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SAMMANFATTNING

Toxicitetstester pa bland annat fisk ar ett viktigt verktyg for att samla kunskap om kemikaliers
effekter i akvatiska miljoer. Samtidigt finns det flera anledningar att forsoka minimera antalet
tester pa levande djur; till exempel ekonomiska, praktiska och inte minst djuretiska skal. Ett
alternativ till dessa ekotoxikologiska djurforsok &r anvandning av cellbaserade metoder in vitro.
Odlade cellinjer fran olika arter har anvants inom forskningen i flera artionden, daribland
toxikologiska studier. | denna studie gjordes en serie forsok med syftet att utforma en metod
for matning av aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (AhR) i zebrafiskceller, som matt pa
toxisk paverkan. Det gjordes genom att cellerna transfekterades med en plasmid innehallande
ett AhR-kénsligt element som vid aktivering av Ah-receptorn inducerar transkription av
luciferas, vars kvantitet sedan kunde matas som luminiscens och pa sa vis fas ett matt pa AhR-
aktiveringen. Aven generell celltoxicitet mattes i parallella forsok. Resultaten visade att TCDD
och benzo(a)pyrene aktiverar AhR i varierande grad beroende pa koncentration och cellinje
(ZFL eller ZF4). B-naftoflavone gav endast aktivering i htgsta koncentrationen som anvéndes,
62,2 nM, hos ZFL, och ingen tydlig aktivering alls i valda koncentrationer hos ZF4. Dessutom
gjordes forsok med olika plasmidférhallanden, celldensiteter och anvandning av serumfritt
medium for att férsoka optimera metoden och géra den kansligare. Sma forandringar kunde ses
i dessa forsok, som bor tas hansyn till i utférandet. Dock skulle fler upprepningar behéva goras
for sékrare resultat. Som bast sags en fold induction avseende reporteraktiviteten (AhR-
aktivitering > luciferas = luminiscens) pa ca 12 for ZFL och 8 for ZF4 i de hogsta
koncentrationerna som anvéndes. Den l&gsta koncentrationen som gav en signifikant 6kad
reporteraktivitet var 1 nM hos ZF4 och 0,34 nM hos ZFL.



SUMMARY

Toxicity tests on fish, among others, is an important tool to gather information on the effects of
chemicals in aquatic environments. At the same time there are several reasons to try to minimize
the number of in vivo animal tests; for example economical, practical and not least ethical
reasons. One alternative to these ecotoxicological animal tests is the use of cell based methods
in vitro. Cultured cell lines from different species have been used in research for decades,
among them toxicological studies. In this study a series of experiments were conducted in order
to design a method to measure activation of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) in zebrafish
cells, as a measure of toxic effect. This was done by transfecting the cells with a plasmid
containing an AhR sensitive element which in response to activation of the Ah-receptor induce
transcription of luciferase, after which the quantity can be measured as luminescence and
thereby provide a measure of the AhR-activation. General cell toxicity was also measured in
parallel experiments. The results show that TCDD and benzo(a)pyrene activates AhR in varying
degree, depending on concentration and cell line (ZFL or ZF4). B-naftoflavone only activated
AhR in the highest concentration used, 62,2 nM, in ZFL, and no activation at all in ZF4, in the
chosen concentrations. In addition, experiments were performed using different plasmid ratios,
cell densities and serum free medium with the aim to optimize the method and increase its
sensitivity. Some small variations were observed in these experiments, which should be taken
in consideration. However, optimally these should be repeated to improve the reliability of the
results. At most, there was a fold induction of the reporter activity (AhR activation - luciferase
—> luminescence) of roughly 12 in ZFL and 8 in ZF4 in the highest concentrations used. The
lowest concentration resulting in significant increase in reporter activity was 1 nM in ZF4 and
0,34 nM in ZFL.
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INLEDNING

Hela tiden tillkommer nya kemikalier som vi kan komma i kontakt med — pa grund av nya
upptackter, metoder for framstéallning, nya anvandningsomraden et cetera. Manga av dessa
amnen kan vara till stor nytta for oss, men vissa riskerar dven att skada var héalsa eller ha
negativa effekter i naturen. Det ar darfor viktigt att vi skaffar oss en gedigen kunskap om de
kemikalier som vi ménniskor och djur exponeras for, eller som riskerar att slappas ut i miljon.
Vattenlevande organismer ar sarskilt utsatta da mycket avfall till slut nar vattendragen.
Europeisk lagstiftning kréaver att ett stort antal kemiska substanser ska genomga testning for
akvatisk toxicitet, en testning som ofta omfattar djurforsok. Under 2011 anvandes mer én 1,4
miljoner kallblodiga djur, daribland fiskar, i djurforsok i EU (Europeiska kommissionen, 2013).
Malet med detta projekt var att utveckla en metod for djurfri testning av fisktoxicitet, grundat
pa principen om toxicity pathways. Det innebar att man tack vare kunskapen om mekanismerna
pa cellniva som formedlar den toxiska effekten av kroppsframmande amnen, skulle kunna
anvanda in vitro metoder baserade pa odlade celler som substitut till vissa tester pa levande
djur. Genom att undersoka den akvatiska toxiciteten med hjélp av metoder som grundas pa
toxicity pathways och celler som odlas i laboratoriet, skulle man kunna analysera toxiciteten
for ett stort antal kemikalier pa ett snabbt och kostnadseffektivt sétt och samtidigt minska
anvandningen av forsoksdjur.

Syfte

Syftet med projektet var att etablera en cellbaserad metod for att méta aktivering av
arylhydrokarbonreceptorn (AhR) i zebrafiskceller.



LITTERATUROVERSIKT
Akvatisk toxicitetstestning och in vitro-metoder som alternativ till in vivo

De flesta industrialiserade landerna har, i varierande omfattning, lagstiftning som kraver
ekotoxikologiska studier pa fiskar, av bland annat bekampningsmedel, industriella kemikalier
och lakemedel. Dessa tester inkluderar akut och kronisk toxicitet, effekter pa olika
utvecklingsstadium, reproduktion och biokoncentration (OECD Environment Directorate,
2012). Vanligtvis genomfors tester pa bade véxter, ryggradslosa djur (t ex Daphnia spp) och
ryggradsdjur (t ex fisk) (Europeiska kommissionen, 2014).

Europeiska unionens referenslaboratorium for alternativ till djurférsok (EURL ECVAM)
skriver i sin rapport fran 2014 att vi bor strava efter att minska anvandningen av forsoksdijur
markant (Europeiska kommissionen, 2014). Detta ar &ven i linje med EU:s direktiv for skydd
av forsoksdjur, ddr man manar till “replacement, reduction och refinement” (ersittning,
begransning och forfining) av djurforsok, bland annat genom att anvanda in vitro-metoder
istallet (Europaparlamentet och radet, 2010). Artikel 4, punkt 1 lyder: "Medlemsstaterna ska
sékerstélla att en vetenskapligt tillfredsstallande metod eller teststrategi, som inte innebar
anvindning av levande djur, ska anvéndas i stéllet for ett forsok ndr sa dr mojligt.” EURL
ECVAM (2014) vill bland annat utforska mojligheterna att anvanda fiskcellinjer som en del i
arbetet for att minska djurforsoken, och bedémer att det kan bli en godkand metod for test av
akut toxicitet inom 3-5 ar.

Fiskcellinjer etablerades redan i borjan av 60-talet (Wolf & Quimby, 1962) men det var forst
pa 80-talet som fiskceller blev en mer erkand metod for toxicitetsstudier (Castano et al., 2003).
Fordelarna med cellinjer istéllet for in vivo-tester, utdver den etiska aspekten, ar bland annat att
man kan studera effekter pa cellular och molekylar niva i en kontrollerad miljo utan inblandning
av andra fysiologiska system. Det ar aven ett relativt billigt och snabbt satt att testa toxiciteten
for ett stort antal kemikalier, sk high-throughput. (Castano et al., 2003). Dock finns det
potentiella felkallor som kan paverka resultaten vid anvandning av odlade celler som man bor
kdnna till och ta hansyn till. Milj6faktorer, hantering och medium kan paverka utfallet. Till
exempel kan biotillgdngligheten av kemikalien av intresse minska genom att den binds till
serumet i mediet eller till plasten i plattorna (Schirmer, 2006).

Adverse outcome pathway och toxicity pathways

Begreppet adverse outcome pathway (AOP) ar ett koncept dar man utnyttjar kunskapen om hur
en viss molekylarbiologisk héndelse &r kopplad till en negativ biologisk effekt. Detta kan
anvandas for riskbedémning inom toxikologi och ekologi. En sadan héndelse kan till exempel
vara interaktionen mellan en xenobiotisk substans och en specifik biomolekyl, som leder till
toxiska effekter hos organismen. AOP:s kan saledes anvandas for att forutspa kemikaliers
paverkan pa individer och populationer — om det &r ként att en substans initierar en viss
signalvég, och det sedan tidigare ar ként att den signalvégen leder till sjukdom hos organismen,
kan man anta att denna substans kommer att 6ka risken fér samma sjukdom. Toxicity pathway
ar ett snarlikt begrepp och definieras som en signalvag pa cellniva som resulterar i negativa
hélsoeffekter. Skillnaden ar att AOP inkluderar ett antal olika steg som gar hela vagen fran
initieringen pa molekylniva, till den negativa effekten for organismen som é&r relevant for
riskbedémning (Ankley et al., 2010). Det ar dessa kanda signalvagar som mojliggér studier att



toxicitet pa enskilda celler istéllet for hela organismer, forutsatt att det finns tillrackligt med
kunskap om dem och vad dess aktivering har for betydelse for den levande individen.

Arylhydrokarbonreceptorn

Ett exempel pa AOP/toxicity pathway involverar arylhydrokarbonreceptorn (AhR). AhR &r den
viktigaste inducerbara signalvdgen for biotransformation av organiska molekyler. AhR kan
aktiveras av en mangd olika hydrofoba aromatiska substanser, daribland halogenerade
aromatiska kolvéaten (HAH), polycykliska aromatiska kolvaten (PAH), aromatiska aminer,
rutaecarpine alkaloider, indolocarbazoler och andra liknande substanser. Ingen endogen ligand
for receptorn har identifierats (Hankinson, 1995). AhR kallas ibland dven for dioxin-receptorn
eller TCDD-receptorn. TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) &r en mycket potent ligand
till receptorn.

Kemikalier som binder till AhR kan ha toxisk effekt i sig, men &ven indirekt via AhR-
signalvagen. Nar AhR aktiveras induceras enzymer som kan leda till toxicitet, sasom cancer,
reproduktionsstorningar, immunodepression och “early-life-stage” mortalitet (Poland &
Knutson, 1982, Peterson et al., 1993). Det har visats att de toxiska effekterna av TCDD initieras
via AhR, genom att mdss vars AhR har slagits ut har blivit resistenta mot TCDD-toxicitet
(Fernandez-Salgueroa et al., 1996). Aven zebrafiskembryon med hammad AhR-translation
hade minskad och fordréjd TCDD-toxicitet (Prasch et al., 2003).

Signalvagen inleds med att en molekyl binder till Ah-receptorn. I fritt tillstand ar AhR kopplad
till heat shock protein 90 (HSP90) men vid bindning med liganden fosforyleras komplexet
AhR/ligand och transporteras in till cellkdrnan. AhR-komplexet binder in till DNA och
inducerar gentranskription av malgenen. Det ar framforallt cytokrom P450 (CYP) 1A1 som
produceras till foljd av den AhR-inducerade gentranskriptionen, men dven andra fas | och I1-
enzymer (Nikinmaa, 2014). Det &r kant att flera av CYP-enzymerna kan metabolisera
procarcinogener till carcinogener, och pa sa vis dkar risken for cancer vid langvarig exponering
av substanser som leder till en inducering av dessa (Shimada et al., 1996). Mycket tyder pa att
aven sjéalva aktiveringen av Ah-receptorn kan leda till toxicitet, men det &r inte helt klarlagt hur
detta sker (Poland & Knutson, 1982). Bock & Kohle (2006) foreslar att den AhR-medierade
toxiciteten kan bero pa nedreglering av fysiologiska funktioner till foljd av langvarig och
olamplig aktivering. Till exempel finns det fakta som tyder pa att AhR é&r inblandad i
organogenesen, huddifferentiering och immunsystemets utveckling, vilket skulle kunna
forklara en del av de effekter som har setts vid 6verdriven aktivering (eg TCDD) av AhR, samt
vid avsaknad av receptorn hos till exempel genmodifierade moss (Bock & Kdéhle, 2006). Dock
ar det annu mycket som &r oklart kring hur Ah-receptorn medierar toxiska effekter och
fysiologiska funktioner.

Zebrafiskceller

Anvandandet av fisk inom ekotoxikologin hjélper oss att forsta hur toxiner kan paverka
akvatiska ekosystem, men ger dven indikationer om hur andra ryggradsdjur, inklusive
manniska, kan forvantas paverkas. Zebrafisk (Danio rerio) har lange anvands inom forskningen
tack vare flera fordelar: de ar sma, forokar sig och utvecklas snabbt, har transparenta embryon,
och mycket kunskap samlats in om dem och dess utveckling (Hill et al., 2005). Zebrafiskens
genom ar nu helt kartlagt och har dessutom relativt mycket likheter med manniskor (Howe et
al., 2013).



Att zebrafiskar ar kénsliga for TCDD har bland annat visats i en studie av Elonen et al. (1998)
dar aggen exponerades for TCDD i olika koncentrationer och tid. Som mest utsattes
zebrafiskaggen for 4390 pg TCDD per gram dgg i 250 minuter. | dessa forsok minskade andelen
av aggen som klacktes till 92 % jamfort med 98 % i kontrollgruppen. Overlevnadsandelen efter
klackning var endast 6 % i den hogst exponerade gruppen, mot 84 % i kontrollgruppen.
Dessutom sags tecken pa TCDD-toxicitet i form av 6dem, blédningar och missbildningar pa
huvud och hals. Av de 7 fiskarter som ingick i studien var zebrafisk minst k&nslig med ett LC50-
vérde ("lethal concentration” for 50 % av dggen) pé ca 2500 pg/g TCDD/édgg.

| vart forsok anvandes zebrafiskceller fran lever (ZFL) och fibroblaster (ZF4). En jamforande
studie mellan ZFL-celler och primara hepatocyter fran zebrafisk visade att cellinjen hade lagre
sensitivitet for exogena ligander, och darmed minskad receptormedierad genaktivering, an hos
de primara cellerna. Detta tycks vara fallet for de flesta cellinjer. Bortsett fran detta fungerar
forsvarsmekanismerna mot xenobiotika i stort sett likadant, vilket gér ZFL-celler anvandbara
inom toxikologin (Eidea et al., 2014).



MATERIAL OCH METODER
Cellodling

Till forsoken i studien anvandes leverceller och fibroblastceller fran zebrafisk — ZFL- respektive
ZF4-celler. Som medium till ZFL anvandes en blandning med 50 % Leibovitz’s L-15 medium
powder (Sigma-Aldrich), 35 % DMEM high glucose (Gibco) och 15 % Ham’s F12 nutrient mix
(Gibco), med tillsats av 15 mM HEPES (Gibco), 3 g/L natriumbikarbonat, 10 pg/mL bovine
insulin (Sigma-Aldrich), 50 ng/mL mouse EGF (Sigma-Aldrich) och 5 % fetal bovine serum
(Gibco). ZFL-cellerna odlades i T75-flaskor och inkuberades i 26-28°C med 0 % CO.. Till
ZFA4-cellerna anvédndes DMEM-F12 (ATCC) med tillsats av 10 % fetal bovine serum, 1 %
penicillin-streptomycin 100 U/ml och 2,5 mM L-glutamin. De inkuberades i 26-28°C med 5 %
COs. Cellerna passerades minst var 7:e dag, och tvattades da med PBS (Medicago). ZFL-celler
lossades med 0,25 % Trypsin EDTA (Sigma-Aldrich) och ZF4-celler med 0,25 % Trypsin
(Sigma-Aldrich).

Kemikalier

TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) I6st i dimetylsulfoxid (DMSQ) spaddes till 9 olika
stamlosningar med foljande koncentrationer i uM: 31,1, 15, 5, 1,5, 0,5, 0,17, 0,06, 0,02 och
0,006. Dessa anvandes sedan for att blanda till valda koncentrationer som cellerna exponerades
for. Ren DMSO anvandes som negativ kontroll och tillsattes da i samma koncentration som vid
ovriga behandlingar. Samma sak gjordes med benzo(a)pyrene och B-naftoflavone nér dessa
anvandes.

Luciferase reporter assay

For att mata aktiveringen av AhR hos cellerna anvandes Dual Luciferase® Reporter Assay
System (Promega). Cellerna transfekterades med en plasmid innehallande en AhR-responsiv
promotor samt en luciferasgen som fungerar som reporter — aktivering av AhR leder till
produktion av luciferas (firefly) som kan avlasas. Samtidigt transfekterades cellerna med en
annan luciferasplasmid (renilla) som uttrycks konstant och fungerar som en baslinje.
Reporteraktiviteten kan sedan normaliseras mot kontrollen for att minimera variabilitet i
matvéardena som orsakas av varierande transfektionseffekt.

ZFL/ZF4-celler saddes ut i 96-brunnsplattor med 25 000 (ZFL) eller 12 500 (ZF4) celler i
vardera brunn (forutom vid forsoket da olika densiteter testades), 100 uL. medium/brunn och
inkuberades i 24 h. Darefter transfekterades cellerna: till varje brunn tillsattes AhR-responsiv
pGud-Luc, Renilla, transfektionsreagens (1 pg/pul) med ett ratio pa ca 1:2 mellan DNA och
transfektionsreagens Till ZFL anvandesX-tremeGENE HP (XHP) som transfektionsreagens
och till ZF4 anvédndes FUGENE® HD (FHD). Initialt anvandes 9 ng pGud-Luc och 3 ng renilla,
men senare testades olika forhallanden mellan plasmiderna varefter ratiot 9:1 anvandes. Efter
transfektionen inkuberades cellerna i 24 h. Dagen efter behandlades cellerna med vald
kemikalie, 16st i DMSO, i olika koncentrationer, alternativt bara DMSO som negativ kontroll.
Efter ytterligare 24 h inkubering lyserades cellerna med Passive Lysis Buffer och
reporteraktiviteten méttes med Infinite M1000 microplate reader (Tecan) enligt tillverkarens
instruktioner.



Cellviabilitet

Da cellerna behandlades med toxiska kemikalier (&ven DMSO ér toxiskt i tillrackligt hoga
koncentrationer) gjordes parallella méatningar av cellviabiliteten for att kunna relatera resultaten
till detta. Syftet med detta projekt var att studera en specifik toxicitetsmekanism (aktivering av
AhR). Det ar viktigt att sadana forsok utfors under forhallande da cellerna inte utsétts for
generell celltoxicitet, da detta kan paverka resultaten. ZFL- och ZF4-celler saddes ut i 96-
brunnsplattor och behandlades med TCDD + DMSO pa samma satt och i samma
koncentrationer som plattorna som transfekterades och inkuberades dérefter i 24 h. FOr att mata
cellviabiliteten anvéndes CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega). Reagenset MTS tetrazolium tillsatts till varje brunn varefter det metaboliseras av
levande celler och bildar produkten formazan som sedan kan matas. For avlasning av
absorbansen anvéandes Wallac Victor2 1420 microplate reader (PerkinElmer).

Statistisk analys

For varje forsok, bade cellviabilitet och luciferasreporteraktivitet, normaliserades vardena mot
den negativa kontrollen for att fa fram relativa varden. Medelvéardena av dessa presenterades
sedan som stapeldiagram och linjediagram. Aven standardavikelse raknades ut och
inkluderades i diagramen. For reporteraktiviteten anvéandes t-test for att berdkna statistisk
signifikans. Vid ett erhallet p-véarde under 0,05 anses skillnaden mot kontrollen vara signifikant
och markeras med en stjarna i grafen. Som signifikant sankning av viabiliteten réknas mindre
an 80 % av vérdet i kontrollgruppen, det vill sdga 0,8 i grafen. For berakningar och
sammanstallning av grafer anvandes Microsoft Excel.



RESULTAT
TCDD - reporteraktivitet och viabilitet

Bade ZFL- och ZF4-celler transfekterades och behandlades med TCDD i olika koncentrationer
som ses i figurerna 1A & B. Resultaten visar att TCDD ger en dosberoende aktivering av AhR-
receptorn (reporteraktivitet) hos bade ZFL och ZF4. Hos ZFL ses signifikant effekt fran 0,34
nM TCDD och uppat. Dar ses dven en minskad viabilitet vid den hogsta koncentrationen
(mindre &n 0,8), vilket kan forklara den minskade reporteraktiviteten 1 samma
behandlingsgrupp, da en del av cellerna har détt innan avlasningen. ZF4 var inte lika kanslig
som ZFL i det har forsoket, endast koncentrationerna 3, 30 och 62,2 nM gav signifikant effekt.
Ingen signifikant minskad cellviabilitet kunde heller pavisas. ZFL hade dessutom betydligt
hogre fold induction i det har forsoket, som mest ca 12 ganger kontrollen jamfort med ca 5,5
hos ZF4.

TCDD reporteraktivitet och viabilitet
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Figur 1A: TCDD reporteraktivitet och viabilitet ZFL.
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Figur 1B: TCDD reporteraktivitet och viabilitet ZF4.



Plasmid-ratios

For att optimera metoden
undersoktes hur olika forhallan-
den mellan de tva plasmiderna
som anvandes  paverkade
transfektionseffektiviteten och
darmed slutresultatet. pGud-
Luc anvandes i 3, 9, 19, 39, 79
och 99 delar till 1 del renilla
(figur 2A & B). Forsoket upp-
repades sedan med forhallan-
dena 9:1, 14:1 och 19:1 (figur
2C & D). Resultatet for ratio
14:1 i 10 nM TCDD hos ZFL
(fig. 2C) tolkas som en outlier,
troligtvis pa grund av nagot
misstag i utférandet. Cellerna
behandlades 24 h efter trans-
fektionen med 10 eller 30 nM
TCDD samt negativ kontroll
med enbart DMSO. | efter-
kommande forsok valdes ratiot
9:1, istéllet for 3:1 som an-
vandes dessforinnan. Vi gjorde
aven om de forsta experimenten
med ratio 9:1 istallet, for att
kunna jamfora resultaten med
varandra. Viabiliteten uppmat-
tes i parallella forsok, se figur 2E
& F. En liten minskning av
cellviabiliteten ses men ar inte
statistiskt signifikant hos varken
ZFL eller ZF4.
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Figur 2A: pGud-Luc:renilla ratios, ZFL.
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Serumfritt medium

Da det ar kant sedan tidigare att
serum som tillsatts i cellernas
tillvaxtmedium i varierande grad
kan binda kemiska substanser och
darmed gora dem otillgéngliga for
cellerna  som ska exponeras,
gjordes ett forsok att anvanda
serumfritt medium under sjélva
exponeringen fram till avlasning
24 h senare (figur 5A-D). Om man
jamfér med motsvarande forsok
med respektive cellinje och
kemikalie, det vill séga figur 1 A
och B samt 4 A och C, ser man att
det inte blev nagra stora skillnader.
Den enda gruppen som visade
Okad ké&nslighet utan serum var
ZF4 behandlad med TCDD (fig.
5C) som jamfort med figur 1B
visade signifikant effekt d&nda ner
till 1 nM. Nér forsoket upprepades
sags emellertid inte samma
forbattring.
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Figur 5A: TCDD utan serum, ZFL.

Benzo(a)pyrene utan serum

ZFL
0 i I i i i
¥ N .\”‘v % D

B S
ST 5
O

~
[0}

14

*
12
1
0,8
06
04
02
0

o

Figur 5B: benzo(a)pyrene utan serum, ZFL.

[
B
=
&

Reporteraktivitet
=
[ wn
]
N

o
s
IS

O//

Koncentration B(2)P (nM)

TCDD utan serum

ZF4
7 . 14
5 6 5 T I 12
§ 5 e o - o p— 1
= - L
r&g 4 0,8
;:DJ 3 < 0,6
22 0,4
&
ciiril i
0 0
T . T VI S S I
RO S o al

%

Koncentration TCDD (nM)

Figur 5C: TCDD utan serum, ZF4.

12

Viabilitet

Viabilitet

Viahilitet

I Reporter
Viabilitet

. Reporter

Viabilitet

. Reporter

Viabilitet



Benzo(a)pyrene utan serum
ZF4

w
==
(SR

*
- 25 * T T T
= k- T P T T 1 : I 1
z 2 T = I T T T ]
- 08 £
T 15 I =
2z I [ I 06 &
2 1 I I I 04 = Reporter
2 ;
0,5 02 Viabilitet
0 0
N > & N o O Vv
RO G S S

Koncentration B(a)P (nM)
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DISKUSSION

Det finns publicerade forsék med liknande metoder sedan tidigare. Yang et al. (2016) anvande
ZFL-celler med AhR-beroende luciferas-reportersystem likt vart forsok, men exponerade med
2,2',4,4' 5-pentabromodiphenyleter (BDE-99) och 2, 2, 4, 4'-tetrabromodiphenyleter (BDE-
47), varav endast BDE-99 gav upphov till signifikant effekt. Tanguay et al. (1999) exponerade
ZFL-celler med TCDD och maétte induktionen av zfAhR2 och CYP1A som visades 0ka
dosberoende upp till 100 nM TCDD. Dock har jag inte funnit ndgon studie med precis samma
metod och kemikalier som vi har anvant.

Syftet med vart projekt var att utforma en ny metod for att mata AhR-aktivering i
zebrafiskceller. Initialt var &ven tanken att metoden skulle testas med ett antal olika kemikalier.
Under projektets gang valde vi dock istéllet att fokusera pa att utveckla och forfina metoden for
att se om det gick att 6ka kansligheten, da tiden var begransad.

Vi kan konstatera att AhR aktiveras i bade ZFL- och ZF4-celler vid exponering med TCDD
och benzo(a)pyrene och ger en dosberoende effekt. Som mest sags en fold induction pa ca 12
ganger kontrollvardet for ZFL och ca 8 for ZF4 i de hogsta koncentrationerna TCDD som
anvandes, 30 och 62,2 nM. Dock sags en ganska stor variation mellan forsoken, ibland blev
reporteraktiviteten i samma koncentrationer endast runt 3. Den ldgsta koncentrationen som gav
signifikant 6kad reporteraktivitet var 1 nM hos ZF4 och 0,34 nM hos ZFL. Cellviabiliteten blev
inte signifikant paverkad i de koncentrationer som anvandes, férutom en enstaka gang i hdgsta
koncentrationen, 62,2 nM TCDD (fig 1A).

For att metoden ska vara anvandbar i praktiken behover den vara kanslig. Da kemikalierna som
anvandes i experimenten ar mycket potenta bor de ge en AhR-aktivering, vilken uppméts som
luminiscens/reporteraktivitet, redan i laga koncentrationer. Om dessa kemikalier ger en
induktion forst vid héga koncentrationer kan man inte forvanta sig att metoden ska kunna
detektera mindre potenta kemikalier eller endast i mycket hog koncentration, vilket gor den
mindre anvandbar. Darfor gjordes forsok dar nagra delar i utforandet varierades, for att hitta
det mest optimala tillvidgagangssattet. Det inkluderar olika forhallanden mellan de tva
plasmiderna som anvéndes, olika celldensiteter i brunnarna, tva alternativa kemikalier till
TCDD och anvandande av serumfritt medium.
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Cellerna transfekterades under varje forsok med tva plasmider — pGud-Luc som som &r kanslig
for AhR och vid aktivering genererar luciferas, samt renilla som fungerar som en konstant
baslinje att kontrollera mot. Initialt anvandes pGud-Luc i férhallandet 3:1 till renilla, men efter
forsoket valdes 9:1 att anvandas i fortsattningen da det sdg mest lovande ut, dven om
skillnaderna inte var sa stora. Transfektionsreagensen som anvandes, XHP respektive FHD,
valdes baserat pa forsok av Lungu-Mitea et al. (opublicerad data) som visade att XHP gav bést
transfektionseffektivitet hos ZFL-celler, och FHD fungerade bast for ZF4-celler utifran de 12
alternativ som testades.

Densiteten av celler som sas ut i brunnarna kan ocksa ha en betydelse for transfek-
tionseffektiviteten. Dock var skillnaderna i vart experiment inte sa stora och tillrackligt tydliga
for att vi skulle anse det meningsfullt att &ndra celldensitet. For att med stérre sdkerhet kunna
uttala sig om vilken densitet som &r bast lampad skulle forsoket behdva upprepas, men det
gjordes inte pa grund av tidsbegransningen.

Aven om TCDD é&r en kind potent ligand till AhR kan receptoraktiveringen variera mellan olika
cellinjer. Darfor valde vi att testa med ytterligare tva kemikalier, benzo(a)pyrene och B-
naftoflavone, for att se om de skulle ge en hogre aktivering av AhR hos ZFL och ZF4. Tyvarr
var sa inte fallet, utan benzo(a)pyrene gav ett liknande svar, medan B-naftoflavone inte alls
tycktes ge nagon aktivering av AhR i nagon av cellinjerna.

Serum som tillsétts till cellmediet har visat sig nédvandigt for att cellerna ska dverleva och
tillvaxa (Collodi et al., 1992), &ven om det inte &r riktigt klart vilka komponenter i serumet som
ar essentiella. Men man har ocksa sett att det i varierande grad kan binda kemikalier och darmed
minska den fria koncentrationen som cellerna utsatts for. | forsék av Hestermann et al. (2000)
blev EC50 vid TCDD -behandling av PLHC-1-celler 20 ganger hogre vid anvéandning av
medium med 10 % kalvserum jamfort med serumfritt medium. Aven PCB visade sig binda till
serumet da EROD-induktion skedde vid lagre koncentrationer nar serumfritt medium anvéndes.
Darfor ville vi testa om anvandandet av serumfritt medium &ven i var metod gav en dkning av
reporteraktiviteten och/eller induktion vid lagre koncentrationer. For att inte paverka cellernas
viabilitet och tillvixt mer &n no6dvandigt anvdndes serumberikat medium fram till
exponeringen, da mediet byttes. Cellerna hade alltsa det serumfria mediet endast i 24 h, och
viabilitetsmatningarna som gjordes parallellt visade ingen signifikant minskad cellviabilitet.
Om man jamfor resultaten utan serum med motsvarande forsék med serum kan vi konstatera
foljande: hos ZFL-cellerna sags inte nagon forbattrad effekt utan serum, varken vid TCDD-
eller B(a)P-exponering. En liten forbattring sags hos ZF4 med TCDD, men nar forsoket
upprepades sags ingen skillnad, utan det tycks ha varit en tillfallighet. Utifran resultaten vi fick
verkar det alltsa som att 5 % (ZFL) respektive 10 % (ZF4) fetalt bovint serum i mediet inte
binder TCDD och benzo(a)pyrene i sa hég grad att det ger en pataglig minskning av
tillgangligheten och upptaget till cellerna i de koncentrationer som anvandes hér.

Tva olika cellinjer fran zebrafisk anvandes i forsoket; ZFL som harstammar fran levern och
ZF4 som dar celler av fibroblasttyp. Da levern &r det organ i kroppen som huvudsakligen tar
hand om och metaboliserar toxiner, hade man kunnat anta att dessa celler i hogre grad skulle
vara bendgna att ta upp kemikalierna som tillférdes och vara kansligare for AhR-aktivering &n
ZF4, &ven om AhR har hittats i de flesta typer av vavnader (Ema et al., 1992; Carver et al.,
1994). Detta bekraftas i nagon man av denna studie, da ZFL hade lite hogre reporteraktivitet
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och visade effekt i lite lagre koncentrationer. Dock var skillnaderna inte jattestora — ZF4
fungerade ocksa bra i vara forsok.

Forutom att testa toxiciteten hos enskilda kemikalier, kan man ténka sig att metoden skulle
kunna anvéndas for tester av vattenprover fran miljon. Fragan ar da om metodens kanslighet ar
tillrackligt hog for att kunna detektera de halter av kemikalier som kan férekomma i sadana
prover. Vid undersokningar av avloppsvatten har man uppmétt halter av TCDD-ekvivalenter
pa upp till 0,36 nM, men &ven under 1 pM och ett spann daremellan (Ma et al., 2005; Mahjoub
et al., 2009; Dagnino et al., 2010; Macova et al., 2010; Reungoat et al., 2010; Mahjoub et al.,
2011). Saledes skulle metoden kunna detektera TCDD-ekvivalenter i kontaminerade
miljoprover om koncentrationen &r tillrackligt hog, men skulle inte ge utslag for laga
koncentrationer. Den skulle alltsa kunna vara anvandbar aven i den typen av miljotester, om
man ar medveten om dess begransningar.

Sammanfattningsvis konstaterar vi att metoden fungerade ungefdr som vantat. TCDD och
B(a)P gav en dosberoende aktivering av AhR som kunde matas med hjélp av luciferas som
producerades i proportion till aktiveringen, tack vare de AhR-kansliga plasmiderna som sattes
in i cellerna. Vi har aven fatt fram varden pa hur kraftig AhR-aktivering som kan forvantas i
dessa celltyper med ovan namnda kemikalier och i vilka koncentrationer den sker.
Cellviabiliteten paverkas inte signifikant i de koncentrationer som anvandes, utom eventuellt i
62,2 nM TCDD. Vi har kommit fram till ett ratio mellan de tva olika plasmiderna som fungerar
bra, 9:1 pGud-Luc:renilla. Samt att anvandandet av 5-10 % fetalt bovint serum i mediet inte har
en signifikant effekt pa resultatet i den har metoden. Vi har dven sett att bada celltyperna som
anvandes, ZFL och ZF4, fungerade bra, men ZFL var lite k&nsligare och troligtvis battre lampad
att anvanda till liknande forsok i fortsattningen. Férhoppningsvis kommer det i framtiden att
bli en godkand metod for att ersatta vissa djurforsok vid testning av kemikaliers toxicitet. Man
kan &ven tdnka sig att anvanda den for testning av vattenprover, bara man ar medveten om att
endast koncentrationer dver 0,34 nM TCDD sannolikt detekteras.
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