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Kemiska féroreningar i miljon ér ett alltmer uppmérksammat problem. Fére-
komsten i sjoar och vattendrag overvakas idag frémst med kemiska analyser
av utvalda dmnen, vilket tyvarr bara ger en mycket liten bild av den totala
méngden skadliga émnen. Effektbaserade analyser, som utférs i odlade celler,
ér ett nytt och kraftfulit saitt att detektera farliga kemikalier i vatten. Metoderna
mater totala effekter av oonskade kemikalier i vatten — séval kénda som okén-
da dmnen och cocktaileffekter. Nyligen kom forslag pd nya vattendirektiv fréin
EU, med krav pé effektbaserade metoder fér analys av 6strogena @mnen och
for 6vervakning av blandningseffekter av kemiska émnen i ytvatten. | detta
White Paper beskrivs effektbaserade cell-tester och hur de kan anvdndas som
komplement till kemiska analysmetoder i ytvatten foér att detektera organiska
féroreningar i vatten.



BIOCELL ANALYTICA WHITE PAPER MARS 2023

Kemiska fororeningar i sjoar och vattendrag -
hur sker 6vervakningen idag?

Organiska féroreningar i miljén ér ett dkande
problem med negativa konsekvenser fér akvatiska
organismer och fér ménniskors hélsa, dé ytvatten
anvands som kdlla fér dricksvatten.

Kallor till féroreningar kan vara utslépp fréin
avloppsverk och industrier, urlakning frén deponier,
fororenad mark och deposition fréin luften. Miljo-
och halsofarliga kemiska @&mnen i vatten kan vara
syntetiska, till exempel Ikemedel, industri- och hus-
hallskemikalier, bek&dmpningsmedel, eller naturliga
dmnen, till exempel hormoner och algtoxiner.

For att underséka hur mycket organiska fér-
oreningar som finns i vattnet anvénds idag ke-
misk analys av vissa utvalda @dmnen, vanligen
de dmnen som har miljékvalitetsnormer eller
beddmningsgrunder enligt Havs- och vatten-
myndighetens féreskrifter om klassificering och
miljokvalitetsnormer avseende ytvatten (HVMFS
2019:25). Grénsvérden for kemisk ytvattenstatus
finns idag fér 45 dmnen eller dmnesgrupper som
har miljékvalitetsnormer enligt det sé kallade prio-
amnesdirektivet (EU 2013/39). Ytterligare 32 sdrskilt
férorenande émnen eller &mnesgrupper har fast-
stallda bedémningsgrunder, varav 25 &r organiska
admnen eller dmnesgrupper.

Figur I: Effektbaserade metoder méter
hela isberget av skadliga effekter och
inte bara isbergets topp. Upp till 99%
av de skadliga effekterna av kemiska
féroreningar i vattenprover har visat
sig komma frén okéinda dGmnen eller
cocktaileffekter, vilka riskerar att
missas helt om man férlitar sig
enbart pd kemisk analys.

Kemisk analys visar koncentrationen av de
detekterbara analyserade dmnena. De stora
begrénsningarna med kemisk analys av vatten-
prover ar att man pd férhand mdaste bestdmma
vilka @dmnen man vill analysera och att det inte ger
information om skadliga effekter.

For att f& en helhetsbild av de miljéfarliga kemi-
kalierna i ytvatten behovs effektbaserade metoder
som komplement till de kemiska analyserna. Man
kan géra liknelsen att riktad kemisk analys méter
toppen av ett isberg, medan effektbaserade
metoder mater hela isberget av effekter frén alla
kemiska féroreningar i blandningen, inklusive
cocktaileffekter (Figur 1). Ett stort antal studier har
némligen visat att de véalkénda och oftast ana-
lyserade kemiska féroreningarna bara star for
en brékdel av de skadliga effekter somn man kan
uppmata i vattenprover (Escher et al., 2013; Tang
et al,, 2014; Neale et al., 2017a; Neale et al., 2017b;
Tousova et al., 2017). Upp till 99% av toxiska effekter
orsakas av okdnda kemiska émnen eller cocktail-
effekter. Undantaget @r 6strogena effekter, dér en
stor del kan férklaras av naturliga éstrogena dm-
nen. Ett problem &r dock att detektionsgrdnserna
vid kemisk analys av naturliga éstrogener inte ér
tillréickligt I&iga for att mata halter som har tydliga
ostrogena effekter.

Kemisk
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Hur kan miljéévervakningen av ytvatten
forbattras?

For att finga upp de skadliga effekterna av den
totala blandningen av miljégifter kréivs effekt-
baserade metoder. Effekterna kan mdétas i hela
organismer eller pé& vévnader frén organismer ute
i miljon eller i laboratoriemiljo (Carvalho et al., 2019;
Schuijt et al., 2021). Detta gérs i miljpévervakning pé
ndgra enskilda arter, t ex néigon fiskart, kréiftdjur eller
musslor och ger viktig information om tillstdndet i
de studerade arterna (Figur 20). Nackdelen ér att
metoderna &r resurskrévande djurstudier och ger
begrénsad information om effekter i andra arter
dn de studerade. Ett alltmer anvént, mer etiskt,
allméngiltigt och kostnadseffektivt alternativ ér att
madta de toxiska egenskaperna i vattnet, som alla
de vattenlevande organismerna lever i, istéllet for
i enskilda organismer. Detta kan géras genom att
exponera odlade djurceller fér vattenprover och
mdta dverlevnaden av celler och relevanta toxiska
effekter, som d&r konserverade mellan olika arter, till

exempel hormonstérande och DNA-skadande
effekter, och som orsakas av den totala bland-
ningen av kemiska édmnen i vattenprovet.

Cellbaserade metoder, ibland omndmnda som
in vitro-metoder eller bioanalytiska metoder, har
visats vara ett kraftfullt och resurseffektivt kom-
plement till den kemiska och ekotoxikologiska
évervakningen som gérs idag (Figur 2B). Finlayson
et al. (2022a; 2022b) har utvarderat den ekologiska
relevansen av effektbaserade in vitro-tester. De
noterade en hog korrelation mellan in vitro- och in
vivo-data fér mortalitet och reproduktion, inklusive
effekter p& kdnshormonreceptorer, medan effek-
ter pd tillvéixt och utveckling inte kan matas lika vl
iin vitro-tester (Finlayson et al. 2022a). Samma fér-
fattare har ocksd publicerat en 6versiktsartikel om
in vitro-metoder fér métning av andra hormon-
stérande effekter éin de 6strogena och androgena,
péverkan pd metabolism, cancer, oxidativ stress,
inflammation, immunotoxicitet och neurotoxicitet
(Finlayson et al. 2022b).
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Figur 2. Teststrategier fér miljéévervakning. A visar kemisk analys av utvalda émnen och bedédmning av effekter med hjdélp av modeller.
B visar effektbaserade metoder in vitro, ddr interaktion mellan kemiska émnen och makromolekyler initierar toxiska effekter i celler,
effekter som i slutéindan kan leda till toxiska effekter i hela organismer, enligt principen fér Adverse Outcome Pathway (AOP). C visar
ekotoxikologisk testning in vivo, som i regel goérs i en art. *Indikerar var skadan mats. Heldragen linje indikerar uppmdatt effekt och

streckad linje uppskattad/férvéntad effekt.



Effektbaserad testning av toxiciteti celler
Denna nya strategi att anvéinda odlade celler
fér att studera toxiska egenskaper hos kemikalier
har utvecklats starkt under senare ér, dels for att
minska anvéndningen av djurférsék i toxikologisk
testning, och dels for att f& kunskap om toxiska
mekanismer. Cellbaserade tester har sedan I&ng
tid anvdnts i toxicitetstestning fér att méta muta-
genicitet (Ames test i bakterier) och genotoxicitet
(i celler fréin daggdiur eller fisk) och har forst pé se-
nare tid utvecklats fér att mata ett brett spektrum
av andra odnskade biologiska effekter av kemiska
dmnen. Metoderna féngar upp basala och mer
specifika toxiska effekter p& molekylér och cellular
nivé - effekter som ingdr i den kedja av processer,
som i sluténdan leder till o6nskade effekter i hela
organismen eller i hela populationer (Figur 2B).
Denna kedja av kritiska steg pé olika biologiska
niv&er, kallad Adverse Outcome Pathway (AOP),
togs forst fram av den amerikanska miljomyndig-
heten EPA (Environmental Protection Agency)
som en strategi att anvéndas vid faroanalys
och riskbedémning inom ekotoxikologi (EPA fact
sheets). Strategin anvénds nu allmént for faro-
analys av kemiska émnen. Metodiken har fétt en allt
stérre anvéndning vid testning av blandningar av
kemiska @dmnen, till exempel i vattenprover (Escher
et al., 2014; Neale et al. 2019; Escher et al., 2021). Ett
koncentrerat vattenprov tillsétts det medium som
cellerna véxer i och specifika biologiska effekter

i cellerna registreras liksom effekter pd celléver-
levnad. Fér komplexa blandningar ddr flertalet
ingdende dmnen &r okdnda, dr de effektbaserade
metoderna ett kostnadseffektivt och relevant satt
att bedéma den potentiellt skadliga miljéeffekten.
Effektbaserade metoder ar vél etablerade
i internationella studier for kartléiggning och
beddmning av vattenkvalitet i ytvatten, aviopps-
vatten och dricksvatten. Flest studier har gjorts
pd& avloppsvatten, dér kemiska féroreningar
finns i hégst halter, toxiska effekter ér frekvent
férekommande och det dr viktigt att utvardera
reningseffektiviteten. Vi har tidigare beskrivit hur
dessa metoder anvénds fér att analysera kemiska
fororeningar i avioppsvatten (White Paper BioCell
Analytica, oktober 2021) och i dricksvatten (White
Paper BioCell Analytica, mars 2022).

EU foreslar krav pa effektbaserad

metodik i vattendirektivet

Inférande av effektbaserade metoder i miljoéver-
vakning av kemiska féroreningar har efterfréigats
sedan lénge for att f& en mer heltéckande bild av
skadliga effekter av @&mnen i ett vattenprov (Brack
etal, 2019). Infér revideringen av EU:s ramdirektiv
for vatten tillsattes en arbetsgrupp for att utreda
majlig implementering av effektbaserade meto-
der for kartléiggning och beddémning av risker fréin
kemikalier i miljon (CIS, 2021). Rapporten ger klara
rekommendationer fér anvéndning av effekt-
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baserade metoder, dels for bedémning av kemisk
och ekologisk status och dels som underlag fér att
prioritera vilka sjéar och vattendrag som behéver
ytterligare kartléggning.

EU-kommissionen presenterade i oktober 2022 ett
férslag till direktiv om éndring av ramdirektivet

fér vatten, prioémnesdirektivet och grundvatten-
direktivet (COMQ, 2022). 1 forslaget ingér obligatorisk
dvervakning av éstrogena effekter i ytvatten med
effektbaserade metoder, liksom framtagande av
riktlinjer for effektbaserad metodik vid évervakning
av blandningar av féroreningar. Man féresldr ocksé
att listan éver prioriterade &édmnen utékas och att
flera gransvdarden revideras. Miljddepartementet
kommenterar férslaget till det nya ramdirektivet i
Faktapromemoria 2022/23:FPM19 och séger bland
annat: "Regeringen dr positiv till effektbaserade
metoder eftersom de férbdattrar férutséttningarna
for att mata effekter pé& miljon eller ménniskors
hdlsa och identifiera ldmpliga atgérder”.

Effektbaserade celltester for vervakning av
vattenkvalitet — hur gar det till?
Under senare &r har det utvecklats en ny strategi
fér att mata halso- och miljéfarliga egenskaper hos
kemikalier och miljéprover. Med de nhya metoderna
mater man kemikaliernas stérande effekter pd bio-
logiska processer i odlade celler istéllet for att méta
deras toxiska effekter i djurforsok. Testerna utgdr
frdn OECD-guidelines.

Vid effektbaserad analys koncentreras forst
vattenprovet med fastfasextraktion, i likhet med

hur prover ofta koncentreras infér kemisk analys
av organiska féroreningar (Figur 3). Effekterna av
halso- och miljéfarliga kemikalier i vattenproverna
mats med hjdlp av laboratorieodlade déggdjurs-
eller fiskceller, antingen i omodifierade celler (cell-
viabilitet och genotoxicitet) ellericeller som mo-
difierats fér att kunna upptécka specifika toxiska
effekter, exempelvis hormonstérande. N&r cellerna
exponeras for ett prov, som innehdéller kemiska
admnen som orsakar de specifika effekter som
studeras sé utsondrar cellerna ett signalprotein
som ar enkelt métbart. Genom att exponera cell-
erna fér ett vattenprov och sedan méta méngden
utséndrat signalprotein f&r man snabbt ett svar
p& om, ochivilken grad, provet ar férorenat med
kemikalier som ger skadliga effekter. Genotoxisk
aktivitet (DNA-skada) kan métas i celler genom att
detektera bildade mikrokdrnor. Effekter pé cellvia-
bilitet studeras som ett allmdant métt pd toxicitet
och for att sdéikerstdlla att testerna pé specifika
effekter gors vid icke cytotoxiska koncentrationer
av provet. Vid testerna anvénds referenssubstan-
ser for att uttrycka de uppméaétta effekterna som
biologiska ekvivalenter av referenssubstansen,
vilket méjliggoér en direkt jamférelse med andra
prov (Figur 3). Resultatet visar den totala skadliga
effekten av alla ingdende émnen, inklusive okénda
kemiska @&mnen och cocktaileffekter. Detta ér
viktigt, eftersom det har visats att sé mycket som
99% av vissa toxiska effekter kommer fréin okéinda
amnen eller fréin blandningar, som inte identifie-
rats i de kemiska analyserna.




ODLADE CELLER FOR ATT UPPTACKA MILJO- OCH HALSOFARLIGA
FORORENINGAR

Vanligen anvénds reportergen-tester. Cellerna ér genetiskt modi-
fierade med en reportergen (till exempel luciferas), som regleras av
ett DNA-fragment, kénsligt fér just den biologiska aktivitet man vill
mata, till exempel aktivering av hormonreceptorer (6strogena och
androgena). Nér cellerna exponeras fér ett prov med kemiska édmnen
som aktiverar receptorerna, sd aktiveras reportergenen och cellerna
utsoéndrar ett signalprotein (till exempel luciferin). Ju hégre koncen-
tration och toxisk potens av @dmnen som aktiverar receptorerna som
ett prov innehdller, desto hoégre blir signalen. Vid testerna anvéinds en
spadningsserie av referenssubstanser (specifika for varje test) for att
jémféra de uppmatta effekterna i provet med effekterna av ett ként
admne som har denna effekt. Med hjalp av resultaten kan aktiviteten i
provet dé& uttryckas som en biologisk ekvivalent koncentration (BEQ)
av referenssubstansen (ISO 23196, 2022). Om ett vattenprov har ett
BEQ-varde om 10 pg/L betyder det alltsé att den biologiska aktiviteten
i provet motsvarar den aktivitet som 10 pg/L av referenssubstansen
skulle orsaka. BEQ-vérdet berdknas fér att kunna jamfdra aktiviteten
mellan prover och mellan studier. (Figur 3)

DNA-skadande effekter kan métas i celler genom att detektera
bildade mikrokérnor. Med hjdlp av fldédescytometri kan ett stort antal
mikrokérnor réiknas, vilket ger en hég kdnslighet.

Cellernas 6verlevnad kan studeras som ett allmént matt pd toxicitet,
orsakad av till exempel skador pé cellmembran och andra cell-
strukturer. Ett test féor mdtning av akut toxicitet i fiskceller har nyligen
utarbetats och finns som en OECD guideline (OECD Test guideline No.
249 Fish cell line acute toxicity: The RTgill-W1 cell line assay, 2021) och
en ISO-standard (ISO 21115, 2019). Jamférande in vivo-studier har visat
att celltestet val kan férutséiga akut toxicitet i fisk.

Den stora férdelen med dessa metoder dr att de mater effekter av
alla hélso- och miljéfarliga kemikalier i ett prov som har den stude-
rade effekten, istallet fér att mdata halten av ett fatal kemikalier. Detta
ar viktigt eftersom upp till 99% av de toxiska effekterna av kemikalier i
vattenprov orsakas av okéinda kemikalier eller cocktaileffekter.
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VILKA TYPER AV EFFEKTER KAN MATAS OCH VILKA AMNEN KAN
ORSAKA OLIKA EFFEKTER?

Akut toxicitet i fiskceller: | OECD-testet och ISO-standarden fér akut
toxicitet anvénds gdiceller frén regnbdéige. Tre olika parametrar mats:
metabolisk aktivitet, cellmembranintegritet, och integritet av lyso-
sommembran. Effekten i celltestet har visat god éverensstdmmelse
med letala effektkoncentrationer i fisk, med undantag fér neuro-
toxiska &mnen som verkar via specifika jonkanaler eller receptorer

i hjérnan. Positiv kontroll i testet ér 3,4-dikloroanilin.

Effekter pd k6nshormon-receptorer. Amnen kan aktivera eller block-
era 6strogen- och androgenreceptorn. Ostrogener och androgener
paverkar reproduktion och kénsutveckling. Okad feminisering och
intersex har setts i fisk efter exponering for 6strogener. Exempel pd
kemiska féroreningar i vatten som pdverkar kbnshormonreceptorer
ar naturliga kdnshormoner, p-piller, Iiikemedel som anvénds vid
brost- och prostatacancer, liksom véxtbaserade isoflavoner (sél
kallade fytodstrogener) och vissa plastkemikalier.

AhR-aktivitet (arylhydrokarbon-receptorn). Vid aktivering av
Ah-receptorn induceras metaboliserande CYP-enzym, vilket kan
leda till aktivering av vissa édmnen till mer toxiska metaboliter eller

till mer vattenlésliga metaboliter som utséndras. Ah-receptorn har
mdnga andra fysiologiska funktioner, sésom vid utveckling av olika
organsystem och vid reglering av inflammatoriska reaktioner. Ménga
toxiska &mnen aktiverar Ah-receptorn, till exempel halogenerade
organiska miljéféroreningar, polycykliska aromatiska kolvéten
(PAHer), vissa pesticider och Iékemedel, och naturligt forekommande
&dmnen som indoler och stilbener. AhR har kallats en "miljésensor”.

Oxidativ stress. Oxidativ stress beror pd att reaktiva syreradikaler
bildats i 6verskott. Det ér en vanlig mekanism bakom olika typer av
toxiska effekter, t ex inflammatoriska reaktioner och cancer. Ménga
toxiska dmnen, t.ex. organiska miljoégifter, pesticider och naturliga
admnen, kan orsaka oxidativ stress. Oxidativ stress induceras éven

av desinfektionsbiprodukter, som kan bildas vid vattenrening. Nrf2
(nuclear transcription factor erythroid 2-related factor 2) ér en
markdr for oxidativ stress, som vi méter i vara metoder.

Genotoxisk aktivitet. Genotoxicitet eller DNA-skadande effekt dr en
allvarlig effekt, som kréver omfattande testning och utredning vid
registrering av till exempel bek&dmpningsmedel, livsmedelstillsatser
och aromd&mnen. DNA-skada i kroppsceller kan leda till cancer och
andra sjukdomar och till reproduktionsstérningar om det drabbar
kénsceller. Bildande av mikrokérnor ér en markér fér genotoxicitet,
som vi mdéter i véra tester.
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Sa har gar dettill:

Vattenprov Fastfasextraktion Koncentrerat Férekomsten av toxiska Mdangden signalprotein
vattenprov kemikalier i provet analyseras
analyseras med hjdlp
av odlade celler
1004 Analys av biologisk effekt 100+ Analys av biologisk

effekt i koncentrerat
vattenprov

av referenssubstans

Biologisk effekt
Biologisk effekt
8

K ation

(ECa0)ret

_ Biologisk ekvivalent
(EC20)prov

~ koncentration (BEQ)

Resultat sammanstdlls och analyseras

Koncentrationsfaktor vattenprov

Figur 3. Vattenprovet koncentreras med fastfasextraktion och analyseras sedan med hjélp av odlade celler, fér att méta férekomsten
av kemikalier som kan orsaka olika typer av toxiska effekter. Genom att samtidigt analysera spédningsserier av provet och en refe-
renssubstans kan provets biologisk ekvivalenta koncentration (BEQ) beréknas. Skapad med Biorender.com

Resultat fran effektbaserade studier av ytvatten
Kartléiggning av vattenkvalitet med hjdlp av
effektbaserade metoder har ékat stort och meto-
diken anvands nu alltmer fér studier av framfér allt
révatten for dricksvattenproduktion, avloppsvatten
och ytvatten. Nedan presenteras resultat fréin véra
studier i Sverige pé ytvatten och recipienter fréin
avloppsreningsverk. Dessutom ges négra exempel
pé internationella studier dar effektbaserade in
vitro-metoder anvdénts vid undersékning av kemisk
vattenkvalitet i sjar och vattendrag.

Svenska studier

Vi har anvant effektbaserade metoder for att
studera férekomsten av kemiska féroreningar i yt-
vatten, sarskilt i vatten som anvénds som rdvatten
i produktion av dricksvatten (Rosenmai et al, 2018;
Lundqvist et al., 2019; Oskarsson et al., 2021; Yu et
al., 2021) och i recipienter fran avloppsreningsverk
(Holm och OGnnby, 2022).

Resultaten fréin véra studier i svenska ytvattenverk
har visat flera biologiska effekter i det ytvatten
som anvdnds som ravatten. Effekter pé réivatten,
inklusive tillrinningsomraden, till Gérvalns dricks-
vattenverk har undersékts med effektbaserade
metoder vid flera tillféllen. AhR-aktiviteten, som
6kade nedstréms Kungséngens avloppsrenings-
verk i Uppsala jamfoért med uppstréoms, 1&g sedan
kvar pé forhojd nivé i Ekoln och Gorvaln, liksom i
utg&ende vatten fran dricksvattenverket (Rosen-
mai et al., 2018). Yu et al., (2021) visade aktiviteter
av AhR, oxidativ stress, dstrogena och genotoxiska
effekter i inkommande ytvatten till Gérvéalnverket.
Effekterna var starkt sésongsberoende. | Géta dlv
uppmadattes hég antiandrogen och AhR-aktivitet i
utgdende vatten frén tvé avioppsverk, vilket kan
ha orsakat den antiandrogena aktiviteten som
fanns i dricksvattenverkens rédvatten (Oskarsson
et al.,, 2021).



SVENSK STUDIE PA RECIPIENTER FRAN AVLOPPSRENINGSVERK

Nyligen har Sweco (Holm och Onnby, 2022) genomfért ett omfattande
projekt dar de har utvérderat effektbaserade metoder som ett verk-
tyg fér att bedéma reningseffektiviteten i sex stora till medelstora
avloppsreningsverk och miljériskerna i inlands- och kustrecipienter.
Det dr valkant att en betydande del av de kéinda organiska féro-
reningarna inte tas bort vid konventionella avloppsreningsprocesser
och dérmed hamnar i recipienten (Golovko etal, 2021), och det finns
dven en oro fér att okénda miljéfarliga &mnen kan passera genom
reningsverken och férorena miljé. Syftet med detta projekt var att
undersoka hur effektbaserade matningar i celler kan komplettera
kemisk analys vid utvérdering av reningseffektivitet och ytvatten-
paéverkan frén mikroféroreningar.

Resultaten visade att effektbaserade analyser var ett vérdefullt och
kénsligt verktyg fér att underséka férekomsten av miljéfarliga dmnen
i vatten. Flera parametrar ingick i utvérderingen, inklusive effekter

pd& dstrogena (ER) och androgena (AR) receptorer, oxidativ stress
(Nrf2), AhR-aktivitet och genotoxicitet. Tydliga effekter p&visades i de
flesta prover, men reningsprocessen minskade effekterna markant
(vanligtvis >80%). Trots detta var exempelvis ER-cktiviteten i utgéende
vatten fortfarande hog fréin flera av de studerade reningsverken.

Naturliga éstrogener ér valdigt potenta och kan dédrmed orsaka bio-
logiska effekter vid véaldigt Idga koncentrationer. Det ér darfor extra
viktigt att anvénda analysmetoder med hég kdnslighet fér séidana
amnen. Ett viktigt fynd i denna studie var att en stor del av de 6st-
rogena dmnena inte hade kunnat upptdckas med konventionella
kemiska metoder eftersom detektionsgréinsen dr flera storleksord-
ningar fér hég. Endast 3 % av de 6strogena effekterna kunde férklaras
av de kemiska analyserna av 6strogener. De strogena effekterna
éverskred bedémningsgrunden (&rsmedelvérde) for 178-6stradiol for
inlandsytvatten i tre av de studerade avloppsverken. Dessutom visade
den effektbaserade analysen att éstrogen-aktiviteten dverskred
bedémningsgrunden (&rsmedelvarde) fér god status for kustnéra
vatten i de tvé avloppsverk som hade kustvatten som recipient

Sammantaget visar studien att effektbaserade metoder dr ett
viktigt komplement till kemisk analys vid utvérdering av renings-
effektivitet och miljérisker vid avloppsreningsverk. Arbetsflédet och
verktygen passar fér de flesta typer av screening av miljégifter i
miljéévervakning och uppstrémsarbete for att identifiera sannolika
utslappskallor. Det &r ett nytt och kraftfullt verktyg som ger utredare
ett par extra glaségon.
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Resultat frédn den ovan beskrivna studien pé&
avloppsreningsverk (Holm och Onnby, 2022) har
sammanfattningsvis visat (Figur 4 och 5):

Den &strogena aktiviteten, uttryckt som pg 6stra-
diolekvivalenter per liter vatten (pg E2eq/L) jam-
férdes med bedémningsgrunderna fér 17p-6stra-
diol, som &r 80 pg/L fér kustnéra vatten och 400
pg/L fér inlandsytvatten (medelvérde pé drsnivé)
(HVMFS 2019:25). Resultaten visade éverskridande
av bedémningsgrunderna fér 5 av 7 prover fréin in-
landsvatten och for alla 6 proverna fréin kustvatten
(figur 4). For éstrogen aktivitet har éven féreslagits
ett ekotoxikologiskt effektbaserat "trigger value”
(EBT) p& 400 pg E2eq/L (Kunz et al, 2015, Simon et al,
2022).

« Istudien gjordes ocksd kemisk analys av pro-
verna. Varken 173-6stradiol eller etinyléstradiol
(fréin p-piller) kunde detekteras i n&igot av pro-
verna (LOD=0.1 ng/L) medan &stron och bisfenol
A hade detekterbara halter. Den berédknade 6st-
rogena aktiviteten fréin de kemiska analyserna
motsvarade som hégst 3% av den detekterade
aktiviteten frédn den effektbaserade analysen.
Detta innebdr alltsé att mer éin 97% av aktivi-
teten fréin 6strogena dmnen skulle missas om
man bara forlitade sig pé kemisk analys.

« AhR-aktivitet detekterades i alla prov utom ett,
dockrelativt I&ga aktiviteter. Oxidativ stress
(Nrf2-aktivitet) uppmadttes i alla prover utom tre,
med varierande aktivitet vid olika provtagnings-
tillfallen (Figur 4).

+ Inget tydligt ménster i féroreningsgrad sdgs
mellan parametrarna, dvs samma recipient
kunde t ex ha &g aktivitet av ER, men hég AhR-
och Nrf2-aktivitet, medan en annan recipient
hade l&dg AhR, men hoég Nrf2. Detta indikerar att
det &r olika typer av féroreningar som orsakar
de olika effekterna och att féroreningarna inte
foljs &t. Darfor ar viktigt att méta olika effekter
for att f& en mer komplett bild av férorenings-
férekomsten.

« Olika provtagningstillféllen visade i de flesta
fall helt olika effekter och grad av effekter, vilket
visar att det ér viktigt att géra upprepad prov-
tagning for att fénga dessa variationer.

« Inget av recipientproverna hade androgen
aktivitet. Tvé prover hade antiandrogen aktivitet
men pd en lag niva

I Swecos studie mattes ocksé genotoxisk aktivitet
med mikrokdrntest. Figur 5 visar resultaten i form
av positivt (rétt) och negativt (grént) resultat. Alla
inkommande prover till avloppsreningsverket, och
de flesta renade utgéende fréin avloppsverket var
genotoxiska, medan flertalet nedstréms recipent-
prover var icke-genotoxiska.
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Figur 4. Resultat fran effektbaserade mdtningar av éstrogena
(ER), AhR-, och Nrf2 (oxidativ stress) aktiviteter i recipient fréin
avloppsreningsverk (ARV), fyra recipienter var ytvatten (vanster)
och tvé var kustvatten (héger), 1-3 provtagningstillfalien per
avloppsreningsverk. Den streckade linjen fér ER-aktivitet visar
bedémningsgrunderna fér 178-6stradiol fér inlandsytvatten (400
pg/L) respektive kustndra vatten (80 pg/L). (Modiﬁerad frén Holm
och Onnby, 2022).
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Figur 5. Analys av genotoxicitet, matt
med mikrokdarntest, i prover fréin sex
avloppsreningsverk (ARV): inkommande,
utgdende och recipient uppstréms och
nedstréms. Rétt visar positiva resultat
(genotoxicitet), gront negativa, och

gratt visar provpunkter som inte testats.
Delade celler visar resultat frdn dubbel-

prover. (Modifierad frén Holm och Gnnby,

2022).

Internationella studier

Den vanligaste effekten som studeras i prover av
ytvatten ér éstrogen aktivitet. Vissa studier av yt-
vatten inkluderar éven tester for AhR, oxidativ stress,
genotoxicitet, antiandrogen, progesteron, gluko-
kortikoid och peroxisomproliferation-aktiviteter.
Nedan ges exempel pé studier dar effektbaserade
metoder i celler har anvdnts for att utvardera olika
fréigestallningar om kemiska dmnens péverkan pé
vattenmiljon.

De naturliga éstrogenerna 178-6stradiol och
ostron tillsammans med 17B-etinyléstradiol infér-
des i bevakningslistan under EU:s vattendirektiv &r
2015, vilket innebdr att de ska analyseras i vatten.
Problemet dr att kemiska analyser inte ar tillréck-
ligt kansliga for att upptécka ldga halter av dessa
dmnen. Ménga studier har liksom véra, visat
den betydligt hégre kénsligheten i cellbaserade
ostrogentester, ofta 100 géinger hégre. Simon et al.
(2022) matte 6strogen aktivitet och gjorde kemisk
analys av 6strogena édmnen i mer én 70 ytvatten
fran 14 1énder i Europa. Ostrogen aktivitet detekte-
rades i 72% av proverna (0,01-1,3 ng E2eq/L), medan
kemisk analys detekterade 6strogener endast i 24%
av proverna.

Flera studier har jédmfort resultat fréin olika in
vitro-tester for 6strogen aktivitet. Kbnemann et al.
(2018) jamforde fyra olika celltester i prover fréin yt-
vatten och avloppsvatten och fann god korrelation
i resultat mellan testerna, men att kénsligheten
kan variera néigot mellan tester beroende pd den
relativa potensen hos enskilda éstrogena dmnen.

Harraka et al. (2021) métte 6strogen aktivitet i
vatten utefter Santa Ana River i Kalifornien, en flod
med mycket utslépp frén tétbebyggda omréden.
Vid normalfléden var aktiviteterna mellan 0,5 och

1.4 ng E2eq/L, med ékande aktivitet upp till 10 ng
E2eq/L efter kraftiga regn. Endast éstradiol och
ostron kunde detekteras med kemisk analys och
halterna kunde bara férklara en liten del av den
uppmdatta éstrogena aktiviteten.

Jia et al. (2019) rapporterade éstrogena och
mutagena effekter i vatten fréin lake Taihu i Kina.
Ostrogenaktiviteten varierade mellan 0,1 och 1ng
E2eq/L.

Neale et al. (2020) rapporterade en markant
okning i kemikaliebelastning och toxisk aktivitet
efter regn, i smé vattendrag i tyska jordbruks-
omréden. Hog dstrogen aktivitet i ménga prover
tolkades som péverkan frdn aviopp och bréiddning
i avloppsreningsverk.

Neale et al. (2017a) testade 34 vanligt fore-
kommande miljéféroreningar i ett batteri av in
vitro-tester, och jamférde med testresultat fréin
vattenprover frén Donau. Resultaten visade, liksom
mdanga tidigare studier, att for de flesta testerna
kunde mindre &n 1% av effekterna i Donau-proverna
férklaras med de detekterade miljéféroreningarna,
med undantag for den éstrogena effekten, som till
stor del kom fréin éstron.

Ett stort antal studier har matt pdverkan i yt-
vatten fran utslépp frén avioppsreningsverk. Neale
et al. (2017b) mdtte halter av 405 kemiska &mnen
och aktivitet i 13 bioassays i prover frén vattendrag
uppstréoms och nedstréms tre avloppsreningsverk
i Schweiz. Bioaktivitet fréin litteraturen och databa-
sen ToxCast anvéindes for att berdkna hur mycket
de uppmatta kemiska édmnena bidrog till den
uppmadatta aktiviteten i vattenproverna. De enda
tester som hade en hégre férklaringsgrad én en-
staka procent var ett test for fotosynteshdmning,
dar herbicider férklarade 100% av aktiviteten och
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AhR-testet, dar fungiciden propikonazol férklarade
upp till 30% av aktiviteten.

Zhou et al. (2022) har féljt variationer i anti-
androgen aktivitet under tre &r uppstréms och
nedstréms ett avloppsreningsverk med utlopp i
floden Holtemme i Tyskland. En studie pé& samma
avloppsreningsverk har identifierat ett mycket po-
tent antiandrogent dmne, 4-metyl-7-dietylamino-
koumarin (C47) och tvé aktiva derivat av émnet,
som sammanlagt bidrog med 35% av den anti-
androgena aktiviteten i proverna (Muschket etal,
2021).

Nivala et al. (2018) har anvént effektbaserade
metoder kombinerat med kemisk analys for att
utvérdera reningseffektiviteten i en vétmark. Ost-
rogen aktivitet minskade med 97-99,5%, medan
reningen var légre fér andra biologiska effekter.
Férfattarna rekommenderade AhR, 6strogen akti-
vitet och oxidativ stress som l&mpliga testmetoder
for att utvardera reningseffektivitet av vétmarker.

Bedomning av bioaktivitet i vatten

Det ar forstéis omajligt att med kemisk analys maéta
alla @dmnen som kan orsaka odénskade biologiska
effekter i vattenmiljon. Aven om det vore mojligt
att identifiera och haltbestédmma alla dmneni ett
prov, skulle det éndd inte gé att bedéma den sam-
mantagna risken for skadliga effekter, eftersom de
flesta dmnen saknar information om toxicitet och
pé grund av svdrigheten att bedéma blandnings-
effekter fréin ett stort antal émnen. Effektbaserad
analys av vattenprover visar den sammantagna
effekten av de &mnen som har den specifika bio-
logiska effekt, som analysen testar for. En nackdel
dr att man inte vet vilket eller vilka @mnen som
orsakar effekten. Vid upptéckt av en hég toxisk
aktivitet i vattenprov ér dock det primért viktigaste
att spdra kallan fér att kunna eliminera férorening-
en. Kdllspérning kan géras genom effektbaserad
matning uppstréoms och i tillrinningsomraden. Man
kan ocksé férsdka identifiera orsakande émne
eller &dmnen genom effektdriven analys. Detta
innebdr upprepad fraktionering av provet for att
fé& en tillrackligt ren fraktion med hog aktivitet, dar
det kemiska émnet som orsakar aktiviteten kan
identifieras. Ett f&tal rapporter finns dar detta har
lyckats, till exempel den tidigare beskrivna identi-
fieringen av det antiandrogena édmnet fréin floden
Holtemme i Tyskland (Muschket etal, 2021).

For att kunna jémféra biologiska aktiviteter
mellan olika studier anvénds en standardsubstans,
som d&r specifik fér varje metod. Vattenprovet
analyseras i en spddningsserie, som jémférs med
standardsubstansen och en biologisk ekvivalent
koncentration (BEQ) av standarden ber&knas for

provet (ISO, 2022). Till exempel anges dstrogen akti-
vitet som 6stradiolekvivalenter/L vatten (E2eq/L),
vilket innebdr att vattenprovet har en total éstro-
gen aktivitet som motsvarar en viss koncentration
av ostradiol. Den éstrogena aktiviteten kan komma
fréin olika émnen som har éstrogen aktivitet. P&
detta satt kan effekterna jamféras mellan olika
studier.

Effektbaserade studier ar val ldmpade for att
folja miljotillsténdet i ytvatten over tid och rum.
Med hjdalp av BEQ-vérden kan effekter i olika
vattendrag och i prover fréin olika tidpunkter jam-
féras. Medianvdarden, 10- och 90%-iler av historiska
data utgér ett slags referensvérden och anger
ett intervall som representerar normalvérden. De
uppmatta aktiviteterna kan jamféras med detta
normalintervall och avvikande vérden indikerar att
vattenproverna bér foljas upp for kéllspdrning och
dtgdrder.

For effektbaserade analyser finns inga fast-
stéllda gransvérden. Dédremot finns flera forslag pd
hur riktvarden, sé kallade effektbaserade trigger
values (EBT), skulle kunna berdknas for effekter pé
hormonreceptorer och fér ekotoxikologiska effek-
ter i ytvatten (Escher et al., 2018; Brionet et al., 2019;
Escher and Neale, 2021; Finckh et al., 2022; Neale et
al., 2023). Fér 6strogena effekter kan man utgé frén
bedémningsgrunden fér éstradiol p& 400 pg/L. Det
kan finnas andra émnen med 6strogen aktivitet i
vattenprovet, som bér adderas till effekten av ést-
radiol. Den totala éstrogenaktiviteten i vattenprov
bér darmed inte éverskrida 400 pg E2eq/L.

Till skillnad frén annan toxicitet s& saknas en sdker
tréskeldos fér viss typ av genotoxicitet, det vill séiga
det finns ingen sdéker dos under vilken ingen geno-
toxisk effekt uppstér. Mekanismen bakom geno-
toxicitet ar oftast inte k&ind, och man kan dérfér
inte sd@kert séiga om effekten har en tréskeldos eller
inte. Detta gdller sarskilt i komplexa blandningar,
sdsom i vatten, ddr genotoxiciteten kan vara
orsakad av flera olika &mnen.

I Sverige efterfrdgas mer kunskap fér

beslut om atgérder

Inte bara pd EU-nivé utan dven pd nationell nivé
har nyligen efterfrdgats mer och bdttre kunskap
om miljépdverkan av utslépp som underlag fér be-
slut om &tgarder. Naturvérdsverket har just limnat
en férdjupad utvardering av Sveriges miljomal

till regeringen, ddr ett avsnitt behandlar "Vatten i
landskapet” (SNV, Rapport 7091, jan 2023). Man kon-
staterar att battre kunskap krévs om utsléppens
kallor och storlek och fortsétter: "Eftersom péverkan
till stor del ér okéind ér det svart att utforma en
valriktad évervakning av tillsténdet i miljon”.
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Styrning och genomférande av miljéévervakning i Sverige
kompliceras av det stora antal aktérer inom omrdadet: Natur-
vardsverket, Havs- och vattenmyndigheten och Sveriges
geologiska undersékning dr féreskrivande och végledande
myndigheter, medan lénsstyrelser tillsammans med Vatten-
myndigheterna driver arbetet med milj¢évervakning i vatten.
I rapporten frédn Naturvérdsverket foreslés dessa aktorer
tillsammans "ta fram en langsiktig plan for att utveckla en
mer sammanhdllen miljédataforvaltning och férbattrad
kunskapsférsorjning om miljéfarliga utslépp till vatten samt
mdatningar i recipienten”.

Effektbaserade metoder, som ocksé féreslés i Vatten-
direktivet, ar ett vardefullt komplement till kemiska analyser
for att forbattra kunskapen om miljépéverkan, utslédppens
kéllor och storlek samt identifiera [&mpliga atgdrder.

Exempel pd hur effekt-
baserade metoder kan
anvandas

Komplettera den kemiska analysen, som gérs
enligt foreskrifter fréin HaV, med en effektbaserad
analys fér att mata effekter av hela den komplexa
blandningen av féroreningar.

Folja miljétillsténdet for kemiska féroreningar
i ytvatten geografiskt och dver tid.

Spdra utslappskallor.

Analysera ytvatten som anvénds till dricksvatten

i olika steg frén tillrinningsomréde till dricksvatten-
verk, enligt kravet pé riskbaserad strategii nya
EU-direktivet.

Prioritera vilka vattenférekomster som behéver
dtgdrder eller ytterligare kartlédggning.

Kontakta oss géirna for att diskutera hur
metoderna kan anvéindas i er verksamhet.
biocellanalytica.se
kontakt@biocellanalytica.se




Johan it Elin Agneta Mattias
Lundqvist Lavonen Oskarsson Sérengdrd
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