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Zusammenfassung

Die Auswirkungen von Unterwasserlarm und chemischer Verschmutzung auf Meeressdauger geben
zunehmend Anlass zur Sorge. Um dieses Problem bei Schweinswalen (Phocoena phocoena) aus
Schleswig-Holstein zu untersuchen, haben wir eine Studie mit einer begrenzten Anzahl von Proben mit
folgenden Zielen durchgefiihrt: 1) Analyse der Konzentration von Schwermetallen (z.B. Quecksilber,
Hg) und ausgewahlten persistenten organischen Schadstoffen (POPs) in Fett- und Lebergewebe von
Schweinswalen verschiedener Altersklassen aus der Nord- und Ostsee, um die Auswirkungen der
chemischen Verschmutzung in verschiedenen Regionen zu bewerten, 2) Analyse der Ohren von frisch
gestrandeten oder beigefangenen Schweinswalen, zur Bewertung der Pravalenz von Horverlusten, und
3) Einordnung der wichtigsten Ergebnisse dieser Studie in den Kontext der systemischen Pathologie
und weiterer diagnostizierter Befunde. Um diese Ziele zu erreichen, haben wir eine Reihe von
Techniken kombiniert und spezifische Methoden in Zusammenarbeit mit mehreren Institutionen
(Stiftung  Tierarztliche Hochschule Hannover, Universitat Littich, Helmholtz-Zentrum fir
Umweltforschung - UFZ und Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) eingesetzt. Vier von 10
Schweinswalen wiesen hohe Werte an Gesamtquecksilber auf. Die Ergebnisse der Analyse
ausgewahlter POPs deuteten auf eine hohe Belastung der Schweinswale aus beiden Meeren mit
Altlasten wie polychlorierten Biphenylen (PCBs), Hexachlorbenzol (HCB) und
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT)-verwandten Verbindungen hin. Die Gesamtkonzentrationen der
sieben so genannten "Indikator-PCB" wiesen groRe Unterschiede zwischen den Individuen, mit
durchschnittlich héheren lipidnormalisierten Konzentrationen in der Leber als im Blubber, auf, die in
einigen Fallen die Schwellenwerte fiir toxische Auswirkungen uberschritten. Drei von 10
Schweinswalen wiesen Anzeichen fiir eine Horschadigung auf. In einem Fall kam es zu einer einseitigen
Verlagerung der Mittelohrknochen, einer Knochenhautentziindung mit schwerer osteolytischer
Knochenresorption und einem Verlust der Cochlea und der Spiralganglienzellen, moglicherweise in
Verbindung mit einer schweren mykotischen Entziindung und parasitarem Befall. In einem anderen
Fall kam es zu einer Dislokation von Amboss und Steigbiigel, Otitis media und Parasitenbefall. Im
dritten Fall waren die im Innenohr beobachteten Ldsionen mit einem larmbedingten Horverlust
vereinbar. Diese Pilotstudie unterstreicht, wie wichtig es ist, toxikologische Analysen und
Untersuchungen des Ohrs routinemaRig in die Totfunduntersuchungen aufzunehmen, da sie fiir den
Gesundheitszustand einer Pradatorart, die fiir ihre lebenswichtigen Aktivitaten auf Schall und Gehor
angewiesen ist, von groRer Bedeutung sind. Die Ergebnisse der Studie werden dazu beitragen, die
Einschatzung der anthropogenen Effekte auf Schweinswale zu verbessern und die Entwicklung und
Bewertung entsprechender Indikatoren in der Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie (MSRL) sowie von
OSPAR und HELCOM zu unterstutzen.



1. Einleitung

Schweinswale (Phocoena phocoena) sind die einzige heimische Walart in den Gewassern der Nord-
und Ostsee Schleswig-Holsteins. Ihr Lebensraum ist durch zunehmende menschliche Aktivitdten wie
Schifffahrt, Offshore-Konstruktionen, militarische und seismische Aktivitdten, Fischerei, veranderte
Nahrungsverfligbarkeit und die Belastung durch chemische Schadstoffe einem steigenden Druck
ausgesetzt. Schweinswale in der Nord- und Ostsee befinden sich im Vergleich zu Tieren aus arktischen
Gewassern in einem schlechteren Gesundheitszustand und weisen auch Verdanderungen im Immun-
und Hormonsystem auf (Siebert et al. 2001, 2006, 2020, Beineke et al. 2005, Das et al. 2006). Jingste
Studien haben gezeigt, dass die durchschnittliche Lebenserwartung von weiblichen Schweinswalen aus
der Ostsee bei 3,67 (+/-0,30) Jahren und aus der Nordsee bei 5,70 (+/-0,27) Jahren liegt, obwohl
Schweinswale tiber 20 Jahre alt werden kdnnen und die Geschlechtsreife erst im Alter von 3-5 Jahren
erreichen (Kesselring et al. 2017). Dartiber hinaus haben Abundanzschatzungen von Schweinswalen in
der deutschen Nordsee gezeigt, dass die Anzahl der Tiere in diesen Gewassern, sogar in den
Reproduktionsgebieten vor Sylt, abnimmt. (Nachtsheim et al. 2021).

Im Rahmen der Aufgaben des MELUND, den Zustand mariner Arten und Lebensrdume sowie gesetzlich
geschitzter Arten (z.B. Anhang Il der FFH-Richtlinie) zu Gberwachen und wirksame MaRnahmen zu
deren Erhaltung zu ergreifen, besteht die Notwendigkeit, die Auswirkungen von chemischer
Verschmutzung und Unterwasserlarm auf Schweinswale zu untersuchen. Die Untersuchung der
Auswirkungen von Larm und chemischer Verschmutzung ist von entscheidender Bedeutung, um
Schlussfolgerungen fiir die weitere Uberwachung und eine bessere Entscheidungsfindung zu ziehen.

Im Vereinigten Konigreich durchgefiihrte Langzeitstudien haben gezeigt, dass Wale stark mit
chemischen Stoffen und insbesondere mit PCB belastet sind, was zu einer geschwiachten
Fortpflanzungsleistung und damit zu einem Riickgang der PopulationsgréBen fihrt (Jepson et al. 2016).
Die Schadstoffe gelangen Uber verschiedene Wege in die Meere und reichern sich in Meeressaugern
durch Biomagnifikation entlang der marinen Nahrungskette an. Die Auswirkungen chemischer
Verschmutzungen auf Wale in deutschen Gewassern konnten bisher nicht bewertet werden, da derzeit
keine Belastungsdaten vorliegen. Chemische Schadstoffanalysen der Gewebe der Tiere gehdren nicht
zu den Untersuchungen im Rahmen des Totfundmonitorings. Daher wurde ein Pilotprojekt
durchgefiihrt, bei dem ausgewahlte Schadstoffe an einer begrenzten Anzahl von Tieren aus der Nord-
(n=5) und Ostsee (n=5) untersucht wurden (Tabelle 1).

Das Gehor ist fur Schweinswale und andere Walarten Uberlebenswichtig, da es zur Orientierung,
Kommunikation und Nahrungssuche bendétigt wird. Das Gehor ist z. B. auch fiir das Aufspliren von
Stellnetzen von grolRer Bedeutung. Die Sprengung von Munition, die im Rahmen von Aktivitdten wie
Offshore-Bauarbeiten, Verlegung von Schifffahrtswegen entsorgt werden muss, aber auch
Sprengungen im Rahmen militarischer Aktivititen sowie vom Menschen verursachter Unter-
wasserlarm stellen eine groBe Bedrohung fiir das Horvermoégen von Meeressaugern, einschlieBlich
Schweinswalen, dar. Daher soll zusatzlich zu dem bereits bestehenden Monitoring von Kleinwalen, das
vom MELUND finanziert wird, das Horvermogen von Schweinswalen untersucht werden, um mogliche
Schaden durch Larmbelastung oder Sprengungen zu erkennen. Vierzehn Ohren der am besten
erhaltensten Schweinswale (d. h. nicht gefroren und innerhalb von 30 Stunden nach dem Tod des
Tieres fixiert), die zwischen Februar und Juli 2021 gestrandet sind oder als Beifang gefangen wurden,
wurden fiur diese Studie ausgewahlt (Tabelle 1).

Das Corti-Organ (oder Hororgan) von Sdugetieren besteht aus Sinneszellen und Stiitzzellen (Abbildung
1, siehe Lim 1986 fiir eine Ubersicht). Es gibt zwei Arten von Sinneszellen, die inneren Haarzellen (IHC)
und die dulReren Haarzellen (OHC), die in drei parallelen Reihen angeordnet sind, das eingehende
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Signal verstarken und fir die Frequenzempfindlichkeit und Selektivitat verantwortlich sind. Die IHCs
sind in einer Reihe angeordnet und setzen die mechanische Schallstimulation in eine Freisetzung von
Neurotransmittern an die afferenten Neuronen vom Typ | um, welche die Horinformationen zum
Hirnstamm leiten. Zu den strukturellen Veranderungen als Folge der Larmbelastung gehoren unter
anderem Degeneration und Verlust ganzer Haarzellen (Bredberg et al. 1972, Hu et al. 2000). Nach dem
Absterben von Haarzellen in der Cochlea leiten benachbarte Stiitzzellen die Beseitigung der Haarzelle
ein und hinterlassen eine deutliche Narbe (Lim und Dunn 1979). Das Vorhandensein von Narben
zwischen den Haarzellenreihen ist daher ein wichtiges Kriterium flr die Beurteilung einer moglichen
Vorgeschichte von larmbedingtem Horverlust. Andererseits wurden vor kurzem bei Schweinswalen,
die nach der Beseitigung von Munition aus dem Zweiten Weltkrieg tot aufgefunden wurden, Anzeichen
von Explosionsverletzungen beschrieben (Siebert et al. 2022). Dazu gehdorten u. a. Dislokation und
Mikrofrakturen der Mittelohrkndchelchen.

Tectorial
membrane

Stereocillia

Outer
hair cells
Basilar Inner

membrane hair cells

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Corti-Organs oder Hérorgans bei Sdugetieren, das durch
eine Reihe innerer Haarzellen (IHC) und drei Reihen dulRerer Haarzellen (OHC) gekennzeichnet ist.
Quelle: flipper.diff.org.

Studien an Ratten zufolge flihrt eine PCB-Exposition in der Entwicklungsphase zu einem schweren
Horverlust der niedrigen Frequenzen mit einem entsprechenden leichten bis maRigen Verlust der
duReren Haarzellen in der oberen Mitte und den apikalen Windungen oder der Spitze der Spirale, wo
die niedrigen Frequenzen kodiert werden (Goldey et al. 1995, Herr et al. 1996, Crofton et al. 2000).
Dariliber hinaus verursacht die Exposition gegeniiber Schwermetallen (Blei, Quecksilber, Kadmium und
Arsen) bei Menschen und Tieren Horverlust und/oder die kombinierte Wirkung mit Lairmbelastung ist
starker ausgepragt (Prasher 2009). Ein Zusammenhang zwischen Hoérverlust und hohen PCB- oder
Schwermetallkonzentrationen bei Meeressaugern wurde jedoch noch nicht untersucht.

Die Ziele dieser Studie sind: 1) Analyse der Schwermetallkonzentration (z. B. Hg) und ausgewahlter
persistenter organischer Schadstoffe (POPs) bei Schweinswalen verschiedener Altersklassen aus der
Nord- und Ostsee, um die Auswirkungen der chemischen Verschmutzung in verschiedenen Regionen
zu bewerten, 2) die Ohren von gestrandeten oder beigefangenen Schweinswalen, die kurz nach dem
Tod obduziert wurden, ohne dass die Tiere eingefroren wurden, zu analysieren, um die Pravalenz von
Fallen von Horverlust zu bewerten, und 3) unsere Ergebnisse aus der Toxikologie und der Ohranalyse
zu vergleichen, wenn sie bei ein und demselben Individuum durchgefiihrt wurden, sowie die
wichtigsten Ergebnisse dieser Studie in den Kontext der klinischen Vorgeschichte, der systemischen
Pathologie und der diagnostischen Nebenbefunde zu stellen. Um diese Ziele zu erreichen, haben wir
eine Reihe von Techniken kombiniert und spezifische Methoden in Zusammenarbeit mit mehreren
Institutionen implementiert, die international als fiilhrende Experten auf diesen Gebieten anerkannt
sind, wie die Universitat Luttich, das Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung und das
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.



Tabelle 1. Grunddaten zu den Schweinswalen dieser Studie, untersuchten Gewebe und Art der
Analyse, Datum und Ort der Strandung.

Art der Geschl Linge  Gewicht Datum der  Erhaltung Ort der
Id Gewebe Analyse echt (cm) (kg) Alter  Strandung scode Strandung Meer
Pp1 Blubber POPs w 141 40 A 01.08.2016 1 Amrum Nordsee
Leber Hg, POPs
Haut Hg, POPs
Pp2 Blubber POPs W 140 51,2 A 15.04.2017 2 Sylt, Nordsee
Leber Hg, POPs Westerland
Pp3 Blubber POPs M 150 38 A 05.10.2017 2 Sylt, Nordsee
Leber Hg, POPs Westerland
Pp4 Blubber POPs M 145 51,4 A 26.04.2018 1 Amrum Nordsee
Leber Hg, POPs
Pp5  Ohr(links)  CT + Histo w 121 29,6 ) 05.02.2021 1 'é“bf]iker Ostsee
ucht,
Ohr (rechts) IF Ostermade
Pp6 Ohr (rechts) IF W 104,5 20,8 J 29.03.2021 1 Pellworm, Nordsee
Blubber POPs Anleger
Leber Hg, POPs
Pp7 Ohr (rechts)  IF M 99,5 21,4 N  08.04.2021 1 SAtSChad“er Ostsee
rand,
Ohr (links) CT + Histo Eckernférde
Blubber POPs
Leber Hg, POPs
Pp8 Ohr (rechts) IF w 130 36,8 SA 04.05.2021 1 Kellenhusen, Ostsee
Libecker
Ohr (links) CT + Histo Bucht
Pp9 Ohr (links) IF M 107 15 J 07.05.2021 1 Hohwachter Ostsee
Ohr (rechts)  CT + Histo Bucht,
WeiRenhause
Leber Hg, POPs r Strand
Blubber POPs
Ppl0  Ohr(rechts) IF M 103,5 24 ) 10.05.2021 1 Libecker Ostsee
Bucht, Lenste,
Ohr (llnkS) CT + Histo Grémitz
Haut Hg, POPs
Leber Hg, POPs
Blubber POPs
Ppll  Ohr(rechts) IF w 9% 20,4 N  26.05.2021 1 ECkirt”fbrder Ostsee
ucht,
Ohr (links) CT + Histo Eckernférde
Leber Hg, POPs
Haut Hg, POPs
Blubber POPs
Pp12 Ohr (rechts) IF W 144 43,8 A 05.06.2021 1 Heidkate/Kiel, Ostsee
Kieler Bucht
Pp13  Ohr(rechts) IF M 108 17,4 ) 09.07.2021 1 ;“b‘;‘t:ker Ostsee
ucht,
Ohr (links) CT + Histo Grémitz
Blubber POPs
Leber Hg, POPs
Ppl4 Ohr (links) IF W 153 52,4 A 14.07.2021 1 Ostsee

Id: Identifizierungscode, IF: Immunfluoreszenz, Histo: Histopathologie, CT: Computertomographie, Hg: Quecksilber, POPs:
persistente organische Schadstoffe, M: mannlich, W: weiblich, N: neonat, J: juvenil, SA: subadult, A: adult, Erhaltungscode (1
frisch und nicht gefroren, bis zu 5 mumifiziert).

6




2. Toxikologische Analyse

2.1 Analyse des Gesamtquecksilbers

2.1.1 Methodik
Vorbereitung der Proben

Die Analyse des Gesamtquecksilbers (THg) wurde im Labor fir Ozeanologie (ULiege) durchgefiihrt. Die
Leberproben wurden bei -30°C gelagert. Zwischen 6 und 10 g des aufgetauten Gewebes wurden mit
einem Keramikmesser (oder einer Schere) zerschnitten, in Kunststoffrohrchen gefillt und auf 0,1 mg
genau gewogen. Die Rohrchen wurden dann (iber Nacht bei -80°C gelagert und anschlielend 48
Stunden lang gefriergetrocknet (Alpha 1 - 4 LD plus, Christ, Deutschland). AnschlieRend wurden die
Réhrchen erneut gewogen, um den Wassergehalt jeder Probe und das Verhaltnis von Nassgewicht zu
Trockengewicht zu bestimmen. Die getrockneten Proben wurden mit einem Keramikmérser/-st6Rel zu
einem feinen Pulver gemahlen.

THg-Analyse

Die THg-Konzentrationen wurden direkt an den Pulverproben durch Atomabsorptionsspektroskopie
(AAS) mit einem Tri-cell Direct Mercury Analyzer 80 (DMA-80 evo, Milestone, Italien) gemalR dem fur
biologische Feststoffproben und Losungen validierten Protokoll der US EPA 7473 bestimmt. Zwischen
2 und 10 mg der Probe wurden in Quarzboote gefillt. Alle Mengen wurden so angepasst, dass sie in
einen bestimmten Hg-Bereich fallen, der zu den Standardkurven passt (5 bis 30 ng oder 100 bis 300 ng
Hg), und auf 0,01 mg genau aufgezeichnet. Die Qualitdtssicherung der Analyse umfasste die
Verwendung von Leerproben (HCL 1 %), Standardlésungen (100 ng Hg ml?, Merck) und eines
zertifizierten Referenzmaterials (CRM, certified reference material) zu Beginn und am Ende jeder
Charge: DOLT-5, (Tabelle 2). Die THg-Wiedergewinnung von DOLT-5 reichte von 74 % bis 118 % und
betrug im Durchschnitt 99,3 + 2,2 %. Die Analyse von DOLT-5 und THg-Standard ergab niedrige
Wiedergewinnungsraten (Tabelle 2). Daher wurden die THg-Konzentrationen der Schweinswale vor
der Auswertung anhand zertifizierter Werte korrigiert (Tabelle 2). Die THg-Konzentration wird in ug g
! Trockengewicht (dw) angegeben.

Tabelle 2. CRMs und Hg-Standardkonzentrationen fiir alle THg-Analysen dieser Studie. Die THg-
Ergebnisse werden als Mittelwert + 1SD (Standardabweichung) angegeben. Die
Wiedergewinnungsrate wird als Mittelwert (MIN - MAX) angegeben. Das zertifizierte DOLT-5-
Material wurde vom National Research Council of Canada (CNRC) bezogen.

Zertifiziert Gemessen i .
CRM Zusammensetzung " n " Wiedergewinnung %
(ng g™ dw) (ng g™ dw)
DOLT-5 Thunfischleber 3,37+£0,14 2 3,61+£0,7 82 (71-93)
Hg Standard 100 ng Hg ml-? 100 2 98+7 98 (93 — 103)




Statistische Auswertung

Zur Bewertung der Datenverteilung wurden der Shapiro-Wilk-Normalitatstest und die Messung von
Schiefe und Wolbung verwendet. Die THg-Daten folgten keiner GaulRschen Verteilung, und die Werte
flir Woélbung und Schiefe waren oft sehr hoch (> 1), was auf eine asymmetrische Tendenz der Kurve
hinweist. Aus diesen Griinden und wegen des geringen Stichprobenumfangs (z. B. n = 5) beschlossen
wir, nicht-parametrische Tests durchzufiihren.

Paarweise Vergleiche (fiir Geschlecht und Strandungsgebiet) wurden mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Der Spearman rho (p) wurde verwendet, um die Korrelation zwischen THg-Werten und
Strandungsmonat zu bewerten, um so eine Verminderung des Gehaltes durch z.B. Laktation mit
einzubeziehen. Der Kruskal-Wallis-Test wurde fiir den Vergleich der THg-Werte zwischen den
Altersgruppen (Neugeborene, erwachsene und junge Tiere) verwendet. Die familienbezogene
Signifikanz und das Konfidenzniveau wurden aufgrund der kleinen n und der groRen THg-Variabilitat
auf a = 0,01 (99 % Konfidenzintervall) festgelegt. Die statistische Analyse wurde in R Version 4.0.5
durchgefihrt.

2.1.2 Ergebnisse

Die in den Lebern der Schweinswale gemessenen THg-Konzentrationen sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern (p = 0,76, U =
10) und den Strandungsgebieten (p = 0,09, U = 4) festgestellt. Es wurde kein signifikanter
Zusammenhang zwischen THg-Werten und Strandungsmonat festgestellt (p = 0,50, p = 0,24, R2=0,21).
Die THg-Werte unterschieden sich signifikant zwischen den Altersgruppen (p = 0,001, KW = 3,85).

Tabelle 3. Zusammenfassung der bei Schweinswalen gemessenen Gesamtquecksilber (THg)-
Konzentrationen. Die gelb hervorgehobenen Werte sind im Vergleich zu Individuen aus anderen
Gewassern erhoht.

% WW / DW THg THg
Id Gewebe  Gefriertrocknungszeit Wasserverlust Verhaltnis (ug g1) dw (ug g1 ww)

Pp1 (A,%,Ns) Leber 48h 72,2 3,60 197,39 54,80
Pp2 (A,?,Ns) Leber 48h 68,7 3,19 111,13 34,78
Pp3 (A,d,)Ns)  Leber 48h 64,5 2,82 122,05 43,29
Pp4 (A,0,Ns)  Leber 48h 73,9 3,83 129,36 33,76
Pp6 (J,%,Ns) Leber 48h 74,9 3,99 8,32 2,08
Pp7 (N,3,0s)  Leber 48h 74,1 3,86 28,53 7,39
Pp9 (J,5,0s) Leber 48h 83,3 5,98 14,79 2,47
Pp10 (J,3,0s)  Leber 48h 74,7 3,96 6,01 1,52
Pp13 (J,8,0s)  Leber 48h 73,0 3,70 12,63 3,41
Pp11 (N,?,0s) |eber 48h 71,4 3,50 21,35 6,11

A: Adult, J: Juvenil, N: Neonat, Ns: Nordsee, Os: Ostsee.



2.2 Analyse persistenter organischer Schadstoffe
2.2.1 Methodik

Vorbereitung der Proben

Die Analyse persistenter organischer Schadstoffe (POP), einschliellich polychlorierter Biphenyle (PCB),
wurde am Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung - UFZ durchgefiihrt. Eingefrorene Gewebeproben
von Leber und Blubber des Schweinswals wurden auf Raumtemperatur aufgetaut und mit einem
Labormixer (Waring, USA) homogenisiert. Sie wurden nacheinander in ZentrifugengefalRe eingewogen
(jeweils eine Wiederholung).

Die homogenisierten Gewebe wurden nach Jensen et al. (2003), modifiziert Il, extrahiert.
Zusammenfassend wurden zwischen 550 mg und 750 mg fir Leber- und 20 mg und 30 mg fir
Blubberproben mit der Mischung stabiler isotopenmarkierter interner Standards (IS) in 100 ulL
Ethylacetat in einer Konzentration von 100 pg/ul versetzt, direkt gefolgt von einer dreistufigen
Extraktion: 1,25 ml Isopropanol und 0,5 ml Diethylether wurden der Probe zugesetzt, geschiittelt und
fiir 15 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben, gefolgt von einer 15-minitigen Zentrifugation bei 4.000
rpm. Die obere organische Phase wurde quantitativ in ein Flaschchen mit 2,5 mL 0,9 % (v/v) wassriger
Natriumchloridlosung Uberfiihrt. Die Losungsmittelextraktion des Gewebes wurde mit 1,25 mL
Hexan/Diethylether (9:1) und 0,5 mL Propanol wiederholt, gefolgt von Vortexen, Ultraschall,
Zentrifugieren und Uberfiihren des Lésungsmittels in die Natriumchloridldsung und schlieRlich mit
1,25 mL Hexan/Diethylether (9:1), wiederum gefolgt von Vortexen, Ultraschall, Zentrifugieren und
Uberfiihren des Lésungsmittels in die Natriumchloridlésung. Die Natriumchloridlésungen mit den
Proben wurden geschiittelt, zentrifugiert und die obere organische Losungsmittelphase quantitativ in
ein vorgewogenes, mit Losungsmittel gespliltes AuffanggefaR liberflihrt. Die Natriumchloridldsung
wurde mit einem weiteren 0,75 ml Aliquot von Hexan/Diethylether (9:1) geschittelt, zentrifugiert und
die organische Phase in das Sammelgefal Gberflhrt.

Nach dem Verdampfen auf ein konstantes Gewicht wurde das verbleibende Lipid gewogen, um die aus
dem feuchten Gewebe extrahierte Lipidfraktion zu berechnen, und die Extrakte wurden in 3 ml
Acetonitril wieder aufgeldst und einem zweistufigen Reinigungsverfahren unterzogen: Zusammen-
fassend wurden sie tber 6 ml Captiva EMR-Lipid-Kartuschen (Agilent Technologies, USA, Verfahren
nach Muz et al. 2021) geleitet, gefolgt von einem zweiten Reinigungsschritt unter Verwendung von 60
mg primar/sekundarem Amin (PSA)-Sorptionsmittel (Agilent Technologies, USA) und 240 mg
getrocknetem Magnesiumsulfat. Die Extrakte wurden dann bis zur vollstandigen Trocknung verdampft
und in 100 pl Ethylacetat mit 50 pg/ul internem Standard fir die Analyse aufgefangen.

Chemikalien und instrumentelle Analyse

Die in dieser Studie verwendeten stabilen isotopenmarkierten internen Standards (IS) waren:
Naphthalin d8, Fluoren d16, Fluoranthren d10, Chrysen d12, Benzo(a)pyren d12, Dibenz(a,h)anthacen
d14, Acenaphthen d10, Pyren d10, 3Cs PCB 28, 3Cs PCB 52, *C¢ PCB 101, *3Cs PCB 118, 3Cs PCB 153,
13C¢ PCB 138, 13C¢ PCB 180, 13C; HCB, Tonalide d3, gemischt in einer Ethylacetat-Stammldsung (1.000
pg/ul). Die quantifizierten Zielsubstanzen sind in den Tabellen 4 und 5 aufgefiihrt. Als
Referenzstandard fiir die Wiedergewinnung wurde PCB 53 verwendet (100 pg/ul im endgtltigen
analysierten Extrakt).



Es wurden methodenangepasste Kalibrierungen mit Kalibrierpunkten fir 0,1, 0,5, 1, 10, 20, 50, 100,
200, 500 und 1.000 pg/uL erstellt. Die IS-Konzentration wurde fur die Kalibrierpunkte, Leerwerte und
Proben auf 100 pg/uL eingestellt.

Alle POP-Analysen wurden mit einem 7890A GC-System durchgefiihrt, das mit einem 7000 GC/MS
TripleQuad (Agilent Technologies, USA) gekoppelt war. Die Massentlibergange der Vorlaufer-/Produkt-
lonen wurden im dynamischen Mehrfachreaktionsmonitoring (dAMRM) aufgezeichnet, das eine
ausgezeichnete Spezifitdt mit hoher Empfindlichkeit verbindet. Fir die gaschromatographische
Trennung der Biota-Extrakte wurde eine Agilent 122-5532G S&aule (Abmessungen: 10 m guard + 30 m
x 250 um x 0,25 um) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 2 pl in eine thermische Desorptions-
einheit (TDU 2, Gerstel, Deutschland) im Splitless-Modus.

2.2.2 Ergebnisse

Die Analyse von 30 ausgewahlten POPs, darunter mehrere neu auftretende Verbindungen, in Blubber-
und Leberproben von 10 Schweinswalen ergab, dass eine Teilmenge in jeder Probe vorhanden war,
einige kamen teilweise vor, und andere konnten nicht nachgewiesen werden. Um die Interpretation
zu erleichtern, haben wir die lipidnormierten Konzentrationen der 7 so genannten "Indikator"-PCBs (d.
h. PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 und 180) summiert: PCB;. Der durchschnittliche 3PCB;-Wert (+
Standardabweichung) in den Blubberproben betrug 11.700 + 7.300 pg/mg und in den Leberproben
15.700 * 17.000 pg/mg. Die Leberproben wiesen somit eine héhere Exposition gegeniiber diesen
Verbindungen auf als die Blubberproben und zeigten eine sehr hohe Variabilitdt zwischen den
Individuen. Die Konzentration in der Leber war beim Individuum Pp10 besonders hoch.

Die Tabellen 4 und 5 zeigen die lipidnormalisierten Konzentrationen (pg/mg Lipid) ausgewahlter POPs,
wie sie in Blubber- bzw. Leberproben quantifiziert wurden. Die in den Tabellen 4 und 5 griin
hervorgehobenen Ergebnisse von ZPCB; liegen unter den Schwellenwerten fir welche physiologische
Effekte bei Meeressdugern angenommen werden (siehe Kannan et al., 2000; Jepson et al., 2005;
Murphy et al., 2015, Heuvel-Greve et al. 2021), wahrend die gelb, orange und rot hervorgehobenen
Ergebnisse Uber einem, zwei oder allen drei Schwellenwerten mit zunehmendem Schweregrad liegen
(berechnet fiir Sum-23PCB und Sum-25PCB, Kannan et al. 2000, Jepson et al. 2016, Murphy et al. 2015,
Helle et al. 1976, siehe weitere Einzelheiten zu den Auswirkungen im Abschnitt Diskussion).

Darliber hinaus wiesen die Individuen Pp1, Pp3, Pp10 und Pp11 Werte von p,p'-DDE, PCB 153, PCB 138
und PCB 180 auf, die Gber dem hdéchsten Kalibrierungspunkt lagen (1.000 ng/ml in GC-Vials, in den
Tabellen 4 und 5 grau unterlegt).
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Tabelle 4. Zusammenfassung der Ergebnisse ausgewdhlter POPs in Schweinswalblubber. Die

lipidnormalisierten Konzentrationen in den Proben sind in pg/mg Lipid angegeben. Die 3PCB; stehen

fur die summierten Konzentrationen der "Indikator-PCB" 28, 52, 101, 118, 138, 153 und 180.

Blubber
Individuen
Ppl Pp2 Pp3 Pp4 Pp6 Pp7 Pp9 Pp10 Ppl1l Pp13
(A,?,Ns) | (A?,Ns) | (A,&,Ns) | (A,&,Ns) | (J,Ns) | (N,&,0s) | (J,&,0s) | (J,&,0s) | (N,2,0s) | (J,&,0s)

alpha HCH 2,9 3,3 nq ng 5,2 <qL <qL <qL 44 <dL
HCB 456 62 nqg nqg 224 731 197 635 593 429
Phantolid <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
gamma HCH 10,1 <dL nqg nqg <gL 18,9 <qL 22,4 <gL 10,3
beta HCH 18,7 13,2 ng ng <qL 83,2 18,6 86,0 41,3 57,8
Anthracene <qL 410 nq ng <gL <qL <qL <dL <qL <qL
Phenanthrene 240 67 nq ng 173 <qL <qL 185 50 <qL
delta HCH <dL 4,4 nq nq <dL <dL <dL <dL 3,5 <dL
Tonalide <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
PCB 28 12,7 3,8 nq nq 10,1 10,6 5,1 27,7 4,9 7,3
PCB 52 773 95 nq nq 164 nq 87 nqg 362 nq
Pyrene <qL 31,4 nq ng <dL <dL <qL <dL <dL <dL
PCB 101 708 105 nq nq 336 872 308 1.389 591 372
Fluoranthene <gL <gL nq nq <gL <dL <qL <dL <dL <dL
p,p'-DDE 1.724 419 nq nq 849 6.606 2.194 8.742 8.924 3.921
PCB 118 852 151 ng ng 319 1.212 410 1.231 991 474
p,p'-DDD 350 192 nqg nqg 184 851 182 1.328 842 700
PCB 153 6.020 2.515 ng ng 1.732 8.795 2.766 7.698 13.625 5.469
p,p'-DDT 194 64 nq nq 114 1.727 262 3.008 1.182 1.120
PCB 138 3.423 1.424 ng ng 966 4.903 1.610 4.436 7.828 2.957
Benzo(a)anthracene 13,1 <dL nqg nqg <dL <dL <dL <qlL <dL <dL
Chrysene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
PCB 180 753 360 nqg nqg 169 713 431 964 1.481 620
Benzo(b)fluorathene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
Benzo(k)fluoranthene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
Benzo(a)pyrene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
PCB 209 44,6 31,7 ng nq 13,9 <dL 14,5 <dL 17,3 <dL
Indeno(1,2,3- <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
cd)pyrene
Dibenz(a,h)anthracene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
Benzo(ghi)perylene <dL <dL nq nq <dL <dL <dL <dL <dL <dL
2PCB; 12.542 4.654 nq nq 3.695 16.505 5.617 15.747 24.884 9.899

ng: nicht quantifizierbar, <qL: kleiner als Quantifizierungsgrenze (lipidnormalisiert), <dL: kleiner als Nachweisgrenze, A:

Adult, J: Juvenil, N: Neonat, Ns: Nordsee, Os: Ostsee. Die grauen Zellen markieren die Werte, die (iber dem hochsten
Kalibrierungspunkt (1.000 ng/ml in GC-Vials) lagen. Die griin hervorgehobenen 3PCB;-Ergebnisse liegen unter den
Schwellenwerten, wahrend die gelb- und orangehervorgehobenen Ergebnisse Gber einem oder mehreren Schwellenwerten

mit zunehmendem Schweregrad liegen (siehe Tabelle 8 zu den veroffentlichten Auswirkungen bestimmter Summen von
PCB-Konzentrationen in Meeressaugern).
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Tabelle 5. Zusammenfassung der Ergebnisse ausgewahlter POPs im Lebergewebe der Schweinswale.
Die lipidnormalisierten Konzentrationen in den Proben sind in pg/mg Lipid angegeben. Die $PCB;
stellen die summierten Konzentrationen der "Indikator-PCB" 28, 52, 101, 118, 138, 153 und 180 dar.

Leber
Individuen
Ppl Pp2 Pp3 Pp4 Pp6 Pp7 Pp9 Pp10 Pp11l Pp13
(A,?,Ns) | (A,?Ns) | (A,F,Ns) | (AS,Ns) | (J,2Ns) | (N,5,0s) | (J,5,0s) | (J,5,0s) | (N,2,0s) | (J,5,0s)

alpha HCH 3,7 <dL 1,4 <dL <dL 3,6 <qL 9,6 <dL <dL
HCB 693 71 597 281 316 1.261 385 893 1.067 1.531
Phantolid <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL
gamma HCH <dL <dL <dL 6,7 4,4 <dL <qL 12,9 7,0 <qL
beta HCH <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL 25,5 <dL
Anthracene nq <qL nq <qL <dL <dL <qL <qL <qL <qL
Phenanthrene 131 20 51 39 <dL <qlL <qL 304 <dL <dL
delta HCH <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL
Tonalide 142 <qL 115 <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL
PCB 28 6,7 2,0 3,4 2,5 5,7 4,1 2,3 22,9 5,7 3,0
PCB 52 621 39 539 163 nq 138 59 454 nq 159
Pyrene <qlL <qlL <qlL <qlL <dL <dL <dL 20,8 <dL <dL
PCB 101 503 46 162 58 132 387 179 2.627 278 193
Fluoranthene 15,7 10,5 14,3 19,7 <qlL <qL 24,0 12,6 34,2 <dL
p,p'-DDE 621 44 641 236 302 821 389 7.568 3.573 892
PCB 118 804 75 354 92 157 619 307 2.186 624 326
p,p'-DDD 484 56 489 109 64 299 115 1.166 530 180
PCB 153 16.768 677 15.822 2.272 839 5.844 1.651 | 28.643 | 8.342 2.899
p,p'-DDT <dL <dL 9 <dL <dL 58 <dL 134 174 50
PCB 138 9.356 455 11.305 1.171 560 3.739 1.047 9.714 4.234 1.681
Benzo(a)anthracene <dL <dL <dL <dL <qL <dL <dL 45,9 17,5 <dL
Chrysene <dL <dL nq <dL <dL <dL <dL <dL 19.0 <dL
PCB 180 2.200 76 2.106 357 146 1.057 317 9.035 1.474 426
Benzo(b)fluorathene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL 34,6 <dL
Benzo(k)fluoranthene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <qL <dL
Benzo(a)pyrene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL 9.9 <dL
PCB 209 107,3 74,0 61,1 21,4 46,6 104,6 61,4 223,3 97,3 40,6
Indeno(1,2,3-cd)pyrene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL
Dibenz(a,h)anthracene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <qlL <dL
Benzo(ghi)perylene <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL <dL 16.8 <dL
ZPCB; 30.258 1.371 30.292 4.115 1.840 | 11.789 3.562 ! 14.958 5.688

ng: nicht quantifizierbar, <qL: kleiner als Quantifizierungsgrenze (lipidnormalisiert), <dL: kleiner als Nachweisgrenze, A:
Adult, J: Juvenil, N: Neonat, Ns: Nordsee, Os: Ostsee. Die grauen Zellen markieren die Werte, die Gber dem héchsten

Kalibrierungspunkt (1.000 ng/ml in GC-Vials) lagen. Die griin hervorgehobenen 3PCB;-Ergebnisse liegen unter den

Schwellenwerten, wahrend die gelb, orange und rot hervorgehobenen Ergebnisse liber einem, zwei oder allen drei
Schwellenwerten mit zunehmendem Schweregrad liegen (siehe Tabelle 8 zu den veré6ffentlichten Auswirkungen
bestimmter Summen von PCB-Konzentrationen in Meeressaugern).
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3. Analyse der Ohren

3.1 Methodik

Entnahme und Fixierung der Ohren

Flr diese Studie wurden siebzehn Ohren von 10 Schweinswalen ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte auf
Basis des Verwesungsgrades. Die Ohren der am besten erhaltenen Tiere im Zeitrahmen von Februar
bis Juli 2021 wurden fiir die Analysen ausgewahlt. Bei der Obduktion wurde der Kopf am Atlanto-
Occipital-Gelenk abgetrennt, und die Ohren wurden nach den (blichen Verfahren entnommen. Der
gesamte tympano-periotische Komplex (TPC) wurde intakt entnommen und auf einer Seite in 10 %
neutral gepuffertem Formalin fixiert. Das kontralaterale Innenohr wurde mit 4 % Paraformaldehyd
(oder mit 10 % normal gepuffertem Formalin bei Individuum Pp5 bzw. Formalin ohne Methanol bei
Individuum Pp6) Uber das runde und ovale Fenster mit einem weichen Katheter nach dem von Morell
und André (2009) optimierten Protokoll perfundiert. Die Ohren wurden mittels unterschiedlicher,
erganzender Methoden bearbeitet, um Falle von Gehdrschadigungen (z.B. Narben durch
Sinneszellverlust, Degeneration von Neuronen, Dislokation der Mittelohrknochen, Fakturen des TPC,
Blutungen, Infektionen u.a.) zu detektieren.

CT-Bildgebung

Die TPCs von sieben Schweinswalen wurden in der Abteilung fiir Osteologie und Biomechanik
(Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, UKE Hamburg, Deutschland) mittels hochauflésender
peripherer quantitativer Computertomographie der ersten und zweiten Generation (HR-pQCT,
XtremeCT [I1®, Scanco Medical, Bruttisellen, Schweiz, VoxelgroRe 42 um) untersucht. Diese Technik
ermoglicht eine detaillierte Darstellung und Quantifizierung der Knochenmikrostruktur, und es wurde
eine hohe raumliche Auflésung fiir den gesamten tympano-periotischen Komplex als Region von
Interesse erreicht.

Histopathologie

Die sieben TPCs wurden bei Raumtemperatur gelagert und 5-7 Tage lang mit dem handelstblichen
Schnellentkalker RDO® (Apex Engineering Products Corporation, Aurora, IL, USA) nach dem Protokoll
von Morell et al. (2009) entkalkt (erster Tag in 50 % RDO®, die restlichen Tage in 25 % RDO®, taglicher
Wechsel des Mediums). AnschlieRend wurden die Ohren auf mehreren Ebenen in Querrichtung
geschnitten (Abbildung 2). Die Gewebeschnitte wurden in Kassetten gelegt, in 50 %igem Ethanol
gesplilt und routinemaRig in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden 3-5 um dicke
histologische Schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und periodic-acid-Schiff (PAS)
gefarbt. Die histopathologische Untersuchung eignet sich hervorragend, um unter anderem
Infektionen, Entziindungen, Blutungen und Knochenabnormalitaten nachzuweisen.
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Abbildung 2. Schnittebenen des tympano-periotischen Komplexes fiir histopathologische Analysen

Immunofluoreszenz

Der periotische Knochen, der das Innenohr von 10 Individuen umgibt, wurde mit 14%iger
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) pH 7,4 bei Raumtemperatur entkalkt, wobei das Medium alle 7-
15 Tage fiir 1 — 1,5 Monate gewechselt wurde. Wahrend der Sektion wurden weitere Schnitte aus der
runden Fensternische, dem Nervus facialis oder der Vene in Richtung des cochledaren Aquadukts fir
die Histopathologie entnommen, wenn makroskopisch eine Anomalie vermutet wurde. Die
Gewebeschnitte wurden in Kassetten gelegt und wie oben beschrieben bearbeitet.

Dann wurden ganze Praparate (Flachpraparate) der Cochlea in funf Behandlungssegmente und zwei
Negativkontrollen nach dem optimierten Protokoll von Morell et al. (2020a, 2020b, 2022) prapariert.
Zusammenfassend wurden die Segmente eine Stunde lang mit 5 % normalem Eselserum blockiert und
Gber Nacht mit Anti-Prestin-Antikorper (1:1000, mit freundlicher Genehmigung von Dr. Zheng), der die
laterale Membran der duReren Haarzellen markiert, und Anti-Neurofilament H (1:5000, Millipore ref.
AB5539), der die afferente Innervation vom Typ | markiert, inkubiert. Nach dem Spilen der Segmente
wurden sie 2 Stunden lang bei Raumtemperatur mit sekundaren Antikorpern inkubiert (Alexa Fluor®
Plus 555 Esel-Anti-Kaninchen Invitrogen A32794, Alexa Fluor® 633 Esel-Anti-Hihner-IgY, Sigma-Aldrich
Ref. SAB4600127), Phalloidin 488 (1:100 fur 2 Stunden, Invitrogen A12379), das F-Actin markiert und
zur Darstellung der retikuldren Lamina und der Stereozilien verwendet wird, und DAPI (4', 6-Diamidino-
2’-phenylindol, Dihydrochlorid; Thermo ScientificTM Ref. 62247, 1:1.000 fiir 1-2 Stunden), das die
Zellkerne gegenfarbt. Nach dem Abspilen des Sekundarantikdrpers wurden die Flachpraparate einzeln
mit 0.1 % N-Propylgallat in 90 % Glycerin auf einen Glastrager aufgezogen. Die Kombination dieser
Marker ermoglicht 1) Haarzellen und afferente Neuronen vom Typ 1 gleichzeitig zu visualisieren und
2) die neu entstandenen und alteren Lasionen voneinander zu unterscheiden.

Das mit 10 % neutralem Formalin perfundierte Innenohr (Individuum Pp5) wurde verwendet, um eine
neue Kombination von Markern zu optimieren, die flr formalinfixiertes Gewebe geeignet sind.
Anstelle von Phalloidin wurde das Innenohr dieses Individuums mit dem acetylierten Anti-Tubulin-
Antikorper (1:250, Sigma-Aldrich T6793) und dem sekundaren Antikérper Esel-Anti-Maus-lgG Alexa
Fluor® Plus 488 (Invitrogen A32766) inkubiert.
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Kleine Teilstlicke aus den vier groRen Halbtouren wurden als Kontrollen verarbeitet. Die Teilabschnitte
wurden nach dem Zufallsprinzip aus verschiedenen Bereichen der Cochlea entnommen. Die Kontrollen
umfassten: (1) Kontrolle fir unspezifische Bindung der sekundaren Antikérper (die Proben wurden
ohne die primaren Antikorper, aber mit den gleichen Konzentrationen der sekundaren Antikorper wie
bei den experimentellen Schnitten und DAPI inkubiert) und (2) Kontrolle fiir Autofluoreszenz (es
wurden keine primaren und keine sekundaren Antikérper verwendet, nur DAPI).

Die Cochlea-Segmente wurden mit einem optischen Fluoreszenzmikroskop Kern OBN-14 am ITAW und
einem konfokalen Mikroskop Leica SP8 am UKE Hamburg untersucht.

3.2 Ergebnisse

Die Ergebnisse der erganzenden Techniken, die zur Analyse der Ohren eingesetzt wurden, sind in
Tabelle 6 zusammengefasst.

Alle Ohren befanden sich in einem guten Erhaltungszustand, mit Ausnahme von zwei Individuen, deren
Innenohren starkere Anzeichen von postmortalem Zerfall aufwiesen, insbesondere an der Spitze der
Cochlea, dem Bereich, in dem die niedrigen Frequenzen kodiert werden. Trotz postmortaler
Zersetzungsartefakte waren alle Ohren fiir diagnostische Zwecke noch gut genug erhalten.

Tabelle 6. Zusammenfassung der Ergebnisse der Ohranalyse. Die orange hervorgehobenen Fille
zeigen Anzeichen von Hérverlust, die gelb hervorgehobenen Falle Anomalien in der Mittelohrhéhle.

Ohr Art der

Id ITAW (R/L) Analyse Zusammenfassung der Ergebnisse
Pp5 L CT + Histo | CT-Scan: Dislokation/Ablésung des Amboss und des Steigbtigels, Demineralisierung des
(J,2,0s) Knochens

Histopathologie: schwere mykotische Entziindung des TPC mit ausgedehnter
Knochenresorption und Verlust der Cochlea. AufRerdem war eine chronische
Entziindung im peribulldren Sinus und in der Mittelohrhohle festzustellen, die
wahrscheinlich mit dem Nematodenbefall (wahrscheinlich Stenurus minor)
zusammenhing.

Pp5 R IF + Histo | RWN: akute Blutung in den Weichteilen. Zusatzlich wurde eine leichte akute
(J,2,0s) entzlindliche Reaktion diagnostiziert. Es handelt sich héchstwahrscheinlich um eine
resorptive Entziindungsreaktion.

Cochlea: Gewebe in gutem Zustand. Keine Anzeichen einer Horbeeintrachtigung, aber
es gab als Folge von Obduktionsartefakten lagen keine Informationen tiber den Beginn
des Apex vor.

Pp6 R IF + Histo | RWN: leichte akute Blutung in den Weichteilen.
(J,9,Ns) Cochlea: Gewebe mit beginnender postmortaler Autolyse, aber noch bewertbar. Keine
Anzeichen einer Horschadigung.
Pp7 R IF + Histo | RWN: ohne morphologische Verinderungen.
(N,s,0s) Cochlea: Gewebe in relativ gutem Zustand. Keine Anzeichen fir eine Hérschadigung.
Pp7 L CT + Histo | CT-Scan: keine Anomalien festgestellt
(N,&,0s) Histopathologie: In der Mittelohrhohle wurde ein Befall mit Nematoden festgestellt,

héchstwahrscheinlich  Stenurus minor. Darliber hinaus war eine ausgepragte
Hyperplasie des schleimhautassoziierten lymphatischen Gewebes vorhanden, die
wahrscheinlich durch den Parasitenbefall ausgelost wurde.

Pp8 R IF Cochlea: Gewebe in gutem Zustand. Keine Anzeichen fiir eine Horbeeintrachtigung.
(SA,%,0s)
Pp8 L CT + Histo | CT-Scan: Dislokation zwischen Steigbiigel und Amboss und eine potenzielle Fraktur in
(SA,2,0s) der Nahe der Basis des Malleus.
Sinus peribullaris: Follikuldre Hyperplasie des schleimhautassoziierten lymphatischen
Gewebes.
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Mittelohr: leichte bis mittelschwere diffuse lympho-plasmazelluldre Otitis mit
eosinophilen Granulozyten und follikularer Hyperplasie des schleimhautassoziierten
Lymphgewebes (insbesondere des Schwellkorpers). Leichte bis maRige Endoparasitose
mit Nematoden und Ansammlung von Nematodeneiern mit Larven und Zelltrimmern
im Lumen.
Innenohr: ohne morphologische Veranderungen.

Pp9 R CT + Histo | CT-Scan: keine morphologischen Anomalien festgestellt

(),5,0s) Peribulldre Sinus: maRige Anzahl von Nematoden; leichte pyogranulomatose
Entziindung mit intraldsionalen Nematodenlarven und subepithelialer Infiltration von
wenigen stark pigmentierten Makrophagen; diffuse leichte lympho-plasmazelluldre
peribullare Sinusitis mit wenigen Nematoden.

Mittelohrhéhle mit fokaler schwerer akuter subepithelialer Blutung.
Corpus cavernosum: diffuse leichte bis maRige lympho-plasmazelluldre Entziindung;
maRige Anzahl von Nematoden in der Mittelohrhéhle.
Ductus cochlearis: fokale maRige Ansammlung von proteinhaltigem Exsudat mit
wenigen Makrophagen und Zelltrimmern.

Pp9 L IF

(J,5,0s) Cochlea: Gewebe in gutem Zustand. Keine Anzeichen fiir eine Horbeeintrachtigung.

Pp10 R IF Cochlea: Gewebe in gutem Zustand. Keine Anzeichen fiir eine Horminderung.

(J,5,0s) RWN: regelmaRig strukturierter Knochen mit fokal wenig periostalem fibrovaskularem
Gewebe und wenigen extravaskuldren Erythrozyten.

VCA: regular strukturierter Knochen mit fokal locker angeordnetem fibrovaskularem
Gewebe und fokal leichter akuter Blutung.
Pp10 L CT + Histo | CT-Scan: keine Anomalien festgestellt.

(J,5,0s) Peribullarer Sinus: diffuse leichte bis mittelschwere lympho-plasmazelluldre Sinusitis
mit eosinophilen Granulozyten gemischt.

Mittelohr: maRige Endoparasitose mit Nematoden; Ansammlung von Parasiteneiern
mit Larven und Zelltrimmern im Lumen der Mittelohrhéhle; maRige akute Blutung im
Lumen; diffuse leichte bis maRige lympho-plasmazelluldre Otitis media mit
gelegentlicher Bildung von Lymphfollikeln.
Innenohr: keine morphologische Veranderungen

Ppil R IF RWN: geringe Menge an lockerem Bindegewebe mit hyperamischen Blutgefilien, die

(N,2,0s) mit dem Knochen verbunden sind. Die runde Fensternische war ohne morphologische
Verdnderungen.

Nervus facialis: ohne morphologische Veranderungen. Angrenzend an den Nervus
facialis waren akute Blutungen vorhanden.
Cochlea: Einige wenige Narben im Apex. Gewebe mit Anzeichen von beginnender
postmortaler Autolyse in der Spitze. Keine Anzeichen flr eine Horbehinderung.
Ppll L CT + Histo | CT-Scan: keine Anomalien festgestellt.
(N,?,0s) Peribulldre Sinus, Mittelohr und Innenohr ohne morphologische Verdanderungen.
Pp12 R IF RWN: maRige Menge an faserigem Bindegewebe, das in zwei Gewebestrangen

(A,2,0s) angeordnet ist; dazwischen locker angeordnetes fibrovaskuldres Gewebenetz mit
wenigen Kapillaren;

VCA: maRige Menge an fibrésem Bindegewebe mit stark hyperamischen BlutgefaRen,
die am Knochen befestigt sind.
Kommentar: Es gab keine Hinweise auf degenerative oder entziindliche
Verdnderungen.
Cochlea: Nachweis von OHC-Verlust in der Spitze, was mit larmbedingtem Horverlust
vereinbar ist.

Pp13 R IF Cochlea: Gewebe in relativ gutem Zustand. Keine Anzeichen fiir eine Hérminderung.

(J,5,0s)

Pp13 L CT + Histo | CT-Scan: keine Anomalien festgestellt.

(),5,0s) Peribulldre Sinus: maRige Endoparasitose (wahrscheinlich Stenurus minor) mit
parasitdren Eiern, die Nematodenlarven enthalten; multifokale leichte lympho-
plasmazellulare Sinusitis.

Mittelohr und Innenohr: ohne morphologische Veranderungen.
Ppl4 L IF Cochlea: Gewebe mit Anzeichen postmortaler Zersetzung im Apex. Keine Anzeichen fir

(A,2,0s) eine Horbeeintrachtigung.

R: rechts, L: links, CT: Computertomographie, Histo: Histopathologie, IF: Immunfluoreszenz, TPC: tympano-periotischer
Komplex, RWN: runde Fensternische, VCA: Vene zum kochledren Aquadukt, A: Adult, SA: Subadult, J: Juvenil, N: Neonat, Ns:

Nordsee, Os: Ostsee.
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Von den 10 untersuchten Individuen (17 Ohren) wiesen drei (Individuum Pp5, Pp8 und Pp12)
Anzeichen von Horverlust auf, und drei weitere Tiere (Pp7, Pp9 und Pp10) zeigten Anomalien innerhalb
des Hoérapparats. HR-pQCT-Scans des TPC von sieben Individuen zeigten, dass zwei von ihnen
pathologische Verdanderungen aufwiesen (Individuum Pp5, Abbildung 3a-d, und Individuum Pp8,
Abbildung 4a-d), wahrend die anderen flinf keine offensichtlichen Anomalien aufwiesen. Im Folgenden
werden die Ergebnisse der Félle, die Anomalien aufwiesen, detailliert dargestellt.

Schweinswal Pp5

Bei der HR-pQCT-Untersuchung des TPC wurden eine Ablosung des Ambosses und des Steigbligels
(orangefarbene Pfeile in Abbildung 3b) sowie Anzeichen fiir eine Demineralisierung des Knochens
festgestellt. Die Histopathologie ergab eine diffuse, mittelschwere, fokal schwere lympho-
plasmazellulare und leicht eosinophile Sinusitis mit leichter bis mittelschwerer Erweiterung der
Drisenlumina und hyperplastischen lymphoiden Follikeln im peribulldren Sinus. Die TPC wies eine
multifokale bis konfluierende schwere pyogranulomatése periostale Entziindung mit schwerer
osteolytischer Knochenresorption (periotischer Knochen), Knochenfragmentierung und neu
eingewebtem Knochen sowie Granulationsgewebebildung auf. Hinzu kamen ein vollstandiger Verlust
der Cochlea und des Spiralganglions, eine schwere, diffuse, lympho-histiozytdare und plasmazellulare
Entziindung des Schwellkoérpers mit zahlreichen hyperplastischen lymphatischen Follikeln, fibrindses,
eitriges Exsudat in der Mittelohrhéhle mit intraldsionalen mykotischen Hyphen und eine schwere
Endoparasitose mit Nematoden in der Mittelohrhohle.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich um eine schwere mykotische Entziindung der TPC mit
ausgedehnter Knochenresorption und Verlust der Cochlea handelte. Dariiber hinaus bestand eine
chronische Entziindung im peribulldren Sinus und in der Mittelohrhéhle, die hochstwahrscheinlich mit
dem Nematodenbefall (wahrscheinlich Stenurus minor) zusammenhing. Resorptive Osteitis der
Gehorknochelchen kommt regelmdRig bei chronischen Mittelohrentziindungen vor, wie es beim
Menschen beschrieben wurde (Nadol, 2010). Die einseitige Disklokation der Gehoérkndchelchen,
periosteale Entziindung mit hochgradiger osteolytischer Knochenresorption und der Verlust der Zellen
der Cochlea und des Spiralganglions hingen moglicherweise mit einer hochgradigen mykotischen
Entziindung und Parasitenbefall des linken Ohres zusammen.
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Steigbtigel

Abbildung 3. Linker tympano-periotischer Komplex des Schweinswals Pp5. a) Zweidimensionale HR-
pQCT-Aufnahme des Ohrs mit der Region der Gehdrkndchelchen und der angrenzenden Cochlea. b)
Dreidimensionale Rekonstruktion der unregelmaRig konfigurierten Gehérknéchelchen. c) Paukenbein
mit schwerer chronischer periostaler pyogranulomatéser Entziindung (*), fokaler schwerer Osteolyse
(Pfeile) und fokaler entziindlicher Infiltration (Pfeilspitze) des Paukenbeins; PAS-Reaktion, 20x. d) Am
Eingang zur Paukenhohle findet sich eine starke Ansammlung von entziindlichem Exsudat (e),
Zelltrimmern und mykotischen Hyphen (*) in Verbindung mit einer starken diffusen Infiltration von
Entziindungszellen im angrenzenden subepithelialen Gewebe (i). HE, 40x

Schweinswal Pp7

Die histopathologische Untersuchung der TPC des Schweinswals Pp7 zeigte eine schwere follikuldre
Hyperplasie des schleimhautassoziierten lymphatischen Gewebes und eine diffuse leichte bis
mittelschwere lympho-plasmazytische Entziindung in den peribulldren Sinus. In der Mittelohrhohle
fand sich ein leichter bis maRiger parasitdrer Befall mit Nematoden (hochstwahrscheinlich Stenurus
minor), eine diffuse leichte lympho-plasmazelluldre Otitis media und des Corpus cavernosum mit
einzelnen hyperplastischen Lymphfollikeln. Das Innenohr wies keine morphologischen Veranderungen
auf.
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Schweinswal Pp8

Die HR-pQCT-Untersuchung des linken TPC ergab eine Dislokation des Ambosses und des Steigbigels
sowie eine mogliche Fraktur in der Nahe der Basis des Malleus (Abbildung 4a und b). Die
histopathologische Analyse ergab eine follikuldre Hyperplasie von schleimhautassoziiertem
lymphatischem Gewebe im peribullaren Sinus. In der Mittelohrhohle zeigte sich eine leichte bis
mittelschwere diffuse lympho-plasmazelluldre Otitis mit eosinophilen Granulozyten und einer
follikularen Hyperplasie des schleimhautassoziierten lymphatischen Gewebes (insbesondere im
Corpus cavernosum). Darilber hinaus wurde in der Mittelohrhéhle eine leichte bis maRige
Endoparasitose mit Nematoden und eine Anhdufung von Nematodeneiern mit Larven und
Zelltrimmern im Lumen festgestellt (Abbildung 4 c und d). Dislokation der Gehérknochelchen (ohne
Abnutzung) kann unterschiedliche Ursachen, wie unter anderem Sprengungstrauma (z.B. bei
Exposition gegeniiber Explosionen) oder stumpfe Kopftrauma, haben (Peacock et al., 2018, Yetiser et
al., 2008). Wir konnten nicht ausschlieBen, dass die Verlagerung der Gehorknochelchen durch
Nematoden ausgel6st wurde.

Das rechte und linke Innenohr waren ohne morphologische Verdnderungen.

b ,_
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Steigbiigel
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Abbildung 4. Linker tympano-periotischer Komplex des Schweinswals Pp8. a) Zweidimensionale HR-

pQCT-Aufnahme des Ohrs mit Darstellung der Region der Mittelohrknéchelchen. b) Dreidimensionale

Rekonstruktion der verlagerten Mittelohrknéchelchen. c) Nematoden in der Mittelohrhohle, HE, 40x.
d) Mittelgradige, lympho-plasmazellulare Otitis media, HE, 200x.
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Schweinswal Pp9

Die histopathologische Analyse des rechten TPC von Pp9 zeigte eine maRige Anzahl von Nematoden in
der Mittelohrhohle und dem peribulldren Sinus. Es lag eine leichte pyogranulomatése Entziindung mit
intraldasionalen Nematodenlarven und einer subepithelialen Infiltration von wenigen stark
pigmentierten Makrophagen im peribullaren Sinus vor, sowie eine diffuse leichte lympho-
plasmazelluldre, peribullare Sinusitis mit wenigen Nematoden und eine diffuse leichte bis malRige
lympho-plasmazelluldre Entziindung im Corpus cavernosum. Darlber hinaus gab es eine fokale
schwere akute subepitheliale Blutung in der Mittelohrhoéhle. Der Ductus cochlearis wies eine fokale
malige Ansammlung von proteinhaltigem Exsudat mit wenigen Makrophagen und Zelltrimmern auf.

Die CT-Untersuchung des rechten TPC und die Immunfluoreszenzanalyse der linken Cochlea ergaben
keine Hinweise auf eine Horschadigung.

Schweinswal Pp10

Die CT-Untersuchung des linken TPC von Pp10 und die Immunfluoreszenzanalyse der rechten Cochlea
erbrachten keine Hinweise auf eine Horschadigung.

Andererseits ergab die histopathologische Untersuchung des linken TPC eine diffuse leichte bis
mittelschwere lympho-plasmazellulare Sinusitis mit eosinophilen Granulozyten in den peribulldren
Sinus. Die Mittelohrhohle zeigte eine maRige Endoparasitose mit Nematoden, mit Ansammlung von
Parasiteneiern mit Larven und Zelltrimmern im Lumen, maRige, akute Blutungen im Lumen und eine
diffuse, leichte bis maRige, lympho-plasmazelluldre Otitis media mit gelegentlicher Bildung von
Lymphfollikeln.

Schweinswal Pp12

Die Immunfluoreszenzanalyse der rechten Cochlea des Individuums Ppl12 ergab, dass sich fokale
Lasionen in einer Region im Apex der Cochlea (Region, die fiir niederfrequente Tone kodiert) befanden
(weilRe Pfeile in Abbildung 5). Die in dieser Region beobachteten Narben waren Anzeichen fiir das
Absterben der duBeren Haarzellen. Die Zellen des Corti-Organs im Rest der Spirale wiesen keine
Anzeichen einer Horbeeintrachtigung auf. Darliber hinaus gab es in keiner Region der Cochlea-Spirale
eine offensichtliche Degeneration der Spiralganglionneuronen.
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Abbildung 5. Konfokale Mikroskopbilder der Spitze der rechten Cochlea des Schweinswals Pp12 bei
10x (a), 20x (b) und 63x (c) VergroRerung. Die weiRen Pfeile markieren die Regionen mit Anzeichen
flr einen vollstandigen Verlust der duReren Haarzellen. Die apikale Windung der Cochlea wurde mit
Anti-Prestin (rot), Anti-Neurofilament H (gelb) Antikérpern und Phalloidin (griin) markiert, und die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt (Rohner et al. submitted).

21



4. Diskussion

Analyse des Gesamtquecksilbers

Die in dieser Arbeit gemessenen THg-Gehalte von Schweinswalen (P. phocoena) in der Ostsee lagen im
Bereich der Werte, die zuvor im GrolRen Belt (danische Gewasser der Ostsee) und in der siidwestlichen
Ostsee (deutsche Kiiste) gefunden wurden (Fontaine et al. 2007, Pinzone et al. pers.). Die in dieser
Arbeit gemessenen THg-Konzentrationen von Schweinswalen in der Nordsee waren hoéher als die THg-
Werte in norwegischen Gewassern, aber dhnlich wie in der Keltischen See, der belgischen und der
franzodsischen Nordsee (Tabelle 7), in Ubereinstimmung mit der bisherigen Literatur (Das et al. 2004,
Lahaye et al. 2007, Mahfouz et al. 2014). In beiden Regionen unterschieden sich die im Jahr 2021
gemessenen THg-Werte nicht von denen in der Vergangenheit.

Die Ergebnisse der statistischen Analyse deuten darauf hin, dass der Hauptfaktor, der die THg-
Variabilitat bei den in dieser Studie untersuchten Schweinswalen erklart, das Alter der Tiere ist, wobei
Erwachsene, die am starksten kontaminierte Gruppe darstellen, gefolgt von Neugeborenen und
Jungtieren. Die meisten in der Nordsee gestrandeten Tiere (4 von 5) waren erwachsen, wahrend es
sich bei den Tieren in der Ostsee ausschlielich um Jungtiere (N= 3) und Neugeborene (N= 2) handelte.
Die hoheren THg-Werte, die in der Nordsee im Vergleich zur Ostsee festgestellt wurden, sind in dieser
Studie auf den Altersunterschied zwischen den beiden Strandungsorten zuriickzufiihren.

Fiir Meeressdugetiere gibt es nur wenige Daten Ulber die Exposition gegeniiber Hg im frihen
Lebensalter, die sich hauptsachlich auf die Kegelrobbe (Halichoerus grypus) in der Nordsee und Robben
der Gronlandsee konzentrieren (Habran et al. 2013, Pinzone et al. in prep.). Einige wenige Studien am
Menschen haben jedoch gezeigt, dass Hg vor allem wahrend der Trachtigkeit von der Mutter auf das
Neugeborene lbertragen werden kann, indem es sich an die roten Blutkérperchen bindet, die tber
den Blutkreislauf durch die Nabelschnur flieRen (Chen et al. 2014). Die hoheren Werte, die bei
Neugeborenen im Vergleich zu Juvenilen festgestellt wurden, stehen daher im Einklang mit dem
Einfluss der Schadstoffiibertragung von der Mutter wahrend der Trachtigkeit. Nach der Entwéhnung
wirde die Umstellung von Milch auf feste Nahrung in Verbindung mit Hg-Verlusten durch Urin- und
Kotausscheidungen die THg-Werte bei juvenilen Schweinswalen so verdndern, dass sie die
vorherrschenden Umweltwerte und ihre Lebensraumnutzung widerspiegeln.

Der Unterschied zwischen den THg-Werten von adulten und juvenilen Schweinswalen kann
stattdessen mit ontogenetischen Verdanderungen (1) der Hg-Stoffwechselkapazititen der
Schweinswale, (2) der GroRe und trophischen Position der Beute und (3) der Verteilung der
Jagdgebiete in Verbindung gebracht werden.

Meeressauger sind Hg hauptsachlich durch die Nahrungsaufnahme ausgesetzt. Hg wird hauptsachlich
in seiner hochgiftigen Form Methylquecksilber (MeHg) aufgenommen (Wagemann et al. 1998).
Aufgrund des hohen Gehalts an Selen wird hepatisches MeHg demethyliert und in der Leber als
biochemisch inertes Quecksilberselenid (HgSe) Uber das gesamte Leben der Meeressduger
akkumuliert (Pedrero et al. 2011). Der beobachtete Anstieg der THg-Konzentrationen mit dem Alter
hangt daher wahrscheinlich mit der Bioakkumulation von Hg im Laufe des Lebens zusammen (Mahfouz
et al. 2014).

Aufgrund seiner bioakkumulativen Eigenschaft kann MeHg von einer trophischen Ebene zur anderen
angereichert werden (Lavoie et al. 2013). Daher kdnnte der THg-Gehalt der Beute mit dem Alter der
Fische und ihrer trophischen Position zunehmen. Schweinswale schlucken ihre Beute im Ganzen,
anstatt sie in kleinere Stlicke zu zerlegen, wodurch die GréRe der Beute, die sie verzehren kdnnen,
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begrenzt wird (Bjgrge und Tolley 2018). Daher besteht die Erndhrung junger Schweinswale
hauptsachlich aus reichlich vorhandenen und leicht zu fangenden Nahrungsquellen (z. B. Grundeln),
wahrend erwachsene Tiere aufgrund fortgeschrittener Fahigkeiten bei der Nahrungssuche und ihres
hoheren Kalorienbedarfs groBere und fettere Beutetiere (z. B. Dorsche) verzehren (Leopold und
Meeters 2015). Infolgedessen kdnnen adulte Schweinswale hoheren THg-Werten ausgesetzt sein als
Jungtiere.

Schlielich wurde festgestellt, dass sich das Jagdverhalten von Schweinswalen in norwegischen
Gewassern mit zunehmendem Alter vom kistenfernen zum kiistennahen Bereich verlagert (Saint-
André 2019). In der stidlichen Nordsee werden in Kiistengewassern haufig hohere Hg-Konzentrationen
festgestellt als in den Offshore-Gewadssern (Damseaux et al. 2020).

Tabelle 7. Gemessene Gesamt-Hg-Konzentrationen in der Leber von Schweinswalen (Phocoena phocoena) aus
dem Jahr 2021 und aus der Literatur, die in der Nordsee und im Nordatlantik entnommen wurden. Wenn
moglich, werden die Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung (Min - Max) n in pg g* Trockengewicht
(dw) angegeben.

Gebiet Jahr Geschlecht THg dw Referenz
Keltische See 1999 - 2021 w 1,0-225 Mahfouz et al. 2014
1999 - 2017 m 0,8 -150 Mahfouz et al. 2014
Nordsee 2000 - 2013 w 4,7 - 275 Lahaye et al. 2016
(Frankreich) 2000 - 2014 m 1,3-121 Lahaye et al. 2016
Nordsee 1994 - 2004 w 1,57 -143 Das et al. 2004
(Belgien) 1994 - 2004 m 0,57 - 628 Das et al. 2004
Ostsee - Der GroRe Belt 10,3+10,9
2 ! / F i |. 2007
(Danemark) 000 w/m (4.1-42,8) 11 ontaine et al. 200
Sudwestliche Ostsee 5,71+ 8,54 Pinzone et al. pers
2011-201
(Deutschland) 0 015 w/m (0,69 —29,6) 10 comm
Nordsee 19,7 +9,8 .
(Sudwestliches Norwegen) 2000 w/m (6,1—31,6)9 Fontaine et al. 2007
Nordsee 15,5+38,3
2 ! ! F i |. 2007
(Mittelnorwegen) 000 w/m (3,8-26,5)7 ontaine et al. 200
Nordsee 0,8+0,1
2 ! ! F i |. 2007
(Nordnorwegen) 000 w/m (0.6-0,9)3 ontaine et al. 200
Stdwestliche Ostsee 16,7 + 8,60
2021 ! ! Di Studi
(Deutschland) w/m (6,01-28,5) 5 ese Studie
Nordsee 113 +£67,9
2021 ! Di i
(Deutschland) 0 w/m (8,32-197)5 lese Studie

POP -Analyse

Es wurde festgestellt, dass neugeborene Schweinswale in britischen Gewassern als Folge der
maternalen Ubertragung sehr hohe Konzentrationen bestimmter persistenter organischer Schadstoffe
(POPs) anreichern (Williams et al. 2020). Aufgrund der lipophilen Eigenschaften von POPs kdnnen diese
vor allem wahrend der Laktationsperiode, die etwa ein Jahr dauert, auf Kalber libertragen werden
(Bjgrge und Tolley 2018). Die Ergebnisse der POP-Analyse in unserer Studie lagen im Bereich der
lipidnormierten Konzentrationen mehrerer Schadstoffe, die in Schweinswalproben gefunden wurden,
die in einer UFZ-Studie unter Verwendung eines alternativen Ansatzes der passiven Probenahme im
Gewebe mit Silikon als passivem Probenahmegerat analysiert und in lipidnormierte Konzentrationen
umgerechnet wurden (Reiter et al. in prep.), sowie der von van den Heuvel-Greve et al. (2021)
berichteten Daten (Tabelle 8).
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Tabelle 8. Studien Uber die Auswirkungen bestimmter Summen von PCB-Konzentrationen bei
Meeressaugern (entnommen aus van den Heuvel-Greve et al. 2021). Die Farben entsprechen den in
den Tabellen 4 und 5 verwendeten Farben.

Anzahl PCB-
Sum-PCB (mg/kg) nli:)ng:(:\rer: Wirkung Referenzen
Auftreten physiologischer Effekte bei Kannan et al. 2000,
Meeressaugern Jepson et al. 2016

mogliches Reproduktionsversagen Murphy et al. 2015

9 23

11 25

11,7 in der Leber (Durchschnitt) 7
15,7 in Blubber (Durchschnitt) 7

Diese Arbeit

In unserer Studie (Tabellen 4 und 5) wiesen 3/10 Individuen (Pp9, Pp6 und Pp2, in den Tabellen 4 und
5 griin hervorgehoben) 3PCB;-Werte in Leber und Blubber auf, die unter den Schwellenwerten fir
negative gesundheitliche Auswirkungen lagen. Betrachtet man die Anzahl der Gewebe, die unter dem
ersten Schwellenwert liegen, so wéaren dies 8/18 Proben. Der erste Schwellenwert liegt bei einer
lipidnormierten Konzentration von 9 mg/kg fur die Summe von 23 PCB (Kongenere Nr. 95, 101, 110,
118, 128, 136, 138, 141, 144, 149, 151, 153, 170, 171, 174, 177, 180, 183, 187, 195, 201, 202 und 203)
flr das Einsetzen physiologischer Wirkungen bei Meeressdugern im Allgemeinen, basierend auf
Studien zur Bewertung immunologischer und reproduktiver Wirkungen bei Robben, Ottern und Nerzen
(Kannan et al. 2000, Jepson et al. 2016, Tabelle 8, siehe van den Heuvel-Greve et al. 2021 fiir einen
Uberblick). 10/18 Proben der vorliegenden Studie (von 6 Individuen, die in den Tabellen 4 und 5 gelb,
orange und rot markiert sind) lberschritten den ersten Schwellenwert. Um eine detailliertere
Betrachtung vornehmen zu kénnen, misste eine gréRere Anzahl von Individuen analysiert werden,
denn es ist bei akkumulierenden Schadstoffen wichtig, Tiere gleichen Geschlechts und Alters einer Art
zu vergleichen.

Der zweite Schwellenwert besteht aus einer lipidnormierten Konzentration von 11 mg/kg fir die
Summe von 25 PCB (Kongenere Nr. 18, 28, 31, 44, 47, 49, 52, 66, 101, 105, 110, 118, 128, 138, 141,
149, 151, 153, 156, 158, 170, 180, 183, 187, 194) fir potenzielles Reproduktionsversagen bei ruhenden
adulten weiblichen Schweinswalen (Murphy et al. 2015). Obwohl weibliche Schweinswale mit
Konzentrationen oberhalb dieses Schwellenwerts noch trachtig werden kénnen, konnten sie ihre
Schadstoffbelastung wahrscheinlich durch Absterben des F6tus oder des Neugeborenen nicht
verringern, da keine Schadstoffabgabe Uber die Muttermilch erfolgt (Murphy et al. 2015). In unserer
Studie Uberschritten 9/18 Proben (entsprechend 5 Individuen, in Tabelle 4 und 5 orange und rot
hervorgehoben) den zweiten Schwellenwert.

Ein dritter Schwellenwert liegt bei einer lipidnormalisierten Konzentration von 41 mg/kg fir die
Summe von 23 PCB (Kongenere Nr. 95, 101, 110, 118, 128, 136, 138, 141, 144, 149, 151, 153, 170, 171,
174, 177, 180, 183, 187, 195, 201, 202 und 203) und wurde auf der Grundlage von tiefgreifenden
Fortpflanzungsstérungen bei baltischen Ringelrobben (Pusa hispida) festgelegt (Helle et al. 1976,
Jepson et al. 2016). In unserer Studie wies 1/18 Proben (Individuum Pp10, in Tabelle 5 rot
hervorgehoben) eine lipidnormierte 3PCBs-Konzentration von 52,8 mg/kg auf, die sogar diesen dritten
Schwellenwert in der Leber lberschritt.
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Obwohl die Auswirkungen der PCB-Konzentrationen auf der Grundlage von mehr Kongeneren als in
unserer Studie beschrieben wurden (23 und 25 gegeniiber 7), sollten unsere Ergebnisse vergleichbar
sein, da wir die 7 PCB verwendet haben, die nach Empfehlung des Internationalen Rats fir
Meeresforschung (ICES, International Council for the Exploration of the Seas) am meisten zur
Gesamtbelastung beitragen. Das Hinzufligen der zusatzlichen 16-18 Kongenere konnte die
gemessenen Gesamtkonzentrationen weiter erhdhen, sofern sie in quantifizierbaren Mengen
auftreten. Die Ergebnisse der Messungen ausgewahlter POP-Konzentrationen in dieser Arbeit machen
deutlich, dass weitere Forschungsarbeiten zur Analyse der Reproduktionsorgane durchgefiihrt werden
missen, um die moglichen Auswirkungen der in dieser Studie gemessenen hohen PCB-
Konzentrationen auf die Fortpflanzungsfahigkeit des Schweinswals zu bewerten. Die hohe Pravalenz
von Individuen mit hohen PCB-Werten zeigt die dringliche Notwendigkeit, diese Pilotstudie
auszuweiten und die Analyse chemischer Belastungen als Teil eines routinemaligen
Gesundheitsmonitorings zu etablieren.

Allgemeine pathologische Befunde bei Schweinswalen mit hohen Schadstoffkonzentrationen

Um mogliche gesundheitliche Auswirkungen der POP- und Hg-Belastung zu bewerten, wurden die
pathologischen Ergebnisse der Gesundheitsiiberwachung von Meeressdugern bei den Tieren mit den
hochsten Schadstoffbelastungen auf moégliche Befunde untersucht, die mit der Schadstoffbelastung in
Zusammenhang stehen konnten.

Bei Pp10 aus der Ostsee wurden ungewohnlich hohe PCB-Werte festgestellt. Zu den pathologischen
Befunden gehorten eine Lungenentziindung, Fibrose und Hyalinose der Lunge, Gastritis und Enteritis.
Die Enteritis und die Lungenentziindung wurden hochstwahrscheinlich durch Parasitenbefall
verursacht.

Die Quecksilberwerte waren im Lebergewebe den Individuen Pp4, Pp3, Pp2 und Ppl am héchsten.
Obwohl die direkten toxischen Wirkungen von Schwermetallen bei Walen nicht gut untersucht sind,
deuten mehrere pathologische Befunde bei den vier Schweinswalen darauf hin, dass die hohen Hg-
Konzentrationen die Gesundheit der Tiere beeintrachtigten. Pp4 hatte einen Lebertumor mit
Metastasen in den Nebennieren und den Lymphknoten im Bauchraum. Hg hat hepatotoxisches
Potenzial (Rawson et al. 1993, Kershaw und Hall 2019) und wurde bereits mit Neoplasien bei Belugas
in Verbindung gebracht (De Guise et al. 1994), was auf einen méglichen Zusammenhang zwischen
hohen Hg-Konzentrationen und der bei diesem Individuum gefundenen tumorésen Verdanderung
hinweist.

AulRerdem wiesen Pp1 und Pp2 Lasionen im zentralen Nervensystem auf. Pp2 wies ein schweres Hirn-
und Hirnhautédem auf, wahrend Pp1l eine eitrig-fibrindse Meningitis und Leptomeningitis, Blutungen
in den Hirnhduten, lymphozytire Infiltration und ein Odem des Plexus chorioideus sowie eine
Lipofuszin-Ansammlung zeigte. Lipofuszinablagerungen in der Leber des GrolRen Timmlers (Tursiops
truncatus) wurden mit der Anreicherung von Quecksilber in Verbindung gebracht (Rawson et al. 1993).
AulRerdem kann Quecksilber die Blut-Hirn-Schranke lberwinden und hat neurotoxische Wirkungen
(Kershaw und Hall 2019, Dietz et al. 2013, Dietz et al. 2019). Die histologisch nachgewiesenen
Bakterienkolonien und die Isolierung von Streptococcus spp. im Hirngewebe von Ppl kénnten jedoch
auch die Lasionen im zentralen Nervensystem verursacht haben. Bei diesen beiden Individuen (Pp1
und Pp2) konnten also die hohen Quecksilberwerte potentiell mit den pathologischen Befunden in
Verbindung stehen. Weitere Untersuchungen mit mehr Proben werden dazu beitragen, die
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Auswirkungen von Quecksilber und anderen Schwermetallen auf die Gesundheit der Schweinswale zu
verstehen.

Alle vier Tiere mit hohen Hg-Werten waren mit Parasiten in den Ohren, der Lunge und dem Magen
infiziert, drei hatten Parasiten in der Leber und Pp3 hatte Parasiten in der Haut. Daraus schlieSen wir,
dass eine Reihe anderer pathohistologischer Lasionen durch diese Infektionen verursacht wurden,
darunter Gastritis, Fibrose und Verkalkung des Magens (Pp4, Pp3, Ppl), Hepatitis, Fibrose und
Pericholangitis (Pp3, Pp2, Pp1) sowie Lungenentziindung und Fibrose der Lunge (Pp4, Pp2). Es wurde
vermutet, dass hohe Hg-Werte mit Parasiteninfektionen in Verbindung gebracht werden kénnen
(Siebert et al. 1999), und die immunsupprimierende Wirkung einer hohen Schadstoffbelastung die
Anfalligkeit fiir Infektionskrankheiten beeinflusst (Siebert et al. 2009). Es ist jedoch nicht moglich, die
Parasiteninfektionen in den vorliegenden Fallen ohne weitere Untersuchungen eindeutig mit den
erhohten Hg-Werten in Verbindung zu bringen.

Frihere Studien zur Hg-Belastung von Schweinswalen aus der Nord- und Ostsee fanden keine
pathologischen Lasionen, die mit hohen Hg-Werten korrelierten (Siebert et al. 1999). Die zehn in dieser
Studie untersuchten Tiere zeigen, dass extrem hohe Schadstoffbelastungen zunehmend Anlass zur
Besorgnis geben und mit bestimmten pathologischen Befunden in Zusammenhang stehen kdnnten.

Analyse der Ohren

Dauerhafter Horverlust kann durch verschiedenen Faktoren ausgel6st werden. Hierzu zahlen unter
anderem Larmbelastung, explosionen, ototoxische Medikamente, Schadstoffe wie PCBs, stumpfe
Kopftraumata, Alter, Barotrauma, kongenitale oder immunologische Stérungen und andere
Infektionen (Sun et al., 1987; Kannan et al., 2000; Jepson et al., 2005; Dubey, 2010; Wang and Puel,
2018; Mancini et al., 2018). Sprengungstrauma (typischerweise ausgel6st durch Exposition gegeniber
Explosionen) konnen Dislokationen der Gehoérkndchelchen, Frakturen des TPC und Blutungen in der
Melone, dem akustischen Fett im Unterkiefer, Mittel- und Innenohr, cranialen Sinus oder anderen
Hohlorganen in Brust- und Bauchhohle auslosen (Siebert et al., 2022). Larmbedingter Horverlust
betrifft normalerweise das Innenohr (Sensorische Zellen und deren Innervation) und die Lasionen sind
frequenzabhangig, d.h. abhangig vom Frequenzspektrum der Larmquelle sind unterschiedliche
Regionen des Innenohres betroffen (siehe unten). Innenohrlasionen ausgeldst durch Alter, ototoxische
Medikamten, Barotrauma, Sprengungstrauma, sowie bestimmte Infektionen oder kongenitale und
immunologische Storungen betreffen zuerst die Basis der Kochlea, wo hohere Frequenzen codiert sind.
Virale, bakterielle, mykotische und parasitare Infektionen kénnen Entziindungen und Blutungen im
Mittel- und Innenohr, sowie Degeneration und Absterben verschiedener Zelltypen der Cochlea
verursachen, die primar oder sekundar durch die Infektion ausgel6st werden (Morell et al., 2017b,
2020b).

Die Analyse der Ohren ergab, dass 3/10 der Tiere (Pp5, Pp8 und Pp12) Anzeichen einer Hérschidigung
aufwiesen. Wahrend bei einem Tier (Pp12) die Ldsionen mit Ladrmbelastung vereinbar waren und bei
einem weiteren Individuum (Pp5) die Lasionen infektiose Ursachen hatten, waren die Schadigungen
beim dritten Tier (Pp8) vermutlich auf Exposition gegeniber Explosion, stumpfem Trauma oder eine
parasitdre Infektion zurlickzufiihren (Details siehe unten). Leider wurde keine dieser Individuen fir
eine toxikologische Analyse ausgewahlt, da die Prioritat fir die Auswahl der Ohren die frischesten Falle
innerhalb eines Zeitrahmens (Februar bis Juli 2021) waren, um die Prdvalenz von Horschaden zu
untersuchen. Demgegeniiber standen die Kriterien flir die Auswahl der toxikologischen Analyse, fir
die 5 Tiere aus der Nordsee und 5 Tiere aus der Ostsee aus verschiedenen Altersklassen ausgewahlt
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wurden. Mogliche Korrelationen zu den Auswirkungen hoher Schadstoffkonzentrationen auf das
Gehor von Schweinswalen missen daher in weiteren Studien untersucht werden. Dariiber hinaus
wiesen drei weitere Individuen (Pp7, Pp9 und Ppl10) Infektionen in der Mittelohrhéhle (oder
Paukenhohle) auf, die wahrscheinlich durch einen Parasitenbefall ausgelost wurden. Die moglichen
Auswirkungen dieser pathologischen Verdanderungen im Mittelohr auf das Gehor sind unklar.
Inwieweit ein geschwachtes Immunsystem, das durch chronischen Stress durch anthropogene
Aktivitaten verursacht werden kann, zu einem hdheren Parasitenbefall fihrt, muss durch weitere
Untersuchungen bewertet werden.

Als Todesursache des Individuums Ppl2 wurde eine Septikdmie in Folge eitrig-abszedierender
Entziindungsprozesse in Lunge und Kleinhirn diagnostiziert, die wahrscheinlich durch eine Pilzinfektion
mit Aspergillus spp. verursacht wurden. Es gibt mehrere Faktoren, die den Verlust von Sinneszellen im
Innenohr von Saugetieren verursachen kénnen, darunter das Alter, die Exposition gegenliber Larm
oder ototoxischen Medikamenten, PCB, Schwermetalle, angeborene oder immunologische Stérungen
und andere Infektionen (Johnsson et al. 1972, Black et al. 1976, Lim und Dunn 1979, Goldey et al. 1995,
Herr et al. 1996, Crofton et al. 2000, Prasher 2009). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die im
Innenohr dieses Individuums beobachteten Lasionen (Abbildung 5) mit einer Aspergillose in
Zusammenhang stehen, da sie fokal und nicht in den ersten um des Apex lokalisiert sind, was nicht mit
einer Schadigung durch einen infektiosen Erreger vereinbar ist. Dariiber hinaus gab es keine
erkennbaren Anreicherungen des Proteins Prestin innerhalb der Lasionen, was darauf hindeutet, dass
die Lasion nicht neu ist. Bei Meerschweinchen kénnen Anreicherungen von Prestin im Zytoplasma der
Stiitzzellen bis zu 10 Tage nach der Larmbelastung nachgewiesen werden (Abrashkin et al. 2006).
Altersbedingter Horverlust sowie die Exposition gegeniiber ototoxischen Medikamenten wirken sich
typischerweise zunachst auf die hohen Frequenzen aus, und bei diesem Schweinswal gab es keine
Anzeichen fir eine Horbeeintrachtigung in den hohen Frequenzen, die in der Basis kodiert sind.
Obwohl das Alter dieses Tieres auf 12 Jahre geschatzt wurde, ist es unwahrscheinlich, dass diese
Schadigung auf das Alter oder die Exposition von ototoxischen Stoffen zurlickzufiihren ist. Der Apex ist
ein sehr variabler Bereich mit zwei bis drei Reihen dufRerer Haarzellen, aber die fehlenden Haarzellen,
die bei diesem Individuum festgestellt wurden, waren wahrscheinlich nicht auf die normale apikale
Variabilitat zurickzufihren, da die Anzahl der duReren Haarzellen und der Deiters-Stiitzzellen nicht 1:1
war, wie zuvor bei Schweinswalen und anderen Walen beschrieben (Morell et al. 2021). Die bei diesem
Individuum beobachteten Anzeichen von Lasionen sind jedoch mit larmbedingtem Horverlust
vereinbar. Sobald die Frequenzkarten (d. h. die Frequenzverteilung entlang der Cochlea-Spirale) des
Innenohrs von Schweinswalen abgeschatzt sind, werden wir in der Lage sein, den Frequenzbereich zu
bewerten, der beeintrachtigt wurde. Wir werden auch in der Lage sein, die Frequenzcharakteristik der
Quelle zu extrapolieren, die diesen Schaden ausgeldst haben kénnte. Dieser Fall wird derzeit fir eine
Veroffentlichung in der Zeitschrift Frontiers in Marine Science vorbereitet (Rohner et al., submitted).

Bei Individuum Pp5 kam es zu einer einseitigen Dislokation der Mittelohrknochen, einer
Periostentziindung mit schwerer osteolytischer Knochenresorption und einem Verlust der Cochlea und
der Spiralganglienzellen, moglicherweise in Verbindung mit einer schweren mykotischen Entziindung
und Parasitenbefall im linken Ohr. Die rechte Cochlea zeigte jedoch keine Anzeichen einer
Horbeeintrachtigung, aber es gab eine akute Blutung und eine leichte akute Entziindungsreaktion im
Weichgewebe der runden Fensternische, was hochstwahrscheinlich eine resorptive Entziindungs-
reaktion darstellt. Es mangelt an Studien liber die Auswirkungen von Entziindungen im Gewebe der
Nische des runden Fensters und dariber, ob sie die Membran und ihre Fahigkeit, den Druck des in das
Innenohr eindringenden Schalls zu kompensieren, beeintrachtigen konnten. Ein einseitiger Horverlust
ist bei Explosionsverletzungen oder larmbedingtem Horverlust, insbesondere bei chronischer
Exposition, selten, kdnnte aber bei Infektionen hdufiger vorkommen. Das in dieser Studie umgesetzte
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Protokoll, bei dem ein ganzes TPC entnommen wird, um einen CT-Scan durchzufiihren, um Falle von
Explosionsverletzungen oder Anomalien der Knochen und der Histopathologie zu unterscheiden,
wahrend das kontralaterale Innenohr mit einer Methode perfundiert wird, die besser geeignet ist, Fille
von Larmbelastung zu erkennen, erwies sich als ideal, um Falle von einseitigem und beidseitigem
Horverlust zu erkennen. Die Entnahme von wenigen parallelen Schnitten des TPC wie hier (Abbildung
2) und in neueren Studien (Siebert et al. 2022) anstelle von Tausenden von aufeinanderfolgenden
Schnitten (Wohlsein et al. 2019, Phral et al. 2010, Seibel et al. 2010) erwies sich als sehr kosteneffizient
und wird sich als Methode fiir zukiinftige Studien etablieren. Als Todesursache des Individuums Pp5
wurde ein Trauma mit entziindlichen Verdanderungen in der Lunge vermutet, die wahrscheinlich mit
einer Endoparasitose durch Nematoden zusammenhing. Dariber hinaus wurden eine fokal
hochgradige, eitrige Meningoenzephalitis und eine Entziindung des Plexus chorioideus festgestellt, die
wahrscheinlich auf die intraldsional nachgewiesenen Pilzelemente zurlickzufiihren waren. Zusatzlich
wurde bei den mikrobiologischen Untersuchungen Brevibacterium spp, insbesondere in den Nieren,
der Leber und der Gebarmutter diagnostiziert. Der Zusammenhang zwischen den Befunden in der
Mittelohrhohle und der postmortalen Untersuchung muss jedoch noch weiter untersucht werden.

Individuum Pp8 zeigte Anzeichen, die auf Beifang hindeuten (Abbildung 6a), sowie eine geringgradige
Endoparasitose mit Nematoden in der Lunge und mit entziindlichen Verdnderungen, wahrscheinlich
parasitdaren Ursprungs, Lungenentziindung und multifokalen, mittelgradigen, akuten Parenchym-
blutungen. Die pulmonalen und mesenterialen Lymphknoten wiesen eine follikulare Hyperplasie auf,
die Ausdruck eines immunbiologischen Abwehrprozesses ist. Die Nebenniere wies eine Hyperplasie
auf, deren Ursache jedoch unklar bleibt. Wahrend das rechte und das linke Innenohr keine Anzeichen
von Horverlust aufwiesen, zeigte die CT-Untersuchung des TPC eine Dislokation des Ambosses und des
Steigbligels sowie eine mogliche Fraktur in der Ndhe der Basis des Malleus (Abbildung 4a und b). Eine
Dislokation der Mittelohrknochen (ohne Erosion) kann durch verschiedene Faktoren verursacht
werden, z. B. durch eine Explosionsverletzung oder ein stumpfes Schadeltrauma (Peacock et al. 2018,
Yetiser et al. 2008). Es ist moglich, dass die Verschiebung der Mittelohrknochen durch die Nematoden
verursacht wurde (Abbildung 4 c und d). Das Individuum wies auf der linken Seite des Kopfes Anzeichen
von Frallspuren durch Aasfresser auf (Abbildung 6b), aber es ist unwahrscheinlich, dass die
Mittelohrknéchelchen postmortal verschoben wurden, da der TPC bei der Sektion morphologisch
intakt war. Es wurden keine anderen Anzeichen fiir ein Explosionstrauma (Siebert et al. 2022) bei
diesem Individuum festgestellt, aber eine mogliche Exposition gegeniiber Explosionen konnte nicht
ausgeschlossen werden. Daher ist der Grund der Verschiebung zwischen Amboss und Steigbtgel nicht
bekannt. Wahrend der Schweinswal Pp12 Anzeichen einer sensorineuralen Schwerhdrigkeit aufwies,
handelte es sich bei den Individuen Pp5 und Pp8 um Falle von Schallleitungsschwerhdorigkeit.
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Abbildung 6. Makroskopische Bilder des Schweinswals Pp8, aufgenommen bei der Sektion. Man
beachte die Netzmarken in a) und die FralRspuren in b).

Die Pravalenz des Horverlusts in unserer Studie (3/10 Schweinswale, 33,3 %) ist, insbesondere im
Vergleich zu friheren Untersuchungen in derselben Region, hoch. In der Studie von Wohlsein und
Kollegen (2019) wiesen 3/21 (9,5 %) beigefangenen Schweinswalen Anzeichen von Hérschaden auf
(eitrige Otitis media, mykotische Otitis media mit Osteolyse oder chronische Fraktur der tympanischen
Knochen). Kiirzlich beschrieben Siebert und Kollegen (2022), dass 10/24 (41,7 %) Schweinswale aus
der Ostsee, die nach Explosionen von Munitionsdepots aus dem Zweiten Weltkrieg gestrandet waren,
Anzeichen von Explosionsschaden aufwiesen. Es gibt weitere Fallberichte Giber Schweinswale aus der
Ost- und Nordsee mit Horverlust, der sowohl infektios (Phral et al. 2010, Seibel et al. 2010, Morell et
al. 2017b) als auch durch Larm verursacht sein kann (Morell et al. 2021). Da das Gehor fiir Wale und
Delfine lebenswichtig ist, kann jede Horstérung fatale Folgen haben. Die hohe Pravalenz, die in dieser
Studie festgestellt wurde, unterstreicht die Notwendigkeit, insbesondere bei frischen Tieren das
Horvermogen von gestrandeten und beigefangenen Schweinswalen regelmaRig zu untersuchen und
mehrere komplementare Analysetechniken mit beiden Ohren zu kombinieren.

29



5. Schlussfolgerungen und Zukunftsempfehlungen

Vier der 10 untersuchten Schweinswale wiesen erhohte Gesamtquecksilberwerte in der Leber auf, die
viel héher waren als die bei Schweinswalen in der bisherigen Literatur gemessenen Werte. Alle diese
Tiere waren adult. Die Ergebnisse der Messungen ausgewdhlter POPs deuten darauf hin, dass
Schweinswale aus beiden Meeren in hohem Male Altlasten wie PCB, HCB und DDT ausgesetzt sind.
Die Gesamtkonzentrationen der sieben so genannten "Indikator-PCB" wiesen groRe Schwankungen
zwischen den Individuen auf, mit durchschnittlich hheren lipidnormalisierten Konzentrationen in der
Leber als im Blubbergewebe, die bei 6/10 Individuen die Schwellenwerte fiir potentielle toxische
Auswirkungen Uberschritten. Drei von zehn Schweinswalen wiesen Anzeichen von Hoérschaden auf,
einer mit infektiéser Atiologie, einer mit ungewissem Ursprung, aber vereinbar mit Parasiten- oder
Explosionsschdaden, und im dritten Fall waren die im Innenohr beobachteten Lasionen vereinbar mit
larmbedingtem Hoérverlust.

Diese Studie zeigt Uberschreitungen von Schwellenwerten fiir verschiedene gesundheitliche
Endpunkte bei mehreren Individuen und unterstreicht daher die Wichtigkeit, die Analyse von
Schwermetallen, POPs und reproduktiven, immunologischen und endokrinen Systemen als
Routineanalyse in die Post-Mortem-Untersuchung einzubeziehen, um ein besseres Verstandnis und
einen Uberblick tiber die aktuellen Auswirkungen von Schadstoffen auf Schweinswale der Nord- und
Ostsee innerhalb Schleswig-Holsteins zu erhalten, um zeitliche Trends ableiten zu kénnen und um
Vergleiche zwischen den Geschlechtern und Altersklassen ziehen zu kénnen.

Da das Gehor bei Walen ein lebenswichtiger Sinn ist und wir eine hohe Anzahl von Schweinswalen mit
Anzeichen von Hoérschaden feststellen, sollten auch in Schleswig-Holstein routinemafRlig Ohranalysen
durchgefiihrt werden. CT-Scans liefern einzigartige Informationen, die bei Schweinswalen in allen
Erhaltungszustanden gewonnen werden kdnnen, die Histopathologie liefert bei frischen bis leicht
verwesten Fallen wichtige Erkenntnisse, wahrend die ultrastrukturelle Analyse des Innenohrs nur flr
die frischeren Falle bestimmt sein sollte. Die Untersuchung beider Ohren mit ergdnzenden Techniken
ist wichtig, um Falle von einseitigem und beidseitigem Horverlust zu erkennen.

Die Ergebnisse der Studie werden dazu beitragen, die Entscheidungsfindung zu verbessern und die
Entwicklung und Bewertung der entsprechenden Indikatoren im Rahmen der Meeresstrategie-
Rahmenrichtlinie (MSRL) sowie von OSPAR und HELCOM zu unterstitzen. Da die
Schweinswalpopulationen in der deutschen Nord- und Ostsee aufgrund anthropogener Aktivitaten
einem enormen Druck ausgesetzt sind, leisten die Ergebnisse dieser Studie einen wichtigen Beitrag
zum Verstandnis der Bedrohungen fiir Schweinswale und damit zum Schutz der Schweinswale und zur
Verbesserung ihrer Lebensraume.
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