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FISCH UND UMWELT

Entgiftungsstoffwechsel der Nordsee-Kliesche
(Limanda limanda)

H.-J. Kellermann und M. Vobach, Institut fiir Fischereiokologie, Hamburg

Die Uberwachungsprogramme der verschiedenen Ubereinkommen zum Schutz der Meeresumwelt (wie HELCOM,
OSPARCOM) fordern verstéarkt das Biologische Effekt-Monitoring. In diesem Zusammenhang wird im Institut fur
Fischereitkologie als Biomarker fur die Exposition gegenliber bestimmten organisch-chemischen Schadstoffen wie Poly-
chlorierten Biphenylen (PCBs) die Messung der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethyla@DjER\ktivitat in Lebern von

Fischen durchgefiihrt. Die EROD-Aktivitéten in Lebern von 687 Klieschen, die zu unterschiedlichen Jahreszeiten in den
Jahren 1995 und 1996 auf vier ,Walther Herwig 11" - Forschungsreisen in der Nordsee gefangen wurden, sind, getrennt
nach Geschlechtern, sdisch ausgewertet worden. Die logarithr@arWerte der EROD-Aktitat folgen in etwa einer
Normalverteilung. Sie zeigen eine recheibe Veteilung, so dafd regional oder zeitlich bedingte geringe Unterschiede

bei kleinen Probenumfangen nicht auffallen. Vergleicht man die Aktivitdten in verschiedenen Gebieten der Nordsee, so
wurden teilweise signifikante Unterschiede aufgezeigt. Inwieweit die EROD-Aktivitaten durch Schadstoffe oder durch
saisonale Faktoren wie Laichzyklus beeinflu3t werden, bedarf noch weitergehender Untersuchungen. Eine an der Biolo-
gischen Anstalt Helgoland entwikelte modellhafte Beschreibung saisonaler Schwankungen konnte bei der Interpretation

hilfreich sein.

Einleitung

Organismen sind bestrebt, unerwiinschte Stoffe wiede
auszuscheiden. Allerdings ist solch eine Entgiftung oft-

mals nur nach komplexen chemischen Umwandlungen

moglich. Cytochrom P450-Monooxygenasen, Enzym-
systeme aus der Gruppe der Mischfunktionellen
Oxygenasen (MFO), sind in der Lage, eine Reihe vorn

organischen Schadstoffen zu metabolisieren. Durchstitut for Fisheries Ecology studies the 7-ethoxyresord

Hydroxylierung werden die Schadstoffe in eine

ausscheidbare Form Uberfuihrt. Planare, aromatisch@epresents one enzyme of the cytochrome P-450 spe

Molekule wie einige PCB-Kongenere fuhren zur Induk-
tion des Cytochrom P450lA-Enzymsystems, das die
LEntgiftung”“ vornimmt. Dieses Enzym ist (iberwiegend
im Endoplasmatischen Reticulum der Leberzellen lo-
kalisiert und kann mit Hilfe von 7-Ethoxyresorufin als

Substrat gemessen werden. Daher riihrt auch der Nam@e intend to decide if EROD activity is an appropriate {

dieser Enzymaktivitat, EROD. Eine hohe EROD-Akti-
vitat sollte somit eine hohe Belastung mit bestimmten
Schadstoffen anzeigen, d.h. die EROD-Aktivitat konn-
te als Biomarker fur das Biologische Effekt Monitoring
geeignet sein.

Methodische Anmerkungen

In den Jahren 1995 und 1996 wurden auf zwei Som
mer- und zwei Winterreisen mit FFS ,Walther Herwig
[11“ Klieschenleberproben gesammelt und die
EROD-Aktivitat bestimmt. Beprobt wurden Uber die
ganze Nordsee verteilte eingegrenzte kleine Gebiete
Ziel war es, einen ersten Einblick in den

[Oxidative drug metabolising enzymes in North Sea dalh

(Limanda limanda

In the framework of monitoring programmes organiz
under several sea protection conventions (HELSINKI Cg
OSPAR Conv.) the contracting parties are requeste

ed
nv.,
d to

develop appropriate techniques for Biological-Effect-

Monitoring. In following these recommendations the

In-
fin-

O-deethylase (EROD) activity in the liver of dab. ERQD

cies,

also called mixed function oxygenases (MFO), which is

induced by certain organic contaminants, e.g. PCBs
the other hand, an influence of natural factors like seq
temperature or spawning on the EROD activity may
possible. The present study represents an insight int
status of the EROD activity in North Sea dab. Ultimat

to detect effects of contaminants. The EROD activity in
liver of 687 dabs, caught in the North Sea at different sea
in 1995 and 1996 with the fishery researebsel “Viélther
Herwig IlI”, has been determined and the data obtai
have been statistically evaluated. The logarithmic
transformed values of the EROdxtivity arefollowing

approximately a normal disbution. Due to the wide

On
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variation of the enzyme activities and due to the small

number of samples minor differences between sample
'not detecable. Nevetheless, comparing the enzyn
activities at different sites of the North Sea, some signifi
differences have been identified. A model for the dgision

of seasonal variations of EROD activity, developed at
Biologische Anstalt Helgland, could be helpful fo

S are
ne
cant

the

interpretation.
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Abb.1: Regionale Mediane der EROD-AKktivitat (pmol/(mg-Min)) in Klieschenlebern getrennt nach Geschlechtern fur alle
Probenahmen.

Regional median values of EROD activity (pmol/(mg-Min)) in liver of female and male dab (Limanda limanda) for all
samplings.X

EROD-Aktivitats Status von Nordsee-Klieschen zu er-nach Totung der frisch gefangenen Klieschen wurde
halten, der als Basis fiir die weitere Probenahmestrategid® Leber entnommen und ein Teil davon in fliissigem
dienen sollte. Dazu wurden in jedem Gebiet aus ver-Stickstoff schockgefroren. Die mikrosomale Fraktion
schiedenen Fangen jeweils etwa 10 mannliche und 1@urde durch differentielle Zentrifugation (10 000 g,
weibliche Klieschen mittlerer GréRe (20 - 25 cm lang) 100 000 g; 1 g = Erdbeschleunigung) gewonnen. Die

entnommen. Fische, die auBerlich erkennbar erkrankf ROD-Aktivitatsmessungen erfolgten durch
waren, wurden nicht berticksichtigt. fluoreszenzspektrophotometrische Messungen des ge-

bildeten Enzymproduktes, des Resorufins. Die Aktivi-

nung an die Methode von Pluta (Pluta 1991): SofortPro Milligramm mikrosomales Protein (pmol/(mg-Min))
angegeben.
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Alle Werte der EROD-Aktivitat, die kleiner waren als und 4280 pmol/(mg-Min). Der Median liegt bei
das Dreifache ihres Standardfehlers, wurden, wie aucl260 pmol/(mg-Min). Mit diesen EROD-Aktivitaten wird
bei anderen Untersuchungen tblich, als ,kleiner Nach-ein breiter Wertebereich abgedeckt. Dabei tiberwiegen
weisgrenze* (NG) klassifiziert. Das bedeutet, daf3 derdie kleineren Werte (1. Quartil: 79 pmol/(mg-Min), 3.
richtige Zahlenwert unerkennbar irgendwo zwischenQuatil: 713 pmol/(mg-Min)). Diese asymmetrische Ver-
Null und der Nachweisgrenze liegt. Die aus dieser \Vor-teilung der Werte bleibt auch dann bestehen, wenn die
gehensweise resultierende Nachweisgrenze fur di®aten differenzierter, z.B. nach Gekrhtund Jah-
EROD-Aktivitat lag bei etwa 10 pmol/(mg-Min). Von reszeit selektiert, analysiert werden. Das Ergebnis kann
insgesamt 687 MelRwen fielen 46 in diese Klasse. der Tabelle 1 entnommen werden.
Das ist ein Anteil von rund 7 Prozent. Fir die Behand-
lung solcher ,NG-Werte" in der Datenanalyse gibt es,Geschlechtsabhéngige Unterschiede sind nach
je nach Fragestellung, verschiedene Strategien. HieYarianzanalysen bis auf wenige Ausnahmen nicht zu-
wurden tberwiegend ihre zahlenmaRig ermittelten Werallig (95 % Konfidenzintervall). Uberwiegend sind in
te verwendet. unseren Datensétzen die EROD-Aktivitaten méannlicher
Tiere stochastisch groR3er als solche zugehdoriger weib-
Die statistishen Auswetungen der EROD-Aktivitdten licher Tiere. Nachdiesen Kenntnissen wurden zum
(Lageparameter, Varianz analysen) erfolgten mit demMindern der Varanz und damit einhergehend zum
Programmsystem SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,Scharfender Aussage, die Daten nach Geschlechtern
USA). Weil darin keine spezielle Statistik fur kleiner getrennt ausgewertet.
NG"-Werte vorgesehen ist, wur-
den alle Wertedie deutlich un-
terhalb der Nachweisgrenze lagen

Tab. 1: Statistische Kenngré3en der EROD-Aktivitaten in Klieschenlebern
(pmol/(mg-Min))

(hier: 1 pmol/(mg-Min)), als : - : : :
,,missing values“ benannt, alle Reise Jahreszeit Sex Anzahl 1.Quartii Median  3.Quartil
tbrigen zahlenméfRig verwendet.

Diese Vorghensweise dirfte we{ 122 Jan.95 F 86 9 43 167
gen der hier wenigen betroffenen 12> Jan.95 M 89 16 229 424
Werte (insgesamt 12 Stiick vor] 161. Jun/JuI’95 F 70 214 552 1070
687) keine drastische Auswir- 161. Jun/.]l:ﬂ 95 M 70 276 675 1860
kung auf die Ergebnisse haber]. 187 Jan.96 Foo109 16 91 2176
Bei analytisben Weten von 167. Jar?.,96 M 102 134 276 548
Schadstoffen in Biota wird hau-| 172 Mai "96 Foo®0 50 154 S44
fig eine asymmetrische Verteilung /% Mai"96 M 80 461 864 1750

vorgefunden. Selbst bei gleichar-

tiger Exposition der Tiere sind die WertéB8tenteils Dabei zeigt sich, dalR die mittlere Hohe der
so verteilt, da eine Normalverteilung nur dann eineEROD-Aktivitdten zu verschiedenen Jahreszeiten un-
passende Beschreibung liefert, wenn nitibt Werte  terschiedlichst.Allerdings gehtin den einzelnen ke-
selbst, sondern ihre Logarithmen verwendet werdenten der Unterschied zwischen Sommer- und Winterrei-
Wegen der annéhernd ,lognormalen” Verteilungen dersen nicht in eine Richtung. Lediglich die jahreszeitlich
EROD-Aktivitaten wurde die Statistik mit den logarith- spateste Reise im Juni/Juli 1995 prasentiert durchweg

mierten Werten durchgefihrt. hohe EROD-Aktivitaten. Die Werte der Reise infilfi
sommer (Mai 1996) lassen sich in verschiedenen Ge-
Ergebnisse bieten manchmal besser den Wintéetia manchmal

besser den Sommerdaten zuordnen. Dabei kann diese
Abbildung 1 zeigt, getrennt fir ménnliche und weibli- Zuordnung auch noch unterschiedlich vom Geschlecht
che Tiere, die Mediane der EROD-Aktivitaten in allen beeinflut werden. In dieseruasagevielfalt spiegelt
beprobten Gebieten. Behandelt werden in diesem Besich sehr deutlich die Problematik der Bewertung von
richt aber lediglich solche Gebiete, die in der NordseeEROD-Aktivitaten. Es darf offensichtlich nicht einfach
liegen. Fur eine erste Sichtung wurden die Daten deaus dem Vergleich verschiedener unabhéngig vonein-
EROD-Aktivitat zunachst zusammengefalt. Ein isolier- ander bestimmter EROD-Aktivitaten auf die Belastungs-
ter sehr hoher Wert von 9530 pmol/(mg-Min) wird als situation ihrer Okosysteme riickgeschlossen werden.
Ausreil3er angesehen, weil er fur ein weildis Tier
einer Wnterreise (Januar 1996) ermittelt wurde und In diesem Zusammenhang sollten saisonale Einflisse
nahezu doppelt so hoch wie alle anderen Werte ist. Diém Lebensrhythmus der Fische bedacht werden. Fische
danach grof3ten Werte all dieser EROD-Aktivitaten lie-sind mit ihren Lebensvorgdngen besonders eng an die
gen deutlich ndher zusammen, es sind: 5820, 5370, 490fassertemperatur gekoppelt. Beim Werdegang ist aber
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nicht nur die momentane Temperatur, sondern auch ihwir haben versucht mit unseren Daten das Modell zu
friherer Verlauf wichtig. Die Nordsee mit ihrer zirku- testen. Fur die einzelnen Gebiete liegen zu wenig Da-
lierenden Strémung und ihrem relativ raschen Wasserten vor, um mit ihnen bei der vorgefundenen Streuung
austausch pragt veriedenerbeitsgebieten deutlich  die Modellaussagen verifizieren zu kdnnen. Daher ha-
verschiedene émperaturgénge aukine Auswrkung ben wir unser Datenmaterial folgendermaf3en zusam-
davon ist beispielsweise in dem regional zeitlich ver-mengefalit: Aus verdffentlichten mdhehen mittleren
schobenen Laichzeitpunkt erkennbar. Bodentemperaturen, gemittelt Uber Jehrte, in ver-
schiedenen Gebieten (Tomczak 1962), wurde durch
Nach einer an der BiologisenAnstalt Helgoland ent-  Mittelung nur Uber unsere Untersuchungsgebiete der
wickelten Modellvorstellung (Lange 1995) ist ebenso Temperaturgang der ,Nordsee" abgeleitet. In gleicher
die EROD-AKktivitat einem saisonalen Zyklus unterwor- Weise wurden die gemessenen EROD-Aktivitaten der
fen. Selbst in unbelasteter Umgebung steigt im Frih-Gebiete, nach Geschlechtern und Jahreszeiten getrennt,
sommer die EROD-Aktivitat von relativ niedrigenWer- zu ,Nordsee“-Werten vereint und in Abbildung 2 dar-
ten fur die Dauer von etwa sechs Wochen stark an, urgestellt. Diese Abbildung enthélt also neben der Kurve
danach wieder auf niedrige Herbst-/Winterwerte abzu{ur die zitierte Modellvorstellung des EROD-AKktivitats-
fallen. In diesem Modell sind die EROD-Aktivitdten verlaufs statistische Kenngroéf3en der von uns gemesse-
fur mannliche und weibliche Klieschen im Maximum nen EROD-Aktivitdten an den entsprechenden Monats-
gleich hoch. Es besteht aber eine zeitliche Verschiebungraden.
derart, da® mannliche Tiere die hohen Werte friiher zei-
gen als weibliche. Dieser saisonale Gang wird von deiPrinzipiell finden wir eine Beschreibung unserer Ergeb-
Umgebungstemperatur beeinflu3t. In Gebieten mitnisse durch das Modell. Ein vorausggsaAnstieg der
durchweg héheren Temperaturen zeigt sich bei beideROD-Aktivitaten im Frihsommer ist ebenfalls gemes-
Gesdhleditern das Maximum friher im Jahr. Dieses sen worden. Jedoch sind auch Abweichungen zu obi-
wird im Modell dadurch berticksichtigt, daf3 nicht die ger Modellvorstellung erkennbar. Offenbar haben im
Jahreszeit, sondedas Temperaturintegréber die Zeit  Maximum die mannlicen Tierehthere Werte als die
(Monatsgrade) als unabhangiger Parameter eingehtveiblichen. Diese Assage ist wegen der wenigen
Sein Wert wird inAnlehnung an den biologischen Datenpunkte nicht stark belastbar, sollte aber dennoch
Jahresrhythmus von Fischen fur den 1. September willbeachtet werden. Es ist auch nicht auszuschliel3en, daf3
kurlich auf Null gesetzt (Abbildung 2, Kurvenverlauf). die relativ niedrigen Wassertemperaturen im Frih-

1200~ sommer 1996 Ursache fur
' Januar Mai Juni/Juli die bei weiblichen Tieren
‘{ T gefundenen niedrigen
= 10001 —————— ] EROD-Wertesind.
s
o !, M T SchluBfolgerung
E 800
© | l Der Jahresgang der
g /7N M= EROD-Aktivitat in der
S 6007 ————— - i - Leber ist, wie aus dieser
T | / | Gegeniiberstellung von
2 male / Modell und Daten sicht-
< 4007 - / e bar geworden, fur die In-
a 4' / terpretation von gemesse-
o | M% nen Weten von zentraler
W 200+ ———— M ST Bedeutung. Es ist daher
{ y/ geplant, ihn fur Klieschen
L. - . der Nordsee grundlicher
04— —_— — . ; zu untersuchen. Im Jahre
0 20 40 60 80 100 120 1997 sollen in der Deut-
Monatsgrade (Zeit*Temp) ab 1. September schen Bucht etwa monat-
Abb.2: Vergleich von gemessenen EROD-Akiivitaten und 95%-Konfidenzintervallen aus  lich Proben von jeweils 20
Lognormverteilungen in Lebern von Klieschen (F=weiblich, M=mannlich) der Nordsee zu  Tieren jeden Geschlechts
verschiedenen Jahreszeiten (Monatsgrade) mit dem saisonalen Modell (Lange 1995). genommen werden, um

Comparison of EROD activity data and 95%-confidence interval from lognormal distribution ~ diesen Jahr_esgang deutli-
in liver of dab (F=female, M=male) from the North Sea during different seasons (month cher analysieren zu kén-
degrees) with the seasonal model (Lange 1995) nen. Ein mit diesen Ergeb-
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nissen verfeinertes Modell kdnnte den nattidic\Ver-  Literatur
lauf der EROD-Aktivitat mdglicherweise besser be-
schreiben. Damit hatte man eine genauere Unterkange, U., Saborowski, R., Karbe, L., Siebers, D.: A Model for the
scheidungsm(')'glichkeit zwischen saisonaler und SC|,]adlfred|ct|on of the Basal EROD-Activity Levels. ICES C.M. (E7), 1995.

; _ R 0 Pluta, H.-J.: Untersuchungen zur Biotransformation
stoffbedingter ERQD Al,(,tlv,ltat zur Verfigung. Darauf “Entgiftungsaktivitat” der Mischfunktionellen Oxidasen, MFO) in
aufbauend sollte eine mogliche Schadstoffbelastung deger Leber. Abschiubericht des Teilvorhabens 3 zum FUE-Vorhaben

Okosystems durch Messen der EROD-AKktivitat siche-"Fischkrankheiten im Wattenmeer”. BundesgesundheitsamtinBer
rer erkannt werden Forschungsvorhizen BGA-Code.-Nr.: 1342 118991.

Tomczak, G., Goedecke, E.: Monatstear der Tempetar der
Nordsee, dargestellt fir vetsedene Tiefenhorizonte. Ergdnzungsheft
Reihe B (4°), Nr.7 zur Deutschen Hydrographischen Zeitschrift, 1962.





