Bioassay som metode for a
undersgke forekomsten av
legemidler 1 avlgpsvann
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Innhold

 Hvorfor bry seg om legemidler?

 Hvorfor ikke bare gjare kjemiske
analyser?

« Kort om hvordan jeg har jobbet

 Mine resultater
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* Betydningen av disse resultatene




Hvorfor?

« Stadig hgyere forbruk av legemidler
 Ender opp 1 avlgpssystemet

* Det stoffet det er mest av som er farligst?
 + blanding av stoffer

* PFAS: uintensjonell biologisk virkning

« Legemidler: skapt for a skape en biologisk
respons

« Mennesker og fisk er ikke sa ulike som man
skulle tro (reseptorer)




Reseptorer — veldig kort

* Bindingsstedet for signalmolekyler
* Hormoner =2 respons

* Legemidler
* Intensjon
* Ikke intensjon
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o _ Reproduksjon:
Mi IJ @PEIrSPE ktiv » Testosteron-reseptor

* Jstrogen-reseptor

Ikke ngdvendigvis de stoffene som opptrer |
de hagyeste konsentrasjonene som er de mest

biologisk aktive : : :
) Biotransformering av skadelige stoffer:

= blandinger * PXR-reseptor

Key Events Adverse Outcome

Cellular
. Response . ligal

Molecular

. Organ
Toxicant

»

. Organism . Population

Interaction

System

Adverse Outcome Pathway

Toxicity Pathway (part of AOP)
Figur fra Browne et al., 2017



Hva gjorde jeg egentlig?
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Sedimenter

« Metoden skulle ogsa vert brukt
pa sedimenter

 Har veert gjort far og veert
vellykket
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Luciferase reportergen-assay

« Reseptorer som er pakoblet en «lysbryter» S

e Celler

. - ] OFF
 Eksponering av celler som inneholder disse

reseptorene gir lys hvis de aktiveres
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PLASMID
PREPARATION

SEEDING OF
COS-7 CELLS
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SAMPLING EXTRACTION EXPOSURE

METABOLIC ACTIVITY
AND CELL MEMERANE
INTEGRITY
MEASUREMENT

CHEMICAL ANALYSIS
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Wastewater extract activation of NRs

e PX R-TL ARa
Kvernevik-in
Flesland-out 6 Kvernevik-out

4

Flesland-in Yire Sandviken-in
Knappen-out Ytre Sandviken-out
Knappen-in Holen-in

Holen-out

Ingen aktivering i slamprgvene



Aktivering av PXR

« Starst aktivering I Kvernevik ut, Ytre Sandviken ut
og Kvernevik ut
« Alle er «ut-prgver» = etter rensing

 Retensjonstid I anleggene
» Dekonjugering av stoffer som f.eks. carbamazepine

 Flammehemmeren TCPP

* PXR kan binde svert mange stoffer



Fold change induction of
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Aktivering/inaktivering av ER

» Hverken avlgpsvann eller slam aktiverte
gstrogenreseptor

* (Jstrogene stoffer ofte funnet 1 avigpsvann
(Liu et al., 2009; Valitalo et al., 2016),
(Thomas, 2007)

* Balanse?

* Inhibering = octocrylen og diclofenac?



METABOLIC ACTIVITY
AND CELL MEMBERANE

INTEGRITY
MEASUREMENT

Celledod forarsaket av ekstraktene

mL
WWEQ/mL  Kvernevik Y. Sandv. Holen Knappen Flesland
mL SEQ/mL  _————~_*1/- +/- +/- +/- +/-
a 1 66,47 36 7,76 4,33 71,13 4,53 80,62 1.15 87,43 2,57

3 20 76,27 584 61,38 15.14 63,38 2,67 86,32 1.62



METABOLIC ACTIVITY
AND CELL MEMBERANE
INTEGRITY

MEASUREMENT

Celledgd forarsaket av ekstraktene

mL
WWEQ/mL  Kvernevik Y. Sandv. Holen Knappen Flesland
mL SEQ/mL  _—————~_*1/- +/- +/- +/- +/-
a 1 66,47 36 17,76 4,33 71,13 453 80,62 1.15 87,43 2,57
3 26 76,27 5.84 61,38 15.14 63,38 2.67 86,32 1.62
b 15 92,29 5.18 91.16 5,40 75,82 398 78,48 4.92 0.91
30 92,79 1,77 90,52 0,66 77,60 1,68 71,63 5.09 9,72
s 15 90,49 3.92 85,20 4.19 - 89,05 2,79 84,42 5,51

30 87,87 0,56 80,11 1.42 - 93,02 8,33 80,58 2,02



CHEMICAT ANALYSIS
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* Prover fra 1 dag

* Sesongvariasjoner (til og med

variasjon mellom helg og ukedag!)
* Demografi
* Kun 3 reseptorer

* Kjemiske analysene usikre
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Konklusjon

* Etablert at stoffer 1 avligpsvann kan aktivere reseptorer hos fisk in vitro

Key Events . Adverse Outcome

. Cellular .
Response . Organ Organism

Adverse Outcome Pathway

Toxicity Pathway (part of AOP)

Figur fra Browne et al., 2017

 Avlgpsvann etter rensing aktiverer reseptorer i stgrre grad enn far rensing
 Slamprgver viste ingen tegn til aktivering

* Enkelte prgver av avlgpsvann inneholder noe som tar knekken pa celler

« Hovedsakelig in-pragver, likevel relevant siden en stor del av Norges befolkning kun

er koblet pa enkle renseanlegg Vi trenger mer forskning



Takk for oppmerksomheten!
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