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Svampemidler (fungicider) anvendes til at bekeempe svampeangreb i korn, frugt og grantsager og der
kan derfor veere rester af svampemidler i disse fedevarer. De bruges ogsa i vid udstreekning ved
dyrkning af prydplanter og grgntsager i drivhuse, hvorved de ansatte kan blive udsat for stofferne.
Nogle af de mest anvendte svampemidler i Danmark tilhgrer gruppen af azol-fungicider, der kemisk
set ligner hinanden. Vi har tidligere undersggt et af disse, prochloraz, og fundet at stoffet pavirker
syntesen af kgnshormoner og udviklingen af keansorganer i ungerne, nar draegtige rotter har veret
udsat for stoffet.

| projektet 'Effekter af Azol-fungicider pa kens- og thyreoidahormoners funktion’ har vi undersggt
yderligere tre azol-fungicider: epoxiconazol, propiconazol, og tebuconazol. | cellebaserede
testsystemer reagerede alle stofferne med forskellige hormonreceptorer og de pavirkede syntesen af
kenshormoner. | forsgg med rotter, ggede epoxiconazol og tebuconazol draegtighedsleengden,
forggede progesteronniveauet hos moderdyrene samt maskuliniserede hunungerne. Tebuconazol
medfarte desuden en feminisering af hanungerne. Alle disse effekter har vi ogsa set for prochloraz.
Resultaterne tyder pa at azol-fungicider generelt har hormonforstyrrende egenskaber.

Baggrund og formal

Der er en stigende bekymring for, at selv lave eksponeringer for pesticider under udviklingen af
forplantningsorganer og nervesystem, kan medfare vedvarende skader pa disse organsystemer. Fostre
og begrn antages derfor at vaere sarligt sarbare overfor pesticideksponering.

Flere pesticider har vist sig at have hormonforstyrrende egenskaber i cellebaserede testsystemer, men
kun et fatal af disse er undersggt og fundet hormonforstyrrende i forsggsdyr. Et af disse er fungicidet,
vinclozolin, som blev forbudt i EU pa grund af disse egenskaber. Vi har for nylig vist at azol-
fungicidet, prochloraz, kan interagere med forskellige receptorer, heriblandt gstrogenreceptoren og
androgenreceptoren og derved modvirke virkningen af henholdsvis gstrogen og testosteron. Desuden
virkede prochloraz antiandrogent i voksne hanrotter og pavirkede serumkoncentrationen af
skjoldbruskkirtelnormonerne. Ved eksponering i draegtighedsperioden og under diegivningen medfarte
stoffet en maskulinisering af hunungerne og en feminisering af hanungerne.

Prochloraz anvendes iser indenfor prydplanteproduktionen, mens andre azol-fungicider anvendes i
store meengder til bekeempelse af svampesygdomme i kornafgrgder samt inden for gartneriomradet. |
2005 blev der samlet anvendt over 100 tons aktivstof af disse midler i Danmark. Azol-fungiciderne er
relativt fedtoplgselige og optages derfor let over mave-tarmkanalen, hvorfor befolkningen kan blive
eksponeret, hvis stofferne findes som rester i fadevarer.

Det overordnede formal med projektet var derfor, at undersgge om tre hyppigt anvendte azol-
fungicider, tebuconazol, propiconazol og epoxiconazol, har tilsvarende hormonforstyrrende
egenskaber som prochloraz. Dette ville i givet fald tyde pa, at hormonforstyrrende egenskaber er
generelle for azol-fungicider.



Undersggelsen

@strogene og antigstrogene egenskaber samt pavirkning af enzymet aromatase, som omdanner
testosteron til gstrogen, blev undersggt i humane brystkraftceller (MCF-7) pa Miljgmedicin pa
Syddansk Universitet. Evnen til at interagere med androgenreceptoren, receptoren for
skjoldbruskkirtlens hormoner, samt arylhydrocarbon (Ah)-receptoren blev undersggt i celler som er
genetisk modificeret til at udtrykke og respondere pa aktivering af den pagaldende receptor. Ah-
receptoren er involveret i reguleringen af nogle enzymer som omseatter fremmedstoffer og hormoner.
Disse undersggelser fandt sted pa Danmarks Fgdevareforskning, som ogsa stod for undersggelse af
stoffernes evne til at pavirke syntesen af kanshormoner i humane binyrebark-cancerceller samt
antiandrogene virkninger i voksne hanrotter og effekter pa afkommets udvikling hos rotter efter
eksponering i draegtigheds- og diegivningsperioden.

Hovedkonklusioner
Propiconazol, tebuconazol og epoxiconazol havde stort set samme virkningsprofil i celleforsggene som
prochloraz.

I modseetning til prochloraz, virkede tebuconazol og propiconazol ikke antiandrogene i
korttidsundersggelser i kastrerede voksne hanrotter.

I lighed med prochloraz, ggede epoxiconazol og tebuconazol dreegtighedsleengden, forggede
progesteronniveauet hos moderdyrene samt maskuliniserede hunungerne. Tebuconazol medfarte
desuden feminisering af hanungerne, hvilket ogsa er set for prochloraz.

Epoxiconazol virkede generelt fosterskadende, og denne effekt overskyggede den hormonforstyrrende
effekt af stoffet.

Effekterne pa rotteungernes udvikling kan skyldes et samspil af flere virkningsmekanismer, men samlet
tyder resultaterne pa, at en af hovedmekanismerne er forstyrrelse af nggle-enzymer i
steroidhormonsyntesen.

Resultaterne peger kraftigt i retning af, at gruppen af azol-fungicider generelt har hormonforstyrrende
egenskaber. Vi anbefaler derfor, at hele denne gruppe betragtes som havende hormonforstyrrende
egenskaber indtil undersggelser af enkeltstoffer eventuelt matte vise noget andet.

Resultaterne fra projektet har givet ny viden om azol-fungiciders toksiske virkningsmekanismer og
mulige sundhedsmaessige virkninger pa forplantnings- og hormonsystemet. Resultaterne vil derfor
kunne bidrage til en bedre risikovurdering for denne meget udbredte gruppe af svampemidler.

Projektresultater

Cellebaserede testsystemer

For at undersgge hormonforstyrrende virkningsmekanismer blev svampemidlerne testet i en raekke
cellebaserede testsystemer. Propiconazol, tebuconazol og epoxiconazol udviste alle stort set samme
virkningsprofil som prochloraz. Dog havde prochloraz en kraftigere effekt i nogle testsystemer. Dette
var mest markant for aktiveringen af Ah-receptoren (Tabel 1).

Alle fire azol-forbindelser blokerede gstrogen — og androgen receptorerne og modvirkede derved
virkningen af henholdsvis gstrogen og testosteron. Ligesom prochloraz h&mmede de tre gvrige azol-
forbindelser enzymet aromatase og derved omdannelsen af testosteron til gstrogen.

I humane binyrebark-cancerceller ggede azol-forbindelserne produktionen af progesteron mens
produktionen af testosteron og gstrogen var reduceret. Dette indikerer en ha&emning af enzymer som er
involveret i omdannelsen af progesteron til testosteron.



Der sas ingen interaktion af stofferne med receptoren for skjoldbruskkirtlens hormoner.

Tabel 1. Opsummering — celleforsog

Prochloraz | Tebuconazol | Epoxiconazol | Propiconazol

Androgen ! l l |
receptor
@strogen ! l l |
receptor
aromatase | | l |

Steroid syntese

Testosteron l l ! 1
Ostradiol ! ! l !
Progesteron 1 1 i 1
T-screen - ) > -
Ah-receptor T i i 1

Anti-androgene virkninger i voksne hanrotter (Hershberger testen)

Hverken propiconazol eller tebuconazol i doserne 50, 100 eller 150 mg/kg Igv/dag modvirkede
testosterons virkning i voksne kastrerede hanrotter der ikke har nogen naturlig produktion af
steroidhormoner. Dette er i modsetning til prochloraz som medfgrte markante antiandrogene effekter
i form af nedsat veegt af reproduktionsorganer og @ndringer af hormonniveauer (Tabel 2).

Effekter pa afkommet efter eksponering i dreegtigheds- og diegivningsperioden

Dreegtige rotter blev doseret med epoxiconazol (15 eller 50 mg/kg Igv/dag) eller tebuconazol (50 eller
100 mg/kg lgv/dag). Nogle dyr fik udfert planlagt kejsersnit pa gestationsdag (GD) 21 for at
undersgge effekter pa fostrene. Andre dyr fadte normalt og afkommet blev undersggt enten ved
fadslen eller 13 eller 16 dage efter fadslen (postnatal dag, PND) efter at havde veeret yderligere
eksponeret gennem modermeelken (Figur 1).

Figur 1. Studiedesign for undersegelse af effekter pa
afkommet efter perinatal eksponering:

Dosering GD 7 - PND 16:

Kontrol, Epoxiconazol, Tebuconazol

Udvikling af
reproduktionssystemet?

Fostre & medre Unger Voksne
Draegtighed & kuld data | Anogenital afstand Seedkvalitet
Fosterskader Antal brystvorter

(Histo)patologi Misdannelser

Immunhistokemi

Hormonanalyser

Klinisk kemi

Genekspression



I lighed med prochloraz, forleengede epoxiconazol og tebuconazol draegtighedsperioden, hvilket
sandsynligvis haenger sammen med et gget progesteronniveau hos moderdyrene.

Hos rotter er afstanden mellem anus og kansorganerne (anogenital distance’, AGD) lengere hos
hanner end hos hunner. Bade tebuconazol og epoxiconazol ggede AGD i hunungerne, hvilket tyder
pa en maskulinisering. Tebuconazol medferte desuden en stigning i antallet af brystvorter samt nedsat
testosteronniveau hos hanungerne, hvilket tyder pa en feminisering af hanungerne. Virkningen af
tebuconazol ligner virkningen af prochloraz, som tidligere er pavist at maskulinisere hununger og
feminisere hanunger i samme type undersggelse (Tabel 2). Hoved mekanismen bag tebuconazols
feminisering af hanungerne er sandsynligvis pavirkningen af steroidsyntesen, da der ikke sds nogen
antiandrogen virkning i voksne, kastrerede hanrotter.

Epoxiconazol viste sig at veere markant fosterskadende og den hgjeste dosis af epoxiconazol medfarte

gget fosterdad og problemer med at fade ungerne. Hvilke mekanismer der ligger til grund for dette og
om hormonforstyrrelser er en del af arsagen, kan ikke siges ud fra vores forsgg (Tabel 2).

Tabel 2. Opsummering — dyreforsog

Prochloraz Tebuconazol Epoxiconazol* Propiconazol
Antiandrogen virkning i ++ - Ikke undersogt “
kastrerede voksne hanrotter
(Hersberger test)
Eksponering under draegtige
rotter
AGD hununger il il 1 Ikke undersogt
AGD hanunger 1 - « Ikke undersogt
Brystvorter hanunger il il — Ikke undersogt
Testosteron hanfostre l l — Ikke undersagt
Progesteron hanfostre il il - Ikke undersogt
Gestationslengde il il 1 Ikke undersogt
Testosteron - medre Ikke undersogt - 1 Ikke undersogt
Progesteron -medre Ikke undersogt 1 1 Ikke undersogt

* Epoxiconazol var kraftigt fosterskadende ved hgjeste dosis pa 50mg/kg.



