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4.5 Bestemmelse af lysosomal stabilitet i
celler fra haemolymfen i muslinger

4.5.1 Formal

At vurdere i hvilken grad der forekommer effekter pd den lysoso-
male stabilitet hos muslinger i kystneaere omrader tilfolge af miljofar-
lige stoffer.

4.5.2 Baggrund

Cytotoksiske effekter i muslinger kan anvendes som felsomme mar-
korer for stress fordrsaget af miljefarlige stoffer (Dierickx and Van De
Vijver, 1991). En reekke miljefarlige stoffer som PAH, tungmetaller og
TBT har vist at ved miljerealistiske koncentrationer at kunne induce-
re effekter pa bl.a. lysosomer. Effekterne synes dog ikke umiddelbart
stofspecifikke, og er derfor et mal for den samlede pavirkning.

Lysosomer er subcellulare organeller, der indeholder en raekke en-
zymer, som er involveret i for et bredt spektrum af veesentlige cellu-
leert styrende funktioner sa som protein katabolisme, immune re-
spons, reproduktion, programmeret celledod og regenerering af be-
skadiget veev. Skader pa lysosomer har derfor betydning for muslin-
gernes sundhedstilstand og fysiologiske fitness. Skader pa lysosomer
kan resultere i cellded hvilket bruges i denne analyse (Lowe and Pi-
pe, 1994). Denne anvisning tager udgangspunkt i metodebeskrivel-
sen af Bjornstad (2000).

4.5.3 Principper

Lysosomerne er omgivet af en speciel membran som beskytter cellens
egne organiske materiale som proteiner og DNA. Miljefarlige stoffer
kan pavirke lysosomernes membran pé forskellige mader. Tungme-
taller kan f.eks forstyrre membranets holdbarhed ved direkte inter-
aktion, hvorimod nedbrydning af organiske miljegifter inde i lyso-
somen pdvirker membranens stabilitet gennem forandring af li-
pidsammenseetning eller dannelse af frie radikaler. Uanset pa hvil-
ken made pavirkningen sker sd medferer en reduceret stabilitet til at
lysosomen nemmere gar i stykker og derved resultere i hurtig celle-
ded.
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Neutral Red (Figur 4.5.1) er et farvestof
som tilbageholds i lysosomerne sa lang
it OH tid som membranen er helt. Efter en tid

NaQ,S NaN o o+ s . .
Q- gar membranen ogsa i friske muslinger i

o a0 stykker og cellen der. Denne proces fol-

' ’ ges i mikroskop hvor tid til det at 50% af

cellerne der kvantificeres (Figur 4.5.2). 1

Figur 4.5.1 sunde muslinger er den tid 150-180 mi-
nutter, men undersggelser af belastede
omrader ber sammenholdes med veleg-
nede referenceomrader.

Frisk cell Slut punkt 50% dede

Dade celler celler

Figur 4.5.2 Mikroskopbilleder af heemolymfceller fra musling. Friske celler
er svagt redfarvede sammenlign med dede celler hvor som ogsé bliver run-
dere ndr lysosomerne géet i stykker. Se ogsa Bilag 4.5.1.

4.5.4 Prevetagning

Muslingerne skal indsamles i perioden Oktober- December, dvs.
udenfor den reproduktive saeson hvor variationer i metaboliske pro-
cesser er mindst. Muslingerene indsamles f.eks. sammen med pre-
vetagning for miljefarlige stoffer. Herved bliver belastningsniveauet
bestemt i den samme population som de kemiske analyser bliver ud-
tfort pa, hvorved resultaterne kan forholdes til hinanden. Der skal
bruges 10 muslinger per analyse og minimalleengde ber veere 40 mm.
For en sikkerheds skyld anbefales at 20 stk. indsamles per station i sa
fald at den senere udtagning af haemolymfeprover ikke lykkes for
alle.

Under transport til laboratoriet skal muslingerne opbevares pa en
sadan made at de ikke bliver stressede af iltsvind eller temperatur-
foreendringer, hvilket betyder at de skal have afkelet vand fra pre-
vetagningsomrddet som er luftet sd at muslingerne kan filtrere nor-
malt. Muslingerne kan opbevares op til 3 dage i vand med god lufttil-
forsel ved 5°C.
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4.5.5 Analysemetoder

4.5.5.1 Kemikalier

Fysiologisk saltlesning (for af holde heemolymfer ved liv).

Afvej:
477 g Hepes (99%)
147 g CaCl,, 2H,0 ( Kalcium klorid 99,5%)

13,06 g MgSO,, 7H,0(99,0-102%)
2548 g NaCl ( Natrium klorid 99,8%)
0,75g KClI (Kalium klorid 99,5%)

Opleses i en liter demineraliseret vand. Justere pH til 7,36 med 1 M
NaOH, og opbevar i keleskab. Om oplesningen bruges i mere end
fem dage skal pH kontrolleres.

Neutral red

Stamoplesning (opbevares i mork flaske i 3 uger ved 5°C):

Neutral Red 28,8 mg der opleses i 1 ml Dimethyl sulfoxide (DMSO).
Arbejdslesning (laves frisk hverdag i merk flaske):

e 10 pl stamoplosning

« 5ml fysiologisk saltlesning

Mikroskop

Der bor bruges et lysmikroskop med ned til 100 gangers forsterrelse.

4.5.5.2 Udtagning af hemolymfpreve

0,05 ml fysiologisk saltvand traekkes op i en 1 ml sprojte med kanyle
(0,6 mm* 30 mm).

e Muslingen dbnes forsigtigt ved at lirke op skallerne uden at mus-
lingen skades
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e Den bagerste lukke muskel lokaliseres. Den bestar af hvide, lidt
gennemsigtige filament som leber fra den undre til den ovre skal-

del.

e Kanylen stikkes forsigtigt ind i lukke musklen og haemolymfen
traekkes ud. Bland ved at vende pa roret.

e Denne procedure ber ikke tage leengere end 1-2 minutter per
musling.

Opsetning af mikroskopglas. Der skal bruges duplikater af hver
musling, dvs. 20 glas per station, samt 4 glas for sammenligning med
referencemuslinger.

e Eventeult kan mikroskopglasset behandles med en drabe 1:10 Po-
ly-L-leucine:destilleret vand som far terre under deekglas. Dette
underletter vedheeftning af celler.

e 40 pl celle suspension (heemolymf:fysiologisk saltlesning) seettes
som en drdbe pa midten af glasset. Glasset leegges i en merk
kammer med fugtig atmosfeere ved stuetemperatur i 15 minutter.

e Efter 15 minutter fjernes overflodigt vaeske ved at forsigtigt sla
dem af. P4 mikroskopglasset er nu efterladt et monolager af celler.
Glasset seettes tilbage i fugtighedskammeret igen.

Farvning og analyse af neutral red:

e 40 pl Neutral Red arbejdslesning tilseettes hvert glas og daekkes
med deekningsglas. Stopuret seettes i gang ved farvning af den
forste prove.

e Efter 15 minutter undersoges cellerne i mikroskop for andelen
dede celler. Cellerne lokaliseres ved X10/20 og undersoges ved
X40/100 med lavest muligt lysniveau. En minut er maksima tid
per prove.

e Hver prove analyseres igen efter yderligere 15 minutter og deref-
ter hver halv time for at bestemme ved hvilken tidspunkt halvde-
len af cellerne er dede.
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e Det er vigtigt at teetheden af celler er tilstraekkelig stor for at far
reproducerbare retentionstider. Dette bor geres ved at vurdere
cellernes tilstand i min. 5 omrader pa mikroskopglasset og disse
omrader ma ikke veere i yderkanten af cellelaget eller i omrdder
med lav teethed af celler.

De ti muslingers skalleengde og kedveegt males.

4.5.6 Kvalitetssikring

For at ensarte observationerne skal de angivne metoder i denne vej-
ledning anvendes.

Derudover anbefales det, at der aftholdes tilbagevendende workshops
hvor prevetagning, undersogelser og beregninger gennemgas.

4.5.7 Dataindberetning

4.5.7.1 Stationsbeskrivelse
Ifelge rapporteringen for miljefarlige stoffer i muslinger.

4.5.7.2 Resultat
50%-tiden for hver musling samt dets veegt og leengde.

Stationsdata angives som middel 50%-tid og standardfejl.

NRR assay, Blamuslinger Strand (2004)
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Bilag 4.5.1

Friske levende celler.

Ca. 50% dede celler

Alle celler er dede.
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