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Sammendrag

Miljgovervakningens maélsetting er &
se hvordan naturmiljget pavirkes av
antropogent betingede endringer av
miljgforholdene, blant annet det
kjemiske miljg. Tradisjonelt har
kjemiske forurensninger i vann statt
sterkt i fokus, og ulike former for
overvakning er satt i gang i utsatte
lokaliteter. @nsket om 4 komme en
lokal miljgkatastrofe i forkjgpet har
skapt oppmerksomhet omkring sa-
kalte biomarkgrer.

En biomarkgr er en biokjemisk,
celluler eller fysiologisk endring som
inntrer fgr effekter kan sees pa
populasjonsniva, og som kan brukes
til sakalt tidlig varsling ("early
warning") av forurensning.

Blant de hyppigst brukte biomar-
kgrene er cytokrom P450 og me-
tallothionein. Det er behov for bio-
markgrer med stgrre evne til & indi-
kere toksisk pavirkning, og ikke minst
evne til 4 detektere akutt forurensning
pa et tidligst mulig stadium. The
Trondheim Biomonitoring System
(TBS) er utviklet for & imgtekomme
behovet for et mer differensiert og
presist system av biomarkgrer. Det tar
utgangspunkt i en fysiologisk tenke-
maéte, idet vi vet at fysiologiske pro-
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sesser  opprettholder livsviktige
fysiologiske parametre pa et optimalt
nivd. Miljgforurensninger virker
skadelig ved at de forstyrrer disse
prosessene og truer med & forskyve de
regulerte parametrene utover det orga-
nismene kan tle. Det opereres her
med tre kategorier av biomarkgrer:
Sensitive eksponeringsmarkgrer,
toksisitetsmarkgrer som indikerer om
skade er i ferd med & utvikles, samt
fingerprintmarkgrer for identifikasjon
av ukjente forurensninger.

Innledning

Menneskelig aktivitet pavirker natur-
miljget pa forskjellige mater, og de
fleste av effektene oppfattes som
negative for naturmiljget. Omfanget
av disse pévirkningene har gkt med
verdens befolkningsvekst, og det er i
dag betydelig bekymring for de
negative effektene. Det er sarlig
virkningene av kjemiske forurens-
ninger og klimaendringer som har
statt i fokus.

Dette har reist behovet for a fglge
utviklingen i naturen gjennom ulike
former for miljgovervakning. Over-
vékningen har i stor utstrekning vert
rettet mot populasjonsstgrrelser, men
gnsket om tidlig varsling av miljg-
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forstyrrelser har fert til at man ogsé
har benyttet seg av subletale forand-
ringer av biokjemiske og fysiologiske
prosesser, det vil si sakalte biomar-
kgrer.

Hva er miljoovervakning?
Bekymringen for skadelige effekter
av miljgforandringer dreier seg fgrst
og fremst om effekter pa populasjoner
av organismer i naturen, og popu-
lasjonsstgrrelse er ngdvendigvis et
meget relevant overvakningstema. En
rekke metoder har blitt utviklet for &
oppnéd mest mulig presise popula-
sjonsestimater.

Det knytter seg imidlertid flere be-
grensninger til populasjons-basert
miljgvervdkning. Ett problem er
tolkningen av endringer i popula-
sjoner. Ofte blir en nedgang i en popu-
lasjon oppfattet som et faresignal,
mens en stigende populasjon blir
tolket som et sunnhetstegn. Men
populasjonsstgrrelse pévirkes av en
rekke forhold, og naturlige popula-
sjoner har alltid vist svingninger uten
at disse ngdvendigvis kan tilskrives
menneskelige aktiviteter.

Selv der det er kjent at en popula-
sjonsnedgang er fordrsaket av men-
neskelig aktivitet, vil denne formen
for miljpovervakning vare retrospek-
tiv og i mange situasjoner vil den arte
seg som en kvantitativ registrering av
en miljgskade som allerede har funnet
sted. @nsket om & komme en antro-
pogent indusert miljgskade i forkjgpet
har reist behovet for en miljg-
vervakning som gjgr det mulig &
detektere en skadelig utvikling pé et
tidlig stadium, fgr en forstyrrelse kan
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sees pa populasjonsnivd eller gko-
logisk nivd. Tidlig varsling ("early
warning") er blitt et viktig tema for
miljgovervdkningen. Det er heller
ikke mulig & si ut fra en populasjons-
endring og kjemikalieinnholdet i vev,
mat eller medium hva en slik endring
kan skyldes. Det vil som regel vare
tilstede en lang rekke sdkalte miljg-
gifter i hgyere eller lavere konsen-
trasjoner, men det er ikke ngdvendig-
vis de stoffene som foreligger i hgyest
konsentrasjon som forarsaker skaden.
Dette innebarer ogsa at overvakning
basert p& kjemiske analyser av mediet
alene blir inkonklusive med hensyn p
biologiske effekter. En overvikning
basert pé kjemiske analyser av en lang
rekke mulige forurensningsformer vil
dessuten gjerne kreve et betydelig
teknisk apparat og bli meget kostbare.

For 4 f4 et enklere og mer biologisk
relevant overvékningssystem har man
forsgkt & dra fordel av det faktum at
en enkelt biokjemisk eller fysio-
logiske prosess i en organisme kan
reagere p& nerver av en rekke ulike
substanser, selv nér disse stoffene
forekommer i lave konsentrasjoner.
Ved & fglge en eller noen fa slike
funksjonsrelaterte endringer, kan man
fange opp narver av et bredt spekter
av potensielt miljpfarlige stoffer.

Ved bruk av slike funksjonsrelaterte
endringer kan nervaeret av miljg-
fremmede stoffer dessuten detekteres
fgr det oppstér konsekvenser pa gko-
logisk nivd. De indre funksjons-
relaterte biologiske parametre man
maler i denne formen for miljg-
overvidkning har fétt betegnelsen
biomarkgrer.
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Hva er en biomarkor?
En biomarkgr er et cellulert, bio-
kjemisk eller fysiologisk parameter,
som endrer seg som fglge av ekspo-
nering for et potensielt giftig kjemi-
kalium (Depledge et al. 1993). Bak-
grunnen for bruk av biomarkgrer er at
man ¢nsker & detektere forurens-
ningsbetingede miljgforstyrrelser pa
et tidligst mulig stadium, fgr skade har
oppstétt pa populasjonsniva.
Miljgovervakning basert pa bio-
markgrer har det vart satset pa
kanskje serlig nir det gjelder akva-
tiske miljger.

De etablerte biomarkerer
En rekke ulike biomarkgrer har veert
introdusert. Disse omfatter skall-
lukkingsmgnster og veksthastighet
hos muslinger, aktivering av ulike
typer avgiftingsenzymer og metall-
bindende protein hos en rekke ulike
akvatiske organismetyper.
Biomarkgrer ma imidlertid benyttes
med forsiktighet og innsikt. Blant de
mest brukte biomarkgrer er Cytokrom
P.so og metallothioneiner. Begge disse
typene biomarkgrer er fra tid til annen
benyttet pa en lite adekvat mate, idet
utslag av disse parametrene blir tolket
som skadelig effekt. Dette er en feil-
aktig tolkning, da bade Psso og me-
tallothioneiner er involvert i av-
giftning av potensielt toksiske stoffer.
Cytokrom Puso aktiveres nar orga-
nismen utsettes for potensielt giftige
organiske stoffer, og enzymet over-
forer giftige fettlgselige organiske
stoffer til en ugiftig, ofte vannlgselig
form, som kan skilles ut gjennom
nyrene eller andre ekskresjonsorganer
for stoffer opplgst i vann. Metallo-
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thoinein binder potensielt toksiske
spormetaller, slik at man far en reduk-
sjon i mengden fritt spormetall, som
kan binde seg til funksjonelt protein
som for eksempel enzymer. Metallo-
thoinein kan produseres 1 store
mengder nar organismen eksponeres
for spormetaller, og bindingen gjgr at
metallene kan akkumuleres til svart
hgye nivéer i organismene. Men i de
fleste tilfelle er hverken aktivering av
Psso eller produksjon av metallo-
thionein i seg selv skadelig for en
organisme, og disse endringene ma
snarere oppfattes som et uttrykk for at
organismen har et apparat til 4 hdnd-
tere det potensielt toksiske stress, og
at de dermed skulle vare ganske tole-
rante for slikt stress.

Et annet forhold er at disse syste-
mene ikke er utviklet som respons pa
antropogen  forurensning. Béade
potensielt giftige spormetaller og
organiske forbindelser har forekom-
met naturlig siden livet oppsto, og
organismene ma antas a ha hatt
beskyttelsesmekanismer like lenge.
Naturlig eksponering for potensielt
toksiske metaller og et enormt antall
organiske forbindelser (Gribble 1994)
forekommer ogsa i dag, og aktivering
av avgiftningssystemene kan skyldes
stoffer som er produsert i naturen. Det
er pd denne bakgrunn ogsa viktig &
avgjgre om en eventuell aktivering av
disse mekanismene har naturlige eller
antropogene arsaker.

Behov for et differensiert

system
Néar en organisme far aktivert av-
giftningssystemer som Pio og

metallothioneiner innebarer det at
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organismen er eksponert for potensielt
giftige stoffer, men det innebarer ikke
at organismene pid noen madte er
skadet. Dette reiser behovet for a ut-
vikle et mer nyansert system med bio-
markgrer. Dagens innsikt i biokjemi
og fysiologi hos organismer i naturen
gjor det mulig & utvikle et system med
flere biomarkgrer som gir diffe-
rensiert informasjon.

Minst tre kategorier av biomarkgrer

er aktuelle:

1. Markgrer for eksponering for
potensielt  toksiske  stoffer
("Eksponeringsmarkgr”  eller
” Alarm-markgr”).

2. Markgrer for toksisk stress, det
vil si markgrer som indikerer at
en organisme er i ferd med 4 fa
alvorlige funksjonsforstyrrelser
(’Toksisitetsmarkgr™).

3. Sett av biomarkgrer, som samlet
pavirkes pa en méte som er spe-
sifikk for vedkommende bio-
aktive forurensningstoff, og som
kan brukes til 4 identifisere stof-
fet ("Fingerprint-markgrer”).

Etter dette systemet er biomarkgrer
som Cytokrom Pus og metallothionein
godt egnet til a fungere som ekspo-
neringsmarkgrer.

The Trondheim
Biomonitoring System

The Trondheim Biomonitoring
System (TBS) er utviklet for & dra
nytte av det faktum at det skjer en
rekke subletale forandringer i en
forurensningseksponert organisme fgr
effekter viser seg p& populasjonsniva.
Ved & se endringene i et fysiologiske
perspektiv er det mulig & oppnd et
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system av biomarkgrer med et diffe-
rensiert budskap, tuftet pd en for-
stdelse av hvordan ulike maélbare
fysiologiske og biokjemiske para-
metre fungerer sammen som et funk-
sjonelt hele. Dette gjor det i prinsippet
mulig & etablere biomarkgrer som
skiller mellom eksponering og toksisk
effekt, og som ogsé kan gi en kjemi-
kaliespesifikk respons.

Den fysiologiske tenkemadten inne-
berer at man betrakter organismens
funksjonelle maskineri som et sam-
spill mellom regulerte fysiologiske
parametre og homeostatiske regule-
ringsmekanismer, som opprettholder
de regulerte parametre pa et optimalt
niva. Hvis en toksisk substans pa en
eller annen méate far det regulerte
parameter til & bevege seg bort fra det
optimale omréde, vil en eller flere
homeostatiske mekanismer aktiveres.

Dersom det toksiske stress ikke er
sterkere enn at de regulerende meka-
nismene kan kompensere, vil det
regulerte parameter forbli innenfor det
optimale omrédet, og endringen i
aktiviteten av de regulerende meka-
nismene vil veere den eneste respons
som kan observeres.

Dersom det toksiske stress over-
stiger de regulerende mekanismers
kapasitet til & kompensere, vil det
regulerte parameter etterhvert for-
skyves ut over det optimale omradet,
og funksjonelle forstyrrelser vil
inntre. Endringen i det regulerte para-
meter er en indikasjon pé dette.

Ulike toksiske stoffer griper inn i
de funksjonelle forholdene gjennom
sine kjemiske og fysikalske egen-
skaper, og ulike stoffer vil i det minste
i mange tilfelle gripe inn pé forskjel-
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lige mater. Dette inneberer at for-
skjellige kjemiske stoffer vil ha
forskjellige effektspektre, det vil si at
det samlede sett av parametre vil
endres pa en mate som er spesifikk for
de ulike toksiske stoffer. Dette kan
danne grunnlag for etablering av et
effekt-kartotek som kan brukes til 4
identifisere det bioaktive stoff i
situasjoner der dette ikke er kjent eller
er omstridt.

TBS er beskrevet i detalj av Aunaas
og Zachariassen (1994). Trinnene i
overvakningsmetoden i TBS er frem-
stilt i diagrammet i figur 1.

TBS er basert pa aktiv biomonitore-
ring, det vil si at man fglger respons-
ene til en organisme som er kunstig
utplassert i miljget som skal overvéa-
kes. Organismene holdes i et kammer
der vannet som skal overvikes strgm-
mer gjennom og der man lett kan ta
prover av vev eller fglge organismens
biologiske funksjoner pa annen mate,
for eksempel on line pa en oppkoblet
computer. I testene som er utfgrt hittil
er blaskjell (Mytilus edulis) brukt som
overvakningsorganisme, men en
hvilken som helst organisme av
passelig stgrrelse kan benyttes.

Figur 1. Faser i The Trondheim Biomonitoring System
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Biomarkorer i TBS
Biomarkgrene som benyttes i TBS er
sammenstilt i Figur 1. De er beskrevet
i detalj av Aunaas og Zachariassen
(1994) og av Berset et al. (1995).

Eksponeringsmarkgr (Fase 1)

Den perfekte eksponeringsmarkgr bgr
reagere pa nzrver av lave konsentra-
sjoner av et bredt spektrum av miljg-
forurensninger. Poenget med denne
type markgr er fglsomhet, og utslag
vil ikke vere uttrykk for at orga-
nismen er i ferd med & bli skadet.

En lang rekke organiske substanser
og spormetaller er toksiske fordi de
hemmer metabolismen og/eller ione-
pumper. lonepumpene forbruker en
betydelig andel av det ATP cellene
produserer. En hemming av en eller
flere av disse prosessene vil derfor
fare til et redusert oksygenopptak, og
av denne grunn er oksygenopptaket
benyttet som eksponeringsmarkgr i
TBS.

Oksygenopptaket kan ogsé endres
som fglge av en rekke trivielle pavirk-
ninger, kanskje sarlig ved skall-
lukking som fglge av en salinitets-
endring. Betydningen av et utslag i
oksygenopptaket ma derfor verifiseres
gjennom maling av saliniteten.

Toksisitetsmarkgr (Fase 2)

Dersom utslaget i eksponeringsmar-
kgren blir verifisert, er det aktuelt &
evaluere pavirkningens toksisitet ved
4 ta en vevsprgve som kan analyseres
for innholdet av aktivt regulerte ioner.
En hemming av metabolismen eller
ionepumpene vil fgre til en reduksjon
i livsviktige gradienter av metallioner
over cellemembranene. Dette gjelder
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serlig for gradientene av natrium og
kalsium. Natriumgradienten er viktig
fordi den er energikilde for en lang
rekke cellulzre transportmekanismer,
mens kalsium i cellene ma holdes pd
et lavt niva for & unngé at cellene dgr
av kalsiumforgiftning. Natriumgradi-
enten og cellenes innhold av kalsium
er av denne grunn brukt som markgrer
for toksisk stress.

Fingerprintmarkgrer (Fase 3)
Avhengig av hvorvidt et toksisk stoff
hemmer ionepumper eller energimeta-
bolismen vil det oppsté ulike effekter
pa andre parametre som for eksempel
cellulere nivder av energirikt ATP.
Hemming av en ionepumpe vil fore til
at reduksjonen i ionegradienten skjer
samtidig med at nivaet av ATP er
hgyt. En hemming av energimetabo-
lismen vil gi reduserte ionegradienter
gjennom en reduksjon i mengden av
ATP, som fglgelig vil vere lav. Det
kan samtidig forekomme effekter pa
cellenes natrium-avhengige opptaks-
mekanismer for frie aminosyrer. Det
finnes i alt mer enn 20 forskjellige
aminosyrer og aminosyrelignende
forbindelser som opptas gjennom
flere forskjellige opptaksmekanismer.
I tillegg til proteinsyntese er amino-
syrene involvert i en rekke forskjel-
lige cellulere prosesser som celluler
volumregulering og aerob og anaerob
metabolisme. Dette gir store mulig-
heter for spesifikke reaksjoner pé
toksisk belastning, og aminosyrene
fremstar som et lovende element i et
sett av fingerprintmarkgrer.

Ikke alle toksiske stoffer er meta-
bolske gifter eller hemmere av ione-
pumper. Andre toksiske stoffer virker
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gjennom andre mekanismer, og det
ma da velges andre typer markgrer.
De tre faser som er etablert i TMS kan
vare aktuelle for et hvilken som helst
potensielt toksisk stoff.

Overvakningsinstrument
Instrumentet er konstruert som en
bgye, som kan utplasseres i vannet
som skal overvéakes. Instrumentet er
beskrevet i detalj av Nordtug og Olsen
(1993). Organismene holdes i ekspo-
neringskamre med gjennomstrgm-
mende vann, der vannet fra kamrene i
tur og orden pumpes gjennom et
sentralt plassert kammer med en
oksygenelektrode. Oksygenelektro-
den er via kabler koblet opp til en
computer, der signalet fra elektroden
registreres kontinuerlig. Computeren
bgr fortrinnsvis std pa land i rimelig
nzrhet til bgyen.

Organismenes oksygenforbruk be-
stemmes ved at oksygentensjonen i
vannet fra kamre med dyr blir sam-
menholdt med tensjonen i vann fra
tomme kamre, og differansen benyttes
som et mal pad hva organismene har
forbrukt.

Instrumentet gir mulighet for at
organismene kan tas ut av kammeret
slik at en vevsprgve eller blodprgve
kan tas.

Instrumentet er bygget i flere ver-
sjoner, og en versjon er en bgye som
skulle vare egnet for industriell
produksjon.
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