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Forord

Persistente organiske miljogifter (POPer) er miljogifter som brytes langsomt ned i
naringskjeden. De er ofte fettloselige og konsentreres i organismens fettlagre
(bioakkumulering). Hos dyr lavt i naringskjeden skjer opptaket av miljegifter giennom
partikkelbundet POPer som spises, eller ved direkte opptak gjennom hud og gjeller. Opptaket
av miljegifter i dyr hoyt i neringskjeden skjer hovedsakelig gjennom dietten. Siden
miljogiftene brytes sakte ned i organismene vil konsentrasjonen av POPer oke oppover i
naringskjeden (biomagnifisering).

I arktiske omrader akkumuleres POPer 1 marine naringskjeder. POPer er pavist med ulike
konsentrasjoner i alle undersekte arter av sjefugl (Borgé et al., 2001; Macdonald et al., 1996;
Muir et al., 1992). Polarméke (Larus hyperboreus) er den mest tallrike av de store méakene i
det arktiske marine ekosystemet. De spiser hovedsakelig egg og kyllinger til ulike
sjefuglarter, polartorsk (Boreogadus saida), amfipoder og krabber (Barry et al., 1990;
Lydersen et al., 1989). I Arktis har isbjern (Ursus maritimus) og polarméake de hoyeste
nivaene av POPer (Bernhoft et al., 1997; Gabrielsen et al., 1995; Mehlum et al., 1995;
Norstrom et al., 1988).

POPer som DDT, PCB, klordan, toksafen, PBDE og flere andre opptrer i organismer som en
blanding i forskjellig mengde- og sammensetningsforhold. Disse kan forarsake en rekke
negative effekter i organismen. Det er blant annet pavist forstyrrelser i nerve- og
hormonsystemet, redusert reproduksjon og forstyrrelse av immunsystemet (Tryphonas, 1994;
Walker, 1990). I et stort antall laboratorieforsek med dyr er det rapportert immuntoksiske
effekter av POPer (Harper et al., 1993; Mayura et al., 1993; Tryphonas et al., 1991). Hos
viltlevende dyr er det observert redusert immunforsvar (nedsatt cellulaer immunitet) hos terner
(Sterna caspia) og sildemaker (Larus argentatus) (Grasman et al., 1996).

Dette prosjektet har som mal a karakterisere effekten av POPer pd immunresponsen (spesifikt
nivaene av ulike immunglobulinene IgG og IgM) hos polarmake. Videre er det gjort en
evaluering av effekten knyttet til hay POP eksponering pa generell immunkompetanse og
sykdomsresistens (kapasiteten individet har til & respondere mot infeksjoner, vaksiner,
kreftceller og andre non self” substanser). I dette prosjektet ble provemateriale fra Transport-
og Effektprogrammets prosjekt “Effects of persistent organic pollutants (POPs) on the
immune response of glaucous gull (Larus hyperboreus)” benyttet. Det er pavist at
polarmakekyllinger eksponert for miljegifter via dietten hadde nedsatt evne til & danne
antistoffer mot influensavirus (Sagerup et al. 2001). En naermere karakterisering av effekten
av POPer pa immunresponsen har ikke tidligere veert mulig fordi metodene for maling av IgG
og IgM ikke har eksistert for polarmaker.
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1. Sammendrag

I denne rapporten beskrives metodeutviklingen for isolering og rensing av immunglobuliner
fra polarméke. Videre er det gjort analyser av hvordan persistente organiske miljogifter
(POPer) pavirker nivaene av immunglobuliner (IgG og IgM) i blodprever fra
polarmékekyllinger.

Arbeidet er utfort pd polarmake fordi den er en viktig art pd toppen av naringskjeden i Arktis.
Arten har en sirkumpolar utbredelse og er relativt tallrik. Populasjonen er anslatt til mellom
7000 og 17000 hekkende par i Barentshavsregionen. Tidligere undersekelser har vist at
polarméke har hagye nivier av POPer.

Prosjektet har resultert i reagenser for méling av IgG og IgM hos polarmake. Arbeidet med
reagensfremstilling for maling av IgA pagar fortsatt i laboratoriet.

Polarmékekyllinger, som hadde fatt diett med POPer, hadde signifikant lavere nivaer av bade
IgG og IgM i forhold til kontrollgruppen. Studiet viser derfor at eksponering med POPer
nedsetter polarmékekyllingers evne til & produsere immunglobulinene IgG og IgM. Dette,
sammenholdt med at vi tidligere har vist at forseksgruppen hadde nedsatt evne til & produsere
spesifikke antistoffer mot influensa virus etter immunisering, er et alvorlig og viktig funn med
hensyn til polarmékenes helse. Resultatene viser at POP eksponering pavirker
antistoffdannelse generelt noe som far betydning for fuglenes infeksjonsresistens. Vére
resultater tyder derfor pé at eksponeringen med naturlige mengder og sammensetning av
POPer, gir en omfattende nedsatt immunrespons hos polarmékekyllinger. Det er derfor
rimelig a anta at eksponering med POPer nedsetter polarmakens immunkompetanse og
sykdomsresistens. Dette betyr at en kombinert effekt av miljogifter og pavirkning fra
sykdomsorganismer, kreftceller og andre ’non self” substanser kan fore til redusert helse og
slik pavirke bade reproduksjon og overlevelse.

Resultatene fra denne undersekelsen er den forste som viser effekt av eksponering med POPer
under eksperimentelle betingelser pd immunglobulinnivéer hos sjefugl.

Rapporten er utarbeidet pd oppdrag fra Statens forurensningstilsyn av Norges
veterinerhogskole og Norsk Polarinstitutt.
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2. Innledning

Immunsystemet synes & vare spesielt folsomt for eksponering av POPer. Eksperimentelle
studier pd dyr i laboratorium har avdekket at POPer har effekter bade pa det spesifikke
immunsystem og pd medfedt naturlig immunitet (Vos & Luster, 1989; Tryphonas, 1994). Det
foreligger fa rapporter om effekter pd immunapparatet til arktiske pattedyr og fugl. Hos
frittlevende isbjern ble det funnet lave IgG (immunglobulin G) verdier i blod hos dyr med
heye PCB nivéer (Bernhoft et al. 2000). De viktigste antistoffene i blod harer til IgG —
proteinene. I et annet studium ble det vist at den negative korrelasjonen mellom PCBer og
IgG nivéer var assosiert med nedsatt evne til & danne antistoffer (Lie et al. 2004). Det er ogsa
vist effekter av POPer pa hematologi (blodets sammensetning av celler) og visse
lymfocyttaktiviteter hos méaker og terner (Grasman et al. 1996). Disse studiene omfattet ikke
effekter pa immunglobulin nivaer og antistoffdannelse (Fairbrother et al. 2004).

Dette prosjektet bygger pa et provemateriale fremskaffet i forbindelse med prosjektet “Effects
of persistent organic pollutants (POPs) on the immune response of glaucous gull (Larus
hyperboreus)”, prosjektnummer 4188 (MDs Transport- og Effektprogram, september 2000).
Siden kommersielle reagenser for analyse av IgG ikke fungerte pd polarmake, matte metodene
for analyse av polarmédkenes immunglobuliner etableres. Det var derfor ikke mulig &
inkludere immunglobulinmalinger pa polarméke i det opprinnelige prosjektet.

I arbeidet for denne rapporten inngér bade metodeutvikling for karakterisering av
immunglobuliner samt en analytisk del for & kvantifisere immunglobuliner 1 de foreliggende
blodprever. Mengden immunglobuliner ble deretter sammenholdt med den PCB
eksponeringen polarmakekyllingene var utsatt for.

Metodeutviklingsdelen av prosjektet omfattet:
1. Isolering og rensing av immunglobuliner fra polarméke.
2. Fremstilling av antistoffer (analyse reagenser) mot immunglobuliner (IgG, IgM).
3. Etablering av metode for kvantifisering av immunglobuliner hos polarmake.

Videre ble det reist to hovedproblemstillinger for arbeidet:
1. Pavirker dietten med og uten POPer evnen til & danne IgG 1 blod til
polarmakekyllinger?
2. Pévirker dietten med og uten POPer evnen til & danne IgM 1 blod til
polarmakekyllinger?

Vi bruker begrepene med og uten POPer (miljegifter) for & skille mellom de to gruppene av
polarmékekyllinger. Gruppen med POPer (eksperimentgruppe) fikk makeegg som kilde til
miljogiftene i tillegg til basisdiett. Gruppen uten POPer (kontrollgruppe) fikk henseegg i
tillegg til basisdiett. Basisdietten og henseeggene inneholder svert lite miljogifter (tabell 3 og
4). Kontrollgruppen (uten) hadde saledes lave konsentrasjoner av miljogifter mens
eksperimentgruppen hadde haye konsentrasjoner av miljogifter.

Prosjekts mal var & karakterisere effekten av POPer pa immunresponsen (spesifikt niviene av
ulike immunglobulinene IgG og IgM) hos polarmékekyllingene, og evaluere effekten av hoy
POP eksponering pd immunkompetanse og sykdomsresistens (kapasiteten individet har til &
respondere mot infeksjoner, vaksiner, kreftceller og andre ”non self” substanser).
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3. Materiale og metoder

3.1 Forsgksoppsett for eksponering av polarmakekyllinger med
per sistente or ganiske miljagifter

Materialet som inngar i dette arbeidet stammer fra et eksperimentelt forsek med to grupper
polarmaker gitt en diett etter klekking med (eksperimentgruppe, n = 19) og uten
(kontrollgruppe, n = 18) POPer. Eksperimentell design, eksponering, immunisering
(vaksinering), resultater fra POP-analyser og immunrespons mélinger er beskrevet i1 detalj i
sluttrapporten til prosjektet (Sagerup et al. 2001). Metoden gjengis derfor bare kort i denne
rapporten.

Polarmékeegg ble samlet inn pa vestsiden av Spitsbergen, Nordenskioldskysten, og ruget ut 1
rugemaskin pa feltstasjonen til Norsk Polarinstitutt i Ny-Alesund i juni 1999. Annenhver
kylling ble plassert i henholdsvis eksperiment- eller kontrollgruppe etter hvert som de klekket.
Begge grupper av kyllinger ble plassert i samme innhengning, kun avskilt pd alder de forste
ukene. Polarmékekyllingene ble holdt ute under naturlig temperatur og lys. Fuglene var
beskyttet mot vind og regn. Begge gruppene fikk negyaktig samme behandling under forsgket
for unnga feilkilder knyttet til design.

Vi antar at den storste forskjellen mellom laboratoriestudiet og en naturlig situasjon var at de
ble beskyttet mot en rekke stressfaktorer som variasjon i mattilgang, predatorpavirkning,
uroligheter som oppstar i en koloni og infeksjoner av makroparasitter (fisken vi foret med
hadde vert frosset). Selv om forseket ikke direkte kan sammenlignes med polarmakekyllinger
1 naturen, mener vi at forsekets design er egnet for 4 kunne male eventuelle effekter fra
miljogifter.

Polarmékekyllingene ble gitt en basisdiett bestdende av polartorsk og sild, vann, vitaminer og
enten makeegg (eksperimentgruppe) eller henseegg (kontrollgruppe). Kyllingene fikk egg
fram til de var 26 dager gamle. De hadde da fatt tre kg egg hver. Denne mengden mékeegg
viste 1 et pilotstudium utfert av Norsk Polarinstitutt i 1997 at polarmékekyllinger fikk
miljogiftbelastning omtrent som i hos voksne polarméker pa Bjerneya (Gabrielsen pers med.).
Makeeggene var fra artene svartbak (Larus marinus) og gramake (Larus argentatus).
Makeegg er en naturlig del av dietten til polarméike og polarmakekyllinger. Makeegg ble valgt
som kilde til POPer 1 stede for tekniske blandinger. Miljegiftblandingen fuglene eksponeres
for tilsvarer den fugler hoyt i naringskjeden eksponeres for pd Svalbard. Den har séledes blitt
pavirket fysisk, kjemisk og biologisk gjennom prosesser i naturen, noe tekniske blandinger
ikke har.

Blodpraver ble tatt av kyllingene ved 15 og 56 dager alder. Nivaene av miljogifter ble
analysert i 15 av provene ved 15 dagers alder og i alle 37 provene ved 56 dager. Arsaken til at
ikke nivdene av miljogifter ble malt alle blodprevene ved 15 dagers alder er at det var
vanskelig 4 fa store nok blodprever til bAde immunanalyser og miljogiftanalyser av 15 dagers
gamle polarmékekyllinger. Ved denne alderen var gjennomsnittsvekten 400 gram. Det ble
derfor prioritert & bruke blodprevene til & male immunglobuliner framfor miljegifter.
Immunglobuliner ble méilt i alle provene.

Alle kyllingene ble immunisert ved 15 og 45 dagers alder med kommersielle vaksiner. Fra
blodprevene ble det malt antistoffproduksjon mot enkelte av disse antigenene. Analysene av
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POPer ble utfort ved Miljatoksikologisk laboratorium ved Norges veterinerhogskole.
Analysene var basert pa gasskromatografi av ekstrahert fett i blodprevene.

3.2 Metodeutvikling for & karakterisereimmunglobuliner

Den metodologiske delen av prosjektet omfatter isolering og rensing av immunglobuliner fra
polarméke, fremstilling av antistoffer (analyse reagenser) mot immunglobuliner (IgG, IgM)
og etablering av metode for kvantifisering av immunglobuliner hos polarmake.

3.1.1 Metodeutvikling og analyse av | gG hos polar makekyllinger

Det ble fremstilt polyklonalt kanin anti polarméke IgG for kvantifisering av IgG hos
polarméke siden kommersielle antistoffer ikke kunne brukes pa polarmake. Polyklonalt
antistoff betyr at kaninen har produsert mange ulike antistoffer (som inngér i reagensen) mot
polarméke IgG. Med utgangspunkt i polarmake serum og plomme fra polarméakeegg ble det
fremstilt losninger med IgG, basert pa proteinfelling, gelfiltrering og ionebytting (Catty1998).
Disse samt ubehandlet serum fra polarméke ble benyttet til immunisering av kaniner, som da
produserer polyklonalt antiserum mot polarmake IgG. Karakterisering av kanin antiserum ble
utfort med immunelektroforese. For & oppnd nedvendig spesifisitet ble nye kaniner
immunisert med immunpresipitat fra immunelektroforese. (Catty 1998). Etter fornyet
karakterisering av antiseraenes spesifisitet (kun en presipitasjonslinje) ble serumuttak med
ensket titer (styrke) slatt sammen til ”polyklonalt kanin anti polarméike IgG” og lagret ved —
40 °C. Dette polyklonale kanin anti polarmake IgG antiserum ble brukt for kvantifisering av
IgG i blodprever fra polarmake ved hjelp av radial immundiffusjon (Catty 1998).

Det ble brukt sammenslatt polarmakeserum som standard og uttrykte konsentrasjonene
forelopig som diffusjonsenheter. Sammenslétt polarmakeserum antas & inneholde ca. 5 mg
IgG/ml (5 diffusjonsenheter pr. ml, noe som vil bli verifisert ndr man har produsert nok renset
IgG fra polarméke).

3.1.2 Metodeutvikling og analyse av IgM hos polar makekyllinger

Vi har immunisert kaniner med rensede fraksjoner av immunglobuliner for produksjon av
polyklonale antistoffer mot IgM. Karakterisering av disse antistoffene, som immuniseringen
har resultert 1, pdgdr og testmetodene utproves. Renheten av disse reagensene er forelopig
ikke tilfredsstillende. Det er behov for nye immuniseringer for & fi frem et rent polyklonalt
kanin antiserum mot polarmake IgM. Parallelt med dette arbeidet har vi ogsé testet ulike
kommersielle reagenser laget for & méle IgM hos hens, for & se om disse kan brukes til & méle
IgM hos polarméke. Vi har startet maling av IgM i1 polarmékekyllingenes blod basert pad
kommersielle polyklonale sekundere antistoffer mot hens IgM (Goat-a-Chicken IgM (Fc),
batch 5222, Nordic Immunological Laboratories), men dette arbeidet er enna ikke fullfort.
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4. Resultater og diskugon

4.1 POP-nivaer hos polar makekyllinger

POP konsentrasjonen i polarmakekyllingene viste stor forskjell mellom gruppene ved 15 og
56 dagers alder, 1-veis ANOVA (tabell 1 og 2, figur 1 og 2). Ved dag 15 var POP
konsentrasjonen 5,2 - 390 ganger hayere (for henholdsvis PCB-180 og DDT) i
eksperimentgruppen enn i kontrollgruppen (figur 1). Gjennomsnittlig Y} 9PCB var da 273 ng/g
1 eksperimentgruppen og 34 ng/g i kontrollgruppen. Pé dette tidspunktet (dag 15) ble
immuniseringen startet. Ved slutten av forseket (dag 56) var forskjellen i POP-nivéer i blodet
mellom gruppene fremdeles stor. Gjennomsnittlig Y 9PCB var da 25 ng/g i
eksperimentgruppen og 2,5 ng/g i kontrollgruppen. POP konsentrasjonen var da 1,7 — 175
ganger hoyere (for henholdsvis PCB-101 og PCB-156) i eksperimentgruppen enn i
kontrollgruppen (Figur 2).

Miljegiftnivaene gikk kraftig ned fra dag 15 til avslutning av forsegket pa dag 56 (tabell 1 og
2, figur 1 og 2). Dette skyldes at kyllingene fikk egg i dietten frem til 26 dagers alder.
Kyllingenes vekt gkte med ca. 60 % fra dag 26 til avslutning av forseket. Miljogiftene blir
derfor tynnet ut som et resultat av vektekningen. I tillegg kan kyllingene metabolisere
(omsette) eller utskille miljogiftene. Omsetning og utskillelse av miljogifter er faktorer som vi
ikke har mélt i dette studiet.

Tabell 1: Konsentrasjoner av POPer (ng g-1 vatvekt i blod) ved 15 dagers alder i kontroll- og
eksperimentgruppen. Forskjell mellom gruppene er testet ved 1-veis ANOVA. n.d. = not
detected, noe som betyr at konsentrasjon av denne forbindelsen i preven er lavere enn
deteksjonsgrensen. * betyr p <0,01.

Navn 15 dager gammel 15 dager gammel 1-veis
kontrollgruppe eksperimentgruppe ANOVA
n Gj.snitt SD n Gj.snitt SD F p

% FETT 6 0,797 0,17 9 0,796 0,16 0 0,99
HCB 6 1,383 0,63 9 10,532 2,95 55 *
Oksyklordan | 6 1,608 1,32 9 9,577 3,61 26 *
pp’-DDE 6 11,250 9,55 9 72,447 26,00 30 *
pp’ -DDT 6 0,011 - 9 4,293 1,83 - -
2. DDT 6 11,250 9,55 9 76,740 27,06 32 *
PCB-28 6 0,080 0,09 9 1,077 0,38 17 *
PCB-101 6 0,254 0,10 9 1,500 0,48 38 *
PCB-99 6 2,055 1,33 9 17,575 5,67 42 *
PCB-118 6 4,957 3,72 9 43,792 15,61 35 *
PCB-153 6 12,930 11,90 9 97,297 32,22 37 *
PCB-138 6 7,604 6,24 9 78,467 25,78 43 *

PCB-156 6 0,568 0,91 9 5,756 2,04 7 0,03
PCB-180 6 4,084 3,98 9 21,215 7,70 25 *
PCB-170 6 0,999 1,14 9 6,476 2,22 18 *
2.9 PCB 6 33,531 29,29 9 273,155 91,31 38 *
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Tabell 2: Konsentrasjoner av POPer (ng g-1 vatvekt i blod) ved 56 dagers alder i kontroll- og
eksperimentgruppen. Forskjell mellom gruppene er testet ved 1-veis ANOVA. * betyr p

<0,01.
Navn 56 dager gammel 56 dager gammel 1-veis
kontrollgruppe ek sperimentgruppe ANOVA
n Gj.snitt SD n Gj.snitt SD F p
% FETT 18 0,580 0,11 19 0,572 0,13 0 0,84
HCB 18 0,368 0,08 19 1,248 0,30 142 *
Oksyklordan | 18 0,123 0,12 19 1,116 0,36 77 *
pp’ -DDE 18 0,824 0,56 19 6,149 2,15 104 *
pp’ -DDT 18 0,100 0,13 19 0,352 0,22 7 0,02
> DDT 18 0,924 0,53 19 6,501 2,31 100 *
PCB-28 18 0,008 0,01 19 0,087 0,03 11 *
PCB-101 18 0,105 0,06 19 0,175 0,08 7 0,01
PCB-99 18 0,184 0,11 19 1,695 0,55 123 *
PCB-118 18 0,399 0,25 19 3,991 1,37 120 *
PCB-153 18 0,927 0,69 19 8,664 3,04 111 *
PCB-138 18 0,609 0,39 19 7,205 2,53 120 *
PCB-156 18 0,003 0,00 19 0,498 0,22 14 *
PCB-180 18 0,229 0,24 19 1,651 0,59 66 *
PCB-170 18 0,046 0,07 19 0,555 0,20 31 *
2.9 PCB 18 2,510 1,74 19 24,521 8,56 114 *
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Figur 1: Forskjell i POP konsentrasjoner (ng g* vatvekt i blod) i henholdsvis eksperiment- og
kontrollgruppe hos 15 dager gamle polarméakekyllinger. Dataene er gjengitt i tabell 1.
Y-aksen er i log10-skala for & kunne vise de lave verdiene i kontrollgruppen.
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Figur 2: Forskjell i POP konsentrasjoner (ng g™ vatvekt i blod) i henholdsvis eksperiment- og
kontrollgruppe hos 56 dager gamle polarméakekyllinger. Dataene er gjengitt i tabell 2.
Y-aksen er i log10-skala for & kunne vise de lave verdiene i kontrollgruppen.

Analyse av dietten viste at polartorsk (tabell 3) og honseeggene (tabell 4) inneholdt mye
mindre POPer enn makeeggene (412 ganger mer ) 33PCB i makeeggene enn i henseeggene,
tabell 4). Eksperimentgruppen hadde ved 15 dagers alder et niva av POPer som var svart likt
det en finner hos frittlevende voksne polarmaker pd Bjorngya (Bustnes et al. 2004).
Pesticidene HCB, oksyklordan og DDE og PCBene 101, 99, 118 og 138 hadde tilnaermet lik
konsentrasjon, mens de stabile hoyklorerte PCBene 153, 180 og 170 var representert med
omtrent halve konsentrasjoner 1 forhold til de voksne individene fra Bjorneya. Studiet fra
Bjorneya har analysert POPer i blod fra 110 polarméker i 1997 og 101 polarmaker i 2001.
Analysene ble utfort pd samme laboratorium som dette studiet. P& bakgrunn av
kontrollanalysen av dietten, POP belastning hos eksperimentgruppen og POP belastning i
frittlevende polarmdker pa Bjerneya, konkluderer vi med at eksperimentgruppen i dette
studiet var sammenlignbar med eksponering under naturlige forhold.
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Tabell 3: Konsentrasjoner av POPer i homogenisert hel polartorsk. Tabellen angir
gjennomsnitt og standardavvik av fire prover i ng g vatvekt.

Navn Gj.snitt  SD
% FETT 4,43 2,37
HCB 2,84 0,99
oksy- klordan 0,48 0,18
pp’-DDE 1,28 0,50
PCB-28 0,21 0,08
PCB-52 0,52 0,22
PCB-101 0,55 0,19
PCB-99 0,58 0,25
PCB-118 0,49 0,20
PCB-153 0,54 0,21
PCB-138 0,42 0,11
PCB-180 0,34 0,08
PCB-170 0,14 0,04

2.9 PCB 3,78 1,26
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Tabell 4: Konsentragjoner av POPer i diett til kontroll- og eksperimentgruppen. Tabellen
angir gjennomsnitt og standardawvik for to prever av henseegg og 4 prever av
makeegg i ng g™ vatvekt. n.d. = not detected, noe som betyr at konsentrasjon av denne
forbindelseni praven er lavere enn deteksonsgrensen.

Navn Hanseegg, n = 2. 1x2 prever frahomogen Makeegg, n = 4. 2x2 prgver fra homogen
blanding av 10 egg. blanding av 400 egg.
Gjennomsnitt SD Gjennomsnitt SD
HCB 0,35 0,12 40,85 1,51
a-HCH n.d. n.d. n.d. n.d.
b-HCH n.d. n.d. 2,72 0,24
g-HCH n.d. n.d. n.d. n.d.
> HCH n.d. n.d. 2,72 0,24
oksy- klordan n.d. n.d. 34,31 2,11
trans- klordan n.d. n.d. n.d. n.d.
cis- klordan n.d. n.d. 5,88 0,53
trans- klordan n.d. n.d. 22,33 1,65
> klordan n.d. n.d. 62,53 3,72
pp’-DDE 0,40 0,02 279,57 11,09
op'-DDD n.d. n.d. n.d. n.d.
pp’-DDD n.d. n.d. n.d. n.d.
pp’-DDT n.d. n.d. 18,50 1,23
2. DDT 0,40 0,02 298,07 10,06
Mirex n.d. n.d. 3,36 0,15
PCB-31 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCB-28 n.d. n.d. 5,47 0,12
PCB-52 * n.d. n.d. 2,71 0,11
PCB-47 n.d. n.d. 7,12 1,34
PCB-74 n.d. n.d. 14,28 0,53
PCB-66 n.d. n.d. 17,33 0,41
PCB-56 n.d. n.d. 3,83 0,25
PCB-101 n.d. n.d. 7,95 0,29
PCB-99 n.d. n.d. 61,64 1,58
PCB-87 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCB-136 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCB-110 n.d. n.d. 11,32 0,67
PCB-151 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCB-149 * n.d. n.d. 5,39 0,91
PCB-118 n.d. n.d. 141,70 4,08
PCB-114 * n.d. n.d. 3,74 0,39
PCB-153 0,61 0,07 309,10 14,86
PCB-105 n.d. n.d. 47,74 1,58
PCB-141 n.d. n.d. 0,44 0,02
PCB-137 n.d. n.d. 9,44 0,49
PCB-138 0,47 0,05 254,46 11,34
PCB-187 n.d. n.d. 24,15 5,11
PCB-183 n.d. n.d. 15,07 3,24
PCB-128 n.d. n.d. 67,77 2,07
PCB-156 n.d. n.d. 17,89 0,63
PCB-157 n.d. n.d. 5,94 0,31
PCB-180 1,69 0,38 73,23 10,85
PCB-170 n.d. n.d. 21,02 2,79
PCB-199 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCB-196 n.d. n.d. 3,60 0,67
PCB-189 n.d. n.d. 1,09 0,11
PCB-194 n.d. n.d. 5,96 1,38
PCB-206 n.d. n.d. 1,65 1,01
2 33 PCB 2,77 0,49 1141,02 56,31

12



Effekter av persistente organiske miljogifter pa immunrespons hos polarméke; SFT prosjektnr. 6003104

4.2 19G hos polarmakekyllinger

Eksponeringen med POPer forte til signifikant lavere mengde totalt [gG sammenliknet med
kontrollene 56 dager etter klekking (Student-t-test, tabell 5 og figur 4).

Tabell 5. Mengden (diffusjonsenheter) IgG i blod hos polarméker som hadde fatt en diett etter
klekking med (eksperimentgruppe, n = 19) og uten (kontrollgruppe, n = 18) POPer.
Sandardawvik er oppgitt i parentes. Forskjell mellom gruppene er testet med student
t-test.

Alder
Serum IgG

Eksperiment Kontrollgruppe
gruppe

15 dager 0,43 (0,271) 0,38 (0,194) ns

56 dager 4,50 (1,100) 5,901 (2,130) p<0,01

IgG i blod hos polarmakekyllinger 8 Eksp
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Figur 3. Mengden (diffusionsenheter) 1gG i blod hos polarmaker som hadde fatt en diett etter
klekking med (eksperiment, n = 19) og uten (kontroll, n = 18) POPer.

Etter klekking vil kyllingene f4 maternale antistoffer av IgG type (IgY) fra moren via
eggeplommen. Hvor mye som overfores er ikke dokumentert hos méker. Det finnes heller
ikke litteratur pé om IgG eksisterer uten Fc-region (IgY(AFc)) hos polarmake, slik som hos
ender og gjess. De lave IgG verdiene ved 15 dagers alder kan vi ikke forklare. Det kan
skyldes lite overfort IgG eventuelt kombinert med rask reduksjon av maternale antistoffer hos
polarméke, eller langsomt opptak og fordeling i kroppen. Vi vet heller ikke om polarmake har
hey andel IgY(AF). Hos for eksempel skilpadder, ender og gjess, men ikke hos hens, finnes
ogsa en form IgY uten Fc-region (IgY(AF)) som ikke har de vanlige effektfunksjonene som er
knyttet til Fc-regionen (komplementbinding, opsonisering). Disse “korte”
immunglobulinene/antistoffene vil kunne “neytralisere” antigener, og vil bli mélt sammen
med vanlig IgY med polyklonalt kanin anti polarméke IgG serum pa grunn av molekylets
antigenstruktur. Om slike immunglobulinstrukturer finnes hos polarmaker er ikke klarlagt. Vi
kjenner heller ikke til hvilken betydning disse métte ha for maternal immunitet.
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De maternale antistoffene fra moren vil bli forbrukt 1 lepet av noen uker, men vil bli erstattet
av antistoffer polarmékekyllingen produserer selv etter eksponering med miljemikrober (og
etter immunisering). Kort tid etter immunisering vil det ogsa bli dannet antistoffer av IgM
klasse (primitive antistoffer). Dette er antistoffer som er godt egnet til & handtere antigen
tidlig 1 immunresponsen (eller infeksjonen). Disse antistoffene vil senere 1 immunsvaret bli
"skiftet ut" med antistoffer av IgG klasse, som er best tilpasset mikrobeantigen. Kyllingene
utsettes for mikrobeangrep kontinuerlig fra miljeet (i tillegg til immuniseringen) og derfor
oker mengden IgG i blod frem til voksen alder hvor det oppstar en likevekt hos friske
individer. Derfor utgjor IgG den sterste immunglobulinklassen 1 blod. De spesifikke
antistoffene som males i blod ved 56 dagers alder, péd det tidspunkt spesifikke antistoffer mot
influensa virus ble mélt, er av IgG type.

I dette studiet ble det funnet signifikant lavere mengde totalt IgG i eksperimentgruppen
sammenliknet med kontrollgruppen ved 56 dagers alder. Dette er i samsvar med at det hos
isbjern er observert en negativ sammenheng mellom IgG nivéer og PCB nivéaer (Bernhoft et
al. 2000) og at denne negative korrelasjonen var assosiert med nedsatt evne til & danne
antistoffer (Lie et al. 2004). Dette viser at eksponering med POPer pavirker antistoffdannelse
generelt. Dette er et alvorlig funn med hensyn til polarmakenes helse. Sammenholdt med
nedsatt antistoffdannelse mot influensavirus (Sagerup et al. 2001), betyr dette at POP
eksponering pavirker antistoffdannelse generelt og far betydning for fuglenes
infeksjonsresistens. Om for eksempel POP eksponeringen kun pavirket det uspesifikke
immunsystemet, som blant annet utgjor fagocytter og naturlige drepeceller i et forstelinjes
forsvar mot mikrober, sa ville miljgmikrober lettere slippe igjennom barrierene. Dette ville
fort til okt stimulering av det spesifikke immunsystem og derved til okt dannelse av
antistoffer mot miljemikrobene. Hvis en slik mikrobebelastning forer til okt antistoffdannelse
av betydning (stort omfang) vil ogsé den totale mengden IgG kunne oke. Ved en slik
“begrenset” effekt av POP eksponering pd immunapparatet ville [gG mengden faktisk kunne
ha okt etter POP eksponering. Dersom POP eksponeringen, imidlertid, ogsa rammer det
spesifikke immunsystem i betydelig grad, vil ogsa evnen til & danne antistoffer generelt kunne
vare redusert. Ved en slik eksponering vil IgG mengden 1 blod kunne avta 1 forhold til
kyllinger som ikke eksponeres. Vare resultater tyder pa at folgene av POP eksponeringen er
omfattende fordi immunapparatet pavirkes bade til nedsatt spesifikk antistoffdannelse (lavere
antistofftiter mot influensa) og generelt nedsatt antistoffproduksjon som resulterer i lavere
immunglobulin mengde 1 blod (lavere IgG konsentrasjon).
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4.3 1gM hos polarmakekyllinger

Analyse av IgM, basert pa polyklonale sekundare antistoffer mot hens IgM, viste at
eksperimentgruppen hadde signifikant lavere mengde totalt I[gM sammenliknet med
kontrollgruppen 56 dager etter klekking. Resultatene er gjengitt som diffusjonsenheter
(sammenslatt polarmakeserum har ca. 2 mg IgM/ml tilsvarende 2 diffusjonsenheter) i tabell 6
og er illustrert i figur 5.

Tabell 6. Mengden (diffusjonsenheter) IgM i blod hos polarmaker som hadde fatt en diett
etter klekking med (eksperimentgruppe, n = 19) og uten (kontrollgruppe, n = 18)
POPer. Standardawvik er oppgitt i parentes. Forskjell mellom gruppene er testet med
student t-test.

Alder
Serum IgM

Eksperiment Kontrollgruppe
gruppe

15 dager 0,87 (0,442) 0,92 (0,517) ns

56 dager 0,46 (0,277) 0,67(0,290) p<0,025
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Figur 4. Mengden (diffusionsenheter) IgM i blod hos polarmaker som hadde fatt en diett etter
klekking med (eksperiment, n = 19) og uten (kontroll, n = 18) POPer.

IgM respons utgjoer et viktig antistoffsvar av betydning tidlig i en infeksjon. Selv om IgM
molekylene ikke er skreddersydd til & passe til en ’ny”” mikrobe, greier IgM likevel pa grunn
av mange bindingssteder & binde seg til mikrobeantigen. Derfor vil antistoffer av IgM type
vaere viktig ved alle "nye” infeksjoner. I de forste leveukene danner kyllingene antistoffer av
IgM type mot miljemikrober de eksponeres for. Derfor er det heyt niva av IgM antistoffer ved
15 dagers alder. Like etter immunisering vil ogsé antistoffer av IgM klasse dominere. Disse
“primitive antistoffer” vil etter hvert bli "skiftet ut" med antistoffer av IgG klasse. Forsoket
viser at det er en negativ effekt av eksponering pa IgM nivéer ved 56 dager. Det indikerer at
polarmékekyllingenes evne til & danne antistoffer av IgM type ogsa er nedsatt i dette forsoket,
selv om det ikke er forskjell mellom gruppene 15 dager etter klekking. Resultatet understreker
derfor at POP eksponering pavirker immunapparatet i betydelig grad og reflekterer at
immunsuppresjonen (nedsatt immunrespons) bererer store deler av antistoffproduksjonen.
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4.4 Bruk av resultatenei overvaking og videre studier

Prosjektet har resultert i reagenser for maling av polarméke IgG som ogsa kan brukes til &
male spesifikke antistoffer mot miljemikrober (for eksempel med ELISA test), smittestoff
eller ulike antigener som polarmédkene er immuniser med. Slike analyser vil vare viktige i et
overvakningsarbeid. For & kunne vurdere nytten av a bruke kvantifisering av IgG og/eller
spesifikke antistoffer mot definerte miljemikrober i forbindelse med overvakning av
miljegiftbelastning, ma man male IgG og spesifikke antistoffer hos frittlevende polarmaker og
sammenholde dette med miljegiftbelastningen.

Reagensene vil ogsd kunne anvendes for méling av maternal immunitet (méling av IgG i
eggeplomme eller i blod til nyklekkede kyllinger). Det er i denne sammenheng viktig &
fremskaffe normalverdier for overfering av maternale antistoffer hos polarméke. Videre er det
viktig & finne ut hvilke konsentrasjoner som oppnas pa ulike tidspunkt etter klekking, om
polarméke har IgY(AF) og hvilken betydning disse har hos polarmake. Registrering av
maternale antistoffer vil kunne sammenholdes med IgG nivaer hos voksne frittlevende maker
og POPer niva. Dersom avvikende IgG — og antistoffnivder i1 egg er assosiert med haye POPer
nivaer, kan en mulig fremtidig overvakningsmetode bli & male IgG og POPer i egg fra ulike
kolonier, eventuelt kombinert med méling av visse maternale antistoffer i egg mot
miljemikrober (definerte "markerer"). Dette kan skje uten & matte fange polarmaker for
blodprever.

Immuniseringsarbeidet pa kaniner for & produsere egne polyklonale antistoffer mot IgM og
IgA ber fortsette. Dette metodearbeidet pagar fremdeles 1 laboratoriet. S snart metodene er
etablert vil vi gé i gang med kvantifisering av IgA og IgM. Resultatene fra polyklonale
antistoffer mot IgM skal kontrollere IgM maélingene som né er fremskaffet ved bruk av
kommersielle reagenser hos hens. Méling av IgA gjeres for & dokumentere i1 hvilken grad
slimhinneimmunitet er pavirket av POP eksponering. Dette er viktig for 4 kunne forsta
helheten og omfanget av den nedsatt immunresponsen vi her har vist.

I fremtidig overvdkning kan markerer innen immunologi si noe om hvordan fuglene takler

stresset fra den kombinerte effekten av miljegifter og de naturlige sykdomsorganismene de er
utsatt for.
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Effekter av persistente organiske miljogifter p4 immunrespons hos polarméke

Sammendrag

Prosjektet har resultert i reagenser for maling av IgG hos polarmdke. Det foreligger ogsa
reagenser for maling av IgM. Arbeidet med reagensfremstilling for maling av IgA pagér
fremdeles i laboratoriet.

Resultatet av analysen viste at eksponeringen med naturlige mengder og sammensetning av
miljegifter (POPer) til polarmékekyllinger forte til signifikant lavere mengde totalt IgG og
IgM sammenliknet med kontrollene 56 dager etter klekking. Dette, sammen med redusert
respons mot influensavirus (vaksine), er et alvorlig og viktig funn med hensyn til
polarmékenes helse. Resultatene viser at POP eksponering pavirker antistoffdannelse generelt
noe som far betydning for fuglenes infeksjonsresistens. Vére resultater tyder derfor pa at den
eksponeringen av POPer som polarmékekyllinger blir utsatt for 1 arktisk kan gir en omfattende
immunsuppresjon (nedsatt immunrespons) og dermed nedsatt sykdomsresistens.

4 emneord 4 subject words
Polarméake, Arktis, Miljogifter, Glaucous gull, Arctic, Contaminants, Immune
Immunsystemet system
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