Geir Wing Gabrielsen 18.6.01

Prosjektbeskrivelse for arbeid i fase 2 av Transport- og effekt programmet

FELLESPROSJEKT FOR OVERVÅKING AV ISBJØRN, POLARMÅKE OG RØYE

Vi viser til brev datert 6.4.01 med forespørsel om å utarbeide et fellesprosjekt for miljøgiftovervåking på isbjørn, polarmåke og røye. Vedlagt følger en beskrivelse av et fellesprosjekt for fase 2 i Effektprogrammet. Vårt mål har vært å utvikle et prosjekt som kan støtte opp om den miljøovervåking som skal utføres på artene isbjørn, polarmåke og røye. Det arbeid som skal utføres i fase 2 bygger i hovedsak på det arbeidet som er gjennomført i fase 1 av Transport og Effektprogrammet.

Vårt mål/hensikt med prosjektet er å;

1. Identifisere påviste effekter av POPer i isbjørn, polarmåke og røye. 

2. Forstå sammenhenger mellom de ulike miljøgifter og effektparametre. Hvilke effektparametre henger sammen?

3. Identifisere egnede, standardiserte parametre for overvåking av nivåer (belastning) av POPer . Feks. finnes det en sammenheng mellom PCB 153 og effektparametre?

4. Identifisere egnede, standardiserte parametre for overvåking av effekter av POPer.

5. Foreslå et mest mulig konkret og standardisert overvåkingsprogram av POPer for de nevnte artene basert på 3 og 4. Forslaget bør utformes inenfor to ulike budsjettrammer.

6. Identifisere kunnskapshull som det er nødvendig å tette for å få en tilfredsstillende overvåkning av nivåer (belastning) og effekter av POPer hos de tre nevnte arter.

I hovedsak satser prosjektdeltakerne på å avslutte/sammenstille resultatene fra de forskningsprosjekt som har vært gjennomført på artene isbjørn, polarmåke og røye i fase 1 av Effektprogrammet. Dette gjelder spesielt de prosjekter som er knyttet til hormon-, immunologiske og gentoksiske effekter. I fase 2 av effektprogrammet ser vi det som svært viktig å avslutte de kjemiske analysene som gjenstår fra fase 1 samt at det gjennomføres en ytterliggere statistisk analyse av innsamlet prøvemateriale. Dette gjøres for å kunne evaluere resultatene bedre slik at en kan standardisere den framtidige prøvetakingen. 

Vedlagt følger en kort beskrivelse av hva som skal gjøres i de ulike prosjektene, en oversikt som viser hvordan vi er organisert, en tidsplan samt et budsjett for prosjektet. 

Isbjørn 

Innledning:

Bevilgningene som ble gitt til isbjørn i fase 1 ble ble primært brukt til å innhente materiale og til kjemiske analyser (miljøgifter og immunologi) av prøver fra Svalbard og Canada. I fase 2 av effektprogrammet ønsker vi å gjennomføre en statistisk analyse av et langt mer omfattende prøvemateriale (hormon, immunologiske, fysiologiske, kjemiske og toksikologiske parametre) fra materiale som er samlet inn i flere sammenhenger enn Effektprogrammet for å avdekke evt. sammenhenger mellom miljøgifter og effektparametre.

Beskrivelse:

De forskjellige isbjørnprosjektene har hatt som hovedformål å avsløre mulige toksiske effekter, spesielt på immunsystemet og på reproduksjon, av den alarmerende høye miljøgiftbelastningen med spesielt PCB i norsk Arktis. Prosjektene har resultert i en meget omfattende datamatrise som inkluderer immunologiske, biologiske, økofysiologiske, kjemiske og toksikologiske data. Vi har materiale/resultater fra et eksperimentelt immuniseringsforsøk i felt på isbjørn fra Canada og Svalbard. I det inngår en rekke immunologiske, endokrinologiske og toksikologiske parametre og økofysiologiske data. I tillegg har vi datamateriale fra flere tokt i Barentshavet hvor også immunbiologiske registreringer inngår sammen med endokrinologiske, toksikologiske og økofysiologiske registreringer. Utover dette har vi plasma/serum prøver av ca 500 isbjørn fra flere geografiske områder som representerer ulik eksponering både når det gjelder miljøgifter og mikrobiologiske agens. Deler av prosjektene kan sies å ha blitt til underveis, for eksempel så har de endokrinologiske problemstillingene blitt løftet inn i prosjektet på et senere tidspunkt for å utnytte det unike materialet. Det er betydelige interaksjoner mellom endokrinologiske, immunologiske og økofysiologiske parametre som igjen har betydning for effektstudiene. Håndteringen av det samlete datamaterialet krever bruk av ulike statistiske modeller. Den statistiske bearbeidingen er i seg selv et utviklingsarbeid som gjør det nødvendig å engasjere en statistiker. Mens bevilgningen i fase 1 primært ble brukt til å innhente materiale og til kjemisk analyse av prøver fra Canada og Svalbard vil en i fase 2 gjennomføre en komplett statistisk analyse av prøvene innsamlet i effektprogrammet samt prøver innsamlet i andre prosjekter (gjelder særlig Svalbard materialet). Kostnadene forbundet med dette beløper seg til kr. 100.000,-. 

Polarmåke 

Innledning:

Bevilgningen til polarmåker i fase 1 ble gitt til å foreta innsamling/kjemiske analyser av immunologiske og gentoksiske prøver fra polarmåkekyllinger (i en belastet og ubelastet gruppe i et eksperiment som ble gjennomført i Ny-Ålesund) og av voksne polarmåker for bestemmelse av deres evne til å metabolisere organiske miljøgifter. 

I fase 2 av effektprogrammet ønsker en hos polarmåker å foreta ytterliggere kjemisk analyser av immunologiske og gentoksiske prøver innsamlet i fase 1 (prosjekt 1 og 3). 

En ønsker også å gjennomføre en komplett statistisk analyse av det svært omfattende immunologiske materialet som tidligere er kjemisk analysert (i fase 1) og det nye materialet som planlegges analysert i fase 2 (prosjekt 2). 

Beskrivelse av delprosjektene:

           1) Måling av immunglobuliner hos polarmåke må baseres på spesifikke polyklonale antistoffer som reagenser i ulike analysemetoder. Da slike reagenser dessverre verken er kommersielt eller på annet vis tilgjengelig, startet vi et møysommelig arbeid med rensing av immunglobuliner fra polarmåke og immuniserte ulike forsøksdyr for produksjon av antiserum. Dette arbeidet førte til erkjennelsen at ytterlig rensetiltak og immuniseringer var nødvendig for å nå målet. Imidlertid måtte det videre arbeidet utsettes inntil tilleggs finansiering var på plass. Dette prosjektet tar sikte på sluttføre arbeidet med utgangspunkt i det materialet som er fremskaffet. Serumprøver fra frittlevende polarmåker med kjent PCB eksponering og polarmåke-kyllinger som ble gitt kjente mengder PCB vil bli analysert med henblikk på immunglobuliner. De spesifikke antistoffene mot immunglobuliner vil også bli benyttet i serologisk arbeid for etablering av sensitive metoder for måling av antistoffer mot bakterier, virus og parasitter. Dette er viktig for å studere effekten av PCB på måkenes infeksjonsforsvar og maternal immunitet. Videre vil vi også utvikle monoklonale antistoffer for fremtidig kvantifisering av immunglobuliner  og spesifikke antistoffer i forbindelse med videre effektsstudier og biologiske undersøkelser for å standardisere og kvalitetssikre slikt analysearbeid med reagenser tilgjengelig også for andre forskergrupper. Kostnadene knyttet til dette arbeidet er beregnet til kr. 100 000,-. 

            2) Polarmåkeprosjektet har generert et verdifullt materiale med henblikk på å belyse effekt av PCB eksponering på polarmåkens immunforsvar og infeksjons-resistens. Dette omfatter både polarmåkekyllinger under rask vekst og utvikling med kontrollert eksperimentell PCB belastning og immunisering for studier av immunsvar, samt prøvemateriale fra frittlevende polarmåker og kyllinger med naturlig PCB eksponering. Dette materiale vil bli analysert med statistiske metoder egnet for å behandle immunologiske, biologiske og økofysiologiske parametere som interagerer for å avdekke effekter av PCB eksponering. Kostnadene forbundet med statistiske analyser av de immunologiske studier er beregnet til kr. 50 000,-. 

          3) Gjennom fase 1 av prosjektet ble det samlet inn mye verdifullt materiale for gentoksikologiske analyser. Metoder for kromosomanalyser av lymfocytter og bein-margceller samt metode for analyse av DNA-addukter fra lever ble etablert. Ved hjelp av finansiering fra andre kilder ble kromosomanalysene fullført. Analyse av DNA-addukter (32P-postlabelling) krever relativt kostbare kjemikalier, og med de begrensede økonomiske ressurser som var stilt til rådighet ble bare prøver fra 16 individer analysert. Det ble oppnådd svært interessante resultater, og det er viktig å få analysert det resterende materialet i dette prosjektet. Etter at fase 1-prosjektet ble avsluttet, er DNA isolert fra blod blitt analysert med hensyn på enkelt og dobbelt-trådbrudd. En sammenstilling av resultatene fra disse fire forskjellige gentoksikologiske analysene vil gi et godt grunnlag  

- til å vurdere hvilken genotoksisk belastning polarmåkene er utsatt for, og  

- til å vurdere hvilken av disse metodene som vil være best egnet i en overvåknings-sammenheng. 

Kostnadene forbundet med analyser av de gentoksisk materiale er beregnet til 

kr. 50 000,-.

Røye 

Innledning:

Bevilgningene som ble gitt til røye i fase 1 i Effektprogrammet ble primært benyttet til studier av akutt miljøgiftbelastning hos smoltifiserende eller kjønnsmodne anodrom Svalbardrøye (gjennomført i laboratorium) samt til kartlegging av miljøgiftbelastningen i en røyepopulasjon på Bjørnøya. I fase 2 ønsker en å sluttføre endokrine analyser relatert til fiskens stresstoleranse og biorytme kontroll (prosjekt 2) og fullføre kjemiske analyser for å studere røyenes metaboliseringsevne, samt videre analysere og sammenstille kunnskap knyttet til effekter av miljøgifter på røye (prosjekt 1).

Beskrivelseav delprosjektene:

1) PCB toksikokinetikk har vært studert hos vill røye som er gitt ulike doser PCB. Disse studiene har vist at PCB redistribueres fra lite sensitive (fett-) vev til sensitive vev (bl.a. hjerne) ved naturlig avmagring om vinteren. De har dessuten påvist en dramatisk økning i den biologiske respons på PCB, målt som P450(CYP)1A aktivitet i lever, fra ingen respons om høsten til maksimal induksjon om våren. I oppfølgende effektstudier er det påvist effekter av en realistisk, kronisk PCB belastning (1 mg Aroclor 1254/kg fisk) på immunforsvar og hormonsystem hos mager (vår-) røye, men ikke hos velfødd (høst-) røye.  Resultatene fra disse forsøkene har vist hvor ekstremt viktig den normale sesongmessige avmagring er, både for det toksiske potensialet til persistente, lipofile miljøgifter som PCB, og i forhold til parametere som skal brukes i en fremtidig overvåkning (effektparametre, CYP1A biomarkør). 

Mange effekter av PCB på immunforsvar og hormonelle prosesser er forårsaket av  PCB metabolitter som dannes når leverens CYP1A enzymer aktiveres. I tråd med dette er det også kjent at dyr med svært aktive CYP1A enzymer (f.eks. mink) er betydelig mer følsom overfor miljøgifter som PCB enn andre dyr. Hos arktiske dyr tyder resultatene fra røye på at dyret er svært utsatt når fettlagrene forbrennes. Effekt-overvåkning bør derfor gjennomføres når dyret er på sitt magreste. Sammenhengen mellom sesongmessig aktivering av CYP1A enzymer, og metabolisering av PCB, er imidlertid fremdeles lite kjent. Det er i den sammenheng gjennomført in vitro studier for å måle forskjeller i PCB metabolisering og dannelse av metabolitter hos røye med ulik grad av CYP1A aktivering. Det gjenstår nå PCB analyser av ca. 50 prøver fra dette forsøket. Resultatene vil gi nødvendig, utfyllende informasjon til de toksikokinetiske studiene og effektstudiene presentert ovenfor, og skal inngå i en samlet rapportering om fremtidige strategier for effekt-overvåkning. 

Resultatene fra disse prosjektene har generell interesse i det de belyser mekanismer som en finner i alle arktiske dyr med sesongmessig avmagring. Med bakgrunn i disse resultatene skal det nå gjennomføres en utredning om hvilke konsekvenser disse mekanismene må ha for fremtidige studier og overvåkning av miljøgifteffekter i Arktis. Det forutsettes en bevilgning NOK 70.000 – 100.000 til PCB analyser, og NOK 100.000 til sammenstilling og utredning.


            2) Oral PCB (Aroclor 1254) belastning av modnende Svalbardrøye medførte en signifikant reduksjon av fiskens eggmengde. PCB tilførselen reduserte også befruktede eggs overlevelse gjennom inkubasjonsperioden. I tillegg førte den parentale PCB belastningen til redusert kroppsvekst, økt forekomst av misdannelser og større dødelighet hos avkommet. Det synes derfor klart at PCB kan utøve en alvorlig effekt på den anadrome Svalbardrøyas reproduksjon og fekunditet.
Aroclor 1254 belastningen syntes ikke å påvirke det anadrome avkommets evne til  parr-smolt transformasjon (målt som utvikling av sjøtoleranse). PCB’en syntes imidlertid å påvirke parrens evne til å respondere på stress, samt medførte redusert sirkulatorisk nattnivå av melatonin. Dette antyder at akkumulering av PCB også kan ha alvorlige konsekvenser for røyehjernens hormonelle regulering av fiskens indre biologiske rytmer. Resultater fra andre undersøkelser antyder en sammenheng mellom røyas ernæringsmessige tilstand og påvisning av fysiologiske/immunologiske konsekvenser av PCB belastning. Det vil være interessant å undersøke om det samme kan finnes for røyas stresstoleranse og evne til melatonin produksjon. Relevant prøvemateriale er tilgjengelig for slik undersøkelse. Arbeidet forutsetter imidlertid en bevilgning på kr 70.000 til dekning av nødvendige kjemikalier.

Workshop 1

Den 1 og 2 Oktober 2001 vil det bli avholdt en workshop på Sommarøy, Tromsø. På denne workshopen vil 10-15 forskere delta. Tematiske resultater fra  analysene av isbjørn, polarmåke og røye bli fremlagt og presentert for å kunne svare på de 6 målene  som er beskrevet ovenfor. Arbeidet vil først og fremst være rettet mot mål 3, 4 og 5.  

Som et forarbeid til workshop 1 skal hver av forskerene/miljøene som deltar utarbeide forrapporter på de tema som skal tas opp (ikke etter art). I forrapporten skal hvert prosjekt; 
       1) identifisere påviste effekter og  
       2) ha gjennomført kjemiske analyser/ statistisk behandling 

for å kunne si noe om sammenhengen mellom miljøgifter og effekter.  På basis av den informasjon som presenteres vil en kunne foreslå parametre for den framtidige overvåkingen av nivåer og effekter og identifisere kunnskapshull. Det vil bli utarbeidet et felles dokument (5-10 sider) som vil bli fremlagt og presentert på workshop 2 som avholdes på AMAP konferansen i Tromsø i januar 2002.

Workshop 2

Den 24 Januar 2002 avholdes workshop 2 ved AMAP konferansen i Tromsø. På denne internasjonale workshopen presenteres resultatene/anbefalingene fra workshop 1. Workshop 2 vil gi oss en anledning til å diskutere våre resultater/anbefalinger oppnådd i Effektprogrammet med internasjonale eksperter.  En sluttrapport som dekker overnevnte mål vil bli utarbeidet i etterkant av AMAP konferansen. 

Organisering

I fellesprosjektet inngår forskere som har arbeidet med effekter på isbjørn, polarmåke og røye. Dette omfatter forskere fra Norsk Polarinstitutt, NINA-NIKU, Tromsø,

Akvaplan-niva, Norges veterinærhøgskole, Veterinær instituttet og NTNU, Trondheim. Leder for prosjektet er Geir Wing Gabrielsen. Hver av prosjektdeltakerne er ansvarlig for sine under/delprosjekter både faglig og økonomisk. Hver av prosjektdeltakerne er ansvarlig for å bidra til workshop 1 og 2 samt til sluttrapporten som leveres i etterkant av AMAP konferansen.

På isbjørn prosjektet er Prof. Hans Jørgen Larsen, Prof. Janneche Utne Skåre fra Norges veterinærhøgskole og Veterinær instituttet, Oslo, samarbeidspartnere med Dr. Andrew Derocher fra Norsk Polarinstitutt. Dr. Andrew Derocher er hovedansvarlig for isbjørnprosjektet..

På polarmåkeprosjektet (delprosjekt 1 og 2) er Prof. Hans Jørgen Larsen, Prof. Janneche Utne Skåre fra Norges veterinærhøgskole og Veterinær instituttet, Oslo, samarbeidspartnere med Dr. Geir Wing Gabrielsen fra Norsk Polarinstitutt. Dr. Geir Wing Gabrielsen er hovedansvarlig for delprosjekt 1 og 2 av polarmåkeprosjektet.

På polarmåkeprosjektet (delprosjekt 3) er Prof. Åse Krøkkje, NTNU, Trondheim,

samarbeidspartnere med Dr. Geir Wing Gabrielsen fra Norsk Polarinstitutt. Prof. Åse Krøkkje er hovedansvarlig for delprosjekt 3 av polarmåkeprosjektet.

På røyeprosjektet (delprosjekt 1) er et samarbeid mellom Dr. Even Jørgensen, NINA, Tromsø, og Dr. Hans Wolkers, Norsk Polarinstitutt. Dr. Even Jørgensen er hovedansvarlig for delprosjekt 1 av røyeprosjektet.

På røyeprosjekt (delprosjekt 2) er Dr. Kjell Nilsen, NTNU, Trondheim hovedansvarlig.

Geir Wing Gabrielsen er hovedansvarlig for gjennomføringen av de 2 planlagte workshopene.

Tidsplan

I perioden 1 juni til 1 oktober gjennomføres/avsluttes alle kjemiske/statistiske  analyser av innsamlet prøvemateriale.

Den 1-2 Oktober avholdes Workshop 1 for prosjektdeltakerne. Et dokument utarbeides og legges fram på Workshop 2 den 24 Januar 2002.

En sluttrapport med anbefalinger utarbeides etter at workshop 2 er avsluttet (senest den 1 april 2002).

Budsjett

Isbjørn (Statistiske analyser av immunologiske og endokrine studier)  kr.   100 000,-

Polarmåke (Avslutte immunologiske studier)                                        kr.   100 000,-

Polarmåke (Statistiske analyser av immunologiske studier)                  kr.     50 000,- 

Polarmåke (Avslutte gentoksiske studier)                                              kr.     50 000,-

Røye (Sammenstille effektstudier, NP og NINA)                                  kr.   170 000,-

Røye (NTNU)                                                                                         kr.      70 000,-

Arrangement av workshoper                                                                   kr.   180 000,-

Totalt                                                                                                      kr.   720 000,-
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