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Titelbild: David Bittner mit Berufsfischer Remo Grimm auf dem Bielersee beim Einholen des Tagesfangs.
Kleine Bilder: Links oben: Mannchen mit normalen Hoden. Links darunter: Mannchen mit kompartimentierten
und verwachsenen Hodenloben; Mitte oben: Zwitterhoden mit testikularen und ovariellen Teilen; Rechts
oben: Weibchen mit normalen Eierstécken; Rechts darunter: Weibchen mit verwachsenen Eierstocken am
Filet.

In eigener Sache

Mit Beobachtungen von aufmerksamen Berufsfischern am Thunersee hat im Jahre 2000 alles angefangen.
Beim Filetieren ihres téglichen Fangs fielen ihnen Felchen mit merkwiirdig morphologisch verdnderten
Gonaden (Geschlechtsorganen) auf. Die genaue Ursache dieses Phdnomens ist bis heute nicht bekannt. Im
Wissen, dass der Schliissel zur Lésung des Rétsels im Okosystem Thunersee oder in genetischen
Abkldrungen zu finden sein dlirfte, hat sich im Jahre 2004 die Zusammenarbeit zwischen David Bittner und
Daniel Bernet ergeben. David, Doktorand unter der Leitung von PD Dr. Carlo Largiader in der Abteilung
Populationsgenetik (CMPG) des Instituts fiir Okologie und Evolution, brachte das Wissen zur Abklérung
genetischer Aspekte mit (MICROCORE-Projekt). Daniel, Postdoc am Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin
hatte die Expertise in Fischkrankheiten und Epidemiologie. Mit gemeinsamen und eigenen Abkldrungen und
Experimenten sind im Laufe der Jahre mehrere Publikationen und Manuskripte entstanden. Im Wissen um
das weitreichende 6ffentliche Interesse und die gesellschaftlichen Angste zum Thema
»Gonadenverdnderungen Thunerseefelchen” (Genusstauglichkeit der Fische, Trinkwasserrelevanz,
Badeverbot, etc.), haben wir uns entschlossen, die mehrjéhrige interdisziplinére Arbeit gemeinsam beim
Berner Umwelt-Forschungspreis 2009/10 einzureichen. Wir reichen fiir die Bewerbung unsere
wissenschaftlichen Manuskripte ein, und zur Beschreibung des Umwelt-Phdnomens

»~Gonadenverdnderungen Thunerseefelchen” eine deutsche zusammenfassende Version.

Selbstverstandlich waren in den vergangenen Jahren seit der Entdeckung der Verdnderungen — wegen der
Komplexitét und Vielschichtigkeit der Anforderungen zur Problemlésung — die Expertisen zahlreicher anderer
Institutionen und Personen notwendig. Wir méchten es nicht unterlassen, in der vorliegenden Kurzform auch
die wichtigsten Erkenntnisse dieser Untersuchungen zu erwdhnen, kennzeichnen jedoch unsere eigenen

Manuskripte, indem wir sie in Kapitédlchen und Fettschrift formatieren, z.B. [BERNET ET AL., 2009].
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1 Zusammenfassung

Im Jahr 2000 fielen Berufsfischern vom Thunersee vermehrt Felchen (Coregonus lavaretus)
mit morphologisch veranderten Gonaden auf. Die Ursachen flir die Veranderungen lagen
vollig im Dunkeln. Das Phdnomen war von grossem offentlichen Interesse und wurde von
zahlreichen Medien aufgegriffen. Es erschienen Beitrdge in nationalen und internationalen
Medien uUber das ,Ratsel vom Thunersee®. Das Bekanntwerden von Munitionsversenkungen
im Thunersee durch die Schweizer Armee und Emissionen von Bauchemikalien vom NEAT
Tunnelbau am Létschberg gaben Nahrung flr Spekulationen um mdgliche Zusammenhange
zwischen  Umweltchemikalien und den  Gonadendeformationen.  Aufbereitetes
Thunerseewasser dient Uber 400'000 Personen als Trinkwasser. Der See ist von grossem
Okonomischem Wert flr die Wirtschaftszweige Tourismus, Fischerei und Schifffahrt. Die
ganze Region wird von der Seenlandschaft gepragt. Vor diesem Hintergrund ist verstandlich,
dass das mdgliche Auftreten Keimbahn-schadigender Stoffe im See zu Besorgnis fuhrte. Die
Ungewissheit loste Angste in der Bevolkerung aus. Darf man das Wasser noch trinken?
Kann man die Fische noch essen? Darf man noch baden im Thunersee? Das Phanomen
erlangte gesellschaftliche Relevanz und politische Brisanz. Die Wissenschaft war gefordert,
Grundlagendaten zu erheben und die Behdrden waren in der Pflicht, geeignete Massnahmen
zu ergreifen und regelmassig zu informieren.

Aus diesen Grinden wurde im Jahr 2003 eine Arbeitsgruppe zur Koordination der nétigen
Abklarungen und zum interdisziplindren Erfahrungsaustausch gegriindet. Wissenschaftler,
Behdrden, Berufsfischer und Sportangler nahmen Einsitz im Gremium. Uber 20 Teilprojekte
wurden initiiert. Diese kdnnen samt Ergebnissen im Schlussbericht des Fischereiinspektorats
des Kantons Bern zum Regierungsratsbeschluss eingesehen werden (Fischereiinspektorat
2008). Die Expertise der Institute der beiden Autoren lag in der Beschreibung des
Phanomens (BERNET ET AL., 2004), in epidemiologischen Abklarungen (BITTNER ET AL.,
2009), und in der Bewertung von hormonaktiven Stoffen (BERNET ET AL., 2008; KIPFER ET
AL., 2009), in einer mdglichen rezenten Hybridisierung zwischen genetisch verschiedenen
Felchenpopulationen und in Inzuchteffekten (BITTNER, UNPUBLIZIERT) als Ursache der
Gonadenveranderungen. Es wurden Grundlagendaten zur ontogenetischen Entwicklung der
Felchengonaden erhoben (BERNET ET AL., EINGEREICHT), die Faktoren ,Wasser®, ,Sediment®
und ,Nahrung® (BERNET ET AL., IN VORB.), sowie mogliche Kandidatengene und
physiologische Stoffwechselwege in Zusammenhang mit den Gonadenveranderungen
untersucht (BITTNER ET AL., IN VORB. A)

In einer ersten Untersuchung von Felchen aus dem Thunersee wurden sechs verschiedene
Typen von Veranderungen beschrieben: Verwachsungen der Gonaden mit dem Bauchfell
und der seitlichen Muskulatur, Asymmetrie der Gonadenlange, Atrophie/Aplasie der
Gonadenstrange, Kompartimentierungen in  mehrere Loben, Einschnirungen und
Zwitterbildungen. Die Verdnderungen waren in ihrer Haufigkeit und Auspragung im
Thunersee einzigartig (BERNET ET AL., 2004). Diese Untersuchung ergab, dass 35% einer
reprasentativen Stichprobe von Felchen aus dem Thunersee Veranderungen der
Geschlechtsorgane zeigten (BERNET ET AL., 2004). Sowohl das Geschlecht der Fische, als
auch das Alter und die Felchenform hatten entscheidenden Einfluss auf die Haufigkeit der
vorgefundenen Veranderungen Eine zweite intensivierte Untersuchung von nahezu 5000
Felchen aus dem Thunersee und seinen Nachbarseen Brienzer- und Bielersee zeigte, dass
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Gonadenveranderungen auch in anderen Seen gefunden wurden (BITTNER ET AL., 2009).
Allerdings umfassten diese Veranderungen vorwiegend asymmetrische Gonadenstrange und
Konstriktionen.  Kompartimentierungen, = Verwachsungen,  Aplasien/Atrophien  und
Zwitterbildungen hingegen waren in Bieler- und Brienzersee selten oder inexistent, im
Thunersee jedoch signifikant haufiger. Diese Ergebnisse deuteten an, dass das Problem
.,Gonadenveranderungen bei Thunersee-Felchen® komplexer ist als urspringlich
angenommen. Einerseits gibt es eine natiurlicherweise vorhandene Variabilitdt der
Gonadenmorphologie bei Felchen in allen Seen (in Form von Asymmetrien und
Konstriktionen), die in dieser Form nicht bekannt war, andererseits kommen speziell im
Thunersee Verwachsungen, Kompartimentierungen, Aplasien/Atrophien und Zwitter-Tiere
bei den Felchen signifikant haufiger vor. Eine zentrale Schlussfolgerung aus dieser Studie
besagt, nur noch bei Verwachsungen, Kompartimentierungen, Aplasien/Atrophien und
Zwitter-Tieren von Gonadenveranderungen zu sprechen (BITTNER ET AL., 2009). Die
Ergebnisse dieser umfassenden Untersuchung fuhrten zu einem differenzierteren Bild des
Phéanomens ,Gonadenveranderungen bei Felchen®, und bestatigten gleichzeitig die
Einzigartigkeit des Thunersees. Dieses Ergebnis macht deutlich, wie wichtig ausreichende
Grundlagen-Daten sind, Umweltprobleme korrekt bewerten zu kdnnen.

Parallel zu den epidemiologischen Untersuchungen wurde der Frage nach moglichen
Ursachen fur das gehaufte Auftreten von Gonadenverdnderungen nachgegangen. Neben
umweltbedingten Einflissen wurden auch genetische Faktoren als Ursachen in Erwdgung
gezogen. Potenzielle Schadstoffquellen im Thunersee sind die in den Jahren 1920 bis 1963
versenkten 4’600 Tonnen Munitionsabfalle der Schweizer Armee und die Abwasserbelastung
durch die Bautatigkeit am Loétschberg-Tunnel. Die Ursachenfindung gestaltete sich
sprichwortlich als ,Suche nach der Stecknadel im Heuhaufen®. Nach manchen Ubertriebenen
Darstellungen in den Medien konnten wir mit unseren wissenschaftlichen Arbeiten zu einer
Versachlichung der Diskussion beitragen. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Gonaden-
veranderungen nicht in Zusammenhang mit hormonaktiven Substanzen stehen (BERNET ET
AL., 2008; KIPFER ET AL., 2009) und keine Folge von Hybridisierungs- oder Inzuchteffekten
zwischen den Felchenformen darstellen (BITTNER, UNPUBLIZIERT). Zusatzlich konnten eine
Vererbung der Veranderungen (BERNET ET AL., IN VORB.) und eine unsachgemasse Aufzucht
der Felchen in der Fischzucht (BERNET ET AL., 2004) als Ursachen ausgeschlossen werden.
Es wurden wegweisende Erkenntnisse erlangt, dass das Zooplankton im Thunersee die
Gonadenveranderungen auslost (BERNET ET AL., IN VORB.). Durch die Anwendung von
hochmodernen Microarrays wurde bei deformierten Felchen eine Disregulation des Immun-
systems festgestellt (BITTNER ET AL., IN VORB. A). Dies liefert Hinweise darauf, dass die
deformierten Fische unter zusatzlichem Stress stehen. Die Daten fuhrten zu einer neuen
Hypothese einer chronischen Autoimmunkrankheit der Fische, ausgeldst durch eine Kon-
tamination des Zooplanktons mit xenobiotischen Substanzen (BITTNER ET AL., IN VORB. A).

Das Ratsel vom Thunersee ist noch nicht gelést. Das Spektrum potenzieller Ursachen wurde
durch unsere Untersuchungen jedoch stark eingeengt, wodurch die Richtung zukilnftiger
Abklarungen etabliert wurde. Mit unseren gleichermassen inter- wie transdisziplindren
Arbeiten ist es gelungen, der Untersuchung des gesellschaftlich wichtigen
Umweltphdanomens am Thunersee entscheidende Impulse zu liefern und zu einem besseren
Verstandnis beizutragen. Einige der von uns aufgeworfenen Fragestellungen sind bereits
Gegenstand aktueller Untersuchungen.
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2 Berufsfischer am Thunersee machen eine Entdeckung

Im Jahr 2000, beim Filetieren ihrer Tagesfange, fielen mehreren Berufsfischern am
Thunersee erstmals Felchen auf, bei denen Teile der Geschlechtsorgane knotenartig im Filet
eingewachsen waren, oder die sowohl Hoden als auch Eierstdcke hatten, also Zwitter waren.
Auf Grund dieser Beobachtungen hat das Fischereiinspektorat des Kantons Bern das
Zentrum fur Fisch und Wildtiermedizin (FIWI) am Tierspital Bern beauftragt, die Fische
pathologisch zu untersuchen. Daraus ist 2004 eine erste Publikation entstanden, welche die

Gonadenveranderungen bei den Thunerseefelchen beschreibt (BERNET ET AL., 2004).

Die Geschlechtsorgane der Felchen sind paarig angeordnet und befinden sich als

langgestreckte Organe, ventro-lateral der Schwimmblase angelagert, dorsal in der

Bauchhodhle. Abweichend von dieser Gonadenmorphologie wurden sechs Typen von
Veranderungen beschrieben (Tab.1, Abb. 1). Zur zusatzlichen Veranschaulichung dienen die

Abbildungen auf der Titelseite.

Tab.1: Typen von Gonadenveranderungen bei Felchen aus dem Thunersee. Sie wurden als

Abweichung von der ,normalen® morphologischen Entwicklung der Gonaden beschrieben.

Veranderungstyp

Beschreibung

Hermaphroditismus

Drei verschiedene Formen:

(Mischgonade, A. Lobuldre Mischgonade: Auf demselben Gonadenstrang wechseln sich

Intersex) ovarielles Gewebe und Hodengewebe in konsekutiver Abfolge ab.

(Abb. 1a) B. sexuell unterschied. Gonadenstrange: Der eine ist Ovar, der andere Hoden.
C. Ovotestis (einzelne Oozyten befinden sich im Hodengewebe) oder Testis-
Ova (Entwicklungsstadien der Spermiogenese treten im ovariellen Gewebe
auf). Nur histologisch diagnostizierbar.

Verwachsungen Teile der Gonaden sind mit dem Peritoneum oder der seitlichen Muskulatur

(Abb. 1b) verwachsen. Die Verwachsungen sind teilweise soweit fortgeschritten, dass

der betroffene Gonadenteil vollstandig mit Bindegewebe umschlossen und so
makroskopisch als Einwuchs in die seitliche Muskulatur wahrgenommen wird.

Kompartimentierung
(Abb. 1c)

Gonadenstréange bestehen aus mehreren Teilen (Loben) und sind miteinander
durch nadeldiinne Samenleiter (bei Mannchen) oder durch die Ovarialhille
(bei Weibchen) verbunden. Wahrend eine Kompartimentierung des
Hodenstranges in ein vorderes (kraniales) Hauptstick und einen hinteren
(kaudalen) kleineren Hodenteil auch von anderen Autoren beschrieben (z.B.
Meder, 1984) und als "normales" Bild gewertet wird, gehen die
Beobachtungen an den Felchen aus dem Thunersee Uber dieses Bild hinaus.
Bei vielen Mannchen waren die Gonadenstrange in mehr als 2 Teile unterteilt.

Konstriktion
(Abb. 1d)

Konstriktionen sind Einschnirungen im Gonadenstrang, also Bereiche, in
denen die Entwicklung des Gonadengewebes lokal begrenzt nicht funktioniert
hat. Im Gegensatz zu den Kompartimentierungen sind die Loben jedoch nicht
raumlich voneinander getrennt und durch Samenleiter oder Ovarialhiille
verbunden, sondern liegen einander an.

Asymmetrie
(Abb. 1e)

Als asymmetrisch werden Gonaden bezeichnet, bei denen sich der eine
Strang in Gewicht, Volumen oder Ladnge um mehr als 50% vom anderen
Strang unterscheidet.

Atrophie / Aplasie
(Abb. 1f)

Ein Gonadenstrang oder auch beide ist/sind zwar angelegt und erkennbar,
jedoch nicht entwickelt (Atrophie).
Einseitig oder beidseitig vollstdndiges Fehlen der Gonadenstrange (Aplasie).
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Abb.1: Gonadenveranderungen bei Felchen aus dem Thunersee. a) Zwitter; Ovarielles Gewebe (O)
und Hodengewebe (H) befinden sich auf demselben Strang. b) Verwachsungen: eingewachsenes
Ovarienpaket in der Muskulatur. ¢) Kompartimentierte Hoden: Die Hodenstrange sind unterteilt in
mehrere Loben (rote Pfeile), die durch den Hodenstrang miteinander verbunden sind. d)
Konstriktionen: Die Hodenstrange sind eingeschnlrt. Die entstandenen Loben sind jedoch nicht
raumlich von einander getrennt. ) Asymmetrische Ovarien. f) Fehlen des einen Gonadenstrangs
(Aplasie). Oben: Bei einem Mannchen fehlt der linke Hoden. Unten: Bei einem Weibchen ist nur das
linke Ovar vorhanden. Abbildung aus BERNET ET AL., 2008.

3 Eine breite Tragerschaft und inter- wie transdisziplinare

Zusammenarbeit

Die Gonadenveranderungen bei den Felchen im Thunersee sind landesweit auf grosses
offentliches Interesse gestossen. Zeitungen, Radio und Fernsehen berichteten in vielen
Beitrdgen Uber das Phanomen am Thunersee. Die einzigartigen, bislang unerklarlichen
Veranderungen schirten Angste in der Bevdlkerung. Niemand kannte die Ursachen fir diese
Deformationen. Der Thunersee dient als Trinkwasserspeicher flur iber 400'000 Menschen.
Die Berufsfischer verkaufen jedes Jahr zwischen 20-50 Tonnen Felchen in der Region. Der
Felchen ist auch ein ausserst geschatzter Sportfisch und die Thunersee-Region ist eine
beliebte Feriendestination von nationaler und internationaler Bedeutung. Fragen wurden
aufgeworfen: Ist der Thunersee mit einer schadlichen Substanz belastet? Etwa mit
hormonaktiven Stoffen? Kann man die Fische noch essen? Kann man das Wasser noch

trinken? Und was ist mit dem Baden?

Ein Zusammenhang der Gonadenveranderungen mit Wasserinhaltsstoffen hatte direkte
Konsequenzen flr die Trinkwasseraufbereitung, die Genusstauglichkeit der Felchen sowie
fur die Existenz der lokalen Berufsfischer. Das Phanomen am Thunersee geht weit lber ein

rein akademisches Problem hinaus. Es hat eine grosse gesellschaftliche Relevanz. Es
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besteht ein  substanzielles  o6ffentliches Interesse, die Ursachen fur die
Gonadenveranderungen zu kennen, potenzielle Verschmutzerquellen zu suchen und

allenfalls zu eliminieren.

Als kurz nach der ersten Beobachtung von veranderten Felchen publik wurde, dass die
Schweizer Armee in den 20er bis 60er Jahren Tonnagen von obsoleter Munition im
Thunersee entsorgte (siehe Kapitel 6), war die Verunsicherung perfekt. Der Thunersee
wurde zum Thema der Politik. In einer parlamentarischen Motion wurde sogar verlangt, die
Munition zu bergen. Der Bundesrat musste sich erklaren. Machbarkeitsstudien und
Risikoabschatzungen zur Bergung der Munition wurden gemacht. Noch fehlten konkrete
Zusammenhange zwischen der Munitionsdeponie auf dem Seegrund und den
Gonadenveranderungen. Ahnlich war die Situation mit der Tunnelbaustelle am Létschberg.
In den Abwassern der Baustelle, die Uber die Kander in den Thunersee fliessen, vermutete
man diverse Rickstdande von Bauchemikalien. Der Bedarf an Untersuchungsergebnissen

stieg erheblich an.

Schon bald wurde klar, dass die Bevolkerung regelmassig Uber den aktuellen Stand der
Untersuchungen informiert werden musste. Entscheidungen Uber die Art und Weise des
Vorgehens bei den Untersuchungen mussten breit abgestitzt sein. Daher wurde eine
Arbeitsgruppe gebildet, die aus Vertretern der Volkswirtschaftsdirektion des Kantons Bern
(Fischereiinspektorat und Veterinaramt), der Bau-, Verkehrs- und Energiewirtschaftsdirektion
des Kantons Bern (Gewasser- und Bodenschutzlabor; Bern), der Gesundheits- und
Fiursorgedirektion des Kantons Bern (Kantonales Laboratorium, Bern), dem Zentrum fir
Fisch- und Wildtiermedizin, dem Institut fir Okologie und Evolution der Universitat Bern, dem
Institut fir Klinische Chemie des Inselspitals, dem Eidgendssischen Departement fir
Verteidigung, Bevolkerungsschutz und Sport, dem Bundesamt flir Umwelt, dem Bernischen
Berufsfischerverband und dem Bernisch Kantonalen Fischereiverband zusammengesetzt

war.

Bei den wissenschaftlichen Untersuchungen waren und sind mehrere eidgendssische
(EMPA, ETH, VBS), universitare (Institut fiir Okologie und Evolution, Bern; Institut fiir
Klinische Chemie, Bern; Zentrum flr Fisch- und Wildtiermedizin, Bern; Department of
Ecology and Evolution, Lausanne), kantonale (Fischereiinspektorat, Veterindramt,
Gewasser- und Bodenschutzlabor, kantonales Laboratorium Bern; Amt fir Umweltschutz Uri;
Service de la faune Neuchatel; Amt fur Wald, Wild und Fischerei, Fribourg; Centre de la
conservation de la faune et de la nature, St. Sulpice) und private Fachstellen (Aquasana,
Ulmiz) beteiligt. Haufig wurden Fragestellungen inter- und transdisziplinar angegangen und
bearbeitet. Das Fischereiinspektorat Bern hat als Schlussbericht zum

Regierungsratsbeschluss von 2003 alle wissenschaftlichen Teilprojekte und die wichtigsten
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Fakten zum Thema ,Gonadenveranderungen Thunerseefelchen® in einer Sammelmappe

publiziert (Fischereiinspektorat des Kantons Bern, 2008).

Finanziert wurden die Projekte durch das Fischereiinspektorat Bern (Regierungsratbeschluss
vom Mai 2003 zur Abschatzung der Ursachen der Gonadenveranderungen und der
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit), den Schweizerischen Nationalfond (im
Rahmen des Nationalen Forschungsprogramms 50 ,Endocrine Disruptors®), das Bundesamt

fur Umwelt, sowie durch Eigenleistungen der verschiedenen involvierten Institutionen.

4 Epidemiologische Abklarungen

Zu Beginn des Projekts war es nicht einfach, die Bedeutung der Veranderungen nach den
ersten Untersuchungen zur Charakterisierung der Gonadenmorphologie (BERNET ET AL.,
2004) richtig einzuschatzen. Wichtige Basisdaten fehlten: Kommen ahnliche Verdnderungen
auch in Felchen von anderen Seen oder auch bei anderen Fischarten vor? Stellen wirklich
alle der beschriebenen Veranderungstypen Abweichungen von einer allenfalls ,normalen®
Variabilitdt der Gonadenmorphologie dar? Eine Literatur-Recherche und eine Umfrage bei
nationalen und internationalen Felchen-Experten ergaben, dass die Situation am Thunersee
einzigartig ist (Escher, 2001). Was aus diesen Abklarungen deutlich wurde war, dass es zur
korrekten Einschatzung der Situation am Thunersee epidemiologische Grundlagendaten zur
Haufigkeit und Verbreitung der Gonadenveranderungen in verschiedenen Schweizer Seen

brauchte (BITTNER ET AL., 2009).

Fir die Erhebung dieser Daten wurden zwei unabhangige Uberwachungsprogramme initiiert.
Eines davon sollte die Formenvielfalt der verschiedenen Felchenpopulationen berlck-
sichtigen. Im Thunersee leben sowohl genetisch wie 6kologisch differenzierte Felchen-
formen, die sich aufgrund ihrer Lebensweise (z.B. Nahrung, Laichzeit, Laichtiefe) unter-
schiedlich in das Okosystem eingenischt haben. Anhand der Laichplatzbeprobungen (siehe
unten) konnten die verschiedenen Felchenformen sowohl genetisch wie 06kologisch
charakterisiert werden (siehe Abb. 6; BITTNER ET AL., IN VORB.B). Die beiden Ansatze

erganzten sich gegenseitig. Sie werden nachfolgend kurz beschreiben:

* Monatsmonitoring der Berufsfischerfadnge: Seit dem Jahr 2001 werden jeden Monat

vom Fischereiinspektorat Bern die Gonaden von 25 Felchen aus den Fangen der
Berufsfischer morphologisch beurteilt. Die aus dem Monatsmonitoring erhaltene
Stichprobe reprasentiert die Haufigkeit der Gonadendeformationen in den Fangen der
Berufsfischer. Diese Fange kdnnen aus mehreren Felchenformen zusammengesetzt
sein. Seit 2004 wurde dieses Monitoring auf den Brienzersee und den Bielersee

ausgedehnt. Die beiden Seen befinden sich im gleichen Gewassersystem wie der

Gonadenverédnderungen Felchen Thunersee 6



Thunersee und sind miteinander durch den Fluss ,Aare“ verbunden. Der Brienzersee

liegt 6 km oberhalb und der Bielersee 78 km unterhalb des Thunersees.

* Laichplatzmonitoring: Alle bekannten Laichplatze in den drei Berner Seen

(Thunersee, Brienzersee und Bielersee) wurden gezielt beprobt. Da sich die
einzelnen Felchenformen entsprechend ihrer Praferenzen raumlich und zeitlich
getrennt voneinander auf den Laichplatzen versammeln, ist es im Gegensatz zum
Monatsmonitoring mdglich, die einzelnen Formen gezielt zu befischen und folglich zu
untersuchen. Die Beprobung von ca. 4600 Felchen auf insgesamt 35 Laichplatzen in
den drei Berner Seen bildet einen wichtigen Bestandteil der Dissertation von David
Bittner. Um diese intensive Beprobung durchzufiihren, waren die Wissenschaftler auf
die Erfahrung und Mitarbeit aller lokaler Berufsfischer angewiesen. Diese
symbiotische und enge Zusammenarbeit zwischen Akademikern und Praktikern steht

stellvertretend flr die Interdisziplinaritédt des ganzen Projektes.

5 Spezialfall Thunersee

Die mehrjahrigen Uberwachungsprogramme zeigten, dass im Thunersee signifikant mehr
Felchen mit Gonadenveranderungen vorkommen als in den beiden anderen grossen Berner
Seen (BITTNER ET AL., 2009). Erstaunlicherweise zeigten aber auch Felchen vom Brienzer-
und Bielersee Veranderungen an den Geschlechtsorganen (Abb.2). Wir konnten zeigen,
dass der Anteil der Gonadenveranderungen bei den Felchen in diesen Seen grossmehr-
heitlich Konstriktionen und Asymmetrien betrifft. Beide Veranderungstypen waren in allen
drei Seen etwa gleich haufig (Abb.3). Hingegen waren Kompartimentierungen,
Verwachsungen, Aplasien/Atrophien und Zwitter-Tiere bei den Felchen im Thunersee
signifikant haufiger (Abb.3). Die Daten zeigen, dass wir es mit zwei unterschiedlichen
Phanomenen zu tun haben: Einerseits mit einer naturlicherweise vorhandenen Variabilitat
der Gonadenmorphologie (Konstriktionen, Asymmetrien), und andererseits mit einer speziell
im Thunersee vorliegenden induzierten Variabilitdt (Verwachsungen, Kompartimentierungen,
Aplasien/Atrophie, Zwitter). Daher war eine der wichtigen Empfehlungen, bei zuklnftigen
Untersuchungen nur noch Kompartimentierungen, Verwachsungen, Aplasien/Atrophien und

Zwitter als wirkliche Veranderungen zu bewerten (BITTNER ET AL., 2009).

Es wurde ein deutlicher Unterschied in der Haufigkeit der Veradnderungen zwischen den
beiden Geschlechtern, sowie eine Altersabhangigkeit erkannt (BERNET ET AL., 2004; BITTNER
ET AL., 2009): Mannchen waren signifikant haufiger betroffen als Weibchen. Gonadendefor-
mationen traten bei allen Altersklassen auf, wurden jedoch am haufigsten bei den 3- bis 5-
jahrigen Tieren beobachtet, was auf dynamische Prozesse in der Gonadendeformations-

haufigkeit hindeutet.
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Die Haufigkeit von Felchen mit Gonadenveranderungen war auf den einzelnen Laichplatzen
sehr variabel. Es liess sich eine signifikante Abhangigkeit zwischen der Haufigkeit der
Gonadenveranderungen und der Formenzugehdrigkeit nachweisen: Brienzlig und Kropfer
sind mehr betroffen als Albock und Balchen (Abb.4; BITTNER ET AL., 2009).
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Anzahl Kiemenreusendornen

Abb. 4: a) Haufigkeit der Gonadenveranderungen bei den vier Felchenformen des Thunersees. Als
deformiert wurden Geschlechtsorgane gewertet, wenn mindestens eine der folgenden Veranderungen
vorkam: Kompartimentierung, Verwachsung, Aplasie/Atrophie und Zwitter. Das Streuungsmass ist das
95%  Vertrauensintervall der Binomialverteilung. b)  Frequenzverteilung der Anzahl
Kiemenreusendornen bei den vier Felchenformen des Thunersees: Kropfer (gelb), Balchen (schwarz),
Albock (grun) und Brienzlig (rot). N* bedeutet, dass der Stichprobenumfang bei allen Formen auf
denjenigen der Form mit dem kleinsten N umgerechnet wurde.

Angesichts des hohen Anteils von Fischen mit veranderten Geschlechtsorganen liegt die
Frage auf der Hand, ob die Fortpflanzung der Felchen im Thunersee noch méglich ist. Nach
dem derzeitigen Erkenntnisstand sind keine Hinweise vorhanden, dass die Fortpflanzung
eingeschrankt ware. Die Population der Felchen im Thunersee ist stabil. Fische mit
veranderten Gonaden sind in der Lage, morphologisch intakte Spermien bzw. Eier
anzubilden. Kontrollierte Befruchtungsexperimente in der Fischzucht gaben keine Hinweise,
dass die Schlupfrate von Embryonen von Elterntieren mit Gonadenveranderungen reduziert
ware (Escher, 2002; Escher, 2004). Ebenso konnten bei der Beurteilung der Spermaqualitat
bei Milchnern (Motilitdt, Lebensdauer, Spermatokrit, Spermienkonzentration) keine
Einschrankungen festgestellt werden (Escher, 2002; Escher, 2004; Urbach et al., 2007).
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6 Mogliche Ursachen

BERNET ET AL., 2004 haben kurz nach der Entdeckung der Gonadenveranderungen folgende

Hypothesen zu méglichen Ursachen formuliert:

1)

2)

3)

Infektiodse Fischkrankheiten

Deutliche Gonadenveranderungen und asynchrone Gonadenreifung wurden bei
Rotaugen (Rutilus rutilus) im Baltischen Meer festgestellt. Diese traten in
Zusammenhang mit Infektionen durch den einzelligen Parasiten Pleistophora mirandellae
auf. Wir haben die Felchen im Thunersee auf das Vorhandensein von Pleistophora
mirandellae untersucht, haben den Parasiten jedoch nie diagnostiziert (BERNET ET AL.,
2008). Ebenso haben wir bei den untersuchten Felchen weder andere parasitare, noch
bakterielle oder virale Fischkrankheiten nachweisen kdnnen, die in Zusammenhang mit
den Gonadenveranderungen stehen koénnten. Somit werden infektidse Erreger als

Ursache als unwahrscheinlich eingeschatzt.

Auswirkungen des klnstlichen Erbritens der Felchen in der Fischzucht fir

Besatzmassnahmen

Die Felchenpopulationen im Thunersee werden jahrlich mit Millionen von Britlingen
intensiv bewirtschaftet. Die Britlinge werden durch kinstliche Befruchtung von
autochthonen Thunerseefelchen in der kantonalen Fischzucht erbritet. Die
Gonadenveranderungen koénnten also Folge von ungewollten Manipulationen in der

Fischzucht sein.

Diese Hypothese kann jedoch verworfen werden, weil nur die haufige Felchenform
+Albock® erbritet und besetzt wird. Der ,Albock’ ist im Vergleich mit anderen
Felchenformen signifikant weniger von Gonadenveranderungen betroffen (Abb.4). Der

am starksten betroffene ,Brienzlig“ wird im Gegensatz zum ,Albock” nicht besetzt.
Veranderungen der Wassertemperatur

Bei Fischen kann die Wassertemperatur Differenzierungsprozesse der Gonaden und
deren Morphologie beeinflussen (Goto et al. 1999, Luksiene et al. 2000). Die
Felchenlaichplatze im Thunersee liegen in der Regel in Tiefen von 30 bis 200 Metern und
damit deutlich unterhalb der Sprungschicht. Es ist daher kaum mit signifikanten und noch
weniger mit schnellen Temperaturspriingen zu rechnen. Die am starksten betroffene
Felchenform ,Brienzlig’ verstarkt diese Folgerung, da der Brienzlig in Tiefen von 100-

200m laicht (BITTNER ET AL., IN VORB.B).
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4)

Umweltchemikalien im Okosystem Thunersee

Es gibt eine Reihe von Feldstudien, die einen Zusammenhang zwischen
Gonadenpathologien bei Fischen und Umweltkontaminanten nachwiesen. Bei Rotaugen
(Rutilus rutilus) im Einflussbereich von Klaranlagen in Grossbritannien stieg der Anteil an
Zwitter-Tieren durch endokrin-aktive Substanzen im Abwasser signifikant an (Rodgers-
Gray et al. 2000). Phanotypisch mannliche Flundern (Platichthys flesus) in britischen
Astuaren bildeten aufgrund von hormonaktiven Substanzen zwittrige Gonaden aus (Allen
et al. 1999). Egli (Perca fluviatilis) eines PCB verseuchen Sees in Schweden
entwickelten Gonadenanomalien (Forlin & Norrgren 1998). Wenngleich die
beschriebenen Gonaden-Effekte dieser Studien nur bedingt mit den Gonadenpathologien
der Felchen im Thunersee Ubereinstimmten, so besteht trotzdem die Mdéglichkeit, dass
die Veranderungen der Thunersee-Felchen durch anthropogen eingebrachte Stoffe
ausgeldst sind. Es bedurfte insbesondere gezielter Abklarungen zu hormonaktiven
Stoffen als Ursache flr die Gonadenveranderungen der Felchen. Bereits bei einer
Vielzahl von Substanzen konnte eine hormonaktive Wirkung nachgewiesen werden. Die
Folgen solcher Substanzen in der Umwelt kénnen Probleme in der Gonadenentwicklung

und in der Fortpflanzungsfahigkeit sein.

Potenzielle Schadstoffquellen im Thunersee sind versenkte TNT-haltige Munitionsabfalle
der Schweizer Armee und eingeleitetes Abwasser beim NEAT-Tunnelbau am
Lotschberg. In den Jahren 1920 bis 1963 versenkte die Schweizer Armee insgesamt ca.
4'600 Tonnen Munition im Thunersee. Die Entsorgungen fanden hauptsachlich an zwei
Orten auf einer Flache von je 1 km? an den tiefsten Stellen des Thunersees (217 m

Wassertiefe) statt.

Die Bautatigkeit des 35 km langen Eisenbahntunnels Loétschberg wurde 1994
aufgenommen. Das Abwasser dieser Grossbaustelle wurde zuerst geklart (einfache
Filter- und Fallungsstufe) und anschliessend in den Fluss ,Kander® eingeleitet. Dieser
muandet nach ca. 25 km in den Thunersee. Wahrend der 12-jahrigen Bautatigkeit wurden
grosse Mengen an Stoffen eingesetzt, z.B. Strengstoffe flir den Sprengvortrieb (v.a.
Polyisobutene), Hilfsmittel im Spritzbeton (z.B. Naphtalinsulfonate) oder Flockungsmittel

(v.a. Acrylamide) im Klarprozess der Abwasseraufbereitung.
Genetische Faktoren

Es gibt eine interessante Beobachtung von Gonadenveranderungen bei Felchen aus
einem polnischen See (Demska-Zakes & Mamcarz 1996). Die Veranderungen der Fische
in diesem See sind denjenigen der Felchen im Thunersee recht ahnlich. Die Ursachen

der Gonadenveranderungen im polnischen See wurden einer Hybridisierung der
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einheimischen Art Coregonus lavaretus mit der eingefiihrten sibirischen Art C. peled in
Verbindung gebracht. Auch in den Grossen Seen Nordamerikas wurden bei Salmoniden
Einschnldrungen und Unterteilungen in den Gonaden beobachtet (Fitzsimons & Cairns
2000). Auch hier waren die Ursachen flir die Veranderungen nicht klar. Die Autoren
schlossen aber genetische Defekte im Erbgut der Fische als mdgliche Ursachen nicht

aus.

Die beiden letztgenannten Hypothesen erschienen unter Berticksichtigung der bestehenden

Datenlage am plausibelsten. Sie wurden daher intensiv weiterverfolgt.

7 Ursachenabklarungen

Bei den Ursachenabklarungen der Gonadenveranderungen handelt es sich sprichwdrtlich
um eine ,Suche nach der Nadel im Heuhaufen®. Alles war mdglich, nichts jedoch gesichert.
Intensive Forschungsarbeit wurde im Bereich von hormonaktiven Substanzen als Ursache
der Veranderungen betrieben. Uns war jedoch seit Beginn der Untersuchungen klar, dass
das Risiko von ,Negativ-Ergebnissen® hoch war, wenn ausschliesslich nach bestimmten
Substanzen oder Substanzgruppen gesucht wurde. Daher war eines unserer primaren Ziele,
herauszufinden, ob das Okosystem Thunersee mit den exogenen Faktoren ,Wasser und
,Nahrung’ oder aber der Fisch selber mit endogenen Faktoren Hinweise auf mdogliche
Ursachen liefert. Zur Abklarung endogener Faktoren wurden einerseits genetische Studien
betreffend rezente Hybridisierung zwischen genetisch differenzierten Felchenformen und
Inzuchteffekte durchgefiihrt, andererseits Genexpressions-Analysen von deformierten bzw.
nicht deformierten Fischen. Mit dieser Herangehensweise erhofften wir uns, den Bereich

eingrenzen zu kénnen, in dem zukiinftige Forschungen intensiviert werden sollten.
7.1 Hormonaktive oder andere Stoffe im Okosystem Thunersee?

Das Zentrum fur Fisch- und Wildtiermedizin, Bern ging der Frage nach, ob

1) die Gonadendeformationen in Zusammenhang mit hormonaktiven Substanzen
stehen (Untersuchungen im Rahmen des Nationalen Schwerpunktprogramms NFP

50 des Schweizerischen Nationalfond), und ob

2) die Gonadendeformationen durch Inhaltsstoffe im Okosystem Thunersee (Wasser,

Sediment, Plankton) verursacht werden.

Ostrogenaktive Substanzen im Okosystem des Thunersee als Ursache fir die
Gonadenveranderungen erscheinen nach heutigen Erkenntnisse unwahrscheinlich (BERNET

ET AL., 2008). Felchen vom Thunersee wurden wahrend den Jahren 2005 und 2006 auf
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Biomarker flr endokrine Disruption untersucht, namlich Vitellogenin (VTG)-Produktion bei
Mannchen, Geschlechtshormone (Testosteron und 11-Keto-Testosteron) und Intersex
Haufigkeit. Felchen mit Gonadenverdnderungen unterschieden sich weder in der VTG
Konzentration noch im Steroidgehalt von Individuen ohne Gonadenveranderungen (BERNET
ET AL., 2008). Die Haufigkeit von zwittrigen Gonaden war tief, mit Ausnahme eines Standorts,
an welchem eine hohe Pravalenz von bis zu 15% festgestellt wurde. Die Grinde dafir sind
nicht bekannt. Bei der VTG Konzentration und der Steroidkonzentration war dieser Standort

nicht auffallig.

Bei einem mehrjahrigen experimentellen Versuch von 2004 bis 2007 wurden Felchen vom
Schlupf bis zur Geschlechtsreife in Trinkwasser aufgezogen und mit kommerziellem
Trockenfutter gefittert, dem Ostrogen (17p-Ostradiol) beigemischt wurde. Es gab drei
Gruppen: eine Kontroll-Gruppe, eine niedrige (0.5 ug/kg Fisch/Tag) und eine hohe Ostrogen-
Dosis Gruppe (50 ug/kg Fisch/Tag). Die Hypothese war, dass die Gonadenveranderungen
mit der eigentlichen ,Muttersubstanz®, dem Ostrogen, induziert werden kdnnten, falls die
Gonadenveranderungen durch hormonaktive Substanzen verursacht wirden, und die
Toxizitat Uber den endokrinen Wirkmechanismus laufen sollte. Der Versuch zeigte deutlich,
dass das Verfiittern von 17p-Ostradiol - haltiger Nahrung zwar zu Veranderungen fiihrt, die
typisch fiir Ostrogene sind (Erhéhung der Intersex Haufigkeit, Reduktion des Gonaden- und
Koérperwachstums, Verlangsamung der Gonadenreife, Verschiebung des
Geschlechterverhéltnisses hin  zu mehr Weibchen). Die Thunersee-typischen

Gonadenveranderungen hingegen liessen jedoch sich nicht induzieren (KIPFER ET AL., 2009).

Wie bei den Kenntnissen zu den Ursachen der Veranderungen, fehlten grundlegende Daten
zur Entstehung der Gonadenverdnderungen. Es war beispielsweise unklar, ob sich die
Gonadenveranderungen wahrend des Differenzierungsprozesses der Gonaden bei den
juvenilen Felchen auspragen, oder ob sie sich erst bei den adulten Tieren entwickeln, wenn
die Gonade schon differenziert ist. Hierflir haben wir Felchen vom Schlupf bis zum Erreichen
der Geschlechtreife aufgezogen. Die Ziele waren, einerseits den vollstandigen
ontogenetischen Entwicklungsprozess der Felchengonade erstmalig zu beschrieben, und
andererseits zu erkennen, wann die ersten Gonadenveranderungen in der Entwicklung des
Fisches auftreten (BERNET ET AL., EINGEREICHT). Die ersten Gonadenanlagen waren bei den
Brutlingen ab 65 Tage nach Schlupf erkennbar. Weibchen differenzierten deutlich friher als
Mannchen (w: ab 150 Tage nach Schlupf; m: ab 260 Tage nach Schlupf). Ca. 10% der Tiere
sind kurz vor Vollendung des 2. Lebensjahres (680 Tage) teilreif, d.h. es werden bereits
einige reife Eier oder Spermien abgegeben. Der Uberwiegende Anteil der Follikel / Tubuli
gelangt jedoch erst im nadchsten Jahr zur Reife (ca. 900 Tage). Bereits wahrend der

Gonadenentwicklung (> 170 Tage nach Schlupf) treten Gonadenveranderungen (Zwitter,
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Kompartimentierungen, Konstriktionen, Asymmetrien, Atrophien) auf. Es wurde ein hoher
Anteil von 8-9% zwittrigen Fischen wahrend des Differenzierungsprozesses festgestellt. Weil
keine Hinweise auf eine endokrine Disruption vorlag (keine Erhéhung der Vitellogenin-
Konzentration; hohe Pravalenzen auch in der Felchengruppe, die in Quellwasser aufgezogen
wurde) gehen wir davon aus, dass es sich dabei um eine natirliche, transient erhéhte
Zwitterhaufigkeit wahrend des ontogenetischen Differenzierungsprozesses bei Jungfelchen

handelt, die sich jedoch im adulten Tier ,auswachst".

In einem dritten Versuch wollten wir die Faktoren ,Wasser®, ,Nahrung“ und ,genetische
Herkunft der Fische® als auslésende Faktoren fir die Gonadenveranderungen Uberprifen.
Dazu haben wir in einem Expositionsexperiment in den Jahren 2004 bis 2008, mit zwei
unabhangigen Ansatzen Uber je drei Jahre, Fische vom Thuner- und vom Bielersee kiinstlich
erbritet, die Nachkommen bis zum Erreichen der Geschlechtsreife in unterschiedlicher
Wasserqualitat (Thunerseewasser, Vierwaldstatterseewasser oder Quellwasser) aufgezogen
und die Fische mit unterschiedlichem Futter geflttert (Zooplankton vom Thunersee oder
kommerzielles Trockenfutter; BERNET ET AL., IN VORB.). Die Resultate waren deutlich und -
was von besonderer Bedeutung ist - reproduzierbar. Fische, die mit Zooplankton geflttert
wurden entwickelten die Thunersee-typischen Gonadendeformationen (13-27% der
Mannchen und 2-13% der Weibchen). Unabhangig davon, in welcher Wasserqualitat die
Fische aufgezogen wurden und unabhangig davon ob es sich um Nachkommen von Thuner-
oder Bielerseefelchen handelte. Fische, die mit kommerziellem Trockenfutter aufgezogen
wurden zeigten signifikant weniger Gonadenveranderungen (Mannchen: 2-8%; Weibchen: 0-
3%). Damit konnte klar gezeigt werden, dass das Zooplankton ausldsendes Potenzial hat
und eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der Gonadenveranderung spielt. Dieses
Ergebnis koénnte auch die Erklarung dafir sein, wieso die Haufigkeit der
Gonadenveranderungen bei den einzelnen Felchenformen im Thunersee signifikant
unterschiedlich ist. Die einzelnen Felchenformen haben unterschiedliche
Nahrungspraferenzen. Das Thunerseewasser stand nicht in Zusammenhang mit den
Gonadenveranderungen, wohl aber die Nahrung. Und diese unterscheidet sich, anders als
die Wasserkonditionen, zwischen den Felchenformen. Die Resultate aus diesem Experiment
bedeuten einen Meilenstein in der Erforschung der Gonadenveranderungen und ermutigen

zur Weiterfiihrung zuklnftiger Abklarungen.

Bei einem vierten und letzten Experiment wahrend den Jahren 2005 bis 2008 wurde der
Frage nachgegangen, ob (a) das Sediment im Thunersee auslésendes Potenzial hat und (b)
Rickstande im Sediment durch die Munitionsversenkungen der Armee (Sprengstoffe) oder
durch den NEAT Tunnelbau (Bauchemikalien) in Zusammenhang mit den

Gonadenveranderungen stehen. Felcheneier liegen wahrend ihrer Entwicklung auf dem
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Seegrund. In dieser Zeit haben sie direkten Kontakt mit dem Seesediment und sind so
wahrend einer sensiblen Entwicklungsphase Substanzen im Sediment ausgesetzt. Um diese
Situation zu simulieren haben wir eine neue Erbritungstechnik (ein horizontales rezirkulares
Erbratungssystem) entwickeln mussen, mit der wir Felcheneier im Labor unter
standardisierten Bedingungen Seesediment exponieren konnten. Zudem wurden Felcheneier
auf Sediment erbritet, dem Sprengstoff (TNT) oder Bauchemikalien-Substanzen
(Naphtalinsulfonat-Polykondensat [NSFK], Weichmacher im Spritzbeton) beigemischt
wurden. Nach dem Schlupf wurden die Felchen in Trinkwasser bis zum Erreichen der
Geschlechtsreife aufgezogen und mit kommerziellem Trockenfutter geflttert. Die
Schlussprobenahme fand im November 2008 statt. Die Daten sind ausgewertet aber das
Manuskript noch nicht geschrieben. Weder Felchen die als Eier auf Thunerseesediment
aufgezogen wurden, noch Felchen die in der Eiphase TNT oder NSFK exponiert worden
waren, wurden Gonadenveranderungen nachgewiesen. Unter den gewahlten Bedingungen
(ausgewahlte Stoffgruppen; Dauer der Exposition; Konzentrationen der Stoffe) gibt es keine
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Seesediment, TNT, NSFK und den

beobachteten Gonadenveranderungen im Thunersee.

7.2 Genetische und Genexpressions-Studien

Im Gegensatz zu Untersuchungen, welche gezielt bestimmte exogene Stoffe als potentielle
Ursachen der Gonadenveranderungen abklarten, verfolgten wir im Rahmen des
MICROCORE Projektes einen alternativen Ansatz. Das Hauptziel dieses Projektes lag im
Vergleich von Genexpressionsmustern zwischen Felchen mit normalen bzw. deformierten
Geschlechtsorganen mit Hilfe der modernen Microarray-Technologie. Microarray-Analysen
erlauben die Expression von allen Genen eines Organismus gleichzeitig zu messen. Dies
liefert sehr genaue Informationen dariber, welche Gene unter bestimmten
Umweltbedingungen (z.B. in Gegenwart von chemischen Stoffen oder bestimmten
Krankheitserregern) mehr oder weniger exprimiert werden. Die ldentitdt der Gene, deren
Expression mit einem bestimmten Phanotyp korreliert sind (z.B. mit missgebildeten
Geschlechtsorganen), kénnte wichtige Hinweise Uber die Natur der Ursachen liefern. Der
hier geschilderte Ansatz hat also gezielt modernste Methoden der Molekularbiologie zur
Untersuchung komplexer Fragen in der Umweltforschung genutzt — eine Vorgehensweise,
die zunehmend an Bedeutung gewinnt und unsere Mdoglichkeiten deutlich verbessert,

Umweltphdnome zu erfassen, zu analysieren und zu verstehen.

Um fur allfalige Effekte von genetischen Populationsunterschieden auf die

Genexpressionsmuster kontrollieren zu kdnnen, musste in einer Vorstudie die genetische
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Populationsstruktur der verschiedenen Felchenformen mittels hochvariabler Mikrosatelliten-
Marker erfasst werden. Die hierzu notwendige intensive Beprobung aller bekannten
Felchenlaichplatze lieferte zusatzlich detaillierte Grundlagendaten zu den epidemiologischen
Untersuchung der Gonadenverdnderungen (BITTNER ET AL., 2009) und zur genetischen
Populationsstruktur der verschiedenen Felchenformen in Thuner-, Brienzer- und Bielersee
(BITTNER ET AL., IN VORB.B). Die Information Uber die genetische Populationsstruktur
wiederum erlaubte die Uberpriifung, ob das Auftreten von deformierten Geschlechtsorganen
eine Folge rezenter Hybridisierung zwischen den verschiedenen genetisch differenzierten

Felchenformen sein, oder allenfalls mit Inzuchteffekten in Verbindung stehen kdnnte.

Aufgrund dieser intensiven Vorarbeiten wurden schliesslich fir die Microarray-Analysen
,normale’ (mit symmetrischen Gonaden ohne andere Gonaden-Veranderungstypen) und
,deformierte’ Felchen (mit Verwachsungen, mit oder ohne andere Gonaden-Veranderungen)
von einem Brienzlig- und einem Albock-Laichplatz beprobt. Wir beschrankten uns auf die
Mannchen, um zusatzliche Unterschiede in der Genexpression durch
Geschlechtsunterschiede ausschliessen zu kénnen. Uber 500 Felchen pro Laichplatz
mussten beprobt werden, um die angestrebten homogenen Gruppen a 15 Individuen zu
erhalten. Nebst dem Geschlecht versuchten wir ebenfalls bezilglich Altersverteilung und
Anzahl Kiemenreusendornen (wichtiges morphologisches Merkmal in Zusammenhang mit
der Nahrungsaufnahme) moglichst gleichartige Gruppen zu erhalten. Leber- und
Kopfnierengewebeproben wurden gesammelt, da wir aufgrund von anderen Studien von
diesen Geweben eine vielfaltige Genexpression erwarteten. Zusammengefasst wurden je 30
Brienzlig und Albocke fiir die Microarrays beprobt, wobei innerhalb jeder Felchenform je 15

normale und 15 deformierte Tiere vertreten waren (total 60 Fische).

Die Microarray-Daten bestehen aus rund 88'000 Datenpunkten pro Individuum, wobei fir
beide Gewebe jedes Gen aus Kontroligriinden doppelt gemessen wurde. 22'000 Gene
wurden in jedem Individuum untersucht, d.h. das gesamte codierende Genom war
abgedeckt. Die Reproduzierbarkeit der Messungen war extrem hoch, mit einem R? von (iber
0.99. Sogar wenn wir die Messungen von denselben Felchen aus einem anderen Stlck
derselben Gewebeprobe in einem separaten Experiment wiederholten war die

Reproduzierbarkeit hoch (R?> 0.97). Dies spricht fiir eine hohe Qualitat der Arraydaten.

Die genetischen Untersuchungen wurden am Institut fiir Okologie und Evolution, Abteilung
Populationsgenetik (CMPG) der Universitat Bern durchgefiihrt. Die Microarray-Analysen
wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. A. Cossins der Universitat Liverpool
durchgefiihrt. Seine Forschungsgruppe gehért zu den Fihrenden auf dem Gebiet der

Microarray-Technologie zur Untersuchung physiologischer Prozessen bei Fischen.
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Zusammenfasst wurden mit den genetischen und den Microarray-Analysen folgende

konkrete Fragestellungen untersucht:

1) Sind Hybridisierungsprozesse zwischen den Felchenformen oder Inzuchteffekte
innerhalb der Formen des Thunersees ursachlich fir Deformationen in der

Gonadenmorphologie?

2) Erlauben die Microarray-Analysen eine Identifikation von bestimmten Genen und
physiologischen Prozessen, welche mit den Gonadenveranderungen in
Zusammenhang stehen? Kénnten diese Hinweise auf potentielle Verursacher

liefern?

(1) Tatsachlich konnte zwischen den beiden sommerlaichenden Felchenformen Brienzlig und
Kropfer eine rezente Hybridisierung nachgewiesen werden (BITTNER ET AL., EINGEREICHT).
Es bestand jedoch kein Zusammenhang mit den Gonadenveranderungen: Diese waren bei
Hybriden nicht signifikant hdufiger zu finden (Abb. 5).

160 -
140 -
120
100 4

80
Abb. 5: Anzahl normaler (graue
Flache) und veranderter Felchen
40 (schwarze Flache) bei genetisch
sreinen’ Kropfer und Brienzlig,
sowie Hybriden von Kropfer X
0 . . . Brienzlig aufgrund einer
Kropfer Hybride Brienzlig Ei_nteilung der ,Structure’ Analyse
(siehe BITTNER ET AL.,

EINGEREICHT).

60

20

Es fanden sich ebenfalls keine Hinweise, dass Felchen mit Gonadendeformationen eine
tiefere individuelle genetische Variabilitdt aufwiesen als normale Felchen. Dies bedeutet
dass Felchen mit Gonadendeformationen nicht messbar starker ingezichtet waren als
Felchen mit normalen Gonaden. Diese Daten sind inzwischen ausgewertet, aber noch nicht

in einem Manuskript zusammengestellt.
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(2) Trotz der grossen Anzahl an analysierten Genen unterschieden sich die
Expressionsmuster zwischen normalen und deformierten Felchen nur schwach (BITTNER ET
AL., IN VORB. A). Lediglich ein einzelnes Kandidaten-Gen konnte in der Niere identifiziert
werden, welches in deformierten Fischen beider Felchenformen eine signifikant hdhere
Expression zeigte. Die Analysen auf der Ebene ganzer Stoffwechselwege hingegen ergaben
deutliche Unterschiede in den Expressionsmustern funktioneller Gruppen von Genen
zwischen deformierten und normalen Tieren. In beiden Felchenformen und in beiden
Geweben (Leber und Niere) zeigten sich signifikante Unterschiede in einer Hochregulation
des Immunsystems. Dies deutet darauf hin, dass die deformierten Felchen unter einem
erhdhten physiologischen Stress stehen. Die sehr schwachen Unterschiede in der
Genexpression auf dem Niveau einzelner Gene lassen sich moglicherweise dadurch
erklaren, dass wir zum Zeitpunkt der Messung lediglich das Ausklingen einer frilheren
starkeren Reaktion erfassen konnten. Dies scheint umso plausibler, da gezeigt wurde, dass
die Gonadenveranderungen mit dem Fressen von Zooplankton in Zusammenhang stehen
(BERNET ET AL., IN VORB.). Zum Zeitpunkt der Beprobung der Felchen auf ihren Laichplatzen

haben die Tiere jedoch bereits wochenlang nicht mehr gefressen.

In Zusammenhang mit dem disregulierten Immunsystem war eine Gruppe von Genen der
Komplement-Aktivierung  besonders pragnant exprimiert. Eine  Aktivierung des
Komplementsystems in Fischen wird durch infektiose Pathogene (Bakterien, Viren, Pilze)
verursacht. Hinweise auf Infektionen als Ursachen fir die Gonadenverdnderungen wurden
bislang jedoch keine gefunden (BERNET ET AL., 2004). Zusatzlich sind die Unterschiede in
der Expression sehr schwach, was wir in Zusammenhang mit einem Pathogen nicht
erwarten wirden (z.B. Roberge et al, 2007). Alternativ kdnnen solche
Genexpressionsmuster bei einer Autoimmunreaktion erwartet werden. Wir stellen daher die
Hypothese auf, dass die Gonadenveranderungen mdglicherweise durch eine chronische
Entzindung der Gonaden zustande kommen, d.h. durch eine Autoimmunkrankheit.
Autoimmunkrankheiten fliihren bei einem chronischen Verlauf zu Gewebeveranderungen und
Organschadigungen (Toskos & Fleming, 2004). Bei Regenbogenforellen konnte festgestellt
werden, dass die Gonaden autoimmun-charakteristische Lasionen zeigten, welche passiv
mit anti-Spermien Antikérper immunisiert wurden (Secombes et al., 1985). Reife Spermien
entstehen erst lange nachdem die Immuntoleranz gegen kérpereigene Stoffe etabliert wurde.
Eine Blut-Testis-Barriere verhindert im gesunden Zustand eine Autoimmunreaktion gegen

die eigenen Spermien.

Die Autoimmunhypothese wird durch eine ganze Reihe anderer signifikanter physiologischer
Prozesse unterstitzt, welche Autoimmunitatserkrankungen auslésen kdnnen (BITTNER ET

AL., IN VORB. A), z.B. GTPase-Aktivierung und Ras Protein Signaltransduktion (Pernis, 2008).
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Autoimmunitdt wurde bei Fischen, wenn auch selten, bereits nachgewiesen. Bei einer
Impfstudie in Lachsen beispielsweise zeigten die betroffenen Tiere Lasionen der inneren
Organe (Koppang et al., 2008). Aber selbst wenn die Disregulation des Immunsystems nicht
eine sekundare (als Antwort auf die Veranderungen), sondern wie erwahnt eine primare
Reaktion (Autoimmunreaktion) sein sollte, bleibt die Frage, was die erhdéhte Rate an

Autoimmunitatserkrankungen bei Felchen auslést.

In der Tat bringen diverse Studien eine Erhdéhnung an Autoimmunitatserkrankungen in
Beziehung mit einer zunehmenden Umweltbelastung durch verschiedenste Stoffe,
sogenannte Xenobiotika (Banerjee et al., 2008). Xenobiotische Substanzen sind Stoffe,
welche in einem Organismus gefunden werden, welche jedoch dort nicht erwartet werden
und auch nicht vom Organismus produziert werden. Einen interessanten Hinweis kdnnte uns
allerdings das identifizierte Kandidaten-Gen liefern, welches fir Ictacalcin kodiert. Ictacalcin
ist ein Calcium bindendes Protein und zeigte interessanterweise ebenfalls eine erhdhte
Expression im Nierengewebe von Regenbogenforellen, welche mit TCDD, einem Dioxin,
behandelt wurden (Cao et al., 2003). Andererseits muss erwahnt werden, dass die genaue
Funktion von Ictacalcin noch nicht bekannt ist und dass Calcium in verschiedensten
physiologischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt. Die isolierte Induktion von Ictacalcin
allein ist daher noch nicht beweiskraftig genug fiir eine tatsachliche Exposition der Felchen

im Thunersee gegeniber Dioxin-ahnlichen Substanzen.

Die Microarray-Analysen fihrten zu neuen wund Uberprifbaren Hypothesen zur
Ursachenerforschung der Gonadenveranderungen im Thunersee. Diese Hypothesen sind
momentan Gegenstand laufender Untersuchungen. So wird einerseits am Zentrum fiir Fisch-
und Wildtiermedizin ein Protokoll optimiert zur Messung von Cytochromen in der Leber von
Felchen. Cytochrome sind Biomarker fir die Prasenz von PCB und Dioxin-ahnlichen
Substanzen in der Umwelt. Andererseits wird am Inselspital in Zusammenarbeit mit dem
Institut fir Immunologie aufgrund neuer Probenahmen versucht, direkt in den veranderten
Gonaden Auto-Antikérper nachzuweisen, um die Autoimmunhypothese als direkten Ausloser
der Veranderungen entweder zu verifizieren oder allenfalls ausschliessen zu kdénnen.
Insgesamt haben die hier diskutierten molekularbiologischen Arbeiten eine wichtige
Erweiterung und Erganzung der oben vorgestellten Expositionsversuche und
epidemiologischen Arbeiten gebracht. Dies zeigt beispielhaft, wie die Kombination
unterschiedlicher wissenschaftlicher Ansatze weiterflhren kann in Verstandnis und

Bewertung von 6kologischen Veranderungen.
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8 Schlussfolgerungen

Nur ein ganzheitlicher inter- und transdisziplinarer Ansatz mit Wissenschaftlern, Behérden
und Berufsfischern konnte bei der Erforschung des Ratsels vom Thunersee Erfolg haben.
Wir haben mit unseren Untersuchungen aus den beiden Instituten Grundlagendaten zur
Beschreibung der normalen Gonadenentwicklung der Felchen, zur Charakterisierung der
Gonadenpathologien, zur epidemiologischen Einschatzung des Problems, zur Relevanz von
hormonaktiven Stoffen, zZu genetischen Faktoren, zZu Unterschieden von
Genexpressionsmustern und diversen Umweltparametern als mogliche Ursachen der
Gonadenveranderungen der Thunerseefelchen beigesteuert. Wir konnten zeigen, dass das
Phanomen bei den Felchen vom Thunersee in seiner Auspragung weltweit einzigartig ist,
aber auch eine naturlich vorhandene Variabilitdt der Gonadenmorphologie vorkommt. Zudem
waren gewisse Felchenformen mehr betroffen als andere. Unsere Ergebnisse zeigten, dass
die Gonadenveranderungen weder Folge einer rezenten Hybridisierung zwischen den
genetisch differenzierten Felchenformen, einer Inzucht, oder einer unsachgemassen
Aufzucht der Felchen in der Fischzucht sind, noch in Zusammenhang mit hormonaktiven
Substanzen in der Thunersee-Umwelt oder mit der Vererbung stehen. Wegweisend sind die
Erkenntnisse, dass das Zooplankton im Thunersee bei der Entstehung der
Gonadenveranderungen die entscheidende Rolle spielt. Es wéare moglich, dass eine
Akkumulation xenobiotischer Stoffe im Zooplankton zu einer Autoimmunitatserkrankung
fuhrt. Diese durch unsere Microarray-Studie aufgeworfenen Fragestellungen werden

gegenwartig in zwei separaten Follow-up-Untersuchungen abgeklart.

Wir haben mit unserer Forschung und interdisziplinaren Arbeit aus den beiden Instituten und
in der transdisziplinaren Zusammenarbeit mit zahlreichen 6ffentlichen und privaten
Institutionen und Personen einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis des Phanomens am
Thunersee geleistet und damit zu einer Versachlichung der Diskussion um das
gesellschaftlich wichtige Thema beigetragen. Unsere Erkenntnisse lieferten wegweisende
Impulse fir zukinftige Ursachenabklarungen. Das Ratsel vom Thunersee ist zwar noch nicht

geldst, aber der von uns eingeschlagene Weg erscheint vielversprechend.
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spannenden und vielfaltigen Doktorarbeit bedanken.
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Wir mochten uns bedanken bei allen Mitarbeitern des FIWI, insbesondere T. Wahli, S. Kipfer,
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allzeitige Bereitschaft, bei Bedarf zu helfen. Dem Histologie-Labor des Instituts fir
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Aufzuchtversuche nicht mdglich gewesen. Die Aufzuchtsexperimente der Felchen und die
Planktonverfitterung waren nur machbar durch die tagliche Mithilfe von M. Flick, U.
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Thomann, A. Wicht), Brienzersee (B. Abegglen, HP. Kaufmann) und Bielersee (HP. & S.
Dasen, C. Dubler, G. Pilloud, M. Martin, R. Grimm, S. Solca) danken wir flr deren
Bereitschaft, unseren Wiinschen entsprechend Fische zu fangen. Sie waren wichtige Partner
ohne deren Erfahrung und praktisches Wissen wir nicht an die wichtigen Proben gelangt

waren.

Dem Amt fir Wasser und Abfall des Kantons Bern, namentlich U. Ochsenbein, M. Zeh und
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Agroscope FAM Wadenswil (T. Poiger), EAWAG (M. Suter, A. Liedtke, R. Schneeberger),
EMPA (A. Gerecke, M. Kohler, C. Bogdal und U. Spoérri) unterstltzten uns in der
analytischen Uberpriifung der verwendeten Nominalkonzentrationen der getesteten Stoffe
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Ruedi Miller danken wir fir zahlreiche Tipps bei der Aufzucht von Felchen-Larven und fir
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