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Toepassing

Lucebert dichtte “Alles van waarde is weer-
loos”. Maar geldt dit voor stadswateren? Stads-
wateren die door de bewoners als waardevol
worden beleefd en door beheerders als waarde-
vol worden getypeerd, krijgen doorgaans min-
der te maken met verwaarlozing, onzorgvuldig
gebruik en vervuiling dan wateren met weinig
belevingswaarde. Een hoge belevingswaarde
kan daarom worden gezien als een vorm van
duurzaamheid. Een belangrijk doel van de
streefbeelden is om ontwerpers, planners en
beheerders van stadswateren te inspireren om
de belevingswaarde van stadswateren te ver-
groten en daarmee te werken aan een duurza-
me leefomgeving. Bij de streefbeelden voor
stadswateren nemen de beelden een centrale
plaats in.

De streefbeelden kunnen worden toege-
past bij lokale waterplannen, waarin gemeen-
ten en waterschappen richting geven aan en
voornemens maken voor het beheer van stads-
wateren. Met de streefbeelden kunnen doelen
voor de belevingswaarde van stadswateren
concreet worden gemaakt. Bij het werken aan
stadswateren is functietockenning een steeds
vaker toegepast instrument. Bij het formule-
ren van functies zijn de streefbeclden voor
stadswateren een zeer bruikbaar hulpmiddel.
Hetzelfde geldt voor het ontwerp van lokale
watersystemen. Vaak worden hier standaard
waterlopen ontworpen. De streefbeelden geven
handvatten voor differentiatie en maatwerk
voor specificke situaties. Tenslotte kunnen de
streefbeelden een rol spelen om de bestaande
toestand vast te leggen, te toetsen en ontwik-
kelingen te monitoren. Uitgaande van driedi-
mensionale waarden van stadswateren kunnen
de belevingskwaliteiten van stadswateren
worden getoetst. Hiervoor is, na opstelling van
het rapport ‘Streefbeclden Stadswateren Over-
ijssel’, cen vertaling gemaakt van de streefbeel-
den naar een beoordelingssysteem. &

Het rapport ‘Streefbeelden Stadswateren Over-
yssel’is verkrijgbaar bij de Provincie Overijssel (Erik
van Dijk, Eenheid Water en Bodem, sectie 2.10, Post-
bus 10059, 8000 GB Zwolle).
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Beoordeling van de
waterkwaliteit met

visbiomarkers
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De beoordeling van de kwaliteit van het opperviaktewater met uitsluitend chemische analyses s
vaak onvoldoende. Voor een betrouwbare classificatie van de waterkwaliteit kan het nodig zijn ook
gebruik te maken van biologische monitoringmethoden. Voordelen van een effectgerichte aanpak ten
opzichte van een stofgerichte aanpak bij de beoordeling van effluenten werd in 2001 besproken in
H,Ov. Dit artikel gaat in op de toepassing van biologische effectmonitoring (BEM) bij het opper-
vlaktewater. Biologische en biochemische veranderingen in vissen kunnen gebruikt worden als gevoe-
hige indicatoren van de milieukwaliteir. Om de verontreiniging van een ecosysteem goed te kunnen
beoordelen zal doorgaans een integraal monitoringsprogramma (chemische én biologische monito-
ring) toegepast moeten worden. De biomarkers in vis kunnen waardevol zijn om de waterkwaliteit bij

dergelijke studies te classificerenz.

Monitoring is een Engelse term waar geen
eenduidige Nederlandse vertaling voor bestaat.
De term kan beschouwd worden als een com-
binatie van controleren, kritisch volgen en
kwaliteit bewaken volgens een vast schema
(tijd en plaats) en met gestandaardiscerde
methoden. Voor milicumonitoring bestaan
verschillende methoden: chemische, bioaccu-
mulatie, biologisch effect en ecosysteemmoni-
toring. Afhankelijk van het doel van de milicu-
monitoring kunnen verschillende methoden
de voorkeur krijgen.

Het is moeilijk om alleen op basis van che-
mische monitoring de schadelijke effecten van
de complexe mengsels van milieuverontreini-
gende stoffen te voorspellen, omdat over het
algemeen niet genoeg toxicologische informa-
tie over alle stoffen aanwezig is en zeker niet
over combinaties van stoffen. Chemische ana-
lyses geven geen informatie over dosis/effect-
relaties en over mogelijke combinatie-toxici-
teit van stoffen. Bovendien is het onmogelijk
om alle giftige stoffen en hun omzettingspro-
ducten in het milieu chemisch te analyseren.
Om de giftige werking van milieuverontreini-
ging goed te onderzocken is het daarom nood-
zakelijk om ook een biologische effectmonito-
ring uit te voeren. Van Gestel en Van

Brummelens) definicerden biomarkers als bio-

logische responsen op chemicalién it het
milieu, gemeten in een organisme of in zijn
producten (zoals urine, faecalién, haar en gal),
die indicatief is voor afwijkingen van de nor-
male situatie (blootstelling of effecten).

Biomarkers

Criteria
De laatste jaren zijn een groot aantal bio-

chemische parameters getoetst op hun moge-

lijkheid om als biomarker te worden gebruike
die indicatief is voor de blootstelling aan
bepaalde giftige stoffen of voor mogelijke
nadelige effecten. Om de sterkte en zwakte van
een biomarker objectief te kunnen evalueren
zal deze getoetst moeten worden aan een aan-
tal criteria voor belangrijke informatie die
bekend moet zijn of voor mogelijke nicuwe
biomarkers moet worden vastgesteld. Wij han-
teren hiervoor de volgende zes criteriash

»  Een goede biomarker moet betrouwbaar
(kwaliteitscontrole), goedkoop en gemak-
kelijk meetbaar zijn;

*  Derespons van de biomarker moet gevoe-
lig zijn voor blootstelling 2an verontreini-
ging of het ontstaan van effecten (vroegtij-
dige waarschuwing);

*  De basisgegevens van de biomarker moe-
ten goed gedefinieerd zijn om de natuur-
lijke variatie (ruis) te kunnen onder-



scheiden van milicustress (signaal);

¢ Deinvloeden van ‘misleidende factoren’
(responsen die niet met milieuvervuiling
te maken hebben) moeten bekend zijn;

¢ Hetonderliggende mechanisme van de
relatie tussen biomarker respons en bloot-
stelling (dosis en tijd) moet bekend zijn;

¢ De toxicologische significantie (de relatie
tussen de biomarker respons en nadelige
effecten op het testorganisme) moet zijn
vastgesteld.

De ideale biomarker die aan al deze criteria
voldoet en bovendien gerelateerd is aan de
gezondheid of de fitheid van het organisme, is
op dit moment nog niet gevonden. Naarmate
de biomarker aan meer criteria voldoet, zal hij
meer waarde hebben voor de kwaliteitsbeoor-
deling van het milieu. In de volgende paragra-
fen zal een overzicht worden gegeven van de
meest gebruikte biomarkers in vissen.

Biotransformatie enzymen

Lichaamsvreemde chemicalién kunnen in
de lever van de vis ‘gebiotransformeerd’ (omge-
zet) worden volgens het versimpelde ontgif-
tingsmechanisme dat als route I is weer-
gegeven in het schema van afbeelding 1. De
ontgifting kan worden onderverdeeld in de
fase en I1. Fase | is een verandering van het
originele molecuul (oxidatie, reductie of
hydrolyse), dat in fase Il een complex vormt
met specificke lichaamseigen stoffen. Deze
reacties zijn erop gericht om giftige stoffen
beter wateroplosbaar te maken, zodat ze
gemakkelijker wordt uitgescheiden via de gal

Afb. 1:

en de urine. De activiteit van biotransformatie
enzymen kan worden verhoogd (inductie) of
verlaagd (inhibitie) na blootstelling aan che-
micalién. Een mogelijk mechanisme voor
enzyminductie is weergegeven als route Il in
het schema van afbeelding 1. Sommige mole-
culen kunnen een complex vormen in de cel,
dat via cen binding aan het DNA zorgt voor de
aanmaak van extra hoeveelheden enzym. Bij
enzyminhibitie is er meestal sprake van een
sterke binding van bepaalde moleculen aan het

enzym, waardoor het actieve centrum wordt
geblokkeerd.

Voor de meeste lichaamsvreemde stoffen
worden de fase I reacties gekatalyseerd door de
zogenaamde mono-oxygenase-enzymen. De
belangrijkste fase | enzymen, de cytochromen
P450, komen voornamelijk in membranen in
de lever voor, maar zitten ook in andere orga-
nen en weefsels. In veel BEM-studies met vis
uit vervuild water werden duidelijke verhogin-
gen waargenomen van cytochroom P4s0 1A
(CYP 1A). Dit wordt bijna altijd bevestigd met
de model-reactie ethoxyresorufine-O-deethy-
lering, waarmee de activiteit van het CYP 1A
kan worden gemeten. De fase I enzymen
worden daarom beschouwd als de meest
gevoelige biomarkers om blootstelling aan
bepaalde organische verontreinigingen (dioxi-
nes, PCB’s en PAK's) en hun mogelijke effecten

aan te ronen.

In de tweede fase van de ontgifting van
lichaamsvreemde stoffen wordt een complex
gevormd tussen het originele of het in fase I

Versimpelde presentatie van het lot van een lichaamsvreemde stof in de lever.

DREs  =dioxine responsieve elementen op het DNA
oyt P450s = cytochromen P4s0
GSTs  =glutathion transferases

UDPGTs = UDP glucoronyl transferases

omgezette molecuul met een lichaamseigen
molecuul, waardoor de uitscheiding verhoogd
zal worden. In een aantal BEM-studies met
vissen werd een respons van de fase I para-
meters gevonden na blootstelling aan milieu-
verontreiniging. In vrijwel al deze studies blij-
ken de fase Il enzymen veel minder gevoelig
dan de fase I enzymen. De activiteiten van de
enzymen glutathion-S-transferase en glucoro-
nyl transferase kunnen in bepaalde gevallen
verhoogd zijn na blootstelling aan toxische
stoffen uit het milieu. In een aantal gevallen is
in vis een verhoging van geoxideerd glutat-
hion waargenomen.

Antioxidant enzymen

Veel chemicalién uic het milieu (en hun
omzettingsproducten) kunnen toxische effec-
ten veroorzaken die gerelateerd zijn aan zoge-
naamde oxidatieve stress, een celbeschadiging
door reactieve radicalen. Een verstoorde glu-
tathion verhouding (zie hiervoor) kan een
indicatie zijn dat er oxidaticve stress plaats
heeft gevonden. Om zich te verdedigen tegen
dit effect zijn organismen uitgerust met een
aantal antioxidant enzymen. In een beperke
aantal BEM-studies werden de responsen van
dergelijke enzymen, zoals superoxide dismu-
tase, catalase en glutathion reductase in vis
gemeten. Tot nu toe zijn weinig effecten op de
activiteiten van deze enzymen gevonden na
blootstelling aan milieuverontreiniging.

Biotransformatieproducten

De gehalten aan omzettingsproducten
(metabolieten) van PAKs of chloorfenolen in
gal blijken duidelijk verhoogd te zijn in vissen
die recent aan deze stoffen zijn blootgesteld en
zijn dus geschikt om als biomarker te gebrui-
ken. Tijdens de fase I biotransformatic kunnen
naast makkelijk uit te scheiden producten
(detoxificatie) ook stoffen ontstaan die door
hun hoge reactiviteit schadelijk kunnen zijn
voor de cel (bioactivering). Deze reactieve
omzettingsproducten kunnen binden aan
eiwitten en DNA, waardoor de werking van
enzymen of de overdracht van genetische
informatie kan worden verstoord. De binding
van reactieve metabolieten aan DNA kan zeer
gevoelig geanalyseerd worden met een
arbeidsintensieve, dure methode (de zoge-
naamde 32P postlabeling). Het DNA adductge-
halte in de lever van vis blijkt een goede bio-
marker te zijn voor lange termijn blootstelling
aan of mogelijke effecten van PAK's of andere
kankerverwekkende stoffen.

Ovenge vishiomarkers

Naast de biomarkers die in het voorgaan-
de zijn beschreven, bestaan nog andere biolo-
gische en biochemische responsen in vis die
mogelijk als biomarker kunnen worden
gebruikes). Vooral de metallothioneinen (indi-
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catie voor blootstelling aan zware metalen),
sommige bloedparameters (bijvoorbeeld de
serumtransaminases die na kortdurende
blootstelling indicatief zijn voor schade aan
weefsels en membranen), de neuromusculaire
parameters (acetylcholine esterase wordt
geremd na blootstelling aan specificke organo-
fosfor pesticiden), endocriene parameters (de
vrouwelijke eileg-hormonen vitellogenine en
zona radiata kunnen in mannelijke vis worden
geactiveerd na blootstelling aan hormoonont-
regelende stoffen) en de morfologische para-
meters (histopathologie, relatief orgaange-
wicht en conditie factor) lijken geschikt te zijn
als visbiomarkers om waterverontreiniging te
beoordelen.

Classificatie van waterverontreini-
ging

Het voornaamste doel van de meeste
monitoringstudies is het schatten van de
negatieve effecten van milieuverontreiniging
op het ecosysteem. In de meeste gevallen
wordt een classificatie van de verontreiniging
van het oppervlaktewater gemaakt met gege-
vens van chemische monitoring (zware meta-
len, minerale olie, PCB's, bestrijdingsmiddelen
en PAKs), die worden getoetst aan door Rijks-
waterstaat opgestelde criteria. Naar onze
mening is het onvoldoende om voor deze clas-
sificatie uitsluitend chemische monitorings-
gegevens te gebruiken, omdat slechts een
beperkt deel van de mogelijk giftige stoffen in
het milieu beschouwd worden. Bovendien
worden aspecten als biobeschikbaarheid, effec-
ten van omzettingsproducten, het toxicolo-
gisch gedrag van stoffen en de combinatie-
toxiciteit van mengsels niet bij de beoordeling
betrokken. Daarom moeten alternatieve toets-
ingen worden ontworpen, die gebaseerd zijn
op zowel stofgehalten als op effecten van het
in het milieu aanwezige mengsel.

In een experiment met wilde paling op zes
locaties in Amsterdam werd het belang om
effectgerichte methoden toe te passen bij de
kwaliteitsbeoordeling duidelijk aangetoond.
Op alle gegevens van dit onderzoek is een mul-
tivariante statistische toetsing (discriminant
analyse) uitgevoerd, waarmee kwaliteitsver-
schillen tussen locaties konden worden aange-
toond. Op grond van de gehalten aan minerale
olie, PCB’s, OCB’s en PAK's in de sedimenten
kon geen onderscheid worden gemaake tussen
de matig vervuilde (Nieuwe Meer, Amerikaha-
ven en Afgesloten IJ) en de sterk vervuilde loca-
tie (Volgermeerpolder), maar werd slechts
onderscheid gemaakt tussen de schone locaties
(Gaasperplas en Diemerzeedijk) en de rest
(afbeelding 2a). Op grond van de gehalten aan
PCB’s en OCB's in de paling kon geen onder-
scheid worden gemaakt tussen de schone en de
matig vervuilde locaties, maar werd alleen een
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onderscheid gemaakt tussen de sterk vervuilde
locatie en de rest (afbeelding 2b). Alleen op
basis van de biomarkers kon een significant
onderscheid worden gemaakt tussen de scho-
ne, de matig vervuilde en de sterk vervuilde
locaties (afbeelding 2c). De keuze voor de meest
geschikte monitoringsmethode wordt natuur-
lijk bepaald door het doel van het onderzoek.
Als het doel is om een beeld te krijgen van de
algehele milieukwaliteit, zullen in de meeste
gevallen integrale methoden nodig zijn
(meestal ecen combinatie van chemische en bio-
logische componenten). Een voorbeeld van

zo'n integrale monitoring is de zogenaamde
TRIADE-benadering die door het RIZA wordt
gebruike.

Conclusies

De duidelijkste conclusie die tot nu toe uit
de vele biomarkeronderzoeken van de laatste
jaren naar voren is gekomen, is dat fase I enzy-
men in de lever van vis een zeer gevoelige indi-
cator zijn om blootstelling aan organische ver-
ontreinigingen aan te tonen. Sommige fase II
parameters vertonen eveneens cen respons,
maar de gevoeligheid hiervan is veelal lager. De

Afb. 2: Resultaten van multivariante statistick (discriminant analyse) op een dataset van een onderzoek met paling

uit Amsterdamse wateren.

DZ = Diemerzeedijk, GP = Gaasperplas, NM = Nieuwe Meer, AH = Amerika haven, ETj = Afgesloten IJ,

VM = Volgermeerpolder)?.

A. onderscheid tussen locaties op basis van chemische analyse van sedimenten.

B. onderscheid tussen locaties op basis van bioaccumulatie in paling.

C. onderscheid tussen locaties op basts van biomarkers in paling.
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duidelijke responsen van PAK-metabolieten in
de gal en de DNA-adducten in de lever van vis
kunnen worden toegepast als biomarkers voor
respectievelijk recente en lange termijn bloot-
stelling aan PAK’s. Ook andere parameters,
zoals metallothioneinen, bloedparameters,
neuromusculaire parameters, endocriene para-
meters en morfologische parameters bieden
mogelijkheden om als visbiomarkers gebruike
te worden, althans na een goede validatie in
het veld. Omdat de responsen van biomarkers
gevoelig zijn voor relatief lage concentraties
giftige stoffen, kunnen zij worden toegepast
bij een ecotoxicologische risicoschatting als
vroege waarschuwing voor zickmakende effec-
ten. Bij een evaluatie van visbiomarkers aan de
hand van de eerder vermelde zes criteria kwam
naar voren dat op dit moment de best toepas-
bare biomarkers voor milieumonitoring de
fase I enzymen, de PAK-metabolieten, hor-
moonontregelende effecten en genotoxische
parameters zijn4. Bij de interpretatie van bio-
markergegevens is het van groot belang om
rekening te houden met ‘misleidende’ factoren
die niet aan de milieukwaliteit zijn gerelateerd
(onder andere leeftijd, geslacht, ziekre, dieet,
migratie, seizoen, watertemperatuur) en die

een duidelijk effect op veel biochemische para-
meters kunnen hebben. €
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