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SAMMANFATTNING

Bisfenol A (BPA) &r en dr vanligt forekommande kemikalie i var narmiljo, som bland annat
anvands i plastflaskor, mathehallare, tandfyllningsmaterial, laskburkar, konservburkar,
vattenror och kopieringspapper. BPA ar en hormonellt aktiv substans med bland annat
Ostrogena egenskaper och har i flera experimentella studier rapporterats orsaka negativa
hélsoeffekter. Ett omrade som véckt sérskilt intresse ar dess inverkan pa reproduktionsorganen
da reproduktionsstérningar och infertilitet ar ett halsoproblem som finns spritt varlden over.

Da allt fler studier rapporterade negativa effekter av BPA sankte den Europeiska myndigheten
for livsmedelssakerhet (European Food Safety Authority, EFSA) grénsen for dagens tolerabla
dagliga intag (TDI) fran 50 mikrogram per kilo kroppsvikt per dag (ng/kg/d) till ett preliminart
TDI pa 4 pg/kg/d. Det forekommer dock en diskussion kring huruvida BPA foljer en icke-
monoton dos-responskurva och har skadliga effekter i lagre doser &n vad man tidigare trott.
Detta har fatt delar av forskarvarlden att ifragasatta dagens nya TDI for BPA. Syftet med denna
studie var att undersoka om laga doser BPA under utvecklingen orsakar effekter pa morfologin
i ovarier fran vuxna honliga rattor, som modell for manniska, efter exponering under fostertid
samt neonatal period.

Draktiga rattor exponerades for olika doser av BPA (0,5 pg/kg/d, 50 pg/kg/d och
kontrollgruppen fick vatten innehallande 1 % etanol) via dricksvattnet fran dréaktighetsdag 3,5
till postnataldag 22. Pa sa vis exponerades honlig avkomma via placenta in utero samt via
laktation. Totalt analyserades ovarier fran 27 honliga rattungar, varav 8 exponerades for lagre
dos, 8 for hogre dos samt 11 for kontroll. Rattungarna holls till vuxen alder och avlivandes 52
veckor gamla, da de befann sig i diostrus. Efter avlivning dissekerades ovarier fram. Ovarierna
vagdes och beddmdes histopatologiskt. Skillnader mellan varje dosgrupp och kontrollgruppen
analyserades med ANOVA och parvisa jamforelser utfordes med t-test.

Resultaten i denna studie visade att exponering for BPA under tidig utveckling leder till en 6kad
ovarievikt hos rattor exponerade for 50 pg/kg/d (p <0,05). Inga signifikanta skillnader kunde
ses mellan de exponerade grupperna och kontrollgruppen avseende antalet antrala folliklar,
corpora lutea (CL), atretiska folliklar eller férekomst av multioocyter i folliklar.

Da ingen 6vrig skillnad i ovarierna kunnat pavisas i denna studie ar det svart att forklara vad
viktokningen kan bero pa. Man kan spekulera i att det skulle kunna ha orsakats av skillnad i
CL-storlek eller skillnader i évriga follikelstadier. Da detta endast ar en inledande studie av
dessa ovarier foreslas att dessa parametrar ar nagot som undersoks vidare i framtida utvardering
av ovarierna. Att inga signifikanta skillnader kunnat pavisas avseende morfologiska variabler
kan dock ocksa vara pa grund av for lag power i studien. Dessa resultat skiljer sig fran vad
andra studier inom detta omrade kommit fram till. For att med sakerhet kunna uttala sig om
eventuella morfologiska effekter av BPA pa rattors ovarier kravs att fler studier utfors pa
omradet och att dessa ar mer standardiserade.



SUMMARY

Bisphenol A (BPA) is a chemical in our environment, which is commonly used in food contact
applications such as plastic bottles, food containers, soda cans, water pipes, as well as filling
materials, copy paper etc. BPA is a hormonally active substance with estrogenic properties and
has in several studies been reported to cause widespread adverse health effects. One area that
has attracted interest is the possible effects of BPA on the reproductive organs, as reproductive
disorders and infertility is a health problem that is spread and increasing worldwide.

As more studies reported adverse effects of BPA the European Food Safety Authority (EFSA)
decided to lower the limit for tolerable daily intake (TDI) from 50 pg/kg bodyweight/day to a
preliminary TDI at 4 ug/kg/d. However, there is an ongoing debate whether the effects of BPA
follow a non-monotonic dose response curve and therefore has harmful effects at lower doses
than previously thought. This hypothesis has divided the scientific community and has made
some scientists question the current TDI for BPA. The purpose of this study was to investigate
whether low-dose developmental BPA exposure causes morphological effects on the ovaries of
adult female rats.

Pregnant rats were exposed to different doses of BPA (0,5 pug/kg/d, 50 pg/kg/d and the control
group was given water containing 1% ethanol) in drinking water from gestational day 3.5 to
postnatal day 22. Thus, the offspring were exposed through the placenta in utero and via
lactation to mimic the way of human exposure. In total, 27 female pups from these litters were
divided into three exposure groups: lower dose (n = 8), higher dose (n = 8) and control (n = 11).
The pups were held until adulthood and sacrificed at 52 weeks of age, when they were in
diestrous. The ovaries were dissected, weighed and assessed histopathologically. Differences
between each dose group and the control group were analyzed by ANOVA and pairwise
comparisons were performed with t-test.

The results of this present study showed that exposure to BPA during early development leads
to increased ovary weight in rat offsprings exposed to 50 pg/kg/d (p <0.05). No significant
differences between the exposed groups and the control group were observed regarding the
number of antral follicles, corpora lutea (CL), atretic follicles or presence of multioocytes
within follicles.

Since no other differences in the ovaries were found in this study, it is difficult to explain the
increased weight. One can speculate that it could have been caused by an increase of CL size
or differences between other follicular stages. As this is a preliminary study of these ovaries, it
Is suggested that these parameters are examined in future studies of these organs. The lack of
significant differences regarding morphological variables could also have been caused by the
low power of these variables. Our results differ from the results of other studies in this area. To
assess the potential morphological effects of BPA on rat ovaries more standardized studies are
required.
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INLEDNING

Bisfenol A (BPA) ar en kemikalie som framforallt anvands for att tillverka polykarbonat- och
epoxiplaster, vilka forekommer i manga konsumentprodukter. Polykarbonatplast anvands bland
annat i plastflaskor, matbehallare, CD- och DVD-skivor och tandfyllningsmaterial. Epoxiplast
anvands bland annat i elektronik, byggmaterial, laskburkar, konservburkar och vid renovering
av vatten- och avloppsrér. BPA finns ocksd i kopieringspapper, kvitton och biljetter
(Kemikalieinspektionen, 2013).

Da BPA ar en vanligt forekommande kemikalie exponeras vi manniskor kontinuerligt i vart
vardagliga liv. Europeiska myndigheten for livsmedelssédkerhet (European Food Safety
Authority, EFSA) har beraknat att hdgexponerade individer utsétts for 1,01-1,06 pg/kg/d (mén
och kvinnor) och 1,26-1,45 pg/kg/d (barn i dldern 3—10 ar samt tonaringar) och anger att storsta
vagen for exponering ar peroral via foda (EFSA CEF Panel, 2015). Att BPA forekommer i
livsmedel kan forklaras av att kemikalien migrerar fran matbehallare och forpackningar till dess
innehall. Exempelvis finns studier som hardokumenterat migration av BPA fran insidan av
konservburkar till maten (Brotons et al., 1995; Takao et al., 2002). Takao et al. (2002) visar i
sin studie att ju hogre temperatur en konservburk utsatts for desto stérre mangd BPA lacker ut.
| andra studier har det visats att det forekommer métbara nivaer i manskliga kroppsvétskor och
vavnader. Exempelvis har Ikezuki et al. (2002) och Schonfelder et al. (2002) pavisat BPA i
serum fran bade vuxna manniskor och foster, i follikelvétska samt i amnionvatska.

Det &r sedan lange ként att BPA &r en hormonellt aktiv substans med bland annat 6strogena
egenskaper (Kemikalieinspektionen, 2013; Vandenberg et al., 2012; vom Saal et al., 2007),
vilket har genererat flertalet studier for att undersoka dess effekter pa levande organismer. Ett
omrade som har studerats sérskilt ar dess inverkan pa konsorganen, da en misstanke finns att
exponering av BPA kan ha en koppling till reproduktiva stérningar (Peretz et al., 2014).

Det forekommer en diskussion kring huruvida BPA har skadliga effekter i lagre doser an vad
man tidigare trott, vilket har fatt delar av forskarvarlden att ifragasatta dagens tolerabla dagliga
intag (TDI) for BPA. Flera studier har rapporterat att BPA kan ge effekter i laga doser. Dock
anser EFSA att dessa studier inte ger en tillrackligt 6vertygande grund for att i dagslaget
ytterligare sanka gransen for dagens TDI (EFSA CEF Panel, 2015).

Syftet med denna studie var att undersoka om laga doser BPA orsakar effekter pa ovariers
morfologi fran vuxna honliga rattor, som modell for manniska, efter exponering under fostertid
samt neonatal period.

LITTERATUROVERSIKT

Bakgrund

Icke-monotona dos-responsférhallanden

For att kunna forutsaga effekten av en kemikalie maste man forsta hur dess dos-responskurva
ser ut. | en sa kallad monoton dos-responskurva, dar effekterna kan vara linjara eller icke linjara,
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andrar lutningen pa kurvan aldrig riktning. Detta innebér att nar en kemikalie foljer en monoton
dos-responskurva kommer man se en 6kande respons vid en 6kande dos(figur 1A). I en sa kallad
icke-monoton dos-responskurva (non-monotonic dose response curve, NMDRC) &ndras
lutningen pa kurvan da dosen dkar. En NMDRC kan exempelvis vara U-formad. Detta innebér
en respons vid bade laga samt hoga doser av amnet i fraga (figur 1B). En NMDRC kan ocksa
ha en form av ett inverterat U, vilket innebér att hogst respons fas vid intermediara doser (figur
1C). Da en kemikalie foljer en NMDRC ses skilda eller motsatta effekter vid olika doser.
Effekterna av hoga doser kan saledes inte anvandas for att beddma huruvida laga doser
genererar effekter eller vad de effekterna forvéantas vara (Vandenberg et al., 2012).

Respons
Respons
Respons

Figur 1. A. Monoton dos-responskurva. B. Icke-monoton dos-responskurva, U-formad. C. Icke-
monoton dos-responskurva, i form av inverterat U.

Det ar en pagaende debatt om huruvida effekten av BPA foljer en icke-monoton dos-
responskurva eller ej. Vanderberg et al. (2012) anfor i sin review att sa ar fallet , medan EFSA
antar en mer forsiktig installning till dess existens (EFSA CEF Panel, 2015). | dagslaget finns
flertalet studier som utvérderat effekten av laga doser BPA och som anser sig pavisat en icke-
monoton dos-responskurva (Hass et al., 2016; Mandrup et al., 2016). Manga studier som har
testat denna hypotes har granskats av EFSA, som har kommit fram till att tillgdngliga data inte
ger evidens for att BPA foljer en NMDRC for studerade utfall. EFSA menar saledes att det inte
finns evidens for att laga doser av BPA har effekter pa reproduktion och utveckling,
neurotoxicitet/beteendeeffekter, metabola effekter eller proliferativa forandringar i juverkortlar
(EFSA CEF Panel, 2015).

Vad som anses vara lag dos respektive hog dos skiljer sig mellan olika studier. | detta arbete
foljs en definition som anvands av Chapel Hill expertpanel (vom Saal et al., 2007) samt andra
forskargrupper (exempelvis Peretz et al., 2014; Vandenberg et al., 2013). Lag dos BPA
definieras som <50 mg/kg/d, vilket dr det nuvarande véirdet pA LOAEL {6r kemikalien (se
forklaring nedan). Hog dos BPA definieras saledes som >50 mg/kg/d.

Berakning av LOAEL, NOAEL och TDI

Vid toxicitetsstudier for olika kemikalier faststaller man Lowest Observed Adverse Effect
Level (LOAEL), vilket innebar den lagsta exponeringsniva som ger upphov till observerbara
2



negativa effekter for en viss kemikalie. Dérefter faststaller man kemikaliens No Observed
Adverse Effect Level (NOAEL), som ar den hogsta exponeringsniva som inte ger upphov till
observerbara negativa effekter. Baserat pA LOAEL eller NOAEL gors sedan berakningar som
tar hansyn till variabler sasom exempelvis art- och aldersskillnader etc. Dessa berakningar
genererar en referensdos som antas vara sédker vid human exponering. Ofta blir denna
referensdos 3—1000 ganger lagre &n NOAEL. Referensdosen ligger till grund for TDI, vilket ar
en uppskattning av hur mycket av en substans som en manniska kan konsumera dagligen hela
livet utan risk for halsan. TDI antas saledes vara séaker trots att den &r berdknad och inte testad
for kemikalien i fraga. Om en kemikalie foljer en monoton dos-responskurva &r detta ett
acceptabelt resonemang. Foljer dock en kemikalie en icke-monoton dos-responskurva &r denna
tankegang inte lamplig (figur 2).

RESPONS

A

P Dos

0 £ & i
sdkerhets-
faktorer

beréknad NOAEL LOAEL
sdker dos;

TDI

Figur 2. Figuren visar problematiken med berdkning av TDI vid en icke-monoton dos-responskurva.
TDI = Tolerabelt dagligt intag, NOAEL = hdgsta exponeringsniva som inte ger upphov till
observerbara negativa effekter for en viss kemikalie, LOAEL = lagsta exponeringsniva som ger
upphov till observerbara negativa effekter for en viss kemikalie. Omarbetad fran Vandenberg et al.
(2012).

Tolerabelt dagligt intag

Pa grund av 6kande antal vetenskapliga artiklar som pekat ut BPA som en halsofara utforde
EFSA:s expertpanel CEF (Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and
Processing Aids) en omfattande toxikologisk utvardering av kemikalien. | januari 2015
publicerades rapport dar EFSA konstaterade att ett dagligt intag pa mindre an 4 mikrogram per
kilogram kroppsvikt per dag (pg/kg/d) inte utgor en hélsorisk for ménniskor. Det tidigare
faststallda TDI pa 50 pg/kg/dag sanktes darmed i februari 2015 till ett nytt preliminart TDI pa
4 pgl/kg/d, i vantan pa att fler studier ska utforas. Det uppskattades att hogsta vardaglig
exponering ar tre till fem ganger lagre an det nya faststallda TDI (EFSA CEF Panel, 2015).



CEF-panelen anser att det finns vetenskapligt stod for att hoga doser (hundratals ganger hogre
an TDI) orsakar skadliga effekter pa lever och njurar samt att det dven kan ha effekt pa
juvervavnad hos djur. Studier som utvarderat andra effekter, exempelvis pa reproduktions-
organ, nervsystemet och immunsystemet samt utveckling av cancer har inte visat lika
Overtygande data men har heller ej kunnat uteslutas. Det bedémdes dven att tillgénglig
vetenskapliga data vid tiden for rapporten inte kunde styrka teorin om att BPA har effekter vid
lagre doser, dvs. det kunde inte styrkas att kemikalien féljer en icke-monoton dos-responskurva
(EFSA CEF Panel, 2015).

Flera studier har rapporterat effekter vid laga doser. Exempelvis har man i tva studier exponerat
rattor under fostertid samt laktation for laga och hoga doser av BPA och i bada studier kunnat
se effekt av laga doser pa utvecklingen i olika aspekter (Hass et al., 2016; Mandrup et al., 2016).
Honliga rattor som exponerades for laga doser av BPA (25 pg/kg/d) hade en hogre vikt da de
nadde vuxen alder samt utvecklade ett mer hanligt beteende. Hanliga rattor som exponerats for
laga doser av BPA (25 pg/kg/d) fick okad tillvaxt av juvervavnad samt minskat antal spermier
i vuxen alder. Ingen av dessa effekter gick att pavisa vid de hogre doserna av BPA (5 och 50
mg/kg/d) (Hass et al., 2016). Mandrup et al. (2016) visade att aldre honliga rattor som
exponerats for 250 pg/kg/d under fostertid samt laktation utvecklade forandringar i
juvervavnaden som skulle kunna vara tidigt stadium av bréstcancer. Dessa forandringar kunde
inte ses vid hogre exponeringsdoser (5 och 50 mg/kg/d) (Mandrup et al., 2016). Bada studier
anser sig darmed ha stod for att BPA foljer en icke-monoton dos-responskurva (Hass et al.,
2016; Mandrup et al., 2016).

Hass et al. (2016) samt Mandrup et al. (2016) anser att de allvarliga effekter som visas i deras
studier vid 1&g exponering (25 respektive 250 pg/kg/d) visar att ett TDI pa 4 pg/kg/d inte ger
tillracklig marginal for att skydda manniskor och att en storre sakerhetsfaktor bér anvandas.
National Food Institute vid Technical University of Denmark ar av samma asikt och i en
utvérdering av EFSA:s rapport anfor de att man bor sanka TDI ytterligare, till 0,7 pg/kg/d eller
lagre, for att skydda manniskor fran BPA:s hormonstérande effekter (National Food Institute,
2015).

Honlig reproduktionstoxicitet

BPA har i olika studier rapporterats ha spridda negativa hélsoeffekter och klassas som ett
hormonstérande &mne. WHO:s Internationella program for kemikaliesékerhet har definierat ett
hormonstérande amne som “ett kroppsfrimmande @mne eller blandning som paverkar
funktionen hos hormonsystemet och ddrmed ger upphov till negativa effekter i en hel organism,
eller dess avkomma, eller (sub)populationer” (Bergman et al., 2013 for WHO/UNEP). Manga
processer i kroppen styrs av hormoner vilket ger utrymme for flera potentiella negativa effekter
av hormonstorande kemikalier. Den kénsligaste perioden for exponering av hormonstérande
amnen ar under tidig utvecklig da organogenes sker samt under postnatal period da vavnader
differentieras (Vandenberg et al., 2013). Ett omrade som &r val studerat ar BPA:s effekter pa
reproduktion da reproduktionsstérningar och infertilitet ar ett halsoproblem som finns spritt
varlden over.



Det finns studier som rapporterar samband mellan exponering for laga doser av BPA och
dysfunktionella effekter i honliga reproduktionsorgan. Exempelvis har Wang et al. (2014)
rapporterat att daglig exponering for 1ag dos BPA under andra halvan av fostertiden leder till
yngre alder for forsta ostrus, forkortar tiden for dstrus samt okar tiden for metostrus och diéstrus
hos moss i jamforelse med kontrollgruppen. | samma studie kunde man dven pavisa minskat
antal fodda ungar samt 6kad dodlighet bland ungar vid lagdosexponering av BPA (Wang et al.,
2014). Dessa fynd menar forfattarna tyder pa att daglig exponering av BPA kan utgora en risk
for infertilitet.

Hormonstorande amnen kan paverka fertilitet genom flertalet olika mekanismer, exempelvis
genom hypotalamus, hypofysen, konsorgan och gonader hos bada kénen. Ovariet &ar sarskilt
intressant att studera da det ar ett dynamiskt organ som star under kontinuerlig inverkan av ett
vl reglerat system av hormoner. | studier av hormonstérande amnen har man sett att flera
kemikalier har negativa effekter pa ovarier och dess folliklar. Stérningar i utvecklingen av dessa
folliklar kan vara en mojlig orsak till infertilitet i yngre aldrar hos kvinnor. Kvinnor fods med
en pool av primordialfolliklar, innehallande oocyter i sina ovarier, som minskas under livets
gang och ska racka under den fertila perioden i livet (Hammar et al., 2006).

Trots att mycket forskning bedrivits for att utvardera BPA:s effekt pa reproduktion finns det i
dagslaget endast ett begransat antal studier som tittat pa just effekter av denna kemikalie pa
follikelutveckling i rattors ovarier (se sammanstallning tabell 1). Detta gor det till ett sarskilt
intressant omrade att studera.

Ovariemorfologi

Ovarier bestar framforallt av valvaskulariserad bindvév. Nerbaddat i bindvéaven finns folliklar
i olika utvecklingsstadier, innehallande oocyter. Terminologin och definition av dessa folliklar
kan skilja sig nagot mellan olika studier. Dixon et al. (2014) foreslar en definition av olika
follikelstadier som de anser bor anvandas vid toxikologisk utvardering av rattors ovarier. Det
forsta utvecklingsstadiet utgors av en primordialfollikel. En primordialfollikel definieras som
en follikel bestdende av en oocyt omgiven av ett lager platta pregranulosaceller. Denna
utvecklas sedan till en primar follikel, som bestar av en oocyt omgiven av ett lager kuboidala
granulosaceller. Follikeln utvecklas vidare till en sekundar follikel. Har &r oocyten omgiven av
tva eller fler lager kuboidala granulosaceller. Mellan oocyten och granulosacellerna finns ett
extracellulart proteinlager som kallas zona pellucida. Stromala celler som omger
granulosacellerna har nu utvecklats till tva separata lager av celler. Narmast granulosacellerna
sitter theca internaceller, som i sin tur omges av theca externaceller. Sa smaningom borijar ett
vatskefyllt halrum utvecklas bland granulosacellerna. Innan det har utvecklats till ett
sammanhadngande antrum kallas follikeln for preantral follikel, vilket enligt Dixon et al. (2014)
fortfarande &ar en sekundar follikel. Det sista follikelstadiet kallas h&r for antral follikel, men
man kan i litteraturen se dven andra namn sasom tertidar, mogen eller Graafsk follikel. I denna
follikel har ett sammanhangande halrum bildats i granulosacellerna. Granulosaceller bildar en
vagg runt om oocyten, vilken kallas cumulous oophorus och bildar en stjalk som sticker ut i



antrum. Innan ovulering bryts cumulous oophorus ner och oocyten ar fri i antrum (Dixon et al.,
2014).

Efter ovulering kollapsar follikelvaggen som bestar av kvarvarande granulosa- och thecaceller.
Den tidigare follikeln omvandlas till en corpus luteum (CL). Direkt efter ovulering lacker det
blod fran kapillarer i theca interna in i follikellumen och bildar corpus hemorrhagicum. Bindvav
fran stroma kommer sedan att invadera corpus hemorrhagicum. Granulosa- och theca interna
kommer darefter att differentieras till granulosa lutein- och theca luteinceller, vilket kallas
luteinisering. Dessa luteinceller forandras morfologiskt da de okar i storlek och fylls med
lipiddroppar. Granulosa luteinceller &r stora och &r ofta mer centralt lokaliserade, medan theca
luteinceller & mindre, morkare i fargen och mer perifert lokaliserade (Ross & Pawlina, 2011).

Endast ett fatal folliklar mognar och ovulerar, de flesta kommer att degenerera och forsvinna
genom en férprogrammerad process som kallas atresi. En follikel kan nér som helst under sin
mognad bli atretisk och forsvinna. Vid atresi av primordialfolliklar och sma véaxande folliklar
kommer oocyten och granulosacellerna att minska i storlek och degenerera. Atretiska folliklar
krymper successivt och forsvinner till slut fran ovariets stroma genom apoptos och fagocytos.
Atresi av storre vaxande folliklar borjar istallet med degenerativa fordndringar i follikelvdggen
som sekundart leder till degeneration av oocyten (Ross & Pawlina, 2011).

Enligt Westwood (2008) &r folliklar av alla utvecklingsstadier ndarvarande i ovariet i alla stadier
av Ostruscykeln hos rattor, da de har en kort cykel pa ca 4-5 dagar. Yoshida et al. (2009)
utvarderade morfologiska forandringar hos friska vuxna rattor i olika stadier av cykeln och
rapporterade att viss skillnad i antal folliklar av olika utvecklingsstadier kan ses.

Ovarietoxicitet, laga doser

I en av de senare studierna inom detta omrade kunde Santamaria et al. (2016) pavisa effekter i
ovarier fran rattor som exponerats for BPA under perinatalperioden. Forfattarna utvarderade
paverkan pa follikulogenesen hos honliga rattor som exponerats under perinatalperioden, via
perorala doser av BPA (0,5 och 50 pg/kg/d, samt kontrollgrupp) till médrarna. Rattungarna
exponerades in utero fran draktighetsdag 9 samt via laktation till dag 21 efter fodseln (PND 21;
postnatal dag 21). De avlivades 90 dagar efter fodseln. Man fann att vatvikten av ovarier fran
rattor exponerade for BPA, oavsett dos, var signifikant lagre an kontrollgruppens. Man kunde
dven pavisa en signifikant minskning i antalet primarfolliklar hos rattor som behandlats med
BPA, oavsett dos, till skillnad fran kontrollgruppen. Ingen skillnad kunde ses mellan
exponerade grupper avseende antalet primordialfolliklar. Detta innebér enligt forfattarna att
bada doser av BPA hammade den initiala rekryteringsprocessen genom att paverka 6vergangen
fran primordial- till primarfolliklar. Denna hamning av rekryteringsprocessen tycktes dock inte
ha effekt pd antalet preantrala och antrala folliklar eller forekomst av atretiska folliklar
(Santamaria et al., 2016). De kunde heller inte pavisa skillnader i totalantal oocyter mellan de
olika grupperna. En skillnad kunde dock ses gallande antal CL mellan BPA-exponerade rattor,
oavsett dos, och kontrollgruppen. Exponering for BPA orsakade en signifikant 6kning i antal
CL, vilket innebar ett 6kat antal folliklar som ovulerar hos denna grupp. Santamaria et al. (2016)
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menar att de tva olika doserna av BPA paverkar den okade ovulationen genom olika
mekanismer. Man kunde pavisa ett signifikant lagre uttryck av androgen receptor (AR) i
preantrala och antrala folliklar exponerade for 50 pg/kg/d, vilket Santamaria et al. (2016) tror
skulle kunna resultera i en liten minskning i androgen paverkan med 6kad ovulation som
konsekvens. | gruppen exponerad for 0,5 pg/kg/d kunde ingen minskning i uttryck av AR
pavisas, daremot sags en 6kning i uttryck av mRNA for receptorer for follikelstimulerande
hormon (FSH) i ovarierna. Detta tror Santamaria et al. (2016) skulle kunna resultera i att
folliklarna blir mer kénsliga for FSH, vilket leder till en 6kad mognad av folliklarna och
polyovulering.

Dessa fynd skiljer sig fran resultat i en studie av Gamez et al. (2015) dar honliga rattor
exponerades for BPA (3 pg/kg/d) fran draktighetsdag O till 21 dagar efter forlossning. Honlig
avkomma fran dessa rattor avlivades och utvarderades vid 30 dagars alder. En signifikant
okning i totalantal folliklar hos rattor som exponerats for BPA kunde ses. Denna 6kning
hérrorde i att antalet primar- och sekundarfolliklar var hogre hos rattor exponerade for BPA an
kontrollgruppen, medan antalet antrala folliklar istéllet var lagre. Antalet primordialfolliklar
utvarderades inte. Dessa fynd menar Gamez et al. (2015) innebdr att exponering av BPA stor
antrala folliklars utveckling och resulterar i 6kat antal atretiska folliklar, vilket ocksa kunde
pavisas med signifikant skillnad mellan grupperna. Till skillnad fran Santamaria et al. (2016)
kunde Gamez et al. (2015) inte pavisa skillnad i ovarievikt jamfort med kontrollgruppen.

Adewale et al. (2009) visade i deras studie att neonatal exponering av BPA, i doser pa samma
niva som LOAEL och lagre, orsakade effekter pa ovariers funktion hos rattor. Fran PND 0
(fodsel) till PND 3 injicerades honliga rattungar dagligen subkutant med lag dos BPA (50
ng/kg/d) samt en hogre dos BPA (50 mg/kg/d). Mellan PND 148-169 (ca 21-24 veckors alder)
ovariektomiserades rattorna. Histologiska snitt av ovarierna utvarderades morfologiskt, och
man fann flertalet effekter av BPA. Ovarier fran honor som neonatalt exponerats for den hogre
dosen BPA (50 mg/kg/d) uppvisade onormal follikulogenes med follikeldegeneration,
multinukledra celler i folliklar samt nérvaro av hemorragisk vévnad. Signifikant farre ovarier
(endast 36%) i denna grupp innehdll CL, vilket kan jamforas med negativ kontrollgrupp samt
lag dos BPA dar forekomsten var 100 %. CL uppstar efter ovulering, vilket tyder pa att det inte
ar troligt att folliklarna i ovarier exponerade 50 mg/kg/d kunde ovulera. Ovarier fran de honor
som istdllet exponerats for den lagre dosen BPA (50 pg/kg/d) uppvisade alla stadier av
follikelutveckling, men en del av rattorna hade hemorragiska folliklar (anges dock ej om
signifikant). Ovarier i denna grupp bedémdes kunna ovulera. Man sag dock en trend mot en
minskning i forekomst av CL, men detta var ej signifikant. Ovarier fran bade rattor som
exponerats for den hdgre och den lagre dosen innehdéll stora antrallinknade folliklar som
utseendemassigt liknande ovariecystor (Adewale et al., 2009).

Rodriguez et al. (2010) undersokte huruvida neonatal exponering for en lag dos (50 pg/kg/d)
respektive hogre dos (20 mg/kg/d) BPA stor tidig follikelutveckling hos rattor. Rattungar fick
subkutana injektioner varannan dag, PND 1, 3, 5 och 7. Ungarna avlivades sedan PND 8 varvid
ovarierna  omhadndertogs. Hogre dos av BPA visade en signifikant minskning av
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primordialfolliklar i jamforelse med kontrollgruppen, medan den lagre dosen av BPA inte fick
denna effekt pa ovarierna. Denna reduktion i primordialfolliklar hangde samman med en
signifikant 6kning av framforallt primérfolliklar (Rodriguez et al., 2010). Med ledning av dessa
resultat spekulerar forfattarna om att BPA skulle kunna leda till en 6kad forbrukning av
primordialfolliklar, vilket skulle kunna fa konsekvensen att kvinnor blir infertila i allt yngre
alder an tidigare (Rodriguez et al., 2010).

| en studie av Delclos et al. (2014) exponerades rattor peroralt for BPA for att utvardera effekten
av subkronisk tillforsel av kemikalien i bade laga och hoga doser i ett forsok att fa en bild av
dess dos-responskurva. Rattorna exponerades in utero via daglig sondmatning av dréktiga
honor fran draktighetsdag 6 fram till och med fédsel. Darefter sondmatades rattungarna
dagligen med BPA fran PND 1 till och med avlivning, vilket skedde PND 90+5. Rattorna
exponerades for ett spann av laga doser (2,5, 8, 25, 80, 260, 840 och 2700 pg/kg/d), tva hoga
doser (100 och 300 mg/kg/d) och jamférdes med en negativ samt en positiv kontrollgrupp. Vid
histopatologisk utvérdering av ovarierna kunde forfattarna enbart pavisa signifikanta effekter
av BPA vid den hogsta dosen (300 mg/kg/d), med en reduktion av antal antrala folliklar och
CL, samt okad forekomst av follikelcystor. Ovriga exponeringsgrupper forblev opaverkade i
jamforelse med negativ kontroll. Forfattarna kunde &ven rapportera en signifikant minskning
av ovarievikten hos den hogsta exponeringsgruppen, som ej kunde ses vid évriga doser (Delclos
etal., 2014).

Ovarietoxicitet, hdga doser

Li et al. (2014) visade att exponering av hoga doser av BPA i prepubertal alder kan stéra/hdmma
den normala utvecklingen av folliklar. 21 dagar gamla honliga rattor injicerades intraperitonealt
dagligen i 7 dagar med olika doser BPA (10, 40 respektive 160 mg/kg samt kontroll). Rattorna
avlivades vid 35 dagars alder. Vatvikten av ovarierna var signifikant mindre i de hogre
exponeringsgrupperna (40 respektive 160 mg/kg/d) i jamforelse med kontrollgruppen.
Minskningen av ovariers vikt kan enligt forfattarna bero pa en reduktion av antal folliklar,
framforallt gallande antrala folliklar och CL. Totalt antal folliklar i varje exponeringsgrupp
minskade med Okande dos BPA och i jamforelse med kontrollgruppen kunde signifikant
minskning ses i alla doseringsgrupperna (Li et al., 2014). Likt Rodriguez et al. (2010) kunde
aven Lietal. (2014) se en signifikant minskning av antal primordialfolliklar. For Li et al. (2014)
gallde denna minskning av primordialfolliklar fran ovarier fran rattor exponerade for hogsta
dosen, men inte i 6vriga exponeringsdoser. Primérfolliklar, antrala folliklar och CL minskade
signifikant i alla exponeringsgrupperna. Antalet atretiska folliklar 6kade vid exponering av 40
respektive 160 mg/kg/d. Dessa fynd tyder pa att exponering av hdga doser BPA i ung alder kan
stora den normala utvecklingen av folliklar enligt forfattarna. En minskning av
primordialfolliklar antas kunna orsaka risk for storning i fertilitet i vuxen alder (Li et al., 2014).

Vid en studie dar rattor exponerades for BPA via fodan, i doser pa 0, 60, 600 och 3000 mg/kg/d,
fran draktighetsdag 15 till PND 10 kunde inga signifikanta effekter av kemikalien visas.
Honliga rattungar avlivades vid 11 veckors alder och histopatologisk utvardering av ovarierna



gjordes. Man tittade pa antal folliklar, CL samt forekomst av cystiskt forstorade atretiska
folliklar och kunde inte pavisa effekter av BPA (Takagi et al., 2004).
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Tabell 1. Sammanstéllning av studier avseende morfologiska effekter av BPA pa rattors ovarier

Djur, Dos n*  Admn. EXxpo. Avl./ Primordial Primar Sekundar Antrala CL® Atretiska Ovari Referens
stam OE" folliklar folliklar folliklar  folliklar folliklar e-vikt
Rattor, 0,5 pg/kg/d 10- Peroral GDY9- PND 0 d 0 0 N 0 J Santamari
Wistar 50 pg/kg/d 12 PND¢ 90 0 d 0 0 ™ 0 N aetal.

21 (2016)
Réttor, 3 ug/kg/d 10 Peroral GD 0- PND - ™ ™ N§ - ™ 0 Gamez et
Wistar PND 21 30 al. (2015)
Rattor,  2,5-100 000 18- Peroral, GD 6- PND - - - 0 0 - 0 Delclos et
Sprague  Mg/kg/d’ 23 viasond PND 90+ _ ] ] ¢ ¢ _ o al(014)
Dawley 300 mg/kg/d 90+5 5
Rattor, 50 ug/kg/d 8- Sub- PNDO- PND - - - - 0 - - Adewale
Long 50 mg/kg/d 10 kutan 3 148- ; ] ) ) ¢ ] ) etal.
evans 169 (2009)
Rattor, 50 pg/kg/ vad® >8 Sub- PND1, PND 0 0 0 - - - - Rodriguez
Wistar 20 mg/kg/vad kutan 3,50ch 8 J 2~ 0 B B B B etal.

7 (2010)
Rattor, 10 mg/kg/d 12 Intra- PND PND - N NAL J J 0 0 Li et al.
Wistar 40 mg/kg/d peritone  28-35 35 . N I J J T~ N (2014)

160 mg/kg/d al 0 v L $oov v

Rattor, 60 mg/kg/d 5 Peroral GD15- PND - - - - 0 0 0 Takagi et
Sprague 600 mg/kg/d PND 10 77 - - - - 0 0 0  al.(2004)
Dawley 3000 mg/kg/d - - - - 0 0 0

0 = signifikanta skillnader ej pavisade, - = ej studerat aktuell parameter, 2n = antal djur/grupp, °avl./OE = avlivning/ovariektomi, ¢ CL = corpus luteum, gulkropp
IGD = gestational day, draktighetsdag, ¢ PND = postnatal dag, 2,5, 8, 25, 80, 260, 840, 2700 och 100 000 pg/kg/d, ¢ vad = varannan dag, " = kallas i denna studie
for preantrala folliklar; antas vara sekundéra folliklar da definition saknas i artikel



MATERIAL OCH METODER

Hantering och exponering av rattor for Iaga doser BPA (in utero samt under laktation) utfordes
pa Uppsala Universitet, vid institutionen for Arbets- och Miljomedicin, i syfte att utvéardera
effekten pa ben och fettvav. Ovarierna fran dessa rattor dissekerades fram efter avlivning av
forskare vid institutionen for kliniska vetenskaper, avdelningen for reproduktion vid Sveriges
Lantbruksuniversitet och anvéandes for utvéardering i denna studie.

Nedan beskrivs utférandet i korthet. For en mer utforlig beskrivning se Lejonklou et al. (2016).

Kemikalier

Bisfenol A, (CH3)C(CsH4OH)2, (> 99 % renhet, CAS nr. 80-05-7, fran Sigma-Aldrich) lostes i
etanol (1% av total l6sning) och spaddes med vél genomspolat kranvatten till 6nskade
koncentrationer.

Djur
Uppsala Djurforsoksetiska namnd har godkant denna studie enligt riktlinjer fran the European
Union legislation (Convention ETS123 och Directive 2010/63/EU).

Fyrtiofem stycken draktiga 9 veckor gamla honliga Fischer 344 rattor holls vid Uppsala
Universitets djuranlaggning. For att minska exponering av miljomassig BPA anvandes
polysulfon-burar (Euro Standard 1) samt vattenflaskor av glas.

Draktiga honor delades slumpmassigt in i de olika exponeringsgrupperna. En dréktig hona
vistades per bur. Vid PND 4 jamnades kullarna ut till sex ungar per hona. Avvanjning gjordes
vid tre veckors alder, modrarna avlivades och honliga ungar flyttade till burar med tre rattor per
bur, uppdelade per exponeringsgrupp. For att undvika kulleffekt placerades rattor med samma
moder i olika burar. Totalt anvandes 27 honliga unga rattungar, varav 8 exponerades for lagre
dos, 8 for hogre dos samt 11 for kontroll. Rattorna avlivandes sedan vid 52 veckors alder, da
de befann sig i diostrus. Ovarier fran en ratta fran kontrollgruppen fick raknas bort vid
utvardering av gonaderna da denna ratta befann sig i dstrus vid tidpunkt for avlivning. Efter
avlivning dissekerades ovarier fram. Ovarierna végdes och fixerades i 4% buffrad formalin.

Foder och vatten fanns tillgangligt ad libitum och intaget registrerades per draktig hona. Nivaer
av fytoestrogener i fodret analyserades och var under Organization for Economic Co-operation
and Development’s (OECD) 6vre grans.

Exponering

Dréaktiga rattor delades in i tre grupper: lagre dos (0,5 pg/kg/d), hogre dos (50 pg/kg/d) samt
kontroll (vatten innehallande 1% etanol). Dessa rattor exponerades for BPA eller kontroll via
dricksvatten fran draktighetsdag 3,5 till postnataldag 22. Darmed exponerades rattungar via
placenta in utero samt via laktation.
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Genom att mata vattenatgang hos moderdjuren berdknades ett genomsnitt av vad varje
individuell ratta i de olika exponeringsgrupperna faktiskt fatt i sig (tabell 2). Peroral
administration valdes for att efterlikna den vanligaste vagen for human exponering.

Tabell 2. Efterstravad dos och verklig dos hos fyrtiofem draktiga Fischer 344 rattor

Exponering Kontroll Lagre dos Hogre dos
Dos i dricksvatten 0 0,0025 0.25
mg/l
Efterstravad dos 0 0,5 50
ug/kg/d
Verklig dos 0 0,404 40,1
(GD 3,5 till PND 22)
pg/kg/d
Verklig dos 0 0,272 26,9
(GD 3,5 till PND 0)
ug/kg/d
Verklig dos 0 0,530 52,7
(PND 0 till PND 22)
pg/kg/d

Histologisk analys

Vanster ovarie fixerades i 4 % buffrad formalin i rumstemperatur och baddades sedan in i
paraffin. Ovarier seriesnittades (8 um tjocka) och placerades pa 6 objektglas, med 13-15 snitt
per glas. Tva objektglas per ovarie valdes ut och fargades med Hematoxylin-eosin-fargning,
varav det ena glaset innehdll snitt fran ovariets mittplan och det andra glaset snitt ca 208—-240
um fran ovariets mittplan. Ett snitt per objektglas anvandes sedan fér morfologisk utvardering.
Snitt for utvardering valdes baserat pa en stravan efter storsta méjliga diameter pa ovarierna i
kombination med en bra kvalitet pa snittet. Ett medelvarde av folliklar och CL fran tva snitt per
ovarie berdknades sedan.

Morfologisk forstahandsbedomning av de histologiska preparaten gjordes pa fotografier pa
pappersutskrift (x20-forstoring upptryckt pa A3-papper) och/eller datorskarm. Slutgiltig
beddémning av preparaten gjordes i ljusmikroskop (Olympus), i upp till x40-forstoring.

Utvardering av ovariemorfologi

Antal antrala folliklar, CL och atretiska folliklar raknades i tva snitt per ovarie, av en och samma
person. For varje ovarie raknades sedan ett medelvérde pa antal CL och antrala och atretiska
folliklar. All analys av preparaten gjordes utan vetskap om doseringsgrupp.
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Klassificering av antrala folliklar gjordes enligt Dixon et al. (2014), som beskrivet ovan. Alla
friska antrala folliklar berdknades. Antrala folliklar som beddmdes som friska hade ett
vélorganiserat granulosacellslager med tétt arrangerade celler och inga pyknotiska celler.
Folliklar bedomdes vara atretiska da pyknotiska celler observerades och/eller da celler
uppvisade ett oorganiserat utseende. CL bedémdes enligt beskrivning i Ross & Pawlina (2011).

Statistisk analys

Skillnader mellan varje dosgrupp och kontrollgruppen med avseende pa ovarievikt, antal
antrala och atretiska folliklar samt antal CL och antal folliklar med multipla oocyter
analyserades med ANOVA och parvisa jamforelser av minsta kvadrat-medelvarde utférdes
med t-test (GLM procedure, SAS, Milltown USA). For ovarievikterna testades olika modeller
med absolut och relativ vikt (for bade vanster och hoger ovarie samt totala ovarievikten), samt
modeller dar kroppsvikt inkluderades som en kovariat (ANCOVA). Alla resultat med ett p-
varde mindre &n 0,05 anségs vara signifikant.

Analys av power for de morfologiska variablerna raknades ut med GLM power procedure, med
alfa = 0,05.

RESULTAT

I denna studie kunde en signifikant 6kning i relativ ovarievikt (Summan av vénster och hoger
ovarie/kroppsvikt) ses i gruppen exponerad for 50 pg/kg/d i jamforelse med kontrollgruppen
(se figur 3). Samma resultat erholls oavsett vilken modell som anvéandes, med undantag for
modellen for hoger ovarie med kroppsvikt som kovariat dar p-vérdet blev nagot hogre &n 0,05
(p = 0,066). Rattornas kroppsvikt skilde sig inte mellan grupperna.

Ingen signifikant skillnad kunde ses mellan kontroll- och exponeringsgrupper med avseende pa
antalet antrala folliklar, CL och atretiska folliklar (se figur 4). Under arbetets gang noterades
forekomst av folliklar med mer @n en oocyt, men inte heller hdar kunde en skillnad mellan
grupperna pavisas. Figur 5 och 6 illustrerar histologiska snitt fran ovarierna i studien.

Sammanstélining av medelvéarden + standarddeviation for utvarderade parametrar kan ses i
tabell 4. Power for de morfologiska variablerna varierade mellan 0,1-0,2.

Pigmentinlagringar i form av lipofuscin kunde observeras pa en del av preparaten.
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folliklar, B. Antal corpora lutea, C. Antal atretiska folliklar.
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Figur 5. Histologiska snitt, x20-férstoring. A. Corpora lutea i ovarie exponerad for 50 pg/kg/d. Svart
pil visar multioocyt i en follikel. B. Multioocyt i en follikel, uppférstorad bild.

Figur 6. Histologiska snitt, x20-férstoring. A. Atretisk follikel i ovarie fran kontrollgrupp. B. Antral
follikel i ovarie fran kontrollgrupp, uppférstorad bild.
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Tabell 4. Deskriptiv statistik (medelvarde + standarddeviation) for 52 veckor gamla ratthonor som
exponerats for BPA in utero och via laktation.

Doseringsregim

0,5 pg/kg/d 50 pg/kg/d Kontroll
(n=8) (n=8) (n=10)

Kroppsvikt (g) 211,3+8,5 223,0+ 20,4 217,7 + 10,7
Absolut ovarievikt 0,063 + 0,016 0,087 £ 0,026* 0,063 £+ 0,018
(9)
Relativ ovarievikt 0,000299 + 0,000086  0,000397 + 0,000124*  0,000291 + 0,000084
Antrala folliklar 41+18 41423 50+14
CL 95+39 8,6+26 9,7+34
Atretiska folliklar 19+11 19413 22+1.2
Multioocyter i 0,3+0,3 0,2+0,5 04+05
folliklar

*p <0,05 for absolut och relativ ovarievikt (vanster + hdger ovarie) i grupp exponerad for 50 wkg/d i
jamforelse med kontrollgrupp

DISKUSSION

I denna studie kunde en signifikant hogre ovarievikt ses hos rattor exponerade for 50 pg
BPA/kg/d. Da ingen 6vrig skillnad i studerade parametrar kunnat pavisas blir det svart se en
mojlig forklaring till vad denna 6kade vikt kan bero pa. Man kan spekulera i om det skulle
kunna orsakas av skillnader i 6vriga follikelstadier eller en skillnad i follikel- eller CL-storlek,
vilket dock &r parametrar som inte undersokts har. Man kan ocksa tanka sig att det faktiskt
forekommer en skillnad i de morfologiska variabler som utvérderats, men att vi inte lyckats
pavisa detta pa grund av for lag statistisk power i denna studie. Detta kan ha orsakats av ett for
litet urval av djur, men ocksa av sma skillnader mellan exponeringsgrupper och kontrollgrupp.

Vad denna Okade ovarievikt skulle kunna ha for konsekvens for individen eller dess
reproduktion ar svart att spekulera i eftersom det ar svart att forklara vad det kan ha orsakats
av. Detta fynd skiljer sig fran évriga studier, vilket ar intressant. Santamaria et al. (2016) och
Gamez et al. (2015), vars studiedesign liknar den i denna studie, rapporterade en minskad
ovarievikt respektive ingen signifikant skillnad i ovarievikt. Delclos et al. (2014) kunde heller
ej pavisa effekt pa ovarievikten vid laga peroralt administrerade doser. Li et al. (2014)
rapporterade en minskning av ovarievikt vid doser pa 40 respektive 160 mg/kg/d. | detta fall
bor man dock ta hansyn till att BPA administrerats parenteralt samt att hoga doser anvants.
Takagi et al. (2004) som ocksa exponerade rattor for hoga doser BPA kunde daremot inte se en
signifikant skillnad pa ovarievikt.

Ingen skillnad i effekt mellan exponeringsgrupp och kontroll avseende antal antrala folliklar,
CL och atretiska folliklar kunde pavisas i var studie, vilket skiljer sig fran vad som kunnat
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pavisas i andra studier. Santamaria et al. (2016), Gamez et al. (2015), Delclos et al. (2014) och
Takagi et al. (2004) har alla tittat pa peroral administrering av BPA i olika doser. Gamez et al.
(2015) rapporterar fynd som tyder pa en stérd utveckling av antrala folliklar med ¢kad atresi
som foljd. Man kan spekulera i att detta skulle kunna paverka antalet antrala folliklar som kan
ovulera och darmed ha en negativ effekt pa fertiliteten. Dock har man i denna studie inte
beréknat antal CL, vilket hade varit ett satt att utvardera om ovulationen paverkas eller ej.
Santamaria et al. (2016) rapporterade ocksa fynd som tyder pa en storning i follikelutvecklingen
med en hamning av 6vergang i utvecklingen fran primordial- till primarfolliklar. Denna
hamning tycktes dock inte ha effekt pa antalet antrala folliklar, som inte skiljde sig at mellan
grupperna. Dessutom rapporterades en 6kning i antal CL i bada exponeringsgrupper, vilket
innebdr en Okad ovulering. Gamez et al. (2015) har utvdrderat en dos av BPA som
volymmassigt ligger mellan de tva doser Santamaria et al. (2016) rapporterar sina resultat vid,
vilket gor dessa nagot motsatta fynd intressanta. Samma administrationsvag har anvants, men
exponeringsfonster och alder for avlivning skiljer sig nagot at vilket potentiellt kan ha paverkat
resultaten. Delclos et al. (2014) som gjorde ett forsok att fanga upp en lagdoseffekt av BPA
genom att studera en serie av laga peroralt administrerade doser, kunde dock inte pavisa effekter
avseende antal antrala folliklar och CL samt forekomst av cystiska folliklar. Ovriga
follikelstadier bedémdes ej i denna studie. Takagi et al. (2004) som utvéarderat effekt av hdga
perorala doser rapporterar att de ej observerat nagon effekt pa follikulogenesen. | denna studie
anges att en histopatologisk bedémning av ovarierna har gjorts, men inte om man har jamfort
olika follikelstadier med varandra. Det &r dock svart att sétta in dessa resultat i sammanhanget
da det faktum att man inte kunnat se effekter av hoga doser inte motsager tesen att BPA har
effekter vid laga doser, forutsatt antagandet att kemikalien féljer en icke-monoton dos-
responskurva. Dessutom har endast fem rattor utvarderats histopatologiskt for att dra dessa
slutsatser, vilket sanker styrkan i fynden.

Adewale et al. (2009) och Li et al. (2014) rapporterar tydlig paverkan pa follikulogenes och
minskning av CL, men da dessa studier anvant sig av relativt hoga doser och dessutom
perenteral administration blir det svart att extrapolera dessa fynd till vardaglig human
exponering. Rodriguez et al. (2010) rapporterar en intressant reduktion i primordialfolliklar och
Okning av framforallt priméarfolliklar. Forfattarna spekulerar i att detta skulle kunna innebéra
en okad forbrukning av poolen av primordialfolliklar, som i langden skulle kunna leda till att
dessa tar slut for tidigt och resulterar i att kvinnor kan bli infertila allt yngre alder an normalt.
Aven har blir det svart att dra slutsatser om risken vid vardaglig human exponering da
kemikalien administrerats subkutant och effekter enbart rapporterats vid relativt hog dos.

Det hade varit intressant att i var studie undersoka om effekt hade kunnat ses pa
primordialfolliklar, primérfolliklar och sekundérfolliklar. For att kunna gora detta &r en
specialfargning att rekommendera, vilket har varit utanfor tidsrymd och budget da detta ar en
inledande studie som gjorts inom ramen for examensarbete. Forslagsvis ar detta nagot som bor
utvarderas i nasta steg.
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| litteraturgenomgangen fokuserades det pa studier som tittat pa morfologiska effekter av BPA
pa just rattors ovarier efter exponering under perinatal tid for att kunna jamfora med egna
resultat i sa stor utstrackning som majligt. Det finns dock endast ett begransat antal studier som
fokuserat pa detta. Jamforelsen av resultat mellan olika studier forsvaras dessutom av att dessa
studier har utférts med olika studiedesign (exponeringsfonster, administrationssatt, doser,
tidpunkt for avlivning, etc.) samt med olika klassificering av follikelstadier. Sammanstéllning
av tidigare forskningsfynd (tabell 1) visar pa resultat som gar i valdigt olika riktningar, vilket
skulle kunna vara en foljd av dessa vitt skilda studiedesigner.

Att resultat mellan olika studier skiljer sig at kan delvis forklaras av administrationssétt.
Pottenger et al. (2000) visar i sin studie att biotillgdngligheten av BPA i den systemiska
cirkulationen hos rattor blir olika vid olika administrationssatt. Rattor metaboliserar peroral
giva av BPA framforallt genom s.k. forsta passageeffekt dar enzym fran tarmar och lever
konjugerar BPA och utsdndrar dess metaboliter via galla i avféringen. Detta gor att man hos
rattor far en markant mindre biotillganglighet vid peroral tillforsel jamfort med intraperitoneal
och subkutan administration, som i dessa fall undviker denna forsta passageeffekt (Kurebayashi
et al., 2003; Pottenger et al., 2000). Perentral giva ger saledes en hogre koncentration av
okonjugerad BPA i ovarier (Li et al., 2014).

Den storsta kéllan for exponering av BPA hos méanniskor &r via fodan (EFSA CEF Panel, 2015).
Thayer et al. (2015) visade i en studie att manniskor enbart eliminerar konjugerad BPA via
urinen efter peroral giva. Manniskor har saledes inte samma forsta passageeffekt som rattor har.
Dock menar forfattarna att trots skillnader i elimination av BPA mellan rattor och manniskor
vid peroral tillforsel fas liknande biotillganglighet av okonjugerad BPA i den systemiska
cirkulationen (Thayer et al., 2015). Man kan foljaktligen extrapolera effekter som observerats
vid peroral tillforsel hos rattor till manniskor. Det &r dock mer tveksamt att extrapolera resultat
fran studier dar BPA administrerats intraperitonealt eller subkutant da detta ger en hogre
biotillgadnglighet an vad ménniskors vanliga exponeringsvag genererar.

En viktig felkélla att ha i atanke vid peroral giva av BPA &r risken att man inte uppnar
efterstravad exponeringsdos om rattorna inte ater eller dricker avsedd mangd preparerat foder
eller vatten. | denna studie gjordes en jamférande kontroll av vattenatgang for att berakna
mangden BPA som rattorna faktiskt fick i sig jamfort med efterstravad dos (tabell 2). Under
hela exponeringsperioden fick bada grupper i genomsnitt i sig ca 80 % av efterstravad dos.
Dock uppnaddes enbart 54 % av efterstravad dos under perioden GD 3,5 till PND 0 i bada
grupper. Detta &r av relevans nar man tolkar resultaten. Att ingen paverkan setts pa antal antrala
folliklar, CL, atretiska folliklar och férekomst av multioocyter i folliklar kan saledes ha en
mojlig forklaring i att rattorna inte exponerades for den tankta dosen.

Val av dos &r en relevant punkt i studier av lagdoseffekter av BPA. Definition av lag dos i
litteraturen ar som tidigare namnt 50 mg/kg/d och lagre (vom Saal et al., 2007). Detta ar en dos
som baseras pa LOAEL for kemikalien. En annan intressant siffra i sammanhanget &r NOAEL
for BPA, som ér satt till 5 mg/kg/d (EFSA CEF Panel, 2015). Detta &r en dos man har definierat
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som den hogsta exponeringsdos som inte ska ge upphov till observerbara negativa effekter i
levande organismer. Att denna studie, inklusive andra studier pa samma omrade, kan pavisa
effekt vid en dos lagre an 5 mg/kg/d vécker fragetecken kring denna siffra. En forklaring kan
vara att NOAEL-vérdet inte stammer och egentligen &r lagre &n vad man tidigare trott. En annan
mojlig forklaring kan dock vara att effekt vid dosen 50 pg/kg/d pavisar att BPA foljer en icke-
monoton dos-responskurva. Fler studier behdvs dock for att utréna vad som ar fallet.Dagens
TDI pa 4 pg/kg/d ar omdiskuterat och forskargrupper inom omradet foreslar en sankning av
detta varde, da man anser att det inte ger tillrackliga sékerhetsmarginaler for human exponering.
| denna studie pavisades en paverkan pa ovarievikten vid exponering for 50 pg/kg/d. Det &r
visserligen en dos som &r hogre an 4 pg/kg/d, men man kan fundera pa om TDI har tillrackligt
med sékerhetsmarginaler da biologiska effekter kan pavisas vid en dos enbart 12,5 ganger
hogre. | sammanhanget maste man ta hansyn till att BPA inte ar den enda hormonstérande
kemikalien i narmiljon. Vi utsatts dagligen fér en cocktail av kemikalier, som tillsammans
skulle kunna generera en storre effekt. Dessutom finns det studier som rapporterat effekter pa
ovarier vid perorala doser som ar lagre an TDI, vilket &r viktigt att notera (Gamez et al., 2015;
Santamaria et al., 2016). Da det rader viss osékerhet pa detta omrade behovs fler studier med
fokus pa doser lagre an NOAEL och TDI for att belysa effekterna av laga doser BPA samt bidra
till klarhet 6ver huruvida BPA foljer ett icke-monotont dos-responssammanhang eller ej.

Relevansen av kontroll av oavsiktlig miljomassig exponering gor sig pamind i studien av
Delclos et al. (2014), dar blodprov fran rattorna analyserades av en annan forskargrupp med
avseende nivaer av bioaktiv och konjugerad form av BPA (Churchwell et al., 2014). Trots
atgarder att minimera oavsiktlig exponering av BPA fran narmiljon (kontroll av foder samt
material djuren var i kontakt med) kunde nivaer av konjugerad BPA pdvisas i serum fran bade
positiv och negativ kontrollgrupp. Dessa nivaer av konjugerad BPA var jamforbara med de
nivaer som kunde uppmats i den lagsta exponeringsgruppen som doserats med 2,5 pg/kg/d. Da
konjugerad BPA bildas i metabolismen av kemikalien tyder detta pa miljoméassig exponering
av djuren snarare an kontamination av serum efter provtagning (Churchwell et al., 2014). Detta
ar valdigt intressant da det uppmarksammar oss pa svarigheten att helt och hallet forhindra
miljomassig exponering av BPA i toxikologiska studier av kemikalien. Aven i var studie
vidtogs atgarder i forsok att halla exponering av BPA kontrollerad. Dock har inga analyser av
metaboliter fran BPA gjorts i kontrollgruppen, vilket gor att man med ledning av resultat fran
Churchwell et al. (2014) inte helt kan utesluta miljomassig exponering som kan ha paverkat
studieresultaten.

Alder for exponering ar ocksa av betydelse. | WHO:s och UNEP:s rapport om hormonstérande
kemikalier (Bergman et al., 2013 fér WHO/UNEP) anges att den kénsligaste perioden for
exponering av hormonstérande kemikalier ar under fosterutveckling samt pubertet. Dérav har
manga studier gjorda pa ovariemorfologi exponerat rattor kring denna period i livet. Val av
exakt exponeringsfonster skiljer sig dock mellan studier, vilket skulle kunna ha en mdjlig
koppling till de skilda resultat som rapporterats. Delclos et al. (2014) avviker i val av
exponeringsfonster och blir extra intressant i sammanhanget da forfattarna har exponerat
rattorna peroralt med kronisk tillforsel fran borjan av dréaktighet fram till avlivning, vilket mest
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efterliknar den humana vardagliga exponeringen. | var studie exponerades fostren fran
dréaktighetsdag 3,5 och man kan spekulera i om effekt potentiellt hade kunnat ses pa folliklarna
om exponeringen hade paborjats tidigare an sa. Definitioner kring vad som mer precist utgor
den kénsliga perioden under tidig utveckling och standardisering av exponeringsfonster i
toxikologiska studier av BPA skulle underlatta utvardering och jamforelser av studieresultat.

Tidpunkt for utvardering av ovarierna skulle kunna paverka vad man hittar for fynd. Denna
tidpunkt skiljer sig fran postnatal dag 8 till 169 i de studier som granskats i detta arbete.
Rodriguez et al. (2010) och Gamez et al. (2015) utforde histopatologisk undersékning vid PND
8 respektive 30 och rapporterade en 6kning av primérfolliklar, medan Li et al. (2014) och
Santamaria et al. (2016) som undersokte ovarierna nagot senare (vid PND 35 respektive 90),
rapporterade istéallet en minskning av denna follikeltyp. Man kan spekulera kring om effekterna
av exponering av BPA under tidig utveckling skulle kunna skilja sig med aldern. Detta &r i
sammanhanget dock svart att dra slutsatser om da dessa studier anvant sig av olika
administreringssatt samt exponeringsfonster, vilket kan ha haft inverkan pa resultaten. An igen
gor sig relevansen av standardisering av studiedesign pamind sa att olika fynd kan jamféras
med varandra.

Rattorna i detta forsok avlivades vid 12 manaders alder, vilket ar betydligt senare an i 6vriga
studier. Pigmentinlagringar i form av lipofuscin &r ett vanligt fynd hos aldrande rattor (Dixon
et al., 2014), vilket kunde observeras. Hos rattor i aldern 6-18 manader kan &ven
aldersférandringar i form av follikelcystor ses, till foljd av forlangningar i 6strus-cykeln (Dixon
et al., 2014; Westwood, 2008). Follikelcystor observerades dock ej i denna studie. Dessa
perioder av forlangd Gstrus, dven kallat persisterande strus, kan fa till foljd att CL uppréatthalls
langre an normalt i ovariet. Till slut nar rattorna ett stadie av persistent andstrus dar ovulationen
upphér och folliklar och CL forsvinner helt (Westwood, 2008). Aldersrelaterade férandringar
kan tankas forsvara utvarderingen av organen. Att utvardera ovarier fran éldre rattor kan dock
fylla vissa kunskapsluckor da de flesta studier pa omradet utvarderat unga djur. | denna studie
avlivades alla rattor vid samma alder, vilket gor att eventuella aldersrelaterade férandringar inte
bor ha paverkat jamforelserna mellan kontroll- och exponeringsgrupper.

Ett intressant fynd i ovarierna i var studie var forekomst av flera oocyter i samma follikel. Enligt
Dixon et al. (2014) uppstar dessa vid utvecklingen av primordialfolliklar i den neonatala
gnagaren till foljd av felaktigheter i de normala mekanismer som separerar oocyterna under
denna process. Det dr saledes inte en aldersforandring. Dessa multioocyter kan forekomma som
normalvariation i lag frekvens hos rattor, med viss variation mellan stammar (Dixon et al.,
2014). Enligt Gamez et al. (2015) kan det aven uppstd vid administration av @mnen med
Ostrogen inverkan. Trots forekomsten av multioocyter kunde det i denna studie dock inte ses
nagon statistisk skillnad mellan kontroll och exponeringsgrupper, vilket gér att man kan
spekulera i att forekomsten troligen beror pa normalvariation.

20



Konklusion

Sammanfattningsvis visade resultaten i denna studie att exponering av BPA under tidig
utveckling leder till en 6kad ovarievikt hos rattor exponerade for 50 pg/kg/d. Inga effekter
avseende antal antrala folliklar, CL, atretiska folliklar eller forekomst av multioocyter i folliklar
kunde ses. Det &r svart att spekulera i vad viktokningen kan bero pa och vad det kan fa for
konsekvenser for reproduktionen, da ingen ovrig skillnad i ovarierna kunnat pavisas. Det &r
mojligt att det skulle kunna ha orsakats av skillnad i follikel- eller CL-storlek, eller skillnader i
ovriga follikelstadier. Da detta endast &r en inledande studie av foreslas att dessa parametrar ar
nagot som undersoks i framtida utvardering av ovarierna. Dessa resultat skiljer sig fran vad
andra studier inom detta omrade kommit fram till. Vid granskning av litteraturen blir det tydligt
att det ar svart att uttala sig om vad man far for effekter av BPA i ovarier, da resultaten gar i
olika riktningar. For att med mer sékerhet kunna uttala sig om eventuella morfologiska effekter
av BPA pa réttors ovarier kravs att fler studier gors och att dessa ar mer standardiserade.
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