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Forord

Arbejdsmiljginstituttet (AMD har udgivet basisbgger inden for
omraderne metodeevaluering og kvalitetsstyring, arbejdsmedicin,
arbejdsfysiologi, teknisk arbejdshygiejne og risikovurdering. Med
det foreliggende tobindsvaerk har AMI suppleret denne basisbog-
serie med en laerebog om toksikologi i arbejdsmiljoet, og umid-
delbart herefter folger et vaerk om kemikalier og produkter i
arbejdsmiljoet.

I AMTI’s forste basisbog i arbejdsmedicin indgik der ogsa kapit-
ler om effekter af kemiske stoffer som beskrivelse af risikofakto-
rer i arbejdsmiljget. Da dette vaerk efterhanden er mere end 15
ar gammelt, har vi fundet det pa sin plads at udgive et selvstaen-
digt vaerk om toksikologi.

Som neevnt i indledningen (bind D er arbejdsmiljgtoksikologi
et meget bredt felt med bergringsflader til mange andre discipli-
ner inden for sundhed og arbejdsmiljp. De medtagne emner er
udvalgt efter en indledende hgringsrunde bade blandt speciali-
ster inden for feltet og blandt brugere af AMI’s publikationer.
Dette betyder, at der er kapitler, som ikke direkte er omfattet af
den klassiske toksikologi, men snarere er eksempler pa anvendt
toksikologi.

Indholdsmaessigt ligger vaerket tet op ad basisbog i arbejdsme-
dicin, og et vist overlap mellem de to varker har ikke kunnet
undgas. T flere tilfelde vil man endvidere bemaerke, at der i
udstrakt grad er henvist til basisbogen i arbejdsmedicin.

Malgruppen for basisbogen er den brede gruppe af arbejdsmil-
joprofessionelle, som i forbindelse med deres arbejde har brug
for et dansk opslagsvaerk som en forste indgang til toksikologi
og vurdering af mulige toksiske effekter.

Det er endvidere vores hab, at udvalgte kapitler kan tjene som
undervisningsmateriale i forbindelse med kurser inden for toksi-
kologi og beslegtede omrader.

Kapitlerne er forfattet af specialister fra en raekke forskningsin-
stitutioner, universiteter, myndigheder, arbejdsmedicinske klinik-
ker og private firmaer samt fra AMI's egen medarbejderstab.
Redaktionsgruppen skal hermed benytte lejligheden til at takke
alle bidragyderne for deres indsats i skrivefasen og den store tal-
modighed, de har udvist i redaktions- og layoutfasen. Uden
deres velvilje var vaerket neeppe blevet til.

Redaktionsgruppen

Uffe Midtgard  Leif Simonsen  Lisbeth E. Knudsen'
Arbejdsmiljginstituttet, Kobenhavn
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Genotoksikologi

Genotoksikologi

Skader pa arveanleggene (DNA) som fplge af udsettelse for
fremmedstoffer kan medfore flere alvorlige sygdomme. I den
genetiske toksikologi underspges kemiske stoffer (og fysiske fak-
torer) for evne til at beskadige arveanlaeggene. Hvis skader pa
DNA ikke repareres korrekt, og inden DNA-strengen aflaeses
eller kopieres, kan DNA-sekvensen aendres permanent, og der
opstar en mutation. Genotoksicitet defineres derfor normalt som
evnen til at beskadige arveanlaeggene og @endre DNA-sekvensen.
En mutations skadevirkninger afhaenger af det gen og det vaev,
som pavirkes. Skader pa somatiske celler (vaevsceller) kan med-
fore en gget risiko for kreeft og sandsynligvis ogsa hjerte-karsyg-
domme og i nogle tilfelde skader pa immunsystemet. Skader pa
konsceller kan medfgre aborter, nedsat frugtbarhed, misdannel-
ser og arvelige sygdomme. Fig. 1.1 viser en skematisk oversigt
over mulige udfald af skader pa DNA.

Genetisk toksikologi er en forholdsvis ny videnskab, idet den
forste undersggelse om stralings-inducerede mutationer i Dro-
sophila bananfluer blev publiceret i slutningen af tyverne. Efter
anden verdenskrig blev det fgrste arbejde om kemisk inducerede
mutationer, som folge af anvendelse af sennepsgas som krigsgas,
publiceret.

Det primaere formal med genotoksicitetstestning er at identifi-
cere stoffer, som kan inducere arvelige genetiske effekter, men
da det blev klart, at der var en teet sammenhaeng mellem geno-
toksiske stoffer og kreeft, tog udviklingen af genotoksicitetstests
for alvor fart mhp ogsa at kunne identificere potentielt kraeft-
fremkaldende stoffer. Siden begyndelsen af 1970’erne er der
udviklet mere end 100 genotoksicitetstests bade in vitro, hvor
der anvendes forskellige celletyper (bakterier, svampe og mam-
male celler), og in vivo pa forsegsdyr. Testene identificerer for-
skellige genetiske skader (fx punktmutationer og kromosomafvi-
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gelser). Kun fa af disse tests er sa velvaliderede, at de kan
anvendes som standard screeningstests, og for disse tests er der
udarbejdet internationale guidelines. Disse velvaliderede geno-
toksicitetstests har gennem de seneste ca 20 ar haft en vasentlig
plads i risikovurderingen af kemiske stoffer, og der er opstillet
teststrategier for genotoksicitetstestning af fx nye industrikemika-
lier, laegemidler, pesticider, tilseetningsstoffer til levnedsmidler,
kosmetik og stoffer til emballage beregnet til at komme i kontakt
med levnedsmidler.

De seneste ars fremskridt inden for rekombinante DNA-teknik-
ker og teknologier til fremstilling af transgene dyr har medfert
en voldsom udvikling af nye testsystemer til pavisning af foran-
dringer pa det molekylare niveau og for genmutationer in vivo.
Da mange af de eksisterende testsystemer allerede anses for at
vaere palidelige til pavisning af mutagene stoffer, atheenger de
nye metoders succes af, om de er bedre til at identificere kraeft-
fremkaldende stoffer.

Der skelnes i litteraturen skarpt mellem genotoksiske og non-
genotoksiske eller mutagene og non-mutagene stoffer. Et geno-
toksisk stof er mutagent, hvis det er direkte genotoksisk, mens
indirekte genotoksiske stoffer kan virke ved at forstyrre DNA-

1
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sygdom ballast
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frugtbarhed

Figur 1.1. Mulige udfald af
skader pa DNA i vaevscel-
ler og konsceller.
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reparation, cellevackst eller celledeling. Et non-mutagent stof kan
virke kraeftfremkaldende gennem mekanismer som: haemning af
kommunikation mellem celler i de sakaldte gap-junctions, sn-
dret genekspression, aendret signaloverforsel, ufuldstaendig apop-
tose, forceret cellevackst, immunosuppression og forstyrrelser i
det endokrine system.

I de senere ar er man isaer blevet opmaerksom pa skader pa
gener, som kan fore til udvikling af kraeft. Den hurtige udvikling
inden for den molekylaere genetiske teknik har bl.a. fort til iden-
tifikationen af gener, som medvirker til at regulere cellers vakst
og udvikling (tumorsuppressor-gener og protoonkogener). Hvis
disse gener beskadiges, kan det resultere i, at der opstar kreeft-
celler.

I dette kapitel beskrives opbygningen af det arvelige materiale,
skader pa det arvelige materiale og konsekvenser af dette (kraeft
og reproduktionsskader), nogle af de mest anvendte genotoksici-
tetstests gennemgas, og der omtales genetisk monitering, lovgiv-
ningen inden for omradet samt forventninger til den fremtidige
udvikling inden for genetisk toksikologi.

Det arvelige materiale

Opbygning og strukturering af det arvelige materiale

Det arvelige materiale bestar i alle levende organismer af DNA.
Grundstrukturen er skitseret i fig. 1.2. DNA bestar af to lange
kaeder af sukkerphosphat, hvorpa der er hzftet fire forskellige
sidegrupper (baser): adenin (A), thymin (T), guanin (G) og cyto-
sin (O).

De to DNA-kaeder er bundet sammen vha brintbindinger mel-
lem sidegrupperne pa en sadan made, at adenin (A) altid ligger
over for thymin (T) og tilsvarende for guanin (G) og cytosin (C),
som skitseret i fig. 1.2. De to strenge besidder herved en ngjag-
tig information om hinanden. Dette muliggor en ngjagtig dannel-
se af to identiske DNA-molekyler ved alle delinger, saledes at
alle organismens celler kan fa samme indhold af arveligt materia-
le. DNA-molekylerne koder for en raekke livsvigtige stoffer, pro-
teiner, i cellerne. Det er reekkefolgen af de fire baser (den gene-
tiske kode), der bestemmer, hvilken information der ligger i
DNA, idet tre pa hinanden folgende baser koder for en bestemt
aminosyre i et protein (fx et enzym). Mellem hgjere- og lavere-
stiende organismer er der dog forskel pa mangden og struktu-
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ren af DNA. Primitive celler som fx bakterier har et enkelt cirku-
lzert DNA-molekyle, som koder for ca 5.000 forskellige proteiner.
Hos hgjerestaende organismer som fx pattedyr og mennesker er
DNA organiseret i kromosomer. Der kan dannes ca 1.000 gange
flere proteiner ud fra menneske-DNA end ud fra bakterie-DNA.
Menneskets arvemateriale er fordelt pa 2 x 23 forskellige kro-
mosomer, som findes i cellekernerne. Desuden findes der en
lille maengde arvemateriale uden for cellekernen, nemlig i celler-
nes mitokondrier. Kun en lille procentdel af cellernes DNA er
organiseret i gener, og mindre end 3% af DNA-maengden trans-
skriberes (oversattes til proteiner). Funktionen af resten af arve-
materialet er kun delvist kendt - det medvirker til opbygningen
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Figur 1.2. Grundstrukturen
af DNA.
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Figur 1.3. Organisering af
arvematerialet.

Genotoksikologi

af kromosomstrukturen og indeholder bl.a. gentagne DNA-
sekvenser (rekkefolge af baser). Menneskets samlede arvemateri-
ale, genom, er opbygget af ca 10" basepar, som forkoder op til
50-100.000 forskellige proteineri de i alt ca 200 forskellige celle-
typer. I vaevscellerne forekommer kromosomerne i par (23 som
anfort), hvoraf det ene udggres af kgnskromosomerne (to X-kro-
mosomer hos kvinder, et X- og et Y-kromosom hos maend) og
de 22 gvrige af de sakaldte autosomer. Generne forekommer
saledes ogsa i par, sakaldte allele gener. Er de to allele omrader
ens, er personen homozygot mht genet, hvorimod en person
med to forskellige gener kaldes heterozygot. 1 kenscellerne fin-
des arvematerialet i enkeltudgave. En persons (organismes)
genotype er defineret ved informationerne i generne.
Produkterne fra generne bestemmer personens (organismens)
organismes feenotype (fremtoning). Organiseringen af arvemateri-
alet i DNA-dobbelthelix, der indgar i generne, som igen indgar i
kromosomerne i cellerne, er vist i fig. 1.3.

DNA-dobbelthelix
2nm

"Perler p en snor" l
Kromatin
11 nm
Kromatinfiber i
pakkede
nukleosomer \
30 nm

Udfoldet del af B>
kromosom

300 nm

Kondenseret del af l
kromosom

700 nm

Metafase l
kromosom
1.400 nm




Genotoksikologi

Cellecyklus i mammale somatiske celler kan inddeles i folgen-
de faser: interfasen, som bestar af G1, S og G2, og mitosen (cel-
ledelingsfasen), som kan inddeles i profase, prometafase, metafa-
se, anafase, telofase og celledeling (jf fig. 1.4).

I S-fasen foregar DNA-replikationen, og i M-fasen (mitosen
eller celledelingsfasen) deles og adskilles kromosomerne som en
del af celledelingen, og der dannes to identiske datterceller.

Lengden af cellecyklus varierer meget mellem forskellige cel-
letyper. G1-fasen er den mest variable. I G1-fasen kan celler
overga til en GO-fase, hvor der ikke foregar nogen celledeling,
enten pga skadelige pavirkninger eller pga en differentiering til
en celletype, som ikke deler sig (fx perifere lymfocytter). T GO,
G1, S og G2 er kromosomerne ukondenserede og kan ikke ses i
mikroskop. T mitosens profase begynder kromosomerne at kon-
densere, og kun i metafasen er de synlige som adskilte kromo-
somer. I anafasen deler de sig i to grupper, og i telofasen track-
kes kromosomer, som har en intakt centromér, fra hinanden vha
tenapparatet.

Mitose

2N
v
Profase 4N
Metafase 4N
Anafase 4N

Telofase

09
celledeling

2N 2N

15

Figur 1.4. Faser i cellede-
lingen (mitosen). N angiver
antal kromosomszt. For
overskuelighedens skyld er
der kun vist to kromosom-

par.
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Skader pd det arvelige materiale

Under celledelingen sker der en meget ngjagtig overforsel af det
arvelige materiale til dattercellen. DNA-strengene splittes op, og
der syntetiseres to ngjagtige kopier ud fra de gamle strenge ved
ngjagtig baseparring (DNA-replikation). Indimellem kan der dog
ske fejl enten spontant (fejllaesning) eller som folge af pavirkning
med kemiske stoffer eller straling.

Biologiske barrierer

En forste forudsaetning for, at ydre pavirkninger kan medfeore
genetiske skader, er, at stofferne nar frem til DNA i en aktiv
form. Derfor er stoffernes absorption, fordeling i organismen og
evne til at passere biologiske barrierer en vaesentlig del af en
risikovurdering.

Primcere DNA-skader

Genotoksicitet defineres som evnen til at beskadige DNA og
@ndre sekvensen eller strukturen af DNA. Fig. 1.5 viser en ske-
matisk oversigt over forskellige typer primecere DNA-skader forar-
saget af kemiske stoffer eller straling. Primaere DNA-skader
omfatter bl.a. DNA-addukter, inter- eller intrastreng krydsbindin-
ger, base-modifikationer (fx deaminering eller alkylering) eller
tab af baser (depurinering eller depyrimidering) og enkelt- eller
dobbeltstrenget DNA-brud. Disse primaere skader er en direkte
effekt af kemiske stoffer eller straling pa DNA. Fx kan ioniseren-
de straling forarsage enkelt- eller dobbeltstrenget DNA-brud.
DNA-strengbrud kan dog ogsa opsta i forbindelse med reparati-
on af andre DNA-skader. UV-straling kan forarsage dannelse af
pyrimidin-dimerer (binding mellem fx to nabotyminer pa samme
DNA-streng) eller krydsbinding mellem DNA og protein. Nogle
kemiske stoffer kan reagere med DNA, enten direkte eller efter
en metabolisk omdannelse til reaktive forbindelser (jf neden-
staende afsnit) og danne DNA-addukter. Det gaelder fx visse
polyaromatiske hydrocarboner (PAH). Base-modifikationer kan
opsta efter reaktion med alkylerende stoffer, som er en stor
gruppe af elektrofile forbindelser (der reagerer kemisk ved at
optage elektroner) (jf fig. 1.6). Disse stoffer kan reagere med
nukleofile centre (som afgiver elektroner i en kemisk reaktion) i
organiske makromolekyler, fx DNA. Ring-O og -N atomerne i
DNA-baserne er nukleofile centre. Generelt er ring-N atomerne
mere nukleofile end ring-O atomerne, med N’ i guanin og N° i
adenin som de mest reaktive. Alkylerende stoffer med to reakti-
ve grupper, fx kvealstof og svovlsennepsgasser, mitomycin og
cisplatin kan danne intrastreng-krydsbindinger ved at reagere
med to baser i samme streng eller interstreng-krydsbindinger,
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hvis reaktionen sker mellem to baser, som sidder pa hver sin
streng.

Visse kemiske stoffer og straling kan ogsa indirekte give anled-
ning til base-modifikationer ved dannelse af reaktive iltradikaler,
fx hydroxyl radikal (- OH), hvorved der bl.a. dannes 8-hydroxy-
guanin.

Intrastreng G
krydsbinding G
DNA-strengbrud
Base-gendring
Pyrimidi G TU A
rimidin-
dimer TA
C Base-tab
Interstreng c GG c
krydsbinding
c G* Base-modifikation

U Sterre addukt

Protein
krydsbinding

6-4 fotoreaktions- T A
produkt T A

Metabolisk aktivering af genotoksiske stoffer

Direkte virkende kemiske stoffer

Direkte virkende genotoksiske forbindelser er en gruppe meget
reaktive kemikalier, som kan reagere med DNA og andre makro-
molekyler uden en metabolisk omdannelse. Disse stoffer er alle

17

Figur 1.5. Oversigt over
primaere DNA-skader.
DNA-addukter, inter- og
intrastreng krydsbindinger,
base-modifikationer (fx
deaminering eller alkyle-
ring), tab af baser (depuri-
nering eller depyrimide-
ring) og enkelt- eller dob-
beltstrenget DNA-brud.
(Fra Bohr et al., 1989).
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Figur 1.6. De vasentligste
strukturelle enheder (marke-
ret med fed), der betegnes
som misteenkelige kemiske

strukturer (elektrofile centre).

De elektrofile centre er:
a. alkyl ester af phosphon
syre eller sulfon syre
b. aromatisk nitro gruppe
¢. aromatisk azo gruppe,
ikke som sadan, men pga
mulig reduktion til
aromatisk amin
. aromatisk ring N-oxid
. aromatisk mono- og
dialkyl amino gruppe
alkyl hydrazin
. alkyl aldehyd
. N-methylol derivat
monohaloalken
N og S sennepsgasser
(8-haloethyl)
k. N-kloramin
. propiolakton og propio-
sulton
m. aromatiske og alifatiske
aziridinyl derivater
n. aromatisk og alifatisk sub-
stituerede primaere alkyl-
halider
0. derivater af uretan (carba-
mater)
p. alkyl N-nitrosaminer
q. aromatiske aminer, deres
N-hydroxy derivater og
afledede estre
r. alifatiske og aromatiske
epoxider.
(Fra Ashby, 1991)
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mere eller mindre elektrofile og omfatter bl.a. epoxider, aromati-
ske nitroforbindelser, laktoner og aromatiske N-oxider. I fig. 1.6
er vist et teenkt molekyle, som indeholder en lang raekke elektro-
file grupper.
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Indirekte virkende kemiske stoffer

Andre stoffer kraever metabolisk omdannelse, for de er genotok-
siske. Disse stoffer kaldes indirekte virkende genotoksiske stof-
fer, og det inaktive molekyle kaldes et promutagen eller procar-
cinogen. Disse stoffer er ofte relativt apolaere (og derfor ikke-
reaktive kemiske forbindelser), men efter omdannelse vha speci-
fikke cellulaere enzymsystemer til elektrofile forbindelser er de
ofte potente mutagener/carcinogener.

Den genetiske funktion af de aktive enzymsystemer er at
beskytte cellen/organismen mod en cytotoksisk effekt ved at
omdanne potentielt toksiske apolare stoffer til vandoploselige
forbindelser, som nemmere udskilles. Denne “beskyttelsesforan-
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staltning” resulterer dog undertiden i dannelse af reaktive elek-
trofile forbindelser, som kan reagere med cellens makromoleky-
ler, fx DNA. Et af de mest velundersogte af disse aktiverende
enzymsystemer er et enzymkompleks, som overvejende findes
pa den cytoplasmatiske membran (det endoplasmatiske retiku-
lum). Dette enzymsystem indeholder forskellige oxygenaser, som
ved at overfore et iltatom til relativt apolaere forbindelser omdan-
ner disse til mere vandoplaselige forbindelser. Enzymkomplekset
kaldes oftest cytochrom P-450 pga den staerke absorbans ved
450 nm. En raekke forskellige cytochrom P-450 enzymer (isozy-
mer) indgar i enzymkomplekset, og disse isozymer har forskellig
specificitet for forskellige stofgrupper, fx aktiveres polyaromati-
ske hydrocarboner (PAH) af cytochrom P-450 1A1. Fig. 1.7 viser
den metaboliske aktivering af en PAH. Det oxidative produkt
dannet vha cytochrom P-450 systemet kan blive yderligere meta-
boliseret (fx ved hydroxylering eller epoxidering eller ved konju-
gering med fx glukoronid syre). Ogsa andre enzymer er involve-
ret i aktiveringen af genotoksiske kemikalier som fx acetyltrans-
feraser (NAT og OAT), gluthation-S-transferase (GST). Evnen til
at metabolisere promutagener/procarcinogener til ultimative
mutagener/carcinogener er under genetisk kontrol. Individuel
folsomhed for eksponering for forskellige carcinogener kan bl.a.
skyldes polymorfi (forskellige former/aktivitet af fx et enzym) af
et eller flere af de aktiverende enzymer.

Et hojt niveau af metabolisk aktivitet kan induceres i dyr og
mennesker af stoffer, som stimulerer dannelsen af specifikke
enzymer. Dette forhold udnyttes bl.a. for at gge aktiviteten af det
metaboliske aktiveringssystem (S9), som anvendes i forbindelse
med in vitro genotoksicitetstestning (naermere omtalt under
Salmonella/mammal mikrosomtesten). Stoffer som phenobarbital,
3-methylcholantren og blandinger af polychlorerede biphenyler,
hvoraf Aroclor 1254 er den mest anvendte, inducerer forskellige
former af cytochrom P-450 systemet. Hos mennesker kan en
samtidig eksponering for flere stoffer betyde, at et eller flere
stoffer inducerer aktiverende eller deaktiverende enzymer, hvil-
ket kan medfere en aktivering eller deaktivering af andre stoffer.
Fx inducerer cigaretrag en hoj aktivitet af flere forskellige cyto-
chrom P-450 enzymer.

Reparation af skader pd det genetiske materiale

En aendring af DNA vil ikke altid fore til en mutation, idet de fle-
ste skader repareres (2 i fig. 1.8). T alle levende celler findes
enzymsystemer, som er i stand til at “laese korrektur” pa nydan-
net DNA og rette eventuelle skader. Der findes mindst fire for-
skellige repair-systemer, som reparerer forskellige DNA-skader,
mere eller mindre ngjagtigt. To repair-systemer (foto reaktivering

19



0

Kemisk
carcinogen

88

Dannelse af
vandoplesligt
uskadeligt
produkt

Figur 1.7. Skematisk over-
sigt over den metaboliske
aktivering af en apolaer
polycyclisk forbindelse af
cytochrom P-450 systemet i
en typisk mammal celle
ved at danne reaktive
intermediaere, som kan
binde sig til nukleofile cen-
tre i DNA. ER, det endo-
plasmatiske retikulum. (Fra
Friedberg, 1995).
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og excision repair), der reparerer skader stort set fejlfrit, er altid
til stede i cellerne. Systemerne kan dog overbelastes, hvis der er
mange skader at reparere, fx hvis cellerne har vaeret udsat for
hgje koncentrationer af mutagener, eller ved gget celleproliferati-
on. I sadanne tilfeelde induceres andre repair-systemer, hvor fejl-
hyppigheden er langt sterre (post replication repair og SOS repa-
ir (i bakterier)). Derfor vil en nedbringelse af koncentrationen af
mutagene stoffer nedsaette risikoen for, at der opstar mutationer
og de deraf folgende sygdomme. Andringer i DNA-repair-syste-
met kan ogsa fore til gget risiko for kraeftudvikling. Betydningen
af mangler i reparationssystemerne illustreres ved, at nogle
sjeldne arvelige sygdomme, som er karakteriserede ved en
defekt i excision repair-systemet, medfgrer en stgrre risiko for
udvikling af kraeft og kromosomale @ndringer. Dette gaelder fx
patienter med Xeroderma pigmentosum, som har en forgget risi-
ko for hudkraeft, nar de udsaettes for UV-lys fra solen. Andre
arvelige sygdomme som Blooms syndrom, Fanconi’s anzemi og
Ataxia teleangiectasia medferer gget risiko for andre cancerfor-
mer og for kromosomafvigelser, hvilket sandsynligvis ogsa er
associeret med nedsat repair-kapacitet.

Forskellige genetiske endepunkter (DNA-skader)
Hvis skader pa DNA (1 i fig. 1.8) ikke repareres korrekt og i tide
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Figur 1.8. Skematisk oversigt over forskellige genetiske endepunkter.
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(2 i fig. 1.8), kan dette fore til celledod eller en permanent
DNA-skade. En permanent sendring af DNA, som overfgres til
naeste generation/dattercelle, kaldes en mutation. En mutation
kan variere i karakter og omfang (storrelse) og kan groft ind-
deles i:

Punkt-mutationer (6 i fig. 1.8)

Sma zendringer af DNA, som omfatter et eller nogle fa basepar.
Andringerne kan vare ombytning af et basepar med et andet
(basepar-substitution), eller det kan vaere en deletion eller additi-
on af et eller nogle fa basepar, hvorved laeserammen forskydes
(frame shift mutationer).

Kromosomale mutationer (5 i fig. 1.8)
Sterre strukturelle sendringer af kromosomerne, som kan iagtta-
ges i mikroskop. Disse @ndringer er omtalt senere i kapitlet.

Genom-mutationer (7 i fig. 1.8)

Herved forstas aendringer i antallet af kromosomer. Numeriske
kromosomafvigelser kan opsta under celledelingen i mitosen og
meiosen, hvor komplicerede processer normalt sikrer, at datter-
celler far tilfort det samme genetiske materiale. Hvis der sker en
fejl i denne adskillelse for et eller flere kromosomer under celle-
delingen, vil cellerne fa et unormalt kromosomsaet, dvs enten
flere eller feerre kromosomer end normalt, og cellerne kan blive
polyploide eller aneuploide. Ved polyploidi er kromosomtallet et
multiplum af det haploide kromosomtal (fx 3n). Ved aneuploidi
er der et for meget eller et for lidt af et eller flere kromosomer
(2n + 1 = trisomi) (2n - 1 = monosomi). Stoffer, der inducerer
aneuploidi, kaldes aneugener.

Rekombinationer (4 i fig. 1.8)

I diploide celler, herunder menneske- og pattedyrceller, kommer
en mutation kun til udtryk, hvis den er dominant, eller hvis cel-
len er homoallel for den recessive mutation. Diploide celler kan
undergd genetiske andringer, som resulterer i, at den recessive
mutation bliver udtrykt. Disse @endringer kan opsta ved udveks-
ling af DNA mellem homologe kromosomer. Rekombination kan
enten vaere reciprok (overkrydsninger) og resultere i “ombyt-
ning” af store stykker af de homologe kromosomer, eller den
kan vaere non reciprok (“gene conversion”) og resultere i
udskiftning af et mindre stykke DNA (ca 350 basepar i mammale
celler og op til 10 kilobaser i Saccaromyces cerevisiae i en
homolog DNA-streng med et tilsvarende stykke DNA fra en ikke-
spsterhomolog streng, men ombytningen er ikke reciprok. Disse
genetiske @ndringer er ikke egentlige mutationer, men som det
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omtales senere, er de yderst relevante i forbindelse med bl.a.
kraeftudvikling.

DNA-xndringer, mutationer og rekombinationer, kan forekom-
me bade i kensceller og i somatiske celler (kropsceller).

Mutationer i konsceller (eller evt i den tidlige embryogenese)
kan fore til sterilitet, aborter, dodfadsler, misdannelser eller arve-
lige sygdomme.

Neoplasier, herunder kraft, er de mest alvorlige effekter af
mutationer i somatiske celler, men wxldningsfaenomener menes
ogsa at haenge sammen med mutationer i somatiske celler.

Konsekvenser af genetiske skader
Kreeft

Da kraeft er detaljeret beskrevet i et andet kapitel, vil kun sam-
menhzengen mellem genotoksicitet og carcinogenicitet blive
omtalt i dette kapitel, ligesom sammenhaengen mellem genotok-
siske og non-genotoksiske carcinogener vil blive kort beskrevet.

Mange gener, som er involveret i den neoplastiske transforma-
tion, koder for proteiner, der er involveret i at regulere cellepro-
liferation, enten positivt ved at hjelpe og promotere vaekst, eller
negativt ved at stoppe progression gennem cellecyklus.
Genprodukterne af de sakaldte onkogener promoterer prolifera-
tion. Et onkogen er et @endret gen, hvis normale cellulaere mak-
ker kaldes et protoonkogen. Genprodukter af tumorsuppressor-
gener haemmer proliferation. Forandringer, som inaktiverer disse
gener, kan saledes ogsa accelerere neoplastisk transformation.
Ud over at pavirke celleproliferation menes onkogener og tumor-
suppressor-gener at have betydning for apoptosis, programmeret
celledod. Haemning af apoptosis kan vaere arsag til, at visse
maligne tumorer vokser.

Cellulzere sendringer kan induceres af savel fysiske som kemi-
ske pavirkninger, og som det er omtalt i kapitlet om kraeft, kan
udviklingen af kraft indeles i minimum tre trin: initiering, pro-
motion og progression. Det er dog vanskeligt at definere et
kemisk carcinogen som enten initiator eller promotor, da nogle
initiatorer ogsa har promotoreffekt (fuldstaendige carcinogener),
og nogle promotorer kan inducere mutationer sekundaert til
promotorvirkningen. En anden maske mere brugbar inddeling af
carcinogenerne er i genotoksiske og non-genotoksiske (epigene-
tiske) carcinogener.

Genoloksiske carcinogener, mulige molekylcere mdl og forskellige
genetiske cendringer
ZEndringer i arvematerialet, som forer til aendret ekspression eller
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funktion af gener, der er involveret i regulering og proliferation
og differentiering, er vigtige i carcinogenesen. Protoonkogener
og tumorsuppressor-gener er to sidanne klasser af gener.
Protoonkogener og tumorsuppressor-gener er normale cellulare
gener, som, nar de gennem mutationer aktiveres til onkogener,
eller tumorsuppressor-gener inaktiveres, @endrer reguleringen af
vaekst og differentiering. Meget simplificeret medferer aktivering
af protoonkogener, at celler fores gennem celledelingscyclus,
mens tumorsuppressor-gener har den modsatte effekt og haem-
mer celleproliferationen og fremmer celledifferentieringen.

Mutationer i protoonkogener er dominante. Mange onkogener
er blevet identificeret pga deres tilstedeveerelse i transformerende
retrovirus eller ved deres tilknytning til kromosomale abnormali-
teter. Nogle af de bedst undersggte onkogener er ras og myc.

Protoonkogener kan aktiveres gennem en rackke forskellige
genetiske @endringer. Nogle af disse sendringer medfgrer, at der
dannes stgrre maengde protein, fx:

¢ Punktmutationer i det regulerende omrade (promotoren)

¢ Translokationer, der medforer, at protoonkogenet flyttes til en
mere aktiv promotor

¢ Amplifikationer, hvorved der dannes flere kopier af protoon-
kogenet

¢ Mutationer, som gger stabiliteten af protoonkogenets m-RNA.

Selvom gaertests for mitotisk rekombination og “gene conversi-
on” blev introduceret pa et tidligt stadium i udviklingen af den
genetiske toksikologi, er det forst inden for de seneste ar, det er
blevet klart, at disse genetiske aendringer spiller en meget vae-
sentlig rolle i forbindelse med bl.a. kreftudvikling og aktivering
af protoonkogener. Mitotisk rekombination kan resultere i synli-
ge kromosomforandringer som amplifikationer og translokatio-
ner, men kan ogsa vaere mindre sendringer (“gene conversion”).

Translokationer af protoonkogener er ofte beskrevet i forbin-
delse med leukzemi og lymphomaer, men ses ogsa i tumorvaeyv.
Amplifikationer ses ofte i forbindelse med humane brystcarcino-
maer, fx er der konstateret 2-15 gange amplifikationer af c-myc i
38 ud af 121 humane brysttumorer.

Genetiske @ndringer, som inaktiverer tumorsuppressor-gener,
kan ogsa fore til tab af kontrol af proliferative og differentie-
ringsprocesser og oge sandsynligheden for neoplastisk transfor-
mation. I modsztning til onkogene aendringer i protoonkogener
er mutationer i tumorsuppressor-gener oftest recessive. De bedst
underspgte tumorsuppressor-gener er RB-1 og p53-genet. Rb-
genet er associeret med retinoblastom, en arvelig bgrnecancer. 1
arvelige kreefttilfelde opstar der flere tumorer, og sygdommen
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udvikles tidligere end i ikke-arvelige tilfaelde. Dette tyder pa, at
der skal mindst to genetiske aendringer til for at udvikle kraeft. T
de arvelige kreefttilfelde er den ene genetiske andring overfort
via kenscellerne. I praedisponerede individer med en konscel-
lemutation, som inaktiverer et allel af Rb-genet, udvikles kreeft
ved tab eller inaktivering af den resterende genfunktion.

Flere mekanismer kan fore til tab af et funktionelt heterozygot
Rb-1 allel. Det geelder fx punktmutationer, sma deletioner, “gene
conversion”, mitotisk rekombination og malsegregering eller non
disjunction (forkert adskillelse af kromosomerne under cellede-
lingen).

Mutationer i p53-genet er den mest almindelige genetiske laesi-
on associeret med kreeft i mennesker. Mennesker, som arveligt
kun har en funktionel kopi af genet, er praedisponerede til at
udvikle cancer (fx Li-Fraumeni syndrom). p53 menes at fungere
ved at standse proliferationen af celler med beskadiget DNA,
saledes at disse celler nar at blive repareret for deling. Tab eller
inaktivering af p53 tillader ikke kun proliferation af initierede
celler, men giver ogsa yderligere mutationer, nar beskadiget DNA
replikeres, og bidrager herved til den genomiske instabilitet, som
er karakteristisk for cancerceller.

En mulig mekanisme bag funktionelt tab af et heterozygot sup-
pressor-gen kan vaere kromosomal malsegregering.

Det er estimeret, at 5-10% af alle brystcancertilfaelde er arveli-
ge. Den hyppigste cytogenetiske afvigelse i brysttumorer er aneu-
ploidi.

Det har vaeret lettere at identificere protoonkogener end
tumorsuppressor-gener, hvorfor mange flere former af forstnaevn-
te kendes (ca 60), mens der er ca 15 kendte eller misteenkte
tumorsuppressor-gener. Det multiple tumorsuppressor-gen (MTS-
1), som koder for cellecyclus-regulerende protein, p16, og
BRCA1, impliceret i visse humane tumorer, er for nylig blevet
beskrevet, og det er sandsynligt, at flere gener af denne type vil
blive identificeret snart.

Mange observationer tyder pa, at en enkelt sendring ikke er til-
streekkelig til at konvertere en normal celle til en malign celle,
og det synes indlysende, at udvikling af neoplastisk sygdom
involverer tab eller inaktivering af multiple tumorsuppressor-
gener, eller aktivering af protoonkogener, eller en kombination
heraf, gennem hele den carcinogene proces. Det er ligeledes
muligt og sikkert sandsynligt, at der herudover findes andre tar-
gets, som er vigtige for den neoplastiske transformation.
Genetiske @ndringer forekommer savel i initieringsfasen som i
progressionsfasen, hvorimod andringerne i promotionsfasen
overvejende er epigenetiske.
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Epigenetiske (non-genotoksiske) carcinogener

Arvelige forandringer, som ikke er genetiske, dvs skyldes
endringer i DNA-sekvenser eller mutationer, kaldes epigeneti-
ske. Et non-mutagent stof kan virke kraeftfremkaldende gennem
mekanismer som hzemning af kommunikation mellem celler i de
sakaldte gap junctions, sendret genekspression, sendret signal-
overfgrsel, ufuldstaendig apoptose, forceret cellevackst som felge
af cytotoksicitet eller hormonelle effekter, immunsuppression og
forstyrrelser i det endokrine system. Det er ogsa muligt, at
mutationer kan vaere resultatet af interaktion mellem kemikalier
med andre mal end DNA, eksempelvis reducerer manganion
ngjagtigheden af DNA-polymerase. Celledeling er essentiel for
at konvertere en DNA-skade til en mutation og for udvalgelse af
celler med @endret faenotype.

Hvis en initierende begivenhed er sket i en celle, vil klonal
ekspansion ogsd gge sandsynligheden for yderligere genetiske
eller epigenetiske sendringer, hvorfor stoffer, der inducerer celle-
deling, kan influere pa hvert stadium i processen. Disse forhold
vil blive naermere beskrevet under kapitlet om kraeft.

Genetiske skader pa konsceller

Konscellemutationer er arvelige og genetiske aendringer, der kan
overfgres til afkommet. USEPA (1986) guidelines for risikovurde-
ring af mutagenicitet var primaert rettet mod den arvelige muta-
gene risiko, selvom studiet af kenscellemutationer er et snaevert
omrade inden for den genetiske toksikologi. Alle somatiske cel-
lemutagener er potentielt ogsa kenscellemutagener, og mulighe-
den for, at disse stoffer skal pavirke konscellerne, athaenger af
stoffernes evne til at passere blod-kenscelle barrieren, og kens-
cellernes replikative stadier. Det ser ud til, at de mandlige kons-
celler er mere folsomme for konscellemutagener end de kvinde-
lige, som er hvilende. Mange kemoterapeutika er blevet identifi-
ceret som kenscellemutagener i gnavere. Humane konscellemu-
tagener er imidlertid meget svaere at identificere, idet gendefekte
konsceller er mindre overlevelsesdygtige, og tidlige spontane
aborter kan veere en folge af grove genetiske defekter.

Nedsat fertilitet - og i alvorligere tilfeelde sterilitet - kan bl.a.
opsta ved genetiske skader pa mandens saedceller. DBCP
(dibromochloropropan), som er mutagent og clastogent, er et
typisk eksempel pa dette, det samme geelder for en raekke
cytostatika.

Strukturelle kromosomafvigelser udger en stor del af de gene-
tiske skader hos mennesker og ses bade hos levendefgdte bgrn
og blandt spontane aborter. Ca 5% af alle levendefpdte bgrn har
kromosomafvigelser, mens omkring 50% af spontane aborter har
et unormalt kromosomsaet. Af arvelige sygdomme, som skyldes
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kromosomafvigelser, kan bl.a. nzevnes Bloom’s syndrom,
Werners syndrom og Kostmann’s agranolycytosis. Kromosom-
afvigelser er desuden hyppige ved en raekke arvelige sygdomme,
som medferer forgget kraefthyppighed, fx Xeroderma pigmento-
sum, Fanconi’s anzemi, og Ataxia teleangiectasia.

Genom-mutationer (arvelige sendringer af kromosomtal) fore-
kommer ogsa relativt hyppigt. Aneuploidier, som dannes under
meiosen (kgnscelledannelsen) eller tidlig embryogenese, giver sa
store genetiske @endringer, at de fleste er fatale. 33-50% af alle
spontane aborter og 5-7% af alle levendefodte bgrn har et unor-
malt kromosomtal. Kun trisomier af mindre autosomer og kons-
kromosomer kan overleve. Flere arvelige sygdomme skyldes
sadanne trisomier, fx Klinefelter’s (XXY), Down’s (trisomi 21),
Edward’s (trisomi 18) og Patau’s syndrom (trisomi 13).

Tests til pavisning af genotoksiske stoffer

Baggrunden for at anvende genotoksicitetstests til at screene for
carcinogene stoffer er bl.a. den somatiske mutationsteori, som
angiver, at kreeft udvikles ved klonal proliferation fra en somatisk
celle, som er transformeret (initieret) ved modifikation af DNA-
basesekvensen. Som navnt under kapitlet om kreeft er det en
almindelig opfattelse, at kraeft er en flertrinsproces, som bestar af
minimum tre trin: initiering, promotion og progression, hvor der
indgar genotoksiske skader savel i initieringsfasen som i progres-
sionsfasen, hvorimod andringerne i promotionsfasen formodes
at veere non-genotoksiske.

Begejstringen for genotoksicitetstests, in vitro savel som in vivo,
var stor, da det viste sig, at der var en meget god korrelation mel-
lem genotoksiske stoffer og stoffer, som var carcinogene i dyrefor-
spg. Det var herved muligt vha korttidstests at screene for carcino-
gene stoffer, som ellers kraevede langvarige studier i dyreforspg.

Der findes en rekke velvaliderede tests til pavisning af geno-
toksiske/mutagene stoffer, fx beskrevet i OECD guidelines.
Tabel 1.1 viser en oversigt over de mest almindelige genotoksi-
citetstests med angivelse af genetisk endepunkt. Nogle in vivo
tests er specielt beregnet til at pavise stoffer, som er kgnscel-
lemutagener, det geelder fx dominant letal testen, arvelig trans-
lokations testen og specifik lokus testen. Til disse tests skal der
dog anvendes et meget stort antal dyr, hvorfor de kun er meget
lidt anvendt.

I det folgende afsnit beskrives de mest anvendte af de i tabel
1.1 neevnte tests.
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Tabel 1.1. Skematisk over-
sigt over de mest anvendte
genotoksicitetstests.

Genotoksikologi

Salmonella typhimurium tilbagemutationstest
Escherichia coli tilbagemutationstest
Punktmutationer af mammale celler in vitro
Drosophila sex-bunden recessiv letal test
Punktmutation i Saccharomyces cerevisiae
Muse spot test

In vitro cytogenetisk test

In vivo cytogenetisk test
Micronucleus test

Dominant letal test

Arvelig translokations-test

Mammal kenscelle cytogenetisk test

DNA-skader og -reparation, unscheduled DNA-syntese (UDS)
Mitotisk rekombination i Saccharomyces cerevisiae
In vitro sesterkromatidudvekslings-test (SCE)

Tests til pavisning af punktmutationer i bakterier

Et gen er den simpleste funktionelle enhed i et DNA-molekyle.
Punktmutationer er sendringer i DNA-basesekvensen i et gen, og
kan som navnt enten vaere basepar eller frameshift mutationer.
“Missense” mutationer er mutationer, som medforer, at der ind-
sxttes en forkert aminosyre i det protein, som genet koder for,
hvilket kan fore til en @ndret eller nedsat funktion af det pagal-
dende protein. Ved en “nonsens” mutation indszttes et stop
kodon i et gen, hvorved proteinsyntesen afsluttes for tidligt, hvil-
ket normalt forer til et fuldsteendigt tab af genproduktets norma-
le funktion. Fremadmutationer forer til tab af et genprodukts
normale funktion, mens genproduktets normale funktion genop-
rettes ved tilbagemutationer.

De mest anvendte tests til pavisning af punktmutationer er til-
bagemutationstests i Salmonella typhimurium og Escherichia
coli. Disse bakterietests har den fordel, at de er forholdsvis
nemme og hurtige at udfore.

Salmonella/mikrosom testen (Ames test)
Ames test blev udviklet i slutningen af 1960’erne, og de forste
egentlige teststammer blev beskrevet i 1971. Siden er testen taget
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i anvendelse af en lang reekke laboratorier i savel forskningsoje-
med som til rutinetestning af kemiske stoffer for mutagen effekt.
Selvom der gennem de sidste 10-20 ar er udviklet en lang raekke
nye genotoksicitetstests, er Ames test stadig den mest anvendte
og den bedst validerede test til screening af kemiske stoffer og
komplekse blandinger for mutagen effekt. T lgbet af de sidste 10-
20 ar har testen gennemgaet en raekke forbedringer, hvorved
folsomheden er gget, og disse forbedringer har ogsa vaeret med-
virkende til at belyse molekylare mekanismer i mutagenesen.
Zndringerne af teststammerne vil blive beskrevet senere i dette
kapitel.

Der er udarbejdet internationale guidelines for udferelsen af
Ames test, bl.a. OECD og EU guidelines. Nogle lande har desuden
nationale guidelines (fx England, Japan og Canada). Testen indgar
som “kernen” i en raekke forskellige test-strategier for genotoksici-
tetstestning af fx nye industrikemikalier, laegemidler, pesticider, til-
satningsstoffer til levnedsmidler, kosmetik og stoffer til emballage
beregnet til at komme i kontakt med levnedsmidler (jf afsnittet om
lovgivning). Testen har envidere varet meget anvendt i forbindelse
med testning af komplekse blandinger for indhold af mutagene
stoffer. Det geelder fx i forbindelse med testning af miljgforurenin-
ger i luft, jord eller vand. Testen har ogsa vaeret anvendt til at
undersgge human urin, som en indikation pa en eksponering for
mutagene stoffer. Endelig har testen vaeret anvendt til at underspge
plastmateriale til levnedsmidler for indhold/afgivelse af mutagene
stoffer.

Den genetiske baggrund for Ames test er gennemgiet nedenfor:

Histidin-mutationen

Ames test er en bakterietest, hvori der indgar forskellige mutan-
ter af vildtypen Salmonella typhimurium LT2. Alle disse mutan-
ter mangler evnen til at syntetisere histidin pga en mutation i et
af generne i histidin-operonet. De kan derfor kun vokse i et
medie, der indeholder histidin. Siden testen blev udviklet, har
den gennemgaet en raekke justeringer, og der er kommet flere
stammer til, mens andre er gledet i baggrunden.

Testen kan pavise kemiske stoffer, der giver anledning til
punktmutationer (baseparsubstitutioner eller frameshift mutatio-
ner). Nar bakterierne udsattes for et sadant stof, kan nogle af
dem mutere tilbage til vildtypen, hvorved evnen til at syntetisere
histidin genvindes. Tabel 1.2 viser en oversigt over histidin-muta-
tionerne i de mest anvendte Salmonella-stammer.

Metabolisk aktivering (59-mix)
Som naevnt tidligere bliver mange kemiske stoffer forst genotok-
siske efter en metabolisk aktivering. Bakterier besidder ikke de




His G428  TA102

TA104

His G46 TA100

TA1535
TA100 NR
TA100/1, 8DNP,
YG1026
YG1029

His G6610  TA97

His G3052  TA98
TA1538
TA98 NR
TA98/1, 8DNP,
YG1021
YG1024

His G3076 ~ TA1537

A" 6-methyldeoxyadenosin

Tabel 1.2. Oversigt over
mutationer i histidin-opero-
net i de mest anvendte
Salmonella-stammer. w/t =
vildtype. Som det fremgar af
tabellen, er nogle af stam-
merne, fx TA100 og TA1535,
baseparsubstitions mutanter,
mens andre er frameshift
mutanter, fx TA97, TA98 og
TA1537. I modsatning til
alle gvrige stammer, som
har et GC basepar pa muta-
tionsstedet, har TA102 og
TA104 et AT basepar pa
mutationsstedet, som gor
disse (nyere) stammer
folsomme for nogle kemiske
stoffer, som ikke kunne
pavises med de “gamle”
stammer.
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w/t

mutant

wit

mutant

wit

mutant

wit

mutant

wit
mutant

CAG-AGC-AAG-CAA-GAG-CTG-

CAG-AGC-AAG-TAA (ochre)

GTG-GTG-GA T-CTC-GGT-ATT-

-CCC-

GTC-A [CC-CC

GTC-ACA-

CCC-CCC] -TGA (opal)

GAC-ACC-G

GAC-ACC-G

frekvens ikke kenat.
formodes at veere +1 nesr CCC.

-T-GAA-A* TC-GCC

GG-CAG-GCC-CTG-AGC

-GGC-AGG-CCC-TGA (opal)

Baseparsubstitutioner.
Alle mulige transitations
0g transversions.
Extragene suppressorer.
Smé deletioner (-3,-6)

Baseparsubstitutioner
Extragene suppressorer

Frameshift mutation

Frameshift mutation

Frameshift mutation

samme enzymsystemer som mammale celler, bl.a. ikke cyto-

chrom P-450 systemet, som overvejende findes i leveren hos pat-

tedyr og mennesker. For at pavise effekten af denne type stoffer
er det derfor ngdvendigt at tilsette disse enzymer. Oftest anven-
des et rottelever-homogenat, som er centrifugeret ved 9.000 g.

Supernatanten, der indeholder det endoplasmatiske reticulum og

mikrosomer med enzymer, opleselige enzymer og endogene co-
faktorer, kaldes S9. Til forspg anvendes S9-mix, der ud over S9
indeholder cofactorer (NADP og glucose-6-phosphat), forskellige

salte og vand. Ogsa andet vaev og andre dyrearter kan anvendes.

Andre mutationer
Ud over histidin-mutationen har bakterierne andre mutationer,
som tjener til at forpge testens folsomhed. Tabel 1.3 viser en

skematisk oversigt over disse stammer.
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TA102 + pKM101 og pAQ
TA104 uvrB pKM101
TA100 uvrB pKM101
TA1535 uvrB
TA100 NR uvrB pKM101 -nitroreduktase
TA100/1,8DNP  uvrB pKM101 -O-acetyltransferase
YG1026 uvrB pKM101 ++nitroreduktase
YG1029 uvrB pKM101 ++0-acetyltransferase
TA97 uvrB pKM101
TA98 uvrB pKM101
TA1538 uvrB
TA98 NR uvrB pKM101 -nitroreduktase
TA98/1,8DNP uvrB pKM -O-acetyltransferase
YG1021 uvrB pKM101 ++nitroreduktase
YG1024 uvrB pKM101 ++0-acetyltransferase
TA1537 uvrB

- mangler det pageeldende enzym
++: overproduktion af det pageeldende enzym

rfa-mutationen er en mutation, som gor, at lipopolysaccharid-
barrieren er delvis gdelagt, sa cellerne er mere permeable for
storre molekyler. Alle teststammerne i tabel 1.2 og tabel 1.3 har
denne mutation.

uvrB er en deletion i et af de gener, der koder for excision
repair-systemet. Eliminationen af det “fejlfrie” DNA-repair-system
gger sensitiviteten for mange mutagener. uvrB-deletionen omfat-
ter ogsa et tab af biogenet, hvilket giver krav for biotin. TA102
er uvrB+ og er i stand til at reparere via excission repair. Denne
stamme anvendes bl.a. til at pavise stoffer, som danner DNA-
krydsbindinger, en DNA-skade som er letal, hvis den ikke repa-
reres af excission repair.

Plasmidet pKM101 oger den spontane og den inducerede
mutationsrate, formentlig ved at fremme SOS repair (“error
prone repair”), idet plasmidet indeholder gener, som er associe-
ret med SOS repair. SOS repair induceres ved DNA-skader, som
stopper DNA-replikationen, fx “bulky” addukter. Sadanne fejl
repareres normalt af den mere ngjagtige excision repair, men i
teststammer, som mangler denne repair mekanisme, repareres
fejlene af SOS-systemet. Teststammer, som indeholder dette
plasmid (jf tabel 1.3), har en stgrre fplsomhed for en raekke
mutagener. pKM101 indeholder desuden et gen, som giver ampi-
cillin-resistens, hvilket gor det nemt rutinemaessigt at teste stam-
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Tabel 1.3. Oversigt over
“andre mutationer” i nogle
Salmonella typhimurium-
stammer.
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merne for evt tab af plasmidet (R-faktor). Ampicillin-resistensen
har i gvrigt ingen relevans for testen. Mutationen i histidin-genet
i TA102 sidder pa flere plasmider ("multicopy” af pAQ1). Disse
plasmider indeholder ogsa gener, der giver tetracyclin-resistens.

Nitroreduktase “underproducerende” og “overproducerende”
stammer: Salmonella bakterier indeholder forskellige nitroreduk-
taser (NR) og O-acetyltransferase (NAT/OAT). Nitroreduktaser
deltager i aktiveringen af mange aromatiske nitroforbindelser og
aromatiske aminer. Der er udviklet stammer af TA98 og TA100,
som mangler de “klassiske” nitroreduktaser: TA9SNR og
TA100NR. Der er desuden udviklet stammer med overproduktion
af “klassisk” nitroreduktase ved at klone enzym-genet i et
plasmid og overfore det til TA9S (YG1021) og TA100 (YG1026).
Pa samme made er der udviklet stammer med overproduktion af
O-acetyltransferase. TA98 svarer til YG1024 og TA100 til YG1029.
S. typhimurium med humane metaboliske enzymer:

Vha rekombinant DNA-teknik er det nu ogsa lykkedes at
udvikle S. typhimurium-stammer med indsatte gener, som
udtrykker humane metaboliske enzymer. Dette har den store for-
del, at metabolismen foregar endogent (i cellen), og reaktive
metabolitter har derfor storre mulighed for at reagere med DNA.
Desuden kan forskellige humane enzymers betydning for den
metaboliske aktivering af forskellige kemiske stoffer underspges.

Specifikke cendringer i DNA-repair

Endelig er der udviklet stammer, som er specielt felsomme for
alkylerende stoffer (inducerer ofte O° alkylguanin, hvorved der
fejlagtigt indsaettes en thyminbase). I disse stammer, som er kon-
strueret ud fra TA1535, er de metyltransferaser, som normalt
reparerer disse skader, inaktiveret, og disse stammer er specielt
folsomme for alkylerende stoffer.

Stoffer, som inducerer oxidative DNA-skader, danner ofte 8-
hydroxyguanin, som parrer med adenin. Disse skader repareres
normalt af 8-hydroxyguanin endonuklease. TA1975 og TA102,
som mangler dette gen, har en meget stor folsomhed over for
stoffer, som inducerer oxidative skader.

E. coli WP2 (uvrA) (pKM101)

Der findes en serie af E.coli WP2 stammer, som har en base-
parsubstitution i tryptofan operonet, hvorfor den kraever trypto-
fan for at vokse. Ligesom S. typhimurium TA102 har disse E. coli -
mutanter et AT basepar pa det kritiske mutationsted. Der findes
en stamme, som ikke er i stand til at reparere via excission re-
pair-systemet (uvrA-), og denne stamme er derfor mere folsom
over for visse fysiske og kemisk inducerede DNA-skader.
Stammen, som kan reparere via excission repair, er ligesom S.
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typhimurium TA102 folsom for visse krydsbindende stoffer.
pKM101 gger folsomheden for de fleste mutagener, som beskre-
vet under Ames test.

Anvendle teststammer

Til en standard bakterie mutagentest anvendes et batteri af for-
skellige teststammer med forskellig folsomhed for forskellige
kemiske stoffer.

Tidligere anbefalede Ames som standard at anvende stammer-
ne: TA100 og TA1535, som er muteret ved baseparsubstitition, og
frameshift mutanterne TA1538, TA98 og TA1537.

Senere har Ames anbefalet som standard at anvende stammerne
TA100 og TA102 til pavisning af baseparsubstitutioner, og frame
shift mutanterne TA97a og TA98 i stedet for 1537 og TA1538.

I forslaget til den nye OECD guideline for punktmutationer i
bakterier, hvor to guidelines for punktmutationer i bakterier S.
typhimurium (471) og E. coli (472) slas sammen til én bakterie
tilbagemutationstest, anbefales folgende stammer anvendt: S.
typhimurium TA1535, TA1537 eller TA97 eller TA97a, TA9S,
TA100 og E. coli WP2 uvrA eller E. coli WP2 uvrA (pKM101)
eller S. typhimurium TA102. En standard bakterie mutagentest
udferes som en pladeindstobningsmetode eller som en preeinku-
bationstest, som er en lettere modifikation af forstneevnte.

Tests til pavisning af punktmutationer i mammale celler
HPRT-testen

Punktmutationer kan pavises i testsystemer, som muliggger sor-
tering af celler med skader i et gen fra celler uden disse skader.
HPRT-genet, som koder for et enzym, der indgar i omdannelsen
af guanin til mononukleotidet GMP (DNA-byggesten), anvendes
ofte til pavisning af punktmutationer i mammale celler (fig. 1.9.).
I normale celler med intakt HPRT-gen er purinbase-analogen, 6-
thioguanin, cytotoksisk, idet denne ogsa kan omdannes til nuk-
leotider af det enzym, som HPRT-genet koder for. Herved gar
DNA-replikationen i std, og cellerne dgr. Celler med skader i
HPRT-genet udviser resistens over for 6-thioguanin, idet GMP
dannes via en anden syntesvej (de novo). Celler med skader i
HPRT vil derfor kunne opformeres ved dyrkning i medie med 6-
thioguanin, og mutationer kan kortlaegges i HPRT-genet.
HPRT-mutationsekspressionen males umiddelbart efter 5-14
dages dyrkning af cellerne i et medie med 6-thioguanin (selek-
tivt medie), som kun lader de muterede celler overleve. Antallet
af mutanter scores, efter udpladning, som antal kolonier. Parallelt
med mutagenicitetsbestemmelsen gennemfores en bestemmelse
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Figur 1.9. HPRT katalyserer
omdannelsen af frie puriner
(guanin) til mononucleosi-
det (GMP). GMP har en
vaesentlig rolle med feed-
back kontrol pa nysyntesen
af GMP. Normale celler vil
do efter inkorporering af
det toksiske 6-thioguanin-
holdige mononucleosid i
DNA, idet DNA-replikatio-
nen stoppes. HPRT-deficien-
te celler er resistente over
for 6-thioguanin og overle-
ver, idet GMP nu fas fra de-
novo syntesen.
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Purinsyntese
(de novo)
6-thioguanin
Guanine
v — Celler dor
DNA
(+ toksisk
analog)
GMP
Purinsyntese
(de novo)
6-thioguanin
Guanine
v — Celler overlever
DNA 0g danner kolonier
GMP

af cellernes evne til at danne kolonier i normalt medie, dvs over-
levelsen. Der opnas derfor savel et mal for cellers overlevelse C
som for mutationsfrekvensen M.

¢ C = gennemsnitlige antal kolonier i normalt medie/totale antal
celler sat til mediet

¢ M = gennemsnitlige antal kolonier i selektivt medie (mutan-
ter)/totale antal celler i det selektive medie.

Normalt udtrykkes antallet af muterede celler i forhold til antal
overlevende celler (M/C), og denne storrelse ligger i humane
lymfocytter pa ca 10-.

Muse-lymfom testen
I denne test males mutationer pa gen- og kromosomniveau i
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thymidinkinase- (TK-) lokus, som forer til funktionsfald eller -
bortfald af enzymet.

Ikke-muterede celler indeholder aktivt thymidinkinase, der er
involveret i cellernes biosyntese af DNA-precursorer via phos-
phorylering af thymidin, der anvendes som byggesten i DNA.
DNA-basen thymin dannes normalt via de novo syntese. Eks-
ponering for pyrimidinanalogerne 5-bromodeoxyuridin, fluoro-
deoxyuridin eller trifluorithymidin ferer til phosphorylering med
TK og indbygning i DNA med efterfolgende celledod. Mutationer
i TK-lokus, som resulterer i inaktiv thymidinkinase, forer til resi-
stens af de muterede celler over for pyrimidinanalogerne, idet
disse celler kun far thymin fra de novo syntese.

TK-lokus findes pa et autosomalt kromosom, hvorfor hemi-
eller heterozygot mouse lymphoma celler anvendes. Cellerne dyr-
kes i suspensionskultur tilsat testsubstansen og med eller uden
metabolisk aktivering (§9-mix). Fordoblingstiden er kort (9-10
timer), og cellerne udszaettes for teststoffet i denne periode, hvor-
efter der skiftes medie med pyrimidinanalog, og efter ca 2 uger
scores antalllet af muterede kolonier. Anvendes trifluorothymidin
som selektionsstof, giver mange teststoffer et bifasisk respons i
form af sma kolonier med langsomt voksende mutanter (kromo-
somal og/eller punktmutationer) og stgrre kolonier med hurtigt
voksende mutanter (iszer genmutationer). I opgerelser af mutati-
onsfrekvenser bgr bade sma og store kolonier medtages.

KOMET assay

Komet-metoden er en ny metode, der er udviklet som en hurtig
screenings-test inden for den genetiske toksikologi. Metoden anven-
des ved in vitro forseg pa cellekulturer og i mindre grad pa celler
fra forsegsdyr. Ved biomoniteringsstudier har metoden har ogsa
fundet anvendelse som screeningsmetode.

Celler stobes ind i en agarose-gel, og cellemembranen gdelaeg-
ges, og proteiner nedbrydes ved lysering. Herved fjernes cytoso-
lzere proteiner, mens DNA forbliver i gelen. Det tilbagevaerende
DNA behandles alkalisk (alternativt neutralt), og gelen udsattes
for et elektrisk felt, elektroforese. Ved en efterfalgende farvning
af DNA med fluorescerende farvestof kan DNA visualiseres i flu-
orescens-mikroskop. Celler med skader pa DNA ligner kometer i
mikroskopet, hvorimod ubeskadiget DNA bevarer sin struktur og
har et kugleformet udseende. Komet-metoden detekterer streng-
brud i DNA. Under neutrale elektroforese betingelser males dob-
belt strengbrud, mens der ved alkaliske betingelser detekteres
alle former for direkte strengbrud og DNA-skader, der konverte-
res til strengbrud (sikaldte alkali-labile skader og strengbrud
forarsaget af DNA-reparationsmekanismer).

Metoden har vaeret anvendt til at analysere stoffer, der forarsa-
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Figur 1.10. DNA-skader i
lymfocytter fra menneske
malt ved Komet-metoden.
Tail Moment (TM) angiver
graden af disintegration af
DNA. A: ubeskadiget DNA
(TM = 0,02), B: let beskadi-
get DNA (TM = 19,1), C:
sveert beskadiget DNA (TM
= 58,4), D: multifragmente-
ret DNA (TM = 137). (Figur
venligst stillet til radighed
af Peter Moller, Arbejds-
miljginstituttet).
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ger direkte strengbrud (fx gammastraling og hydrogen peroxid),
mens genotoksiske stoffer, der ikke direkte forarsager streng-
brud, men fx stabile addukter eller crosslinks, forst kan detekte-
res, nar skaden er omdannet til strengbrud. Dette sker ved en
hgj pH-veerdi (>13). Reparationsmekanismer i cellerne fjerner
DNA-skaderne ved at fjerne det stykke DNA-streng, hvori DNA-
skaden sidder, hvorved der opstar kortvarige brud pa DNA-stren-
gen, som kan detekteres.

Metoden giver ikke information om typen af DNA-skader, og i
biomoniteringsstudier ses en klar arstidsvariation. Dertil kommer,
at der er store forskelle mellem laboratorier. Gennem standardi-
sering af laboratorieproceduren og gentagne analyser af prover
fra de samme personer er det muligt at sammenligne niveauer af
skader. Nyere undersggelser har vist, at det individuelle niveau
af skader holder sig konstant enten hgjt eller lavt.

Tests til bestemmelse af kromosomale mutationer

Det har leenge veeret kendt, at ioniserende straling og kemiske
stoffer kan medfore kromosomskader (kromosomafvigelser).
Kemiske stoffer, som kan give strukturelle kromosomafvigelser,
kaldes klastogener. Klastogener kan fx vare stoffer, som danner
storre DNA-addukter. Bruddet sker sandsynligvis under reparati-
onen af DNA-skaden.

Som neevnt tidligere gennemlober celler i vaekst forskellige vel-
definerede faser. Cellers folsomhed for klastogener er forskellig i
de forskellige faser. Hvilken skade der opstar i en behandlet/-
eksponeret celle, athaenger dels af kemikaliet, men ogsa af,
hvilken fase af cellecyklus cellen er i, nar den behandles/eks-
poneres.

Toniserende straling inducerer kromosomtypeafvigelser i GO-
og Gl-fasen; disse aberrationer forekommer i det samme lokus
af begge kromatider og omfatter terminale deletioner, minutes
eller interstitielle deletioner, acentriske ringe, centriske ringe,
inversioner, reciprokke translokationer og polycentriske aberrati-
oner. I S inducerer ioniserende straling kromosom- og kromatid-
typeafvigelser og i G2 kromatidtypeaberrationer. Kromatid-
typeaberrationer findes ofte kun i det ene kromatid. De mest
almindelige kromatidtypeaberrationer er kromatid og isokromatid
gaps, kromatid brud og interchanges. Betydningen af kromatid
og isokromatid gaps er endnu ikke kendt, men de opfattes gene-
relt ikke som egentlige DNA-skader.

Kromosomafvigelser kan karakteriseres som stabile eller ustabi-
le afhaengigt af, om de de kan besta efter flere celledelinger.
Ustabile aberrationer bestar af dicentriske kromosomer, ringe,
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acentriske fragmenter og andre asymmetriske rearrangementer.
Disse sendringer vil ofte fore til celledod. Antallet af de ustabile
andringer vil derfor falde med tiden.

Kemiske klastogener kan inddeles i 4 grupper:

1. Inhibitorer af DNA-repair som fx koffein.

2.Nogle sjeldent forekommende kemikalier, som inhiberer DNA-
syntesen, giver en hgj frekvens af gaps (akromatiske leesioner),
hvis celler behandles i G2 eller S-fasen.

3. Kemikalier, som giver alle typer kromatidafvigelser, men kun
hvis eksponeringen foregar i G1 eller tidlig S-fase. De fleste
kemiske klastogener hgrer til denne gruppe, bl.a. alkylerende
stoffer og nitrosoforbindelser.

4.Nogle fa kemiske stoffer, der opferer sig som ioniserende
straling mht klastogen effekt. Disse kaldes radiomimetika og
omfatter bl.a. et antibiotikum, streptonigrin.

Interessen for at kunne pdvise en evt mutagen og carcinogen
effekt af kemiske stoffer i mennesker er stigende, og en lang
raekke tests er under udvikling. Der findes dog kun relativt fa
veletablerede tests til pavisning af kemiske stoffers klastogene
effekt. Specielt tre metoder har fundet anvendelse:
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Kromosomafvigelses-analyser (eller CA-testen), Mikrokernetesten
(MK) og Sesterkromatidudvekslinger (SCE). Disse tests anvendes
ogsa til genetisk monitering.

Kromosomafvigelses-analyse

Kromosomafvigelser er aendringer af kromosomstrukturen, som kan
iagttages i et lysmikroskop. Alle ovennaevnte og de i fig. 1.11 viste
zendringer kan forekomme, men er kun synlige i metafasen.

Strukturelle kromosomafvigelser skyldes brud pa DNA-dobbelt-
helixen. Dobbeltstrenget brud, som fx kan forarsages af ioniseren-
de straling og S-fase uafhaengige kemikalier, fx bleomycin, forer
direkte til strukturelle kromosomafvigelser. Afthaengigt af, i hvilken
cellecyklusfase der opstar dobbeltstrenget brud, kan skaden fore
til savel kromosom- (fra G1) som til kromatidtype- (fra G2) afvi-
gelser.

Alle andre primaere laesioner kraever en transformation til dobbelt-
strenget brud gennem DNA-replikation og/eller repair-processer.

De fleste kemiske mutagener er S-fase afhaengige og forer ikke
direkte til dobbeltstrenget brud. De primaere laesioner transfor-
meres i S-fasen, og de aendringer, der kan ses i metafasen, er
nzesten altid af kromatidtypen. De fleste kromosomafvigelser er
letale, da der mistes genetisk materiale. Tkke-letale afvigelser er
fx reciprokke translokationer, hvor der “kun” rokeres rundt pa
det genetiske materiale. Kromosomale rearrangementer opstar,
hvis de brudte kromosomender “haeftes” sammen pa en anderle-
des made. Translokationer skyldes ombytninger mellem forskelli-
ge ikke-homologe kromosomer.

Der findes velbeskrevne testprotokoller for savel in vitro som
in vivo kromosomafvigelses-tests.

Som testsystemer til at pavise kromosomaskader i mammale
celler in vitro kan anvendes flere forskellige celler: perifere leu-
kocytter fra dyr eller mennesker eller andet vaev fra biopsier
eller etablerede cellelinier, fx HeLa-celler. De mest anvendte er:
perifere humane lymfocytter og fibroblaster, fibroblaster fra mus
og rotter og Chinese hamster ovarie (CHO) celler.

I en in vivo test kan savel det kemiske stof som dets metabo-
litter undersgges i forskellige veev, fx knoglemarv, milt, sperma-
togonier, spermatocytter, oocytter og tidlige embryoceller. T dyre-
forspg anvendes oftest knoglemarv fra gnavere.

Mikrokernetesten

Mikrokernetesten er en mere uspecifik test end kromosomafvi-
gelses-analyser til pavisning af kromosomale sendringer. Testen
kan pavise bade klastogener og nogle tengifte. Mikrokernerne
kan opsta af to grunde:
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1. Ved kromosom- eller kromatidbrud vil der dannes kromatin
uden centromer. Da centromeren er ngdvendig for adskillelsen
af kromosomerne under celledelingen, vil de acentriske frag-
menter blive efterladt i den ene dattercelle i anafasen under
celledelingen, hvor de kan blive indlemmet i selve celleker-
nen, eller danne selvsteendige sma kerner, mikrokerner.

2.Ved pavirkning med tengifte under mitosen. Hvis tenapparatet
ikke fungerer, kan der dannes mikrokerner med hele kromo-
somer. Eksempler pa tengifte er cytostatikapraeparaterne, vin-
blastin og vinkristin samt stofferne colchicin og colcimid.

Teoretisk set kan alle mammale testorganismer og alt vaev, som
deler sig, anvendes til mikrokernetesten, men bestemte forhold ved
rode blodlegemer (erytrocytter) gor, at knoglemarv er det mest
foretrukne vaev, og ofte referes til denne test som “mikrokernete-
sten”. Musen er den mest foretrukne dyreart, men rotter, kinesiske
hamstere og aber er ogsa blevet anvendt. I forslag til nye OECD
guidelines er det ogsd muligt at anvende perifere lymfocytter.

Den polykromatiske erytrocyt- (PCE-) test
Mikrokerner kan som naevnt opsta i alle vaevsceller, som deler
sig, men de findes nemmest i celler uden cellekerne. Unge ery-
trocytter er de eneste mammale celler, der mangler cellekerne,
hvorfor de er de mest foretrukne. Fig. 1.12 viser skematisk dan-
nelsen af PCE’er i museknoglemarv.

De forskellige stadier af erytrocytter kan skelnes ved specielle
farveteknikker. Farver man celler fra knoglemarv med May-
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Figur 1.12. Museerytrocytter
gennemgar 6-7 celledelinger
med en celledelingscyklus
pa omkring 10 timer. Ca 6
timer efter sidste mitose
udskydes cellekernen fra
erytroblasten. De dannede
polychromatiske erytrocytter
(PCE) bliver i knoglemarven
yderligere 12-24 timer.
Herefter forsvinder de over
i den perifere blodbane,
hvor de efter 12-24 timer
modnes til normochromati-
ske erytrocytter (NCE’er),
hvor ogsa ribosomer og
RNA er udskilt, og NCE’er
indeholder stort set kun
haemoglobin. Muse-NCE’er
har en levetid pa ca en
maned. (Fra Venitt, 1984).
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Grienwald og Giemsa, vil erytroblaster farves bla-gra pga celle-
kernen, PCE’er med ribosomer og RNA farves blalige eller radli-
ge med blat netvaerk, mens NCE’er bliver orange-rode. Mikro-
kernerne vil veere af samme farve som cellekerner, de er oftest
runde, men kan ogsa vare ovale eller halvmaneformede. Der er
oftest kun én mikrokerne, i enkelte tilfeelde dog to til tre.

Mikrokerner dannes ikke i celler, som ikke deler sig. Meget
toksiske stoffer kan give en sa kraftig inhibering af mitosen i
knoglemarven, at der kun dannes meget fa PCE’er. Nogen inhi-
bering af mitosen er gnskelig da det kan anvendes som en indi-
kation pa, at stoffet eller metabolitter heraf har pavirket knogle-
marven. En for kraftig inhibering skal derimod undgas, da antal-
let af PCE’er bliver for lavt til at pavise en effekt (mikrokerner),
samtidig med at de eksisterende PCE’er kan vaere atypiske.
Forholdet mellem PCE’er og NCFE’er, der normalt er 0,4-0,5, kan
anvendes som et mal for en cytotoksisk pavirkning af knogle-
marven. PCE:NCE forholdet bgr ikke veere under 0,05.

Mikrokerner i humane lymfocytter in vitro og in vivo
Kromosomskader (fragmenter og efterladte kromosomer) kan
pavises i humane lymfocytter som mikrokerner savel in vitro som
in vivo (genetisk monitering). Der har varet stigende interesse
for lymfocyt mikrokernetesten de seneste ar som human biomo-
niterings-test til pavisning af klastogene og aneugene stoffer.

Mikrokerner bliver forst udtrykt efter én celledeling. Humane
perifere blodlymfocytter (pbl’er) er i G,-stadiet, hvorfor det er
nedvendigt at tilsaette stoffer, som stimulerer til celledeling
(mitogene stoffer), (som ved CA- og SCE-testen). I modsaetning
til andre cytogenetiske tests anvendes interfase celler i MK-test-
en. Disse er nemmere at score i et stort antal pa relativt kort tid.
Lymfocytter fra forskellige individer responderer ret forskelligt pa
mitogenstimulering, saledes at andelen af celler, der deler sig, er
forskellig fra individ til individ. Andelen af celler, der deler sig,
kan ogsa vaere forskellig i forskellige kulturer fra samme individ
pga forskellige forsegsomstaendigheder. Da man ikke kan se for-
skel pa celler i interfase, som har delt sig en eller flere gange, og
celler, som ikke har delt sig, er der udviklet en metode, hvor
cytokinesen blokeres med cytokalasin-B (cyt-B). Herved sker der
en ophobning af celler, hvor cellekernen har delt sig én gang,
men cytoplasma forbliver udelt. Disse celler fremstar som store
binuklezre celler. Mikrokerner teelles kun i disse celler.

Pavisning af aneugene stoffer. Da mikrokerner kan indeholde
savel kromosomfragmenter som efterladte kromosomer (aneu-
ploide celler), er det gnskeligt at kunne skelne mellem klastoge-
ne og aneugene stoffer. Der har vaeret foreslaet forskellige meto-
der til en sadan analyse: forskelle i mikrokerners stgrrelse,
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maengden af DNA i cellekernen, tilstedevaerelse af centrisk kro-
matin i mikrokerner og endelig kvalitativ analyse af tilstede-
vaerelse af kinetochorer i mikrokerner. Sidstnaevnte metode er en
immunofluorescens-farvning. Denne metode er baseret pa, at
antistoffer i serum fra patienter med scleroderma CREST syn-
drom binder specifikt til kinetochor proteiner.

Der findes velbeskrevne testprotokoller for mikrokernetesten
savel in vitro som in vivo, fx OECD guidelines. Da MN-testen er
betydeligt nemmere at udfere end CA-testen, ikke kreever den
samme grad af treening og kan automatiseres, overvejes den ind-
fort i in vitro screeningsprogrammer til erstatning af CA.

Sasterkromatiduduvekslinger (SCE)

En anden veletableret metode til at pavise kemiske stoffers kla-
stogene effekt i mammale celler er SCE, som kan udfgres in vitro
(med og uden metabolisk aktivering) og in vivo pa flere forskel-
lige celletyper.

In vivo har knoglemarv vaeret det foretrukne vaev i dyreforsog.
De mest anvendte dyrearter er mus, rotter og hamstere. Nar det
drejer sig om mennesker, anvendes oftest perifere blod-lymfocyt-
ter (pbl'er). Andet vaev kan ogsa anvendes, fx milt, spermatogo-
nier, lever, fotalt vaev, lungemakrofager og tarmepitelceller. Der
er ofte set vaevsspecifikke forskelle i SCE-induktion, fx med
cyclophosphamid.

In vitro er nogle af de mest anvendte celler: CHO-celler, huma-
ne diploide fibroblaster og humane perifere blod-lymfocytter.

Ved SCE forstas symmetriske udvekslinger af arvemateriale
mellem sgsterkromatider i nyligt replicerede DNA-molekyler af
tilsyneladende homologe loci. Udvekslingerne involverer brud
pa 4 DNA-strenge (2 dobbelthelixer), en ombytning af disse
strenge mellem kromatider i det samme kromosom og en sam-
menfejning af DNA-strengene pa deres nye plads. Adskillige
undersogelser viser, at SCE kan induceres i dyre- og menneske-
celler in vitro og in vivo af en lang reekke kendte mutagener og
carcinogener, men der findes endnu ingen tilfredsstillende forkla-
ring pa mekanismerne bag SCE. SCE’s karakter af en rekombina-
tionsproces antyder dog, at der er tale om DNA-reparation. SCE
er et S-fase athaengigt feenomen, og DNA-replikationen er en for-
udsaxtning for dannelsen af SCE’er. Frekvensen af SCE’er indike-
rer muligvis graden af repair i S-fasen.

Flere undersggelser tyder pa, at CA og SCE induceres af for-
skellige typer DNA-laesioner. Den vaesentligste laesion, der forer
til CA, er dobbeltstrenget brud, som enten induceres direkte af
ioniserende straling eller radiomimetika eller efter repair af andre
DNA-skader (fx addukter) og replikation i S-fasen. CA kan indu-
ceres i alle faser af cellecyklusen. SCE kan derimod kun induce-
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res under replikationen i S-fasen og er relativt ufglsom for ioni-
serende straling og radiomimetika. Efter en eksponering med
disse agenser ses der kun en svag stigning i S-fasen. SCE ser ud
til at stamme fra addukter, der ikke repareres af excission repair.
Sesterkromatidudvekslinger kan gores synlige i lysmikroskop
ved at lade celler vokse i to (evt én) cellecykluser i et medie
indeholdende en thymidin analog, 5-bromdeoxyuridine (BrdU)
(in vitro), eller ved at injicere BrdU eller implantere en BrdU
tablet i forsegsdyret, hvor BrdU vil vaere til stede i to (eller én)
cellecykluser (in vivo). Ved genetisk moniterings-tests behandles
pcler efter blodprovetagning. Nar mammale celler gennemgar en
cellecyklus i tilstedevaerelse af BrdU, vil en DNA-streng i hvert
datterkromatid veere substitueret med BrdU. Efter to replikationer
indeholder det ene kromatid én substitueret DNA-streng, mens
spsterkromatidet indeholder to substituerede DNA-strenge. Ved
farvning med et fluorescerende farvestof efterfulgt af Giemsa
farvning kan eventuelle udvekslinger (SCE) ses i lysmikroskop,
idet dobbelt substituerede DNA-strenge fremtraeder lysere end
enkelt substituerede og usubstituerede DNA-strenge (fig. 1.13)

Tests til pavisning af kenscellemutagen

Dominant letal-test i gnavere
Dominant letal-testen er en in vivo test til at bestemme genetiske
skader pa konscellerne. En dominant letal mutation er letal for
det individ, som bzerer mutationen, selvom mutationen kun fore-
kommer i det ene allel (heterozygot). En dominant letal mutati-
on, som induceres i en kgnscelle (xg eller seedcelle), medforer
ikke en dysfunktion af kenscellen, men er letal til det befrugtede
xg eller det voksende embryo. Det defekte embryo implanteres
ikke eller dor hurtigt efter implantationen. Hos mennesker vil
resultatet vaere en tidlig abort, men hos gnavere persisterer
implantatet som en “cellemasse” i hele draegtighedsperioden.
Dominant letal effekt kan bestemmes ved at eksponere enten
hanner eller hunner, oftest er det dog hannerne, der eksponeres.
Hanrotter eller -mus parres med hunner med et bestemt tidsin-
terval mellem parringerne, for at underspge folsomheden i for-
skellige konscellestadier. Efter et bestemt tidsinterval aflives de
draegtige hunner, og uterus undersoges for implantater og leven-
de og dode embryoer. En positiv effekt ses som en forggelse i
antallet af dgode implantater i testgruppen i forhold til kontrol-
gruppen. Dominant letal effekt betragtes generelt som resultatet
af strukturelle eller numeriske kromosomafvigelser, men punkt-
mutationer og toksisk effekt kan ikke udelukkes.

Da der er en darlig korrelation mellem denne test og carcino-
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gen effekt i dyreforsgg, anvendes dominant letal ikke som en
screeningstest for carcinogen effekt. Testen har dog vaeret anbe-
falet for at verificere, om en kromosomskadende effekt i fx
knoglemarven ogsa kan pavises pa kenscelleniveau.

Arvelig translokations-test

I muse-arvelig translokations-testen bestemmes strukturelle og
numeriske kromosomafvigelser i mammale celler i forstegenerati-
ons-afkommet. De kromosomafvigelser, der specifikt pavises, er
translokationer (mellem kromosomer), og hvis hunnerne i
afkommet ogsa inkluderes i undersogelsen, kan X-kromosomtab
i F1 generationen pavises.

For at teste for arvelig translokation gives teststoffet til kons-
modne hanner. Herefter parres hver han med to eller tre hunner,
hvorefter hunnerne anbringes hver for sig. Medmindre der
undersoges for X-kromosomtab, anvendes kun F1 hannerne
videre i undersogelsen. Nar F1 hannerne er kensmodne, parres
300-500 hanner pr dosis hver med 3 hunner for at teste fertilite-
ten. Arvelig translokation pavises som nedsat fertilitet (kuldster-
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Figur 1.13. Sgsterkromatid-
udvekslinger (SCE) i meta-
fase. Pilene indikerer SCE.
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relse af F2 generationen) og bekraeftes ved cytogenetisk analyse
af meiotiske celler fra F1 hanner. XO hunner (X-kromosomtab)
pavises som andringen i kensratioen fra 1:1 af hanner i forhold
til hunner til 1:2 og bekraftes ved at underspge mitotiske knog-
lemarvsceller for tilstedevaerelse af 39 kromosomer i stedet for
40. Da testen er meget ressourcekraevende, og da der skal
anvendes et meget stort antal dyr, er den ikke egnet til rutine-
screening af kemiske stoffer.

Tests til pavisning af repair af primere DNA-skader
Unscheduled DNA-synthesis

DNA-reparation kan males in vitro og in vivo ved en raekke for-
skellige metoder. Ideelt set skal reparationen sattes i relation til
den skade pa DNA, som skal repareres. Forholdet vil udtrykke
DNA-reparationskapaciteten. Det er imidlertid sjeeldendt muligt at
opna et eksakt mal for skaden, hvorfor man tit ma nejes med
reparationsaktiviteten, udtrykt i maengde inkorporeret base
(radioaktivitet) pr maengde DNA eller pr antal celler. Der findes
forskellige metoder til bestemmelse af DNA-reparation, hvor
UDS (Unscheduled DNA-Syntese) er den hidtil mest anvendte.
UDS er et mal for reparation af DNA-skader i celler, som ud-
sxttes for genotoksiske pavirkninger. UDS males pa leverceller
og hvide blodlegemer som maengden af radioaktivt maerket thy-
midin (byggesten for DNA), der inkorporeres i DNA efter skaden.

Metodens princip ved anvendelse af lymfocytter
Frisk helblod tappes i hepariniserede glas, og lymfocytter isole-
res. Celletallet bestemmes, og cellerne inkuberes med et DNA-
skadende agens, fx N-acetoxy-2-acetyl-aminoflouren (NAAAF)
eller Dimethylsulfat (DMS). Herved bindes stoffet til DNA.
Safremt det er muligt at medtage inkubationer med det DNA-ska-
dende agens i radioaktivt meerket form (fx *H-maerket), kan
DNA-bindingen kvantificeres som fx *H-aktivitet pr mg DNA i
oprenset DNA. NAAAF-bindingen giver anledning til “long patch
DNA-strand breaks”, som vil repareres af cellens repair-systemer.
Evnen til at reparere de inducerede skader (UDS) males ved
inkorporering af *H-Thymidin i DNA. For at minimere replikation
af DNA i forbindelse med celledeling inkuberes med hgj kon-
centration af hydroxyurea i mediet. UDS kvantificeres som *H-
aktivitet pr mg DNA i oprenset DNA. Da cellerne har en bag-
grundsinkorporering af thymidin, vathaengig af udsaettelse for
DNA-skadende agenser, males denne baggrund parallelt og fra-
treekkes det endelige resultat.

UDS indgar som standardtest i batterier til genotoksicitetstest-
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ning af fx nye leegemidler. Her anvendes ofte leverceller fra dyr
doseret med stoffet, som undersgges (in vivo), eller hepatocytter
(in vitro). UDS kvantificeres ved fotografisk maling af radioaktivi-
tet, der er bundet i celle-DNA, typisk i form af sortfarvning pa
fotografiet af celler med UDS-aktivitet, mens celler uden UDS-
aktivitet ikke farves. Ved optalling i praeparater fra behandlede
og ubehandlede vaev kan antal af granulater sammenlignes, og
forhgjede antal i behandlede vaev tages som udtryk for DNA-
skade og reparation.

Vurdering af testresultater

Positive/negative resultater

Ved afprovning af et stof i flere genotoksicitetstests (in vivo eller
in vitro) vil man hyppigt opna modstridende resultater. Man vil
derfor ofte fa en diskussion om “falsk positive” og “falsk negati-
ve” resultater og overvejelser om, hvorvidt et positivt resultat i
en given test (specielt ved in vitro tests i ikke-humane celler) er
relevant for mennesker.

Forskelle i resultater kan bl.a. skyldes, at forskellige tests kan
have forskellige genetiske endepunkter. Testenes folsomhed kan
vaere forskellig, og deres sensitivitet og specificitet for forskelli-
ge kemiske stofgrupper kan vaere forskellig.

Ved et falsk positivt resultat forstas strengt taget et positivt
udfald i en given test med et stof, som ikke er genotoksisk i den
pageldende test. Ved et falsk negativt resultat forstas tilsvarende
et negativt resultat i en given test af et stof, som er genotoksisk.
Ofte anvendes dog betegnelsen “falsk positiv’ om et stof, som er
positivt i en genotoksicitetstest, men negativt i en carcinogenici-
tetstest i forspgsdyr, og “falsk negativ” tilsvarende om et stof, der
er negativt i en genotoksicitetstest, men positivt i en carcinogeni-
citetstest i fors@gsdyr. Carcinogenicitetstesten er her “reference
test” for genotoksicitetstesten. Begraensninger ved at ekstrapolere
mellem to meget forskellige genetiske tests, samt begreberne
“sensitivitet” og “specificitet”, vil blive diskuteret naermere i
nedenstaende afsnit.

Falsk negative og falsk positive testresultater

Der kan vare forskellige arsager til, at man opnar et “falsk nega-
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tivt/falsk positivt resultat” i genotoksicitetstests. Disse kan indde-
les i biologiske, tekniske og statistiske arsager. Nedenstiende
afsnit gaelder dels generelt for genotoksicitetstests, dels specielt
Ames test.

Biologiske drsager

Falsk negative resultater

1. Forkert genetisk eller non genetisk endepunkt. Det underspgte
stof giver anledning til en anden genetisk aendring end den, der
testes for. Fx kan kun de genotoksiske stoffer, som giver punkt-
mutationer, pavises i Ames test. Det er derfor ogsa ngdvendigt at
afprove et stof i andre komplementzre tests, med andre geneti-
ske endepunkter. Herudover kan testen ikke “fange” de non-
genotoksiske carcinogener, fx promotorer, steroider og antimeta-
bolitter. Mange halogenerede forbindelser er ikke elektrofile og
menes heller ikke at vaere initiatorer; det samme gaelder flere
uorganiske forbindelser, flere af disse er ogsa meget tungt ople-
selige og har derfor en lav biotilgaengelighed.

2. Mangelfuld metabolisk aktivering. Dette kan forekomme i savel
in vivo (vaevsspecifik eller artsspecifik metabolisk aktivering) som
in vitro. Da mange stoffer forst bliver aktive i organismen ved
metabolisk omdannelse, er det vigtigt, at man anvender det rette
aktiveringssystem. Nedenstaende eksempler illustrerer dette:

¢ Rottelevermikrosomer, som indgar i S9, indeholder cyt. P450
enzymsystemet. Der findes mange forskellige P450 isozymer,
0og sammensatningen varierer fra vaev til vaev og mellem
dyrearter/mennesker. Endvidere kan forskellige P450 isozymer
induceres af forskellige kemiske forbindelser. Eksempelvis
aktiveres Carbon Black af Aroclorinduceret rottelever, men
ikke af phenobarbitalinduceret lever. T en standard Ames test
anvendes som regel Aroclorinduceret rottelever, da Aroclor
menes at inducere det bredeste spektrum af P450 isozymer.

¢ Koncentrationen af S9 pr plade er i mange tilfaelde kritisk for,
hvor kraftig en mutagen effekt man opnar. Bade for store og
for sma maengder kan @endre resultatet drastisk, dette gaelder
fx ved aktivering af cyclophosphamid og benzo(a)pyren.

¢ Omdannelsen af kemiske stoffer til reaktive forbindelser fore-
gar ikke kun i leveren, nogle stoffer omdannes under anaero-
be forhold i tarmen af tarmbakterier. Et typisk eksempel er
aromatiske azoforbindelser, hvoraf nogle er cancerogene i
dyreforspg.



Genotoksikologi

3. Veevsspecifikke stoffer. T in vivo tests kan et falsk negativt
resultat skyldes, at man har undersegt det forkerte vaev (vaevs-
specifikke stoffer). Fx er levercarcinogenet diethylnitrosamin
negativt i en mikronukleustest udfert pa knoglemarven, mens
stoffet er positivt i en levermikrokernetest.

4. Toksiske stoffer. Et falsk negativt resultat kan ogsa opnas, hvis
det testede stof er toksisk over for testorganismen (fx antibiotika).

Falsk positive resultater
1. Det pdgceldende stof kan ikke nd frem til DNA i mennesker,
enten fordi:

¢ det ikke absorberes,

¢ det ikke kan optages i menneskeceller,

¢ det er sa reaktivt, at det nar at reagere med andre molekyler,
inden det nar DNA, eller

¢ det “detoksificeres”.

2. Metabolismen i mennesker er anderledes end i testsystemet.

3. Referencetesten” er utilstrcekkelig. Referencetesten fanger ikke
alle “sandt positive” stoffer.

Tekniske drsager

Falsk negative testresultater

Nar et stof afprgves i en given test, er det ngdvendigt at folge
bestemte forskrifter for at fa palidelige og reproducerbare resul-
tater. For mange genotoksicitetstests er der derfor opstillet gui-
delines for, hvordan standardtests bgr udfgres.

Pga teststoffernes variation i kemisk struktur og reaktivitet er
disse testprotokoller, specielt for in vitro tests, i virkeligheden
kompromiser. De er “konstrueret” til at give “naesten optimale”
forspgsbetingelser for de fleste kemiske stoffer. I nogle tilfaelde
kan det dog vaere ngdvendigt at fravige standardtestprotokollen
og udnytte den viden, man har om stoffernes biologiske og
fysisk/kemiske egenskaber, for at undga falsk negative resulta-
ter. Nogle stoffer falder negativt ud i en Ames test, fordi de er
sa letflygtige, at de forsvinder fra agarpladerne. Dette galder fx
alkylhaliderne, som bedst pavises i en eksikator (gaelder stoffer
med et kogepunkt op til 175°C).

Falsk positive testresultater
Som nzxevnt under “falsk negative” resultater er det bade vae-

4



Genotoksikologi

sentligt at folge standardiserede testprotokoller, men ogsa at
udnytte den viden, man har om de enkelte stoffers biologiske
og fysisk/kemiske egenskaber, for at undga falsk positive resul-
tater. De tekniske arsager, der kan resultere i falsk positive
resultater, afhaenger naturligvis ogsa her af den enkelte test.

Tekniske arsager til, at et testresultat kan falde ud som falsk
positivt i Ames test:

& Hvis det testede stof ikke er sterilt, vil vaekst af “fremmede”
bakterier kunne tolkes som et positivt resultat i Ames test.
Derfor ber den bakteriologiske renhed af stoffet altid sikres.

¢ Da testen er meget folsom, vil selv sma maengder forure-
ning af teststoffet med andre mutagene stoffer kunne pavi-
ses.

¢ Stoffer, som er toksiske, vil kunne sla nogle af bakterierne
ihjel. Den frigjorte histidinmaengde vil kunne give vaekst af
nogle af de overlevende ikke reverterede celler, hvilket kan
tolkes som et positivt resultat. Toksiske stoffer vil oftest
kunne afslgres, ved at baggrundsvaksten bliver “uhomo-

”»

gen”.

Af ovenstaende kan konkluderes, at standardtesten ikke altid er
god nok til at pavise mutagene stoffer. Det er ogsa ngdvendigt
at udnytte viden om stoffernes fysisk/kemiske og biologiske
egenskaber til at tilrettelaegge optimale forspgsbetingelser.

Statistiske drsager
Nar resultaterne af en genotoksicitetstest skal vurderes, invol-
verer dette ogsa en statistisk analyse af testresultaterne.

Nar det rent statistisk skal afggres, om et stof er genotoksisk
eller ej, handler det om at teste hypoteser, nul hypotesen (H).
Vha statistiske tests afggres, om man vil betragte stoffet som
genotoksisk (forkaste H) eller som negativt i den pagaeldende
test (accept af Hy). Pga tilfaeldig variation vil der dog altid
vaere en vis sandsynlighed for, at en falsk hypotese accepteres.

Sensitivitet, specificitet og forudsigelsesveerdi

Nar man skal vurdere en tests vaerdi som screeningstest for en
bestemt effekt, fx kraeft, anvendes ofte begreber som sensitivitet,
specificitet og forudsigelsesvaerdi. Disse begreber kan defineres
som:

¢ Sensitivitet = procentdel positive i testen ud af alle “sandt
positive” kemikalier.
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¢ Specificitet = procentdel negative i testen ud af alle “sandt
negative” kemikalier.

¢ Forudsigelsesvaerdi (predictive value) (positiv eller negativ) =
procentdelen “sandt positive” (“sandt negative”) ud af det
totale antal positive (negative) i testen.

Af ovenstaende definitioner fremgar, at veerdierne athanger af,
hvad der defineres som “sandt positive” og “sandt negative”.

Begreberne sensitivitet og specificitet anvendes oftest i relation
til en korttids mutagentests evne til at forudsige carcinogenicite-
ten af en ukendt kemisk forbindelse, og til at udvelge tests til
testbatterier med hgj sensitivitet og specificitet til screening for
carcinogene stoffer.

Det primzere formal med genotoksicitetstestning er at kunne
forudsige, om et givent stof er genotoksisk i mennesker. Den
sande positive mangde af sidanne kemiske stoffer kendes imid-
lertid ikke. Nar en genotoksicitetstests sensitivitet og specificitet
beregnes, sker dette derfor ofte i forhold til kendte carcinogene
stoffer, pavist enten ved dyreforsog eller ved epidemiologiske
undersogelser. Da det kun er fa stoffer, som er vist at vaere
humancarcinogener, er langt de fleste kendte carcinogene stoffer
pavist ved dyreforsgg. Ved evaluering af genotoksicitetstests er
der saledes tale om to korrelationer: mellem resultater fra muta-
gentests og dyreforsgg og mellem dyreforseg og humanepide-
miologiske undersggelser.

Der er flere problemer forbundet med at anvende stoffer, der
er pavist carcinogene i forsggsdyr, som referencemaengde for
“sandt positive” stoffer:

¢ De stoffer, som er pavist carcinogene i dyreforsgg, er kun en
delmaengde af den reelle sande maengde, og kraeft er ikke den
eneste sygdom, som kan forarsages af genotoksiske stoffer.

¢ Antallet af kendte carcinogener i forspgsdyr vokser, efterhan-
den som flere stoffer testes i tilstraekkeligt velgennemforte
dyreforsgg. Stoffer, som tidligere blev betragtet som falsk
positive i mutagentests, kan @ndre status til sandt positive.

¢ Der er ikke sikker viden om, i hvilket omfang stoffer, der er
carcinogene i forsggsdyr, ogsa er det i mennesker, ligesom
det heller ikke er sikkert, at et stof, som er negativt i forspgs-
dyr, ogsa er det i mennesker. Enkelte problemer ved denne
korrelation er papeget i de nedenstaende afsnit.

¢ Da der anvendes forholdsvis fa dyr, er dyreforspg ikke sa fol-
somme. Dyreforsgg er kun i stand til at afslgre en rimelig stor
forggelse af cancerraten i forhold til spontanraten.

¢ Krxft er en flertrinsproces, og pga forsggsdesignet er car-
cinogenicitetstests i dyr sandsynligvis bedst til at pavise
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fuldsteendige carcinogener. Potente initiatorer, som er svage
promotorer, er svage carcinogener i dyreforsgg. Fx giver ini-
tiatoren trans-4-acetylaminostilben kun brystkraeft i rotter ved
samtidig udsattelse for diethylstilboestrol.

¢ For at kompensere for de forholdsvis fa dyr i en carcino-
genicitetstest gives teststofferne i hoje doser. Promotorer
(ikke genotoksiske), som gives i hoje doser i hele dyrets
levetid, vil evt kunne fremme en kraeftudvikling ved at gge
celleproliferation af spontant initierede celler, eller DNA-
skader kan opsta sekundert til gget cellevaekst (manglende
reparation af spontant initierede DNA-skader).

¢ En carcinogenicitetstest i dyr, hvor dyrene udsattes for et
bestemt stof, svarer darligt til den reelle situation for men-
nesker, som udsattes for en blanding af mange forskellige
initiatorer og promotorer.

¢ Nogle carcinogener er savel arts- som vavsspecifikke, dette
gaelder isxr for de non-genotoksiske carcinogener.
Dyreforseg er muligvis ikke gode nok til at vurdere kraeft-
risikoen for mennesker for denne type stoffer, da der vil
vaere mulighed for savel “falsk positive” som “falsk nega-
tive”.

¢ Metabolismen er forskellig for nogle stoffer i forskellige
dyrearter, hvilket ogsa vil give mulighed for savel “falsk
positive” som “falsk negative”.

Som et kuriosum kan nzevnes, at forudsigelsesvardien af en
musecancertest i forhold til rotter kun er 64%, og for rotter i
forhold til mus 69%. Hvis man formoder, at forudsigelsesvaerdi-
en mellem gnavere og ikke-gnavere er af samme stgrrelsesor-
den som mellem mus og rotter, vil mange sande carcinogener
blive tabt ved kun at teste i mus og rotter. Et stort antal “falsk
positive” genotoksiske stoffer vil muligvis blive sandt positive,
hvis man undersoger stoffer i flere dyrearter.

Det er derfor hgjst sandsynligt, at den viden, vi har i dag om
kemisk carcinogenese, ikke giver os nogen sikkerhed for, at et
genotoksisk stof, som ikke giver tumorer i gnavere, er mindre
farligt for mennesker end et non-genotoksisk stof, som giver
tumorer i forsggsdyr, men kun ved massive doser.
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Malinger af genetiske skader
i arbejdsmiljpet

Metoder til genetisk monitering

I lobet af de sidste ti ar har opmaeerksomheden veeret rettet mod
genetiske markerer, dvs sporstoffer eller sendringer i blod, urin og
vaev, som kan angive, om der er mulighed for, at der er sket ska-
der pa det genetiske materiale. Individuelle faktorer som optagel-
se, omdannelse og udskillelse afspejles i de genetiske markerer.

Malinger af genetiske markorer, som er tegn pa skader eller
sygdom, gennemfgres ved undersggelser pa celler eller vaev
med DNA. Typisk anvendes hvide blodceller, men hudceller og
celler fra vaev kan ogsa anvendes. Der er ofte tale om sakaldt
surrogatvaev, dvs vaev, der ligner det vaev, som den kritiske
effekt kan ses i. Hvis denne maleaktivitet retter sig mod at
pavise skader pa eller anvender genetisk materiale, bruges
betegnelsen genetisk monitering.

Resultaterne af monitering kan ogsa give ny videnskabelig viden
og bidrage til en kritisk vurdering af de metoder, man anvender.

Genetisk monitering har vaeret gennemfort i flere forsknings-
projekter i Danmark (bl.a. vedrorende laboranter, sygeplejer-
sker, oplgsningsmiddel-udsatte, rustfrit stal-svejsere, vaeksthus-
gartnere, stoberiarbejdere, korn- og foderstofarbejdere, bus-
chauffgrer, postbude, DSB-ansatte; se litteraturlisten). Under-
spgelsesresultaterne fra disse studier er anvendt til forbedring
af arbejdsmiljpet og som dokumentation for ngdvendigheden af
en evt nedsxttelse af graensevardier. Resultaterne har ikke
kunnet omsaettes i en risikoanalyse for de enkelte deltagere i
undersggelsen. Tilretteleeggelsen af forskningsprojekterne har
fulgt de retningslinier, som fastszettes af de regionale viden-
skabsetiske komiteer.

Gentagne malinger af udsattelse for genotoksiske stoffer
forekommer kun i meget fa tilfelde, fx ved overvagning af kro-
mosomafvigelser hos personer, der udsattes for radioaktivitet.
Sadanne malinger bliver ikke foretaget i Danmark, men bl.a. i
en rekke andre europxiske lande. Malingerne bruges til at
kontrollere udsattelsen og overfore personer med skader over
et vist niveau til andet arbejde.

Cytogenetiske tests for skader pd kromosomer og
DNA-reparation

Skader pa kromosomer, malt ved de sakaldte cytogenetiske tests,

]
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Figur 1.14. Genetisk moni-
tering og genetisk scree-
ning i arbejdsmiljoet.

Genotoksikologi

Celle/veevsprover fra udsatte grupper/personer

Genetisk screening Genetisk monitering
Folsomhed Udszettelse/effekt

Arvelige faktorer DNA-skade i vaevsceller

Bestemmelse af DNA-addukter
individuel folsomhed

over for udszttelser i
arbejdsmiljoet Punktmutationer

Kromosomskader

Genetisk og arbejds- Bedommelse af
medicinsk radgivning udseettelse

Sikkert arbejdsmiljo

anses for at vaere praediktive i forhold til udvikling af kreeft og
andre sygdomme, som illustreret i figur 1.1 og tabel 1.4, som
viser eksempler pa pavirkninger, der har givet gget antal skader
i cytogenetiske tests og er misteenkt for at veere kraeftfremkalden-
de.

Som tidligere nzevnt findes der tre forskellige metoder til cyto-
genetisk bestemmelse: kromosomafvigelser (CA), sgsterkromatid-
udvekslinger (SCE) og mikrokerner (MN), som alle bygger pa, at
skader induceret i kromosomerne er synlige i celler fastholdt i
delingsfasen (metafasen).

CA analyseres i metafaser fra 100-200 celler, som har vaeret
gennem to celledelinger og undersgges i mikroskop mhp
bestemmelse af, om der er sket brud pa kromosomerne, udveks-
linger mellem kromosomerne eller ringdannelser, sakaldte struk-
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Leegemidler

Cytostatika CA,SCE Sekundaere cancere

Paracetamol CA Under mistanke
Stréling

Rentgen CA Hud m.m.

Radioaktivitet CA Hud, knoglemarv

m.m.

Kemikalier

Ethylenoxid CA,SCE,MN Leukaemi

Benzen CA Leukeaemi
Arbejdsmilje

Svejsning CA,SCE Lunge

Forbraending CA Lunge og bleere

Trafik CA Lunge
Livsstil

Tobaksrygning CA,SCE Lunge og bleere

Alkohol ? Lever

Aflatoxin Lever

turelle kromosomaendringer. Fig. 1.11 viser de forskellige typer
af skader, som kan taxlles i mikroskop. Almindeligst forekom-
mende er gaps (ca 1%), typisk forhgjet ved rygning, mens brud
og udvekslinger ses sjeldnere. Dicentriske kromosomer er isaer
sat i forbindelse med udsattelse for straling. Typiske vesteuro-
pxiske niveauer for kromosomskader er 0-5% celler med skader,
mens der ved stralingsulykker som Tjernobyl og Hiroshima er
set langt hojere niveauer. Skaderne er permanente, hvis de ram-
mer stamceller, men vil forsvinde fra blodceller i cirkulation i
takt med disse cellers udskiftning. Der ses derfor et fald hos per-
soner (og i eksperimentelle systemer) med tiden efter ekspone-
ringen. Inden for de senere ar er det blevet muligt med elektro-
nisk hjelp at opsgge metafaser og bestemme, hvilke kromoso-
mer der er skader i. Saledes er analysetiden nedsat betydeligt fra
flere dage til timer, og ngjagtigheden er gget. Det er derfor i dag
realistisk at gennemfore malinger fra flere personer om dagen. I
valideringsstudiet af praediktiv veerdi af hgj CA hos arbejdsmil-
joeksponerede personer har hgj CA sammenhaeng med oget
kraefthyppighed.

SCE males ogsa i celler, der er stoppet i metafasen efter to cel-
ledelinger. For forste celledeling er kromosomerne dyrket i et
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Tabel 1.4. Kendte sammen-
haenge mellem forhgjede
frekvenser af kromosom-
skader og kreeftrisiko
(IARC).
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medie med 5-Bromuracil, der inkorporeres i DNA og farver kro-
mosomerne. Sker der overkrydsninger i 2. celledeling, som fore-
gar uden 5-Bromuracil, vil dette vise sig i form af harlekin-
monster i kromosomerne, idet kun halvdelen af kromosomet far-
ves ved 2. celledeling. Pget SCE er sat i forbindelse med en
rekke genotoksiske eksponeringer in vitro, men mekanismen
bag SCE er uafklaret, hvorfor den anvendes sjeldnere end CA. I
valideringsstudiet af praediktiv veerdi af hgj SCE hos arbejdsmil-
joeksponerede personer har hgj SCE ingen sammenhaeng med
oget kraefthyppighed.

MN males direkte i erythrocytter eller i lymfocytter, som har
gennemgiet celledeling. Der analyseres for sma kromosomrester
i cellerne (mikrokerner), hvis tilstedevaerelse saettes i relation til
genotoksisk pavirkning. T studier af befolkningsgrupper skal der
tages hensyn til, at kvinder har hgjere niveauer af MN, sammen-
lignet med maend.

Preediktivitet

For at gennemfore studier af den praediktive veerdi af de oven-
naevnte tre cytogenetiske tests gennemforte en nordisk arbejds-
gruppe et studie af sammenhsengen mellem hgje verdier af
endepunkter i de tre cytogenetiske tests og risiko for kraeftudvik-
ling. For at tage hgjde for analysevariationen mellem laboratori-
erne blev alle analyseveerdier trikonomiseret i hgj, middel og lav,
og det blev i 1993 og 1997 analyseret, om der var hojere kraeft-
hyppighed i gruppen med hgj CA, gruppen med hgj SCE og
gruppen med hgj MN. Kun for CA var der en sammenhzeng mel-
lem hgj CA og oget kraefthyppighed, som var statistisk signifikant
bade i 1993 og 1997. Fra 1995 blev den nordiske gruppe euro-
pxisk, idet en sammenlignelig italiensk studiepopulation indgik i
studiet. Ogsa for denne gruppe var risikoen storst ved hoje CA-
niveauer (se tabel 1.5).

Antal  SIR 95% Cl Antal  SMR  95%Cl

Lav 23 078 050-1-18 15 083  046-137
Middel 22 081 052125 20 1,16 0,71-1,80
Hoj 46 1,53 113205 29 2,01 135289

CA frekvens: Lav, 1-33% percentil; Middel 33-66% percentil; Hej 67-100% percentil
*Cancer morbiditet er udregnet pé data fra 5.123 personer med 24.275 persondr
#Cancer mortalitet er udregnet pé data fra 1.573 personer med 19.552 personar

Tabel 1.5. Sammenhaeng mellem niveau af kromosomatvigelser og risiko for kraeft.
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Begraensninger ved nuvarende
testsystemer; testprotokoller og
fremtidige perspektiver

Testsystemerne

Den store datamaengde, savel i genotoksicitetstests som i car-
cinogenicitetstests, og den efterhinden stgrre viden om de mole-
kyleere mekanismer bag kraeftudviklingen, peger pa begraensnin-
gerne i de genotoksicitetstests, der anvendes i dag. Dette skyldes
bl.a., at kraeft bestar af mange trin, hvor bade genetiske og epi-
genetiske @endringer er vigtige, og disse processer er langt mere
komplicerede end forst antaget. Genotoksicitetstests kan ifelge
sagens natur kun pavise genotoksiske carcinogener, og de epige-
netiske carcinogener, som udger en meget stor del af dyrecar-
cinogener, er med til at formindske sensitiviteten af genotoksici-
tetstests. Herudover involverer kraeftudviklingen stort set alle
teenkelige genetiske @endringer og ikke kun de fa (oftest punkt-
mutationer og kromosomafvigelser), som pavises i standard
genotoksicitetstests. Fx burde tests til pavisning af genetiske
andringer som rekombination og genom-mutationer (aneuploi-
di) indga i testbatterier til undersggelse for genotoksisk effekt.

Der findes kun relativt fa validerede tests til pavisning af
rekombinogene effekter (fx Saccharomyces cerevisiae D7), mens
der endnu ikke findes validerede tests til pavisning af genom-
mutationer. Mikrokernetesten kan pavise nogle, men sandsynlig-
vis ikke alle aneugene stoffer. En ny lovende teknik inden for
dette omrade er en speciel teknik kaldet FISH (Fluorescens in
situ hybridization). Vha specifikke fluorescerende prober er det
muligt at identificere individuelle kromosomer i interfaseceller,
hvorved andringer i kromosomtal, fx aneuploidi, kan pavises.
Teknikken er ogsa anvendt til at identificere nogle rekombinoge-
ne haendelser som amplifikationer og translokationer. Det er
ogsa muligt at identificere dele af kromosomer, som stofferne
iszer er aktive over for (bl.a. hot spots). Med denne teknik har
det bl.a. vaeret muligt at male et aldersbetinget - og evt belast-
ningsbetinget fald - i repetitive sekvenser pa DNA-strengen.

Et vaesentligt problem ved in vivo tests til pavisning af geneti-
ske effekter i somatiske celler er, at de overvejende begraenser
sig til pavisning af cytogenetiske effekter (fx CA, MN og SCE) i
knoglemarven eller til pavisning af UDS i leveren. Dette udeluk-
ker muligheden for pavisning af effekter i andre organer (vaevs-
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specificitet), fx vil specielt reaktive kemiske forbindelser som
alkylerende stoffer ikke na knoglemarven i tilstraekkeligt hgje
koncentrationer til at udeve en effekt. Der er saledes et behov
for guideline tests til pavisning af genotoksisk effekt i andre
organer, fx lokale effekter i gvre mave-tarmkanal, pa hud eller i
andedraetsorganer atheengigt af administrationsvejen for det
pagxeldende kemikalie.

Der er ingen validerede metoder til pavisning af punktmutatio-
ner i somatiske celler in vivo.

Genetisk toksikologi er et omrade, som er under kraftig udvik-
ling, og man ma formode, at nyere og maske bedre tests vil
blive fgjet til listen over “guideline tests” inden for en overskue-
lig arreekke, det geelder fx tests i transgene dyr og KOMET assay.
Med disse tests er der abnet mulighed for at pavise vaevsspecifik-
ke genotoksiske stoffer, ligesom tests i transgene dyr giver
mulighed for pavisning af punktmutationer in vivo.

Der er endvidere udviklet transgene mus, som udtrykker ska-
der i onkogenet H-ras. Der findes transgene mus, som er folsom-
me for p53 mutationer, og endelig er der udviklet musestammer,
som er folsomme over for stoffer, som repareres med excisions-
repair (XPA).

De tests, der oftest anvendes til at underspge for genotoksisk
effekt pa kensceller, er dominant letal test og mammal kenscelle
cytogenetisk test. Disse tests paviser overvejende kromosomale
effekter. Arvelig translokations-test og specifik lokus-test kraever
sa mange dyr, at testene ikke kan anvendes til rutinetestning.
Der er derfor et behov for guideline tests til pavisning af geneti-
ske effekter pa konscellerne (fx SCE, UDS eller DNA-addukter).
Meget tyder dog pa, at kenscellemutagener kan pavises som
mutagener i somatisk celletest, og at stoffer, som ikke er mutage-
ne i somatiske celler, heller ikke vil veere det i kgnsceller. Endnu
ved man dog ikke, om der findes specifikke typer af mutagener
(fx aneugener), som overvejende er aktive under kgnscelledelin-
gen (meiosen), der afviger fra celledelingen i somatiske celler
(mitosen).

P4 in vitro omradet ser det ud til, at det i fremtiden vil veere
muligt at konstruere stammer specielt designet til bestemte,
potentielt genotoksiske stofgrupper, hvorved der er abnet mulig-
hed for at studere metabolisme samt de molekylaere mekanismer
bag mutagenesen af disse stoffer.

Der findes ikke internationalt accepterede guidelines for test af
stoffer for non-mutagene epigenetiske effekter.

En nordisk ekspertgruppe har udgivet en rapport herom, hvor
det konstateres: Data om non-mutagene effekter i kraeftproces-
sen er normalt ikke tilgaengelige ved godkendelses- og registre-
ringsprocedurer for kemikalier. Det er indlysende, at data om
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non-mutagene stoffers carcinogene virkning far stigende betyd-
ning. Sadanne data er af serlig betydning ved regulering af stof-
fer med positivt carcinogent potentiale hos forsggsdyr, men uden
evidens for mutagen aktivitet. Tilstedevaerelsen af den type af
data vil lette evaluering og klassifikation af stoffer. Der er endvi-
dere det problem, at den stigende effektive screening af mutage-
ne stoffer udelukker disse af markedet, sialedes at de carcinoge-
ner, som findes i miljg og arbejdsmiljo fremover, i stigende grad
vil veere de non-mutagene.

Rapporten peger pa nogle typer af metoder, der vil kunne
anvendes i vurdering af evidens for non-mutagen carcinogen
aktivitet:

In vitro celletransformation, gap-junktion intercelluleer kommu-
nikation, tumorpromotion via protein phosphatase haemmere,
signal pathways som mulige mal for non-mutagene carcinogener,
andret genekspression i carcinogenese, betydningen af peroxi-
som proliferation og mitogenese.

Testprotokoller

De gaxldende testprotokoller er ofte for stramme. Der burde
abnes sterre mulighed for at at tage hojde for de enkelte kemi-
ske stoffers fysisk/kemiske egenskaber, fx oplaselighed, flygtig-
hed og pH-afhaengighed, ligesom ogsa viden om biologiske
egenskaber som fx metabolisme og toksicitet burde indga.

I de nyeste guidelines inden for leegemiddelomridet (fra 1996
0g 1998) er antallet af standardtests i testbatteriet skaret ned fra
4 til 3 (jf afsnit om lovgivning). Til gengeld er teststrategien gjort
mere fleksibel, idet der er abnet mulighed for modifikationer af
testprotokollerne, sa der tages hejde for stoffernes fysisk/kemi-
ske og biologiske egenskaber. Desuden er der tilfeelde, hvor der
kan stilles krav om yderligere testning, fx hvis det drejer sig om
et nyt leegemiddel med en ny kemisk struktur, hvis genetiske
effekter man ikke kender.

Lovgivning

Det er nu et krav, at alle nye kemikalier (fx laegemidler, industri-
kemikalier, tilseetningsstoffer til levnedsmidler, bekaempelsesmid-
ler og stoffer, der skal anvendes til plastemballage til levneds-
midler) skal undersoges i forskellige genotoksicitetstests, for de
ma anvendes. Forskellige teststrategier, hvori der indgar flere
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genotoksicitetstests med forskellige genetiske endepunkter, er
opstillet for disse stoffer.
Der er to principielt forskellige teststrategier:

¢ flertrinstestning
¢ testbatterier.

Flertrinstestning

Denne teststrategi blev foreslaet af Bridges i 1974 og er baseret
pa, at kravet til testning skal baseres pa graden af human ekspo-
nering. Princippet i denne teststrategi er, at der udfgres en indle-
dende screening i in vitro tests, oftest bakterietests (Ames og/eller
E. coli), og en test for kromosomaberrationer i mammale celler.
Afhaengigt af udfaldet i disse indledende tests og anvendelsesgra-
den af det pageldende kemikalie udfores yderligere testning in
vitro eller in vivo. Der er en vis fleksibilitet i denne teststrategi,
idet det ikke ngjagtigt foreskrives, hvilke tests der skal udferes pa
de enkelte trin. Princippet i denne teststrategi er at begraense
antallet af tests og antallet af dyr mest muligt. Flertrinstestning er
specielt egnet til testning af et stort antal stoffer, fx nye industri-
kemikalier. Siden 1967 har der vaeret krav om maerkning af kemi-
ske stoffer, inkl. mutagener (EU direktiv 67/548/EEC). 1 den 6.
endring af direktivet (79/831/EEC) blev der indfort en test- og
notifikationsprocedure for nye stoffer markedsfort i EU efter
18.9.1981. Den gwxeldende teststrategi (18. aendring af EU direktiv
67/548/EEC) fremgar af omstiende boks.

Testbatterier

Batteristrategien anvendes til testning af laegemidler, pesticider,
tilseetningsstoffer til fedevarer og til testning af stoffer, der skal
anvendes til emballage beregnet til kontakt med levnedsmidler.
Der anvendes et batteri af 3-4 tests, som alle skal udferes uaf-
haengigt af resultatet i de gvrige tests.

Inden for leegemiddelomradet er der krav om mindst to in
vitro tests pa savel bakterier som pa mammale celler, samt en in
Vivo test:

¢ en test til gen- (punkt-) mutationer i bakterier

@ en in vitro test for kromosomskader i mammale celler eller en
in vitro mouse lymphoma tk test

@ en in vivo test for kromosomal skade i bloddannende celler
fra gnaver.
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CEC, 1993 Teststrategi

A. Hyvis et nyt kemikalie teenkes markedsfort i en maengde
pa 0,1-1 ton pr 4r, skal der normalt udferes en bakterie
mutagen test, medmindre stoffet er toksisk over for bakteri-
er. I dette tilfeelde udferes alternativ in vitro test. Hvis resul-
tatet er positivt, udferes en in vivo test til pavisning af kro-
mosomafvigeler, fx mikronukleus test.

B. Huvis stoffet markedsfores i en maengde pa 1-10 tons pr
ar (niveau 0), udferes to tests (“basis sat”): 1) En bakterie
tilbagemutations test (Salmonella typhimurium eller E. coli)
med og uden metabolisk aktivering og 2) en test for kro-
mosomafvigelser i mammale celler in vitro med og uden
metabolisk aktivering eller MN eller CA i knoglemarvsceller
in vivo. Bakterietesten udferes for testning i mammale cel-
ler. Er testen negativ, udferes test for kromosomaftvigelser
(CA) i mammale celler, er testen positiv, udferes test for
punktmutationer i mammale celler (fx muse lymfoma) eller
alternativt bade punktmutationer (hprt) og CA. Hvis test-
en(e) i mammale celler er positiv(e), skal der straks udfgres
testning i CA eller MN pa knoglemarvsceller in vivo. Hvis
sidstnaevnte test(s) er negativ(e), kan in vivo testning dog
udskydes afhaengigt af graden af human eksponering (indtil
10 tons og kontrolleret anvendelse). Hvis stoffet er positivt
i den forste in vivo test, maerkes stoffet efter gaeldende reg-
ler. Hvis stoffet er negativt, men positivt i in vitro CA test,
udferes yderligere in vivo test i et andet somatisk vaev. Ved
positivt udfald betragtes stoffet som et in vivo mutagen og
maerkes herefter. Ved anvendelse pa 100 tons og derover
testes evt ogsa for genotoksisk effekt pa konsceller.

C. Huvis stoffet anvendes i en maengde pa mere end 100
tons pr ar, kraeves 4 tests: 1+2) to tests fra “basissaettet”, 3)
test for punktmutationer i mammale celler og 4) CA test in
vivo eller in vitro. Ved en anvendelse pa 10-100 tons vurde-
res, om der bor kraeves 4 tests.

D. Ved en anvendelse pa mere end 1.000 tons pr ar
kraeves langtids-dyreforseg for carcinogen effekt.

5
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Arbejdsmiljo

Inden for arbejdsmiljp er der ikke nogen nedfaeldede krav til test-
ning af stoffer, for de tages i anvendelse pa arbejdspladserne. Men
er stofferne nye pa markedet, geelder reglerne fastsat for alle nye
stoffer. Ved fastsaettelse af greenseveerdier inddrages viden om
genotoksiske effekter bade fra in vitro underspgelser og genetiske
moniteringsstudier. Skader pa kromosomer har saledes vaeret
anvendt som argument for nedsxttelse af graensevaerdier for stoffer
som benzen, styren, cytostatika samt ved svejsning i rustfrit stal.
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Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Kreeht og kraeftfremkaldende
stoffer

Kraeft forarsaget af pavirkninger i arbejdet har vaeret kendt i flere
arhundreder, og inden for de seneste artier er der dokumenteret
flere og flere eksempler pa sammenhaeng mellem udsaxttelse og
kraeftudvikling. Fx er der sammenhaeng mellem udsaxttelse for
oplasningsmidlet benzen, der findes i benzin, og leukaemi. Et
andet eksempel er, at til trods for, at asbest har vaeret forbudt en
tid, ses der stadig en stigning i antallet af personer, der diagno-
sticeres med mesotheliom, lungehindekreft, forarsaget af asbest-
indanding. Personer, der arbejder eller opholder sig i trafikerede
bymiljger, udseettes i hgjere grad for forbreendingsprodukter fra
biler, og der er stigende bekymring for, at disse personer har en
foraget risiko for lungekraeft.

Vi ved stadig mere om mekanismerne bag kreeftudvikling, og
metoderne til at detektere personers udsattelse for kreftfremkal-
dende stoffer raffineres. Der er en oget indsigt i personers for-
skellig folsomhed over for pavirkning af kreftfremkaldende stof-
fer. Den afhaenger af genetiske faktorer, almen helbredstilstand,
livsstil, alder og kost. Samfundets malsaetning er at opna bedst
mulig beskyttelse mod arbejdsbetinget kraeft, hvilket i praksis
indebzerer nul udsaettelse for kreeftfremkaldende pavirkninger.
Dette er imidlertid ikke altid muligt, hvorfor der i praksis skal
ske en vurdering af, hvilke niveauer for udsattelse der anses for
acceptable. Der er derfor fastsat graensevaerdier for nogle kraeft-
fremkaldende stoffer, og der findes instrukser i Arbejdstilsynets
bekendtggrelser for, hvordan mange kreeftfremkaldende stoffer
skal handteres, og hvordan arbejdsprocesserne designes optimalt
for at minimere udszettelse.

Internationalt arbejdes der pa falles anerkendelse af, hvilke
stoffer der ma anses for at vaere kraeftfremkaldende. Det inde-
baerer bl.a. vurdering af resultater fra dyreforspg og epidemiolo-
giske studier. Der arbejdes ogsa pa en faxlles model for, hvorle-
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des man kan skelne de mere potente kraeftfremkaldende stoffer
fra de mindre farlige stoffer.

I Danmark er foretaget flere opgorelser over arbejdsbetinget
kraeft, og erhverv som chaufforer, kokke og kemisk arbejde er
bl.a. sat i fokus. Der pagar studier af risikoen for aktuel udsaet-
telse i flere bergrte brancher, og disse studier prover at inddrage
markorer for tidlig udsattelse for de kreftfremkaldende stoffer
mhp en intervention over for skadelige pavirkninger. Hos bus-
chaufferer er der saledes fundet et gget niveau af DNA-skader,
der kan vaere forarsaget af kreeftfremkaldende stoffer, der findes i
udstedning fra biler. Svejsere, der arbejder med rustfrit stal, er
udsat for malbare koncentrationer af kreeftfremkaldende metaller,
og der er mistanke om, at trykkere ansat i den grafiske industri
er udsat for kraeftfremkaldende stoffer.

Arbejdsmiljp kontra miljp

Kraeft er den naesthyppigste dedsarsag i Danmark. Sterstedelen
af kraefttilfeldene antages at vaere forarsaget af udsaettelser for
kemiske stoffer, komplekse blandinger, straling og infektioner.
Danmark har verdens wldste nationale register over kreefttilfaelde
i befolkningen. Hvis man studerer forekomsten af cancertilfaelde
fra 1943, da Cancerregistret blev etableret, ses, at forekomsten af
en given kraeftform kan andres meget med tiden. Kun en del af
variationen kan forklares ved bedre registrering og sendrede kli-
niske diagnoser og rutiner. Blandt de mest bemaerkelsesvardige
@ndringer er en staerkt gget forekomst af lunge-, tyktarms- og
brystkraeft (fig. 2.1-2.3). Men der findes ogsa nogle glaedelige
tendenser. Eksempelvis var mavekraeft sandsynligvis den mest
almindelige dodelige kraeftform omkring ar 1900. Siden da er
forekomsten mindsket kraftigt, og mavekreeft er i dag en ret sjael-
den kraeftform (fig. 2.2).

Sammenligner man forskellige lande og kontinenter, ses en
meget stor variation i forekomsten af forskellige kraeftformer. Fx
er leverkraeft en af de mest almindelige dodelige kraeftformer
globalt set, men i den vestlige del af verden er denne kraftform
relativt sjeelden. Ved at undersoge forandringen i kraeftforekomst
hos befolkningsgrupper, der er emigreret til andre lande, kan
man vise, at miljofaktorer pavirker kraeftforekomsten kraftigt. Pa
basis af migrationsstudier og andre data har man beregnet, at 70-
90% af alle kreefttilfoelde kan forklares med miljofaktorer. Man
kender en del af de miljofaktorer, der har gget forekomsten af
kraeft i den danske befolkning. Tobaksrygning kan fx forklare ca
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Figur 2.1. Forekomst af lungekreaft i Danmark siden 1943. (Ifplge HH Storm, Kraeftens bekaempelse, og “Cancer
incidence in Denmark 1994”, Sundhedsstatistikken 19977, Sundhedsstyrelsen, Kgbenhavn 1997).
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Figur 2.2. Forekomst af mave- og tyktarmskreeft i Danmark siden 1943.
(Ifplge HH Storm, Kraeftens bekaempelse, og “Cancer incidence in Denmark
1994”, Sundhedsstatistikken 1997:7, Sundhedsstyrelsen, Kgbenhavn 1997).
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ni ud af ti tilfaelde af lungekreeft, og udsettelse for sollys kan
forklare en stor andel af hudkreefttilfeeldene.

Danske studier har vist, at der en betydelig variation i kraeftfo-
rekomst mellem forskellige erhverv. Fx har faglerte arbejdere
dobbelt sa stor risiko for lungekraeft som funktionaerer, nar man
ser bort fra virkningen af tobaksrygning.

For nogle veldokumenterede pavirkninger er det muligt at
beregne, hvilken betydning de har for kreft. Det er for nylig
beregnet, at ca 2% af alle krafttilfaelde i Danmark skyldes ekspo-
nering for veldokumenterede pavirkninger i arbejdsmiljget. Der
findes dog mange mindre veldokumenterede pavirkninger, for
hvilke der er usikkerhed om farligheden og stgrrelsen af ekspo-
neringen. Det reelle antal arbejdsbetingede kreeftlidelser ma der-
for antages at vaere storre. Saledes beregner Arbejdstilsynet, at 4-
5% af kreefttilfeeldene kan skyldes arbejdsmiljgpavirkninger. Dette
vil indebaere, at 1.100-1.400 personer i Danmark om aret rammes
af kreeft, der kan forklares med udseettelse for kreeftfremkaldende
stoffer i arbejdsmiljpet.

Kreafttilfoelde, som misteenkes for at veere arbejdsbetingede,
skal anmeldes til Arbejdstilsynet og evt Arbejdsskadestyrelsen.
Det totale antal kreefttilfaelde, der er anmeldt til Arbejdstilsynet,
har i perioden 1985-94 varieret mellem 164 og 275 tilfeelde om
aret. Da reglerne foreskriver, at anmeldelse skal ske, nar der er
mistanke om, at sygdommen kan vaere arbejdsbetinget, kan man
forestille sig, at der burde vaere en betydelig overrapportering.
To danske undersggelser fra de senere ar tyder dog pa en ca

Figur 2.3. Forekomst af
brystkreeft i Danmark siden
1943. (Ifolge HH Storm,
Kraeftens bekempelse, og
“Cancer incidence in
Denmark 19947,
Sundhedsstatistikken
19977, Sundhedsstyrelsen,
Kobenhavn 1997).
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50% underrapportering af adenocarcinomer i naesehulen, der er
meget steerkt associerede til eksponering for traeestgv og for me-
sotheliomer, der oftest forekommer hos asbesteksponerede. For
kreeftformer, som har en svagere association til arbejdsekspone-
ring, vil rapporteringen formodentlig vaere endnu darligere. Det
er beregnet, at 12% af lungekrafttilfaeldene i Norden ville kunne
undgas, hvis farlige eksponeringer i arbejdet blev fjernet. Meget
fa af disse tilfeelde er rapportede som arbejdsbetinget kraeft.

Man kan konkludere, at vi oftest ikke kender arsagen til, at
man far kraeft, og at vi stadig mangler viden om risikofaktorer
for mange kraeftformer. Den positive side af dette er, at hvis det
er muligt at identificere disse risikofaktorer og reducere eller helt
eliminere dem, vil dette have betydelige helbredsmaessige og
samfundsekonomiske konsekvenser.

Mekanismer i kraeftudvikling

Definitioner og karakterisering af kraeft

Cancer er det latinske ord for kreeft, og carcinogenese betyder
udvikling af kraeft. Afgreensede faste omrader af kraeftvackst kal-
des tumorer, men dette ord omfatter ikke kun kreeftveev i strikt
medicinsk terminologi. En tumor kan fx ogsa vaere en vakst, der
er forarsaget af infektion. Kreeft kan ogsa forekomme med uklar
vaevsafgraensning, som fx ved leukaemi. Et klarere defineret
synonym for kraeft er neoplasi. En neoplasme er kendetegnet
ved, at cellerne er zendret irreversibelt, og ved at cellevacksten i
det store hele er autonom og fortsatter, efter at den stimulus,
der forarsagede den, er borte. Neoplasier, der stammer fra
muskel-, ben- eller bindevavsceller (celler fra det mesodermale
kimcellelag), kaldes sarkomer (fig 2.4). Andre neoplasier (fra
ekto- og endodermale kimcellelag) kaldes i regel carcinomer. Et
adenocarcinom indeholder kirtelstrukturer.

Kreeft er en sygdom, i hvilken en population af celler i et dyr
eller menneske er ramt af irreversible genetiske forandringer i et
eller flere af de systemer, der regulerer celledeling, differentie-
ring, intercellulaer koordinering eller genomisk integritet. Kraeft
karakteriseres ved ukontrolleret vaekst af celler, der i varierende
grad ligner de oprindelige celler (fig. 2.5). Flere forskellige gene-
tiske forandringer er ngdvendige for udvikling af kraeft, og disse
finder sted trinvis, i mange tilfeelde sker kraeftudviklingen over
flere artier. Til trods for, at der er en hurtig udvikling i vores
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Figur 2.4. Seksten dage efter befrugtningen bestar det menneskelige embryo af
tre cellelag. Alle organer i menneskekroppen har deres oprindelse i et af disse
cellelag. Fra entodermen opstar mave-tarmkanalen og andre indre organer. Fra
mesodermen stammer knogler, muskler, blodkar og bindevaev, og fra ektoder-
men stammer huden og nervesystemet. Carcinom er kraeft, som opstar i organer,
der stammer fra entoderm og ektoderm, og sarkom opstar i organer, der stam-
mer fra det mesodermale cellelag.

viden om, hvad der adskiller kraeftceller fra normale celler, er
det vanskeligt at lave en simpel fysiologisk eller biokemisk defi-
nition af kraeft. Man bruger derfor beskrivende definitioner. De
basale biologiske egenskaber ved kreeft er:

¢ oget celledelingshastighed i forhold til celler i det normale vaev

¢ et progressivt tab af de specialiserede cellefunktioner, der fin-
des i det oprindelige vaev

¢ tab af den intercellulaere koordinering, fx at celledeling ikke
haemmes ved kontakt til andre celler, eller at cellerne ikke
mere reagerer pa hormoner og vakstfaktorer

¢ at tumorcellen ved celledeling altid giver ophav til nye tumor-
celler.

Figur 2.5. Udvikling af kreeft i hud. A: I normal overhud sidder stamcellerne pzent
ordnede pa basalmembranen, og celledelingen er afbalanceret mod afstodningen
af keratiniserede hornceller. B: Hyperplasi er forggelse af antallet af celler i
vaevet. C: Dysplasi er en forandring af stgrrelsen, formen og organisationen af
cellerne i vaevet. D: Ved kraeft ses bade hyperplasi og dysplasi, flere celler deler
sig, de taber deres specialisering og haemmes ikke ved kontakt med andre celler.
Invasiv pladeepitelkraeft vokser gennem basalcellemembranen ind i underhuden.
(Modificeret fra: Arbeit JM, Transgenic models of epidermal neoplasia and multi-
stage carcinogenesis, i: Ed. Leigh IM, Newton Bishop JA, Kripke, Skin Cancer,
Cold Spring Harbour Laboratory Press, Plainview, N.Y., USA, 1996, pp 7-35).
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Tabel 2.1. Risikofaktorer
for kreeftudvikling. (Fra
Vainio, 1993).

Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Hvor tydeligt disse karakteristika fremtraeder, varierer fra kraeft-
form til kraeftform og kan ligeledes aendres under udviklingen af
kraeft. Fx varierer graden af bevarelse af vaevsspecifik differentie-
ring steerkt mellem forskellige tumorer, og der findes faktisk
nogle enestiende omstaendigheder, hvor kraeftceller kan restitue-
res til tilsyneladende normalt vaev.

Selvom gget cellevaekst er et af kendetegnene ved kreeft, varie-
rer celledelingshastigheden mellem forskellige kraeftformer, og
der findes endda eksempler pa tumorer, som vokser langsomt i
flere artier uden at forarsage helbredsmaessige problemer. Den
ogede celledelingshastighed skyldes ikke en kortere doblingstid
for de enkelte celler, men at en stgrre andel af cellerne deler sig.
Heri indgar et cellulaert maskineri, der kan styre cellen til selv-
mord, apoptose, der kan udlgses som resultat af signaler fra det
omgivende vaev eller ved omfattende genetisk skade. Mange
data indikerer nu, at den styringsmekanisme, der initierer apop-
tose, er defekt ved kreeft, og at dette er et vigtigt bidrag til
tumorvakst.

Tumorceller afviger i varierende grad fra det normale vaev.
Godartede, benigne, tumorer er afgreensede fra det omgivende
vaev, ofte med en bindevavshinde, og cellerne ligner som regel
det normale vaev og vokser langsomt. Ondartede, maligne,
tumorer indvaderer derimod det omgivende vaev, de kan ofte
metastasere (sprede sig) til andre vav, og cellerne er lavt diffe-
rentierede og hurtigtvoksende. En ondartet tumor kan ogsa defi-
neres ved, at den vokser ubegranset og til sidst draeber vaerten.

Et carcinogen (eller cancerogen) er et stof, straling, virus etc,
der gger forekomsten af kraeft hos eksponerede mennesker eller
dyr i forhold til en kontrolgruppe (tabel 2.1).

Genetisk preedisponering Xeroderma pigmentosum
Hormoner @strogener

Kemikalier Benzen
Industriprocesser Gummiindustri
Hormoner @strogenbehandling

loniserende straling
Ikke-ioniserende stréling
Virus

Livsstil

Kost

Medicinering
Socio-ekonomiske forhold

Terapeutisk rentgenbehandling
UV-behandling

Hepatitis B virus
Tobaksrygning

Overdreven kalorieindtagelse
Cytostatika

Lav socialklasse/arbejdslashed
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Kemiske carcinogener - et historisk tilbageblik

Den forste viden om kemiske carcinogener stammer fra
arbejdspladser og erhverv, hvor der var daglig kontakt med
kraeftfremkaldende stoffer. En arsagssammenhaeng mellem kraeft
og et specifikt stof blev beskrevet for forste gang i 1775 af den
engelske leege Percival Pott, der beskrev, at hudkreft i scrotum
forekom hos en raekke maend, der havde vaeret skorstensfejere.
Pott konkluderede, helt korrekt, at arsagen var eksponering for
sod, og foreslog ogsa forebyggende tiltag. Gennem det folgen-
de arhundrede blev industrielle eksponeringer, fx skareolier og
anilinfarver, peget pa som arsag til forekomst af kraeft blandt
arbejdere.

I 1915 lykkedes det de to japanske forskere Yamagawa og
Ichikawa at fremkalde hudkreeft hos kaniner, der var blevet
penslet med kultjeere pa huden. Dette var indledningen til eks-
perimenter, hvor blandinger af stoffer og enkelte stoffer kunne
testes. Ved lignende dyreforsgg lykkedes det i 1930 engelske
forskere at vise, at enkelte polyaromatiske kulbrinter, der findes
i kultjeere, var kreeftfremkaldende. I midten af fyrrerne kendte
man en rekke stoffer, der var kraeftfremkaldende hos dyr. Pa
dette tidspunkt eksisterede en lang raekke brogede teorier om,
hvordan disse stoffer virker, og hvad stofferne havde fzlles. Pa
samme tid eksperimenterede aegtefellerne Miller ved McArdle
Institute of Cancer Research i Wisconsin med et kreftfremkal-
dende farvestof, butter yellow. De fandt, at stoffet farvede leve-
ren pa rotter, og at stoffet var bundet irreversibelt i leveren.
Det viste sig kort tid efter, at de fleste kraftfremkaldende stof-
fer skal metaboliseres af enzymer i kroppen, og at det er de
dannede reaktive, elektrophile metabolitter, der binder sig til
proteiner, DNA og andre makromolekyler.

Efter opdagelsen af, at arvematerialet er DNA, kunne man
snart konkludere, at det kritiske mal for kemiske carcinogener
var DNA-molekylet. Tidligt i dette arhundrede udsatte forskere
og laeger sig for ioniserende straling som egne forsggspersoner,
eller nar de testede deres udstyr. Mange af disse udviklede
siden hudkraeft pa hud, der havde varet eksponeret. Dertil
kom, at udstyret var darligt afskaermet, og mange af de forste
rontgenlager fik senere leukaemi. Begrebet mutation stammer
fra den klassiske genetik, og her blev ioniserende straling brugt
tidligt til fremstilling af nye genetiske varianter. I 1960-70 sam-
menfojedes pa elegant vis viden om genetik, stralingsbiologi,
kliniske observationer og eksperimentelle studier af kreeftfrem-
kaldende stoffer og kraftfremkaldende virus til en helstgbt
model.

/1
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Tabel 2.2. Almindelige
malorganer for velbeskrev-
ne kraftfremkaldende stof-
fer. (Efter Vainio, 1993).

Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Lunge Asbest, arsen og arsenforbindelser, bis(chloromethylether,
chloromethylmethylether, Chrom (VI) forbindelser, senneps-
gas

Nikkelforbindelser
Mineralfibre, fx asbest
Tobaksrygning

Bleere 4-aminobiphenyl, benzidin, chlornaphazine,
cyclophosphamid, tobaksrygning

Bloddannende system  Benzen, chlorambucil, methyl. CCNU, cyclophosphamid,
melphalan, myleran, ioniserende straling

Hud Arsen og arsenforbindelser, tjserestoffer, mineralolier, sod,
UV-lys, ioniserende straling

Lever Alkoholholdige drikkevarer, aflatoxiner, hepatitis B og C virus,
vinylchlorid

Den genetiske model for carcinogenese

Udviklingen af en malign kraeft sker ofte over flere identificerba-
re trin (fig. 2.6). Denne multitrinskarakter er i overensstemmelse
med, at kreeftudviklingen er et resultat af en raekke faenotypiske
forandringer, der ofte kan henfores til genetiske forandringer,
mutationer i kritiske kraeftgener. De genetiske forandringer, der
driver carcinogenesen, rammer kreaeftgener, der giver den foran-
drede celle vaekstfordele. Onkogener er gener, der aktiveres, ved
at deres proteinprodukter findes i hgjere koncentration eller i en
mere aktiv form. Tumorsuppressorgener er gener, der bremser
kraeftudvikling, og ved mutation af dem minskes maengden af
deres protein, eller der produceres inaktive proteiner. I nogle
tilfzelde er det rationelt at tale om andre kategorier af kraeftgener,
fx metastasegener, der bremser spredning af kraft. Nogle DNA-
reparationsgener er sa vigtige for at vedligeholde den genetiske
kode, at inaktivering af disse andrer mutationshastigheden i cel-
len dramatisk, hvilket hurtigt smitter af pa kraeftudviklingen. Vi
vil her uddybe de forskellige trin i kraeftudvikling: initiering, den
proces der leder til dannelse af celler med mutationer, der dispo-
nerer til kraeft, promotion, en specifik vaekststimulering af de ini-
tierede celler, progression, der indebzrer, at en godartet svulst
bliver ondartet. Desuden vil vi diskutere betydningen af toksicitet
0g IMmmunosuppression.

I 95% af alle tilfaelde af kronisk myeloid leukaemi er der sket
en @xendring af to af kromosomerne i kreftcellerne, idet en del af
kromosom 9 er blevet overfort til kromosom 22. Denne foran-
dring, kaldet et Philadelphiakromosom, udger et eksempel pa de



Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Milio . »
4 ’ Kemiske stoffer, straling, ____________
/ virus
' Omdannelse i miljget
Carcinogener
_________ b
Individ %,
B . PPN < --
v
\
P T >---
v ™, Normal celle
‘I — \\
Elektrofilt : SN,
angreb pa cellens ,_I,—’
DNA-molekyler . DNA K
Omrade hvor . o
irreversibilitet indtreeffer Reparation \/" o= \ Initiering
/ -— |
\ - !
" Initieret
oo .m0 cele
Aktivering af protoonkogener >

Defekt cellevaekst
Defekt celledifferentiering
Promotion

7 Egigr?oplastisk ("——]}l
! \ [J
F (_) i
Malign tumor | /JB ]
-’

Inaktivering af tumorsuppressorgener

Genetisk
&ndring

Conversion

Invasion
Progression Metastasering
Progression
—> Klinisk cancer E——

Figur 2.6. Kraeftudvikling er en flertrinsproces. (Omtegnet fra Holmberg et al., 1979 og Shields & Harris, 1991. Fra
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Figur 2.7. Philadelphia-
kromosomet, der opstar ved
en omlejring af kromoso-
merne 9 og 22, er alminde-
ligt ved kronisk myeloid
leukaemi.
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Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

kromosomale forandringer, der kan observeres ved kreaeftsyg-
domme. T fusionspunktet pa Philadelphiakromosomet er genet
c-abl fra kromosom 9 blevet sat sammen med genet bcr (fig.
2.7). De fejlagtigt forenede c-abl og bcr regioner danner et
abnormt protein, der har en meget hgj enzymaktivitet, og det
abnorme protein pavirker reguleringen af cellevaeksten. T dette
eksempel er onkogenet bcr/abl blevet aktiveret ved overforsel af
c-abl til en anden plads i genomet.

Man kender i dag ca et halvt hundrede onkogener. Mange af
disse blev forst identificeret i kraeftfremkaldende virus. T disse
virus kan den kraeftfremkaldende effekt lokaliseres til et eller
flere gener, og effekten kan overfores ved infektion. Disse onko-
gener fra virus har oftest stor lighed med lignende gener fra
vaertscellen, og man mener, at viruset under evolutionen har
opsamlet en kopi af det normale gen fra vaertscellen.

Fx er onkogenet ras identificeret som det virale gen, der forar-
sager sarkomer i rotter. Mennesket har tre homologe ras-gener,
og i mange humane tumorer er et af de humane ras-gener akti-
veret pga en punktmutation, dvs en @ndring af en DNA-base til
en anden. Punktmutationer opstar typisk, hvor DNA’et er blevet
beskadiget af kraftfremkaldende stoffer eller straling. Ras-protei-
net er en central budbringer i en signalkaede, der overforer sig-
naler, fx vackststimuli, fra receptorer pa overfladen af cellen til
cellekernen og DNA’et. Ras-proteinet eksisterer i to former, en
aktiv og en inaktiv. Ved stimulering overgar det fra den inaktive
form til den aktive. En mutation i en af tre aminosyrer i ras-pro-
teinet aendrer det, saledes at proteinet er fanget i den aktive
form, og cellen modtager saledes en konstant stimulation.

Tumorsuppressorgener er maske endnu vigtigere for udviklin-
gen af kreft end onkogener. Disse geners proteinprodukter
bremser kraftudviklingen. Hvis disse gener inaktiveres, sa prote-
inets funktion forsvinder eller nedsxttes, fremmer det kraeftud-
vikling. Eftersom vi har to saet kromosomer, kraves det, at begge
kopier af tumorsuppressorgenerne inaktiveres. Man kender ca
tyve tumorsuppressorgener, og mange af disse er associerede til
sjeldne arvelige dispositioner for kraft.

Et eksempel er p53 tumorsuppressorgenet, som er muteret pa
det ene af de to kromosomer, i familier med Li-Fraumeni syndro-
met (fig. 2.8). Li-Fraumeni syndromet er en meget sjelden domi-
nant arvelig praedisposition for sarkomer hos bgrn, brystkraeft
hos kvinder og flere andre kraeftformer. Kraeftforekomsten blandt
disse barn er ca 100 gange forhgjet, og ved 60-ars alderen har
praktisk taget alle med Li-fraumeni syndromet udviklet kraeft.
Hos de fleste undersogte personer med Li-Fraumeni syndromet
har man fundet, at de har arvet en kopi af p53 genet med en
mutation, der har forandret en eller flere af de 393 aminosyrer i
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p53 proteinet. Den anden kopi af p53 genet er derimod stadig
intakt.

Vi akkumulerer mutationer i vore gener gennem hele livet,
fordi vi udsattes for mutagene stoffer og straling, men ogsa fordi
der kan opsta fejl under den normale celledeling. Vi har derfor
tusindvis af inaktiverede tumorsuppressorgener i de forskellige
celler i hele kroppen, men da vi har to kopier af tumorsuppres-
sorgenerne, er sandsynligheden for, at begge kopier inaktiveres i
én celle, meget lille. Hos personer, der har arvet en defekt og en
funktionel kopi af et tumorsuppressorgen, kraeves det kun, at
den funktionelle kopi bliver inaktiveret i en enkelt celle, for at
cellen udvikler sig til en tumor. Sandsynligheden for, at dette
sker hos en person med Li-Fraumeni syndromet, er nasten
100%.

Mutationer i p53 genet optraeder ikke kun i Li-Fraumeni syn-
dromet. T ca halvdelen af tilfzeldene i de mest almindelige kraeft-
former er p53 genet muteret, saisom tarmkreeft, lungekraft og
brystkraeft. Der er fundet mutationer i p53 i stort set alle kraeft-
former, og i dag er beskrevet ca 5.000 forskellige mutationer, der
alle har inaktiveret p53 i humane tumorer. I disse tumorer er
nok begge kopierne af genet inaktiverede.

I cellen virker p53 ved at regulere celledelingscyklus. Ved kun-
stigt at inaktivere p53 i mus har man etableret transgene muse-
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Figur 2.8. Nedarvning af
praedisposition for kraeft i
en Li-Fraumeni familie gen-
nem tre generationer.
Personer, der var ramt af
kreeft, havde arvet et p53
gen med en mutation.

Kvinde uden kreeft
© Kvinde m. krsft
& Kvinde m. krasft, dod

7 Mand uden krasft
™ Mand m. kresft
‘ Mand m. kregft, dod



76 Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

stammer, der mangler den ene eller begge kopier af p53 genet.
Disse mus udvikler sig tilsynelandende normalt, men har en stor
overhyppighed af tumorer. Til trods for, at p53 proteinet medvir-
ker centralt i reguleringen af celledeling, har det tydeligvis ingen
vital betydning for organismen, undtagen at forhindre tumor-
vaekst. p53 kan derfor anses for prototypen for et tumorsuppres-
sorgen.

Figur 2.9. Kraeftudvikling i Normalt tarmepitel Tidligt adenom Adenom
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Fearon-Vogelstein modellen

Tyktarmskreeft er en af de kraeftformer, hvor man kan iagttage en
udvikling af det normale tarmepitel over flere forstadier til en
fuldt udviklet ondartet kraeft, der hurtigt metastaseres til lever og
andre organer, og som har en darlig overlevelsesprognose.
Denne udvikling sker over flere ar, maske flere artier. Det forste
trin anses for at vaere et hyperplastisk epitel, dvs et omrade i tar-
men med oget celledeling (fig. 2.9). Disse omrader omdannes til
adenomer, sma godartede polypper, der kan forsvinde igen.
Adenomet kan ogsa udvikle sig, blive storre og gradvis vise flere
tegn pa cancer. Den ondartede tyktarmskraeft, et adenocarcinom,
kan veere ganske lille, og inden det er traengt igennem basal-
membranen, kan et kirurgisk indgreb helbrede de fleste tilfaelde.
Fearon og Vogelstein undersggte kirurgiske preeparater fra tyk-
tarmstumorer i alle stadier og analyserede genetiske forandringer




Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer 77

i disse. De fandt, at mutationer akkumuleres gradvist over tid.
Sma adenomer har kun én eller fa genetiske forandringer. De
genetiske forandringer optraeder oftest i samme raekkefelge, men
der findes undtagelser. Et ras-gen, K-ras, bliver aktiveret ved
mutationer halvvejs under kraeftudviklingen, mens inaktivering af
p53 genet ved mutationer oftest optraeder sent i forlgbet (fig.
2.10). Siden Fearon og Vogelsteins rapport er flere gener blevet
identificeret. Nogle af dem muteres tidligt og andre sent i kraeft-
udviklingen. T nogle fia andre kraftformer kan man i dag ogsa
tegne et modsvarende billede over udviklingshistorie og den
genetiske udvikling af kreeft. For disse kreeftformer finder dels
nogle af de samme gener muteret, men man finder, at nogle
gener kun muteres i nogle vaev. I hudtumorer er p53 mutationer
ogsa meget almindelige, men i stedet for at optraede sent i
udviklingen som ved tyktarmskraeft, optraeder mutationerne tid-
ligt i udviklingen af hudkraeft. Nogle gener, der findes muterede
i tyktarmskraeft, er aldrig muterede i hudkraeft, og der er nogle
gener, man kun finder muteret i hudkraeft. Fearon-Vogelstein
modellen har haft stor betydning ved at visualisere og sammen-
foje vores viden om kraeft. Den forklarer delvis et lenge eksiste-
rende postulat, at kreeft er en flertrinsproces betinget af flere
hendelser, der gger sandsynligheden for, at cellen udvikles til

kraeft.
Normal Hyperplasi Adenom Adenom Adenom Carcinom Metastase
;ﬂﬁ{m e » Kasset  Kasse2 , Kasse3 N

Figur 2.10. Mutationer i tumorsuppressorgener og onkogener under kraeftudvik-
ling i tyktarm. Disse forandringer optraeder oftest i den viste sekvens, men rak-
kefolgen kan variere. (Modificeret fra Science 1989, 240, 1386-88).

Initiering

Dyreforseg i fyrrerne gjorde det klart, at to forskellige mekanis-
mer, initiering og promotion, er involverede i kraeftudviklingen
(fig. 2.12). Begreberne initiering og promotion stammer fra

observationer fra eksperimenter med dannelse af hudkraeft hos
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mus, der udsattes for forskellige stoffer. Initiering var oprindeligt
defineret ud fra, at musene var blevet penslet pa huden med en
dosis af et kraeftfremkaldende stof, der var sa lav, at den ikke
forarsagede kraeft hos musene. Musehuden betragtedes som
vaerende initieret, fordi efterfolgende pensling med et andet stof,
en promotor, der ikke i sig selv virker kraeftfremkaldende, bevir-
kede stor forekomst af papillomer, en godartet form for hudkraeft
hos gnavere (fig. 2.11). Rekkefplgen, med hvilken de to typer
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stoffer paferes huden, er meget vigtig, og ingen eller meget fa
tumorer dannes, hvis det promoverende stof pensles pa musene
for det initierende stof. Effekten af det initierede stof er irreversi-
bel, da promotorer kan fremkalde hudkraft, selvom der gar lang
tid mellem behandling med initiator og promotor.

Stoffer, der virker initierende, reagerer med DNA og forandrer
det kemisk. Det kan fx vaere kemiske stoffer, der binder sig til
DNA, radioaktiv straling, der kemisk forandrer DNA, eller virus,
der kan integreres i DNA’et og forandrer reguleringen af
omkringliggende gener eller permanent udtrykker virus-onkoge-
ner. Vi udsaettes hver dag for et meget stort antal af sadanne
DNA-skader, og cellen har en rekke forsvarsmekanismer, der
genkender og reparerer disse skader. Disse systemer er si va-
sentlige, at medfedte defekter i reparationssystemerne medforer
en staeerkt forgget risiko for kreeft. Pa trods af DNA-reparationssy-
stemerne vil der altid veere tilfalde, hvor en DNA-skade ikke
genkendes, eller hvor den repareres forkert, saledes at der opstar
en mutation. Intitiering betyder altsa, at der er opstaet mutationer
i kritiske gener. Dette har overfort cellen til et stadium, hvor den
potentielt kan udvikles til en kraftcelle ved yderligere stimuli.

Langt de fleste af de kendte kreeftfremkaldende stoffer kan ikke
i sig selv reagere med DNA. De skal forst omdannes til reaktive
metabolitter i kroppen. De mange enzymer, der medvirker i dan-
nelsen af reaktive metabolitter, er paradoksalt nok dem, der nor-
malt nedbryder giftige fremmedstoffer. Disse enzymer findes i
hgje koncentrationer i lever og tarm, men ogsa i varierende
maengde i alle organer. Man betragter normalt aktiveringen af
kraeftfremkaldende stoffer som en del af initieringen, fordi det er
dannelsen af reaktive metabolitter, der er central ved virkningen
af mange kemiske carcinogener.

Ved risikobedgmmelse af mutagene stoffer plejer man at anta-
ge, at der ikke er et taerskelniveau for stoffer, der er mutagene.
Det indebeerer, at der ikke eksisterer et niveau, under hvilket en
eksponering er ufarlig. Dette baseres pa, at et enkelt stofmolekyle
i princippet er nok til at initiere én celle, og at én enkelt celle
kan udvikles til kraeft. Det er svaert at bevise eksperimentelt, at
denne antagelse er korrekt. Dette sporgsmal har dog stor betyd-
ning for afggrelser om greensevaerdier og tolerabel risiko og har
derfor vaeret intensivt diskuteret i mange ar.

Promotion

Mens initiering kan forklares ved en klart afgraenset mekanisme
(fig. 2.12), er promotion beskrevet ved de eksperimentelle
karakteristika. Promotion defineres ofte som den proces, hvor

n
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initierede celler deler sig klonalt til synlig kreeft. Med klonalt
menes, at alle cellerne i en tumor er udviklet fra en enkelt initie-
ret modercelle. Denne proces involverer en eller flere ikke-gene-
tiske faktorer, der specifikt pavirker vacksten af den initierede
celle. Slutproduktet af promotion i den klassiske musehud-model
er oftest godartet kraeft. Promotion er ogsa velunderspgt i lever
hos gnavere. Man har korreleret flere biokemiske og cellulare
mekanismer til promotion. Fx mindsker mange promotor-stoffer
den intercellulaere kommunikationen via kanaler, der kaldes for
gap junctions, og mange binder til protein kinase C og stimule-
rer ved denne signaloverfarsel i cellen.

Progression

Godartet kreeft kan, ved en eller flere genetiske forandringer,
overga til ondartet kraeft. Denne proces kaldes progression.
Progression af kraft observeres ikke bare i dyreeksperimenter,
men ses dagligt af de laeger, der behandler kraft. En tumor, der
gennemgdr progression, viser gget vaekst ind i det omkringlig-
gende vaev (invasion), spredning til andre organer (metastasi),
en gget automoni, ved fx at stimulere blodforsyning til tumoren
eller ikke mere at reagere pa hormoner, og viser en darligere
respons pa kraeftbehandling. Under progression akkumulerer cel-
lerne yderligere mutationer i kraeftgener, der opstar abnorme
kromosomer, og ofte sker der store forandringer af bade det
totale antal kromosomer og antallet af enkelte kromosomer.
Dette indikerer, at mutationer er afggrende for progression, og
dette understgttes af, at progression kan fremkaldes i forsegsdyr
ved behandling med stoffer, der fremkalder mutationer.

Immunosuppression

Kraeft kan i nogle tilfeelde vaere forarsaget af et nedsat immunfor-
svar. De tydeligste eksempler findes hos transplantationspatien-
ter, hvis immunforsvar inaktiveres af immunossuppressiv medicin
for at undga afstodning af det nye organ. Non-Hodgkins lymfom
optraeder med ca 50 gange overhyppighed og meget kort inku-
bationstid hos isaer nyretransplantationspatienter, men ogsa hos
patienter, der har faet nyt hjerte, lever eller knoglemarv. Man har
fundet ud af, at forekomsten af denne form haenger sammen
med behandlingen af transplantationspatienter med immunosup-
pressiv medicin som azatioprin og cyclosporin.

Den usadvanligt korte latenstid, jevnfert med andre kraeft-
fremkaldende stoffer, ofte under 6 maneder, skyldes, at kraeften
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er forarsaget af en praeeksisterende virusinfektion af patienten
med Epstein-Barr virus. Infektionen har vaeret holdt nede af pati-
entens immunsystem og er forst blevet reaktiveret, efter at pati-
entens immunsystem er blevet svaekket af den immunosuppressi-
ve medicin.

Man har ogsa fundet en gget forekomst af hudkraeft hos trans-
plantationspatienter, og dette skyldes ligeledes en praeksisteren-
de virus, i dette tilfzelde human papillomavirus (HPV), der bry-
der ud, mens immunforsvaret er inakiveret med immunosuppres-
siv medicin. Ogsa andre virus-medierede kraeftformer har en
gget forekomst hos transplantationspatienter. Der er generelt
fundet en overhyppighed af de virus-medierede kreftformer hos
andre personer med nedsat immunforsvar, dvs personer, der er
blevet behandlet med immunosuppressiv medicin af andre grun-
de, og hos personer med enten medfedte immundefekter eller
med fx AIDS.

Toksicitet

Kemiske forbindelser kan ogsa virke kraftfremkaldende ved at
fremkalde oget celledeling (virke mitogent). Mitogene stoffer vir-
ker ofte meget vaevsspecifikt og er bedst beskrevet for levervav,
dels fordi mange fremmedstoffer omsattes og nedbrydes i leve-
ren, der derfor er malorganet for stoffernes carcinogene virkning,
og dels fordi leverceller regenereres naturligt, hvis en del af
leveren fjernes operationelt eller ved celledad.

Mitogene stoffer kan virke carcinogene, fordi gget celledeling
og dermed folgende oget DNA-syntese giver gget mutationsfre-
kvens. Dette skyldes, at DNA-reparationsmaskineriet har mindre
tid mellem hver celledeling til at reparere de fejl i DNA-sekven-
sen, der opstar under DNA-replikation. Samspillet mellem gget
celledeling og mutagene forbindelser bliver tydeligere, hvis et
stof i lave doser kun virker mutagent, mens det i hgje doser
ogsa inducerer gget celledeling. Et sadant stof vil, hvis det gives
i hoje doser, virke meget kreeftfremkaldende, fordi de skader, der
paferes DNA’et, ikke bliver repareret, mens den samme forbin-
delse givet i lave doser ikke virker kraeftfremkaldende, fordi de
paferte DNA-skader kan blive repareret igen i tide.

Hvis en kemisk forbindelse er giftig for cellerne (virker cyto-
toksisk) og derfor inducerer celleded, kan den ligeledes virke
kraeftfremkaldende, fordi det kan medfere regenerativ vaekst.
Dette sker iseer i leveren, hvor leveren ogsa vil regenereres, hvis
man operativt fjerner en del af leveren. Under regenerationen
kan der ske mutationer, og den ogede celledeling kan iseer frem-
me vakst af prae-neoplastiske celler.
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Figur 2.13. 4-aminobiphenyl blev brugt i store maengder ved gummifremstilling i USA i arene 1935-55. I begyn-
delsen af 1950’erne viste det sig, at 4-aminobiphenyl inducerer kreeft i hunde og rotter. I 1955 blev man klar
over, at ud af 171 arbejdere, der havde vaeret i kontakt med 4-aminobiphenyl, havde 17 udviklet blacrekreeft.
Dette lader til at have ledt til et hurtigt stop for produktionen i USA. Opfolgning af storre grupper af arbejdere
viste en meget staerk kobling af blaerekraeft hos eksponerede arbejdere. Stoffet findes ogsa i tobaksreg, og dette
har sandsynligvis betydning for en gget risiko for blaerekraeft blandt rygere. 4-aminobiphenyl optages ved
indanding eller absorberes hurtigt ved hudkontakt. Stoffet transporteres via blod og omdannes hovedsageligt i
leveren. Omdannelsen, den metaboliske aktivering, sker ved cytochrom P450 enzymer i leveren. En betydelig del
af 4-aminobiphenyl omdannes til 4-hydroxaminobiphenyl, der spontant kan omlejres til en yderst reaktiv forbin-
delse, som hurtigt reagerer med DNA. 4-hydroxaminobiphenyl er dog sa stabil, at stoffet circulerer i hele krop-
pen. Det kan optages over blarevaeggen, og udskillelse til urin og gentagen cirkulation af hydroxaminobiphenyl
over blareslimhinden gor, at stoffet virker ganske specifikt i blacren.
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Risikofaktorer og forebyggelse af kraeft

Spektret af tiltag til forebyggelse af kreeft kan opdeles i folkesund-
hedstiltag og klinisk forebyggelse. Graensen mellem, hvad der er
klinisk, og hvad der er folkesundhedstiltag, er dog flydende.

Med klinisk intervention forstas bestracbelser pa at detektere
kraeft tidligt eller at detektere forstadier til kraeft. Tidlig indsaettel-
se af behandling har meget stor betydning for flere kraftformer.
I Danmark gennemfgres store befolkningsundersagelser rettet
mod tidlig diagnose af kreeft og forstadier til kraeft, fokuserede
pa livmoderhalskreeft, tyktarmskraeft og nogle andre kreaeftformer.
Disse har som formal at observere forandringer i vaev eller sigter
mod at male biokemiske forandringer i blod, affering eller andre
kropsvasker.

For alle kreeftformer findes en del patienter med unormalt
mange slaegtninge, som ogsa har haft kreft. Mange gange skyl-
des dette genetisk praedisposition for kraft. T lighed med p53
mutationer i Li-Fraumeni familier kan disse pradispositioner ofte
forklares med mutationer i onkogener og tumorsuppressorgener.
Derfor udfoldes der store bestrabelser for at vurdere betydnin-
gen af at identificere de folsomme individer og for klinisk at
folge dem for tidligt at detektere kraeft. Fx er det muligt at detek-
tere mutationer i tumorsuppressorgener hos individer i familier
med genetisk praedisposition for brystkraeft eller tyktarmskraeft
og forudsige, hvilke af dem der har gget risiko.

Pavisning af fare for kresftpavirkning &
Greenseveerdi-fastseettelse L 2
Substitution og forbud *
Teknisk kontrol

Personlig beskyttelse

Mélinger i arbejdsmiljoet *

Maling i blod, urin eller andre *
biologiske materialer

Helbredsovervagning

L R R 2R R 2
2

2

Medicinsk forebyggelse

Medicinsk behandling

Overvagning af sygdom

Overvagning af udsasttelse . *
Tilsyn * 2

Uddannelse af arbejdsgiver 2
0g arbejdstager

L K R K IR R N 2

Tabel 2.3. Forebyggelses-
strategier rettet mod kemi-
kalier/pavirkning, arbejds-
miljo eller person.
(Modificeret fra: Proposed
national strategies for the
prevention of labor related
diseases and injuries,
ASPH, NIOSH 1986).
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Det fremstar tydeligt, at vores viden om risikofaktorer er ufuld-
stendig. En vigtig del i forebyggelse er derfor indhentning af
mere viden om fare og risiko i forbindelse med miljofaktorer.
Kraeft udvikles over lang tid, og mennesker kan eksponeres for
kreeftfarer i lave niveauer over flere artier eller for meget hgje
niveauer i korte tidsperioder, i ekstreme tilfeelde ved en enkelt
eksponering. Dette giver store problemer med at identificere
arsagssammenhzeng, og som beskrevet nedenfor stoler vi derfor
pa en raekke forskellige metoder til at beskrive virkeligheden.

Anekdotiske observationer

Viden om mange af de mest velkendte kraftfremkaldende
udsaettelser stammer fra anekdotiske observationer af ophobnin-
ger af kreefttilfeelde blandt arbejdere eller andre eksponerede
grupper. Disse observationer var ikke baserede pa moderne
videnskabelig metodik med krav om kontrolmetoder og statistisk
verifikation. Det er dog vigtigt at laere af historien, at en nysger-
rig og vagen indstilling har haft, og stadig har, stor betydning for
vores vidensbasis. Det er derfor gnskeligt, at leeger, som kommer
i kontakt med patienter med kraeft, sporger om tidligere ekspo-
neringer i arbejdet og i livet i almindelighed, og registrerer infor-
mationen i journalen. For at identificere folsomhed over for
kraeft er det ogsa vigtigt, at kreeft blandt slaegtninge registreres i
journalen.

Epidemiologiske undersogelser

Cancerepidemiologien har gennemgaet en meget staerk udvikling
i omfang og metodik de sidste tyve til tredive ar og udger en
hjernesten i vores forstaelse af kreeftrisikable eksponeringer.
Specielt i Danmark foregar cancerepidemiologisk forskning af
meget hgj kvalitet. Dette beror til dels pa, at vi laenge har haft en
effektiv registrering af kraeftforekomsten i befolkningen, at vi har
meget gode muligheder for at bruge mange forskellige offentlige
og private registre, og at befolkningen og virksomheder oftest er
velvilligt indstillet over for at deltage i undersggelser. Til trods
for, at epidemiologien er meget vigtig for at forsta betydningen
af misteenkte og kendte kreeftfarer, mener mange dog, at den
ikke har levet op til forventningerne om at identificere ukendte
kreeftfarer. Arsagerne ligger i vanskeligheder med at koble krzeft
i befolkningen til udsaettelser lang tid tilbage, at definere de rele-
vante tidsvinduer, at vurdere eksponering, samt at personer ud-
settes for mange eksponeringer samtidig fra miljo, kost og fritid.



Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Samspillet af faktorer bag ved kreeftudvikling er ofte sammensat. 1
nogle tilfzelde ved vi, at flere faktorer skal spille sammen i en
bestemt raekkefolge. Flere faktorer i miljoet kan indga i en interakti-
on, og undertiden kan kombinationer af udsattelser og individuel
folsomhed samvirke. Nar den biologiske mekanisme bag kraeftud-
viklingen blot er en lille smule mere indviklet end en simpel arsags-
virknings-sammenhzeng, er epidemiologien ikke szerligt effektiv.

Dyreforsog

Ved siden af epidemiologien har langtidsstudier af dyr vaeret den
anden vigtige hjornesten i beskrivelsen af stoffers kraeftfremkal-
dende egenskaber. Rationalet for at gennemfore dyreforspg er, at
stoffer, der er kraftfarlige for mennesker, forarsager kraft hos
dyr. Heldigvis er det oftest sadan. Stort set alle stoffer, der vides
at forarsage kraeft hos mennesker, er ogsa kreftfremkaldende
hos dyr, nar de er undersogt under tilfredsstillende betingelser.
Saedvanligvis anvendes mus og rotter. Behandlingen med stoffet
skal efterligne den relevante eksponering af mennesker, fx ved
hudpasmering eller ved inhalation. Varigheden af studierne er
normalt 11/2-2 ar for mus og 2 ar for rotter - eller hele livet. Man
bruger altid en ubehandlet kontrolgruppe, og ofte eksponeres i
forskellige doser og med ca 50 dyr af hvert kon ved hver dosis.
Der findes internationale standarder for gennemforelse af dyre-
forsog, fx fastsat af OECD.

En ikke ubetydelig del af de testede nye stoffer pa markedet
er kreeftfremkaldende. T det storste forsggsprogram, US National
Toxicology Program (tidligere US National Cancer Institute
Bioassay Testing program), har man evalueret over 400 stoffers
kraeftfremkaldende effekt i forsegsdyr. Over halvdelen af disse
stoffer var kraeftfremkaldende. Blandt disse fandt man ogsa,
uventet, nogle kemikalier, der bliver produceret i meget store
maengder.

Dette er foruroligende, eftersom (1) de fleste stoffer ikke er
testet (2) eksponeringer for flere stoffer kan vaere bade additive
og multiplikative (3) det antages, at der ikke er nogen taerskel-
vaerdi, under hvilken de fleste kreeftfremkaldende stoffer er
uvirksomme.

Ved tolkning af dyreforseg bliver man nedet til at tage hensyn
til, at dyr og mennesker har forskellig folsomhed. Man kan her
inddrage information om virkningsmekanismen, og om der fin-
des viden om forskel mellem dyr og mennesker. Dyrene er
oftest udsat for meget stor eksponering i forhold til mennesker,
ofte eksponeres dyrene op til maksimalt tolererbar dosis. Ved
bedgmmelse af risikoen for mennesker bliver man ngdt til at tage
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stilling til, hvordan dosis/respons kurven ser ud i omradet under
doserne, hvor dyrene var eksponerede. Som omtalt findes der
grund til at antage, at initierende kreeftfremkaldende stoffer ikke
har en nedre taerskelveerdi, under hvilken ingen effekt forventes.
Ikke-genotoksiske stoffer antages derimod have en nedre graense
for carcinogenicitet, fordi der skal en vis dosis til for at fa en mito-
gen eller cytotoksisk effekt af et stof. Varigheden af eksponeringen
vil ogsa vaere afgerende for, om et stof er kreeftfremkaldende.

Korttidsforsgg

Dyreforsog er meget kostbare, og det er ikke realistisk at tro, at
mere end en meget lille del af alle de stoffer, vi omgas med, vil
blive testet i langtids-dyreforsgg. Siden midten af 1970’erne er der
udviklet en lang rackke in vitro og korttidstests, hvor stoffer kan
testes - ikke for at fremkalde kreeft, men for andre effekter, som er
associerede til kraeftudvikling. Fx er det muligt i laboratoriet at
male stoffers evne til at beskadige DNA, forarsage mutationer,
inducere DNA-reparation eller danne kromosomskader. Dette kan
forega med enzymer og DNA, i bakterier, i isolerede pattedyrscel-
ler, i dyr eller tilmed i celle- og veevsprover fra mennesker. Det er
ogsa muligt at male nogle tidlige kraftrelaterede forandringer i
vaev i forspgsdyr, som optreeder tidligere og hyppigere. Der findes
ogsa testsystemer for at teste promoverende stoffer. Der redeggres
for kortidstestene i kapitlet om genotoksikologi.

Struktur-aktivitetsrelationer

Blandt de kraftfremkaldende og mutagene stoffer findes grupper
af stoffer med kemisk sammenlignelige strukturer. Pa basis af
viden om, hvordan stofferne virker, kan man med varierende grad
af pracision forudsige, hvordan stoffer med en lignende struktur
kan virke. Man kan ogsa med hjelp af computer mere systematisk
analysere forhold mellem kemiske strukturer og deres biologiske
aktivitet, og lade en computer konstruere algoritmer for struktur-
aktivitetsrelationer. Med disse algoritmer kan man forudsige
kemiske stoffers kraeftfremkaldende effekt. Dette fungerer ogsa
med varierende praecision, afhaengigt af stofgruppe.

Kemopravention

Vi kender et stort antal stoffer og fodevarer, der mindsker fore-
komsten af kraeft hos dyr og mennesker. Fx er der stor bevisbyr-
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de for, at indtagelse af gronsager og frugt mindsker forekomsten
af mange kreeftformer. Med kemopravention menes indtagelse af
stoffer, fx vitaminer, for at forebygge sygdom. Der er stor inter-
national aktivitet mht forskning inden for dette omrade, og en
lang rekke enkeltstoffer, blandinger og fodevarer testes i kon-
trollerede epidemiologiske studier for at undersgge, om de mind-
sker kraeftforekomst og dedelighed.

Information om risikofaktorer

Kommunikation om risikofaktorer til befolkningen og uddan-
nelse er centrale i forbyggelsesarbejdet. For risikofaktorer i
arbejdslivet findes procedurer for risikokommunikation.
Responsen pa arbejdspladserne er oftest meget god og leder til
effektiv reduktion af farlige eksponeringer. For risikofaktorer i
feden, tobaksrygning eller andre sakaldte livsstilsfaktorer kan
det diskuteres, hvor stort gennemslag information har. Der er
en vis skepsis i befolkningen over for “kreeftalarm”; idet der har
vaeret mange tilfaelde heraf i lobet af 70’erne og 80’erne. Dette
kan vaere et problem, nar man vil fange befolkningens
opmarksomhed.

Danske regler for omgang
med carcinogener

Mange lande regulerer brugen af kraftfremkaldende stoffer. 1
Danmark udgiver Arbejdstilsynet en liste over stoffer, der anses
for at vaere kreeftfremkaldende. P4 denne liste er optaget stof-
fer, der af EU og WHO'’s kraeftforskningscenter (International
Agency for Research on Cancer, TARC) anses for at vaere kraeft-
fremkaldende hos mennesker. Nogle stoffer er optaget pa listen
efter den af Arbejdstilsynet tilknyttede varslingsprocedure. I
1996 var der ca 500 stoffer pa listen.

I Arbejdstilsynets bekendtgorelser findes der anvisninger om
foranstaltninger til forebyggelse af kreeftrisikoen ved arbejde
med kreftfremkaldende stoffer og materialer, og i Miljgministe-
riets bekendtggrelser findes der instruktioner om klassificering,
emballering, maerkning, salg og opbevaring af kraeftfremkalden-
de stoffer og produkter.

Listning af stoffer som kraftfremkaldende er i mange tilfaelde
en meget effektiv made at undga eksponering pa. Disse stoffer
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skal meerkes som kreeftfremkaldende, og dette har en stor psy-
kologisk effekt pa dem, der handterer stoffet. Der ogsa krav
om, at stoffet om muligt skal erstattes med et mindre farligt
stof. Ofte leder listning til restriktioner for, hvordan stoffet
handteres, og i sidste ende kan handtering af stoffer forbydes. I
sadanne tilfaelde, hvor der findes erstatningsstoffer, er det ofte
rimeligt enkelt at beskytte arbejderne. I andre tilfeelde, fx for
asbest, har listningen indebaret store samfundsomkostninger,
idet der fulgte strenge krav til handteringen af asbest. Der er
o0gsa en bekymring over, at listning af et stof kan lede til, at et
stof erstattes med et andet farligt stof, der bare ikke er sa godt
undersggt.

[ARC-listen

Ligesom mange andre lande leener Danmark sig steerkt op ad
vurderinger foretaget af internationale institutioner vedr. bedgm-
melsen af kraeftfare.

IARC giver ikke anbefalinger mht regulering, men udgiver
monografier med dokumentation til brug for bl.a. nationale og
internationale myndigheders risikovurdering og lovgivning vedr.
kreeftrisici i arbejdsmiljo, ydre miljg m.m. IARC har evalueret
over 800 stoffer og inddeler dem i 5 grupper:

1. Stoffer, der er kreeftfremkaldende hos mennesker.

2A. Stoffer, der sandsynligvis er kreeftfremkaldende hos menne-
sker.

2B. Stoffer, der muligvis er kreeftfremkaldende hos mennesker.

3. Stoffer, der ikke er klassificerbare mht kreeftfremkaldende
effekt hos mennesker.

4. Stoffer, der sandsynligvis ikke er kraftfremkaldende hos
mennesker.

IARC Klassificerer lobende stoffer for evidens for kreeftfremkal-
dende effekt. Kriterierne for, at et stof er kreeftfremkaldende,
bygger udelukkende pa evidens:

“1” Stoffet tilhgrer gruppe 1, hvor der er tilstraekkeligt datagrund-
lag for carcinogenicitet hos mennesker ved epidemiologiske
undersogelser med klar arsagssammenhaeng. Skaevhed i under-
spgelsesmaterialet, forvekslinger og tilfeeldigheder er udelukket.
Ofte er der flere vatheengige undersggelser, som viser sammen-
hazengen. I nogle tilfelde har en reduktion af udsaettelsen med-
fort en formindsket kraefthyppighed.
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“2” Stoffet tilhgrer gruppe 2, som er sandsynlige carcinogener i

mennesker. For specielt gruppe “2A” er der i det mindste be-

graenset datagrundlag for carcinogenicitet i mennesker. Dette

indebaerer, at en arsagsammenhaeng er sandsynlig, men at alter-

native forklaringer ikke helt er udelukket. Kombination af til-

streekkeligt datagrundlag i laboratoriedyr og utilstraekkelige data

i mennesker betyder saedvanligvis klassificering i gruppe “2B”.

Utilstraekkelige data betyder

¢ at der enten er for fa relevante data, eller

¢ at de foreliggende underspgelser, som viser en mulig sam-
menhaeng, ikke udelukker andre forklaringer, eller

¢ at underspgelserne ikke viser tegn pa carcinogenicitet.

“3” Stoffet tilhgrer gruppe 3, som er stoffer, stofgrupper og

industriprocesser samt erhvervsmaessig udsattelse, som ikke

kan klassificeres mht carcinogenicitet hos mennesker, bl.a. pga

mangel pa data. I nogle tilfelde er stoffer overfort fra gruppe 3

til 2B eller fra gruppe 2B til 2A pga effekter i kortidstests.

Dette betyder

¢ at de data, der tyder pa en carcinogen effekt, kun omfatter
en enkelt dyreart, dyrestamme eller eksperiment, eller

¢ at der ved eksperimentet er anvendt utilstrackkelige dosis-
niveauer, utilstrackkelig eksponeringstid eller opfelgnings-
periode, eller et utilstraekkeligt antal dyr. Desuden kan dyre-
ne have en for ringe overlevelse, eller rapporteringen kan
vaere mangelfuld, eller

¢ at de typer svulster, der optraeder, ofte forekommer spontant
i dyrestammen og ikke i alle tilfaelde kan klassificeres som
ondartede pa baggrund af histologiske kriterier.

“4” stoffer, for hvilke der er tilstrackkeligt datagrundlag for fraveer

af carcinogenicitet i laboratoriedyr. Dette betyder,

¢ at der ikke er pavist en forgget hyppighed af ondartede
tumorer, og

¢ at der ikke findes data, der antyder en kreeftfremkaldende
effekt hos mennesker, og

¢ at dyreforspg entydigt viser fraveer af kreeftfremkaldende
effekt, og

¢ at dette er staerkt og entydigt understgttet af en lang rackke
andre data.

Som fplge af, at TARC tidligt begyndte med sine bedommelser,
og pga de strikte videnskabelige kriterier og procedurer er
IARC-bedgmmelser meget respekterede, og IARC har etableret
sig som en ledende internationel autoritet inden for bedgmmel-
sen af fareidentificering for carcinogener. Til forskel fra regerin-
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ger tager TIARC heller ikke ind sin bedgmmelse, hvorvidt der
eksisterer eksponeringer for mennesker, og hvilken risiko disse
eksponeringer indebaerer. 1 tabel 2.4 er en liste over de stoffer
og eksponeringer, som TARC i begyndelsen af 1997 klassificere-
de som humancarcinogener (gruppe 1). Det bgr fremhaeves, at
disse er kun de stoffer og eksponeringer, hvor der findes tyde-
lige data pa, at de har forarsaget kreeft hos en gruppe menne-
sker. At stoffer ikke star i gruppe 1, indebaerer ikke i sig selv,
at de er mindre potente humancarcinogener, eller at der ikke
findes betydningsfuld eksponering af mennesker.

Det er tankevackkende at se nzermere pa denne liste. Hvis
man ser pa, hvilke eksponeringsscenarier der ligger til grund
eller havde storst betydning for, at et stof bedommes som
vaerende humancarcinogent, finder man, at ca halvdelen
(39/74) af eksponeringerne fandt sted i arbejdsmiljoet. Her fin-
der man klassiske carcinogener som asbest, sod, tjerestoffer og
aromatiske aminer. Der findes ogsa darligt kortlagte ekspone-
ringer i forbindelse med fremstilling og reparation af fodtej og
fremstilling af aluminium og mgbler. Andre eksempler er ansaet-
telse i gummiindustrien eller som maler.

Nzesten en fjerdedel (19/74) af stofferne er medicin eller be-
handlingsformer. De fleste af stofferne falder inden for to grup-
per. Den ene gruppe er cytostatika, der bruges til behandling af
kraeft, og den anden er immunosuppressive stoffer, der primaert
anvendes ved organtransplantation. Disse bruges altsa i behand-
lingen af livstruende sygdomme, og kreftrisikoen er kendt og
afvejet mod de terapeutiske fordele. I gruppe 1 findes ogsa en
reekke hormoner og hormonlignende stoffer. Det haenger sam-
men med, at specielt gstrogenbehandlinger, som tidligere har
vaeret meget brugt, gav en noget forhgjet risiko for kreeft. Dette
kan maske siges helt eller delvis at opvejes af, at disse behand-
linger minskede risikoen for kreeft i andre organer.

Ni af eksponeringerne er infektioner med virus, bakterier
eller parasitter. Her kan navnes infektion med bakterien
Heliobacter pylori, der blev opdaget for fa ar siden, og som er
vist at vaere den maske vigtigeste risikofaktor for mavekraft.
Humant papillioma virus har ogsa for kort tid siden vist sig at
vaere den vigtigste arsag til livmoderhalskraeft (cervixcancer)
hos kvinder. Andre vaesentlige virus er hepatitis virus C og D,
der er vigtigste arsager til leverkraeft.

De fa resterende eksponeringer er ting, vi spiser, eller som vi
ofte selv vaelger at udsaxette os for, det vi kalder for livsstilsfak-
torer. Det er fx alkohol, tobaksprodukter og sollys. Kun nogle
fa carcinogener findes eller forekommer vasentligt i madvarer.
Det ene af disse er aflatoksiner, der globalt set er et af de vig-
tigste stoffer pa listen, da kontamination af fgdevarer med



Aflatoksiner, naturligt forekommende

4-Aminobiphenyl

Arsen og arsenforbindelser

Asbest

Azathioprin

Benzen

Benzidin

Beryllium og beryliumforbindelser
N,N-Bis(2-chloroethyl)-2-naphthylamin (Chlornaphazin)
Bis(chloromethyl)ether og chloromethyl methyl ether
(teknisk kvalitet)

1,4-Butanediol diemethanesulfonat (Busulphan; Myleran)
Cadmium og cadmiumforbindelser

Chlorambucil

1-(2-Chloroethyl)-3-(4-methylcyclohexyl)- 1-nitrosourea
(Methyl-CCNU; Semustine)

Chrom(Vl]forbindelser

Cyclosporin

Cyclophosphamid

Diethylstilbgstrol

Erionitfibre

Ethylenoxid

Helicobacter pylori (infektion med)
Hepatitis B virus (kronisk infektion med)
Hepatitis C virus (kronisk infektion med)
HIV virus type 1 (infektion med)

Human papillomavirus type 16

Human papillomavirus type 18

Human T-cell lymphotropic virus type |
Melphalan

8-Methoxypsoralen og UV-bestraling

MOPP og anden kombineret kemoterapi,
inkl. alkylerende forbindelser

Sennepsgas, Bis(2-chloroethyl)sulfid
2-Naphthylamin

Nikkelforbindelser

@strogen, behandling med
@strogener, ikke steroide

@strogen, steroid

Tabel 2.4. IARC’s liste.

Opisthorchis viverrini

Sekvens p-piller

Radon og -nedfaldsprodukter
Schistosoma haematobium (infektion med)
Siliciumdioxid krystallinsk (respirabel)
Sollys

Talkum med asbest i form af fibre
Tamoxifen
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-para-dioxin
Thiotepa

Treosulphan

Vinylchlorid

Alkoholiske drikkevarer

Smertestillende midler med phenacetin
Betel-skra med tobak

Stenkulstjeerebeg

Stenkulstjeereprodukter

Réolier, ubehandlet eller mildt behandlet
Saltet fisk

Skiferolie

Sod

Tobak (skra, snus)

Tobaksrag

Treestov

Fremstilling af aluminium

Fremstilling af auramin

Fremstiling og reparation af stevler og sko
Fremstiling af bygas fra stenkul
Fremstilling af koks

Mabelfremstiling

Radoneksponering ved hematitgrubedrift (underjordisk)
Jern- og stalsmede

Fremstiling af isopropanol ved steerk sur proces
Fremstilling af magenta

Beskasftigelse som maler

Gummiindustri

Steerke uorganiske syretager der indholder svovisyre
(arbejdsudsaettelse for)
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aflatoksiner er et stort problem i dele af den Tredje Verden.
Aflatoksiner produceres af svampe ved darlig opbevaring af
majs og andre fedevarer og er sandsynligvis en meget vigtig
risikofaktor for leverkreeft.

Det antages, at eksponeringer via foden er den vigtigste mil-
jofaktor for forekomst af kreeft ogsa i vores befolkning. Til
trods for, at over halvdelen af TARC’s humancarcinogener er
klassificerede pa grundlag af eksponeringer i arbejdsmiljoet,
antages det, at kun en lille andel af samtlige kreefttilfelde kan
forklares af disse. Det er vigtigt, at viden om en kraeftfremkal-
dende effekt af et stof oftest hurtigt forer til fjernelse af stoffet
eller i hvert fald til kraftig reduktion af eksponeringen. Ekspo-
neringerne for mange af de arbejdsrelevante stofferne pa
IARCs liste, ogsa for nogle leegemidler, er derfor historiske og
forekommer ikke eller naesten ikke mere.

Ogsa de 19 legemidler og behandlinger, der er klassificeret
som humancarcinogene, har en relativt ringe betydning for den
totale forekomst af kraeft i befolkningen. Dette illustrerer, at
hvis vi udelukkende ser pa data om kraftfremkaldende effekt
hos mennesker, er der risiko for, at vi overser de fleste kraeft-
fremkaldende eksponeringer.

Registrering af kraftfremkaldende stoffer

Kreeftrisikable stoffer og produkter pa det danske marked regi-
streres lgbende i Produktregistret, der er et fellesregister for
Arbejdstilsynet og Miljostyrelsen. En kortleegning i 1989 viste, at
127 af 240 stoffer og stofgrupper, der var pa kreeftlisten i 1989,
forekom i Danmark. Den totale mangde importerede og frem-
stillede kraeftrisikable stoffer i 1989 var ca 225.000 tons.

Stoffer optages kun pa graenseveerdilistens kreeftliste (liste
over stoffer, der anses for at vaere kraftfremkaldende), hvis der
er etableret omfattende dokumentation for at antage kraeftrisiko
hos mennesker (IARC, Miljgstyrelsen, AT’s varslingssystem). Det
er derfor formentlig langtfra alle kreeftfremkaldende stoffer, der
er optaget pa listen. Systematiske malinger af udsaettelser for
kraeftfremkaldende stoffer i det danske arbejdsmiljo foretages
ikke.
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Brancher sat i fokus af Arbejdstilsynet

Branchebillederne fra 1995, bl.a. udarbejdet pa baggrund af
Arbejdstilsynets kemikalieforbrugsundersggelse, beskriver udbre-
delsen af farlige stoffer i brancher. For de kreftfremkaldende stof-
fer er folgende brancher i fokus mhp en forebyggelsesindsats:

¢ metal- og stalvaerker, stgberier og el- og varmevarker
¢ jern og metalindustri

¢ autoreparation mv

¢ bygge og anlaeg

¢ kemisk industri

¢ anden almen industri.

Metal- og stalverker samt stoberier og el- og varmevarker
samt jern og metalindustri

Inden for metal- og stalvaerker samt stgberier er kreeft et vaesent-
ligt arbejdsmiljpproblem. Det drejer sig om udsattelser for metal-
ler som bly, cadmium, mangan, chrom og nikkel bl.a. ved svejs-
ning, samt stoffer som formaldehyd, dichlormethan, kvarts, blyfor-
bindelser, hydrazin, polycykliske aromatiske hydrocarboner,
asbest, benzen og flyveaske. I jern- og metalvareindustrien er der
tillige udszettelser for isocyanater (TDI og MDI) og blgdggrere (fx
EHP).

I 1987 gennemforte Arbejdsmiljpinstituttet og en rackke andre
forskningsinstitutioner undersggelser af rustfrit stalsvejseres udsaet-
telser for kraeftfremkaldende pavirkninger. Hovedkonklusionen af
projektet var en forhgjet chrombelastning og en forhgjet frekvens
af kromosomskader hos svejsere, der var mest belastet med elek-
trodesvejsning. Resultaterne pegede pa en forhgjet risiko for kreeft.
Danske og europaiske epidemiologiske undersggelser har siden
dokumenteret en forhgjet kraeftrisiko hos svejsere.

Disse studier dannede bl.a. basis for interventioner pa lokale
arbejdssteder og nedsattelser af graensevardier.

I undersogelser af stoberier har man fundet betydelig udsaettelse
for polycycliske aromatiske hydrocarboner.

Autoreparation mv

Ifolge branchebilledet forekommer eksponeringer for blychro-
mat, siliciumdioxid og cadmiumsulfid. Dertil kommer, at motor-
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benzin pga benzenindholdet anses for at vaere kraeftfremkaldende.
Ogsa udstedningsgas fra benzin- og dieseldrevne motorer indehol-
der kraeftfremkaldende stoffer. Branchebilledet domineres af ansat-
te pa sma vaerksteder, og kreeft anses ikke for et vaesentligt arbejds-
miljgproblem, til forskel fra hjerneskader og hudsygdomme.

Bygge og anleg

Branchen omfatter ca 150.000 beskaeftigede pa ca 23.000 arbejds-
steder. Kemiske belastninger anses for at vaere et vaesentligt
arbejdsmiljgproblem bade i form af udszttelser for stofter fra
materialer: formaldehyd, blychromat, dichlormethan og siliciumdi-
oxid, og ved udsettelser i forbindelse med arbejdsprocesser som
nedrivning og reparation, sandblaesning, isoleringsarbejde samt
arbejde pa forurenede grunde. Der foreligger ikke oplysninger om
antallet af udsatte for kraftfremkaldende stoffer, men da der
anvendes store maengder kraftfremkaldende stoffer, vurderes det
at vaere et vaesentligt arbejdsmiljoproblem for bygge- og anlaegs-
omradet. Der er gennemfort vurderinger af udsattelser for en
rekke kraeftfremkaldende fordampelige oplgsningsmidler, bl.a.
formaldehyd, og foretaget risikovurdering.

Kemisk industri

Branchebilledet for den kemiske industri omfatter 49.000 personer,
hvoraf knap en femtedel er tilknyttet medicinalindustrien. Bran-
chen omfatter derudover bl.a. farve/lak- og olieprodukter, basis-
plastfremstilling og badebyggeri. De vaesentligste arbejdsmiljobe-
lastninger er kemiske belastninger, ulykker og bevaegeapparatbe-
lastninger. Ifolge kraeftkortlaegningsundersggelserne udgjorde for-
bruget af kreeftfremkaldende stoffer i den kemiske industri i 1991
ca 88% af det samlede forbrug af kreeftfremkaldende stoffer i alle
brancher. Der peges bl.a. pa stoffer som stenkulstjeere (asfaltindu-
stri), formaldehyd (farve/lak), blychromat (farve/lak), isocyanater
(plast) og dichlormethan (farve/lak, plast, medicinal og asfalt).

Internationalt er der stor bevagenhed omkring asfalthandtering,
specielt bitumens kreftfremkaldende effekt. Danske studier har vist
oget kraeftforekomst hos asfaltarbejdere. Det diskuteres, om bitu-
men har bidraget til denne ggede hyppighed.

Anden almen industri

Branchebilledet beskriver omrader som rastofudvinding, fremstil-
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ling af papir m.m., sten-, ler- og glasindustri, fremstilling af
instrumenter samt optisk og fotografisk udstyr tilligemed anden
fremstillingsvirksomhed. Udszettelse for kreeftfremkaldende stof-
fer betragtes som en vaesentlig arbejdsmiljgpavirkning. Forbruget
af kvarts er selvfolgelig stort sammenlignet med forbrug af i alt
54 forskellige andre kraftfremkaldende stoffer. Branchen omfat-
ter fremstilling af stenuld m.m.

Udviklingstendenser

Naesten 30% af dgdeligheden i de industrielle lande skyldes kraft.
I det seneste arhundrede er der sket en rivende udvikling af det
industrielle samfund. Hvert ar introduceres mange nye stoffer, der
ikke er testede, pa markedet. Som folge af dette bliver tusindvis af
naturligt forekommende og syntetiske stoffer sluppet ud i det ydre
og indre miljp. Kun en lille del af disse stoffer er blevet testet
ordentligt for toksiske effekter pa menneske og miljo.

Arbejdsbetinget kraeft er saledes et problemomrade, vi ma
vaere opmaerksomme pa ogsa i fremtiden, til trods for at man
gradvis forsgger at fa eksponeringer elimineret eller mindsket.
Derfor er det vigtigt at fastholde aktiviteter, som afslgrer kraeft-
fremkaldende effekt af savel eksisterende som nye stoffer og
pavirkninger. Her slar de traditionelle epidemiologiske studier
ikke til, idet folsomheden af disse studier ikke er tilstraekkelig til
at detektere effekter. Dertil kommer, at personer udsattes for et
veeld af kemiske pavirkninger, hvorfor det er vanskeligt at udpe-
ge entydige arsager.

Der er stor forskel i personers folsomhed over for kreeftfrem-
kaldende udsaettelser. Bestemmelse af stoffers kreftfremkaldende
potentiale udferes i dag ved gennemforelse af dyreeksperimen-
telle undersogelser af stoffers kraeftfremkaldende effekt, supple-
ret med undersggelser i isolerede cellesystemer (in vitro test).
Udviklingen formodes at dreje derhen, hvor in vitro test og
struktur-aktivitetsovervejelser vedr. stoffers potentielle kreeftfrem-
kaldende egenskaber har en stor plads, og dyreforspgene spges
optimeret, og kun de ngdvendige foretages.

Potensen af forskellige kreeftfremkaldende stoffer varierer over
100.000 gange i forsegsdyr. Nogle stoffer er exceptionelt potente,
fx forarsager polychlorerede dibenzodioxiner kraeft hos rotte ved
tilforsel af 10 nanogram pr dag, mens andre stoffer skal indtages
som en betydelig del af faden hele livet. Der er derfor behov for
en stor international aktivitet til udpegning af de mere potente
kraeftfremkaldende stoffer. Hvorvidt der fastsaettes graenseveerdier
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for stofferne, kan athaenge af, om et stof er genotoksisk eller
ikke. Meget tyder pa en differentiering i kravene til sikkerhed
omkring kraeftfremkaldende stoffer, og at en raekke stoffer vil
vaere helt forbudt, mens brugen af andre vil blive reguleret med
sikkerhedsforskrifter og graensevardier.

Overvagningen af udsatte erhvervsgrupper formodes ogsa at
fortsaxette, bla. i form af fokuserede maleprogrammer i udsatte bran-
cher. Der er aktiviteter i transportsektoren (buschauffgrer), i den
grafiske industri og asfaltindustrien samt autovaerkstederne. Anven-
delsen af metoder inden for den nye disciplin molekylzer epi-
demiologi ma forudses, og det er her vigtigt, at malemetoderne vali-
deres ikke bare ved eksponering, men ogsa ved kraftsygelighed.

Et andet omrade, som vil komme i spgelyset, er blandingsekspo-
nering og betydningen af eksponering for flere stoffer.

Betydningen af forebyggelse anerkendes af de fleste, men der er
kun beskedne ressourcer pa omradet. Den lave helbredelsespro-
cent for nogle kraeftsygdomme, fx lungecancer, hvor hgjst 10% af
patienterne overlever mere end 5 ar, taler for at laegge stor vaegt pa
forebyggelse frem for pa behandlingsforbedrende indsats. De sam-
fundsressourcer, der satses pa gget viden om kreftfarer og fore-
byggelse, er meget sma sammenlignet med, hvad behandling af
kreeft koster. For at ikke tale om de totale samfundsomkostninger
og sociale konsekvenser for kraeftsygdomsramte. Det kan forment-
lig betale sig at investere i forebyggelse selv over for eksponerin-
ger, der forekommer relativt sjeeldent.

En forebyggelsesindsats kan omfatte savel sanering af forbrug
som minimering af udsattelse og evt anden intervention (arbejds-
processer, personlige beskyttelsestiltag, personers livsstil) over
for seerligt udsatte grupper. Det er vaesentligt, at tiltag evalueres,
fx ved malinger af eksponering og af tidlige biologiske effekter
for og efter en forebyggelsesindsats.

Litteratur

Arbejdstilsynet: Branchebilleder. Arbejdstilsynet, Kgbenhavn.

Arbejdstilsynets bekendtggrelse nr. 300 af 12. maj 1993 om for-
anstaltninger til forebyggelse af kreftrisikoen ved arbejde med
stoffer og materialer m.v. Kebenhavn: Arbejdstilsynet, 1993.

At-anvisning nr. 3.1.0.2 af december 1996: Graenseverdier for
stoffer og materialer. Bilag 3.6 Liste over stoffer og processer,
der anses for at vaere kreeftfremkaldende. Kobenhavn:
Arbejdstilsynet, 1996.

Autrup H, Dragsted L. Overview of tumor promotors and test



Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

systems to identify promotors. Nordisk Ministerrad Nord
1987:25.

Bradlow H, Osborne MP, Veronesi U. Cancer Prevention, Annals
of the New York Academy of Sciences, 768. New York: New
York Academy of Sciences, 1995.

Brandorff NP, Hansen L, Nielsen KM, Knudsen LE, Thoustrup
Saber A, Wallin H. Kritisk gennemgang af den danske liste
over stoffer der anses for at vaere kreftfremkaldende, og sam-
menligning med andre nationale og internationale kraftlister. /
Forslag til inddeling efter styrke af de arbejdsmiljorelevante
stoffer. Arbejdstilsynet og Arbejdsmiljginstituttet, 1998.

Dreyer L, Andersen A, Pukkala E. Occupation, Acta Pathologica
Microbiologica Immunologica Scandinavica 1997, 105, Suppl
76, 68-82.

Huff J. Mechanisms, chemical carcinogenesis, and risk assess-
ment: cell proliferation and cancer, Am. J. Ind. Med. 1995;
27:293-300.

TARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to
humans. Overall evaluations of carcinogenicity: An updating of
TARC Monographs volumes 142. Supplement 7. Lyon: WHO,
1987.

International Expert Panel on Carcinogen Risk Assessment. The
use of mechanistic data in the risk assessments of ten chemi-
cals: An introduction to the chemicalspecific reviews.
Pharmacol. Ther. 1996; 71:1-5.

IPCS: Guide to short-term tests for detecting mutagenic and car-
cinogenic chemicals. Environmental Health Criteria 51, WHO,
1995.

Klassen CD. Casarett & Doulls Toxicology. The Basic Science of
poisons, 5th edition. New York: McGraw-Hill Inc. 1996.

Maltoni C, Selifoff IJ. Living in a Chemical World, Occupational
and Environmental Significance og Industrial Chemicals.
Annals of the New York Academy of Sciences, Vol 534, New
York: New York Academy of Sciences, 1988.

Nordisk Ministerrad: Potency ranking of carcinogenic substances.
Miljprapport 4E. 1995. Nordisk Ministerrad.

Nordic Council of Ministers: Non-mutagenic carcinogens: mecha-
nisms and test methods. TemaNord 1997:601.

OECD Guidelines for Testing of Chemicals: Introduction to the
OECD Guidelines on genetic toxicology testing and guidance
on the selection and application of assays. Paris: OECD
Publications.

Olsen JH. Arbejdsbetinget kraeft. In: Andersen I (ed).
Arbejdsmedicin, bind II. Kgbenhavn: Arbejdsmiljpinstituttet, 1994.

Vainio H. Carcinogenesis and its Prevention. In: Neill HS.
Occupational Toxicology. New York: Taylor and Francis 1993.




Kreeft og kreeftfremkaldende stoffer

Vanio H, Magee P, McGregor D, McMichael AJ. Mechanisms of
Carcinogenesis. In: Risk Identification. Lyon: International
Agency for Research on Cancer, Lyon, 1992.



Reproduktions:
toksikologt




100

Reproduktionstoksikologi

Reproduktionstoksikologi

Reproduktionsskader omfatter aendringer, der nedsaetter evnen til
at fa sundt og levedygtigt afkom. Hos mennesker er skader pa
reproduktionsevnen derfor bade knyttet til pavirkning af den
gravide kvinde, fosteret og det nyfadte barn samt til mends og
kvinders evne til nu og i fremtidige generationer at kunne fa
levedygtige og sunde bgrn.

Det har vaeret kendt laenge, at udsaettelse for visse kemiske
stoffer kan betyde en oget risiko for fosterskader eller nedsat
forplantningsevne. Laegemidlet Thalidomid var i slutningen af
S50’erne arsag til, at tusindvis af bern blev fodt med alvorlige
misdannelser, og bekampelsesmidlet dibromchlorpropan (DBCP)
medforte i 70’erne darlig seedkvalitet og nedsat evne til at fa
bgrn hos maend, der arbejdede med midlet. Inden for de sidste
ti ar er det vist, at udsaettelse af gravide for bl.a. bly, organisk
kviksglv, alkohol og PCB under nervesystemets udvikling kan
medfore neuropsykologiske udviklingsforstyrrelser og nedsat
indlaeringsevne hos bgrn.

Undersggelser af maends saedkvalitet peger pa, at der er sket
en forringelse siden 30’erne. Arsagen kendes ikke, men en
hypotese er, at det kan skyldes udsattelse for kemiske stoffer
med hormonlignende virkning.

I forbindelse med, at kvinders andel af arbejdsstyrken er gget
betydeligt, ma man oftere og oftere tage stilling til, om faktorer i
arbejdsmiljget kan have indflydelse pa muligheden for at fa
sunde bgrn. Adskillige befolkningsundersggelser viser en sam-
menhaeng mellem bestemte typer af arbejdsmiljo og en oget
forekomst af fosterskader, sisom misdannelser, aborter og nedsat
fodselsvaegt.

I takt med den stigende industrialisering af samfundet er der
indfort en lang raekke kemiske stoffer i arbejdsmiljget og ydre
miljg. Det skonnes, at der anvendes omkring 10.000 kemiske
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stoffer i Danmark. Det er saledes vasentligt at vurdere, om
nogle af disse kemiske stoffer kan vaere en del af arsagen til de
reproduktionsskader, der forekommmer i befolkningen.

Hyppighed af reproduktionsskader

Det skonnes, at 15-20% af alle danske par har problemer med at
fa de bern, de onsker sig, dvs at deres fertilitet regnes som ned-
sat. For ca 10% lykkes det aldrig, det vil sige, at de er ufrivilligt
barnlgse.

Undersogelser peger som naevnt pa, at der siden 1930’erne er
sket et fald i maends seedkvalitet. Ved en samlet analyse af 61
tidligere studier, der omfatter i alt 14.947 maeend undersggt i peri-
oden fra 1938 til 1990, blev der saledes fundet et generelt fald i
sedcellekoncentration fra 113 mio/ml til 66 mio/ml. Nyere
undersogelser fra bl.a. Frankrig og Skotland peger i samme ret-
ning, mens undersggelser i Finland og Danmark ikke umiddel-
bart har fundet samme tendens. Det vides ikke, om de observe-
rede fald i saedkvalitet er sa store, at det har medfert et generelt
fald i maendenes frugtbarhed, og arsagerne er ikke afklarede.
Som allerede naevnt er en hypotese, at det kan skyldes udsattel-
se for kemiske stoffer med gstrogen/hormonlignende virkninger.

Misdannelsesregistret angiver, at 11% af alle erkendte gravidite-
ter ender med en spontan abort. Tidlige aborter, fx for 4. uge,
bliver ofte ikke registrerede, fordi de sker sa tidligt, at de opfat-
tes som en forsinket menstruation. Man mener derfor, at abort-
hyppigheden er vasentligt hgjere end 11%, og nogle anslar, at
op mod 70% af alle befrugtede &g ender som spontane aborter.

I tabel 3.1 vises hyppigheden af forskellige typer fosterskader.
Da der til stadighed sker en forbedring af diagnosemulighederne
og indberetningssystemerne, bl.a. gennem det arbejde, der er
udfert i Misdannelsesregistret, kan det vaere misvisende umiddel-
bart at sammenligne tallene i tabel 3.1 med data fra fx 1950’erne.
Det vides derfor ikke, om der generelt er tidsmaessige sendringer
i forekomsten af fosterskader.

I de seneste artier er der rapporteret en stigning i hyppigheden
af testikelkraeft, der kan vaere induceret i fostertilstanden. Fore-
komsten af andre abnormiteter i de mandlige kgnsorganer er
muligvis ogsa foraget, saledes rapporteres der fra flere euro-
pxiske lande om et stigende antal drenge fodt med forkert
udmunding af urinrgr (hypospadi) og en tilsyneladende stigning
i antallet af drenge med manglende nedstigning af testiklerne i
pungen.
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Tabel 3.1. Hyppighed af
forskellige typer fosterska-
der. (Data fra 1989).

Reproduktionstoksikologi

Misdannelser ved fodsel 1,3 % 780
Lav fedselsveegt (under 2.500 g) 55 % 3.300
Neonatal ded (inden dag 28) 05 % 300
Dod inden for 1. levedr 08 % 480
Udviklingsforstyrrelser 2-10 % 1.200-6.000
Bernecancer 0,2 % 120
Mutationer i kensceller ukendt ukendt

* Baseret pa 60.000 fadsler pr &r.

Det er vanskeligt at angive hyppigheden af udviklingsforstyr-
relser hos born, bl.a. fordi der ikke er en central registrering af
sadanne effekter i Danmark. I USA er det blevet estimeret, at 15-
20% af alle born har en eller anden form for funktionel forstyr-
relse, og at en del af disse kan vaere opstaet under fosterudvik-
lingen. Syndromet MBD/DAMP (Deficits in Attention, Motor and
Perception), der i USA kaldes ADHD (Attention-Deficit/Hyper-
activity Disorder) er en samlet betegnelse for vanskeligheder hos
bgrn med forstyrrelser i hjernens made at arbejde pa. Det er et
af de hyppigst foreckommende syndromer og er karakteriseret
ved bl.a. hyperaktivitet, nedsat koncentrationsevne, indlarings-
problemer og impulsiv adfaerd. T en svensk befolkningsunder-
spgelse er det vist, at syndromet forekommer hos 5-7% under
skolealderen, og at symptomerne hyppigere ses hos drenge end
hos piger. Syndromet synes at vaere i stigning, men det er van-
skeligt at afgore, om det skyldes bedre diagnosticering eller en
reelt oget forekomst. I USA skonnes det, at 5-6% af alle skole-
drenge far medicin for netop dette syndrom. Fra udenlandske
data vides det, at mental retardering og omfattende hjerneskader
er sjeeldnere, men forekommer hos omkring 1-2% af fodte born.

Udviklingsstadier og
reproduktionsskader

Reproduktionsforlgbet er en kompliceret proces, og der er
mange vigtige forudsatninger for normal frugtbarhed og normal
udvikling af fosteret. Nogle af de vaesentligste elementer er dan-
nelsen af kensceller, den hormonelle regulering af forplantning



Reproduktionstoksikologi ]03

og graviditet samt selve fosterudviklingen fra befrugtet g til
konsmodent individ. De reproduktionsskader, der opstar, atheen-
ger af, hvornar i udviklingen pavirkningen er sket. I tabel 3.2
gives en oversigt over udviklingsstadier i reproduktionsforlgbet
hos mennesker samt de reproduktionsskader, der kan opsta i de
forskellige stadier.

Tabel 3.2. Oversigt over
udviklingsstadier og even-

Kansceller og hormonal regulering Menstruationsforstyrrelser tuelle reproduktionsskader
Hele voksenlivet Nedsat frugtbarhed hos mennesker.

Sterilitet

Aborter

Misdannelser

Kraeft i barnealder

Testikelkraeft
Befrugtning og implantation Manglende befrugtning
Uge 1-uge 2 Ingen eller forkert placeret implantation

Tidlig spontan abort

Den embryonale periode Spontan abort
Uge 3 - uge 8 Misdannelser
Fosterdad

Kraeft i barnealder

Fosterperioden Lav fadselsvaegt

Uge 9 - fadsel For tidlig fodsel
Spontan abort
Spaedbarnsded

Mindre misdannelser
Udviklingsforstyrrelser
Kraeft i barnealder

Dieperioden Udviklingsforstyrrelser
Fodsel - 777

Dannelse af sedceller (spermatogenesen)

Stamceller til mandens saedceller anlegges tidligt i fostertilstan-
den, og antallet er normalt nogenlunde konstant livet igennem
(fig. 3.1). Dannelse af saedceller ud fra stamcellerne starter ca i
12-ars alderen og fortsaetter resten af livet. Ved dannelsen af
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saedceller er der en hyppig celledelingsaktivitet, idet der dannes
ca 100 mio saedceller hver dag. Nar saedcellerne har gennemgaet
delingsfaserne, sker der en differentiering og modning af saedcel-
lerne dels i testikelrgrene, dels i bitestiklerne. En skadelig pavirk-
ning af stamceller kan medfore, at nogle eller alle stamceller dor.
Dette forarsager nedsat hhv ophort seedcelleproduktion.

Et nedsat antal af de celler i testiklerne, der stotter saedcelle-
dannelsen, dvs Sertolicellerne, kan resultere i, at feerre konsceller
kan udvikles til saedceller. Dannelsen af Sertolicellerne sker hos
drengebarnet i fostertilstanden og i den tidlige barndom fra 0 til
12 ar samt i puberteten, hvor der dog fortrinsvis forekommer en
modning af cellerne. Da Sertoliceller kun kan vaere funktions-
dygtige over for ca 10-15 kgnsceller ad gangen, er antallet af
disse afggrende for antallet af modne og funktionsdygtige saed-
celler, der kan produceres hos det kgnsmodne individ.

Antallet, morfologien og bevaegeligheden af saedcellerne, som
sendes ud af testiklen og bliver lagret i bitestiklen indtil ejakula-
tionstidspunktet, kan pavirkes af hormoner. Isar to hormoner,
der udskilles fra hypofysen i hjernen, FSH og LH, har vearet gen-
stand for megen opmaerksomhed bl.a. i forbindelse med dannel-
se og modning af Sertolicellerne. FSH stimulerer dannelsen af
Sertoliceller hos fosteret og umiddelbart efter fadslen, mens
mangel pa FSH haemmer dannelsen. Differentieringen, altsa
modningen af Sertoliceller, er tilsyneladende ogsa afthaengig af
FSH, idet man under differentieringen finder receptorer for FSH
pa Sertolicellerne. Hormonet LH har formodentlig en mere indi-
rekte effekt pa Sertolicellerne og spermatogenesen, idet LH
bidrager til dannelsen af det mandlige kgnshormon, testosteron,
som sammen med FSH stimulerer modningen af Sertolicellerne.
Man har desuden fundet, at andre hormoner end konshormoner,
som fx skjoldbruskkirtelhormon (thyreoideahormon), ogsa kan
vaere af vaesentlig betydning i denne fase, da mangel pa skjold-
bruskkirtelhormon synes at udsaette modningstidspunktet for
Sertolicellerne.

Den mandlige reproduktionsevne antages derfor at kunne
pavirkes i fostertilstanden og den tidlige barndom, hvor der sker
den kraftige stigning i antallet af Sertoliceller. Det antages, at
hormoner eller stoffer, der gar ind og efterligner hormoners
effekt, kan have en indflydelse pa dannelsen af Sertoliceller, fx
ved at haemme FSH og LH sekretionen.

I de sidste ar har man varet meget opmarksom pa sadanne
stoffer i miljget. Fx har nonylphenol udvist en gstrogenlignende
effekt, men ogsa visse PCB-typer, der bl.a. pavirker niveauet af
thyreoideahormoner i kroppen, mistaenkes for at have en hor-
monlignende effekt, der pavirker saeedproduktion.

Skadelig pavirkning af produktion og modning af saedceller
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kan fore til mindre bevagelighed og/eller nedsat levedygtighed
hos saedcellerne og til gget antal af saedceller med unormal
form. Kun morfologisk normale saedceller, som bevager sig opti-
malt, kan na aegget og befrugte dette. Sa ethvert stof med direkte
eller indirekte skadelig effekt pa disse parametre kan pavirke
fertiliteten. Hvis der ikke er sket skader pa stamcellerne, som
saedcellerne dannes fra, eller pa stottecellerne, vil saedcelledan-
nelsen kunne normaliseres i lgbet af ca 3 maneder, hvis vel at )

ke udsacttel for d kadeli wvirkni h Figur 3.1. Dannelse af saed-
maerke udsattelsen for den skadelige pavirkning ophgrer. celler (spermatogenese) og
agceller (oogenese).
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Dannelse af egceller (oogenesen)

Stamceller til kvindens aegceller anlaegges tidligt i fostertilstanden
(fig. 3.1). Ud fra stamcellerne dannes i lgbet af den forste halv-
del af fostertilvaerelsen alle forstadier til aegceller (oocytter). Det
storste antal oocytter (ca 6 mio) nas midt i fosterperioden. Herfra
og frem til fodslen sker der et udtalt henfald af oocytter. Kun ca
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1 mio oocytter er til stede ved fodslen, og henfaldet af oocytter
fortseetter efter fodslen. Ved puberteten er antallet faldet til ca
40.000. Kun ca 400 oocytter feerdigmodnes og bliver befrugt-
ningsdygtige ag. Nar alle oocytter er opbrugt, indtraeder over-
gangsalderen (menopausen).

Ud fra oocytterne dannes ag ved meiose (kgnscelledeling).
Den forste meiotiske deling pabegyndes omkring fodselstids-
punktet. Celledelingsprocessen gar herefter i sta indtil puberte-
ten. Som optakt til seglesning afsluttes den forste meiotiske
deling. Den anden meiotiske deling pabegyndes efter aglgsnin-
gen og afsluttes forst efter befrugtningen.

En skadelig pavirkning af agceller kan medfore, at de dor,
eller at det genetiske materiale skades. Dette vil evt kunne ses
som manglende xglesning, en for tidligt indtradt menopause
(overgangsalder), spontan abort eller skader pa fosteret.

En skade pa wxegceller er alvorlig, da der ikke efter fodslen
dannes nye aegceller. Principielt kan defekter pa axgceller videre-
gives til arvematerialet i kommende generationer.

Den hormonale kontrol af forplantningen

Kgnshormoner pavirker hos bade mand og kvinde lysten til
samleje (libido) og evnen til at gennemfore samleje (potens).
Hos kvinden er menstruationscyklus og dermed 2eglgsning hor-
monalt kontrolleret, og hos manden er saedcelleproduktionen
hormonalt kontrolleret.

En skadelig pavirkning af kenshormonbalancen kan medfore
nedsat befrugtningsevne, sendret saedcelleproduktion, manglende
xglosning, menstruationsforstyrrelser eller manglende evne til at
gennemfore graviditet. Da kenshormonbalancen har betydning
for kensdifferentieringen hos fosteret, kan skadelige pavirkninger
pa kenshormonbalancen ogsa pavirke denne parameter.

Fosterskader, hvor skaden er opstiet inden befrugtningen

En raekke skader opstaet i ag- eller saedcelle kan give sig udtryk
i fosterskader, som ses efter befrugtningen og evt forst efter
fodslen. Fejl i fordelingen af arvemateriale, hele kromosomer
eller stykker af kromosomer, til enten ag- eller seedceller kan
give sig udslag i syndromer som fx Down’s syndrom (mongolis-
me), hvor cellerne indeholder et ekstra kromosom nr. 21,
Klinefelter’s syndrom, der optraeder hos maend med et eller flere
overtallige X-kromosomer, og Turner’s syndrom, der forekommer
hos kvinder med kun ét X-kromosom.
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Der kan ogsa ske mindre fejl ved udvekslingen af genetisk
materiale i dannelsen af ag- eller saedcelle, saledes at et kromo-
som enten har faet et stykke tilfgjet (en duplikation), mangler et
stykke (en deletion) eller har faet et stykke aendret (en mutati-
on). I nogle tilfelde kan befrugtede aeg med disse mangler
udvikle sig til et barn, der fodes multihandicappet.

I de fleste tilfeelde vil befrugtede aeg med kromosomfejl af den
ene eller anden type resultere i en spontan abort. Flere under-
spgelser viser, at man oftere finder kromosomfejl i celler fra
spontane aborter end i celler fra nyfedte. Det er tillige fundet i
et enkelt studie, at procenten af unormalt formede saedceller i
gennemsnit er hgjere hos maend, hvis partner for nylig har haft
en spontan abort, end hos maend, hvis partner har gennemfort
en normal graviditet.

Fosterudviklingen

Onsker et par at fa et barn, tyder undersggelser pa, at der er ca
23% sandsynlighed for, at det vil lykkes at gennemfgre en gravi-
ditet opnaet under en given menstruationscyklus. T de tre til fire
uger, der gar, fra @egget er blevet befrugtet, til man normalt kon-
staterer graviditeten, er der stor sandsynlighed for, at det befrug-
tede 2eg gar tabt. Arsagerne hertil er stort set ukendte. Fejl i den
hormonale kontrol af graviditeten, manglende eller forkert fast-
heftning af @egget i livmoderen (implantation) og kromosomfejl
kan veere forklaring pa det observerede store tab af befrugtede
xg frem til ca 4. uge af graviditeten. Har graviditeten naet 4.
uge, er sandsynligheden for at gennemfgre graviditeten meget
hgjere (ca 89%), idet hyppigheden af spontane aborter efter uge
4 er pa ca 11%.

I fig. 3.2 er vist de kritiske perioder i fosterudviklingen for et
udvalg af organer, og nederst i figuren angives de mest sandsyn-
lige skader i de forskellige perioder.

Tiden fra befrugtning til segget satter sig fast i livmoderen
(uge 1 - uge 2)

Fra xegget er blevet befrugtet i aeggelederen, til det sidder fast (er
implanteret) i livmoderen, gar der ca 7 dage. Ved implantationen
er xegget en kugle af ens (udifferentierede) celler (en blastula). T
nogle tilfeelde setter det befrugtede ag sig fast uden for livmo-
deren, fx i en af xeggelederne. En sadan graviditet kan ikke gen-
nemfores og kan medfere problemer med senere at blive gravid,
hvis passagen gennem xggelederen forringes.
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For organ- <4—— Embryonale periode ———»| «——— Fosterperioden —————»
dannelse uger uger
1 2 3 4 5 6 7 8 12 16 20 36 38
Befrugtning og
implantation
| |
Dad Alvorlige misdannelser Funktionelle defekter og mindre misdannelser

. Merk gran angiver
seerligt felsomme
perioder

Figur 3.2. Oversigt over kritiske perioder i fosterudviklingen for et udvalg af
organer.

En pavirkning af kvinden i de forste to uger efter befrugtnin-
gen kan medfere sendringer, som gor, at det befrugtede g ikke
kan fasthaeftes. Dette medferer, at det befrugtede g forsvinder
senest med den efterfolgende menstruation. Skadelige pavirknin-
ger frem til blastulastadiet kan ogsa fore til celledad. Er celleds-
den af mindre omfang, kan de dede celler blive erstattet helt
eller delvist af nye celler, men der der for mange celler, gar bla-
stulaen til grunde. Sadanne meget tidlige spontane aborter vil
normalt ikke opdages af kvinden, men maske opleves som en
uregelmaessig og/eller ekstra smertefuld menstruation.

Den embryonale periode (uge 3 - uge 8)

I dette tidsrum deler blastula sig, og der dannes tre cellelag kal-
det ektoderm, mesoderm og entoderm. Ud fra disse cellelag
pabegyndes dannelsen af de forskellige organer (organogenesen)
ved en intensiv celledeling og specialisering af cellerne. Pga de
mange celledelinger er denne periode fplsom over for skadelige
pavirkninger. Fordi organerne er under dannelse, ses isar effek-
ter som tydelige strukturelle misdannelser.

Skadelig pavirkning i den embryonale periode kan siledes
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fore til alvorlige strukturelle misdannelser, som fx set ved
Thalidomid, og kan evt fere til tidlig spontan abort. En sadan
abort kan registreres af kvinden og vil i tilfelde af komplikatio-
ner medfere indlaeggelse.

Fosterperioden (fra uge 9 til fodslen)

I denne periode sker der en yderligere specialisering af cellerne
og vakst af organerne, samtidig med at fosteret vokser. En
raekke organer (centralnervesystem, grer, gjne, tender og ydre
konsorganer) er langtfra feerdigudviklede ved begyndelsen af
fosterperioden. For centralnervesystem, gjne og ydre kensorga-
ner fortsaetter differentieringen igennem hele fosterperioden.

En skadelig pavirkning i denne periode kan resultere i mindre
misdannelser, funktionelle forstyrrelser og/eller lav fodselsvaegt.
Er pavirkningen meget massiv, kan resultatet blive en sen spon-
tan abort eller dodfedsel med indlaeggelse til folge.

Pavirkninger under graviditeten, hvor effekten forst ses
under opvaksten

En pavirkning under graviditeten kan give sig udslag i effekter,
der forst viser sig under barnets opvaekst, fx ved at barnet vok-
ser langsommere, er forsinket i sin udvikling eller har funktionel-
le forstyrrelser af fx nervesystemet. Forsinket udvikling af nerve-
systemet kan bl.a. afslgres ved studier af udviklingen af reflekser,
taleevne mv hos barnet, mens funktionelle forstyrrelser i nerve-
systemet kan vise sig fx som forringet indlaeringsevne, hyperakti-
vitet og nedsat koncentrationsevne. Pavirkning af fosteret kan
ogsa resultere i udvikling af kreeft i barnedrene eller i varige ska-
der pa barnets arvemateriale.

Pavirkning af barnet via moderen i ammeperioden

Visse reproduktionsskadende stoffer som fx polychlorerede
biphenyler (PCB), dioxiner, visse bekaempelsesmidler, cadmium,
bly og kviksolv udskilles med modermaelken. For PCB og lig-
nende fedtopleselige, svaert nedbrydelige stoffer er hovedudskil-
lelsesvejen netop gennem modermaelken. Koncentrationen af
disse skadelige stoffer i modermaelk er normalt lav og uden kon-
staterbar effekt pa barnet, men hvis moderen er eller har varet
eksponeret i storre omfang, kan stoffernes giftighed medfore, at
det diende barns vakst eller udvikling pavirkes.
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Figur 3.3. Transport af
kemiske stoffer mellem
moder, placenta (moderka-
ge) og foster.

Optagelse

Reproduktionstoksikologi

Kinetik og mekanismer

I vurderingen af, om kemiske stoffer forarsager reproduktions-
skader, indgar, ud over selve effekterne, to vaesentlige problem-
stillinger:

¢ Toksikokinetiske overvejelser, der omhandler alle parametre
vedrgrende organismens “behandling” af det kemiske stof,
sasom stoffets optagelse, fordeling, metabolisk omdannelse
samt udskillelse, dvs alle de faktorer, der indvirker pa stoffets
koncentration pa virkningsstedet.

¢ Toksikodynamiske overvejelser, som vedrorer, hvilke typer af
interaktion der foregar mellem det kemiske stof og dettes
virkningssted, dvs stoffets virkningsmekanisme.

Kinetiske forhold under graviditet

De toksikokinetiske forhold inden for fosterskadeomradet er vee-
sentligt anderledes end inden for den gvrige toksikologi, fordi
der indgar to organismer: moderen og fosteret. Transporten af et
kemisk stof mellem moder, placenta (moderkage) og foster er
illustreret i fig. 3.3.
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a
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| |

Udskillelse
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Toksikokinetikken hos moderen kan have vasentlig indflydel-
se pa de koncentrationer af et kemisk stof, der nar fosteret. T det
folgende belyses enkelte faktorer, der specielt vedrgrer toksiko-
kinetikken hos den gravide kvinde, mens der for en indfering i
generel toksikokinetik henvises til bind T (kapitel 2) og alminde-
lige leereboger.

Under en graviditet gges pulsen, hjertets minutvolumen stiger
fra ca 4 liter til 5,5 liter, og iseer sidst i graviditeten sker en forg-
gelse i den meengde luft, der indandes/udandes pr minut fra det
normale 7,5 liter pr minut til maksimalt 11 liter pr minut. Alle
disse forhold kan medvirke til en gget optagelse af kemiske stof-
fer ved eksponering for disse i gas- eller aerosolform (dvs ind-
anding).

Nogle kemiske stoffer kan bindes til et protein i blodet (plas-
ma-albumin), og denne binding kan mindske transporten fra
blodet til kroppens organer. Under graviditet falder albuminkon-
centrationen i blodet til under to tredjedele af det normale. En
mindsket binding af det kemiske stof til albumin gger mulighe-
den for, at stoffet kan transporteres over moderkagen til fosteret.

Under graviditet opbygges ofte fedtdepoter mhp den senere
amming. Dette betyder, at fedtopleselige kemiske stoffer, som fx
PCB, i hgjere grad vil kunne akkumuleres i kroppen.

Transporten af kemiske stoffer fra moderens blod til fosteret
foregar hovedsagelig gennem moderkagen. Som vist pa fig. 3.3
kan der ogsa forekomme udskillelse af kemiske stoffer i foster-
vand, der herefter sluges af barnet, men betydningen af dette er
meget lidt udforsket. Tidligere blev moderkagen opfattet som en
barriere (placenta-barrieren) for transporten af kemiske stoffer
fra moderens blod til fosterets kredslgb, men dette er ikke kor-
rekt. Med undtagelse af forbindelser med meget stor molekyl-
vaegt eller forbindelser, som er staerkt elektronegative eller -posi-
tive, kan nzesten alle kemiske stoffer passere over moderkagen.

Kemiske stoffer kan passere moderkagen ved flere forskellige
processer, men for de fleste fremmedstoffer foregar transporten
ved simpel diffusion. Generelt virker moderkagen som en fedt-
membran, dvs graden af kemiske stoffers passage athaenger isaer
af stoffets molvaegt, koncentrationsgradient, fedtoplgselighed og
ioniseringsgrad. For en stofgruppe som fx organiske oplgsnings-
midler betyder dette, at deres transport over moderkagen stort
set afheenger af koncentrationsgradienten og foregar uhindret.

Ved kemiske stoffers passage af moderkagen kan der ske en
metabolisering (biotransformation), der kan have vasentlig be-
tydning i forbindelse med omdannelse af kemiske stoffer til
mere farlige metabolitter. For langt de fleste stoffer spiller dette
imidlertid en mindre rolle i forhold til de andre parametre, der
pavirker transporten over moderkagen. Biotransformationen i
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moderkagen kan dog oges betydeligt, hvis moderen har veeret
udsat for enzyminducerende stoffer som fx dioxin eller PAH’ere.

Koncentrationen af et kemisk stof i fosteret athanger af om-
dannelseshastigheden hos moder og foster. Hvis moderen om-
danner et kemisk stof meget hurtigt i leveren, vil det kun vare
relativt sma maengder, der far mulighed for at passere uomdan-
net over moderkagen til fosteret. Dette gaelder dog ikke, hvis
stoffet optages ved indanding, fordi en del af blodet fra lungerne
nar moderkagen, inden det passerer leveren. I sa fald, eller hvis
stoffet kun omdannes langsomt, kan koncentrationen i fosterets
blod blive den samme som i moderens.

Fosterets evne til at omdanne fremmedstoffer optraeder forst
sent i graviditen og er relativt lille, hvorfor dette stort set ikke
pavirker koncentrationen i fosterets blod. Hvis det er det uom-
dannede kemiske stof, der har en effekt pa fosteret, vil fosterets
manglende evne til omdannelse af fremmedstoffer gge farlighe-
den for fosteret, mens det omvendt vil kunne mindske farlighe-
den for fosteret, hvis det er stoffets omdannelsesprodukter, der
kan forarsage effekten.

Mekanismer

Den nuvarende viden om, hvorledes kemiske stoffer kan forar-
sage fosterskader, er begranset, selvom man inden for de senere
ar har faet mere og mere detaljeret viden om nogle enkelte ud-
valgte kemiske stoffer og deres mekanismer. Nogle af de vaesent-
ligste grunde til, at man ikke har et klart overblik over, hvordan
fosterskader opstar, er:

¢ Den viden, man har om mekanismerne bag den naturlige
fosterudvikling, er begraenset, hvilket gor det vanskeligt af
undersgge mekanismerne bag unormal udvikling.

¢ Fosterskader er mange forskellige effekter, saisom udviklings-
defekter og toksiske effekter pa organer under udvikling og
modning, og fosterskader omfatter derfor lige si mange for-
skellige effekter som hele resten af toksikologien - bare yder-
ligere kompliceret af, at organismen er under udvikling.

Der har tidligere vaeret en tendens til at arbejde ud fra, at foster-
skadende stoffer blev transporteret over moderkagen og deref-
ter pavirkede fosterets vackst og differentiering, men mange
nyere undersogelser fremhaever betydningen af, at moder-
moderkage-foster udger en enhed, og at effekter pa denne
enhed kan medfere fosterskader. Som eksempel kan naevnes
rygning, der kan nedsztte blodgennemstrgmningen i moderka-
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gen og dermed bevirke forringet naeringstilfarsel til fosteret.

I litteraturen kan findes eksempler pa en rackke mekanismer,
hvorved kemiske stoffer kan pavirke et udviklende foster og der-
med medfgre en unormal udvikling eller funktion. Andringerne
er ikke umiddelbart synlige, men foregar pa cellullaert eller
molekylaert niveau. For at blive synlige ma de foreslaede meka-
nismer fore til yderligere aendringer i celler eller vaev, der til sidst
forer til en fosterskade. I fig. 3.4 er givet en oversigt med nogle
eksempler, og i det folgende omtales nogle af disse nermere.
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—> —> —>
Genmutation For stor eller for For fa celler eller Misdannelser
ringe celledad celleprodukter til
organdannelse
Kromosomafvigelse eller modning Dad
/Endret DNA-replikation Forstyrrelse i cellernes
eller biosyntese samspil
Mangel pa mikro- > Pavirkning af bio- — " Nedsat vaegt,
neeringsstoffer syntese forsinket udvikling
Anden uligeveegt i
Hormonlignende veekst og
virkning Heemning af organ- differentiering
anlaggenes
Pavirkning af neuro- vandring Funktionelle forstyrrelser
transmittere

Genmulationer og kromosomayfvigelser kan forekomme enten i
konscellerne eller i kropscellerne. Det er blevet anslaet, at 20-
30% af medfedte misdannelser hos mennesker er arveligt betin-
gede og forekommer alene eller hovedsageligt pga mutationer i
konsceller. Mutationerne kan vere foregaet for flere generationer
siden og forst komme til udtryk senere. Kromosomafvigelser i
konscellerne, som fx tre i stedet for to eksemplarer af kromosom
21 (Downs syndrom), er arsag til ca 3% af medfedte misdannel-
ser.

Mutationer i kropsceller hos fosteret nedarves ikke til kom-
mende generationer. Saidanne mutationer i et foster i et tidligt
stadium kan teoretisk pavirke tilstraekkelig mange celler til, at
der kan opsta en strukturel eller funktionel defekt. Det skal dog
naevnes, at mutationer er relativt sjeeldne, og at virkningsmeka-
nismen bag fosterskadende stoffer, der ogsa er mutagene, gene-
relt kan skyldes, at disse stoffer er meget kemisk reaktive og

Figur 3.4. Eksempler pa
mekanismer bag fosterska-
der.
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dermed kan pavirke bade arveanlaeg og vigtige makromolekyler
i cellerne.

Biokemiske aendringer i cellerne kan pavirke DNA’s replikation
og transskription eller RNA’s translation (proteinsyntesen) uden
at forarsage arvelige sendringer i DNA. Stoffer, der pavirker fx
DNA’s transskription, kan forarsage misdannelser, mens dette har
vaeret vanskeligt at pavise for stoffer, der forstyrrer proteinsynte-
sen. Dette skyldes ikke, at denne proces ikke er vaesentlig for
fosterudviklingen, men tvaertimod, at en reduktion i proteinsyn-
tesen vil pavirke alle fosterets celler og derfor sandsynligvis
medfore, at fosteret dor.

Mangel pa mikronceringsstoffer, der er npdvendige for foster-
udviklingen, vil oftest skyldes aendrede forhold hos moderen
eller 2endrede transportforhold over moderkagen. Som eksempel
pa det forste kan naevnes, at visse kemiske stoffer virker som
kompleksbindere, dvs at de binder mikronaeringsstoffer som fx
zink, saledes at den frie koncentration i blodet bliver lavere.
Dette kan medfore fosterskader, uden at pavirkningen af mode-
ren er af vaesentlig betydning. Mangel pa nzeringsstoffer kan
ogsa opsta hos fosteret pga tilstedevarelse af stoffer, der ligner
fx vitaminer, aminosyrer o.a. Disse kan indga i fosterets biosyn-
tese i stedet for de normale neeringsstoffer, men kan sjeeldent
fungere helt tilsvarende, hvorfor de kan fore til fejludvikling eller
fosterets dod. Andringer i transporten over moderkagen kan
enten vaere direkte eller ske via aendringer i blodgennemstrom-
ningen. Fx tyder undersogelser pa, at methylkviksglv kan sendre
den aktive transport af aminosyrer over moderkagen uden at
@ndre blodgennemstromningen, mens blyacetat kan reducere
blodgennemstrgmningen i moderkagen.

Mekanismen bag en rackke fosterskader kan ogsa vaere, at
kemiske stoffer pga lighed med fx hormoner eller neurotransmit-
tere (signalstoffer i nervesystemet) pavirker receptorer pa celler-
ne. Det kan betyde, at det normale signalsystem mellem cellerne
og organerne i kroppen forstyrres, og kan fore til fejludvikling.
Som eksempel kan naevnes, at pavirkning med kemiske stoffer,
der ligner det kvindelige konshormon (gstrogen), kan taenkes at
pavirke reguleringen af overordnede hormoner i hypofysen, hvis
virkninger undertrykkes ved stor gstrogenpavirkning. Dette kan
lede til heemmet udvikling af fx stgttecellerne til det seeddannen-
de vaev i testiklerne (Sertolicellerne) i fostertilstanden, og der-
med haemmet saedproduktion senere i livet. Kgnshormoner har
ogsa betydning for kensdifferentieringen og for fosterhjernens
udvikling, og undersogelser af visse kemiske stoffer med hor-
monlignende virkning, som fx PCB og DDT, har da ogsa vist
effekter pa fosterhjernens udvikling.
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Metoder til pavisning af reproduktions-
skadende effekter

Der findes mange forskellige metoder, der kan anvendes til at
belyse, om kemiske stoffer kan forarsage reproduktionsskader.
Disse omtales i det folgende, og metodernes fordele og ulemper
gennemgas.

Befolkningsundersggelser

Den reproduktionsskadende effekt af kemiske stoffer kan som
andre toksiske effekter undersgges ved epidemiologiske studier
(se bind I, kapitel 5).

Det kan vaere vanskeligt at anvende enkelte erkendte tilfaelde
af reproduktionsskader (cases) til at udrede arsagen, fordi visse
reproduktionsskader som fx aborter forekommer hyppigt, og de
reproduktionsskadende effekter athaenger af, hvornar i reproduk-
tionsforlgbet pavirkningen er sket. Enkelte arsager til reprodukti-
onsskader er dog blevet opdaget pga ophobninger af let erken-
delige reproduktionsskader. Som eksempler kan nzevnes laegers
iagttagelse af et gget antal medfodte misdannelser efter en epi-
demi af rode hunde samt opdagelsen af leegemidlet Thalidomids
effekter pa fosterudviklingen. I 1977 blev en gruppe mandlige
arbejdere opmaeerksomme pd, at de havde et felles problem,
nemlig at de ikke fik nogen bern. De satte dette i forbindelse
med udsettelse for bekeempelsesmidlet dibromchlorpropan
(DBCP) pa deres arbejde, og senere undersogelser bekraeftede
denne sammenhaeng.

Beskrivende befolkningsundersagelser (deskriptiv epidemiolo-
gi), hvor effektregistre sammenkolbes med eksponeringsregistre,
kan give en oversigt over fordelingen af reproduktionsskader i
forskellige erhvervsgrupper, hyppigheden af reproduktionsska-
ders athaengighed af arstal eller omfanget af befolkningens
udsattelse for reproduktionsskadende stoffer. Det kan vaere van-
skeligt at opdage stigninger i forekomst af fx sjeeldne misdannel-
ser vha registre, fordi misdannelserne registreres samlet i hoved-
grupper. Som eksempel kan nzevnes Thalidomid, hvor den
ggede hyppighed af born fodt med mangelfuld udvikling af
arme og ben ikke blev bemaerket i registreringen, fordi denne
ellers sjeeldne form for misdannelse blev registreret sammen med
andre former for misdannelser af arme og ben.

Analytiske befolkningsundersogelser planlaegges mhp afprov-
ning af en hypotese om en sammenhaeng mellem en ekspone-
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ring og effekt. Hypoteserne opstilles ofte ud fra en mistanke om
sammenhzeng, der fx kan stamme fra dyreeksperimentelle under-
spgelser, fra cases eller fra en beskrivende befolkningsunder-
spgelse.

I en koborteundersogelse tages udgangspunkt i en gruppe af
befolkningen, der er udsat for det kemiske stof, man har mistan-
ke til, samt en kontrolgruppe, der ikke er udsat. De to grupper
sammenlignes mht forekomsten af reproduktionsskader, og det
analyseres, om der er en statistisk signifikant overhyppighed i
den udsatte gruppe. I en case-control undersogelse ssmmenlig-
nes udsaxttelsen for et misteenkt kemisk stof i en gruppe af
cases, dvs personer med en erkendt reproduktionsskade, med
en gruppe af kontrolpersoner, og det analyseres, om der i grup-
pen af cases er en overhyppighed af personer udsat for det mis-
taeenkte stof. Ved valg af kontrolgruppe er det vigtigt, at denne
gruppe ikke er udsat for andre reproduktionsskadende faktorer,
der kan slore billedet. Velkendte forhold, der kan pavirke repro-
duktionen, inddrages derfor normalt i analysen, sisom tobaks-
rygning, socialklasse, medicinindtagelse, alder mv.

Ved savel kohorte- som case-control undersggelser er det
muligt at belyse, om der fx i bestemte erhvervs- eller branche-
grupper er en gget hyppighed af reproduktionsskader. I en
arbejdssituation er mennesker sjeeldent udsat for kun et enkelt
kemisk stof. Der er naesten altid tale om blandingseksponering
med udsattelse for savel kemiske stoffer som fysiske, psykiske
og biologiske faktorer. Det betyder, at man kan fa viden om et
erhverv, en arbejdsproces e.l., men sjeldent om et enkelt stof.
Der findes dog befolkningsundersggelser, der udpeger bestemte
kemiske stoffer, som fx bly, organisk kviksglv og PCB, som
reproduktionsskadende. Andre undersggelser tyder pa, at kemi-
ske stofgrupper som organiske oplasningsmidler, anaestesigasser
og visse typer bekaempelsesmidler er potentielt reproduktions-
skadende.

De fleste former for reproduktionsskader kan undersgges i
befolkningsundersggelser, men effekter, der viser sig lang tid
efter udsattelsen for et kemisk stof, er vanskelige at relatere til
udsaettelsen. Der er dog enkelte tilfaelde, hvor dette er lykkedes.
Som eksempel kan navnes leegemidlet diethylstilbestrol, hvor
udsaettelse i fostertilstanden bl.a. kan medfgre, at pigebgrn
udvikler kreeft i skeden i puberteten, dvs omkring 12-15 ar efter
udsaettelsen. Grunden til, at denne sammenhazeng blev pavist, er,
at kreeftformen er meget sjelden. Havde det vaeret en relativt
almindeligt forekommende kraftform, er det tvivlsomt, om sam-
menhzengen var blevet erkendt.

Medfadte effekter pa nervesystemet kan ogsa vere vanskelige
at belyse i befolkningsundersagelser. Disse effekter vil maske
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forst komme til udtryk mange ar efter fodslen, fx som koncentra-
tionsbesvaer og nedsat indleeringsevne. Derudover er sidanne
effekter pavirkelige af barnets sociale miljs, og kun alvorlige
tilfelde vil blive opdaget. Som eksempel kan naevnes det fotale
alkoholsyndrom, hvor bernene bl.a. er mentalt retarderede som
folge af et stort alkoholforbrug hos moderen under graviditeten.
En mindre udsattelse kan teenkes at medfore en mindre tydelig,
men alligevel vasentlig, pavirkning af hjernens funktion. Hvis
dette er tilfeeldet, vil det vaere vanskeligt at pavise hos menne-
sker.

Dyreeksperimentelle undersogelser

Eksperimentelle undersogelser af kemiske stoffer kan foretages,
for stofferne tages i brug af mennesker, eller for de har nogen
videre udbredelse i arbejdsmiljpet. Det vaesentligste argument for
at udfere dyreeksperimentelle undersggelser af kemiske stoffers
effekter er saledes at forebygge reproduktionsskader hos menne-
sker.

Der er en raekke forskellige metoder, der anvendes ved under-
spgelser for reproduktionsskadende effekter. For en del af disse
er der test guidelines, dvs internationalt accepterede vejledende
retningslinier for udferelsen af forspgene. De forspgstyper, der
omtales nzermere i tabel 3.3, er udvalgt, fordi de anvendes hyp-
pigt, og resultaterne indgar som en vasentlig del ved vurderin-
gen af kemiske stoffers reproduktionsskadende effekter.

Generationsforsag  Tre eller flere dosisniveauer,  Fertilitet hos hanner og hunner
kontinuert over en eller flere  Seedkvalitet hos hanner og kens-
generationer hormoncyklus hos hunner

Pree-, peri- og postnatale effekter
pa aeg, foster og afkom

Teratogenforseg  Tre eller flere dosisniveauer, — Resorptioner
i organdannelsesperioden Fosterets vaskst
eller hele fosterudviklingen ~ Morfologiske variationer

0g misdannelser

Undersegelse Tre eller flere dosisniveauer,  Fadsel og dreegtighedsleengde

for medfedte fra implantation af afkom Fysisk og funktionel modning

nerveskader til fraveenning af afkom
Effekter pa nervesystemets
udvikling

Screeningstest Mindst tre dosisniveauer fra  Akutte effekter p fertilitet

for reproduktions-
skader

2 uger fer parring indtil
dag 4 postnatalt

hos hanner og hunner

Fodsel og draegtighedsleengde
Foster og afkoms vaekst og
overlevelse til dag 5

17

Tabel 3.3.
Dyreeksperimentelle
underspgelser.

Guideline fra OECD
(revideres pt)
Anvendes til testning af
kemiske stoffer i EU

Guideline fra OECD
(revideres pt)
Anvendes il testning af
kemiske stoffer i EU

Guideline for leegemidler
Detalieret guideline fra US-
EPA. OECD guideline under
udarbejdelse

OECD guideline. Anvendes til
testning af ‘gamle’ stoffer,
der bruges i store meengder
(High Production Volume
Chemicals)

Begraenset felsomhed pga
feerre dyr
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Generationsforsog

Der er udgivet retningslinier for udferelse af generationsforsog af
bl.a. OECD, Food and Drug Administration (FDA) i USA samt
EU.

I generationsforspg doseres bade han- og hundyr fer parrin-
gen, i hele draegtighedsperioden og efter fodslen indtil fravaen-
ning af ungerne. I flergenerationsforseg fortsetter udsaettelsen af
dyrene og deres afkom i flere generationer. Der undersgges for
effekter pa fertilitet, parring, befrugtning, fosterudvikling, fodsel,
diegivning samt ungernes opvakst og udvikling.

Flergenerationsforsgg giver et overblik over, om der forekom-
mer reproduktionsskadende effekter i lgbet af hele reprodukti-
onscyklus, men er ressourcekraevende.

Nogle fosterskader, saisom deodfedsel og medfedte misdannel-
ser, kan vanskeligt opdages i generationsforsgg. Dette skyldes, at
de almindeligt anvendte forsggsdyr (sma gnavere) normalt @der
dodfadte eller alvorligt misdannede unger lige efter fodslen. Hvis
det kun er enkelte unger, der er misdannede eller dpdfedte, vil
reduktionen i antallet af unger pr kuld vaere lille i forhold til den
almindelige variation i kuldsterrelse, og effekten opdages derfor
ikke.

OECD’s generationsforseg er i disse ar ved at blive revideret,
saledes at der tilfgjes undersogelser af pavirkning af seedkvalitet
hos hanner og kegnshormoncyklus (gstruscyklus) hos hunner. For
hannernes vedkommende udtages sad fra bitestiklerne efter
aflivning af dyrene, og saedcellernes form, antal og bevagelse
undersoges. Begrundelsen for at tilfgje undersogelser af sedkva-
liteten er, at undersogelser har vist, at selv en markant pavirk-
ning af antallet af sedceller hos det normalt anvendte forspgsdyr
(rotten) ikke pavirker fertiliteten. Der er ikke en helt klar sam-
menhzeng mellem saedkvaliteten og muligheden for at fa sundt
afkom, men undersggelser af mennesker tyder pa, at nedsat
saedkvalitet kan have sammenhzeng med nedsat evne til at opna
befrugtning.

Teratogenforsog
Der findes accepterede guidelines for udferelse af teratogenfor-
spg fra OECD, FDA og EU.

I teratogenforseg udsaettes draegtige dyr for det stof, der skal
undersoges, i den periode, hvor organerne dannes, fordi fosteret
er mest folsomt for fremkaldelse af misdannelser i denne perio-
de (se fig. 3.2). Da fosterskader kan opsta under hele fosterud-
viklingen, anbefales det ofte at udvide udsattelsen af dyrene til
hele draegtighedsperioden. OECD’s teratogenforsgg er for tiden
ved at blive revideret, bl.a. saledes at doseringsperioden udvides
til at omfatte hele perioden for fodslen.
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Dagen for dyrene forventes at fode, aflives de, og fostrene
undersoges. Der registreres antallet af fostre, hvor mange der er
levende og dade, fostrenes veegt samt forekomst af synlige mis-
dannelser hos fostrene. De gule legemer i xggestokkene talles
som et udtryk for, hvor mange wg der er lgsnet, og antallet af
resorptioner (dgde, tilbagedannede fostre) registreres. Ud fra tal-
lene beregnes praeimplantationstabet, dvs hvor mange af de
befrugtede wg der ikke har sat sig fast i livmoderen, samt
postimplantationstabet, dvs hvor mange af de g, der har sat sig
fast i livmoderen, der ikke udvikles til levedygtige fostre.

Efter aflivning af fostrene praepareres halvdelen, sa de bliver
gennemsigtige, dernaest farves skelettet, og det underspges, om
der forekommer forsinket udvikling, variationer eller misdannel-
ser ved skelettet. Den anden halvdel af fostrene undersgges for
forsinket udvikling, variationer og misdannelser i de indre orga-
ner enten som serielle snit af fosteret eller ved dissektion under
en stereolup.

Testen er isaer udviklet efter Thalidomid-katastrofen og laegger
derfor stor vaegt pa strukturelle misdannelser. Den giver dog
ogsa oplysning om andre vigtige parametre, nemlig om fosterud-
viklingen er forsinket, og om, hvor mange af de befrugtede ag
der udvikles til levedygtige fostre.

Funktionelle forandringer hos fosteret og fosterskader, der forst
viser sig under individets opvakst, kan ikke opdages i teratogen-
forsog.

Undersogelse for effekter, der viser sig efter fodslen, iscer medfodte
nerveskader

Der findes overordnede retningslinier for udfgrelse af sidanne
forsog pa legemidler bl.a. i EU og i Japan, mens OECD er i
gang med at udvikle en detaljeret guideline for undersggelser af
kemiske stoffer for medfedte nerveskader.

Dragtige dyr udszttes for det stof, der skal underspges, i draeg-
tighedsperioden og evt ogsa i diegivningsperioden. Nar doserin-
gen fortsaettes i diegivningsperioden, skyldes det, at hjernens
udvikling hos gnavere ved fodslen kun svarer til hjernens udvik-
ling hos et menneskefoster pa ca 6 maneder. Hjernens udvikling
fortsaetter efter fodslen indtil 2-ars alderen hos mennesker og ind-
til fravaenningstidspunktet hos gnavere. Ud over at give oplysnin-
ger om udskillelse i maelken er dosering i dieperioden saledes
nedvendig for at belyse eftfekter pa hjernens udvikling.

Der registreres antallet af unger, disses vaekst og fysiske udvik-
ling samt udfores adfeerdsundersogelser. Funktionelle forandrin-
ger, der er opstaet i fostertilstanden, kan under ungernes
opvakst vise sig som nedsat vaekst, gget dodelighed eller zendret
adfeerd.
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Tabel 3.4. Effektmal i dyre-
eksperimentelle under-
spgelser for medfodte ner-
veskader. (OECD 1996).

Veegt og fysisk udvikling
Udvikling af reflekser

Motorisk aktivitet
(inklusive habituering)

Motorisk funktion
Sansefunktion
Indleering og hukommelse

Reproduktionstoksikologi

Der er ikke udarbejdet detaljerede retningslinier for, hvilke
adferdsundersogelser der bor udferes, men i den kommende
OECD guideline skal afkommets motoriske udvikling, sansefunk-
tion, aktivitetsniveau samt indleering og hukommelse underspges
(se tabel 3.4). Derudover skal der foretages histopatologiske
undersogelser af iser nervesystemet ved eksponeringens ophor
og ved forspgets afslutning.

I nogle undersggelser undersoges tillige for neurokemiske
@ndringer i hjernen.

Veegt Veegt og kensmodning Veegt

Mindst to gange ligeligt
fordelt over perioden

+ + +
+) +
() +
+ +

Korttids in vivo test

I OECD er der i 90’erne blevet udviklet en guideline for en scre-
eningstest for reproduktionsskader, dvs en test, der er hurtigere
og mindre ressourcekraevende end de hidtige tests. Testen blev
oprindeligt udviklet specielt til testning af ‘gamle’ kemiske stof-
fer, der bruges i store maengder, men hvor der ikke findes
undersogelser for reproduktionsskadende effekter, men er nu
accepteret i OECD som screeningstest for kemiske stoffer gene-
relt.

Formalet med testen er at fa et indtryk af, om et kemisk stof
kan pavirke forplantningsevne eller fosterudvikling, og den hgje-
ste dosis skal derfor medfere en tydelig effekt pa voksne dyr.
Doseringen af dyrene startes 2 uger for parring og fortseetter ind-
til dag 4 efter ungernes fadsel. Det registreres, om der er akutte
effekter pa hanner og hunners fertilitet, pa fodselsforlgb og
draegtighedslaengde samt pa fostrenes og afkommets vackst og
overlevelse indtil dag 5 efter fodslen.

Antallet af forsegsdyr er under halvdelen af dem, der anvendes
i de gvrige OECD tests, og testen er derfor heller ikke tenkt
som et alternativ eller en erstatning for de eksisterende guideli-
nes for generationsforseg og teratogenforsgg. Hvis der findes
effekter i testen, kan resultaterne anvendes til indledende farlig-
hedsvurdering og til planlaegning af yderligere testning.

Resultaterne af en test, der ikke viser effekter, har en begraen-
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set vaerdi sammenlignet med generationsforspg og teratogenfor-
seg, fordi testen anvender ferre dyr pr gruppe og dermed har
en lavere folsomhed, doseringsperioden er kortere, og antallet af
effektmal er begraenset.

Undersogelser vedr. stoffer med hormonlignende virkning

De senere ars debat vedr. reproduktionsskader som fplge af
udsaettelse for stoffer med misteenkt hormonlignende virkning
har betydet, at man for tiden er i gang med at vurdere, om de
ovennavnte forsggstyper, hvor der er OECD test guidelines, kan
pavise sadanne stoffers effekter, eller om det er ngdvendigt at
udvikle szerlige tests pa omradet.

Generationsforsgget kan give en del vaesentlige informationer,
nar revisionen er gennemfort, dvs nar der tilfgjes undersogelser
af sedkvalitet og kenshormoncyklus. Derudover er det foreslaet
at supplere med malinger af kenshormoner i blod, yderligere
undersogelser af konsorganer samt mere detaljerede undersogel-
ser af afkommet, men folsomheden af de forskellige parametre
skal undersoges yderligere.

Undersogelser for medfedte nerveskader kan ogsa give rele-
vante oplysninger, fordi man her kan underspge, om der fore-
kommer @ndringer i kensspecifik adferd, og om hjernens udvik-
ling er pavirket.

Man har siden 20’erne anvendt Allen-Doisy-test og uterus test
som to klassiske gstrogen bioassays, dvs de viser effekt, hvis
stoffet har en gstrogenlignende virkning. Stoffer med gstrogen
effekt forarsager dels prolifering og forhorning af slimhindecel-
lerne i skeden, dels en gget vaegt af livmoderen (uterus) pga en
hgj mitoseaktivitet. Der anvendes til de to forseg unge dyr, der
ikke er konsmodne, eller kastrerede hunmus eller rotter, som
mangler den naturlige gstrogenproduktion. Vha disse to model-
ler kan det undersgges, om stoffer har gstrogen- eller anti-gstro-
gen-lignende effekt.

Andre forsagstyper
Indikation pa reproduktionsskadende effekt kan ogsa fas fra for-
segstyper, der ikke direkte er udviklet til dette formal. I 28-dages
forsog, dvs forsgg hvor voksne dyr udsaettes i 28 dage for et
kemisk stof, kan der fx opdages effekter pa kgnsorganerne.
Viden om et stofs kraeftfremkaldende effekt er vaesentlig, da en
del kraftfremkaldende stoffer tillige er reproduktionsskadende,
formentlig fordi de er meget reaktive stoffer. Hvis stoffet kan
transporteres over moderkagen i vaesentlige meengder, er der
grundlag for at mistaenke stoffet for at vaere et transplacentalt
carcinogen, dvs det vil kunne fremkalde kraeft hos fostre. En del
stoffer, der er pavist at vaere kraeftfremkaldende, medferer kraeft
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ved udseaettelse for en lavere dosis, nar udsattelsen for stoffet
sker under fosterudviklingen, end hvis den sker hos voksne dyr.

Undersggelser over stoffers kinetik giver oplysninger om kemi-
ske stoffers optagelse, fordeling, omsaetning og udskillelse. Hvis
der ved sadanne undersggelser vises, at et kemisk stof transpor-
teres over moderkagen til fosteret i vaesentlige maengder, ma
man forvente, at stoffet kan forarsage samme effekter pa fosteret
som pa voksne dyr. Dette er b.la. en grund til, at organiske
oplasningsmidler misteenkes generelt for at kunne forarsage ska-
der pa fostres nervesystem.

Vurdering af dyreeksperimentelle undersggelser

En vaesentlig fordel ved dyreeksperimentelle undersggelser er, at
udsaettelsen af dyrene foregar under kontrollerede forhold. Efter
et velgennemfort dyreforseg kan man vurdere, om udsattelse for
det undersggte stof har medfort en gget forekomst af reprodulkti-
onsskader i den undersogte dyreart.

Ved vurderingen af et dyreforsog skal forsegets folsomhed ind-
drages. Folsomheden afhaenger bl.a. af det anvendte antal dyr. I
teratogenforsog anbefales det at have mindst 20 dyr i hver grup-
pe. Med dette antal dyr kan der kun pavises store forpgelser (ca
10 gange) i hyppigheden af misdannelser. For at gge et terato-
genforsggs folsomhed er det derfor vigtigt at se pa andre typer
af fosterskader, fx forsinket udvikling, aborter/resorptioner og lav
fodselsvaegt.

Ud over at sammenligne den doserede gruppe med kontrol-
gruppen sammenlignes i nogle forsgg ogsa med en sakaldt
“historisk kontrol”, dvs den samlede viden fra tidligere kontrol-
grupper af samme dyrestamme pa ens eget laboratorium, hvilket
kan give et bedre grundlag for at vurdere de fundne effekter. Fx
kan en lille, men signifikant ggning i antallet af resorptioner i en
doseret gruppe skyldes, at kontrolgruppen har et usaedvanligt
lavt antal resorptioner i forhold til alle tidligere kontrolgrupper i
samme dyrestamme i samme tidsperiode. T et sadant tilfeelde
peger forsogsresultaterne ikke pa en fosterskadende virkning.
Omvendt kan man ikke anvende den hgjeste veerdi, der er set i
den “historiske kontrol” over en leengere tidsperiode, som bag-
grund for at vurdere en funden effekt.

Betydningen af fosterskader ved doser, der pavirker moderdy-
ret, er en hyppig arsag til diskussion, fordi en del skader pa
fostre kan opsta pga toksiske effekter pa moderdyret. Hvilke
skader der ses, athaenger af dyrearten - fx udvikler rottefostre
ofte ekstra ribben, mens musefostre ofte far ganespalte. Dette
kan ikke tages som et udtryk for, at stoffet hos mennesker vil
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give de samme effekter. T nogle artikler ses helt bort fra effekter
pa fosteret, hvis der er fundet effekter pa moderdyret - i andre
nzevnes effekter pa moderdyret slet ikke. Det bedste er selvfpl-
gelig at angive det fundne, fx ‘stoffet har forarsaget misdannelser
ved doser, der ogsa forarsagede lidt nedsat vaegtstigning hos
moderdyret’. Vurderingen af effektens betydning for mennesker
athaenger derefter af, om effekten pa fosteret er forarsaget af
effekten pa moderen, og af, hvilken eksponering mennesker
udseettes for.

Ved vurdering af resorptioner, nar der samtidig er effekt pa
moderdyrets vagtstigning, er det vaesentligt at inddrage i vurde-
ringen, at moderdyret far en mindre tilvackst under dragtighe-
den, nar nogle af afkommet er blevet til resorptioner (dgde) og
derfor ikke vejer neer sa meget som et fuldt udviklet atkom. I
disse tilfaelde behgver den mindre tilvaekst hos moderen ikke at
vaere arsagen til, at ungerne dor - det kan vaere lige omvendt.

Nar resultaterne fra dyreforsgg skal anvendes til at vurdere
muligheden for effekter pa mennesker, ma man ekstrapolere fra
dyreforseg til mennesker.

Der er stor biologisk lighed mellem mennesker og forsggsdyr
mht den hormonelle regulering af forplantningen og kgnscelle-
dannelsen. Ved en sammenligning af resultater fra dyreforsgg
med de oplysninger, der findes om kemiske stoffers effekter pa
menneskets forplantningsevne, ses en relativt god sammenhaeng.
Dette geelder fx ved undersggelse af effekter pa menstruations-
cyklus, hvor det er vist, at stoffer, der er mistaenkt for at pavirke
menstruationscyklus hos kvinder, pavirker de tilsvarende biologi-
ske processer hos gnavere og aber. Ligeledes ser det ud til, at
stoffer, der kan pavirke saeedkvaliteten hos dyr, ofte har en tilsva-
rende effekt pa maend. Et eksempel pa dette er bekaeempel-
sesmidlet Dibromchlorpropan, hvis effekter (testikelsvind og
nedsat frugtbarhed) er observeret i dyreforspg og hos maend.

Fosterudviklingen hos mennesker og forspgsdyr folger generelt
det samme grundleeggende skema, og der er fundet god sam-
menhaeng mellem de stoffer, der forarsager fosterskadende effek-
ter pd mennesker og pa forsggsdyr. Der er foretaget flest sam-
menligninger mht misdannelser, fordi det er det omrade, hvor
der er mest viden. Medfedte nerveskader er et relativt nyere
omrade, men ogsa her er det fundet, at de stoffer, der har forar-
saget effekter pa mennesker, medforer lignende effekter pa for-
spgsdyr.

Generelt er vurderingen af anvendeligheden af dyreforsgg til at
forudsige reproduktionsskadende effekter pa mennesker, at
elfekter i velgennemforte dyreforsog peger pd, at der er risiko for
elfekter pa mennesker, medmindre grundige undersogelser viser,
at mekanismen i dyreforsoget ikke er relevant for mennesker.
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I dyreforsgg anvendes ofte relativt hgje doser, og det kan vare
vanskeligt at vurdere betydningen af effekter set ved doser langt
hgjere end de, der er relevante for mennesker. Der er dog fore-
taget en del sammenligninger af de doser, der forarsager foster-
skader hos hhv dyr og mennesker, og disse tyder pa, at menne-
sket er er mere folsomt end de anvendite forsogsdyr.

In vitro tests

Ved in vitro tests forstas i denne sammenhaeng tests baseret pa
celler, vaev, organer eller fostre, der ikke vokser i den levende
organisme, men dyrkes i forskellige medier.

Da dyreforspg er ressourcekraevende, og man gnsker at redu-
cere anvendelsen af forsegsdyr, arbejdes der pa at udvikle in
vitro tests inden for reproduktionstoksikologien. De teenkes
anvendt pa lignende made, som fx Ames test anvendes inden for
kraeftomradet, dvs til screening og prioritering af stoffer til
undersogelse i dyreforsog.

Der findes en lang rackke forskellige in vitro tests inden for
omradet reproduktionstoksikologi, men udviklingen har i mange
ar veeret koncentreret om at finde in vitro tests, der kan under-
spge for fosterskadende virkning. I de senere ar er der dog ogsa
sket en intensivering af udviklingen af tests, der kan anvendes til
at undersgge, om stoffer har hormonlignende virkning.

In vitro lests for fosterskadende virkning

Inden for dette omrader er der udviklet en lang raekke forskelli-
ge testsystemer, hvor fx en vavskultur eller fosterkultur doseres
med det stof, der skal undersgges (se tabel 3.5). I embryokultur-
testen doseres i en del af den periode, hvor organerne dannes,
fordi det er den mest folsomme periode mht strukturelle misdan-
nelser. Embryonernes vakst, udvikling og misdannelseshyppig-
hed vurderes og registreres.

Der er ikke udarbejdet guidelines for udferelse af in vitro tests,
men enkelte tests er meget gennemarbejdede i de laboratorier,
der udfgrer dem.

Hvis det i fremtiden kan vises, at der er god overensstemmelse
mellem resultater fra disse in vitro tests og dyreforspg/humane
data, ville sadanne in vitro tests kunne anvendes til screening af
kemiske stoffer for fosterskadende effekter. For tiden er der dog
ikke fundet god sammenhaeng, hvilket formentlig skyldes, at
fosterskader kan opsta ved mange forskellige mekanismer, og at
in vitro tests, til forskel fra forsog med draegtige dyr, kun kan
belyse enkelte sider af den komplekse proces, der ligger til
grund for fosterets udvikling i livmoderen.
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Testsystem og procedure Effektmal Anvendelse
Postimplantation Pattedyrfostre (normalt rotter), udvikling Ded, misdannelser, vaekst-  Screening,
whole embryo af foster fra tidligt stadium retardering, differentiering mekanismestudier
culture
Preeimplantation Preeimplantation pattedyrfostre Dead, celledelinger, Mekanismestudier,
embryo culture (rotter eller mus), udvikling af intakt kromosomanomalier genetiske analyser
embryon fra to-celle stadium eller
blastocyst stadium
CHEST (Chick Kyllingeembryoner, morfologisk udvikling Ded, misdannelser, vaekst-  Mekanismestudier,
Embryo Toxicity af tidlige (CHEST |) eller mere avancerede  retardering screening
Screening Test) stadier (CHEST lI) af intakte embryoner
FETAX Freembryoner (Xenopus laevis), udvikling Dad, misdannelser, Mekanismestudier,
fra blastula il embryon veekstretardering screening
Hydra Dissocierede voksne Hydra celler, re- Dannelse af normal Mekanismestudier,
organisering og differentiering af celler voksen Hydra screening
Drosophila Bananfluelarve, udvikling i intakt system Dad, misdannelser, Mekanismestudier,
veekstretardering screening
Limb bud Kultur med embryonale/fatale lemme- Misdannelser, differentiering,  Mekanismestudier
cultures anleg fra museembryoner veekstretardering
Chick embryo Celler fra nerve- og lemmeanleeg fra Celledifferentiering, Screening
neural crest and kyllinger, histologisk differentiering og veekstretardering
limb bud syntese af proteoglycan
Micromass culture Celler fra midthjerne og lemmeanlaeg Celledifferentiering, Screening
fra rottefostre veekstretardering
Chick embryo Kultur af kylingeembryoners neurale Celledifferentiering, Mekanismestudier
neural retina cell retina celler, dannelse af aggregater af vaekstretardering
culture celler
Drosophila neuro- Neuro- og myoblast celler fra Celledifferentiering og Screening
blasts and myo- Drosophila, celluleer differentiering af toksicitet
blasts neuro- og myoblast celler fra fostre
MOT (Mouse Celler fra tumor i museovarier, maling af Fasthaeftning, veekst- Screening
ovarian tumor evne il at fastgere sig retardering
HEMP Humane embryonale palatal mesen- Cellevaekst Screening
chym celler, celleproliferation
Neuroblastoma Muse neuroblastoma celler, differentie- Celleveekst og differen- Screening

cell differentiation

ring af celler til neuroner

tiering

Tabel 3.5. Oversigt over in
vitro teratogen tests. (Ud
fra Jakobsen og Wiger,
1994).

In vitro metoder til detektering af hormoneffekter

I de senere ar er der fokuseret mere og mere pa de mulige
sundhedsskadelige effekter, som kan forarsages af gstrogenlig-
nende stoffer i miljget og i kosten. Der er yderligere opstillet
den hypotese, at ikke alene gstrogenlignende, men ogsa andro-
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genlignende stoffer og AH (aryl hydrocarbon) receptor agonister
kan veere involverede i det faldende saedtal og andre reprodukti-
onsskader hos manden. Alt dette har medfort udvikling af meka-
nisme-baserede in vitro assays, som er i stand til at detektere
kemikalier med hormonlignende virkning.

Jstrogen receptor assays (MCF7 celle proliferations assay) er
baseret pa brystcancerceller, hvis vackst er athaengig af gstroge-
ner eller gstrogenlignende stoffer. Cellevaeksten kan undersoges
pa mange forskellige mader, fx kan der males optagelse af radio-
aktivt materiale i det nydannende DNA, eller cellerne kan taelles.
Fordelen ved dette assay er, at det er relativt nemt at etablere,
ulempen er, at ogsa stoffer med andre virkningsmekanismer
(mitogene stoffer, som fx vakstfaktorer), der ikke virker via
gstrogen-receptoren, kan vere i stand til at pavirke vaeksten af
cellerne.

Ud over at male selve vaeksten af MCF7 cellerne, er andre
endepunkter for gstrogen-aktivitet blevet anvendt, fx gstrogen-
og progesteron-receptorniveauer og induktion af proteinet pS2.

Et alternativt og meget folsomt gstrogen-assay bygger pa geer-
celler, hvor et positivt respons i dette assay males som et farve-
skift, der kan males spektrofotometrisk. Fordelen ved dette assay
er, at det er nemt og relativt hurtigt at udfere, det har dog den
ulempe, at det ikke er baseret pa humane celler.

Androgen receptor assays. Pa nuvaerende tidspunkt er der beg-
reensede muligheder for at screene for androgene effekter. Den
metode, der er blevet anvendt til detektering af de fa antiandro-
gener, der er fundet til dato, bygger pa en pattedyrcellelinie,
hvor et positivt respons kan males som en gget lysmangde.
Metoden er meget sensitiv, men ikke specielt nem at etablere.
For gjeblikket arbejdes der pa at udvikle en mere stabil metode,
der ma forudses pa laengere sigt at blive den foretrukne.

Analogt med gstrogen-assayet baseret pa geerceller er der
udviklet et tilsvarende androgen receptor assay, men dette assay
har dog ikke fundet bred anvendelse.

Aryl bydrocarbon (AH) receptor assay

Aromatiske hydrocarboner som polychlorerede biphenyler, dioxi-
ner og polyaromatiske hydrocarboner binder til og aktiverer en
bestemt receptor, der findes i de fleste celler (AH-receptoren).
Det menes, at denne receptor er involveret i de reproduktions-
skadende effekter, som nogle af de aromatiske hydrocarboner
besidder, og at det derfor er relevant at screene miljgfremmede
stoffer for deres evne til at aktivere denne receptor. Rotte-,
muse- eller de humane celler, som bruges i dette Chemically
Activated Luciferase Expression assay (CALUX), er blevet trans-
fekteret med et plasmid indeholdende et luciferase reporter gen
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forudgaet af adskillige dioxin respons-elementer, til hvilke recep-
tor-ligand komplex binder. Cellerne i dette assay udtrykker kon-
stitutivt den cytosoliske AH-receptor. Stigningen i luciferase akti-
vitet er saledes et mal for stoffets evne til at binde til AH-recep-

toren.

Der er stadig meget at afklare omkring samspillet mellem kemi-
ske stoffer og reproduktionssystemet, og efterhinden som der
opnas mere information, vil der formentlig udvikles andre in
vitro assays, der sigter mod at undersgge kemikalier, der pavir-
ker andre trin i reproduktionsprocessen eller har andre virk-
ningsmekanismer end de ovennavnte anvendte assays.

Anvendelse af in vitro tests

In vitro tests er velegnede til at underspge, om stoffer har en
bestemt virkningsmekanisme, der er relevant for reproduktions-
skadende effekter, og in vitro undersogelser kan saledes give
oplysninger, der kan supplere fx epidemiologiske undersggelser
og dyreforsgg.

Anvendelse af in vitro tests til screening af kemiske stoffer, dvs
en hurtig test for, om stofferne er reproduktionsskadende eller
¢j, forudsaetter imidlertid, at der er en eller meget fa felles
mekanismer bag reproduktionsskadende effekter, hvilket som
tidligere naevnt ikke er tilfaeldet (se afsnit om mekanismer).
Derudover kan der i kroppen ske omdannelse af stofferne, sa fx
et stof, der i en cellekultur har gstrogenlignende virkning,
omdannes i kroppen til et stof uden virkning og omvendt. Dette
betyder, at in vitro tests ikke kan anvendes til at forudsige virk-
ningen i den levende organisme med sikkerhed, hvorfor det er
nedvendigt at anvende dyreforsag eller epidemiologiske studier
til at afgore, om et kemisk stof er reproduktionsskadende.

Analogislutninger

Analogislutninger betyder, at man drager konklusioner om fx
virkningsmekanismen af et stof ud fra dets lighed med andre
stoffer. Som lighed mellem stofferne taenkes oftest pa, at stoffer-
ne har stort set samme fysisk-kemiske egenskaber eller kemiske
struktur.

Som eksempel pa stoffer med nzesten samme fysisk-kemiske
egenskaber kan navnes en raekke organiske oplgsningsmidler
(toluen, xylen, styren). Disse stoffer er letflygtige og meget fedt-
oplaselige. Det ser ud til, at de stoffer i gruppen, der er under-
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sogt, kan passere moderkagen samt forarsage reproduktionsska-
der. Ud fra analogislutninger kan lignende organiske oplgsnings-
midler, fx trimethylbenzen, mistaenkes for at kunne have tilsva-
rende effekt.

Hvis ligheden mere praecist gar pa stoffets kemiske struktur,
kaldes det struktur-aktivitet-analyse. Dette kan pege pa stoffer,
der ud fra deres kemiske struktur ma misteenkes for at kunne
have reproduktionsskadende effekt.

Som et eksempel pa stoffer med samme virkningsmekanisme
kan naevnes stoffer, der er kompleksbindere. Det vides, at nogle af
disse stoffer kan medfare fosterskader, og det formodes, at meka-
nismen er, at stofferne binder mikronaeringsstoffer, der er ngdven-
dige for fosterudviklingen. Det er naerliggende at antage, at andre
kompleksbindere, der pa lignende made binder mikronaeringsstof-
fer, kan forarsage fosterskader.

Analogislutninger kan saledes anvendes til at udpege kemiske
stoffer som potentielt reproduktionsskadende. En afklaring af, om
stoffet er reproduktionsskadende, vil kraeve undersggelser af stoffet
i dyreforsag eller gennemforelse af befolkningsundersogelser.

Kemiske stoffer med reproduktions-
skadende effekter

EU-kriterier for vurdering af kemiske stoffer

Ved kriterier forstas den viden, der er ngdvendig for at anse et
kemisk stof for at have effekt. Indtil for relativt fa ar siden fand-
tes kun internationalt accepterede kriterier for, om stoffer kunne
forarsage misdannelser, men inden for de sidste 10 ar er der ble-
vet udarbejdet kriterier for reproduktionsskadende effekt.

I EU er der i 1993 i forbindelse med klassificering og maerk-
ning af farlige kemiske stoffer og produkter blevet udarbejdet
kriterier for kategorisering af reproduktionsskadende stoffer i tre
kategorier. Effekterne omfatter:

¢ Skadelige virkninger pa forplantningsevne sasom libido (lyst),
seksualadfeerd, spermatogenese/oogenese, hormonaktivitet og
fysiologiske reaktioner, som kan gribe ind i forplantningsev-
nen, selve forplantningen eller udviklingen af de befrugtede
ag indtil og inklusive implantationen.
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¢ Skader pa afkommet (udviklingstoksicitet), der inkluderer
bade virkninger, der forarsages eller viser sig for fodslen, og
virkninger, som forst kommer til udtryk efter fodslen.
Effekterne omfatter embryotoksiske/fototoksiske virkninger
som reduceret legemsvaegt, retarderet vackst/udvikling, organ-
toksicitet, dpdsfald, aborter, strukturelle defekter (teratogene
effekter), funktionelle effekter, peri- og postnatale defekter
samt haemmet postnatal mental eller fysisk udvikling frem til
og inklusive normal pubertetsudvikling.

Inddelingen i de tre kategorier fremgar af tabel 3.6, der ogsa viser
den maerkning, stofferne skal have pa etiketten. Maerkningen er
ens for stofferne i kategori 1 og 2, dvs at stoffer, hvad enten de
er vist reproduktionsskadende hos mennesker eller hos forsggs-
dyr, i praksis behandles ens.

Kategori 1 - tilstraekkelig dokumentation Stoffer, der vides at forringe
ud fra befolkningsunder- menneskers forplantningsevne
segelser for sammenhaeng
mellem menneskers udszettelse Stoffer, der vides at forarsage
for stoffet og reproduktions- skader pa afkommet hos
skader mennesker
Katerogi 2 - ilstreekkelig dokumentation fra ~ Stoffer, der ber anses for at for-
dyreforseg til at formode, at ringe menneskers forplantnings-
menneskers udsaettelse for stoffet  evne
kan medfere reproduktionsskader
Stoffer, der ber anses for at for-
arsage skader pa afkommet
hos mennesker
Kategori 3 - tilstraekkelig dokumentation Stoffer, der giver anledning til

(normalt i dyreforseg) til at neere
formodning om, at stofferne kan
medfere reproduktionsskader,
men ikke tilstreekkelig til at place-
re stofferne i kategori 2

betaenkelighed mht
menneskers forplantningsevne

Stoffer, der giver anledning til
betaenkelighed mht

skader pa afkommet hos
mennesker

I tabel 3.7 vises de kemiske stoffer, der er klassificerede som

reproduktionsskadende i EU i 1997. En raekke stoffer er foreslaet
klassificerede og behandles for tiden, bl.a. har Danmark foresla-
et, at toluen skal klassificeres som fosterskadende pa baggrund
af flere dyreforseg, der har vist, at inhalation af toluen kan forar-
sage nedsat fodselsvaegt, og enkelte forsgg, der har vist, at tolu-
en kan pavirke hjernens udvikling og medfere nedsat indlee-
ringsevne.
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Tabel 3.6. EU-kriterier for
klassificering af kemiske
stoffer som reproduktions-
skadende.

T, “Giftig", R60 Kan skade
forplantningsevnen

T, “Giftig”, R61 Kan skade
barnet under graviditeten

T, “Giftig”, R60 Kan skade
forplantningsevnen

T, “Giftig”, R61 Kan skade
barnet under graviditeten

Xn, “Sundhedsskadelig”,
R62 Mulighed for skade pa
forplantningsevnen

Xn, “Sundhedsskadelig”,
R63 Mulighed for skade
pa barnet under graviditeten




-

50-32-8

75-15-0

81-81-2
88-85-7

96-12-8
96-45-7
98-95-3
109-86-4
110-49-6

110-80-5

111-16-9

301-04-2

485-31-4
592-62-1
630-08-0
1335-32-6

1344-37-2

1420-07-1
1689-83-4
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Salte og estre af Dinoseb

Salte og estre af Dinoterb

Blyforbindelser med undtagelse
af dem, der er neevnt andre steder

Bly alkyler
Benzo(a)pyren
Carbon disulphid

Warfarin
Dinoseb

1,2-dibromo-3-chloropropan
Ethylen thiourea
Nitrobenzen
2-methoxyethanol
Methylglycol acetat

2-ethoxyethanol
Ethylglycol acetat
Bly di(acetat)

Binapacryl

Methyl azoxy methyl acetat
Carbon monoxid

Bly acetat

C.l. Pigment Yellow 34

Dinoterb
loxynil

I EU’s kriterier indgar ikke potensvurdering, dvs vurdering af
storrelsen af den dosis, der skal til for at fremkalde reprodukti-
onsskader, bortset fra at det neevnes, at formalet er at klassificere
stoffer, der har effekt ved normal handtering og brug.

Tabel 3.7. Klassificerede reproduktionsskadende kemiske stoffer i EU (1997).
(Udtraek ved J. Niimela fra Bekendtggrelse af listen over farlige stoffer,
Miljostyrelsen 1997).

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R60 Kan skade forplantningsevnen
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen
R63 Mulighed for skade pé barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R60 Kan skade forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten

R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen
R60 Kan skade forplantningsevnen

R60 Kan skade forplantningsevnen
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R60 Kan skade forplantningsevnen
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R60 Kan skade forplantningsevnen
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R61 Kan skade barent under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R61 Kan skade barnet under graviditeten
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R63 Mulighed for skade pé barnet under graviditeten

Fortsaettes naeste side



1689-84-5
1689-99-2
1836-75-5
2385-85-5

2508-74-6
3861-47-0
7446-27-7

7758-97-6

7784-40-9

12656-85-8

13424-46-9

13463-39-3
16245-44-0

17570-76-2

25808-74-6

80397-97-9

* Stofferne er i mange tilfeelde ogsa maerkede for andre typer toksiske effekter

Reproduktionsskadende kemiske stoffer i atbejdsmiliget

Arbejdsmiljginstituttet har i 1991 i projektrapporten
“Reproduktionsskadende kemiske stoffer i arbejdsmiljget” vurde-
ret en rekke kemiske stoffers reproduktionsskadende effekt.
Dette arbejde foregik, for de nye EU-kriterier for reproduktions-
skadende effekter var blevet opstillet, og der blev derfor anvendt
folgende kriterier til vurdering af, om stofferne havde effekt:

Gruppe 1. Stoffet anses for reproduktionsskadende,

¢ hvis der er pavist reproduktionsskader i befolkningsunder-

Bromoxynil
Bromoxynil octanoat
Nitrofen

Mirex

Bly hexafluorosilicat
loxynil octanoate
Tribly bis(orthophosphat)

Bly chromat

Bly hydrogen arsenat
C.I. Pigment Red 104
Bly azid

Nikkel tetracarbonyl
Bly styphnat

Bly(ll) methanesulphonat

Bly hexafluorosilicat

2-ethylhexyl 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
4-hydroxyphenylmethylthioac

spgelser, eller

Reproduktionstoksikologi ]3]

R63 Mulighed for skade pa barnet under graviditeten
R63 Mulighed for skade pa barnet under graviditeten
R61 Kan skade barnet under graviditeten

R62 Mulighed for skade pé forplantningsevnen
R63 Mulighed for skade pa barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R63 Mulighed for skade pa barnet under graviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pé forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pé forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under grafviditeten

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
R62 Mulighed for skade pa forplantningsevnen

R61 Kan skade barnet under graviditeten
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¢ hvis der er pavist reproduktionsskader i mindst to dyrearter,
eller

¢ hvis der er pavist reproduktionsskader i en dyreart og en
enkeltstaende befolkningsundersggelse.

Gruppe 2. Stoffet anses for mistaenkt reproduktionsskadende,

¢ hvis der er pavist reproduktionsskader i en dyreart, eller
¢ hvis der er pavist reproduktionsskader i en enkeltstaiende
befolkningsundersggelse.

Overordnet set ligner disse kriterier de senere EU-kriterier, idet
gruppe 1 svarer til EU’s kategori 1 og 2, og gruppe 2 til EU’s
kategori 3.

Projektets formal var at udarbejde en liste over reproduktions-
skadende kemiske stoffer samt at kortlaegge, hvor disse stoffer
anvendes eller forekommer i det danske arbejdsmiljg. For at fa
et mal for farligheden af de reproduktionsskadende stoffer blev
disses styrke (potens) bedemt ved at sammenligne den dosis,
der giver effekt, med en fast dosis samt med graensevaerdien,
hvor en sadan foreligger. En sadan potensvurdering indgar, son
naevnt ovenfor, ikke i EU’s kriterier.

Det er en langvarig proces med mange faser at udarbejde en
liste over reproduktionsskadende stoffer. I sagens natur er det et
arbejde, der burde forega lgbende, fordi der til stadighed foreta-
ges nye undersogelser af stoffer, og nye stoffer kommer til. Den
liste, der er praesenteret i AMI's rapport, er derfor heller ikke en
endelig liste.

Den indledende vurdering af stofferne blev foretaget pa bag-
grund af oplysninger i en raekke oversigtsvaerker. T en del tilfael-
de havde to vaerker forskellig vurdering af den samme under-
spgelse. I disse tilfaelde blev der spgt yderligere oplysninger i de
ovrige oversigtsveerker, og hvis dette ikke var tilstraekkeligt, blev
der hjemkaldt originallitteratur. Stoffer, der syntes mindre rele-
vante, fx fordi de tilsyneladende ikke anvendes i Danmark, blev
blot placeret i den gruppe af stoffer, der pt ikke kan vurderes
(gruppe 3).

Der blev overvejet endnu en gruppe, nemlig gruppen af stof-
fer, der sandsynligvis ikke er reproduktionsskadende. Denne
gruppe blev dog ikke oprettet, fordi meget fa eller ingen stoffer
er undersogt tilstraekkeligt til at udelukke alle de forskellige
typer af reproduktionsskadende effekter, der kan forekomme.

De naermere detaljer ved gruppeinddelingen samt de kemiske
stoffer, der blev placeret i gruppe 1, 2 og 3, er vist i et appen-
diks til dette kapitel.

For de kemiske stoffer og stofgrupper, der blev placeret i
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gruppe 1 eller 2, og hvor dosisniveauet blev betegnet som lavt
eller middel, blev der foretaget en rackke opgorelser, der bl.a.
viste, at

¢ de hyppigst forekommende stoftyper var organiske
oplasningsmidler og bekaempelsesmidler

¢ der var hyppigere undersagt for fosterskadende effekt end for
forplantningsskadende effekter

¢ for de stoffer, der var undersggt bade for effekter pa fosteret
og pa forplantningsevnen, forekom den fosterskadende effekt
ved den laveste dosis for sterstepartens vedkommende.

Udviklingstendenser

Reproduktionstoksikologien har gennemgaet en stor udvikling
siden slutningen af 50’erne, hvor leegemidlet Thalidomid var
arsag til, at tusindvis af bern blev fodt med misdannelser.
Fokus er gradvist blevet udvidet fra leegemidler og misdannel-
ser til ogsa at omfatte kemiske stoffer i miljo og arbejdsmiljo og
deres effekter pa fx seedkvalitet og nervesystemets udvikling
hos det ufedte barn. Sidelobende hermed er der sket en udvik-
ling og standardisering af de dyreeksperimentelle metoder, der
kan anvendes i forbindelse med risikovurdering af kemiske
stoffer. Der har ogsa, iser i 80’erne, vaeret arbejdet pa at udvik-
le in vitro tests til screening for reproduktionsskadende effek-
ter, men den generelle holdning nu er, at in vitro tests ikke kan
anvendes til at forudsige virkningen pa den levende organisme
med sikkerhed.

En vaesentligt udfordring for tiden og formentlig i mange ar
fremover er effekter af kemiske stoffer med hormonlignende
virkning. Der er mistanke om, at sddanne stoffer kan vare
medvirkende arsag til nedsat saedkvalitet, gget hyppighed af
brystkraeft, adfeerdsaendringer hos born og en lang reekke andre
reproduktionstoksiske effekter hos mennesker og dyr i naturen.
Inden for OECD Test Guideline er man allerede i fuld gang
med overvejelser om, hvilke effekter man kan vise i de eksiste-
rende guidelines, og hvilke nye tests der er behov for.

Kemiske stoffer med hormonlignende virkninger kan pavirke
de normale reguleringsmekanismer i kroppen og kan derfor
formentlig have effekter ved meget lave dosisniveauer. Der er
0gsa tegn p4, at dosis-effekt sammenhzengen for sadanne stof-
fer kan vaere forskellig fra det, man normalt forudsaetter for
kemiske stoffer. Man regner normalt med, at en stigende dosis
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medferer oget risiko for en effekt, og at der er en teerskelvaerdi,
hvorunder der ikke er risiko for effekt. For stoffer med hor-
monlignende virkning er der tegn pa, at pavirkninger, der i
storrelsesorden kun er lidt hojere end det fysiologisk normale,
kan medfore effekter, mens storre pavirkninger ikke har tilsva-
rende effekter, fordi kroppens feed-back mekanismer bliver
aktiverede. Hvis dette viser sig at vaere rigtigt, er det en kolos-
sal udfordring til samfundets handtering af miljofremmede
kemiske stoffer.

En anden vasentlig udfordring i fremtiden er undersggelser
af kombinationseffekter af fx kemiske stoffer, fysiske pavirknin-
ger og psykosociale belastninger. Vurderinger af reproduktions-
skadende effekter baseres for tiden i det vaesentligste pa under-
spgelser af én pavirkning ad gangen, men undersggelser tyder
pa, at effekterne af reproduktionsskadende stoffer kan gges,
hvis organismen samtidig er udsat for fx andre kemiske stoffer
eller en stresspavirkning. Metodeudviklingen og risikovurderin-
gen i de kommende ar kan derfor forventes at inddrage under-
spgelser af kombinationseffekter, sa man i fremtiden kan fa
mulighed for at vurdere risikoen for reproduktionsskadende
effekter som folge af menneskers komplekse udsattelse for
mange forskellige typer pavirkninger i arbejdsmiljoet og det
ydre miljo.
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Appendiks

ruppeinddeling af reproduktions-
ska ende stoffer i arbejdsmiljget
(fra Hass et al. 1991)

Gruppeinddeling

Gruppe 1L. Anses for reproduktionsskadende ved lavt dosisniveau
Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i befolk-

Tabel Al.

Dosisniveau
Lavt Middel

—r
r
—
=

N
r

w




Reproduktionstoksikologi

ningsundersogelser, i mindst to dyrearter eller i en dyreart plus
en enkeltstaende befolkningsunderspgelse.

Dosisniveau: Mindre end 20 mg/kg eller mindre end 5 gange
graensevaerdien.

Gruppe 1M. Anses for reproduktionsskadende ved middel dosisni-
veau

Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i befolk-
ningsunderspgelser, mindst to dyrearter eller i en dyreart plus en
enkeltstiende befolkningsundersggelse.

Dosisniveau: Mellem 20 og 200 mg/kg eller mellem 5 gange
grensevaerdien og 10 gange graensevaerdien.

Gruppe 1H. Anses for reproduktionsskadende ved hajt dosisni-
veau

Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i befolk-
ningsundersogelser, i mindst to dyrearter eller i en dyreart plus
en enkeltstaende befolkningsunderspgelse.

Dosisniveau: Hojere end 200 mg/kg og over 10 gange grense-
vaerdien.

Gruppe 2L. Mistcenkt reproduktionsskadende ved lavt dosisniveau
Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i en dyreart
eller en enkeltstiende befolkningsundersggelse.

Dosisniveau: Mindre end 20 mg/kg eller mindre end 5 gange
graensevaerdien.

Gruppe 2M. Mistcenkt reproduktionsskadende ved middel dosisni-
veau

Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i en dyreart
eller en enkeltstiende befolkningsundersggelse.

Dosisniveau: Mellem 20 og 200 mg/kg eller mellem 5 gange
grensevaerdien og 10 gange graensevaerdien.

Gruppe 2H. Mistcenkt reproduktionsskadende ved hgjt dosis-
niveau

Evidens: Der er pavist reproduktionsskadende effekt i en dyreart
eller en enkeltstiende befolkningsundersggelse.

Dosisniveau: Hojere end 200 mg/kg og over 10 gange grense-
vaerdien.

137



138

Tabel A.2. Reproduktions-

skadende kemiske stoffer i
arbejdsmiljpet. (Fra Hass et

al., 199D).

Acrylamid

Aldrin
Alkyl-alkylsulfonater
Aminopterin
Arsenat, natrium
Arsenpentoxid
Benzen
Benzo-a-pyren

Bly (metallisk og salte)
Bly (organisk)
Busulfan

Reproduktionstoksikologi

Gruppe 3. Kan ikke vurderes mbt reproduktionsskadende effekt
Evidens: Der har vaeret utilstraekkelige undersggelser til indplace-

ring i gruppe 1 eller 2.

Liste over reproduktionsskadencde stoffer

79-06-1
309-00-2

54-62-6
7631-89-2
1303-28-2

71-43-2

50-32-8

55-98-1

Cadmium og cadmiumforbindelser ~ 7440-43-9 (mfi)

Carbondisulfid
Carbonmonoxid
Chloroform
Chloropren
Chrom, hexavalent
Cyclophosphamid
DDT
Dibromchlorpropan
Dichlorvos

Dieldrin
Diethylstilbestrol
Dimethoat
Dinoseb

Endrin

75-15-0
630-08-0
67-66-3
126-99-8

50-18-0
50-29-3
96-12-8
62-73-7
60-57-1
56-53-1
60-51-5
88-85-7
72-20-8

Epichlorhydrin

Estradiol, beta
*Ethanol

Ethylendibromid
Ethylenoxid
Ethylnitrosourea
Hexachlorbenzen

Kepon

Kviksalv, alkylforbindelser
Kvikselv, letopleselige salte
Kvikselv, metallisk

Lindan

Methotrexat

Methylglycol
Nikkelforbindelser
Pentachlorphenal
Polybromerede biphenyler
Polychlorerede biphenyler
Selen og selenforbindelser
Thalidomid
“Toluen

Urethan

Vinylchlorid
Vinylidenchlorid

Warfarin

* Dosisniveau er middel eller hejt, men lavere end 5 x greensevaerdien (1989).

106-89-8
50-28-2
64-17-5

106-93-4
75-21-8

759-73-9

118-74-1

143-50-0

7439-97-6
58-89-9
59-05-2

109-86-4

87-86-5
50536-65-1
1336-36-3
7782-49-2 (mfl
50-35-1
108-88-3
51-79-6
75-01-4
75-35-4
81-81-2
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Gruppe 1M Anses for reproduktionsskadende ved middel dosisniveau

Stofnavn Stofnavn

Benomy! 17804-35-2 Halothan 151-67-7
Boraks/borsyre (5H,0) 11130-12-4 (mfi) N-Methyl-formamid 123-39-7
Carbendazim 10605-21-7 Styren 100-42-5
Dichlorphenoxyeddikesyre, 2,4- 94-75-7 Tetrachlorethen 127-18-4
Diethylhexylphthalat 117-81-7 Thiram 137-26-8
Dinitrogenoxid 10024-97-2 Trichlorfon 52-68-6
Disuffiram 97-77-8 Trichlorphenoxyeddikesyre, 2,4,5-  93-76-5
Ethylglycol 110-80-5 “Xylen 1330-20-7

* Dosisniveau er middel eller hejt, men lavere end 5x graensevaerdien (1989).

Gruppe 1H Anses for reproduktionsskadende ved hgjt dosisniveau

Stofnavn CAS-nr. Stofnavn CAS-nr.
Acrylonitril 107-13-1 Mangan og

Beryllium 7440-41-7 manganforbindelser 7439-96-5 (mfl)
Carbondioxid 124-38-9 N-Methylacetamid 79-16-3
Dimethylacetamid 127-19-5 Propylenoxid 75-56-9
Hydroxyurinstof 127-07-1 Tellur 13494-80-9
lod 7553-56-2 Trichlorethen 79-01-6
Kobbersulfat 7758-98-7 Triethylamin 121-44-8
Lithium og lithiumforbindelser 554-13-2 Trimethylphosphat 512-56-1

Gruppe 2L Mistzenkt reproduktionsskadende ved lavt dosisniveau

Stofnavn CAS-nr. Stofnavn CAS-nr.

Arsenit, natrium 7784-46-5 Mitomycin 50-07-7
Arsentrioxid 1327-53-3 Nitrogendioxid 10102-44-0
Demeton (blanding) 8065-48-3 Ozon 10028-15-6
Diazinon 333-41-5 Parathion 56-38-2
Dicofol 115-32-2 Phthalophos 732-11-6
Endosulfan 1156-29-7 Thallium og thalliumforbindelser ~ 7440-28-0 (mfi)

Methylparathion 298-00-0 Tin, trialkylforbindelser
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Gruppe 2M Misteenkt reproduktionsskadende ved middel dosisniveau
Stofnavn CAS-nr. Stofnavn CAS-nr.
Acetaldehyd 75-07-0 Formamid 75-12-7
Aminophenal,4- 123-30-8 Hydroguinon 123-31-9
Captan 133-06-2 Maneb 12427-38-2
Carbaryl 63-25-2 Methylchlorid 74-87-3
Chlormeguatchlorid 999-81-5 Methylethylketon 78-93-3
Cyclohexanol 108-93-0 Methylmethacrylat 80-62-6
*Dichlormethan 75-09-2 Motorbenzin -
Dimethyl-formamid, N,N 68-12-2 N-Methylpyrrolidon 872-50-4
EDTA 60-00-4 “Terpentin, mineralsk 8052-41-3 (mfl)
Folpet 133-07-3 Tetrachlorphenal, 2,3,4,6- 58-90-2 (mfl)

* Dosisniveau er hajt, men mindre end 10 x graenseveerdien (1989).

Gruppe 2H Mistaenkt reproduktionsskadende ved hgjt dosisniveau

Stofnavn CAS-nr. Stofnavn CAS-nr.
Acrolein 107-02-8 Isodecylmethacrylat 29964-84-9
Acrylsyre 79-10-7 Linuron 330-55-2
Butadien, 1,3- 106-99-0 Mancozeb 8018-01-7
Butylmethacrylat 97-88-1 Methoxyfluran 76-38-0
Chlorodifluoromethan 75-45-6 Monochlormonofluormethan (uspec.)
Dibutylphthalat 84-74-2 Naphtylamin 134-32-7
Dichlormonofluoromethan 75-43-4 Natriumbenzoat 532-32-1
Dimethylaminoazobenzen 60-11-7 Natriumnitrit 7632-00-0
Diuron 330-54-1 Phenol 108-95-2
DMMP 756-79-6 Propineb 9016-72-2
Ethylacrylat 140-88-5 Tetrachlormethan 56-23-5
Ethylmethacrylat 97-63-2 Trichlorethan, 1,1,1- 71-55-6
Fluor og fluorforbindelser 7782-41-4 (mfl) Vanadium og

Hexanon 591-78-6 vanadiumforbindelser 1314-62-1 (mfl)
Indiumnitrat 13770-61-1 Zineb 12122-67-7

Isobutylmethacrylat 97-86-9




Gruppe 3

Stofnavn

Reproduktionstoksikologi

Kemiske stoffer med utilstraekkelig evidens

Stofnavn

14]

Anilin og salte

Bidrin

Biphenyl
Butylchlorid, n-
Butylglycol

Captafol
Chromforbindelser (andre)
Dichlordifluormethan
Dichlorethan, 1,2-
Dichlorethan, 1,1-
Dichlorisobutylen
Dichlortetrafluorethan
Dimethylsulfoxid
Dinitrophenol

Dioxan

Diquat (dibromid)
Fenthion

62-53-3 (mfl
141-66-2
92-52-4
109-69-3
111-76-2
2425-06-1

75-71-8
107-06-2
75-34-3
504-37-6
76-14-2 (mfl
67-68-5
25550-58-7 (mf)
123-91-1
85-00-7
55-38-0

Formaldehyd
Fumarsyre
Hydrogentluorid
Industribenzin
Mineralolie

Norea

Paraquat (dichlorid)
Petroleum, lugtfri
Phenantrolin, 1,10-
Phthalsyreanhydrid
Svovldioxid

Telodrin
Toluen-2,4-diisocyanat
Toluidin, o-
Trichlorbenzen, 1,2,4-
Yttrium og -chlorid
Zinkchlorid

50-00-0
110-17-8
7664-39-3

2163-79-3
1910-42-5

66-71-7
85-44-9
7446-09-5
297-78-9
584-84-9 (mfl
95-53-4 (mfl
120-82-1 (mfl
10361-92-9 (mfl
7646-85-7
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Immuntoksikologi

Et velfungerende immunforsvar spiller en essentiel rolle ved
beskyttelse mod infektionssygdomme, kraeft og allergi. Pavirk-
ninger, der skader immunsystemet eller aendrer dets made at
fungere pa, kan fore til alvorlige lidelser, enten som felge af
overfglsomhed (allergi) eller som folge af et svaekket immunfor-
svar, der ikke effektivt kan nedkaempe fx infektionssygdomme.

En lang raekke forskellige pavirkninger i arbejdsmiljget vides at
kunne pavirke immunforsvaret i negativ retning. Som videnska-
belig disciplin omhandler immuntoksikologien stoffers evne til at
inducere skadelige @endringer i immunforsvaret. Sidanne @endrin-
ger kan vaere

¢ allergi
¢ immunsuppression
¢ immunstimulation.

Inden for de seneste artier er allergiske luftvejslidelser steget
voldsomt i den vestlige verden, og hudallergi er ligeledes et hyp-
pigt forekommende feenomen i arbejdsmiljgmaessig sammen-
hzeng. Selvom allergi kan betragtes som en deldisciplin af
immuntoksikologien, har vi valgt at tilegne et selvstaendigt kapi-
tel til dette effektomrade. I det folgende gives en kortfattet intro-
duktion til immunsystemets bestanddele og funktion, samt en
gennemgang af undersogelser, der gennemfores i immuntoksi-
kologisk testning pa forsegsdyr (in vivo) eller pa isolerede celler
(in vitro). Sidst i kapitlet naevnes supplerende litteratur, som
sarligt interesserede kan have glaede af at laese.
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[mmunsystemets opbygning
og funktion

Immunsystemets funktion er overordnet at kunne skelne og eli-
minere fremmede organismer, celler og kemiske stoffer, der er
treengt ind i kroppen. De tre helt centrale egenskaber ved
immunsystemet er hukommelse (memory), specificitet og evnen
til at skelne mellem “selv” og “fremmed”.

Det er ngdvendigt, at immunsystemet effektivt kan handtere
en raekke vidt forskellige fremmede pavirkninger, der kan fore-
komme overalt i kroppen, fx fremkomst af kraeftceller og -svul-
ster, infektioner med parasitter, bakterier og vira, og skadelige
kemiske pavirkninger.

For at kunne fungere tilfredsstillende ma det aktive immunsy-
stem nedvendigvis have et stort destruktivt potentiale. Det inde-
beerer en risiko for, at aktivering af immunsystemet ogsa kan
fore til en betydelig odelaeggelse af kroppens eget vaev. Et
saerligt traek ved immunsystemet er derfor det meget store antal
kontrolmekanismer, der skal sikre, at immunreaktioner kun fore-
gar lokalt, hvor den fremmede pavirkning sker, samt at reaktio-
nernes styrke og varighed er balanceret (fig. 4.1).

Immunsystemet udgores af en raekke forskellige celletyper i
forskellige organer og vaev samt signal- og effektormolekyler, der
frigores til og virker i det ekstracellulzere miljo. Der foregar til
stadighed et kompliceret, integreret samspil mellem immunsyste-
mets forskellige celler, hvilket sikrer, at bekaempelsen af den
fremmede pavirkning bliver malrettet (specifik) og effektiv. Det
er ikke muligt her at give en detaljeret gennemgang af alle
immunsystemets delreaktioner og kontrolmekanismer. I det fgl-
gende laegges hovedvaegten pa de forhold, der i saerlig grad ind-
gar i immuntoksikologiske tests.

Et grundliggende traek ved immunsystemet er, at det genkender
og reagerer pa fremmede rumlige overfladestrukturer pa moleky-
ler, de sakaldte antigendeterminanter. Begrebet antigen anvendes
oftest om et fremmedlegeme (bakterie, virus, allergen mv) med et
stort antal forskellige antigendeterminanter pa sin overflade.

Immunsystemets celler og deres funktion

Immunsystemet omfatter en lang raekke celletyper, der i modnet
tilstand udviser distinkte forskelle i deres funktion. Fig. 4.2 viser,
at de forskellige celler udspringer fra en faxlles stamcelle, der
dannes i knoglemarven hos voksne. Ud over de nzvnte celler
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Figur 4.1. Immunsystemets
naturlige balance kan for-
skydes i begge retninger.
Ved nedsat aktivitet
(immunsuppression) har
kroppen svaert ved at
bekampe infektioner. Ved
en sterkt pget aktivitet
(immunstimulation) kan
allergiske eller autoimmune
sygdomme forekomme.
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giver stamcellerne ogsa ophav til blodplader og rgde blodlege-
mer. Tabel 4.1 giver nogle karakteristika for de vigtigste celler i
immunsystemet.

Lymfocytterne (T- og B-celler) star for immunsystemets specifi-
citet og hukommelse, og T-celler star centralt bade i normale
immunreaktioner og i allergiske reaktioner. I praksis aktiveres
immunsystemet nzesten aldrig ved en direkte kontakt mellem frie
antigener og T-celler. I stedet gor immunsystemet brug af anti-
genpraesenterende celler (AP-celler), der som ordet siger har til
opgave at optage og praesentere fremmede stoffer for de andre
celler i immunsystemet, iseer T-celler. Herved sikres, at reaktio-
nerne foregar lokalt og kontrolleret. Samspillet mellem antigen-
praesenterende celler og T-celler udger saledes en seerlig central

akse i immunsystemet.
Figur 4.2. Immunsystemets
celler udspringer fra en
feelles stamcelle.
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Monocytter

Makrofager

Langerhans celler

Dendritceller

T-hjeelper celler

T-h1-celler

T-h2-celler

T-Cytotox celler

Mastceller og basofile

Eosinofile og neutrofile

Tabel 4.1. Immunsystemets celler.

Immuntoksikologi 'I 49

Optager fremmediegemer (i allergener) og preesenterer fragmenter af disse sammen
med MHC klasse Il molekyler pa cellens overflade. Antigenpraesentation er centralt i
immunsystemets hukommelse og reaktion mod indtreengende fremmedlegemer. Disse
cellers evne til at optage og destruere fremmedlegemer er ogsé en vigtig del af immun-
systemets forsvar.

Umodne makrofager. Monocytter findes i knoglemarv og i blodet. | blodet udger mono-
cytter ca 5% af de hvide blodlegemer.

Findes i alle vasv og udger et centralt element i de tidlige immunreaktioner pa indtraen-
gende fremmedlegemer.

Makrofaglignende celler i huden. Vandrer til lymfeknuder og differentierer il dendrit-cel-
ler.

Makrofaglignende celler i milt og lymfeknuder. | modsastning til makrofager og
Langerhans celler, der forst skal aktiveres, er dendritceller parat il at indgé i de immu-
nologiske reaktioner, fordi dendritcellerne har de nadvendige overfladeproteiner til
stede.

Findes iseer i lymfeveev og i blodet (50-70% af de hvide blodlegemer). Ved stimulering
(fx fra AP-celler) friger T-lymfocytter signalstoffer, der regulerer immunsystemet: tiltraek-
ker og aktiverer effektorceller, stimulerer modning af monocytter til makrofager, stimule-
rer B-celler til antistofdannelse mv. T-lymfocytter star for immunsystemets hukommelse,
specifikt og skelnen mellem “selv” og “fremmed”.

Udtrykker overfladeproteiner CD4.

Danner bl.a. signalstofferne IL-2 og INF-a, der selektivt stimulerer det cellemedierede
immunforsvar og undertrykker IgE-medierede allergireaktioner.

Danner bl.a. signalstoffet IL-4, der stimulerer B-celler til at danne de antistoffer (IgE og
lgG1), der indgar i allergiske reaktioner. Endvidere IL-5 og IL-10.

Udtrykker overfladeproteiner CD8. Ved aktivering danner disse celler bl.a. en reekke
destruktive enzymer, der er seerligt vigtige i nedkeempningen af kreeftceller og celler,
der er inficeret med virus.

B-lymfocytter udger 5-15% af blodets hvide blodlegemer. Efter specifik stimulering
aktiveres en klon af B-celler il at danne antigenspecifikke antistoffer.

Effektorceller med et stort antal vesikler (granulae), der indeholder forskellige signalstof-
fer og destruktive enzymer. Ved aktivering temmes disse granulae ud af cellen.

Har IgE-receptor pa overfladen og er de centrale effektorceller i IgE-medieret allergi (fx
hofeber og astma). Endvidere spiller disse celler en central rolle ved bekeempelse af
parasitinfektioner. Ved aktivering frigeres bl.a. vasoaktive aminer (fx histamin), der i
astma er ansvarlig for sammentreekning af bronkierne. Andre signalstoffer tiltraekker fx
eosinofile og neutrofile granulocytter. Mastceller findes i alle organer, overvejende i bin-
devaev langs blodkar, lymfekar og nerver. Basofile granulocytter findes i blodet (ca 1%
af de hvide blodlegemer).

Findes overvejende i blodet (3-5%). Tiltraekkes af signalstoffer og vandrer ind i vaev,
hvor der foregér en lokal immunreaktion. Ved IgE-medieret allergi tiltraskkes eosinofile
granulocytter i stort antal. Disse er ansvarlige for senreaktioner i astma.
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Figur 4.3. Den antigen-
praesenterende celle (fx en
makrofag) optager et pro-
tein (antigenet), ved at cel-
lemembranen poser ind
(fagocytose), til antigenet
ligger i en vesikel i cellens
indre.

Antigenet nedbrydes, ved
at vesiklen smelter sammen
med lysosomer, der inde-
holder proteinspaltende
enzymer.
Antigendeterminanten byg-
ges ind i MHC 11 overflade-
protein i takt med, at dette
dannes. Den ny antigen-
MHC II complex praesente-
res pa overfladen, der tilli-
ge har en rekke andre vig-
tige strukturer, fx Fe-recep-
torer, der binder til anti-
stoffer af IgG og IgM

typen.
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Antigenpreesenterende celler (AP-celler)

En AP-celle optager det indtraengende antigen (fx en bakterie
eller en spore fra skimmelsvampe). Inde i cellen nedbrydes anti-
genet til korte peptidstykker, der hver svarer til en enkelt anti-
gendeterminant. Hvert peptidstykke prasenteres pa AP-cellens
overflade indbygget i MHC-II-overfladeprotein (MHC = Major
Histocombatibility Complex) (se fig. 4.3).

Fc-receptor
@

Lysosom
Protein antigen . \
® - ’
£ A
MHC I B ¢ Antigen-MHC I
Antigen kompleks
fragment
Nucleus
&

Aktivering af en T-celle sker forst, nar overfladeproteiner pa
T-cellen genkender og bindes til det taette kompleks af “selv”
(MHO) og “fremmed” (antigendeterminant) pa AP-cellens over-
flade. Efter praesentation af en antigendeterminant pa overfladen
kan AP-celler aktivere T-celler lokalt eller vandre til det dreenen-
de lymfevaev, hvor aktiveringen af T-cellerne sa vil forega.

AP-celler har flere vigtige faellestraek. De praesenterer MHC
klasse II pa deres overflade, og de har evnen til at optage (fago-
cytere) antigener og nedbryde dem intracellulaert. Denne egen-
skab udger en vigtig del af det uspecifikke immunforsvar, der
straks seettes ind over for antigener, som kroppen ikke har vaeret
udsat for tidligere. AP-celler har imidlertid ogsa Fe-receptorer pa
deres overflade. Fc-receptorerne gor det muligt at binde og opta-
ge visse antistoffer (IgG eller IgM), der har genkendt og bundet
et antigen til sig. Hvis kroppen saledes allerede har antistoffer
mod det indtraengende antigen, vil AP-cellernes optagelse og
praesentation af antigenet blive forstaerket.

De vigtigste AP-celler er makrofager, der findes i alle organer,
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iseer i bindevaevet i tilknytning til blodkar og pa slimhinder,
Langerhans celler i huden og dendritceller i lymfeorganer og -vaev.

T-hjcelper celler
Immunsystemets hukommelse, specificitet og evne til at skelne
“selv” fra “fremmed” er isaer knyttet til modne T-celler, der i
maneder til ar cirkulerer mellem blodbanen og lymfesystemet.
T-cellerne baerer en raekke forskellige overfladeproteiner, der
styrer T-cellernes specificitet, funktion og samspil med andre cel-
ler i immunsystemet. Vigtige overfladereceptorer er fx de anti-
genspecifikke receptorer og receptorer for MHC klasse 1I.

Immunsystemets hukommelse

Hver enkelt moden lymfocyt (B- eller T-celle) er specifik for en
bestemt antigendeterminant, og i hver enkelt person kan de
modne lymfocytter tilsammen reagere pa flere millioner forskelli-
ge antigendeterminanter. Den store diversitet opstar ved rearran-
gement i de gener, der koder for det antigenbindende omrade
pa de antigenspecifikke receptorer. Pa denne made kan relativt
fa gener give ophav til et naesten uendeligt stort antal receptorer
med forskellig specificitet.

En populer “nggle og las” model kan anskueliggore, hvordan
de antigenspecifikke receptorer fungerer. Den rumlige struktur af
antigendeterminanten, “ngglen”, omklamres fra alle sider af
receptoren, “lasen”. Hvis “ngglen” passer tilstraekkeligt godt i
“lasen”, aktiveres lymfocytten.

Nir et antigen treenger ind i kroppen for forste gang og prae-
senteres for en T-celle med netop denne specificitet, vil T-cellen
aktiveres og stimuleres til deling og differentiering. Den immu-
nologiske reaktion er svag ved den ferste kontakt med et nyt
antigen, men denne kontakt forer til et forgget antal T-celler, der
alle har den samme specificitet over for antigenet. Den selektive
forggelse af en klon af lymfocytter danner baggrund for immun-
systemets hukommelse. Den engelske betegnelse “memory cells”
(T-memory celler og B-memory celler) anvendes ofte til at
udtrykke, at kroppen har et saerligt beredskab gennem et forgget
antal specifikke, men inaktive lymfocytter. Ved en senere kontakt
med det samme antigen vil det forggede antal specifikke lymfo-
cytter gore kroppen i stand til at reagere med et hurtigere og
mere aggressivt immunrespons.

Immumnsystemels skelnen mellem “selv” og “fremmed”
Ved den fornevnte reorganisering af den genetiske kode kan der
opsta lymfocytter, der specifikt vil reagere mod kroppens egne
proteiner (“selv”).

Immunsystemet har indbygget komplicerede og endnu ikke
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helt forstaede selektive mekanismer, der sikrer, at sidanne
“selv”-destruktive lymfocytter dor og fjernes. Dette foregar i for-
bindelse med T-cellernes modning i brislen (thymus). B-cellerne
styres indirekte gennem T-celleathaengige aktiveringsmekanismer.

Som naevnt tidligere aktiveres T-lymfocytter ved at genkende et
kompleks mellem MHC og antigendeterminant pa AP-cellers
overflade. AP-celler har tendens til ikke at praesentere kroppens
egne proteiner i saidanne komplekser. Herved opnas siledes en
yderligere beskyttelse mod autoimmune reaktioner.

En teori for, hvordan autoimmune sygdomme (fx sclerose og
rheumatoid arthritis) kan opsta, er, at nogle af kroppens egne
proteiner danner et kompleks med et fremmed stof (fx en virus).
Den antigenprasenterende celle vil optage og nedbryde dette
kompleks, hvilket indebaerer en lille risiko for, at en af kroppens
egne antigendeterminanter prasenteres.

Subpopulationer af T-hjcelper celler

T-hjeelper celler udtrykker overfladeproteinet CD4, der genken-
der MHC Kklasse II pa andre celler i immunsystemet. T-hjelper
celler spiller en vigtig rolle bade i den klonale aktivering af
andre T-memory celler og i den T-celleafthaengige aktivering af
B-celler. T-hjeelper celler kan opdeles i to subpopulationer (se
fig. 4.2).

T-hl-celler er karakteriseret ved bl.a. at danne signalstofferne
Interleukin 2 (IL-2), interferon-alfa (INF-a) og lymfotoxin (LT).
Disse signalstoffer stimulerer selektivt det celle-medierede
immunforsvar (fx ved kontaktallergi) og undertrykker de IgE-
medierede reaktioner (fx ved allergisk astma). Betegnelsen celle-
medieret immunitet anvendes om det immunforsvar, der iser gor
brug af cytotoksiske T-celler (se tabel 4.1).

T-h2-celler danner bl.a signalstofferne Interleukin 4 (IL-4) og
Interleukin 10 (IL-10), der er vigtige faktorer i stimulering af B-
celler til produktion af de antistoffer, der indgar i allergiske reak-
tioner (IgG1 og IgE). Betegnelsen IgE-medieret allergi anvendes
om de allergireaktioner, hvor IgE-antistoffer spiller en central
rolle.

Balancen mellem celle-medieret og IgE-medieret allergi styres
saledes ved en selektiv stimulering af T-h1- og T-h2-celler efter
kontakt med antigenet. Den selektive stimulering er staerkt
afhaengig af, i hvilket organ kontakten med antigenet foregar.
Langs slimhinderne i luftvejene vil en lokal IL-4 produktion, sik-
kert fra mast celler og basofile granulocytter, skifte differentierin-
gen i retning af T-h2-celler. T huden vil en lokal dannelse af IL-
12 fra makrofager og Langehans celler stimulere T-hO-celler til at
danne INF-a, der stimulerer differentiering af T-h1-celler.
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B-celler

Modne B-celler (plasmaceller) er karakteriseret ved deres evne til
at danne og udskille antigenspeficikke antistoffer (immunglobuli-
ner, Ig). Hver B-celle vil alene danne antistoffer med specificitet
over for en bestemt antigendeterminant. I lighed med T-celler
opstar den store diversitet i specificiteten ved rearrangement af
den genetiske kode. Ligeledes foregar klonal aktivering pa
samme made som for T-celler.

I modsatning til T-celler, der alene modnes i brislen, kan B-
lymfocytter modnes i en raekke forskellige lymfeorganer, fx i
knoglemarven, i milten og i det slimhindeassocierede lymfevav.
De modne plasmaceller har en relativt kort levetid sammenlignet
med modne T-celler.

B-celler har i lighed med T-celler antigenspecifikke overflade-
receptorer. B-cellernes receptorer har samme specificitet som de
antistoffer, cellerne danner og udskiller efter aktivering.
Aktivering og differentiering til modne, antistofproducerende
plasmaceller sker oftest ved direkte kontakt med antigen-aktive-
rede T-hjelper celler eller gennem stimulering med ekstracellu-
leere signalstoffer (lymfokiner) fra aktiverede T-h2-celler.

De forskellige antistofklasser og deres funktion

Alle antistoffer er proteiner, der populaert sagt har form som en
gaffelgren opbygget af to korte og to lange peptidkaeder. Det
antigenbindende omrade findes for enden af hver gaffelgren, sa
hvert antistofmolekyle har to identiske antigenbindende omrader
(fig. 4.4). Antistofferne kan opdeles i fem overordnede klasser,
der udviser markante forskelle i funktion og fordeling i kroppen.
Tabel 4.2 summerer de vigtigste egenskaber ved de forskellige
antistofklasser.

Som det ses af tabel 4.2, findes antistoffer overvejende i det
ekstracellulaere miljo i blodplasma (humoralt). Dannelse af speci-
fikke IgM- og IgG-antistoffer fx mod en bestemt bakterieinfekti-
on betegnes humoral immunitet.

Fig. 4.5 skitserer, hvordan dannelse af antistoffer forlgber som
resultat af gentagne udsattelser for et antigen. Antigenspecifikt
IgM og IgG dannes isar, nar T-hl-celler stimulerer B-lymfocytter-
ne, mens IgE dannes som felge af en stimulering af B-cellerne
fra T-h2-celler. I forlgb svarer dannelse af IgE til IgG, men den
dannede maengde af IgE er meget lavere. IgM star for den tidlige
bekampelse af en infektion. Ved gentagen udsattelse vil IgG
blive stadig mere dominerende.
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Antigenbindende region

Fc-region

Figur 4.4. Skematisk teg-
ning af et IgG-antistof.
Hvert antistofmolekyle har
to identiske antigenbinden-
de omrader, og antistoffer
kan derfor krydsbindes til
allergener med flere antige-
ne determinanter, saledes
at der dannes store kom-
plekser, der til sidst kan
udfeelde. Ved krydsbinding
til et antigen aktiveres en
region, der binder og akti-
verer komplementsystemet
(se afsnit om allergisk
alveolit i kapitlet Allergi og
allergifremkaldende stof-
fer). Fe-regionen indgar i
antistoffets binding til over-
fladen af fx makrofager.
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Figur 4.5. Ved den forste kontakt med antigenet dannes hurtigt relativt sma maengder IgM-antistoffer, der indgar i
det primzere immunforsvar mod fx infektioner. IgG-antistoffer dannes med en noget lavere hastighed. Ved en
senere kontakt med antigenet vil T- og B-memory celler sikre et hurtigt og kraftigt sekundaert antistofsvar, der
helt domineres af IgG-antistoffer.
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Komplementsystemet

Komplementsystemet er et system af mere end 20 forskellige
proteiner, der normalt findes som inaktive enzymer i blodplas-
ma. Systemet aktiveres som en kaskade, hvor aktivering af det
forste enzym hurtigt forer til aktivering af det naeste osv, indtil
der dannes et “membrane attack” kompleks pa overfladen af cel-
ler, der opfattes som fremmede (bakterier, virusinficerede celler
eller kreeftceller). Dette kompleks skaber et hul i cellens mem-
bran, hvilket er en sardeles effektiv made at draebe fremmede
celler pa. Endvidere dannes signalstoffer som et resultat af kom-
plementaktivering. Disse signalstoffer tiltraekker makrofager og
granulocytter, der saledes kan deltage i angrebet pa de fremme-
de celler. Almindeligvis aktiveres komplementsystemet af anti-
gen-antistofkomplekser. Kun antistoffer af IgG- eller IgM-typen
kan aktivere komplementsystemet.

Den inflammatoriske reaktion

Den inflammatoriske reaktion er en betegnelse for det haendel-
sesforlgb, der forer til bekeempelse af et fremmedlegeme (anti-
gen) i kroppen. Pa dansk ses betegnelsen “betaendelsesreaktion”
anvendt. Denne betegnelse kan give det fejlagtige indtryk, at
reaktionen er skadelig, hvilket kun sjeldent er tilfeeldet.

Det er vigtigt at bemaerke, at den inflammatoriske reaktion
bade kan veere uspecifikt og specifikt rettet mod fremmedlege-
met. I reaktionen er den vigtigste forskel, at den specifikke reak-
tion forlgber hurtigere og med storre styrke, men uanset om
reaktionen er uspecifik eller specifik, kan den inflammatoriske
reaktion opdeles i tre faser:

Genkendelse af fremmedlegemet og mobilisering af
immunsystemet

Lokalt i vaevet registrerer isaer AP-celler (makrofager og dendrit-
celler), at et fremmedlegeme er treengt ind. Disse celler saetter
det indledende angreb ind. T forbindelse hermed

¢ frigor AP-cellerne en lang reekke forskellige signalstoffer
sasom kemotaktiske stoffer, der tiltraekker andre celler i
immunsystemet (fx NK-celler, neutrofile granulocytter mv), og
vasoaktive stoffer, der gger blodtilstromningen til veevet og
gor det lettere for de tiltrukne celler at traenge igennem blod-
karrenes vag

¢ prasenteres antigen pa AP-cellernes overflade, hvorved T- og
B-memory celler aktiveres.
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Hvis der i vaevet allerede findes specifikke antistoffer af IgM- eller
IgG-typen, vil disse bindes til fremmedlegemet. Dette forer til

¢ immobilisering af fremmedlegemet (dvs en bevagelig bakterie
far vanskeligere ved at bevage sig)

¢ forsteerket optagelse af fremmedlegemet i makrofager og
andre celler, der pa deres overflade har receptorer for anti-
stoffernes fc-del

¢ aktivering af komplementsystemet, der dels skaber et destruk-
tivt enzymkompleks og dels frigor kemotaktiske og vasoaktive
stoffer.

Resultatet af denne fase er siledes, at blodgennemstrgmningen
af vaevet stiger, samt at vaeske og celler traenger ind i vaevet fra
blodet, hvilket kan ses som redme og haevelse af huden eller af
slimhinder i nase og hals.

Denne fase kan forlgbe meget hurtigt (fa minutter til fa timer) i
tilfzelde af en IgE-medieret allergisk reaktion, der er karakterise-
ret af en massiv frigorelse af signalstoffer (kemotaktiske og vaso-
aktive) fra aktiverede mastceller og basofile granulocytter. T den
celle-medierede immunreaktion bygger denne fase typisk op i
styrke i lgbet af et par dage.

Bekcempelse af fremmedlegemet

I denne fase udsxttes fremmedlegemet for et mangesidigt, mas-
sivt angreb fra immunsystemets forskellige celler. Nogle celler (fx
makrofager og neutrofile granulocytter mv) kan fagocytere frem-
medlegemet, der herefter destrueres inde i cellerne. Andre celler
(fx eosinofile granulocytter og NK-celler) frigor destruktive enzy-
mer og stoffer (fx peroxider og frie radikaler), nar de kommer
taet pa fremmedlegemet. Antistoffer og komplementfaktorer, der
treenger ind i vaevet fra blodet, kan fore til aktivering af komple-
mentsystemet og skabelse af det destruktive ‘membrane attack’
enzymkompleks.

Denne fase resulterer som oftest i, at fremmedlegemet elimine-
res og bortskaffes. Som regel accelererer denne fase, idet aktive-
rede celler, der har kontakt med og angriber fremmedlegemet,
ogsa frigor kemotaktiske stoffer, der mobiliserer flere hvide blod-
legemer. For det blotte gje viser dette sig ved, at der i centrum
af reaktionsomradet (det betaendte omrade) ses hvidt puds, fx
omkring en splint i fingeren.

Opbeling

Det kan ikke undgas, at immunsystemets frigorelse af destruktive
enzymer og stoffer ogsa forer til lokale skader pa omkringliggen-
de veev. I ophelingsfasen vil immunsystemets celler fjerne dede
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vaevsceller og cellerester samt omlejre bindevaev, saledes at styr-
ken af arveev gradvist gges. Afhaengigt af omfanget af skader pa
vaevet kan denne fase vare fra fa dage op til flere maneder. T
denne periode vil vaevet lokalt have et forgget indhold isaer af
makrofager.

Det skal bemaerkes, at den inflammatoriske reaktion ogsa kan
startes af en lokal veevsskade, fx som folge af et slag. Den biolo-
giske funktion er her, at der lokalt er behov for at mobilisere de
celler i immunsystemet, der deltager i bortskaffelse af kroppens
egne dode celler og i omlejring af bindevav. Ved et slag ode-
leegges en del celler, og herved frigores de signalstoffer, der star-
ter den inflammatoriske reaktion. Forlgbet er saledes ogsa ved
slag en tidlig fase med redme og haevelse, der indtreeder hurtigt
efter slaget.

Det immuntoksikologiske testpanel

I den immuntoksikologiske provning af et kemisk stof gennem-
fores rutinemaessigt en rackke tests, der skal afklare, om stoffet
har effekter pa immunforsvaret. Generelt finder der ikke aner-
kendte internationale standarder for immuntoksikologisk prov-
ning af kemiske stoffer. OECD er for nzervaerende i gang med at
udvide guideline 407 (14-dages og 28-dages test i gnavere) og
guideline 408 (90-dages test) til ogsa at omfatte yderligere
immuntoksikologiske undersggelser, hvis de histologiske under-
spgelser viser sendringer i immunsystemets organer (knoglemarv,
milt, brissel og lymfeknuder). Endvidere findes der fx i USA og
Japan standarder for, hvilken test der skal anvendes, samt for,
hvordan disse tests skal udfores.

Overordnet omhandler disse tests, der udfgres pa forsggsdyr,
folgende facetter af immunsystemets funktion:

¢ immunpatologi

¢ celle-medieret immunitet

¢ humoral (antistofafthaengig) immunitet

¢ modstandsdygtighed over for infektioner og cancer.

Immunpatologi

Grove mal for en immunpatologisk effekt kan opnas ved at veje
de centrale lymfeorganer: milt, brissel (thymus) og lymfeknuder.
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Vegten af organerne (justeret for forskelle i kropsvaegt) sammen-
lignes for grupper af dyr, der er blevet udsat for teststoffet, og
kontroldyr, der ikke er blevet udsat. En signifikant zendring i
vaegt af milten og/eller brislen tages som udtryk for, at stoffet
kan fore til fejlfunktion af immunsystemet.

For at opna yderligere information om karakteren af denne
fejlfunktion gennemferes histologiske undersogelser af lymfeor-
ganerne. En forstorret milt kan opsta, hvis teststoffet inducerer
en massiv antistofdannelse. T dette tilfelde ses mange vackstcen-
tre, hvor B-celler differentierer til antistofdannende plasmaceller.
Ved immunsuppression af antistofproduktion ses ofte en for-
mindsket milt, og antallet af vackstcentre er lavt. Hvis stoffet i
stedet forer til celle-medieret immunitet, vil lymfeknuderne vise
en betydelig vaegtforggelse.

Yderligere oplysninger opnas ogsa ved at differentialteelle
antallet af forskellige celletyper i blodet eller i lymfeorganer og
vaev. Forskellige farvemetoder kan anvendes til forskellige celle-
typer, hvilket bl.a. afspejles i navngivningen af granulocytter,
hvor eosinofile, basofile og neutrofile refererer til forskellige
histologiske farvemetoder.

Inden for de seneste ar er det blevet muligt at identificere for-
skellige typer af celler i immunsystemet, herunder de forskellige
subpopulationer af T-celler, ud fra specifikke forskelle i celler-
nes overfladeproteiner. T disse specifikke undersggelser anven-
des immunbhistologi, hvor farvningen af de forskellige celler sker
vha specifikke fluorescerende antistoffer, der bindes til udvalgte
overfladeproteiner. Til avancerede analyser fx af blodceller er
der blevet udviklet et automatiseret udstyr (FAC), hvor specifikke
antistoffer mod overfladeproteiner anvendes til samtidig teelling
og sortering af celler fra immunsystemet.

Fig. 4.2 viser, hvordan immunsystemets forskellige celler
udspringer fra felles stamceller i knoglemarven. En immuntok-
sisk effekt pa stamcellerne vil kunne fore til nedsat modstands-
dygtighed over for infektionssygdomme og kraeft. Der er derfor
blevet udviklet in vitro metoder, der kan anvendes til at under-
spge celledelingsaktiviteten af forstadier til T-celler, B-celler og
granulocytter. I disse undersogelser udtages knoglemarv fra dyr,
der har vaeret udsat for teststoffet (og kontroldyr). Forstadier til
T-celler, B-celler eller granulocytter isoleres og overfores til et
dyrkningsmedie, der understatter deres vaekst og deling. In vivo
gennemfores disse tests, ved at knoglemarven overfores fra dyr,
der har vaeret udsat for teststoffet, til dyr, der har faet deres eget
immunsystem fuldsteendigt undertrykt, fx ved bestraling (recipi-
entdyr). Ved en sadan knoglemarvstransplantation med velfunge-
rende stamceller vil recipientdyrene efter en passende vakstperi-
ode udvikle et normalt immunsystem. I testen undersgges, om
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immunsystemet fungerer normalt eller svackket, som udtryk for,
at teststofferne har skadet stamcellerne i knoglemarven.

Mange giftstoffer virker isaer pa celler, der hyppigt deler sig, og
immunsystemets stamceller vil derfor vaere folsomme over for de
fleste cytotoksiske (cellegiftige) stoffer. Test for cytotoksicitet er
derfor et groft, men vigtigt effektmal. Nogle farvestoffer kan her
anvendes til at vise, om cellerne er metabolsk aktive og dermed
levende. Fx omdannes det gule tetrazoliumsalt ved cellernes
stofskifte til et rodt formazamprodukt, der kan males spektrofo-
tometrisk. Tryptanbla er et stort molekyle, der passivt kan passe-
re cellernes membran. Levende celler bruger energi pa aktivt at
pumpe dette farvestof ud igen. I mikroskop fremstar levende
celler derfor ufarvede (eller svagt farvede), mens dade eller
deende celler bliver farvet morkebla.

Celle-medieret immunitet

Celle-medieret immunitet spiller en central rolle i bekaempelsen
af virusinfektioner og kraeftsvulster, samt ved afstodning af trans-
plantater, der ikke er vaevsforenelige.

Celle-medieret immunitet undersgges let ved en ‘skin graft
test’, hvor afstedningen af et stykke transplanteret, veevsuforene-
lig hud undersgges i dyr, der er blevet behandlet med teststoffet,
og placebobehandlede kontroldyr.

I nogle tests udnyttes, at T-celler kan stimuleres til deling og
proliferering, nar de udsaettes for sakaldte mitogene stoffer, fx
Phyto-hemagglutinin (PHA) eller Concanavalin A (Con A). Efter
at forspgsdyrene er blevet udsat for teststoffet, udtages en blod-
prove, T-celler isoleres og stimuleres med PHA eller Con A. En
nedsat deling - sammenlignet med kontrolgruppen - tages som
udtryk for en immunsuppressiv virkning af teststoffet pa den
celle-medierede immunitet. Som alternativ til PHA eller Con A
kan specifikke kontaktallergener anvendes. T dette tilfeelde svarer
testen i princippet til den lymfocyt-proliferations-test, der et
beskrevet i kapitlet Allergi og allergifremkaldende stoffer.

Inden for de senere ar er mere avancerede tests blevet udvik-
let. Disse tests baseres pa undersggelser af det dannede cytokin-
monster, hvilket kan give vigtige informationer om, hvorvidt test-
stoffet i saerlig grad har virkning pa T-h1- eller T-h2-cellerespon-
set. Sadanne tests har saerlig betydning i tilknytning til allergi (se
kapitlet Allergi og allergifremkaldende stoffer).

En seerlig test er Kimbers lokale lymfeknudetest i mus, der nu
anbefales i OECD Test Guideline 406 til preediktiv, preeliminaer
screening af kontaktallergener. Testen tager udgangspunkt i de
mekanismer, der i dag menes at kunne forklare udvikling af
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kontaktallergi. Hvis et kontaktallergen pafgres huden, vil det
lokalt optages af antigen-praesenterende Langerhans celler, der
vil vandre til de draeenende lymfeknuder og her aktivere T-celler,
sa der opstar en klon af antigen-specifikke T-memory celler. T
testen paferes teststoffet pa huden. Herefter aflives musen, og de
lokale lymfeknuder tages ud. Deling af celler i lymfeknuden
(klonal aktivering) males med hgjfglsomme teknikker.

Humoral (antistofafhzengig) immunitet

Antistofafthaengig immunitet, der er baseret pa klonal aktivering
af B-celler og dannelse af specifikke antistoffer, har afggrende
betydning i bekaempelsen af mange bakterieinfektioner.

Antistofproduktion er i de fleste tilfaelde T-celleathaengig, idet
signaler fra T-hjelper celler er ngdvendige for, at B-cellerne kan
modne til antistofproducerende plasmaceller. En klassisk metode
til at teste, om et stof indvirker pa den T-celleafhaengige antistof-
dannelse, er at undersgge den sekundaere antistofdannelse (IgG)
mod rode blodlegemer fra far (Sheep Red Blood Cells, SRBO),
der indsprojtes gentagne gange i forsegsdyret (se fig. 4.5). Hvis
de dyr, der er blevet udsat for teststoffet, viser en lavere produk-
tion af antistoffer mod SRBC end dyrene i kontrolgruppen, tages
dette som udtryk for immunsuppression af den T-celleathaengige
antistofproduktion. Tilstedevaerelse af antistoffer mod SRBC
undersoges let ved en heemagglutinationstest, hvor en serumprg-
ve fra et testdyr (serumprgve varmebehandles ved 560°C for at
inaktivere komplementsystemet) blandes med SRBC i en mikroti-
terbakke med spidsbundede brgnde. Antistofferne vil krydsbinde
SRBC, der som et netvaerk udfelder pa hele brondens sider. Hvis
der ikke er antistoffer til stede, vil SRBC synke til bunds. Set
oppefra er en negativ prove altsa en lille, morkergd prik, mens
en positiv prove er lysebrun og fylder hele brgndens diameter. 1
dag anvendes ofte mere hgjfplsomme immunkemiske teknikker,
fx immunelektroforetiske metoder eller ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), idet SRBC erstattes med et oplgseligt
testantigen (fx bovin serum albumin eller aegalbumin), der er
mere velegnet i disse teknikker.

I enkelte tilfaelde, fx antistofdannelse mod lipopolysaccharid
(komponent i gram-negative bakteriers ydre cellemembran), er
den primaere antistofproduktion (IgM) uathaengig af T-celler. Ved
at anvende lipopolysaccharid i stedet for SRBC og undersgge for
den primaere antistofproduktion (IgM) er det saledes muligt
selektivt at teste, om et stof indvirker pa den T-celleuathaengige
antistofproduktion.
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Modstandsdygtighed over for infektioner og cancer

Hvis et stof har immunmodulerende egenskaber (enten immun-
suppression eller immunstimulation), kan dette fore til en sendret
modstanddygtighed over for infektioner eller over for cancer.

Dette forhold testes ved under definerede forhold at belaste
dyr, der har vaeret udsat for teststoffet (og en kontrolgruppe),
med en infektion.

Bakterier som Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoni-
ae, Streptococcus pneumoniae og Staphylococcus aureus bekaem-
pes i vid udstraekning gennem produktion af specifikke antistof-
fer (IgG), der bindes til bakteriernes overflade og aktiverer kom-
plementsystemet, saledes at det bakteriedraebende ‘membran
attack complex’ dannes. Endvidere vil makrofager bindes til anti-
stoffernes Fc-region og optage og destruere bakterierne. Ved at
inficere med sadanne bakterier underspges den antistof-atheen-
gige modstandsdygtighed over for infektioner.

I immunsystemets bekampelse af virus (fx influenza eller her-
pes) eller transplantable krzaftcellelinier spiller cytotoksiske T-
celler en central rolle. Ved at anvende denne type infektion un-
dersoges saledes den celle-medierede modstandsdygtighed over
for infektioner.

[mmunsuppressive pavirkninger
i arbejdsmiliget

Langt de fleste immuntoksikologiske undersggelser har sggt at
afklare, om et teststof har immunsuppressive egenskaber.

Inden for den medicinske behandling kendes en raekke eksem-
pler pa immunsuppressive stoffer, fx corticosteroider. Disse fin-
der anvendelse i behandling af allergiske lidelser, gigt, sclerose
mv, samt for at forhindre, at et transplanteret organ ud-stgdes.

Mange giftstoffer virker isaer pa celler, der hyppigt deler sig, og
immunsystemets stamceller vil derfor vaere folsomme over for de
fleste cytotoksiske (cellegiftige) stoffer. Dette er et velkendt pro-
blem i kraeftbehandling med cytostatika eller straleterapi. Be-
handlingen har til formal at draebe kraeftceller, der hurtigt deler
sig. Men samtidig rammes immunsystemets stamceller, sialedes at
patientens immunapparat szttes helt eller delvist ud af funktion.
Behandlingen har saledes flere negative effekter, hvor nedsat
modstandsdygtighed over for infektioner samt nedsat evne til
selv at bekaempe kraeftsvulsten har szerlig stor betydning. For at
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begranse disse negative effekter soger kraeftforskningen stadig
efter nye medikamenter og behandlingsformer, der mere selek-
tivt rammer kraftcellerne uden at pavirke immunsystemet.

Tabel 4.3 indeholder en liste over udvalgte arbejdsmiljorele-
vante stoffer med immunsuppressive egenskaber. Eksemplerne i
tabellen viser, at et reekke forskellige stoffer, der kan findes i
arbejdsmiljget og indeklimaet, har immunsuppressive egenska-
ber. Den immunsuppressive virkning vil, hvis eksponeringen er
tilstraekkelig hej, forstaerke effekten af infektioner i fx luftvejene.
Der findes imidlertid kun begraenset viden om arbejdsbetingede
infektionssygdomme, der rammer store grupper af arbejdstagere.
Opmaerksomheden har isaer vaeret rettet mod gget infektionsrisi-
ko pa hospitaler, skoler/bgrneinstitutioner, kloakarbejde o.1.,
hvor udsettelsen for infektigse mikroorganismer i perioder kan
vaere hgj. Selv for disse job mangler der systematiske under-
spgelser af betydningen af udsettelse for immunsuppressive stof-
fer. Rygning vides dog at gge risikoen for luftvejsinfektioner, og
polycykliske aromatiske hydrocarboner (PAH), ozon og nitrgse
gasser er bestanddele i tobaksrog.

Immunstimulation

Immunstimulerende pavirkninger i arbejdsmiljget

I modsatning til immunsuppression har immunstimulation indtil
for nylig haft ringe bevagenhed i immuntoksikologien. Interes-
sen for immunstimulation er imidlertid steget kraftigt som en del
af den forskning, der sgger forklaringer pa, at hyppigheden af
IgE-medieret allergi er staerkt stigende i den vestlige verden.

I tilknytning til vaccination har det laenge vaeret kendt, at anti-
stofproduktionen forstaerkes, nar allergenet gives sammen med
aluminiumhydroxid, der virker som adjuvans. Tilsvarende kan
det celle-medierede immunforsvar forstaerkes ved brug af
Freunds Komplette Adjuvans, der dog pga risiko for komplikati-
oner ikke anvendes pa mennesker. Ligeledes er det velkendt, at
andre stoffer, fx saponiner, olie-vandemulsioner, endotoksin,
muramyl dipeptid mv kan forsterke sensibiliseringen af immun-
systemet enten gennem uspecifikke eller specifikke mekanismer.

Uspecifikke mekanismer kan fx vaere en simpel depoteffekt,
der sikrer, at allergenet frigores langsomt og derfor stimulerer
immunsystemet gennem laengere tid. En anden mulighed er, at
den kemiske pavirkning forgger den biologiske tilgeengelighed af
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Virkemade

Benzen Cytotoksisk pa stamceller i knoglemarv —
Nedsat cellemedieret og humoral immunitet og nedsat modstands-
dygtighed over for infektioner

Halogenerede aromatiske Cytotoksisk med reduktion i sterrelse af primaere og sekundeere
hydrocarboner (fx PCB, PBB) lymfeorganer— Nedsat humoral immunitet
Polycykliske aromatiske hydrocarboner (PAH) Suppression af humoral immunitet, mens celle-medieret immunitet

kun pavirkes svagt

Ozon Nedsat fagocytotisk og bakteriedraebende aktivitet af makrofager i

Nitrese gasser (NOy) lungerne — @get falsomhed over for luftvejsinfektioner

Bly og cadmium Suppression af humoral og celle-medieret immunitet og nedsat
modstandsdygtighed over for infektioner

Methyl kviksalv Suppression af primaert og sekundaert antistofsvar (humoral immu-
nitet)

Organiske tinforbindelser Reduceret cellemedieret immunitet — Nedsat afstedning af trans-

planteret hud og nedsat cellemedieret allergi

allergener. Opmaerksomhed pa denne mekanisme er seerlig stor Tabel 4.3. Udvalgte
immunsuppressive stoffer

for hudkontakt, hvor kemiske pavirkninger nedbryder hudbarrie- i arbejdsmilioet.
ren og dermed gor det lettere for et kontaktallergen at traenge
ind i huden. En tredje mulig uspecifik mekanisme er knyttet til
lokal vaevsirritation, hvor inflammatoriske reaktioner startes enten
som folge af lokale vaevspdelaeggelser eller som folge af, at cel-
ler i epitelet (fx lungeepitelceller i luftvejene eller keratinocytter i
huden) friger signalstoffer som reaktion pa udsattelse for lokalt
irriterende stoffer.

Mere specifikke mekanismer er knyttet til, at den kemiske
pavirkning har en direkte effekt pa centrale celler i immunsyste-
met, fx AP-celler. Endotoksin, der stammer fra cellemembranen
af gramnegative bakterier, virker saledes immunstimulerende,
ved at celler i immunsystemet, fx makrofager, har specifikke
receptorer for endotoksin pa deres overflade. Ved kontakt med
endotoksin vil makrofager saledes stimuleres til at frigore signal-
stoffer, der aktiverer resten af immunsystemet. Herunder tilkaldes
T-celler. Hvis der samtidig med udsattelse for endotoksin ogsa
sker en udsattelse for allergener, hvilket ofte mere er reglen end
undtagelsen ved udsaxttelse for organisk stov, kan endotoksin
derfor bevirke, at der er flere T-celler til stede til at reagere med
det indtreengende allergen. Det har for nylig vist sig, at nogle
plastbledgerere (phthalater) virker immunstimulerende i dyre-
eksperimentelle undersggelser, og der er i denne sammenhaeng
blevet fremsat den interessante hypotese, at phthalater kan virke
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immunstimulerende ved deres lighed med visse centrale signal-
stoffer (prostaglandiner). Tabel 4.4 giver eksempler pa udvalgte
immunstimulerende pavirkninger i arbejdsmiljget.

Der foreligger kun sparsomme underspgelser af, om immunsti-
mulerende stoffer i arbejdsmiljpet forstaerker udvikling af allergi.
Epidemiologiske befolkningsundersggelser har vist, at udsattelse
for partikuleere luftforureninger kan fore til en foreget hyppighed
af astma, og meget tyder nu pa, at dette ogsa er tilfeldet for die-
selpartikler. Endvidere har kontrollerede provokationsforsgg vist,
at endotoksin kan udlgse luftvejsreaktioner hos astmatiske perso-
ner ved langt lavere koncentrationer end hos personer, der ikke
har astma. En enkelt undersggelser af arbejdstagere ved en
fransk fabrik, der fremstiller vaskepulver, viste, at udsattelse for
detergenter (overfladeaktive stoffer) ogede den specifikke anti-
stofproduktion mod subtilisin, der er et kendt, staerkt allergen (se
kapitlet om allergi og allergifremkaldende stoffer). Danske
undersggelser tyder pa, at renggringsassistenter har en overhyp-
pighed af savel hudproblemer som luftvejssymptomer. En endnu
ikke undersagt hypotese er her, at overhyppigheden af luftvejs-
symptomer kan skyldes en arbejdsbetinget udsattelse for over-
fladeaktive stoffer.

Som det fremgar at kapitlet om Allergi og allergifremkaldende
stoffer, har hyppigheden af IgE-medierede allergiske sygdomme
vist en dramatisk stigning i hele den vestlige verden inden for de
sidste artier. Denne stigning er ikke forarsaget af, at der er kom-
met nye allergener til, eller at udsaettelsen for kendte allergener
er steget. Meget tyder nu pa, at udsattelse for uspecifikke,
immunstimulerende pavirkninger mobiliserer og klarger de cen-
trale celler i immunsystemet, saledes at det i hgjere grad vil rea-
gere med et T-h2 respons og dermed udvikling af en IgE-medie-
ret allergi.

Testmetoder for immunstimulation

Der findes endnu ingen generelt accepterede standardmetoder til
test for kemiske stoffer og produkters immunstimulerende effekter.
Imidlertid er der bade internationalt og i Danmark en staerkt stigen-
de interesse for, at der udvikles sadanne metoder. T det folgende
redegores derfor kort for den retning, som forskningen pa dette
omrade tager.

In vitro testmetoder

Meget tyder nu pa, at en uspecifik, lokal stimulering af immunsy-
stemet til produktion af proinflammatoriske signalstoffer (cytoki-
ner), der mobiliserer og klarger de centrale celler i immunsystemet,
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Virkemade mv.

Dieselpartikler Vist at forstaerke den specifikke IgE-produktion i forsagsdyr. Dieselpartikler kan indu-
cere IL-1 frigerelse fra makrofager in vitro.

Partikuleere Iuftforureninger Epidemiologiske undersegelser viser en hajere hyppighed af astma. Virkningen er
(svovl), black smoke, PAH'er,  maske gennem initative skader pa luftvejsepitelet.

PM10 etc)

Endotoksin Vist at forsteerke den specifikke IgE-produktion i forsegsdyr. Mekanisme sikkert gen-
nem specifikke endotoksinreceptorer pa immunkompetente celler.

Enterotoksin fra E.coli Forsteerker antistofdannelse mod modelallergen (eegalbumin) i dyreforseg. Mekanis-
men er ukendt.

Koleratoksin Foreger produktion af IgA, IgM, IgG og IgE. Opregulerer T-h2 respons og fremmer
méaske 0gsa antigenpraesentationen.

Sapponin Fremmer den specifikke produktion af IgE og IgG ved oral indgift. Virker méaske ved
at ege passagen af unedbrudt allergen hen over tarmen.

Detergent matrix (basis- @ger det specifikke IgE-antistofsvar over for subtilisin (et proteinspaltende enzym,

blanding til vaskepulver) der bl.a. anvendes i rengeringsmidler). Ukendt mekanisme.

SDBS (detergent) @ger den specifikke produktion af heemagglutinerende antistoffer (IgG og IgM). Vir-
ker maske ved at @ge optagelsen af allergen.

SDS (detergent) @ger den specifikke IgE-produktion i mus og stimulerer lungeepitelceller til at produ-

cere IL-8. Mekanisme ukendt.

Tabel 4.4. Udvalgte
immunstimulerende stoffer
kan have stor betydning for senere udvikling af en specifik allergi. i arbejdsmiljoet.

Forskningen pa dette omrade har fokus pa at udvikle testmetoder
pa isolerede celler, hvor iseer dannelsen af signalstoffer tages som
udtryk for, at det testede stof har proinflammatoriske og/eller aller-
gene egenskaber. Tabel 4.5 summerer udvalgte eksempler pa
sadanne testmetoder.

Pa hudomradet skal isaer fremhaeves test pa keratinocytter.
Keratinocytter udgor et sammenhaengende netvaerk af celler i
huden, og et indtreengende kemisk stof kan ikke undga at komme
i kontakt med en keratinocyt. Adskillige studier har vist, at aktive-
ring af keratinocytter har stor betydning ved udvikling af irritativt
og allergisk kontakteksem. Keratinocytter er lette at dyrke og
udgor derfor et attraktivt testsystem til at screene kemiske stoffer
for deres potentiale til at pavirke hudens immunsystem. Maling af
de proinflammatoriske cytokiner IL-6 og TNF-a efter stimulation
med et kemisk teststof tages som udtryk for, at teststoffet kan sti-
mulere immunsystemet uspecifikt. Hvis keratinocytterne derimod
producerer interferon-y, kan det tages som udtryk for, at teststoffet
kan forskyde immunsystemet i retning af allergisk kontakteksem
(T-h1 respons).

Tilsvarende test for uspecifik effekt pa immunsystemet i lungerne
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kan udferes pa isolerede lungeepitelceller, hvor cellelinien A549 er
den foretrukne. Denne cellelinie kan producere det proinflammato-
riske cytokin IL-8, men cellelinien danner ikke cytokiner, der i sig
selv kan forskyde immunsystemets balance i retning af T-h1 eller
T-h2 respons, og metoden kan derfor ikke anvendes til at bedgm-
me, om det testede stof isaer vil stimulere udvikling af en IgE-medi-
eret allergi eller en celle-medieret allergi.

In vitro metoder til at teste for, om et kemisk stof stimulerer
udvikling af en IgE-medieret allergi eller en celle-medieret allergi,
baseres pa mere centrale celler i immunsystemet, fx antigen-prae-
senterende celler. Det undersgges her, om udsettelse for det teste-
de stof forer til, at cellerne frigor cytokiner og overfladeproteiner,
der forskyder immunsystemets balance i retning af et T-h1 respons
(celle-medieret allergi, fx kontaktallergi), eller et T-h2 respons (IgE-
medieret allergi, fx nzldefeber, hofeber, allergisk astma). Et pro-
blem ved disse tests er, at det ofte ikke er muligt at dyrke de rele-
vante antigen-praesenterende celler in vitro gennem laengere tid.
Losningen har vaeret at anvende udvalgte kraeftcellelinier (myolom-
celler), der er isoleret fra patienter med lymfekreft. Sadanne celler
er ofte lettere at dyrke, og mange cellelinier har bevaret udtalte lig-
heder med antigen-prasenterende celler, bl.a. evnen til at produce-
re en raekke forskellige cytokiner. T undersagelser af luftvejsallerge-
ner er den makrofaglignende cellelinie U937 ofte anvendt. Ved test
af et kemisk teststof vil det producerede megnster af cytokiner vaere
et mal for, om stoffet potentielt er et kontaktallergen (der dannes
INF-y typisk for et T-h1 respons) eller et luftvejsallergen (der dan-
nes IL-4, IL-5 og IL-10 typisk for et T-h2 respons).

Dyreeksperimentelle testmetoder for kemiske stoffers
adjuvanseffekt

Disse testmetoder svarer i princippet til de metoder, der anven-
des til at teste for kemiske stoffer og produkters allergene egen-
skaber. Kapitlet om Allergi og allergifremkaldende stoffer giver
en naermere redegorelse for disse testmetoder.

Nar der skal testes for kemiske stoffers adjuvante egenskaber
mht at stimulere dannelse af specifikke IgE-antistoffer, anvendes
et kendt allergen (fx @galbumin), og testen har til mal at under-
spge, om det testede stof, der gives i kombination med allerge-
net, forer til en storre produktion af specifikke IgE-antistoffer,
end hvis allergenet gives alene. Ofte anvendes ogsa som positiv
kontrol en kendt steerk adjuvans (fx aluminiumhydroxid), og
styrken af adjuvanseffekten af det testede stof kan saledes sam-
menlignes med en kendt reference.

I disse metoder er sensibiliseringsvejen afggrende. I en simpel
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Lungeepitelceller
¢ A549 IL-6, IL-8
¢ 9HTEo- ICAM-1
Primeere lungeepitelceller ICAM-1
Bronkiale epitelceller
¢ BET-1A IL-8
Primeere nasale epitelceller Proliferation
Tyktarm epitelceller
¢ T80 IL-8
¢ Caco-2 IL-8
¢ HT-29 IL-8
¢ SW620 IL-8
Urinveje epitelceller

IL-6, IL-8
¢ 32 IL-1, IL-6, IL-8
Adenom cellelinie
¢ Hela IL-6

IL-6, TNF-ct, INF-y
Lymfom cellelinier
¢ U937 IL-1, IL-6, TNF
¢ THP-1 IL-1, IL-6, IL-8, TNF
¢ HL-60 IL-6
Primeere mononuklesere celler IL-1, IL-6, IL-8, TNF
Primzere mastceller IL-4

screeningstest, der er baseret pa en standardiseret lavdosis sensi-
biliseringsmetode i mus, gives teststoffet og allergenet ved sub-
kutant injektion. Herved fas et mal for den systemiske adjuvans-
effekt, men det er vanskeligt at fortolke, om en tilsvarende adju-
vanseffekt vil opsta fx ved inhalation af teststoffet. Flere forsk-
ningsgrupper arbejder derfor med at udvikle testmetoder, hvor
adjuvanseffekt underspges fx i etablerede inhalationsmodeller for
allergi.
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Tabel 4.5. Eksempler pa in
vitro cellemetoder for pro-
inflammatoriske og allerge-
ne egenskaber.
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Allergi og allergi-
fremkaldende stoffer

Allergi kan opfattes som en ubalanceret kraftig og skadelig
immunologisk reaktion pa fremmede pavirkninger, der normalt
er relativt harmlgse og bekaempes lokalt med svage reaktioner.
Det er vigtigt at bemzerke, at de allergiske reaktioner ikke i
mekanisme adskiller sig fra de immunologiske reaktioner, der
normalt yder immunitet og beskyttelse, fx mod infektioner. Et
basalt kendskab til immunsystemets opbygning og funktion dan-
ner basis for forstaelsen af de forskellige allergiske reaktioner.
Det foregaende kapitel om immuntoksikologi giver en introduk-
tion til immunsystemets bestanddele og deres funktion.
Endvidere omhandler fornaevnte kapitel eksempler pa stoffer,
der virker generelt deempende pa immunsystemet (immunsup-
pression), samt stoffer, der kan forstaerke udvikling af allergi
(immunstimulation) uden selv at vaere allergener.

Inden for allergiomradet skelner man mellem en rakke for-
skellige sygdomme i luftveje, lunger og gjnenes slimhinder (tabel
5.1), samt i huden (tabel 5.2). Som det fremgar af tabel 5.1 og
5.2, kan disse sygdomme vare bade allergisk og ikke-allergisk
betingede, hvilket vanskeliggor bade epidemiologiske under-
spgelser og den kliniske udredning.

Inden for de seneste artier er allergiske luftvejslidelser steget
voldsomt i den vestlige verden. Selvom det langtfra er alle tilfael-
de af luftvejsallergi, der skyldes arbejdsmiljoet, ma allergikere
generelt betragtes som en specielt fglsom gruppe. Hvis relevante
allergener er til stede i arbejdsmiljpet (fx husstgvmider eller kat-
tehar), vil en allergiker reagere selv ved meget lave doser.
Endvidere kan visse allergiske lidelser spille en rolle ved udvik-
ling af arbejdsbetingede lidelser. Op mod 15-20% af bern og
unge har eller har haft astma, hofeber eller andre symptomer pa
allergi. Denne gruppe vil have behov for stgrre beskyttelse, nar
de debuterer pa arbejdsmarkedet.
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Hovedparten af de arbejdsbetingede hudlidelser er kontaktek-
sem, og arbejdsbetingede hudlidelser er de tredjehyppigst
anmeldte og de hyppigst anerkendte erhvervsbetingede lidelser i
Danmark med ca 1.700 anmeldelser pr ar i perioden 1994-96.
Ogsa for de arbejdsbetingede hudlidelsers vedkommende ram-
mer problemet iser yngre mennesker.

Mhp at sikre en effektiv forebyggelse af luftvejs- og kontaktal-
lergi er det ngdvendigt at have toksikologisk viden om, hvorvidt
stoffer er allergifremkaldende eller pa anden made kan pavirke
immunsystemet i uheldig retning.

Som naevnt i foregaende kapitel kan test for stoffers allergi-
fremkaldende egenskaber opfattes som en deldisciplin af
immuntoksikologien. Imidlertid udger allergi et sa omfattende
problem, at et selvsteendigt kapitel herom er pa sin plads. T det
folgende gives en kortfattet introduktion til mekanismerne bag
allergi, hvordan allergifremkaldende stoffer testes, samt eksem-
pler pa vigtige luftvejs- og kontaktallergener. Kapitlet bergrer
kun arbejdsbetingede allergiske lidelser meget overfladisk. Dette
emne er grundigt dekket i Basisbog i Arbejdsmedicin. Sidst i
kapitlet naevnes supplerende litteratur, som sezerligt interesserede
kan have glaede af at laese.
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Tabel 5.1. Hyperreaktivi-
tetssygdomme i gvre og
nedre luftveje samt gjnenes
slimhinder.

Astma (astma bronchiale)
Allergisk astma

Ikke-allergisk astma
Rhinitis (hefeber)

Allergisk rhinitis
(allergisk snue)

Ikke-allergisk rhinitis
(helarssnue)

Conjunctivitis (rindende gjne)
Allergisk conjunctivitis

Ikke-allergisk conjunctivitis
Alveolitis (pneumonitis)

Allergisk alveolitis
(teerskerlunge mv)

Ikke-allergisk alveolitis
(toksisk alveolitis)

Mastceller i bronkieslimhinden aktiveres til at frigare histamin og andre biologisk
aktive stoffer, der ferer til en forsneevring af bronkierne og heemmet vejrtraekning.

Specifikke IgE-antistoffer (fx mod pollen, husstevmider, dyrehér, svampesporer etc)
sensibiliserer mastcellerne.

Uspecifik hyperreaktivitet i bronkierne (reagerer fx pa kulde, fysisk anstrengelse mv).

Mastceller i slimhinden i avre Iuftveje og neese aktiveres til at frigere histamin og
andre biologisk aktive stoffer, der bl.a. ferer til, at slimhinderne haever (tilstoppet
naese).

Specifikke IgE-antistoffer mod allergener sensibiliserer mastcellerne.

Uspecifik hyperreaktivitet i simhinderne

Mastceller i slimhinder i gjnene aktiveres til at frigere histamin og andre biologisk
aktive stoffer, der bl.a. ferer til @get produktion af tarevesske, rede ejne mv.

Specifikke IgE-antistoffer mod allergener sensibiliserer mastcellerne.
Uspecifik hyperreaktivitet i gjnenes slimhinder

Aktivering af komplementsystem og makrofager i alveolerne. Herved frigares biolo-
gisk aktive stoffer, der forer til influenzalignende symptomer (feber, hovedpine,
muskelsmerter) og nedsat lungefunktion.

Specifikke antistoffer af IgG- eller IgM-klassen danner komplekser med et indtreen-
gende allergen (fx sporer fra mikroorganismer) i alveolerne. Disse komplekser aktive-
rer komplementsystemet og makrofager.

Uspecifik aktivering af makrofager (fx ved indanding af endotoksin fra gramnegative
bakterier)
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Eksem (kontakteksem)

Allergisk kontakteksem =
kontakt dermatitis
(kontaktallergi)

Ikke-allergisk eksem =
irritativt eksem

Atopisk eksem (atopisk
dermatitis, barneeksem,
prurigo Besnier)
Urticaria (naeldefeber)
Allergisk neeldefeber
Ikke-allergisk neeldefeber

Tabel 5.2. Hyperreaktivi-
tetssygdomme i huden.

Allergi og allergifremkaldende stoffer

Feellesbetegnelse for en reekke forskellige hudlidelser. Patologiske aendringer i
huden med symptomer som terhed, radme, kloe, revnedannelser, veeksebleerer, sar.

Specifikke T-celler i huden reagerer pa et kontaktallergen (fx nikkel) og aktiverer
makrofager, der friger enzymer, som farer til en lokal veevsadelasggelse.

T-celler (og makrofager) i huden reagerer uspecifikt pa en hudirriterende pavirkning.

Arveligt betinget eksem med sér, der ofte sidder i alouehuler eller knaehaser. Ek-
semet er uspecifikt, men atopiske personer har en unormal stor produktion af IgE-
antistoffer.

Mastceller i huden aktiveres il at frigare histamin og andre biologisk aktive stoffer,
der farer til en straksreaktion med heevelse, redme og klee.

Specifikke IgE-antistoffer mod allergener sensibiliserer mastcellerne.

Uspecifik hyperreaktivitet i huden, der reagerer pa temperaturforandringer, mekani-
ske pavirkninger mv.

Forekomst og omfang

En del undersggelser tyder pa, at der er sket en reel stigning i
hyppigheden af allergiske lidelser inden for de seneste artier.
Den generelle hyppighed af allergi i befolkningen omfatter en
lang raekke sygdomme og symptomer, som ogsa inkluderer
arbejdsbetingede eller arbejdsforvaerrede lidelser. Praecist hvor
stor en andel af disse lidelser der skyldes arbejdsmiljoet, er svaert
at vurdere, da anmeldelser af erhvervsbetingede allergiske lidel-
ser af forskellige arsager kun kan forventes at udgere “toppen af
isbjerget”.

Befolkningsundersogelser af voksne danskere i 1990 og 1994
viste, at 28% af de underspgte havde positive reaktioner over for
et eller flere inhalationsallergener. 14-15% angav at have haft
hefeber (allergisk snue), og ca 5% havde haft astma pa et eller
andet tidspunkt. 15% havde en eller flere kontaktallergiske reak-
tioner, og ca 20% angav at have haft handeksem.

Ved atopi forstas, at personen pga en arvelig defekt i immun-
systemets regulering danner mere end normalt af antistoffer af
IgE-typen, der er centrale fx i allergisk astma og hgfeber.
Atopiske bern har ofte et karakteristisk atopisk eksem. I dag har
ca 15% af en fodselsargang (for skolealderen) atopisk eksem,
hvor det i 1960’erne kun ramte ca 3% af bornene. 90% af de
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bern, der udvikler atopisk eksem, far det for skolealderen, og
10-15% har det stadig i voksenalderen.

Atopi er en velkendt risikofaktor for udvikling af allergiske
luftvejslidelser, og atopiske personer udvikler oftere allergisk
astma og hefeber. Endvidere viser atopiske personer ofte en
gget folsomhed i lungerne, nar de udsettes for kemiske stoffer,
der ikke i sig selv er allergene. Saledes er atopiske personer fx
mere folsomme ved indanding af endotoksin (lipopolysaccharid
fra gramnegative bakteriers cellevaeg) end normale personer.

Mht hudlidelser gger atopi generelt ikke risikoen for at udvikle
en kontaktallergi, men atopisk eksem fordobler risikoen for
udvikling af irritativt handeksem, og erhvervsmaessig udsattelse
for irritative hudpavirkninger fordobler yderligere risikoen.

Hudsygdomme er de tredjehyppigst anmeldte og de hyppigst
anerkendte erhvervsbetingede lidelser i Danmark med ca 1.700
anmeldelser pr. 4r i perioden 1994-96. Erhvervsbetingede hudli-
delser rammer i modsaetning til andre erhvervsbetingede lidelser
iseer yngre mennesker. Hovedparten af de arbejdsbetingede hud-
lidelser er kontakteksem. Irritativt eksem er noget hyppigere end
allergisk eksem, men andelen varierer fra underspgelse til under-
spgelse, fordi diagnosen irritativt eksem bl.a. baseres pa, at der
ikke har kunnet pavises en relevant allergi. Hertil kommer, at et
eksisterende irritativt eksem @ger risikoen for udvikling af kon-
taktallergi, da allergener lettere traenger gennem en beskadiget
hudbarriere.

Biologiske og kemiske hudbelastninger er hyppige i en raekke
brancher, fx hotel og restauration, nzerings- og nydelsesmiddelin-
dustrien, rengoringsvirksomheder, social- og sundhedsomradet,
frisprer samt elektronikindustri (jf At’s branchebilleder). Da det
som navnt iser er yngre mennesker, der rammes af erhvervsbe-
tingede hudlidelser, forer disse ofte til behov for omskoling eller
erhvervsskift.

Mange undersggelser tyder nu pd, at luftvejsirritation kan have
betydning for udvikling af allergi. Opmaerksomheden har iseer
vaeret rettet mod cigaretrgg, dieseludstedning, ozon, formalde-
hyd, nitrgse gasser og inhalerbare partikler. Kapitlet om immun-
toksikologi giver en mere udferlig genemgang af dette emne.
Luftvejsirritation kan forekomme i de fleste brancher, fx jern- og
metalindustri, tree- og mebelindustri, kemisk industri og renge-
ringsvirksomheder. Omkring 1/3 af Arbejdstilsynets graensevaerdi-
er er fastsat pa baggrund af luftvejsirritation.

Luftvejsallergi forekommer i mange brancher, fx engroshandel,
renggringsvirksomheder samt naerings- og nydelsesmiddelindu-
strien, og anmeldelser af erhvervsbetingede allergiske luftvejsli-
delser omfatter en raekke forskellige lidelser, hvoraf astma, bron-
kitis og hofeber er de hyppigste. Samlet var der ca 450 anmel-
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Type ll
Antistofatheenging
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Type lll
Komplement-
medieret
hypersensitivitet
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Cellemedieret (forsinket)
hypersensitivitet
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delser pr ar i perioden 1994-96. Luftvejsallergi medforer ofte tab
af erhvervsevne.

Inddeling af overfglsomhed og
mekanismer for allergi

Lerebgger har ofte anvendt Gell og Coombs nu klassiske indde-
ling af immmunologiske overfglsomhedsreaktioner i fire basale
typer (type I til type IV). Denne inddeling er summeret i tabel
5.3. 1 forhold til allergi er inddelingen imidlertid ikke optimal.
Ofte vil en allergisk person bade have symptomer pa type I
(IgE-medieret overfolsomhed) og type IV (celle-medieret over-
folsomhed). Type II, der iseer er knyttet til reaktioner over for
transplantater, har derimod ingen betydning ved allergi.

Et grundliggende traek ved immunsystemet er, at det genken-
der og reagerer pa fremmede rumlige overfladestrukturer pa
molekyler, de sakaldte antigendeterminanter. Begrebet antigen
anvendes oftest om et fremmedlegeme (bakterie, virus, allergen
mv) med et stort antal forskellige antigendeterminanter pa sin
overfalde. Ved luftvejsallergi er der oftest tale om proteiner eller
proteinfragmenter (peptider). Andre og vasentlig mindre kemi-
ske stoffer, sakaldte haptener, kan imidlertid ogsa virke som anti-

Astma, hefeber, naedefeber Nér et allergen bindes til specifikke antistoffer af
IgE-typen pa overfladen af mastceller eller baso-
file grunulocytter, friger cellerne biologisk aktive

stoffer (mediatorer), der udleser symptomerne.

Heemolytisk anaemi,
afstadning af transplantater

Antistoffer af IgG- eller IgM-typen bindes til overfla-
den af cellen (i blodcelle), der destrueres af
komplementsystemet, af “killer” celler eller af
makrofager, der kan optage celler meerket med
lgG eller IgM.

Antigen-antistofkomplekser udfeeldes og depo-
neres i veevet, hvor komplekserne aktiverer kom-
plementsystemet, sdledes at de dannede,
destruktive enzymer farer til lokale vaevsskader.

Glomerular nephritis, serumsyge,
teerskerlunge

Kontaktallergi, tuberkulose Sensibiliserede T-celler genkender allergenet og
aktiverer makrofager, der friger destruktive enzy-

mer, som giver lokale veevsskader.

Tabel 5.3. Gell og Coombs klassiske inddeling af overfglsomhedsreaktioner.
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gener. Dette sker, ved at haptenet bindes til et af kroppens egne
proteiner, saledes at den rumlige struktur af hapten-proteinkom-
plekset opfattes som fremmed. Haptener har seerlig stor betyd-
ning i kontaktallergi.

Kontaktallergi (allergisk kontakteksem)

Ved kontaktallergi forstas her en specifik, celle-medieret allergi-
reaktion i huden, hvor symptomerne opstar 12-72 timer efter
udsaettelse for allergen (type IV i Gell og Coombs inddeling). T-
hl-celler spiller en central rolle ved kontaktallergi. I modsatning
hertil opstar symptomer pa nzldefeber, der er en IgE-medieret
allergireaktion, inden for den forste time efter udseettelse for
allergenet. Naeldefeber vil blive gennemgaet i afsnittet om hofe-
ber og allergisk astma.

Sensibilisering og udlosning af kontaktallergi

De fleste kontaktallergener er sma, kemisk reaktive stoffer, der
virker som haptener. Efter indtraengning i huden vil disse stoffer
reagere med (og bindes covalent til) proteiner i det gverste hud-
lag (epidermis) (fig. 5.1). Det dannede kompleks mellem kon-
taktallergen og protein (hapteniseret protein) opfattes af kroppen
som fremmed. Langerhans celler, der danner et sammenhaengen-
de netvaerk af antigenpraesenterende celler i epidermis, vil opta-
ge og nedbryde det hapteniserede protein. Nedbrydningsproduk-
ter med haptenet bliver indbygget i MHC II overfladeprotein og
praesenteres pa cellens overflade.

De Langerhans celler, der nu har hapten-MHC 1II pa overfla-
den, vandrer fra epidermis til de dybereliggende lymfekar og
videre til de drenende lymfeknuder, hvor aktiveringen af T-lym-
focytter foregar. Her vil de fa T-h1-celler, der gennem en stoka-
stisk tilfaeldig proces har opnaet specifik bindingsaffinitet for
hapten-MHC II komplekset, bindes til dette kompleks pa de
Langerhanske celler. Herved aktiveres T-h1-cellerne, der deler
sig, saledes at en klon af T-memory celler opstar. Disse nye T-h1
memory celler forlader lymfeknuden og fordeles i blodbanen og
lymfekarrene, saledes at kroppens indhold af specifikke T-h1-
celler nu foregges 10-100 gange. Det foregaende kapitel redegor
nzermere for, hvordan den store mangfoldighed i immunsyste-
mets specificitet kan opsta gennem rearrangement af den geneti-
ske kode i fa gener.

Ved en gentagen udsattelse for kontaktallergenet vil T-h1
memory celler i huden genkende hapten-MHC komplekset, der
praesenteres pa overfladen af Langerhans celler i epidermis. T-
hl-cellerne stimuleres herved til at danne og frigore en rackke
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Figur 5.1. Sensibilisering og udlgsning af kontaktallergi.

Et kontaktallergen (KA) er som oftest et mindre molekyle, der virker som et hapten. Dvs at kontaktallergenet bindes
til et af kroppens egne proteiner, og det er dette hapten-proteinkompleks, der virker som et allergen. Det haptenise-
rede KA optages af en antigenpraesenterende Langerhans celle i huden, og intracellulaert spaltes hapten-proteinkom-
plekset til mindre fragmenter under indvirkning af enzymer i lysosomer (L). Fragmenter, der indeholder KA, bliver
prasenteret pa overfladen af Langerhans cellen sammen med MHC II overfladeprotein. Enkelte T-hjaelper celler (T-
h1) vil via overfladeproteiner med specifik bindingsaffinitet bindes til det samlede kompleks af MHC II og KA.
Denne binding forer til en aktivering af T-h1l-cellen, der deler sig, saledes at en klon af T-h1 memory celler opstar.
Tilstedevaerelse af KA specifikke T-h1-celler i blod og lymfekirtler er saledes et udtryk for, at personen er sensibilise-
ret. Ved en efterfolgende udszttelse for KA udlgses symptomer pa kontaktallergi, ved at T-h1 memory celler i stort
antal aktiveres af Langerhans celler. De aktiverede T-h1-celler frigor signalstoffer (bl.a. interleukin-2 (IL-2), interferon
(INF), Migrations Inhibition factor (MIF), Tumor Necrotic Factor (TNF)), der tiltreekker og aktiverer makrofager, der
herefter angriber og gennem frigorelse af destruktive enzymer (E) bortskaffer KA og de celler, som KA sidder pa.
Makrofagernes angreb forer til lokale vaevsskader og inflammatoriske reaktioner, der giver de kliniske symptomer pa
kontaktallergi.



Allergi og allergifremkaldende stoffer

forskellige signalstoffer (cytokiner), der samlet tiltraekker og akti-
verer en reekke forskellige celler i immunsystemet, fx cytotoksi-
ske T-celler, NK-celler og makrofager, siledes at disse celler far
et forpget indhold af destruktive enzymer. Specielt makrofager
spiller en stor rolle i udvikling af symptomer pa kontaktallergi.
Nar makrofager setter et lokalt angreb ind pa celler, der bacrer
fremmede determinanter pa deres overflade, vil en del af de
destruktive enzymer laekke ud af makrofagerne og fore til en
lokal vaeevsgdeleggelse.

Denne vaevsodelaggelse giver ophav til de klassiske sympto-
mer pa kontaktallergi: rodme og veeskeblerer. Hvis der ikke sker
yderligere udsaettelse for kontaktallergenet, vil vaeevspdelaeggelsen
ophere og ophele i lgbet af ca 7 dage. Hvis der derimod sker en
fortsat udsaettelse for lave koncentrationer af kontaktallergenet,
vil en kronisk inflammation (betandelsesreaktion) udvikle sig i
huden, og symptomerne vil skifte til et kronisk eksem med rev-
nedannelse, fortykkelse af huden og afskalning. Kapitlet om
immuntoksikologi gor nermere rede for de forskellige faser i
den inflammatoriske proces.

Dosis-respons ved udvikling af kontaktallergi

I modsatning til luftvejsallergi er dosis-respons sammenhaenge
for udvikling af kontaktallergi ganske godt afklaret for en raekke
af de mest almindelige kontaktallergener, fx nikkel, chromat og
visse konserveringsmidler. For cementarbejdere synes der at
vaere sammenhang mellem koncentrationen af hexavalent chro-
mat i den anvendte cement og hyppigheden af kontaktallergi
over for chromat.

Koncentrationen har afgerende betydning for udvikling af kon-
taktallergi, idet udsattelse for en hgj allergenkoncentration pa et
mindre hudomrade giver storre risiko for udvikling af kontaktal-
lergi end en lav koncentration pa en stgrre del af kroppen.
Generelt er den allergenkoncentration, der skal til for at udvikle
en kontaktallergi (sensibilisering), hgjere end den koncentration,
der kan provokere en allergisk reaktion hos en i forvejen sensi-
biliseret person.

Der er pavist arvelig disposition for udvikling af kontaktallergi,
men i praksis er det miljofaktorer som udszttelse for kontaktal-
lergener, der har betydning for det enkelte individs risiko for
udvikling af kontaktallergi og for hyppigheden af kontaktallergi i
befolkningen.

Atopisk eksem oger ikke risikoen for udvikling af kontaktek-
sem. Men da det gger risikoen for udvikling af irritativt eksem,
som beskadiger hudbarrieren og dermed gger indtraengningen af
allergener, kan det indirekte have betydning.
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Irritation og kontaktallergi

Ved udvikling af et arbejdsbetinget eksem har personen ofte
vaeret udsat for bade hudirriterende og allergene stoffer, og det
kan i praksis vaere vanskeligt at skelne mellem et irritativt og et
allergisk kontakteksem.

En forudsaetning for, at et allergisk kontakteksem kan udvikles,
er, at hudbarrieren er skadet, siledes at kontaktallergenet kan
treenge ind. Skader pa hudbarrieren kan forarsages af hudirrite-
rende stoffer, fx detergenter i renggringsmidler, eller ved vadt
arbejde. I mange situationer vil en tilstand af hudirritation sale-
des ga forud for udvikling af en egentlig kontaktallergi.

Hofeber og allergisk astma

Nezldefeber, hofeber og allergisk astma er alle IgE-medierede aller-
giske lidelser (Type I i Gell og Coombs inddeling). Antistoffer af
IgE-typen spiller en szrlig rolle i denne type allergi, hvor sympto-
merne oftest opstar hurtigt (minutter til timer) efter udsaettelse for
allergenet, der i dette tilfaelde nzesten altid er fremmede proteiner.
Nezldefeber, hofeber og allergisk astma adskiller sig alene ved det
organ, som allergireaktionen foregar i. Ved naeldefeber (urticaria)
ses rodme, haevelse og klge i huden, ved hefeber foregar reaktio-
nen i slimhinden i nasen og de gvre luftveje (rhinitis) eller i gjne-
ne (conjunktivitis), mens allergisk astma er karakteriseret ved
beteendelsesreaktioner (inflammation) i luftvejenes slimhinder og
en sammentraekning af lungernes bronkier.

Sensibilisering og udlosning af bafeber og allergisk
astma

Allergenet optages, nedbrydes og prasenteres pa overfladen af
makrofager eller dendritceller, der er de vigtigste antigenpraesen-
terende celler i slimhinder og lunger. Sensibilisering og
udlgsning af hofeber og allergisk astma omfatter adskillige trin,
hvoraf de vigtigste er vist i fig. 5.2. Som beskrevet mere detalje-
ret i det foregiaende kapitel kan immunsystemet gennem en til-
faeldig proces, hvor koden i fa gener rearrangeres, skabe T- og
B-celler med specificitet over for millioner af forskellige allerge-
ner. Ved den farste kontakt med et nyt allergen vil de fa T-h2-
og B-celler, der er specifikke over for antigen-MHC II komplek-
set pa overfladen af antigenprasenterende celler, bindes til dette
kompleks. Herved aktiveres T-h2-cellen, der stimulerer B-cellen
til deling og dannelse af en klon af B-memory celler, der alle har
specificitet for den pagaldende antigendeterminant. I dette for-
lob vil kun fa B-celler differentiere til IgE-producerende plasma-
celler, og maengden af dannet allergenspecifikt IgE vil ikke vaere
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stor nok til at kunne udlgse egentlige symptomer.

Ved en efterfolgende kontakt vil T-h2-celler nu stimulere B-
memory celler til en massiv differentiering til plasmaceller, der
danner og frigor allergenspecifikt IgE til blodets plasma.

Mastceller og basofile granulocytter er vigtige effektorceller i
hefeber og allergisk astma. Begge disse celletyper er kendeteg-
net ved i deres indre at have et stort antal sma vesikler (granu-
lae), der indeholder en raekke forskellige signalstoffer, herunder
vasoaktive aminer (fx histamin). Mastceller findes overalt i krop-
pen, overvejende i bindeveev langs de sma blodkar, lymfekar,
nerver og kirtler. De er mest hyppige i huden, luftvejene og
tarmvaeggen. Basofile granulocytter udger ca 1% af blodets hvide
blodlegemer og har en relativt kort levetid.

Mastceller og basofile granulocytter har overfladereceptorer for
IgE. Disse celler bliver saledes “armeret” ved at binde det danne-
de, allergenspecifikke IgE til deres overflade. Ved senere kontakt
vil allergenet blive bundet til IgE pa cellens overflade. Denne
binding af allergen vil aktivere cellen til at tsmme sine granulae
ud i det omgivende extracellulzere miljo. Herved frigores de
enzymer og signalstoffer (fx histamin og andre vasoaktive stof-
fer), som udlgser det tidlige respons (30 til 60 minutter efter
udsattelse for allergen) i allergisk astma og hofeber.

Mastceller frigor imidlertid ogsa signalstoffer, der tiltraekker neu-
trofile og eosinofile granulocytter. De eosinofile granulocytter er
ansvarlige for det forsinkede respons, der starter 4-8 timer efter
udszeettelse for allergenet. De eosinofile granulocytter frigor en
reekke enzymer og andre biologisk aktive komponenter, der forer
til inflammatoriske reaktioner (“betaendelsesreaktioner”), skader pa
lungeepitelet, laengerevarende luftvejsobstruktion og hyperreaktive
luftveje.

Dosis-respons ved udvikling af bafeber og allergisk
astma

Den eksisterende viden om dosis-respons ved udvikling af hofe-
ber og allergisk astma er begraenset. Meget tyder dog pa, at den
dosis, der skal til for at sensibilisere en person, er langt stgrre
end den dosis, der kan udlgse en astmareaktion hos personer,
der er allerede er allergiske over for allergenet. Udvikling af
allergi over for et givent allergen kan altsa undgas, hvis ekspo-
neringen kan holdes pa niveau med den dosis, der udlgser
astma hos allergiske personer.

Basisbog i Arbejdsmedicin (bind IID giver i omfattende tabeller
en oversigt over de vigtigste allergener, der kan fore til arbejds-
betinget astma. Tabel 5.4 (s.184) giver derfor kun udvalgte
eksempler pa allergener, hvor der findes viden om dosis-respons
i forhold til erhvervsmaessig eksponering.
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Figur 5.2. Sensibilisering og udlgsning af hofeber og allergisk astma.

Et allergen, der kan udlgse IgE-medieret allergi (fx astma), er som oftest et storre protein,
der bzerer et stort antal antigendeterminanter. Allergenet optages af en antigenpraesenteren-
de celle (makrofag), fx i luftvejenes slimhinder, og intracellulert spaltes allergenet i mindre
fragmenter (antigendeterminanter) under indvirkning af enzymer i lysosomer (L). Disse frag-
menter bliver preesenteret pa overfladen af makrofagen sammen med MHC II overfladepro-
tein. Enkelte T-hjelper celler (T-h2) og B-celler vil via overfladeproteiner med specifik bin-
dingsaffinitet bindes til det samlede kompleks af MHC II og antigendeterminant. Denne bin-
ding forer til en aktivering af T-h2-cellen, der igen stimulerer B-cellen til at dele sig, saledes
at en klon af B-memory celler opstar. Ved en senere kontakt med allergenet vil Th-2-cellens
dannelse af signalstoffer stimulere B-memory celler til at modnes til plasmaceller, og signal-
stoffet interleukin-4 (IL-4) fra T-h2-cellerne vil stimulere plasmacellerne til en selektiv pro-
duktion af specifikke antistoffer af IgE-typen. Disse IgE-antistoffer vil bindes til overfladen af
mastceller, der findes i bindevaevet, fx i luftvejene. Nar en person har tilstrackkeligt mange
mastceller, der er armeret med IgE-antistoffer med specificitet over for allergenet, er perso-
nen sensibiliseret og kan derfor reagere med allergisymptomer ved den naeste udsettelse
for allergenet. Nar dette sker, krydsbindes allergenet til IgE-antistoffer pa mastcellens over-
flade. Herved aktiveres mastcellen, og den frigor en raekke signalstoffer, der forer til
udlgsning af allergisymptomer. Saledes vil histamin og andre stoffer udlgse den karakteristi-
ske straks-reaktion, hvor symptomer (fx andedraetsbesvaer, rindende gjne og naese, nysean-
fald mv) indtreeder fa minutter efter udszttelse for allergenet. Andre signalstoffer tiltrackker
eosinofile granulocytter fra blodbanen og aktiverer disse celler. De eosinofile granulocytter
frigor signalstoffer og enzymer, der er ansvarlige for den forsinkede reaktion i IgE-medieret
allergi (4-8 timer).

Fra epidemiologiske undersggelser er der opnaet viden om
storrelsesordenen af allergiudlgsende doser. Blandt bagere er
allergi over for melstov hyppigt forekommende. Et af de vigtigste
allergener er her a-amylase. En udtalt dosis-respons er blevet
pavist isaer for bagere med atopi, hvor lidt over én procent af
bagerne viste specifik sensibilisering i hud-priktest ved et ekspo-
neringsniveau pa ca 0,7 ng/m3 (laveste eksponeringsgruppe).
Ved eksponeringsniveau pa ca 1,3 ng/m3 (mellemste ekspone-
ringsgruppe) var ca 13% af bagerne sensibiliserede, og ved hgje
eksponeringsniveauer (18 ng/m’ ) var mere end 30% sensibilise-
rede.

Subtilisin er et andet eksempel pa et teknisk vigtigt enzym, der
kan veere drsag til allergisk astma. Subtilisin er et proteinnedbry-
dende enzym, der dannes af bakterien Bacillus subtilis.
Dyreforspg og epidemiologiske underspgelser har vist, at subti-
lisin er et staerkt allergen, og den danske loftvaerdi for erhvervs-
maessig eksponering for subtilisin er sa lav som 60 ng/m3.

Et af de sterkeste forsggsallergener er Rat nl aeroallergen, der
stammer fra urin fra rotter, og som er den specifikke arsag til
mange tilfaelde af allergi over for forspgsdyr. Kontrollerede pro-
vokationsforsgg pa personer, der har en IgE-medieret astma over
for Rat n1 aeroallergen, har vist, at astmareaktioner kan udlgses
ned til ca 10 ng/m?.

IgE-medieret allergi over for husstgvmider er vidt udbredt i
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Lavmolekyleere allergener (< 1.000 Da) Mekanismen er ofte ikke IgE-medieret

Syreanhydrider Ofte IgE-medieret
Eddikesyreanhyarid Loftveerdi er 20 mg/m¢
Trimellitsyreanhydrid Loftveerdi er 0,04 mg/m?
Phthalsyreanhyadrid Greenseveerdi er 1 mg/m?

Isocyanater Ofte ikke IgE-medieret
Hexamethylendiisocyanat (HDI) Greenseveerdi er 0,005 ppm
3-Isocyanatomethyl-3,5,5- Greenseveerdi er 0,005 ppm

trimethylcyclohexylisocyanat (IPDI)

Diphenylmethan-4,4’-diisocyanat Graenseveerdi er 0,005 ppm
Methylenbis(4-cyclohexylisocyanat) ~ Greenseveerdi er 0,005 ppm
1,5-Naphthalendlisocyanat (NDI) Greenseveerdi er 0,005 ppm
2,4-/2,6-Toluendlisocyanat (TD) Greenseveerdi er 0,005 ppm
2,2,4-/2,4,4-trimethylhexamethylen-  Greenseveerdi er 0,005 ppm
1,6-dlisocyanat (TMDI)

Platinsalte IgE-medieret astma. Greenseveerdi er 0,002 mg/m®

Hgjmolekylzere allergener (> 1.000 Da) IgE-medieret allergi

Melstov (oe-amylase) Der findes ingen greenseveerdi. Sensibilisering forekom-
mer selv ved arbejdsbetinget eksponering pa ca 1
ng/m®,

Forsagsdyrallergener Rat n1 allergen er et steerkt allergen, der findes i urin
hos rotter. Der findes ingen greenseveerdi. Hos allergi-
ske personer kan astmareaktioner udleses ned til ca
10 ng/m®.

Subtilisin Subtilisin er et proteinspaltende enzym, der dannes af
bakterien Bacillus subtilis. Loftveerdi er 0,00006 mg/m®
(60 ng/m?).

Graenseveerdi angiver stoffets tidsveegtede gennemsnitskoncentration for en 8-timers arbejdsdag. Ved loftveerdi for-
stés en veerdi, som pa intet tidspunkt ma overskrides (maleteknisk tillades en méleperiode pa 15 min.). Loftvaerdier
anvendes isaer om stoffer, der virker uhyre hurtigt, fx stoffer, der kan udlese IgE-medierede allergireaktioner.

Tabel 5.4. Eksempler pa
vigtige luftvejsallergener i
arbejdsmiljoet.

den danske befolkning. T flere epidemiologiske undersggelser er
husstev blevet indsamlet fx ved stgvsugning af personernes
senge, og andelen af husstgvmider i stovet er herefter blevet
sammenholdt med tilstedevaerelse af symptomer pa astma. I
disse underspgelser er taerskelvaerdien for sensibilisering fastlagt
til ca 2 ng/g husstov.

“Krydsallergi” beskriver det forhold, at en person med en IgE-
medieret allergi kan reagere mod en raekke beslaegtede allerge-
ner. I kapitlet om immuntoksikologi omtales en “las og nggle”
model som forklaring pa, hvordan antistoffers specificitet virker.
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Ifolge denne model kan en antigendeterminant opfattes som en
nggle (altsa en bestemt tredimensionel kemisk struktur), der pas-
ser ned i en las (antistoffets antigenbindende region). Ud fra
denne model kan krydsallergi opfattes som en raeckke forskellige
nggler, der alle har sa store ligheder, at de kan komme ind i
lasen og faestne sig. Eksempler pa krydsallergi er fx allergikere,
der har astma over for birkepollen, og som ved krydsreaktion
ogsa kan reagere over for ngdder i fx chokolade. I arbejdsmil-
joet ses krydsreaktioner ved astma over for forskellige syrean-
hydrider, og i forhold til kontaktallergi forekommer krydsreak-
tion fx mellem forskellige aminhzerdere.

Forbold, der kan pdvirke sensibiliseringen

Hofeber og allergisk astma rammer i seerlig grad personer, der
har en arveligt betinget overfelsomhed. Risikoen for at udvikle
allergisk astma er forgget, hvis personens foraldre eller spsken-
de har allergisk astma eller en anden IgE-medieret allergi. Hos
mange af disse personer giver den arveligt betingede over-
folsomhed sig udtryk i, at personerne har hgjere koncentrationer
af IgE i blodet end normalt (atopi).

En del nyere undersogelser tyder pa, at visse virusinfektioner
hos spaedbgrn kan forskyde immunsystemets balance i retning af
IgE-produktion (T-h2 respons). Endvidere kan forskellige mil-
jopavirkninger (fx passiv rygning, udsettelse for sodpartikler fra
dieseludstgdning, svovldioxid, nitrgse gasser, ozon, endotoksin
mv) forskyde balancen.

Kemiske stoffer benaevnes adjuvans, hvis de er i stand til at sti-
mulere og forsteerke dele af immunsystemets respons. Foregiaen-
de kapitel om immunotoksikologi giver en naermere redeggrelse
for, hvordan forskellige former for adjuvans menes at virke.

Allergisk alveolit

Erhversbetinget allergisk alveolit er kendt fra arbejdsmiljoer med
en meget hgj udsattelse for antigener, fx sporer fra skimmel-
svampe eller aktinomyceter (taerskerlunge, dueopdraetterlunge,
kompostarbejdersyndrom etc).

Sensibilisering og udlosning af allergisk alveolitis

Fig. 5.3 viser skematisk forlgbet af sensibilisering og udlgsning af
symptomer pa allergisk alveolitis. Sensibiliseringen sker ved, at
personen udsattes for hgje koncentrationer af et allergen (typisk
et hgjmolekylaert protein). I dette tilfeelde forer sensibiliseringen
til dannelse af allergenspecifikke IgG-antistoffer. Kontrollen af
antistofdannelsen er, i modsaetning til dannelse af IgE-antistoffer,
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Figur 5.3. Sensibilisering og udlgsning af allergisk alveolitis.

Sensibilisering. Et allergen, der kan udlgse allergisk alveolitis, er som oftest et storre
protein, der baerer et stort antal antigendeterminanter. Allergenet optages af en antigen-
praesenterende celle (makrofag) fx i luftvejenes slimhinder, og intracellulaert spaltes
allergenet i mindre fragmenter (antigendeterminanter) under indvirkning af enzymer i
lysosomer (L). Disse fragmenter bliver praesenteret pa overfladen af makrofagen sam-
men med MHC II overfladeprotein. Enkelte T-hjeelper celler (T-h1) og B-celler vil via
overfladeproteiner med specifik bindingsaffinitet bindes til det samlede kompleks af
MHC 1II og antigendeterminant. Denne binding forer til en aktivering af T-h1-cellen, der
igen stimulerer B-cellen til at dele sig, saledes at en klon af B-memory celler opstar.
Ved en senere kontakt med allergenet vil Th-1-cellens dannelse af signalstoffer stimule-
re B-memory celler til at modnes til plasmaceller, og signalstoffet interleukin-2 (IL-2) fra
T-h1-cellerne vil stimulere plasmacellerne til en selektiv, omfattende produktion af spe-
cifikke antistoffer af IgG-typen. IgG-antistoffer er den dominerende type antistoffer i
blodet og overgar langt den maengde IgE-antistoffer, der dannes i forbindelse med
udvikling af IgE-medieret allergi. Nar en person har tilstrackkeligt mange allergenspeci-
fikke IgG-antistoffer i blodet, er personen sensibiliseret og kan derfor reagere med
symptomer pa allergisk alveolitis ved den naeste massive udsettelse for allergenet.

Udlosning. Nar en sensibiliseret person udsaettes for hgje koncentrationer af allerge-
net, vil allergenet traenge ind i vaevet og evt blodbanen. Her krydsbindes allergenet til
IgG-antistoffer og danner immunkomplekser i blodbanen eller lokalt i slimhinden i luft-
vejene. Disse immunkomplekser aktiverer komplementsystemet, og der dannes destruk-
tive enzymer og signalstoffer, der tiltreekker og aktiverer makrofager og neutrofile gra-
nulocytter, der ligeledes frigor destruktive enzymer og signalstoffer, saledes at en
inflammatorisk reaktion (beteendelsesreaktion) og dermed kliniske symptomer ind-
traeder.

underlagt T-h1-celler, og der dannes langt storre maengder IgG
end IgE. De forskellige antistofklasser og deres dannelse er
beskrevet i foregaende kapitel.

Nar en person er blevet sensibiliseret og dermed har allergen-
specifikke IgG-antistoffer i blodet, vil en efterfolgende massiv
udseettelse for allergenet fore til, at store maengder allergen traen-
ger ind i vaevet og evt blodbanen, hvor det bindes og danner
immunkomplekser med IgG-antistoffer. De dannede antigen-anti-
stofkomplekser aktiverer komplementsystemet (se foregaende
kapiteD). Herved sker en lokal dannelse af destruktive enzymer
og makrofager, og granulocytter tiltraekkes og aktiveres, hvilket
forer til en inflammatorisk reaktion (betaendelsesreaktion) i lun-
gerne.

Dosis-respons ved uduvikling af allergisk alveolitis
Dannelse af specifikke IgG-antistoffer, der har central betydning
i udvikling af allergisk alveolitis, kraever udsattelse for relativt
hgje koncentrationer af allergen. Symptomer pa allergisk alveoli-
tis udlgses gennem dannelse af immunkomplekser, hvor de spe-
cifikke IgG-antistoffer krydsbindes til allergenet. Dette kraever
meget hgje koncentrationer af allergen, og allergisk alveolitis
forekommer derfor i arbejdsmiljper med massiv udszettelse for
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allergener. Saledes udlgses symptomer pa terskerlunge ved
udszattelse for 10°-10" sporer/m3, mens symptomer pa astma i
treeindustrien til sammenligning kan udlgses ved 1.000 gange
lavere udsattelse (10° sporer/m3).

Forhold, der kan pdvirke sensibiliseringen

Arveligt betingede faktorer spiller ikke en vaesentlig rolle ved
udvikling (sensibilisering) af allergisk alveolitis, og alle personer
er potentielt i risikogruppe, hvis de udsaettes for tilstrackkeligt
hgje koncentrationer af allergen. Dog vil personer med hyperre-
aktive lunger veere mere folsomme mht udlgsning af symptomer.
En samtidig udsattelse for stoffer, der irriterer luftvejene, kan
derfor spille en rolle.

Diagnosticering af allergi

Stort set alle tests, der anvendes klinisk til at diagnosticere aller-
gi, er baseret pa in vivo provokation med potentielle allergener.
For at fa en sikker diagnose er det vigtigt, at testene er standar-
diserede og udferes af treenede personer.

In vivo test for kontaktallergi

Lukket lappetest er en anerkendt og vidt udbredt standardme-
tode til diagnosticering af kontaktallergi. Teststoffet anbringes i
et passende solvent (normalt vaseline) og i passende koncen-
tration pa huden (underarm eller ryg) og indelukkes under pla-
ster i 48 timer (se tabel 5.5). Herefter fjernes plasteret, og hud-
reaktioner (rodme, blaeredannelse mv) scores efter 24 timer,
dvs pa tredjedagen efter paferingen, og igen pa syvendedagen.
I testen anvendes standardserier af kontaktallergener i koncen-
trationer, der erfaringsmaessigt vides at udlgse tydelige allergire-
aktioner hos sensibiliserede personer. Lappetesten kan ogsa
anvendes til at teste produkter (fx creme o.1.), der mistaenkes
for at veere arsag til kontaktallergi hos patienten. I enkelte
undersggelser er lappetesten ogsa blevet anvendt i studier af
dosis-effekt sammenhaenge, og dette har givet vaerdifuld viden
om forskelle i personers folsomhed og om taerskelvaerdier for
forskellige kontaktallergener mht at udlgse allergiske reaktioner
i huden.
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1 Kalium dichromat 05 Pet
2 Neomycin sulfat 20 Pet
3 Thiuran mix 1 Pet
4 p-phenylendiamin base 1 Pet
5  Cobalt chlorid (CoCl,:H,0) 1 Pet
6  Benzocain 5 Pet
7 Formaldehyd 1 Aq
8  Kolofonium 20 Pet
9  Clioguinol 5 Pet
10 Balsam fra Peru 25 Pet
11 N-Isopropyl-N'-phenyl-p-phenylendiamin (IPPD) 0,1 Pet
12 Lanolin 30 Pet
13 Mercapto mix 2 Pet
14 Epoxy resin 1 Pet
15 Paraben mix 16 Pet
16 p-tert-butylphenol-formaldehyd (BPF) resin 1 Pet
17 Fragrance mix (parfumestoffer) 8 Pet
18 Quaternium 15 (Dowicil 200) 1 Pet
19 Nikkelsulfat (NiSO,6H,0) 5 Pet
20  Cl+Me-isothiazolinon 0,01 Ag
21 Mercaptobenzothiazol (MBT) 2 Pet
22 Primin 0,01 Pet

In vitro test for kontaktallergi

Lappetesten er standardvaerktgjet for klinisk diagnosticering af
kontaktallergi. Der findes tests, som kan udfgres in vitro, men
med en enkelt undtagelse har ingen af dem opnaet status som
et klinisk alternativ til lappetesten. In vitro testene er baseret
pa, at patienter med kontaktallergi alle har aktiverede allergen-
specifikke T-celler i blodet. Disse specifikke T-celler kan, i
modsaxtning til ikke-sensibiliserede T-celler, stimuleres med
allergenet in vitro, hvorved de deler sig eller udskiller cytokiner
af betydning for det kontaktallergiske respons. Begge dele kan
bruges som et mal for patientens overfglsomhed.
Lymfocyt-proliferations-test (LTT) har opnaet en vis grad af
udbredelse og er det eneste in vitro assay, som er standard ved
diagnosticering af en specifik kontaktallergi, nemlig kronisk
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Tabel 5.5. Allergener i den
Europaeiske Standardserie
til anvendelse i lappetest.

Vehikler: pet = vaseline; aq = vand
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beryllium-sensibilisering af luftvejene. Princippet i LTT er, at
lymfocytter isoleres fra en blodpreve, hvorefter de inkuberes
med eller uden allergenet. Efter inkubationsperiodens ophgr
males, hvor meget cellerne har delt sig, hvilket normalt gores
ved at male inkorporeringen af tritium-maerket thymidin i cel-
lernes arvemateriale.

Andre in vitro tests er migration inhibition test, hvor lymfo-
cytters frigivelse af “migration inhibition factors” bruges til at
vurdere patientens overfelsomhed, og leucoyte procoagulant
activity assay, som er baseret pa, at fibrinudfaeldelse (et trin i
blodkoagulation) er et konsistent traek ved kontaktallergi.
Procoagulant-aktiviteten males ved forskellen i koaguleringstid
af plasma inkuberet med celler med og uden allergenet.

Den vasentligste ulempe ved de naevnte in vitro tests er
manglen pa standardisering, fx mht isolering af cellerne, maden
hvorpa cellerne stimuleres med allergenet og mht diagnostiske
kriterier. Sammenligninger mellem lappetest og LTT pa patien-
ter med kontaktallergi over for nikkel har vist, at LTT havde
hgj sensitivitet, men mindre god specificitet (dvs et relativt stort
antal falske positive). Samme konklusioner har man naet til for
patienter med hhv kontaktallergi over for guld og kviksglv.

Test for luftvejsallergi

I den kliniske diagnostik har to standardmetoder sarlig stor
udbredelse.

IgE-medieret allergi er kendetegnet ved, at patienten har
specifikke IgE-antistoffer mod allergenet. T en blodprgve males
koncentrationen af specifikt IgE-antistof mod en standardserie
af ekstrakter af de mest almindeligt forekommende allergener
(fx husstovmide, kat, hest, forskellige slags pollen, forskellige
slags skimmelsvampesporer mv). I disse malinger anvendes
hgjfelsomme immunkemiske teknikker (fx Radio Allergo
Sorbent Test - RAST). Nogle undersggelser har inddraget
maling af specifikt IgE-antistof i forseg pa at identificere nye
allergener fx i arbejdsmiljeet. Sadanne undersogelser har givet
vaerdifuld viden om, hvorvidt nye allergener i arbejdsmiljoet
har fort til sensibilisering af en del af arbejderne. Det skal dog
bemarkes, at resultatet af sadanne tests i hoj grad er athaengigt
af kvaliteten af det allergenekstrakt, der anvendes. Ofte vil brug
af et darligt allergenekstrakt fore til, at der ikke kan pavises
specifikke IgE-antistoffer.

Det er ikke altid muligt at pavise specifikke IgE-antistoffer i
blodet hos personer med symptomer pa IgE-medieret allergi.
En mulighed kan vare, at IgE-antistofferne helt overvejende
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findes lokalt i vaevet bundet til mastcellernes overflade. Hud-
priktest anvendes derfor rutinemzessigt. Ved hud-priktest legges
en lille prove af allergenekstrakt ind i huden. Hvis personen er
sensibiliseret, vil der lokalt i huden udlgses et T-h2 respons,
saledes at der inden for den ferste time opstar en insektstiklig-
nende reaktion med gdem, redme og klge.

Disse to standardmetoder til screening for allergi giver ikke
information om, hvordan personen vil reagere over for allerge-
nerne ved inhalation. T enkelte undersggelser har man derfor
ogsa udfert inhalationsforsgg (lungeprovokation) pa menne-
sker, hvor allergiske reaktioner pavises med lungefunktions-
malinger og ved at undersgge, om sensitiviteten over for meta-
cholin er steget. Disse undersggelser har givet vigtig viden om
dosis-effekt sammenhaenge ved udlgsning af allergisk astma fx
blandt bagere, der er allergiske over for a-amylase i mel.

Testmetoder for allergener

Pa allergiomradet er formalet med metoder til farevurdering
primeert at fastsla, om et kemisk stof eller produkt kan virke
som et allergen. Udgangspunktet er, at hvis et kemisk stof/pro-
dukt kan give en specifik allergireaktion i testmetoden, sa er
der ogsa en potentiel risiko for, at det vil kunne virke som et
allergen hos mennesker. Med disse metoder tilstraebes at opna
den sterkest mulige allergireaktion, men samtidig skal det vacre
muligt at ekstrapolere fra resultaterne i testmetoden til allergi-
risiko hos mennesker.

In vitro modeller

De standardmetoder, der anbefales af fx OECD, er alle baseret
pa test i forsegsdyr. Disse metoder er imidlertid ganske kostbare
og i nogle sammenhaenge ogsa etisk problematiske. Der er der-
for stor interesse for at fa udviklet mere simple in vitro scree-
ningsmetoder, hvor testen udferes pa isolerede celler. Det skal
fremhaeves, at der endnu ikke er udviklet generelt accepterede
in vitro testmetoder, der kan erstatte tests i forspgsdyr.

Testmetoder for kemiske stoffers proinflammatoriske
(betcendelsesskabende) potentiale

Meget tyder nu p4, at en uspecifik, lokal stimulering af immun-
systemet til produktion af proinflammatoriske cytokiner, der
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mobiliserer og klargor de centrale celler i immunsystemet, kan
have stor betydning for senere udvikling af en specifik allergi.
Det foregaende kapitel om immuntoksikologi gennemgar flere
vigtige in vitro metoder til at teste kemiske stoffer for uspecifik-
ke, immuntoksiske egenskaber (fx irritation eller celledrab).

Pa hudomradet skal iseer fremhaeves test pa keratinocytter
(overhudsceller). Keratinocytter udger et sammenhaengende net-
vaerk af celler i huden, og et indtreengende kemisk stof kan ikke
undga at komme i kontakt med en keratinocyt. Adskillige studier
har vist, at aktivering af keratinocytter har stor betydning ved
udvikling af irritativt og allergisk kontakteksem.

Keratinocytter er lette at dyrke og udger derfor et attraktivt test-
system til at screene kemiske stoffer for deres potentiale til at
pavirke hudens immunsystem. Maling af de proinflammatoriske
cytokiner IL-6 og TNF-a efter stimulation med et kemisk teststof
tages som udtryk for, at teststoffet kan stimulere immunsystemet
uspecifikt. Hvis keratinocytterne derimod producerer interferon-y,
kan det tages som udtryk for, at teststoffet kan forskyde immun-
systemet i retning af allergisk kontakteksem (T-h1 respons).

Tilsvarende test for uspecifik effekt pa immunsystemet i lun-
gerne kan udferes pa isolerede lungeepitelceller, hvor cellelinien
A549 er den foretrukne. Denne cellelinie kan producere det pro-
inflammatoriske cytokin IL-8, men cellelinien danner ikke cytoki-
ner, der i sig selv kan forskyde immunsystemets balance i ret-
ning af T-h1 eller T-h2 respons.

Testmetoder for allergifremkaldende egenskaber af
kemiske stoffer

Disse in vitro metoder til test for allergifremkaldende egenskaber
er alle baseret pa en specifik stimulation af centrale celler i
immunsystemet, fx antigen-praesenterende celler, saledes at de
frigor cytokiner og overfladeproteiner, der forskyder immunsy-
stemets balance i retning af et T-h1 respons (cellemedieret aller-
gi, fx kontaktallergi), eller et T-h2 respons (IgE-medieret allergi,
fx naeldefeber, hofeber, allergisk astma).

Et problem ved disse tests er, at det ofte ikke er muligt at
dyrke de relevante antigen-praesenterende celler in vitro gennem
leengere tid. En lpsning har veeret at anvende udvalgte kraeftcel-
lelinier (myoloma-celler), der er isoleret fra patienter med lymfe-
kraeft. Sadanne celler er ofte lettere at dyrke, og mange cellelini-
er har bevaret udtalte ligheder med antigen-praesenterende cel-
ler, bl.a. evnen til at producere en raekke forskellige cytokiner. T
undersogelser af luftvejsallergener er den makrofaglignende cel-
lelinie U937 ofte anvendt. Ved test af et kemisk teststof vil det
producerede mgnster af cytokiner vaere et mal for, om stoffet
potentielt er et kontaktallergen (der dannes INF-y typisk for et
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T-h1 respons) eller et luftvejsallergen (der dannes IL-4, IL-5 og
IL-10 typisk for et T-h2 respons). Andre cellelinier vil have stgrre
lighed med antigen-praesenterende celler i huden (Langerhans
celler) eller i tarmvaeggen.

Dyremodeller

Den videnskabelige litteratur giver eksempler pa et stort antal
forskellige dyremodeller til test af allergener eller til undersogel-
ser af basale mekanismer i udvikling af allergi. Dette afsnit vil
isaer have fokus pa de modeller, der anbefales af OECD eller af
anden autoritativ myndighed.

Dyremodeller til test for kontaktallergener
Standardiserede, generelt accepterede dyremodeller til test af
kontaktallergener har laenge vaeret tilgeengelige, og en intensiv
brug af sidanne modeller har ydet et vaesentligt bidrag til, at
listen over anerkendte kontaktallergener i dag omfatter mere end
3.700 kemiske stoffer og produkter.

Siden Draize test (for hudirritation) oprindeligt blev introduce-
ret, har marsvin veeret det foretrukne forsggsdyr i disse modeller.
I Draize test injiceres teststoffet i huden pa marsvin gentagne
gange for at inducere en sensibilisering og senere udlgsning af
en allergisk reaktion i huden. Det storste problem ved testen er,
at det ofte kun er en mindre andel af dyrene, der bliver sensibi-
liserede. Testen kraever derfor mange dyr og megen tid for at
give et palideligt resultat. Mange senere modifikationer af Draize
test har alle haft til formal at have testens folsomhed, isar ved
at haeve sensibiliseringsraten.

Den mest anerkendte og udbredte model i dag er “Guinea Pig
Maximization Test” (GPMT), hvor sensibilisering opnas ved at
injicere teststoffet i huden sammen med Freunds komplette adju-
vans. Allergiske reaktioner i huden udlgses ved en lukket lappe-
test, hvor teststoffet paferes hudoverfladen. Den anvendte kon-
centration af teststof valges, sa den ligger lidt under den kon-
centration, der kan give hudirritation. Ved maksimering (“maxi-
mization”) forstas altsa, at der forst gennemfores et forseg, hvor
teerskelkoncentrationen for hudirritation bestemmes. Den
praediktive vaerdi af GPMT er blevet vist i mange sammenhaenge.
Det er generelt accepteret, at et stof, der virker som et kontaktal-
lergen i GPMT, ogsa vil vaere et potentielt kontaktallergen hos
mennesker. Det skal dog bemaerkes, at GPMT ikke altid kan
anvendes til en potensvurdering af forskellige kontaktallergener.
Et steerkt kontaktallergen i GPMT vil ikke ngdvendigvis vaere et
staerkt allergen hos mennesker.
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Inden for det sidste arti er Kimbers lokale lymfeknudetest i
mus blevet valideret i meget omfattende studier, og denne test
anbefales nu i OECD Test Guideline 406 til preediktiv, preelimi-
neer screening af kontaktallergener. Testen tager udgangspunkt i
de mekanismer, der i dag menes at kunne forklare udvikling af
kontaktallergi. Hvis et kontaktallergen pafgres huden, vil det
lokalt optages af antigen-praesenterende Langerhans celler, der
vil vandre til de draenende lymfeknuder og her aktivere T-celler,
sa der opstar en klon af antigen-specifikke T-memory celler. T
testen paferes teststoffet pa huden. Herefter aflives musen, og de
lokale lymfeknuder tages ud. Deling af celler i lymfeknuden
(klonal aktivering) males med hgjfglsomme teknikker. Metoden
menes effektivt at kunne skelne mellem hudirriterende og kon-
taktallergene stoffer.

Dyremodeller for luftvejsallergi
I modsxtning til dyremodeller for kontaktallergi har der ikke
vaeret international konsensus om, hvilke dyremodeller der er
mest valide til screening og farevurdering af luftvejsallergener.
Som folge heraf er listen over kendte luftvejsallergener kort sam-
menlignet med listen over kontaktallergener. Hvilket dog ogsa
kan tilskrives, at der ikke er udfert rutinemaessig lungeprovokati-
onstest for luftvejsallergi i samme omfang, som det er tilfaeldet
for kontaktallergi (Iappetestning).

Den videnskabelige litteratur indeholder et stort antal forskelli-
ge forslag til modeller, der adskiller sig ved

¢ valg af forsegsdyr (marsvin, mus og rotter anvendes mest)

¢ valg af eksponeringsrute ved sensibilisering og udlgsning af
allergiske reaktioner, fx injektion i eller under huden, injekti-
on i luftreret (tracheal instillation) eller inhalation af en aero-
sol af allergen

¢ brug af adjuvans til at forstaerke sensibiliseringen.

I praksis kan man skelne mellem to typer af dyremodeller:

Dyremodeller for sensibilisering

Dannelse af specifikke IgE-antistoffer mod allergenet og aktive-
ring af mastceller og/eller basofile granulocytter er centrale
mekanismer i allergisk astma (og andre IgE-medierede allergire-
aktioner), og det centrale element i disse dyremodeller er den
specifikke produktion af IgE-antistoffer mod allergenet. T starten
af 70’erne blev det vist, at specifik IgE-produktion kan induceres
hos mus og rotter, hvis allergenet i lav koncentration (ca 1 pg)
injiceres under huden sammen med aluminiumhydroxid, der
anvendes som adjuvans. Det specifikke IgE-respons forstaerkes
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ved 10-14 dage senere at gentage injektionen af allergen i lav
dosis (ca 0,1 ng). Denne lavdosis-sensibiliseringsmetode i mus
anbefales som standardmetode af det japanske sundhedsministe-
rium. Efter sensibilisering aflives musene, og de dannede speci-
fikke IgE-antistoffer males i serum enten vha immunkemiske tek-
nikker eller vha en hudtest i rotter (passiv kutan anafylaksitest),
der vides at vaere specifik for IgE fra mus. I farevurdering af
allergener gar man ud fra, at hvis et kemisk stof kan fore til dan-
nelse af specifikke IgE-antistoffer ved lavdosis-sensibilisering i
mus, sa vil stoffet ogsa vaere et potentielt allergen for menne-
sker.

En svaghed ved modellen er, at den ikke giver mulighed for
en potensvurdering i forhold til de eksponeringsveje, der er rele-
vante for udvikling af allergi hos mennesker. Modellen giver
saledes ikke information om, hvordan og med hvilken styrke det
testede allergen hos mennesker vil indga i allergireaktioner i
mave-tarmsystemet (levnedsmiddelallergi), IgE-medierede reakti-
oner i huden (naxldefeber) eller reaktioner i slimhinder i gvre
luftveje (hofeber) og nedre luftveje (allergisk astma). Modellen
har saledes overvejende vaerdi som en kvalitativ screeningsmeto-
de.

Dyremodeller for udlosning af astma

Efter sensibilisering vil marsvin normalt reagere med en meget
kraftig sammentrackning af bronkierne, nar allergenet inhaleres. I
modsatning hertil er det ofte svaert at udlgse sterke luftvejsreak-
tioner i mus og rotter, der mere har tendens til at reagere syste-
misk, fx med sammentraekning af blodkar overalt i kroppen.
Dette er baggrunden for, at marsvin traditionelt har vaeret det
foretrukne forsggsdyr i undersogelser af, om et kemisk stof/pro-
dukt ved inhalation kan udlgse astmalignende reaktioner.

Inden for de senere ar har der vaeret stigende opmaerksomhed
pa at kunne male inflammation (betaendelsesreaktioner) i lunger-
ne (bronkierne), fordi disse reaktioner som nzevnt tidligere er
karakteristiske for astma. Mus er mht maling af de relevante sig-
nalstoffer (cytokiner) og overfladeproteiner pa immunsystemets
celler langt bedre karakteriseret end marsvin, og de meget store
ligheder mellem mus og mennesker er nu serdeles veldokumen-
terede. Endvidere har den teknologiske udvikling i udstyr til lun-
gefunktionsmaling og i avancerede computerprogrammer til
kompliceret databehandling fort til, at det nu er muligt at skelne
mellem forskellige typer af reaktioner i gvre og nedre luftveje
hos mus. Der er derfor en tendens til, at inhalationsmodeller
baseret pa mus vinder stadig sterre international tilslutning.
Disse moderne dyremodeller abner mulighed for bade at sensibi-
lisere og udlgse astmareaktioner ved inhalation af allergener, og
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det er endvidere muligt at skelne mellem, om reaktionerne er
allergisk eller toksisk betingede. Der er forventning om, at
inhalationsmodeller pa mus i fremtiden vil give vigtig viden om
forskellige luftvejsallergeners styrke og virkemade.

Struktur-aktivitetsmodeller for kemiske stoffers allergi-
fremkaldende egenskaber

Der findes i dag omkring 3.000 kemiske stoffer, der med sikker-
hed ud fra dyreeksperimentelle undersggelser samt ud fra klini-
ske erfaringer kan klassificeres som kontaktallergener. Dette
store antal stoffer har muliggjort udvikling af struktur-aktivitets-
modeller for kontaktallergener, og man er nu sa langt inden for
dette omrade, at struktur-aktivitetsmodellerne med rimelig sik-
kerhed kan forudse kontaktallergene egenskaber for nogle grup-
per af stoffer.

I modsatning hertil kan der i dag kun klassificeres omkring
250 kemiske stoffer, der kan give IgE-medieret allergi. Udvikling
af struktur-aktivitetsmodeller pa dette omrade er derfor stadig i
den indledende fase, og der vil sikkert ga en arraekke, for pali-
delige modeller er udviklet.

Kriterier for allergi

Identifikation af stoffer, der kan forarsage hud- og luftvejsallergi,
er et vigtigt led i forebyggelsen af allergi. Kriterier for en sadan
“Hazard identification” er etableret i EU-regi, som i Danmark
udmentes i Miljostyrelsens (MST) bekendtgorelser.

Allergene stoffer eller produkter klassificeres med faresymbolet
Xn (sundhedsskadeligt) og risikosaetning “R42 - Kan give over-
folsomhed ved indanding” eller faresymbolet Xi (lokalirriterende)
og risikosaetningen “R43 - Kan give overfplsomhed ved kontakt
med huden”.

Luftsvejsallergener klassificeres med R42 “Kan give overfolsom-
hed ved indanding”, hvis der er evidens for, at stofferne eller
produkterne kan forarsage specifik overfolsomhed ved indand-
ing, eller pa grundlag af positive resultater i dyreforspg.
Endvidere klassificeres isocyanater, medmindre der er evidens
for, at stoffet ikke forarsager overfglsomhed ved indanding.

Tilsvarende klassificeres hudallergener med R43 “Kan give
overfglsomhed ved kontakt med huden”, hvis praktiske erfarin-
ger viser, at stofferne og produkterne forarsager overfglsomhed
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hos et betydeligt antal personer ved hudkontakt, eller pa grund-
lag af positive resultater i dyreforsgg.

En ekspertgruppe under WHO har udarbejdet en konsensus-
rapport med kriterier for identifikation og klassificering af bety-
dende kontaktallergener og stoffer, der forarsager specifik over-
folsomhed i luftvejene. Disse kriterier anvender en systematik
svarende til IARC’s kriterier for kraeftfremkaldende stoffer. Bade
hudallergener og stoffer, der kan forarsage specifik overfolsom-
hed i luftvejene, inddeles i fire klasser. Klassificeringen sker pa
basis af de oplysninger, der foreligger om stoffet (evidens). Der
kan anvendes human evidens, evidens fra dyr og anden evidens.
Afhaengigt af, om den foreliggende evidens er tilstrackkelig, be-
graenset eller utilstraekkelig, klassificeres stofferne som anfort i
tabel 5.6.

Klasse | Betydende kontaktallergen  Forarsager specifik overfelsomhed i
luftvejene
Klasse |l Sandsynligvis et betydende Forarsager sandsynligvis specifik
kontaktallergen overfalsomhed i luftvejene
Klasse Il Kan ikke klassificeres Kan ikke klassificeres
Klasse IV lkke et betydende Forarsager ikke specifik overfelsom-
kontaktallergen hed i luftvejene

Allergilister

Kriterier for allergener kan danne basis for at udarbejde lister
over allergener. De kriterier for allergener, der i praksis finder
anvendelse i dag, er EU-kriterierne, som er grundlaget for listen
over farlige stoffer (MST/EU), hvor en raekke stoffer er optaget
som luftvejsallergener (R42) eller hudallergener (R43). Der er
dog tale om “minimumslister”; dels pga det indbyggede krav om
vaesentlighed (forarsager overfolsomhed hos et betydeligt antal
personer), og dels fordi det kraever forhandling i EU, for et stof
optages pa listen med R42 og/eller R43.

Stoflister baseret pa klassificering medR42 eller R43 har vaeret
anvendt som “allergiliste”, fx i forbindelse med Arbejdstilsynets
indsats i 1991 og 92 over for stoffer og materialer, der kan give
allergi eller irritation af hud og luftveje. I underspgelser med
fokus pa KRAN-stoffer (kraft, reproduktionsskader, allergi og
nerveskader) er det oftest stoffer klassificeret med R42 og/eller
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Tabel 5.6. WHO-kriterier
for identifikation og klassi-
ficering af betydende
kontaktallergener og stof-
fer, der forarsager specifik
overfolsomhed i luftvejene.
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R43, der indgar som allergener.

Ved anvendelse af lister over allergener er det vaesentlig at
kende kriterier samt det datagrundlag, der ligger bag optagelse
af stoffer pa listen. Hvis der ikke er tale om veldefinerede kriteri-
er, ma der som minimum stilles krav om litteraturhenvisninger,
sa baggrundsdata kan vurderes.

Vigtigste allergener generelt og arbejds-
miljgrelevante allergener

Ved gennemgang af den videnskabelige litteratur kan der findes
flere tusinde stoffer, som kan forarsage kontaktallergi, og hun-
dredvis af stoffer, som kan forarsage luftvejsallergi. I praksis er
det dog et noget mindre antal stoffer, der forarsager de fleste
tilfzelde af allergi.

Vigtige kontaktallergener

De fleste kontaktallergier forarsages af en gruppe pa omkring
100 stoffer, hvoraf de hyppigste tilhgrer stofgrupperne metaller,
konserveringsmidler, parfumestoffer, gummikemikalier, leegemid-
ler, planter samt epoxy og akrylater. De kontaktallergener, der
hyppigst forarsager kontaktallergi hos eksempatienter, indgar i
den Europzxeiske Standardserie, som hudlaeger pa dermatologiske
afdelinger anvender ved lappetestning, se tabel 5.5.

Vasentlige kontaktallergener i relation til erhvervsmaessig
udsettelse er listet i tabel 5.7. De vigtigste stoffer og produktty-
per i forbindelse med erhvervsbetingede kontaktallergier er
metaller, resiner, kole-smgremidler, kosmetik, hudplejemidler og
leegemidler.

Vasentlige luftvejsallergener

Som neevnt tidligere giver Basisbog i arbejdsmedicin (bind IIT)
en detaljeret liste over de vasentligste luftvejsallergener i forhold
til arbejdsmiljget i Danmark. Nogle af de mest fremtreedende
grupper af allergener er tillige naevnt i tabel 5.4.

Som det fremgar af tabel 5.4, kan arbejdsbetinget luftvejsallergi
forarsages af lavmolekylaere stoffer, der fungerer som et hapten.
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Akrylater Lim; dentalprodukter; knoglecement; UV-heerdende lakker
Aminer Heerdere til epoxy

Chromat Leeder; pigmenter; farvestoffer; cement

Epoxy resiner Lim; maling; elektrisk isolering

Formaldehyd Desinfektionsmidler; konserveringsmidler; laboratoriekemi-

kalier; formaldehydresiner
Formaldehydresiner Lim; maling; lak; impraegnerede tekstiler og papir; trykfarver

Formaldehydfrigivende  Konserveringsmidler; kele-smeremidler; maling; lim
stoffer

Gummikemikalier Gummihandsker; gummislanger, etc

Isocyanater Lim; maling; udfyldningsmidler; polyurethanskum
Kobolt Maling; lak

Kolofonium Lim; dentalprodukter; papir; loddemidler, etc

Konserveringsmidler ~ Vandbaserede produkter: kele-smaremidler; maling; lim;
rengeringsmidler; kosmetik; polermidler; hudplejemidler;
procesvand, etc

Lesgemidler Sundhedssektoren, dyrleeger

Nikkel Menter; forniklede genstande; kontamineret olie, etc
Paraphenylendiamin ~ Hérfarver

Plastik/resiner Lim; maling; udfyldningsmidler; emballage, etc

Det skal bemaerkes, at den allergiske reaktion over for lavmole-
kyleere stoffer ikke altid er IgE-medieret. Saledes spiller IgE
ingen rolle i allergireaktioner over for isocyanater, mens luft-
vejsallergi over for platinsalte er IgE-medieret. Ved allergitest
(eller diagnose af allergi) af lavmolekylaere stoffer er det derfor
ikke tilstraekkeligt at male dannelse af specifikke IgE-antistoffer.

Den danske graensevaerdi for platinsalte er 2 pg/m3. Ved
denne vaerdi forekommer sensibilisering og udlgsning af astma-
reaktioner hos mange af de eksponerede personer. Grensen for
sensibilisering ligger maske sa lavt som 0,1 pwg/m3.

Stoflister baseret pa klassificering med R42 og/eller R43 har
vaeret anvendt som “allergiliste”, fx i forbindelse med
Arbejdstilsynets indsats i 1991 og 1992 over for stoffer og materi-
aler, der kan give udlesning af astmareaktioner hos mange af de
eksponerede personer.

De hgjmolekylare luftvejsallergener er typisk proteiner, og
mekanismen ved allergisk astma er altid IgE-medieret. Potentielt
kan allergisk astma opsta i alle arbejdsmiljoer, hvor der forekom-
mer en vasentlig udsattelse for proteinallergener.
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Tabel 5.7. Vaesentlige kon-
taktallergener i relation til
erhvervsmaessig udsattelse.
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Forebyggelse

Ved forebyggelse af erhvervsbetingede allergiske lidelser skelnes
mellem primaer og sekundaer forebyggelse. Primaer forebyggelse
saxtter ind over for udviklingen af allergi (sensibilisering), hvor
sekundaer forebyggelse drejer sig om at undga, at personer, der
har udviklet en allergi, far allergiske symptomer. T begge tilfeelde
er viden om udsattelse for allergener et vigtigt led i indsatsen,
som grundlaeggende gar ud pa at undga udsaxttelse i en form og
intensitet, der kan forarsage ny sensibilisering, eller undga/redu-
cere fortsat udsaettelse, der kan fremprovokere allergiske symp-
tomer hos sensibiliserede personer.

Hvilken fremgangsmade der er hensigtsmaessig ved regulering
af udsaxettelsen, athaenger af, hvilke allergener der er tale om
samt deres forekomst i miljget. Hyppigt forekommende stoffer,
med udbredt anvendelse i arbejdsmiljget og hos forbrugerne,
bor reguleres via lovgivningen enten i form af koncentrations-
begraensninger eller ved krav om substitution. Stoffer, der anven-
des mere afgraenset (fx i fa, veldefinerede arbejdsprocesser), kan
kontrolleres ved indkapsling, ventilation, uddannelse af de ansat-
te eller ved anvendelse af personlige beskyttelsesmidler (hand-
sker, andedraetsveern etc).

Primeer forebyggelse

Et vigtigt led i den primaere forebyggelse er regulering af udsaet-
telse for allergener. Fx har der siden starten af 1980’erne vacret
krav om begraensning af indholdet af vandoplgseligt chromat i
cement samt maerkning med den tidsperiode, hvor chromatre-
duktionen er effektiv. Denne regulering har bevirket, at hyppig-
heden af chromat-kontaktallergi forarsaget af cement er faldet
vaesentligt.

Nikkel, som forekommer meget udbredt, giver meget hyppigt
anledning til allergi, nar huden kommer i kontakt med genstan-
de, der afgiver nikkel. T starten af 1990’erne blev der indfort en
begraensning af nikkelafgivelsen fra genstande beregnet til hud-
kontakt. Denne regulering, der dog ikke gaelder i arbejdsmiljoet,
er senere indfort i EU-regi.

Erhvervsmaessig anvendelse af epoxyharpikser og isocyanater
er underlagt en raekke restriktioner. Hensigten med disse er at
undga stofferne, hvis de kan erstattes af mindre farlige stoffer,
eller uddanne de personer, der arbejder med stofferne, og der-
med undga, at anvendelsen forer til udvikling af allergi.

Den baggrundsviden, der skal til for at ivaerksaette reguleringer
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af allergener, stammer ofte fra grundig udredning af en raekke
enkelte cases eller ophobninger af cases. Fra kontaktallergi er
der eksempler pa, at en sadan udredning har vist, at det egentli-
ge allergen ikke var det oprindeligt misteenkte stof, men folge-
stoffer eller omdannelsesprodukter fra en uhensigtsmaessig pro-
duktionsmetode eller efterbehandling af de feerdige produkter. T
sadanne tilfelde er problemerne blevet lgst ved at sendre pro-
duktionspraksis.

Der findes i dag greensevaerdier for den erhvervsmaessige
udsettelse for nogle af de vigtigste lavmolekylaere luftvejsallerge-
ner, fx isocyanater, syreanhydrider og platinsalte (se tabel 5.4).
For proteinallergener findes der generelt ikke egentlige graense-
vaerdier. En undtagelse er subtilisin (et proteinnedbrydende
enzym, der bl.a. anvendes i vaskepulver), der har en fastlagt
dansk loftveerdi pa 60 ng/m3, der ikke ma overskrides selv kort-
varigt. Ved arbejde med forsegsdyr har opmaerksomheden isaer
vaeret rettet mod meget staerke allergener, der findes i urin fra
rotter. Her spger man ved anvendelse af effektiv ventilation og
brug af personlige vaernemidler at reducere eksponeringen mest
muligt. Endvidere sikrer slusesystemer i kombination med toj-
skift, at lokaler uden for forsggsdyrsfaciliteterne ikke forurenes
med allergener.

Sekundzr forebyggelse

En del af de metoder, der indgar i den primaere forebyggelse,
har ogsa effekt i den sekundaere forebyggelse.

I den kliniske udredning af allergisk kontakteksem er det af
afgorende betydning at kunne valge de relevante teststoffer til
lappetestning ud fra en vurdering af patienternes udsattelse i
forbindelse med erhverv, hobbies etc. Efterfplgende er det lige
sa vigtigt at kunne tolke relevansen af de positive reaktioner.
Der skelnes mellem aktuelle, tidligere eller irrelevante lappetest-
reaktioner.

Eksponeringsoplysninger er af fundamental betydning - bade
at finde den primaere kilde til udsaettelse og fortolkning af rele-
vansen. Hertil kommer forebyggelse af fortsat eksponering, dels
fra den oprindelige kilde og dels fra alternative kilder. Fx fore-
kommer de samme kontaktallergener ofte som konserverings-
midler i bade renggringsmidler og i hudplejemidler, og ofte skal
forebyggelse samtidig rettes mod at undga udsettelse pa arbej-
det og i privatlivet.

Proteinallergener som fx rat nl allergen fra rotters urin, subti-
lisin og a-amylase er sa steerke allergener, at det ofte ikke i prak-
sis er muligt at reducere udsattelse i arbejdsmiljeet til et niveau,
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der ikke kan udlgse allergiske astmasymptomer hos sensibilisere-
de personer. Personer, der udvikler allergi mod sadanne staerke
allergener, vil derfor ofte vaere ngdt til at forlade erhvervet.

Relevant lovgivning

Maerkning af kemiske produkter reguleres af Miljostyrelsens
bekendtgorelser, som er baseret pa EU-regler. Produkter, der
indeholder allergener i koncentrationer over 1% (10.000 ppm),
skal deklareres og maerkes: for kontaktallergener med symbolet
lokalirriterende (Xi) og risikosaetning R43 “Kan give overfglsom-
hed ved kontakt med huden”; for luftsvejsallergener med symbo-
let sundhedsskadeligt (Xn) og risikosaetning R42 “Kan give over-
folsomhed ved indanding”.

Derudover skal det bemaerkes, at Arbejdstilsynet stiller krav om
brugsanvisninger for produkter, der er faremaerket, jf MST’s regler.
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Neurotoksikologi

Neurotoksikologi er en relativt ung gren inden for toksikologi-
en, der beskeftiger sig med stoffer, som har skadelige effekter
pa menneskets nervesystem. Studier af disse stoffer kan fx have
til formal blot at identificere tilstedevarelsen af et stof som
arsag til forekomst af erhvervsmaessige lidelser, fx hexan som
arsag til udbrud af omfattende nervehenfald (polyneuropati)
blandt fodtgjsarbejdere. Det endelige mal for neurotoksikologi-
en er imidlertid, ideelt set, at fa bedre mulighed for at forebyg-
ge sygdom og lidelser forbundet med skader pa nervesystemet
og at kortlaegge mekanismerne bag de toksiske effekter for der-
igennem at opna sterre viden om nervesystemets funktion.

Inden for arbejdsmiljpforskningen fik neurotoksikologien en
central plads i begyndelsen af 80’erne i forbindelse med opda-
gelsen af de organiske oplesningsmidlers kroniske effekter pa
nervesystemet. En redefinering af livskvalitet, der inkluderer
mental sundhed og psykologiske faktorer i arbejdslivet, savel
som subkliniske tegn pa toksiske lidelser har betydet nye
udfordringer, og det har bevirket, at neurotoksikologi nu er en
etableret disciplin inden for arbejdsmiljoforskningen. Den
omfatter en beskrivelse af stoffers neurotoksiske potens og vir-
kemekanisme i modelsystemer og udvikling og anvendelse af
biokemiske, elektrofysiologiske og adfaerdsbaserede metoder til
beskrivelse af den neurotoksiske effekt ved stoffer, der fore-
kommer i arbejdsmiljpet. Desuden omfatter neurotoksikologi
anvendelsen af neurologiske undersggelser og psykometriske
tests i klinikken og i forbindelse med epidemiologiske under-
sogelser.

Alle dele af kroppen kan skades af toksiske stoffer, men ner-
vesystemet er meget ofte seerlig folsomt, som det beskrives
nedenfor. Mange stoffer kan forstyrre nervesystemets normale
aktivitet. Nogle giver effekter, som opstar nasten straks og
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varer i adskillige timer, fx alkohol eller dampe fra en beholder
med organiske oplesningsmidler. Andre effekter fremkommer
maske forst efter gentagen udsattelse for stofferne i uger eller
ar, fx regelmaessig indanding af n-hexan-dampe eller blystgv i
arbejdsmiljpet. Nogle stoffer kan fremkalde permanente skader
pa nervesystemet efter en enkelt dosering, fx visse organophos-
phatpesticider og metalforbindelser som trimethyltin. Neurotok-
siske stoffer bidrager antagelig desuden til udviklingen af visse
neurodegenerative og psykiatriske lidelser, det praecise omfang
af bidraget er imidlertid ukendt.

Nervesystemets struktur og funktion

Nervesystemet er et komplekst organ, der er udbredt til det
meste af kroppen. Centralnervesystemet (CNS) omfatter stor-
hjerne, lillehjerne, hjernestamme og rygmarv, der er grundigt
beskyttet af kraniets og hvirvelsgjlens knogler. Centralnerve-
systemet har et meget hgjt basalstofskifte og kraever saledes en
rigelig vafbrudt blodforsyning. Fra CNS lgber nerver ud til stort
set alle dele af kroppen. Disse nerver udger det perifere nerve-
system (PNS), der varetager transmissionen af elektriske signa-
ler til og fra kroppens gvrige organer, fx muskler, kirtler og
sanseorganer (fig. 6.1). Nervesystemet styrer utallige funktioner
i kroppen, bl.a. bevaegelser, tankevirksomhed, syn, hgrelse og
tale, savel som hjertefunktionen, respirationen samt andre fysi-
ologiske processer.

Cellernes opbygning og funktion

Nervesystemet er opbygget af mere end 10 mia celler. Der fin-
des to hovedtyper af celler i nervesystemet, neuroner og glia.
Neuroner har mange af de samme strukturer og funktioner som
andre celler. De har fx cellekerne og mitokondrier, samt prote-
insyntese og energistofskifte. Men neuroner er derudover speci-
aliseret til at generere og lede elektriske signaler, og selvom de
kan have meget forskelligt udseende, har de fire funktionelle
dele felles. Det er en input komponent, en integrerende del,
en impulsledende del, samt en output komponent. Et typisk
motorneuron (fig. 6.2) bestar af dendritter, der modtager signa-
ler fra andre neuroner, cellekroppen (soma), hvor signalerne
behandles, og nye impulser genereres, og nerveudlgberen (ak-
sonet), der sender nerveimpulser videre til andre celler. T de
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Lilehjerne

Figur 6.1. Menneskets ner-
vesystem. Nervesystemet
ses bagfra med angivelse af
de vigtigste strukturer: stor-
hjernen (cerebrum), lille-
hjernen (cerebellum),
rygmarven (medulla spina-
lis), den forleengede marv
(medulla oblongata), samt
de perifere nerver, der
modtager signaler fra san-
seceller og via centralner-
vesystemet sender dem
videre til muskler og kirt-
ler.

Rygmarv

Ryghvirve

Perifere
nerver

Figur 6.2. Et ‘standard’-neurons anatomi (A), cyto-
logi (B) og funktion (C). Anatomisk ses dendritter
som fine forgrenede udlgbere fra cellekroppen.
Aksonet med Schwanske celler og Ranvierske
indsnoringer samt den terminale del af aksonet
med kontaktpunkter (synapser). De cytologiske
strukturer omfatter bl.a. mitokondrier, cellekerne,
endoplasmatisk retikulum og det aksonale trans-
portsystems mikrotubuli samt transmitterholdige
vesikler i den praesynaptiske del af cellen.
Funktionelt varetager receptorer pa dendritterne
omsxtningen af kemiske pavirkninger til elektri-
ske synapsepotentialer. Cellekroppen integrerer
synapsepotentialerne fra dentritterne og initierer
aktionspotentialet, der fra den aksonale for-
hgjning sendes via aksonet til synapsen, hvor det
frigor kemiske transmitterstoffer.
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specialiserede endeknopper frigor de elektriske signaler kemiske
budbringerstoffer (transmittere), som kan stimulere andre neuro-
ners dendritter eller kirtler og muskelceller. Forbindelsen mellem
nerveceller, og mellem nerveceller og effektorceller, betegnes syn-
apse og omfatter den praesynaptiske del med transmitter-vesikler,
synapseklgften og den postsynaptiske del med receptorer for
transmitterne. Neuroner er udviklingsmaessigt hgjt specialiserede
celler og er normalt ikke i stand til at dele sig som andre celler i
kroppen, et forhold der gor nervesystemet serligt sarbart for bl.a.
toksiske pavirkninger.

Gliaceller er den anden store gruppe af celler, som findes i ner-
vesystemet (fig. 6.3). I modseatning til neuroner, der normalt ikke
kan dele sig, er gliaceller i stand til at regenerere ved celledeling.
Derimod deltager de ikke direkte i nerveimpuls-ledningen. Der er
mindst fem gange flere gliaceller end neuroner, og deres primaere
opgave er at forsyne og understgtte neuronerne. Der findes to
hovedtyper af gliaceller, makroglia og mikroglia. Makroglia omfat-
ter astrocytter, oligodendrocytter og Schwanske celler.

Astrocytterne varetager bl.a. vedligeholdelsen af den vaeske, der
bader neuronerne og er en integreret del af blod-hjerne barrieren,
som sikrer et konstant miljg for CNS og udelukker mange isaer
polare og ladede stoffer.

Oligodendrocytternes udlgbere omslutter i CNS neuronernes
aksoner med myelin, der er et fedtrigt materiale, som gger hastig-
heden og effektiviteten af nerveledningen. I PNS varetages denne
funktion af de Schwanske celler.

Mikroglia dannes fra makrofager. De fungerer som fagocytter og
spiller en betydningsfuld rolle som ‘skraldemaend’ i forbindelse
med skader pa nervesystemet og ved sygdom.

Mitokondrie Golgi apparat B Skematisk nerve

Keme l

Mikrotubuli

)

Mitokondrie

Vesikler . K ﬂ\

Praesynaptisk membran

Synapseklaft
Postsynaptisk membran
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/N

Nucleolus DE— klntegreret signal
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Oligodendrocytter

Oligodendrocyt
idenhvide  perineyral

substans oligodendrocyt

Akson

Oligoden-
drocyt

Akson

Figur 6.3. Hovedtyper af
gliaceller i nervesystemet.
Astrocyt og oligodendrocyt-
ter fra centralnervesystemet
og Schwansk celle fra det
perifere nervesystem.
(Modificeret fra: Principles
of Neural Science. Ed.

E.R. Kandel, J.H. Swartz &
T.M. Jessell).
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Schwansk celle Astrocyt
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Membranpotentialer og elektrisk ledning

Neuroner opretholder et elektrisk potentiale (membranpotentia-
le) i forhold til omgivelserne pa ca -90 mV. Membranpotentialet
opstar som folge af en aktiv energikreevende transport af ioner
over neuronmembranen. Denne transport varetages af et specia-
liseret enzym i cellemembranen, natrium-kalium-ATP-asen.
Energien kommer fra spaltning af ATP og bevirker, at natrium-
ioner (Na*) pumpes ud af cellen og kalium-ioner (K*) ind.
Transporten medferer en ulige fordeling af ioner over neuron-
membranen. Pa fig. 6.4 er fordelingen af de vigtigste ioner over
neuronmembranen angivet. Sammenholdes denne fordeling med
neuronmembranens permeabilitet for disse ioner (neuronmem-
branen er i hvile ca 10 gange mere permeabel for K* end for
Na*), kan hvilepotentialet bestemmes ved Nernst ligning. Nernst
ligningen beregner det potentiale, ‘ligevaegtspotentialet’ (E), der
kan modsvare en ulige fordeling af ioner over en permeabel
membran:

E = RT/F) X In(C,/C) @)
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120 mM Na*

2,5 mM K*
Na-K-ATP-ase

10 mM Na® 140 mM K*

1 mM Mg2* 0,12mM «
Mg=*

Ca-ATP-ase
1 mM Ca2+

Figur 0.4. Fordelingen af de vigtigste ioner over neuronmembranen. Natrium-
kalium-pumpen er et enzym der er indlejret i cellemembranen. Det virker som
en Na-K-ATP-ase, et enzym, der spalter ATP under tilstedevaerelse af Na+ og K+.
Det pumper herved, imod en betydelig koncentrationsgradient, Na+ ud af og K+
ind i cellen. Herved opstar de angivne ulige ionfordelinger. Reguleringen af den
meget lave intracellulzere Ca”*-koncentration er essentiel for en lang rackke pro-
cesser, hvor Ca®" virker som aktivator. Mange forskellige mekanismer er involve-
ret i reguleringen af Ca”", bl.a. en Ca-ATP-ase, men derudover er ogsa en Na-Ca-
udvekslingsmekanisme, mitkondrierne og det endoplasmatiske retikulum involve-
ret. Et sammenbrud af calciumreguleringen ses ofte under neurotoksiske forlgb.

hvor R = gaskonstanten, T = den absolutte temperatur, F =
Faradays tal, C, og C; er koncentrationen af den aktuelle ion pa
hver side af membranen.

Vagtes dette udtryk for E med permeabiliteten for natrium- og
kaliumionerne, fas folgende ligning for membranpotentialet:

Vm = (RT/F) X In((K,+bNa,)/(K;+bNa,)) 2

hvor Na, og Na; samt K, og K; er koncentrationen af natrium- og
kaliumioner ekstra- og intracellulaert, b = permeabilitets-forholdet
pNa/pK, ca 0,01 i hvile.

Det unikke ved neuroner er, at de kan generere og lede elek-
triske impulser, aktionspotentialer, over relativt store afstande
med hastigheder pa op til 100 msek. En lang reekke specialise-
rede proteiner, hvoraf nogle virker som ionkanaler, er indlejrede
i neuronernes cellemembraner. Permeabiliteten for disse ionka-
naler kan pavirkes af savel elektriske potentialer som af kemiske
stoffer, neurotransmittere. Aksonet er en lang tynd udlgber fra
resten af neuronet (fig. 6.2). Det kan betragtes som et langt
vaeskefyldt ror. Et sadant rer kan passivt lede elektrisk strom,

0,0001 mM Ca2* Aks.
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men ikke saerlig effektivt. En lille elektrisk impuls, som pafgres
neuronet, henfalder eksponentielt med afstanden og der hurtigt
ud (fig. 6.5). Hvis impulsen imidlertid er tilstreekkelig stor, over
taerskelvaerdien, aktiveres de potentialfplsomme natriumkanaler,
og gennem en positiv feedback mekanisme ¢gges membranens
permeabilitet for natriumioner eksplosivt. Permeabilitetsforholdet
pNa/pK aendres fra ca 0,01 til 10. Natriumioner strgmmer her-
ved ind i cellen, og membranpotentialet zendres pa under et
msek fra ca -90 mV til ca +20 mV. Natriumkanalerne er af en
sadan natur, at de uafthaengigt af potentialet over membranen
efter fi msek atter nar den oprindelige lave permeabilitet for
Na+. I fa msek efter en aktivering kan natriumkanalerne ikke
aktiveres pa ny (refraktaertiden). Samtidig med at membranpo-
tentialet stiger mod positive vaerdier, aktiveres en anden type
kanaler, de potentialfglsomme kaliumkanaler, og kaliumioner
strommer ud af cellen. Herved bliver membranpotentialet atter
negativt og undertiden mere negativt end under hvile, fordi
kaliumkanalerne er langsommere til at 2endre permeabilitet end
natriumkanalerne, saledes at forholdet py,/px umiddelbart efter
et aktionspotentiale er mindre end under hvile. Kaliumkana-
lerne lukker forst, nar membranpotentialet atter er neer hvile-
vaerdien. Forlgbet af V,,, pn, 08 px under et aktionspotentiale
er vist pa fig 6.6. Aktionspotentialet er normalt tilstrackkeligt til,
at det kan aktivere nye kanaler laengere fremme pa aksonet
ved den naeste Ranvierske indsnering, og herved udbreder
potentialeforlpbet sig springvist frem til synapsen (fig. 6.5).

Nar aktionspotentialet nar frem til den prasynaptiske mem-
bran, aktiveres en ny type kanaler i denne. Det er de potenti-
alfplsomme calciumkanaler, og herved strommer calciumioner
ind i cellen, hvor de aktiverer frigivelsen af vesikler med ind-
hold af neurotransmittere. I nervesystemet findes et begraenset
antal lavmolekylaere transmittersubstanser og mange neuroakti-
ve peptider, hvoraf flere vides at fungere som neurotransmitte-
re (se tabel 6.1).

De frigivne transmittermolekyler bindes til receptorer pa de
efterfolgende neuroners dendritter, og herved aktiveres recep-
torerne. Der findes en lang raekke transmittersensitive recepto-
rer, hvis aktivering kan have forskellige konsekvenser for neu-
ronet. Der kan vare tale om aktivering af ionkanaler, hvis
abning resulterer i et synapsepotentiale. Tonkanalerne kan vaere
exciterende, siledes at synapsepotentialet bringer membranpo-
tentialet mod teerskelveerdien, eller de kan vare inhiberende, sa
de fjerner membranpotentialet fra teerskelveerdien. Desuden fin-
des receptorer, som regulerer intracellulaere biokemiske proces-
ser. De centrale elektrofysiologiske processer under en synap-
setransmission er vist skematisk pa fig. 6.2.
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Figur 6.5. Potentialeforlgbet V, som funktion af afstanden fra et aktionspotentiale i et normalt akson (D) og i et
demyeliniseret akson (ID. Jo laengere fra stimuleringsstedet X, der registreres, des mindre er det potentiale, der
males. Henfaldet athaenger af forholdet mellem membranmodstanden R, og modstanden i cytoplasmaet R; og
ekstracelluleervaesken Ry N = R,/(R,*Ry). N er den leengde, over hvilken speendingen er faldet til 1/e (36,8%) af
den oprindelige vaerdi. Hvor der er en stor membranmodstand, fx hvor aksonet er isoleret med myelin, falder
potentialet langsommere.

Uden for de Ranvierske indsngringer, under myelinskederne, pa aksonet findes ingen Na-kanaler, sa for at et
aktionspotentiale kan udbredes i en myeliniseret nerve, skal det veere sa stort, at det fra én Ranviersk indsnering
kan depolarisere membranpotentialet til over tarskelveerdien i den folgende indsnoring (D).

En raekke toksiske stoffer fremkalder en demyelinisering af aksonerne, hvorved myelinskederne henfalder (ID.
Herved falder membranmodstanden og dermed tillige laengdekonstanten N. Det betyder, at aksonspotentialet blo-
keres, fordi det ikke laengere kan na at excitere de potentialfplsomme kanaler i den efterfolgende Ranvierske
indsngring.
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Figur 6.0. Forlpbet af V,, py, 0g px under et aktionspotentiale. Ey, og Ex angi-
ver ligevaegtspotentialerne for hhv natrium og kalium, dvs de potentialer, der teo-
retisk kan males, hvis membranen kun er permeabel for denne ene ion. Forlgbet
af V,, er resultatet af de varierende permeabiliteter for Na+ og K+, som sammen-
holdt med ligevaegtspotentialerne giver et membranpotentialeforlob som beskre-
vet af formel (1).




Neurotoksikologi

Stof Virkested og funktion*

y-Aminosmarsyre (GABA) Inhibition, i storhjernens bark

Glutaminsyre Excitatorisk virkning p& motorneuroner

Acetylcholin Excitatorisk virkning pa neuromuskuleer synapse

Dopamin Substantia nigra, hypothalamus

Serotonin Neuroner i hjerne og rygmarv

Noradrenalin Det autonome nervesystems sympatiske del

Bradykinin Aktivering af hudens smertereceptorer ved
veevsskader

Substans P Hjerne og sensoriske nerver, fremkalder
udvidelse af arterioler

Oxytocin Regulerer meelkefrigivelsen ved amning

\asopressin Regulerer nyrernes vandudskillelse

*) Her er tale om eksempler, en neurotransmitter kan findes i mange typer neuroner forskellige steder i nervesyste-
met og have forskellig effekt pa de efterfelgende celler; nogle neurotransmittere optreader desuden som hormoner,
der stimulerer kirtler og veev.

Et neuron kan modtage signaler fra mange (op til 1.000)
andre neuroner. I det modtagne neuron sker der en temporal
og spatial addition af de indkomne elektriske signaler. Et syn-
apsepotentiale tet pa den aksonale forhgjning, der virker som
triggeromrade, har saledes storre vaegt end et, der opstar i en
fijern dendrit. Og synapsepotentialer, der kommer samtidig, har
storre samlet veerdi end en serie, der er tidsmaessigt adskilt.
Desuden kan eventuelle biokemiske processer, der reguleres af
transmitterfolsomme receptorer, modificere de elektriske foran-
dringer. Det samlede resultat manifesterer sig i den hyppighed,
hvormed neuronet sender aktionspotentialer videre gennem
aksonet til andre neuroner.

Neuroner kan som nzevnt sta i forbindelse med mange hun-
drede andre neuroner, og hvert neuron vil saledes udggre en
avanceret regneenhed i et komplekst netvaerk. Savel potentiale-
og transmitterstyring som biokemiske sendringer af ionkanaler-
ne har betydning for de svar, der kommer fra et sadant net-
vaerk. Fig. 6.7 giver en simpel illustration af princippet bag et
neurons funktion som signalbehandlingsenhed - grundlaget for
al hjerneaktivitet.

De her beskrevne forhold omkring nervecellernes struktur og
funktion er ogsa arsagen til deres saerlige sarbarhed over for
toksiske pavirkninger. Opretholdelsen af iongradienter over cel-
lemembranen og den elektriske aktivitet er meget energikrae-
vende, og hjernen er derfor sarbar over for stoffer, der kan
bremse energiforsyningen et hvilket som helst sted i kaeden fra
indanding af luft, optagelse og transport af ilt i blodet til genere-
ring af energi i respirationskaeden.
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Tabel 6.1. Liste over neuro-
transmittere og neuroaktive
peptider.
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Figur 6.7. Nervecellen som
regneenhed. En nervecelle,
der modtager inhiberende
impulser fra celle 3 og
exciterende impulser fra
celle 1 og 2, afsender et
aktionspotentiale, nar
terskelvaerdien ved den
aksonale forhgjning (AF)
overskrides. Hvornar dette
sker, atheenger af de ind-
komne signalers hyppighed
og afstand fra AF. I tabel-
len er der angivet nogle
taeenkte kombinationsmulig-
heder.
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.

N Triggeromrade

e i

b
Output
Excitation 2 0
Excitation 1 +
Inhibition 3 0
Temporal summation 242 +
Temporal inhibition 3+1 0
Temporal inhibition 3 +1 1
Spatial summation 34242 0

Et andet trek ved nervecellerne er deres store overflade. De
mange udlgbere, dendritterne og aksonet med forskellige recep-
torer er oplagte mal for mange toksiske stoffer.

Syntesen af transmittere i aksonets terminaler er athaengig af
den aksonale transport, som er baseret pa et transportsystem,
der bestar af neurofibriller i hele aksonets laengde fra cellekrop-
pen til terminalerne. Dette system er ligeledes meget sarbart, og
mange stoffer kan skade det, sd nerveudlgberne henfalder.

Centralnervesystemet

Centralnervesystemet (CNS) omfatter som naevnt storhjerne, lille-
hjerne, hjernestamme og rygmarv. Disse strukturer er grundigt
beskyttet af kraniets og hvirvelsgjlens knogler. Hjernen ligger i
kraniets hulhed og er desuden beskyttet af hjernehinderne.
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Under fosterets udvikling ses tydeligt en tredeling af hjernen.
Det er forhjernen, som bliver til storhjernens bark og basale
ganglier, midthjernen, som bl.a. bliver til synshgjen (tectum),
hjernestilkene, den sorte substans (substantia nigra) og den rgde
kerne (nucleus ruber) samt baghjernen som bliver til lillehjernen
og hjernestammen. Storhjernen bestar af en gra substans, der lig-
ger som et lag pa hele hjernens overflade, og en hvid substans,
der udger det indre af storhjernen. Den gra substans indeholder
nervecellernes dendritter og cellekroppe. Den hvide substans
indeholder nerveaksonerne med de isolerende Schwanske celle-
skeder, der bestar af fedt og giver den hvide farve. Storhjernen
varetager funktioner som opfattelse af sanseindtryk, tankevirk-
somhed og overordnet styring af vores bevagelser. Lillehjernen
indeholder centret for balance, som modtager signaler fra lige-
vaegtsorganet i det indre gre og udsender impulser, der holder
kroppen i ligevaegt. Rygmarven gar fra hjernens bund gennem et
hul i nakkebenet. Det gverste stykke, den forlaengede marv,
indeholder centre, der autonomt regulerer vejrtrackning og hjer-
teslag. Fra rygmarven udgar en forreste (ventral) og en bagerste
(dorsal) nerverod.

Det perifere nervesystem

Det perifere nervesystem omfatter motoriske, sensoriske og auto-
nome neuroner. Funktionelt er greenserne i nervesystemet dog
anderledes flydende, idet de motoriske neuroner fx har deres
cellekroppe placeret i rygmarvens gra substans. Neurotoksikolo-
gisk set udgor det perifere nervesystem et system, der er speci-
fikt sarbart over for visse toksiske stoffer, men som samtidig er i
stand til at regenerere. Funktionelt starter de perifere nervebaner
med en sansecelle, fx de lysfolsomme celler, stavene og tappene
i nethinden, eller harcellerne i det indre gre, og ender ved et
organ, fx en muskel eller en kirtel. Patellarrefleksen er et klas-
sisk eksempel pa en funktionel nervebane i det perifere system.

Det autonome nervesystem

Det autonome nervesystem er for det meste ikke underlagt vil-
jens kontrol, men regulerer automatisk en raekke fysiologiske
processer, sasom den glatte muskulatur, hjertemusklen og Kkirtel-
funktioner. En kaede af ganglier, “graensestrengen”; pa hver side
af rygsejlen udgor den centrale del af det autonome nervesy-
stem. Graensestrengens ganglier styres fra centralnervesystemet
og sender nervebundeter til en lang rackke af kroppens organer.
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Nervebundterne sender signaler fra CNS, som regulerer organer-
nes funktion. Traditionelt skelner man mellem det sympatiske
system, hvis vigtigste transmitterstof er noradrenalin, og det para-
sympatiske system, der har acetylcholin som transmitterstof. Det
sympatiske system gar gennem graensestrengens ganglier, mens
det parasympatiske systems ganglier ligger taet pa de enkelte
organer. Funktionelt varetager det sympatiske system stimulering
af aktiviteten af de innerverede organer, mens det parasympati-
ske deemper aktiviteten.

Sanseorganerne 0g nervesystemet

Sansernes funktion er at oversette forskellige fysiske og kemiske
energiformer til elektriske potentialer. Den neurale del af sanse-
organerne omfatter fx nethindens stav- og tapceller, det indre
gres harceller, naeseslimhindens lugteceller, smagslggenes smags-
celler og hudens nerveender, der hver isxr er specialiseret til at
registrere forskellige folekvaliteter. Hver af disse neurale dele i
sanseorganerne er specialiseret til at reagere pa en specifik ener-
giform. Energien omsattes af sansecellen til et elektrisk signal,
sansepotentialet, der rummer oplysninger om den modtagne
energis art, karakter og intensitet. Signalerne videresendes til
specielle dele af CNS, hvor de analyseres narmere.

Nethinden

Omsxtningen af lys til nerveimpulser varetages af nethindens
sanseceller, der bestar af lysfolsomme nerveceller, stave og
tappe. I nethinden findes desuden bipolaere nerveceller, ganglie-
celler og amakrinceller (fig. 6.8). Et enkelt lyskvant kan danne et
sansepotentiale. Synspigmentet (rthodopsin i stavene) opfanger
fotonen, hvorved der frigores Ca®*, som mindsker membranens
gennemtraengelighed for Na®. Herved opstar et negativt sansepo-
tentiale, hvis storrelse er proportionalt med antallet af absorbere-
de fotoner. Sansepotentialet ledes via de bipolaere celler til gang-
liecellerne, hvor der dannes aktionspotentialer, som via synsner-
ven sendes til hjernen.

De andre lysfolsomme nerveceller, tappene, indeholder tre for-
skellige pigmenter med forskellig folsomhed for lysets bglge-
leengde, og herved muliggores farvesyn. I aktionspotentialernes
hyppighed og fordeling pa de enkelte nerveudlgbere ligger
informationer om synsindtrykkets intensitet, storrelse, farve, form
og bevaegelse. Udviklingsmaessigt er nethindens nerveceller en
del af hjernen og som sadan interessant i toksikologiske sam-
menhzenge, da pavirkninger af nervecellerne i retina relativt let
kan males med elektrofysiologiske metoder. Pa forspgsdyr som
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rotter er det fx muligt med kontaktlinseelektroder at registrere
elektroretinogrammer (ERG, fig. 6.12A), der i gvrigt har mange
lighedstraek med de ERG’er, der pa lignende made kan registre-
res hos mennesker. En rackke stoffer pavirker cellerne i nethin-
den og dermed forlgbet af ERG’et. Det drejer sig bl.a. om orga-
niske oplgsningsmidler, tungmetaller og visse laegemidler, se
tabel 6.2.

Det indre ore

Omsxtningen af lyd til nerveimpulser er knyttet til harcellerne i
sneglen (cochlea), hvor der findes en raekke indre harceller og
tre rackker ydre harceller (fig. 6.9A). Det er de indre harceller,
der omsaetter lydens mekaniske svingninger til nerveimpulser og
saledes i princippet fungerer som det indre gres mikrofon. De
ydre harceller har afgorende betydning for filtrering og forstaerk-
ning af lydsvingningerne til de indre harceller. Ved udsaxttelse
for stgj eller visse kemiske stoffer er det de ydre harceller, der
forst skades og forsvinder.

Figur 6.8. Nethindens for-
skellige celletyper. Lyset
skal forst treenge igennem
lagene med neuroner, for
det nar stavene og tappe-
ne, som er de lysfolsomme
celler. Stavene star for nat-
tesynet, mens tappene
varetager farvesynet.
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Figur 6.9. Det indre ore.
(A) Opbygningen af sneg-
len i det indre ore.
Harcellerne pa basilarmem-
branen omsztter lyden til
nerveimpulser, der ledes
via spiralgangliet til hjer-
nen.

(B) Elektronmikroskopi af
tolueneksponerede har-
celler fra en rotte. Bemaerk
de manglende harceller.
De elektronmikroskopiske
underspgelser er foretaget
af laege, Ph.D. Klaus
Qvortrup, Medicinsk
Anatomisk Institut, KU.
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Organiske oplasningsmidler:

Toluen, xylen, Nedsat farvesyn @get hareteerskel
carbondisulfid, n-hexan

Tungmetaller:

Bly, kvikselv, thallium Nedsat farvesyn, Nedsat herelse,
natteblindhed, skade pa herenerven
indsnasvret synsfelt (Hg)

Pesticider:

Hexachlorophen Forandringer i retina

Methylboromid Synsforstyrrelser

Leegemidler:

Salicylsyre - Midlertidigt heretab,

Dihydro-Streptomycin - heretab

Disuffiram Sleret syn og nedsat

farvesyn

Horelsen er generelt meget folsom for giftige stoffer, og en
lang raekke kemiske stoffer kan vaere arsag til hgreskade, tabel
6.2. Listen omfatter bl.a. leegemidler, tungmetaller og organiske
oplesningsmidler.

Den forste direkte pavisning af oplesningsmidler som arsag til
hgreskade stammer fra amerikanske undersggelser af organiske
oplesningsmidlers toksiske effekter pa nervesystemet hos rotter.
Ved undersogelsen blev der anvendt en test baseret pa en
betinget refleks i forbindelse med lydstimulering; dyrene reage-
rede mindre eller slet ikke pa lydstimulering efter udsaettelse for
toluen. Ved en naermere undersggelse af deres horelse fandt
man en permanent horenedsattelse i et begraenset frekvensom-
rade, nemlig 8-20 kHz, samt at dette var forbundet med et tab
af harceller i det indre ore.

Ved elektronmikroskopiske undersggelser kan der pavises et
gradvist tab af harceller ved stigende dosering for toluen.
Samtidig har man forst kunnet registrere en sendring i hore-
teersklen ved et relativt stort tab af harceller. Af de tre ydre rack-
ker harceller tabes forst cellerne i den yderste raekke, og ved
stigende dosering breder tabet sig pletvis til de to inderste raek-
ker. @ges doseringen yderligere, breder tabet sig ogsa til den
indre reekke harceller, og horelsen tabes helt for de frekvenser
(toner), der er knyttet til dette omrade af sneglen (fig. 6.9B).

Tabet af ydre harceller synes at vaere forbundet med en ned-
sat frekvenselektivitet, dvs en nedsat evne til at skelne nzertlig-
gende toner. Et tilsvarende faenomen kaldet ‘loudness recruit-

01

Tabel 6.2. Stoffer, der
pavirker synet og hgrelsen.
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ment’ kendes fra mennesker, der efter en hgreskade generes
mere af stgj og dertil ogsa far problemer med at fokusere horel-
sen i forbindelse med baggrundsstg;.

Der er ikke noget klart billede af oplgsningsmidler som arsag
til horeskade hos mennesker. Enkeltstaende beskrivelser af pati-
enter med tegn pa hereskade efter udsattelse for organiske
oplesningsmidler har vaeret publiceret fra midten af 60’erne,
men egentlig dokumentation for faenomenet er forst dukket op
hen mod slutningen af 1980’erne.

At udsaettelse for oplasningsmidler kan medfere tab af horelse
er stadig en relativt ukendt og derfor upaagtet fare. Da udsaet-
telse for oplgsningsmidler ogsa kan gge risiokoen for horeskade
ved udseattelse for stgj, er der grund til at veere opmaeerksom pa
denne fare. Et ikke uvaesentligt problem i denne sammenhaxng
er muligheden for en gget risiko for hereskade ikke blot ved
samtidig udsettelse for oplgsningsmidler og stgj, men ogsa
hvor udsattelse for oplasningsmidler efterfolges af udsaettelse
for stgj. Dette kan betyde, at udsattelse for hgje lydtryk i et
leengere tidsrum efter arbejdstids opher kan medfore en forgget
risiko for horeskade, eksempelvis under diskoteksbesag, kon-
certer, etc.

Blod-hjerne barrieren

Nervesystemet og i serdeleshed centralnervesystemet er af
overordentlig stor betydning for organismens overlevelse. Dette
kan bl.a. udledes af, hvorledes det er beskyttet mod fysisk
overlast af skelettets knogler, kraniet og ryghvirvlerne (fig. 6.1).

En raekke forhold ved nervesystemets struktur og funktion adskiller det fra andre
organer og gor det saerligt sarbart over for kemiske pavirkninger:

¢ Visse omrader af nervesystemet mangler blod-hjerne barrieren og er direkte eks-
poneret for stoffer i blodet, og nogle stoffer krydser let blod-hjerne barrieren.

¢ Nervecellernes seerlige struktur med lange udlgbere og dermed stor overflade gor
dem saerligt sarbare for kemiske pavirkninger.

¢ Nervesystemets funktion er afhaengig af en harfin elektrokemisk balance, som
utallige steder og pa mange mader kan forstyrres af toksiske stoffer.

¢ Selv sma forandringer i en nervebanes struktur eller funktion kan have store
adfeerdsmaessige konsekvenser.

¢ Normalt kan dgde nerveceller ikke regenereres, sa skader, der forer til celledepd,
er permanente.

¢ Et fremadskridende tab af nerveceller og funktionskapacitet finder sted i livets
anden halvdel. Skader kan derfor forveerres med alderen.
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I toksikologisk sammenhaeng er der en anden beskyttende
struktur, som har stgrre betydning. Det er blod-hjerne barrie-
ren. Det er en teet hinde af celler mellem blodet og nervesyste-
mets celler. Taetheden fremkommer, ved at cellerne, der udgoer
barrieren, er sammenhzeftet med nogle saerlige strukturer, “tight
junctions”, der afskaermer intercellulaerrummet, saledes at de
stoffer, der fores med blodet, ikke umiddelbart kan na nerve-
cellerne.

Blod-hjerne barrieren er isar effektiv over for storre vandop-
lgselige og ioniserede molekyler, mens lipofile stoffer, som fx
organiske oplesningsmidler, relativt let treenger gennem barrie-
ren.

Blod-hjerne barrieren er ikke lige teet overalt, og hos bern er
den flere steder endnu ikke fuldt udviklet. Det er forhold, som
kan have betydning for et stofs transport fra blodet til nervesy-
stemet og dermed for dets neurotoksicitet. Det gaelder for bly,
der er mere toksisk hos bern end hos voksne, fordi det kan
trenge gennem den ufuldkomne barriere.

Neurotoksicitet

Et stof betegnes neurotoksisk, nar det kan fremkalde skadelige
forandringer i et individs nervesystem eller sanseorganer.
Forandringerne kan finde sted forskellige steder i nervesystemet,
fx skader n-hexan primaert de perifere neuroners udlgbere, mens
petidin derivatet 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) skader de dopaminproducerende celler i substantia
nigra. Der kan veaere tale om savel strukturelle (makroskopiske
eller mikroskopiske) som om funktionelle (adferdsmaessige og
psykologiske) forandringer. Der findes mange forskellige neuro-
toksiske stoffer. Naturligt forekommende toksiner - neurotoksiner
- produceret af planter eller dyr, fx psilosybin fra nggenhat, eller
Tetrodotoksin (TTX) fra kuglefisk, udger en stor gruppe af stof-
fer, der iseer anvendes i laboratorier, som verktgjer til belysning
af fysiologiske og biokemiske funktioner. Stoffer, der er produce-
ret af mennesker med det formal at vaere neurotoksiske (pestici-
der og nervegasser) eller at have en tilsigtet effekt pa nervesyste-
met (psykofarmaka), udger ligeledes en betydelig del af de neu-
rotoksiske stoffer. Desuden findes en raekke kemikalier til for-
skellige formal, som desvaerre ogsa er neurotoksiske, fx carbon-
disulfid, n-hexan og toluen. Der er stor forskel pa de enkelte
stoffers potens og dosis-effekt relationer. Ofte er neurotoksiner
dedelige i meget sma maengder, fx er TTX fra den japanske kug-
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Tabel 6.3. Hovedgrupper af
neurotoksiske stoffer.

Tabel 6.4. Neurologiske og
adferdsmaessige effekter af
eksponering for neurotok-
siske stoffer. (Modificeret
fra W.K. Anger, 1980).

Neurotoksikologi

Gruppe Karakteristika Eksempler

Neurotoksiner Naturligt forekommende stoffer  Tetrodotoksin, saxitoksin,
fra planter og dyr B-bungarotoksin

Neurofarmaka Stoffer fremstillet til Benzodiazepin, methotrexat
medicinsk brug

Pesticider Stoffer fremstillet til Organophosphater, organo-
skadedyrsbekeempelse chlorider, pyrethroider

Industrikemikalier ~ Stoffer anvendt i Carbondisulfid, n-hexan,
industriproduktionen acrylamid, styren

Metaller Naturligt forekommende Mangan, thallium, bly,
mineraler og metaller kvikselv

Krigsgasser Stoffer fremstillet til krigsbrug ~ Tabun, sarin, soman

Generelle effekter

Appetittab, hovedpine, depression, svimmelhed, terst

Sensoriske effekter

Forringet farvesyn, natteblindhed, nedsat lugt og lydfelsomhed, susen for eremne,
tinnitus, ligeveegtsforstyrrelser, svimmelhed, smerter, foleforstyrrelser, prikkende
folelser i huden, lammelser, kuldskaerhed

Motoriske effekter

Kramper, sveekkelse, pareser, rystelser, traekninger, tab af koordination,
refleksabnormaliteter

Kognitive effekter

Koncentrationsbesveer, treethed, hukommelsesproblemer, forvirring, indleerings- og
talebesveer, mental svaekkelse, manglende initiativ, delirium, hallucinationer

Effekter pé sindsstemning og personlighed

Sevnforstyrrelser, pirrelighed, depression, &engstelse, aget irritabilitet, delirium, hallu-
cinationer, rastleshed, nervesitet, nedsat libido, anspaendthed

lefisk dgdeligt i doser pa 0,001 mg/kg. Derimod males letal dosis
for fx ethanol i promille (3-5 g/kg). Nogle stoffer er ngdvendige
i meget lave koncentrationer som essentielle mineraler, men er
toksiske i hgjere koncentrationer, fx zink og vitamin A. Mange
toksiske stoffer har desuden flere virkesteder, og nervesystemet
er ikke altid det primaere organ, dvs det organ der skades ved
de laveste koncentrationer af stoffet.
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Mekanismer for neurotoksicitet

Neurotoksiske stoffer kan fremkalde et bredt spektrum af neuro-
logiske symptomer, tabel 6.4. Selvom det kliniske billede i for-
bindelse med forgiftningerne i mange tilfeelde er velbeskrevet, er
det sjeldent, at de bagvedliggende cellulaere mekanismer er
kendt. Nogle neurotoksiske stoffer pavirker specifikke hjerneom-
rader, celletyper eller cellefunktioner. Andre stoffer har antagelig
en mere generel og uspecifik effekt pa nervesystemet.

Blandt de naturligt forekommende toksiner, som er resultatet
af en langvarig naturlig selektion, findes nogle af de mest poten-
te neurotoksiner og nogle af de bedst belyste eksempler pa spe-
cifikt virkende neurotoksiske stoffer. Tetrodotoksin (TTX) virker
ved en specifik binding til de potentialfplsomme natriumkanaler
i de Ranvierske indsngringer, og herved blokeres nerveimpuls-
ledningen i aksonet.

Andre naturlige toksiner har lignende specifikke virkesteder
(se fig. 6.10). Det er karakteristisk for disse stoffer, at de virker i
meget lave koncentrationer fra nanomolzer til mikromolaer, og at
de reagerer specifikt med vitale strukturer i nervecellerne sasom

@D L <+— Inhibitorisk interneuron
@ =
T\ /T +— Excitatorisk input

0) «— Oligodendroglia og
myelinskede (CNS)
N Schwannsk celle og

0) «——— myelinskede (PNS)
r4— Ranviersk indsnaevring

Tetanustoksin

Difteritistoksin —————»{0

Tetrodotoksin ————»

0 Nerveterminal
Toksin fra den sorte enkM Transmittervesikler
Botulinum x—— Synapsekloft
D)

Alphabungarotoksin Muskeffiber

Figur 6.10. Receptormedie-
ret toksicitet. Fordeling af
receptorer og virkesteder
pa neuronet for forskellige
neurotoksiske stoffer.
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Tabel 6.5. Eksempler pa
neurotoksiske mekanismer.

Neurotoksikologi

Tetrodotoksin De Ranvierske indsneringer

Organophosphat - Neuro-muskulaere synapser

Blokering af Na+-kanalerne

Heemning af
acetylcholinesterasen

Pyrethroider Aksonet (nerveudieberne) Blokering af Na+-kanalerne

Hexan De perifere nerveudlabere Blokering af den aksonale
transport

Toluen Det indre ore Beskadigelse af de lydfelsomme
harceller

Carbonmonoxid  De rede blodlegemer Blokerer ilttransporten

Cyanid Mitokondrierne Blokerer respirationskeedens
enzymer

Bly, metallisk Nervecellemembranen og Pévirker ionbalancer og

0g organisk mitokondrier enzymaktiviteter

receptorer, enzymer eller ionkanaler. T den anden ende af spek-
tret findes stoffer, der virker generelt og mere eller mindre uspe-
cifikt, fx lipofile stoffer (organiske oplgsningsmidler), som bl.a.
influerer med lipofile dele i nervecellen og dermed giver et
bredt generelt symptombillede. Disse stoffer virker narkotisk i
mM koncentrationer, mens de ved lavere koncentrationer bl.a.
fremkalder hovedpine, svimmelhed og hukommelsesforstyrrelse.

Receptor-medieret toksicitet

Receptor-medieret toksicitet er bedst kendt fra naturligt forekom-
mende toksiner, men en raeekke pesticider og neurofarmaka vir-
ker ligeledes via specifikke receptorer pa det enkelte neuron,
fig. 6.10. De acetylcholinesterase-haemmende organophosphater
virker gennem en specifik haemning af enzymet acethylcholine-
sterase, og herved ophobes neurotransmitteren acethylcholin i
synapsekloften med overstimulation, kramper og andedraetslam-
melser til folge.

Det aksonale transportsystem

Det aksonale transportsystem beskrevet tidligere er sarlig sarbart
for en raekke industrikemikalier. Tabel 6.6 viser stoffer, som pa
forskellig vis skader det aksonale transportsystem. Svigter trans-
portsystemet, bevirker det ofte, at nerveudlgberene degenererer.
Herved opstar forst folelseslgshed i haender og fedder samt i
alvorligere tilfelde svigtende motorik.
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n-Hexan Symmetrisk sensorisk og distal motorneuropat
Methyl n-butylketon Symmetrisk sensorisk og distal motorneuropati
Acrylamid Tab af felelsen i fingrene fulgt af sveekkelse i benene
Carbondisulfid Perifer motorisk og sensorisk neuropati med nedsat
nerveledningshastighed
Tri-o-cresyl phosphat Central-perifer distal neuropati, degeneration af
motorneuroner

Energistofskifte og mitokondrier

Alle nerveceller opretholder konstant et membranpotentiale pa
ca -90 mV. Dette er meget energiforbrugende, og det betyder, at
selv kortvarige afbrydelser af energitilfgrslen til nervesystemet
kan fa uoprettelige konsekvenser. Stoffer, der blokerer ilttilfars-
len eller respirationskaeden i mitokondrierne vil saledes - indi-
rekte- veere neurotoksiske.

Carbonmonoxid Blokerer blodets ilttransport

Cyanid Blokerer respirationskaedens enzymer
Pikrinsyre Afkobler respirationskeedens produktion af ATP
MPTP? Blokerer respirationskeedens enzymer
Methylkviksalv Skader mitokondrier og forstyrrer glycolysen

1) 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

Lipofile strukturer

Nervecellens funktion er betinget af et samspil mellem lipid-
membranerne og de deri indlejrede proteinmolekyler. Disse
strukturer varetager en raekke funktioner som receptorer, enzy-
mer, ionpumper og ionkanaler. Den narkotiske effekt af lipofile
stoffer, organiske oplgsningsmidler og narkotiske gasser skyl-
des deres mere eller mindre uspecifikke binding til lipofile ste-
der pa nervecellemembranen, enten i selve membranen eller i
lipofile omrader af de indlejrede proteinmolekyler, fig. 6.11.
Denne antagelse er underbygget af sammenhaenge mellem
dosis-effekt og lipofilicitet, udtrykt som logaritmen til octanol-
vand fordelingskoefficienten (log P, ), for en raekke organiske
oplesningsmidler, tabel 6.8. Sammenhaengen er imidlertid ikke
lineaer, men snarere parabolisk. Dette skyldes antagelig forde-
lingsmaessige forhold.
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Tabel 6.6. Stoffer, der lam-
mer det aksonale transport-
system.

Tabel 6.7. Stoffer, der blo-
kerer forskellige trin i ener-
gistofskiftet.



28

Tabel 6.8. Sammenhangen
mellem effekt-dosis og
lipofilicitet, udtrykt som
log P, , for en raekke orga-
niske oplosningsmidler.
(Fra R. Jeppson 1975).

Tabel 6.9. Forskellige tegn
pa neurotoksicitet.
Raekkefolgen pa listen
repracsenterer aftagende
styrke i forbindelse med
vurdering af neurotoksici-
tet. (Fra Simonsen et al.,
1994).

1) GFA-protein er en marker for gliacel-
ledod eller enzymaktivitet

Neurotoksikologi
Ethylether 0,77 10,90 13,5
Propylether 2,03 2,02 2,0
Pentylether 4,03 1,98 10
Heptylether 6,03 7,40 2,2
Octylether 7,03 15,40 49

1) Anaestetisk dosis; 2) Toksisk dosis. Efter intravenas indgift hos 60 mus for hvert stof.

Kriterier for neurotoksicitet

Neurotoksicitet viser sig med stigende dosis ofte som tiltagende
symptomer og effekter, der athaenger af stoffets natur, af dosis, af
varighed af eksponeringen samt af den eksponeredes individuelle
folsomhed. Symptomernes og effekternes alvor og den betydning,
de tilleegges i forbindelse med risikovurderinger, gges med stigen-
de niveau fra 1 til 6 i tabel 6.9. Kortvarig eller lavdosis-eksponering
for et neurotoksisk stof kan resultere i subjektive symptomer sa-
som hovedpine og svimmelhed, men effekten er saedvanligvis re-
versibel. Med stigende dosis kan det samme stof fremkalde neuro-
logiske forandringer og evt irreversible morfologiske forandringer.

6 Morfologiske Morfologiske forandringer inkluderer celle-
forandringer ded og aksonhenfald savel som subcellulaere

morfologiske forandringer.

3 Neurologiske Neurologiske forandringer omfatter
forandringer abnormale fund under neurologiske

undersagelser pa enkeltindivider.

4 Fysiologiske/- Fysiologiske/adfeerdsmeessige forandringer indbe-
adfeerdsmaessige fatter eksperimentelle fund hos dyr og mennesker
forandringer sasom aendringer i EEG, eller aendringer i psyko-

logiske og adfeerdsmaessige tests.

3 Biokemiske Biokemiske forandringer er eendringer i relevante
forandringer biokemiske parametre (fx transmitterniveauer), og

GFA-protein”’ maengden.

2 Irreversible, subjektive Subjektive symptomer uden tegn pa abnormiteter i
symptomer neurologiske, psykologiske eller andre kliniske

undersegelser.

1 Reversible, subjektive  Subjektive symptomer uden tegn pa abnormiteter i
symptomer neurologiske, psykologiske eller andre kliniske

undersogelser.
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Hvor store forandringer der skal til, for at man kan tale om neu-
rotoksicitet, er et kontroversielt emne og er altid i sidste ende
resultatet af en subjektiv vurdering. En nordisk ekspertgruppe har
fremsat folgende forslag til definition:

Neurotoksicitet er evnen til at fremkalde skadelige forandringer
i nervesystemets struktur og funktion. Et kemisk stof betragtes
som neurotoksisk, hvis det er i stand til at fremkalde blivende,
konsistente, funktionelle eller strukturelle forandringer i nerve-
systemet og sanseorganer, hvilket er opfyldt, hvis der er vel-
dokumenterede effekter pa niveau (3), 4, 5 eller 6 i tabel 6.9.

Disse niveauer repraesenterer den betydning, de forskellige tegn pa
neurotoksicitet kan tilleegges.

Pavisning af neurotoksicitet

Neurotoksiske stoffer kan have mange eller fa virkesteder. Der
kan veere tale om generelle uspecifikke effekter pa lipofile omra-
der i hele nervesystemet, som tilfeeldet er med hovedparten af
de organiske oplgsningsmidler. Eller stofferne kan virke pa serli-
ge receptorer eller andre afgraensede strukturer i nervecellerne
(fig. 6.10 og 6.11). Effekterne kan ogsd veere knyttet til specielle
omrader i nervesystemet, fx virker n-hexan og acrylamid overve-
jende pa de perifere neuroner, mens en raekke oplgsningsmidler
primaert er ototoksiske, og stoffet MPTP skader de dopaminerge
celler i substantia nigra hos primater, men ikke i naer sa udprae-
get grad hos gnavere. Det er derfor vigtigt, at det overvejes
grundigt, hvilke testmetoder der skal anvendes, nar et stofs neu-
rotoksicitet skal belyses.

Den teststrategi, der anvendes til pavisning af effekten af neu-
rotoksiske stoffer, skal saledes vaere afstemt efter situationen. Til
en forste screening for effekt kreeves helt andre egenskaber af de
anvendte testmetoder, end hvis der enskes en ngjere belysning
af bagvedliggende mekanismer. I forslag til OECD-guidelines for
neurotoksicitets-tests foreslas en trinvis teststrategi, hvor forste
trin omfatter et bredt sensitivt testbatteri baseret pa adfaerdstests:
“Functional Observation Battery” (FOB). Det er antagelsen bag
denne strategi, at hvis et stof er neurotoksisk, vil det, givet til
forsegsdyr i betydelige doser over kort tid, afspejle sig pa en
eller anden made i dyrets adfeerd, fordi denne er resultatet af
den samlede aktivitet i nervesystemet. Hvis adferdstesten er
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Figur 6.11. Membran-
bundne enzymer. (A)
Model af en neuronmem-
bran med indlejrede protei-
ner, der kan have forskelli-
ge funktioner, fx ionpum-
per, potentialfoplsomme
eller transmitterfolsomme
ionkanaler, samt enzymer
for celluleere processer.

(B) Skitse over nogle af de
membranrelaterede bioke-
miske processer, der pavir-
kes af toluen og andre
organiske oplgsningsmid-
ler. En ubalance i disse
processer vil kunne forkla-
re en del af de symptomer,
der er set hos personer
med ‘malersyndromet’.
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positiv, foretages yderligere tests ved gentagne eksponeringer
med metoder, der skonnes relevante pa baggrund af de forelig-
gende data. Dette er ngdvendigt, fordi der kan vaere tale om et
falsk positivt udslag som folge af effekter pa andre organer.
Desuden er der mange gange behov for en ngjere beskrivelse af
de effekter, stoffet fremkalder, end den, der kan opnas ved FOB
eller tilsvarende brede tests.

Metoder og fremgangsmader

Metoder til pavisning af toksiske effekter pa nervesystemet kan
inddeles efter de strukturer og funktioner i nervesystemet, de
spger at belyse. Man far saledes fire hovedtyper af metoder:

¢ metoder baseret pa analyse af nervesystemets struktur
(neuropatologiske metoder)

¢ metoder baseret pa maling af nervesystemets elektriske aktivi-
tet (neurofysiologiske metoder)

¢ metoder baseret pa analyse af kemiske processer i nerve-
systemet (neurokemiske metoder)

¢ metoder baseret pa analyse af nervesystemets “output”,
adfaerds-tests og psykologiske tests.

Og endelig den kliniske undersggelse, som omfatter:

¢ neurologiske undersggelser

¢ afbildning af CNS gennem bl.a. MR-, SPECT- eller PET-
scanning

¢ psykometriske tests

¢ clectrodiagnostik.

Disse metoder finder i varierende grad anvendelse i forskellige
typer forspg:

¢ Underspgelser, hvori mennesker indgar, omfatter overvejende
epidemiologiske studier, hvor grupper med forskellig ekspo-
neringshistorie sammenlignes, samt cases, hvor uheld og lig-
nende beskrives og registreres. I begge tilfxlde kan en raekke
af underspgelsesmetoder tages i anvendelse, der kan fx vere
tale om MR- eller PET-scanning af hjernen, forskellige neuro-
fysiologiske undersogelser samt psykologiske tests.

¢ Forspg med dyr omfattende adfeerdsstudier, biokemiske analy-
ser, fysiologiske malinger og patologiske eller morfologiske
undersogelser pa dyr, der er eksponeret eksperimentelt for et
givet stof.

yA)
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¢ In vitro forseg baseret pa brugen af cellekulturer eller isolere-
de fraktioner af celler.

Inden for hvert hovedomrade af metoder findes utallige speciali-
serede og forfinede teknikker, som det her fgrer for vidt at
komme ind pa i detaljer. Nedenstaende oversigt er derfor ikke
dekkende, men er et forsgg pa at give et indtryk af de utallige
metoder og avancerede teknikker, der i dag er til radighed, nar
nervesystemets struktur og funktion skal undersgges.

Neuropatologiske metoder

Neuropatologi er en disciplin, hvor celler og vaev underspges
vha optiske instrumenter (mikroskoper) for at beskrive laesioner
og forandringer. For at gge den optiske kvalitet anvendes en
reekke forskellige farveteknikker. Det anvendte farvestof binder
sig til eller reagerer med bestemte cellekomponenter, sa disse
bedre kan skelnes.

Kombinationsmulighederne af instrumentering og farveteknik-
ker inden for neuropatologien er utallige. Her naevnes blot nogle
fa klassiske eksempler. Undersggelse af storre hjerneomrader og
nervebaner inddrager iseer metoder, der farver nucleinsyre med
Nissel farvning eller haematoxylin-farve. Desuden anvendes sglv-
farvning af aksoner og i stigende omfang tracerteknikker og
immunokemiske metoder til farvning af specielle cellepopulatio-
ner. Morfologiske skader pa enkeltneuroner kan ogsa pavises
med en raekke forskellige farveteknikker, bl.a. Golgi metoden,
der fremhaever nervecellernes dendritter. Intracelluleer injektion
af tracere (radioaktive stoffer) abner mulighed for farvning af
udvalgte enkeltneuroners forgreninger. Endelig kan anvendelse
af immunokemiske metoder give detaljer om neuroner, som
besidder specifikke antigener.

Neurofysiologiske metoder

Der findes i denne kategori en reekke metoder og teknikker, der
er baseret pa en registrering og analyse af de elektriske signaler,
nervesystemet genererer. Falles for disse er, at man vha saerlige
elektroder registrerer de stromme og potentialer, der er knyttet
til aktivitet i nervesystemet. Registreringen kan foretages fra det
intakte nervesystem med store overfladeelektroder og vil sa
omfatte den samlede aktivitet fra mange nerveceller (elektro
encephalografi (EEG) og evoked potentials (EVP)), eller med
naleelektroder, der registrerer den elektriske aktivitet i et mere
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afgraenset omrade. Aktiviteten fra enkeltceller i vaevssnit eller cel-
lekulturer kan registreres med mikroelektroder (Patch-clamp). De
registrerede signaler forstaerkes, filtreres, lagres og analyseres vha
digital teknik. En direkte undersogelse af nervesystemets funkti-

on er mulig ved anvendelse af forskellige elektrofysiologiske tek-
nikker.

Elektroencephalografi og Evoked Potenticls
Elektroencephalografi (EEG) bestar af en registrering af den
elektriske aktivitet fra hjernen med elektroder anbragt pa kraniet.
Signalerne, der registreres, er en kompliceret sum fra de mange
celler, der ligger taettest ved elektroden, idet signalerne fra aktive
nerveceller forplanter sig i den omgivende vaeske og falder i
styrke med afstanden. Det samlede signal, der registreres af elek-
troden, kan vare ganske svagt, uden udsving, hvis de naerliggen-
de neuroner er passive, eller aktive uden synkroni. Hvis neuro-
nerne udsender synkrone signaler, fas store udsving. Dette for-
hold udnyttes i registreringen af ‘evoked potentials’ (EVP), hvor
man frembringer synkrone signaler i CNS ved at stimulere for-
skellige perifere nervebaner. Man kan fx stimulere med lyd, lys
eller elektrisk strom (‘auditiv-’, ‘flash-" eller ‘pattern reversed-" og
‘somatosensoric-evoked potentials’). Registreres signalerne fra
lydstimulering med en elektrode pa nakken, fas hjernestamme-
audiometri, hvor de elektriske signaler i gret og hgrenerven regi-
streres (se fig. 6.12). Ved at anvende en kontaktlinseelektrode pa
gjet er det muligt at registrere nethindens respons pa lys, elek-
troretinografi (ERG).

Maling af sensorisk stimulerede potentialer er metoder, der de
seneste ar har vundet stor udbredelse inden for toksikologien.
Hermed abnes mulighed for at analysere stgrre funktionelle
enheder i nervesystemet og at folge forandringer over tid, idet
malingerne kan foretages uden invasive indgreb. Miling af fx
visuelt stimulerede potentialer foretages, ved at den elektriske
aktivitet, der opstar i den visuelle cortex som folge af visuel sti-
mulation, registreres med overfladeelektroder. Stimuleringen kan
foretages med passende visuelle stimuli, fx lysglimt eller skiften-
de geometriske monstre pa en tv-skaerm. Frekvensen af stimule-
ringen synkroniseres med registreringen, og for at mindske den
elektriske stgj midles et passende antal registreringer.

Patch-clamp

Brugen af glasmikropipetter til registrering af enkeltcellers elek-
triske aktivitet har de seneste 50 ar givet mange informationer
om nervesystemets funktion. Mikroelektroder er i princippet sma
glasmikropipetter med spidsdiametre pa under 0,1 pm, fyldt
med koncentreret KCI, der via en sglv-sglvchlorid elektrode star
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i forbindelse med en DC-forsteerker. Anbragt i en mikromanipu-
lator er det muligt at fore en sadan mikroelektrode ind gennem
nervecellemembranen i en lang raeckke nervepraeparater, fx
udpraeparerede sneglehjerner, skiver af rottehjerner som holdes i
live i fysiologisk saltvand, eller nervecellekulturer. Med udviklin-
gen af den elegante Patch-clamp teknik er det desuden blevet
muligt at male den ionstrem, der lgber igennem spaendings-
folsomme og transmitterstyrede kanaler i cellemembranen. Dette
har givet farmakologer og toksikologer en helt enestaende
mulighed for at studere neuroaktive stoffers effekt pa de enkelte
ionkanaler.

Neurokemiske metoder og biomolekylaere metoder

Der findes i dag utallige biokemiske analysemetoder, som kan
give veerdifulde oplysninger om nervesystemets funktion, om
toksiske skader og om de bagvedliggende mekanismer. Ud over
de generelle biokemiske metoder til bestemmelse af celluleer
toksicitet er der udviklet en raekke specifikke neurokemiske
metoder, hvoraf nogle fa, for at illustrere principperne, skal naev-
nes her. Analyse af mangden af neurotransmittere i nervevaev
kan udferes med HPLC pa udvalgte hjerneafsnit, som efter
homogenisering er oprenset ved centrifugering og filtrering.
Sadanne analyser kan give oplysninger om aendringer i neuro-
transmitter-niveauet i forskellige hjerneomrader. Neuroreceptorer
kan bestemmes med analyser baseret pa, at en kendt specifik
radioaktivt maerket ligand bindes til receptoren. Bestemmelse af
“Glial fribrilary acid protein” (GFAP) med immunokemiske meto-
der (ELISA) anvendes rutinemaessigt som markgr for neurotok-
sin-induceret celledgd.

Adferdshaserede metoder

Funktionelle eller strukturelle skader i nervesystemet manifeste-
rer sig ofte som synlige symptomer. Disse kan pavises med for-
skellige metoder. I forbindelse med dyreforsgg taler man om
adfaerdstest. Hos mennesker kortlaegges skader i nervesystemet
ved en neurologisk underspgelse.

Adfaerdsmetoder spaender fra iagttagelse af dyret i dets bur til
sofistikerede indlaerings- og hukommelsesforsgg i forskellige
labyrinter. ‘Functional Observational Battery’ (FOB) er betegnel-
sen for et szt simple iagttagelser og adfaerdstests, der anbefales
som en forste sensitiv screening for neurotoksicitet. FOB omfat-
ter: beskrivelse af dyrets generelle fremtoning, iagttagelse af
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Figur 6.12. Elektrofysiologiske malinger. (A) Elektroretinogram (ERG) malt med kon-
taktlinseelektrode pa rotte. Tallene ved hver kurve angiver flash-intensiteten i
cds/m”. (B) Lydstimuleret hjernerespons, Auditory brain response (ABR), malt pa en
rotte. Signalet er frembragt med en kortvarig tone pd 16 kHz af varierende styrke,
fra 25-95 dB. Horetaersklen, den laveste lydstyrke der giver genkendelige signaler, er
her 25 dB.
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autonome tegn, reaktion, koordination, muskeltonus og aktivi-
tetsniveau. Det amerikanske miljg-agentur U.S. EPA har i 1985
udarbejdet retningslinier for udferelsen af FOB samt en automa-
tisk registrering af aktivitet. En anden adfaerds-baseret metode,
som abner mulighed for undersogelse af forskellige former for
indlaering og hukommelse, er Morris Water Maze. I denne test
skal rotter svemmende i et rundt bassin finde en lille platform,
hvis overflade netop er under vand og dermed usynlig for rot-
ten. Man kan bl.a. undersoge, hvor hurtigt dyret laerer at finde
platformen, hvor godt det kan orientere sig i rummet mv. Dyrets
sveommerute og svommetid kan males med video og computer-
teknik.

Klinisk neurotoksikologi

Ofte er kemiske stoffers neurotoksicitet blevet beskrevet forste
gang i klinikken, hvor en undersggelse af symptomer sammen-
holdt med oplysninger om eksponering i forbindelse med arbej-
det, fritidsinteresser eller spisevaner i mange tilfaelde har afslgret
sammenhzenge mellem eksponering for stoffer og symptomer fra
nervesystemet.

Det forste skridt i afdeekning af saidanne sammenhzenge er den
neurologiske undersggelse. Denne vil ofte blive suppleret med
specifikke elektrofysiologiske og neuropsykologike tests samt
forskellige former for billedmaessig scanning, for at na frem til en
sikker diagnose. Oplysningerne fra disse undersggelser sammen-
holdes med biologiske markgrer og eksponeringsdata for at se,
om der er tale om en reel sammenhzeng mellem eksponering og
symptomer.

Neurologisk undersagelse

Den neurologiske underspgelse er en systematisk undersogelse
af personens evne til at kommunikere, opfatte, folge anvisninger,
lose problemer, udfere bevagelser og opfatte forskellige sanse-
indtryk. Symptombeskrivelsen er det centrale i den neurologiske
underspgelse. Derudover testes senereflekser, kraefter, folesans
og kontrol af de finere bevagelser samt balancefunktionen.
Afvigelser fra kendte normale vaerdier betragtes som neurologi-
ske symptomer. Svackkelser i de underspgte funktioner stammer
ofte fra skader pa celler i nervesystemet; arsagen til disse skader
kan veaere erhvervsmaessig eksponering for neurotoksiske stoffer,
men kan ogsa skyldes neurologiske sygdomme. Det er derfor
vigtigt, at undersggelsen omfatter en afdackning af mulige arsa-
ger til symptomerne. Hovedpine kan fx skyldes eksponering for
kulilte, bly eller zink, men arsagen kan ogsa vaere muskelspaen-
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dinger, eller en tumor i hjernen. For at afklare sadanne tvivls-
sporgsmal kan supplerende undersggelser ofte vaere pakraevet
(se folgende afsnit).

Nar undersogelen er afsluttet, gives en samlet konklusion af,
om der er sket en skade pa hjernen, og i bekreftende fald, hvad
denne skade kan skyldes. Herefter ma det besluttes, om det er
forsvarligt, at den pagaldende fortsatter med det nuvaerende
arbejde eller ma skifte job til giftfrit arbejde, eller om den pagael-
dende evt skal fortidspensioneres. Hvis man er i tvivl om under-
spgelsesresultaterne, bor disse gentages efter ca et ar.

Elektrodiagnostik

Elektrodiagnostik omfatter maling af nervelednigshastigheder for
savel motoriske som sensoriske nerver, samt maling af de inner-
verede musklers respons. Sadanne malinger kan give oplysning
om omfang, udbredelse og arten af de neuropatier, som ofte ses
ved toksiske pavirkninger, men som ogsa kan skyldes andre
arsager, fx diabetes. Ved brug af naleelektroder er det desuden
muligt mere detaljeret at analysere forlgbet af denervation i fx
muskler.

Elektroencephalografiske undersggelser (EEG) kan bruges til at
afslgre, om hjernens spontane elektriske impulser er unormale,
som det fx er tilfeeldet ved epilepsi eller demens.

Analyse af sensorisk stimulerede potentialer kan ogsa anven-
des i forbindelse med en udvidet neurologisk undersggelse. Der
er tale om de samme teknikker som ved malinger pa forsggsdyr:
‘auditiv-’, ‘flash-" eller ‘pattern reversed-’ samt ‘somatosensoric-
evoked potentials’. Undersogelserne giver oplysninger om de
forskellige sansebaners funktionstilstand.

Afbildning af nervesystemet
Neurologen har i dag en raekke muligheder, nar der er behov for
atbildning af hjernens udseende og funktion. Rengtenundersg-
gelse af hjernen med CT-skanning eller undersggelser med mag-
netisk resonans-atbildning (MRD) giver informationer om hjer-
nens morfologi og kan afslgre blodpropper, bladninger i hjer-
nen, skrumpning af denne eller eventuelle misdannelser.
Oplysninger om hjernens funktion kan delvis opnas ved
undersogelse af hjernens blodgennemstremning (ved SPECT-
scanning). Denne undersggelse giver oplysning om evt blokering
for blodstremmen til hjernen, men kan ogsa sige noget om hjer-
nens stofskifteprocesser. Dette skyldes, at hjernen selv regulerer,
hvor meget blod der skal sluses ud til de enkelte hjerneafsnit alt
efter behovet. Jo hgjere stofskiftet er, des mere blod sendes ind i
de pagxldende omrader. Storrelsen af de enkelte hjerneafsnits
blodgennemstromning kan afbildes med farver, saledes at hvid,
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rad eller gul repreesenterer hgj gennemstrgmning, mens gron og
bla viser, at gennemstrgmningen er lav.

Positron emissions tomografi (PET-scanning) kan give vaerdi-
fulde informationer om metabolismen og selve iltforbruget i de
enkelte hjerneafsnit, der ligeledes kan afbildes efter en bestemt
farveskala.

Disse metoder har vist sig veerdifulde i forbindelse med diag-
nosticering af neurologiske sygdomme som fx sklerose, men
erfaringen viser, at de ofte er utilstrackkelige til at pavise arsagen
til neurotoksiske symptomer. Ofte ses ingen afvigelser fra norma-
len pa trods af klager over forringet funktion fra patienten. PET-
scanning bruges i gvrigt stadig overvejende til videnskabelige
undersogelser og ikke til rutineudredninger.

Neuropsykologisk undersogelse

Den mest almindelige undersggelsesmetode til at afslore noget
om hjernens funktion, iseer intellektuelt og kognitivt, er den neu-
ropsykologiske undersggelse. Her testes en raekke forskellige
mentale funktioner som hukommelse, indlaering, koncentrations-
evne, abstraktion og billedopfattelse. T dag findes PC-baserede
systemer, hvormed neuropsykologiske tests kan udfgres og regi-
streres. Hvis personen klarer sig darligere end forventet ud fra
den pagxldendes skolegang, uddannelsesniveau og alder, taler
man om en reduktion i funktionerne. Hvis flere forskellige hjer-
nefunktioner er forringede, er der tale om en generel intellektuel
reduktion. Denne reduktion gradueres i let, middelsvaer og svaer.
Det springende punkt ved vurderingen er at fastlaegge, hvad det
forventede “normal”-niveau skulle vaere og dermed ogsa, hvor
meget funktionen er forringet i forhold hertil.

Neurotoksiske stoffer i atbejdsmiliget

Siden 1930’erne har verden oplevet en raekke tragiske uheld med
neurotoksiske stoffer. I nogle tilfaelde har disse uheld kostet hun-
dreder af menneskeliv og invalideret endnu flere. Her kan naev-
nes: forekomst af tri-orto-cresyl phosphat i et alkoholisk bryg i
USA i 30’erne; udledning af kviksglv i Minamata bugten i Japan i
50’erne, hvor de lokale beboere, som levede af fisk fra bugten,
blev forgiftet; i 1971 anvendtes kviksglvbejdset korn til brad i
Irak, mere end 5.000 blev alvorligt forgiftede, og 450 dgde pa
hospital; et uidentificeret stof i spiseolie draeber 500 og skader
20.000 i Spanien i 1981. Langt den overvejende del af de stoffer,
der udledes til miljpet i USA i dag, er neurotoksiske (fig. 6.13).
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I det danske Produktregister er der registreret ca 35.000 stoffer, mzengden af kemikalier

og hvert ar komme der nye til. Eftersom kun fa af disse er testet der udledes til miljoet i

for, om de kan skade nervesystemet, findes der ikke nogen USA 1987. Blandt de 25
overste er 19 neurotoksi-

praecise opggrelser over antallet af neurotoksiske stoffer, der ske stoffer. (Omtegnet fra
anvendes pa danske, eller for den sags skyld pa andre arbejds- Neurotoxicity U.S.
pladser. Der er imidlertid foretaget en raekke estimater pa grund- Congress, Office of

lag af forskellige delmazengder af industrikemikalier. Et estimat Technology Assessment).

anslar, at fra 3-5% af alle industrikemikalier - undtaget pesticider
- er neurotoksiske. Et andet estimat baseret pa stoffer med en
arbejdshygiejnisk graenseveerdi nar frem til, at 28% udviser neu-
rotoksisk effekt. Der skulle saledes findes mellem 900 og 8.000
neurotoksiske stoffer pa det danske arbejdsmarked.
Konsekvenserne af skader pa nervesystemet kan vare mang-
foldige (tabel 6.4). De mange store uheld med mange dede og
invaliderede vackker offentlighedens opmaerksomhed, men den
snigende effekt, der “blot” viser sig som svagt nedsat intelligens,
er maske den farligste pa laengere sigt. Der er pavist en redukti-
on af intelligenskvotienten (IQ) pa 5 point som fglge af blyeks-
ponering i grupper af amerikanske born (fig. 6.14). T arbejdsmil-

. neurotoksisk

ikke neurotoksisk
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Figur 6.14. Verbal intel- Kumulativ frekvensfordeling (%)
ligenskvotient (IQ) hos

amerikanske born med

hojt (>15 wg/100 mbD og
lavt (< 5 pg/100 mD blod- 100
bly. I gennemsnit var 1Q i
gruppen med hgijt blodbly
5 point lavere end i grup- 90
pen med lavt niveau.

. /7
7]

60

50

40

30

20

10

st

44— Hojt blodbly 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140

-1 O

m— | avt blodbly Verbal IQ

joet vil der, nar der ses bort fra egentlige uheld og ulykker, vaere
tale om langsomme snigende pavirkninger, som det ofte kan
vaere vanskeligt at pavise. Det er derfor vigtigt, at de stoffer, der
anvendes, er behgrigt undersogt mht sundhedsskadelige effekter.
De mange neurotoksiske stoffer, som forekommer i arbejdsmil-
joet, kan inddeles i folgende grupper:

gasser
metaller

monomerer

organiske oplesningsmidler
pesticider

psykofarmaka

naturlige toksiner.

L 2R 2R 2R 2R 2R IR 2
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Gasser

Et bredt spektrum af stoffer med vidt forskellig kemisk struktur
forekommer ved stuetemperatur som gasser og har vist sig at vaere
neurotoksiske (se tabel 6.10). Nogle af disse er ekstremt toksiske
selv i meget sma doser og har vaeret anvendt som krigsgasser
(phosgen og cyanid). For andre kraeves hgjere koncentrationer
over leengere tid for at give symptomer, fx carbondioxid. Nogle
anvendes til narkose, fx nitrogenoxid, og andre er vidt udbredte i
industrien og i produkter til desinfektion, fx formaldehyd. Nogle af
gasserne kan fremkalde irreversible forandringer i nervesystemet
efter gentagne udsattelser for lave koncentrationer, andre fremkal-
der antagelig kun akutte symptomer. Eksponering i sma rum uden
ventilation er szerlig farlig, eftersom nogle af gasserne er uden lugt,
fx carbonmonoxid. Som det fremgar af tabel 6.10, er nogle af gas-
serne vigtige i den industrielle produktion, mens andre er bipro-
dukter fra processer, fx CO og CO,, som ofte forekommer i fx
miner, stalvaerker og garageanlaeg, men som ogsa kan forekomme
i private hjem eller institutioner med utilstraekkelig ventilation.

Carbondioxid; CO,  Svejsning; geering; fremstilling, Metalindustri; minedrift; M
lagring og brug af teris bryggerier A
K
Carbonmonoxid; CO  Bilreparation; svejsning: Steberier; minedrift; M
metalstebere; chaufferer; transportindustri A
pbrandmeend
K
Hydrogensulfid; H,S  Desinfektion af drivhuse; Landbrug; fiskeri; industri M
fiskere; fiskelosning
A
K
Cyanid; HCN Elektrosvejsning; galvanisk Metalindustri; M
overfladebehandling med kemisk industri; minedrift;
nikkel, kobber og salv; gasveerker A
desinfektion af skibe,
fodevarer og jord i drivhuse K
Nitrogenoxid; N,O  Under anvendelse som Hospitaler (narkose); M
aneestesimiddel tandleeger; jordemadre
A
K

M: Mekanisme; A: Akutte symptomer; K: Kroniske symptomer; Neuropati: Henfald af motoriske og sensoriske nerve-

fibre; Encephalopati: Hierneskader som felge af generel forstyrrelse af hjernen; Ataksi: Manglende koordinering af
bevaegelser.

1

Tabel 6.10. Oversigt over
neurotoksiske gasser.

: Udvidelse af blodkar
. Hovedpine; &ndened; tab af

bevidsthed

. Antagelig ingen

. Fortreengning af ilt fra blodet
: Hovedpine; slovhed; tab af

bevidsthed

: Encephalopati
: Blokering af den oxidative

metabolisme

. Tab af bevidsthed
. Encephalopati

: Blokering af respirations-

keedens enzymer

. Andenad; blodtryksfald; kram-

per; tab af bevidsthed; ded

. Encephalopati; ataksi;

neuropati

: Forandringer i nervecellemem-

branen; degeneration af nerve-
celler efter langvarig pavirkning

. Kédhed; desighed; tab af

bevidsthed

. Folelsesloshed i fingre og teeer;

reduceret koordination;
encephalopati
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Carbonmonoxid

Carbonmonooxid fremkommer bl.a. ved forbraending af kulstof
uden tilstreekkelig tilgang af ilt. Biludstedning fra biler uden kata-
lysatorer er en stor kilde til carbonmonoxid (CO). Carbonmonoxid
er en farvelgs og lugtles gas. Greensevardien for CO er 25 ppm.
CO bindes steerkt til blodets haemoglobin og danner COHb, hvor-
ved blodets evne til at transportere ilt nedsaettes. 5-10% COHb i
blodet er tilstrackkeligt til, at der kan males effekter i form af ned-
sat reaktionstid og evne til at lgse forskellige psykologiske tests.
5-10% COHDb kan fremkomme ved indanding af ca 30 ppm CO.
Virkningen pa nervesystemet af lave CO-niveauer er indirekte og
skyldes blodets nedsatte evne til at transportere ilt til centralnerve-
systemet. CNS har et meget stort iltbehov, fordi nervecellerne kon-
stant udferer et stort arbejde med at opretholde spaendingsforskelle
over cellemembranen. Spaendingsforskellen opretholdes, som tidli-
gere naevnt, ved en aktiv iontransport, som kraever energi (ATP) og
dermed ilt. Den energi, hjernen bruger, svarer ca til den energi, en
50 watt paere bruger. Fra en raekke cases med kortvarige hgje eks-
poneringer for CO er der rapporteret om senvirkninger i form af
hukommelsesforstyrrelser og personlighedsforandringer.

Metaller

Blandt metallerne findes en raeekke, som er neurotoksiske, fx bly,
mangan og kvikselv, og nogle, der er essentielle i lave koncen-
trationer, men neurotoksiske i hgjere, fx zink. Metaller findes i
naturen i lave koncentrationer, men i specielle industrier anven-
des de i store maengder (se tabel 6.11). Saledes kan deres anven-
delse give anledning til sundhedsrisici for de ansatte. Derudover
kan der findes betydelige maengder af metaller i spildevandet fra
sadanne industrier med risiko for miljeforgiftninger til folge. Ofte
optages metallerne i fodekaeden og vil akkumuleres i de sidste
led, fx kan organiske kviksglvforbindelser i fisk udgere en
sundhedstrussel for forbrugerne.

Giftigheden og den made, hvorpa metallerne optraeder i krop-
pen, athzenger af den kemiske struktur. Rene metaller kan optages
ved inhalation af dampe (kviksolv) og sma partikler (bly). Orga-
niske metalforbindelser, fx tetraethylbly, optages hovedsageligt ved
hudkontakt. Belastningen med metal afspejles til en vis grad af
koncentrationen i blod eller urin, hvilket er grundlaget for biolo-
gisk monitering. T forbindelse med behandling ma det tages i
betragtning, at isaer bly frigives meget langsomt fra knoglerne.

Mangan
Mangan er et metal, som forekommer i mange legeringer.
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Bly Metalstabning; lodning;  Steberier; minedrift; M: Sveekkelse af den oxidative metabolisme
slibning; glasering akkumulatorfabrikker; i nerveceller og glia
skibsveerfter; glasvaerker, A: Bughulesmerter; hovedpine; encephalopati;
pottemager- og kramper
keramikveerksteder K: Encephalopati, polyneuropati bl.a. “drop-
hand”

Kviksalv  Elektrolyse; elektriske Chlor alkali fabrikker; minedrift; M: Svaekkelser flere steder i nervecellerne.
instrumenter (manometre; elektronik; tandlaeger; A: Lungeinflammation; hovedpine;
termometre; batterier; polymerproduktion; taleforstyrrelse
elektriske peerer etc); paper og pulp industri K: Inflammation af gummer; appetittab;
amalgam encephalopati; rystelser; irritabilitet

Mangan  Steberier; bearbejdning  Minedrift; stal- og M: Z&ndringer i dopamin og catecholamin
af stél; svejsning; aluminiumproduktion; batteri- i hjernen
torbatterier produktion; kemisk industri A: Forstemthed

K: Hiernelidelser, fx parkinsonisme; psykoser;
appetitioshed; hovedpine; svaghed

Aluminium  Metallurgi; slibning; Metalindustri M: Ukendt

polering; svejsning K: Mulighed for hjerneskade

M: Mekanisme; A: Akutte symptomer; K: Kroniske symptomer; Neuropati: Henfald af motoriske og sensoriske nerve-
fibre; Encephalopati: Hierneskader som felge af forstyrrelse af hjernen.

Erhvervsmaessig udsaettelse for mangan finder iseer sted i miner
og i metalstgberier. Greenseverdien for mangan er 0,2 mg/mJ.
Rog og stov af mangan optages via lungerne eller lugteepitelets
nerveender. De forste symptomer pa manganforgiftning,
“Manganese madness”, psykomotoriske forstyrrelser, emotionel
ustabilitet og hallucinationer, er pavist efter ned til 6 maneders
eksponering for mangan i koncentrationer pa lidt over graense-
vaerdien. Senere kan symptomerne udvikle sig til vanskelighed
med tale og koordineret bevaegelse samt en jokkende gang.
Nogle af symptomerne, som kan minde om dem, der optraeder
ved Parkinsons’ syge, kan behandles med L-DOPA. Dette peger
pa, at mangan griber forstyrrende ind i dopaminbalancen i sub-
stantia nigra. Laengerevarende udsaettelse for mangan i lave kon-
centrationer synes at kunne give en raeekke noget mildere og
uspecifikke neuropsykiatriske symptomer. Det drejer sig om
massiv treethed, nedsat hukommelse og koncentrationsevne,
muskelstivhed og smerter.

Monomerer

Monomerer udger en stor heterogen gruppe af reaktive stoffer,
som anvendes til kemiske synteser og produktion af polymerer,
resiner og plastik. Monomererne omfatter stoffer som p-chloroben-
zen, 1,2 4-trichlorbenzen, styren, vinyltoluen, acrylamid, phenoler,

Tabel 6.11. Oversigt over
neurotoksiske metaller.



Tabel 6.12. Oversigt over
neurotoksiske monomerer.

Acrylamid

Acrylonitril

Carbondisulfid

Styren

Vinyltoulen

Neurotoksikologi

e-caprolactam, y-aminobutyrolactam. Nogle af de mest udbredte
neurotoksiske monomerer og deres effekter pa nervesystemet er
listet i tabel 6.12. Erhvervsmaessig udsaettelse for neurotoksiske
monomerer kan finde sted i virksomheder, der fremstiller, transpor-
terer og anvender de nzevnte stoffer og produkter. Desuden under
handtering af polymerer med restindhold af monomerer og under
stobning pa badvaerfter, ved tunnelarbejder og i tandklinikker.
Monomerer kan optages ved inhalation, fx carbondisulfid og sty-
ren, eller ved hudkontakt, fx acrylamid. Monomerer er som nzevnt
en heterogen gruppe stoffer, hvilket ogsa afspejles i deres virkeme-
kanismer og de tilknyttede symptomer (tabel 6.12).

Acrylamid
Acrylamid er et hvidt krystallinsk stof med et smeltepunkt pa
84°C og en molekylvagt pa 71,8:

CH, = CHCONH, 3

Acrylamid er oplgseligt i vand og kemisk meget reaktivt. Dets dob-
beltbinding kan reagere med thioler samt hydroxy- og aminogrup-
per. Udsaettelse for acrylamid ved hudkontakt eller indanding frem-
kalder efter en vis tid, der er afhaengig af pavirkningens art, symp-
tomer pa perifer og central polyneuropati i form af muskelsvack-
kelse og folelseslgshed i haender og fedder. Dyreforsgg har bekraef-
tet, at acrylamid fremkalder skader i CNS (Purkinji-cellerne) i moto-
riske og sensoriske nerveterminaler og i rygmarvens ganglieceller.

Produktion af polymerer; Polymerproduktion; M: Bl.a. reduceret aksonal
boreoperationer tunnelboring transport

K: Polyneuropati; svimmel-
hed; skaelven og ataksi

Laboratoriearbejde; polymer-  Polymer- og gummiproduktion;  A: Hyperexcitabilitet; spytaf-

0g gummiproduktion kemisk syntese sondring; opkastning; blafarvning
af huden; ataksi; &ndenad

Produktion af gummi, Gummi-, viskose- og M: Antagelig reduceret

viskose og rayon rayonindustri aksonal transport og nedsat
enzymaktivitet

K: Perifer neuropati; ence-
phalopati; hovedpine; svim-
melhed; mave-tarmbesvaer

Produktion af glasfiber- Kemisk industri; glasfiber- og ~ M: Ukendt.

plast; monomerfremstilling polymerindustri A: CNS-depression; hovedpine
0g -transport; brug af K: Polyneuropati; encephalopati:
styrenholdige resiner heretab

Produktion af resiner og Kemisk industri og polymer- K: Polyneuropati; nedsat nerveled-
insekticider. industri ningshastighed i motorneuroner

M: Mekanisme; A: Akutte symptomer; K: Kroniske symptomer; Neuropati: Nedsat funktion i perifere motoriske og sensoriske nervefibre; Encephalopati:
Hjerneskader som folge af generel forstyrrelse af hjernen; Ataksi: Manglende koordinering af bevaegelser.
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Organiske oplgsningsmidler

Organiske oplasningsmidler er en feelles betegnelse for en stor
gruppe lipofile stoffer, der, i varierende grad, er i stand til at oplgse
fedt, olie, voks, resiner, gummi, asfalt, cellulose-filamenter og plast-
materialer. De er generelt flygtige vaesker med kogepunkter pa
under 250°C. Pga deres fedtoplgselighed fordeles de i kroppen til
fedtrige organer. Saledes findes de hgjeste koncentrationer efter
oplesningsmiddeleksponering i fedtvaev, benmarv, lever og hjerne.
Fordelingsforholdet octanol/vand for et oplesningsmiddel indicerer,
om der kan forventes hgje koncentrationer i nervesystemets lipid-
membraner.

Den toksiske mekanisme kendes endnu ikke, men adskillige
muligheder har vaeret i fokus: haemning af vigtige metaboliske
enzymer knyttet til glukosestofskifte, reduceret energiproduktion
i mitochondrierne, @ndringer i neuronmembranen og forstyrrelse
af ionkanalerne, haemning af den aksonale transport. Der er
antagelig tale om, at de organiske oplgsningsmidler gennem bin-
ding til lipofile omrader pa nervecellerne forstyrrer en raekke for-
skellige processer. Denne antagelse underbygges af sammen-
haengen mellem fedtopleselighed og biologisk effekt (tabel 6.8).

Store grupper af ansatte i en bred vifte af industrier udsaettes
dagligt for organiske oplgsningsmidler (tabel 6.13). T Danmark er
forbruget af organiske oplesningsmidler, og isaer eksponeringen,
faldet i en raekke virksomheder som folge af tekniske og hygiej-
niske forbedringer samt substitution. Det gaelder malere, grafisk
industi og metalindustrien. T andre erhverv er eksponeringsmon-
stret zendret, mens det totale forbrug stort set er uzendret.
Trichloroethylen er fx blevet substitueret med 1,1,1-trichloro-
ethan i metalindustrien.

Organiske oplasningsmidler er dog stadig et arbejdsmiljopro-
blem pa mange arbejdspladser. Risiko for sundhedseffekter er
saerlig stor, nar man arbejder i sma rum med ringe ventilation og
hgj temperatur. Fysisk aktivitet gger optagelsen.

Toluen

Toluen er et “klassisk” organisk oplesningsmiddel, som bl.a. fin-
des i trykfarver, maling, lakker og lime og anvendes hyppigt
som rensemiddel for farver o.l. Graensevardien for toluen er i
Danmark 25 ppm. Toluen har et relativt hojt damptryk og for-
damper saledes let, sa den ovenfor nzevnte anvendelse forer let
til udsaettelse for koncentrationer i indandingsluften pa over
greensevaerdien. Toluen optages gennem huden og over lunger-
ne og ophobes i kroppens fedt pga toluens hgje fedtopleselig-
hed. Udsattelse for toluen i stigende koncentrationer fra 50 ppm
og op til 1.000 ppm ferer akut til hovedpine, kvalme og svim-




Trichlorethylen (TRI);
1,1,1-Trichlorethan;
Tetrachlorethylen

Methylenchlorid

Methylchlorid

Toluen

Xylen

Styren

n-hexan;
methyl butyl keton (MBK);
methyl ethyl keton (MEK)

Freon 113

Diethylether; halothan

Carbondisulfid

Terpentin; cellulosefortynder;
petroleum
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Eksponeringskilde

Affedtning; rensning; maling;
trykning; anaestesi (TRI)

Ekstraktion, malingsfierning

Kaleskabsproduktion

Trykning; rensning;
affedtning; maling

Trykning; kemisk syntese;
maling; histolaboratorier

Polymerisation;
glasfiberarbejde

Limning; trykning;
plastcoating; maling;
ekstraktion

Produktion og reparation af
koleanleeg; renserier;
affedtning

Narkoselaeger og
sygeplejersker

Se monomerer

Maling; rensning; affedtning;
trykning; impraegnering

Industrier i risiko

Metalindustri; grafisk
industri; elektronik-
industri; renserier;
narkosepersonale (TRI)

Fadevareindustri;
malere; grafisk industri

Koleindustri;
gummiindustri;
plastindustri

Grafisk industri;
elektronikindustri

Grafisk industri;
plastindustri;
histolaboratorier

Plastindustri;
glasfiberproduktion

Fodtejsindustri; grafisk
industri; malere;
laboratorier

Koleindustri;
metalindustri;
elektronikindustri;
renserier

Hospitaler; Klinikker

Se monomerer

Metalindustri; grafisk
industri; tresindustri

Mekanisme og effektprofil

. Ukendt

. Preenarkotiske symptomer,
. Hierneskade; polyneuropati;
beskadigelse af Trigeminus
heretab (TRI)

. Metabolisering til CO
. Preenarkotiske
symptomer, koma

. Hjerneskade

. Ukendt

. Preenarkotiske symptomer;
tab af bevidsthed; ded

. Hierneskade

: Ukendt

. Preenarkotiske symptomer
. Hierneskade; polyneuropati
heretab; synsforstyrrelser

: Ukenat

. Praenarkotiske symptomer
. Hjerneskade;
synsforstyrrelser; heretab

: Ukendt
. Praenarkotiske symptomer
. Hierneskade; polyneuropati;
heretab

X X =T X = x>=

x>=

x>=

M: Forstyrrelser af den
aksonale transport

. Preenarkotiske symptomer

. Polyneuropati; hjerneskade

>

: Ukendt

: Milde preenarkotiske
symptomer

. Hjerneskade

: Ukendt
;. Preenarkotiske symptomer
. Hjerneskade

x> X >=

M: Ukendt
Praenarkotiske symptomer
. Hjerneskade

=

Tabel 6.13. Oversigt over
organiske oplgsningsmid-
ler.

melhed. En rekke epidemiologiske underspgelser af malere og
andre, der har vaeret erhvervsmaessigt udsat for toluendampe,
tyder pa, at langvarig udsattelse for toluen i koncentrationer fra
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ca 25 ppm kan fremkalde varige funktionsforstyrrelser i CNS.
Disse viser sig som nedsat hukommelse, irritabilitet, depressioner
samt nedsat IQ (nedsat evne til at lgse psykologiske tests).

n-Hexan

n-Hexan er et organisk oplesningsmiddel, der bl.a. finder anven-
delse i lime. Graensevardien for n-Hexan er 50 ppm. Ved genta-
gen leengerevarende udsattelse for 50 ppm n-Hexan eller hgjere
koncentrationer i indandingsluften opstar fplgende symptomer,
som tiltager i svaerhed ved oget eksponering: prikkende fornem-
melse i fingre og taer, nedsat folelse i fingre og taer, nedsat
muskelkraft i fingre og taeer. Symptomerne breder sig efterhan-
den op ad armene til skuldrene og op ad benene til larene.
Tilsvarende kemiske forbindelser, fx pentan og heptan, kan ikke
fremkalde lignende symptomer. Undersogelser har vist, at det er
n-hexan metabolitten 2,5-hexandione (2,5-HD), der fremkalder
de beskrevne symptomer. Symptomerne opstar, ved at 2,5-HD
griber forstyrrende ind i de perifere nervecellers transport af stof-
fer fra cellekroppen og ud til udlgberen (aksonet). Aksonet kan
vaere op til 1 meter langt (se fig. 6.15). Nar transporten stopper,
henfalder aksonet, og det kan ikke leengere lede de elektriske
nervesignaler, som overforer folelse og stimulerer muskelkraft.

Pesticider

Pesticider anvendes som en fellesbetegnelse for stoffer, der er
produceret mhp at udrydde ukrudt og skadedyr. Betegnelsen
omfatter insekticider, fungicider, rodenticider, desinfektionsmid-
ler og herbicider. Organophosphater, carbamater og organo-
chlor-pesticider tillige med pyrethroider, chlorophenoxy-herbi-
cider og organo-metalforbindelser anvendt som svampemidler
har neurotoksiske egenskaber (tabel 6.13).

Erhvervsmaessig udsattelse for pesticider er hovedsageligt
kayttet til landbrugsarbejde sasom behandling af afgroder og
arbejde med behandlede afgrgder, men skadedyrsbekaeempere,
pesticidproducenter, jernbanearbejdere, savel som drivhus- og
skovarbejdere lgber en betydelig risiko for at blive eksponeret
for neurotoksiske pesticider. Born, som i visse lande udger en
betydelig del af arbejdsstyrken i landdistrikterne, er serlig sarba-
re, fordi deres nervesystem endnu ikke er fuldt udviklet.
Pesticidernes akutte effekter er generelt kendt og velbeskrevet.
Blivende effekter efter gentagen eksponering eller efter ekspone-
ring for en enkelt hgj dosis ses ofte (tabel 6.14), hvorimod der
hersker usikkerhed om betydningen af gentagne lavdosis-pavirk-
ninger.

u7
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A Motorneuron B Normal
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Figur 6.15. Hlustration af et perifert motorneuron (A) med en normal Ranviersk
indsnering (B). Toksisk effekt af 2,5-HD (C) medforer, at aksonet svulmer op ved
de Ranvierske indsngringer, og at myelinskeden henfalder.

Parathion

Parathion er et blandt mange bekaempelsesmidler, det tilhgrer
gruppen organophosphater. Graensevaerdien for parathion er 0,1
mg/m3. Den lave greenseverdi afspejler, at dette stof griber ind
pa et centralt sted i nervesystemet. Gennem en hamning af
enzymet cholinesterase far det signaloverfgrslen ved de synap-
ser, der anvender acetylcholin, til at ga ‘amok’. Symptomerne pa
akut forgiftning omfatter gget spytsekretion, sma pupiller, ufrivil-
lig vandladning, muskelkramper og svackkelse. Dgden indtraeder
sedvanligvis som folge af lammelse af andedrzttet. Nogle organ-
ophosphater kan desuden efter en enkelt kraftig pavirkning
fremkalde forsinket toksicitet, der optraeder som lammelser nogle
uger efter pavirkningen.
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Eksponeringskilde Virksomheder i risiko Effektprofil

Organophosphater:

Beomyl; Demethon; Handtering; Landbrug; M: Acetyl cholinesterase hzemning
Dichlorvos; arbejde med skovbrug; A: Hyperaktivitet; neuromuskuleere lam-
Ethyl parathion; Mevinphos;  sprajtede afgreder  gartneri melser; synsforstyrrelser; dndedrasts-
Phosfolan; Terbufos; besveer; hvileleshed; svaghed;
Malathion opkastning; kramper

Aldicarb; Carbaryl; Carbofuran; M: Forsinket neurotoksicitet aksonopati
Propoxur K: Polyneuropati; folelsesloshed og

snurren i fedderne; muskelsveekkelse;
sensorisk forstyrrelse; lammelser

Organochlor:

Aldrin; Dieldrin; DDT; Endrin;  som ovenfor som ovenfor A: Irritabilitet; eengstelse; slevhed;
Heptachlor; Lindane hovedpine; forvirring; svimmelhed;
Methoxychlor; Mirex; sveekkelse; ataksi; rystelser; krampe;
Toxaphene koma

K: Encephalopati

Pyrethroider som ovenfor som ovenfor M: Andring af natriumstremmen over
nervecellemembranerne
A: Foreget excitation; rystelser; kramper

2,4-D som ovenfor Landbrug K: Polyneuropati
Triethyltinhydroxid Overfladebehand-  Treeindustri; A: Hovedpine; svaekkelse; lammelse;
ling; handtering af  byggeindustri synsforstyrrelser
behandlet tree K: Polyneuropati; CNS-symptomer.
Methylbromid Desinfektion Gartnerier M: Ukendt
A: Syns- og taleforstyrrelser; delirium;
krampe

K: Encephalopati

M: Mekanisme; A: Akutte symptomer; K: Kroniske symptomer; Polyneuropati: Nedsat funktion i perifere motoriske og Tabel 6.14. Oversigt over
sensoriske nervefibre; Encephalopati: Hjerneskader som felge af generel forstyrrelse af hjernen; Ataksi: Manglende -

koordinering af bevaegelser; Aksonopati: Degeneration af nervecelleudiober. neurotoksiske pesticider.

Udviklingstendenser

Forekomst af neurodegenerative lidelser

Undersggelser i USA har vist, at en raekke neurodegenerative lidel-
ser er i fremgang i befolkningen; arsagen til dette er endnu ikke
klarlagt, men visse kemiske stoffer er under mistanke.

MPTP og Parkinsons syge
MPTP er forkortelsen for 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropy-
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ridine, et stof som kan dannes under fremstilling af syntetisk
heroin. Det opsigtsvaekkende ved denne forbindelse er, at det i
lpbet af 5 til 15 dage kan fremkalde symptomer identiske med
Parkinsons syge, en sygdom som normalt forst udvikles sent i
livet, og som udvikles over en arraekke. Symptomerne er karak-
teriseret ved tremor og mangel pa muskelkontrol og skyldes
henfald af dopaminproducerende neuroner i substantia nigra, et
omrade dybt i den centrale del af hjernen. Sammenhaengen mel-
lem MPTP og Parkinsons syge har gget forstaelsen af denne
lidelse, men ogsa abnet for opstilling af hypoteser om, at udsaet-
telse for visse miljogifte kan veere hel eller delvis arsag til stig-
ningen i de neurodegenerative lidelser.

Der er saledes tegn pa, at udsaxttelse for visse neurotoksiske
stoffer i selv lave koncentrationer kan have alvorlige konsekven-
ser for nervesystemets funktion og levetid, iseer hvis pavirknin-
gen finder sted over laengere tid. Sadanne pavirkninger kan fore-
komme pa arbejdet, gennem forureninger i indeklimaet eller fra
miljeet i gvrigt - vand, luft og mad.

Kombinationseffekter
Flere epidemiologiske undersogelser har pavist en sammenhaeng
mellem udsattelse for organiske oplesningsmidler og tab af
horelse, og forskere fra NIOSH (det amerikanske arbejdsmiljgin-
stitut) har i tidsskriftet The Lancet advaret mod faren for hgretab
ved udsettelse for oplesningsmidler som toluen. Endvidere er
der blevet pavist en synergistisk effekt ved samtidig udsaettelse
for toluen og stgj.

En sadan sammenhzeng tyder pa et samspil af toksiske effekter
i bade nervesystemet og det indre gre. Ud fra et forebyggelses-
synspunkt er det iszer vigtigt at fa viden om, hvordan ekspone-
ring for oplesningsmidler og udszettelse for stgj virker synergi-
stisk i udvikling af heretab. En hypotese er, at celler med hg;j
energiomsatning, fx harceller i gret og visse centre i hjernen,
kan exciteres ved udsattelse for oplgsningsmidler, siledes at
teersklen for stgjinducerede skader pa celler senkes. Det er vig-
tigt at fa klarhed over, hvor leenge denne saenkning af taersklen
varer set i forhold til forskellige koncentrationer af oplgsnings-
middeleksponering. Endvidere er det vigtigt at fa viden om
mekanismer bag et skift fra reversibel til permanent hgretab som
folge af eksponering for oplgsningsmidler og stg;.
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En reekke undersggelser har vist, at psykosociale pavirkninger
og/eller bevaegeapparatbelastninger kan fgre til szendringer i hor-
monkoncentrationer i blod, urin og spyt. Det er hensigtsmaessigt
i forbindelse med korterevarende stresspavirkninger, hvor der
kraeves en aktivering af kroppens beredskab gennem det sympa-
tiske nervesystem: hjerteslagsrytmen og blodtrykket stiger,
blodsukker mobiliseres fra glykogendepoter i leveren og trans-
porteres med blodet til den arbejdende tvaerstribede muskulatur,
samtidig heemmes blodtilfarslen til indvolde og hud. En langva-
rig aktivering af det sympatiske nervesystem som folge af laenge-
revarende stress er derimod skadeligt, idet kroppen har brug for
genopbygning. Den hormonelle status er i mange tilfaelde
afgorende for, hvilken effekt et fremmed stof har pa organismen.
Her kan afgiftningsenzymer spille en rolle. Enzymer som super-
peroxid dismutase og katalase indgar i reguleringen af hydro-
genperoxid, som via nedbrydning af reaktive oxygenmolekyler
forarsager uoprettelige vaevsskader og en reduktion af reserveka-
paciteten.

Hormoner er kemiske signalsubstanser, som koordinerer aktivi-
teten af de forskellige celler i multicellulaere organismer (endo-
krine system). Hormoner syntetiseres i specialiserede vaev (kirt-
ler), secerneres direkte i blodstreommen og transporteres til deres
virkningssted, hvor de virker ved specifikt at zendre aktiviteten i
specielle celler og vaev (malceller). Hormoner har til hovedrolle
at kontrollere og regulere reproduktion, vaekst og udvikling, ved-
ligeholdelse af det indre miljg samt produktion, udnyttelse og
oplagring af energi. De tre vaesentligste ekstracellulaere kommu-
nikationssystemer er det endokrine system, nervesystemet og
immunsystemet. De tre systemer kommunikerer ekstensivt og
har virkningsmekanismer med mange felles trak.

Ved akut stress aktiveres endokrinologiske eller adfeerdsmaessi-
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ge mekanismer i individet for at neutralisere effekten af eller for
at tilpasse sig en stressor. Formalet med denne stressreaktion er
at genoprette ligevaegten (homeostasen) i individet. Sa laenge
individet er i stand til at opretholde homeostasen, vil kroppens
normale status vaere etableret.

Ved kronisk stress kan individet ikke eliminere den pagaelden-
de stressor eller tilpasse sig den. Basalt set er kronisk stress
karakteriseret ved, at nogle biokemiske processer aktiveres, og
andre deaktiveres, sialedes at den endokrine balance forskydes.
Denne tilstand menes at kunne medvirke til udvikling af bl.a.
hjerte-karsygdomme, allergi, kraeft og hjerneskader.

Det er vaesentligt at skelne mellem pa den ene side stress, som
en individtilstand, og pa den den anden side en stressor (en
belastning), som fx monotont tempoarbejde, der kan veere arsag
til stresstilstanden. En stressor er en ydre pavirkning eller belast-
ning (psykisk/fysisk), som overstiger individets personlige evner
og derved fremkalder en stressreaktion.

For at underspge effekten af en stressor er det vaesentligt at
skelne mellem akut og kronisk stress. Akut fysiologisk stress er
kendetegnet ved en stigning i urinudskillelsen af adrenalin, nora-
drenalin og kortisol, ogsa kaldet de akutte stresshormoner.

Psykologisk stress er en individtilstand, der er kendetegnet ved
anspaendthed (arousal) og ulyst.

I dette kapitel vil udvalgte hormoner eller metaboliske slutpro-
dukter blive gennemgaet fysiologisk sammen med eksponering
fra udvalgte stressorer. En biomarker er her defineret som en
biologisk indikator for de sendringer i organismen, som pavirk-
ninger forarsager.

Effekter af stress pa fysiologiske
processer

Det kan vaere hensigtsmaessigt at opdele de biokemiske proces-
ser i kroppen i kataboliske og anaboliske processer. Generelt er
kataboliske processer nedbrydende, siledes at der frigores ener-
gi, mens anaboliske processer er opbyggende. Processerne regu-
leres bl.a. af hormoner. Katekolaminer (adrenalin, noradrenalin,
dopamin), kortisol, haemoglobin-A,. (HbA, ), kolesterol og beta-
endorfin relaterer sig til de kataboliske processer, mens dehydro-
epiandrosteron, testosteron og gstradiol er anaboliske steroider,
som har betydning for muskelopbygningen og hermed relaterer
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sig til anaboliske processer. Nedenfor er angivet eksempler pa
biomarkerer opdelt efter, hvilke biokemiske processer de er
knyttet til:

¢ markgrer for kataboliske processer: adrenalin, noradrenalin,
kortisol, HbA,., kolesterol og beta-endorfin

¢ markorer for anaboliske processer: debydroepiandrosteron-
sulfat, testosteron, somatotropin og ostrogen

¢ markorer for andre fysiologiske processer: thyroxin, prolaktin
og melatonin

¢ markorer for pavirkninger af immunsystemet: akutfaseprotei-
ner, cylokiner, beat-shock-proteiner og immunglobulin-A

¢ markor for oxidative skader: 8-hydroxydeoxyguanosine.

Stressorer kan pavirke hypothalamus - hypofyse - binyrebark
(HPA-aksen) og det autonome nervesystem (se fig 7.1).
Frigivelse af adrenalin fra kromaffincellerne i binyremarven og
frigivelse af glukokorticoider (fx kortisol) fra binyrebarken er to
essentielle neuroendokrine respons. Adrenalin og kortisol stimu-
lerer bugspytkirtlen til frigivelse af glukagon og omdannelse til
glucose.

Det autonome Hypothalamus

nervesystem
¢ CRF

Hypofysen

v ACTH

Binyrebarken

v

Binyremarven

Figur 7.1. Diagram over effekter af stressorer pa HPA-aksen og det autonome
nervesystem.
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Frigivelse af kortisol haemmer desuden en raekke signalsub-
stanser, der er npdvendige for immunsystemets funktion. Blandt
disse er prostaglandiner, tumor nekrosis faktor, plasminogen-akti-
vatorer og forskellige cytokiner. Aktivering af binyrebarksteroid-
hormonerne reflekterer en aktivering af hypothalamus, der sti-
mulerer hypofyseforlappen til frigorelse af ACTH (adrenokortiko-
tropt hormon) og ADH (anti-diuretisk hormon). T hypofysen fri-
gores ogsa det luteiniserende hormon (LH), der styrer progeste-
ron- og testosteronproduktionen.

Da forskellige biokemiske processer indgar i et komplekst
samspil, kan effekten af en stressor ofte males ved aendringer i
koncentrationer af hormoner eller markgrer for andre metaboli-
ske processer i individet.

Samspil mellem pavirkninger
fra stressorer og effekter

Krav og pavirkninger i arbejdsmiljget indgar i et komplekst sam-
spil, der pavirker helbredet. Et krav om at udfere, regulere
og/eller styre en arbejdshandling er ikke i sig selv belastende.
Hvorvidt kravet bliver til en belastning, athaenger bl.a. af,

¢ om der er forhindringer eller manglende ressourcer til at img-
dekomme kravet
¢ om kravet er et overkrav, dvs overstiger individets kapacitet.

Et enkelt krav kan vare et overkrav ved at kraeve stor anstren-
gelse, eller gentagelse af krav kan samlet blive et overkrav, bade
bevagelsesmaessigt og mentalt, fx er det anstrengende at kon-
centrere sig om det samme i lang tid.

Fig. 7.2 viser en model for samspillet mellem pavirkning, res-
sourcer og effekter. Modellen har syv elementer: arbejdsmiljoets
krav/pavirkninger, oplevet arbejdsmiljs, umiddelbare effekter, lang-
sigtede helbredsvirkninger, mestringsmader, individuelle ressourcer
og social stgtte. Nogle indgar i vekselvirkninger med hinanden.
Det antages, at de umiddelbare (akutte og subakutte) effekter vir-
ker tilbage pa oplevelsen af arbejdsmiljoets krav/pavirkninger, fx
kan smerte fore til beslutning om handling til bedre at klare belast-
ningerne. Umiddelbare effekter opdeles i akutte fysiologiske
effekter, fx hormonale sendringer, samt adfcerdsmeessige effekter, fx
gget anvendelse af stimulerende midler, ulykker og sygefravaer.
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Maling af biomarkegrer

Hoje krav Oplevede Akutte fysiologiske Skadelige effekter pa Helbredseffekter
og lille belastninger og adfeerdsmaessige regulatoriske funktioner, >
indflydelse i receptorfelsomhed og

hormonproduktion

Personllge
ressourcer

Figur 7.2. Samspil mellem
pavirkning, ressourcer og
effekter.

Langtidseffekter opdeles i effekter pa regulatoriske funktioner,
receptorfelsomhed og hormonproduktion. Langtidseffekter vil
medfore, at det endokrinologiske system er i en kronisk aktive-
ringstilstand for at genoprette homeostasen.

Malbare effekter af stresspavirkninger.
Udvalgte metaboliske markgrer i enkelte
underspgelser

Stress og kataboliske processer

Adrenalin, noradrenalin og kortisol er eksempler pa biomarkgrer
for kataboliske processer. Andre metaboliske stoffer som gluke-
ret haemoglobin, kolesterol og beta-endorfin vil kunne anvendes
som biomarkerer for kataboliske processer, idet de er energikil-
der eller reflekterer glucosefrigorelsen fra depoter i individet
(tabel 7.D).
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Kataboliske processer Katekolaminer Blod, urin Korttidsstress
Kortisol Blod, urin og spyt Korttidsstress
Leengerevarende stress
Heemoglobin Ay, Blod Leengerevarende stress
Kolesterol og triglycerider ~ Blod Leengerevarende stress
Anaboliske processer Testosteron og gstrogen  Blod Korttidsstress
Leengerevarende stress
DHEA-S Blod og urin Leengerevarende stress
Somatotropin Blod og urin Korttidsstress
Andre metaboliske processer  Thyroxin Blod Korttidsstress
Prolaktin Blod Korttidsstress
Aktiv coping
Passiv coping
Leengerevarende stress
Melatonin Blod og urin Korttidsstress
[3-endorfin Blod Korttidsstress
Immunsystemet Immunoglobuliner Blod og spyt For blod
leengerevarende stress
Akutfaseproteiner, Blod Korttidsstress
cytoleukiner og
heat shock proteiner
Oxidative damage 8-hydroxydeoxyguanosin -~ Urin Leengerevarende stress

Tabel 7.1. Oversigt over biomarkor-respons pa korttids- og laengerevarende stress.

Adrenalin og noradrenalin

Disse stoffer udskilles fra binyremarven og feres via blodet til
leveren. Adrenalin stimulerer nedbrydning af glykogen til gluco-
se og regulerer herved blodsukkerkoncentrationen. Adrenalin sti-
mulerer ogsa nedbrydning af glykogen i musklerne til maelkesy-
re. I forbindelse med en forestiende akut belastende situation vil
gget katekolaminfrigerelse fore til mobilisering af ressourcer til at
kunne klare situationen. Noradrenalin fungerer som neurotrans-
mitter i det sympatiske nervesystem.

Katekolaminer udskilles via urinen frit eller bundet til sulfat.
Normalt udskilles mindre end 0,2 ymol adrenalin hhv 0,6 pmol
noradrenalin pr degn. Maend udviser hgjere plasma-adrenalinni-
veauer end kvinder. Betydningen heraf er ukendt. Udskillelse af
adrenalin og noradrenalin stiger med alderen hos i gvrigt raske
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personer, hvilket bl.a. skyldes langtidseffekt af rygning pa kreds-
lobet. Hos fysisk treenede personer kan ses meget hgje plasma-
katekolaminkoncentrationer ved maksimal fysisk udfoldelse.
Plasmanoradrenalinkoncentrationen i hvile hos trenede personer
i forhold til ikke-traenede personer er ikke vaesentlig @endret.
Derimod ses hgjere plasmaadrenalinkoncentrationer hos treenede
personer i hvile end hos utreenede personer. Endvidere tyder
kredslgbsundersggelser pa, at blodtryksstigningen ved psykisk
stress er mindre hos treenede end hos fysisk utreenede personer.
Psykisk stress vil ofte vaere ledsaget af puls- og blodtryksstig-
ning, karsammentraekning i perifere organer og i hud, en gget
muskelgennemstromning og stigning i plasmakatekolaminniveau-
et. Den blodtryksstigning, man ser, skyldes ikke direkte stignin-
gen i plasmaadrenalin, men derimod aktivering af de sympatiske
nerver til forskellige organer, herunder hjertet og binyrer.
Noradrenalinkoncentrationen i underarmens veneblod afspejler
noradrenalins neurotransmitterfunktion og iseer muskelsympati-
kusaktiviteten. Muskelsympatikusaktiviteten spiller en afggrende
rolle for blodtryksregulationen ved stillingsaendringer, fysisk
arbejde, fodeindtagelse mv.

Der ses en betydelig dognvariation i bade plasma- og urinni-
veau, fra laveste vaerdi om morgenen, stigende over arbejdsda-
gen og faldende til lidt over morgenniveauet om aftenen. Denne
dggnvariation har stor praktisk betydning for prgvetagningstids-
punkt, og mange inden for arbejdsmiljgovervagning arbejder
derfor med opsamling af urinprever over 24 timer, eller opsam-
ling af degnurin. Den biologiske halveringstid for katekolaminer
i blod er mindre end 2 minutter, hvilket gor brugen af plasma-
katekolaminniveauet uegnet til vurdering af en eksponering over
en arbejdsdag.

Adrenalin- og noradrenalinmalinger i urin kan anvendes pa
flere mader. Malte niveauer pa en arbejdsdag kan sammenlignes
med en fridag eller pa gruppebasis mellem udvalgte grupper.
Malingerne kan ogsa relateres til stigning i koncentrationen i for-
hold til en basisvaerdi, fx morgenvaerdien, og sammenlignes med
en tilsvarende stigning pa en fridag eller pa gruppeniveau i for-
hold til en kontrolgruppe. Endvidere kan man se pa forskellen
mellem arbejdsniveau og aftenniveau i forhold til tilsvarende
provetagningstidspunkter pa en fridag.

Fig. 7.3 er et eksempel pa, hvordan resultater kan evalueres. I
dette eksempel er to hold af renovationsarbejdere, bestaende af
hver tre personer, fulgt i 4 arbejdsdage. Det ene hold indsamler
affald i omrader med affaldscontainere, og det andet hold ind-
samler affald i omrader med affaldsspande. Den gennemsnitlige
koncentration af adrenalin (standardiseret med kreatinin) i mor-
genurinen (for kl. 6.00) er brugt som basisniveau og sat til 100%.
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Arbejdsniveauet (fra kl. 6 til kl. 14.00) er beregnet som den gen-
nemsnitlige stigning i katekolaminniveauet i arbejdstiden.
Aftenniveauet (fra kl. 19 til kl. 24.00) er beregnet som den gen-
nemsnitlige stigning fra morgenniveauet til aftenniveauet.
Figuren viser, at ved indsamling af containere er den gennem-
snitlige katekolaminkoncentration (arbejdsniveauet og aftenni-
veauet) i urin dobbelt sa hgj som ved indsamling af spande.

Kortisol

Kortisol er et steroid, der dannes i binyrebarken under indflydel-
se af ACTH. ACTH reguleres af CRF. Nar kortisol i blod stiger,
heemmes frigorelsen af ACTH og CRF (negativ feedback).
Kortisol spiller forst og fremmest en rolle i kulhydrat-, protein-
og fedtstofskiftet og mindsker kapilleerpermeabiliteten. Kortisol
har endvidere en anti-inflammatorisk virkning ved fx at deempe
alle beteendelsesreaktioner. Over laengere tid vil kortisol reducere
vaevenes forsvarsmekanismer over for infektioner og forsinke
sarheling.

Kortisol udviser en betydelig degnvariation, idet koncentratio-
nen er hgjest ved opvagning og herefter jaevnt faldende i lgbet
af dagen (fig. 7.4). Over denne degnrytme findes 6-8 sekretori-
ske perioder med uregelmaessig frekvens og amplitude (nogle
mener, der er 15 sekretoriske perioder). Kortisol findes dels pro-
teinbundet og dels “frit” non-proteinbundet i plasma og urin.
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Figur 7.3. Stigning i adre-
nalin i urin ved indsamling
af affald.
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Figur 7.4. Dggnvariation
for kortisol i plasma.
(Medicinsk kompendium,

1994).

12
Tid (klokken)

Kun den frie del er aktiv. Det frie kortisol i plasma er i diffusi-
onsligevaegt med kortisol i ekstracellulaerfasen og er derfor et
udtryk for kortisolaktiviteten i organismen. Alder og kon spiller
ingen praktisk rolle for koncentrationen af kortisol.

Psykisk stress medforer en stigning i plasmakortisol. Det er
dog karakteristisk, at stigningen er langsommere end stigningen i
plasmaadrenalin, og der kraeves storre stimulering. Den biologi-
ske betydning af en @get kortisolsekretion i “stresssituationer” er
ikke fuldt afklaret. Hovedvirkningen synes at bestd i en sikring
af glucoseproduktionen i organismen, specielt til hjernen, samti-
dig med at det inflammatoriske respons holdes pa et for organis-
men acceptabelt niveau.

Halveringstiden for kortisol i plasma er 80 minutter. Pga den
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korte halveringstid og degnvariationen (herunder de sekretoriske
perioder) kan det vare vanskeligt at fortolke resultater af kor-
tisolmalinger i plasma. Et bedre mal for udsattelse for stressorer
i arbejdsmiljpet er kortisolkoncentrationen i urin. Fig. 7.5 viser et
eksempel pa kortisoludskillelsen i urin hos en gruppe syersker.
Kortisoludskillelsen er beregnet i pmol/mol kreatinin, som den
gennemsnitlige udskillelse over 24 timer. De malte koncentratio-
ner er sammenlignet med referenceniveauet hos voksne (28-276
nmol/dggn), omregnet til pmol/mol kreatinin. Det er antaget, at
et individ i gennemsnit udskiller 1,5 L urin og 10 mmol/L kreati-
nin. Ca 40% af syerskerne ligger over det gverste referenceni-
veau. Tidligere studier har vist, at lav kontrol over eget arbejde
medforer en stigning i kortisolniveauet.

Kortisol i spyt har ogsa vaeret relateret til andre effektmal, fx
forhgjet blodtryk og hjertefrekvens. Der er fundet signifikant
hgjere niveauer hos personer med forhgjet blodtryk og hjertefre-
kvens i forhold til en kontrolgruppe, hvilket kunne indikere, at
spytkortisol kan anvendes som markgr for laengerevarende
pavirkninger.
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Figur 7.5. Kortisol i urin
hos 99 syersker.
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HbA,,

Vedvarende forhgjet blodglucose medforer gget glykering af
peptider og proteiner, bl.a. haemoglobin. Af de glykerede haemo-
globinfraktioner foretraekkes at male HbA,, idet koncentration af
HbA, . ikke hos normale individer er athaengig af alderen. HbA,
i blod anvendes bl.a. som et mal for sendringer af glucosemeta-
bolismen i diabetespatienter og kan derfor anvendes til scree-
ning af diabetes mellitus. HbA,. benyttes som et meget praecist
mal for den tidsvaegtede blodglucosekoncentration for de forud-
gdende 0-8 uger. HbA,. udtrykkes i procent af den totale haemo-
globinmaengde. Referenceintervallet for HbA,. i blod er 3,4-6,1%
af total haeemoglobin. HbA . har en halveringstid i blodet, der
svarer til haemoglobinets halveringstid, dvs ca 120 dage. I forbin-
delse med maling af HbA, . skal man vaere opmaerksom pa for-
skelle i monstre af heemoglobinfraktioner hos forskellige etniske
grupper.

En stresspavirkning vil, som folge af stimulering af hypofysen,
binyrerne via ACTH og bugspytkirtlen via adrenalin, gge frigivel-
sen af glukagon og hermed @ge koncentrationen af glucose (fig.
7.1). En langvarig udsettelse for en stressor vil derfor kunne
males i den gennemsnitlige blodglucosekoncentration. Flere
undersogelser peger pd, at niveauet af HbA, . i blod stiger ved
oget psykisk arbejdsbelastning. Til vurdering af HbA, . maleresul-
tater sammenlignes maleresultater almindeligvis med kontrol-
malinger pa det samme individ.

Plasmalipider, kolesterol og triglycerider

Disse har ligeledes vaeret anvendt i arbejdsmiljoundersggelser af
forskellige stressorer. Kolesterol og triglycerider kan indtages
med foden, men produceres primaert i organismen. Stgrstedelen
af kolesterol, ca 2/3, findes i plasma som LDL- (lav-densitets-
lipoprotein) kolesterol og ca 1/3 som HDL- (hgj-densitets-lipo-
protein) kolesterol. Kolesterol er et essentielt mellemprodukt for
steroidhormonerne, fx testosteron og gstradiol samt for D-vita-
mindannelsen i huden. Koncentrationen af totalkolesterol varie-
rer ikke med omstaendighederne for provetagningen.

Det er velkendt, at forhgjet LDL-kolesterolniveau over lang tid
kan give areforkalkning. Referenceniveau for LDL-kolesterol er
for meend/kvinder i alderen 20-40 ar omkring 1,7-4,9/1,5-4,5
mmol/L og i alderen 40-60 ar 2,3-5,3/1,9-5,4 mmol/L. Reference-
niveau for HDL-kolesterol er for meend/kvinder i alderen 20-40
ar 0,8-1,4/0,8-1,7 mmol/L og i alderen 40-60 ér 0,7-1,6/0,8-1,9.
Plasmakolesterolniveauet stiger svagt med alderen, og maend
udviser lidt lavere niveauer end kvinder.

Plasmakolesterolniveauerne er i et aldre studie fulgt hos 39
skatte- og selskabsrevisorer i 5 maneder. Der var signifikant
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hgjere plasmakolesterolniveau i perioder med stor arbejdsbelast-
ning for begge grupper. For selskabsrevisorer var januar og april
praeget af stor arbejdsbelastning, mens juni var praeget af mode-
rat arbejdsbelastning. Skatterevisorer havde den mest belastede
arbejdsperiode i april. Der blev samtidig observeret stigende
blodkoagulationstid for begge grupper i april. Dette fund er dog
ikke bekraftet i nyere studier.

Beta-endorfin

Beta-endorfin er et peptid-hormon, der secerneres fra hypofyse-
forlappen. Beta-endorfin stammer fra samme forstadium som
ACTH, der regulerer kortisolsekretionen. Syntesevejen er dog
forskellig. Nogle undersggelser viser en sammenhaeng mellem
ACTH og beta-endorfin, andre undersggelser viser ingen sam-
menhzeng. Beta-endorfin virker smertehaemmende ved at hindre
smerteimpulserne i at na de smerteopfattende centre i central-
nervesystemet.

Forhgjede koncentrationer af beta-endorfin gger fedtnedbryd-
ning og reducerer herved forbrug af glucose og muskelglykogen.
Beta-endorfin aktiverer immunssytemet, fx antistofproducerende
celler, men undertrykker produktionen af IgG. Beta-endorfin og
ACTH stiger under hardt fysisk arbejde (> 60% VO,max) og top-
per, kort tid efter at pavirkningen er ophgrt. Der findes ikke i
gjeblikket folsomme og palidelige analysemetoder til maling af
beta-endorfin i blod i normalomradet. Beta-endorfinudskillelsen i
centralnervesystemet er vasentlig storre. Det er dog ikke i
arbejdspladsundersggelser muligt at indsamle prover fra cerebro-
spinalvaesken.

Stress og anaboliske processer

Ved anaboliske processer dannes i individet stgrre molekyler ud
fra mindre molekyler. Disse storre molekyler anvendes pa celle-
niveau som opbyggende elementer eller til at udfgre specielle
funktioner. Hormoner, som initierer disse anaboliske processer,
kaldes anaboliske hormoner. Nogle hormoner omdannes til
andre mere aktive hormoner, mens andre blot inaktiveres i for-
bindelse med en signaloverfersel. Mange af disse hormoner er
anaboliske steroider. Steroid henviser til kerneelementet i hor-
monerne. Alle naturligt forkommende steroidhormoner er dannet
ud fra kolesterol (fig 7.6).

Syntese og sekretion af fx dehydroepiandrosteron (DHEA),
testosteron og gstrogen er medieret af ACTH (se fig. 7.1), kon-
centrationen af mineral-ioner og nzeringsstoffer, der omgiver den
endokrine celle, og af et effekthormon dannet af de underordne-
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Figur 7.6. Dannelse af ste-
roidhormoner ud fra kole-
sterol. de kirtler. Effekthormoner kan fx regulere sekretionen af andre

hormoner.

Anaboliske steroider bruges af nogle idraetsfolk for at gge
muskelmassen og muskelstyrken. @Jstrogen har dog kun en svag
anabolisk effekt og gger kun maengden af fedtveev. Testosteron
og ostrogen cirkulerer delvis bundet til et transportprotein, sek-
sualhormon-bindende protein, hvor niveauet er afggrende for
den frie fraktion. Alle gstrogener dannes via enzymatisk omdan-
nelse af androgener, fx er delta-4 androstendion et forstadium til
testosteron, men kan omdannes til gstrogen vha enzymet aroma-
tase.

DHEA
DHEA er et steroidhormon, der fortrinsvis produceres i binyrerne
(80-90%) og til dels i testiklerne (10-20%). DHEA secerneres fra
binyrerne som det vandopleselige og kemisk mere stabile dehy-
droepiandrosteronsulfat (DHEA-S). DHEA-S findes i 300-500
gange hgjere koncentration end DHEA. DHEA-S er inaktivt og
anvendes som lager for DHEA. DHEA har en direkte indflydelse
pa lipidsyntesen og immunsystemet samt en indirekte effekt ved
at indga i syntesen af kgnshormonerne testosteron og gstrogen.
DHEA er pa den ene side et anabolisk steroid og ma derfor
forventes at relatere til fysisk stress, men samtidig syntetiseres
DHEA i binyrebarken, der ogsa udskiller adrenalin og kortisol,
og kan derfor forventes at vaere relateret til en psykisk pavirk-
ning. DHEA udskilles via nyrerne som DHEA, DHEA-glucoronid,
androsteron og DHEA-S. Der er betydelig kgns- og aldersvariati-
on. Niveau af plasma DHEA-S hos maend i alderen 20-40/40-60
ar er 3,0-12,0/1,0-10,0 pmol/L og hos kvinder for/efter menopau-
se 1,2-9,5/0,5-4,5 pmol/L. Plasma DHEA-S falder med alderen.
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DHEA og DHEA-S udviser kun lille degnvariation med en ringe
stigning i morgentimerne. Halveringstiden for DHEA-S i serum er
8-11 timer og for DHEA 30-60 minutter.

Undersogelser tyder pa, at nedsat koncentration af DHEA-S er
relateret til forhgjet blodtryk og risiko for hjerte-karsygdomme.
DHEA-S er derfor en interessant biomarker at male i forbindelse
med arbejdspladsundersggelser, hvor risikoen for hjerte-karsyg-
domme onskes belyst.

Testosteron og gstrogen

Testosteron og gstrogen er kgnshormoner med anaboliske effek-
ter. De dannes i hhv testikler og aeggestokke samt binyrebarken
og perifert i forskellige vaev ud fra forskellige forstadier. Dan-
nelsen og sekretionen af testosteron stimuleres af luteiniserende
hormon (LH) (fig. 7.1), og testosteron deltager i sin egen regule-
ring ved et negativt feedback pa hypofysens produktion og
udskillelse af LH.

Maend har ca 10 gange hgjere koncentration af testosteron i
serum end kvinder. Koncentrationen af frit testosteron er staerkt
atheengig af alderen og er for prover taget mellem kl. 8 og kl.
10, 220-530 pmol/L for mand og < 14,5 pmol/L for kvinder. Hos
kvinder ses forhgjet testosteron ved bl.a. menstruationsforstyrrel-
ser og infertilitet. For bade kvinder og maend falder gstrogen
med alderen, mest hos kvinder. Koncentrationen af gstrogen
varierer med menstruationscyklus.

Dggnvariation af testosteronkoncentrationen er ikke af praktisk
betydning i relation til provetagning, dog er den let forhgjet i de
tidlige morgentimer. Serumgstrogen vil vaere mindre egnet at
male i forbindelse med stressorer i arbejdsmiljoet pga af den
store biologiske variation i forhold til menstruationscyklus og
dermed store usikkerhed ved prgvetagningen. Ved at anvende
testosteron som biomarker er det derimod lettere at planlaegge et
maleforlgb. Det kan dog vaere et problem at finde egnede analy-
semetoder, der er folsomme nok til at male testosteron i serum
hos kvinder.

En pavirkning fra en stressor medforer fald i LH og follikelsti-
mulerende hormon, og dermed lavere niveauer af anaboliske
hormoner. I en underspgelse af intervention pa forskellige kon-
torarbejdspladser fandtes signifikant stigning i testosteron hos
den gruppe, der arbejdede positivt og aktivt med organisati-
onsxndringerne, sammenlignet med de passive grupper. De
hgjeste niveauer af testosteron blev fundet hos kvinder, der rap-
porterede god egenindflydelse pa eget arbejde. Endvidere viser
tidligere underspgelser lavere serum testosteronniveauer ved
vedvarende fysisk traening. Hos en gruppe kvinder, der arbejde-
de ved processer med monotont arbejde og lav fysisk belastning,
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blev fundet et signifikant lavere testosteronniveau i forhold til en
gruppe kvinder, der ikke havde monotont arbejde (fig. 7.7).
Dette kunne forklares ved, at lav fysisk belastning mobiliserer
energi og nedsetter metabolismen med lavere serum testosteron
til folge.

Procent
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Figur 7.7. Frekvens-
fordeling af to jobgrupper
mht testosteronkoncentra-
tionen i serum.
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Somatotropin (veeksthormon)

Somatotropin dannes i hypofyseforlappen og kontrolleres pri-
meert af to hormoner fra hypothalamus, et hormon, der haemmer,
og et hormon, der stimulerer sekretionen. Med et system, der
bade haemmer og stimulerer, vil niveauet af somatotropin til
ethvert tidspunkt reflektere den relative grad af bade stimulering
og haemning. Somatotropin udskilles fortrinsvis om natten (400-
1000 pmol/L). Hos ikke-stressede personer, der spiser normalt,
vil meget lidt vaeksthormon blive udskilt i lgbet af dagen (fig.
7.8). Somatotropin fremmer vaekst af knoglevaev, bruskvaev og
bindevev.

Somatotropin er sparsomt undersggt i forbindelse med arbejds-
betingede stressorer. En tidligere undersggelse viser ingen korre-
lation mellem vaeksthormon i plasma og antal sygdomsperioder.
Ved kortvarig psykisk pavirkning i laboratorieforsgg er der vist
en stigning i serum somatotropin.
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Thyroxin
Thyroxin produceres i skjoldbruskkirtlen og er ngdvendigt for
almindelig vaekst og udvikling. Thyroxin (T, stimulerer via trijo-
dothyronin (T3) (tilsammen thyreoidea-hormoner) iltforbruget i
de fleste celler i kroppen og regulerer fedt- og kulhydratmetabo-
lismen. Skoldbruskkirtlen oplagrer, i modsaetning til andre kirtler,
store maengder af hormoner bundet til et stort protein (thyroglo-
bulin). Sekretionen er styret af thyreoideastimulerende hormon
(TSH) via en feedbackmekanisme fra hypofyseforlappen. Den
foregar ved en enzymatisk frigorelse af T, og Tj til blodet.
Referenceintervallet for T, hos voksne er 60-140 nmol/L serum.
Ved udsattelse for en stressor gges frigorelsen af TSH og der-
med ogsa frigorelsen af T,. Der er dog enkelte resultater, der
viser, at thyroxin i blod ogsa kan falde, nar individet er udsat for
stressorer i arbejdsmiljoet.

Prolaktin

Prolaktin dannes i hypofyseforlappen og stimulerer vackst og
sekretion i andre kirtler. Prolaktin virker pa flere organer, men sti-
mulerer primaert maelkekirtlerne. Middelvaerdien hos maend er ca
35% lavere end hos kvinder (0,07-0,45 TU/L serum for maend og
0,07-0,63 TU/L for kvinder, hgjest i den pramenopausale periode).
Under graviditet ses stigende vardier op til 10 gange den normale
koncentration. Koncentrationen af serum prolaktin udviser en ud-
talt dognvariation med de hgjeste vaerdier 2-3 timer for opvagning.
Hypothalamus har en haemmende virkning pa sekretionen.
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Undersggelser har vist, at individer, der passivt tilpassede sig
en stressor, havde et hgjere niveau af prolaktin end under nor-
male forhold. Derimod viste det sig, at individer, der aktivt til-
passede sig en stressor, havde uxndrede og endda lavere
niveauer af prolaktin i serum.

Melatonin

Melatonin biosyntetiseres og sekreteres i koglekirtlen (fig. 7.1)
via en rytmisk degnvariation med det hgjeste niveau i savel spyt
som plasma mellem kl. 24.00 og 6.00. Koglekirtlen er et lille or-
gan, der ligger oven over hypothalamus i hjernen, og som over-
setter fundamentale miljpinformationer, saisom dag- eller arstids-
variationer af lysintensitet og temperatur, til signaler, der module-
rer nervesystemet. Noradrenalin gger aktiviteten af det enzym,
der katalyserer melatonindannelsen og pa den made sekretionen
af serotonin. Melatonin er involveret i reguleringen af enzymati-
ske og ikke-enzymatiske reaktioner, der katalyserer elektronover-
forsel i de naturligt forekommende radikaler. Melatonin har vist
sig at vaere op til 5 gange bedre til at neutralisere OH-radikalet
end vitamin E. Mere end 85% secerneret melatonin nedbrydes i
leveren og udskilles i urinen som 6-sulfatoxymelatonin. Hos
voksne mennesker har koncentrationer af 6-sulfatoxymelatonin
vist sig at vaere et mere robust mal for koncentrationen af mela-
tonin i plasma. Dognudskillelse af 6-sulfatoxymelatonin i urin er
vist i fig. 7.9. Der ses ingen kensvariation hos voksne menne-
sker.

Lys undertrykker sekretionen af melatonin, og denne under-
trykkelse er afhaengig af lysets intensitet (fig. 7.10). Det ville
vaere interessant at undersoge udskillelsen af melatonin i forhold
til skifteholdsarbejde, hvor netop lysforholdene er forskellige,
samtidig med at degnrytmen er forskubbet.

Stress og markgrer for immunsystemet

Akutfaseproteiner er proteiner, hvis koncentration i plasma
forgges med mere end 25% som folge af en inflammatorisk
reaktion. /£ndring i akut-fase-responset ses 6-24 timer efter sti-
mulering. Akutfaseproteiner, som bl.a. omfatter fibrinogen og
antithrombin III, dannes i leveren og secerneres i blodbanen.
Immunsystemet producerer cytokiner og andre ‘humorale’
faktorer for at beskytte organismen mod inflammatoriske stof-
fer, mikrobiel pavirkning og andre skader, fx cancer. Cytokiner
dannes bl.a. i T- og B-celler, fibroblaster, makrofager og epitel-
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Figur 7.9. Dognprofil for udskillelse af melatonin malt som udskillelse pr time i
urin af metabolitten 6-sulfatoxymelatonin.

Figur 7.10. Undertrykkelsen
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undertrykkelse af melatonin funktion af lysintensiteten.
(MclIntyre et al., 1989).
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celler. De fungerer som signalstoffer mellem celler. De fleste
cytokiner er multifunktionelle. Interleukiner (IL) hgrer til grup-
pen af cytokiner. IL-6 er fx involveret i B- og T-celledifferentie-
ring, makrofagdifferentiering og akutfaseproteinsyntese. IL-6 er
nzevnt i forbindelse med stress som fglge af operation eller
feber hos rotter. 1L-6 stiger, nar adrenalin og kortikosteron sti-
ger.

Malinger af interleukiner er vanskelige at fortolke i forbindel-
se med undersogelser af effekter af stressorer i arbejdsmiljpet,
idet de iser frigores i forbindelse med infektioner og andre
pavirkninger af immunsystemet.

Oxidativt stress

Fysisk og psykisk pavirkning har en effekt pa DNA, idet antallet
af oxidative skader gges. Dette kan fx vaere en folge af gget
dannelse af reaktive oxygenmolekyler (ROS) dannet ved celler-
nes stofskifte samt ved oxidation af fremmedstoffer og arachi-
donsyre. ROS kan ligeledes dannes ved kraftig celleaktivitet samt
metabolisme af hormoner som adrenalin og noradrenalin. Som
forsvar mod de oxidative angreb har cellerne meget hgj aktivitet
af antioxidative enzymer, som kan inaktivere ROS. Aktiviteten af
de antioxidative enzymer hos det enkelte individ er betinget af
en raekke arvelige faktorer, af kostens indhold af specielt svovl-
holdige forbindelser og eksponering fra fx rygning samt pavirk-
ninger fra arbejdsmiljget af kemisk, biologisk og mikrobiologisk
art. Et eksempel pa en markor for oxidativt stress er 8-hydroxy-
deoxyguanosin malt i urin.

Provetagningsstrategi

Ved anvendelse af biomarkerer som effektmarkorer for ekspone-
ring for en eller flere stressorer i arbejdsmiljget i et biomonite-
ringsmaleprogram er der en rackke forudsaetninger, der skal vaere
opfyldt eller undersggt:

¢ Biomarkererne skal kunne males i egnet biologisk prove-
materiale.

¢ Analysemetoderne skal vaere folsomme, specifikke, reprodu-
cerbare og robuste.
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¢ Biomarkererne skal kunne relateres til pavirkning fra stresso-
rer (psykiske og/eller fysiske).

¢ Niveauer af biomarkgrerne skal kunne tolkes mhp helbreds-
risiko ved fx langtidsstudier.

En raekke faktorer kan bidrage til variation i respons, nar der
males i biologisk materiale:

¢ Individer reagerer forskelligt pa stressorer, hvilket bl.a. giver
anledning til forskellige hormonrespons.

¢ Nogle hormoner produceres i flere organer i kroppen, fx
produceres testosteron bade i testikler og binyrebarken.
Endvidere dannes en del testosteron perifert, dvs lokalt i for-
skellige vaev ud fra forstadier (precursors) til testosteron, fx
dehydroepiandrosteron.

Den malestrategi, der anvendes, kan vare mere eller mindre
robust over for konfoundere. En reekke konfoundere, fx kon,
rygning og kost, vil man vaere i stand til at udelukke ved at mat-
che med en egnet kontrolgruppe. Endvidere kan der vare
aldersmaessige og sygdomsrelaterede forskelle, fx er HbA, . hgje-
re hos xldre og hos individer med diabetes. Der er generelt
meget store individuelle forskelle i hormonniveauer i urin og
blod. Hvis man undersgger andringer, kan det derfor vaere en
fordel at anvende individet som sin egen kontrol i stedet for en
kontrolgruppe.

Provemateriale

De ovenfor naevnte biomarkerer kan males i forskellige biologi-
ske medier: blod, urin og spyt. I tabel 7.1 er navnt, hvilke medi-
er der tidligere har vaeret anvendt til maling af de i dette kapitel
nzevnte hormoner og metaboliske stoffer.

Analysemetoder

I tabel 7.2 er givet en oversigt over, hvilke analysemetoder der
er tilgeengelige til maling af de omtalte hormoner eller metaboli-
ske stoffer.

For at kunne bruge analyseresultater er det ngdvendigt, at kva-
liteten af malemetoderne er dokumenteret. Grundlaeggende ma
man stille tre krav til dokumentationen: dokumentation af analy-
semetoden (dvs beskrivelse af maleproceduren), dokumentation
af analysemetodens ydeevne, samt dokumentation af kvalitets-
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Katekolaminer

Kortisol

HbA,
Kolesterol og triglycerider

Testosteron
@strogen
DHEA-S

Somatropin

Thyroxin
Prolaktion
Melatonin

Beta-endorfin
Immunoglobuliner

a Kraever speciel behandling ved
prevetagning
b Kraever seerlig ekstraktion

Tabel 7.2. Hormoner og
principper for analysemeto-
der i biologiske medier.

Hormoner og stress

serum xa
urin xa
serum

spyt

urin

fuldblod X
plasma

serum

serum

serum

serum

urin

plasma

urin

serum

serum

serum

urin

plasma

serum

spyt

xa

xa

X

Xo

X
X
X

X

X
X
X
xa
Xa

X

X

X

X

xa
X
X

kontrollen, som er udfert under selve malingen. Alle tre former
for dokumentation er vigtig, og manglende dokumentation kan
fore til, at tilliden til et analyseresultat svaekkes, og i vaerste fald
at resultatet er ubrugeligt. De samme principper geelder ogsa for

metoder til prevetagning.

Konfoundere

Alders- og kensvariation er omtalt under de enkelte afsnit. Her
opsummeres alders- og kensvariation for de omtalte hormoner
og metaboliske stoffer. Biomarkgrer, hvor alderen spiller en stor
rolle, er katekolaminer, HbA, ., DHEA og @strogen. Hos maend
ses hgjere niveauer af bade DHEA og testosteron i serum end
hos kvinder. Sekretionen af katekolaminer er ogsa hgjere hos
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maend. En anden vigtig konfounder er forskelle mellem etniske
grupper, som er pavist for HbA,.

Effekter fra konfoundere kan man forspge at kontrollere for
med egnede kontrolgrupper eller ved at anvende individet som
sin egen kontrol. Egnede statistikprogrammer kan endvidere
medtage konfoundere i de statistiske modeller for derved at kon-
trollere for effekt af konfoundere.

Dggnvariationen i de forskellige biomarkgrer skal der tages
hejde for ved provetagning, enten ved at opsamle prover under
standardiserede forhold, eller ved at opsamle prover over hele
dogn.

Biologiske moniteringsprogrammer

Dette kapitel har forsggt at give en status over maling af hormo-
ner i forbindelse med pavirkninger fra stressorer. Ved biologisk
monitering er der mulighed for at vurdere den faktiske aendring i
metaboliske processer som felge af en pavirkning - “den indre
belastning”. Ved start af biologiske moniteringsprogrammer bgr
en raekke krav opfyldes. Prgvetagning skal vaere uden risiko og
ulemper for de undersggte. Dette kriterium er opfyldt, nar det
drejer sig om analyser fra blod, spyt og urin. Provetagnings-
strategi og analysemetode skal vaere dokumenteret. Biologiske
variationer skal foreligge eller indga som en del af underspgel-
sen ved fx at indgi i provetagningsstrategien. Afslutningsvis skal
det bemzerkes, at for at maleresultater fra biologisk monitering i
arbejdsmiljpet kan tolkes mhp helbredsrisiko, sundhedsfremmen-
de og sygdomsforebyggende indsats, er det ngdvendigt med et
snaevert samarbejde.

Udviklingstendenser

En raekke fysiologiske processer aktiveres, andre deaktiveres, og
nogle aendres ikke ved stresspavirkning. Det er derfor ikke
muligt at udpege én biomarker for fysiologiske effekter af stress-
pavirkninger, men snarere en raekke sendringer i forskellige hor-
monkoncentrationer. Der arbejdes i den internationale litteratur
med risiko for helbredsskader ved aktivering af kataboliske pro-
cesser og deaktivering af anaboliske processer igennem leengere
tid. Anvendelse af multivariat dataanalyse (kemometri) kunne i
fremtiden indga som et vigtigt redskab til tolkning af biomar-
korerdata i forhold til spegrgeskemadata. Der er behov for at vali-

275



276

Hormoner og stress

dere udvalgte biomarkerer og monstre heraf i relation til hel-
bredseffekter af samtidige kemiske, ergonomiske og psykosocia-
le pavirkninger og samspilseffekter heraf, samt belyse effekter af
arbejdsmiljpets pavirkning pa aldringsprocessen.
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Middelplasmakoncentra-
tion 1:65
Mikrobiologisk status
.76
Mikroglia 11:209
Mikrokerner II:40
Mikrokernetest 11:38
Mikrosomale enzymsy-
stemer [:44
Miljgpavirkning 1:193
Miljgstyrelsen 11:92
Misdannelsesregistret
11:101
Modellering 1:180
Modstandsdygtighed
11:157, 161
Molekylarepidemiologi-
ske undersggelser
1:202
Monitering, biologisk
1:157
- genetisk 1I:12, II:51
Moniteringsprogrammer
1:183
Monogene sygdomme
1:192, 207
Morris Water Maze 11:236
Motilitet 1:35
MPTP I1:223, 249
MTT-test 1:1116
Muse-lymfom test 1I:34
Mutagener 1:239
Mutationer, punkt- I11:28
Myndigheder og sektor-
forskningsinstitutter
1:268
Malefejl 1:173
Mileresultater, fortolk-
ning af 1:182
Malestrategi 1:157



N

N-acetyltransferase
(NAT) 1:196

Na-K-ATP-ase 11:211

Natrium-kalium-ATP-ase
11:210

Natriumkanaler 11:212,
225

Nefronet 1:54

Nernst ligning 11:210

Nerveskader, medfodte
11:119

Nervesystem, perifere
(PNS) 1:161

Neurofarmaka I1:224

Neurofibriller 11:216

Neurologisk undersggel-
se 11:236

Nerveledningshastighed
11:236

Neurologiske symptomer
11:224

Neuroner 11:207

Neurotoksicitet 1:89, 162,
11:228

Neurotoksicitetstest
11:229

Neurotoksin 11:224

Neurotransmittere 1:103,
I1:215

N-hexan 11:223

Nissel farvning 11:232

Nitrogenoxid I1:241

NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level)
1:22, 70

NOEL (No Observed
Effect Level) 1:22

Nonkompetitiv 1:20

Non-mutagene effekter
11:56

Noradrenalin 11:259

NRU-test (neutralrodt
optagelsestest) 1:115

0

Observationer, anekdoti-
ske 11:84

Odds ratioo (OD) I1:132

OECD-guidelines 1:90,
11:27

Offentlige institutioner
1:268

Oogenese (agceller)
11:105

Opheling 11:156

Opslagsverker, hand-
boger mv 1:261

Opstaldning 1:80

Optagelseshastighed 1:35

Organochlor 11:249

Organspecificitet 1:18

Organophosphater
11:247, 249

Ostwalds koefficient 1:34

Overfplsomhed 11:176

Oxidativt stress 1:52, 164
11:272

P

Pacth-Clamp 11:233

Papilskader I:55

Parasympatiske system
11:218

Partialtryk 1:34, 43

Partikler 1:31

Passiv rygning 1:167

PCA "mgnstergenkendel-
se” 1:180

PCR-teknik 1:200

Perifert kompartment
(muskler, fedtvaev,
knogler etc) 1:58

Perifere nervesystem
1:161

Peroral absorption 1:35

Personlighedstype 1:166

Pesticider 1:162, 185,
11:224

Petroleum 11:246

pH L35

Philadelphia kromoso-
mer 11:74

Placenta 1:43

Placenta-barriere I1:111

Plasmaalbumin 1:42

Plasmalipider 11:264

Plasmaproteinbinding
1:41

Plastbase 1:250

Poor Metabolisers (PM)
1:196

Populationsunderspgel-
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ser 1:174
Positive/negative resulta-
ter 11:45
Positron emissions
tomografi (PET-skan-
ning) 11:238
Potentiering 1:25
Primaere DNA-skader
11:16
Primaerurin 1:55
Probitberegning 1:22
Produktdata, kontoret
for 11:92
Produktregistret 11:92
Progression 11:80
Prolaktin 1:163, 11:269
Promotion 1I:79
Proteinbinding I:55
Praediktivitet 11:54
Preevalens 1:129
Praevalensproportions
ratio (PPR) 1:132
Provemateriale 1:169
Provetagningsstrategi
1:171
Provetagningstidspunkt
1:172
Psykisk arbejdsmiljo
1:166
Psykosociale pavirknin-
ger 1:166
Pulmonal absorption
1:30
Pulmonal udskillelse 1:57
Punktmutationer 1:90,
11:28
Pyrethroider 11:247, 249
Pavirkninger i arbejds-
miljget, immunsup-
pressive 11:162
- psykosociale 1:166

Q

QSAR I:18, 121
QSAR-system 1:109

R

Ranviersk indsnoring
11:213, 225, 248
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Reabsorption 1:55
Receptorer 1:19, 11:212
Referencegrupper 1:174
Referencegrenser 1:176
Referencevaerdier, biolo-
giske 1:175
Registerkrav 1:205
Registrering af kreeft-
fremkaldende stoffer
11:92
Relativ risiko 1:132
Renal elimination 1:54
Reparationssystemer 1:159
Reproducerbarhed 1:203
Reproduktion 1:88
Reproduktionsskader
11:100
Reproduktionstoksiko-
logi 1:238
Revisionsudvalg 1:220
Risiko ratio (RR) 1:132
Risiko, relativ 1:132
Risikofaktorer 1:131, 11:87
Risikogrupper 1:202
Risikovurdering 1:81, 94
Rossums formel 1:64
Rygevaner 1:203
Rygmarv II:217
Rygning, passiv 1:167

S

Safety toxology 1:12

Samtykke 1:205

Samtykke, indhentelse af
1:205

Sansepotentiale 11:218

Scientific Expert Group
(SEG) I1:222

SCOEL (Scientific
Committee for
Occupational Exposure
Limits) 1:220, 222

Screening, genetisk
1:191, 206

- toksikologisk 1:248

Sekretion 1:55

Selektionsbias 1:134

Sektorforskningsinstitu-
tioner og myndigheder
1:268

Selektiv toksicitet 1:18

Semisyntetisk foder 1:79

Sensitivitet 1:138

Short Term Exposure
Limits (STEL) 1:217

Signalbehandlingsenhed
11:215

Sikkerhedstoksikologi
I:12

Skader, genetiske I1:22,
26

Slimproducerende celler
1:31

Soma (cellekrop) 11:207

Somatotropin (vaeksthor-
mon) I1:268

SOS repair (error prone
repair) I11:31

Specificitet 1:138

SPECT-skanning II:237

Spermatogenese 11:103

SPF-status (Specificeret
Patogen Fri) 1.77

Sporbarhed 1:173

Standardforskrifter 1:93

Stave II:218

Steady state niveau 1:64,
65

Sterilitet 11:26

Storhjerne 11:216

Stress, akut 11:255

- kronisk 1I:255

- oxidativt 1:52, 164
11:272

Stressor 11:255

Stresspavirkninger 1:166

Struktur-aktivitet (QSAR)
I:18

Struktur-aktivitetsmodel-
ler 11:196

Struktur-aktivitetsrelatio-
ner 11:86

Styren 11:243, 244, 246

Substanser, lipofile 1:36

SUBTEC-program 1:250

Sundhedsrelateret
graenseveerdi 1:216

Sundhedsstatus 1:50

Sundhedstilstand 1:172

Superoxid I:51

Sygdomme, arvelige
1:198

- monogene 1:192, 207

Sygdomshistorie 1:200

Sygdomsrisiko 1:180

Sygdomsudvikling 1:202

Sympatiske system I1:218

Symptomer, neurologi-
ske I1:224
Synapse 11:209
Synapsepotentiale 11:212
Synergisme 1:25
Syntetisk foder 1:79
Systemisk effekt 1:18, 28
Systemisk kredslgb 1:62
Saedkvalitet 11:100
Spsterkromatidudveks-
linger (SCE) 1I:41
Sarbarhedsgener 1:205

T

Tappe 11:218

TDI-veerdier 1:95

Tensionsligevacgt 1:34

Teratogenforsog 11:118

Terodotoksin 11:223

Terpentin 11:246

Synergisme 1:25

Testbatterier II:58

Testmetoder, alternative
1:94

Testosteron 11:267

Testprotokoller 11:57

Testresultater, vurdering
af 11:45

Teststammer 1I:33

Testsystemer 11:55

Tetrodotoksin 11:225

T-hjeelper celler II:151

Thyroxin 11:269

Tight Junctions 11:223

Tillaegsrisiko 1:141

Tobaksrog 1:167

To-kompartment 1:62

To-kompartment model
1:58

Toksicitet 11:81

- akut I:81

Toksikodynamiske
modeller 1:106

Toksikologisk screening
1:248

Toksikologiske oplysnin-
ger 1:248

2,4-D 11:249

Toluen I1:245

Tolerance 1:24

Transgene dyremodeller
.76

Translokation-test 11:43



Transmitter 11:209

Transport, aksonal 11:216

Trichloroethylen (TRD);
1,1,1-Trichlorroethan;
Tetrachloroethylen
11:245, 246

Triethyltinhydroxid
11:249

Triglycerider 11:264

Tumorsuppressor-
generne 1I:75

Tvaersnitsundersggelse
1:139

TWA (Time Weighted
Average) 1:217

Terskelveerdi 11:216

U

Udskillelse, hud, har,
spyt og sved 1:58

- bilicer 1:52

- meelk .57

- pulmonal 1:57

Udviklingsforstyrrelser
11:102

Udviklingsstadier 11:102

Udandingsluft 1:170

Ultrarapid Metabolizers
(UM) 1:196

Undersggelser, moleky-
leerepidemiologiske
1:202

Universitetsinstitutter
1:268

Unscheduled DNA-syn-
thesis 11:44

Urin 1:170

Usikkerhedsfaktorer
1:236

UV-A-bestraling 1:120

UV-straling 1:122

v

Valideringsprogram 1:104

Valideringsundersggelser
1:.107

Variation, etnisk/gene-
tisk 1:49

Vaskularisering 1:40

Videncentre 1:259

Videnskabsetisk selvde-
klaration 1:204

Vigtige kontaktallergener
11:198

Vinyltoulen 11:243, 244

Vaksthormon
(Somatotropin) 11:268

Vv, fedtholdigt 1:40

Vevsprover, banker 1:205

w

WEB-steder, centrale
1:256
WHO-kriterier 11:197

X

Xylen 11:246

Y

Ydre faktorer 1:50

k

/Egceller (oogenese)
11:105

Andringer, genetiske
11:24

7/

Jjenirritation 1:83, 168

Jstrogen 11:267

Jstrogen receptor assay
(MCF7 celle proliferati-
ons assay) 11:126

A

Andedratsvaern 1:157
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