2) (E2)

F 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) |(E2) [(E2) |[(E2) |(E2)

G |[100pL | 100 pL | 200 pL | 2100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) |(E2) [(E2) |(E2) |(E2)

H | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10 | inkl. 10
ML ML ML ML ML
(E2) [(E2 [(E2) [(E2) [(E2)
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4) Klarggring af YAS antagonist (DHT+FL)

Da vi mangler et reservoir benytter vi en agarplade, hvor vi overfarer 10 mL fra assay-

mediet, som vi klargjorde til agonister (Dag 3, del 2), da vi mangler CPRG. Vi har en del i

overskud fra agonist-mediet, da vi ikke engang fylder en halv plade. Dette undrer os meget,

at vi mangler CPRG, da vi egentlig folte, at vi pipetterede korrekt. Det er af den grund, at vi

tror, at der kan vere sket en fejl i farste omgang, vi ved det dog ikke. Det kan ogsa vere en

fejl fra fabrikanten. Vi tilsatte 6 pL DHT stamoplgsning. Der overferes 100 pL fra mediet,

til den korresponderende brgndplade, YAS antagonist assay. Pa skemaet nedenfor illustreres

hvilke brgnde, som der overfares til:

YAS antagonist:

1 2 3 4 5 10 (11 |12

A [100puL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

B |100pL | 100 L | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 [inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

C |100pL | 2100 pL | 200 pL | 200 pL | 2100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl. 6
ML ML puL ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

D |100pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

E |100pL | 100 L | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 [inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

F | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
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(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 [inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML pL
DHT DHT DHT DHT DHT

G 100 pL | 100 pL | 2100 pL | 200 pL | 2100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML pL
DHT DHT DHT DHT DHT

H | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL
(medie) | (medie) | (medie) | (medie) | (medie)
inkl. 6 |inkl.6 |inkl.6 [inkl.6 |inkl. 6
ML ML ML ML ML
DHT DHT DHT DHT DHT

Vi lader nu disse fire plader sta, mens vi laver en fortyndingsplade med BPA og de fire

forskellige kemikalier; E2, DHT, HT og FL, som skal tilfgres i forskellige koncentrationer

til pladerne.

5) Klarggring af fortyndingsplade

| en plade med 96 brende gares falgende:
a. | bragndene A-G;1-4 tilfgres 50 pL DMSO

o

o o

> Q o

5500 pg/L)

i. Kolonne 7-10 er beregnet til testmateriale, men her er kun et taget i brug (kolonne 6)

| brendene A-H;5 tilfgres 100 uL DMSO
| brenden H;1 indseettes 73 pL E2

| brenden H;2 indseettes 73 uL HT

| brenden H;3 indseettes 73 uL DHT
| branden H;4 indseettes 73 pL FL

| breandene AG;6 og AH;11 tilfgres 50 pL ethanol
| brend H;6 tilfares 73 pL mellemfortynding af kemikaliet (BPA) i koncentrationen

Nedenfor er udfyldt et skema, som illustrerer, det ovennavnte:

1 2 3 4 5 6 718 10 |11 12
A |50pL |50pL | 50pL | 50puL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
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6)

7)

B |50uL [50pL |[50pL |50pL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
C |50puL |[50pL |50pL |50pL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | uL ethanol ethanol
DMSO
D |50uL [50pL |[50pL |50pL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
E [50pL [50pL [50pL |50pL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
F |50uL [50pL |[50pL |50pL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
G |50pL |[50pL |50puL |[50puL | 100 50 pL 50 pL
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | pL ethanol ethanol
DMSO
H 73 pL 73 uL | 100 73 uL 50 pL
HT FL pL BPA ethanol
DMSO

Fortynding af BPA oqg kontrolkemikalier

Fra H1 med kontrolkemikalie E2 pipetteres 23 pL op, som tilfgres G1, herefter tages 23 pL
fra G1 og tilfgres F1. Hvilket gares til og med B1, hvor 23 pL fra B1 kasseres. Dette gares
for alle kontrolkemikalier i rekkerne B-H; 1-4.

Fra H6, hvor der tilfgrt 73 pL BPA, suges 23 uL med en pipette og tilferes G6. Fra G6
suges 23 pL, som tilfares F6 osv. sa koncentrationen af BPA bliver mindre for hver
fortynding. Der fortyndes dog ikke fra B;6 til A;6, her bibeholdes de sidste 23 pL i modsat
til kontrolkemikalier.

Klarggrelse af assayplader

Fra fortyndingspladens raekke 5 overfgres 2 pL DMSO til de 4 assaypladers brgnde i
kolonnerne A-H;3-5.

Dertil overfgres der fra reekke 11 (ethanol) fra fortyndingspladen 2 pL til reekkerne A-H;1-2
i de 4 assay plader, som er vores non-DMSO oplagsningsmiddel. Dette illustreres nedenfor:
De 4 assayplader er illustreret i et skema nedenfor. Det skal udstreges, at tidligere

tilseetninger af kemikalier ikke vises pa skemaet, men er implicit:

Side 98 af 114



8)

1 2 3 4 5 10 |11 |12
A |2puL 2 UL 2 uL 2 UL 2 uL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
B |2pL 2 UL 2 uL 2 UL 2 uL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
C |2uL 2 uL 2 uL 2 UL 2 uL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
D |2uL 2 UL 2 UL 2 UL 2 UL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
E |2pL 2 UL 2 UL 2 UL 2 UL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
F 2 UL 2 UL 2 UL 2 UL 2 UL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
G |2uL 2 uL 2 UL 2 uL 2 UL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO
H [2uL 2 uL 2 UL 2 uL 2 UL
ethanol | ethanol | DMSO | DMSO | DMSO

NB: Der skiftes pipettespids, nar der arbejdes med nyt assay, dvs. ny plade. Vi tager heller

DMSO eller ethanol fra samme brgnd til to forskellige plade for at undga forurening.

YES agonist (E2)

Fra fortyndingspladen tages 2 pL fra brendene A-G;1 (E2) til kolonnerne 1+2 i YES agonist

assayplade - altsd 2 pL til hver brgnd. Brgndene, hvor der tages fra i kolonne 1 pa

fortyndingspladen, indsattes i de tilsvarende brgnde pd YES agonist assayplade —

eksempelvis overfares 2 pL fra Al fra fortyndingspladen til A1 og A2 pa brgndpladen. Vi

skifter spids, hvor gang vi skifter koncentration for ikke at mikse koncentrationerne, da de er

ngje fortyndet.

P& skemaet nedenfor illustreres dette. Det skal understreges, at tidligere tilsetninger til

brgndene ikke vises pa dette skema, men er implicit — sdsom de 2 pL ethanol i A-H;1-2:

YES agonist:

10

11

12
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9) YES antagonist (HT)
Samme procedure som i trin 8). Dog benyttes kolonne 2 (HT) pa fortyndingspladen i stedet

for kolonne 1.

10) YAS agonist (DHT)
Samme procedure som i trin 8). Dog benyttes kolonne 3 (DHT) pa fortyndingspladen i

stedet for kolonne 1.

11) YAS antagonist (FL)
Samme procedure som i trin 8). Dog benyttes kolonne 4 (FL) pa fortyndingspladen i stedet

for kolonne 1.

12) BPA
Fra kolonne 6 (BPA) pa fortyndingspladen overfares 2 L til brendene A-H;3-5 til de 4
assays i folgende raekkefglge; YES agonist, YAS agonist, YES antagonist og YAS
antagonist. Det er samme producere som fgr, hvor der overfares fra Al pa
fortyndingspladen til A;3-5 pa den pageldende assay plade. Det skiftes spids for hver
overfarsel, da der tages fra de samme BPA-brgnde til samtlige 4 plader, og vi gnsker ikke at

blande hverken kontrolkemikalier eller koncentrationer.

Observation: Kolonne 6 fra vores fortyndingsplade, indeholdende BPA fortyndet i ethanol,
var delvist fordampet, hvilket resulterede i, at en erstatning af kolonne 6 var ngdvendig
inden forsgget kunne pabegyndes. Erstatningen bliver fordelt til en ny reekke pa en tom
brgndplade, fordi der stadig er BPA tilbage i kolonne 6 pa fortyndingspladen, da ethanolen

er fordampet.
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| reekkerne A-H;1-2 befinder sig den korresponderende agonist/antagonist kontrol i hver
plade.

Nedenfor ses et skema, som illustrerer det ovennavnte. Der vises kun 1 skema, da samme
procedure i de 4 assays finder sted. Det skal understreges, at tidligere overfarsler ikke er

naevnt i skemaet, men er implicit:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2uL | 2L | 2 pL
BPA | BPA | BPA
B 2uL | 2pL [ 2L
BPA | BPA | BPA
C 2puL [ 2pL | 2L
BPA | BPA | BPA
D 2uL | 2pL [ 2L
BPA | BPA | BPA
E 2uL | 2pL [ 2L
BPA | BPA | BPA
F 2uL | 2pL [ 2L
BPA | BPA | BPA
G 2puL [ 2pL | 2L
BPA | BPA | BPA
H 2uL | 2L | 2 pL
BPA | BPA | BPA

13) Overfarsel af YES- og YAS-gerceller til assaypladerne

Det beregnes hvor meget af hver geerkultur YES og YAS (1:10), som skal overfares til et
agarplader. Her bruges ODgg fra dag 2, trin 2, hvor gennemsnittet af to malingerne for
henholdsvis YES og YAS, benyttes.

YES 06 _ 06 _ 0,988 mlL

"ODgoo _ 0,607 nm o0
0,4 0,6

YAS = 0,444 mL

' ODgoy _ 0,901 nm
De udregnede volumener for geerceller tilferes 2 agarplader, som navngives "YES” og
”YAS”. Derudover, tilsettes 20 mL basalmedie til hver agarplade. Det er afggrende, at
gearcellerne og basalmediet mikset godt sammen, da gercellerne har en tendens til at falde

til bunds. Vi rarte derfor lgbende i agarpladen, mens vi overfarte geercellerne til brendene.
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14) Overforsel af geerceller og basalmedie til korresponderende assays

Der overfores 100 pL fra agarpladerne (trin 13) "YES” og ”"YAS” til de korresponderende
assays brende. Altsa overfores der 100 puL fra ”YES” til samtlige brende i YES agonist og
YES antagonist, samt 100 pL fra "YAS” til samtlige brende i YAS agonist og YAS

antagonist. Vi skifter spids hver gang.

15) Absorbansmaling af de 4 assays

Der foretages absorbansmaling i et spektrofotometer ved ODs7o 0g ODggg. De tomme felter

vises stadig, som illustration for brendpladerne og hvilke brgnde som er i brug:

YES agonist ODgg (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,046 | 0,046 | 0,048 | 0,048 | 0,047

0,048 | 0,047 | 0,048 | 0,047 | 0,050

0,046 | 0,053 | 0,050 | 0,051 | 0,044

0,054 | 0,047 | 0,046 | 0,047 | 0,045

0,048 | 0,046 | 0,048 | 0,048 | 0,046

0,048 | 0,047 | 0,046 | 0,047 | 0,044

0,053 | 0,050 | 0,046 | 0,048 | 0,045

I OmMmogooOw >

0,047 | 0,045 | 0,046 | 0,045 | 0,045

YES agonist ODs7 (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,071 | 0,069 | 0,071 | 0,068 | 0,071

0,073 10,073 0,071 | 0,072 | 0,074

0,072 | 0,076 | 0,074 | 0,075 | 0,07

0,077 10,072 | 0,071 | 0,073 | 0,071

0,072 0,074 | 0,072 | 0,072 | 0,071

0,074 | 0,071 | 0,071 | 0,072 | 0,069

0,079 ] 0,077 | 0,073 | 0,074 | 0,069

I|OTMMmMgoO >

0,073 0,071 0,07 |0,071]0,07

Y AS agonist ODggp (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,047 | 0,049 | 0,048 | 0,047 | 0,047

0,05 |0,049 | 0,046 | 0,047 | 0,048

0,047 | 0,048 | 0,047 | 0,049 | 0,047

0,05 |0,047|0,051|0,047 | 0,051

0,053 | 0,048 | 0,048 | 0,05 | 0,068

0,05 |0,053 | 0,052 | 0,051 | 0,045

OMMmMoO|m| >

0,051 | 0,05 | 0,048 | 0,049 | 0,05
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|H [0,045]0,044 | 0,046 | 0,045 | 0,054 | \ | | | | |

YAS agonist ODszo (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,0/ 10,071|0,0/2]0,07 |0,073

0,075] 0,073 | 0,069 | 0,071 | 0,07

0,071 0,071 | 0,07 |0,075 0,072

0,076 | 0,071 | 0,076 | 0,071 | 0,077

0,076 | 0,073 | 0,071 | 0,074 | 0,089

0,073 10,076 | 0,076 | 0,074 | 0,07

0,075 0,075 | 0,074 | 0,072 | 0,074

I|OmMMmooO W >

0,07 0,07 |0,068 | 0,069 | 0,078

YES antagonist ODgg (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,051 | 0,049 | 0,046 | 0,047 | 0,049

0,048 | 0,047 | 0,046 | 0,047 | 0,048

0,045 | 0,046 | 0,044 | 0,06 | 0,045

0,048 | 0,044 | 0,046 | 0,046 | 0,046

0,05 |0,049 0,047 | 0,051 | 0,049

0,048 | 0,049 | 0,052 | 0,051 | 0,047

0,048 | 0,051 | 0,047 | 0,046 | 0,046

I OmMmogooO|w >

0,047 | 0,047 | 0,048 | 0,047 | 0,045

YES antagonist ODsy, (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,064 | 0,064 | 0,06 | 0,063 | 0,065

0,061 | 0,063 | 0,061 | 0,066 | 0,065

0,061 0,06 |0,06 |0,078 | 0,063

0,063 | 0,061 | 0,061 | 0,065 | 0,064

0,062 | 0,066 | 0,061 | 0,065 | 0,065

0,062 | 0,061 | 0,067 | 0,063 | 0,063

0,062 | 0,065 | 0,063 | 0,062 | 0,062

ITOmMMmMogO| @ >

0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062

YAS antagonist ODggo (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,047 10,059 | 0,05 |0,051| 0,051

0,049 10,05 | 0,05 |0,051]0,048

0,05 0,048 | 0,05 |0,049 | 0,046

0,051 ] 0,047 | 0,052 | 0,048 | 0,047

0,051 | 0,054 | 0,05 | 0,049 | 0,051

0,049 |1 0,049 | 0,05 |0,05 |0,044

0,048 | 0,049 | 0,05 | 0,052 | 0,046

I OMMmooO|m >

0,044 1 0,047 | 0,054 | 0,048 | 0,045
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YAS antagonist ODs7 (d. 18/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,071 | 0,084 | 0,073 | 0,074 | 0,075

0,073 0,076 | 0,075 | 0,076 | 0,073

0,072 | 0,073 | 0,076 | 0,075 | 0,073

0,075 | 0,073 | 0,076 | 0,072 | 0,069

0,072 10,082 | 0,073 | 0,073 | 0,077

0,072 | 0,072 | 0,074 | 0,072 | 0,071

0,071]0,074 | 0,075| 0,077 | 0,074

I OmMmogooO|w >

0,070 | 0,073 | 0,074 | 0,072 | 0,072

16) Inkubering
Efter klargering af de 4 assays indsattes disse i inkubator ved 31°C i 48 timer ved 60

rotation/min saledes, at der er konstant beveaegelse i de indsatte elementer. P billedet

nedenfor, ses to poser, "YES” og "YAS”, indeholdende de korresponderende assays. Vi har

lagt et par vade servietter i bunden i posen for at undga at vere brendene tgrrer ud.

DAG 4

1) Absorbansmaling efter 48 timer

Efter 48 timer aflaeses de 4 assays ved ODggo 0g ODs70. Pa billedet nedenfor ses de 4 assays,

hvortil forskellige farver kan ses i mange brgnde:

Venstre hjgrne, gverst: YES agonist
Venstre hjgrne, nederst: YES antagonist
Hgjre hjerne, gverst: YAS agonist

Hgjre hjarne, nederst: YAS antagonist
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Herunder er absorbansen for de 4 assays opsat i skemaer. De tomme kolonner er med til at

illustrere de resterende brgnde pa pladerne:

YES agonist ODgy (d. 20/5-16):

1

2

3

4

10

11

12

0,648

0,693

0,693

0,502

0,69

0,715

0,717

0,516

0,422

0,49

0,808

0,534

0,686

0,724

0,431

0,845

0,509

0,584

0,543

0,61

0,738

0,629

0,74

0,722

0,56

0,773

0,534

0,585

0,587

0,558

0,798

0,761

0,637

0,655

0,633

I|OmMMmogoOlw >

0,748

0,696

0,621

0,535

0,612

YES agonist ODs7 (d. 20/5-16):

1

2

3

4

10

11

12

0,787

0,832

0,78

0,624

0,816

0,887

0,874

0,652

0,535

0,615

1,024

0,713

0,826

0,872

0,553

1,247

0,831

0,724

0,675

0,753

1,536

1,375

0,891

0,874

0,688

2,757

2,712

0,736

0,728

0,694

2,759

2,547

0,79

0,805

0,79

ITO|MmooO|m >

2,403

2,357

0,78

0,674

0,749
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YAS agonist ODgy (d. 20/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,585 | 0,735 | 0,626 | 0,683 | 0,731

0,689 0,72 |0,518 | 0,645 | 0,601

0,712 10,748 | 0,69 | 0,649 | 0,684

0,703 | 0,678 | 0,652 | 0,708 | 0,702

0,515 0,597 | 0,665 | 0,7 0,676

0,484 | 0,505 | 0,706 | 0,675 | 0,614

0,509 | 0,461 | 0,696 | 0,732 | 0,663

I OmMmogooO|w >

0,501 | 0,459 | 0,656 | 0,568 | 0,558

<

AS agonist ODsy, (d. 20/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,762 0,941 | 0,824 | 0,857 | 0,915

1,038 | 1,032 | 0,676 | 0,824 | 0,777

1,465 | 1,528 | 0,888 | 0,83 | 0,882

1,677 1,627 | 0,837 | 0,899 | 0,907

1,426 | 1,483 | 0,858 | 0,898 | 0,871

1,469 | 1,314 | 0,892 | 0,865 | 0,802

1,516 | 1,357 | 0,885 | 0,918 | 0,855

IToOmMmooOIm >

1,533 1,411 0,823 | 0,741 | 0,737

YES antagonist ODgg (d. 20/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,743 10,927 | 0,706 | 0,662 | 0,946

0,734 10,803 | 0,7 0,753 | 0,764

0,885 0,754 | 0,669 | 0,782 | 0,862

0,755] 0,694 | 0,68 | 0,854 | 0,687

0,882 | 0,966 | 0,796 | 0,895 | 0,803

0,912 ] 0,893 | 0,636 | 0,825 | 0,692

0,893 0,92 | 0,677 0,662 | 0,524

I OmMmogoOlw >

0,09 |0,1150,711 | 0,706 | 0,803

YES antagonist ODsy, (d. 20/5-16):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2,089 | 2,466 | 1,973 | 2,147 | 2,548

1,967 | 2,207 | 2,013 | 2,426 | 2,509

1,891 | 1,734 | 2,111 | 2,495 | 2,783

1,518 | 1,286 | 2,192 | 2,765 | 2,261

1,353 11,401 ]2,253 2,85 | 2,64

1,268 | 1,244 | 2,225 | 2,61 | 2,403

1,214 | 1,256 | 2,252 | 2,564 | 2,275

IOmMMmMgoO >

0,136 | 0,161 | 2,335 | 2,362 | 2,524

YAS antagonist ODggp (d. 20/5-16):

1 |2 |3 |4 |5 |6 [7 |8 J9 |10 [11 |12 |

Side 106 af 114



2)

3)

0,54

0,57

0,594

0,503

0,54

0,49

0,581

0,517

0,583

0,487

0,476

0,531

0,501

0,534

0,467

0,587

0,501

0,545

0,625

0,404

0,618

0,639

0,549

0,53

0,542

0,588

0,601

0,561

0,587

0,506

0,758

0,664

0,497

0,532

0,409

I OmMmooOm >

0,756

0,802

0,474

0,584

0,32

YAS antagonist ODszo (d. 20/5-16):

1

2

3

4

10

11 12

1,389

1,562

1,987

1,413

1,516

1,351

1,483

1,376

1,564

1,452

1,333

1,428

1,373

1,458

1,369

1,481

1,359

1,428

1,561

1,278

1,458

1,588

1,425

1,412

1,623

1,444

1,498

1,505

1,483

1,478

1,549

1,531

1,369

1,484

1,385

I OmMmogooOw >

1,582

1,71

1,441

1,56

1,314

Fortolkning af farver pa assayplader

Pa billedet pa dag 4, punkt 1), ses bade gul, lilla og red farve. De brgnde som har faet lilla

farve, har den hgjeste koncentration. Brgndene med den gule/lidt gule farve, har enten ikke

reageret / reageret lidt. Brande med rgde/lidt rade farver indikerer, at der er sket en reaktion

/ kun reageret lidt.

Vi lod prgverne sta til mandag 23/05-2016 for at se, om det ville gare en forskel for de

praver, som endnu ikke havde reageret. Resultatet kan ses pa billedet nedenunder.
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Koncentrationer for BPA og kontrolkemikalier med tilhgrende absorbans
Koncentration af BPA fortyndingsplade

Vi udregner koncentrationen af BPA i vores fortyndingsrekke for, at vi kan udregne
koncentrationen af BPA i brgndene pa vores assay-plader, sa vi kan lave grafer, hvor vi har
absorbans som funktion af koncentration af BPA. Vi benytter fglgende formel til at udregne de

forskellige koncentrationer.

C]_ ‘ V]_ = Cz ‘ V2
- Cy er startkoncentrationen
-V er startvolumen
- C,erslutkoncentration
- Vs erslutvolumen
Da vi regner pa slutkoncentration omskrives formlen:

Cl‘Vl
Cz = V
2

Vi starter med at regne fra hgjeste koncentration, hvilket er i reekke H, da vi kender koncentrationen

her, som er 5500ug/L. Den er dog fast her, da vi bare overfgrer 73 pL direkte fra vores
mellemfortynding af BPA pa 5500 pg/L.

Reaekke H
- C1=5500 pg/L, hvilket er koncentrationen mellemfortyndingen

Raekke G
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- C4=15500 pg/L, hvilket er koncentrationen 1 brend H

- V1 =23 L, den meengde volumen som tages op af brend H

-V, =50 pL, det endelige volumen i brgnd G, 23 pL oplgsning fra H og 50 pL ethanol 96 %,
men der tages 23 fra igen.

- C?, hvilket er koncentrationen af BPA i bragnden efter tilseetning af det.

Hg .
. 5500 - 23pl .
50 plL L

- C,=2530 ug/L

Dette gentages op til kolonne A, hvor C1; er koncentrationen fra forrige brgnd, men V; og V; er det
samme for alle fortyndinger.

Koncentration BPA-fortyndingsplade, reekke A-H;6
24 pg/L

52 pg/L

113 pg/L

246 ug/L

535 ug/L

1164 ug/L

2530 pg/L

5500 pg/L

T OmMmogoO@ >

BPA koncentration pa assayplader
Nu regnes koncentrationerne af BPA i assay-pladerne. Vi overfgrer BPA fra brend H;6 pa

fortyndingspladen til H;3-5 pa assaypladerne, hvilket er ens for alle 4 fire assayplader. Vi benytter

samme metode som for fortyndingsraekken.

Raekke H
- C4=5500 pg/L, hvilket er koncentrationen 1 brend H;6 pé fortyndingsplade
- V31 =2 L, den mangde volumen som tages op af brend H;6
- V3 =204 pL, det endelige volumen i brgnd G;3-5: 100 pL assay medium, 2 uL DMSO, 100
ML geercellekultur og 2 uL BPA.
- Cy?, hvilket er koncentrationen af BPA i brgnden efter tilszetning af det.

5500 £ 2L »
€= 204l 8

Raekke G
- C;=53 pg/L, hvilket er koncentrationen i brend G;6 pé fortyndingsplade
- V31 =2 L, den maengde volumen som tages op af brend G;6
- V2 =204 pL, det endelige volumen i brgnd G;3-5: 100 pL assay medium, 2 uL DMSOQO, 100
ML geercellekultur og 2 uL BPA.
- C5?, hvilket er koncentrationen af BPA i brgnden efter tilsetning af det.

Cp=—r — =242
z 204 pL L
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Vi ger det samme for de resterende reekker A-F;6 fra fortyndingsplade til A-F;3-5 pa assaypladerne.

Koncentration af BPA i assay-plader reekke A-H;3-5

0,24 pg/L

0,51 pg/L

1,11 pg/L

2,41 pg/L

5,25ug/L

11,4 pg/L

24,8 pug/L

I OmMmogooO|w >

53,9 pg/L
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Absorbans for BPA rakker:

YES agonist ODsgo (d. 20/5-16):

C (BPA) (ug/L) Absszo (BPA) Absszo (BPA) Absszo (BPA)
0,24 0,78 0,624 0,816

0,51 0,652 0,535 0,615

1,11 0,826 0,872 0,553

2,41 0,724 0,675 0,753

5,25 0,891 0,874 0,688

11,4 0,736 0,728 0,694

24,8 0,79 0,805 0,79

53,9 0,78 0,674 0,749

YAS agonist ODs7 (d. 20/5-16):

C (BPA) (ug/L) Abs ODs7o (BPA) | Abs ODsyo (BPA) | Abs ODsyo (BPA)
0,24 0,824 0,857 0,915

0,51 0,676 0,824 0,777

1,11 0,888 0,83 0,882

2,41 0,837 0,899 0,907

5,25 0,858 0,898 0,871

11,4 0,892 0,865 0,802

24,8 0,885 0,918 0,855

53,9 0,823 0,741 0,737

YES antagonist ODsy (d. 20/5-16):

C (BPA) (ug/L) Abs ODs7o (BPA) | Abs ODs7o (BPA) | Abs ODs7 (BPA)
0,24 1,973 2,147 2,548

0,51 2,013 2,426 2,509

1,11 2,111 2,495 2,783

2,41 2,192 2,765 2,261

5,25 2,253 2,85 2,64
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11,4 2,225 2,61 2,403
24.8 2,252 2,564 2,275
53,9 2,335 2,362 2,524
YAS antagonist ODso (d. 20/5-16):
C (BPA) (I,lg/L) Abs ODs7 (BPA) Abs ODs7g (BPA) Abs ODs7g (BPA)
0,24 1,987 1,413 1,516
0,51 1,376 1,564 1,452
1,11 1,373 1,458 1,369
2,41 1,428 1,561 1,278
5,25 1,425 1,412 1,623
11,4 1,505 1,483 1,478
24.8 1,369 1,484 1,385
53,9 1,441 1,56 1,314
Absorbans af kontrol
YES agonist: E2 (20/05-2016).
SC = solvent control
Rakke Koncentration E2 Koncentration E2 | Abs ODs7q Abs ODs7g
(mol/L) (ng/L)
A SC SC 0,787 0,832
B 1-10™ 0,0082 0,887 0,874
C 310 0,027 1,024 0,713
D 1-10™"° 0,082 1,247 0,831
E 310 0,272 1,536 1,375
F 1-10° 0,817 2,757 2,712
G 3-10° 2,724 2,759 2,547
H 1-10° 8,171 2,403 2,357
Omregning fra mol/L til g/L
mol g
¢ (7)™ ()
M(E2): 272,38 g/mol
1o-11mol 9 _ 5. 1099 _ L)
1-10 I 272'38mol 2,710 i 0,0027 I

YES antagonist: E2 (1-10° M) og HT. (20/05-2016).
M(HT)=387,51 g/mol
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Raekke Koncentration  HT | Koncentration HT Abs ODs7g Abs ODs7g
(mol/L) (ng/L)

A SC SC 2,089 2,466

B 1-10°® 3,875 1,967 2,207

C 3-10° 11,625 1,891 1,734

D 1-10” 38,751 1,518 1,286

E 3-10” 116,253 1,353 1,401

F 1-10° 387,51 1,268 1,244

G 3-10° 1162,53 1,214 1,256

H 1-107 3875,1 0,136 0,161

Y AS-agonist: DHT: (20/05-2016).

Rakke Koncentration  DHT | Abs ODs7g Abs ODs7g

M)

A SC 0,762 0,941

B 1-107 1,038 1,032

C 3-10” 1,465 1,528

D 1-10° 1,677 1,627

E 3-10°® 1,426 1,483

F 1-10” 1,469 1,314

G 3-10” 1,516 1,357

H 1-10° 1,533 1,411

Y AS-antagonist: DHT (3-10° M) og FL (20/05-2016).

Rakke Koncentration FL (M) | Abs ODsy Abs ODs7g

A SC 1,389 1,562

B 1-10” 1,351 1,483

C 3-10” 1,333 1,428

D 1-10° 1,481 1,359

E 3-10° 1,458 1,588

F 1-10° 1,444 1,498

G 3-10° 1,549 1,531

H 1-10™ 1,582 1,71
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