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INTRODUKTION

I Danmark har der hidtil primeert
varet anvendt stroelse fremstillet af
bagetre til underlag for mindre
gnavere. En ny streelsestype frem-
stillet af en blanding af fyr og gran
er imidlertid blevet introduceret pa
markedet. |

Under rutinemaessig anaestesi af mus
observerede laboranter pa Biomedi-
cinsk L.aboratorium, at der skulle an-
vendes en storre dosis pentobarbital
end tidligere for at opna anazestesi.
Den eneste sandsynlige forklaring pa
denne observation var, at man i
dyreafdelingen var begyndt at an-
vende den ny type straelse i stedet
for streelse fremstillet af begetre.
Tidligere er det vist, at den pento-
barbital inducerede sevntid hos mus
og rotter nedsettes, nar stoelse frem-
stillet af majskolber eller bagetra
erstates med cedertrasstraelse (Fer-
guson 1966, Vesell 1967). Denne &n-
dring skyldes induktion af leverens
cytochrom P-450 enzymer (Wade et
al. 1968, Sabine 1975). Det induce-
rende stof er for cedertreesstroelsens
vedkommende cedren (Wade et al.
1968), og det er vist, at inhalation af
cedren medferer induktion af cyto-
chrom P-450 systemet (Hashimoto et
al. 1972). Fjernelse af det induceren-
de stof fra straelsen ved autoclave-

1) Biomedicinsk Laboratorium, Odense
Universitet, DK-5230 Odense M.,
Danmark.

2) Afdelingen for Miljomedicin, Odense
Universitet, DK-5230 Odense M.,
Danmark.

ring er ikke mulig (Cunliffe-Beamer
et al. 1981).

Effekten af de nye streelsestyper
fremstillet af fyr og gran pa aktivi-
teten af leverens cytochrom P-450

enzymer er undersegt 1 udavlede
Bom:NMRI mus.

MATERIALER OG METODER
Forsogsdyr og milyo

Alle eksperimenter er udfert med
7-8 uger gamle udavlede SPF mus
(Bom:NMRI) holdt i velventilerede
dyrerum (20 luftskift pr. time). Tem-
peraturen var 21°C = 1° og den re-
lative fugtighed 559/ =% 59/p. Lys-
forholdene var 12 timers alterneren-
de lys/merke perioder med /2 times
skumring. Musene fik fede ad libi-
tum (Rostock mixture, K.F.K., Viby
J., Danmark) og havde permanent
adgang til vand. Dyrene blev holdt
1 standard type III bure (max. 12
dyr) eller 1 standard type II bure
(max. 6 dyr). Bure og streelse blev
skiftet 2 gange om ugen.

Stroelsesmaterialer

Musene er fodt og opvokset i bure
med bogetrasstraelse (Merkev Sav-
vark, 4440 Moerkev, Danmark).
Nogle mus er imidlertid fedt og op-
vokset 1 bure med vasket, torret og
autoklaveret strandsand. To streel-
sesfabrikater, begge fremstillet af en
blanding af fyrretre og grantre,
blev undersagt. Det ene produkt
(Hahn & Co., Kronsburg, 2371 Bre-
denbek, Vesttyskland) var varme-
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terret og derefter gennemblast med
luft. Den anden type (Spanvall A/S,
4534 Heorve, Danmark) var kun ter-
ret. Bure med forskelligt streelses-
materiale var placeret 1 forskellige
dyrerum. Alle streeclsesprodukterne
inkluderende et tredie fyr/gran pro-
dukt (Rettenmeier, D-7091 Holz-
miuhle, Vesttyskland) og et majs-
kolbeprodukt (The Andersons, Mau-
mee, Ohio 43537, U.S.A.) blev ana-
lyseret for indhold af flygtige orga-
niske forbindelser.

Analysemetoder

Enzymaktiviteten 1 museleverne blev
bestemt ved maling af deethylerin-
gen af p-nitrophenetol (modificeret
efter Konat & Clausen 1971). Total
protein blev bestemt ved brug af
Lowry’s metode (Lowry et al. 1951)
under anvendelse af bovint serum
albumin som standard. Enzymakti-
viteterne er udtrykt 1 pmol/min/g
mikrosomalt protein.

Ekstraktion fra stroelsesmaterialerne
blev udfert med diethylater. De af-
vejede prover (4-5 g) ekstraheredes
1 1 time 1 20 ml diethylater. De ind-
dampede aterckstrakter blev analy-
seret og identificeret ved anvendelse
af gaschromatografi og massespek-
trometri.

Eksponering af mus med det i stre-
elsen identificerede stof skete i et in-
halationskammer. Eksponeringen pa-
gik 1 4 degn ved gennemblasning af
kammeret med en luft/inducerblan-
ding (10 1/min).

Sevntiden som folge af en intraperi-
toneal injektion af 60 mg/kg pento-
barbital blev defineret som tiden fra
injektionen til det tidspunkt, hvor
musen kunne udfere koordinerede
gangbevagelser.

RESULTATER
Bagetresstroelses induktive effekt

Enzymaktiviteterne i leveren hos
mus holdt pa henholdsvis begetras-
stroelse  og renset, autoklaveret
strandsand er sammenlignet. Resul-
taterne ses 1 Tabel I og viser ingen
signifikant forskel (Student’s t-test)
imellem grupperne. Det konkluderes,

Table 1. Activity of cytochrome P-450
enzymes of Bom:NMRI mice kept on
either sand or beechwood bedding.

Enzyme activity = n
I s.8m;

wmol/min/g %

Beechwood 0.943 +=0.042 104 21
Sand (contrel)  0.907 = 0.035 100 31
t =0.5
p < OF

at streelse fremstillet af begetra ikke
virker inducerende pa leverens cyto-
chrom P-450 enzymer. Derfor an-
vendes dette stroelsesmateriale som
kontrolstreelse 1 felgende eksperi-
menter.

Naletresstraelses induktive effekt

Enzymaktiviteten i leveren hos mus
holdt pa henholdsvis bagetrasstroel-
se og naletrasstroelse er sammenlig-
net, Eftersom ingen kensforskel i
enzymaktiviteterne kunne observeres,
samles resultater fra hanmus og hun-
mus under ét.

Alle mus blev fodt og holdt pa bege-
traesstroelse. 1 en alder af 7 uger
blev en gruppe flyttet til bure inde-
holdende naletrasstroelse. I den eks-
perimentelle periode pa 60 dage blev
grupper pa 10 mus (5 hanner og 5
hunner) undersegt pa dag 1, 2, 3, 4,
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Figure 1. Degree of induction as a function of period (days) for outbred
mice (Bom:NMRI) with softwood bedding (type A and B) as inducers.
Enzyme activities are expressed in percent of enzyme activities of mice
which have lived on beechwood bedding and stated as mean += 1 s.em.

O: softwood induced mice (type B bedding)

/\: softwood induced mice (type B bedding)
@®: controls (beechwood bedding type D)).

5, 7, 14, 30 og 60. Kontrolgruppen
forblev pa begetraesstroelse igennem
hele den eksperimentelle periode, og
6 mus (3 hanner og 3 hunner) blev
undersogt samtidig med de tilsva-
rende mus fra den eksperimentelle
gruppe.

Resultaterne ses 1 Figur 1. De viser,
at begge stroelsesfabrikater fremstil-
let af naletre inducerer enzymerne
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til et niveau p& omkring 140 9/¢ af
kontrolniveauet. Ingen signifikant
forskel i enzyminduktionen mellem
de to naletrasprodukter kunne ob-
serveres.

Analyse af stroelsesprodukter

Monoterpenen «-pinén blev identi-
ficeret 1 3 naletraesprodukter, me-



Table 1]. a-pinene content in 5 bedding

products determined by gaschromato-

graphy and mass-spectrometry after di-
ethylether extraction.

Product Bedding Conc. p.p.m.
material

Type A spruce/pine 118

(batch 1)

Type A - — 3.8

(batch 2)

Tvne B — = 4.8

Type C - — 3.6

Type beechwood < 0.02

Type corncob < 0.02

D
E
A: Hahn & Co., Kronsburg 2371
Bredenbek, West-Germany
Type B: Spanvall A/S, 4534 Herve,
Denmark
C: Rettenmeier, D-7091 Holz-
miihle, Vesttyskland
D
E

: Merkev Savverk,
4440 Morkev, Danmark

: The Andersson, Maumee,
Ohio 43537, USA.

dens den ikke kunne detekteres 1
stroelse fremstillet af begetra eller

majskolber (Tabel II).

Eksponering af mus med a-pinén
Resultatet 1 Tabel III viser en signi-
fikant foragelse af cytochrom P-450
enzym aktiviteten (Student’s t-test) i
leveren hos mus cksponeret med o-
pinén via det respiratoriske system i
forhold til cytochrom P-450 enzym-
aktiviteten hos mus holdt pa bege-
traesstroelse.

Table 111.

Pentobarbital induceret sevntid

Den pentobarbital inducerede sevn-
tid blev bestemt hos mus eksponeret
2 uger med naletreesstroelse og sam-
menlignet med sevntiden hos mus
holdt permanent pa bogetrasstreelse.
Resultaterne 1 Tabel IV viser en sig-

Table IV. Sleeping times after treatment

with pentobarbital (60 mg/kg i.p.) for

mice kept on softwood and beechwood
beddings respectively.

Sleeping times = 1s.em. n
(min)

Softwood 50+ 5 12
Beechwood 80 + 10 12
t =20
p < 0.05

nifikant kortere sevntid (Student’s
t-test) for mus eksponeret for nale-
trae 1 forhold til mus holdt pa bege-
treesstroelse.

DISKUSSION

Metaboliseringen og udskillelsen af
mange fremmedstoffer i organismen
sker via leverens cytochrom P-450
enzymer. FEffekten (toxiciteten) af
disse stoffer er derfor afhzngig af
P-450 enzymernes aktivitet. Af sam-
me grund kan resultater opnaet med
inducerede dyr ikke direkte sammen-
holdes med resultater fra ikke-indu-
cerede dyr.

Activity of cytochrome P-450 enzymes of mice (Bom:

NMRI) either exposed to c-pinene through an inhalation chamber
for 4 days or permanently kept on beechwood bedding.

Enzyme activity = 1 s.e.m.

p (beechwood) n

rmol/min/g protein /o
o-pinene 1585 &=0312 201 0.001 4
Beechwood 0.943 =+ 0.042 100 L
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Det naturligt forekommende stof, -
pinén, er 1 denne undersegelse isole-
ret fra stroelse fremstillet af nale-
tree, hvorimod det ikke kunne iden-
tificeres i stroelse fremstillet af bage-
tre eller majskolber. Det er vist, at
«-pinén gennem det respiratoriske
system virker inducerende pa leve-
rens cytochrom P-450 enzymer.
Induktion af leverens cytochrom P-
450 enzymer pa grund af naletrees-
straelse resulterer i en 40-60 %/ for-
ogelse 1 0-deethylase aktiviteten hos
mus. Det betyder, at alle stoffer, der
undergar en 0-deethylering, vil blive
metaboliseret med en hejere hastig-
hed end normalt. Da substratspeci-
ficiteten af cytochrom P-450 enzy-
merne er bred, vil metaboliserings-
hastigheden via andre reaktioner
sandsynligvis ogsd veere forhejet.
Den toksikologiske betydning af en-
zyminduktionen er illustreret gennem
den 40 °/o nedsatte sevntid i mus som
folge af intraperitoneal administre-
ring af 60 mg/kg pentobarbital.
Som afslutning pa undersagelsen ma
det konkluderes, at stroelse indehol-
dende «-pinén ikke bor anvendes i
eksperimenter involverende metabo-
lisering via leverens cytochrom P-
450 enzymer.
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Summary

The effect of softwood bedding (mix-
ture of spruce and pine chippings) on
the cytochrome P-450 enzymes in out-
bred Bom:NMRI mice has been exa-
mined. Following three days of expo-
sure to softwood bedding the enzyme
activity increases to approximately 140%
of the activity of mice exposed to pure
sand or beechwood bedding. The enzyme
activity remains at this level during
long-term exposure. The active sub-
stance found to be o-pinene is unac-
ceptable in all experiments involving
enzymatic detoxification.
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