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Sammanfattning

For ndrvarande pagar en mycket allvarlig miljostorning dver stora delar av Stockholms
skdrgdrd som ej ar fullt uppmarksammad och ddrmed ej heller undersokt och klarlagd.
Miljostorningen  bestar av tre tydliga observationer; neurotoxisk Overdddlighet,
reproduktionsstorningar och nerdtgdende trend i populationernas storlek. Symptombilden
verkar kunna drabba olika biota (figel och fisk) pa ett delvis analogt sétt. Siledes kan det
vara motsvarande storningar som vi nu observerar i var miljo hos bada dessa grupper av
djurarter. Forekomst av sjukdomen med tillhérande symptombild, tillsammans med
kdnnedom om drabbade arter i Sverige och internationellt, gav vid handen att brist pa
vitamin B1 (tiamin) borde vara en prioriterad arbetshypotes, som hdrmed har undersokts i

Stockholms vattenrecipient och skirgérd.

Ett syfte med foreliggande undersokning i Stockholms skérgard har saledes varit att
undersdka om en brist pd tiamin kan utgdéra grundorsaken till den neurotoxiska
overdodlighet som har observerats hos flera arter av sjofagel i Stockholms skdrgard. Som
“modellart” for fagel i Stockholms skérgard valdes ejder (Somateria mollissima). Mot den
eventuella bakgrunden att de observerade miljostorningarna i Stockholms skdrgard kan
utgdra en del av ett storre paverkansomrade i Ostersjon, insamlades kontrollmaterial frin
sydvistra Island (Reykjanes), som antogs vara lampat som kontrollomrade till Stockholms

skérgérd.

For att faststilla om ejdern dr drabbad av en celluldr/biokemisk brist av vitaminet har
tiaminberoende enzymer analyserats 1 levern. Att rekonstituera tiaminberoende
enzymatiska aktiviteter for levern in vitro for att pavisa brist pa tiamin in sifu, har ocksa
varit en viktig del 1 arbetet. Tiaminbristen har ocksa blivit karakteriserad genom ett
analytiskt kemiska madtningar av tiamin och dess olika fosforylerade former 1 &dgg, i

helhjdrna samt i ett malomrade i1 hjdrnan for tiaminbrist, ndmligen diencephalon.

Resultaten har tydligt visat att ejder 1 Stockholms skdrgérd hogst sannolikt dr drabbad av
en brist pd det essentiella vitaminet tiamin. Bristen av fritt tiamin hos ejdern har blivit
pavisad i dgg genom att halterna som kunde analyseras i 4gg frdn Stockholms skirgard var
signifikant mycket ldgre &n halterna i dggen fran Island. Analyser av tiamin och dess olika

fosforylerade former i1 hjarna frdn ejderpull uppvisade ocksa signifikant ldgre halter i



Stockholms skérgird jamfort med individerna fran Island. Delomrdden i hjarnan sdsom
diencephalon uppvisade ocksa tydliga och signifikant ldgre halter i Stockholms skirgérd
jamfort med individerna frdn Island. Analyserna av de tiaminberoende enzymerna
transketolas och a-ketoglutaratdehydrogenas i levern uppvisade ldgre specifik aktivitet i
ejderpull fran Stockholms skérgird jamfort med omradet pa Island. Den ldgre specifika
aktiviteten 1 levern dr hogst sannolikt ett resultat av en nedreglering av den enzymatiska
aktiviteten, orsakad av tiaminbristen. Latens for dessa enzymer, dvs. andelen enzym utan
tiamindifosfat i aktivt site (andel apoenzym), uppvisade dessutom en tydligt och
signifikant 6kad andel latens i faglarna frdn Stockholms skdrgard. Detta utgor tillsammans
en sdkerstdlld “bild” av att ejdern i Stockholms skérgard dr kraftigt paverkad av en

tiaminbrist.

Undersokningarna dr planerade och utféorda med antagandet att de(n) ansvariga
substansen(erna) har ett antropogent ursprung, samt innehar en tidigare ej kind egenskap,
alternativt utgor ett nytt och okint gift, orsakande tiaminbristen. Aven om arbetet har varit
inriktat pa att biokemiskt och analytiskt kemiskt karakterisera sjukdomens neurotoxiska
grund, och geografiska utbredning i Stockholms skdrgérd, har ocksé arten for dessa studier
valts mot bakgrund att senare underlitta arbetet med att undersdka hur exponeringen

fortgar orsakande tiaminbrist syndromet.



Abstract

A large area of the Stockholm Archipelago is currently experiencing a serious ecological
disturbance. There is a lack of awareness regarding this situation, which has therefore been
neither investigated nor explained. This disturbance is characterized by three observations: 1)
unnatural number of die-offs manifested by neurological dysfunction, 2) reproductive
impairment, and 3) population decreases. Both birds and fish are affected in a similar fashion
that indicates that they may be suffering from the same affliction. Considering our
observations of this condition and its symptoms together with our knowledge of the affected
species both in Sweden and abroad, we reached the conclusion that thiamine deficiency
should take priority as a working hypothesis. This has been the starting point for our

investigations in the receiving waters of Stockholm and its archipelago.

One purpose of our investigation is therefore to study whether thiamine deficiency could be
the cause of neurological dysfunction culminating in the unnatural number of die-offs among
several species of seabirds in the Stockholm Archipelago. The common eider (Somateria
mollissima) was chosen as a model species for birds. Since this disturbance might be affecting
a larger area of the Baltic Sea, material for control samples was instead collected from the
Reykjanes region of southwest Iceland, which could reasonably be assumed to constitute a

control site.

To determine whether the eider is suffering from a cellular, biochemical deficiency we
measured the specific activities of thiamine-dependent enzymes in the liver. By adding the
cofactor, thiamine diphosphate, we could determine the proportion of “latent” enzyme, i.e.
enzyme lacking the cofactor in the active site, confirming in vitro an in situ thiamine
deficiency. Thiamine deficiency has also been indicated through the chemical analysis of
thiamine and its phosphate esters in egg yolk, whole brain and diencephalon, the brain region

primarily affected by thiamine deficiency.

The results clearly show that the eider in the Stockholm Archipelago most likely is affected by
a deficiency of the essential vitamin thiamin. Eider eggs from the Stockholm Archipelago had
significantly lower levels of free thiamine than eggs from Iceland. Levels of thiamine and its
phosphate esters were also significantly lower in brain samples, both whole brain and

diencephalon, from eider ducklings from the Stockholm Archipelago than in corresponding



samples from Iceland. The specific activities of the thiamine-dependent enzymes transketolase
and o-ketoglutaratedehydrogenase in liver were lower in eider ducklings from the Stockholm
Archipelago than in those from Iceland. This decrease in specific activity is likely a result of a
down-regulation of the enzymatic activity, caused by thiamine deficiency. We also found that
the proportion of “latent” enzyme was substantially higher in birds from the Stockholm
Archipelago. These results provide firm evidence of a substantial thiamine deficiency affecting

the common eider in the Stockholm Archipelago.

The investigations were planned and performed under the assumption that the causative
agent(s) are of anthropogenous origin, and has a previously unknown property or constitutes
a new and unknown pollutant, causing the thiamine deficiency. Although the work was
intended to characterize, biochemically and analytic chemically, the neurotoxic basis of the
disease, and its geographical distribution in the Stockholm Archipelago, the species for these
investigation was also selected with the background to facilitate the work to investigate how

the exposure proceeds, causing the thiamine deficiency syndrome.



| Inledning

For ndrvarande pagar en mycket allvarlig miljostorning 6ver stora delar av Stockholms
skdrgdrd som ej ar fullt uppmarksammad och ddrmed ej heller undersokt och klarlagd.
Nyligen utférda observationer i Stockholms skérgard och ldngs kusten soder om
Stockholm visar att ett stort antal individer hos olika fagelarter forlamas och dérefter dor i
ett neurotoxiskt symptom (Balk et al. 2009.). Situationen blir inte mindre allvarlig av att
manga av de i Stockholms skdrgard hickande sjofagelarterna uppvisar sékerstillda

minskningar 1 populationsstorlek sedan flera ar tillbaka (Ahlbom och Fagergren 2004).

Under den senaste 10-drsperioden har det rapporterats for ICES fiskeomrdde 27, dér
Stockholms skirgard ingdr som ett dominerande delomrade, en mycket allvarlig
neratgdende trend for flera arter av fisk sasom abborre, gddda och gos (Soderberg och
Gérdmark, 2003). En minskad reproduktion hos flera kustndra fiskarter &r ocksa

konstaterad, framfor allt 1 sodra delarna av Stockholms skirgard (Ljunggren et al., 2005).

Sammantaget 4r dessa iakttagelser mycket orovickande vad géller framtiden f{or
Stockholms skirgard siavil som for Ostersjon i stort. De ovan nimnda
populationsstdrningarna i Stockholms skérgard utgdr eventuellt enbart en del av en storre
miljdstdrning utmed den Svenska Ostersjokusten, dir liknande dddlighet och minskningar
1 populationsstorlek har observerats under senare ar (Anonym 2003, Lindstrom och
Svensson 2004; 2006, Morner et al. 2005, Karlsson et al. 2005). Forvaltandet av en

uthéllig miljo ar 1 allt vasentligt omojligt, om inte nuvarande trender kan brytas.

I punkter kan situationen sammanfattas pa foljande sétt:

e Flera arter av fagel uppvisar en overdodlighet tillsammans med tydliga och likartade
toxiska/neurotoxiska symptom. Dessa symptom observerades i riktningen for den
akvatiska fororeningsgradienten frdn Stockholm, som nyligen har beskrivits 1
Linderoth et al. 2006 och Hansson et al. 2006b. Sdledes kan man inte utesluta risken
av en kemiskt framkallad sjukdom frn antropogena aktiviteter i Stockholm och dess
omgivning. Att sjukdomen bor antas vara av antropogent kemiskt orsakat ursprung
framgar, dels av att flera arter drabbas pa ett likvardigt sétt (biologiska agens sasom

parasiter, bakterier eller virus drabbar sannolikt e s& minga skilda arter pd detta



analoga sitt), dels av att dodligheten i neurotoxiska storningar i samband med
reproduktionen maste anses som onaturlig i ett friskt och opaverkat ekosystem.

e Nyligen utforda observationer (Ahlbom och Fagergren 2004) och pilotstudier
(Appelberg et al., muntligt Miljodepartementet 20 aug. 2004) tyder péd att
fortplantningen ocksa &r stord hos flera fagel- och fiskarter i Stockholms skédrgéard.

e Mainga fagelarter som hdckar 1 Stockholms skérgird uppvisar en nedging i
populationen, framfor allt under de senaste 5—15 dren (Ahlbom och Fagergren 2004).
Ett motsvarande monster, med vikande populationstrender, for flera arter av fisk har

observerats i Stockholms skérgard (Soderberg och Gardmark 2003).

Till bakgrunden hor ocksé att laxen (Salmo salar) i stora delar av Ostersjon drabbas av en
sjukdom som orsakas av brist pd det essentiella vitaminet vitamin B; (tiamin). Sjukdomen
kallas M74 och drabbar laxen mycket allvarligt, under 90-talet dog all (100 %) avkomma
frén cirka 40 % av laxhonorna i medeltal. Under senare ar (2000-2003, 2006) har
sjukdomen varierat (~20-35 %), fOr att bara utgora ndgra i procent under 2004 och 2005.
Sjukdomen har dven tidigare visat pd kraftiga tillfélliga nedgangar, under aren 1980-1984,
och dven 1998 var sjukdomsfrekvensen relativt lag (<10 %), for att dérefter under
efterfoljande ar visa pd kraftiga okningar. Sammantaget kan man konstatera att nagon
sdker signifikant forbdttring ej har kunnat pdvisas for denna bristsjukdom Gver aren, i
Ostersjon. Denna tiaminbrist drabbar flera arter i Ostersjon, dven havséringen (Salmo
trutta) uppvisar M74 liknande symptom pd vissa platser. Aven i andra fSrorenade
innanhav och storre sjosystem har tiaminbrist kunnat konstateras hos flera fiskarter
(Brown and Honeyfield 2002). Slutligen kan understrykas att dven andra arter sdsom
alligatorer uppvisar ligre halter av tiamin 1 4gg (cirka 6 ggr ldgre), i stora sjosystem som
ar konstaterade att vara fororenade (Ross et al. 2002). Vidare, och mycket intressant, att
forhojd mortalitet hos alligatorerna kan vara mer korrelerat med tiaminbrist d&n med flera

“klassiska” miljogifter har presenterats 1 ett arbete (Sepulveda et al. 2004).

Trots forskning i Sverige och 6vriga Skandinavien under framfor allt mitten pd 1990-talet
och fortfarande pagéende unders6kningar i Nordamerika, har ingen definitiv orsak till
denna tiaminbrist kunnat pavisas (Brown and Honeyfield 2002). Vi har i tidigare arbeten
inom detta forskningsomréade karakteriserat tiaminbristsymptomen hos fisk (Akerman and
Balk 1998; Akerman et al. 1998; Amcoff et al. 2000; Amcoff et al. 2002) och dven

parallellt utvecklat metoder som utgdr viktiga verktyg for att bringa klarhet i denna



“bristsjukdom” hos bade fisk och figel (Akerman and Balk 1995; Walker et al. 1996;
DeRoode et al. 2000; Ekman et al. 2003; Ekman et al. 2004). Vi har arbetat efter
hypotesen att ett eller flera gifter kan interagera med tiamins normala celluldra metabolism
och pa s sitt orsaka att en brist pa tiamin uppkommer i djuren (Akerman et al. 2003).
Generellt och i princip finns det ingen anledning att anta att ett (eller flera) gift(er) i
miljon, skulle uppvisa annorlunda biokemisk verkningsmekanism i fisk jamfort med fagel.
Séledes kan det vara motsvarande storningar som vi nu observerar 1 var miljo hos béda

dessa grupper av djurarter.

Tiamin

Tiamin forekommer i fyra olika former i kroppens vévnader. Tiamin tas oftast upp som
fritt tiamin via dieten, dvs. icke fosforylerat tiamin (T). Vil inne i cellen hos ryggradsdjur
fosforyleras tiamin genom ett kinas som adderar tva fosfatgrupper i en enzymatisk
reaktion, tiamindifosfat (TDP) bildas. Tiamindifosfat dr den essentiella kofaktorn for
minst tre essentiella livsuppehdllande enzymatiska funktioner i cellen, nidmligen
transketolas, pyruvatdehydrogenas och o-ketoglutaratdehydrogenas. Transketolas &ar
essentiell 1 hexosmonofosfatshunten vars funktioner ar att producera NADPH, att
producera byggstenar for nukleinsyrasyntes (DNA, RNA) och att producera 4-, 5- och 7-
kolssocker for vidare metabolism i glykolysen. Pyruvatdehydrogenas &r metaboliskt
lokaliserad till slutet av glykolysen, dir den 4r ansvarig for kopplingen till
citronsyracykeln och forhindrar att laktat kan byggas upp som leder till att en sur miljo
bildas, som pa sikt leder till cellernas och vdvnadens forstorelse. Speciellt sd har
laktatbildning vid tiaminbrist ansetts kunna skada neurologiska funktioner i hjdrnan. -
ketoglutaratdehydrogenas, lokaliserad till mitokondrierna, producerar reducerande
ekvivalenter till andningskedjan och dr genom detta helt essentiell for de molekyldra
mekanismerna for andningskedjan, andningen. Sammantaget dr det inte svart att mot
denna bakgrund inse hur storningar pa dessa essentiella och dédrmed livsuppehéllande
enzymatiska aktiviteter kan orsaka allvarlig och omedelbar skada, dven nir de bara é&r
storda till viss del i celler och vivnader. Aven om tiaminets roll som kofaktor for ett antal
enzymatiska skeenden i cellerna dr relativt vilkdnda s& finns det ytterligare essentiella
mekanismer dér tiamin &r centralt 1 cellen. Tiamindifosfat kan bli ytterligare fosforylerat
till tiamintrifosfat (TTP) och har d& essentiella funktioner i samband med neurologiska

funktioner i stora delar av hjarnan (Nakagawasai 2005). Tiamintrifosfat foreligger i de



flesta normala fall i mycket l4ga koncentrationer (delar av procent) jaimfort med Svriga
former av tiamin. Eftersom nuvarande kunskapsliage vil indikerar att de olika formerna av
tiamin kovarierar, sd& har vi inte fokuserat resurser pa att analysera trifosfatformen
specifikt i alla vdvnader. Det finns dock en form av tiamin som inte kovarierar med de
Ovriga formerna i samband med brist pd tiamin, och det &r tiaminmonofosfat (TMP).
Tiaminmonofosfat anses for narvarande endast utgéra en nedbrytningsprodukt av de hogre
fosforylerade formerna, men, i samband med tiaminbrist kan tiaminmonofosfat vara
speciellt intressant att folja. Anledningen &r att vid en brist kan ofta just denna form
uppvisa kraftigare nedgdng &n andra former. Bakgrunden anses vara att vid en
bristsituation forsoker cellerna ateranvinda denna form av tiamin for att minska
tiaminbehovet 1 dieten. Foljaktligen minskar halterna av monofosfatformen celluldrt

eftersom den ej ldngre bara skall utsondras fran cellerna.

Symptom av tiaminbrist

Som underlag till 6verdddligheten hos adulta faglar i ett neurotoxiskt syndrom har vi
beskrivit ett sjukdomsforlopp/symptombild for gratrut (Larus argentatus), ett
sjukdomsforlopp som ocksa till stora delar dr identiskt med sjukdomsforloppet for andra
arter av sjofagel som drabbas. Denna symptombild &r ocksa i allt vésentligt identiskt med
hur experimentellt framkallad tiaminbrist har befunnits péverka gratrut i1 tidigare
presenterade undersokningar (Gilman 1978). Forst forlorar figeln formagan att hélla
vingarna pa ett korrekt sitt utmed kroppen, nér den star. Dérefter forlorar den formégan att
flyga, men den kan fortfarande utnyttja benen till att std och géd/springa tdmligen
obehindrat. Dirpa forlorar den gradvis styrkan i benen, som efter en tid blir helt
forlamade. (Under denna tid sd forsoker fageln ofta anvinda bdde ndbben och
vingknogarna for att forsoka ta sig framat.) Vid den hir tiden kan ocksa oftast en mycket
anstringd andning tydligt observeras. Andningen blir mer och mer anstringd under hela
fdgelns sjukdomsforlopp. I samband med detta har ytterligare kraft forlorats i vingarna,
som liksidigt forlamade hinger ner fran den liggande fagelkroppen. Under denna gradvisa
forlamningsprocess kan ofta iakttas en 0kning av ndgot som ser ut som “askflagor” i
fagelns iris. Diarré innehallande galla rinner nu ocksa ur fagelkroppen. Under hela denna
sjukdomsprocess har fageln, tillsynes, full funktion av huvudets rorelser och dirmed
nackmusklerna. Ndbbens kraft blir dock forsvagad pa ett tidigt stadium, ndr kraften i

benen minskar s& fOrsvinner samtidigt den mesta kraften 1 ndbben. Under



sjukdomsprocessen sa dricker fageln girna vatten om den ar torstig, &ven om man maste
hjdlpa vissa individer genom att doppa ndbben i vattenskélen. Mat végras dock
konsekvent, 1 forsok med sondmatning kastar fageln ofta omgaende upp maten. I
slutskedet kan speciellt nerv- och muskelryckningar, konvulsioner och olika typer av
spasmer iakttas, ofta i mindre skala men ibland i en omfattning som berdr hela fagelns

kropp. Nu intrdder oftast doden inom 12 timmar for fageln.

Hela sjukdomsprocessen ser ofta ut att ta ungefdr 7-14 dygn, men vi har observerat att
sjukdomsforloppet varierar beroende pa vid vilken tidpunkt pa aret som figlarna drabbas.
P& varen gar det ldngsammare jaimfort med sensommaren. I ovrigt har konstaterats att
fdglar drabbas aret runt av sjukdomsforloppet, under hickningssdsongen dr det dock
lattare att finna de drabbade individerna. Det kan antas bero pa atminstone tva faktorer.
Det faktum att ménga féglar ar kolonihidckande gor att det r ldttare att observera drabbade
individer i en storre samling av arten. I samband med hickningen producerar honan dgg
och har ett forhojt behov av vissa naringsdmnen (inkl. tiamin) som dérigenom kan leda till
att en bristsituation lattare uppkommer. Att honor drabbas i storre utstrickning dn hannar
ar ocksa ett monster som kan ses i félt. Exempelvis ser honorna for ejder ut att drabbas
oftare dn hanarna, bade vad géller faglar med tydliga symptom och vad giller minskande

population.

En sak som sédkert kan konstateras utifrdn ovan beskrivna symptombild/sjukdomsférlopp
ar att faglarna dor pa ett hogst onaturligt sitt. Undersokningar utférda vid Statens
Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) har under de senaste 7-8 aren provtagit drabbade
fdglar, med avseende pd eventuell pdverkan av parasiter, bakterier eller virus, i denna
symptombild. Aven om enstaka figlar i det analyserade materialet har visat sig drabbade
(ex. hakmask, botulism och H5N1), sa har analyserna tydligt visat att det inte finns ndgon
systematisk paverkan fran ndgot biologiskt agens i de drabbade faglarna (Morner et al.
personlig kommunikation 2004-2007). I 6vrigt skall ocksd understrykas att figlar under
sjukdomsforloppet, och dven nyligen doda, oftast pétraffas i gott till mycket gott hull.

Generell svilt kan saledes inte utgora en orsak till denna onaturliga dod hos faglarna.
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Karakteristik for ejder (Somateria mollissima)

Ejderns huvudsakliga diet i Ostersjon bestér av bldmussla (Mytilus edulis). Ejdern har en
utbredning runt norra halvklotet mot norra polen samtidigt som den migrerar relativt kort.
Ejdern provtagen pa Island under hickningssidsongen dr stationdr dret runt pd Island.
Ejdern som reproducerar sig i Ostersjon migrerar till Mellaneuropa for vintern. Den
europeiska populationen av ejder har minskat kraftigt under senare ar (Desholm et al.
2002; Karlsson et al. 2005; Lindstrdm and Svensson, 2006). Aven i Stockholms skirgard
uppvisar ejdern dramatiska nergdngar under senare ar (Ahlbom och Fagergren 2004). I
samband med faltobservationer har observerats att denna art drabbas av det neurotoxiska
syndromet, bade adulta faglar och pull i boet (ducklings) har observerats do i
symptombilden (se Fig. 23 nedan). Vi har observerat att en dodlighet pa 90-99 % kan

observeras under de forsta 72 timmarna efter klackningen.

Arbetshypotes

Forekomst av sjukdomen med tillhdrande symptombild (Gilman 1978), tillsammans med
kidnnedom om drabbade arter i Sverige och internationellt (Akerman and Balk 1998,

Brown and Honeyfield 2000), gav vid handen att brist pa vitamin B; (tiamin) utgdr en

prioriterad arbetshypotes som borde undersdkas i Stockholms vattenrecipient och
skdrgird. Det faktum att gratrutar funna i falt, faglar som &r férlamade och dédrmed har
forlorat sin forméga att flyga kan botas med hjélp av intramuskulér injektion med tiamin
(negativa kontroll figlar fick salin) med stor signifikant sdkerhet (Fishers exakta test,
P =0,00087) (Balk et al. 2009), har ytterligare motiverat var arbetshypotes. Tiaminbristen
som drabbar flera laxartade fiskar i Ostersjon och i de Stora sjdarna i USA och Canada ér
oftast undersokta via analyser av rommen fran dessa fiskar. Att det i dessa fall ror sig om
en brist som Overfors frdn honan till avkomman réder det idag ingen tvekan om.
Foljaktligen, att en analog stdrning hos andra dgglidggande djur skulle kunna analyseras
via gulan/gulesicken for att eventuellt pdvisa en tiaminbrist &r ett rimligt antagande. For
eventuella vidare studier dr unders6kningarna ocksa planerade och utférda med antagandet
att de(n) ansvariga substansen(erna) kan vara kidnd, men innehar en tidigare ej kdnd
egenskap, dvs. att orsaka tiaminbrist. Alternativet dr att de(n) ansvariga substansen(erna)

utgdr ett nytt och oként gift, som orsakar tiaminbristen.
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Med den ovan angivna bakgrunden har syftet med foreliggande undersdkning inkluderat

foljande:

Undersoka om en brist pd vitamin Bl (tiamin) kan utgdéra grundorsaken till den
neurotoxiska dverdddlighet som har observerats hos ejder 1 Stockholms skérgard.
Att utveckla och optimera nya biokemiska verktyg for att vidare studera denna

miljostorning (miljodvervakning) har ocksa varit en central uppgift for projektet.
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2 Metoder

2.1 Undersokningsomraden

Tidigare studier har visat att Stockholm utgér en punktkilla for ett stort antal antropogena
dmnen med en kraftig paverkan, bade vad géller biologiska effekter och vad giller ett
mycket stort geografiskt paverkansomrdde (Linderoth et al. 2006, Hansson et al. 2006a,
Hansson et al. 2006b, Hansson et al. In prep.). 1 foreliggande undersdkning har
vattenrecipienten frin de centrala delarna av Stockholms skdrgard undersokts. De
undersokta lokalernas forekomst och utbredning har medfort, att en gradient pa cirka 30—
40 km har undersokts. I Fig. 1 visas dversiktligt det undersokta omradet med Stockholms
urbaniserade omraden utmérkt i morkt gratt. Kontrollmaterial insamlades fran sydvéstra
Island under véren, bade dgg (2005) och sedermera dven ejderpull (2005 och 2006), som

antogs att kunna utgora ett kontrollomrade till Stockholms skérgérd.

0 20 40
——_
kilometers

Figur 1. Karta 6versiktligt beskrivande Stockholm och Stockholms skirgérd. De morkgra ytorna
visar urbaniserade omraden, och de ljusgra omradena utgér i huvudsak naturmark. De vita
omradena utgdr vattenomradena runt Stockholm. For detaljer rérande vattenrecipienten fran
Stockholm och dess vidare spridning och spédning i Stockholms skérgérd hénvisas till nyligen
presenterade data i Linderoth ef al. 2006. En forenklad stromningsriktning av det renade
avloppsvattnet fran Stockholms centrala delar visas med hjélp av de svarta pilarna.
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2.2 Provtagning av dgg

Agg insamlades nir de var nylagda och innan ruvningen pabérjats. Detta forfaringssitt &r
helt nddvandigt for att undvika att ndgon konsumtion av tiamin foranlett av cellbildning
och embryouppbyggnad i dggen har forekommit. Aggen viigdes och lingd och bredd
mattes med skjutmatt. Tidigare studier har visat att gulan 1 dgget dr den matris dir tiamin
aterfinns i hoga koncentrationer. Aggen knicktes och innehéllet hilldes ut i en Petri-skal
som visas 1 Fig. 2. Direfter provtogs gulan med hjilp av att en spruta (storlek 2 ml, utan

kanyl) fordes ner i gulan sé att den kunde insamlas utan risk for kontaminering med vitan.

Figur 2. Provtagning av figeldgg. I samband med
provtagning av dggula genomfdrs en semikvantitativ
uppskattning av koncentrationen av rdda pigment
(astaxantin etc.) med hjdlp av en internationell
fargskala.

Med idgget vilande 1 Petri-skélen uppskattades ocksd semikvantitativt mingden rott
pigment (framfor allt astaxantin) i gulan genom jdmforelse med en internationell fargskala
(NCS, Natural color system©®). Av gulan togs ~1,0 ml till kryoror for direkt infrysning i

flytande kvéve. For ldngre forvaring pa laboratoriet 6verfordes proverna till en —140 °C
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frys fram till dess att analyser av tiamin genomfordes. Provtagning och analys av dgg
genomfordes med information fran filtarbetet om de tillhérde samma kull eller inte.
Senare undersoktes skalvikten samt skaltjockleken med en mikrometer enligt publicerad

metodologi (Tyler, 1961).

2.3 Provtagning av fagel

Provtagning av ejderpull (<48 timmar efter klidckning) f6ljde en identisk rutin oavsett
vilken lokal som provtogs, di inkluderande dven lokalen pé Island. Fageln dekapiterades
och blod samlades upp for analyser av hematokrit, blodglukos och blodhemoglobin
(Linderoth et al. 2006, Hansson et al. 2006a, Hansson ef al. 2006b). Blodutstryk utfordes
for senare differentialrdkning av vita blodceller, och mdjligheten att undersoka frekvensen
av mikrokdrnor. Fageln vigdes och dissekerades med avseende pa hjirna, brostmuskel,
galla, lever, hjarta, mjdlte, lunga, njure, tarm (inklusive eventuell forekomst av
tarmparasiter) och eventuell gulesdcksrest. Prover som var &mnade for kemisk analys av

fritt tiamin och dess fosfatestrar frystes omedelbart i flytande kvéve.

Kemiska analyser av fritt tiamin och tiamins tre olika fosfatestrar; tiaminmonofosfat,
tiamindifosfat och tiamintrifosfat utfordes med hjélp av reversed phase” HPLC
(hogtrycksviatskekromatografi) och detektion med fluorescens (Mancinelli et al. 2003).

Proverna har innan dess blivit upparbetade och renade enligt Kankaanpi et al. 2002.

Organ eller vdvnader for biokemiska enzymatiska analyser homogeniserades (Potter-
Elvehjem homogenisator, 400 rpm, 5 ggr upp och ned) i 0,25 M sukros &atfoljt av
centrifugering 9000g,, under 10 minuter for framtagande av en 9000g,, pellet och en
motsvarande 9000g,, supernatant. Supernatanten anvidndes for analys av det
tiaminberoende enzymet transketolas som analyserades enligt Smeets ef al. 1971 och Tate
and Nixon 1987, med smé& modifieringar som beskrivits i Amcoff et al. 2002. Pelleten
med mitokondrierna anvédndes for analys av det andra tiaminberoende enzymet, a-
ketoglutaratdehydrogenas som analyserades enligt Heddi ef al. 1993, med modifieringar
beskrivna av Amcoff et al. 2000. Protein analyserades enligt Lowry et al. 1951, med

bovint serum albumin som standard.
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2.4 Lokaler 1 Stockholms skdrgard
Under 2005 insamlades ejderdgg och ejderpull frén utspridda lokaler framst i sodra

skirgarden, 20 syskongrupper av dgg och 14 syskongrupper av ejderpull provtogs (visas
¢j). Antalet insamlade individer frdn respektive syskongrupp varierade. Varen 2006
insamlades nylagda ejderdgg, och ejderpull fran boet vid tre lokaler; 1, 2 och 3, enligt
Fig. 3. Aggen insamlades vid Rodkobb och Gumman (2006-04-27/05-03) pé lokal 1,
Soderholmarna, Segelskiret, Tjuvkobben (2006-05-03) pd lokal 2, samt pa Storskéret,
Utterkobben, Skérkarlskobb (2006-05-03) utgérande lokal 3. Ejderpull insamlades och
provtogs inom 2 dygn efter klickning fran Gumman, Bjorkholmen (2006-05-23)
utgérande lokal 1, Finnhamn, Ostra Lagnd (2006-05-23) frén lokal 2, samt
Skranmésgrundet, Skarkarlskaret (2006-05-22) lokal 3.

Figur 3. Karta beskrivande 3 insamlingslokaler for ejderdgg och ejderpull i Stockholmsgradienten.

2.5 Statistik

I den statistiska analysen anvéindes det aritmetiska medelvérdet for varje kull. P4 sa sitt
blev analysen mer balanserad, eftersom varierande antal dgg och pull insamlats fran
respektive syskongrupp. For normalfordelade variabler visar diagrammen medelvérde och
95 % konfidensintervall baserade pa t-fordelningen. For icke-normalférdelade variabler

visar diagrammen median och icke-parametriska 95 % konfidensintervall, dvs. utan négot
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antagande om underliggande fordelning. For att faststilla skillnader mellan grupper
anvidndes Students t-test eller ANOVA for normalférdelade variabler och Wilcoxon-
Mann-Whitney-testet eller Kruskal-Wallis test for icke-normalfordelade variabler. I
samtliga fall redovisas de ursprungliga P-virdena, dvs. utan anpassning till upprepade test.
For att undersoka om stickproven var normalfordelade anvidndes Shapiro-Wilks
normalfordelningstest. For att undersdka om varianserna for normalfordelande variabler
var homogena anvindes F-testet vid jdmforelse av tvd grupper och Breusch-Pagan/Cook-
Weisberg-testet for heteroskedasticitet vid jamforelse av fler dn tvéa grupper. I samtliga fall
anvindes o = 0.05 som signifikansgrans. Nér varianserna var inhomogena anvindes
Satterthwaites metod for berdkning av frihetsgraderna vid Students t-test, samt Kruskal-
Wallis test istdllet for ANOVA. For ejderdgg, dir det analyserade materialet var stort,
anvinds en vidareutveckling av ANOVA i form av en blandmodell med station som
slumpfaktor och region som systematisk faktor. I de fall dir en undersokt variabel var
beroende av en annan variabel, till exempel kroppsvikten, vidareutvecklades ANOVA till
ANCOVA genom att ldgga till den senare variabeln som kovariat. For att kompensera for
systematiska skillnader i kovariatet mellan grupperna, predikterades medelvérde och 95 %
konfidensintervall med hjidlp av modellen for ett givet virde pa kovariatet. I dessa fall
redovisas de predikterade vérdena. Eftersom ejdrarna &r mindre pd Island 4n i
Ostersjoomradet, sd normaliserades alla islindska virden for storleksberoende variabler
med 3,5 % (langdskala) eller 10,9 % (volymskala). Forhdllandet baserades pa métningar
av ejderns skelett (Ericsson 1987). For berdkningarna anvidndes StatView 5.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) och Stata 9.2 (StataCorp LP, College Station, TX, USA).

Figur 4. Ejder (Somateria mollissima) hanne [guding], fran Island (Foto: L. Balk och
P.-A. Higerroth).
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3 Resultat och Diskussion

3.1 Jamforelse mellan Stockholms skérgard och Island

Resultaten fran analyserna av tiaminhalten i 4ggulorna fran Stockholms skéirgard visade
tydligt att de &ar signifikant ldgre jamfort med &ggen fran Island. 1 Fig. 6 visas
koncentrationen av tiamin i gulan hos ejderdgg i Stockholms skérgird jaimfort med
ejderdgg fran de sydvistra delarna av Island. Halten tiamin i dggen fran Stockholms
skérgird dr 6.9 nmol fritt tiamin/gram &dggula. Fritt tiamin innebdr hir att den ar icke
fosforylerad. Det d4r samma form av tiamin som analyseras i1 fiskdgg, dir ocksa det fria
tiaminet dr 1 absolut majoritet i dggen, oftast mer dn 99 %. I samband med féltstudier
under 20042007 (Balk et al. 2009) i skirgirdsomriden utmed Svenska Ostersjokusten
dir ejder hickar regelbundet, har vi observerat att i omraden dér dggen har uppvisat
medelkoncentrationer under cirka 810 nmol/gram dggula, har ejderns nyklidckta pull en
mycket 1&g dverlevnad. Faktum &r att i omrdden med under 7 nmol/ gram dggula uppvisar

ejderpull en ~90-99 % dodlighet under de forsta 3 dygnen.

Figur 5. Ejder (Somateria mollissima) hona [ada] med 4 pull, fran Island (Foto: L.
Balk och P.-A. Higerroth), tidigare en normal och vanlig observation ocksé i
Stockholms skdrgardar. Under senare &r har denna typ av observationer minskat
drastiskt i Stockholms skérgérdar. Cirka 3—7 dagar efter kldckning har en onormal
overdddlighet bland pull ofta reducerat antalet till 1-10 pull per 100 honor.

Det skall understrykas att ejdern dr en ldnglivad fagel, troligtvis kan honorna reproducera

sig upp till ~15 ars &lder (Cramp et al. 2006). Foljaktligen har en utebliven reproduktion
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enstaka ar ingen direkt pdverkan pd bestindet, men i det lingre perspektivet leder
utebliven reproduktion till en langsamt minskande population. Ejdern har uppvisat
vikande bestand i stora delar av Stockholms skdrgard under senare &r (Ahlbom och
Fagergren 2004), och péd det nationella planet uppvisar denna art ~3,1 % &rlig minskning
sedan 1980 (Lindstrdom och Svensson 2006).
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Figur 6. Koncentrationen av tiamin i gulan hos dgg fran ejder (Somateria mollissima) pa
Island (kontroll) och i Stockholms skérgdrd. Resultat fr&n poolat material frén
undersokningar under 2005 och 2006. ANOVA. n = antalet syskongrupper.

Ejdern i Norra Europa, inkluderande Ostersjdregionen utgér samma art som pa Island dvs.
Somateria mollissima. Dock, ejdern pd Island utgor nigot som kan beskrivas som en
geografisk variant. Faglarna, pull och &dggen &ar nagra procent mindre péd Island.
Foljaktligen s& har vi normaliserat (linjért) erhdllna analysresultat for variabler som ar
beroende av denna storleksskillnad for kontrollmaterialet fran Island, beteckningen pa
dessa vdrden dr SV Island Norm., forutom att vi har angivit det analyserade vérdet 1
respektive Figurtext. Normaliseringarna har visat att det dr hogst sannolikt att de ar

korrekta, se Figs. 7, 8 och 10.

Total dggvolym redovisas i Fig. 7, och efter normaliseringen framtrider att det inte &r

ndgon onaturlig skillnad mellan Island och Stockholms skérgérd.
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Figur 7. Total dggvolym hos dgg fran ejder (Somateria mollissima) frén sydvéstra Island
(kontroll) och fran Stockholms skédrgard. Resultat frdn poolat material fran
undersokningar under 2005 och 2006. De uppmitta vardena fran SV Island (fore
normalisering) var 96,12+2,04 cm’ (medel =95 % konfidens intervall). ANOVA.
n = antalet syskongrupper.

Ej heller for skaltjockleken (Fig. 8) framtrdder nagra skillnader mellan Island och
Stockholms skérgérd. For denna variabel &r det vidrt att notera att bade fOre
normaliseringen (0,368 + 0,009 mm (medel =95 % konfidens intervall)) och efter
normaliseringen (0,381 + 0,009 mm) dr skaltjockleken for dggen fran Island tunnare &n de
frdn Stockholms skirgérd, som var 0,390 + 0,007 mm. En slutsats av dessa observationer
blir att en del av de “’klassiska” miljogifterna saisom DDT, PCB och eventuellt ocksé vissa
andra hormonstorande substanser, som sedan tidigare 4r kinda fOr att orsaka
dggskalsfortunning, inte bor misstinkas i forsta hand att orsaka bristen pé tiamin i dessa

agg (Cooke 1973).

Rodheten uppskattades semikvantitativt (Fig. 9) med maélséttningen att fi en uppfattning
om det roda pigmentet astaxantin. Detta roda pigment har visat sig att korrelera vil med
hoga tiaminkoncentrationer i rom for lax. Det verkar dock framfor allt vara friga om en
kovariation utan mekanistisk biokemisk koppling eftersom det finns goda exempel hos
laxen pa individer med hdg astaxantin halt och 1ag tiamin halt. Vid jimforelse av ejderdgg
fran sydvistra Island och Stockholms skérgard dr det uppenbart att tiaminkoncentrationen

och rédheten inte samvarierar.
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Figur 8. Skaltjockleken hos dgg fran ejder (Somateria mollissima) fran sydvistra Island
(kontroll) och frén Stockholms skérgard. Resultat frdn poolat material frén
undersokningar under 2005 och 2006. De uppmiétta virdena fran SV Island (fore
normalisering) var 0,368 0,009 mm (medel = 95 % konfidens intervall). ANOVA.
n = antalet syskongrupper.

Inga signifikanta skillnader foreldg for total dggvolym (Fig. 7) och skaltjocklek (Fig. 8),
medan det foreldg en signifikant skillnad i skalvikt mellan sydvédstra Island och
Stockholms skérgird (Fig. 10). Dessa resultat bor dock tolkas med viss forsiktighet, da
normaliseringen dr avgorande for resultatet. En preliminir tolkning av dessa resultat ar i
alla fall att en fortitning, en okad densitet, har uppkommit i dggen frdn Stockholms
skdrgdrd. Vidare studier av eventuell fordndring av strukturen i dggskalet dr mycket

onskvirt utifrdn dessa erhdllna data.

I detta sammanhang kan wunderstrykas att under vart féltarbete utmed svenska
Ostersjokusten har vi regelbundet gjort observationer som indikerar att en strning av
dggets uppbyggnad dr mdjlig i samband med tiaminbristsyndromet. Vi har observerat dgg
med dubbla skal, ovanlig form och ovanlig férg, i en frekvens som inte kan antas vara
normalt, vare sig for svenska kuststrackor nu eller jamfort med forr i tiden, ej heller pa

Island kunde dessa felaktigheter observeras.
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Figur 9. Rodheten hos gulan frén dgg av ejder (Somateria mollissima) frén sydvéstra
Island (kontroll) och frdn Stockholms skdrgard. Resultat frén poolat material frén
undersdkningar under 2005 och 2006. ANOVA. n = antalet syskongrupper.
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S-V Island Norm. (n=27) Stockholms skdrgard (n=51)

Figur 10. Skalvikten hos dgg fran ejder (Somateria mollissima) fran sydvéstra Island
(kontroll) och frdn Stockholms skérgérd. Resultat fran poolat material frén
undersokningar under 2005 och 2006. De uppmitta viardena fran SV Island (fore
normalisering) var 7,770=+0,238 g (medel +95 % konfidens intervall). ANOVA.
n = antalet syskongrupper.

22



I analogi med att dggets storlek har normaliserats for Island, for att kunna jdmforas med
Stockholms skdrgard, har motsvarande normalisering genomforts for den nyklickta
ejderpull, innan jamforelse med ejderpull frdn Stockholms skédrgird utforts. Resultaten
presenteras i Fig. 11 och visar att ingen storleksskillnad foreligger mellan sydvistra Island
och Stockholms skérgard. Resultaten visar ocksd god Overensstimmelse med den

normaliserade dggvolymen (se ovan).
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Figur 11. Kroppsvikten hos ejder (Somateria mollissima) pull frén sydvéstra Island
(kontroll) och fran Stockholms skdrgard. Resultat fran poolat material fran
undersdkningar under 2005 och 2006. De uppmitta vardena fran SV Island (fore
normalisering) var 56,15+ 1,79 g (medel =95 % konfidens intervall). Students t-test.
n = antalet syskongrupper.

Ett antal organindex, lever, njurar, hjdrna och gulesédck presenteras i Tabell 1. I inget fall
var dessa organindex (organstorlekar) signifikant skilda mellan Island och Stockholms
skirgard. Mot bakgrund av de stora skillnaderna i tiaminhalt i dggen, med mycket laga
halter i Stockholms skérgard, s& ar det eventuellt tva skillnader som man skulle kunna
forvinta sig. En dr en sdmre konsumtion av gulesidcken, den andra ar en forstorad lever i
ejderpull fran Stockholms skirgard. Dock, eftersom vi enbart kan provta de ejderpull som
har, de facto, 6verlevt hela embryoutvecklingen och kldckningen, s& kan individer som har
overlevt fram till 1-2 dygn efter klickning antas utgdra de individer med, relativt, hogre
tiaminhalter. Det bor ocksa understrykas att ejderns pull dr mycket unga (1-2 dygn), samt

att de inte har hunnit dta ndgon foda vid provtagningen. Faktum &r att ejderns pull minskar
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1 vikt under de tva forsta dygnen, ett normalt fenomen som vi har sett bade pé Island savil
som 1 Stockholms skédrgard. Innan de borjar éta, vanligtvis under det tredje dygnet efter
klackning, kan eventuellt paverkan pa organens storlek, ex. lever, kanske ej hinna

uttryckas signifikant.

Tabell 1. Organindex (organets vikt som procent av kroppsvikten) for lever, njure,
hjarna och gulesiick i ejderpull pa sydvistra Island (kontroll) och i Stockholms
skirgird. n = antalet syskongrupper.

Variabel Sydvistra Island Stockolms skirgard P-virde
Leverindex [%] 4,12 + 0,24 (n=14) 4,19 + 0,23 (n=28) 0,729°
Njurindex [%)] 1,45 £ 0,091 (n=10) 1,45 £ 0,092 (n=17) 0,919°
Hjéirnindex [%] 2,86+ 0,12 (n=10) 2,72 £0,14 (n=14) 0,146"
Gulesécksindex [%] 9,85+2,63 (n=12) 10,49 + 1,79 (n=27) 0,676

 Students t-test.

Glukos 1 blodet har i tidigare studier (Spannhof et al. 1978) visat sig 6ka i samband med
tiaminbrist. En minskad mojlighet att metabolisera glukos och dess metaboliter genom de
tiaminberoende enzymerna transketolas och pyruvatdehydrogenas, dr en hdgst sannolik
orsak till denna situation. I foreliggande studier kunde ej nidgon forhojd halt av glukos i
blodet observeras i ejderpull frin Stockholms skirgérd (Fig. 12). Aven for denna variabel
ar en inverkan fran faktumet att dessa pull ej har borjat dta mojlig. Andelen socker i
“dieten” fran gulesidcken kan vara for lag for att kunna ge upphov till skillnader i forhéjda

halter av glukos i blodet.

Variablerna hemoglobin i helblod (Fig. 13), och hematokrit (utgér volymen av de genom
centrifugering packade roda blodcellerna 1 procent av blodets volym) (Fig. 14) visade bada
en forhdjning 1 figlarna frdn Stockholms skérgdrd jimfort med sydvéstra Island. Det
faktum att hemoglobin i erytrocyterna var lika (Fig. 15), icke signifikant separerat mellan
de undersokta omrddena, indikerar att en 6kad mangd roda blodkroppar har producerats i
ejderpull fran Stockholms skérgard. Det finns ingen anledning att misstinka nagon
signifikant uttorkning av ejderpull frdn Stockholms skérgdrd jamfort med sydvistra Island,

ett tillstind som ocksa skulle kunna ge dessa resultat. Istéllet 4r det en mojlig effekt av
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tiaminbrist i dessa ejderpull genom det faktum att a-ketoglutaratdehydrogenas ar ett
tiaminberoende enzym som dr direkt kopplat till andningskedjan (se Inledning, Tiamin),

molekyldr syreupptagning.

P =0,166

S-V Island (n=10) Stockholms skargard (n=25)

Figur 12. Glukos i blod fran ejder (Somateria mollissima) pull fran sydvéstra Island
(kontroll) och fran Stockholms skédrgard. Resultat frdn poolat material fran
undersdkningar under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet syskongrupper.

Hos djur med tiaminbrist kan ofta observeras en anstrdngd andning, ett mdjligt analogt
fenomen till vad vi observerar hér. Siledes, fagelkroppen upplever en syrebrist, &ven om
den dr molekyldr mekanistisk och inte forekommande, och reagerar genom att producera
mer blodkroppar for att forsoka kompensera det ’upplevda ldga syretrycket”. Teoretiskt,
ett tatare dggskal, som har diskuterats ovan for denna art, skulle ocksé/ytterligare kunna

leda till ett l4gre upplevt partialtryck av syre, resulterande i dessa forandringar.
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Figur 13. Hemoglobin i helblod fran ejder (Somateria mollissima) pull frén sydvéstra
Island (kontroll) och fran Stockholms skdrgard. Resultat frén poolat material fran
undersokningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet. n = antalet
syskongrupper.
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Figur 14. Hematokrit fran ejder (Somateria mollissima) pull fran sydvistra Island
(kontroll) och frén Stockholms skérgérd. Resultat frdn poolat material fran
undersdkningar under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet syskongrupper.
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Figur 15. Hemoglobin i erytrocyter fran ejder (Somateria mollissima) pull fran sydvistra
Island (kontroll) och frdn Stockholms skdrgérd. Resultat frdn poolat material frén
undersokningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet. n = antalet
syskongrupper.
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Figur 16. Koncentrationen av fritt tiamin (T) (ej fosforylerat) i helhjdrnan hos ejderpull
(Somateria mollissima) pa Island (kontroll) och i Stockholms skirgard. Resultat fran
poolat material fran undersdkningar under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet
syskongrupper.
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Tiaminkoncentrationen i helhjdrnan hos ejderpull ar signifikant lagre, i Stockholms
skdargérd jamfort med sydvistra Island. Detta géller for alla former av tiamin som har
analyserats (Figs. 16-18). Tiaminmonofosfat presenteras i Fig. 17, dir kan observeras att
den ger den hogsta signifikanta avvikelsen (P =0,0001) jimfort med de andra formerna
(Fig. 16 och 18). Att just monofosfatformen uppvisar den hogsta signifikanta avvikelsen
bland tiaminets olika former &r ett intressant faktum som é&r 1 linje med den konstaterade
bristen (se Inledning, Tiamin). Fritt tiamin (ofosforylerat) redovisas i Fig. 16, dven for
denna form kan observeras en tydlig signifikant minskning (P = 0,0003) i ejderpull hjarnor

fran Stockholms skirgard jamfort med sydvéstra Island.
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Figur 17. Koncentrationen av tiaminmonofosfat (TMP) i helhjirnan hos ejderpull
(Somateria mollissima) pé sydvéstra Island (kontroll) och 1 Stockholms skérgard. Resultat
frén poolat material frén undersdkningar under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet
syskongrupper.
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Figur 18. Koncentrationen av tiamindifosfat (TDP) i helhjérnan hos ejderpull (Somateria
mollissima) pé sydvistra Island (kontroll) och i Stockholms skérgérd. Resultat fran poolat
material fran undersdkningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet.
n = antalet syskongrupper.
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Figur 19. Summa koncentrationen av fritt tiamin (T), tiaminmonofosfat (TMP) och
tiamindifosfat (TDP) i helhjérnan hos ejderpull (Somateria mollissima) pa sydvéstra
Island (kontroll) och i Stockholms skérgird. Resultat fran poolat material fran
undersdkningar under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet syskongrupper.

Tiamindifosfat, formen av tiamin som utgér kofaktor for ett antal, for Overlevnad,

essentiella enzymer redovisas i Fig. 18. Aven hiir kan observeras en kraftig minskning
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utgérande mer dn 40 %, med hog signifikans (P = 0,0059), i ejderpull fran Stockholms
skdargérd jaimfort med sydvistra Island. I ett generellt jamforande perspektiv bor denna
minskning betraktas som extremt kraftig. Vidare laborativa studier bor genomforas for att
bestimma den exakta troskeleffekten for ldgsta koncentration av tiamindifosfat for
neurologisk dod, géllande for denna art och utvecklingsstadium, dvs. ejderpull ca 1-2
dygn efter klickning. Summan av de olika formerna av tiamin (T+TMP+TTP) redovisas i

Fig. 19.

Tabell 2. Koncentrationen av fritt tiamin (T) (ofosforylerat), tiaminmonofosfat (TMP),
tiamindifosfat (TDP) och summan av dessa (T+TMP+TDP) i diencephalon hos ejderpull
(Somateria mollissima) hjirna. Ejdrar fran sydvistra Island (2006) utgjorde kontroll till de
undersokta ejdrarna i Stockholms skérgard (2006). n = antalet syskongrupper.

. Sydvistra Stockolms skiirgard . . &
Variabel Island (n=4) (n=14) P-virde | Sign.
Tiamin (ofosforylerat) [nmol/g] 0,574 £ 0,293 0,263 £ 0,074 0,0558* —
Tiaminmonofosfat [nmol/g] 2,631 £0,581 2,120 £ 0,169 0,0099b Ja
Tiamindifosfat [nmol/g] 12,012 + 2,344 9,837 +£0,794 0,0142b Ja
Summa-tiamin (TFTMPHIDP) |5 55, 5 915 12,271 0,971 0,0078" | Ja
[nmol/g] b b b b b

* Wilcoxon-Mann-Whitney-testet.
® Students t-test.

Under ar 2006 har vi ocksd borjat analysera vissa specifika regioner i hjdrnan.
Malsittningen har varit att ytterligare forbéttra strategin for att studera tiaminbrist 1 vilda
fdglar. Regioner i hjirnan som eventuellt drabbas mer specifikt &n andra dr hypotalamus,
thalamus och cerebellum. Thalamus och hypotalamus 4r lokaliserade till diencephalon,
foljaktligen borjade vi soka ett eventuellt mer specifikt drabbat omrade i hjdrnan i denna
region. Resultaten presenteras 1 Tabell 2. Analysresultaten har indikerat att hogre
koncentrationer av alla former av tiamin (T, TMP och TDP) foreligger i denna region av
hjdrnan, bade pa sydvéstra Island och i Stockholms skdrgard. I denna region av hjidrnan
visar tiaminmonofosfat den mest signifikanta (P =0,0099) nedgéngen, analogt med
resultaten fran hela hjdrnan (se ovan). Att signifikansen (P-vdrde) i1 skillnad mellan
sydvistra Island och Stockholms skérgérd dr ldgre for analyserna 1 diencephalon (jamfort
med helhjirna) kan observeras vid jaimforelse (Figs. 16—-19 med Tabell 2). Dock, eftersom

antalet (n=4) analyser @n si lidnge ar betydligt lagre for sydvéstra Island s& bor vidare
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analyser utforas innan en slutgiltig utvirdering av diencephalon kan goras. Vidare studier

bor ocksa inkludera andra regioner av hjdrnan sasom cerebellum.

Kemiska analyser av tiamin och dess olika fosforylerade former &r en utmaérkt strategi och
arbetssitt att studera och, 1 forekommande fall, faststilla forekomst av en tiaminbrist.
Men, nir man borjar studera ej tidigare undersokta arter och deras vivnader, sa foreligger
ingen information om de “naturliga” viardena for koncentrationer av tiamin och dess olika
former. En mojlighet dr dd att géra som vi har presenterat ovan, dvs. jimfora med

individer frén arten i ett antaget opaverkat (alternativt mindre paverkat) omrade.
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Figur 20. Aktivitet for transketolas i levern (S9) hos ejder (Somateria mollissima) pull pa
sydvéstra Island (kontroll) och i Stockholms skdrgérd. Resultat frdn poolat material fran
undersokningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet. n = antalet
syskongrupper.

En kompletterande strategi dr att analysera de tiaminberoende enzymerna, fOor att
dédrigenom analysera den biokemiska/celluldra bristen av detta vitamin. Av de vélkdnda
tiaminberoende enzymerna, transketolas, pyruvatdehydrogenas och a-ketoglutarat-
dehydrogenas (se ovan) har wvi wvalt att arbeta med transketolas och a-
ketoglutaratdehydrogenas. Bakgrunden ar framfor allt att pyruvatdehydrogenas ocksd

regleras genom fosforylering av proteinet (forutom tillgdngen péd tiamindifosfat), ett
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faktum som gor att den aktiviteten kan bli svartolkad som biomarkdr for en brist av

tiamin.

I Fig. 20 presenteras den signifikanta (P = 0,0002) skillnaden 1 aktivitet for transketolas i
levern (S9) mellan kontrollfaglar, ejderpull frén sydvistra Island, och ejderpull fran
Stockholms skérgard. Aktiviteten har hir analyserats genom tillsats av substrat och analys
av bildad produkt in vitro med utnyttjande av en supernatantfraktion frdn figelns lever,
utan tillsats av nagon kofaktor. Jimfort med Island uppvisar saledes ejderpull fran

Stockholms skirgard en 35 procentig reduktion av transketolas i levern.
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Figur 21. Aktivitet for transketolas i levern (S9) efter méttande tillsats av tiamindifosfat
(TDP) in vitro hos ejder (Somateria mollissima) pull pd Island (kontroll) och i
Stockholms skérgérd. Resultat fran poolat material frdn undersokningar under 2005 och
2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet. n = antalet syskongrupper.

Aktiviteten for transketolas kan ockséd analyseras efter tillsats av médttande koncentration
av tiamindifosfat in vitro. Detta redovisas 1 Fig. 21. Aktiviteten har hir analyserats genom
tillsats av substrat och analys av bildad produkt in vitro med utnyttjande av en supernatant
fraktion fran fagelns lever, med tillsats av médttande koncentration av tiamindifosfat. Den
signifikanta skillnaden i detta fall kan anses bero pa en nedreglering av enzymets (apo-
och holoform) koncentration i cellerna i ejderpull fran Stockholms skirgard, en effekt som

ar vilkidnd for detta enzym efter en tid av tiaminbrist i den drabbade védvnaden.
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Nedregleringen pa cirka 28 procent i detta fall, orsakad av tiaminbristen, kan bero pa
minskad celluldr syntes av enzymet, alternativt 6kad nedbrytning, eller en kombination av

dessa tva handelser.

Aven om enzymet transketolas nedregleras i mingd i cellerna vid situationer av
tiaminbrist, sd foljer inte nedregleringen helt den minskande tiaminkoncentrationen i
cellerna. Resultatet blir att vid en tiaminbrist 1 en vivnad/cell uppkommer ett overskott av
enzymet i forhdllande till tillgdngligt tiamin, sdledes bildas ett apoenzym. (Apoenzym
innebdr att enzymet forekommer inaktivt i cellen, eftersom det inte finns den nédvindiga
kofaktorn tiamin difosfat i enzymet som &r essentiellt for att det skall vara aktivt.) Genom
att analysera aktiviteten fore och efter tillsats av tiamin 1 kyvetten kan delmédngden
apoenzym uppskattas (latens) och berdknas i vivnaden. Resultat frdn detta analysarbete
redovisas i1 Fig. 22. Resultaten visar tydligt (P =0,0019) att i ejderpull frdn Stockholms
skérgird dr medelvérdet for latensen cirka 20 procent, en siffra som kan anses att vara
mycket allvarlig for fortsatt funktion och Overlevnad for individen, om den inte far ett

tillskott av tiamin 1 dess vdvnader snarast.
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Figur 22. Latens for transketolas uttryckt i procent som gar att finna i levern (S9) vid
tillsats av tiamindifosfat in vitro. Analyserat i ejder (Somateria mollissima) pull pa
sydvistra Island (kontroll) och i Stockholms skdrgard. Resultat frdn poolat material fran
undersokningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-testet. n = antalet
syskongrupper.
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Generellt och 1 ett jimforande perspektiv med manga litteraturuppgifter rorande
minskning av aktiviteten for transketolas och dess 6kande latens som hir har observerats 1
ejderpull fran Stockholms skdrgard mycket allvarlig. Faktum ér att under féltobservationer
och i1 samband med insamlandet av biologiskt material for analys s& har vi vid upprepade
tillfallen observerat férlamade, doende och nyligen doda ejderpull i direkt anknytning till
ejderboet. Exempel pa doende ejderpull i neurotoxiska symptom (typ. liggande pa sidan

eller ryggen, skakande, roterande och oférmdgna att inta normal position) redovisas i

Fig. 23.

Figur 23. Ejder ‘ (Smﬁteria mollisima) pul'l frén erige, fotograt:efz;de i boet, |
uppvisande neurotoxiska skador som leder till déden (Fotografier: P.-A. Higerroth och L.
Balk)

Det rader mycket liten tvekan angéende det faktum att dessa djur dor till foljd av en brist
pa tiamin. Det faktum att d&ven enzymet a-ketoglutaratdehydrogenas uppvisar resultat som
pavisar tiaminbrist stirker ytterligare detta faktum. I Fig. 24 redovisas skillnaden i
aktivitet i levern (9000g pellet, mitokondriefraktion) mellan kontroll figlar (ejderpull) frén
sydvéstra Island och frdn Stockholms skédrgdrd. Aktiviteten har hér analyserats genom
tillsats av substrat och analys av bildad produkt in vitro med utnyttjande av en
mitokondriefraktion frén fagelns lever, utan tillsats av ndgon kofaktor. Jimfort med Island
uppvisar ejderpull fran Stockholms skdrgéard en 20 procentig reduktion av aktiviteten for
a-ketoglutaratdehydrogenas 1 levern. Niar aktiviteten analyseras med tillsats av
tiamindifosfat in vitro, som redovisas i Fig. 25, framtrdder att det inte &r ndgon skillnad
mellan Stockholms skédrgdrd och sydvéstra Island. Dessa resultat ar 1 god

Overensstimmelse med vad som é&r kédnt sedan tidigare studier for detta enzym, o-
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ketoglutaratdehydrogenas nedregleras inte 1 samma utstrickning som transketolas i
samband med tiaminbrist. Detta innebdr att enzymet forekommer i1 formen av ett
apoenzym i mitokondrierna, dédr det kan omformas in vitro till ett holoenzym i samband
med tillsats av tiamindifosfat och detergent (underldttar membranpassage) for
rekonstitution av full enzymatisk aktivitet. Avsaknad av statistisk skillnad (P =0,356)
mellan sydvistra Island och Stockholms skérgard for detta enzym ar séledes vad som kan

forvéntas for denna enzymatiska aktivitet nér tiamindifosfat tillsétts in vitro.
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Figur 24. Aktivitet for o-ketoglutaratdehydrogenas i levern hos ejder (Somateria
mollissima) pull pé sydvistra Island (kontroll) och i Stockholms skédrgard. Resultat fran
poolat material fran undersdkningar under 2005 och 2006. Wilcoxon-Mann-Whitney-
testet. n = antalet syskongrupper.

Eftersom enzymet a-ketoglutaratdehydrogenas inte nedregleras i médngd i1 cellerna vid
situationer av tiaminbrist (i motsvarande utstrickning som for transketolas) s& kan
latensen, dvs. procent andelen apoenzym uppskattas efter in vitro analyser. Genom att
analysera aktiviteten fore och efter tillsats av tiamindifosfat i kyvetten kan méngden
apoenzym uppskattas (latens) och berdknas i vivnaden. Resultat fran detta analysarbete
visar att 1 ejderpull frin Stockholms skdrgérd har en signifikant (P =0,011) hogre latens

dn ejderungarna pa sydvéstra Island (visas ej).
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Figur 25. Aktivitet for a-ketoglutaratdehydrogenas i levern (S9) efter méttande tillsats av
tiamindifosfat (TDP) in vitro hos ejder (Somateria mollissima) pull pa sydvistra Island
(kontroll) och i Stockholms skéirgérd. Resultat fran poolat material frén undersokningar
under 2005 och 2006. Students t-test. n = antalet syskongrupper.

3.2 Jamforelse mellan stationerna utmed gradienten 1 Stockholms skdrgard

Resultaten av rodheten pa dggulan foljde vil gradienten, dvs. en signifikant minskning
observerades nir man ndarmade sig Stockholm (Fig. 26). Vid analyser av tiamin i dggulan
frén ejderdgg utmed den analyserade gradienten kunde observeras, dels mycket 14ga halter
vid samtliga stationer, dels att inga signifikanta skillnader mellan stationerna kunde
observeras (Fig. 27). For variablerna yttre 4ggvolym (P = 0,912), skalvikt (P = 0,811) och
skaltjocklek (P =0,394) kunde ej heller ndgra signifikanta skillnader observeras mellan
stationerna (visas ¢€j). Ejderpull uppvisade dessutom motsvarande kroppsvikt (P = 0,199),
leverindex (P = 0,890) och gulesicksindex (P =0,932) vid alla tre undersdkta stationer.
Blodglukos (P = 0,978), blodhemoglobin (P = 0,822), hematokrit (0,722) och foljaktligen
hemoglobin i erytrocyter (0,939), uppvisade alla motsvarande analysresultat fran de olika

stationerna (visas €j).

36



rodhet (fargskala)

35 T

< P <0,001

30 P = 0,059
25
20 -
15 -

10 -

5 -

0-

Station 1 (n=9) Station 2 (n=12) Station 3 (n=10)

Figur 26. Rodheten hos gulan fran dgg av ejder (Somateria mollissima) fran tre stationer,
inre mellan skdrgarden (Station 1) yttre mellanskérgarden (Station 2) och ytterskiargarden
(Station 3). “n” star for antalet analyserade syskongrupper.
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Figur 27. Koncentrationen av tiamin i dggulan hos dgg fran ejder (Somateria mollissima)
utmed en gradient 1 Stockholms skérgdrd under héckningssdsongen 2006.
Undersokningarna utfordes vid tre lokaler, inre mellanskérgérden (Station 1) yttre
mellanskirgarden (Station 2) och ytterskérgérden (Station 3). n = antalet syskongrupper.

For variabeln summa tiamin (T+TMP+TDP) koncentration i diencephalon, som den

presenteras i Tabell 2 (ovan), kan 1 Fig. 28 motsvarande resultat observeras uppdelat pa de
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tre stationerna som undersoktes 2006. Resultaten indikerar att ingen signifikant skillnad
mellan stationerna kan observeras. Statistisk utviardering av transketolasaktiviteten i lever
hos dessa ejderpull utmed gradienten visade ocksd att ingen statistisk skillnad mellan
stationerna kunde pdvisas. Vidare statistisk analys av det fria tiaminet (ofosforylerat)
indikerade att den yttre stationen uppvisade en signifikant (P = 0,033) hogre halt av detta
tiamin (visas ej), dock dr vidare studier nddvédndigt innan ndgon sédker skillnad utmed
gradienten kan hédvdas for denna variabel. I sammanfattning, skillnaderna mellan
stationerna i gradienten utanfor Stockholm, ser ut att vara signifikant lidgre, &n jimforelsen

till kontrollomradet pé sydvéstra Island.
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Figur 28. Summa koncentrationen av fritt tiamin (T), tiaminmonofosfat (TMP) och
tiamindifosfat (TDP) i diencephalon hos ejder (Somateria mollissima) pull i Stockholms
skargard under 2006. Undersokningarna utfordes vid tre stationer, inre mellanskargarden
(Station 1) yttre mellanskérgarden (Station 2) och ytterskirgérden (Station 3) n = antalet
syskongrupper.

3.3 Bakomliggande orsaker till den konstaterade tiaminbristen

Att utrona den bakomliggande orsaken/kéllan till den konstaterade tiaminbristen hos
ejdern har ej ingétt i malséttningen for denna undersokning. Syftet har varit att, om
mojligt, fastsla att en tiaminbrist sannolikt dven har drabbat ejdern. Den geografiska

spridningen av tiaminbristsjukdomen indikerar att skillnaderna mellan kontrollomradet pa
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Island och Stockholms skirgard 4r omfattande. Samtliga analyserade variabler som pekar
pa en tiaminbrist 1 Stockholms skidrgérd har visat med hog statistisk signifikans att
tiaminbristen dr en realitet for denna fagelart. Kemiska analyser av tiamin, enzymatiska
nedregleringar av tiaminberoende enzymer och analyser av latenser (andel enzym utan

tiamin analyserat in vitro), visar alla tydligt att ejdern ar svart drabbad.

Resultaten frén lokalerna utmed gradienten frdn Stockholm (mellanskédrgirden ut till
ytterskiirgarden) visar att skirgdrdsomradet #r relativt lika drabbat av tiaminbristen. Aven
om inte ett graderat svar erhdlls for tiaminbristsjukdomen, i linje med vad manga
biologiska effektmarkorer har visat 1 tidigare studier, och vad det roda pigmentet dven
uppvisade 1 denna studie, s& &r det rimligt att antaga att antropogen verksamhet i
stockholmsomradet (sévdl som pd andra orter) kan utgdra en orsak/kdlla for denna

tiaminbrist.

Sjukdomens karaktir; dess uppkomst, symptombild, utbredning, drabbade arter och
resulterande 1 en mycket onaturlig dod i neurotoxiska symptom, visar bortom rimligt
tvivel att sjukdomen kan vara antropogent orsakad. Dédremot bor man vara dppen i1 nulidget
att ansvarig(a) substans(er) ej nodvindigtvis maste tillhora den klassiska gruppen av
stabila organiska miljogifter som anrikas i1 ndringsvaven. Tiaminbristen kan induceras av ett
orsakande @mne, som verkar direkt pa den drabbade individen, och/eller genom otillracklig
overforing av tiamin mellan trofinivaerna i naringsvdaven. Ett antropogent utslipp som
indirekt orsakar dessa effekter efter kemisk transformation i miljon ar bara en, av ménga,

teoretiska mojligheter.
Forskning som syftar till att verkligen forstd den bakomliggande orsaken, med hjélp av

experimentell bevisning, till denna sannolikt antropogent och kemiskt framkallad

tiaminbristsjukdom ar mycket dnskvird.
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4 QOsakerhet

Osékerheten 1 dessa undersokningar ligger ej 1 utforandet eller 1 dess slutsatser. Med hjélp
av erkdnda och vetenskapligt publicerade metoder for kemiska analyser av tiamin,
enzymatiska nedregleringar av tiaminberoende enzymer och analyser av latenser (andel
enzym utan tiamin analyserat in vitro) har vi erhallit experimentella resultat som visar att
ejdern dr drabbad av en tiaminbristsjukdom. Eftersom vi har anledning att befara att
jamforande kontrollmaterial till Stockholms skdrgérd kanske ej gér att finna i ndromradet
sé har vi anvént oss av ejder fran Island. Antagandet att ejder fran sydvéstra Island kan
utgora ett kontrollmaterial till vra métningar 1 Stockholms skérgdrd har visat sig att vara
korrekt eftersom stora signifikanta skillnader erhdlls mellan regionerna. En viss osdkerhet
kan dock fortfarande gélla nér det géller Island som ett helt opaverkat bakgrundsomrade
eftersom vi inte helt kan utesluta en eventuell paverkan av kemiska agenser ocksé i denna
region. Om sa skulle vara fallet s& blir konsekvensen for de erhdllna resultaten i1
Stockholms skidrgard snarast en underskattning av tiaminbristsjukdomen for ejdern i

omradet.

Sammanfattningsvis, analyserna med efterféljande statistiska berdkningar och
utvirderingar har visat med stor statistisk signifikans att ejdern 4r drabbad av en
tiaminbristsjukdom. Dérom rdder ingen osdkerhet. Déremot, ansvarig antropogen
verksamhet/substans for framkallande av den kemiska sjukdomen dr osdker och kréver

darfor vidare omfattande experimentella studier.
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5 Slutsatser

Studier av arten ejder (Somateria mollissima) presenterade i denna rapport visar att ejder
ar drabbad av en tiaminbristsjukdom av okédnd orsak. Vidare studier &r mycket 6nskvérda
for att klarligga hur ménga sjofagelarter som nu kan vara drabbade av denna sjukdom. I
ett historiskt perspektiv kan dessa storningar vara av mycket allvarlig karaktir. Om de
vikande populationerna av flera fagelarter som observeras i Stockholms skérgard har ett
samband med den observerade 6verdodligheten i detta neurotoxiska syndrom, star vi infor
ett problem som maéste forstds och 16sas omgdende, alternativt acceptera att ett uthélligt
ekosystem ej gar att skydda och uppritthélla. Studierna indikerar att ingen stark/brant
gradient foreligger for dessa negativa biologiska effekter fran Stockholms centrala delar.
Dock, vidare studier dr nodviandiga for att forstd olika antropogena utsldpp och deras
omvandling i miljon, allt for att bringa klarhet 1 olika antropogena utsldpp och deras

inverkan pé denna allvarliga bristsjukdom.

Slutsatser 1 punktform:

e Ejdern (Somateria mollissima) har visat sig drabbad av tiaminbrist i Stockholms
skirgérd.

e Analyser utmed en gradient i Stockholms skdrgard indikerar att ejdern &r likvérdigt
drabbad vid alla stationer.

e Vidare studier av mojliga sjofagelarter drabbade av tiaminbrist i skirgarden dr mycket
onskvérda.

e En miljoovervakning av denna tiaminbristsjukdom bor initieras omgaende 1 bade fagel
och fisk. Eftersom kunskapen om tiaminbrist i fisk dr grundad i relativ stor detalj

(M74), bor fisk ocksé inga.
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6 Atgirder och ansvar

Atgirder for att minska eller forhindra den miljopaverkan som beskrivs i detta
arbetsmaterial gér ej att peka ut for narvarande. Anledningen till detta faktum &r givetvis
att vi inte vet vilken substans eller substansgrupp som ar ansvarig for den uppkomna
tiaminbristen hos de vilda figlarna. Foljaktligen kan ej heller ndgons specifika ansvar for
detta pekas ut. Det skall dock understrykas att det mest sannolika &r att ett kemiskt agens,
antropogent orsakat, dr ansvarigt for att faglarna dor under uppvisande av neurologiska

skador pa ett mycket onaturligt sétt.

Den mest ansvarsfulla dtgidrden som samhillet nu kan gora dr att skyndsamt tillsdtta
tillrackliga resurser (personella och ekonomiska) som kan bringa full klarhet kring dessa
specifika miljostorningar. I ett jimforande perspektiv anser vi att det dr mycket
svart/omojligt och finna motsvarande prioriteringsbehov for andra miljostérningar som for

de skador som beskrivs hér.
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7 Erkannanden

Gunnar Hjertstrand tackas for ovdrderlig hjélp i samband med insamlande och transport av
biologiskt material fran olika lokaler i Stockholms skdrgard under bade &r 2005 och 2006.
Goran Altstedt tackas ocksa for ett fantastiskt arbete nir det giller logistik och all annan
hjilp 1 samband med insamlande och transport av biologiskt material fran olika lokaler 1

Stockholms skirgard.
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