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SAMMANFATTNING

Polyklorerade bifenyler (PCB) &r industrikemikalier som borjade framstallas i stora mangder
under 1930-talet. Kommersiellt har PCB varit tillgdngligt som komplexa kemiska blandningar
i bland annat bekdmpningsmedel, farg, plaster och olika elektriska komponenter. PCB ar en
grupp av éver 200 dioxin- eller icke dioxinlika klorerade kolvaten. Den kemiska strukturen gor
PCB hydrofoba och extremt motstandskraftiga mot nedbrytning, vilka darfor klassas som
persistenta organiska fororeningar. Pa miljo- och halsoméssiga grunder borjade sa smaningom
restriktioner inforas i anvandningen pa 1970- och 80-talet, foljt av ett totalforbud for tillverk-
ning och anvandning av PCB i manga lander. Trots detta & PCB fortfarande hogaktuella
miljogifter som i olika halter patraffas i mark och vattendrag, samt i nastan alla levande arter
Over hela jorden. Exponering for PCB exempelvis genom fddan har visat sig vara toxiskt i
manga avseenden, men det &r svart att utréna vid vilka koncentrationer, exponeringstider eller
de exakta mekanismerna bakom observationerna. Bland de negativa hélsoeffekter som PCB
orsakar eller misstanks fororsaka ndmns bland andra hormonella storningar, reproduktions- och
utvecklingsrubbningar samt cancer.

Syftet bakom studien var att undersoka hur PCB126 paverkar den tidiga embryoutvecklingen
in vitro genom att tillsatta PCB126 i mognadsmedium innehallande oocyter fran nétkreatur.
Oocyterna togs ur aggstockar inforskaffade fran ett slakteri. Genom insamling och analysering
av data 6ver mognad, celldelning och embryoutveckling kunde eventuella effekter av expone-
ringen utvarderas. Baserat pa vedertagna morfologiska kriterier delades oocyterna slump-
massigt upp i tre behandlingsgrupper: en med PCB126 16st i dimetylsulfoxid (DMSO) (P), en
med endast DMSO (D) och en kontrollgrupp (C) utan tillsatser i mognadsmediet. Koncentra-
tionerna som anvandes i de forsta tva omgangarna var 10 pg/ml PCB126 och DMSO 1:1, fljt
av 5 pg/ml PCB126 och DMSO 1:1 i de efterfdljande fyra omgéngarna. Exponeringen varade
I 22 timmar under oocyternas mognadsfas. Efter exponeringen under mognadsperioden genom-
fordes fertilisering och embryoodling enligt rutinprotokoll. Studien bestod av sex separata
omgangar innehallande totalt 729 stycken oocyter och genomfordes under oktober manad 2019.
Utvarderingen bestod av fixering och karnfargning av totalt 408 stycken embryon och oocyter.
Sambandet mellan behandling och utfall berdknades med logistisk regression (95 % konfidens-
intervall) och p-varden <0,05 ansags vara signifikant.

Trots att ingen signifikant skillnad kunde pavisas gallande andel utvecklade blastocyster,
blastocyststadie eller -kvalitet grupperna emellan, visade sig antalet cellk&rnor och cykler i
grupp P vara signifikant lagre an i grupp D (p <0,05) efter karnfargning. Ingen signifikant
skillnad mellan grupp C och D kunde pévisas. Aven antalet embryon som delat sig mer an en
gang var signifikant lagre i grupp P (p <0,005), men &ven i grupp C (p <0,00005) jamfort med
grupp D (oddskvot (OR) = 0,58 respektive 0,43). Celldelningen 44 timmar efter fertilisering
var i grupp C signifikant l&gre (p <0,001) jamfort med grupp D (OR = 0,5). Ingen signifikant
skillnad sags mellan grupp P och D. Sammantaget verkar det finnas tecken pa att PCB126 kan
ha negativa effekter pa tidig embryonal utveckling in vitro, vilket 6verensstammer med radande
vetenskaplig konsensus. Toxiciteten verkar delvis harréra fran olika endokrinstdrande
processer, men fler studier behdvs pa olika PCB och PCB-blandningar for att tydliggora de
specifika mekanismerna bakom observationerna.



SUMMARY

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are industrial chemicals which first started to be produced in
large quantities during the 1930s. Commercially, PCBs have been available as complex
chemical mixtures in pesticides, paints, plastics and various electrical components. PCBs are a
group of over 200 dioxin or non-dioxin like chlorinated hydrocarbons. The chemical structure
makes PCBs hydrophobic and extremely resistant to degradation and therefore, they are
classified as persistent organic pollutants. On environmental and health grounds, restrictions in
its use began to be introduced in the 1970s and 1980s, followed by a total ban on the
manufacturing and usage of PCBs in many countries. Alas, PCBs are still vastly present
environmental toxins found at various levels in soil and waterways, as well as in almost all
living species on earth. Exposure to PCBs, for instance through food, has proven to be toxic in
many respects, but it is difficult to ascertain at what concentrations, exposure times or the exact
mechanisms behind these observations. Among the adverse health effects that PCBs cause or
are suspected to cause are endocrine, reproductive and developmental disorders and cancer.

The purpose of this study was to investigate how PCB126 affects bovine early embryonic
development in vitro by adding PCB126 during oocyte maturation. The egg cells were collected
from ovaries obtained from an abattoir. By collecting and analyzing data on maturation, cell
division and embryo development, effects of the exposure could be evaluated. Based on
recognized morphological criteria, the egg cells were randomly divided into three treatment
groups: one with PCB126 and dimethyl sulfoxide (DMSO) (P), one with DMSO (D) and a
control group (C) with standard maturation medium. The concentrations used for the first two
rounds were 10 pg/ml PCB126 and DMSO 1:1, followed by 5 pg/ml PCB126 and DMSO 1:1
for the subsequent four rounds. Exposure lasted for 22 hours during the oocyte’s maturation
phase in vitro. After exposure, fertilization, embryo culture and evaluation were performed
according to standardized protocols. This study consisted of six separate batches containing a
total of 729 bovine oocytes and was conducted during October 2019. Of these, a total of 408
embryos derived. These were fixated and stained with a nuclear dye. The relationship between
treatment and outcome was calculated by logistic regression (95 % confidence interval) and p-
values <0,05 were considered significant.

Although no significant difference could be detected in the proportion of developed blastocysts,
blastocyst stage or quality between the groups, the number of cell nuclei and cycles in group P
was found to be significantly lower than in group D (p <0,05) after nucleus staining. No
significant difference between groups C and D could be detected. The number of embryos
divided more than once was also significantly lower in group P (p <0,005), but also in group C
(p <0,00005) compared to group D (Odds ratio (OR) = 0,58 and 0,43, respectively). Cell
division 44 hours after fertilization in Group C was significantly lower (p <0,001) compared to
group D (OR = 0.5). No significant difference was seen between groups P and D. In summary,
there appears to be evidence that PCB126 could cause adverse effects on early embryonic
development in vitro, which is consistent with the current scientific consensus. The toxicity
seems to be partly due to different endocrine disrupting processes, but more studies are needed
on different PCBs and PCB mixtures to clarify the specific mechanisms behind these
observations.
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INTRODUKTION

Polyklorerade bifenyler (PCB) ar en grupp organiska kemikalier som sedan 1930-talet tillverkats
i stora mangder och anvants inom industrin i en méngd olika applikationer. Pa grund av miljo-
, och halsomassiga skal forbjods tillverkning och anvandning av PCB i manga lander under
1980-talet. Dessvéarre forekommer PCB fortfarande i miljon till f6ljd av sin kemiska stabilitet
och affinitet for hydrofobiska organiska kroppar, som lipider, och klassas darfor som persistenta
organiska fororeningar (Siracusa et al., 2017; Pedersen et al., 2016; Vorkamp, 2016). Grund-
strukturen for PCB bestar av en till tio kloratomer bundna till en bifenyl, och namngivningen
sker utifran kloreringsgrad och positioner, eller med ett systematiskt nummer (#1 till #209). De
flesta ar lukt- och fargldosa kristaller (Robertson, 2001). PCB delas in i tva kategorier, dioxinlika
eller icke-dioxinlika, beroende pa dess molekylstruktur. PCB126 &r det mest toxiska dioxinlika
PCB-preparatet (Lindell, 2012; Bhavsar et al., 2008).

Aven om bakomliggande mekanismer inte ar fullt utredda kan exponering fér PCB ge upphov
till, eller misstanks fororsaka, en mangd olika sjukdomstillstand hos bade djur och ménniskor
(Zhang et al., 2012; Schecter et al., 2006; Pocar et al., 1999; Krogenas et al., 1998). Reproduk-
tionsstorningar som farreantal graviditeter och tkade antal missfall ar nagra namnda exempel
(Golub et al., 1991; Arnold et al., 1990; Barsotti et al., 1976). Ar 2015 uppklassade dessutom
International Agency for Research on Cancer (IARC) PCB som cancerogent for manniskor
(Zani et al., 2017). De cancerogena effekterna ar dock fortfarande omtvistade (Naturvards-
verket, 2017; Zani et al., 2017; Renner, 1999).

Utvecklingstoxikologiska studier har traditionellt sett ofta utévats pa gnagare in vivo, vilket har
visat sig vara en samre modell dn oocyter fran notkreatur dar likheterna rérande aggcells-
mognad och tidig embryonalutveckling ar mer lik manniskans (Santos et al., 2014). Fa studier
har gjorts pa ndtembryon in vitro for att undersoka toxiciteten av olika PCB, men i en jamforbar
studie (Krogenas et al., 1998) fastslogs att andelen utvecklade blastocyster var lagre i samtliga
koncentrationer innehallande PCB126.

Med detta projekt avsags att in vitro undersoka hur PCB paverkar den tidiga embryoutveck-
lingen hos notkreatur genom att tillsatta PCB126 under dggcellsmognadsperioden. Hypotesen
var att PCB126 skulle paverka dggcellsmognad och embryoutveckling negativt jamfort med en
positiv och en negativ kontrollgrupp. Deskriptiva data 6ver mognad, celldelning och embryo-
utveckling samlades in, och information om i vilket utvecklingsstadium utvecklingen avstannat
efter exponeringen utvarderades.



LITTERATURSTUDIE
Bovin oocyt- och embryoutveckling

Utvecklingen av den honliga konscellen, oocyten (aggcellen), sker genom en lang rad handelser
fran differentieringen av oogonia (diploida stamceller) redan i de fetala aggstockarna, till den
mogna oocyten precis innan ovulation.

Oocytens tidiga utveckling i aggstocken

Follikeln (4ggblasan) &r den funktionella enheten i dggstocken hos notkreatur och dar sker
mognaden av oocyten under inflytande av k&nshormoner som steroida Ostrogener och
testosteron, samt peptidhormon som inhibin. Trots att det kan finnas hundratusentals primor-
dialfolliklar (tidiga aggblasor) innehallande omogna oocyter i dggstockarna hos en kvigkalv,
kommer inte mer an runt tre hundra ovulationsdugliga oocyter mogna under en livstid.
Aggstockarna har differentierats nar embryot i livmodern endast ar 41 dagar gammalt. Vid 45
dagar borjar primordialkdnsceller, den s.k. &ggreserven, att differentieras till oogonia i
aggstockens bark och cellerna tappar da sin rérelseformaga, manga organeller och blir rundare
till formen. Dessa kdnsceller borjar i sin tur efter 35 dagar att uppférokas genom mitos
(celldelning) (Gordon, 2003). Mitoscyklerna pagar under flera manader innan fodseln och
resulterar i s& manga som tva miljoner konsceller per individ, varav endast kring 5 % kvarstar
vid fodseln (Picton, 2001). Efter mitoscyklerna inleds meiosfasen som i slutdndan leder till den
fardigutvecklade &ggcell som ar redo att ovulera. Under meiosfasen differentierar oogonier till
primara oocyter genom att dela sig i tva och pa sa satt reducera sin diploida kromosom-
uppséttning (2n) till haploid (n) (Gordon, 2003).

Follikulogenesen

Initieringen av meios sammanfaller med follikulogenesen. Follikulogenes (se figur 1) ar
processen dar follikeln mognar under separata tillvaxtfaser. Det finns tre stadier i follikel-
utvecklingen: ickevaxande (primordialfolliklar), vaxande (preantralfolliklar), och antral-
folliklar vilka skiljer sig at i storlek och i sin respons pa hormon. Samtliga ar urskiljbara redan
i den fetala dggstocken (Gordon, 2003).
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Figur 1. Follikulogenesens tillvaxtfaser (Gordon, 2003 fig. 2.11. Modifierad av Oskar

Eriksson).
Primordialfollikeln bestar av en oocyt omsluten av nagra fa platta granulosaceller som
uppforokas och blir kubformade under mognaden, och Gvergar till en primarfollikel med en
basallamina utvandigt. Nér granulosacellerna mangdubblats och omsluter oocyten i flera lager
benamns den preantral, eller sekundarfollikel, som ytterst utlinjeras av thecaceller. Bada cell-
typerna ar delaktiga i att producera 6strogen, men granulosacellerna forser d&ven oocyten med
naring och bildar ett skyddande icke-cellulart hélje — zona pellucida.

Oocytens slutliga utveckling i aggstocken

Slutligen bildas ett halrum (antrum) av vétska inuti follikeln vilket kdnnetecknar utvecklingen
av en antralfollikel (Krisher, 2013). Follikulogenesen hos nétkreatur tar uppskattningsvis
mellan 80-100 dagar (Britt, 1992). Det hormonella samspelet under den prenatala utvecklingen
ar inte fullstandigt beskrivet, men koncentrationen av follikelstimulerande hormon (FSH),
luteiniserande hormon (LH) och Gstrogen, samt uttrycket av dess receptorer spelar stor roll for
follikelutvecklingen (Gordon, 2003). Den slutliga mognaden av follikeln sker under 6strus-
cykeln. Adenohypofysen utsondrar gonadotropinerna FSH, vilket gor att follikelceller
prolifererar och differentierar, och LH som initierar framatskridandet av oocytens meios och
ovulering (Krisher, 2013). Under inverkan av cykliskt stigande nivaer av FSH utvecklas
gonadotropinresponsiva folliklar till gonadotropinberoende folliklar. Dessa folliklar har ett
hogre troskelvarde for FSH gentemot sina foregangare, och fran dem kommer en eller flera
potentiella ovulatoriska folliklar mogna vilka i sin tur producerar tillrackligt med 6stradiol och
inhibin for att slutligen hamma FSH. Nér effekten av FSH hammas kommer de aterstaende
gonadotropinberoende folliklarna att ga i atresi (tillbakabildas), samtidigt som en ny grupp
forhindras att utvecklas fran de gonadotropinresponsiva folliklarna. Vid denna tidpunkt kan ett
av foljande tva scenarion intraffa: Vid forekomsten av en aktiv gulkropp produceras
progesteron som bland annat hdmmar FSH vilket forhindrar den foljande &gglossningen, och
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en s.k. icke-ovulatorisk vag uppstar. Om gulkroppen vid tillfallet har tillbakabildats foljer
istallet en ovulatorisk vag, vilket betyder att dominanta folliklar ovulerar under FSH-vagen nar
estradiol och LH nar maximala varden (Scaramuzzi et al., 2011). Den dominanta follikelns
oocyt ar omgiven av ett moln av differentierade granulosaceller, s.k. cumulusceller, vilka
tillsammans bildar ett cumuluscell- oocyt-komplex (COC) (Gordon, 2003).

Befruktning och den tidiga embryonala utvecklingen

Né&r en spermie penetrerat zona pellucida och 6verfort sina kromosomer till den haploida
oocyten bildas en fullstandig diploid cell, en zygot, med potential att genom vidare celldelning
och differentiering utvecklas till ett embryo (Reece, 2015). En essentiell handelse som intraffar
kring 8-cellstadiet hos not ar embryonal genaktivering. Embryot innehaller fran befruktningen
moderliga mMRNA- och makromolekyler i tillrdcklig utstrdckning for att driva transkription
(RNA-syntes) och translation (proteinsyntes) under de forsta fa celldelningarna, men allt
eftersom dessa naturligt degenererar ar den fortsatta utvecklingen helt beroende av nyproduce-
rade erséttare. Denna évergang fran moderlig till embryonal kontroll 6ver transkription och
translation kallas pa engelska maternal to embryonic transition (MET) (Madan, 2011). Under
MET sker tva morfogenetiska forandringar i embryot innan det vidhéftar till livmodervéaggen -
kompaktering, foljt av kavitation. Vid kompaktering bildas i slutet av 8-cellsstadiet en kompakt
cellular massa, en morula, som till slut bestar av 16-32 odifferentierade celler (se figur 2, nr 3).
Kavitationen &ger rum tiden efter (figur 2, nr 4), och kulminerar i formationen av en blastocyst
(figur 2, nr 6) efter 6-8 dagar (Reece, 2015; Madan, 2011).

Figur 2. Mikroskoperingsbilder tillsammans med schematiska bilder 6ver den tidiga embryonalutveck-
lingen. 1: 2-cellstadie, 2: 4-cellstadie, 3: 8-cellstadie (6verst) samt morula (nederst), 4: blastocyst, 5:
expanderande blastocyst, 6: expanderad blastocyst, 7: blastocyst under klackning, 8: klackt blastocyst
(Sjunnesson, Y., med tillstand).

Blastocysten bestar av en inre cellmassa (ICM), vars celler utgor sjalva fostret, och ett yttre
lager av trofoblastceller som blir den fetala delen av placenta (Madan, 2011). Allt eftersom
blastocysten véaxer tunnas zona pellucida ut for att slutligen spricka (figur 2, nr 7), vilket
resulterar i en klackt blastocyst (figur 2, nr 8) (Sjaastad et al., 2016). Klackningen ur zona
pellucida leder till att blastocysten expanderar patagligt i storlek och mojliggor for blastocystens



vidhaftning till livmodervéaggen (Gordon, 2003). Genom att producera och utséndra interferon
tau forhindrar blastocysten att gulkroppen tillbakabildas genom att lokalt hdmma utséndringen
av prostaglandin F2a frdn livmodslemhinnan. Interferon tau tros dven framkalla frimjande
miljoforandringar i livmodern tillsammans med progesteron fran gulkroppen. Sammantaget
resulterar blastocystens vidhaftning tillsammans med de olika endokrina samspelen i sa kallad
maternal recognition of pregnancy, d.v.s. fysiologiska signaler pa draktighet utan vilket
vidareutvecklingen av embryot vore omdjligt (Roberts, 2007). Tiden fran befruktning tills att
vidhéaftning sker tar hos notkreatur ca 30 dagar (Madan, 2011).

Att efterlikna in vivo-forh&llanden under in vitro-studier

Under forsok med embryoodling in vitro ar malet att uppna ratt forutsattningar genom att
forsoka imitera fysiologiska forhallanden pa ett optimalt satt. Embryoproduktion in vitro (IVP)
bestar av en trestegsprocess innehallande oocytmognad (IVM), oocytfertilisering (IVF) samt
embryoodling (IVC). De flesta studierna avslutas i morula-, blastocyst- eller klackt blastocyst-
stadium vilket intr&ffar ungeféar 7 till 8 dagar efter befruktning. Orsaken ar att det ar i detta
stadium Overforing till ett varddjur eller fryspreservering sker, och att det in vitro inte &r vanligt
med system som kan mojliggora fortsatt normal utveckling efter klackning. Anledningen ar att
utvecklingen fram till blastocyststadiet delvis & autonom (behdver t.ex. ingen kontakt med
livmodern), medan senare utveckling uteslutande styrs av maternella faktorer (Krisher, 2013).
Det finns i dagslaget fortfarande flera utmaningar associerade med I\VP. Varierande oocyt-
kvalitet, suboptimal mediumsammanséttning samt hogre exponering for oxidativ stress och
reaktiva syreforeningar vilka kan skada eller forhindra vidareutveckling av cellerna ar
svarigheter som maste beaktas (Krisher, 2013; Madan, 2011). Effektivitetsmassigt mognar i ett
optimalt system ungefar 90 % av omogna oocyter fran folliklar in vitro, ca 80 % av dessa
befruktas och genomgar minst en celldelning, men endast 30-40 % av dessa nar
blastocyststadiet (Krisher, 2013).

Polyklorerade bifenyler, PCB

Polyklorerade bifenyler (PCB) ar industrikemikalier som kemiskt tillhdr gruppen klorerade
kolvaten. De flesta ar lukt- och farglosa kristaller bestaende av en till tio kloratomer bundna till
bifenyl. Tillverkningen av PCB borjade under 1930-talet kommersiellt som komplexa
blandningar for bruk inom en rad olika anvandningsomraden som elektrisk isolering, varme-
ledningsvatskor, hydraulvétskor, smdrjmedel, och som tillsatser i bek&mpningsmedel, férg,
bindemedel, tdtningsmedel och i plaster (Robertson, 2001). De flesta producenter minskade
eller stoppade produktionen helt under 1970-talet da restriktioner och forbud infordes.
Emellertid aterfinns hdga nivaer av PCB fortfarande i miljon i jordman, vattendrag, vatten-
levande djur, daggdjur och méanniskor over hela vérlden (Zhang et al., 2012). 1978 forbjod
Sverige anvandningen av PCB i nya produkter, vilket sedermera skarptes sa att all anvandning
totalforbjods ar 1995 (Naturvardsverket, 2017).

PCB och andra dioxin eller dioxinlika kemikalier &r oerhort motstandskraftiga mot saval fysisk,
kemikalisk som enzymatisk nedbrytning (Zhang et al., 2012) vilket gor dem till svarhanterliga
persistenta miljoféroreningar (Bourez et al., 2012). En nyckelegenskap ar dess fettloslighet,
vilket leder till att PCB tas upp och bioackumuleras i fettvaven hos levande organismer. Pa sa
sétt stiger halten ju hogre upp i ndringskedjan organismen ar positionerad (Petriello et al.,
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2018). Dessa organiska fororeningar har visat sig ha manga olika skadliga effekter pa djurs och
manniskors hélsa kopplade till bland annat kardiovaskular sjukdom, diabetes och fetma (Bourez
et al., 2012). Dioxin och dioxinlika &mnen som PCB ger &ven upphov till en méangd
neurologiska, immunologiska, metabola, utvecklings- och reproduktionsstorningar hos bade
djur och manniskor som exponerats (Zhang et al., 2012), delvis pa grund av att likna vissa
kroppsegna hormoner (Schecter et al., 2006; Pocar et al., 1999) och genom att verka som
agonister eller antagonister paverka syntesen av hormoner, uttrycket av receptorer och deras
affinitet (Krogenaes et al., 1998). PCB kan exempelvis ha en 0strogen eller antiéstrogen effekt
beroende pa dess kemiska struktur (Kraugerud et al., 2010; Waller et al., 1995; Safe, 1994).
Dess cancerogena effekter ar begransat beskrivna, svarutredda och fortfarande omtvistade
(Naturvardsverket, 2017; Zani et al., 2017; Renner, 1999), men 2015 uppklassade International
Agency for Research on Cancer (IARC) PCB som “cancerogent for manniskor” fran det
tidigare “troligen cancerogent for ménniskor” (Zani et al., 2017).

cl cl PCB klassas in i en av tva kategorier beroende pa dess
strukturella, kemiska och fysiologiska egenskaper —
dioxinlika och icke dioxinlika. PCB126 (se figur 3)
tillhor den dioxinlika gruppen och har den hdgsta
relativa toxiciteten bland PCB, TEF=0.1 (Zhang et al.,
cl 2012). Jamforelsevis har PCB169, den ndst mest potenta
Figur 3. Strukturformel PCB126 i familjen, mindre &n en tredjedel av PCB126s relativa
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)  yoyicitet. De dioxinlika antar en plan struktur vilket i
egenskap av toxicitet verkar genom samma mekanism
som polyklorerade dibensodioxiner/ dibensofuraner (PCDD/F). PCB éar allméant nagot mindre
hydrofoba an PCDD/F, men likt PCDD/F ar de med fler kloratomer generellt mer hydrofoba
(Naturvardsverket, 2013). De tolv dioxinlika PCB har tilldelats specifika Toxic Equivalence
Factors (TEF) av World Health Organization (WHO), vilka indikerar deras dioxinlika toxicitet
I jamforelse med 2,3,7,8-Tetraklordibenso-p-dioxin (TCDD), TEF=1. TEF dr ett index
framtaget pa 1980-talet med syftet att enkelt jamfora toxiciteten bland dmnen inom
dioxinfamiljen och anvénder TCDD, det mest toxiska dioxinpreparatet, som referensstandard
(TEF=1) (Bhavsar et al., 2008). TEF é&r till storsta delen grundat i &mnenas affinitet till AhR
(aryl hydrocarbon receptor), en vanlig transkriptionsfaktor i cellkdrnan (Zhang et al., 2012;
Kraugerud et al., 2010; Bhavsar et al., 2008). Toxiciteten hos dioxiner och dioxinlika &mnen
tros ha sitt ursprung genom aktiveringen av denna receptor, &ven om foljderna nedstréms inte
ar fullt utredda (Zhang et al., 2012; Kraugerud et al., 2010). Hog affinitet och ihallande
aktivering av AhR pa grund av langsam nedbrytning tros vara bidragande orsaker till den méangd
olika organ- och artberoende sjukdomstillstdnd som uppstar (Zhang et al., 2012). Trots sitt
relativt lilla bidrag i olika PCB-blandningar viktmassigt, sa ar den toxiska potensen hos PCB126
det framsta bidraget till toxiciteten i dessa blandningar (Schmitz et al., 1996).

cl cl

Forekomst i manniskokroppen

Pa grund av industriell tillverkning, anvandning samt som direkt och indirekt avfall har PCB
spridit sig i miljon och via nédringskedjan bioackumulerats. Ménniskan, givet sin position i
toppen av naringskedjan, exponeras huvudsakligen genom intag av kontaminerade livsmedel
som fisk, kott, mjolk och mjolkprodukter (Hardell et al., 2010). F6roreningarna har hittats i nast
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intill alla marint levande djur- och véxtarter, daggdjur, samt faglar och deras dgg. De som
arbetat inom PCB-produktion eller dess anvandningsomraden kan ha exponerats i storre
méangder genom inhalation av gaser eller direkt hudkontakt (Robertson, 2001).

Foérekomsten av olika typer av PCB i bland annat serum, fettvav och brostmjolk har analyserats
pa flera befolkningsgrupper runt om i varlden (Sun et al., 2011; Hardell et al., 2010; Park et al.,
2007; Soechitram et al., 2003). | en svensk studie uppmattes i medeltal 574 ng PCB per gram
fett (prover fran fettvav och blod). Dessutom tydliggjordes i samma studie en signifikant hogre
koncentration av PCB i fettvavnad i jamforelse med mangden i blod (Hardell et al., 2010). |
andra studier har berékningarna istéllet utforts med Toxic Equivalent (TEQ) baserat pa WHO’s
framtagna Toxic Equivalence Factors (TEF) namnt ovan. | en studie pa brostmjolk i norra Kina
sags 6kade halter av PCB nar prov tagna 2007 jamfordes med prov fran 2002 (Sun et al., 2011).
Motsatt trend visades i en studie pa svenska kvinnor av Hardell et al. (2010) dar koncentrationen
istallet minskade mellan prov tagna under perioden 1993-2007, troligtvis pd grund av
restriktioner och férbud mot anvéndningen i vastvérlden. Totala halter av PCB som uppmatts i
follikelvétska var hos nétkreatur 3,05 ng/ml (Kamarianos et al., 2003), och hos ménniska 1,22
ng/ml (Bloom et al., 2017) i medelvarde, vilket antyder att PCB dver tid ackumuleras &ven dar.
I en svensk studie (Lignell et al., 2009) var medelvérdet av PCB126 i brostmjolk 44 pg per
gram fett fran modrar i Uppsala mellan 1996-2006. Trenden over tid visade pa minskade halter.

PCB och reproduktion

PCB kan paverka fertiliteten negativt hos bade djur och manniskor (Pocar et al., 2006; Axmon
et al., 2004). PCB ar ett hormonellt aktivt &mne (Law et al., 2005), och har associerats med
bland annat paverkan pa menstruationscykeln hos kvinnor (Mendola et al., 1997), handelser av
spontana aborter (Gerhard et al., 1998) samt storningar i bade fertilitet och embryoutveckling
(Santos et al., 2014). | studier utférda pa djur ses farre antal draktigheter samt 6kade antal
aborter efter oralt PCB-intag (Golub et al., 1991; Arnold et al., 1990; Barsotti et al., 1976).
Forskningsresultaten ar i flera fall dven icke-konklusiva eller tvetydiga (Yang et al., 2008; Toft
et al., 2004; George et al., 1988) av orsaker som exempelvis matmetoders individuella kanslig-
het, tidpunkten for matningen och interaktionen kemikalier emellan, vilket gor det svart att dra
slutgiltiga slutsatser fran exponeringsstudier in vitro. Manga resultat har ocksa demonstrerats i
laboratoriemiljo med exponeringar langt 6ver de faktiska exponeringarna uppmatta i olika
populationer (Toft et al., 2004; George et al., 1988). | en in vitro studie (Krogengs et al., 1998)
med no6toocyter som modell studerades effekten av PCB126 i mognadsmedium med
koncentrationerna 1,006 pg/ml, 10,6 pg/ml samt 100,6 pg/ml. | den studien framkom att
méangden utvecklade blastocyster var lagre vid samtliga behandlingar med PCB126 jamfort med
kontrollgruppen, och oocytmognaden l&gre i den hégsta koncentrationen av PCB126.

Oocyter fran notkreatur som studiemodell

For nérvarande &r studier inom reproduktionstoxikologi likt de flesta studier mest tillforlitliga
da de utforts pa levande forsoksdjur. En modernare metod som foreslagits vara ett vardefullt
alternativ till djurférsok inom reproduktionstoxikologi ar forsok dar man anvéander oocyter fran
notkreatur. Oocyter fran nét har anvénts i ett flertal studier och laboratorier som en modell for
humana oocyter under IVM, IVF och IVP (Tessaro et al., 2015; Beker van Woudenberg et al.,
2012; Luciano et al., 2010). Utvecklingstoxikologiska studier in vivo utévas traditionellt ofta
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pa gnagare vilket har visat sig vara en svagare djurmodell for att dra paralleller till human
reproduktion i och med skillnader i oocytmognaden och sjélva fertiliseringen. Gris- och
ndtmodeller har visat sig ha fler likheter med en human modell i jamforande aspekter som
oocytmognad, -storlek och tiden fram till blastocyststadium. Dessutom finns stora likheter i
embryoutvecklingen, -metabolismen, draktighetsldéngden och den anovulatoriska perioden hos
notkreatur och ménniska. Djurforsok in vivo kan emellertid inte helt elimineras annu, men
modellerna fungerar i manga fall som ett vardefullt och tillforlitligt alternativ. Om oocyterna
dessutom kommer fran &ggstockar tagna under slakt i livsmedelskedjan efterlevs principerna
om 3R” (replacement, reduction and refinement: ersatta, minska och forbéattra) (Santos et al.,
2014) eftersom inga djur avlivats enbart i forsokssyfte.



MATERIAL & METODER
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Figur 4. Schematisk Gversikt Gver arbetsgangen. in vitro-mognad (IVM), in vitro-fertilisering (IVF), in
vitro-odling (IVC).

Utforande

Val av metod samt utforandet ar baserat pa, och i enlighet med de standardiserade protokoll
som finns beskrivna for IVP (Abraham et al., 2012), med undantaget att kommersiellt
tillgdngliga media anvéndes istéllet for egenframstéllda. Egentillverkade media anvéndes
endast vid oocytinsamling, forflyttning och tvéttning (”Sékmedium”). Studiedesignen beskrivs
oOversiktligt i figur 4.

Kommersiella produkter

All media som anvéndes i forsoket tillhandahélls av IVF Bioscience® (Falmouth, England,
UK) om inget annat angivits. All media lagrades i kyl och forbereddes i inkubator med
uppvarmning och gasning till 38,5°C och 5,5 % CO2 under minst tva timmar innan anvandning.
Undantagen ar Sékmedium och Semen Prep® som endast varmdes i varmeskap under normala
atmosfarsforhallanden. Sokmedium tillreddes pa plats (se tabell 1), och tillhandaholls saledes
inte av IVF Bioscience®. De brunnar och skalar som anvandes tillhandahélls av Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). For IVM, IVF och IVC anvandes fyrbrunnsskalar
(Nunc™ #179830). For sok, forflyttning och tvatt av oocyter och embryon anvandes petriskalar
(Nunc™ #150270, 150255).

Oocytinsamling

Aggstockar fran kor och kvigor samlades in fran ett slakteri, forvarades i uppvarmd 0,9 % NaCl-
l6sning i en forsluten behallare och transporterades till laboratoriet inom 4 timmar i varmebox.
Temperaturen i behallarna holls nagot under kroppstemperatur for att forhindra oocyternas
mognadsprocess i folliklarna under transporteringen, och varierade vid ankomst mellan 28—
32,5°C. Under insamlingen fran livsmedelskedjan uteslots inga individer pa grund av alder eller
ras. Aggstockarna skoljdes vid ankomst i forvarmd 0,9 % NaCl-losning och flyttades till en ny
behallare med 0,9 % NaCl-lésning uppvéarmd till 35°C. Cumulus-oocyte-komplex (COCs) s6gs
ut med 10 eller 20 ml-spruta och 18G kanyl fran folliklar i storleksordningen 3-10 mm, vilka



overfordes till forvarmda samlingsror innehallande sokmedium (se sammansattning nedan).
Dessa ror holl dnskad temperatur med hjélp av en varmeplatta (37°C) under hela prepareringen.
Overflodig follikelvitska avlagsnades och oocyterna och resterande vétska lades i en forvarmd
60 mm TC-skal innehallande sokmedium dar lokalisering och urval av lampliga oocyter gjordes
under ljusmikroskop. Urvalet baserades pa en vedertagen klassificering av oocytens morfologi,
graderat 1 — bra, 2 — eventuellt anvandbar och 3 — ej anvandbar (Hawk & Wall, 1994). For
denna studie inkluderades endast COCs av grad 1-2.

Randomisering & behandling

Efter urvalet indelades samtliga COCs slumpmassigt in i tre lika stora och morfologiskt lika
grupper innehallande 27-45 (x = 38) COCs vardera; en behandlingsgrupp (P) med PCB126 I6st
I dimetylsulfoxid (DMSO) tillsatt i mognadsmediet, en grupp med endast DMSO (D), samt en
kontrollgrupp (C) utan tillsatser i mognadsmediet. Da antalet och kvalitet av dggstockar fran
slakteriet varierade, varierade aven det totala antalet COCs i olika omgangar. Forhallandet
mellan oocyter av grad 1-2 varierade dven naturligt inom aggstockarna i de olika omgangarna.
Studien bestar av data insamlat fran totalt sex separata omgangar, samtliga genomforda under
oktober manad 2019. Totalt ingick 729 COCs i forsoket.

Sokmedium

S6kmedium (tabell 1) anvandes som férvaringsmedium vid utsugning av oocyter fran folliklar,
som tvattmedium vid forflyttning och vid sdékning och uppdelning av COCs efter utsugning.
Sékmedium tillreddes veckovis lokalt i laboratoriet. Osmolaritet och pH kontrollerades och
justerades vid behov till 290-300 mOsmo samt 7,2—7,3 respektive. Mediet filtrerades sedan
genom en filtreringsenhet med 0,2 um porstorlek och forvarades i kyl (4°C). Minst tva timmar
innan anvandning forvarmdes I6sningen i varmeskap (38°C) under normala atmosfarsfor-
hallanden.

Tabell 1. Sammansattning sokmedium. Ingredienser fran Sigma Aldrich, Stockholm, Sverige.

Reaktant Koncentration #Sigma
TCM199 (Tissue Culture Medium 199) + - M7528
Hepes

Albumin, bovine, 96-99 %, BSA (fraction V) 0,2 % wiv A3311
Gentamicin stock (Gentamicin Sulfate salt) 50 pg/ml G1264

In vitro mognad (IVM)

BO-IVM®-medium anvandes under oocytmognad in vitro, efter att insamling, randomisering
och férdelning av COCs i de olika grupperna P, D och C utférts. Under mognadsfasen tillreddes
och tillsattes PCB126 (10 pg/l) samt DMSO (0,1 %) (forhéllande 1:1) spddd med BO-IVM®
till en koncentration pd 10 pg/ml i de tvé forsta forsoksomgangarna. Fran och med omgéang 3
till och med 6 tillsattes PCB126 i en ldagre dos (5 pg/ml) i forséksgruppen (P). DMSO iér ett
polart aprotiskt 16sningsmedel som anvandes for att fa en mer homogen l6sning av PCB126 i
forsoksgruppen (P). For att kontrollera och utesluta eventuella effekter av DMSO pa embryo-
utvecklingen tillsattes samma mangd som i férséksgruppen (P) till en egen grupp (D). |
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kontrollgruppen (C) anvéandes endast det kommersiella mognadsmediet BO-1VM® utannagon
tillsats. Oocyterna forvarades i mognadsmediet under 22 timmar i inkubator (38,5°C, 5,5 %
COy) innan fertiliseringen padbdrjades. Som ett subjektivt matt pd COC-expansionen gjordes en
kontroll av denna 22 timmar efter mognadens borjan. Beddmningen av hur homogent cumulus-
cellerna omsl6t oocyten var antingen god (lucker och jamn férdelning av cumuluscellerna) eller
mindre god (tat och/eller ojamn férdelning av cumuluscellerna).

In vitro fertilisering (IVF)

Efter 22 timmar i mognadsmedium fertiliserades oocyterna med spermier fran en tjur med
konstaterad fruktsamhet bade in vivo och in vitro. Vid fertiliseringen in vitro forflyttades
oocyterna till nya brunnar innehallande BO-IVF®-medium. BO-SemenPrep®-medium
anvandes vid preparering av spermier. 250 pl-stran med sperma forvarat i flytande kvéve
tinades hastigt i l[jummet vatten (35°C), tillsattes i 1 ml BO-SemenPrep® och centrifugerades
under 5 minuter vid 328xg i tvd omgangar (Sorvall ST 8 centrifuge, Thermo Scientific
Instruments Co, Ltd, Jiangsu, P.R. China). Overflodig vitska avldgsnades med pipett mellan
omgangarna. Den kvarvarande dosen med spermier, ca 100 pl, spaddes med 350 pl BO-IVF®.
Spermiekoncentrationen beraknades med en Burkerkammare, justerades och tillsattes till varje
grupp sé att spermiekoncentrationen i brunnen blev 2x10° spermier/ml medium. Spermiernas
motilitet kontrollerades i mikroskop bade efter upptining, centrifugering samt efter tillsattning
till brunnen innehallande oocyterna och BO-IVF®. Oocyterna forvarades i fertiliseringsmediet
under 22 timmar i inkubator (38,5°C, 5,5 % CO2) innan forflyttning.

In vitro embryoodling (IVC)

Forflyttning av presumtiva zygoter och embryon fran BO-IVF® inleddes med en kontroll av
forekomsten av levande spermier. Samtliga oocyter pipetterades upp gruppvis till ett 15 ml
centrifugeringsror innehallande 1 ml skmedium och skakades i en vortex under en minut i tva
omgangar for att avlagsna resterande spermier och cumulusceller kring oocyterna. Efterat
tvattades och raknades oocyterna i sokmediet for att sedan forflyttas till nya fyrbrunnsplattor
innehallande BO-IVC® tackt med Oil®-olja for att forhindra avdunstning i nasta inkubator
med atmosfarsforhallandet 38,5°C, 5,5 % CO2och 5,5 % O2.

Utvardering av utvecklingsstadier

44 timmar efter fertilisering kontrollerades celldelningen okulért med hjélp av ljusmikroskop.
Parametrar som analyserades var andelen delade embryon, samt andelen embryon som delat sig
mer dn en gang vid undersokningstillfallet. Dag sju och atta efter fertilisering utvarderades
blastocystutvecklingen med hjélp av ljusmikroskop. Totalantalet embryon rdknades i samtliga
grupper och klassificerades individuellt som tidig blastocyst (blastocyst innehallande minst 25
% halrum), blastocyst med over 50 % halrum, expanderande eller expanderad blastocyst,
samt blastocyst under klackning (ej intakt zona pellucida) eller klackt blastocyst (frigjord ur
zona pellucida). Embryokvaliteten beddmdes och graderades okulart med ljusmikroskop fran 1—
4 baserat pa morfologiska kannetecken, Grade 1: Excellent or good, Grade 2: Fair, Grade 3: Poor
och Grade 4: Dead or degenerated, allt enligt riktlinjer fran International Embryo Transfer
Society (IETS) (Stringfellow & Given, 2010). | den statistiska analysen grupperades vissa
klassificeringar och kategorier tillsammans. Totalt ingick 729 COCs i férsoket, men da samtliga
val-definierade blastocyster tillvaratogs for att inga i en annan studie fixerades och fargades
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endast de resterande embryon/icke-befruktade oocyter. Insamlade data rérande utvecklingen av
blastocysterna namnda ovan ingar dock i denna studie.

Fixering & fargning

De embryon och oocyter som fixerades och fargades for analys under ljusmikroskop bestod av
de 408 stycken oocyter sominte tillvaratogs for att ingd i annan studie. Efter utvarderingen dag
8 fixerades de olika embryostadierna infor fargning med paraformaldehyd 2 % (PFA) i kyl
(4°C) under natten. Tidigast nastfoljande dag tvattades dessa i tre steg i brunnar innehallande
fosfatbuffrad saltlosning (PBS) med 0,1 % polyvinylalkohol (PVA). Darefter pipetterades
cellerna upp i en volym pa 2 pl med vatska, och placerades i brunnar pa ett svart tiobrunns-
objektglas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tillsammans med 1 ul Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) innehallande 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI).
DAPI binder till nukleinsyrorna A-T pa DNA och bildar ett fluorescerande komplex under UV-
bestralning {Kapuscinski, 1995, DAPI: a DNA-Specific Fluorescent Probe}, vilket gor
cellkérnorna véldigt framtradande. Objektglaset tacktes omedelbart med tdckglas som i
kanterna forseglades med nagellack for att forhindra uttorkning, och férvarades morkt under
minst 20 minuter i rumstemperatur innan preparaten analyserades. Forvaring efter analys
gjordes i ett svart, icketransparent objektglasemballage i kylskap (4°C).

Analysering

De olika utvecklingsstadiernas cellkarnor, som fargade med DAPI aterger ett blatt ljus i
kombination med UV-ljus (se figur 5), rdknades i fluorescensmikroskop (Nikon ECLIPSE
Ts2R) i ett morklagt rum. Denna analys gjordes subjektivt utan nagot bildhanteringsprogram
av en och samma person i direkt anslutning till mikroskoperingen. Totalt fargades och
analyserades 408 stycken oocyter och embryon.

Figur 5. Exempelbilder fran mikroskoperingen. Cellkarnorna aterger ett starkt blatt ljus under UV-
ljus. Till vanster: blastocyst med éver 50 cellkarnor. Till héger: morula med 20 cellkéarnor.
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Statistik

For att berdkna sambandet mellan behandlingen och utfallet av antalet delade embryon,
utvecklingen av blastocyster, utvecklingsstadium och gradering anvandes logistisk regression
med 95 % konfidensintervall (binomialférdelning, delad: ja/nej, blastocyst: ja/nej etc.). Infor
den statistiska analysen klassades IETS-stadierna blastocyster med éver 50 % halrum samt
expanderande eller expanderade blastocyster till ”Stadie 1”. ”Stadie 2” bestar av blastocyster
under klackning och Kklackta blastocyster. Embryon kvalitetsklassade enligt IETS som grad 1
klassades som ”God”. Embryon mellan grad 1,5-2,5 klassades som ”Samre”. Omgéng angavs
som slumpmassig variabel for att ta hansyn till eventuellt olika resultat mellan olika omgangar,
och grupperna P och C jamfordes mot grupp D. Estimaten fran den logistiska regressionen
omvandlades till oddskvoter (OR) for att mata associationen mellan exponering och utfall.
Linjéar regression anvéandes for berdkning av antalet kdrnor samt antalet celldelningar med vardet
logaritmerat for att anta normalfordelning. Omgang angavs som slumpmassig effekt, och
grupperna P och C jamférdes mot grupp D.

P-vdarden <0,05 ansags vara signifikanta. Resultaten &r presenterade som medelvardet
(xstandardavvikelse, SD) om inget annat anges.
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RESULTAT
In vitro embryoproduktion

Sammantaget inkluderades initialt 729 oocyter fran totalt 6 olika omgangar att inga i studien.
Efter viss forlust vid hanteringen kvarstod 717 oocyter att analysera. Av dessa hade totalt 251
(35,0 %) utvecklats till blastocyster vid kontroll dag 8. Totalt anvédndes 408 embryon till
fixering och karnfargning, varav 118 st. ur grupp C, 136 st. ur D och 128 st. fran grupp P.

Celldelning

Procentuellt var celldelningen 44 timmar efter fertilisering 55,6 (£10,3) % i grupp C, varav 83,0
(£5,6) % hade delat sig mer &n en gang. For grupp D var resultatet 70,9 (+7,3) %, samt 92,0
(£5,1) % mer &n en gang. | grupp P hade 62,9 (+18,0) % delat sig, varav 80,1 (£7,3) % mer &n
en gang. | grupp C var celldelning signifikant lagre (p <0,001) jamfért med grupp D (OR =0,5),
men ingen signifikant skillnad mellan grupp P och D. Delning dver tvacellsstadie (mer &n en
celldelning) var signifikant lagre for grupp C (p <0,00005), men aven for grupp P (p <0,005)
jamfért med grupp D (OR = 0,43 respektive OR = 0,58). Se figur 6.

Celldelning 44 timmar efter fertilisering
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Genomgatt celldelning Mer &n en celldelning
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Figur 6. Genomgatt celldelning: andel embryon av det totala antalet befruktade oocyter som genomgatt
celldelning 44 timmar efter fertilisering. Mer &@n en celldelning: relativ andel av alla delade embryon
(Celldelning) som delat sig mer &n en gang 44 timmar efter fertilisering (medel + SD).

Utveckling av blastocyster

De fertiliserade oocyter som utvecklades vidare till blastocyster vid kontroll efter 7 och 8 dagar
var i grupp C 26,8 (£5,0) % och 31,5 (£10,3) % respektive, i Grupp D 31,0 (x11,3) % och 35,7
(x6,5) %, samt i grupp P 34,5 (x11,9) och 37,2 (£14,3) % respektive. Ingen statistiskt
signifikant skillnad gick att pavisa mellan grupp D och grupp C eller P, varken dag 7 eller dag
8. Se figur 7. | grupp P var graden utvecklade blastocyster sa ldg som 15 % i en omgang, jamfort
med 64 % i en annan, trots samma koncentration av PCB126. En ndstan lika stor spridning
kunde ses i grupp C, dar graden utvecklade blastocyster var sa lag som 16 %, jamfort med 48
% i en annan omgang. | figur 8 ar behandlingsgrupperna indelade efter omgangar med hog eller
lag dos PCB126 i jamforande syfte. Sista omgangen (0810) innehall fler oocyter an vad som &r
optimalt for varje brunn vilket resulterade i en extra P-grupp.

14



Blastocystutveckling dag 7 & dag 8
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Figur 7. Andel utvecklade blastocyster dag 7 och dag 8 efter fertiliseringen (medel + SD).

Andel utvecklade blastocyster i hog och lag dos PCB126
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Figur 8. Andel utvecklade blastocyster i de olika behandlingsgrupperna (2309-0810) uppdelat efter
omgangar med hég (10 ug/ml) dos respektive lag (5 ug/ml) dos PCB126.
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Cellkéarnor, stadium och gradering

Ingen signifikant skillnad kunde pavisas mellan grupp D, C och P géllande utvecklingsstadium
eller gradering dag 8. Se figur 9 A & B.

A. Blastocysternas utvecklingsstadier dag 8

80,0% 72,6%
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B. Blastocysternas kvalitet dag 8
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Figur 9. Jamforelse mellan blastocysternas utvecklingsstadier (A) och kvalitetsgradering (B). Stadie 1:
blastocyst >50 % och expanderande/expanderad blastocyst. Stadie 2: blastocyst under klackning och
klackt blastocyst. God: grad 1 blastocyst, Sdmre: blastocyst grad > 1,5.
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Bland dem som analyserades genom férgning var antalet cellkarnor och cykler i grupp P
signifikant lagre an grupp D (p <0,05). Ingen signifikant skillnad mellan grupp C och D kunde
pavisas. Se figur 10. I figur 11 askadliggors antalet avstannade embryon i de olika behandlings-
grupperna fordelat efter antal cellkérnor.

A. Antal cellkéarnor B. Antal cykler
25 3,4
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20 3,2
31
15 30
10 29
2,8
5 2,7
2,6
0 2,5
# Cellkarnor # Cellcykler
mDMSO mPCB = Kontroll mDMSO mPCB  Kontroll

Figur 10. Jamforelse av (A) antal cellkdrnor och (B) antal cykler (en cykel innebér en
dubblering av antal cellk&rnor) i de olika behandlingsgrupperna (medel).

Fordelningen av antal cellkarnor i avstannade embryon
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Figur 11. Antalet avstannade embryon i de olika behandlingsgrupperna férdelat efter antal
cellkarnor (1-100 st).
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DISKUSSION
Studiedesign

Koncentrationerna av PCB126 i mognadsmediet var i denna studie 10 pg/ml i de forsta tva
omgangarna, och 5 pg/ml fran omgang 3 till 6. Doserna bestamdes utifran en exponeringsstudie
gjord pé zebrafiskembryon (Stefan Orn et al., opublicerad data) ddr bedémningen var att 5-10
ug/ml under oocytmognaden hade effekt. Efter forsta forsoken beddmdes koncentrationen vara
for hog, vilken sedermera halverades till 5 ug/ml. Det &r inte ovanligt att halterna in vitro skiljer
sig fran forhallandena in vivo nar studier utfors (Laskowski et al., 2016; Pocar et al., 1999). |
en liknande toxikologistudie av PCB126 in vitro (Krogenas et al., 1998) studerades
koncentrationer fran 1,006 till 100,6 pg/ml. Jamforelsevis var saledes koncentrationen i denna
studie mellan 50 000 — 100 000 ganger hogre an den hogsta koncentrationen i studien av
Krogenas et al. (1998). Totala halten av de PCB som uppmatts i follikelvétska i olika studier
var hos notkreatur 3,05 ng/ml (Kamarianos et al., 2003), och hos ménniska 1,22 ng/ml (Bloom
et al., 2017) i medelvarde. | jamforelse med dessa var halten mellan 3300 - 8200 ganger hogre
i denna studie, och da av en enskild PCB. Angdende PCB126 i blodet finns rapporterade nivaer
inom intervallet 0,3-113 pg/g lipid (Kraugerud et al., 2010), och medelvardet av halten PCB126
i brostmjolk var i en svensk studie (Lignell et al., 2009) 44 pg/g lipid. Med tanke pa att PCB126
endast utgor en liten mangd av den totala méngden PCB, kan antagandet goras att koncentra-
tionerna i denna in vitro studie ar valdigt hdga kontra vad som uppmatts i serum, brostmjolk
och follikelvatska in vivo. Dock ar exponeringstiden i denna studie valdigt kort da oocyterna
endast ar exponerade i 22 timmar under mognadsfasen, jamfort med forhallanden in vivo dar
exponeringen hade forelegat under betydligt langre tid. Studieforloppet in vitro ar begransat da
blastocysterna hade behdvts transplanteras till livmdédrar hos levande vardar for att foljas vidare
i embryoutvecklingen, ndgot som inte var majligt i denna studie. Eventuellt hade blastocyster
som mognat i PCB126 och transplanterats resulterat i farre eller langre dréktigheter, fler antal
aborter eller dodfodslar jamfort med de andra grupperna, likt de resultat som presenterats i andra
studier (Santos et al., 2014; Pocar et al., 2006; Gerhard et al., 1998). Alternativt hade fler
undersokningar av blastocysterna (RNA-uttryck, lipid-, mitokondrie-fargning m.fl.) kunnat
bidra med mer information (Laskowski et al., 2017). Den korta exponeringstiden till trots kunde
nagra statistiskt signifikanta effekter av PCB126 pavisas.

Fargning och berékning av cellkdrnor ar en metod for kvalitetsbedémning som anvéants i
tidigare in vitro-studier (Laskowski et al., 2017; Pocar et al., 1999). Det finns svagheter med
att manuellt rdkna cellkarnor okulért under ljusmikroskop, dven om detta utférs av en och
samma person. Delvis for summationseffekten som uppstar nar en 3D-struktur, en cell, studeras
i en 2D-miljo da cellkarnorna delvis summeras pa varandra och blir svara att avgransa, och
delvis pa grund av osékerheten i metoden da antalet cellkdarnor blir svarare att rakna med
stigande antal. Av den anledningen begransades berdkningen av antal cellkarnor i en enkild cell
till 100 stycken, och registrerades dérefter som innehédllande ”>100 st” cellkérnor. Detta har 1
sin tur sannolikt paverkat medelvarden och pa sa satt dven resultatet da dessa objekt registrerats
som ’=100" for att kunna hanteras av de statistiska modellerna, oavsett om det i realiteten kunde
ha handlat om betydligt fler cellk&rnor i enstaka fall.
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Behandlingseffekter vid IVP
Celldelning

Andelen celler delade mer an en gang (fig. 5) var signifikant lagre i grupp P jamfort med grupp
D. Detta kan indikera att PCB126 har en toxisk effekt pa den tidiga embryonala utvecklingen,
men att detta inte gav tillrackligt utslag redan vid forsta celldelningen in vitro. Detta starks av
det lagre medeltalet cellkarnor (fig. 9A) och cykler (fig. 9B) som pavisades i grupp P efter farg-
ningen, men stdimmer inte Overens med att antalet blastocyster dag 7 och 8 (fig. 6) inte skilde
sig at namnvart. En stor skillnad ses aven mellan embryon innehdllande 2-4 och 9-16
cellkarnor (fig. 10), vilket kan antyda att effekten &r som mest pataglig i perioden for MET. Det
ovantade resultatet att proportionen delade oocyter, och proportionen delade mer &n en gang
(fig. 5) bada var signifikant lagre aven i grupp C jamfort med grupp D kan delvis vara resultatet
av en inadekvat randomisering mellan grupperna. Metoden som anvéndes &r en vedertagen
standard fran IETS (Hawk & Wall, 1994). Det finns dock en viss problematik med
randomiseringen, da detta sker pa strikt karaktaristiska grunder, och det faktum att det ar
omojligt att i forvag sékerstélla att grupperna ar identiska géllande chansen att utvecklas till
blastocyster &ven om oocyterna ar morfologiskt lika och klassade som samma grad. Tillsatsen
av DMSO har édven visats bidra med en viss positiv effekt vid laga koncentrationer (<10 %) pa
blastocystmognad i IVP, men ger samre resultat i hogre koncentrationer (Ynsaurralde-Rivolta
et al., 2020; Ynsaurralde-Rivolta et al., 2018; Ynsaurralde et al., 2017; Stohr et al., 2016).
Denna positiva effekt skulle kunna ha balanserat ut de negativa effekterna av PCB126 nagot,
vilket resulterat i en falskt hdg andel delade oocyter i grupp P. | studien av Krogenes et al.
(1998) tillsattes inte DMSO, utan istallet anvéndes etanol. Kanske kan detta delvis forklara
skillnaden i resultatet studierna emellan.

Blastocystutveckling, stadie och grad

Det observerades stora variationer i antalet utvecklade blastocyster mellan omgangarna inom
vissa behandlingsgrupper. Denna spridning kan ha att géra med den naturligt varierande
kvaliteten av dggstockar och tillhérande utsugna oocyter, resulterande i en varierande pro-
portion oocyter av grad 1 och 2 i de olika omgangarna. En omgang kunde saledesinnehalla farre
oocyter av grad 1, och istéllet fler av grad 2 med samre forutsattningar att utvecklas till
blastocyster (Hawk & Wall, 1994). Ingen signifikant skillnad kunde pavisas i antalet utvecklade
blastocyster dag 7 och 8 mellan grupperna. Detta resultat var ovantat och dverensstammer inte
val med de fynd som gjorts i liknande studier. | studien av Krogenas et al. (1998) exponerades
oocyter for PCB126 under 24 timmar. Trots mycket lagre koncentrationer jamfort med denna
studie fastslogs att mangden utvecklade blastocyster i samtliga koncentrationer var lagre
jamfort med kontrollgruppen, dven om inget dosberoende samband kunde pavisas. Samma
slutsatser drogs i studien av Pocar et al. (1999) vid mognad i PCB-blandningen Aroclor-1254.
Nagot liknande kunde inte ses i denna studie, dar det omvanda istéllet tycktes ses i figur 7 6ver
medeltalet blastocyster dag 7 och 8, om &n inte statistiskt signifikant. Sett till innehallet i figur
8 6ver hog och lag dos PCB126 ses antydan till ett dos- responssamband dar antalet utvecklade
blastocyster i hog dos var lagre an vid lag. Statistiskt signifikant var heller inte skillnaden i
utvecklingsstadier eller kvalitet mellan grupperna dag 8 (fig. 9 A & B), dven om data visar
tecken pa lagre andel blastocyster av god kvalitet i behandlingsgrupp P.
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Mojliga involverade mekanismer

Olika toxiska mekanismer vid olika koncentrationer samt oklara samband mellan dos och
respons ar kannetecken for endokrinstdrande substanser (Vandenberg et al., 2017). Genom att
likna kroppsegna hormoner (Schecter et al., 2006; Law et al., 2005; Pocar et al., 1999) kan
PCB och dess metaboliter fungera just endokrinstérande genom att paverka hormonsyntesen,
antalet receptorer och deras affinitet. Endokrinstérande @mnen kan uppvisa helt olika toxiska
effekter vid olika doser, och har séllan ett linjart dos-responssamband vilket gor det svart att
forutsaga koncentrationens effekt som i vissa fall kan vara det helt motsatta (Vandenberg et al.,
2017). PCB126 har visat sig ha en Ostrogen effekt genom att 6ka syntesen av estradiol och
progesteron, delvis via aktivering av AhR till vilken PCB126 har stark affinitet for (Kraugerud
et al., 2010). Nar PCB bryts ned i kroppen kan &ven de resulterande metaboliterna i manga fall
dramatiskt forandra den biologiska aktiviteten. Vissa PCB-metaboliter har till exempel visats
ha en betydligt storre 6strogen effekt &n sina intakta féregangare (Li et al., 1994).

Cytoplasmatisk mognad (strukturella och rumsliga omférdelningar kemiska forandringar samt
omfdérdelning av organeller i ooplasman (Brevini Gandolfi & Gandolfi, 2001)) har visat sig vara
fordréjd vid PCB-exponering (Campagna et al., 2006; Brevini et al., 2004; Pocar et al., 2001a)
pa not- och grisoocyter. Det finns aven indikationer pa att PCB paverkar den tidiga utvecklingen
innan embryonal genaktivering (MET) intraffar, genom att paverka regleringen av mRNA efter
transkriptionen. En tydlig relation har visat sig finnas mellan utvecklingsgraden hos embryon
och specifika polyadenyleringsmonster, ett viktigt reglerande element i embryoutvecklingen
(Brevini et al., 2002). Resultaten visar att Aroclor-1254 (en kommersiell PCB-blandning) stor
polyadenylering av ett stort antal gener (Pocar et al., 2001a), vilket atminstone delvis kunde
forklara den bristande embryonala utvecklingsgraden. | en studie (Pocar et al., 2001b) under-
soktes effekterna av exponering med Aroclor-1254 i koncentrationer mellan 0,0001 till 1 pg/ml
pa notkreaturoocyter under mognad in vitro. Dar sags en signifikant hogre andel oocyter som
inte fullfoljde mognadsprocessen till metafas 1l (innan kromosomhalvering) som foljde ett
dosberoende monster. Dessutom begransades inte de negativa effekterna av exponeringen till
endast mognaden, utan &ven till befruktning och ytterligare embryoutveckling dven efter
borttagandet av Aroclor-1254. Behandlingsgruppen visade en signifikantminskning av andelen
embryon som vidareutvecklades. Trots hogre koncentration i var studie kunde inget liknande
pavisas. En skillnad vart att namna &r att Aroclor-1254 &r en blandning bestaende av 6ver 60
olika PCB (Pocar et al., 2001b), sa en synergistisk/additiv effekt kan inte uteslutas.

Konklusion

Forstaelsen kring de konkreta mekanismer bakom effekterna PCB126 skulle kunna ha pa tidig
embryonal utveckling in vitro ar begransad. Radande konsensus verkar anda vara att PCB har
negativa konsekvenser pa den tidiga embryoutvecklingen. Endokrinstérande amnen ar nastan
uteslutande testade enskilt eller gruppvis med kemiskt liknande &mnen, men i verkligheten
exponeras djur och manniskor kontinuerligt for manga olika toxiska &mnen samtidigt, varav
somliga bioackumuleras. Det &r darfor viktig att avgora konsekvenserna av den méangd olika
toxiska &mnen vi exponeras for och dess mojliga additiva, synergistiska eller inhibitoriska
effekter tillsammans med PCB126 pa reproduktionen. Finns det en kritisk period i follikulo-
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genesen dar risken for skadlig effekt ar hogre? Vilka &r de cellulara och molekyléara
mekanismerna som ligger till grund for de observerade effekterna i flertalet studier? Upptréder
effekten innan eller efter MET? Det kravs bade fler storre studier in vitro pa olika
koncentrationer av enskilda PCB och olika PCB-blandningar, och in vivo for att studera
effekterna under langre exponeringstider, varav det senare kan beddmas vara oetiskt. Darforar
IVP ett viktigt verktyg dven om det inte fullt ut kan spegla alla de komplexa fysiologiska
forhallandena som rader in vivo. Andra typer av analyser, som genuttryck och ytterligare
karnfargningar (exempelvis mitokondrie- och lipidfargning) skulle kunna bidra med mer
information gallande toxicitetens paverkan pa olika celler.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Inledning

Polyklorerade bifenyler (PCB) &r industrikemikalier som i stora méngder borjade framstallas
under 1930-talet. PCB har funnits tillgdngligt som komplexa kemiska blandningar i bland annat
bek&mpningsmedel, farg, plaster och olika elektriska komponenter. Deras kemiska struktur gor
PCB till icke-vattenlosliga, extremt motstandskraftiga miljofororeningar. Pa grund av miljoskal
och manniskors halsa borjade s smaningom begransningar inféras i anvandningen pa 1970-
och 80-talet, foljt av ett totalférbud géllande bade tillverkning och anvandning av PCB i manga
lander. Trots detta & PCB pa grund av sin langa livslangd fortfarande dagsaktuella miljogifter
som hittas i mark och vattendrag, samt nastan alla levande arter pa jorden. Genom att t.ex. via
maten utsattas for PCB har visat sig vara skadligt i manga avseenden, men det &r svart att ta
reda pa vid vilka halter, efter hur lang tid eller varfér de ar skadliga. Bland de negativa
halsoeffekter som PCB orsakar eller misstanks orsaka, finns bland andra hormonella stérningar,
reproduktions- och utvecklingsrubbningar samt cancer. PCB delas upp i tva kategorier
beroende pa dess kemiska egenskaper — dioxinlika eller icke dioxinlika. PCB126 tillhor de
dioxinlika och &r dessutom den mest giftiga i gruppen.

Syfte och metod

Syftet bakom denna studie var att underscka hur PCB126 paverkar den tidiga embryo-
utvecklingen genom att tillsitta PCB126 i mognadvatska med aggceller fran nétkreatur.
Aggcellerna samlades in ur dggstockar fran ett slakteri. Genom insamling och bedémning av
data 6ver mognad, celldelning och embryoutveckling kunde mojliga effekter av PCB126
utvarderas. Aggceller fran nét har visat sig vara en betydligt battre modell for att dra paralleller
till manniska, jamfort med de mer vanligt anvénda gnagaréggcellerna dar skillnaderna rérande
aggcellsmognaden ar storre. Insamlade aggceller delades slumpmassigt upp i tre olika grupper:
en behandlingsgrupp (P) med PCB126 och dimetylsulfoxid (DMSQ), en kontrollgrupp med
endast DMSO (D) och en kontrollgrupp (C) utan nagra tillsatser i mognadsvétskan. DMSO
fungerar som en typ av l6sningsmedel for att jamnare fordela mangden fettloslig PCB i vatskan.
For att undvika felaktiga slutsatser pa grund av eventuella effekter av DMSO tillsattes det till
en egen grupp som kontroll (D). I de forsta tvd omgangarna tillsattes 10 pg/ml PCB126 och
DMSO till mognadsvatskan. | de efterféljande fyra omgangarna halverades mangden PCB126
och DMSO till 5 pg/ml vardera. Aggcellerna fick mogna i viitskan under 22 timmar innan de
befruktades och flyttades Over till nya behallare innehallande fertiliseringsvatska. Efter
ytterligare 22 timmar flyttades de nu befruktade aggcellerna till nya behallare innehallande
odlingsvatska, dar de fick ligga i 44 timmar for att sedan studeras i mikroskop. Under
undersokningstillfallet kontrollerades celldelningen: andelen delade embryon samt andelen
embryon som delat sig mer an en gang. Dag sju och atta efter fertilisering utvarderades
blastocystutvecklingen med hjélp av ljusmikroskop. Totalantalet embryon rdknades i samtliga
grupper, klassificerades utefter utvecklingsgrad samt kvalitetsbedomdes och graderades utifran
utseendemaéssigakannetecken. De &ggceller och embryon som vid beddmningen var oklara eller
hade stannat av i utvecklingen fargades med en speciell karnfarg, och cellkdarnorna rédknades
under ljusmikroskop. Studien bestod av sex separata omgangar genomforda under oktober
2019, innehallande totalt 729 stycken aggceller. Av dessa fargades och raknades cellkarnorna
pa 408 stycken embryon. Sambandet mellan behandling och utfall beraknades med hjalp av
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statistiska modeller.

Resultat

Ingen betydlig skillnad kunde ses i andelen utvecklade blastocyster, blastocyststadie eller -
kvalitet grupperna emellan. Bland dem som bedémdes genom fargning hade embryon i behand-
lingsgrupp P inte kommit lika langt i utvecklingen i jamforelse med grupp D, da antalet
cellkérnor och cykler i grupp P vara betydligt lagre &n i grupp D. Ingen signifikant skillnad
mellan grupp C och D kunde pavisas. Aven delning Gver tvacellsstadie 44 timmar efter
fertilisering var betydligt lagre i grupp P, men dven i grupp C jamfort med grupp D. Celldel-
ningen 44 timmar efter fertilisering var i grupp C signifikant lagre jamfort med grupp D. Ingen
signifikant skillnad sags har mellan grupp P och D.

Slutsatser

Sammanfattningsvis verkar det finnas tecken pa att PCB126 kan paverka tidig embryout-
veckling negativt, vilket stimmer vél dverens med manga andra studier i omradet d&ven om
forstaelsen varfor ar begransad. | verkligheten utsétts aggceller for olika PCB och andra
kemikalier under betydligt langre tid &n i denna studie, dar exponeringen endast intraffade vid
en begransad del av aggcellens mognadsfas. Skadligheten skulle delvis kunna bero pa att olika
hormonsystem sétts ur balans genom att PCB126 liknar kroppsegna hormoner. Fler studier
behovs pa olika typer av PCB och olika PCB-blandningar for att kunna peka ut varfor, vid vilka
halter och i vilka sammanhang de &r skadliga.
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