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Sammendrag

I overvakingssammenheng er det ngd-
vendig & undersgke de biologiske ef-
fektene forurensing har, ikke bare fore-
komst og nivaer av kjente forurens-
ningsstoffer. Dagens kjemibaserte over-
vakingsprogrammer tilfredsstiller van-
ligvis ikke dette behovet. Biomarkgrer
blir definert som malinger som indike-
rer at en organisme har blitt eksponert
for et fremmedstoff og i hvilken grad
organismen harreagert. Méalingene gjg-
res vanligvis pa det molekylare, cellu-
lzre eller fysiologiske niva. Biomar-
kgr-analyser har de siste irene fatt stor
oppmerksomhet i internasjonale fors-
kningsmiljger som et nytt, kraftig og
informativt verktgy for miljgoverva-
king. Ogsa i norske prosjekter er flere
av de aktuelle biomarkgrene studert og
evaluert for bruk gjennom laboratorie-
og feltforsgk. I denne artikkelen anbe-
fales det 4 ta i bruk et utvalg biomarkg-
rer i norske overvakingsprogrammer.
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Summary

In a monitoring context it is necessary
to study the biological effects of pollut-
ion, not only the occurence and levels
of known pollutants. Present chemistry-
based monitoring programmes do not
fullfill this goal. Biomarkers are defi-
ned as analyses indicating the exposure
of an organism to pollutants and the
extent of response to such exposure.
Analyses are normally performed at the
molecular, cellular, and physiological

‘level. Biomarker assays have recently

attracted great attention by the interna-
tional research community as a new,
powerful and informative tool for envi-
ronmental monitoring. In norwegian
projects several biomarker candidates
have been studied and evaluated for use
through laboratory and field studies. In
this paper it is recommended to imple-
ment a selection of biomarkers also in
norwegian monitoring programmes.
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Biologiske markerer og
miljoovervaking

Forurensing av havomradene er et av
verdenssamfunnets mest alvorlige pro-
blemer (OECD 1991), og mest utsatt er
de kystnere omradene og fjordene. 1
ressurssammenheng er dette samtidig
de mest produktive omradene. Daglig
slippes 50-100 000 forskjellige kjemis-
ke stoffer ut i havmiljget. I Norge er
flere store fjorder bergrt av disse pro-
blemene slik at restriksjoner pa fiske og
konsum er blitt innfgrt. Var innsikt i
miljpgiftenes skjebne, deres spredning
og eventuelle effekter pa organismene i
havet eller indirekte pd mennesket selv,
er imidlertid fortsatt liten.

Miljgovervéking har som maél 4 fa et
totalbilde av et havomrades helsetil-
stand. Dette bildet omfatter bade meng-
der og tilfgrsler av kjemiske stoffer og
de effektene disse har pa det biologiske
liv i omradet. Dagens metoder er imid-
lertid bare i stand til & gjengi bruddstyk-
kerav denne virkeligheten. Mange over-
vakingsprogram (inkl. de norske) byg-
ger i stor grad pa kjemiske analyser
Disse suppleres til en viss grad med
bestands- eller samfunnsanalyser, som
er biologiske parametre med svartlang
responstid.

Kjemiske metoder har rent analytis-
ke begrensninger. Det er ikke mulig &
analysere paalle de tusenvis av stoffene
som tilfgres miljget, bade fordi det er
kostnadskrevende, og fordi vi ikke har
analysemetoder for alle stoffgrupper. I
tillegg gir kjemiske nivaer ingen infor-
masjon om effekter av en belastning,
selv om eksisterende klassifiserings-
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system for miljgkvalitet fra Statens for-
urensningstilsyn gir inntrykk av det
(SFT, 1993).

"Biomarkgr"- (eller "bioindikator"-)
-konseptet har etter hvert fatt stor opp-
merksombhet blant gkotoksikologer som
et nytt og potensielt kraftig og informa-
tivt verktgy for pévisning av ekspone-
ring og effekter av miljgforurensninger
(jfr. et stgrre antall internasjonale sym-
posier med dette tema pa dagsorden (se
ogsdMcCarthy & Shugart, 1990, Hugg-
ett et al., 1992; Peakall, 1992; Fossi &
Leonzio, 1993). Likevel er det en viss
treghet i & fa innfgrt biomarkgr-analy-
ser i offentlige overvékingsprogram.
Dette skyldes serlig atkunnskapsgrunn-
laget nar det gjelder responsens rele-
vans for effekter pa gkosystemet fort-
satt er noe spinkelt. P4 den annen side
har gkosystem-indikatorer i tillegg til
en lang responstid (ar) ved lave eller
kroniske belastninger et motsatt pro-
blem. Jo lengre vekk responsen star i
forhold til eksponeringssituasjonen, jo
vanskeligere er det knytte effekten til
en spesifikk arsak (Peakall, 1994).

"Fore var"-prinsippet
Generelt har biomarkgrer blitt definert
som malinger som indikerer i molekyl-
zre, cellulere eller fysiologiske termer
at en organisme har blitt eksponert for
et fremmedstoff og i hvilken grad orga-
nismen har reagert.

Milet med et miljgovervéakingspro-
gram vil alltid vere & sgke & unngd
uakseptable og irreversible effekter slik
som massedgd, tap av gkologisk eller
kommersielt viktige arter giennom gde-
lagt reproduksjonsevne eller gkt syk-
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Figur 1. Effektei av eksponering pa et biologisk system vil Jorst kunne spores
pd det molekylere og cellulere nivd. Responser pé disse nivdene kan brukes
som biomarkgrer til & forhindre en uheldig utvikling mot irreversible effekter
pa hgyere gkologiske nivder, i trad med "fpre var"-prinsippet.

domsfrekvens, eller kvalitetsforringel-
se av beskattete bestander gjennom for-
hgyete innhold av miljggifter. Ved &
studere biomarkgrer kan vi f4 signaler
om en slik utvikling p4 et tidligere sta-
dium, dvs. pa et "lavere" biologisk niva,
fgr pavirkningen har fatt alvorlige, irre-
versible effekter. Dette er ogsi i pakt
med "fgre var"-prinsippet, vedtatt pa
Bergens-konferansen i 1990 (og senere
pé Rio-konferansen i 1992), og forsgkt
gjennomfgrt gjennom Nordsjgavtalen.
Biomarkgrer er generelt billige og en-
kle analyser som raskt kan gjennomfg-
res pa et stort prgvemateriale, dvs. med
hgy kost-nytte effekt.

Gjennom prosjektet "Evaluering av
markgrer for biologiske effekter av
miljggifterinorske farvann" under Pro-
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gram for marin forurensning (NFR,
1992-1995), har det blitt lagt et grunn-
lag for bruk av biomarkgrer i miljg-
overvakingssammenheng, gjennom &
dokumentere responsen pa miljggift-
belastning hos utvalgte typer fisk i nor-
ske farvann (Beyer, 1996; Beyeretal.,,
1996; Goksgyr, 1995; Goksgyr et al.,
1997). Konklusjonen i dette prosjektet
er at flere biomarkgrer bgr kunne inng
i mer standardiserte overvakingspro-
gram. [ utlandet er biomarkgr-analyser
tattibrukinasjonale programi Sverige,
USA, Canada og Frankrike. Internasjo-
nale organisasjoner som ICES, IOC,
North Sea Task Force og MEDPOL har
arrangert en rekke workshops og mil-
Jjsundersgkelser der biomarkgrer har
inngatt,
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Ekstrapolering og tidlig
varsel
Effekten av en forurensningsbelastning
pa celle, organ eller individ vil kunne
fgres oppover gjennom systemet der-
som forsvars- og reparasjonsmekanis-
mer pa det enkelte niva ikke takler
belastningen (figur 1). Slike forsvars-
og reparasjonssystemer bgr derfor inn-
gé i var overvaking av kyst- og fjord-
gkosystemer. Den eksakte sammenhen-
gen mellom en gitt respons pa det mo-
lekylere eller cellulzre nivaet og ef-
fekter pa hgyere nivaer behgver ikke
alltid vere kjent for at biomarkgren
skal kunne gjgre nytte i et overvakings-
program (jfr. "fgre var"-prinsippet).
Ettersom dette likevel er en av de stgr-
ste innvendingene mot bruk av biomar-
kgrer, er det viktig & fokusere forskning
pa de mekanismene som knytter et
biomarkgr-signal sammen med effek-
ter p& hgyere biologiske nivéer pa kor-
tere eller lengre sikt. Slik kunnskap vil
gjore det mulig & ekstrapolere fra et
biomarkgrsignal til populasjons- og
samfunnseffekter (Goksgyr, 1995).
Det er serlig to responser pé popula-
sjonsniva som har viktige komponenter
pa det cellulere og molekylere niva.
Dette gjelder reproduksjonsevne og
immunforsvar (NRC, 1992). Molekyl-
zre biomarkgrer for begge disse feltene
kan gi gkt innsikt i sammenhengen
mellom miljggifteksponering og effek-
ter p& hgyere biologisk niva. Et annet
viktig felt er sammenhengen mellom
molekylare responser og generell fy-
siologisk velbefinnende (homeostase)
og vekst. I ressurssammenheng er alle
disse faktorene viktige.
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Eksempler pa biomarkgrer for repro-
duksjonseffekter som har fatt anerkjen-
nelse i internasjonal sammenheng, er
nivaene av vitellogenin (plommeprote-
in) og eggeskallprotein i hannfisk eller
juvenil fisk (se nedenfor).

Supplement til miljokje-
miske analyser ("scree-
ning")

Generelt males biomarkgrer i biologis-
ke prgver fra organismer innsamlet pa
lokaliteter med mistanke om forurens-
ning, og responsene blir sammenlignet
med de vi finner hos den samme arten
innsamlet fra referanseomréder uten
kjentkjemikaliebelastning og med sam-
menlignbar genetisk og fysiologisk bak-
grunn. Slike malinger har en rekke for-
deler som gjgr dem til et informativt og
ngdvendig supplement til andre indika-
torer for forurensninger i miljget, som
miljgkjemiske analyser av vann, sedi-
ment og organismer (biota).

Kjemiske analyser av vann, sediment
og organismer er spesifikke, kvantitati-
ve, og svert fglsomme og presise. Den
biologiske betydningen av de niviene
som maéles er imidlertid vanskelig &
avlede. Det er kun for noen fa av de
mange tusen kjemikalier som finnes i
miljget at vi kjenner deres gifteffekt, og
vi har lite kunnskap om samvirkende
effekter av komplekse blandinger av
fremmedstoffer, eller om den rollen
fysiske miljgfaktorer spiller i organis-
mens fglsomhet. I tillegg vil en slik
kjemisk analyse kun representere et
gyeblikksbilde i tid og rom. Langtids-
eksponering for lave eller moderate ni-
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vaer av miljggifter kan ogsa gi effekter
som ikke kommer frem i et kjemisk
analyseprogram. Variasjoner i konsen-
trasjoner over tid pga. ujevne utslipp fra
industrivirksombhet eller meteorologis-
ke forhold kan kun studeres med gjen-
tatte analyser over lengre tidsrom. Det-
te gker omkostningene béde ved prg-
vetaking og allerede dyre kjemiske ana-
lyseoppsett.

Biomarkgrer, derimot, ved at de viser
biologisk effekt, kan gi et bilde pa hvor
mye av en miljggift som er biologisk
tilgjengelig, integrert over tid og rom.
Ogsa effekten av samvirkende blandin-
ger eller langtidsbelastning for lave ni-
vaer fér et integrert signal gjennom
studiet av biomarkgrer. I tillegg vil ef-
fekter av ukjente kjemiske forbindel-
ser, som ikke inngér i det batteriet det
rutinemessig analyseres for, kunne gi
utslag i et biomarkgr-basert analyse-
program. Dette kan brukes som basis
for 4 g i gang med et utvidet kjemisk
analyserepertoar.

Indikatorer for spesifikk
og generell miljobelast-
ning

Noen biomarkgrer er generelle indika-
torer for eksponering eller effekt, mens
andre er mer spesifikke responser pa
enkeltkjemikalier eller klasser av frem-
medstoffer. For eksempel hemmes en-
zymetaminolevulinsyre dehydrase spe-
sifikt av bly, induksjon av cytokrom
P450 systemet (CYPIA) er en respons
spesifikk for klassen organiske miljg-
gifter (aromatiske og klorerte hydro-
karboner; Forlin et al., 1994), og pavis-
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ning av DNA-addukter viser ekspone-
ring for spesifikke kjemikalier. P4 den
annen side er endringer i DNA-integri-
tet eller induksjon av stressproteiner
(varmesjokkproteiner) responser pa en
lang rekke forskjellige typer av kjemis-
ke eller fysiske pavirkninger. Slike ge-
nerelle og spesifikke biomarkgrer kan
tenkes & vaere anvendelige i forskjellige
faser av et overvakingsprogram, av-
hengig av hvilken kunnskap man pa
forhand har om situasjonen i omradet
(Tabell 1 - neste side).

Galle-FAC har vist seg a4 vere en
sveert enkel markgr som ligger i grense-
landet mellom biomarkgrer og mer kje-
miske analyser. Fordi den inkluderer
metabolitter av PAH-forbindelsene har
den likevel vert regnet til biomarkgre-
ne. Analysen baserer seg pa de aroma-
tiske forbindelsenes fluoresens-egen-
skaper, og at disse oppkonsentreres i
galle hos fisk. Pga. hgy metabolisme av
slike stoffer er det vanskelig & spore
disse med kjemiske analyser av fiske-
vev (se ogsd Knutzen, 1996). Analyse-
ne kan gjgres svart enkelt med direkte
fluorimetri, eller mer spesifikt v.h.a.
hgytrykks vaeskekromatografi (HPLC).

CYPIA har vert testet ut i laborato-
rie- sdvel som i feltforsgk. Bade i for-
bindelse med utslipp fra cellulosein-
dustrien i Sverige og i et burforsgk i
Sgrfjorden (Hardanger), viste denne
markgren klare responser pa belastning
(Knutzenetal., 1994; Beyeretal.. 1996).
I USA inngar CYPIA sammen med
flere biomarkgrer i det omfattende Na-
tional Status and Trends-programmet,
som i snart ti ar har dekket hele den
amerikanske kyststripen. Metallotione-

41



Tabell 1: Oversikt over utvalgte biomarkerer
og analyseteknikker

Galle-FAC* | PAH, olje- galle fisk enkel fluoresensana-
hydrokarboner lyse, kan ogsa gjeres
mer spesifikk
med HPLC
CYPIA® PAH, PCB, lever (evt. fisk enkel enzymmaling,
(bl.a. EROD) | dioksiner, olje, | gjelle, nyre el) evt. immunteknikk®
pesticider
Metallotio- | tungmetaller lever, nyre |fisk, inverte- | polarografi el.
nein (Cu, Cd, Zn og brater immunteknikk
Hg)
Vitellogenin/ | @strogene miljg- | blodplasma | fisk (amfibier,| immunteknikk
eggeskall- | gifter ("hormon- reptiler, fugl)
protein hermere”)
DNA-skader | forskjellige blodceller,  |fisk, inverte- | forskjellige
typer av stoffer- |leverceller | brater teknikker
Stress- forskjellige blodceller, | fisk, inverte- | immunteknikk
proteiner typer stoffer og | leverceller brater
belastninger
Imposex tributyltinn hele snegl (neo- | disseksjon under
(TBT) organismen | gastropoder) | mikroskop
Histopatologi | organiske lever fisk histokjemi og
(celleforand- | miljagifter mikroskopi

ringer, kreft) | (seerlig PAH)

a. FAC: fluorescent aromatic compounds, indikerer fluorescens av PAH-forbindelser og
deres metabolitter.

b. CYPIA: cytokrom P450 A, mélt bl.a. som EROD (7-etoksyresorufin O-deetylase
aktivitet).

c. Immunteknikker baserer seg pa bruk av et spesifikt antistoff som reagerer med proteinet
det skal analyseres for. Vanlige teknikker er ELISA, RIA, Westemn blott, immunhistokjemi.
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iner et protein som induseres nérfisken
eksponeres for tungmetallene kobber
(Cu), sink (Zn), kadmium (Cd) ogkvikk-
sglv (Hg).

Vitellogenin er en biomarkgr som har
kommet sterkt i fokus de siste rene i
forbindelse med oppmerksomheten
rundt gstrogenlignende miljggifter, de
sakalte "hormonhermerne" (f.eks. al-
kylfenoler, DDT, lindan, bisfenol A,
ftalater). Tilstedevaerelse av vitelloge-
nin indikerer normalt en hunnfisk som
eriferd med 4 bygge opp eggene (rogn)
far gyting. Det skjer ved et gstrogensig-
nal flere méneder fgr gytingen skal skje.
Hormonlignende stofferkansette i gang
prosessen i umoden fisk og i hannfisk
(se Briten, dette nr ) Nyere forskning
viser at ogsa eggeskallproteiner produ-
seres i fisken av de samme stimuli, og
sannsynligvis med en hgyere fglsom-
het enn vitellogenin i forhold til nivie-
ne av gstrogene stoffer i miljget (Aruk-
we et al., 1997).

Imposex er en reproduksjonsforstyr-
relse som er pavist hos snegler av orden
Neogastropoda (se Gibbs & Bryan,
1994). Hunnsneglene blir her maskuli-
nisertog sterile ved atethannlig kjgnns-
organ vokser ut over dpningene der
eggsekkene vanligvis frisettes. Effek-
ten er spesifikk for tributyltinn (TBT),
som brukes som begroingshindrende
middel pa store béter. I marinaer og
havneomrader i Europa er hele popula-
sjoncr av purpursnegl (Nucella lapil-
lus) pa randen av utryddelse, men ef-
fekter er ogsa pévist hos kongssnegl
(Buccinum undatum) fra skipsleder i
det sgrlige Nordsjgomridet (ten Hal-
lers-Tjabbes et al., 1994). I Norge kan
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det se ut som den tilsvarende tilstanden
intersex hos strandsnegl (Littorinalitto-
rea) er utbredt langs hele kysten av Sgr-
Norge (Braten, dette nr.).

Supplement til toksisi-
tetstester

Toksisitetstester har vist seg nyttige i &
pavise toksiske effekter av enkeltstof-
fer, blandinger, utslipp og sedimenter. I
tillegg til at mange av disse testene har
en rekke begrensninger nér det gjelder
det rent logistiske ved eksponeringssi-
tuasjonen, vil slike korttidstester imid-
lertid ikke fange opp langtids-effekter
og heller ikke subletale effekter siden
maéleparameteren gjerne er dgd eller
overlevelse.

Studier av subletale biologiske effek-
ter pa biomarkgrnivé vil kunne gjgre
slike toksisitetstester langt mer rele-
vante. I forbindelse med kjemikaliete-
sting vil det vaere mulig & undersgke om
et stoff har ugnskede egenskaper pé
CYPIA, pa reproduksjonsmarkgrer el-
ler andre méleparametre. Det er ikke
langt igjen fgr vi har metodene etablert
pé et niva som gjgr internasjonal inter-
kalibrering mulig, selv om det er tvil-
somt om metodene noensinne vil nd det
samme presisjonsnivéet som kjemiske
analyser. Biologiske analyser vil alltid
ha et mer kvalitativt aspekt ved seg.
Spersmalet er om vi ikke skal si oss
tilfreds med det, serlig nér trenden in-
ternasjonalt er & gi etter null-effekt
nivaer (NOEL/NOEC), snarere enn ef-
fekt-medianer (EC50/ LC50).

Remediering
I forbindelse med opprensing og reme-
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diering av tidligere miljgsynder vil det
alltid veere nyttig a fglge ngye med om
tiltakene har den gnskede effekt pa for-
bedring av miljgforholdene. I'slike sam-
menhenger kan biomarkgrer utgjgre en
nyttig del av overvakingsprogrammet,
fordi de forteller om det skjer endringer
i organismenes helse som kan relateres
til et forbedret miljg, evt. om remedier-
ingstiltakene har forverret situasjonen
og om ytterligere tiltak er ngdvendige
(Collier, 1994; Depledge & Fossi,
1994). Slike analyser har blant annet
blitt brukt under opprensing av den
sterkt PCB-forurensete Jarnsjon i Syd-
Sverige (se Gullbring & Hammar,
1993).

Biomarkgrer kan fungere like godt i
ferskvannssystemer som i saltvann.
Biomarkgrbaserte overvakingsprogram
kan ha et spesielt stort potensiale i utvi-
klingsland og @st-Europa, fordide by g-
ger paenkle, rimelige ograske analyser
med et lavt instrumenteringsbehov. I et
prosjekt i Volta-elven i Ghana (Vest-
Afrika) har vi sett klare biomarkgr-
effekter i tilapia som ble holdt i bur
nedenfor utslippene fraen tekstilfabrikk
(Gadagbui, 1996; Gadagbui & Goks-
gyr, 1996). I dette tilfellet var ingen av
de kjemiske analysene (PCB, DDT,
PAH) i stand til & identifisere hvilke
stoffer som var ansvarlige for effektene
(bl.a. sterkt forhgyete nivaer av
CYPIA/EROD-aktivitet).

Kvalitetskontroll i
biomarkgranalyser

Som i alle andre sammenhenger der
analytiske metoder skal inngd i et test-
eller overvakingsprogram, er det ngd-

44

vendig med rutiner for kvalitetssikring
av prgvetaking, analyser og data. Alle
biologiske méleparametre vil haetstgr-
re innslag av naturlig variasjon enn det
man vanligvis finner i kjemiske analy-
ser. Dette ma man forsgke & minimere
ved & gjennomfgre prgvetaking og ana-
lyser i henhold til bestemte retningslin-
jer. Under OSPARCOM arbeides det
for tiden med slike retningslinjer for
flere avde biologiske effektmalene som
er nevnt i denne artikkelen. Dette gér
blant annet ut pa at man inkluderer en
internkontroll i prgvetakingen ved & ha
med referansestasjoner. Organismene
som det blir tatt prgver av bgr vaere sé
homogene som mulig nar det gjelder
genetisk bakgrunn og fysiologisk sta-
tus. Den sikreste maten 4 oppné dette pa
er gjennom utselling av organismer fra
en homogen gruppe i bur i det omradet
man vil undersgke. For sedimentbun-
det forurensing ma burene plasseres pa
bunnen, og organismene ma sikres god
kontakt med sedimentet.

Faktorer som er kjent for & pavirke
biomarkgrnivéer er bl a temperatur og
kjgnnsmodning Det anbefales derfor &
gjgre prgveinnsamling pé tider av aret
der disse parametrene er noenlunde sta-
bile. For de fleste fiskeslag vil dette si
hgst- og vintermanedene. I var- og som-
merhalvaret vil temperatursvingninger
og kjgnnsmodning kunne forstyrre ana-
lysene. Det mange glemmer er at disse
faktorene ogsé vil pavirke kjemiske ni-
véer av miljggifter i organismen, uten
at det foreligger s& veldig mye kunn-
skap om akkurat dette. Ogsé under ana-
lysene ma det inkluderes positive og
negative kontroller.
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De fleste laboratorier som driver med
biomarkgr-analyser har denne typen
kvalitetssikring pa plass allerede. For &
bringe flere laboratorier opp til denne
standarden bgr det arrangeres opple-
ringsprogram og interkalibrering gjen-
nom ringtester. Ogsa dette arbeides det
for tiden med i OSPARCOM-regi.

Konklusjon

Biomarkgrer kan allerede i dag bidra
med verdifull tilleggsinformasjon til
kjemiske analyser i overvakingspro-
gramav miljgforurensingihav og fersk-
vann. Dette gjelder enten formalet med
programmet er ren overvaking, risiko-
vurdering av et utslipp til en resipient,
kontroller palagt av miljgvernmyndig-
hetene, eller i forbindelse med oppren-
sing ogremediering. Biomarkgr-analy-
ser kan ogsd spille en viktig rolle i
toksisitetstesting. Serlig fordi vi hver-
ken har gode kjemiske analyser for 70-
80% av de stoffene som tilfgres miljget
eller kunnskap om deres virkningsma-
ter, vil et batteri av biomarkgrer kunne
vere en uvurderlig del av et fgrstelinje-
system for overvéking basert pa "fore
var"-prinsippet.
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