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Forord

Som led i indsatsen over for partikelforureningen fra breendeovne har Miljgstyrelsen
igangsat dette projekt hvis formal var at undersgge og karakterisere det toksikologiske
potentiale af breenderggspartikler i relevante kortids eksperimentelle in vitro og in vivo
undersggelser. Formalet har sledes dels veeret at afpreve og tilpasse relevante test
metoder til vurdering og screening af breenderggspartikler samt at undersgge de mulige
toksikologiske virkningsmekanismer af breenderggspartiklerne.

Rapporten kan ses som en eksperimentel opfelgning pa Miljgprojekt 1235 “Health effects
assessment of exposure to particles from wood smoke”, hvor omfanget af
helbredseffekterne blev vurderet iseer ud fra de humane data.

Projektet er udfart af Institut for Folkesundhedsvidenskab, Kgbenhavns Universitet

Projektet har veeret tilknyttet en fglgegruppe bestaende af:

Steffen Loft, Institut for Folkesundhedsvidenskab, Kgbenhavns Universitet
Keld Alstrup Jensen, Det Nationale Forskningscenter for Arbejdsmilja
Vibeke Vestergaard Nielsen, Miljgstyrelsen

Poul Bo Larsen (formand), Miljgstyrelsen

Kgbenhavn, april 2011

Undersggelserne og resultaterne samlet i denne rapport og dens bilag er tidligere blevet
publiceret som tre artikler i internationale videnskabelige tidsskrifter:

Danielsen, PH et al. (2009). Oxidative damage to DNA and repair induced by Norwegian
wood smoke particles in human A549 and THP-1 cell lines, Mutation Research 674, 116-
122.

Danielsen PH (2010) Oxidative stress, inflammation and DNA damage in rats after
intratracheal instillation or oral exposure to ambient air and wood smoke particulate
matter, Toxicological Sciences 118(2), 574-585. doi:10.1093/toxsci/kfq290-

Danielsen PH (2011). Oxidative Stress, DNA Damage, and Inflammation Induced by
Ambient Air and Wood Smoke Particulate Matter in Human A549 and THP-1 Cell
Lines. Chemical Research in Toxicology 24(2), 168-184. doi: 10.1021/tx100407m






Sammenfatning og konklusion

Sammenfatning

| store dele af verden er afbreending af tree og anden biomasse en vigtig og betydelig
luftforureningskilde. | Danmark er braeendergg en vasentlig kilde til partikulaer
luftforurening. Danmarks Miljgundersggelser har tidligere malt partikel niveauet i et
beboelsesomrade med mange private breendeovne. Disse malinger viste at partikel
niveauet var sammenlignelig med niveauet af partikler ved meget trafikerede veje i
Kgbenhavn. | de fleste epidemiologiske studier har der veeret fokus pa partikler fra
trafikken, hvor bidraget fra biomasse/braendergg i autentiske prgver oftest har veret
minimalt. Der er derfor begrenset viden om helbredseffekterne kilderne imellem. Pa det
toksikologiske omrade er der ogsa stadig en begranset viden om effekterne af
braenderagspartikler. Vi har tidligere fundet at breenderggspartikler opsamlet fra
braendeovnsforsgg i Norge gav mindst samme skade pa DNA i celleforsgg, som
trafikrelaterede partikler. Formalet med dette forsgg er at undersgge om
braenderggspartikler opsamlet under forskellige betingelser i Danmark forarsager skader
pa DNA i humane cellelinjer og dyreforsgg. Partiklerne blev opsamlet dels fra reg fra en
breendeovn med hgj og lavt lufttilfarsel, dels fra et boligomrade i Slagslunde med et hgijt
braendeovnsbrug og dels fra et landomrade uden braendeovne. | celleforsgg undersggte vi
dosis-respons sammenhange for fglgende parametre: celletoksicitet malt som laktat
dehydrogenase frigivelse, inflammationsrespons og oksidativt stress malt som udtryk af
relevante gener, DNA skader malt som strengbrud, formamidopyrimidin DNA
glykosylase skader forarsaget af oksidation af guanin, skade pa DNA baser ved direkte
oksidation eller ved oksidation af lipider malt som etheno-addukter samt bulky DNA
addukter forarsaget af binding af store molekyler som polycykliske aromatiske kulbrinter
(PAH). | dyreforsgg malte vi de samme markarer i rotter efter indgift af en enkelt dosis af
de forskellige partikler i lungerne eller via mavetarmkanalen. Fordgjelseskanalen er ogsa en
vigtig eksponeringsrute for partiklers systemiske effekter, da partikler dels deponeres i
naese og sveelg og synkes, og dels synkes efter at blive fiernet fra luftvejene via fimrehar i
luftreret. Endeligt sluges ogsa partikler deponeret pa dyrkede fgdevarer.

Cellekultur forsggene viser at alle breenderggspartikler giver oksidativt stress og oksidation
af og brud pa DNA i dyrkede menneskeceller, som svarer til lungeceller, der er mest udsat
for partikler, og i hvide blodlegemer, der er et mal for effekter af partikler i
blodcirkulationen, hvor der ogsa var aktivering af inflammation. Derimod var der ikke
tegn pa lipidmedierede skader eller binding af PAH i celleforsegene. Dyreforsgget viser at
breenderagspartikler kan inducere DNA skade i form af etheno-addukter medieret af
lipidoksidation og gget inflammation i leveren efter eksponering via mavetarmkanalen,
hvorimod de ikke gav DNA skader i form af oxideret guanin. Specielt
braenderagspartiklerne opsamlet under forbraeending med lav ilttilfgrsel gav de fleste
effekter og var den eneste partikeltype der gav inflammation og oxidativ stress i lungerne
efter eksponering via lungerne.



Konklusion

Vores resultater fra cellekultur studierne indikerer at rene breenderggspartikler generelt er
mere toksiske end baggrundspartikler per masseenhed, mens partikler fra et
braendeovnskvarter i Slagslunde giver effekter der kan betegnes som midt imellem
effekterne af de rene breenderggspartikler og baggrundspartiklerne. Dette er i
overensstemmelse med at Slagslundepartiklerne netop er en blanding af direkte udledte
breendeovnspartikler og regionale baggrundspartikler. Den overordnede konklusion fra
dyreforsgget er at specielt eksponering via mavetarmkanalen er vigtig, da vi finder
betydeligt flere effekter i leveren efter denne eksponering end i lungerne efter direkte
eksponering. Dette er foreneligt med tidligere fund af genotoksiske effekter efter peroral
eksponering for dieselpartikler og kulstofbaserede nanopartikler. Det skal dog bemaerkes at
effekterne af breenderggspartiklerne var svagere end hvad tidligere er fundet i rotter
eksponeret med den samme dosis i mg/kg af dieselpartikler. Der var beskedent respons i
lungerne efter eksponering for kun én type af hver af breenderggs- og Slagslundepartikler i
doser der svarer til langvarig eksponering. De samlede resultater fra de udferte in vivo
undersggelser har saledes ikke kunne pavise, at braenderggspartikler er veaesentligt mere
toksiske i forhold til partikler generelt og muligvis mindre toksiske end partikler fra trafik
mht. effekter pa luftveje og hjertekarsystemet. Det er dog for tidligt at drage disse
resultater ind i en vurdering af de kroniske effekter og samlet set giver nerverende
forsggsresultater sdledes ikke anledning til justering af den mere overordnede
risikovurdering af breendeovnspartikler foretaget i Miljgprojekt 1235 (Nielsen et al. 2008).



Summary and conclusion

Summary

In major parts of the world combustion of wood and biomass is an important and
considerable source of air pollution. In Denmark, wood smoke is a considerable source of
particulate matter in the air. The National Environmental Research Institute, Denmark,
has previously measured the level of particles in a residential area with many private wood
stoves. These measurements showed that the level of particles was comparable with the
level of particles at busy roads in Copenhagen. In most epidemiological studies the focus
has been on particles generated from traffic and most often the contribution from
biomass/wood has been negligible. Because of this, there is limited knowledge about health
effects between particle sources and the toxicology of wood smoke particles. We have
previously found that Norwegian wood smoke particles collected from a wood stove
experiment resulted in at least similar damage levels in DNA from cell cultures, as did
traffic generated particles. The aim of this study was to investigate whether wood smoke
particles, collected under different conditions in Denmark, causes DNA damage in human
cell lines and in an animal model. The particles were collected from four different sources/
scenarios: - directly from wood smoke from a wood stove during high or low oxygen
combustion, - from a residential area in Slagslunde with many wood stoves, - and from a
rural area without contribution from wood stoves. We investigated the dose-response
relationships for the following parameters in cell cultures: cell toxicity measured as lactate
dehydrogenase release, inflammatory response and oxidative stress expressed by relevant
genes, DNA damage measured as strand breaks and oxidation of guanine, oxidation of
lipids measured as etheno-adducts, and bulky DNA adducts formed by binding of
molecules such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). In animal experiments we
investigated the same end points in rats exposed to a single dose of the collected particles
in the lungs or in the gastrointestinal tract. The oral exposure route for the systemic
effects of particles is highly important, as particles deposited in nose and throat can be
swallowed, in addition to particles cleared from the airways by the mucociliary
movements. Furthermore particles deposited on crops and food stuffs can also be
swallowed. The cell culture experiments shows that wood smoke particles generates
oxidative stress and oxidation of and damage to DNA in cultured human cells, such as
lung epithelial cells, which are largely exposed to particles, and to white blood cells, which
are target for particle effects in the blood circulation, where also inflammation was
activated. In contrast there was no lipid-mediated damage or binding of PAH in the cell
culture experiments. The animal experiments shows that wood smoke particles can induce
etheno-adducts and increase inflammation in the liver after oral exposure, whereas there
was no sign of DNA damage in term of oxidized guanine. Especially the wood smoke
particle collected during low oxygen combustion resulted in most effects and was the only
type which increased inflammation and oxidative stress in the lungs after pulmonary
exposure.
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Conclusion

The results from the cell culture studies indicates that pure wood smoke particles in
general are more toxic than rural background particles per mass unit, whereas particles
from Slagslunde gives effects which can be considered as in between the effects of pure
wood smoke particles and the background particles. This is in agreement with the fact that
the particles from Slagslunde are a mix of directly emitted wood smoke particles and
regional background particles. The major conclusion from the animal experiment is that
especially the gastrointestinal exposure is important, as we find considerably more effects
in the liver after oral exposure than in the lungs after pulmonary exposure. This is in
concurrence with previous findings of genotoxic effects after oral exposure to diesel
particles and carbon based nanoparticles. It is noticeable that the effects of wood smoke
particles was weaker, than what we have previously shown in rats exposed to a similar
dose in mg/kg of diesel particles. There was a modest response in the lungs after exposure
to only one type of each of wood smoke and Slagslunde particles in doses equivalent to
prolonged exposure. The results from the in vivo studies have demonstrated that wood
smoke particles are not likely to be significantly more toxic compared to particles in
general and possibly less toxic than particles from traffic in terms of effects on respiratory
and cardiovascular system. It is however too early to draw these results into an assessment
of the chronic effects and overall, gives the present results not reason to an adjustment of
the more general risk assessment of wood smoke particles made in the Environmental
Project 1235 (Nielsen et al. 2008).



1 Indledning

| store dele af verden er afbreending af biomasse en betydelig luftforureningskilde. |
Danmark er breendergg en vasentlig kilde til partikuler luftforurening, idet det seneste
estimat finder at omkring 67 % af det samlede danske udslip af PM,, der er partikler med
en diameterstgrrelse under 2,5 mikrometer, stammer fra forbreending af tree i private
boliger (Nielsen et al. 2009). Danmarks Miljgundersggelser har tidligere malt partikel
niveauet i et beboelsesomrade med mange private breendeovne. Disse malinger viste at
partikel niveauet var sammenlignelig med niveauet af partikler ved meget trafikerede veje i
Kgbenhavn (Glasius et al. 2006). | de fleste epidemiologiske studier har der veret fokus
pa partikler fra trafikken og bidraget fra biomasse-/braendergg har oftest veeret minimalt.
Der er derfor begranset viden om helbredseffekterne kilderne imellem. P4 trods af denne
begraensede viden er der tilstreekkelig dokumentation for breenderggs kraeftfremkaldende
og mutagene effekter i dyremodeller og pa baggrund af dette konkluderede en
arbejdsgruppe hos The International Agency for Research on Cancer (IARC) at
indendgrs udsattelse for biomasseafbraending (iser breende) sandsynligvis er carcinogent
for mennesker (Group 2A) (Straif et al. 2006). Ligeledes har undersggelser vist at
indendgrs udsattelse for breendergg er associeret med KOL (Kronisk Obstruktiv
Lungesygdom) og cancer i luftvejene (Ramanakumar et al. 2007; Salvi et al. 2009;
Sapkota et al. 2008). Der syntes at vaere beleeg for at breendeovnspartikler kan veere ligesa
skadelige som andre partikeltyper hvilket er konklusionen af et review af risikoen ved
braendergg, der ogsa inddrager skovbrande, indendgrs brug af biomasse i 3. verdenslande
og toksikologi (Naeher et al. 2007). Tilsvarende er konkluderet i Miljgprojekt 1235, der
ogsa omfatter et review af litteraturen vedrgrende breenderggspartiklernes
sundhedsskadelige effekter (Nielsen et al. 2008). Her konkluderes endvidere, at
breendeovnene samlet set bidrager med et ekstrabidrag pa ca. 0,6 pg/m® PM,, som arligt
gennemsnit, og at dette ekstrabidrag arligt kan medfere en gget dgdelighed pa mindst 200
dgdsfald (Nielsen et al. 2008).

Partiklers vigtigste virkningsmekanismer i helbredssammenhgng menes at involvere
inflammation og oksidativt stress med resulterende skade pa biomolekyler og celler
(Knaapen et al. 2004; Risom et al. 2005). Oksidativt stress opstar ved dannelse af reaktive
iltforbindelser (eng. reactive oxygen species (ROS)) direkte fra partikler pa overfladen
eller ved oplgselige oksidanter eller sekundeaert ved at stimulere malceller eller
inflammationsceller til at producere ROS. DNA er et af de vigtige malmolekyler for
oksidativt stress og oksidativ DNA skade, iseer oksidation af guanin (FPG skader) og
DNA strengbrud (SB) menes at vere vigtige for udvikling af cancer og maske ogsa i
udvikling af areforkalkning. Der er meget aktive reparations-mekanismer for disse
lzesioner, eksempelvis reparerer enzymet OGGL1 oksideret guanin i DNA. Der er med
tiden fundet stor evidens for sddanne effekter forarsaget af partikler fra
forbreendingsprocesser i cellekultur forsgg og i forsggsdyr eksponeret via luftveje eller
oralt, herunder blandt andet opregulering af OGG1 og heemoxygenase 1 (HO-1) som
begge er vigtige for forsvaret mod ROS (Danielsen et al. 2008; Dybdahl et al. 2003;
Dybdahl et al. 2004; Midiller et al. 2004; Risom et al. 2003). De hidtidige toksikologiske
undersggelser i dyremodeller, af breenderggspartikler inddrager ikke de nuveerende
hypoteser om effekt af partikler via inflammation og oksidativt stress mekanismer
(Knaapen et al. 2004), hvorimod studier baseret pa effekter i cellekulturer har vist ggede
niveauer af ROS, DNA SB, oksiderede puriner, lipid peroksidation og frigivelse af
cytokiner (Karlsson et al. 2006; Kocbach et al. 2008; Leonard et al. 2000; Leonard et al.
2007). Ydermere har vi i et tidligere studie undersggt oksidativt stress og genotoksicitet i
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lungeepitelceller og monocytter forarsaget af breenderggspartikler i sammenligning med
diesel-, gade- og mineralske partikler opsamlet og karakteriseret i Norge (Danielsen et al.
2009) . Disse studier peger i retning af at breenderggspartikler resulterer i effekter mindst
svarende til hvad vi kan se for trafikrelaterede partikler.

Denne undersggelse fokuserer pa eksperimentel vurdering af effekter af
braenderagspartikler i form af oksidativt stress og inflammation som er centrale
mekanismer for effekter pa lunger og hjertekarsystemet og oksidativ stress forarsaget DNA
skade, som er seerligt relevant for kreeftrisiko. Forsggene er udfgrt med cellekulturer fra
mennesker, der reflekterer lungeceller og inflammationsceller, involveret i bade lunge- og
hjertekareffekter og i forsggsdyr hvor eksponering bade via luftveje og mavetarmkanal
indgar. Partikler til forsggene er dels opsamlet fra en breendeovn under forskellige
forbraendingsbetingelser og dels fra udeluften i et omrade med og et uden mange aktive
breendeovne.

" Se bilag 1 vedrgrende dette forstudie



2 Partikelopsamling og karakterisering

Partikler blev opsamlet om vinteren fra udeluften midt i Slagslunde, der er en by med ca.
350 huse hvoraf de 200 har en breendeovn (AAWS). Som reference materiale blev der
samtidigt opsamlet partikler fra luften i et tyndtbefolket omrade 500 meter vest for byen
(AARU), se figur 1. Ydermere blev der opsamlet partikler fra forbreending af bgg i en
breendeovn opstillet i forbindelse med et eksponeringsstudie pa Arhus Universitet.
Forbrendingen foregik under to forhold, enten ved en hgj (HOWS) eller en lav ilttilfarsel
(LOWS). Partiklerne blev opsamlet med en elektrostatisk hgjvolumen sampler, der har
den fordel at den kan samle starre maengder (mg) af partikler end ved hjalp af
traditionelle opsamlingsmetoder (Sharma et al. 2007). Opsamlingen foregik med
maksimal effektivitet for partikler med en stgrrelse pa mellem 0,2 og 0,8 mikrometer.
Partiklerne fra Slagslunde blev opsamlet fra udeluften i lgbet af en kold periode med stille
vejr pa 14 dage i januar 2007. Den lange opsamlingsperiode kan muligvis have indflydelse
pa partiklernes kemiske sammensztning som vist ved nedbrydning af benzo(a)pyren
(Sharma et al. 2007). De rene braenderggspartikler blev opsamlet i lgbet af 2 timer for
LOWS og 4 timer for HOWS.

Partiklerne blev grundigt karakteriseret med hensyn til starrelse, indhold af metaller og
organiske forbindelser, se tabel 1. I store traek viste karakteriseringen at partikler opsamlet
direkte fra breenderag (HOWS og LOWS), generelt var mindre i stgrrelse, indeholdt mere
PAH og mindre metal end partiklerne opsamlet fra udeluften. Stgrrelsesfordelingen af
partiklerne blev mal med dynamic light scattering (DLS); en metode hvor partiklernes
Brownske bevagelser i en vandig oplgsning (cellemedie) kan relateres til deres storrelse.
Disse DLS malinger blev ogsa udfart pa filtreret materiale for at detektere mindre
partikler som starre partikler i oplgsningen eventuelt kunne skygge for. Af metaller
udgjorde iszr jern og zink en vasentlig del af den samlede meangde, over 90% for AAWS,
HOWS og LOWS og 72% for AARU, der i modsatning til de andre partikeltyper ogsa
indeholdt en starre maengde af kobber. Samtidigt blev det verificeret at partiklerne fra
Slagslunde rent faktisk indeholdt partikler fra breendergg. Dette blev gjort ved at
undersgge indholdet af levoglucosan, der er et derivat fra cellulose forbraending.
Ydermere malte vi de reaktive iltforbindelser (eng. reactive oxygen species (ROS)) med
electron spin resonance (ESR) spektroskopi, hvilket viste at HOWS og AARU producerer
hydroxyl radikaler og superoxid anioner i samme grad, nar det males med spin-trapping.
Derimod producerer AAWS langt mindre ROS og LOWS narmest ingenting
sammenlignet med kontrollen pa 2,54E+06. ESR viste interessant nok ogsa et ukendt ESR
signal i HOWS, hvilket sandsynligvis kan tilskrives et carbon-centreret radikal. Endotoksin
niveauerne blev malt med et gel clot Limulus Amoebocyte Lysate assay og er angivet i
tabellen som den laveste partikel koncentration med positiv effekt.
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Tabel 1.

Materiale AARU AAWS HOWS LOWS
Total mengde opsamlet | 115 129 58 1594
(mg)
DLS size peaks (nm) i
RPMI
uden 0,8 pm filtrering 342, 1281, 4800 | 1281, 4800 | 164, 955 122, 459
med 0,8 um filtrering 295 68, 220 < <
DLS size peaks (nm) i
F12
uden 0,8 pm filtrering 342 164, 531 122, 342 220, 825
med 0,8 um filtrering 190 190 68, 295 <
Levoglucosan (ug/mg) 2,82 43,9 39,9 56,2
Mannosan (pg/mg) <0,2 5,15 0,28 1,96
PAH (ng/mg) 499 281 3267 1252
Oplgselige metaller 6870 3718 2517 2665
(ng/mg)
ESR ROS (a.u.) 5,18E+07 1,52E+07 6,13E+07 3,04E+06
Endotoksin 2.5 pug/ml 25 pg/ml 25 pg/mi 100 pg/ml

< Kunne ikke detekteres, AARU: partikler opsamlet 500 m vest for Slagslunde, AAWS: partikler opsamlet midt i
Slagslunde, HOWS: breenderggspartikler opsamlet under forbreending med hgj ilttilfarsel, LOWS: partikler
opsamlet under lav ilttilfgrsel, DLS: Dynamic Light Scattering, RPMI: cellemedie til THP-1 cellelinie, F12:
cellemedie til A549 cellelinie, PAH: polycykliske aromatiske kulbrinter, ESR: electron spin resonance, ROS: reaktive

iltforbindelser.



¥ L \
Figur 1. De to partikelopsamlingssteder i henholdsvis Slagslunde by (Exposed site; AAWS)) og 500 meter uden
for byen (Background site; AARU). Hver hvid prik repreesenterer et hus med braendeovn.

15



16



3 I/n vitroforsag

Vi har i dette studie gennemfgrt in vitro forsgg til at belyse toksiciteten af partikler
opsamlet i relation til breendeovne i Danmark. Resultaterne fra disse cellekultur forsgg
med danske partikler og vil i det falgende blive beskrevet indgaende, mens detailfigurer til
forsggene kan ses i bilag 2. Til sammenligning har vi tidligere rapporteret oksidativt stress
og genotoksicitet i cellekulturer forarsaget af braenderggspartikler opsamlet og
karakteriseret i Norge. Disse resultater er rapporteret i bilag 1 samt efterfalgende
publiceret i Danielsen et al. (2009).

Formalet med cellekultur studierne er at sammenligne fri radikaldannelse og oksidativt
stress, geno- og cytotoksiciteten samt inflammatorisk potentiale mellem
braenderggspartikler med hgj og lav ilttilfersel og partikler fra udeluften i et omrade med
eller uden aktive braeendeovne i to forskellige cellelinier; A549 som er en lungeepithel
cellelinie og THP-1 som er en monocyt cellelinie.

I in vitro forsggene, se figur 2, blev der malt:

Celle toksicitet ved hjelp af lactate dehydrogenase (LDH)-assay. En stigning i antallet af
dade eller membranskadede celler gger LDH aktiviteten i assayet.

DNA SB og FPG skader malt ved hjalp af comet metoden. Iseer FPG skaderne menes
vigtige for udvikling af cancer, da denne type af DNA skader kan giver mutationer, hvis
de ikke bliver repareret af kroppens egne forsvarsmekanismer.

Oksidativ stress malt som ROS med fluorescerende probe (DCFH) og ESR i Maastricht i
Holland. ROS kan reagere med biomolekyler, som DNA og lipider, og derved direkte eller
indirekte give oksidative skader, sasom de nedenfor nevnte 8-oxodG og etheno-addukter.

Genekspression af inflammatoriske gener, DNA reparationsgenet OGG1 samt oksidativt
stress response genet HO-1, malt med RT-PCR. Udover OGG1-enzymet som reparerer
8-ox0dG skader i DNA, og HO-1 der spiller en rolle i forsvaret mod ROS, maler vi en
reekke inflammatoriske gener, fordi partikler har vist at kunne aktivere inflammatoriske
celler til at danne ROS. Inflammation og oksidativt stress er centrale i lunge- og
hjertekareffekter af partikler.

DNA base modifikation i form af oksidation af guanin (8-oxodG) og lipid peroxidations
deriverede etheno-addukter pa guanin og adenin malt ved HPLC-MS/MS i Grenoble i
Frankrig. Disse DNA skader er mutagene, safremt de ikke repareres og udtrykker saledes
kreeftrisiko og lipidoksidationsprodukterne ogsa en mulig mekanisme i hjertekarsygdom,
hvor LDL skal oksideres for at kunne indga i udviklingen atheroslerose.

Bulky DNA addukter blev mélt med **P-post-labelling pd Arhus Universitet. Iser
eksponering for kemiske stoffer som PAH menes at kunne resultere i denne type af DNA
skader, der kan vere carcinogene.

17



Particle characteristics

-Size distribution

*Transmission electron microscopy
*ESR measurements
*Levoglucosan and mannosan
-Soluble metals

-PAH

In vitro oem -Endotoxin

T

A549 and THP-1 cell lines

-DNA damage by the comet assay

-ROS generation by the DCFH-assay Rats: Oral and i.t. instillation
-Cytotoxicity by the LDH-assay

-Gene expression -Gene expression

*Bulky DNA adducts -Bulky DNA adducts

B-oxodG =8-0x0dG

*Etheno-adducts *Etheno-adducts

Figur 2. Oversigt over de malte end points i partikelmaterialet, i de to forskellige celle linjer og i rotte lever- og
lungeveev efter udseettelse for partikler via to forskellige eksponeringsveje.



4 In vitro resultater og diskussion

4.1, Celle toksicitet:

Der blev malt under 6 % LDH frigivelse til celle mediet fra celler eksponeret 24 timer med
de forskellige partikler, ssmmenlignet med en maksimal LDH frigivelse pa 100%. Data
blev analyseret med den non-parametriske Kruskall-Wallis test og en Tukey-type multiple
comparison test. Det kan konkluderes at partikel suspensionerne ikke er signifikant
toksiske i de anvendte doser pa maksimalt 100 pg/ml.

4.2. DNA skader og ROS produktion:

Vi anvender comet metoden til at male DNA skader i cellerne efter de er eksponeret med
partikler. Efter eksponering stgbes cellerne ind i agarose, hvorefter de lyseres og placeres i
et elektroforesekar indeholdende en oplgsning med en hgj saltkoncentration og detergent.
Under den efterfalgende elektroforese vandrer DNA mod anoden, betinget af antallet af
strengbrud. Cellerne indstabt i agarose kan ogsa behandles med specifikke enzymer, som
her formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG), der skeerer DNA ved oksiderede
puriner.

Den intracelluleere produktion af ROS maler vi ved hjelp af en fluorescerende probe
kaldet DCFH-DA (2°,7 -dichlorodihydrofluorescin diacetat). Cellerne behandles med
inaktiv DCFH, der passerer cellemembranen, hvorefter proben bliver hydrolyseret af
intracellulzere esteraser til en form (DCFH) der kan fluorescere ved reaktion med ROS.
Dette kan males real-time og kontinuert i et fluorometer. Resultaterne her, er dog aflaest
efter 3 timer.

Den lavest effektive dosis (lowest effect level), hvor partiklerne giver statistisk signifikant
forhgjede niveauer af DNA skade og DCFH ROS produktion er vist i nedenstaende tabel
1 for A549 cellerne og tabel 2 for THP-1 cellerne. Cellerne blev eksponeret med partikler
i 3 timer med doserne 2,5, 25 og 100 pg/ml for maling af DNA skade og med doserne
1,56; 3,13;6,25; 12,25; 25 og 50 pg/ml for maling af DCFH ROS produktion. Data blev
analyseret med nested ANOVA analyse og med post-hoc least significant difference tests.
Statistisk signifikante effekter blev accepteret for et 5% niveau. Tabel 2-4 og figur 2
angiver den laveste koncentration, hvor der var signifikante effekter. Da der er mange
malemetoder, som udtrykker forskellige dele af respons, kan enkelte forskelle mellem
forskellige partikler ikke tages som sikkert udtryk for forskelle i potens. Det samlede
billede med inddragelse af alle metoderne og de fulde dosis-responsforlgb som er gengivet
i bilag 2 er ngdvendige for mere sikre konklusioner.
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Tabel 2: A549 celler; Laveste dosis (ug/ml) med signifikant forhgjet DNA skade
og ROS produktion, P<0,05.

Sample Strengbrud® FPG skader * DCFH
ROS*
AARU 2,5 IS 50
AAWS 100 25 50
HOWS 25 2,5° 6,25
LOWS 25 ISb 6,25

#Huvis ikke andet anfart giver alle doserne, over den i tabellen givne, signifikant forhgjede
niveauer i forhold til kontrollen.

P4 grund af maetning af comet assayet, kunne der ikke males FPG skader ved doser
hgjere end 2,5 pyg/ml for HOWS og LOWS.

IS: Ingen signifikante effekter, P>0,05.

Tabel 3: THP-1 celler; Laveste dosis (ug/ml) med signifikant forhgjet DNA skade
og DCFH ROS produktion, P<0,05.

Sample Strengbrud® FPG skader® DCFH
ROS*
AARU 100 100 50
AAWS 25 25 50
HOWS 25 25 IS
LOWS 100 25 50

#Hvis ikke andet anfart giver alle doserne, over den i tabellen givne, signifikant forhgjede
niveauer i forhold til kontrollen.
IS: Ingen signifikante effekter, P>0,05.

4.3. Genekspression:

Cellerne blev eksponeret med partikler i 3 timer med doserne 2,5, 25 og 100 pg/ml.
Resultaterne viste at kun THP-1 cellerne opregulerede deres genekspression efter
partikeleksponering. Se tabel 4 for lavest effektive dosis og bilag 2 for dosis-respons
forhold. De pro-inflammatoriske gener MCP-1, IL-8 og TNF- og stress-respons genet
HO-1 var opreguleret. IL-8 og HO-1 mRNA var signifikant gget af alle partikeltyper, men
ved de laveste doser iseer af AAWS og AARU, dog sadan at det maksimale respons ikke
var sa hgjt som for HOWS. MCP-1 og TNF- mRNA blev signifikant gget af AAWS og
LOWS ved lave doser pa enten 2,5 eller 25 ug/ml, men uden tydelige dosis-respons
forhold.



Tabel 4: THP-1 celler; Laveste dosis (ug/ml) med signifikant forhgjet genekspression, P<0,05.
Sample MCP- TNF- HO-1° 0OGG1 IL-8
1
AARU IS IS 25 IS 25
AAWS 25° 25° 25 IS 2,5
HOWS IS IS 25 IS 100
LOWS 25° 2,5, 25° 100 IS IS

2Alle doserne, over den i tabellen givne, giver signifikant forhgjede niveauer i forhold til kontrollen.
PKun de givne doser giver signifikant forhgjede niveauer i forhold til kontrollen.
IS: Ingen signifikante effekter.

4.4, Baseoksidation:

Cellerne blev eksponeret med partikler i 3 timer med doserne 2,5, 25 og 100 pg/ml. Der
var ingen ggede niveauer af etheno-addukter i cellerne. 8-oxodG var signifikant gget i
Ab549 cellerne hvis effekterne af alle de forskellige partikler ved 100 pg/ml blev samlet i
den statistiske model.

4.5. Bulky DNA addukter:

Cellerne blev eksponeret med partikler i 24 timer med doserne 2,5, 25 og 100 pg/ml. Der
var ingen ggede niveauer af bulky DNA addukter i cellerne.

4.6. Samlede /n vitroresultater:

Resultaterne fra disse forsgg er sammen med karakteriseringsresultaterne samlet i den
nedenstaende figur. Detailfigurer, der viser testdata er angivet i bilag 2. For
karakteriseringsresultaterne (small size, metals, PAH, ESR ROS) er effekterne mellem
partiklerne angivet en veerdi mellem 1 og 4. For alle andre markarer er ”’ingen forskel fra
kontrollen” angivet med 1, 2-4 betyder signifikant forskel fra kontrollen ved en hgj,
medium og lav eksponeringsdosis. Dvs. jo mere yderligt i cirklen ligger jo mindre
koncentration skal der til et signifikant respons. Samlet set deekker HOWS og LOWS det
starste areal iser i retning af DNA skade og oksidativt stress. Respons i retning af
inflammation, iseer med IL-8 produktion fra AARU og AAWS kunne vere delvist knyttet
til at de som udendgrspartikler uvagerligt har et vist indhold af endotoksin.
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Figur 3. Radarplot over de samlede resultater in vitro.

4.7. Diskussion:

Vi fandt en rimelig sammenhang mellem partikelmaterialernes evne til at producere ROS,
oxidative DNA skader og gge genekspressionen af oxidativt stress og til dels
inflammationsmarkgrer i cellekulturerne. Derimod fandt vi ingen ggede niveauer af
etheno- og bulky DNA addukter.

Vi fandt at partiklerne fra Slagslunde, indeholdende et vaesentligt bidrag fra breenderag,
dannede mere dosis-afhaengigt ROS og DNA skade end baggrundspartiklerne opsamlet
fra et omrade uden braendeovne. Vores resultater indikerer at rene breenderggspartikler
(HOWS og LOWS) er mere toksiske end baggrundspartikler per masseenhed, specielt
relateret til oxidativ stress-associeret skade, mens partikler fra Slagslunde giver effekter der
kan betegnes som midt imellem effekterne af de rene breenderggspartikler og
baggrundspartiklerne. Dette er i overensstemmelse med at Slagslundepartiklerne netop er
en blanding af direkte udledte breendeovnspartikler og regionale baggrundspartikler.
Udendgarspartiklerne har til gengeeld muligvis mere inflammatorisk potentiale som fglge af
indhold af endotoksin. | relation til vores tidligere undersggelser af breenderggspartikler
indsamlet fra en skorsten pa en norsk breendeovn var effekterne pA DNA skade tilsvarende
til de her indsamlede breenderggspartikler (bilag 1).



5 In vivoforsgg

Tidligere forsgg har vist at rotter der har faet en enkelt oral dosis af dieselpartikler
(SRM2975) havde forhgjet DNA skades niveau i colon (tyktarm), lever og lunger, og
induktion af gener der er involveret i reparation af DNA skader (Danielsen et al. 2008).
Det samme er vist i lunge- og leverveayv fra rotter, der har faet en enkelt oral dosis af single
walled carbon nanotubes og rene fullerener som C_ partikler (Folkmann et al. 2009). Ved
eksponering via luftveje ved inhalation eller instillation med dieselpartikler er der ogsa
fundet DNA skade, men doserne har typisk veeret hgjere end det som fremkalder
organskader ved peroral eksponering (Mgller et al. 2010; Risom et al. 2005). | dette
forsgg undersgges om en enkelt dosis af udeluftspartikler med hgjt (AAWS) eller lavt
brenderggsbidrag (AARU) fra Slagslunde og uden for Slagslunde, rene
braenderagspartikler med hgj (HOWS) eller lav lufttilfarsel (LOWS) og carbon black
(CB) som benchmark forarsager samme effekter, som der er observeret for de andre
partikeltyper. De fire partikeltyper er de samme som er undersggt in vitro. Tillige hermed
sammenligner vi for fgrste gang effekterne ved en enkelt dosis givet peroralt og via
luftvejene som intratracheal instillation. Den perorale rute ma antages at seerdeles vigtig
for breendergg hvor kilderne typisk er spredt og teet pa afgrgder. Breenderggspartikler ma
saledes i vidt omfang deponeres pa afgraderne, hvorved mennesker kan eksponeres
peroralt, men hidtil er dette ikke indgaet i risikovurdering af partikelemissioner. Det er
saledes for nyligt anfert i en amerikansk risikovurderingsmodel at den perorale indirekte
eksponering via afgrader har starre betydning for kraeftrisikoen (toksiciteten) af en lang
reekke partikelbundne persistente stoffer end direkte inhalation, iseer nar kilden er taet pa
og selv nar der tages hensyn til staerkere dosis-respons ved inhalation end ved peroral
eksponering (Pratt et al. 2009).
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6 /n vivoresultater og diskussion

Rotter eksponeres enten i mavetarmkanalen ved oral sonde (gavage) (n=60) eller i
lungerne (pulmonert) ved dosering i luftrgret (intratrachealt instillation, i.t.) (n=60) med
en dosis pa 0,64 mg/kg i 24 timer, hvorefter falgende parametre, der ogsa er undersggt i in
vitro studiet, blev malt pa lever- og lungevev:

DNA base modifikation i form af oksidation af guanin (8-oxodG) og lipid peroxidations
deriverede etheno-addukter pa guanin og adenin malt ved HPLC-MS/MS i Grenoble i
Frankrig. Disse DNA-skader er mutagene, safremt de ikke repareres og udtrykker séaledes
kreeftrisiko og lipidoksidationsprodukterne ogsa en mulig mekanisme i hjertekarsygdom,
hvor LDL skal oksideres for at kunne indga i udviklingen af atheroslerose

Genekspression af de inflammatoriske gener MCP-1 og MIP-2, DNA reparationsgenet
OGG1 samt oksidativt stress response genet HO-1, malt med RT-PCR. Udover OGG1-
enzymet som reparerer 8-oxodG skaden i DNA, og HO-1 der spiller en rolle i forsvaret
mod ROS, maler vi en raekke inflammatoriske gener, fordi partikler har vist at kunne
aktivere inflammatoriske celler til at danne ROS. Inflammation og oksidativt stress er
centrale i lunge og hjertekareffekter af partikler.

Bulky DNA addukter blev malt med *P-post-labelling p& Arhus Universitet.

Iseer eksponering for kemiske stoffer som PAH menes at kunne resulterer i denne type af
DNA skader, der kan veare carcinogene.

6.1. Resultater:

Resultaterne er samlet i den nedenstaende tabel der viser de signifikante effekter i form af
forgget niveau. Data blev analyseret med en tre-faktor ANOVA med post-hoc Fisher least
statistical difference test, P<0,05. Det samlede datasat er publiceret i (Danielsen et al.
2010), mens detailfigurer fra forsggene er samlet i bilag 3.

Lever i.t. Lever oral Lunge i.t. Lunge oral
AARU MCP-1
AAWS dG MIP-2
HOWS MCP-1
LOWS dG, MCP-1, HO-1, MIP-2, MCP-1,
0OGG1 HO-1
CB 8-oxo0dG, dG, dA, MCP-
1
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6.2. Diskussion

Med hensyn til inflammation fandt vi, at iseer den orale eksponeringsrute resulterede i gget
genekspression af det pro-inflammatoriske cytokin MCP-1 i leveren. MCP-1 var ligeledes
med MIP-2 ogsa opreguleret i lungerne ved i.t. instillation, men kun efter eksponering
med braenderggspartikler fra forbreending med et lavt ilt-niveau. Vi har ikke i de tidligere
studier med oral eksponering undersggt s&endringer i inflammationsmarkgrer. Vi fandt
oxidative DNA skader i form af 8-oxodG i leveren efter oral eksponering, men kun efter
CB eksponering, hvorimod niveauet af etheno-addukter ogsa var gget med PM opsamlet i
Slagslunde og med braenderggspartikler fra forbraending med lavt ilt-niveau. Disse etheno-
addukter er ligesom 8-oxodG pro-carcinogene, da de kan danne mutationer i tilfelde af at
de ikke bliver repareret af cellernes forsvarssystemer.

Et af disse forsvarssystemer er DNA reparationsproteinet OGG1, der fijerner 8-oxodG fra
DNAet. | dette studie er det kun braenderggspartikler fra forbreending med lavt ilt niveau,
der er i stand til at gge OGG1 mRNA ekspressionen i leveren efter den orale eksponering.
Ligeledes er ogsa HO-1, der er involveret i cellernes antioksidante forsvar, gget bade i
leveren efter oral eksponering og i lungerne efter instillation. Disse forsvarseffekter har vi
tidligere set bade i lever og lunger i rotter oralt eksponeret med dieselpartikler og C,,
nanopartikler (Danielsen et al. 2008; Folkmann et al. 2009). | modsetning til disse
tidligere studier, fandt vi i dette studie ikke 8-oxodG i lungerne og kun CB gav 8-0xo0dG i
leveren.

Etheno-addukter er ikke tidligere undersggt i forbindelse med eksponering for partikler;
men de er potentielt meget interessante, idet de menes at blive dannet ved
lipidperoxidation og hidtil er beskrevet ved kroniske inflammationstilstande bade hos
mennesker og i dyremodeller, hvor de menes at veere vaesentlige for kraeftudvikling knyttet
til inflammationen. En vigtig mekanisme for partiklers virkninger er netop inflammation,
Den overordnede konklusion fra dette studie er at den gastrointestinale eksponering af
partikler fjernet fra luftvejene via de mucociliere beveagelser og slugt (eller partikler pa
dyrkede fadevarer) er vigtig, da vi finder betydeligt flere effekter i leveren efter oral
eksponering end i lungerne efter pulmonzr eksponering. Dette er helt foreneligt med
tidligere fund af genotoksiske effekter efter peroral eksponering for dieselpartikler og
tekniske kulstofbaserede nanopartikler. Det skal dog bemarkes at effekterne af
braenderagspartiklerne i form af DNA skade i leveren 24 timer efter en enkelt dosis var
svagere end efter den samme dosis i mg/kg af dieselpartikler. Der var beskedent respons i
lungerne efter eksponering for kun én type af hver af breenderggs- og Slagslundepartikler i
doser der svarer til langvarig eksponering. Baseret pa sammenligning med de tidligere
studier med dieselpartikler og C,, nanopartikler tyder de samlede resultater séledes ikke
pa, at breenderggspartikler er mere toksiske i forhold til andre partikler og muligvis mindre
toksiske end partikler fra trafik mht. effekter pa luftveje og hjertekarsystemet. Der er et
klart forbehold i at dette dyreforsgg kun omfatter en enkelt dosering pa de udvalgte
effektmarkarer og langvarig eksponering kan saledes meget vel have andre effekter.



7 Samlet konklusion

In vitro undersggelser af savel partikler omsamlet fra bade en norsk og en dansk
brendeovn, herunder med varierende lufttilfarsel, som partikler opsamlet i udeluft med
neer maksimal braendeovnspavirkning er toksiske med effekter i form af oksidativt stress,
inflammation og DNA skade. Brandeovnspartiklerne er her mindst lige sa toksiske som
forskellige trafikgenerede partikler og hgjt indhold af organiske forbindelser er vigtigt i den
sammenhang. Tilsvarende effekter kan ses ved in vivo eksponering, iseer peroralt, i rotter,
men her synes dieselpartikler at veere mere potente per massenhed end
braendeovnspartikler med hensyn til DNA skade og oksidativt stress. Samlet er der
kvalitativt set overensstemmelse mellem in vitro og in vivo forsgg mht. at
braendeovnspartikler ligesom andre partikler kan forarsage oksidativt stress, DNA skade
og inflammation; men kvantitativt set er der mindre forskelle mellem in vivo og in vitro i
reekkefglgen af henholdsvis dosis-respons og koncentrations-effekt sammenhange mellem
de forskellige partikler. | risikovurdering vil man i den forbindelse laegge mest veaegt pa
dosis-responssammenhange undersggt in vivo.

De hidtil mindre erkendte effekter af peroral eksponering for partikler, som ogsa kan
forega via forurenede afgrgder bgr i fremtiden taenkes ind i farevurdering af
breendeovnspartikler, da der ma formodes at veere betydelig eksponering via naerhed
mellem emissioner og afgrader. Der mangler dog langtidseksponeringsforsag med
partikler med fx tumorer som udfald eller befolkningsundersggelser for at kunne estimere
risiko udover de enkelte indholdsstoffer i partiklerne. Der var beskedent respons i lungerne
efter eksponering med kun én type af hver af breenderggs- og Slagslundepartiklerne i
doser der svarer til langvarig eksponering. De samlede resultater tyder saledes ikke pa, at
braenderggspartikler er mere toksiske i forhold til andre partikler med hensyn til effekter pa
luftveje og hjertekarsystemet, i forhold til de brugte effekt markarer. Der er et klart
forbehold i at, dette dyreforsag kun omfatter en enkelt dosering af partikler med
observation efter 24 timer og en enkelt 3-24 timers eksponering i cellekulturforsggene,
ligesom ikke alle mekanismer, iser langvarige er belyst. Langvarig og kronisk eksponering
kan saledes have effekter, som ikke kan afslgres med de indgaende metoder.

De samlede resultater fra de udfarte in vivo undersegelser har saledes ikke kunne pavise,
at braenderggspartikler er (vaesentligt) mere toksiske i forhold til partikler generelt, men
maske mindre toksiske end partikler fra trafik mht. effekter pa luftveje og
hjertekarsystemet. Det er dog for tidligt at drage disse resultater ind i en vurdering af de
kroniske effekter og samlet set giver narveaerende forsggsresultater saledes ikke anledning
til justering af den mere overordnede risikovurdering af breendeovnspartikler foretaget i
Miljgprojekt 1235 (Nielsen et al. 2008).
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Sammenfatning og konklusion

I store dele af verden er aftbreending af biomasse en vigtig og betydelig luftforureningskilde. I
Danmark er brenderog en vasentlig kilde til partikuler luftforurening. Danmarks
Miljoundersogelser har tidligere malt partikel niveauet i et beboelsesomrdde med mange private
brendeovne. Disse malinger viste at partikel niveauet var sammenlignelig med niveauet af partikler
ved meget trafikerede veje 1 Kabenhavn. I de fleste epidemiologiske studier har der varet fokus pé
partikler fra trafikken og bidraget fra biomasse/braeendereg har oftest veeret minimalt. Der er derfor
begraenset viden om helbredseffekterne kilderne imellem.

Péa det toksikologiske omrade er der begranset viden om breenderogspartikler og formalet med dette
forseg er at undersgge om brenderagspartikler forarsager skader pA DNA (arvematerialet) i humane
cellelinier, og hvordan niveauet af disse potentielle DNA skader er sammenholdt med andre typer af
partikler, deriblandt trafikgenerede partikler. Vi underseger dosis-respons sammenhange for
folgende parametre: celle toksicitet, malt som laktat dehydrogenase (LDH) frigivelse, DNA skader
malt som streng brud (SB) og formamidopyrimidin DNA glykosylase (FPG) skader.

Forseget viser at breenderegspartikler giver DNA skader béde i form af SB og FPG skader 1 dyrkede
menneskeceller, som svarer til lungeceller, der er mest udsat for partikler, og til hvide blodlegemer,
der er et mal for effekter af partikler i blodcirkulationen. Til sammenligning med de andre partikler
anvendt i1 dette forsgg ser det ud som om braenderegspartikler giver et betydeligt storre respons i
form af FPG skader. Sammenligningen med trafikgenererede partikler 1 dette biologiske system er
vigtig, da vi har vist at denne type DNA skader er sensitive mal for systemiske effekter af partikler
fra trafikkilder hos mennesker.

Konklusion

Sammenfattende kan det konkluderes, at hvis brenderegspartikler deponeres 1 og optages fra
lungerne pa samme made som trafikgenererede partikler, kan vi ud fra vores resultater forvente
mindst samme helbredseffekter. Denne viden om branderegspartiklers toksiske virkninger i1 forhold
til trafikgenererede partikler er saledes vigtig, da der er behov for at ekstrapolere epidemiologiske
data som grundlag for en mulig regulering.



Summary and conclusion

Summary

In major parts of the world combustion of biomass is an important and considerable source of air
pollution. In Denmark, wood smoke is a considerable source of particulate matter in the air. The
National Environmental Research Institute, Denmark, has previously measured the level of particles
in a residential area with many private wood stoves. These measurements showed that the level of
particles was comparable with the level of particles at busy roads in Copenhagen. In most
epidemiological studies the focus has been on particles generated from traffic and most often the
contribution from biomass/wood has been negligible. Because of this, there is limited knowledge
about health effects between particle sources. In the toxicological area there is limited knowledge
about wood smoke particles and the aim of this study is to investigate whether wood smoke
particles causes DNA damage in human cell lines and how the level of these potential DNA
damages are compared to other types of particles, including traffic-generated particles. We
investigate the dose-response relationships for the following parameters: cell toxicity, measured as
lactate dehydrogenase (LDH) release and DNA damage, measured as strand breaks (SB) and
formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) sites.

The results shows that wood smoke particles generate DNA damage in terms of both SB and FPG
sites in human cell lines, such as lung epithelial cells, which are largely exposed to particles and to
white blood cells, which are the target for particle effects in the blood circulation. Compared to the
other types of particles in this investigation, it seems that the wood smoke particles generate a
greater response in terms of FPG sites. The comparison with traffic-generated particles in this
biological system is important, as we have shown that this type of DNA damage is a sensitive
marker for systemic effects in humans when exposed to particles from traffic sources.

Conclusion

We conclude, that if wood smoke particles are deposited in and translocate from the lungs in the
same manner as traffic-generated particles, then we would expect, according to our results, health
effects at least to the same extent. This knowledge about the toxicological effects of wood smoke
particles compared to traffic-generated particles is thus important, while there is a need to
extrapolate epidemiological data as foundation for a possible regulation.



| Indledning

1.1. Baggrund

I store dele af verden er aftbraending af biomasse en betydelig luftforureningskilde. I Danmark er
braendereg en vasentlig kilde til partikuleer luftforurening, idet det seneste estimat finder at omkring
44 % af det samlede danske udslip af partikler stammer fra forbraeending af tre i private boliger
(Illerup et al. 2004). Danmarks Miljoundersogelser har tidligere malt partikel niveauet i et
beboelsesomrade med mange private braendeovne. Disse malinger viste at partikel niveauet var
sammenlignelig med niveauet af partikler ved meget trafikerede veje i Kebenhavn (Glasius et al.
2004). I de fleste epidemiologiske studier har der varet fokus pa partikler fra trafikken og bidraget
fra biomasse/brenderog har oftest varet minimalt. Der er derfor begrenset viden om
helbredseffekterne kilderne imellem. P4 trods af denne begraensede viden er der tilstreekkelig
dokumentation for brenderogs kraftfremkaldende og mutagene effekter i dyremodeller og pa
baggrund af dette konkluderede en arbejdsgruppe hos The International Agency for Research on
Cancer (IARC) at indenders udsattelse for biomasseatbrending (iser braende) sandsynligvis er
carcinogent for mennesker (Group 2A) (Straif et al. 2006).

1.2. Partikelegenskaber

Partikler inddeles i tre grupper efter deres storrelse i diameter: grove, fine og ultrafine. De grove har
en storrelse pd mellem 10 og 2,5 mikrometer (PM)y), de fine er under 2,5 mikrometer (PM;s) og de
ultrafine er mindre end 0,1 mikrometer. De ultrafine partikler er fortrinsvis forbraendingspartikler
fra trafik (i byomrader) og afbraending af tree 1 braendeovne (beboelsesomrader med lav bebyggelse).
De fine er lang-transporterede og kondenserede partikler, og de grove stammer primart fra bremse-
og dakslid, vind ophvirvlet vej- og jordstev og andre naturlige kilder. Partiklernes sammensatning
er meget kompleks og athenger af kilderne. Séledes er partikler genereret i trafik fra motorer og
bremseslid ofte meget metalholdige, mens partikler 1 breendereg har lavet metalindhold, men hejt
indhold af PAH (polyaromatiske kulbrinter). Sdledes havde standard dieselpartikler (DEP;
SRM?2975) et indhold af PAH pa 67 ng/mg mens brendereg havde 9745 ng/mg PAH (Kocbach et
al. 2006). Ultrafine partikler fra dieseludstedning er mindre end tilsvarende branderegspartikler (fx
24 vs. 31 nm 1 gennemsnit) malt af Kobach et al. 2006. Bade niveauet af PAH og antallet af
ultrafine partikler som vi udsattes for menes at have stor betydning for de helbredsskadelige
effekter. For de ultrafine partikler er dette pd grund af hej alveoler deposition, mulighed for
systemisk translokation, stor overflade og antal, som giver storre mulighed for celluler interaktion
og virkning af adsorberede stoffer fra overfladen (Oberddrster et al. 2005).

1.3. Epidemiologisk viden om helbredseffekter at partikler

Kohortebaserede epidemiologiske studier har vist at partikuler luftforurening, oftest med fokus pé
trafikerede byomrader, kan have alvorlige helbredseffekter iser hvad angédr eget forekomst af
cancer og lunge- og hjertekarsygdomme (Dockery et al. 1993,Pope, I1I et al. 2002,Brunekreef et al.
2002). Med hensyn til helbredseffekterne af braendeovnspartikler har Boman et al. (2003) i1 en
oversigtsartikel sammenholdt en raekke tidsserieundersggelser baseret pd omrader hvor brendeovne
mentes at vare en veasentlig kilde til partikeludslip (Boman et al. 2003). De undersogte
helbredsudfald var dedelighed, skadestuebesog og indleggelser for astma og andre
luftvejssymptomer. Dosis-responsestimater for brenderagspartiklerne var for disse 9 studier mindst
lige sa hgje som fra steder, hvor trafik, olieforbreending og/eller industri er vigtigste partikelkilder.



P& trods af svaghederne i1 en sadan sammenligning, syntes der at veare beleg for at
breendeovnspartikler kan vare ligesd skadelige som andre partikeltyper. Samme konklusion har et
review af risikoen ved braendereg, der ogsa inddrager skovbrande, indenders brug af biomasse i 3.
verdenslande og toksikologi (Nacher et al. 2007).

Et nyere tidsseriestudie fra USA med kildeallokering af PM, s har dog ikke fundet sammenhang
mellem biomasse som kilde og skadelige helbredseffekter, men bidraget fra biomasse var beskedent
og udgjorde ca. 3-11 % af den totale PM; s masse (Hopke et al. 2005). Derimod har et helt nyt
tidsseriestudie baseret pd hospitalsindleeggelser blandt @ldre og bern i forhold til kildeallokeret
PM, i Kebenhavn fundet robuste sammenhange med bidrag fra biomasse (Andersen et al. 2007). 1
dette studie er der for en 12-arsperiode benyttet kemisk og grundstofanalyse og en receptormodel,
som er en kombination af kemisk massebalance og faktoranalyse, til at allokere PM;, mélt dagligt
pa taget af H.C. Orsted Instituttet til 6 forskellige kilder: biomasse, sekundare, olie, jordskorpe,
havsprejt og keretgjer. Biomasse reprasenterede ca. 25 % af total PM;, og ma formodes ogsa at
inkludere langtransporteret biomasserelaterede partikler. Til stotte for kildeallokeringen af biomasse
var der en korrelation med CO niveauer (r = 0,61). Indleeggelser for hjerte- og luftvejssygdomme
var signifikant associeret med biomasserelaterede partikelniveauer i dagene forud og dette var for
luftvejssygdomme uathengigt af total PM;o. Denne epidemiologiske undersogelse stotter altsa at
der er betydelige helbredseffekter knyttet til partikulaer luftforurening under danske forhold.

1.4. Toksikologisk viden om partikler
Partiklers vigtigste virkningsmekanismer i helbredssammenhang menes at involvere inflammation

og oksidativt stress med resulterende skade pa biomolekyler og celler, som vist i figur 1 (Knaapen
et al. 2004,Risom et al. 2005).
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FIGUR 1: Mulige mekanismer for partikel-induceret DNA skade og udvikling af cancer. Partikler kan aktivere
inflammatoriske celler til at danne reaktive oxygen forbindelser, der kan skade DNA. Partiklerne kan ogsé direkte via
overgangsmetaller eller genotoksiske stoffer pad overfladen danne reaktive oxygen forbindelser i celler. Hvis disse
partikel-inducerede DNA skader ikke bliver repareret af cellens egne forsvars- og reparationssystemer, kan det medfore
akkumulering af mutationer og en risiko for udvikling af cancer.



Oksidativt stress opstar ved dannelse af reaktive oxygen forbindelser (ROS; engelsk: reactive
oxygen species) direkte fra partikler pd overfladen eller ved opleselige oksidanter eller sekundaert
ved at stimulere mélceller eller inflammationsceller til ROS produktion. DNA er et af de vigtige
malmolekyler for oksidativt stress og oksidativ DNA skade, is@r oksidation af guanin og DNA
strengbrud (SB) menes at vare vigtige for udvikling af cancer og maske ogsé i udvikling af
areforkalkning. Oksideret guanin i DNA kan desuden vare resultat af indbygning af oksideret
dGTP. Der er meget aktive reparations-mekanismer for disse lasioner, eksempelvis reparerer
enzymet OGG1 oksideret guanin i DNA. Der er efterhdnden fundet stor evidens for siddanne
effekter forarsaget af partikler fra forbrandingsprocesser i celle kultur forseg og i forsegsdyr
eksponeret via luftveje eller oralt, herunder blandt andet opregulering af OGG1 og hamoxygenase 1
(HO1) som begge er vigtige for forsvaret mod ROS (Risom et al. 2003,Dybdahl et al. 2004,Dybdahl
et al. 2003,Miiller et al. 2004,Danielsen et al. 2007). Hos mennesker er der helt konsistent fundet
oget oksidation af guanin i DNA fra hvide blodlegemer i relation til udsattelse for partikuler
luftforurening (Serensen et al. 2003; 2005; Ovabge et al. 2005; Vinzents et al. 2005; Bréuner et al.
2007).

De toksikologiske undersogelser, 1 forsegspersoner og dyremodeller, af branderegspartikler
begrenser sig til af pavirkning af respiration, mikrovaskuler permeabilitet, trakealcelleskade, mulig
ogning af tumorforekomst i lunger og pévirkning af det innate immunsystem med nedsat
infektionsresistens (Zelikoff et al. 2002,Nacher et al. 2007). De fleste af studierne er gamle og
inddrager ikke de nuvarende hypoteser om effekt af partikler via inflammation og oksidativt stress
(Knaapen et al. 2004). En enkelt undersegelse, som var baseret pa effekter i en cellekultur, fandt et
oget niveau af DNA streng brud, lipid peroksidation og frigivelse af cytokiner (Leonard et al. 2000).
En senere undersggelse fra samme gruppe vises det at partikler opsamlet fra en kontrolleret
skov/markbrand giver hydroxyl radikal produktion med hydrogen peroxid og at partiklerne
inducerer ROS dannelse i en celle kultur (Leonard et al. 2007). Begge disse studier peger altsa i
retning af at biomasse forbraendingspartikler resulterer i effekter svarende til hvad vi kan se for
trafikrelaterede partikler.

1.5. Partikel eksponering og biomarkerer hos mennesker

Det er muligt at belyse partiklers effekter 1 form af oksidativt stress, DNA skade og inflammation
ved brug af biomarkerer hos mennesker. Vi har sdledes tidligere vist sammenheng mellem
eksponering for partikler fra trafik og oksiderede guaniner 1 hvide blodlegemers DNA (Serensen et
al. 2003,Vinzents et al. 2005,Serensen et al. 2005,Brauner et al. 2007). I Sverige er der udfert et
eksponeringsforseg for at belyse hvilke effekter inhalation af braenderog giver raske
forsegspersoner, ndr man ser pa en rakke forskellige biomarkerer. 13 forsegspersoner blev
eksponeret 1 4 timer, hvor brenderog blev ledt ind 1 et til formalet bygget kammer. Scenariet blev
gentaget uden braendereg, og forsegspersonerne var derved deres egen kontrol. Resultaterne fra
dette forseg viste at der var egede niveauer af inflammations- og koagulationsmarkerer i plasma og
en tendens til oget lipid oksidation malt i urin efter eksponering med brenderog (Barregard et al.
20006).



2 Formalet med denne undersogelse

Brenderagspartikler udger et toksikologisk set jomfrueligt omrade og formélet med dette forseg er
at undersoge om velkarakteriserede brenderegspartikler forarsager celle toksicitet og DNA skader 1
humane cellelinier. Hypotesen er at brenderegpartiklers evne til at forarsage DNA skader og celle
toksicitet kan sammenlignes med andre typer af partikler med mere velkendte effekter, deriblandt
trafikgenerede partikler. Der er som anfort stor viden om andre partiklers evne til at forarsage DNA
skade 1 bade dyr og mennesker, og viden om branderegspartikler kan sdledes bidrage til grundlag
for ekstrapolationer. Vi underseger dosis-respons sammenhange for felgende parametre: celle
toksicitet, malt som LDH frigivelse, DNA skader méalt som SB og FPG skader og niveauet af
intracelluleer ROS som et mal for oksidativt stress.

3 Analysemetoder

3.1. Partikelmateriale

Undersogelsen er et samarbejde med Per Schwarze fra Statens Institut for Folkehelsa, Oslo, hvor vi
anvender deres velkarakteriserede partikler (braenderegspartikler, to opsamlinger af partikler fra en
motorvejstunnel i Oslo (Tunnel St+ og Tunnel St-) og standard diesel partikler (SRM2975)
(Kocbach et al. 2006). Ydermere er der ogsa opsamlede mineral partikler, som en formodet negativ
kontrol. Branderogspartiklerne er opsamlet fra en almindelig norsk brandeovn placeret 1 et
laboratorium. Branderegen blev kelet ned ved fortynding med ufiltreret luft og opsamlet pa
polycarbonat filtre med pore storrelse 0,8 um og diameter 102 mm, ved hjelp af et luftflow gennem
filteret pa 13,3 1/min. Braenderogspartiklerne blev kun opsamlet ved hgj-temperatur forbreending.
Partikel niveauet i1 laboratoriet blev maélt og beregnet til at udgere mindre end 0,005%.
Brenderagspartiklerne blev skrabet af 25 filtre og samlet i en batch.

Tunnel St+ er partikler opsamlet i en motorvejstunnel i april 2004, hvor nordmandene stadig bruger
pigdaek (engelsk: studded tires) pa deres biler og Tunnel St- er partikler opsamlet i september 2004,
hvor nordmandene ikke bruger pigdek. Opsamlingen foregik 2 meter over vejniveau og 4 meter fra
passerende trafik, pd polycarbonat filtre med pore storrelse 0,8 um og diameter 37 mm, ved hjelp af
et luftflow pd 6 I/min. Partiklerne blev opsamlet kontinuert over 2 uger, blev skrabet af filtrene og
samlet i en batch.

Standard diesel partiklerne SRM2975 er kebt kommercielt hos The National Institute of Standards
and Technology i USA.

Yderligere detaljer omkring opsamlingerne er tidligere publiceret (Kocbach et al. 2006).

3.2. Karakterisering af opsamlede partikler

Partiklerne er velkarakteriserede (tabel 1) og disse data er tidligere publiceret (Kocbach et al. 2006).
De semi-kvantitative mangder af carbon aggregater og mineral partikler og diameteren af primare
partikler i carbon aggregaterne er analyseret med transmission elektron mikroskopi. Summen af 18
forskellige PAH er analyseret med GC-MS og indholdet af organisk carbon er bestemt med
’thermal optical transmission”, som tidligere rapporteret (Kocbach et al. 2006).



Tabel 1. Partikel karakterisering.

Sample Mineral Carbon Primeer partikel PAH indhold Organisk carbon
partikler  aggregater diameter (nm) (ng/mg) (%)
Tunnel St+ ++ + 25 510 9,3
Tunnel St- + ++ 24 747 24,4
Braenderagspartikler - +4++ 31 11797 35,4
SRM2975 - +4++ 24 84 16,3
Mineral +++ - -- -- --

--Ikke analyseret.

3.3. Cellekulturer

De to celletyper der bruges i studiet er henholdsvis den humane lungeepitel cellelinie (A549) og
monocyt cellelinien THP-1. A549 cellelinien, der er adherende, blev isoleret i 1972 fra et
lungecarcinom og reprasenterer som type II lungeepitel celler de vigtigste mal celler for partikuleer
luftforurening. THP-1 cellelinien er isoleret fra et 1-arigt barn med akut monocytisk leukemi i
1980. Disse celler er i suspension og er i dette studie surrogat for humane lymfocytter og
monocytter, som er de blodceller vi ser effekt pé i studier med mennesker udsat for partikler. Begge
celle typer findes hos American Type Culture Collection i USA). Vi har venligst fiet A549
cellelinien fra det Nationale Forskningscenter for Arbejdsmilje 1 Kebenhavn og THP-1 cellelinien
fra Statens Institut for Folkehelsa i Oslo. Folgende celle kultur medier anvendes; A549: F12
nutrient mixture (HAM) suppleret med 10% fotalt kalve serum, 1% L-glutamin og 1% penicillin-
streptomycin; THP-1: RPMI 1640 medium suppleret med 10% fotalt kalve serum, 10 mM Hepes, 1
mM natriumpyruvat og 0,1% gentamicine.

Begge cellelinier inkuberes ved 37 °C 1 5% COs,.

3.4. DNA skader

Vi har anvendt enkeltcelle gelelektroforese (ogsa populart kaldet comet metoden) til at méle mange
forskellige uspecifikke skader i form af DNA SB. Andre oksidative og specifikke skader pd DNA,
deriblandt 8-0xodG skaden fremkommer, nar reaktive iltforbindelser reagererer med guanin basen i
DNA. Disse typer af skader kan males som FPG skader ved inkubation med FPG enzymet fra E.
coli. Dette enzym der skeerer DNA ved oksiderede puriner og er optimeret og kalibreret ved hjelp
af rontgenstréling 1 afdelingen (Moller et al. 2004). Metoden er skematiseret i figur 2.
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FIGUR 2: Comet metoden: enkeltcelle suspensioner fas ved isolering af hvide blodceller eller cellekulturer, eller ved at
mase vav gennem en si. Efter indstebning i agarose, lyseres cellerne og behandles derefter i en oplesning med hej
saltkoncentration og detergent. Under elektroforesen vandrer DNA mod anoden, betinget af antallet af strengbrud. Efter
farvning af DNAet kan skadesniveauet bedemmes i et fluorescensmikroskop, hvor runde celler (billedet laengst til
venstre) er uskadede og hvor de comet lignende celler (billedet laengst til hgjre) er maksimalt skadede. Se tekst for flere
detaljer. Figuren er modificeret fra (Meoller 2005).

Til partikel eksponeringerne sas 10° celler ud i en 24 brendsplade (1.9 cm?/brend) og far lov til at
sette sig natten over. Cellerne eksponeres med 1 ml partikel oplesning fortyndet med celle kultur
medie til de endelige koncentrationer; 0, 2.5, 25, 100 and 200 pg/ml. Efter 3 timers eksponering
hestes cellerne med trypsin-EDTA og centrifugeres ved 3000 rpm 1 6 minutter for de indstebes i
agarose pa en tynd plastik plade. Cellekernerne lyseres i mindst 1 time i en oplesning med hgj
saltkoncentration og detergent. Halvdelen af agarose gelerne enzymbehandles med FPG 1 45
minutter i varmeskab ved 37°C. Herefter leegges de i1 en alkalisk buffer i 40 minutter hvorefter
elektroforesen sattes 1 gang og varer 20 minutter. Under elektroforesen vandrer DNA mod anoden
(pluspolen), hvilket er betinget af antallet af strengbrud.

Gelerne farves med et DNA bindende farvestof, og i et fluorescensmikroskop ligner vandringen
kometer, hvor skadesniveauet kan angives ved hvor lang den lysende DNA hale er. Praverne blev
kodet for visuel scoring hvor SB og FPG skader blev bedemt ud fral00 nuclei ved brug af et fem-
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klasse scoringssystem (den arbitreere skala for niveauet af skader ligger imellem 0 og 400).
Forsegene blev udfort pa tre forskellige dage med en dobbeltbestemmelse (n = 6).

3.5. Celle toksicitet

Celle toksiciteten af partiklerne blev malt som lactate dehydrogenase (LDH) aktitivitet i celle
mediet efter 24 timers eksponering. En stigning 1 antallet af dede celler eller membranskadede
celler oger LDH aktiviteten som blev mélt med Cytotoxicity Detection Kit fra Roche Applied
Science, Penzberg, Germany. I dette assay er brendarealet 0.3 cm” (96 brendsplader) og den
anbefalede mangde partikel oplesning var 200 pl i hver brend.

3.6. Statistisk analyse

In vitro analyseres med parametrisk ANOVA med posthoc tests for gruppeforskelle, idet data 1
disse systemer som regel kan opnd normalfordeling efter transformation. Om nedvendigt anvendes
Kruskall-Wallis som non-parametrisk analyse. Alle variable er testet med 5% signifikans niveau. P-
vaerdier refererer til post-hoc tests. Den statistiske analyse er udfert i Statistica 5.5 (StatSoft,
Inc.,Tulsa, USA).

4 Resultater og diskussion

Den lavest effektive dosis (Low effect level), hvor partiklerne giver statistisk signifikant forhejede
niveauer af DNA skade, celle toksicitet og dannelse af ROS er vist i nedenstdende tabel 2 for A549
cellerne og tabel 3 for THP-1 cellerne.

Tabel 2: A549 celler; Laveste dosis (ng/ml) med signifikant forhejet DNA skade, celle toksicitet og ROS
produktion.

Sample Streng brud* FPG skader” LDH *¢
Tunnel St+ 100 25 25 (19 %)
Tunnel St- 25° 2,5° 200 (27 %)
Braenderogspartikler 25 25°¢ 2,5 (6,8 %)
SRM?2975 25 100 100 (17 %)
Mineral 25 2,5 b IS

* Hvis ikke andet anfort giver alle doserne, over den i tabellen givne, signifikant forhgjede niveauer i forhold

til kontrollen.

® Kun signifikant ved denne ene dosis.

¢ Skadesniveau kunne ikke males ved dosis 200 pg/ml.

¢ parentes er LDH frigivelsen i % angivet.

Tabel 3: THP-1 celler; Laveste dosis (pg/ml) med signifikant forhejet DNA skade, celle toksicitet og ROS

produktion.
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Sample Streng brud * FPG skader® LDH™*¢
Tunnel St+ 25 100 100 (9,3 %)
Tunnel St- 25 IS 100 (7,8 %)
Braenderegspartikler 25 25 IS
SRM2975 100 2,5° IS
Mineral IS 25° IS

*Hyvis ikke andet anfort giver alle doserne, over den i tabellen givne, signifikant forhgjede niveauer i forhold
til kontrollen.

® Ikke signifikant ved dosis 200 pg/ml.

¢ 1 parentes er LDH frigivelsen i % angivet.

IS: Ingen signifikante effekter.

For A549 cellerne giver alle partikeltyperne et signifikant gget niveau af DNA SB ved 25 pg/ml
(p<0,05; alle ANOVA undtagen Tunnel St- med Kruskall-Wallis) undtagen for Tunnel St+ som
forst giver signifikant eget niveau af SB ved 100 pg/ml (p<0,05; ANOVA). Efter eksponeringen
finder vi ogsa egede niveauer af FPG skader for alle partiklerne (p<0,05; alle ANOVA), dog kan
det signifikante niveau ved 2,5 pg/ml for Tunnel St- og mineral partiklerne maske tilskrives
tilfeeldigheder, da der ikke ses et dosis-respons forleb med signifikante skadesniveauer ved hgjere
doser. For braenderegspartiklerne ses allerede et signifikant niveau af FPG skader ved 2,5 pg/ml.
Ved dosis 200 pg/ml for breenderegspartiklerne er niveauet af DNA SB sd hejt, at comet metoden
nér et matningspunkt, hvilket medferer at FPG skaden ikke kan males korrekt.

For THP-1 cellerne finder vi et signifikant eget niveau af DNA SB ved 25 pg/ml for Tunnel St+,
Tunnel St- og for breenderegspartiklerne (p<0,05; ANOVA). For dieselpartiklerne SRM2975 er SB
signifikant eget ved 100 pg/ml (p<0,05; ANOVA) og mineralpartiklerne giver ikke signifikant
skade 1 form af SB. Niveauet af FPG skaderne er signifikant eget ved 2,5 ng/ml med SRM2975 og
ved 25 pg/ml med bade braenderegspartikler og mineralpartikler (p<0,05; ANOVA). For Tunnel St+
er der signifikante FPG skader ved 100 pg/ml (p<0,05; ANOVA) og Tunnel St- giver ingen FPG
skader.

Generelt udviser resultaterne for niveauet af SB et lineart dosis-respons forleb i begge cellelinier.
For FPG skaderne ser det derimod anderledes ud, da dosis-respons forlebet flader ud ved en dosis
pa 25 eller 100 pg/ml. Dette gaelder iser tunnel og mineral partiklerne, mens braendereagspartikler
viser konsistent forhgjede skadeniveauer ved alle de hgjere koncentrationer. Affladning af DNA
skader er neppe relateret til analysemetoden (comet), som kan mattes ved heje niveauer, men de er
ikke naet her; men det er muligt, at de cellulere mekanismer, der fremkalder DNA skaderne er
matbare. Der er formentlig ikke tale om direkte oksidative virkning, da fx SRM2975 nasten ikke
giver ROS dannelse i1 vandig oplegsning.

Undersogelser af oksiderede guaniner som FPG skader er sandsynligvis mere relevant for
udviklingen af cancer end DNA SB. I den forbindelse har vi observeret at menneskers udsattelse
for luftforurening medferer flere DNA skader i1 hvide blodlegemer (lymfocytter og monocytter),
iseer malt som FPG skader mens SB har vist mindre respons (Serensen et al. 2003,Vinzents et al.
2005). Det kan dog skyldes at SB repareres hurtigere end FPG skader og derfor kan vare
forsvundet, hvis eksponeringen er ophert. Den dosis-atha@ngige stigning vi ser i FPG
skadesniveauet bekrefter at braeenderegspartikler, her i celle kultur systemer, inducerer oksidativ
skade pd DNA ved lavere dosis end for partikler fra trafikken (Tunnel Tst+ og Tunnel Tst-) jfr.
tabel 2 og 3. Diesel partiklerne SRM2975, der 1 THP-1 cellerne giver et signifikant eget niveau af
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FPG skader ved 2,5 pug/ml (p<0,05; ANOVA), er kun ved denne ene dosis mere potent end
breenderogspartiklerne.

Med hensyn til celle toksiciteten syntes der forst og fremmest at vare stor forskel pa cellelinierne. 1
THP-1 cellerne er kun Tunnel St+ og Tunnel St- moderat toksiske ved 100 pg/ml (p<0,05;
Kruskall-Wallis og ANOVA) med maksimal toksicitet ved 200 pg/ml pa henholdsvis 14,6 0g 9,9 %
LDH frigivelse.

For A549 cellerne er breenderogspartiklerne allerede signifikant toksiske ved 2,5 pg/ml (p<0,05;
ANOVA) og den maksimale LDH frigivelse er pa 20,4 % ved 100 pg/ml. Tunnel St+, SRM2975 og
Tunnel St- giver statistisk signifikant LDH frigivelse ved doser pd henholdsvis 25 (p<0,05;
ANOVA), 100 (p<0,05; Kruskall-Wallis) og 200 pg/ml (p<0,05; Kruskall-Wallis). De maksimale
LDH frigivelser for Tunnel St+ og Tunnel St- er pa 27,7 og 27,2 % ved 200 pg/ml, og for
SRM2975 pa 17,1 % ved 100 pg/ml.

5 Konklusion

Vi viser i dette forseg at braenderegspartikler giver DNA skader bade i form af SB og FPG skader i
dyrkede menneskeceller, som svarer til lungeceller, der er mest udsat for partikler, og til hvide
blodlegemer, der er et mal for effekter af partikler i blodcirkulationen. Forsgget viser at
breenderogspartikler giver et betydeligt respons i1 form af FPG skader ved lavere doser end for
partikler fra trafikken. Sammenligningen med de trafikgenererede partikler i dette biologiske system
er vigtig, da vi har vist at denne type DNA skader er felsomme mal for systemiske effekter af
partikler fra trafikkilder hos mennesker. Disse systemiske effekter med tegn pa oksidativt stress ma
formodes ogsé at vare relevante for hjertekarsygdom. Dvs. at hvis breenderogspartikler deponeres 1
og optages fra lungerne pa samme made som trafikgenererede partikler, kan vi ud fra vores
resultater forvente mindst samme helbredseffekter. Denne viden om brandereogspartiklers toksiske
virkninger 1 forhold til trafikgenererede partikler er siledes vigtig som grundlag for regulering, da
der er behov for at ekstrapolere epidemiologiske data i den retning.
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Bilag 2

Figurer til kapitel 3 - in vitro forsgg
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Bilag 3

Figurer til kapitel 6 - in vivo resultater
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O, supply) or CB. * P <0.05 as compared with control.
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area), AAWS (ambient air particulate from a wood stove rich area), HOWS (particles from a wood
stove with normal O, supply), LOWS (particles from a wood stove with low O, supply) or CB. * P
< 0.05 as compared with control.
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The etheno-adduct, edG in lung (A) and liver (B) after intratracheal instillation (light grey) and
intragastric administration (dark grey). Bars and whiskers denote the mean £ SEM in groups of rats
exposed to 0 (control) and 0.64 mg/kg bodyweight of AARU (ambient air particulate from a rural
area), AAWS (ambient air particulate from a wood stove rich area), HOWS (particles from a wood
stove with normal O, supply), LOWS (particles from a wood stove with low O, supply) or CB. * P
< 0.05 as compared with control.
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