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SAMMANFATTNING

Epizootier som drabbat marina déggdjur och lett till storskaliga dédsfall har uppmérksammats
runt om i varlden de senaste decennierna. HOga halter av persistenta miljokontaminanter
sasom DDT (diklordifenyltrikloretan) och PCB (polyklorerade bifenyler) har uppmatts hos
djur som drabbats. Detta har lett till tankar om att miljokontaminanter, i den niva de finns i
vara akvatiska ekosystem idag, kan vara en bidragande orsak till den 6kade mottagligheten for
infektioner och den ©kade mortaliteten hos marina déaggdjur. | denna litteraturstudie
sammanstélls resultaten fran forsok, bade pa laboratoriedjur och marina daggdijur, som tyder
pa att kontaminanter med fokus pa PCB kan orsaka immunosuppression och darmed vara en
bakomliggande orsak till allvarligheten i dessa epizootier. Resultat fran studier visar pa att
PCB kan orsaka immunosuppression genom att ge nedsatt proliferativt svar hos T-lymfocyter
under stimulering med mitogener, minskad aktivitet hos NK-celler, nedsatt
antikroppsproduktion, minskad antigen-specifik proliferation och minskat DTH (delayed-type
hypersensitivity) svar. Studier har dven visat pa ett samband mellan héga PCB-nivaer och
hypothyroidism, Vitamin-A brist samt atrofi av lymfoida organ. Dessa data tyder pa att PCB,
i de nivaer det finns i miljon idag, kan verka immunotoxiskt hos marina daggdjur som till
foljd av sin position hogt upp i naringskedjan och sin langa livslangd samlar pa sig hoga
nivaer av dessa persistenta toxiska kontaminanter.



SUMMARY

Epizootic diseases affecting marine mammals and which have led to large-scale mortalities
have attracted attention around the world during recent decades. High levels of persistent
environmental contaminants such as DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) and PCBs
(polychlorinated biphenyls) have been detected in affected animals. This has led to concern if
environmental contaminants, in the level which they exist in our aquatic ecosystems today,
may be a contributing factor to the increased susceptibility to infection and increased
mortality of marine mammals. In this study the results of experiments , both on laboratory
animals and marine mammals , are compiled suggesting that contaminants focusing on PCBs
can cause immunosuppression and thus be an underlying cause of the severity of these
epidemics. Results from studies show that PCBs can cause immunosuppression by resulting
in a reduced proliferative response of T-lymphocytes during stimulation with mitogens,
decreased activity of NK-cells, impaired antibody production, decreased antigen-specific
proliferation and decreased DTH (delayed -type hypersensitivity) response. Studies have also
shown an association between high PCB levels and hypothyroidism, vitamin A deficiency and
atrophy of lymphoid organs. These data suggest that PCBs in the levels they exist in our
environment today may be immunotoxic to marine mammals which, because of their high
tropic level and their long life span accumulate high levels of these persistent toxic
contaminants.



INLEDNING

De senaste 30 aren har flertalet epizootier som lett till massdéd observerats hos marina
daggdjur. Morbillivirus har pavisats som den priméara orsaken i de allra flesta av dessa fall
(Van Loveren et al., 2000; Swart et al., 1994). 1990-1992 och 2006-2008 drabbades
strimmiga delfiner i Medelhavet av DMV (Dolphin Morbillivirus). 1987-1988 orsakade CDV
(canine distemper virus) stor dodlighet hos sibiriska sélar i Bajkal sjon (Butina et al., 2010).
Mellan 1987 och 1988 drabbades populationen av flasknosdelfin utanfér Nordamerika av en
epizooti som tog dod pa éver 740 individer (Scott, 1988). Allvarligheten i dessa utbrott har
lett till ett intresse for immunotoxikologi hos drabbade arter. Flera studier har gjorts for att
reda ut huruvida immunosuppression och darmed en 0kad mottaglighet for infektioner orsakat
av miljokontaminanter kan vara en bidragande orsak. Syftet med denna litteraturstudie &r att
undersoka hur polyklorerade bifenyler (PCB) inverkar pa immunférsvaret hos marina
déaggdjur, vilket orsakar 6kad mottaglighet for infektion och mortalitet.

MATERIAL OCH METODER

Databaser som anvénts i denna litteraturstudie & Web of Science och Google Scholar.
Huvudsakliga sokord har varit (PCB OR Polychlorinated biphenyl*) AND (marine mammal*)
AND (immunosuppression OR immunomodulation OR immunity OR immunotox*).
Sokorden (AhR OR Aryl hydrocarbon receptor) AND (immunosuppression OR
immunomodulation OR immunity OR immunotox*) AND (PCB OR Polychlorinated
biphenyl*) anvéandes for att hitta artiklar relaterade till verkningsmekanismen for PCB. Av de
artiklar som klarade forsta granskningen anvéndes referenslistorna for att hitta relaterade
artiklar.

LITTERATUROVERSIKT
PCB
Egenskaper och anvandningsomraden

Polyklorerade bifenyler (PCB) hor till en stor klass Halogenerade Aromatiska Kolvéten
(Halogenated Aromatic Hydrocarbons, HAH) dar TCDD (2,3,7,8-Tetraklordibenso-p-dioxin)
ar den mest toxiska medlemmen (Kerkvliet, 1995). PCB bestar av 209 kongener (varianter)
med olika antal av kloratomer pa olika positioner i tva fenylringar (Figur 1) och med olika
toxiska och biologiska egenskaper beroende pa var dessa kloratomer sitter (Tanabe, 1988).

Cl Cl
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Figur 1. Exempel pa struktur for PCB



PCB anvands inom manga industriella omraden p.g.a. dess unika fysiska och kemiska
egenskaper. PCB-mixturer dr bl.a. vdrmestabila, resistenta mot syror, baser och annan kemisk
paverkan. De dr dven stabila mot oxidation och hydrolys, har en 1ag vattenloslighet, l1ag
antandningsrisk och en hog elektrisk resistens (De Voogt & Brinkman, 1989). De Voogt &
Brinkman (1989) beskrev hur det finns 6ppna och slutna anvandningssystem for PCB. De
oppna ar anvandningsomraden som leder till att PCB lacker ut i miljon t.ex. black,
mjukgorare i plaster, impregneringsmedel, farger, flamskyddsmedel, pesticider och lim. De
slutna &r transformatorer, kondensatorer, hydraulvétskor och kylarvatskor.

Verkningsmekanism och effekter

Det finns plana och icke-plana PCB. De plana ar strukturellt lika TCDD och binder till TCDD
receptorn, ocksa kallad Ah-receptorn, som finns i cytosolen, medan de icke-plana har liten
eller ingen affinitet for denna receptor (Vos, 1997). Vos (1997) forklarade hur de flesta
effekter av PCB formedlas via Ah-receptorn och hur ligand-receptorkomplexet, vid bindning,
forflyttar sig in i kdrnan. Inne i kdrnan kan det binda till specifika sekvenser i DNA s.k. DRE
(dioxin responsive elements) och inducera transkription av olika gener (Whitlock, 1987). | sin
oversikt beskrev Whitlock (1987) att den effekt som ar mest studerad &r transkription av
cytokrom P450 gener och genom detta en induktion av cytokrom P-450 enzymer. Ett av dessa
enzymer ar aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH), vars aktivitet ar latt att mata och darfor
anvands induktion av AHH som ett matt for att bestimma om en viss vavnad kan svara pa
TCDD. AHH ér involverad i metabolisk aktivering av kemikalier (sasom PCB) till aktiva
carcinogener (Whitlock, 1987).

| samma oversikt sdgs det att det verkar finnas ett samband mellan struktur av olika kongener
och potensen for induktion samt att AHH induktion, férutom bindning till Ah-receptorn, aven
kraver interaktion med DNA. Receptorn har alltsd bade en ligandbindande och en DNA-
bindande domén. Via denna receptor paverkar TCDD och strukturellt lika HAHs transkription
av gener vilket man tror leder till en dver- eller underproduktion av proteinprodukter, vilket
ger den toxiska effekten. (Kerkvliet, 1995). De effekter man har sett av PCB &r bl.a.
reproduktionstoxicitet, immunotoxicitet, cancer och utvecklingstoxicitet framfor allt i CNS
(Livsmedelsverket).

Spridning i havsmiljon och ansamling i marina daggdjur

Av de totala PCB nivaerna i miljon finns nastan allt i kustsediment och havsvatten, dar ver
60 % av den totala kontamineringen finns i havsvattnet (Figur 2) (Tanabe, 1988). Trots en lag
koncentration i vatten kan storre mangder hittas i akvatiska organismer till foljd av PCBs
hydrofobicitet och biologiska stabilitet. (Tanabe, 1988). Genom att méta koncentrationerna av
PCB i havsvatten, plankton, blackfisk och delfiner drog Tanabe et al. (1984) slutsatsen att
biokoncentrationsfaktorn dkar ju hogre upp i naringskedjan man kommer. Nivaerna av PCB
okar alltsa med 6kande nivaer i naringskedjan. | de akvatiska ekosystemen ar marina daggdjur
hogt upp i naringskedjan och ansamlar darfor stora mangder PCB och 16per ddrmed &ven stor
risk for toxicitet. Bioackumuleringen av PCB i marina daggdjur &r alltsa ett resultat av
amplifiering genom néringskedjan.



Flera studier har visat pa att nivaerna av PCB ar extremt hoga i marina daggdjur. Detta beror
delvis pa att storsta mangden PCB finns i haven och att marina daggdjur tar upp dessa
kontaminanter via fodan. Men de héga nivaerna beror dven pa den langa livstiden hos marina
déaggdjur, organismer med en langre levnadstid ansamlar mer lipofila kontaminanter (Tanabe
et al., 1984). PCB har en mycket lag loslighet i vatten, men det ar valdigt lipofilt
(Ballschmiter et al., 1989). De flesta marina daggdjur har ett tjockt spacklager som fungerar
som en reservoar for PCB. En undersokning av distributionen av PCB i olika vévnader och
organ hos delfiner visade att mer &n 90 % av PCB aterfanns i spacket (Tanabe et al., 1981).
Studier har dven visat pa att sma Cetaceans (valar, delfiner och tumlare) ansamlar mer PCB
an andra djur hogt upp i naringskedjan, sasom faglar och landlevande déggdjur (Tanabe et al.,
1988). Tanabe et al. (1988) beskrev hur Cetaceans har en annorlunda PCB-metabolism som
gor att de har en samre formaga att bryta ner vissa PCB-komponenter. Samma studie visade
aven att de har en lag aktivitet i vissa enzymsystem som kan vara relaterade till mojliga
skadliga effekter av PCB.

Marina daggdjur far alltsa i sig dessa fororeningar i hoga koncentrationer. De kan ansamla
stora mangder PCB via fodan, de har lagre kapacitet att bryta ner PCB till foljd av lagre
aktivitet i vissa enzymsystem och med tanke pa detta &r marina daggdijur, speciellt Cetaceans,
formodligen de mest utsatta individerna nar man talar om PCB-toxicitet (Tanabe, 1988). Detta
har lett till oro om toxiska effekter hos marina daggdjur orsakade av dessa persistenta &mnen.

Uppskattad PCB belastning i miljon
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Figur 2. Uppskattade PCB nivaer i miljon (modifierad fran Tanabe (1988)).



PCB och effekter pa immunparametrar

Effekter pa celler i det medfodda och forvarvade immunforsvaret

Studier pa marina daggdijur

Flera studier har utforts for att utvardera effekten av PCB pa T-lymfocyt proliferation under
stimulering med mitogener (kemisk substans som stimulerar celldelning). Om T-lymfocyters
formaga att proliferera och differentiera till antingen en minnescell eller en effektorcell vid
mote med en patogen minskar kan det leda till nedsatt forvarvat immunsvar och da aven okad
mottaglighet for smittodmnen. (Imanishi et al., 1980).

Lahvis et al. (1995) utférde en studie med syfte att undersoka om ett samband fanns mellan
exponering for kontaminanter och immunfdrsvaret hos flasknosdelfin. Blod togs fran 15
delfinhannar pa Floridas vastkust och lymfocytproliferation undersoktes under stimulering
med mitogener. Det proliferativa svaret hos lymfocyterna jamférdes med koncentrationen av
kontaminanter i blodet. Slutsatsen som drogs var att minskad lymfocytproliferation var
associerad med Okande nivaer av PCB. Denna studie hade en liten provstorlek (n=5) och
ingen kontrollgrupp, vilket gor att det &r svart att dra trovérdiga slutsatser. Liknande studier
har dock gjorts som tyder pa samma sak. En av dessa studier utférdes av Swart et al. (1994)
som utfodrade 2 grupper av knubbsdlar med fisk fran 2 olika omraden; den relativt
hogkontaminerade Ostersjon (grupp 1) och relativt okontaminerade Atlanten (grupp 2). Under
en period pa 2 ar togs blodprov for att mata immunologiska och hematologiska parametrar.
Lymfocytproliferation under stimulering med mitogener undersdktes och svaret minskade vid
stimulering med flertalet mitogener, vilket indikerar nedsatt T-lymfocyt funktion (Swart et al.,
1994). | samma studie undersoktes dven andra immunparametrar med syftet att visa att
immunosuppression spelar en viktig roll i utbrott utav virusinfektioner hos marina daggdjur.
Antalet vita blodkroppar var hogre hos salar i grupp 1 till féljd av en 6kning av antalet
granulocyter. Detta kan tyda pa en Okning av bakteriella infektioner da granulocyter,
framforallt neutrofiler vilka &r kroppens viktigaste fagocytiska celler, utgor ett forsta forsvar
mot invaderande partiklar, speciellt bakterier (van Oss, 1986). Aktiviteten hos NK-cellerna
var lagre, vilket paverkar vardens mottaglighet da NK-celler &r viktiga i forsvaret mot
virusinfektioner (Swart et al., 1994).

For att uttka in vitro resultaten fran studien pa knubbsal av Swart et al. (1994) utférde Ross et
al. (1995) en in vivo studie av immunfdrsvaret hos samma sélar genom att mata DTH
(delayed —type hypersensitivity eller typ-4 overkénslighet) och antikroppssvaret mot
ovalbumin (OVA) i bada grupperna. DTH ar en cell-medierad &verkanslighet som
manifesterar sig som en svullnad bestaende av makrofager, monocyter och T-lymfocyter och
kan anvandas for att utvdrdera den cell-medierade immuniteten in vivo. (Jyonouchi, 2013).
Testerna visade att salar i grupp 1 (de som matats med fisk fran Ostersjon) hade signifikant
lagre svar an sélar i grupp 2 (de som matats med fisk fran Atlanten). Ett negativt samband
sags aven mellan DTH-svaret och kontaminantnivaer fran spacket hos sélarna. Detta tyder pa
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en nedsatt T-cell funktion och cell-medierad immunitet (Ross et al., 1995). Innan
immuniseringen och DTH-testet kunde antikroppar inte pavisas i salar fran nagon av
grupperna. Blodprov 4 veckor efter immuniseringen pavisade antikroppar mot OVA i bada
grupper, men nivaerna var 37 % lagre i grupp 1. Slutsatsen som drogs var att exponering for
PCB forsamrade formagan hos salarna i grupp 1 att satta igang ett specifikt immunsvar mot
antigenet OVA (pga. minskat DTH och antikroppssvar). Dessa resultat tyder pa att
kontaminanter i fisken fran Ostersjon har immunosuppressiva egenskaper (Ross et al. 1995).

En slutsats av ovanstaende ar att nedsatt funktion hos bade NK-celler och T-celler som éar
viktiga 1 forsvaret mot virus kan ha bidragit till mottagligheten fér Morbillivirus och
allvarligheten i epizootierna observerade pa marina daggdjur (Swart et al., 1994).

Studier pa labbdjur

Studierna av Swart et al. (1994) och Ross et al. (1995) pa knubbsédl gav bevis pa att
kontaminanter var immunotoxiska. Det ar svart att satta immunosuppressionen i samband
med en 6kad mottaglighet for infektioner da det inte &r acceptabelt, varken etiskt eller legalt,
att utsétta salarna i studien for ett levande virus (Ross et al., 1996). For utékade studier kan da
laboratoriedjur anvéandas istéllet.

For att fa mer stod bakom de erhallna resultaten av studierna pa sal utfordes tva studier pa
rattor (Ross et al., 1997). | den forsta studien gavs vuxna rattor fisk fran samma lager som
anvandes i salstudien. Detta gav inga tecken pa forandringar i immunstatus for de tva
grupperna. Da immunologiska parametrar tydligt hammades i salstudien vid samma
exponering kan slutsatsen dras att knubbsalar kan vara kansligare &n réattor mot
kontaminanternas immunotoxiska effekter (Ross et al., 1996). | den andra studien delade man
in gravida ratthonor i 3 grupper och gav dem dagligen, under draktighet och laktation, en oral
dos med olja fréan fisk dar en grupp fick fiskolja fran Ostersjon, en grupp fran Atlanten och en
grupp olja fran Atlanten blandat med 2,3,7,8-TCDD (positiv kontrollgrupp). Nagra av
rattungarna infekterades med RCMV (Rat Cytomegalo Virus) vid dag 34. Ungar fran den
positiva kontrollgruppen visade pa minskad kroppsvikt, minskad levervikt och minskad
thymusvikt, medan inga makroskopiska tecken pa toxicitet ségs i Ostersjo-gruppen eller
Atlant-gruppen. Ungar fran TCDD-gruppen visade aven lagre proliferativa svar av lymfocyter
vid stimulering med mitogener. Aven ett minskat virusassocierat NK-cell och antikroppssvar
pavisades. Liknande, men svagare effekter sags i Ostersjogruppen. Rattungarna i studien av
Ross et al. (1997) visade alltsa stérningar i immunologiska parametrar som liknade de hos
sélarna i studierna av Swart et al. (1994) och Ross et al. (1995), vilket gor det mojligt att géra
en jamforelse mellan dessa arter. Enligt Ross et al. (1996) visar den minskade thymusvikten
samt T-cellfunktionen hos perinatalt exponerade rattungar pa att de nedsatta svaren hos T-
lymfocyter hos sdlarna kan vara relaterat till en toxisk effekt pa thymusfunktionen. Resultaten
tyder aven pa att immunsystemet hos unga daggdjur léper storst risk for immunotoxiska
effekter av kontaminanter i de nivaer de finns i miljon idag (Ross et al., 1997).



Tabell 1. Immunotoxiska effekter hos knubbsél som matats med fisk fran Ostersjon (modifierad frén
Van Loveren et al., (2000))

Parameter Effekt

NK-cell aktivitet

T-cellers svar pa mitogener
Antigen-specifik proliferation
Blandat lymfocytsvar

DTH

Specifik antikropps produktion

— Le¢—4¢—¢— —¢—

Neutrofiler i cirkulationen

Fagocytos

Fagocytos ar den viktigaste mekanismen for att eliminera frammande eller odnskade
mikroorganismer eller partiklar ur kroppen (van Oss, 1986). De viktigaste fagocyterna i
blodet &r neutrofiler som tillnér de polymorfonukledra leukocyterna (granulocyter). Aven
monocyter, som blir till makrofager i védvnaden, kan fagocytera och de tillhér de
mononukledra fagocyterna.

Flera studier har gjorts dér resultaten visar att exponering for PCB kan leda till en minskad
fagocytisk potential in vitro. Levin et al. (2004) gjorde en studie pa flasknosdelfin och vitval
och kom fram till att blandningar innehéllande tva eller fler icke-plana PCB minskade bade
neutrofil- och monocytfagocytos in vitro hos bada arter. Levin et al. (2005) utférde en
liknande studie pa humana blodleukocyter dar de immunotoxiska egenskaperna hos plana
PCB 169 och TCDD samt icke-plana PCB utvérderades. Fagocytos in vitro minskade for
neutrofiler och monocyter vid exponering for icke-plana PCB, medan PCB 169 och TCDD
ensamma inte paverkade fagocytosen. Levin et al. (2005) sag dven ett samband mellan den
minskade fagocytosen och en minskad viabilitet, vilket tyder pa en direkt toxicitet.

Hammas cellers formaga att fagocytera kan det leda till 6kad mottaglighet for infektioner da
celler inte kan ta upp och forstora invaderande mikroorganismer (van Oss, 1986). Om skadan
pa monocyterna i cirkulationen inte repareras utan & kvar da de mognar till
vavnadsmakrofager, som &r en antigenpresenterande cell, kan upptag och presentation av
antigen till T-celler storas, vilket kan paverka det forvarvade immunforsvaret och
antikroppsproduktionen. (Levin et al., 2004; van Oss, 1986). Det finns studier som visar pa att
aven vavnadsmakrofagers formaga att fagocytera stors av kontaminanter. Fournier et al.
(2000) visade i en studie pa mus att makrofagers formaga att fagocytera hammades av en diet
bestaende av spack fran vitval fran den till hog grad kontaminerade St Lawrence floden i
Nordamerika.



Hypothyroidism och VitaminA-brist

Flera studier visar pa att PCB kan ha ett samband med hypothyroidism och VitaminA-brist
(Schwacke et al., 2011; Brouwer et al., 1989; Debier et al., 2005). Genom att méta
blodkoncentrationen av PCB och nivaer av totalt thyroxin (TT4), fritt thyroxin (FT4) och
trijodthyronin (TT3) i blodet har ett samband mellan 6kande nivaer av PCB och lagre nivaer
av thyroideahormoner setts. En negativ korrelation mellan vitamin A nivaer i blodet och
blodkoncentrationen av PCB har ocksa pavisats.

En tankbar mekanism for denna effekt kan vara en paverkan av PCB metaboliter pa vitamin A
och T4 serumtransport, vilket leder till en forlust fran cirkulationen via glomerulér filtration
(Brouwer et al., 1986). Komplexet T4—transthyretin (TTR)-retinol— retinol binding protein
(RBP) éar transporten for vitamin A och T4 i cirkulationen dér retinol &r en analog till vitamin
A. Enligt Brouwer et al. (1986) kan PCB-metaboliter, p.g.a. dess likhet med T4, tavla med T4
om bildningsstallet pd TTR, vilket resulterar i forlust av fritt T4 ur cirkulationen via njuren.
Bindning av PCB metaboliter till TTR kan enligt studien av Brouwer et al. (1986) dven leda
till minskad affinitet fér RBP-retinol, vilket leder till forlust av retinol ur cirkulationen. PCB
och andra HAHs kan dven verka direkt pa thyroidea genom att ge lesioner i follikelceller
vilket paverkar syntes och frisattning utav T4 samt paverka metabolismen av thyroidhormoner
via bl.a. 6kad glukuronidering i levern, vilket ger en okad frisattning av T4 via gallan och
minskade plasmakoncentrationer av T4 (Brouwer et al., 1998).

Thyroideahormoner ar viktiga for metabolism och tillvaxt, men det &r oklart om
hypothyroidismen &ar en orsak till minskat immunsvar (Schwacke et al., 2011). Schwacke et
al. (2011) fann att T-lymfocyt proliferation sjonk med ¢kande nivaer av PCB i blod, vilket
stdimmer Overens med tidigare resultat som presenterats. Han fann &ven att T-lymfocyt
proliferation visade ett positivt samband med TT3 och drog da slutsatsen att
hypothyroidismen, som medfor lagre TT3 nivaer, kan leda till ett minskat T-lymfocyt svar
dvs. att immunosuppressionen kan vara thyroideamedierad. Detta antagande stammer Gverens
med resultaten fran en studie gjord av Fabris (1973) da effekterna av thyreoidektomi pa
immunparametrar studerades hos rattor. Operationen gav féljande effekter; minskad
antikroppssyntes vid stimulering med antigen, minskat antal av perifera vita blodceller pga.
farre perifera lymfocyter, T-lymfocytproliferation minskade vid stimulering med mitogener
och man sag aven en minskad vikt och storlek av thymus, mjalte och lymfknutor. Detta tyder
pa att thyroxin kravs for normal utveckling och underhall av lymfvavnad och immunsystemet,
vilket stdds av att injektioner med thyroxin kunde forhindra alla observerade immunologiska
defekter (Fabris, 1973).

Forutom hypothyroidism verkar dven vitaminA- brist bidra till en minskad immunitet.
Vitamin A paverkar det epeteliala cellagret pa slemhinnor, vilket ger en stérre mojlighet for
bakterier, virus och parasiter att ta sig in i kroppen (Ross, 1992). Enligt Ross (1992) ar det
inte bara det lokala forsvaret pa slemhinnor som forsvagas, utan dven det systemiska
forsvaret, da receptorer for antigen, cytokiner och andra losliga molekyler paverkas till foljd
av att membran forandras. Det syns dven forandringar i bildning och utveckling av lymfatisk
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vavnad och lymfocytmognad, onormal cytokinproduktion och att patogener elimineras i
mindre utstradckning via cytotoxiska och fagocytiska mekanismer.

Vitamin A spelar alltsa en viktig roll i motstandet mot infektioner och darfér kan minskade
Vitamin A-nivaer, foljt av exponering for PCB, leda till en okad infektionskanslighet
(Brouwer et al., 1989).

Thymus — och mjaltatrofi

Thymusatrofi &r enligt flera studier ett kdnnetecken fér TCDD-toxicitet hos flertalet arter
(Kerkvliet, 1995; Beineke et al., 2005; Yap et al., 2012). Genom analys av kontaminantnivaer
och detaljerade patologiska undersékningar pa strandade respektive infangade valar fran
hogkontaminerade omraden respektive lagkontaminerade, visade det sig att tymus- och
mijaltatrofi horde samman med 6kande nivaer av PCB (Beineke et al., 2005).

Yap et al. (2012) gjorde en studie for att undersoka sambandet mellan PCB och tymusatrofi
och lade stor vikt vid att utesluta konfunderande faktorer sasom kénsmognad, naringsstatus
och koén. Han fann att kdnsmognad var signifikant associerat med tymusatrofi dvs. minskad
tymusvavnad hos konsmogna djur. Storleken pd tymusvavnad visade &aven ett positivt
samband med néringsstatus och ett negativt samband med PCB. Efter att ha kontrollerat for
konfunderande faktorer fann han att PCB inte langre var sjalvstandigt korrelerat med
storleken pa tymusvavnad. Han valde ut de djuren med totala PCB nivaer > 17 mg/kg fettvikt
(troskelvarde for allvarliga halsoeffekter foreslaget av Kannan et al., (2000)) och fann, som
tidigare, att storleken pa thymus hade ett negativt samband med PCB och ett positivt samband
med naringsstatus. PCB var da aven sjalvstandigt associerat med storleken pa thymus efter att
ha kontrollerat for konfunderande faktorer. Sammantaget fann Yap et al. (2012) att
tymusatrofi var signifikant associerat med PCB hos djur med totala PCB nivaer pa >17mg/kg
fettvikt och konfunderades inte av andra studerade faktorer. Detta samband kunde inte pavisas
efter kontroll av konfunderande faktorer hos djur med totala PCB nivaer pad <17mg /kg
fettvikt. Minst mangd tymusvavnad fanns dven hos de djur som détt utav infektiosa
sjukdomar och storst hos de som dott av fysiskt trauma, vilket stodjer hypotesen om att PCB
orsakar immunosuppression och 6kad mortalitet (Yap et al., 2012).

Mekanismen for tymus- och mjaltatrofi ar inte helt utredd men som tidigare refererat sa kan
atrofi till foljd av storningar i det endokrina systemet, framforallt thyroideahormoner, vara en
orsak. Effekten pa tymus kan &ven vara ett resultat av hoga nivaer av Ah-receptorn da
tymusatrofi och nedsatt tymusberoende immunitet verkar orsakas av bindning till Ah-
receptorn (Vos et al., 1997). Vos et al. (1997) pastod att hoga nivaer av Ah-receptorn har
hittats i epitelcellerna i tymus sa effekten kan vara resultatet av interaktion med epitelceller
som leder till att epitelcellerna inte kan ge stod for utmognad och differentiering av T-celler.
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DISKUSSION

Da man studerar effekterna av PCB pa immunsystemet ar det viktigt att tanka pa att det finns
konfunderande faktorer sasom alder, naringsstatus, geografiskt lage och kon vilka ocksa kan
paverka lymfatisk vavnad och darmed resultatet av studien. Studier finns som tyder pa ett
samband mellan héga PCB-nivaer och dodsfall hos marina daggdijur till foljd av infektioner.
Det ar dock oklart om detta samband ar kausalt, dvs. om de héga PCB-nivaer som uppmatts
hos djur som dott i epizootier verkligen har varit orsaken till dodsfallen. Det &r &ven oklart om
det finns andra faktorer som kan forklara de hga PCB-nivaerna.

Kon, alder och geografiskt lage, dvs. var man har sin studiepopulation, ar viktiga faktorer att
ha i atanke vid utformning av studier om effekterna av kontaminanter. Hos marina daggdjur
har kdnsmogna honor ofta lagre nivaer av kontaminanter i kroppen an vuxna hannar, vilket ar
en effekt av att en stor del av kontaminanterna dverfors till ungen via mjélken pga. dess hoga
fetthalt. Enligt en Tanabe et al. (1981) éverfors ca 90 % av PCB-halten hos honan till ungen
via laktation hos strimmiga delfiner. | manga studier véljer man darfor att ha enbart hannar i
samma alder for att fa ett sa bra resultat som mojligt. Geografiskt lage paverkar ocksa
kontaminantnivaerna. | havet & PCB-nivaerna hogre pa norra halvklotet och hos marina
daggdjur &r det dven har man ser de hogsta nivaerna (Tanabe, 1988).

Benieke et al. (2005) kom fram till att atrofi av lymfatisk vavnad hade ett positivt samband
med okande PCB-nivaer, men samtidigt dven med dalig halsostatus och avmagring. Det &r
darfor inte helt klart om atrofi av lymfoida organ &r orsakat av PCB eller om det &r sekundart
till sjukdom och avmagring. Avmagringen kan i sig leda till nedsatt immunférsvar pga.
nedsatt funktion hos och forlust av T-celler. Samtidigt kan avmagringen vara ett resultat av de
patologiska fynd man hittat (Benieke et al., 2005). Avmagring kan &ven bidra till de hdoga
PCB nivaerna associerade med tymusatrofi och nedsatt immunsvar genom att det leder till
fettmobilisering, vilket ger ett minskat spacklager. Man har da funnit att kontaminanter
koncentreras i spacket hos ddda djur (Ross et al., 1996; Benieke et al., 2005). Hela
sambandet, eller atminstone en del av sambandet, mellan hoga PCB-nivaer och okad
mottaglighet for infektion, vilket leder till 6kad mortalitet, kan vara resultatet av forlust av fett
pga. sjukdom, vilket har en koncentrerande effekt pd PCB-nivaerna (Jepson et al., 2005).
Samtidigt kan en immunosuppression orsakad av PCB ligga i botten, vilket leder till infektion
som leder till avmagring.

Immunosuppression orsakat av PCB kan vara en hypotes till sambandet mellan hdga
koncentrationer av PCB och de epizootier som drabbat marina déggdjur, men ytterligare
hypoteser finns. Nagra togs upp av Aguilar & Borrell (1994). De fann PCB-koncentrationer i
delfiner som dott under ett Morbillivirus-utbrott 1990-1991 i Medelhavet som var extremt
hoga. | samma studie hittades leverlesioner hos drabbade djur, vilket ledde till spekulationer
om att dessa djur, under en period utan foda, mobiliserade fett som i sin tur ledde till 6kande
nivaer av PCB i blodet. Nar dessa nadde levern orsakade de en lesion, vilket forsvarade
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djurets formaga att std emot infektionen med Morbillivirus. Detta kan forklara den hogre
mortaliteten hos djur med hdga PCB-nivaer (Aguilar & Borrell, 1994). De spekulerade dven
att leverlesionen kunde vara orsaken, vilket ledde till en simre metabolism av PCB och da
hogre nivaer (Figur 2).

Okade PCB-nivaer: orsak eller effekt?

Orsak:
Hammad
Hoga immunreaktion |\
PCB- "
nivéer Okad mortalitet hos
till hég grad
/ e kontaminerade
Leverskada individer
Mobilisering orsakad av
av fettlager PCB
Effekt:
: Forsamrad Okade PCB-
Kronisk eller gammal —» | leverfunktion {—» | Nivaer hos sjuka
leverskada delfiner

Figur 2. Tankbara mekanismer for att forklara sambandet mellan hoga PCB-nivaer och mottaglighet
for sjukdom hos strimmiga delfiner (modifierad fran Aguilar & Borrell, (1994)).

Det finns dock studier som tyder pa att om PCB-koncentrationen ar Gver en viss niva, sa ar
den ensamt korrelerad till dodsfall orsakat av infektion. Jepson et al. (2005) kom fram till att
endast dodsorsaken hade ett signifikant samband med PCB efter korregering for halso— och
naringsstatus. Sambandet mellan hdga nivaer av PCB och dodsfall pga. infektion kunde alltsa
inte forklaras av en koncentrerande effekt pa PCB till féljd av avmagring.

Marina daggdjur har hoga halter av PCB till foljd av en lang livslangd och ackumulering
genom naringskedjan, éverforing via laktation samt en samre férmaga till metabolism. Aven
om det enligt studier som gjorts inte ar helt faststallt om ett kausalt samband finns mellan de
hoga nivaerna av PCB och dkad mortalitet, sa kan de hdga nivaerna anda tyda pa en potentiell
immunotoxicitet. Kannan et al. (2000) kom fram till ett troskelvarde for allvarliga
halsoeffekter inkluderat immunotoxicitet for alla marina daggdjur pa 17 mg/kg fettvikt PCB i
vavnader genom att studera toxicitetsstudier som gjorts pa mink, sél och utter. I flera studier
pa marina daggdjur har man hittat koncentrationer av PCB som ligger 6ver troskelvérdet pa
17 mg/kg fettvikt (Beineke et al., 2005; Tanabe et al., 1988; Yap et al., 2012). Hos dessa djur
har man dven sett ett signifikant samband mellan PCB-koncentrationen och effekter pa
immunparametrar. Yap et al. (2012) fann medelvérden hos hannar pa 32,3 mg/kg fettvikt och
studien visade pa ett signifikant samband mellan PCB och tymusatrofi hos djur som lag 6ver
troskelvéardet. Under troskelvardet fanns inte detta samband, vilket tyder pa att PCB-

12



koncentrationer dver 17 mg/kg fettvikt kan ha toxisk effekt pa thymus. Jepson et al. (2005)
fann ett medelvarde pa 27,5 mg/kg fettvikt hos djur som dog av infektios sjukdom och drog
slutsatsen att troskelvardet pa 17 mg/kg fettvikt ger en bra uppskattning om att sambandet
mellan sjukdom och koncentrationen PCB &r signifikant. Detta antagande starks ytterligare av
det faktum att hos djur som lag under troskelvardet fanns ingen skillnad i totala PCB nivaer
mellan djuren som dog av infektios sjukdom och de som dog av fysiskt trauma. Hos de djur
som lag Over troskelvardet var de totala PCB koncentrationerna signifikant an hogre hos
djuren som dog av infektios sjukdom. Dessa studier talar for att troskelvardet skulle kunna
anvandas som en riktlinje for om nivaer av PCB ér troliga att ge en signifikant immunotoxisk
effekt. Studierna ar ocksa gjorda med en exponering fér kontaminanter i de nivaer de finns i
djurens naturliga miljo, vilket tyder pa att i de nivaer dessa kontaminanter finns i vara vatten
idag, utgor de en hélsorisk for djuren som lever dar.

Idag anvands en metod for riskbedémning for blandningar av HAHs som bygger pa toxiska
ekvivalensfaktorer (TEF) dar TEF ar toxiciteten av ett amne relativt till TCDD (Van den Berg
et al., 1998). TEF kan anvandas for att berdkna toxiska ekvivalent (TEQ) koncentrationer
(ng/g) som uttrycks som produkten av koncentration och TEF for varje individuell kongen i
blandningen och speglar dess toxicitet. Enligt Van den Berg et al. (1998) maste vissa kriterier
uppfyllas for att metoden ska kunna anvandas; amnet maste vara strukturellt likt TCDD, binda
till Ah-receptorn och dven kunna starta ett Ah-receptor medierat svar. Denna riskbeddmning
kraver alltsa att effekten ar Ah-receptor medierad och ger darfor inte en korrekt uppskattning
av risken om effekten ar Ah-receptor oberoende.

Studier har visat pa att PCB paverkar olika immunparametrar via en mekanism som inte ar
formedlad via Ah-receptorn (Levin et al., 2004; Levin et al., 2005; Mori et al., 2006). Levin
et al. (2004 & 2005) studerade sambandet mellan fagocytos och PCB och kom fram till att
endast plana PCB 169 och TCDD bidrog till TEQ. Blandningar med endast icke-plana PCB,
dvs. med liten eller ingen affinitet for Ah-receptorn, fick ett TEQ-varde pa 0 vilket inte tyder
pa ndgon toxicitet. Samtidigt var det dessa icke-plana PCB som hammade fagocytos in vitro i
dessa studier. Blandningar som enligt TEQ-varden var mest toxiska gav ingen effekt pa
fagocytos, medan de icke-toxiska blandningarna gav effekt. Detta tyder pa att effekten pa
fagocytos ar Ah-receptor oberoende. Aven resultatet fran en studie pd sambandet mellan
lymfocytproliferation och PCB gjord av Mori et al. (2006) tydde pa att TEF metoden inte
kunde forutséga toxiciteten pa T-cell proliferation hos marina daggdjur da endast icke-plana
PCB gav en minskad proliferation, vilket tyder pa att &ven denna immunotoxiska effekt kan
vara Ah-receptor oberoende. Effekter som orsakas av icke-plana PCB kommer inte med i
riskbedémningen och dessa effekter underskattas.

Utdver det faktum att vissa immunotoxiska effekter hos marina daggdjur kanske inte kommer
med i riskbeddmningen, ar TEF vérden som anvénds for uppskattning av toxiciteten for
HAH-blandningar framforallt baserade pa studier pa rattor (Ross et al., 1996). Dessa kan ge
en indikation pa toxicitet, men art-specifika skillnader nar det géller metabolism och
avgiftning av fraimmande dmnen maste beaktas vid extrapolering av data fran andra djur till
marina daggdjur. Exempel som tyder pa att marina daggdjur kan vara kénsligare an rattor ar
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studien av Ross et al. (1997) dar rattor matades med fisk fran samma omraden som Swart et
al. (1994) anvande i sin studie pa knubbsal. Swart et al. (1994) fann att flera immunologiska
parametrar hdmmades av PCB hos knubbsél, medan det i studien av Ross et al. (1997) inte
sags nagra skillnader i immunparametrar hos vuxna rattor. Detta kan tyda pa att sal &r
kansligare an rattor for immunotoxicitet orsakad av PCB (Ross et al., 1996). Ross et al.
(1997) visade dven att immunotoxiska effekter av PCB verkar vara aldersrelaterat da
perinatalt exponerade rattor var kansligare an de som exponerades i vuxen alder. De allvarliga
effekterna av perinatal exponering kan ha att géra med effekten pa thymus da thymus ar viktig
for utveckling utav T-celler och thymus ar mer aktiv hos unga djur (Kerkvliet, 1995). For
extrapolering maste man ta hansyn till bade art och aldersrelaterad kanslighet. Detta gor att
man kan tanka sig att fritt levande marina daggdjur som exponeras perinatalt, far i sig hdga
halter av kontaminanter via modersmjolken, samt lever lange vilket leder till en hog
ackumulering av lipofila kontaminanter, ar kansligare an vissa studiepopulationer for de
immunotoxiska effekterna av PCB (Ross et al., 1996). Den samre formagan for sma
Cetaceans att metabolisera PCB som leder till en stdrre ansamling av vissa toxiska PCB-
komponenter kan aven gora dessa djur mer mottagliga for toxiska langtidseffekter an andra
djurslag.

Efter att ha tittat pa studier gjorda pa bade labbdjur och marina daggdjur kan man se ett
samband mellan PCB, nedsatt immunfunktion och mortalitet. Detta tyder pa att kontaminanter
som PCB kan vara en bidragande orsak till de senaste artiondenas epizootier som drabbat
marina daggdjur. Det &r en utmaning att utfora studier pa marina daggdjur, speciellt
frilevande, och darfor ar forskningen inom omradet bristfalligt. Mer studier kravs for att
faststélla kausalitet mellan PCB och 6kad mortalitet, samt for att undersdka kénsligheten hos
dessa arter for de hoga nivaer av kontaminanter de utsatts for. Ett annat intressant
forskningsomrade ar riskbedomning. TEQ-modellen som anvénds for riskbedomning idag
kraver bindning till Ah- receptorn for att korrekt uppskatta toxiciteten for en blandning av
HAHSs. Detta gor att effekter som ar oberoende av binding till Ah-receptorn inte kommer med
i riskbedémningen och darfor ar kanske inte TEQ-modellen lampligast for att berékna
toxicitet for alla blandningar.
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