DIOXINIR – BIOASSAY

DIOXINIR – BIOASSAY

Verkætlan fíggjað av
Fiskivinnuroyndum 2001 – 2002 

Magnus Pauli Magnussen

Okt. 2002

Heilsufrøðiliga starvsstovan

Mál nr. 7-200100159-11

Inngangur

Dioxin er felagsnavnið fyri 75 polychlorerað dibenzo-p-dioxinir (PCDD, talva 1) og 135 polychlorerað dibenzofuranir (PCDF). Sambært WHO eru 17 av hesum evnum av serligum áhuga vegna teirra eitrandi eginleikar (talva 1). Hesi evni verða ikki framleidd til nakað serstakt endamál; men koma upp sum framíhjáframleiðsla undir ymiskum kemiskum prosessum. Hesar kunnu vera natúrligar, sum t.d. eldgos og skógareldar, ella av mannaávum, t.d. pappírsbleikjan, ymiskar kemiskar syntesur, har klor verður nýtt, ella útlát frá brennistøðum, tá ið klorerað burturkast verður brent á skeivan hátt.

PCB, polychlorerað biphenylir, er felagsnavnið fyri íalt 209 ymisk evni, congenir, sum kunnu deilast í tveir bólkar alt eftir teirra eitrandi eginleikum. Av hesum eru sambært WHO 12 congenir, sum hava somu eitrandi eginleikar sum dioxinir. Tey verða tí ofta nevnd dioxin-líknandi PCB ella WHO-PCB (talva 1). Hini PCB´ini eru ikki dioxin-líknandi; men hava aðrar eitrandi eginleikar.

Í talvu 1, sí aftast, eru Marker-PCB´ini eisini nevnd. Hesi eru ikki dioxin-líknandi; men samlaða koncentratiónin av hesum 7 PCB-congenunum hevur ofta verið nýtt sum leiðbeining viðvíkjandi dioxindálking, av tí at ofta er eitt samband millum dálking við hesum evnum. Konsentratiónin av Marker-PCB er oftast fleiri túsund ferðir hægri enn konsentratiónin av dioxin. Slíkar kanningar eru tí einfaldari, skjótari og bíligari enn kanningar fyri dioxin.

Bæði dioxinir og PCB eru óupploysilig í vatni; men upploysilig í fiti og organiskum loysingar- evnum, so sum hexan, chloroform o.s.fr. Tey kunnu ikki, ella sera illa, brótast niður í livandi verum. Hetta merkir, at tey lættliga verða upptikin í ymiskum livandi verum; men illa kunnu útskiljast aftur. Úrslitið er, at tey hópast upp í føðiketuni. Hesi evni kunnu eisini ferðast í luftini. M.a. tí finnast tey eisini í Arktis, langt burtur frá har, ið tey eru slept  út í náttúruna.

Dioxinir og WHO-PCB hava fleiri eitrandi eginleikar. Summi av teimum eru flokkað sum krabbameinselvandi. Í royndardýrum hava tey elvt til endometriosis, ið er eitt álvarsamt árin á lívmóðrina, lágt sáðtal, broyting av kynsgøgnum og ávirkan á immunskipanina. Øll hesi árin síggjast í nógv lægri konsentratiónum enn krabbamein.

Í veruleikanum snýr tað seg um ein bólk av evnum, 7 PCDD, 10 PCDF og 12 ymisk PCB, sum elvir til eitran við at binda seg til og ávirka ”aryl hydrocarbon receptorin” (AHR), sum finst inni í kyknunum, t.d. í livrini. Øll hesi evni hava tó ikki somu styrki sum eiturevni. Tað mest eitrandi og mest kannaða er 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). Av tí at hesi evni finnast í nattúruni í ymiskum blandingum, hevur tað ofta verið torført at meta um tann samlaða vandan, sum stendst av teimum hjá menniskjum. Til tess at gera slíkar metingar møguligar, setti WHO niður ein arbeiðsbólk, sum á einum fundi í Stockholm hin 15.-18. juni 1997 kom við hugskotinum um ”toxic equivalency factors” (TEF, talva 1). TEF fyri einstøku evnini sigur nakað um ta eitrandi styrkina í menniskjum og dýrum í mun til TCDD. Til tess at fáa eitt tal fyri konsentratiónina av dioxin í einum sýni verður konsentratiónin av teimum einstøku evnunum faldað við TEF fyri evnið. Øll úrslitini løgd saman kallast TCDD toxic equivalent concentration ella TEQ, t.d. ng dioxin WHO-TEQ/kg fiskamjøl. Við at nýta sama framferðarhátt kunnu tey 12 WHO-PCB´ini leggjast uppí, so  vit fáa t.d. ng dioxin/PCB WHO-TEQ/kg fiskamjøl. Tað er tí sera umráðandi altíð at greiða neyvt frá, hvørji evni eru roknað uppí, tá ið sagt verður dioxin.

Hví Dioxin-bioassay

Tað hevur leingi verið kent, at hesi evni finnast meira ella minni uppkonsentreraði í føðiketuni, eisini heilt uppi í Arktis. Her í Føroyum hava vit jú nú í fleiri ár verið ávarað móti at eta ov nógva grind (kyksilvur) og spik (PCB). Rátt verður enntá til, at kvinnur í ávísum tíðarskeiðum av lívinum als ikki eta hesar annars sera heilsugóðu matvørur.

Kanska einamest orsakað av ólukkuni í Belgia í 1999, har stórar nøgdir av dioxin og PCB vóru komin í fóðrið til landbúnaðin, fór ES at arbeiða við at áseta hægst loyvda markvirði fyri í fyrsta umfari dioxin í fóðri og ymiskum matvørum. Kanningar vístu, at av øllum matvørum og fóðri vóru serliga feitur fiskur og fiskavørur mest dálkað.

Longu í 2000 byrjaði tí ein verkætlan, har Havsbrún saman við íslendska fiskamjølsfelagnum vildi kanna innihaldið av dioxin, WHO-PCB og Marker-PCB í svartkjafti, lodnu og sild, og í fiskamjøli og fiskalýsi av somu fiskasløgum, og hvussu hetta broytist gjøgnum árið. Hendan kanning er um at vera liðug og útvið 100 sýni eru kannað. Hvør kanning kostaði umleið 6000 kr, og tað tók í minsta lagi 2 mánaðir at fáa úrslitið av eini kanning. Kanningarnar vórðu gjørdar við gasskromatografi/ massespektrometri (GC/MS) hjá ERGO Forschungsgesellschaft í Hamburg. At gera slíkar kanningar verður helst ikki møguligt í Føroyum í bræði. Kanningarnar krevja sera framkomin og dýr tól og harnæst fólk, ið bert fáast við slíkt.

Av tí at øll tey evnini, sum ES nú frá 1. juli í ár hevur ásett markvirði fyri, virka yvir tann sokallaða AH-reseptorin, kom hugskotið um eitt bioassay, tað vil siga ein kanning, har ein í glarroyndum kann máta samlaða árinið av dioxinum og evt. WHO-PCB á AH-receptorar í t.d. livurkyknum. Ein slík kanning krevur ikki so dýra útgerð; men sjálvandi kunnleika. Hon kann gerast nógv bíligari og skjótari enn GC/MS. Hetta er sjálvandi av stórum týdningi, nú ES hevur ásett markvirði fyri dioxinir í fóðri og matvørum. Tá kannað varð í bókmentum, vísti tað seg, at fleiri møguleikar eru at máta binding og ávirkan á AH-reseptorin. Tó mátti sjálvandi hugsast um, at veljast mátti ein kanningarháttur, sum kundi verða góðkendur av ES.

Samband fekst við John Christian Larsen, stjóra á Institut for Fødevarsikkerhed og Toksikologi (IFT) í Søborg, sum eisini er limur í Scientific Committee on Food í ES. Hann helt fyri vist, at sokallaða CALUX-bioassay ella DR-CALUX –ASSAY (Dioxin Responsive Chemically Activated Luciferase eXpression-assay) fór at verða tað mest nýtta innan ES. Av tí at tey á IFT so smátt vóru farin at arbeiða við CALUX-kanningina, fekst avtala um eitt samstarv.

CALUX-bioassay

Kanningin fellur í tríggjar partar:

1. Ekstraktión av fiti úr tí sýni, ið kannast skal.

2. Destruktión av fiti og loysing av dioxinunum í sera lítlum volumen (30 µl) av DMSO (dimethylsulfoxid).

3. DMSO ekstraktið verður síðani nýtt til sjálva CALUX kanningina.

Avrátt varð, at 1. og 2. skuldi gerast á Heilsufrøðiligu starvsstovuni (MPM) og 3. á IFT (Peter Laier).

Ad. 1. Í øllum matvørum finst dioxin bundið at fitinum. Við at ekstrahera fiti fylgir dioxin tí við. 

Ad. 2. Flestu kanningar eru gjørdur við svartkjaftalýsi, so punkt 1 hevur ikki verið neyðugt. Eitt glasrør (0,8 cm diametur) við krana í botninum (kolonna) verður pakkað við 6 g 33% konc. svávulsýru í silica gel 60 og umleið 0,5 g av vatnfríum natrium sulfat ovast. Til tess at reinsa innihaldið verða 10 ml av n-hexan stoytt á kolonnuna, síðan 10 ml n-hexan:diethyl ether (97:3 v/v). Tá alt er runnið niður og beint burtur, er kolonnan klár. 0,5 g av lýsi verða upployst i 2 ml av n-hexan:diethyl ether (97:3 v/v). Blandingin verður stoytt á kolonnuna. Tað, sum rennur úr kolonnuni, verður savnað. Tá alt er runnið niður, verða harumframt 40 ml n-hexan:diethyl ether (97:3 v/v) stoytt á kolonnuna. Alt verður savnað og inndampað til lítið volumen. Alt ekstraktið verður ført yvir í lítið glas og inndampað. Áðrenn inndampað verður heilt, verða 30µl av DMSO koyrd í glasið. Tá n-hexan:diethyl ether (97:3 v/v) verður inndampað, verður dioxinið savnað í DMSO, av tí at tað hevur nógv hægri kókipunkt enn n-hexan:diethyl ether (97:3). Hetta ekstraktið verður síðani nýtt til CALUX kanningina.

Ad. 3.  Á IFT hava tey eina kyknulinju av rottulivurkyknum (H4IIE), sum við genmanipulatión hevur fingið eitt luciferase gen (arvaeind) fest til AH-receptorin. Um dioxin ella dioxin-líknandi evni binda seg til reseptorin , stimulerast enzymið luciferase. Um luciferin verður tilsett, broytist hetta av luciferease til eitt evni, ið lýsir. Styrkin av hesum ljósi kann mátast og vil, um rætt er atborið, vera proportionalt við nøgdina av dioxin, sum kyknurnar hava verið útsettar fyri.

Kanningin verður gjørd í plastplátum við 96 brunnum, hvør umleið 0,5 ml. 20 000 kyknur í 100 μl av vakstrarmedium verða koyrdar í hvønn brunn. Kyknurnar vaksa síðani 24 tímar við 37º C. Kyknurnar seta seg fastar á botnin av brunnunum. Vakstrarmediið kann tí koyrast úr og kyknurnar skolast. Síðani verða sýni frá pkt. 2 tynt hóskandi við vakstrarmedium og 100 μl koyrd í tríggjar brunnar. TCDD verður nýtt sum standard. Hóskandi og hækkandi nøgdir verða tynt á sama hátt sum sýnini. Hvør konsentratión verður koyrd í tríggjar brunnar. Kyknurnar vaksa nú aftur 24 tímar við 37º C í nærveru av dioxin frá sýnunum ella TCDD frá standardum.. Síðani verða kyknurnar vaskaðar. Nú verða 20 μl av lysis-buffara tilsett, og ryst verður 5 min. Hetta fær kyknurnar at bresta, og so er klárt at máta. Plátan verður sett inn í mátitólið. 60 μl av luciferin-loysingi, sum eisini inniheldur ATP, verða tilsett sohvørt. Ljósið frá hvørjum sýni verður mált í luminiscens-eindum. Útfrá mátitølunum fyri TCDD fæst ein standardkurva. Við at nýta hesa kunnu vit finna konsentratiónina av dioxin + dioxin-líknandi evnum í sýnunum í TCDD-TEQ.

Fyrst vóru royndir gjørdar við einum sýni av svartkjaftalýsi fyri at royna okkum. Tá ein tíð var farin, vísti ein trupulleiki seg at vera, at jú minni nøgd av lýsi vit kannaðu, jú størri konsentratión funnu vit. Vit hava í veruleikanum aldri funnið útav, hvat hetta kemst av. Tvær ferðir hava vit roynt at kanna 6 ymisk sýni av svartkjaftalýsi frá Havsbrún, sum eisini eru kannað við GC/MS hjá ERGO. Í ongum føri fingu vit eina líkinda korrelatión millum báðar kanningarhættirnar.

Útlit fyri framtíðina

Undirritaði kann ikki beinleiðis arbeiða víðari við hesum; men samband er framvegis við IFT, sum roynir at loysa teir síðstu trupulleikarnar, eisini við ráðum higani. Hesar royndir hava tó als ikki verið til fánýtis. Tá ið vit finna loysnina á hesum, er hetta ein kanning, sum lættliga kundi verið gjørd á Heilsufrøðiligu starvsstovuni. Ekstraktión og destruktión av fiti krevur onga nýggja útgerð. At dyrka kyknur er heldur einki vandamál, av tí at tað longu verður gjørt á Fiskapatologiskari deild.

Harumframt er fyri stuttum samband fingið við Lars Munck, professari og leiðari av Department of Dairy and Food Science á Landbúnaðarháskúlanum í Keypmannahavn. Innleiðandi royndir har benda á, at dioxinir kanska kunnu mátast indirekta við fluorescense scanning og kemometri (multivariate analysis). Lars Munck og instituttið hjá honum eru serliga kend fyri slíkar skjótar ”on-line” kanningarhættir, sum jú hava vunnið nógv fram seinastu árini. Havsbrún ætlar møguliga at fáa eitt samstarv í lag við Lars Munck um hetta mál.
Talva 1
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