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Bilaga 4. Effektbaserad metodik

Skilet till att 6vervaka miljogifter 1 miljén, och sirskilt i samband med operativ 6vervakning, ar 1
hog grad relaterat till att man vill f6rutsiga risker och effekter. De halter man har uppmitt
behover tolkas, och hittills har man i Sverige fraimst fokuserat pa att bedéma trender av olika
dmnen. En okande trend innebdr alltid en risk, eftersom halterna med tiden nir sidana nivaer att
negativa effekter kan intriffa. Aven for substanser som inte uppvisar uppétgiende trender
behover man dock gora en bedémning av om de férekommer i sadana halter att effekter inte kan
uteslutas. En sidan bedomning dr ofta mycket komplicerad, inte minst pa grund av att det inte
bara dr halten av en enskild substans som styr vilka effekter man kan forvinta sig. Olika
miljofaktorer kan till exempel styra dmnenas tillgidnglighet och dirmed upptag av levande
organismer. Aven nirvaro av andra substanser kan bidra och man pratar ofta om si kallade
cocktaileffekter i dessa sammanhang. Att forutsaga effekter av blandningar utifran ingdende
halter av enskilda amnen ar komplicerat redan vid nirvaro av ett fatal substanser, eftersom de kan
samverka pa olika sitt. F6r de komplexa blandningar som férekommer i miljon saknas den
mojligheten, eftersom det inte dr mojligt att mata precis alla imnen, och sammansittningen kan
dessutom variera med tiden (omvandlingsprodukter bildas). Det ér inte heller okomplicerat eller
billigt att ta fram bedomningsgrunder for samtliga relevanta miljogifter, om de ska baseras pa den
information som krivs.

Det finns dven metoder som direkt miter effekter av miljogifter i miljén och syftet med denna
bilaga ir att beskriva hur sadan metodik kan vara anvindbar i olika sammanhang. Man behéver
dock vara medveten om att alla typer av effekter inte gar att mata. Risk for framtida effekter till
toljd av en upplagring i naringsviven kriver i dagsliget att man dven analyserar manga dmnen
kemiskt. Dessutom kan det i vissa sammanhang vara svart att identifiera orsaker till en
observerad effekt. Denna kunskap ar ofta nédvindig for att identifiera limpliga atgarder, 1
synnerhet om effekter observerats dir killsparning dr komplicerad att géra pa annat vis dn med
kinnedom om vilka substanser som ér problematiska.

De metoder och angreppssitt som beskrivs i denna bilaga ér inte obligatoriska enligt
vattendirektivet. I de europeiska vigledningsdokument som tagits fram hittills omnidmns dock
effektbaserade metoder pa nagra stillen, och beskrivs tillsammans med till exempel passiva
provtagare som komplementir metodik. De anvindningsomriaden som man har identifierat dr till
exempel for att underlitta design av ett Gvervakningsprogram och som uppféljande analyser f6r
att bekrifta behov av atgirder (sasom sanering av sediment) i de fall kemisk statusklassning
baserat pa halter av miljogifter i sediment kan anses osiker. Under 2011-12 pagar ocksa arbete
med att ta fram en rapport som beskriver anvindbarheten hos effektbaserad
évervakningsmetodik i detta sammanhang'.

De anvindningsomraden som har kunnat identifieras inom ramen for det hir projektet dr dock:

e Bekrifta att det verkligen férekommer effekter da f6rhojda halter patriffats. Kan vara
angeldget i de fall atgirdsinsatser dr kostsamma och ytterligare stéd behovs.

e Som prioriteringsunderlag for att vilja ut omraden att undersoka vidare.

! Arbetet bedrivs inom en arbetsgrupp som kallas CMEP (Chemical Monitoring and Emerging Pollutants), med
representanter fran de olika medlemslanderna, industrin och akademiska varlden.



e F6r undersékningar i komplext férorenade omraden dir det inte dr tydligt vilka variabler
som dr mest relevanta att analysera

e For att identifiera damnen som dr angeldgna att 6vervaka framéver (effektstyrd analys)
e Som screeningverktyg av olika typer av killor/utslipp

e I samband med avloppsvattenkaraktariseringar for att fa en uppfattning om det ar
motiverat att ga vidare med kroniska tester

e Som ett tidigt varningssystem for att observera effekter i annars relativt opaverkade
miljoer.

e Vissa kan dessutom anvindas istallet for kemiska analyser fOr vissa tillimpningar (men i
normalfallet ska man frimst se dem som kompletterande analyser som kan ge viktig
information)

Olika typer av metoder - for olika angreppssatt och syften

Effektbaserad metodik kan grovt delas in i f6ljande fyra typer, med korta definitioner av den
betydelse som avses i denna rapport:

e In vitro tester, miter effekter pa odlade celler

e In vivo tester, miter effekter pa organismer som exponeras pa laboratoriet

e Biomarkérer, miter effekter pa organismer som exponeras i filt — pa individniva eller
ddrunder (pa celler, enzymer mm)

e Analyser pa hogre organisationsnivaer, det vill sdga effekter pa biologiska populationer
och samhillen

De tva forstnimnda bygger pa att man hiamtar in prover fran miljén och exponerar antingen
odlade celler eller hela organismer f6r dessa prover. For bade in vitro och in vivo analyser (liksom
kemiska analyser) giller att dessa analyser bara kan svara pa de substanser som férekommer i
provet man har tagit. Det dr darfor viktigt att man tar ett “representativt prov’” precis som vid
provtagning for kemisk analys. Substanser som férekommit men omvandlats kan man pa detta
sitt inte detektera.

In vivo tester

In vivo tester har generellt haft begrinsad anvindning inom 6vervakningen. Flera av dessa tester
har utvecklats for att undersoka effekter av enskilda substanser vid test pa laboratoriet, dir man
kan exponera dem f6r allt hogre koncentrationer. De halter som oftast férekommer i miljon ger
sillan utslag i den hir typen av tester, om det inte ror sig om relativt férorenade prover (till
exempel férorenade sediment) eller exponering pagar under en lingre tid (vilket innebér hogre
kostnader). Diremot anvinds de ofta for att underséka effekter av avloppsvatten.

Lampliga personer att kontakta vid ytterligare frigor om in vivo tester 4r Britta Eklund
(Stockholms Universitet), Goéran Dave (G6teborgs universitet), Anders Sjolin (Toxicon), Kerstin
Magnusson (N Research) och Karl Lilja (IVL).



In vitro tester

Man kan pa manga sitt och vis jamstilla in vitro analyser med kemiska analyser men med
skillnaden att man istillet fOr att analysera substanser miter till exempel inbindning till en viss
receptor i en cell, det vill siga respons hos en enskild verkningsmekanism. In vitro tester finns
utvecklade for vildigt manga typer av verkningsmekanismer men nagra av de vanligaste och
tillgéngliga pa kommersiell basis dr 6strogenaktivitet, Ah receptoraktivitet (dioxineffekter) och
androgen aktivitet. FOr vissa sidana tester far man svaret uttryckt i ekvivalenter for en viss
substans (till exempel TCDD ekvivalenter).

En foérdel med in vitro tester vid jimférelse med in vivo tester ér att den hir typen av analyser
kan ge information om risk f6r effekter pa lingre sikt men redan efter kort tids exponering. Det
finns dven etiska aspekter pa detta, férutom de rent ekonomiska. Dessutom krivs oftast bara sma
mingder prov. En nackdel ar framfor allt att man har ett sa pass forenklat system att man kan
missa effekter som bara kan studeras pa levande organismer.

Lampliga personer att kontakta vid ytterligare fragor om in vitro tester ir Magnus Engwall
(Orebro universitet), Peter Behnisch (Biodetection Systems, BDS), Karl Lilja (IVL), Timo
Hamers (IVM Holland).

Biomarkorer

Biomarkorer kan delas in i tva undergrupper beroende pa om de frimst svarar pa en viss typ av
substanser (specifika biomarkorer) eller ger utslag pa manga olika substanser (generella
biomarkérer). Det finns anvindningsomraden for bada typerna. Specifika biomarkérer ér t ex
virdefulla f6r att f6lja upp om en f6rh6jd halt verkligen ger effekter (for att bekrifta
riskbedémningen). Omvint giller ocksa att vid induktion av en specifik biomarkor ar det relativt
enkelt att dra slutsatser om vilka substanser som gett upphov till responsen. Generella
biomarkorer ger ett mer samlat svar och dr sirskilt anvindbara f6r att fa en 6vergripande bild av
péaverkan och gradienter i ett omrdde. Detta kan vara vildigt angeldget till exempel om det dr
oklart vilken typ av substanser som det dr mest relevant att analysera, till exempel 1 en situation
med manga olika typer av utslappskillor.

Analyser p& hdgre organisationsnivaer

Analyser pa hogre organisationsnivaer beskrivs inte utforligare i denna rapport, eftersom det dn
sa linge inte gar att identifiera nagra sidana som ir redo att anvindas rutinmaissigt 1 dagslaget,
utan det behovs validerings- eller utvecklingsinsatser forst. Ndgra lovande metoder dr dock
SPEAR?, PICT® och metagenomics®. Limpliga kontaktpersoner for dessa metoder ar Willem
Goedkoop (SLU), Hans Blanck (Go6teborgs Universitet) respektive Joakim Larsson (Goteborgs
Universitet).

Z ett index som bygger pé att man utifrén arters kanslighet for olika typer av substanser delar in dem i “Species at
risk” och ”Species not at risk”; angreppssittet har en del likheter med andra index som anvands for faststéllande
av ekologisk status sasom BQI men reagerar saledes framst pa t ex bekdmpningsmedel snarare 4n t ex
eutrofieringsrelaterade variabler. Metoden skulle behdva valideras for svenska forhallanden

® PICT= Pollution Induced Community Tolerance, bygger pa att man mater toleransen hos ett samhélle (t ex
perifyton) for en viss substans. Dvs man undersdker snarare en andrad funktion &n struktur. Metoden skulle
behdva utvecklas for att lattare kunna anvandas pa rutinbasis och dven da man inte vet vilken typ av substanser
samhadllet har utsatts for

* Man undersoker effekter p& genetisk niva och utvecklingen gér fort framat nér det galler DNA sekvensering.
Manga tillampningar finns, t ex for att géra en komplett analys av artsammansattning och funktion hos
bakteriesamhallen vilket ger en indikation om paverkan som kan leda till effekter pa hela ekosystemet.



Vilka effektbaserade metoder ar redo att anvandas och i vilket
sammanhang?

Effektbaserade metoder anvinds redan rutinmassigt inom miljé6vervakningen i Sverige, men det
giller framfor allt biomarkérer och enbart f6r marin miljé inom de nationella programmen. For
sadana biomarkorer finns undersékningstyper framtagna. Manga av dem ér dessutom
rekommenderade metoder enligt ICES (International Council for the Exploration of the Sea).
Dessutom har det férekommit enstaka undersékningar som anvinder andra typer av biomarkorer
och ytterligare nagra dar under utveckling.

Biomarkorer som dr ”rekommenderade” enligt ICES (relaterat till marin milj6) listas nedan.
Bedomningen av huruvida en metod dr rekommenderad eller ¢j har inte beaktat om det finns
bedomningsgrunder tillgangliga utan bygger snarare pa om metodbeskrivning finns tillginglig och
om det pavisats att det gar att detektera effekter av miljofarliga amnen i filt. Vissa men inte alla
har dessutom interkalibrerats. De som markerats med fet stil ingar 1 det svenska
overvakningsprogrammet.

e DNA addukter

e Acetylkolinesteras

e Metallotionein

e EROD

e AlaD

e PAH metaboliter i galla
e Lysosomal stabilitet

e TFisksjukdomar

e Lever tumorer

e Histopatologi

e Vitellogenin

e Intersex

e Tanglakereproduktion
e Scope for growth

e Imposex

e MDR/MXR

e Embryonal utveckling hos amfipoder

Biomarkorer: fisk

Det nationella programmet omfattar ett stort antal biomarkérer (fler 4n de som listas ovan). De
flesta av fiskbiomarkorerna kan anvindas bade f6r marina och limniska miljer, men det finns
firre data att jimfora med 1 limniska miljéer. For fiskbiomarkdrer rekommenderas att
undersokningarna gérs i form av batterier, och att man gor en sammanvigd bedémning. Sidana
bedomningsgrunder dr under utveckling for nirvarande och baseras pa poangsystem och
viktningar dar risk for paverkan pa populationsniva far stor tyngd. Den hir typen av
undersokningar och bedémningar ér tinkta att anvindas inom statusklassning relaterat till marina
direktivet. For ytterligare fragor kring fiskbiomarkorer kan foljande experter kontaktas: Lars
Forlin (Goéteborgs Universitet), och Anders Sj6lin (Toxicon).



Biomarkdrer: musslor och snackor

Imposex 6vervakas regelbundet i Sverige pa bade Vist och Ostkust. I fallet imposex dr det en
relativt specifik biomarkor f6r exponering f6r tennorganiska foreningar, varfor det dr moijligt att
dra slutsatser om orsak och verkan. De skador som eventuellt pavisas kan dock bero pa en
paverkan som skett tidigare eftersom tennorganiska féreningar ger irreversibla skador. Darfor ar
det viktigt att dven ha kinnedom om dldern hos organismerna som analyseras, innan man kan
anvinda resultaten fOr t ex trendanalys.

En i Sverige mindre kind men mycket lovande biomarkor dr lysosomstabilitet pa musslor
(vanligast, men dven fisk kan undersokas), vilken kan analyseras pa bestillning. For bade imposex
och lysosomstabilitet finns sa kallade EAC-virden framtagna inom OSPAR att jimfora med.
Imposex dr ocksa tinkt att anvindas som indikator vid statusklassningar relaterade till marina
direktivet medan lysosomstabilitet f6reslas som utvecklingsbar indikator, eftersom
overvakningsprogram dnnu inte etablerats. For ytterligare fragor kring biomarkérer pa musslor
och snickor kan Ake Granmo eller Marina Magnusson (Marine Monitoring) kontaktas.

Biomarkdrer: amfipoder

For vitmirla har det visat sig att missbildade embryon kan kopplas till féroreningsgrad och
paverkan pa populationen. Hir dr bedémningsgrunder pa vig att tas fram (EAC virden) och
metoden foreslds som indikator inom marina direktivet. For ytterligare fragor kring denna metod
kan Brita Sundelin (Stockholms Universitet) kontaktas.

Biomarkdrer: limniska system

Vissa av de biomarkorer som redan nimnts dr anvindbara dven 1 limnisk miljé. Detta galler i
synnerhet fiskbiomarkérerna. I limniska miljoer finns ocksa méjlighet att analysera
mundeformationer hos fjaidermygglarver (chironomider) och skaldeformationer hos kiselalger
parallellt med andra undersdkningar. I bada fallen kan man gbra analysen dven pa sparat material
och f6r ett mindre ekonomiskt tillige om de utfors i samband med bedémning av
overgodningsrelaterade variabler. For bada dessa giller dock att man skulle beh6va ta fram
bedomningsgrunder som ér limpliga att anvinda inom statusklassningar, kopplade till risk f6r
paverkan pa populationsniva. For kiselalgsdeformationer pagar ett projekt med att ta fram sidana
bedémningsgrunder. For ytterligare fragor kring den hir typen av analyser kontaktas Maria
Kahlert (kiselalger) och Willem Goedkoop (chironomider) vid SLU.

In vitro analyser

In vitro analyser har anvints mycket litet 4n sa linge 1 Sverige men potentialen ar stor, sarskilt
som komplement till traditionella undersokningar, for att fanga upp en storre mingd substanser
in vad som dr mojligt vid enbart riktade kemiska analyser. Dessutom ér vissa sadana in vitro
analyser billigare 4n motsvarande kemisk analys men ger i stort sett samma svar (DR CALUX f6r
direkt analys av dioxinrespons istillet f6r kemisk analys av dioxiner, dibenzofuraner och
dioxinlika amnen). Vissa foreningar ir inte heller moéjliga att analysera kemiskt i tillrickligt laga
halter (kvantifieringsgranserna ér for hoga) medan in vitro analysen har betydligt hogre kinslighet
(géller till exempel ER CALUX f6r analys av Ostrogena substanser sasom etinylostradiol).

Mojligt studera samma verkningsmekanism pd olika sétt

Samma verkningsmekanism som undersoks in vitro” kan ofta dven underskas som en
biomarkér. Darfor kan man tinka sig att en lamplig uppfoljning av f6rhéjd respons observerad 1
ett in vitro test ar att unders6ka motsvarande biomarkor for att bekrifta att substanserna ar
biotillgingliga och ger upphov till en respons dven i filt och pa levande organismer. Om DR eller
PAH CALUX givit stort utslag i ett prov kan det t ex vara lampligt att f6lja upp resultaten genom
att mita bland annat EROD (biomarkor) pa vildfangad fisk. Om ER CALUX eller YES gett



utslag pa vattenprov ar det limpligt att undersoka t ex vitellogenin pa fisken i omradet. Omvint
kan man dven tinka sig att det kan vara angeldget att ta reda pa orsaker till induktion hos
biomarkorer i filt med in vitro studier pa prover tagna i omradet. Detta for att till exempel spara
tinkbara killor eller identifiera vilka amnen som givit upphov till effekterna.

Hur tar man reda pa vilka miljogifter det ar som ger upphov till de
effekter man har observerat?

Effects directed analysis (EDA)

I manga fall dr det inte helt nodvindigt att veta vilken eller vilka substanser som ger upphov till
en viss effekt for att kunna spara killor och dirmed sitta in atgarder. I en mycket komplext
paverkad milj6 eller i en milj6 dir det inte gar att identifiera nagra specifika tinkbara killor utifran
vad man idag kinner till, kan det dock vara nédvindigt att atminstone kunna identifiera typ av
substanser det handlar om. Sadan information kan man fd genom att gora en sa kallad effektstyrd
analys (EDA, effects directed analysis). Detta innebir att man till exempel kan fraktionera upp de
prover som ger upphov till respons. Sedan testar man varje fraktion for att identifiera vilken
sadan fraktion som ger storst svar. En kemisk analys av denna kan pavisa vilka substanser som
troligen ligger bakom effekten. Kostnaderna for dessa typer av analyser 6kar dock snabbt i takt
med antalet fraktioner som behover testas. Det dr ddrfor viktigt att man anvander sig av sa billiga
tester som mojligt, fokuserar pa de prover som bedéms som mest angeldgna att ga vidare med
och kanske kan n6ja sig med att kunna bedéma ungefir vilken karaktir de substanser har, som
gett upphov till effekterna. Den hir typen av tillvigagangssatt kriver samtidig tillgang till bade
kemisk och toxisk analyskompetens och utrustning och det kan darfor vara lite problematiskt att
identifiera utforare i Sverige. NIVA i Norge (Kevin Thomas), Leipzig universitet (Werner Brack’)
och IVM i1 Holland (Timo Hamers) har dock méangarig erfarenhet av att utféra den hir typen av
studier.

Toxicity Identification Evaluation (TIE)

Ett narbeslaktat angreppssitt ar TIE, Toxicity Identification Evaluation och har sitt ursprung i
metodik som utvecklades for att undersoka avloppsvatten i USA pa 80-talet. Eftersom man da
botjade efterstriva utslippsvillkor inte bara baserade pa halter/mingder av kemiska substanser
utan dven baserade pa maximalt tilliten toxisk effekt, uppstod behovet av att dven kunna utreda
orsaken till effekterna och dirmed stodja atgiardsarbetet. TIE metodiken omnidmns kortfattat i
NV handbok 2010:3 (Kemisk och biologisk karakterisering av punktutslapp till vatten. En
handbok med vigledning om bestimning av egenskaperna hos utslipp av avloppsvatten,
Naturvirdsverket februari 2011). Hir finns ocksa hanvisningar till vigledningsdokument som
stod, bade for att gora bedémningar i samband med avloppsvattenkaraktariseringar och f6r
bedémning av sediment (anpassat for tester pa porvatten och hela sedimentprover). En férdel
med TIE ir att fokus ligger lite mindre pa omfattande fraktioneringar och mer pa lite grévre
karaktiriseringar. For att underséka om ett vattenprov ar toxiskt pa grund av metaller (i jonform)
kan man t ex tillsitta EDTA och testa om provet. EDTA binder till flera tvavirda metaller och
om toxiciteten i det prov som behandlats med EDTA uppvisar ligre toxicitet kan man dra
slutsatsen att en del av toxiciteten troligen forklaras av metalltoxicitet. Genom luftning (bubbling)
kan man pa motsvarande sitt fa en uppfattning om det handlar om flyktiga dmnen, eller kanske
tensider. Genom passage genom olika typer av kolonner som tar bort positivt laddade eller
negativt laddade molekyler, liksom kolonner som binder hydrofoba dmnen kan man fa en forsta
uppfattning om orsakerna och kanske helt utesluta vissa killor. Aven om TIE metodiken ocksa
tillimpats mycket sparsamt hittills i Sverige, innebér den inte nagra sirskilda krav pa utrustning

® Helmholtz Centre for Environmental Research UFZ, Department for Effect-Directed Analysis



och kan dirfor troligen utforas av de flesta laboratorier som genomfor toxicitetstester. Goteborgs
Universitet (kontaktperson Goran Dave) har ocksa anvint sig av TIE for ett antal miljorelaterade
undersokningar.

Praktiska aspekter och samordningsvinster

Eftersom biomarkorer oftast undersoks pa fisk eller musslor och snickor, kan de sarskilt
overvigas 1 samband med kemisk analys av dessa. Detta sparar bade kostnader och bidrar till att
underlitta utvirderingen. En stor del av kostnaderna férknippade med att analysera biomarkorer
ar nimligen férknippade med sjilva provtagningen. Vissa biomarkorer dr mycket enkla och
innebir i stort sett ingen extra kostnad (sasom LSI och GSI, Leversomatiskt Index respektive
Gonadosomatiskt index; vilket 1 princip bara innebar att man behéver analysera vikt pa lever
respektive gonader utéver sidana parametrar som normalt noteras). Andra dr mer kostsamma
(géller for till exempel DNA addukter). Man behéver dock noga planera den hir typen av sa
kallade integrerade undersokningar, sa att det blir tillrickliga mangder material f6r bade kemisk
analys och biomarkorer. Mest kritiskt ar oftast tillgangen till lever, eftersom manga biomarkorer
analyseras pa denna. Vissa biomarkorer (vitellogenin) behéver dessutom analyseras omgiende
efter provtagningen. Till skillnad fran kemisk analys dr det sillan aktuellt att provbanka.

Lysosomstabilitet skulle kunna vara en limplig undersokning att lagga till om man dnda 6verviger
att analysera kemiska substanser i musslor. Det krivs inte sa mycket material men det ar,
atminstone for en av de metoder som anvinds (NRR), viktigt att man gor analysen en kort tid
efter provtagningen.

Minga in vitro analyser kan ofta géras pa 1 stort sett vilken typ av prov som helst, dven materialet
1 en passiv provtagare och det krivs sillan stora mingder extra prov. Det tillkommer saledes
sillan ndgra sirskilda svarigheter utover de som ar normala vid kemiska analyser. En méjlig
aspekt som kan vara problematisk ér att det ér relativt fa rutinmaéssiga utférare i Sverige idag sa
proverna behéver skickas utomlands.

In vivo analyser gors 1 6vervakningssammanhang kanske frimst pa sediment och
vatten/porvatten. Mingden prov som behévs varierar stort beroende pi vilken testorganism som
anvinds, hur exponeringen sker och hur linge. Man bor vara medveten om att det oftast behovs
stora mangder sediment fOr att framstilla tillrickliga volymer porvatten.

Utvardering - kan man anvdnda sig av effektbaserade metoder for
statusklassningar?

Hittills har en stor brist varit frainvaro av nationellt faststillda beddmningsgrunder f6r den hir
typen av metoder. For att kunna utvirdera data krivs dirfor expertkunskaper. Bedémningarna
baseras idag ofta pa att avgora om effekter observerade pa en lokal avviker signifikant fran en
annan (referens), eller om effekterna har 6kat eller minskat med tiden.

Biomarkorer

Inom ramen f6r havsmilj6forordningen ska den hir typen av metoder beaktas i form av
effektbaserade indikatorer f6r deskriptor 8 och det finns nu didrmed ett starkt behov av att



bedomningsgrunder utvecklas och faststills pa nationell nivd. For flera av de metoder som
anvinds 1 marina miljéer finns ocksa EAC (Environmental Assessment Criteria) virden redan
utvecklade eller foreslagna inom OSPAR fo6r att bedoma risk for effekter. Flera av dem ar
troligen tillimpbara dven for att utvirdera data som baseras pa studier i svensk miljo.

Enligt den vagledning som nyligen publicerats (CIS 27) och som beskriver hur man ska ta fram
kemiska bedomningsgrunder, ska man beakta data dir en viss typ av toxiska effekter har studerats
vid exponering pa laboratoriet. Hit hor till exempel dédlighet men édven tillvaxt (vikt, lingd,
biomassa), antal (effekter pa celler respektive populationer), immobilisering, reproduktion,
konskvot, utveckling (till exempel dgg-embryo-olika levnadsstadier), missbildningar, celldelning,
kolupptag och fler typer av effekter som man bedomer ar ekologiskt och medicinskt relevanta.
Den férteckning 6ver vilka egenskaper som utmirker sadana substanser som kan komma ifriga
for att betraktas som fororeningar (inklusive “sirskilt férorenande Amnen”, SFA) innefattar ocksa
sadana som kan ge mutagenicitet och hormonella stérningar (se bilaga VIII till vattendirektivet).

Med detta som utgangspunkt kan man anta att om man observerar den hir typen av effekter i
naturen och med stor sannolikhet kan dra slutsatsen att det ror sig om en respons till f6ljd av
exponering for miljogifter, ocksa borde kunna beakta detta vid en ekologisk statusklassning, 1
samband med en expertbedémning. Detta dr dock ett ’vetenskapligt” stillningstagande och finns
dnnu inte uttalat i form av vigledning eller liknande.

Om effektbaserade metoder ska anvindas inom statusklassning ar det limpligast att utga ifran en
sammanvigd bedomning av resultat fran flera parallella analyser istallet for att utvirdera varje
enskild biomarkoér £6r sig. Detta giller 1 synnerhet f6r de markérer som kanske fraimst indikerar
att vivnader har tagit upp substansen och att avgiftningssystemet inducerats (till exempel
EROD). En sddan paverkan indikerar sikerligen en viss reduktion av ”fitness” men behéver inte
indikera en 6verhingande risk for paverkan pa populationer. Andra biomarkérer kan mera direkt
kopplas till en trolig risk for paverkan pa populationsniva (till exempel imposex hos nitsnickor,
missbildade tanglake- och vitmirleyngel) och bor saledes viga tungt vid sammanvigningen.

Imposex analyser ger direkt matt pa risker relaterade till TBT, vilka annars kan vara svart att
uppskatta i praktiken genom kemiska analyser pa vatten, sediment och/eller biota.
Kvantifieringsgrinsen i vatten ar till exempel inte tillrickligt lag, sedimenthalter kan vara svira att
bedoma helt tillforlitligt och halten 1 natsnidckorna paverkas av deras metabolism. De kan darfor
anvindas for att bekrifta kemisk status med avseende pa TBT. Tyvirr finns dock ingen etablerad
biomarkérmetod utvecklad for att undersoka effekter av TBT i limniska miljGer.

Biomarkorer utgor effekter som observeras pa individer som lever 1 filt och speglar saledes den
sammanlagda effekten och ger ett tidsintegrerat matt pa paverkan. In vitro tester kan istillet pa
sitt och vis jamstillas med kemiska analyser fast med biologiska verktyg (odlade celler).

In vitro fester

For ndgra enstaka in vitro metoder (DR CALUX) finns redan en utbredd acceptans for att man
far lov att anvinda metoden pa screeningniva for att avgora om livsmedelskriterier 6verskrids nar
det giller dioxiner, dibenzofuraner och plana PCBer. En stor férdel med DR CALUX ir att
metoden dr flera ganger billigare 4n att mita dessa substansgrupper kemiskt. Dessutom erhalls
resultaten uttryckta som TCDD ekvivalenter oavsett om man har gjort en kemisk eller biologisk
analys. Metoden bygger p4 att man miter induktion av den sé kallade dioxinreceptorn. Aven ER
CALUX och YES med flera in vitro tester som svarar pa paverkan fran ostrogena substanser har



foreslagits som limpliga metoder for att spara férekomst av vissa likemedelsrester och andra
substanser som har den hir typen av effekter. Detta behover dock utredas ytterligare nagot
eftersom atminstone YES analysen svarar i lika hog grad pa EE-2 som E-2 1 ett sadant test men
EE-2 ger betydligt h6gre induktion 4n E-2 om man miiter t ex vitellogenin induktion pa fisk som
exponerats. Om det saledes édr en typ av substanser som dominerar i det ena provet och en annan
typ 1 det andra kan det vara svirt att jimfora resultaten med varandra liksom att jamfora resultat
mot en kemiskt baserad bedomningsgrund. De kemiska analyserna av dessa amnen dr dock i
dagsliget inte tillrickligt kinsliga for att kunna anvindas for att bedéma riskerna. Det ar ddrfor
tinkbart att ett béttre val 1 dagsldget dndd ar att anvinda sig av in vitro metodiken for
screeningandamal men da utga ifran ett ”virsta scenario”.

For Ovriga in vitro tester dr de 1 dagslaget frimst anvindbara for screeningindamal, t ex fOr att
fanga in ett stort antal substanser och fa en sammanlagd bedémning av alla de substanser som ger
paverkan pa en viss verkningsmekanism. De kan dven vara anvindbara for grova jamforelser
mellan belastning pa olika platser. PAH CALUX resultat ska dock till exempel inte jamféras med
motsvarande bedomningsgrund f6r PAHer, trots att resultaten uttrycks i form av benzo(a)pyren
ckvivalenter. Men en stor respons indikerar att provet innehéller manga dioxinliknande PAHer
och hit hér benzo(a)pyren men dven manga andra strukturer som normalt inte mats kemiskt.

Det finns ocksa manga olika typer av tester som miter genotoxiska effekter, men i dagsliget har
man inom projektet MODELKEY bedémt att de inte riktigt uppfyller kraven for att kunna anses
vara kansliga och "high through put” pa grund av tidsatgang och hégre kostnader. Det dr ocksa
problematiskt att ange en grans for vad som ér en acceptabel niva for den har typen av effekter
(sasom mutationer), men man kan fa en uppfattning om relativa risker vid jimférelse mellan olika
prover.



