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Vi Moderniserar Miljodiagnostik

Biolmpakt AB &r ett analys- och konsultforetag inom miljoomradet. Bolaget startades 2015 av
Per-Erik Olsson i samarbete med davarande Orebro Universitet Enterprise AB. Bakgrunden till
bildandet av foretaget var ett behov av att utveckla metoder som kunde starka kopplingen mellan
iakttagna effekter och orsaken bakom dessa effekter. Metoden som Biolmpakt AB anvander, Ge-
notox Profile®, baseras pa genanalys och fyller det gap som finns mellan nuvarande kemiska och
biologiska metoder.

Metoden bygger pé den vil beprévade PCR-tekniken som utvecklades av Dr. Kary Mullis, 1983,
och for vilket han belénades med 1993-ars Nobelpris i kemi. Metoden anvinds mycket inom me-
dicinsk diagnostik, inte minst under senare tid for att spara t.ex. Covid-19 smitta.

Analyserna baseras pa det genuttryck en miljéfaktor skapar och inte pa t.ex. morfologiska forand-
ringar som kan vara foremél for subjektiva bedomningar. Genotox Profile® dras inte med de osi-

kerheter en kemisk karaktarisering skapar i form av bedo av miljofaktorns biotillgangligt i
olika matriser eller miljoer. Kemisk riskvéardering ar beroende av att man kompenserar for bio-
tillganglighet och pl ificitet med iska modell

Fordelar med Metoden:

e Direktvisande av toxisk effekt i den aktuella miljon

e Klargor vilken typ av toxisk paverkan provet uppvisar (hormonell, metalltoxicitet, muta-
gen, reproduktionsstérande)

e Fangar aven in toxicitet hos okdanda amnen som saknas i kemisk karakterisering.

o Tar kortare tid att testa jamfort med andra toxicitetstester

Organism- och Cellmodeller:

Daphnia magna - En kinslig sot- och brackvattenslevande kraftdjursart som har anvants for
att ta fram mycket av det regelverk som nu foreligger.

Zebrafisk - En val karaktariserad fiskart och en bra modell for ryggradsdjur i s6tvattensmiljo.

Artemia salina - En saltvattenslevande motsvarighet till Daphnia magna. Kan klara upp till
30% salthalt och ar ett kommande modellsystem for analys av toxicitet i havsmiljo.

dl d d

Caenorhabditis elegans - En jor T k som ar en anvandbar modell for analys
av markféroreningar.

Cellmodeller - Vi kan dven analysera effekter med olika ct
faglar och fisk, dar heldjursforsok inte ar énskvarda.

for ménni segdjur,
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1 Sammanfattning

Biolmpakt AB erbjuder tjénster baserade pa nyutvecklade biologiska analysmetoder med hog re-
levans som kan bidra till forbattrade miljoriskbedomningar. Biolmpakt AB kan forutom utfo-
rande av analyser dven vid behov bista i planerings, utvarderings och rapporteringsuppdrag.

Metoderna ar baserade pd analys av hur gener svarar pa exponering och finns tillgangliga for flera
olika organismer. Metoderna ger ett bra underlag for riskanalys eftersom de mojliggor att expo-
nering kan kopplas till specifik effekt, vilket minskar behovet av sikerhetsfaktorer samt 6kar den
platsspecifika relevansen.

Dagens riskanalyser baseras till stor del pa kemiska totalhalter dér biotillganglighet inte alltid tas
i beaktande och dér riktvirdena ofta dr baserade pd traditionella toxicitetstester av enskilda am-
nen i laboratoriemiljo. Traditionella toxicitetstester ger vanligen endast information om vilken
koncentration som ar dodlig, eller leder till minskad fortplantning, men saknar information om
vilken slags toxicitet det ar fragan om. Eftersom komplexiteten i miljon inte kan utvirderas med
befintliga kemiska metoder s saknar dessa maéjligheten till platsspecifik analys. Bristen pa bio-
logisk platsspecifik information har dven lett till anvandandet av generella och val tilltagna sdker-
hetsfaktorer i riskbeddmningen.

Lagstiftning inom bade vattenomrédet (EU:s ramdirektiv for vatten), fororenad mark séval som
inom avfallssektorn (EU:s ramdirektiv for avfall) har identifierat och belyst behovet av battre
verktyg for att mta biologiska effekter fran en komplex miljomatris for bedémning om matrisen
utgor en risk eller uppvisar farliga egenskaper. Darfor finns idag incitament att tillimpa biolo-
giska ktyg for en rad tilla i inom miljo 4det dir dessa erkinns som en nod-
vandig komp i riskbedémni ocessen. Koppling till respektive fragestallning ar ofta si-
tuations- eller platsspecifik och kraver fordjupade kunskaper for inkorporering av biologiska
analysdata, men har ofta stora fordelar for kunden genom att bidra med ¢kad information om
risksituationen i pdgdende drenden. Biolmpakt AB bistar forutom med utforande av biologiska
analyser dven med tolkning och kommunikation for betydelsen av data i det enskilda fallet for
maximerad kundnytta.

Genotox Profile® - Toxikologiskt relevanta gener har valts ut si att det ar méjligt att identifiera
vilka specifika organiska (PCB, PAH, Ftalater, PFOS, flamskyddsmedel m.m.) eller oorganiska
(t.ex. metaller) &mnen som paverkar systemet. Genom att koppla genanalyserna till traditionella
analyser av tillvaxt och 6verlevnad kan vi identifiera om en specifik substans bidrar till de effek-
ter som iakttas. For att tacka olika applikationer och platsspecifika miljéer har vi utvecklat Ge-
notox Profile® for flera olika organismer, fran bakterier till ryggradsdjur. Urval av biomarkérer
kan goras utifran den platsspecifika situationen och riktas mot enskilda &mnen/amnesgrupper
som &r av storst intresse i det enskilda fallet.



2 Sambandet mellan Exponering och Effekt

Det finns en viktig skillnad mellan att bestimma effekten av en exponering och att forsta vad det
ar som orsakar effekten. Effekter som orsakar skada pa hela ekosystem identifieras vanligtvis
genom populationsforandringar. Effekter pa organism/individnivé observeras lttast av forand-
ringar i fysiologi, morfologi eller beteende hos en organism. Eftersom miljén ar mycket komplex
och mycket varierande har matningen av férandringar i ekosystem, populationer eller individer
mycket liten mojlighet att identifiera orsaken till observerade effekter.

For att undvika felaktiga bedomningar dr det viktigt att identifiera sambandet mellan en expone-
ring och den observerade effekten. De mest kiansliga metoderna for detta ar pa nivin av budbdrar-
RNA (messenger RNA; mRNA) och proteinreglering pa genniva. mRNA bildar lanken mellan pro-
teiner och kromosomalt DNA (gener). De kromosomalt placerade generna kan regleras pa flera
olika sétt, men oberoende av regleringsmekanismen kommer exponering for toxiska &mnen att
resultera i en forandring av mRNA-nivaer och darmed i motsvarande protein. Analys av mRNA-
nivéer ar darfor det mest robusta och kinsliga sattet att bestimma den mekanism som leder till
de effekter som observerats efter en exponering.

Kromosomer, DNA, mRNA och Proteiner

Hos hogre ismer lagras i ionen om vara ioner i DNA som
4r forpackat i na aller de gener som regle-
rar hur organismen svarar p4 exponering. Vid en exponering sa dverfors in-
formation fran generna till budbarar-RNA (mRNA) som i sin tur leder till pro-
duktion av proteiner som utfor de Gnskade funktionerna i cellen. Genom att
miita hur mycket mRNA som bildas kan man f4 en uppfattning om hur organ-
ismen svarar pa en exponering. Om mRNA nivierna Skar betyder det att det
specifika protein som mRNA:et kodar for behdvs. Det kan exempelvis vara
ett behov av att avgifta cellen eller att aktivera fortplantning. Om mRNA ni-
verna gir ned s4 betyder det att organismen inte behéver dessa proteiner
och att det darfor inte 4r ett behov av till exempel avgiftning. Om generna
inte svarar pa exponeringen sa betyder det att organismen inte upplever ett
behov av att indra nigot, dvs. det ir ingen effekt av exponeringen.

Som en jamforelse kan fortplantning analyseras genom att méta antalet avkommor. Om det finns
en minskning eller 6kning av avkomman indikerar detta att exponeringen paverkar reprodukt-
ionen. Samtidigt kommer en kort exponering (24-96h) foljt av analys av mRNA-nivéer att kunna
visa om det finns en férandring i det maskineri som dr nédvéndig for reproduktion. En fordel med
att analysera regleringen av gener &r att induktionen eller reduktionen i mRNA ar direkt korrele-
rad med specifika foreningar som kan reglera genuttrycket. Genom att kombinera analysen av
mRNA kopplat till fortplantning/reproduktion med analysen av mRNA som miter toxicitet dr det
mojligt att bestdmma vilken typ av toxisk effekt som orsakas av de foreningar som organismen
utsitts for.




Genom att analysera mRNA-regleringen ar det darfér mojligt att bestimma effekter relaterade
till toxicitet och stérningar av fortplantning. Analyserna kan utformas baserat pa kemiska bak-

grundsdata som indikerar vilken typ av exponering som organi: utsatts for. U

for analysen kan 6kas genom att vilja specifika gener som ar kinda for att svara pé specifika ex-
poneringar. Genom att anvanda kontrollerad exponering for specifika foreningar dr det dessutom
mojligt att identifiera om dessa bidrar till en uppmatt biologisk effekt. Det ar darigenom mojligt
att avgora om effekten orsakas av ett specifikt amne eller en grupp av amnen i det analyserade
provet.

Bade for metaller och organiska &mnen haller ett paradigmskifte pa att ske i hur man bedémer
risker. Under ldng tid har risker med forekommande dmnen i miljon bedémts utifrén uppmatta
totalhalter och gransvarden avseende kemisk halt i olika medier. Genom forskning och utveckling
vet vi idag att det finns battre metoder for att bedéma kemiska risker dar hansyn tas till de kom-
plexa processer som styr kemiska dmnens frisattning, kemiska form, upptag och biotillganglighet
gentemot en biologisk receptor.

En stor mangd biologiska testsystem finns tillhanda och vissa utgor till exempel ISO- eller OECD-
standarder efter att genomgatt kvalitetssikring for respektive metodik. Biologiska testsystem
som anses robusta och dar det finns hég tillganglighet pa dataunderlag ingar i den s.k. testforord-
ningen fran OECD som rekommenderas i lagstiftning nér biologisk testning férordas till exempel
iavfallsdirektivet.

OECD:s testforordning innehaller etablerade biologiska metoder som fanns tillhanda vid tidpunk-
ten for faststillande av forordningen. De metoder som d blivit standard hade dessforinnan ge-
nomgatt langre standardiseringsforfaranden och har sitt ursprung redan pa 1970-talet till 1990-
talet. Darefter har utvecklingen inom biologisk effektmatning gjort mycket stora tekniska fram-
steg genom satsningar inom t.ex. modern medicinsk diagnostik. Ur den aspekten ar testforord-
ningen inte alls uppdaterad mot den teknik- och metodutveckling som idag finns tillhanda som
basta il iga teknik (Best Avail Technology; BAT) for biologisk effektmétning. De metoder
som Biolmpakt AB tillampar (Genotox Profile®) kommer fran detta falt och r att betrakta som de
bista tillgangliga.

Toxicitetsanalys med hjélp av analys av genreglering anvands for att 6verbrygga gapet mellan
kemiska och biologiska metoder for riskbedémning. Genotox Profile’ den bygger pa bepro-
vad PCR-teknik (ISO 20359) for analys av effekter pa genuttryck till foljd av olika exponeringar
(figur 1 och 2). Ett forandrat genuttryck leder till en forandrad proteinproduktion, normalt for att
aterstilla balansen i systemet. Vid en exponering for miljogifter kommer en toxisk effekt att visa
sig i signifikanta forandringar i specifika geners uttrycksménster. Om manga gener paverkas be-
tyder det ofta en kraftig toxikologisk respons som allvarligt pdverkar hela organismen. Férand-
ringarna i genuttryck ar starkt kopplade till vilken exponering som organismen utsatts for (me-
taller, fria radikaler, organiska amnen) och kan darfér anvandas for att avgora koppling mellan
exponering och effekt.
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Figur 1: PCR-metod. Baseras pd amplifiering av DNA och avldsning under
den linjéira fasen. Om en mRNA molekyl finns i provet kommer den efter 30

cykler att ha amplifierats till 9.2x1010 molekyler. Viktigt att avidsa dir DNA-
méngden fordubblas for varje cykel
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Figur 2: PCR-analys. Genom att jimféra hur mdnga cykler som krévs for
detektion vid en forutbestdmd nivi kan man avgora méngden DNA i provet
och darmed om genen dr aktiverad eller inhiberad.



3 Koppling till Lagstiftning

3.1 Bakgrund till Forekommande Effektviarden och Bedomningsgrunder

Miljoriskbedémningens generella steg bestar av faroidentifiering kopplat till exponering och dos-
responssamband samt riskkarakterisering. Faroidentifiering innebar att narvaro av det
amne/dmnen med potential att skada organismer konstaterats i det prov (till exempel luft, vatten,
mark, sediment) som bedoms. Vid exponeringsbedémningen mats eller uppskattas koncentrat-
ionerna av aktuella &mnen i de olika medier som exponerade organismer lever i samt att storlek
och varaktighet av exponeringen uppskattas. Analys av dos-responssamband bedoms utifran
grad och typ av skadlig effekt vid exponering av kinda koncentrationer av enskilda &mnen be-
stams i standardiserade ekotoxikologiska laboratorietester. Utifrdn tester etableras organism-
specifika dos-responssamband dar nivaer for olika grad av effekt bestams inklusive den koncent-
ration dar ingen effekt upptrider, den s kallade nolleffektnivin NOEC (No Observed Effect Con-
centration).

Flera olika tester och testsystem som undersoker samma effekt ger en variation i utfallet som
maste vagas in i processen, till exempel variation utifran utférande och testférhllanden, testorg-
anism och resultatens kvalitet ar faktorer som bidrar till variation i utfallet av toxicitet och fast-
stallande av NOEC virden. Genom variationen brukar vanligen ett HC5 varde (Hazardous Con-
centration 5, motsvarande den koncentration dar 5 % av arterna uppvisar effekt) etableras ge-
nom statistisk bearbetning av effektdata. En generell skyddsniva hirleds darefter fran HCS for
att ge ett tillrackligt och allmént skydd for alla typer av organismer som lever i det medium som
nivén faststills for, det s.k. PNEC-virdet (Predicted No-Effect Concentration). PNEC brukar utgéra
grund for de riktvdrden, gransvarden eller miljokvalitetsnorm fér medium (vatten, jord, sedi-
ment) som stipuleras i bedémningsgrunder eller foreskrifter. PNEC-vardet harleds vanligen uti-
fran statistisk bearbetning av dataunderlaget dir en bestimd skyddsniva viljs som anses ge till-
rackligt allmant skydd. De principer som ligger till grund for framtagande av PNEC-virden har
arbetats fram inom EU for att ge vagledning och god praxis for all riskbedomning av kemiska
amnen(1, Bland annat har miljokvalitetsnormer for prioriterade dmnen inom EU:s vattendirektiv
(2000/60/EG) formulerats enligt dessa principer och galler for alla Europas ytvattenforekoms-
ter.

I PNEC virdet ligger vanligen ocksa en sa kallad Assessment Factor (AF) som hanterar osakerheter
iunderlagsdata, tlll exempel beroende pa antalet arter som testats och den bedomda kvaliteten i
det ekotoxi derlaget. PNEC ills dd genom att dela NOEC med AF. Vid stora
osakerheter i underliggande undersokningar anvinds hog AF (till exempel 10-100) medan lag
osakerhet leder till 1dg AF (till exempel 1-5).

1 European Chemicals Bureau 2003. Technical Guidance Document on Risk Assessment in support of Commission
Directive 93/67/EEC on Risk Assessment for new notified substances, Commission Regulation (EC) No 1488/94
on Risk Assessment for existing substances, and Directive 98/8/EC of the European Parliament and of the Council
concerning the placing of biocidal products on the market, part I-IV.



3.2 Regelverki Sverige och Europa

Det pagér ett initiativ inom EU arbetar for att 6ka anvandni; av biologisk 1 oder for
attavgora om en exponering dr skadlig for organismer. Dessa metoder kommer att ges fortur fore
kemiska analyser i framtida riskvardering. Detta har redan inforts inom avfallsdirektivet
(2008/98/EG) vid bedémning om ett avfall ska anses ha farliga egenskaper eller ej.

Bedomning av Farlighet och Klassificering

Foratt beddma om ett avfall har farliga egenskaper ska avfallsinnehavaren...
i tillimpa bilaga Il till direktiv 2008/98/EG, eller;

ii.  testa avfallet enligt forordning (EG) nr 440/2008 eller enligt andra

erkénda och riktlinjer och, i friga om for-
sk pd djur eller ménniskor, med hansyn till artikel 7 i forordning
(EG) nr 1272/2008.

Om en bedémning har gjorts bade enligt 1 och 2 ska testresultatet enligt 2
anviindas vid Klassificeringen.

(Avfallsforordningen, SFS 2020:614, 2 kap. 2§ )

Enligt Avfallsforordningen ska bi tester ges prioritet vid tolkning jimfért med enbart halt-
kriterier och kemiska analyser av innehdllet i avfall eftersom kemisk analys aldrig kan svara pa
ett fast materials eller en komplex blandni; toxicitet. Biologiska tester ger dar-
emot integrerade svar pd provets paverkan pa testorganismen och beaktar bade biotiska och abi-
otiska faktorer som paverkar farliga amnens biotillgénglighet och toxicitet.

Det pagar en oversyn kring klassificering av Europas ytvatten inom ramdirektivet for vatten
(EC2000/60/EG). Tidigare har framst gransvirden, sa kallade miljokvalitetsnormer utformats
for prioriterade &mnen. Men, eftersom antalet miljéstorande amnen kan vara manga gér det inte
att formulera gransvarden for alla relevanta amnen for bedémning av vattenkvalitet. Listan p&
“mnen som tillkommer i gransvirdeslistan blir dérfor allt lingre. Aven fér icke prioriterade dm-
nen formuleras allt fler bedémningsgrunder fér bedomning av miljokvalitet. I Sverige finns ex-
empelvis en langre lista med bedomningsgrunder for s kallade sarskilda férorenande dmnen
(SFA), se Havs- och Vattenmyndighetens foreskrifter HVMFS 2019:25.

Eftersom det blir allt svarare och dven mer kostsamt att analysera alla kemikalier som ingér i
listorna ar det darfor naturligt att tillimpa effektbaserade metoder som ger ett integrerat svar pa
vattenkvalitet och kan anvindas for att avgora om det forekommer negativ paverkan pé testorg-
anismer fran en blandning av ménga amnen i vattenmatrisen. Inom ramdirektivet for vatten har



det nyligen rekommenderats att effektbaserade metoder kan anvindas for statusbedémning,
kvali vid forandet av forbattri

uppféljning och utvardering av vatf arderl2,

Vid riskbedémning av férorenad mark kan platsspecifika forutsattningar som paverkar risker
végas in i beddmningen av hur farliga forekommande féroreningar ar pa platsen. Som exempel
kan innehall av organiskt material i mark (TOC) och grundvatten (DOC) vigas in for bedémning
av hur laknings- och spridningsbenagna fororeningar ar vid berikning av sammanvigda plats-
specifika riktvirden vilka ska ge en allmin skyddsnivd bade avseende hilsa och miljé. Tillimp-
ning av bi ikologiska tester som del i miljoriskbedémning ar
hittills mycket sparsamt anvinda i svenska projekt kring fororenad mark. Inom Naturvardsver-
kets kunskapsprogram Hdallbar Sanering togs flera rapporter fram som végledningar och férslag

och ekoto.

till forbattring av undersokni odik for k licerade fororenade markférhallanden. I rap-
porten Metodik for miljériskbedémning av foérorenade omrdden ges en introduktion och handled-
ning till miljoriskbedémning av férorenad mark(l. tningsvis forordar vagledni en

tillimpning av ekotoxikologiska tester som del i beslutsunderlag i alla steg av undersokning. Efter
initiala screeningtester kan ytterligare tester kravas for att ticka olika ekologiska funktioner och
for att beakta att olika tester har varierande kinslighet for olika féroreningar. I ett fordjupat
skede bor mer avancerade tester tillimpas, t.ex. reproduktionstester och flergenerationstester.

3.3 Fran Forenklad till Fordjupad Riskbedomning

Riskkarakterisering utfors i sin enklaste form genom att uppmatt koncentration, MEC (Measured
Environmental Concentration) eller uppskattad koncentration, PEC (Predicted Environmental
Concentration) jamfors (divideras) med PNEC-virdet for att rdkna ut en riskkvot. Nar riskkvoten
6verstiger 1 finns en risk att negativa effekter pa organismer i mediet ska upptrada och med
6kande riskkvot ¢kar risken. Nir riskbedémningen konstaterat forekomst av risker kvarstar att
virdera och hantera dessa vilket vanligen utmynnar i olika former av riskreducerande atgarder.
Men, med ett battre underlag finns méjligheten att med storre sakerhet avgéra om det forekom-
mer effekter pa levande organismer. Detta kan i vissa fall utmynna i att riskreducerande dtgérder
inte behovs medan man i andra fall kan sakerstilla att riskreducerande atgarder méste genomfo-
ras. Om PNEC med héga sékert er sd kallade A
terisering och berakning av riskkvot ar det inte sikert att negativa effekter uppstar dé det finns
osédkerheter inbyggt i PNEC-virde och det generella tillvé a attet for riskbedémning. Men
av praktiska skil ar det mycket anvandbart att kunna sélla/prioritera bort situationer dar risk-
kvoten underskrider 1 trots de konservativa principer som metodiken bygger pa. I fall dir stora
kostnader stdr pé spel avseende vilka dtgarder och i vilken omfattning de behéver utféras, kriavs
mer underbyggda beslutsunderlag for att bedoma miljorisken. Fér detta kravs biologiska analys-
verktyg som har férmagan att ge integrerade svar kring miljomatrisens verkliga risk. Eftersom
genetisk reglering ar central for organismers svar pd exponeringar méjliggor Genotox Profile®
analyser ett sikrare underlag for biologisk riskanalys.

Factors, tillampats i riskkarak-

2 Brack, W, Aissa, SA, Backhaus, T. et al. Effect-based methods are key. Environ Sci Eur 31, 10 (2019)
<https://doi.org/10.1186/512302-019-0192-2>

3 Naturvardsverket 2009. Metodik for miljoriskbedomning av fororenade omrdden. Rapport 5928.



3.4 Stegvist Tillvigagingssitt i Riskbedomning

Biolmpakts metodik lampar sig mycket val for fordjupad riskanalys med stegvist tillvigagangs-
satt (Tiered Approach), t.ex. som foreslagits i vigledningsdokument for beaktande av bade lokala
bakgrundshalter och biotillgangli som del i riskbedomni for bl.a. metaller inom EUs
ramdirektiv for vattenl4l, Varje steg innebar 6kad k lexitet och datai ling, och mojliggo
att platsspecifika forhéllanden kan lyftas in i riskanalysen. En illustration 6ver olika steg ges i
figur 3. Biolmpakt ABs metodik ger fordjupade svar om integrerade risker fér provmatrisen nar
mer underlag kring verkliga risker behéver inhdmtas. Vidare kan metodiken anvandas for att folja
en utford dtgird och att &tgirden ger mitbar riskreduktion och minskning av oénskade biolo-
giska effekter.

amforelse av Uppmitt Halt mot Generellt Grénsvirde

iamforelse av Uppmitt Halt mot Bakgrundshalt

Steg 3: Berikning av Biotillgénglighet

Steg 4: Platsspedifika Undersokningar med Bioanalytiska Metoder

Steg 5: Atgird och Kontroll med Utvirdering av Biologiska Effekter

Figur 3. Stegvist Tillvigagéngssitt (Tiered Approach). Strategin tar hénsyn till

g och vidr Ivarje steg jamfors upp-
mitta halter med aktuell bedémningsgrund. Overskrider uppmtta halter bedom-
ningsgrunden gdr man vidare till ndsta steg.

Hur ménga steg som ska ingd i ett stegvist tillvigagangssatt kan anpassas efter aktuellt objekt.
Likasa kan specifika moment inom varje delsteg anpassas efter aktuellt objekt. Steg 3, Analys av
biotillganglighet, kan t.ex. utféras med BLM (Biotic Ligand Model), men aven andra vetenskapligt
validerade metoder dr méjliga att anvinda. I steg 4 och 5 utgor Genotox Profile® ett kraftfullt
verktyg for att identifiera ett platsspecifikt NOAEC (No-observed-adverse-effect Concentration)
virde. Eftersom Genotox Profile® analyserna avgor den biologiska effekten sa kan de med fordel
aven anvandas som ett screeningverktyg utan foregaende kostsamma kemiska analyser.

4 WCA Environment/Eurometaux 2014. Technical guidance to i oavailability based envi qual-
ity standards for metals. Version September 2014.




4 Fran Exponering till Effekt

4.1 Kopplingen mellan Genreglering och Storningar pa Individniva

Ett toxiskt svar startar med en Molecular Initiating Event (MIE). Detta kan vara exponering for en
oorganisk eller organisk forening. MIE foljs av den molekyldra interaktionen mellan foreningen
som initierar MIE och en molekyl (receptoraktivering, proteinbindning, DNA-bindning) som re-
sulterar i forandringar i en uppséttning nyckelhandelser (Key Event; KE). Det startar med forand-
ringar i genuttryck som resulterar i fordndrad proteinproduktion. Detta leder i sin tur till en for-
4ndrad signalkaskad som, om den overskrider homeostatisk kontroll, kan resultera i storningar

hos celler, vivnader och organ. Dessa funktionsstorningar kan sedan leda till negativa effekter pa

Lo h

organismen (Adverse Outcome; AO) sdsom mi: ing, org tion eller okad dédli
Detta resulterar i en AO av relevans for riskbedémning pa organism och/eller populationsniva
(figur 4).
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Figur 4: The Adverse Outcome Pathway (AOP). Det firsta steget i svaret pd en kemisk exponering uppstdr
niir kemikalien interagerar med cellens molekylira maskineri. Detta resulterar i en kaskad av effekter pd dkad
organistorisk nivd och kan resultera i en skadlig effekt pé organismniva.

For att en AO ska kunna intraffa maste en initial molekyléar interaktion intraffa som leder till for-
andringar i genaktivitet. Medan AO 4r mattet pa exponeringens skada/toxicitet dr de initiala for-
4ndringarna i genaktivitet det direkta svaret pa exponeringen.

Med Genotox Profile®-metoden ar det méjligt att direkt mata den forsta KE i kaskaden som leder
frén MIE till AO. Detta kan géras genom analys av gener som tillhér utvald AOP sdsom metalltox-
icitet, xenobiotisk toxicitet, stressrespons, reproduktion, metabolism, andning, cellcykel (cancer
och apoptos). Genom att bestimma korrelationen mellan signifikanta forandringar i genuttryck
och specifika AOP ar det dirigenom mojligt att identifiera den orsakande faktorn. Brist pa korre-
lation mellan en AOP och dess MIE indikerar att det inte finns nigon effekt orsakad av expone-
ringen pa den AOP. En fordel med denna metod ar att den méjliggor identifiering av orsaken till
iakttagna effekter (AO) eftersom varje gen regleras av en specifik uppsittning receptorer och
transkriptionsfaktorer.



4.2 Reglering av Biologiska Funktioner

DNA lagrar all nédvéndig information som behévs for livet medan mRNA 6verfor informationen
till det cellulara maskineriet som syntetiserar proteiner. Proteiner utfor arbetet i cellen och deras
forekomst ar beroende av mRNA-nivéerna i cellen eftersom alla proteiner bildas frén mRNA. Ef-
tersom mRNA ar det forsta steget i cellens svar vid exponering for giftiga dmnen ar det ocksa en
snabb, exakt och kanslig biomarkor for exponering som ger information om de mekanismer som
ar ansvariga for responsen. Tidsatgangen for att analysera effekter pa olika organisationsniva vi-
sasi figur 5.
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Figur 5: Tidsaxel for biologiska effekter. Visar tidsaspekter for uppkomst av fysiologisk paverkan pa
olika organisationsnivéer.

Organismer reagerar pd fordndringar i sin omgivning (detta inkluderar forekomsten av
potentiellt toxiska &mnen) genom att aktivera olika fysiologiska funktioner. Dessa svar startar
med en uppreglering eller nedreglering av gener vilket resulterar i indrade mRNA nivaer.
Detta kan ses som den initiala KE i kedjan. Den foljs i sin tur av att proteiner bildas fran mRNA.
Proteinera utfor jobbet i cellerna och forandringar i protemmvaer leder darfor till forandringar
(nya KEs) i cellernas funktioner. Nasta KE &r att forandringar i cellerna leder till dndrade
funktioner hos olika organ vilket i sin tur leder till forandrad fysiologi hos individerna. Beroende
pé hur dessa forandringar paverkar individernas livsbetingelser kan det leda till fordndringar i
populationer vilket slutligen leder till pAverkan p& ekosystemet. Genom denna kaskad av KE kan
potentiellt toxiska dmnen péverka ekosystem genom att de initialt dndrar organismens
genuttryck. Eftersom olika gener paverkas av olika &mnen s& utgér genuttrycket ett starkt indicie
pé vad som i slutdndan pdverkar ekosystemet.




5 Fordelarna med Genotox Profile®-metoden

Toxil iska metoder méjliggor identifiering av molekylara svar p& exponeringar for poten-
tiellt giftiga amnen genom analys av uttrycksnivderna av specifika mRNA-molekyler.

ROBUST: Analys pA mRNA-nivd med kvantitativ realtids-PCR (Quantitative real-time PCR;
qPCR) &r en robust metod. En exponering som pdverkar ett djur maste involvera biotill-
gangliga foreningar som kan aktivera eller hamma omvandlingen av DNA-information till
mRNA. Detta ger information om svaren pa exponeringen.

KVANTITATIV: Analys pd RNA-nivd ar kvantifierbar. Eftersom méngden RNA &r direkt
proportionell mot aktiveringen av gener och sker snabbt efter en exponering ar detta en
latt kvantifierbar metod.

1L

MEKANISTISK: Upplosningen av qPCR-matriser (inklusive manga gener) mojliggor identi-
fiering av orsaken som leder till effekten. Detta kan inte uppnds med traditionella metoder
pé individuell eller hogre organisationsniva.

IV. KANSLIG: Férandringar pi RNA-niva 4r kansligare an analys av fysiologiska, morfologiska
eller beteendemissiga effekter pa nivan for enskilda organismer eller hogre. Detta beror p&
att forandringar i RNA &r det forsta steget i organismens svar pa exponering.

V. KOMPLEXA BLANDNINGAR: Genom att anvanda den biologiska qPCR-metoden kan effek-
ter upptickas, 4ven om de orsakas av komplexa blandningar, dar flera foreningar i ldga do-

ser fungerar pa ett additivt, synergistiskt eller antagonistiskt satt.

VL

ANDRA FORDELAR: Metoden ar mindre benégen for falska positiva (eller negativa) svar.
Metoden &r snabb. Metoden ar relativt billigare &n motsvarande fysiologiska analyser som
kraver langre tid och darmed fler arbetstimmar att utfora.

1 Genotox Profile® ingar de centrala gener som ar involverade i reglering av cellens forsvar mot
toxiska amnen och reglering av reproduktion. Urvalet av gener kan dock anpassas till specifika
exponeringsforhallanden, till exempel exponering for kianda giftiga amnen, genom att lagga till
gener som ar kinda for att svara pé en specifik fororening.

Metoden mojliggor snabb, robust och kanslig detektion av molekylédra svar och kan anvéndas for
att analysera de toxiska effekterna av vattenprover eller vattenlakningar fran jord och avfall. Vi-
dare ger den information om koncentrationen av ett amne eller testvitska vid vilken toxiska ef-
fekter borjar uppsta fore observationer av reproduktions- eller toxiska effekter vid hogre organi-
sationsnivéer, vilket minskar behovet av att anvinda sékerh orer vid toxicitetsbedémni




6 Presentation och Tolkning av Genotox Profile®-resultat

6.1 Exempel 1: Analys av Lakvatten fran Fast Avfall

I exemplet nedan exponerades Daphnia magna for en spadningsserie av lakvatten efter klackning
196 timmar. Forst bestimdes den akuta toxiciteten genom att utfora en 96h akut toxicitetsanalys
dar inhiberande koncentration (IC) av exponeringen testas och ICso- och ICs-varden tas fram. Re-
sultaten av en sddan analys visas i figur 6.
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Figur 6: Akut toxicitetstest. 96h immobiliseringstest utfordes pd nykldickta
Daphnia magna med lakvatten frén bottenaska. Det torra materialet lakades ut
med 10 volymer vatten (flytande till fast 10; L/S 10).

Baserat pa information om akut toxicitet gjordes en Genotox Profile®-analys vid koncentrationer
som motsvarade ICs och spadningar dérav. En detaljerad bild for tre gener visas i figur 7.
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Figur 7: Genuttryck for Hsp 70, Cat och Jhe. En detaljerad bild av uttrycket av gener efter exponering kan
fds genom att presentera materialet i ett stapeldiagram. Hir ges exempel pd uttrycket av tre gener som dven
ingdr i heat map-figuren. Den statistiska analysen ar utford med Student’s T-test (*p<0.05, **p<0.01) och n=4.



For att ge en samlad bild av paverkan pé samtliga gener i en gPCR array anvinder vi en Heat map
dar generna presenteras med en fargkod som visar pa upp- eller nedreglering och dér den stat-
istiska signifikansen hos forandringen inkluderas (figur 8).
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Figur 8: Heat map-presentation av resultat efter analys med Genotox Profile®.

ppreg genervisas i rétt och gener visas i gront. Gener som inte dr
reglerade visas i gult. Statistisk signifikans bestdmdes med Student’s T-test (* p<0.05,
**p<0.01) och n=4.

En tolkning av resultaten ovan visar att det vid ECs fortfarande vid L/S 1,000 forekommer en viss
immobilisering. Detta aterspeglas i de starka reaktionerna hos de analyserade generna vid L/S
1,000. Efter en ytterligare en tiofaldig utspadning av lakvatten till L/S 10,000 forekom fortfarande
péverkan pa tre gener, kopplade till oxidativ stress (cat) och reproduktion (jhe). Eftersom effek-
terna pd dessa tre gener var starka (p <0,01) kvarstod kraftiga effekter av lakvattnet. Men, efter
en ytterligare 50% spadning till L/S 20 000 upphérde alla effekter pa genuttrycket och lakvattnet
kan darmed anses vara ofarligt vid denna utspadning. Resultaten visar vid vilken koncentration
som effekterna upphor och detta har betydelse for t.ex. vilken spadning ett material kommer att
hainnan det nir en recipient.



Utifrén effektnivaer vid olika spddningsgrader finns det dnnu inget harmoniserat system for att
avgora till vilken avfallskategori ett lakvatten fran ett testat fast material ska hanféras. Ett forslag
till indelning i tre klasser har forts fram av Deventer och Zipperlel5l. Deras bedémningssystem ar
ett sitt utifran spadningsgrad och uppmitta biologiska effekter tolka och indela grad av effekt p&
en relativ skala for olika provmaterial som genomgétt toxicitetstestning.

Klassificering av Avfall

KLASS1  Icke toxiskt och ar darmed ett icke-farligt avfall

*krit. i) lakvattnet uppvisar ¢ mitbar effekt inom spéidningsintervallet L/S 1-10

ii) lakvattnet dr icke-genotoxiskt

KLASS2  Nagot toxiskt, **grinsar till att vara ett farligt avfall

krit. 1) lakvattnet uppvisar toxicitet inom spadningsintervallet L/S 10~100

KLASS3  Mycket toxiskt och ar diarmed ett farligt avfall

krit. i) lakvattnet uppvisar toxicitet vid en spcidning éver L/S 100

(Baserad pé Deventer & Zipperle, 2004 )

Den utspadningsgrad som Naturvérdsverket tillimpar i sin riktvirdesmodell for férorenade om-
raden i ett scenario for kanslig markanvindning 4r enligt antaget standardvarde satt till 14
ganger for transport frin jordporvatten till grundvatten och 4000 ganger spidning gallande
transport fran jordporvatten till ytvattenlél. Dessa galler under vissa givna forutsattningar som
tex. att storleken pa det fororenat omradet 4r 50x50 m. For transport fran jordporvatten till
grundvatten forutsatts att det &r 0 m till en dricksvattenbrunn som ska skyddas i ett scenario dar
dricksvatten via enskild brunn bor beaktas. Brunnen forutsatts kunna paverkas negativt av foro-
renat material via utlakning till grundvatten som sprids till brunnen och att denna ligger utanfor,
men i direkt anslutning till det fororenade omradet. Vidare antas att akvisfarens maktighet ar 10
m, grundvattnet har en gradient pd 3 %, jorden pd bedémt omrdde har en hydraulisk

Utviirderingskriterier som anvénds i Genotox Profile®-metoden i forhallande till respektive avfallsklassificering

Avfall av Klass 2 utgor en granszon mellan icke-farligt och farligt avfall och maste bedomas fran fall till fall

[

Deventer, K & Zipperle, ]. (2004) Ecotoxicological characterization of waste - Method development for determining
the ecotoxicological (H14) risk criterion. von der, L fiir L Baden-
Wiirttemberg, Karlsruhe 2004

o

Naturvérdsverket 2009, Rapport 5976, Riktvarden for fororenad mark - Modellbeskrivning och végledning
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konduktivitet p& 1x10-5 m/s (stor lighet) samt en grundvat ildning pa 100
mm/m2. Andras sidana platsspecifika forutsittningar for nimnda parametrar dndras 4ven ut-
spadningsgraden vilket and
ning av verktyget.

en av riktvard: bor vara om vid tillamp-

Till Naturvardsverkets rapport medféljer ett excelbaserat berdkningsprogram som kan illustrera
detta om man nyttjar platsspecifika indata i berékni dellen. En lag L/S-kvot indikerar ett
koncentrerat lakvatten néra kéllan till det material som lakats och med 6kande avstand kommer
dven utspadningsgraden 6ka for ett lakvatten som avgar fran en specifik killa eller material. En
L/S-kvot pa 2 brukar namnas som en niva som avspeglar jordporvatten i naromradet till ett for-
orenat jordmaterial eller avfall som lakar. Beddmning om utspadningsférhéllanden och risker i
forhéllande till ett material som utlakar farliga amnen méste bedémas for varje enskilt arende
och riskbedomning. Av praktiska skal har anda en standard framtagits fér beredning av lakvatska
for testning av fasta material enligt SS-EN 14735:200517. Dir lakas prov enligt standardforfa-
rande vid L/S-kvot 10 varefter lakvatskan testas i en spadni: ie. Biolmpakt AB utgar fran
den europeiska standarden vid testning av fasta material, men testar dven autentiska vatten eller
kan anpassa lakmetodik for att avspegla relevanta forhallanden i enskilda projekt.

6.2 Exempel 2: Analys av Recipientvatten efter Sanering av Gruvomride

I exemplet nedan exponerades zebrafiskar och humana HepG2-celler for vatten fran en recipient
fore och efter att urlakningen frin en nedlagd gruva hade atgardats. Metallnivierna i recipienten
analyserades och det visade att nivderna av kadmium, koppar och zink blev kraftigt reducerade
med tid efter utforda efterbehandlingsatgérder (figur 9). Zinknivaerna sjonk fran 696 pg/L till
71,6 ug/L, kopparnivaerna sjonk fran 92,8ug/L fran till 7,8ug/L och kadmiumnivaerna sjonk fran
1,7pg/L till 0,1ng/L. Samtliga virden ligger 6ver de nivaer som anses vara sikra.
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Figur 9: Tungmetallhalter i recipientvattnet. Koncentrationen av kadmium (Cd), koppar (Cu) och zink (Zn)
under tidsperioden 2005 till 2017.

<

EN 14735:2005 Characterization of waste - Preparation of waste samples for ecotoxicity tests. Europastandarden
EN 14735:2005 géller som svensk standard. SS-EN 14735:2005. Karaktirisering av avfall - Preparering av avfalls-
prover for ekotoxikologisk testning



For att avgora effekter pa genuttryck hos zebrafisk och ménniska utférdes en Genotox Profile®-
analys med avseende pa uttrycket av llothioinein (mt), en ilj vars uttryck direkt re-
gleras av tungmetaller sdésom kadmium, koppar och zink. Fér zebrafisk anvindes nyklackta fiskar
som exponerades till dag 6 efter klackning (d.v.s. n=6). Fér manniska anvéindes en cellinje, HepG2,
som har sitt ursprung i en levercancer hos en 15 &r gammal argentinsk pojke. HepG2-celler &r val
studerade och anvands bland annat for att studera hur olika miljogifter metaboliseras och vilka
gener som de aktiverar. Den ar darfor val lampade for studier av miljégifters pdverkan pa manni-
ska. I analyserna jamfors uttrycket vid de olika tidpunkterna med genuttrycket i ett icke-férore-
nat referensvatten.

mt1
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Figur 10: Genuttryck av mt1 och mt2 hos zebrafisk. Bakgrundsnivén visas med en réd linje.

Analys av genuttrycket hos zebrafisk visar att det inte kvarstar ndgon aktivering av mt1 och mt2
generna ar 2017 (figur 10). Detta visar att de metaller som finns kvar i recipienten 2017 inte
langre kan paverka genuttrycket hos zebrafisk.
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Figur 11. Genuttryck av mt1a och mt2a hos ménskliga HepG2-celler. Bakgrundsnivin vi-
sas med en réd linje.



Analys av genuttrycket hos manskliga HepG2-celler visar, i likhet med resultaten fran zebrafisk,
att det inte kvarstar nigon aktivering av mt1A och mt2A generna &r 2017 (figur 11). Detta visar
att de metaller som finns kvar i recipienten 2017 inte lingre paverkar genuttrycket hos ménniska.

En tolkning av resultaten ovan visar att det vid starten av studien 2005 forelag kraftiga effekter
pé recipienten vilket visade sig av den kraftiga induktionen av mt hos béde zebrafisk och manni-
ska. Vid slutet av studien, 2017, hade tungmetallnivderna sjunkit kraftigt men totalhalterna lag
fortfarande p4 en hog nivd. Daremot upphorde induktionen av mt hos béde zebrafisk och manni-
ska vilket indikerar att de biotillgéingliga nivierna av zink, koppar och kadmium var laga och inte
paverkade vare sig zebrafisk eller HepG2-cellerna fran manniska.

Exemplen visar att kiinsliga molekylarbiologiska tester har formagan att avgéra om exponeringen
som organismen utsatts for leder till en effekt pa organi Genom att } -a Genotox Pro-
file®-analyser med kemiska analyser och fysiologiska analyser kan man fa en fordjupad forstaelse
av riskproblematik och darmed avgora om den analyserade situationen utgor en fara for djur och
ménniskor.




7 Fordjupande Information

7.1 Gener som Ingar i Genotox Profile®-analysen

Tabell 1: Gener som ingdr i Genotox Profile

lysen pr ide

Sfigurer.

Effekt Forkortning Fullstindigt Namn Genernas Funktion
MT Metallothionein Metals and Free Radicals
Hsp 60 Heat Shock Protein 60 General Stress Response
Hsp 70 Heat Shock Protein 70 General Stress Response
Hsp 90 Heat Shock Protein 90 General Stress Response
Toxisk Respons
Hsp 90b Heat Shock Protein 90b General Stress Response
Gst Glutathione-S-transferase Conversion of Toxic Compounds
Cat Catalase Reducing Free Radicals
Dap 1 Death-associated Protein 1 Apoptosis
vig1 Vitelogenin 1 Egg Yolk Protein
vig2 Vitelogenin 2 Egg Yolk Protein
Jhe Juvenile Hormone Esterase Juvenile Hormone Inactivation
Cyp314 Cytochrome P450 314 20-Hydroxyecdysone Synthesis
Vmo 1 Vitelline Membrane Outer Layer 1 Oogenesis
Ddx 4 Dead-box RNA Helicase 4 Germ Cell Development
Reproduktion
EcRA Ecdysone Receptor A Molting
EcRB Ecdysone Receptor B Molting
Fiz-F1 Fushi Tarazu Factor 1 Sex Differentiation
E74 74 Ecdysone Regulated
E75 E75 Regulates Molting Cycles
Usp Ultraspiracle Juvenile Hormone Receptor




7.2

Molekylarbiologisk Ordlista

DNA - (D)eoxyribo(n)ucleic (A)cid: Informationen om vilka molekyler som finns i en cell
lagras i form av DNA i cellens kromosomer.

mRNA - (m)essenger (R)ibo(n)ucleic (A)cid: Mellansteg i omvandlingen av information
som lagras i DNA till produktion av proteiner.

PCR - (P)olymerase (C)hain (R)eaction: Metod for att amplifiera mangden DNA eller
mRNA s att det gar att mata.

qPCR - (Q)uantitative Real-time (PCR): Anvinds for direkt kvantifiering av mangden av
specifika mRNA.

Gener: Informationen om varje molekyl som finns i cellen lagras i sin egen gen i form av en
DNA sekvens.

Proteiner: Uppbyggda av aminosyror, utfor arbetet celler.

Toxikogenomik: Studier av hur geners uttryck (mRNA) pdverkas av exponeringar med
mojlig toxisk effekt.

d mel-

Genotox Profile®: Varumarke hos Biolmpakt for t
lan exponering och effekt.

analys av
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