MELLEMKODET
SLADRER
OM SKADELIGE
KEMIKALIER

Flere og flere drengebgrn fades med symptomer pa, at de har veeret udsat
for hormonforstyrrende stoffer under graviditeten og derfor selv kan fa
problemer med at fa bgrn som voksne. Et vigtigt skridt pa vejen til at gere
noget ved dette samfundsproblem er at forsta i detaljer, hvordan omradet
mellem anus og kgnsorganerne udvikler sig i fostret.

ellemkgdet kalder vi

normalt bare omra-

det mellem anus og

kensorganerne. Og
det er jo sjeeldent det omrade pa
kroppen, der pakalder sig den stgr-
ste opmeerksomhed. Men hvis man
bekymrer sig om den reproduktive
sundhed hos den mandlige del af
befolkningen, er der god grund til
at interessere sig for mellemkadet
- eller rettere laengden af det, som
pa fagsprog kaldes den anogenitale
afstand. Det har nemlig vist sig, at
afstanden mellem anus og kgns-
organerne pa en nyfgdt dreng kan
veere en markegr for, om han som
voksen selv vil fa problemer med at
fa barn.

Nyfadte piger har kortere mellem-
kegd end drenge, og nar drenge
fgdes med useedvanligt kort mel-
lemkad er det i virkeligheden et
feminint treek. Det afspejler en “fe-

minisering” af fostret, der er sket,
fordi de mandlige kenshormoner
(primeert testosteron og dihydrote-
stosteron), er blevet sveekkede i at
udgve deres virkning pa rette tid
og sted.

| de senere ar har vi set et stigende
antal drengebgrn fadt med forkortet
anogenital afstand og andre tegn

pa reproduktionsforstyrrelser som
misdannede kansorganer. Denne
tendens blev fgrst observeret i den
vestlige verden inklusive Australi-
en, men begynder nu ogsa at ses i
visse egne af Asien og Sydamerika.
Man mener, at en af de vaesentlige
arsager til denne stigning er, at fo-
strene er blevet udsat for kemikalier
med hormonforstyrrende effekt.

Hvis vi vil forbedre den reproduktive
sundhed i befolkningen, er det vig-
tigt, at vi grundleeggende forstar de
mekanismer, der giver sig udslag i
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unaturlig feminisering af drengefo-
stre, og hvordan hormonforstyrren-
de stoffer griber ind i den normale
udvikling. Det er ngdvendigt for at
kunne beskytte vores endnu ufgdte
bgrn mod at skulle vokse op med
gget risiko for ikke selv at opleve
gleeden ved at blive foraeldre.

Kemikalier og cocktail-effekter
| et nyt projekt finansieret af Det
Frie Forskningsrad | Natur og Uni-
vers forsgger vi pa DTU Fgdevarein-
stituttet at afdeekke de molekyleere
mekanismer, der ligger bag udvik-
lingen af leengden af mellemkadet.
Baggrunden er, at vi i vores forsk-
ningsgruppe i mange ar har forsket
i kemikaliers hormonforstyrrende
effekt. Vi har i dyre- og celleforsgg
identificeret flere nye hormonforstyr-
rende stoffer, blandt andet nogle
pesticider, bisphenol A og ftalater.
Derudover har vi haft meget fokus
pa at undersgge sakaldte cock-
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Hormonforstyrrende stoffer kan undertrykke aktiviteten af
mandlige kenshormoner (androgener) i fostre af hankan,
hvilket kan lede til en reduceret afstand mellem anus og
kensorganer hos den nyfgdte. Der er en sammenhaeng med

Cocktaileffekter

Nar man taler om kemikaliers cock-
taileffekter mener man, hvordan
kemikaliernes samlede virkning pa
en organisme kan adskille sig fra
virkningen af de enkelte kemikalier
hver for sig. Her viser vores forsk-
ning, at kemikalierne ofte virker ad-
ditivt, hvilket ikke skal forstas ud fra
en rent “matematisk” synsvinkel, sa
man bare kan addere effekterne af

tail-effekter af kemikalier i eksperi-
mentelle systemer - altsa hvordan
en reekke forskellige kemikaliers
samlede virkning pa en organisme
adskiller sig fra virkningen af de
enkelte kemikalier hver for sig.

Et af malene med vores forskning
er at udvikle redskaber til at forud-
sige cocktail-effekter, sadan at der
kan tages hgjde for dem i risikovur-
deringen af kemikalier. Men for at
forstd, hvorledes cocktail-effekter
opstar, ma vi udbygge vores viden
om, hvordan de forskellige kemi-
kalier forarsager de observerede
effekter helt ned pa molekylzert og
mekanistisk niveau.

En feelles mekanisme for
mange pattedyr

En af de veesentlige grunde til, at
de molekyleere mekanismer der er
involveret i udviklingen af mellem-
kadet er seerligt interessante, er,

-/

kemikalierne. Hvis man ggr det, er
der tale om sakaldt effekt-summa-
tion, som er intuitivt appellerende,
men ofte farer til forkerte konklusio-
ner. Det er vigtigt at addere effekter-
ne ved det, man kalder aekvi-po-
tente doser, altsa ved doser, der
forarsager det samme effektniveau.
Nar man gar det og kan vise, at det
ene stof kan virke som en given for-

at det ikke kun er hos mennesker,
at et forkortet mellemkgd kan
bruges til at forudsige potentielle
problemer med den reproduktive
sundhed som voksen. Det samme
er ogsa tilfeeldet hos mus og rotter.
Vi har vist, at flere kemikalier, for
eksempel pesticider, ftalater og
visse leegemidler, er i stand til at
reducere den anogenitale afstand
hos hanafkom, og at dette er en
marker for reproduktionsskader
hos hannerne, nar de bliver voks-

ne. Sandsynligvis er de molekyleere

signalveje ens for mange forskelli-
ge pattedyr. Fordelen ved det er, at
vi kan bruge forsggsdyr til at teste
den hormonforstyrrende effekt af
forskellige stoffer og overfgre disse
resultater til mennesker.

| dette forskningsprojekt bruger vi
primeert rotter — simpelthen fordi
de er stgrre end mus, og det derfor
er lettere at male effekten pa den

Nedsat fertilitet

Kryptorkisme
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Undertrykt Forkortet Red ;
androgen anogenital pgmifgfgde
aktivitet afstand

Nedsat seed-
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Reduceret
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symptomer vist i boksen til hgjre. Kryptorkisme betyder,
at testiklerne ikke er faldet end i pungen, mens hypospadi
betyder, at urinrgret udmunder pa undersiden af penis.
Illustration: Terje Svingen

tynding af det andet stof, taler man
om en additiv effekt.

I nogle tilfeelde ses synergi, hvilket
betyder at effekten, der opstar ved
eksponering til to eller flere kemika-
lier, er starre end en additiv effekt.
Der ses ogsa eksempler pa det mod-
satte, hvor effekten er mindre end
additiv. Det kaldes antagonisme.

anogenitale afstand, og fordi vores
historiske database bygger pa rotte-
studier.

Nar fosteret bliver feminiseret
Nar drengefostre er specielt
sarbare overfor kemikalier med
hormonforstyrrende effekt, skyldes
det, at udviklingen af afggrende
mandlige treek er direkte afhaengig
af kenshormoner specielt i fostertil-
veerelsen.

Bade de kvindelige og mandlige
kensorganer bliver udviklet fra

de samme grundstrukturer i det
tidlige foster. Differentieringen sker
som respons pa signaler fra gener
og hormoner. Mens udviklingen af
testikler og seggestokke bestem-
mes af udtryk af nogle specifikke
gener, er det kenshormoner, der
styrer udviklingen af skeden og
penis savel som de sekundzere
kanstreek. De mandlige kanshor-
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testikler eller aeggestokke

Det mandlige kenshormon
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Det mandlige kanshormon te-
stosteron dannes i testiklerne

i specialiserede celler kaldet
Leydig-celler. Processen kaldes
overordnet steroidsyntese (eller

kgnshormonsyntese), og det er 9]

en kompliceret proces, hvor ko-
lesterol omdannes til testosteron
i flere trin, der involverer mange
forskellige enzymer (nogle af dem
er naevnt pa figuren som for ek-
sempel CYP-faktorer).

Nar testosteron er dannet, udskilles
det fra testiklerne med blodstrem-
men og nar derved frem til andre
organer i kroppen. | den proces om-
danner enzymet 5-alfa Reductase
testosteron til dihydrotestosteron
(DHT), som er den mest potente
form af hormonet. Det binder sig
efterfglgende til androgenrecep-

Han og hunfostre
udvikler sig ens indtil
kensdifferentiering af

Udvikling af zeggestokke
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5a-Reductase

DHT — 3 AR

Kemikalier virker pa forskellige
virkningsmekanismer pa
androgensignallering i fosteret

OG VAEV

seedleder

/ generel

maskulinisering

penis i prostata

Testosteron

toren (AR), der er et protein, der
kan befinde sig i cellens cytoplas-
ma eller i kernen afhaengig af, om
det er aktivt eller ej. Herved bliver
androgenreceptoren aktiveret, og
den fungerer nu som en sakaldt
transkriptionsfaktor, der regule-

rer udtrykket af en reekke gener.
Testosteron kan ogsa binde sig til
androgenreceptoren, men det giver
et mindre kraftigt signal. Androgen-
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Eksponefring

mellemkgdet

Dihydrotestosteron

signaleringen er dog generelt en
kompliceret affeere, hvor typen af
veev og den praecise timing ogsa
spiller en rolle for virkningen af hen-
holdsvis testosteron og dihydrote-
stosteron.

Som det fremgar pa figuren, kan
kemikalier gribe forstyrrende ind
flere steder i processen. lllustration:
Terje Svingen

moner - androgenerne - produceres i testiklerne, og det
er deres tilstedeveerelse, der giver signal til fosteret om
at udvikle de sekundeere mandlige kgnsorganer samt
mandlige kanstraek. Det er til gengeeld ikke de kvinde-

lige kenshormoner, gstrogenerne, der bestemmer, at
fosteret skal udvikle sekundeere kvindelige kansorganer
og kanstreek. Det er fraveeret af de mandlige kanshor-
moner, der fgrer til udvikling af den hunlige faenotype.
Denne kgnsudvikling udspiller sig i et relativt sneevert
programmeringsvindue i den ottende til fjortende uge
under graviditeten. Indenfor dette tidsrum er fosteret,

og iseer drengefosteret, derfor specielt falsomt overfor
forstyrrelse af hormonsystemet. Hvis androgenernes



Om forskerne

Den overordnede ambition for
forskningsgruppen for Molekylaer-
og Reproduktionstoksicitet pa DTU
Fadevareinstituttet er at forebygge
sygdomme, der kan opsta, nar men-
nesker under udviklingen udseettes
for kemiske stoffer, der findes i
f@devarer og milja.

Anne Marie Vinggaard (tv) er pro-
fessor i gruppen og er internationalt
anerkendt for sin forskning indenfor
hormonforstyrrende kemikalier. |
bagagen har hun en baggrund som
ph.d.-studerende og postdoc ved
Kgbenhavns Universitet med fokus
pa celluleere signaleringsveje, man-
ge ars forskning i kemikaliers hor-

aktivitet bliver undertrykt i denne
periode, er der en starre risiko for,
at drengebarnet bliver fgdt med
kgnsorganer, der ikke er normalt
udviklede. For eksempel kan
testiklerne ikke veere faldet ned i
pungen eller urinrgrsabningen kan
befinde sig pa undersiden af penis
i stedet for pa spidsen.

Selvom en kort anogenital afstand
i sig selv ikke anses som en me-
dicinsk lidelse, sa haenger den

monforstyrrende effekter og deres
kombinationseffekter plus nogle fa
ars arbejde i laeegemiddelbranchen
indenfor “early toxicity testing” af
leegemidler.

Terje Svingen (th) er seniorforsker
med baggrund som molekyleer ud-
viklingsbiolog. Han har i flere ar for-
sket i kensudvikling ved Queensland
University (Australien) med fokus
pa, hvorledes kannet bliver bestemt
under fosterstadiet, og hvilke kon-
sekvenser forskellige genforstyrrel-
ser eller mutationer kan have pa
efterfalgende kgnsudvikling. | de
senere ar har han arbejdet bade
ved Afdeling for Vaekst og Repro-

sammen med disse andre lidelser.
Derfor kan man benytte den til at
vurdere i hvor hgj grad fosteret har
veeret pavirket af en forstyrrelse af
de mandlige kenshormoner under
udviklingen og dermed forudsige
dette individs reproduktive sund-
hed.

Styr pa signalvejene

Vi ved altsd, at et unormalt kort
mellemkad pa et drengebarn kan
haenge sammen med forstyrrel-

duktion pa Rigshospitalet og nu ved
DTU Fgdevareinstituttet med fokus
pa, hvordan hormonforstyrrende ke-
mikalier kan forstyrre den normale
udvikling af kensorganer eller repro-
duktionssystemet generelt.

Camilla Lindgren Schwartz er
ph.d.-studerende og har en bag-
grund i Molekyleer Biomedicin fra
Kgbenhavns Universitet, en uddan-
nelse med stort fokus pa de moleky-
leere mekanismer, der ligger til grund
for human patofysiologi. Endvidere
har hun studeret pa McMaster Uni-
versity (Canada) og Harvard Universi-
ty (USA), hvor fokus blandt andet har
veeret tidlig udviklingsbiologi.

ser af de mandlige kgnshormoner
i fostertilveerelsen. Men vores
forskning tyder p3, at der ogsa ma
veere andre signalveje involve-

ret. For eksempel har leegemidlet
paracetamol, som anvendes til

smertebehandling, vist sig at udgve

samme effekt (dvs. reducere den ...

anogenitale afstand) i forsggsdyr, ..

selvom stoffet tilsyneladende ikke DET FRIE A
eri §ta nd t|! direkte at forstyrre EcA)ﬁlssiﬁNClgﬁsN%lLD
de signalveje, som androgenerne FOR INDEPENDENT
er involveret i. Samtidig ved vi fra RESEARCH
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forsgg med rotter, at mellemkadets (der bruges i p-piller) meerkeligt nok
leengde hos hunner ogsa kan veere vist sig at have den omvendte effekt
pavirket af kemikalier. Saledes giver  pa hunner - altsa at forleenge den

stoffet bisphenol A, der er et kemi- anogenitale afstand - hvis de bliver
kalie der bruges i produktionen af udsat for stoffet i fostertilvaerelsen.
polycarbonatplast og epoxyharpik- Ud fra vores nuveaerende viden om
ser, en forkortet anogenital afstand udviklingen af mellemkgdet, har vi
hos begge kgn. Omvendt har det ingen gode forklaringer pa, hvordan
kunstige hormon ethinylgstradiol disse uventede effekter opstar,

Udvikling i leengden af mellemkgdet

men de peger i retning af andre
virkningsmekanismer end klassisk
testosteron-signalering.

Der er derfor behov for at karakte-
risere disse signalveje bedre for at
afslgre, hvordan de pavirker udvik-
lingen af mellemkgdet. Og det er vi
nu i fuld gang med.
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Figuren illustrerer den normale udvikling af laengden kan man ikke sige, at der findes en skarp greense for,

af mellemkgdet (AGD = den anogenitale afstand) for hvornar det er “for kort” i medicinsk forstand. Men stu-
piger og drenge i henholdsvis fostertilveerelsen, i barn- dier har for eksempel pavist en statistisk sammenhaeng
dommen og som voksen. mellem lav seedkvalitet og en anogenital afstand mindre
Nar man snakker om, at mellemkgadet er “forkortet”, end 30 mm hos maend.  Figur efter Dean & Sharpe (2013).
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Ned i detaljerne

| projektet vil vi bruge rotteforsgg

til at belyse, hvilke faktorer der er
vigtige for udviklingen af mellemkg-
det under fosterudviklingen. Vi vil i
forste omgang bruge et sakaldt mi-
croarray til at undersgge udtrykket
af forskellige gener i det relevante
veev fra henholdsvis normale han-
rottefostre og hanrottefostre, der
har kort anogenital afstand som
folge af eksponering til forskellige
kemikalier og leegemidler under
fosterudviklingen. Ved brug af avan-
cerede analyseprogrammer kan
disse forsgg give os det helt store
overblik over, hvad der sker pa det
molekyleere niveau, hvor forskellige
signaleringsveje bliver kortlagt, nee-
sten som et kort over undergrunds-
banen i London, bare meget mere
kompliceret. Ved at sammenligne
“kortene” fra de to grupper kan vi
fa indblik i, hvilke signalveje der pa-
virkes, nar den anogenitale afstand
er kort i hannerne. Efterfglgende vil
vi sa i langt sterre detalje analysere
specifikke faktorer, der ser ud til at
spille en central rolle. | denne fase
vil vi kigge pa specifikke proteiner,

og hvor de er udtrykt i de forskellige
celler i mellemkgdet. Derudover vil
vi undersgge hormonniveauerne i
blodet fra bade moderen og fostre-
ne under normale forhold og efter
eksponering for at undersgge, om
andringer i disse niveauer stem-
mer overens med de aendringer, Vi
eventuelt finder pa gen- og protein-
niveau. Samlet set vil disse forsgg
hjeelpe os til at forsta, hvilke sig-
nalveje der er involverede, nar den
anogenitale afstand bliver kortere i
hannerne, og hvilken rolle kgnshor-
monerne spiller i denne proces.

Fra forsggsdyr til cellelinjer

Da vi ved, at hormonforstyrren-

de stoffer kan pavirke anogenital
afstand, og at dette er forbundet
med en raekke skadelige effekter
pa det mandlige reproduktionssy-
stem, er det en god ide at teste nye
kemikalier for netop den effekt.
Men at gore dette i forsggsdyr er i
virkeligheden en langsommelig og
ressourcekreevende proces - og
desuden er brugen af forsggsdyr al-
tid forbundet med et etisk dilemma.
Derfor vil vi gerne udvikle biologiske

screeningsmetoder til test af kemi-
kaliers hormonforstyrrende effekt,
der er baseret pa humane celler
og veev i stedet for forsggsdyr. Man
kan sige, at vi nu er ved at etablere
den basisviden, der skal ggre dette
muligt.

Videre laesning

Lees mere om hormon-
forstyrrende stoffer i
Aktuel Naturvidenskab:
Keansforvirring:

Aktuel Naturvidenskab
nr. 3/2013.

Fisk pa p-piller. Aktuel
Naturvidenskab nr.
P& den made vil en dybere forsta- 5/2007
else af mekanismerne involveret i
udviklingen af mellemkgdet ogsa
kunne medvirke til markant at
reducere brugen af forsggsdyr til at
teste hormonforstyrrende stoffer.
P& laengere sigt vil denne viden
ogsa kunne bruges til at udvikle
nye computerbaserede forudsigel-
sesmodeller beregnet til risiko-
analyse af nye kemikalier eller
leegemidler.

Dean, A. & Sharpe,
R.M. (2013): Anogenital
Distance or Digit Length
Ratio as Measures

of Fetal Androgen
Exposure: Relationship
to Male Reproductive
Development and

Its Disorders. J Clin
Endocrinol Metab,
98(6):2230-2238.

Alt sammen vil det bidrage til, at vi
kan forbedre vores beredskab til at
forebygge skadelige virkninger af
hormonforstyrrende stoffer og der-
med fa vendt den uheldige tendens
med flere og flere drengebgrn, der
er fadt med misdannede kegnsorga-
ner og flere og flere maend, der har
sveert ved at fa barn. [ |
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