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Forord

| forbindelse med den nationale overvagning af vandmiljget (NOVANA) i &rene
2004-2008 er der fundet forhgjede forekomster af misdannede unger i kuld fra
fisken alekvabbe i en raekke danske fjorde. | andre lande, herunder Tyskland og
Sverige, er der gjort lignende fund af misdannede alekvabbeunger.

Der er tidligere blevet gennemfart to litteraturstudier i regi af Miljgministeriet,
hvilke er afrapporteret i: 1) Misdannet alekvabbeunger og andre biologiske ef-
fekter i danske vandomrader. Litteraturudredning (Stuer-Lauridsen et al. 2008),
og 2) Kemiske stoffer der kan fere til misdannelser i fisk. Indkredsning af stoffer
ud fra deres biokemiske virkemekanisme (Halling-Sgrensen et al. 2008).

Konklusionerne fra disse udredninger var, at alekvabbeunger med misdannelser
er hyppigst forekommende i kystnaere omrader med menneskelig aktivitet, og at
der er mistanke om, at fx klorerede organiske forbindelser, TBT, PAH, pestici-
der, tungmetaller, lz&egemidler og stoffer med hormonforstyrrende effekter er ar-
sagen til fund af misdannelser, evt. ved additiv virkning fra flere stoffer.

FORMAL-projektet ('Et undersggelsesforlgb til at FORklare fund af Misdannede
ALekvabbeunger i danske fjorde’) er en del af Milijgministeriets tilvejebringelse
af viden, der er ngdvendig, for at By- og Landskabsstyrelsen kan opstille evt.
forslag til indsatser, der kan imgdega biologiske effekter i miljget.

FORMAL-projektet bestar af tre trin:

1. Et maleprogram, der kan tilvejebringe et fyldestgarende billede af vandmil-
joets tilstand med hensyn til miljgfarlige stoffer for at indkredse arsagen til
fund af misdannelser i alekvabbeunger.

2. Laboratorieforsag til etablering af viden om effektniveauer for udvalgte ke-
miske stoffer i alekvabber.

3. En tveergadende analyse af de gennemfgrte aktiviteter og resultater fra an-
dre projekter, der sammenfatter viden om arsager til forekomst og udbre-
delse af effekter og misdannelser i dlekvabber.

De overordnede resultater og konklusioner fra trin 1 er sammenfattet i Miljgfarlige
stoffer og alekvabbe — et feltstudie. Trin 1.

Denne delrapport er den anden af tre, hvor resultaterne fra FORMALSs farste trin
rapporteres, og omhandler biomarkgrer i alekvabbe. De andre to delrapporter
omhandler: 1) Miljgfarlige stoffer i alekvabbe samt Ill) Miljgfarlige stoffer i sedi-
ment og bundfauna.
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Sammenfatning

Biomarkgrer kan anvendes til at vurdere biologiske arsager og virkemekanismer
bag fundene af forhgjede forekomster af misdannede unger i kuld fra fisken
alekvabbe.

De i denne sammenhaeng anvendte biomarkerer omfatter vitaminerne A, E og
B, steroider, CYP1A, PAH-metabolitter og lipid. Responsniveauet af disse bio-
markgrer i alekvabber er undersagt ved tre lokaliteter i 2009; ved Agersg i Sto-
rebeelt, der er udvalgt som referencestation, og ved Roskilde og Frederiksvaerk,
hvor der gennem en arraekke har vaeret en forhgjet forekomst af misdannede
alekvabbeunger. Prgvetagningen er forlgbet over tre perioder i august, septem-
ber og november, som repraesenterer forskellige vigtige trin i alekvabbers udvik-
lingen fra aeg til unger.

Undersggelsen viste, at responsniveauet for flere af biomarkgrerne i alekvabbe

ved Roskilde og Frederiksvaerk generelt adskiller sig fra referencestationen ved

Agersg. Dette geelder for niveauerne af vitaminer og steroider, CYP1A, og PAH-
metabolitter. Hvilke det drejer sig om, og i hvilket omfang, afhaenger dels af den

enkelte biomarker, dels af tidspunktet.

Der er indikationer pa, at arsagen til den ggede forekomst af alekvabbekuld
med misdannede unger ved Roskilde og Frederiksvaerk kunne relateres til lave-
re niveauer af vitamin A, E og B. For vitamin E, som bl.a. beskytter mod oxidativ
stress, var det tilfaeldet bade i august og i november. De laveste niveauer af vi-
tamin A fandtes gennemgaende ved Frederiksvaerk og de lavest niveauer af vi-
tamin B blev fundet ved Roskilde. Dette kan skyldes tilstedeveerelse af forskelli-
ge typer af miljofarlige stoffer. Tilsvarende adskiller CYP1A-aktiviteten i leveren
og niveauet af PAH-metabolitter i galde fra de gravide hunner sig isaer i august
ved Roskilde og Frederiksveaerk i forhold til Agersg. Dette styrker formodningen
om, at de lavere vitaminniveauer var forarsaget af en gget belastning med visse
grupper af miljgfarlige stoffer, og ikke forskelle i andre biotiske og abiotiske for-
hold.

Konklusionerne fra maleprogrammet er, at:

« derindikeres en sammenhaeng mellem vitamin A, B og E samt CYP1A-
aktiviteten og forekomst af misdannelser,

«  PAH-metabolitter viser forskelle i PAH-eksponering, som ogsa er koblet til
misdannelsesfrekvensen,

« en endelig tolkning af de forskellige responser i steroider kraever yderligere
viden om misdannelsers kobling til hormonbalancen i alekvabbe.
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Summary

Biomarkers can be used to assess what biological mechanisms that are af-
fected by hazardous substances and result in the observed deformities in eel-
pout larvae.

The biomarkers used in this study were content of vitamin A, E and B, steroids,
PAH-metabolites and lipid, as well as CYP1A activity in eelpout. Eelpout were
caught at three sites in August, September and November. Agersg in the
Southern Belt Sea was considered a reference site, as no deformities were ob-
served here either in September or November. Roskilde and Frederiksveerk,
both situated in Roskilde Fjord, were impacted sites where more than 5 % of the
broods had more than 5 % deformities.

The responses of many of the biomarkers were different at the impacted sites
compared to the reference site, especially for the vitamins, steroids, CYP1A and
PAH-metabolites. The difference between sites varied both in time and magni-
tude for most of the biomarkers.

There are indications that the cause of deformities could be related to lower lev-
els of vitamin A, E and B. For vitamin E that protects against oxidative stress
the levels were lower at the impacted sites both in August and November. The
lowest levels of vitamin A were found at Frederiksveerk, and the lowest levels of
vitamin B were found at Roskilde. These differences could be caused by differ-
ences in contamination profile between the sites. The activity of CYP1A and
levels of PAH-metabolites were higher at the sites with deformities, especially in
August. This strengthens the notion that the lower levels of vitamins at the sites
with deformed larvae were caused by increased pressure from hazardous sub-
stances, and not by other differences in abiotic and biotic conditions at the sites
such as difference in prey.

The conclusions from this study are that:

* the levels of vitamin A, B and E, as well as CYP1A-activity can be correlated
with occurrence of deformities,

* PAH-metabolites show differences in PAH-exposure that is also connected
to occurrence of deformities,

* more background knowledge of the hormone balance in connection with de-
formities in eelpout is needed before a more conclusive interpretation of the
different responses for steroids can be made.
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Introduktion

Biomarkgrer er biologiske indikatorer, der kan anvendes til at vurdere, om miljg-
farlige stoffer pavirker og derved udgear en risiko for dyrelivet i vore farvande.
Biomarkarer anvendes til at identificere tidlige tegn pa skadelige effekter i indivi-
der, bl.a. i det Nationale Overvagningsprogram for Naturen og Vandmiljget
(NOVANA). De tidlige tegn pa effekter har dog ikke ngdvendigvis betydning pa
populationsniveau. Mange biomarkarer kan anvendes som indikatorer for at
vurdere bade de rumlige, dvs. mellem omrader, og tidslige variationer i re-
sponsniveauet, som kan veere forarsaget af miljgfarlige stoffer. Nogle biomarkg-
rer er stofspecifikke, fx imposex og intersex som indikatorer for effekter af stof-
fet TBT i havsnegle (OSPAR 1998a; Strand et al. 2009). Andre biomarkgrer an-
ses derimod som veerende mere generelle stressmarkgrer for den samlede pa-
virkning af de ofte komplekse blandinger af de mange forskellige miljgfarlige
stoffer, der kan forekomme i havmiljget (OSPAR 1998b).

Afhaengig af typen af biomarkgr kan de forskellige typer af effekter komme til
udtryk med en forsinkelse i forhold til det reelle tidspunkt, hvor pavirkningen
fandt sted. Derfor kan det ikke altid forventes, at responsniveauet for alle typer af
biomarkgrer viser de samme billeder af pavirkningsgrad. Det er ngdvendigt at
inddrage viden om koncentrationsniveauer af potentielt skadelige miljafarlige
stoffer og deres virkemekanismer, nar ugnskede effekter pa dyrelivet observe-
res i miljget, og arsagerne dertil skal indkredses. Ofte vil det endvidere vaere
ngdvendigt at inddrage forskellige supplerende biomarkgarer for at styrke afkla-
ringen af de bagvedliggende biologiske arsager og virkemekanismer
(ICES/OSPAR 2008). Forekomsten af misdannelser i fisk som alekvabbe er et
eksempel pa en generel biomarkgr, hvor det vil vaere ngdvendigt med yderlige-
re undersggelser af bade de kemiske og biologiske forhold for at sandsynligga-
re arsagerne.

Det overordnede formal med undersggelsesforlabet i FORMAL-projektet var
derfor at klarggre arsagen til observerede omrademaessige forskelle i forekom-
sten af misdannede unger i kuld fra den levendefgdende fisk alekvabbe (Zoar-
ces viviparus) i det danske vandmiljg (Strand et al. 2004; Strand 2009). Hypote-
sen var, at de lokalt ggede forekomster af misdannede unger i kuld fra alekvab-
ber er forarsaget af forurening med miljafarlige stoffer, da det er sandsynliggjort,
at en reekke miljgfarlige stoffer, der forekommer i det danske vandmiljg, kan
medfgre toksiske effekter, som kan lede til bl.a. misdannelser i fisk (Stuer-
Lauridsen et al. 2008; Halling-Sgrensen et al. 2008).

Test af hypotesen og opfyldelse af det overordnede formal vil forudsaette kend-

skab til bade miljgets og de voksne alekvabbers samt ungers belastning med
miljgfarlige stoffer og sammenholdelse med effektniveauet i lekvabber beskre-

11
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vet ved forekomsten af misdannede unger samt forskellige andre typer af bio-
markgrer. Biomarkgrer inddrages, da de kan styrke beskrivelsen af de biologi-
ske arsager og virkemekanismer, der kan ligge til grund for de fundne misdan-
nelser.

De anvendte biomarkearer, hvor resultaterne gennemgas i denne delrapport Il,
omfatter:

- vitamin A, E og B i g eller unger

 steroider i blod eller ovarievaeske fra voksne hunner

- aktivitet af CYP1A afgiftningsenzymer i lever fra voksne hunner

« PAH-metabolitter i galde fra voksne hunner

- lipidindholdet i voksne hunner, aeg og unger

Resultaterne fra undersggelserne af forekomsten af forskellige grupper af miljg-
farlige stoffer i alekvabbe og deres unger samt i miljget, dvs. sediment og mus-
linger ved de tre udvalgte undersggelseslokaliteter, gennemgas i to andre selv-
steendige delrapporter, delrapport | og delrapport Ill.

I denne undersagelse blev der valgt lokaliteter ved Roskilde og Frederiksveerk i
hhv. den sydlige og nordlige del af Roskilde Fjord-systemet, hvor tidligere un-
dersggelser i forbindelse med NOVANA-overvagningen har vist forhgjet fore-
komst af misdannede alekvabbeunger (Strand et al. 2004; Stuer-Lauridsen et
al. 2008). Derudover vurderes populationerne her ogsa at veere store nok til at
fa et tilstraekkeligt antal fisk indsamlet, og kontamineringsprofilen med miljgfarlige
stoffer vurderes at veere forskellig mellem de to omrader. Som referencestation
blev udvalgt omradet ved Agersg i Storebzelt, da den betragtes som den gene-
relt mindst belastede station med stgrre vandudveksling end pa de andre stati-
oner. Stationerne i Roskilde Fjord er placeret teet pa starre byer og i mere afluk-
kede fjordomrader med lavere vandudveksling.

Undersggelsen omfattede en udvidet prgvetagning af alekvabber i forhold til
den normale NOVANA-prgvetagning i november, idet indsamlingen forlgb over
tre perioder i august, september og november 2009. Indsamlingen af alekvab-
ber mislykkedes dog ved Agersg i september.

| august var eseggene lige blevet befrugtet, men der var endnu ingen decideret
embryon- eller ungeudvikling. Derimod var ungeudyviklingen i fuld gang ved prg-
vetagningen i september (middellaengde 21,5 + 2,3 mm) og november (middel-
leengde 30,7 £ 2,7 mm), og ungerne kunne derfor til disse tidspunkter undersg-
ges for forekomsten af misdannelser og andre typer af fejludvikling.

12
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Karakterisering af unormal udvikling hos alekvabbeunger bestar af 10 typer af
fejludviklede unger, som beskrevet i den tekniske anvisning for NOVANA
(Strand & Dahllof 2005) og sammenstillet i tabel 1.

Tabel 1. Karakterisering af forskellige typer af fejludviklede unger i kuld fra
dlekvabbe, efter Strand & Dahlléf 2005.

0 Befrugtede aeg eller embryo, der lige er kleekket (< 10 mm)

Dgdt unger uden misdannelser, < 10 mm

Unger med misdannelser i blommeseek eller indvolde

Unger med 'vinkelknzek’ pa rygrad

Unger med spiralformet rygrad

Unger med defekt pa gjne eller manglende gjne

Unger med misdannelser i hovedet

To sammenvoksede unger, evt. som siamesisk tvilling

I ® |mmiio|0|w|>

Andre abnormiteter, evt. som kalcificeret unger eller sammenfiltrede klynger

Signifikant mindre unger, 'dvaergveekst’

Man skal vaere opmeerksom pa, at denne karakterisering af markante synlige
misdannelser ikke udelukker andre ikke umiddelbart synlige skadelige effekter
pa ungeudviklingen, fx i form af skader pa det neurologiske system eller blod-
kredslgbet.

Forekomsten af fejludviklede alekvabbeunger i 2009
Undersggelserne i 2009 viste, at ligesom tidligere ar var der en forhgjet fore-
komst af misdannede unger i dlekvabbernes kuld pa lokaliteterne ved Roskilde
og Frederiksveerk.

Ved Roskilde havde 5,0 % og 8,2 % af alekvabberne i hhv. september og no-
vember en gget forekomst, dvs. mere end 5 % af misdannede unger (type B-G)
i de enkelte kuld. Ved Frederiksveaerk var andelen af kuld med gget forekomst af
misdannede unger oppe pa 9,5 % og 10,0 % i hhv. september og november.
Derimod havde ingen af de undersggte kuld ved referencestationen Agersg i
november mere end 5 % misdannede unger (figur 1).

Desuden var Roskilde og Frederiksvaerk i 2009 de to omrader, hvor der var den
hgjeste forekomst af alekvabber med mere end 5 % af de andre typer af fejlud-
viklede unger i kuldene, hhv. tidligt dade unger (type 0) og sent dade unger (type
A) (figur 1).

13
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Figur 1. Forekomsten af alekvabbekuld med en @get forekomst (> 5 % pr. kuld) af mis-
dannede unger (type B-G), tidligt dade unger (type 0) og sent dade unger (type A). Be-
meerk, at det ikke lykkedes at indsamle alekvabber ved Agerso i september.

Fordelingen mellem de forskellige typer af misdannede unger var nogenlunde
ens ved Roskilde og Frederiksveaerk, idet misdannelser af knoglebygningen i
form af knaek (type C) eller spiralformet rygrad (type D) var de dominerede ty-
per. Andre typer af misdannelser forekom dog ogsa, om end i mindre grad i dis-
se omrader.

Roskilde Frederiksveerk

Type G Type B Type G Type B
Type F

Type F
Type C

Type E Type C

Type E

Type D

Type D

Figur 2. Den relative fordeling mellem de forskellige typer af misdannede unger ved
Roskilde (n = 69) og Frederiksvaerk (n =78) i 2009. For naermere beskrivelse af typerne
B til G, se tabel 1.
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Skader pa eller manglende gjne (type E) var forholdsvis hyppigere ved Roskilde,
hvorimod misdannede blommesaekke eller indre organer (type B) var lidt hyppi-
gere ved Frederiksveerk. Hoveddeformationer (type F) og siamesiske tvillinger

(type G) fandtes ogsa blandt de misdannede unger i begge omrader (figur 2).

De efterfalgende undersggelser af biomarkgrer vil blive sammenholdt med disse

fund af @get forekomst af misdannede unger ved Roskilde og Frederiksveerk i
forhold til ved referencestationen ved Agersg i Storebaelt.

15
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Indsamling og pr@vetagning

Udvalgte lokaliteter
De tre undersggelseslokaliteter i FORMAL-projektet er kystnzere omrader ved
hhv. Roskilde, Frederiksveerk og Agersg i Storebeelt (figur 3).

Lokaliteterne ved Roskilde og Frederiksveerk ligger begge i Roskilde Fjord-
systemet, hvor der er en raekke kilder fra by og industri samt en forholdsvis lille
vandudskiftning. Agersa i Storebzelt er udvalgt som referencestation primeert
pga. den forholdsvis hgje vandudskiftning i omradet. Der findes dog potentielle
forureningskilder, bl.a. i form af skibstrafik.

Jstersgen

—

oIS

FES

Figur 3. Stationskort over de 3 undersggelseslokaliteter ved hhv. Agersa (A), Frede-
riksveerk (F) og Roskilde (R).

Preveindsamling

Indsamlingen blev i alle omrader udfart med aleruser enten af DMU, Aarhus
Universitet eller med hjeelp fra lokale fritidsfiskere. Der blev i august indsamlet
20-30 hunner per station og 40-50 gravide hunner i september og november,
hvor ogsa forekomsten af misdannede alekvabbeunger blev undersagt. Ingen
af de indsamlede fisk havde synlige ydre fysiske skader forarsaget af fangst-
redskaberne. | alt blev der indsamlet 307 gravide alekvabbehunner fra de tre
stationer i efteraret 2009 (tabel 2).

17
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Tabel 2. Stationsoplysninger for de tre undersggelseslokaliteter.

Indsamlings- Salinitet og  Antal indsam-
Lokalitet Position Dybde tidspunkter temperatur lede hunner
20/8-09 14 %o ; 18°C 25
5512,5;
Agersg 11115 2m sep-09 - mislykket
’ 10/11-09 11 %o ; 8°C 50
18 og 26/8-09 12 %o ; 17°C 30
) . 5541,3;
Roskilde Fjord 41504 5 1m 25/9 og 6/10 12 %o ; 14°C 40
6/11-09 13 %0 ; 7°C 49
21/8-09 15 %o ; 19°C 21
5557,5;
Frederiksvaerk 1201.0 1m 29/9-09 17 %o ; 13°C 42
’ 1/11-09 17 %o ; 8°C 50

Efter indsamlingen blev fiskene transporteret til Risg i Roskilde Fjord, hvor fi-
skene blev opbevaret maksimalt 24 timer i aflukkede tradbure frem til dissektion
og udtagning af praver til de forskellige delundersggelser (tabel 3). Falgende
biometriske mal blev taget pa alle fisk: laengde, totalveegt, vaegt uden indvolde
(somatisk vaegt), vaegt af lever, veegt af gonade (dvs. kuld hos hunner eller te-
stikler hos hanner), antal unger i kuld, antal, laangdefordeling og type af mis-
dannede unger og anden type af fejludvikling i henhold til NOVANA teknisk an-
visning (Strand & Dahlléf 2005), se ogsa Annex 1, tabel 3.

Vaevsprgver blev udtaget ved dissektion umiddelbart efter, at de voksne fisk var
blevet aflivet med kraftige slag i hovedet. Farst blev blod og lever udtaget, der-
pa aeg eller unger og efterfglgende de andre vaevsprgver. De udtagne praver
fra november skulle, udover at anvendes til de i dette projekt udvalgte analyser
for biomarkgrer og miljgfarlige stoffer, ogsa anvendes til andre supplerende un-
dersggelser i forbindelse med BONUS+-projekterne BALCOFISH og BEAST.
Dette indebar, at flere af vaevspraverne blev opdelt i flere delpraver, fx lever og
muskel der blev opdelt i henholdsvis 7 og 4 delprgver. Prgver fra august og
september blev udelukkende anvendt i forbindelse med dette FORMAL-projekt.
Alle delpraver blev registeret og opbevaret separat i en biobank, sa senere
identifikation og analyser af individbaserede prgver kunne gennemfgres.

Prgver af &g fra august og unger fra september og november blev anvendt til
analyse af vitaminer A, E og B. | august, hvor aeggene lige var blevet befrugtet,
blev hele ovariet dissekeret ud og vejet og derpa frosset ned med teris i glas-
vials. | september og november, hvor ungeudviklingen var i fuld gang, blev kul-
det farst vejet, ungerne talt, undersggt for fejludviklede unger og laengdeforde-
lingen malt (middellaengde i september: 21,5 £ 2,3 mm og november: 30,7 + 2,7
mm), for de blev frosset ned med teris i glasvials.
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Ovarievaeske til steroidanalyser blev i september og november frasigtet ungerne,
for den videre undersggelse af dem. Ovarieveesken blev frosset ned i glasvials
pa toris.

Praver af blod pa 0,5-1 ml til steroidanalyser blev udtaget med heparin-coatet 1
ml sprgjte med kanyle. Plasma blev udtaget og frosset ned pa teris efter centri-
fugering i Eppendorfrgr ved 2.500 rpm i 5 minutter.

Af leveren blev kun den yderste del af hgjre halvdel anvendt til analyse af
CYP1A, som blev frosset ned i cryorgr i flydende nitrogen. Leverprgver til ana-
lyse for miljgfarlige stoffer blev opbevaret i glasvials og frosset ned ved -20°C.

Prever af galde til undersggelse af PAH-metabolitter og muskelprgver til analy-
se for miljgfarlige stoffer og lipid blev frosset ned ved -20°C i henholdsvis Ep-
pendorfrar og rilsanposer.

Prgver af lever og galde til analyse for CYP1A-aktivitet og PAH-metabolitter
blev taget fra de 20 mest friskfangede fisk, der maksimalt havde veaeret opbeva-
ret i 24 timer efter fangsttidspunktet. De resterende fisk, der indgik i undersg-
gelsen af reproduktiv succes og herunder undersggelse af forekomst af mis-
dannede unger i kuldene, blev maksimalt opbevaret i tradbure i 3 dage.

Tabel 3. Oversigt over de undersggte biomarkgrer, udvalgt matrice, opbevaringsforhold
og analysemetode.

Opbevaring af

Biomarker Matrice prever Analysemetode
Biometri og Voksne gravide hunner Undersggt Laengde, veegt,
reproduktion levende antal
Vitamin A og E Hele kuld, g eller unger -80°C LC-MS
Vitamin B Hele kuld, g eller unger -80°C LC-MS
Steroider Blod eller ovarieveeske fra -80°C LC-MS

voksne hunner
CYP1A/EROD- Lever fra voksne hunner -80°C Spektrofotometrisk
aktivitet enzymkinetik
PAH-metabolitter ~ Galde fra voksne hunner -20°C Fluorescens og

HPLC

Lipid Muskel fra voksne hunner -20°C Ekstraktion

De anvendte biomarkgarer blev prioriteret efter viden om relevans tilvejebragt via
den videnskabelige litteratur samt mulighederne for kvalitetssikrede analyser,
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der kunne opna tilstraekkelige detektionsgreenser, som vil vaere relevante for
analyser af biologisk materiale fra fisk. Vitamin B blev prioriteret frem for bl.a.
thyroidhormoner pga. manglende muligheder for at udfere kvalitetssikrede ana-
lyser. Selenanalyser pa blod blev ikke udfart, da der ikke var en tilstreekkelig
prevemaengde fra de sammen individer tilbage efter de udfgrte steroidanalyser.

Vitaminer og steroider blev analyseret i augustprgverne, hvor der endnu ikke
kunne undersgges misdannelser, i 6 individer udvalgt fra de 20 hunner, hvor
der ogsa blev analyseret for PAH-metabolitter og CYP1A. Steroider blev malt i
blod, eftersom der ikke er ovarievaeske i august. | prgverne fra september og
november blev der analyseret for vitaminer og steroider i udvalgte individer,
hvor der dels forekom > 5 % misdannelser B-G per kuld (maks. 5 per station) og
dels ingen misdannelser. | de tilfeelde hvor der ikke var 5 kuld med hgj frekvens
af misdannelser, blev der udvalgt individer med den hgjeste grad af misdannel-
ser (B-G).

| alt blev 68 prgver udvalgt til analyse for vitamin A, B og E, samt for steroider
(progestagener, glucocortikoider, androgener og gstrogener), og 100 prgver til
analyse for CYP1A (inkl. protein) og PAH-metabolitter. At der ikke er et komplet
sammenfald pa individniveau, skyldes at det ikke var muligt at fa tilstraskkelig
prevemaengde fra samtlige fisk.

Lipidanalyser blev udfgrt pa de samme prgver som anvendes til analyser for
miljgfarlige stoffer, se delrapport I.
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Resultater

| dette kapitel gennemgéas den biologiske betydning og resultaterne for de an-
vendte biomarkgrer, som er undersggt i dlekvabbe fra de tre lokaliteter ved
Agerso, Roskilde og Frederiksveerk.

Disse biomarkarer er udvalgt til at styrke beskrivelsen af de biologiske arsager
og virkemekanismer, der kan ligge til grund for de fundne misdannelser.

Vitamin A, E og B i &g og unger

En raekke forskellige vitaminer har betydning for udvikling af fiskeaeg og den vi-
dere vaekst og udvikling af fiskeembryoner og -unger. Alle forekommende vita-

miner i fisk betragtes som essentielle, men de forskellige typer af vitaminer har

forskellige egenskaber, der desuden kan veere afhaengige af, hvilket udviklings-
stadium fiskene befinder sig pa (Lall & Lewis-McCrea 2007; Hamre et al. 2010).

Vitaminniveauerne samt balancen mellem forskellige vitaminer og forskellige
varianter af de enkelte vitaminer er styret af en reekke essentielle biologiske
processer dels i de voksne moderfisk, dels inde i a&g og ungerne.

Vitaminindholdet i fiskeaeg afhaenger iszer af moderfiskenes fgdeindtag, men en
reekke undersggelser har vist, at forskellige miljgfarlige stoffer kan pavirke vita-
minniveauerne i fisk, bl.a. ved at pavirke genekspressionen, produktionen eller
den metaboliske omdannelse af de enkelte vitaminer, fx via effekter pa aryl hy-
drocarbon receptoren (AhR), retinoid receptorer eller cytochrom P450 (CYP)-
enzymer (se fx review af Novak et al. 2008). De udvalgte vitaminer i denne un-
dersggelse er vitamin A, vitamin E og vitamin B (thiamin).

Vitamin A er seerlig vigtig for knoglebygningen og udvikling af veev og organer i
fiskeembryoner, idet det indgar som signalstof i bl.a. osteoblaster, som er celler
der er ansvarlige for knoglebygning, men ogsa i andre typer af cellers differenti-
ering og vaekst (Lall & Lewis-McCrea 2007; Hamre et al. 2010). For lave niveauer
af vitamin A i moderfisk og deres ag kan derved vaere en direkte arsag til udvik-
ling af misdannede alekvabbeunger.

En raekke undersggelser har pavist kobling mellem lave niveauer af vitamin A i
fisk og effekter pa CYP-enzymsystemet, udvikling af oxidativt stress og fore-
komst af misdannelser samt belastning med miljgfarlige stoffer, herunder PAH,
dioxinlignede forbindelser og pesticider (Doyon et al. 1999; Rolland 2000; No-
vak et al. 2008). Det tyder desuden pa, at vitamin A-niveauet isaer har betydning
for udviklingen af misdannede fiskeunger i Igbet af de fgrste to uger efter seg-
gene er befrugtet og kleekket (Villeneuve et al. 2005). Vitamin A, der i denne
undersggelse males med LC-MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry),
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opgeres her som summen af all-trans retinol og 13-cis retinol, hvoraf 13-cis re-
tinol udger ca. 5-10 %.

Vitamin E er en antioxidant, der bl.a. deltager i reguleringen af redoxbalancen,
og er derved vigtig for at modvirke effekter af oxidativt stress. Vitamin E virker
ved at bekeempe skadelige frie radikaler, som er dannet pa grund af oxidativt
stress i de knogledannende celler (osteoblaster). Vitamin E har desuden en vig-
tig rolle for knoglebygningen, hvilket dog mest er kendt for terrestriske hvirveldyr
og i mindre grad for fisk (Lall & Lewis-McCrea 2007; Hamre et al. 2010). Derved
kan et lavt niveau af vitamin E ogsa vaere en arsag til udvikling af misdannelser.
En undersogelse af effekter af dioxinlignende forbindelser pa udviklingen af fi-
skeyngel viste, at vitamin E er vigtig for at beskytte dels mod oxidativt stress,
dels mod udvikling af misdannelser (Na et al. 2009). Vitamin E méales i denne
undersggelse som alfa-tocopherol ved de samme LC-MS analyser som for vi-
tamin A.

Vitamin B, ogsa kaldet thiamin, er ligeledes vigtig for udviklingen og veekst af
fiskelarver. Lave vitamin B-niveauer i fiskeaeg er bl.a. koblet til tidlig ded, og det
sakaldte M74-syndrom i laksefisk fra @stersgen (Amcoff et al. 2002; Vuori & Ni-
kinmaa 2007) og de nordamerikanske sger (Fisher et al. 1998; Werner et al.
2006). Lakseyngel, der har udviklet M74-syndromet, har en meget hgj dgdelig-
hed, og de typiske symptomer omfatter bl.a. neurologiske forstyrrelser og skader
pa blodkredslgb og indre organer (Lundstrom et al. 1999; Vuori & Nikinmaa
2007).

Mangel pa vitamin B i fisk er ofte sammenkadet med et lavt niveau af antioxi-
danter som fx vitamin E og deraf fglgende oxidativt stress, som kan overfgres
fra moderfisk til &2g. De bagvedliggende arsager til dette er endnu uafklarede og
kan omfatte bade biotiske og abiotiske forhold. Det er foreslaet, at arsagen mu-
ligvis kan tilleegges eendringer i laksens fadesammenseaetning pga. en hgj eutro-
fiering og deraf aendret struktur af fadekaederne i Jstersgen, men det kan ikke
udelukkes, at oxidativt stress i fiskene ogsa kan skyldes effekter fra miljgfarlige
stoffer som fx dioxinlignende stoffer og andre halogenerede stoffer som fx bro-
merede flammehammere (Vuori & Nikinmaa 2007).

Vitamin B, der i denne undersggelse ogsa males med LC-MS, opg@res som

summen af fglgende tre thiaminforbindelser: frit thiamin, thiaminmonophosphat
(TMP) og thiaminpyrophosphat (TPP).
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Figur 4. Indholdet af vitamin A, E og B i &g og unger fra alekvabbe indsamlet pa de tre
lokaliteter i august, september og november. Enhederne for vitamin A og E er mg/kg
vadveegt, og for vitamin B umol/kg vadvaegt. Bemeerk, at det ikke lykkedes at indsamle
alekvabber ved Agersa i september. Usikkerheder er vist som tstandardafvigelser.

Der var forskelle i vitaminniveauerne i alekvabber fra de tre lokaliteter og pa de
forskellige indsamlingstidspunkter (figur 4).

Vitamin A-niveauet var noget hgjere ved Agerse end pa de to andre stationer,
og isaer i e2ggene fra august, hvilket kan tyde pa, at aeg fra alekvabbe indsamlet
ved Roskilde og Frederiksvaerk var af ringere kvalitet end dem fra Agersga. For-
skellen var dog ikke signifikant. | november var niveauet generelt hgjere end i
august og september og mere ensartet mellem de tre stationer, hvilket kan tyde
pa en aktiv overfarsel af vitamin A fra moderfiskene til deres unger. | septem-
ber, hvor der ikke var data fra Agersg, var vitamin A-niveauet i ungerne signifi-
kant forskellige, idet de var markant hgjere (ANOVA; p < 0,01) ved Roskilde
end ved Frederiksveerk.

For vitamin E's vedkommende ses en lignende tendens, idet indholdet i seg ind-
samlet i august og i unger fra november var hgjere i prgver fra Agersg end fra
de gvrige stationer. Forskellene mellem omraderne var signifikante bade i au-
gust (ANOVA, p < 0,05), september (ANOVA, p < 0,05) og november (ANOVA,
p < 0,01). Dette tyder igen pa, at &g fra Roskilde og Frederiksveerk har en rin-
gere kvalitet, idet de er mindre beskyttede mod oxidativt stress. Modsat for vi-
tamin A falder niveauet af vitamin E fra aeg til unger, hvilket kan tyde p4a, at det i
mindre grad lgbende overfgres fra moderfisk til ungerne.

Vitamin B-niveauerne var lavest ved Roskilde, men til gengeeld var Frederiks-
veerk hgjest og nogenlunde pa niveau med Agersa. Roskilde var signifikant for-
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skellig fra Agersg bade i august (ANOVA, p < 0,05) og november (ANOVA, p <
0,01). | denne sammenhaeng tyder det pa, at ag fra Roskilde har den ringeste
kvalitet. Ligesom for vitamin E falder niveauet af vitamin B fra aeg til unger over
tid, hvilket muligvis tilsvarende kan tyde pa, at dette vitamin i mindre grad lg-
bende overfgres fra moderfisk til ungerne.

Steroider i blod og ovarievaeske fra voksne hunner

Ligesom for vitaminer kan en raekke forskellige steroider, dvs. hormoner, have
stor betydning for den videre vaekst og udvikling efter fiskeaeg er kleekket. De
forskellige steroider har forskellige virkemekanismer, og de har ikke kun betyd-
ning for k@nsudvikling. Steroidniveauerne samt balancen mellem forskellige ste-
roider er styret af en reekke essentielle biologiske processer i bade de voksne
moderfisk og inde i 22g og ungerne.

Mange miljgfarlige stoffer virker hormonforstyrrende og kan derved pavirke
hormonbalancen i fisk, bl.a. ved at pavirke saerlige receptorer for genekspres-
sion, produktionen eller den metaboliske omdannelse af de enkelte steroider, fx
via effekter pa cytochrom P450 (CYP)-enzymer. Nedsatte steroidniveauer kan
skyldes effekter som bl.a. heemning af processer i bl.a. steroid-producerende
organer som hypothalamus eller hypofysen, nedsatte kolesterolniveauer, pa-
virkning af aktiviteten af de forskellige enzymer der indgar i steroidgenesen eller
@get metabolisme i leveren og deraf fglgende ekskretion (Kime 1995).

Steroiderne blevet analyseret i de voksne moderfisk, hhv. i blodet fra alekvab-
ber indsamlet i august og i ovarievaeske fra alekvabber indsamlet i september
og november. De kan inddeles i fglgende fire overordnede grupper:

« Progestagener: Pregnenolone, progesterone og 17a-20 B-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (17a,20b-P). Progestagener indgar bl.a. ved aeglgsning og
graviditet. For hgje niveauer kan medfgre bl.a. udvikling af misdannelser hos
pattedyr (Christian et al. 2007). Der er efter vores vidende ikke beskrevet til-
svarende effekter for fisk.

+ Glucocortikoider: Cortisone og cortisol (hydrocortisone). Niveauet af gluco-
cortikoider som cortisol i fisk @ges typisk ved forskellige stress-situationer,
inkl. pavirkninger af miljgfarlige stoffer (Mommsen et al. 1999).

« Androgener: Dehydroepiandrosterone (DHEA), Androstanediol, Androste-
nedione, Testosterone, 5a-Dihydrotestosterone (DHT), Ketotestosterone,
11B-hydroxyandrostenedione (11b-OHA) og 11B-hydroxytestosterone (11b-
OHT). Androgener er de hanlige kanshormoner og har indflydelse pa den
tidlige vaekst og udvikling af fisk (Kortner et al. 2009).

« @strogener: Estrone (E1) og Estradiol (E2). Dstrogener er de hunlige kans-
hormoner og har iseer indflydelse pa reproduktion og kensudvikling, men
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undersggelser har ogsa vist, at hgje agstrogenniveauer kan forarsage mis-
dannelser i fisk (Urushitani et al. 2002).

| denne delrapport er tolkningen af de omrademeessige forskelle baseret pa de
malte koncentrationsniveauer af disse fire grupper af steroider, men det kan ikke
udelukkes, at eventuelle effekter pa hormonsystemet i hgjere grad vil vise sig
som udslag i niveauerne af de enkelte specifikke steroider, eller som de relative
forhold imellem de forskellige typer af steroider.

Overordnet er der betydelige omrademeessige forskelle i steroidniveauerne malt
i bade blod fra voksne alekvabber ved indsamlingen i august og i ovarievaesken
fra indsamlingen i september og november (figur 5 og 6).

Alekvabber indsamlet ved Roskilde i august havde et generelt markant hgjere
niveau af alle 4 grupper af steroider i blodet. Fiskene fra Agersg havde det la-
veste niveau af hhv. progestagener og glucocortikoider, hvorimod fiskene fra
Frederiksveerk havde det laveste niveau af androgener og gstrogener. Kun ni-
veauet af gstrogener ved Roskilde var dog signifikant forskellig fra Agersg
(ANOVA, p < 0,01).
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Figur 5. Steroidniveauet i blod fra de voksne hunner indsamlet i august 2009. Usikker-

heder er vist som tstandardafvigelser.

I november havde alekvabberne indsamlet ved Roskilde stadig det hgjeste ni-
veau af progestagener, androgener og gstrogener malt i ovarievaesken. Ni-
veauet af glucocortikoider var dog blevet mere udlignet mellem de tre lokalite-
ter, og fiskene fra Roskilde havde endda det laveste niveau. Dog var kun ni-
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veauet af progestagener og gstrogener ved Frederiksvaerk signifikant forskellig
fra Agersa (ANOVA, p < 0,05).

Ved indsamlingen i september, hvor der ikke foreld data fra Agersg, var niveau-
et af de fire grupper af steroider generelt hgjere i fiskene fra Frederiksveaerk end
i fisk fra Roskilde. Niveauet af glucocortikoider og gstrogener var signifikant hgje-
re (ANOVA, p < 0,05).
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Figur 6. Steroidniveauet i ovarievaeske fra de voksne hunner indsamlet i september og
november 2009. Bemeerk, at det ikke lykkedes at indsamle alekvabber ved Agersa i sep-
tember. Usikkerheder er vist som tstandardafvigelser.

CYP1A-aktivitet i lever fra voksne hunner

| alle fisk findes cytochrom P450-medierede afgiftningsenzymer, som indgar i
den oxidative metabolisme, kaldet fase-lI-enzymer. Udover at omdanne en del
af organismens egne stoffer som vitaminer og hormoner, omdanner disse en-
zymer, og isaer enzymerne af typen CYP1A, organiske miljgfarlige stoffer sa-
som PAH og dioxinlignende stoffer, sa de bliver mere vandoplgselige og nem-
mere at udskille. En vigtig egenskab ved disse enzymer er, at de er inducérbare,
dvs. at aktiviteten gges som respons pa en stigende pavirkning. En forhgjet
CYP1A-enzymaktivitet medfgrer bl.a. oxidativt stress i form af en @get produkti-
on af reaktive metabolitter med saerlig hgj toksicitet, fx epoxider af PAH, der kan
have en mutagen og kreeftfremkaldende virkning ved at forvolde skader pa
DNA. Disse egenskaber ggr CYP1A anvendelig som biomarkgr. Man skal dog
vaere opmeaerksom pa, at seesonmaessige variationer i enzymaktiviteten er vel-
kendte, og forskelle kan ogsa skyldes bl.a. k@nsforskelle og reproduktiv status.
Det er derfor vigtigt, at der sammenlignes grupper af fisk indsamlet under ens-
artede forhold.
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Aktiviteten af CYP1A-afgiftningsenzymer males som EROD (Ethoxyresorufin-O-
deethylase) i S9 fraktionen af en homogeniseret lever fra de gravide alekvab-
behunner og normaliseres til proteinniveauet malt ved Bradford-metoden.
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Figur 7. Aktiviteten af CYP1A malt som EROD i lever fra de voksne hunner indsamlet i
august, september og november 2009. Bemeerk, at det ikke lykkedes at indsamle ale-

kvabber ved Agersa i september. Usikkerheder er vist som tstandardafvigelser.

Undersggelsen viste, at der var omrademaessige forskelle i CYP1A-enzymakti-
viteten, der i nogen grad ogsa afhang af indsamlingstidspunktet. P4 alle tids-
punkter blev den hgjeste enzymaktivitet malt i fisk fra Frederiksvaerk, efterfulgt
af fisk fra Roskilde. | august var den markant laveste enzymaktivitet ved Agersg,
men her var aktiviteten steget noget ved novemberindsamlingen (figur 7). | au-
gust var CYP1A-aktiviteten bade ved Roskilde og Frederiksveerk signifikant for-
skellig fra Agersg (ANOVA, p < 0,01), men i november var kun Frederiksvaerk
signifikant forskellig (ANOVA, p < 0,05).

Dette tyder pa, at alekvabber fra Frederiksveerk efterfulgt af fisk fra Roskilde var
udsat for den hgjeste pavirkning af miljgfarlige stoffer som PAH, dioxinlignende
forbindelser eller andre flade polyaromatiske stofgrupper.

PAH-metabolitter i galde fra voksne hunner

Skadelige PAH’er (dvs. tjaerestoffer) bliver forholdsvis hurtigt omsat af CYP1A-
enzymsystemet til mere vandoplgselige metabolitter (se ovenfor), som derved
nemmere udskilles fra fisk, primeert via galde og urin. Niveauet af PAH-metabo-
litter i galde kan derfor anvendes som et mal for belastning med PAH, men det
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skal ses i forhold til, i hvilken grad CYP1A-enzymet er induceret og derved i hg-
jere grad har potentiale til at danne disse metabolitter. Den primaere PAH-
metabolit i fiskegalde er 1-hydroxypyren.
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Figur 8. Indholdet af PAH-metabolitter, angivet som 1-hydroxypyrenaekvivalenter i galde
fra de voksne hunner indsamlet i august, september og november 2009. Bemaerk, at det
ikke lykkedes at indsamle alekvabber ved Agersa i september. Usikkerheder er vist som

tstandardafvigelser.

Ligesom for CYP1A-aktiviteten viser denne undersggelse af PAH-metabolitter i
fiskegalde, at der er omrademaessige forskelle, der til dels synes at afhaenge af
indsamlingstidspunktet. Ved alle indsamlinger blev det hgjeste niveau malt i fisk
fra Frederiksveerk, efterfulgt af fisk fra Roskilde. | august var det markant lave-
ste niveau af PAH-metabolitter ved Agersg, men niveauet var her steget noget
ved novemberindsamlingen (figur 8). Kun i august og september var forskelle
mellem omraderne signifikante (ANOVA, p < 0,05).

Lipid i muskel fra voksne hunner samt &g og unger

Lipidniveauet i fisk kan anvendes som et mal for fisks tilgeengelige energireser-
ver og derved, hvor god ernzringstilstand de er i (Lloret & Planes 2003). Der-
udover er lipider en vigtig forudseetning for dannelsen af kolesterol, der er for-
udsaetningen for de andre steroider, der dannes via steroidgenesen (Kime
1995).

| denne undersggelse blev det totale lipidindhold analyseret i de sammenpuljede

vaevsprgver af hhv. muskel fra voksne hunner og aeg og unger fra august og
november, hvor der ogsa blev analyseret for miljgfarlige stoffer. Dette indebeerer,
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at der ikke var data fra september og ikke for unger fra Agersg i november ma-

ned.
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Figur 9. Lipidindholdet i hhv. muskel fra de voksne hunner og ag og unger indsamlet i
august og november 2009. Der er ikke analyseret for lipid i unger fra Agersa i november.

Usikkerheder er vist som tstandardafvigelser.

Undersggelsen viste kun en mindre omrademaessig forskel i lipidindholdet i mu-
skel fra de voksne hunner og i s&eg indsamlet i august, hvor lipidniveauerne var
lidt lavere ved Agersg end ved Roskilde og Frederiksvaerk (figur 9).

De biometriske data viste ligeledes, at bade det lever-somatiske indeks (LSI) og
konditionsindekset (KI) var lavest i alekvabber fra Agers@. Forskellene var signi-
fikante bade i august (ANOVA, p < 0,05) og november (ANOVA, p < 0,01), se
figur 10. Dette kan tyde p3a, at fiskene fra Agersg havde mindre energireserver
tilgaengelige, hvilket eventuelt relaterer til et mindre eller et anderledes udvalg af
de foretrukne fadeemner end ved Frederiksvaerk og Roskilde.
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Figur 10. Lever-Somatisk Indeks (LSI)hos de voksne hunner indsamlet i august, sep-
tember og november 2009. Bemeerk, at det ikke lykkedes at indsamle alekvabber ved

Agersa i september. Usikkerheder er vist som tstandardafvigelser.

Pa den anden side kan det ikke udelukkes, at det hgjere lipidniveau, ligesom
hgjere LSI-vaerdier, kan vaere et respons pa en forstyrret mobilisering, metabo-
lisme og deraf falgende lipiddeponering (Kime 1995). LSI-veerdier og/eller andre
histopatologiske forandringer i leveren hos alekvabbe indsamlet i forskellige in-
dustripavirkede omrader bl.a. i England (Stentiford et al. 2003) og i Sverige (Ve-
temaa et al. 1997; Sturve et al. 2005) og i laboratorieforsag med alekvabber har
man bl.a. fundet signifikante ggninger i LSI-vaerdier ved eksponering til PAH
(Celander et al. 1994). En raekke andre miljgfaktorer kan dog ogsa have indfly-
delse pa LSI-veerdierne.
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Der var en overordnet tendens til, at dlekvabber fra Roskilde og Frederiksvaerk,
hvor de hgjeste andele af kuld med en gget forekomst af misdannede unger
findes, havde et afvigende responsniveau af biomarkgrerne sammenlignet med
referencestationen ved Agersg, hvor responsniveauet formodes at svare til en
normal tilstand.

Dette gjaldt bade for niveauerne af vitaminer og steroider, CYP1A, PAH-
metabolitter og lipidindhold, men hvilke og i hvilket omfang afthaenger dels af
den enkelte biomarkear, dels af undersggelsestidspunktet. Forskellene var isaer
markante i august, hvor 11 ud af de 12 biomarkerer i alekvabber fra Roskilde og
Frederiksveerk havde et responsniveau, der afveg mere end 25 % i forhold til i
fisk fra Agersg (tabel 4). For flere af biomarkgrerne var forskellen i responsni-
veauet endnu starre, fx var afvigelsen for 7 ud af de 12 biomarkgrer stgrre end
50 %. | september og november adskilte responsniveauet for cirka halvdelen af
biomarkgrerne ved Roskilde og Frederiksveerk sig med mere end 25 % fra ni-
veauerne ved Agersg, se tabel 5 og 6.

De indbyrdes forskelle mellem Roskilde og Frederiksvaerk er dog ikke helt enty-
dige, da Roskilde adskiller sig mest i august og november og Frederiksvaerk
mest i september. | den anledning skal det naevnes, at pga. en mislykket ind-
samling af alekvabbe ved Agersg i september, er vurderingen af data fra sep-
tember udfart relativt i forhold til data fra alekvabbe fra Agersg indsamlet ved de
to andre tidspunkter, se ogsa bemaerkning til tabel 5.

Tabel 4. Sammenligning af middelvaerdier for responsniveauet for de forskellige an-
vendte biomarkarer i dlekvabbe ved de tre lokaliteter i august. Farveskalaerne angiver
responsniveauet i forhold til referencestationen ved Agerse pa hhv. mindre end +/- 25 %
(hvid), mellem +/- 25 % og > +/- 50 % (lysegra) og starre end +/- 50 % (m@rkegra).

| August Agerso Roskilde Frederiksvaerk
Kl, voksne 0,42 % 0,52 % 0,53 %
LSI, voksne 1,74 % 2,06 % 2,01 %
Lipid, voksne 1,8 %
CYP1A, voksne 2,2
PAH-metabolitter, voksne 0,93
Vitamin A, &g 0,83 0,47 0,57
Vitamin E, &g 248 137 170
Vitamin B, &g 55 64
Progestagener, voksne 13,4 18,3
Glucocortikoider, voksne 41,8 53,2
Androgener, voksne 25,6 13,5
@strogener, voksne 1,8 1,1
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Tabel 5. Sammenligning af middelvaerdier for responsniveauet for de forskellige bio-

markarer i dlekvabbe i september. Farveskalaerne angiver responsniveauet i forhold til

referencestationen ved Agerso pa hhv. mindre end +/- 25 % (hvid), mellem +/- 25 % og

> +/- 50 % (lysegra) og st@rre end +/- 50 % (markegra). Vurdering af data fra september

fra Frederiksvaerk og Roskilde er udfert relativt i forhold til enten data fra Agersa i no-

vember (*), eller en middel af data fra Agerso i august og november (**), eventuelt juste-

ret for en relativ tidslig forandring af data fra september til november (***).
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September Agerso Roskilde Frederiksveerk
Type (B-G)* - 5,0 %

Type 0* -

Kuldstgrrelse* - 103,9 109,5
Laengde af unger*** - 22,4 20,6
KI** - 0,49 % 0,47 %
LSI** - 2,05 % 1,90 %
CYP1A** -

PAH-metabolit** - 1,75

Vitamin A* - 2,43

Vitamin E* - 47 58
Vitamin B*** - 14,1

Progestagener* -

Glucocortikoider - m

Androgener* -

Jstrogener* -
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Tabel 6. Sammenligning af middelvaerdier for de forskellige biomarkarer i alekvabbe i
november. Farveskalaerne angiver responsniveauet i forhold til referencestationen ved
Agers@ pa hhv. mindre end +/- 25 % (hvid), mellem +/- 25 % og > +/- 50 % (lysegra) og
stgrre end +/- 50 % (markegra).

November Agerso Roskilde Frederiksvaerk
Type (B-G) 0,0 %

Type 0 10,0 % 14,3 % 12,0 %
Kuldstgrrelse 89,2 102,8 82,3
Lzengde af unger 29,8 31,7 30,6
Kl 0,41 % 0,46 % 0,40 %
LSl 1,47 % 1,76 %
Lipid, voksne - 2,9% 1,8 %
CYP1A 8,6

PAH-metabolit 2,46

Vitamin A 2,72

Vitamin E 93

Vitamin B 14,9

Progestagener 413

Glucocortikoider 607

Androgener 230

Jstrogener 125

De lavere niveauer af bade vitamin A og E i aeg ved Roskilde og Frederiksvaerk
sammenlignet med ved Agersg i august kan veere et tegn pa, at disse aeg er
mere sarbare for at udvikle misdannede unger, nar de klaekkes, da bade vitamin
A og E vides at veere vigtige for fisks knoglebygning. Niveauet af vitamin B er
desuden lavere i eeg fra Roskilde, men ikke ved Frederiksvaerk. Ved de senere
undersggelser af vitaminer i dlekvabbeunger indsamlet i september og novem-
ber, var niveauet af vitamin E fortsat lavere ved disse stationer sammenlignet
med Agersg. Vitamin A var stadig lavest ved Frederiksvaerk, og vitamin B ved
Roskilde.

CYP1A-aktiviteten i leveren og niveauet af PAH-metabolitter i galde fra de gra-
vide hunner, iszer i august, adskiller sig tilsvarende ved Roskilde og Frederiks-
veerk, hvilket styrker formodningen om, at de lavere vitaminniveauer er forarsa-
get af en gget belastning med visse grupper af miljgfarlige stoffer og ikke for-
skelle i andre biotiske og abiotiske forhold sa som fadegrundlaget. Flere uden-
landske undersggelser har tidligere sammenkaedet lave niveauer af vitamin A i
fiskeaeg med effekter pa CYP-enzymsystemet, udvikling af oxidativt stress og
forekomst af misdannelser samt belastning med miljgfarlige stoffer, herunder
PAH, men ogsa dioxinlignede forbindelser og andre halogenerede stofgrupper
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som pesticider og bromerede flammehaemmere (fx Doyon et al. 1999; Rolland
2000; Novak et al. 2008).

Ligeledes er lave niveauer af antioxidanten vitamin E blevet forbundet med en
gget risiko for oxidativt stress fra miljgfarlige stoffer (fx Na et al. 2009). Niveauet
af vitamin B i alekvabber fglger dog kun ved Roskilde og ikke ved Frederiks-
veerk de tilsvarende lavere vitamin E-niveauer. Andre udenlandske undersggel-
ser med laksefisk sammenkasder dog niveauet af vitamin B med niveauet af an-
tioxidanter som fx vitamin E (Vuori & Nikinmaa 2007).

De markant hgjere niveauer af bl.a. glucocortikoider i blodet i dlekvabberne i
august fra iseer Roskilde, men ogsa Frederiksveerk, tyder pa, at disse fisk var
udsat for en hgjere grad af stress, som muligvis kan veere forarsaget af miljgfar-
lige stoffer. Yderligere kan det hgjere niveau af progestagener og gstrogener i
alekvabber indsamlet ved iseer Roskilde muligvis udgare en risiko for at unger-
ne i hgjere grad udvikler misdannelser. Det er umiddelbart vanskeligt at vurde-
re, om det hgjere niveau af androgener eventuelt ogsa kan have en betydning i
denne sammenhaeng.

At de omrademeessige forskelle i steroidniveauerne ligesom for vitaminerne og-
sa synes at afhaenge af indsamlingstidspunktet skyldes sandsynligvis, at stero-
idgenesen er en dynamisk proces, hvor niveauerne og balancen mellem steroi-
der aendrer sig igennem hele den reproduktive periode, og sddanne forandrin-
ger kan ske selv inden for ganske korte tidsperioder (Kime 1995). Desuden vil
de forskellige typer af steroider formentlig ikke alle i samme grad blive overfgrt
fra blod til ovariet. En anden mulig faktor kan veere, at bade det ydre belast-
ningsniveau med forskellige grupper af miljgfarlige stoffer og den i alekvabber-
ne interne fordeling mellem forskellige organer og deraf falgende pavirkning af
alekvabberne ogsa kan variere mellem august, september og november for de
tre undersggte lokaliteter i 2009.

Det er umiddelbart vanskeligt at vurdere, hvorvidt de omrademaessige forskelle i
steroidniveauerne eventuelt kan skyldes decideret gget belastning med hor-
monforstyrrende stoffer, eller eventuelt beror pa andre biotiske eller abiotiske
forhold.

Ligeledes er de omrademeessige forskelle i lipidindholdet sammen med lever-
somatisk indeks (LSI) og konditionsindekset (KI) vanskelige at vurdere i relation
til en @get belastningsgrad med miljgfarlige stoffer, da disse ogsa kan veere for-
arsaget af andre miljgforhold som fx forskelle i udvalget af de foretrukne fade-
emner.
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Det skal bemaerkes, at de ovennaevnte vurderinger af de omrademaessige for-
skelle i responsniveauet for de forskellige biomarkgrer er baseret dels pa data,
som er sammenstillet pa stationsniveau, dels pa de totale niveauer af de over-
ordnede grupper af bade vitaminer og steroider. Det kan ikke udelukkes, at
eventuelle effekter pa vitamin- eller hormonsystemet bedre kan vurderes pa
baggrund af en mere detaljeret vurdering dels pa individniveau for hver under-
sggt alekvabbe, dels af de enkelte specifikke varianter af vitaminer og/eller ste-
roider, eller som de relative forhold imellem dem.

Den overordnede vurdering af disse biomarkgrundersggelser indikerer, at arsa-
gen til den ggede forekomst af alekvabbekuld med misdannede unger ved Ros-
kilde og Frederiksveerk i september og november kan relateres til lavere ni-
veauer af vitamin A, vitamin E og vitamin B, og at forskelle i vitaminer mellem
Roskilde og Frederiksveerk skyldes forskelle i eksponering for miljgfarlige stof-
fer. De lavere vitaminniveauer kan skyldes effekter pa CYP-enzymsystemet
ogl/eller oxidativt stress, som er forarsaget af en gget belastning med miljgfarli-
ge stoffer som PAH, dioxinlignede forbindelser og/eller andre halogenerede
stofgrupper som pesticider og bromerede flammehammere. Det skal i denne
forbindelse naevnes, at disse stoffer i regelen vil forekomme som komplekse
blandinger i vandmiljget, og at det ikke kan udelukkes, at andre grupper af mil-
jofarlige stoffer, fx tungmetaller som kobber og kviksglv, der ogsa kan forarsage
oxidativt stress i fisk (Ferreira et al. 2008), kan have effekter pa niveauerne af
de essentielle vitaminer, der er vigtige for knoglebygningen i fisk.
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Konklusioner og anbefalinger

Der er indikationer pa, at arsagen til den ggede forekomst af alekvabbekuld
med misdannede unger ved Roskilde og Frederiksveerk kan relateres til lavere
niveauer af vitamin A, E og B. For vitamin E, som bl.a. beskytter mod oxidativ
stress, er det tilfeeldet bade i august og i november. De laveste niveauer af vi-
tamin A fandtes gennemgaende ved Frederiksveerk, og de lavest niveauer af
vitamin B blev fundet ved Roskilde. Dette kan skyldes tilstedevaerelse af forskel-
lige typer af miljgfarlige stoffer. Tilsvarende adskiller CYP1A-aktiviteten i leve-
ren og niveauet af PAH-metabolitter i galde fra de gravide hunner sig iszer i au-
gust ved Roskilde og Frederiksveaerk i forhold til Agersg. Dette styrker formod-
ningen om, at de lavere vitaminniveauer er forarsaget af en gget belastning
med visse grupper af miljgfarlige stoffer, og ikke forskelle i andre biotiske og
abiotiske forhold s& som forskelle i fedegrundlaget.

Konklusionerne fra maleprogrammet er, at:

« derindikeres en sammenhaeng mellem vitamin A, B og E samt CYP1A-
aktiviteten og forekomst af misdannelser,

«  PAH-metabolitter viser forskelle i PAH-eksponering, som ogsa er koblet til
misdannelsesfrekvensen,

« en endelig tolkning af de forskellige responser i steroider kraever yderligere
viden om misdannelsers kobling til hormonbalancen i alekvabbe.

Det anbefales, at:

1. der gennemfgres kontrollerede eksponeringsforsag, hvor de samme bio-
markgrer males for bedre at forsta, hvordan forskellige stofgrupper pavirker
disse markgrer. Ved et kontrolleret forsag fijernes eventuelle forskelle i fa-
detilgang.

2. prover fra FORMALS biobank gares tilgaengelige for andre forskningspro-
jekter, hvor lekvabben er i fokus, sa kompletterende og opfelgende analy-
ser kan fortages for at tilvejebringe et mere fyldigt billede af biomarkar-
respons.
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