Ostrogene effekter i ferskvandsmiljget

Feminiseringen af hanbakgrreder i fynske vandlgb er forsvundet i

perioden mellem 2004 og 2010 sandsynligvis pa grund af en forbed-

ret spildevandsrensning pd ukloakerede ejendomme i spredt bebyg-

gelse. Metoderne til at undersgge feminisering er udviklet til fisk,

men metoderne er 0gsd blevet anvendt under forkerte forudsaetnin-

ger hos muslinger, og nogle resultater og konklusioner er dermed

fejlbehaftede.
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Baggrund

Man har siden begyndelsen af 1990’erne fun-
det feminiserede hanfisk i vandlgb nedstrgms
udledninger fra rensningsanlag i mange lande
verden over. Feminiseringen af hanfiskene
skyldes i de fleste tilfelde eksponering for

enten naturlige hunlige kgnshormoner (@stro-

gener) udskilt af mennesker og husdyr eller
syntetiske gstrogener (f.eks. p-piller) udskilt
af mennesker, da disse naturlige og syntetiske
gstrogener i nogle tilfelde ikke fiernes fra
spildevandet under rensningsprocessen. Kun
i ganske fa tilfelde har man kunnet tilskrive
den feminiserende effekt udledning af indu-
strikemikalier med @strogen virkning.

Feminiseringen af hanfiskene kan ytre sig
pa to forskellige mader, dels ved at hannerne
begynder at danne forstadier til &g i testik-
lerne (intersex), og dels ved at hannerne be-
gynder at danne unaturligt hgje maengder af
aggeblommeprotein (vitellogenin), som hos
hunnerne normalt produceres i leveren med
henblik pd inkorporering i a2ggene. Produk-
tionen af vitellogenin foregar under gstrogen
kontrol, og hanner eller unge, endnu ikke
kgnsmodne fisk gger produktionen af pro-
teinet, hvis de udszttes for gstrogen eller
pstrogenlignende kemikalier i vandet eller i
faden.

Den fgrste Vandmiljgplans indfgrelse af
avanceret tertieer spildevandsrensning pd de
fleste af de danske centrale rensningsanlaeg
havde den bonusvirkning — ud over den tilsig-
tede fjernelse af naeringssalte — at den avan-
cerede rensning ogsa fiernede stgrstedelen af
gstrogenerne fra spildevandet. En stgrre un-
dersggelse af udledningen af gstrogen aktivi-
tet fra danske rensningsanlaeg i 2005 viste, at
den gstrogene aktivitet langt de fleste steder
14 under den koncentration, der er i stand til

at feminisere hanfisk /1/. I overensstemmelse
hermed har vi aldrig veeret i stand til at pavise
betydende forggelse af vitellogeninkoncentra-
tioner hos hangrreder udsat i netbure i eller
nedstrgms udledninger fra rensningsanlag.

Feminisering hos hanbakgrreder

P4 trods af de centrale danske rensningsan-
legs evne til at fjerne gstrogener fra spildevan-
det sd vi alligevel feminisering af hanfisk i de
danske vandlgb omkring drtusindskiftet. Vi s
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Figur 1. Fordeling af plasmavitellogeninkoncentrationer hos unge, fynske hanbaekarreder i
henholdsvis 2004, 2010 og 2014-16. Data fra alle lokaliteter er inddraget. Modificeret efter /5/.
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Figur 2. Plasmavitellogeninkoncentrationer hos unge, fynske hanbaekgrreder i henholdsvis 2004, 2010 og 2014-16. Data fra hver enkelt
lokalitet er vist som box-plot, hvor ¢ viser medianen; 25/75- og 10/90-percentiler er vist. Forskellige bogstaver indikerer statistisk signifikant
forskel mellem de enkelte &r pa den enkelte lokalitet. Antallet af fisk pa de enkelte stationer og ar er forskelligt; figuren bygger pé analyser af

i alt 359 hanfisk. Modificeret efter /5/

intersex i skaller fra gstjyske vandlgb /2/ og vi
sa markant forggede vitellogeninkoncentratio-
ner i hanbaekerreder fra jyske, sjellandske og
fynske vandlgb /3, 4/.

I de fynske vandlgb sa vi i undersggelsen
fra 2004 et seeregent mgnster i vore resultater:
@rrederne blev pd hver vandlgbslokalitet ind-
fanget inden for en strackning af 50 eller 100
m, og alligevel sd vi pd nogle lokaliteter vitello-
geninkoncentrationer, der strakte sig fra naer
baggrundsverdier til staerkt forhgjede (Figur
1). Det tydede altsd pd, at udsattelsen for
gstrogen aktivitet var staerkt lokal, snarere end
at vandlgbet i sin helhed var belastet. Unge
baekgrreder holder sig til territorier, der kun
er nogle fa kvadratmeter store, sd en staerkt
lokal kontaminering kunne altsd teenkes at pa-
virke nogle, men ikke alle grreder inden for
en streekning pd 50 m.

Da vi gnskede at blive klogere pd, hvad det
var, der fordrsagede feminiseringen af nogle af
de unge hangrreder, samlede vi igen i 2010
fisk ind fra fynske vandlgb — nogle af dem fra
de samme lokaliteter, som vi havde besggt i
2004.

Til vores store overraskelse viste det sig, at
vitellogeninkoncentrationerne alle steder var
faldet markant siden 2004, og vi fandt ikke en
eneste hangrred, der havde forhgjede kon-
centrationer: alle de fundne vardier kunne nu

karakteriseres som baggrundsvaerdier/5/. Re-
sultaterne bekraeftedes ved indsamlinger i
2014-2016: hangrrederne var ikke leengere
feminiserede (Figur 1 & 2). Ud over denne
konstatering var det ogsa vigtigt, at vi nu
kunne fastsld det naturlige baggrundsniveau
for unge, hanbakgrreders vitellogeninkon-
centrationer, idet en robust viden om bag-
grundsverdier er ngdvendig ved brug af bio-
markgrer i monitering af miljgets tilstand.

Vi begyndte at udforske de mulige drsager
til feminiseringens ophgr. Blandt alle de po-
tentielle drsager (temperatur, nedbgr, 2endret
landbrugspraksis, grredbestandenes genetiske
sammensatning, analyse-tekniske forhold
vedrgrende bestemmelsen af vitellogenin,
m.m.) kunne vi til sidst kun fi gje pA n an-
dring, der kunne forklare feminiseringens
ophgr: I drene fgr 2010 var der givet en reekke
pabud om regulering af udlgb via septiktanke
fra spredt bebyggelse i det dbne land. I samar-
bejde med kommunernes miljgadministratio-
ner kunne vi konstatere, at mange af disse ud-
Igb direkte fra septiktanke var fiernet imellem
2004 0g 2010.

Septiktanke fierner stort set ikke potentiel
gstrogen aktivitet fra spildevandet, og der er i
udlgb fra septiktanke konstateret gstrogen ak-
tivitet /1/, der er rigelig til feminisering af han-
bakgrreder /4/; en sidan aktivitet vil ned-

strgms hurtigt blive fortyndet til uskadelige
niveauer, hvilket er i overensstemmelse med
vore observationer fra 2004 og tidligere af
bide forhgjede vaerdier og baggrundsvaerdier
inden for den samme straeckning pa 50 eller
100 m.

Konklusionen om feminiseringens fravaer
glder kun tilstandene i de fynske vandlgb. I
nogle af vore undersggelser fra omkring artu-
sindskiftet sd vi bl.a. i Usserad p Sjelland og
Voel Bxk i Jylland /3/langt kraftigere feminise-
ring af hangrrederne end vi nogensinde har
set i de fynske vandlgb, og vi ved ikke, om
denne situation har ndret sig.

Kan vi monitere gstrogen effekt i
muslinger?

Vitellogeninkoncentrationer hos fisk bestem-
mes i dag typisk ved hjelp af immunokemiske
metoder kaldet ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assays), hvor man ggr brug
afantistoffer, der er udviklet specifikt mod
vitellogenin hos f.eks. bakgrreder. Indtil for
ca. 20 4r siden anvendte man imidlertid en
indirekte metode til at estimere koncentra-
tionen af vitellogenin. Metoden kaldes alkali-
labil-phosphat-metoden (ALP) og bygger pa,
at fisks vitellogenin er staerkt fosforyleret, og
ved at fraspalte fosfatgrupper og bestemme
fosfatkoncentrationen kan man fa et estimat
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for vitellogeninkoncentrationen.

ALP-metoden er sdledes udviklet til fisk,
men det er aldrig blevet undersggt, om mus-
lingers blommeprotein er lige sd kraftigt fos-
foryleret og om proteinets dannelse er regule-
ret af gstrogener, hvilket begge er
forudsatninger for ALP-metodens anvendelse
som markgr for gstrogen udszttelse. Alligevel
er forhgjede niveauer af ALP hos muslinger
gennem mange 4r blevet tolket som en for-
hgjet blommeproteinkoncentration og der-
med et tegn pd feminisering blandt muslinger.

En anden benyttet markgr for gstrogen pa-
virkning, intersex, er i visse muslinger en
naturlig proces, idet de kan skifte kgn imel-
lem to reproduktionsperioder, og man ved
ikke, hvilken mekanisme der ligger til grund
for hverken dannelsen af intersex eller induk-
tion af blommeprotein. Det har blot varet an-
taget, at vertebratlignende k@nshormoner
ogsd styrer reproduktionen og blommepro-
teindannelsen hos muslinger.

Vi udviklede en specifik ELISA mod blom-
meprotein hos ferskvandsmuslingen tilspidset
malermusling (Unio tumidus) og ekspone-
rede muslingerne for det naturlige hunlige
kgnshormon 17p3-gstradiol, og bestemte
blommeproteinkoncentrationen ved hjalp af
den specifikke ELISA samtidig med, at vi be-
stemte ALP.

To konklusioner var helt klare: 1) Der var
ingen sammenhang mellem koncentration-
erne af blommeprotein og ALP, hvorfor ALP
hos malermuslinger ikke kan anvendes som
surrogat for reel bestemmelse af blommepro-
tein, og 2) udszttelse for 17B-gstradiol pa-
virkede ikke koncentrationen af blommepro-
tein — og for den sags skyld heller ikke ALP
/6/. Vores resultater blev for nyligt bakket op
af en anden forskergruppe, som i en anden
muslingart kunne pavise, at den blommepro-
teinkoncentration som estimeres med ALP-
metoden ikke kan verificeres med przecis bio-
kemisk identifikation af blommeproteinet
(shotgun proteomics) /7/.

Det er ogsd vist, at fosfaten malt ved hjalp
af ALP hos muslingen Mytilus galloprovincialis

ikke stammer fra blommeprotein, men deri-
mod fra et extrapallial-protein, der intet har
med blommeprotein at gore /8/.

Det ser altsd ikke ud til at gstrogener styrer
dannelsen af blommeprotein hos muslinger
og blommeprotein er ikke den primaere kilde
til det fosfat, som man maler med ALP-meto-
den. Derfor er nogle af de udviklede metoder
hos muslinger anvendt under forkerte forud-
szetninger, og nogle resultater og konklusio-
ner er dermed fejlbehzftede. Svaret pd oven-
stdende spgrgsmal 'kan vi monitere gstrogene
effekter hos muslinger? er derfor: Nej, ikke
med den nuveerende viden og metoder.

Alligevel mener man i adskillige udenland-
ske undersggelser, og n dansk, at man vha.
ALP-metoden har pavist gstrogene effekter
hos muslinger i forbindelse med udledninger
af renset spildevand. Det er et godt eksempel
p4, at man skal vaere varsom med at overfgre
metoder fra vertebrater til invertebrater og
bruge resultaterne ukritisk uden at have den
ngdvendige baggrundsviden pa plads.

Ferskvandsmuslinger er blandt de mest
udrydningstruede organismer, og da muslin-
ger filtrerer store maengder vand og dermed
spiller en vigtig rolle for vandkvaliteten, er det
vasentligt at undersgge, hvilke drsager der lig-
ger til grund for muslingernes tilbagegang.
Muslingernes hormonsystem er generelt ikke
serlig velundersggt, men forstelse for den
basale regulering af f.eks. reproduktion er
ngdvendig for at designe meningsfulde forspg
og fortolke resultaterne korrekt. Forskning i
invertebraters basale hormonelle regulering er
ikke sa sexet, men den er ngdvendig for at
man kan drage de rigtige konklusioner.
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