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Untersuchungen zu biologischen Schadstoffeffekten
bei Nordseefischen: Langzeitdaten zum Auftreten von
Lebertumoren bei der Kliesche (Limanda limanda)

Thomas Lang, Institut fiir Fischereiokologie

Seit 20 Jahren fiihrt die Bundesforschungsanstalt fiir Fischerei ein regelmiBiges Uberwachungsprogramm zum
Auftreten von Fischkrankheiten in der Nordsee durch. Neben kommerziell genutzten Fischarten (z. B. Kabeljau,
Schellfisch, Wittling, Hering, Scholle) wird dabei insbesondere die Kliesche (Limanda limanda) als Indikator-
fisch untersucht (Dethlefsen et al. 1987, Dethlefsen 1990, Lang und Dethlefsen 1996). Griinde hierfiir sind ihre
Haufigkeit und weite Verbreitung in der Nordsee, ihre — zumindest im Vergleich zu anderen Arten — Standorttreue
(Damm et al. 1991) und ihre Anfilligkeit fiir eine Reihe von Krankheiten. Ferner ist die Kliesche eine der Haupt-
Indikatorspezies im Rahmen internationaler Programme zur Uberwachung der Schadstoffbelastung und ihrer bi-

ologischer Effekte in der Nordsee.

Die Langzeituntersuchungen des Institutes fiir Fische-
reiokologie (IFO) zur Hiufigkeit und Verbreitung von
Fischkrankheiten haben gezeigt, dass die Befallsrate von
Lebertumoren bei der Nordseekliesche (Limanda liman-
da) in der Periode 1988 bis 2001 deutlich abgenom-
men hat. In wie weit die Abnahme von Schadstoffen in
der Nordsee zu diesem Trend gefiihrt hat wird noch dis-
kutiert.

Wihrend sich frithere Untersuchungen an Klieschen
auf die Hiufigkeit und Verbreitung von duflerlich sicht-
baren Krankheiten und Parasiten (Dethlefsen et al.
1987, Dethlefsen 1990, Lang und Dethlefsen 1996)
konzentrierten, werden seit Ende der achtziger Jahre
zusitzlich auch Untersuchungen zum Auftreten von

Leberanomalien durchgefiihrt. Vor allem geht es dabei
um die Erfassung von Lebertumoren und ihren Vor-
stadien, deren vermehrtes Auftreten als ein Hinweis
flir Auswirkungen krebserregender Umweltschadstoffe
angesehen wird (Kranz und Dethlefsen 1990, Bucke
und Feist 1993). Zahlreiche Hinweise fiir diesen Zu-
sammenhang lieferten sowohl Freilanduntersuchungen
an Fischen in schadstoffbelasteten Gewissern, als auch
Laborexperimente, in denen Fische krebserregenden
Schadstoffen ausgesetzt wurden (Hinton et al. 1988,
Malins et al. 1988, Myers et al. 1991, 1994, Kohler
1990, Murchelano und Wolke 1991, Schiewe et al.
1991, Vethaak und ap Rheinallt 1992, Moore und Ste-
gemann 1994, Vethaak und Wester 1996, Vethaak et
al. 1996).

tumours in dab (Limanda limanda)

Investigations into biological effects of contaminants in North Sea fish: long-term data on the occurrence of liver

Data are presented on the spatial distribution and long-term temporal trends in the occurrence of neoplastic liver lesions of
North Sea dab (Limanda limanda) in the period 1988 to 2001, obtained in the framework of the regular fish disease monitor-
ing programme carried out by the German Federal Research Centre for Fishery. Highest prevalences consistently recorded
in the first part of the period occurred in the German Bight, at the Dogger Bank and at sampling sites off Humber and Wash.
In contrast, stations in the northern North Sea (e.g. in the Firth of Forth area) were always characterised by low prevalences.
Particularly during the first years of observation, a clear and general decrease in prevalence could be observed, that was
most pronounced in the hot spot areas German Bight and Dogger Bank compared to the Firth of Forth. Current data reveal
that,due to the decrease, spatial differences between sampling sites are now much less obvious than at the beginning of the
studies. Limited chemical data available suggest that the temporal decrease in prevalence of liver tumours and their precur-
sor stages generally correspond with the decrease in organic contaminants in dab livers as well as in water and sediments.
However,the spatial variation in prevalence recorded can not entirely be explained by contaminant levels. For instance, the
prevalence was continuously low in the Firth of Forth area wheras the contaminant levels in dab were comparatively high.
The opposite feature was observed at the Dogger Bank. Future studies will therefore address the role of other host- and site-
specific factors potentially involved in the aetiology of the disease.
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Mittlerweile gehort die Quantifizierung von Leberan-
omalien bei Fischen zum Standardprogramm vieler na-
tionaler Fischkrankheitsiiberwachungsprogramme und
hat auch Eingang gefunden in internationale Uberwa-
chungsprogramme (z. B. im Monitoringprogramm un-
ter der Oslo und Paris Konvention, OSPAR JAMP).

Koordiniert durch den Internationalen Rat fiir Meeres-
forschung (ICES) sind die angewendeten Untersu-
chungsverfahren von der Probennahme bis zur Krank-
heitsdiagnose weitestgehend standardisiert (Bucke et
al. 1996, ICES 1997) und durch praktische Workshops
wiederholt zwischen Labors abgeglichen worden (ICES
1989, Lang und Mellergaard 1999). Zusitzlich sind im
Rahmen eines von der EU geforderten Projektes zur
Qualititssicherung von Daten zu biologischen Schad-
stoffeffekten (Biological Effects Quality Assurance in
Monitoring Programmes, BEQUALM) in den vergan-
genen Jahren Kriterien zur histologischen Klassifizie-
rung der verschiedenen Typen von Leberanomalien bei
Plattfischen erarbeitet worden.

In dem vorliegenden Beitrag werden die Ergebnisse der
Untersuchungen der Bundesforschungsanstalt fiir Fische-
rei zum Auftreten von Lebertumoren bei Klieschen der
Nordsee fiir den Zeitraum von 1988 bis 2001 dargestellt.
Es wird dabei auf regionale Befallsmuster, auf zeitliche
Veridnderungen der Befallsraten und auf mogliche Ursa-
chen fiir die beobachteten Trends eingegangen.

Material und Methoden

Die untersuchten Klieschen stammten von Forschungs-
reisen mit FFS Walther Herwig II und III. Die Finge
wurden mit Standard-Grundschleppnetzen (GOV, 180
Fuf3 Grundschleppnetz) durchgefiihrt, die Schleppzeit
betrug i. d. R. eine Stunde.

Gemail der vorgegebenen internationalen Standardver-
fahren wurden nur Klieschen der Lingenklassen 20
bis 24 cm und > 25 cm Totallinge untersucht. Falls
Fische in ausreichender Zahl zur Verfiigung standen,
wurde auf jeder Reise pro Untersuchungsgebiet und
Lédngenklasse ein Minimum von 50 Exemplaren in-
spiziert, die aus den Gesamtfiangen sortiert und bis zur
Untersuchung in flieBendem Seewasser am Leben ge-
halten wurden.

Unmittelbar vor der Priparation wurden die Tiere geto-
tet und ihre Lange und Geschlecht bestimmt. Vor der
Préparation wurden dufBerlich sichtbare Krankheiten
(Lymphocystis, Hautgeschwiire, Flossenfaule, Hauttu-
moren, Pigmentanomalien und Skelettdeformationen)
erfasst. Teilweise erfolgte ein Entnahme von Gehorstein-
chen (Otolithen) zur Altersbestimmung.

Nach der Freilegung der Leber wurde diese auf das
Vorkommen von Leberverfiarbungen, Parasiten und
makroskopischen Leberknoten verschiedener Grofen-
kategorien (2-5 mm, 6-9 mm, = 10 mm im Durchmes-
ser) untersucht. Alle erhobenen Daten wurden direkt an
Bord in einen Computer eingegeben (Damm et al. 1989).
Da nicht davon ausgegangen wurde, dass es sich bei
allen makroskopisch festgestellten Leberknoten um
Lebertumoren oder ihre Vorstadien handelte, wird seit
1992 von allen angetroffenen Knoten > 2 mm Proben-
material fiir eine spitere mikroskopische Diagnose der
Krankheit anhand von Gewebeschnitten in Formalin
oder andern geeigneten Medien fixiert. Fiir histologi-
sche Untersuchungen am Lichtmikroskop wurden die
Gewebeproben iiber eine aufsteigende Alkoholreihe
entwissert, in Paraffin eingebettet, am Rotationsmikro-
tom geschnitten (3—5 pm) und mit Himatoxylin & Eo-
sin gefirbt.

Der Klassifizierung der histologischen Befunde lagen
die vom ICES und im Rahmen des EU-Projektes BE-
QUALM entwickelten Kriterien zugrunde.

Ergebnisse
Erscheinungsbild der Leberknoten

Die Abbildungenla-c zeigen das typische Erscheinungs-
bild von Leberknoten verschiedener Grofe bei Klies-
chen. Gemeinsame Merkmale aller Knoten sind die klare
Abgrenzung vom umliegenden Lebergewebe sowie
teilweise eine schwellungsdhnliche Erhebung des ver-
dnderten tiber die Ebene des gesunden Gewebes hin-
aus. Die Fiarbung der Knoten kann z.T. stark variieren,
es finden sich transparente, weillliche und solche, die
nicht gravierend von der des umgebenden Lebergewe-
bes abweichen.

In histologischen Schnittpridparaten der Knoten lassen
sich verschiedene regelméBig auftretende Formen von
Verdnderungen feststellen, die in Tabelle 1 wiederge-
geben sind. Bei der Mehrzahl der Knoten handelt es
sich um gutartige Tumoren der Leberzellen (Adenome)
sowie um deren Vorstadien (Leberzell-Foci), wiahrend
ein geringerer Teil aus gutartigen Tumoren der Gallen-
ginge (Cholangiome) und der Blutgefdfle (Haemangi-
ome), bosartigen Leberzelltumoren (Karzinomen) und
nicht-tumordsen Veridnderungen besteht. Innerhalb der
Gruppe der tumordsen Verdnderungen nimmt typischer-
weise der Anteil der gut- oder bosartigen Tumoren mit
zunehmender Grofle der Knoten zu.

Rdumliche Befallsmuster

Besonders in den ersten Untersuchungsjahren Ende der
achtziger und Anfang der neunziger Jahre zeigte sich in
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a) Leberknoten 2—5 mm

b) Leberknoten 6—-9 mm

c) Leberknoten > 10 mm

Abbildung 1: Makroskopisches Erscheinungsbild von Leberknoten bei Klieschen (Limanda limanda) aus der Nordsee.
Macroscopic appearance of liver nodules > 2 mm in North Sea dab (Limanda limanda).

der Nordsee ein ausgeprigtes und konstantes regiona-
les Muster der Befallsraten. Die hochsten Befallsraten
der Leberknoten fanden sich stets im ehemaligen Diinn-
sdure-Verklappungsgebiet in der Deutschen Bucht (Ge-
biet NO1), auf der Doggerbank (Gebiet NO4) und in ei-

nem Seegebiet vor der englischen Kiiste querab vor der
Miindung von Humber und Wash (Gebiet N22). Die
hochsten beobachteten Befallsraten von Leberknoten al-
ler Groenkategorien (2-5 mm, 6-9 mm, = 10 mm) lagen
dabei bei 28 % (Klieschen 20 — 24 cm Totalldnge) bzw.

Tabelle 1: Histologisches Erscheinungsbild von Leberknoten > 2 mm bei Klieschen (Limanda limanda) aus der Nordsee und ihre

relative Haufigkeit.

Histological appearance and relative prevalence of liver nodules > 2 mm in North Sea dab (Limanda limanda).

Bezeichnung

Erscheinungsbild

Relative
Haufigkeit

Tumor-Vorstadien (Leberfoci)

Gutartige Leberzelltumoren (Adenome)

Bosartige Leberzelltumoren(Karzinome)

Gutartige Tumoren der Gallengéange
(Cholangiome)

Gutartige Tumoren der BlutgefaBe
(Haemangiome)

Nicht-tumordse Veranderungen
- Parasiten
- Unspezifische degenerative Veranderungen

- Unspezifische regenerative Veranderungen

Runde bis ovale Zentren von Leberzellen, die sich nur durch
ihre Farbeeigenschaften vom gesunden Gewebe
unterscheiden

Runde bis ovale Anh&aufung (Proliferation) von Leberzellen,
die weniger stark differenziert sind als normale Zellen und
sich durch ihre Anfarbung vom gesunden Gewebe
unterscheiden. Aufgrund der vermehrten Zellteilung wird das
umliegende Gewebe an der Peripherie des Tumors
zusammengedriickt. Die normale Anordnung der Leberzellen
im Gewebe bleibt weitgehend erhalten.

Zumeist ahnlich wie bei Adenomen. Zusatzlich treten haufig
ein unregelméBiger Rand, kleinere Satelliten im umliegenden
Gewebe sowie zellulare Veranderungen (heterogene Zell-
und ZellkerngréBe) auf. Die Anordnung der Leberzellen im
Gewebe kann stark verandert sein.

Die Gallengénge sind aufgrund einer vermehrten Teilung
ihrer Zellen erweitert. Die Zellen sind weniger differenziert,
entsprechen aber ansonsten weitgehend dem
Normalzustand.

Die BlutgefaBe sind aufgrund einer vermehrten Teilung ihrer
Zellen erweitert und unregelmafBig angeordnet. Es finden
sich Massen an Blutzellen.

- Zysten, Granulome

- Fokale Entziindungen, Zellabbau aufgrund von Nekrosen
und Atrophien

- Fokale Gewebeneubildung nachGewebsverletzung oder
-degeneration

ca. 25 %

ca. 50 %

ca. 3%

ca.1 %

ca.1 %

ca.20 %
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aktuell deutlich geringere Unterschiede
zwischen den Gebieten bestehen.

Zeitliche Verdanderungen
der Befallsrate

Wie oben bereits angesprochen, ergaben
sich im Untersuchungszeitraum von 1988
bis 2001 pragnante Verdnderungen in der
Befallsrate mit Leberknoten. Als Beispiel
sind in Abbildung 3 die Verdnderungen
der Befallsraten von Leberknoten (alle
GroBenkategorien zusammengefasst) bei
Klieschen beider Lingenklassen (20 bis
24 cm und = 25 cm Totalldnge) in drei
charakteristischen Untersuchungsgebie-
ten (Deutsche Bucht (NO1), Doggerbank
(NO4), Firth of Forth (N06), Abbildung
2) wiedergegeben. Wie aus der Abbil-
dung hervorgeht, traten iiber weite Zeit-
rdaume generelle Unterschiede in der Be-

fallsrate zwischen Klieschen aus dem
50

51

Abbildung 2: Befallsraten (%) von Leberknoten bei Klieschen (Limanda liman-
da) (Léangenklasse > 25 cm) aus der Nordsee im Januar 1991 (Balken von
links nach rechts: Leberknoten 2—5 mm, 6—-9 mm, > 10 mm im Durchmesser).

Prevalence (%) of liver nodules of dab (Limanda limanda) (size group > 25 cm)
from the North Sea in January 1991 (bars from left to right: liver nodules 2—-5 mm,

6-9 mm, > 10 mm in diameter).

56 % (Klieschen > 25 cm Totallidnge). Weiter nordlich
gelegene Untersuchungsgebiete waren hingegen durch
kontinuierlich niedrige Befallsraten gekennzeichnet (5
bis 10 % in beiden Lingenklassen).

Abbildung 2 zeigt exemplarisch Ergebnisse einer
Seereise im Januar 1991, getrennt nach Befallsraten
fiir Leberknoten der Groen 2-5 mm, 69 mm und >
10 mm. Deutlich zu erkennen sind die hohen Befalls-
raten im siidlichen Teil des Untersuchungsgebietes,
insbesondere in den o. g. Gebieten NO1, NO4 und N22.
Auffillig ist, dass vor allem in den Gebieten NO4 und
N22 grole Leberknoten besonders hédufig vorkamen,
auch im Vergleich mit Gebiet NO1 in der deutschen
Bucht. Selbst unter Beriicksichtigung der o. g. Tatsa-
che, dass es sich bei ca. 20 % der gefundenen Leber-
knoten um nicht-tumordse Verdnderungen handelte,
sind die vorgefundenen Befallsraten als hoch einzu-
stufen.

Aktuellere Daten der letzten Jahre zeigen allerdings,
dass sich die Befallsraten in allen Untersuchungsgebie-
ten aufgrund des Riickgangs in der Haufigkeit von Le-
berknoten in den ehemals am stédrksten betroffenen
Gebieten (s. u.) einander angeglichen haben, so dass

5 Firth of Forth und denen aus der Deut-
schen Bucht und von der Doggerbank
auf, wie auch aus Abb. 2 ersichtlich ist.
Besonders in der Deutschen Bucht und,
in geringerem Maf3e, auf der Doggerbank
nahm die Befallsrate vor allem in den
ersten Jahren der Beobachtung deutlich
ab. Wihrend dieser Trend bei Klieschen
der Langenklasse = 25 cm in der Deut-
schen Bucht bis 1999 nahezu kontinuierlich war, wur-
de auf der Doggerbank bereits 1996 ein im weiteren
Verlauf konstantes Niveau erreicht. Bei Klieschen der
Lingenklasse 20 bis 24 cm wurde in beiden Gebieten
bereits frither ein weitgehend konstantes Niveau er-
reicht. Auch in der Region Firth of Forth (N06) konnte
von 1988 bis 1991 eine Abnahme der Befallsrate fest-
gestellt werden, danach ergaben sich aber keine weite-
ren zeitlichen Trends. Die aktuellsten Befunden aus dem
Jahr 2001 zeigen, dass derzeit nur noch geringe Diffe-
renzen zwischen den Gebieten bestehen. Aussagen zu
aktuellen Verdanderungen in der Deutschen Bucht sind
allerdings dadurch erschwert, dass hier seit einigen Jah-
ren nur noch sehr wenige Klieschen der Lingenklasse
> 25 cm gefangen wurden.

Ursachen fiir die beobachteten Verinderungen

Aufgrund der Befunde zahlreicher Freiland- und La-
borstudien wird heute ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Lebertumoren bei marinen Fischen und
der Belastung mit krebserregenden Umweltschadstof-
fen als eine der wahrscheinlichsten Hypothesen ange-
sehen. Dieses gilt auch fiir die Nordsee, bei der es sich
hauptsichlich aufgrund des hoch-industriealisierten
Umlandes, des intensiven Schiffsverkehrs und der Ol-
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Zeit (Jahr-Monat)

Zeit (Jahr-Monat)
Changes in prevalence of liver nodules > 2 mm in dab from three North Sea areas (German Bight, Dogger Bank, Firth of Forth)

in the period 1988 to 2001 (percentage prevalence and 95 % confidence intervals; left column: size group 20-24 cm, right

Bucht, Doggerbank, Firth of Forth) im Zeitraum 1988 bis 2001 (prozentuale Befallsraten mit 95 % Vertrauensbereich; linke
column: size group > 25 cm)

Abbildung 3: Verdnderungen in der Befallsrate mit Leberknoten > 2 mm bei Klieschen aus drei Gebieten der Nordsee (Deutsche
Spalte: Langenklasse 20—-24 cm, rechte Spalte: Langenklasse > 25 cm ).
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und Gasindustrie im Offshorebereich zweifelsohne im-
mer noch um eine der weltweit am stédrksten belasteten
marinen Regionen handelt. RegelmiiBige Uberwachungs-
programme belegen zwar einen Riickgang verschiede-
ner, in den siebziger und achtziger Jahren als besondere
Problemsubstanzen angesehener organischer und anor-
ganischer Schadstoffe (OSPAR Commission 2000), den-
noch erreichen immer noch grofSe Mengen dieser, klas-
sischen’, aber auch immer wieder neu synthetisierte Sub-
stanzen mit potenziell toxischer Wirkung die Nordsee
oder sind dort aufgrund ihrer Langlebigkeit nach wie vor
aktiv und treten deshalb in einigen Regionen in Konzen-
trationen auf, die Anlass zu der Befiirchtung geben, dass
sie sich negativ auf den Gesundheitszustand mariner
Organismen auswirken konnen.

In der Gruppe der als krebserregend eingestuften Sub-
stanzen sind es vor allem die polyzyklischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffe (PAKSs), die im Wesentlichen
durch die unvollstindige Verbrennung organischer Sub-
stanz (einschlieBlich fossiler Brennstoffe), aber auch di-
rekt durch Erdol- oder Brennstoffeintrige oder durch das
bei der Forderung von Erdol und -gas freigesetzte Pro-
duktionswasser in die Umwelt gelangen, die als beson-
ders wirksam gelten. Neben solchen direkt krebsauslo-
senden Schadstoffen (Initiatoren) findet sich in der Nord-
see zusitzlich eine ganze Reihe von tumorférderndern
Substanzen (Promotoren), von denen die Gruppe der
polychlorierten Biphenyle (PCBs) am bekanntesten ist
und teilweise noch immer in relativ hohen Konzentratio-
nen in Sedimenten und Organismen nachgewiesen wird.
Ferner ist davon auszugehen, dass alle Substanzen, die
das Immunsystem der Organismen beeintrichtigen, Ri-
sikofaktoren fiir die Bildung von Tumoren sein kénnen.

Untersuchungen des IFO zur Belastung von Klieschen
mit organischen Schadstoffen aus den Nordseegebieten,
in denen auch das Vorkommen von Leberknoten und
anderen Krankheiten regelmifig erfasst wird, haben ge-
zeigt, dass die Konzentrationen der Mehrzahl der im
Zeitraum 1987 bis 1998 gemessenen Substanzen insbe-
sondere zu Beginn der Beobachtungen bis in die Mitte
der neunziger Jahre hinein abgenommen haben (Haarich,
pers. Mitt.), was sich mit der abnehmenden Tendenz in
der Haufigkeit der Lebertumoren deckt. Auch die vom
Bundesamt fiir Seeschifffahrt (BSH) im Zeitraum 1982
bis 2000 ermittelten Konzentrationen von organischen
Schadstoffen im Oberfldchenwasser der Deutschen Bucht
zeigen eine deutliche Abnahme (Theobald, miindl. Mit-
teilung), moglicherweise auch ein Indiz fiir die Ursachen
des Riickgangs von Lebertumoren in diesem Gebiet.

Allerdings zeigen die in Klieschenlebern ermittelten
Schadstoffwerte auch, dass es keine deutlichen regiona-
len Ubereinstimmungen hinsichtlich der Schadstoffbe-

lastung und der Befallsraten gibt. So waren Klieschen
der Doggerbank (Gebiet N04) wihrend der gesamten
Beobachtungszeit durch vergleichsweise niedrige Schad-
stoffwerte gekennzeichnet, wihrend die Befallsraten von
Lebertumoren auf einem hohen Niveau lagen. Im Ge-
gensatz dazu waren die Schadstoffgehalte im Firth of
Forth vergleichsweise hoch, die Befallsraten mit Leber-
knoten aber niedrig. Ahnliche Diskrepanzen ergeben sich
auch bei Beriicksichtigung von Sedimentschadstoffwer-
ten aus der Nordsee, die teilweise wiederum in densel-
ben Gebieten ermittelt wurden, in denen die Krankheits-
untersuchungen durchgefiihrt wurden (Theobald, miindl.
Mitteilung).

Als Fazit ldsst sich festhalten, dass sich zwar der ge-
nerell abnehmende Trend von Schadstoffen in der
Nordsee mit der Abnahme der Befallsrate von Leber-
tumoren der Kliesche deckt, dass aber eine detaillier-
te Betrachtungsweise zeigt, dass es keine einfachen
Beziehungen zwischen den regionalen Mustern in der
Schadstoffbelastung und der Krankheitshaufigkeit gibt.
Dieses legt den Schluss nahe, dass es weitere Einfluss-
faktoren gibt, die einerseits die Wirkung der Schad-
stoffe modulieren (z. B. die biologische Verfiigbarkeit
der Schadstoffe, ihre Metabolisierung) und anderer-
seits die Empfindlichkeit der Fische beeintrichtigen
(z. B. erworbene Schadstofftoleranz bei konstant ho-
her Belastung, Altersstruktur der Population, Immun-
supression durch andere exogene Faktoren). Mit Hil-
fe mathematischer Modellierung in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Statistik der Universitidt Bremen
soll daher versucht werden, den Einfluss einiger die-
ser Faktoren zu quantifizieren, um so zu einem klare-
ren Bild hinsichtlich der Ursache-Wirkungsbeziehun-
gen zu gelangen.
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