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Sammanfattning och slutsatser

Omradet kring och i Oresrumsviken #r kraftigt fororenat av miljdgifter. Totalt berdknas det
finnas mellan 500 kg och 1000 kg var av kvicksilver (Hg), ZPCB och vissa PAHer i omrédet.
Av dessa typer av miljogifter beriknas ca 20% finnas i Orserumsvikens bottensediment.
Westerviks Pappersbruk som 1915-1980 hade sin verksamhet i den inre delen av viken
misstdnks vara orsaken till de hoga halterna av miljogifter. P4 grund av den hoga halten av
dessa kemikalier 1 bottensedimentet licker de konstant ut i den akvatiska miljon och kan
orsaka skada pé bland annat fisk i omrddet. En tidigare undersdkning har visat att andra
kemikalier &n de ovan nimnda har mest potential att orsaka skada pa fisk. Under hosten 1999
inleddes dérfor detta forskningsprojekt dar malen var att identifiera dessa okénda kemikalier,
samt att undersdka om de var unika for Orserumsviken. Genom denna undersékning erhalls
ett battre beslutsunderlag rorande vilka typer av kemikalier som skall saneras frdn var miljo.
Dessutom, for att i s hog utstrackning som mojligt forebygga spridning av de mest giftiga
kemikalierna under ett saneringsarbete, kan reningstekniken anpassas till dessa kemikaliers

fysio-kemiska egenskaper.

Foreliggande slutrapport summerar denna undersokning dir vi undersokt toxiska effekter pa
fisk orsakade av de kemikalier som finns i Orserumsviken. De biologiska effekter vi
undersokt ar utvecklingsskador och dodlighet pa nyklackta regnbagslarver. Larverna har blivit
exponerade som nybefruktade dgg for organiska Totalextrakt och fraktioner ddrav fran
bottensediment insamlat i Orserumsviken, Slingsviken (referens, sydvist om Orserumsviken)
och sjon Flogen (referens, utanfor Vetlanda). Vidare har fordndringar i aktivitet for en viss
grupp av leverenzym analyserats 1 dessa regnbagslarver genom en metod som kallas EROD-
aktivitet. En 6kad EROD-aktivitet speglar en 6kad exponering av bland annat PCBer och
PAHer och ger dirmed ett indirekt matt p4 subletala (ej direkt dddande) effekter. Aven
vildlevande gidda och abborre fran Orserumsviken och Trosa skirgard (referensomrade) har
insamlats. Permanenta skador pA DNA i dessa fiskars levrar har undersokts genom att méta sa
kallade DNA-addukter. Parallellt med undersokningar av dessa biologiska effektvariabler har
dven kemiska analyser utforts pad de isolerade fraktionerna frn bottensedimentens

Totalextrakt.
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Foljande kemikalier i Orserusmviken kan orsaka skador pa fisk:

Hg. Anvindes som fungicid i1 roren under driften av pappersbruket, vilket ledde till att stora
mingder slipptes ut i Orserumsviken. Halterna av Hg #r for 1dga for att ge de skador vi har
undersokt, dessutom har MAF-fraktionen, den fraktion som skall innehalla Hg 1ag toxisk
potential. Trots detta finns det 4nda en Gvervigande risk att Hg kan orsaka utvecklingsskador

pa vildlevande fisk i omradet.

PCBer. Sjilvkopierande papper innehallande PCB gick ej att atervinnas pa pappersbruket och
istdllet dumpades dessa restfibrer i1 viken, vilket ledde till de hoga halterna av PCBer 1
omradet. Endast en mindre del av de utvecklingskador vi observerat orsakas av PCBer.
Ungefir hélften, eller strax darunder, av vissa av de undersdkta subletala effekterna saisom
O0kad EROD-aktivitet, kan forklaras av halten PCBer 1 omradet. De DNA-skador vi observerat

hos vildlevande gddda och abborre i omrédet orsakas ej av PCBer.

18 analyserade PAHer. Troliga forklaringar till de hoga PAH-halterna i omrédet &r
deponerad aska som bildades i ett koleldat varmekraftverk vid pappersbruket och
bitumenpapper (asfaltspapper) som ej gick att dtervinnas, samt diffusa killor sdsom trafik och
Ostersjon. En vildigt liten del av de utvecklingsskador vi observerat och ungefir 10% av den
okade EROD-aktiviteten orsakas av de 18 PAHerna. Hur stor del av de DNA-skador vi
observerat i vildlevande fisk som orsakas av dessa PAHer ar idag ej klargjort, dock pagar

vidare undersdkningar.

Flera, troligtvis hundratals, polycykliska aromatiska foreningar (PAF). Huvuddelen av
de skador vi studerat orsakas av andra typer av PAF 4n de 18 analyserade PAHerna. Killorna
till dessa PAF ér troligtvis samma som for de 18 analyserade PAHerna, dvs deponerad aska
fran det koleldade virmeverket, bitumenpapper, trafik, samt utifran Ostersjon. Vidare

undersokningar dr dock nodvindig for att ytterligare bringa klarhet i denna fraga.

Hur unik ir Orserumsviken? Eftersom de mest giftiga kemikalierna, PAF, hogst sannolikt
kommer frén trafik och annan anvindning av fossilt brinsle &r det knappast troligt att
fororeningarna i Orserumsviken ér unika. Jimfors den toxiska potentialen med de
referensomraden (Slingsviken och sjon Flogen) vi valt for denna undersokning ér
Orsrumsviken ca 10-30 gdnger mer potent. A andra sidan &r Orserumsvikens bottensediments

formaga att orsaka skada hos organismer jamforbar med bottensediment utanfoér Stockholm.
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1 Inledning

1.1 Miljogifter i Orserumsviken

Kvicksilver (Hg) dr mest giftigt i metylerat tillstdnd (Met-Hg), vilket ocksé dr den form av Hg
som finns i fisk (Fjeld et al., 1998). Hg orsakar neurologiska skador frimst pa hjédrna, vilket
dven observerats i midnniska. I Minamatakatastrofen, Japan 1950 drabbades méinniskor som
atit stora mangder Met-Hg kontaminerad fisk. 1970 dog hundratals ménniskor varav tusentals
insjuknade i Irak pa grund av att de at brod bakat pa sddesslag som blivit behandlat for

svampangrepp (fungicid) med Met-Hg (Castoldi et al., 2001).

Polyklorerade bifenyler (PCBer) ér en grupp av antropogena miljogifter som anvéndes inom
bland annat elektriska komponenter pd grund av dess virmebestindighet och ldga
ledningsformaga. PCBer har potential att orsaka en rad olika skador pa fisk, bland annat
skador pa immunsystemet (Dunier & Siwicki, 1993) och utvecklingskador (Walker ef al.,
1991 och 1996b).

Polycykliska aromatiska kolviteforeningar (PAHer) dr en annan substansgrupp som bland
annat finns i fossila branslen (kol, olja och gas) och dven bildas vid ofullstdndig forbrdnning
av dessa (det vill sdga jamt). PAHer kan bland annat skada DNA, vilket sedemera kan leda till
mutationer och tumorer (Ericson et al., 1998 och 1999) samt skador pd immunsystemet

(Dunier & Siwicki, 1993).

Berédkningar utforda i tvd oberoende undersokningar (Axelman et al., 1998 och Palm et al.,
2001) visar att halten Hg 1 omrédet &r totalt 700 kg, varav ca 100 kg &r finns i bottensediment.
Ungefar 1% av den totala halten Hg 1 omréadet existerar som Met-Hg, den mest giftiga
formen. For PCB éar halterna mellan 600 kg och 1000 kg totalt i omradet, varav 80 till 120 kg
finns 1 bottensedimentet. Motsvarande siffror for PAH, dvs de 18 analyserade, drygt 500 kg
totalt och ungefar 100 kg 1 bottensedimentet.

1.2 Andra kemikalier i Orserumsviken in PCBer och Hg har potential att orsaka mest

skada

Vid en tidigare PCB- och kvicksilverundersokning (Axelman ef al., 1998) isolerades tre
fraktioner fran Totalextrakt av olika abiotiska matriser i Oresrumsviken. De tre fraktionerna
bestod av 1) Alifatiska och Monocykliska Aromatiska Foreningar (MAF-fraktion) 2)
Dicykliska Aromatiska Foreningar (DAF-fraktion) och 3) Polycykliska Aromatiska
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Foreningar (PAF-fraktion). Den mest toxiska fraktionen rérande utvecklingsskador hos fisk
och EROD-induktion var PAF-fraktionen, vilket betyder att de observerade effekterna ej
kunde forklaras av PCBer. Vilka kemikalier som var mest giftiga i PAF-fraktionen kunde

dock ej forklaras.

1.3 Strategi for att finna de mest potenta miljogifterna

I miljon och foljdaktligen dven i Orserumsviken foreligger giftiga kemikalier sdsom mycket
komplexa blandningar dér endast en brakdel av dessa dr bade kemiskt och toxikologiskt
karakteriserade. For att finna de mest toxiska kemikalierna anvénder vi oss av en
flerstegsstrategi som gar ut pa att dela upp det komplexa miljoprovet i olika kemiskt
véldefinierade fraktioner. De isolerade fraktionerna exponeras for ett biologiskt system déar
den relativa toxiska potentialen kan utvéirderas. De/n fraktion/er som dr mest toxisk delas upp
ytterligare varefter den toxiska potentialen i dessa sub-fraktioner utvirderas. Denna
fraktionerings- och exponeringsmetodik upprepas tills en s toxikologiskt vdldefinerad
fraktion som mdjligt &r isolerad och de kemikalier som orsakar mest toxiska effekter dirmed
kan identifieras och karakteriseras med storre sikerhet. I dag utévas denna strategi och
varianter av den Over hela vérlden for att identifiera de mest potentiellt toxiska kemikalierna

vi sldpper ut i miljon (Burgess, 2000; Grifoll ef al., 1992; Marvin et al., 1994).

Organiska kemikalier som dagligen sldpps ut i var miljo anses idag utgora det storsta
ekotoxikologiska hotet. For det forsta dr organiska kemikalier fettlosliga vilket betyder att de
kan passera biologiska membran (de &r biotillgdngliga) och direfter orsaka skada i
organismer. For det andra &r manga relativt stabila i miljon vilket medfor att de inte bryts ned
1 organismerna i samma utstrickning som de utsondras utan istéllet biomagnifieras i
ndringskedjor, dvs de organimser hogst upp 1 naringkedjan exponeras for hogsta doserna. |
den akvatiska miljon finns den storsta andelen av organiska kemikalier bundet till
bottensediment, dock kan de frigéras genom biologiska (t ex bioturbation) och abiotiska
faktorer ( t ex vagor) och dédrigenom bli tillgéngliga for organismer. For att vara sa sédker som
mdjligt pa att alla dessa tusentals organiska kemikalier utvérderas ar dérfor bottensediment en
utmarkt matris att anvdnda nar undersokningar med hjdlp av denna fraktionering- och

exponeringsstrategi skall utforas.

Vi har anvént oss av regnbage (Onchoryncus mykiss) som biologiskt system for att
extrapolera de effekter vi ser till miljon. Regnbédge ar dessutom en vetenskapligt mycket vél

undersokt art som ocksé dr kommersiellt lattillgdnglig.

6
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1.4 Relevans for saneringsarbetet i Orserumsviken

Genom att karakterisera vilka kemikalier 1 vir miljo som har potential att orsaka storst skada
kan vi lattare 6vervaka dessa och pa sa sitt erhélla béttre beslutsunderlag for hur stor del av
t.ex gamla industritomter som behover saneras for att uppna en s giftfrimiljé6 som mojligt.
Vidare erhélls information om vilka kéllor som skall tas bort. Eftersom vi idag ej vet vilka de
mest giftiga kemikalierna dr 1 miljon ar det viktigt att identifiera dem for att erhélla
information om hur dessa kemikalier kommer att bete sig vid ett saneringsprojekt for att ej
forvirra situationen. Aven om fullstindig identifiering av ansvariga kemikalier ej alltid kan
uppnds ger identifieringsarbetet i sig vigledande information om vilka kemikalier, eller

substansgrupper det kan rora sig om.

2 Material och metoder

2.1 Prover

2.1.1 Biologiska prover

Géadda (Esox lucius) och abborre (Perca fluviatilis) fiskades med nét under varen 2001 1
Orserumsviken och i Trosa skiirgird. Abborre insamlades #ven under sommaren 2002 i
Orserumsviken. Under de bada provtagningsomgéngarna, dissekerades leverprover ut i vilka

DNA-addukter (se sektion 2.3.4) sedemera analyserades.

Agg och mjolke fran regnbage har kopts fran Kilarne fiskeriforsoksstation, Kilarne och
Alvdalslax, Alvdalen. Aggen befruktades och exponerades for de isolerade

exponeringslosningarna (se sektion 2.2.1) genom nanoinjektion (se sektion 2.3.1).
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2.1.2 Abiotiskt material

Bottensediment har insamlats med hjilp av Kayak himtare fran tre lokaler Orserumsviken,
Slingsviken (referensvik ca 14 km figelviigen sydvist om Orserumsviken) och Flogen
(referenssjd ca 4 km fagelviigen vist om Vetlanda). Fran Orserumsviken hiimtades tio stycken
prover (0-10 cm), 1 Slingsviken togs sju stycken bottensedimentprover (0-10 cm) och fran

Flogen hamtades och tio stycken prover (0-5 cm), se figur 1.

b) 1000 m
P

c) 500 m

Figur 1. Schematiska kartor 6ver de tre lokaler dar bottensediment insamlats. Pilar och streckade
omréaden illustrerar var i varje lokal som insamlingen skedde. Fran a) Orserumsviken insamlades tio
stycken bottensediment (0-10 cm), i b) Slingsviken insamlades sju stycken bottensediment (0-10 cm)

och fran c) Flogen hamtades tio stycken bottensedimentprover (0-5 cm).
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2.2 Extraktion och fraktionering av organiska kemikalier

Se figur 2 for en schematisk bild dver extraktions- och fraktioneringsstegen. For en mer

detaljerad metodbeskrivning hinvisar vi till Zebiihr et al. (1993).

Bottensedimentproverna frén de tre lokalerna poolades var for sig och organiska foreningar
extraherades ut med toluen som losningsmedel 1 en Soxhlet-apparat. Toluenextrakten frin de
tre stationerna har darefter indunstats, varpa extrakten dverforts till hexan och hexanextrakten

renats upp pa kiselgelspelare och med kopparbehandling for att fa bort svavel.

Genom att anvénda ett High-Performance Liquid Cromatography (HPLC)-system som
separerar organiska kemikalier med avseende pa aromatisk struktur (Karlesky et al., 1983)
isolerades forst tre fraktioner av Totalextraktet frin Orserumsvikens bottensediment
ndmligen, a) MAF-fraktion, b) DAF-fraktion och ¢) PAF-fraktion. Tio sub-fraktioner av en

alikvot av PAF-fraktionen isolerades dédrefter med samma HPLC system.

En Syntetisk PAF-fraktion bereddes, innehallande de 18 st analyserade PAHerna med
motsvarande koncentrationer som analyserades i PAF-fraktionen, se sektion 2.4.1. En alikvot
av denna Syntetiska PAF-fraktion delades sedan upp 1 tio sub-fraktioner identiskt som PAF-

fraktionen.
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Soxhlet extraktion
UV-absorbtions kromatogram

toluen

Backspolning

—_—
Kiselgelskollion
n-hexan
] |
HPLC NH,-kolonn Totalextrakt L
n-hexan
(framat 3 ml/min . MAF DAF PAF
backspolning 5 ml/min) éLCHZ 0o-0)
cl cl o
L
A 4 A 4 A 4

‘ MAF’ ‘ DAF’ ‘PAF ’

HPLC NH,-kolonn
n-hexan
(framat 3 ml/min
backspolning 5 ml/min)

v \ VI| |vVII
30’ 35’ cry 45
-35’) | -cry| | -45’| | -50’]

UV-absorbtions kromatogram

Backspolning
—>

Fraktionerings-
markorer: crysen perylen

Figur 1. Flodesschema Over extraktions- och fraktioneringsstegen som ar utférda pa ett poolat
sedimentprov fran Orserumsviken, Vastervik. Gra boxar illustrerar de isolerade fraktionerna, som &r
namngivna utefter deras huvudsakliga innehall. MAF = alifatiska/monocykliska aromatiska féreningar
(t ex bensen), DAF = dicykliska aromatiska foreningar (t ex PCBer) och PAF = polycykliska aromatiska
féreningar (t ex benso[a]pyren). En alikvot av den Syntetiska PAF-fraktionen (innehaller samma
mangder PAHer som analyserades i PAF-fraktionen) fraktionerades pa ett identiskt satt som PAF-

fraktionen.

2.2.1 Beredning av exponeringslosningar

Alikvoter av de isolerade Totalextrakten fran Orserumsviken, Slingsviken och Flogen, samt
fraktioner och sub-faktioner av Totalextraktet frin Orserumsviken och den Syntetiska PAF-
fraktionen dverfordes till Triolein innan exponering av nybefruktade regnbagsigg
genomfordes, se sektion 2.3.1. Som kontroller anvéndes en spddningsserie av dels B[a]P 1

triolein och dels endast triolein, samt ej injicerade dgg.

10
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2.3. Biomarkorer

2.3.1. Nanoinjektion

Denna exponeringsteknik hdrmar maternal exponering, dvs gifter overfors frdn moderdjuret

till avkomman under dggens gule-uppbyggnad (Walker ef al., 1996a).
Nybefruktade regnbégsigg exponerades som forut beskrivits (Akerman & Balk, 1995).

Vid klidckning registrerades deformationsfrekvensen hos regnbagslarver i de larver som
exponerats for de hogsta doserna av exponeringslosningarna och i kontrollerna. Larverna fick
sedan utvecklas tills dess att ca */3 av gulan var forbrukad d& exponeringsforsoket avbrots
genom att avliva varje larv och dissekera ut varje enskild lever under lupp. Tre individers
levrar fran samma exponeringsgrupp poolades och homogeniserades i 300 pl 0,25 M sukros
16sning. Homogenaten frystes ned i N» (1) och forvarades i -140°C tills EROD-aktiviteten

analyserades.

2.3.2 Histopatologi

Larver som ej provtogs enligt ovan matades regelbundet under tolv ménader varefter
regnbagsynglens levrar och njurar dissikerades ut och dessa vivnadsprover analyserades for
tumorvdavnad av Dr. Mark Myers (National Oceanic and Atmospheric Administration,

NOAA, Seattle, USA).

Genom att undersdka om dessa ettariga fiskar utvecklade tumorviavnad far vi ytterligare

kunskap om hur toxiska kemikalierna i Orserumsviken r.

2.3.3 Etoxyresorufin O-deetylerings (EROD) aktivitet

Frysta leverhomogenat tinades och EROD-aktiviteten analyserades (duplikat) i dessa enligt en
tidigare beskriven metod (Prough et al., 1978). EROD-induktionen beridknades som den
procentuella aktiviteten av injektionskontrollernas medelvirden. Dos-respons kurvor for de
olika exponeringsldsningarna rdknades ut med genom regressionsanalys 1 Excel 2000. De
isolerade exponeringsldsningarnas forméga att orsaka EROD-induktion extrapolerades mot
B[a]P dos-responskurva for EROD-induktion vilket pa sitt gav en uppfattning om de olika

exponeringsldsningarnas relativa B[a]P-ekvivalenter.

EROD aktitvitet induceras i fisk da de exponeras for just PCBer och PAHer som sedemera
kan ge toxiska effekter som DNA-skador, immunsystemstorningar med mera. Att undersoka

EROD aktivitet ger darfor en uppfattning om subletal effekt.
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2.3.4 DNA-addukter

DNA-addukter i leverprover fran vildlevande abborre och gidda fingad i Orserumsviken och
i Trosa skirgard analyserades med **P-Postlabeling metoden (Ericson et al., 1998) enligt vissa

modifieringar.

Att mata DNA-addukter pa vildlevande fisk ger ett métt pa exponering av biotillgéngliga
kemikalier som forstor DNA genom att kronisk binda (kovalent) till DNA.

2.4 Kemisk analys av PAHer

Halten PAHer analyserades i alikvoter av Totalextrakt frin Orserumsvikens, Slingsvikens och

Flogens bottensediment enligt tidigare publicerade metoder (Ishaq et al., 1999).

2.4 Statistik

Statistiskt signifikanta skillnader i EROD-aktivitet mellan de olika exponeringsgrupperna
analyserades med hjélp av PC-mjukvaran SPSS 10.0. Skillnad mellan de olika
exponeringsgruppernas EROD aktivitet anlyserades med ANOVA, for att undersoka vilka
grupper som skilde sig 4t anvéndes ett post hoc test, Tukey HSD. Som gransvérde for

statistisk signifikant skillnad anvindes p<0,05.
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3 Resultat

3.1 Toxiska effekter i regnbige orsakade av de isolerade exponeringslosningarna

Den histopatologiska undersokningen som utférdes pa regnbagsyngel 12 manader efter
befruktning visade att de kemikalier regnbdge exponerats for gav inga histopatologiska

effekter pa lever eller njure.

I figur 3 illustreras nagra av de utvecklingsskador vi registrerade pa nykldckta larver.

Figur 3. Utvecklingsskador i nyklackta regnbagslarver. a) Larv utan deformationer, b) larv med

blédning under 6ga och 6dem i hjartsack, c) larv med assymetrisk gulesack.
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Deformationsfrekvensen i larver exponerade for Totalextrakten fran de tre stationernas
bottensediment visar att Orserumsvikens bottensediment har stérst forméga att inducera
mortalitet och deformationer, samt &r dessutom det enda bottensedimentprovet som har
forméga att orsaka assymetrisk gulesidck (Fig. 4). Vidare ses en klar dos-respons effekt for de

tre Totalextraktens toxiska potential med avseende pa deformationer och mortalitet.

Andel dida | . Andel deformerade <> Andel larver utan
ndet doda farver larver deformationer
% Assymterisk gulesack |:| Odem Ilmmmmmﬂﬂl Blédningar

n=33 n=33 n=35 n=33 n=32 n=35 n=31 n=69

©eeoe e e

100 -

80 -

60 -
%

40

20 +

o,i.%:l

Kontroll B[a]P (3,1)  Slings- Slings-  Flégen (15) Flégen (50) Orserums- Orserums-
viken (14) viken (73) viken (15) viken (74)

.

Figur 4. Mortalitets och deformationsfrekvens i larver exponerade for triolein (Kontroll), B[a]P, samt
Totalextrakt fran Slingsviken, FIdgen och Orserumsviken. Siffror i parentes anger dosen som g

sediment/kg &gg, eller som mg B[a]P/kg &gg. n anger antal exponerade agg.
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Figur 5 visar dos-respons kurvorna for de tre Totalextraktens forméga att inducera EROD-
aktivitet i regnbagslarver. I figuren framgar tydligt Orserumsvikens relativt kraftiga potential
att orsaka EROD-induktion jaimfort med bdde Flogen och Slingsviken. Den hoga toxiska
potentialen i Orserumsvikens bottensedimentet framgar dven vid jimforelse med
modellsubstansen vi anvént, B[a]P, dir endast den hogsta dosen B[a]P (3,1 mg/kg dgg)
overskred den EROD-induktion som den ligsta dosen fran Orserumsviken gav. Ingen

statistisk signifikant skillnad observerades mellan Flogen och Slingsviken.

100000
OFlogen (g sediment/kg dgg)
A Slingsviken (g sediment/kg dgg)
E 10000 # Orserumsviken (g sediment/kg gg)
c
) O BlalP (uglkg dgg)
S
X
.E 1000
X
S
°
£
g
b4 100
w
10 T T T
1 10 100 1000 10000

Figur 5. Dos-responskurvor fér EROD-induktionen i leverhomogenat fran regnbagslarver exponerade
for B[a]P, samt Totalextrakt fran Slingsviken, Fldgen och Orserumsviken. Observera Log-log skalan.
* = EROD-induktionen ar statistiskt signifikant skild fran kontroller (p<0,05).
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Av Totalextraktet och fraktioner dirav frin Orserumsvikens bottensediment har PAF-
fraktionen mest potential att orsaka mortalitet och utvecklingsskador. Forsoket med den
Syntetiska PAF-fraktionen upprepades vilket illustreras i figur 6b). Den Syntetiska PAF-
fraktionen orsakar, i bada forsoken, en 6kning av mortalitet och utvecklingsskador i regnbage.
I f6rsok a) verkar de 18 PAHerna, dvs. de som finns 1 den Syntetiska PAF-fraktionen, orsaka
en stor del av mortalitets och utvecklingsskadorna som orskas av PAF-fraktionen. Nar
forsoket med den Syntetiska PAF-fraktionen upprepades b) var dessa 18 PAHer ¢j lika
toxiska. Dock uppvisar dven kontrollerna (larver exponerade for antingen triolein eller B[a]P)
vid upprepningsforsoket avsevart ligre toxisk potential. I och med ej fullstindig

overensstimmelse mellan de tva forséken bor ett nytt upprepningsforsok utforas.

Andel déda | Andel deformerade Andel larver utan
naet doda farver larver deformationer
Assymterisk gulesack |:| Odem mmmmﬂﬂﬂl Blodningar

n=105 n=32 n=35 n=34 n=32 n=32 n=33

a)

@ &© & & & & e

100 -

%

Kontroll B[a]P (5,1) Totalextrakt MAF- DAF- PAF-fraktion Syntetisk
(64) fraktion (68) fraktion (68) (69) PAF-fraktion
(63)

_

n=33

"0 e e

100 -
80 1
60 -
40 1

20 -

Kontroll B[a]P (3,1) Syntetisk PAF-
fraktion (66)

Figur 6. Mortalitets och deformationsfrekvensen i larver exponerade for triolein (Kontroll), B[a]P, samt
Totalextrakt fran Orserumsvikens bottensediment och fraktioner darav. | b) illustreras

upprepningsforsoket med den Syntetiska PAF-fraktionen. n anger antal exponerade agg.
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Figur 7 visar formagan att inducera EROD-aktivitet 1 regnbagslarver for de
exponeringslosningarna som redovisades i figur 6. PAF-fraktionens dos-responskurva dr mer
flack in bdde DAF-fraktionens och Totalextraktet. A andra sidan #r PAF-fraktionen mer
potent vid lagsta dosen &n vad DAF-fraktionen dr. Den Syntetiska PAF-fraktionens EROD-

induktionspotential dr likvérdig 1 bdda forsoken.
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Figur 7. Dos-responskurvor for EROD-induktionen i leverhomogenat fran regnbagslarver exponerade
for B[a]P, samt Totalextrakt och fraktioner dérav isolerade fran Orserumsvikens bottensediment.
Observera Log-log skalan.

* = EROD-induktionen ar statistiskt signifikant skild fran kontroller (p<0,05).
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Deformationsfrekvensen orsakade av sub-fraktionerna redovisas 1 figur 8, dir a) illustrerar de
tio sub-fraktionerna frdn PAF-fraktionen och b) de tio sub-fraktionerna fran den Syntetiska
PAF-fraktionen. Sub-fraktion II fran PAF-fraktionen orskar mest antal utvecklingsskador.
Den omisskinliga assymetriska gulesédcken orsakades endast av sub-fraktion Il och VI, men
endast en regnbage som blivit exponerad for sub-fraktion VI hade denna specifika
deformation. De tio sub-fraktionerna fran den Syntetiska PAF-fraktionen orsakade alla en
nagot forhojd frekvens av mortalitet och utvecklingsskador i regnbage dock ej lika mycket

som PAF-fraktionens analoga sub-fraktioner.

Andel déda | ’ Andel deformerade Andel larver utan

ndel doda farver larver deformationer
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Figur 8. Mortalitets och deformationsfrekvensen i larver exponerade for triolein (Kontroll), samt a) sub-
fraktioner fran Orserumsvikens PAF-fraktion och b) sub-fraktioner fran den Syntetiska PAF-fraktionen.

n anger antal exponerade &gg.
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Figur 9 illustrerar sub-fraktionernas formaga att inducera EROD-aktivitet i leverhomogenat
frén exponerade regnbagslarver. Alla sub-fraktioner fran PAF-fraktionen orsakade statistiskt
signifikanta (p<0,05) EROD-induktioner. Sub-fraktion X var mest potent, annars uppvisade
sub-fraktionerna liknande potential sinsemellan. Endast sub-fraktion X frdn den Syntetiska

PAF-fraktionen orskade en statistisk signifikant EROD-induktion.

a) 1200

EROD-induktion (% av kontroll)

Kontroll | Il n v \ Vi vil Vil IX X

1200

b)
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400 -

*

200 - .
0 -

Kontroll 1 I m v \ Vi vil vii IX X
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Figur 9. EROD-induktionen i leverhomogenat fran regnbagslarver exponerade for sub-fraktioner fran
a) Orserumsvikens PAF-fraktion och b) den Syntetiska PAF-fraktionen. Alla doser motsvarar 69 g
sediment/kg agg.

* = EROD-induktionen ar statistiskt signifikant skild fran kontroller (p<0,05).
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3.2 DNA-addukter i vildlevande fisk

Giddorna i Orserumsviken har ca 20 ganger hogre frekvens DNA-addukter (p<0,05) i sina
levrar 4n vad giddorna i Trosa skirgard har. Abborre frin Orserumsviken uppvisade ej
samma DNA-adduktménster som Orserumsvikens giddor, dessutom dr andelen DNA-
addukter ca 2 ginger hogre (p<0,05) 1 abborre (Fig. 10). DNA-adduktstandarden som bestér
av leverprov frdn en abborre som exponerats for 50 mg/kg B[a]P uppvisar ett véldigt specifikt
DNA-adduktmonster dér halten DNA-addukter ligger ca 4 ganger 6ver de vildlevande

aborrarna.
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Trosa skargard Orserumsviken Orserumsviken B[a]P 50 mg/kg

Figur 10. DNA-adduktfrekvensen och DNA-adduktmdnstret i vildlevande gadda och abborre, insamlad
fran Trosa skargard (referens) och Orserumsviken, samt fr&n en abborre exponerad fér 50 mg
B[a]P/kg. Observera att den hogra skalan endast tillhér abborren exponerad fér 50 mg B[a]P/kg.

* = DNA-adduktfrekvensen ar statistiskt signifikant skild fran referenser (p<0,05).
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3.3 Kemisk analys

Tabell 1 sammanfattar resultaten frain PAH analyserna utforda pa PAF-fraktionen och dess

sub-fraktion II. Den kemiska analysen av sub-fraktion II visar att det finns stora mangder av

alkylerade och svavelsubstituerade PAHer. Dessutom dr ungefar hélften av miangden

Fluoranten och Pyren isolerad i denna sub-fraktion.

Tabell 1. Sedimentkoncentrationer och doser av individuella PAHer i PAF-fraktionen och i sub-fraktion_|I.

PAF-fraktion

Sediment

koncentration

Doser

69 g/kgagg 14 g/kg agg 2,8 g/kg agg

(Hg/g sediment)  (ug/kg agg)  (ug/kg &gg) (Mg/kg &gg)
Phenanthrene 0,69 49 9,8 2,0
1-Methylphenanthrene 0,41 28 5,7 1,1
2-Phenylnaphtalene 0,26 18 3,6 0,72
Fluoranthene 1,6 0,1 1x10° 23 4.6
Pyrene 1,4 90 19 3,9
Benzo(ghi)fluorantene 0,18 14 2,5 0,50
Benz(a)anthracene 0,48 36 6,7 1,3
Chrysene 0,61 42 8,6 1,7
2,3-Benzanthracene 0,08 5,6 1,1 0,23
Benzo(b)fluoranthene 0,37 26 52 1,0
Benzo(k)fluoranthene 0,42 29 5,9 1,2
Benzo(e)pyrene 0,41 28 57 1,1
Benzo(a)pyrene 0,41 28 57 1,1
Perylene 0,12 8,5 1,7 0,34
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 0,36 25 5,1 1,0
Benzo(ghi)perylene 0,32 22 4,5 0,90
Coronen 0,083 57 1,2 0,23
Dibenzo(a,i)pyrene 0,039 2,7 0,55 0,11
Summa 8,3 0,57x10° 0,12x10° 23
sub-fraktion_lI Sediment Doser Antal

koncentration kongener

69 g/kg agg

(Hg/g sediment)  (ug/kg &gg)
Dimethylphenantrene 0,022 1,5 1
Fluoranthene 0,89 61 1
Pyrene 0,32 22 1
Trimethylphenantrene 0,0073 23 9
Methylpyrene 0,29 20 6
Tetramethylphenantrene 0,40 22 10
Benzonaphtotiophene 0,11 7,7 1
Methyl-Benzonaphtotiophene 0,25 22 5
Dimethyl-Benzonaphtotiophene 0,26 18 4
Summa 2,5 0,20x10° 38 38
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4 Diskussion

4.1 Hur giftigt dr det i Orserumsviken?

Orserumsvikens bottensediment har potential att orsaka mer utvecklingsskador hos fisk &n
vad Slingsvikens och Flogens bottensediment har. Rorande potentialen att orsaka subletala
skador pa fisk (EROD-induktion) ir Orserumsvikens bottensediment ca 10 gdnger mer potent
an Flogens bottensediment och drygt 20 ganger mer potent dn Slingsvikens bottensediment
(Tab. 2). Dessutom ir dos-responskurvan for EROD-induktionen av Orserumsvikens
Totalextrakt mycket brantare och hogre jamfort med Slingsvikens och Flogens dos-
responskurvor. Dessa skillnader forklaras sannolikt av olika sammanséttningar av EROD-

inducerande kemikalier i1 de tre bottensedimenten.

Tabell 2. Exponeringslésningarnas EROD-inducerande potential uttryckt som
B[a]P-ekvivalent och den relativa potentialen, dar Orserumsvikens Totalextrakt

tillskrivits 100, samt figurtillhérighet.

B[a]P- Relativ Figur
Exponeringsldsning Dos ekvivalent'  potential 2
(9/kg @gg)  (mglkg agg)

Slingsviken 74 1.0 3.8

Flégen 50 1.7 9.7
Orserumsviken 3.0 1.0 100
Totalextrakt 2.6 1.6 100 7a
DAF-fraktion 2.7 0.35 21 7a
PAF-fraktion 2.8 1.4 81 7a
Sub-fraktion_| 69 1.2 2.8 9a
Sub-fraktion_lI 69 1.1 2.6 9a
Sub-fraktion_|II 69 1.1 2.6 9a
Sub-fraktion_IV 69 0.73 1.7 9a
Sub-fraktion_V 69 1.2 2.8 9a
Sub-fraktion_VI 69 1.2 2.8 9a
Sub-fraktion_VII 69 0.54 1.3 9a
Sub-fraktion_VIII 69 0.56 1.3 9a
Sub-fraktion_IX 69 0.90 21 9a
Sub-fraktion_X 70 2.4 55 9a

! Bla]P-ekvivalenterna ar utrdknade genom att extrapolera dos-responskurvan fér exponeringslésningens
EROD-induktion till B[a]P dos-responskurva. Darmed erhalls ett matt pa hur stor dos B[a]P som behdvs for att
orsaka en liknande EROD-induktion. Extrapoleringen &r utférd pa den brantaste delan av B[a]P dos-
responskurva.

2 Eftersom doserna for de olika exponeringsldsningarna &r olika sinsemellan normaliseras potentialen, B[a]P-
ekvivalenten, mot dosen och mot Orserumsvikens Totalextrakt.
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Kemikalierna i Orserumsviken orsakar ca 20 gdnger mer DNA-skador, analyserat som DNA-
addukter, i gddda @n vad kemikalierna i Trosa skédrgérd gor. Kontamineringsmassigt kan
Trosa skdrgard sannolikt jimforas med Slingsvikens niva. Orsaken till varfor abborre jamfort
med gidda i Orserumsviken uppvisar bade hdgre frekvens och skilt ménster av DNA-
addukter forklaras eventuellt genom skillnad 1 exponering av DNA-skadande kemikalier pa
grund av olika fodoval mellan de tva arterna. Eftersom abborre och gidda ar olika arter ar
deras metabolism skild &t genom kvantitativ biotransformation samt eventuell DNA-
reparation, vilket kan resultera i olika monster av DNA-addukter. B[a]P injicerade aborrar har
ett adduktmonster som ej observerats i vildlevande abborre, vilket betyder att DNA-
addukterna som abborre i Orsrerumsviken uppvisar ej dominerade av B[a]P. Detta ir skilt
fran vissa andra PAH kontaminerade lokaler, exempelvis creosotkontaminerade bottnar, dér

B[a]P orsakar en signifikant del av DNA-addukterna (Ericson et al., 1998).

Med hjalp av DNA-adduktmonstret kan vissa slutsatser dras rérande exponeringssituationen.
Den observerade diagonala radioaktiva zonen kopplas ofta samman med exponering av
komplexa blandningar t ex ciggaretrok (Izzotti et al., 1999). D& dessa abborrar insamlades
(sommaren 2002) observerades en oljeliknande film pa vattenytan som orsakades av det
pagdende muddringsarbetet i Orserumsviken. Denna film av eventuella oljeféreningar kan ge
upphov till en ndgot annorlunda exponeringssituation och foljdaktligen andra DNA-addukter

an vad som radde innan muddringsarbetet.

For att se histopatologiska effekter ett ar efter exponering av regnbdgsigg krévs troligtvis med
tanke pd tidigare undersokningar (Black et al., 1998) bade hogre doser 4n de vi anvint oss av,
samt dven ett storre antal exponerade dgg. Sannolikt har de individer vi exponerat som

utvecklat dessa typer av skador dott under forsokets gang.

4.2 Vilka kemikalier ger de toxiska effekterna vi ser?

Enligt teorin om hur detta HPLC-system fraktionerar olika kemikalier (Karlesky et al., 1983)
isoleras Met-Hg 1 MAF-fraktionen. Met-Hg orsakar framst neurologiska effekter och
utvecklingstorningar, vilket betyder att en del av de deformationer orsakade av MAF-
fraktionen (Fig. 6a) sannolikt beror pa Met-Hg. Dock ger MAF-fraktionen endast ndgot
forhojd deformationsfrekvens jamfort med kontrollerna, vilket tyder pa att Met-Hg endast star
for en liten del av den totala toxiciteten i Orserumsviken. Enligt Fjeld et al. (1998) beriknas

en dos pa motsvarande 1,35 mg Met-Hg i muskel vara tillracklig for att orsaka neurologiska
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skador pé fisks avkomman. De gdddor som analyserats ligger strax under denna niva (0,2 —
1,0 mg/kg, Axelman et al., 1998), vilket betyder att Met-Hg skulle kunna orsaka neurologiska
storningar pé fisk i omrédet. Dessa neurologiska effekter som Met-Hg kan orsaka ligger dock
utanfor denna undersoknings ramar. I ratta har man observerat att Met-Hg har formaga att
stora EROD-induktionen av kidnda inducerare (Takabatake et al., 1980), dock tyder ej vara

resultat pa nagra kraftiga antagonistiska effekter orsakade av Met-Hg.

Fertila kvinnor bér undvika hég konsumtion av fisk fangad i Orserusmviken, pa grund av
okad risk av fosterskador. Idag finns ej entydiga data rorande gransvérden for Met-Hg
formaga att skada ménskligt foster. Klart dr dock att det har potential att skada nervsystemet

och att hjarnans utveckling dr mest kinsligt vid fosterstadiet (Castoldi ef al., 2001).

Genom var fraktioneringsmetod, HPLC med NH;-kolonn och hexan som mobil fas, isoleras
alla PCBer fran Totalextraktet i DAF-fraktionen (Zebiihr ef al., 1993). Darmed erhalls PCBs
toxiska potential genom biologisk analys av DAF-fraktionen. PCB-profilen i den inre delen
av Orsrumsviken liknar den kommersiella PCB blandningen Aroclor 1242 (Axelman &
Broman, 1999). Enligt andra undersékningar utférda pa4 ITM (Gun Akermans ej publicerade
resultat) krivs en dos 6ver 8 mg Clophen A50/kg dgg for att erhdlla en EROD-induktion som
motsvarar den vi observerar dd 17 g sediment/kg dgg av DAF-fraktionen exponeras for dggen.
17 g/kg dgg av DAF-fraktionen motsvarar en dos om ca 3 mg Aroclor 1242/kg dgg och
eftersom Aroclor 1242 verkar vara mer potent dn vad Clophen A50 dr (Schmitz et al., 1996)
(Elcombe & Lech, 1978) betyder det att huvuddelen av EROD-induktionen i DAF-fraktionen

sannolikt kan tillskrivas de PCBer som finns i Orserumsvikens bottensediment.

Genom att bereda den Syntetiska PAF-fraktionen undersoktes de 18 PAHernas bidragande
toxicitet. En stor del av mortaliteten och utvecklingsskadorna verkade orsakas av dessa 18
PAHer (Fig. 6a). Eftersom misstanke forelag att mortaliteten var av nagon okidnd anledning
forhojd, upprepades forsoket (Fig. 6b). I upprepningsforsoket framgick det att endast en liten
del av mortalitet och utvecklingsskador effekter orsakades av dessa 18 PAHer. A andra sidan
uppvisade dven de bada kontrollerna (triolein-exponerade eller B[a]P-exponerade larver) en
lagre toxisk potential. Detta betyder sannolikt att i forsta forsdket var antingen dggen av
ndgon okénd anledning redan kontaminerade, eller sd blev larverna exponerade for nagon
kemikalie under forsokets gang. Dessa okénda faktorer bidrog sedemera till att djuren blev
kénsligare for utvecklingsskador orsakade av kemikalier. For att erhalla klarhet i detta

dilemma bor darfor forsoket aterupprepas.
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Trots skillnad mellan de bada forsdken rorande utvecklingsskador uppvisade den Syntetiska
PAF-fraktionen samma potential att orsaka EROD-induktion i de tva forsoken. Detta betyder
att de 18 PAHerna endast kan forklara ca 10% av EROD-induktionen som PAF-fraktionen

uppvisar.

Alla sub-fraktioner fran PAF-fraktionen gav utvecklingsskador, varav sub-fraktion II var
mest potent samt orsakade med hog frekvens den omisskdnliga assymtriska gulesidcken. Att
dessutom sub-fraktion VI gav assymetrisk gulesick dr dock ej att anse alltfér osannolikt med
tanke pa att endast B[a]P dven orsakar denna specifika deformation, samt att B[a]P skall
eluera ut nagonstans mellan sub-fraktion VI och IX, vilket skulle kunna vara orsaken till
denna observation. En kvalitativ kemisk analys av sub-fraktion II avslgjade att den innehdll
stora méngder svavel och alkylsubstiuerade PAHer. Hur mycket dessa PAF bidrar till
toxiciteten i Orserumsviken ir i dag ej utrett p4 grund av de ej ir tillgéingliga p4 den
kommersiella marknaden. Andra undersokningar har visat att just dessa typer av PAF &r mer
toxiska dn de PAHer som oftast analyseras (Brack et al., 2000). Sammantaget med den
kvalitatitva kemiska analysen av sub-fraktion II samt DNA-adduktmolnet i abborrre och
giidda fran Orserumsviken betyder dessa resultat att det sannolikt ir hundratals kemikalier av
polycyklisk aromatisk karaktdr, sk. PAF, som orskar de observerade toxiska effekterna. De
storsta PAHerna isoleras i sub-fraktion X for bade PAF-fraktionen och den Syntetiska PAF-
fraktionen, vilket medfor att de tyngsta PAHerna (t ex Benzo(ghi)perylene, Coronen,
Dibenzo(a,i)pyrene) bland de som vi och andra rutinméssigt analyserar, har storst potential att

orsaka EROD-induktion.

4.3 Var kommer dessa giftiga kemikalier ifran?

Hg anvéndes som fungicid under processen, PCB hirstammar framst frin sjdlvkopierande
papper, medan PAH-kéllan dr mindre utredd (se Meili, 2002 bilaga 1). PAHerna kommer
frimst frin Westerviks Pappersbruk, samt dven fran Ostersjon. Enligt Henry Akerlund
(telefonintervju 020516), produktions chef 1961-1979 drevs ett koleldat virmekraftverk under
produktionen. Askan frin detta virmeverk deponerades i viken. Aven bitumenpapper
(asfaltsbelagd papper) forsoktes atervinnas under produktionen. Eftersom PAF-fraktionens
okinda giftiga kemikalier, med stor sannolikhet d&ven har samma ursprung som de analyserade
PAHerna och att de har liknande fysio-kemiska egenskaper som dessa PAHer, dr det vildigt
troligt att dessa foljer samma spridning i miljon som de 18 PAHerna. Detta medfor dven att

dessa kemikalier sannolikt ej ir unika for Orserumsviken. Vi har dven bedrivit
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undersokningar 1 Stockholm och dess niarhet och funnit liknande effekter bade kemiskt och

biologiskt av samma potens som i Orserumsviken (Akerman et al., 2003).

4.4 Hur paverkar detta saneringen av Orserumsviken?

De typer av kemikalier som star for huvuddelen av de toxiska effekterna vi undersokt och
lyckats utréna (substituerade PAHer och tunga PAHer) har liknande fysio-kemiska
egenskaper som PCB och PAH. Detta betyder att om saneringen av PCB och PAH lyckas i

Orserumsviken, kommer dven andra PAF-substansgrupper sannolikt att minska.

I vilken grad efterbehandlingen lyckas aterstdr dock fortfarande att undersoka. Vi har utfort en
mindre studie dér det visat sig att om stort ldckage sker under muddringen kommer kemikalier
av den typen vi identifierat att &tminstone lokalt orsaka skada (Sundberg et al., 2000).
Dessutom har vi placerat ut sedimentféllor vilka vi regelbundet provtar for att underséka om

muddringen forindrar den toxiska potentialen i Orserumsviken.
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