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4 EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Neubeseddung des antarktischen Ozeans mit rezenten Knochenfischen
(Teleostei), wie den in diessr Arbet untersuchten Vertretern der Zoarcidae, setzte im
frihen Miozén vor ewa 25 Millionen Jahren en (Anderson, 1994). Zu dieser Zeit begann
gch das polae Klima in der Antarktis langsam zu sabiliseren (Arntz et al., 1994), wurde
bis zur letzten Eiszeit aber immer wieder durch wérmere Perioden unterbrochen. Die
Entstehung des Antarktischen Zirkumpolarstroms und der Antarktischen Konvergenz vor
ewa 23 Millionen Jahren isoliete die Wassermassen des Sudlichen Ozeans von den
umliegenden Meeren und begindigte die Entwicklung enes kat-stabilen antarktischen
Okosystems, in dem die nahezu kongtant niedrigen Wassertemperaturen ganzjdhrig nur
zwischen —1,9 und 1,0°C schwanken (Olbers et al., 1992).

Fir die ektothermen Organismen in diessm Okosystem, die ihre Korpertemperatur
gegenlber der Umgebungstemperatur nicht regulieren konnen, bedeutet dies, dass se ihre
Lebensdraiegie auf die Umwdtbedingungen in der Antaktis engdlen mussen. So
produzieren die meisten antarktischen (und arktischen) Fischarten Frostschutzproteine, um
ihre dem Meerwassr gegentber hypoosmotischen Koérperflissgketen be  niedrigen
Temperaturen vor dem Gefrieren zu bewahren. Bel der in dieser Arbet untersuchten
antarktischen Admutter Pachycara brachycephalum wurden drei solcher Peptide gefunden
(bestehend aus 13 bis 14 Aminosiuren, M, 6900), die an Eiskrigtdle adsorbieren und so
ene Bariere zwischen Eisoberfliche und Wassarmolekiilen bilden (Kock, 1992). In der
Kdte geigt auch der Gehdt ungesittigter Fettsduren in Zdlmembranen, um ihre Huiditét
zu erhaten (homooviskose Adaptation, Sehe Moran & Melani, 2001).

Um die kdltebedingt erhthte Viskodtd des Blutes zu erniedrigen, haben vide polare
Fische einen niedrigeren Hamatokrit ds Meeresfische gemégter Braten. Im Sonderfdl
der antarktischen Eidfische (Channichtyidae) fehlen rote Blutzelen und Hamoglobin sogar
ganz. Die veringete Sauerdoffkapazitét des Blutes wird zum enen durch ene passvere
Lebensveise und eine hohere Sauerdoffaffinitde kompensert (Wells & Jokumsen, 1982;
Sidell, 1998), zum anderen ist be niedrigen Temperaturen die physkaische Lédichket von
Sauergtoff im Blut und in anderen Korperflissgkeiten gesteigert. Im Vergleich zu Fischen,
die Uber Hamoglobin verflgen, bestzen die Eisfische zusdtzlich noch en grolieres Hearz
und Blutvolumen sowie eine hdhere Mitochondriendichte im Herzen (Sidell, 1991; O'Brien
& Sidell, 2000).



EINLEITUNG 5

Niedrige Temperaturen konnen auch im Cytosol zu einem Viskostdsangieg und einer
Herabsetzung von Diffusongprozessen fihren, so dass es mit snkender Temperatur
maoglicherwelse zu einer Veringerung des Sauerdofftrangportes zu den  Mitochondrien
kommt (Sidell, 1991). In Kombination mit ener temperaturbedingten Erniedrigung von
Enzymektivitééen kann dies letztlich eine Einschrankung der Stoffwechsdrate bedingen.
Um trotz der niedrigen Temperaturen physologische Funktionen aufrecht zu erhdten und
ene funktionele Hypoxie vermeiden zu konnen, bedaf es daher einer Anpassung des
Stoffwechsd an die Kdte.

Scholander et al. (1953) und Wohlschlag (1960) fanden be niedrigen Temperaturen fUr
polae Fischaten deutlich hthere Stoffwechsdraten, ds es die auf die glechen
Temperaturen extrapolierten  Stoffwechsdraten tropischer Fische erwarten lielen. Diese
Befunde fluhrten zur Hypothese der metabolic cold adaptation (MCA), die aufgrund
neuerer Untersuchungen kontrovers diskutiert, vor dlem von Holeton (1974) und Clarke
(1983, 1991, 1993) dsark kritidert und von Clarke & Johnston (1999) fur die polare Gruppe
der Notothenoidae widerlegt wurde. Der heutige Stand der Untersuchungen 1&sst vermuten,
dass ba antaktischen Fischen ene MCA nur in geringem Ausma? vorliegt und ene
vollstdndige Kompensation nicht erreicht wird (Hardewig et al., 1998).

Katadaptierte Arten bestzen hohere Mitochondriendichten as Arten aus geméaldgten
Breiten (Dunn, 1988 in Hardewig et al., 1998). Eine Temperaturabhangigkeit der
Mitochondriendichte konnte auch im Verlauf von Akklimationsprozessen beobachtet
werden (Johnston & Dunn, 1987; Sidell, 1998) (Akklimetion: Anpassung an enen
betimmten Faktor, z. B. Temperatur, Uber mehrere Wochen im Labor, vgl. hierzu Clarke,
1991). Eine hohere Mitochondriendichte verkirzt zum enen die Diffusonsvege z. B. fir
Sauerdoff zwischen den Kapillaren und den Mitochondrien, zum anderen erhdht de die
oxiddive Kapazitdt des Organismus (Sidell, 1998). Ein ebenfdls in antarktischen Fischen
beobachteter erhdhter Lipidgehdt erleichtert die Diffuson, den Transport und die
Speicherung von Sauerdtoff im Gewebe, da Sauersoff in Lipiden 4 bis 5 ma besser
diffundieren kann dsim Cytosol (Sidell, 1991).

Auf der anderen Sdte fuhrt ene hohe Mitochondriendichte zu ener  erhthten
Ruhestoffwechsdrate (standard metabolic rate SMR) und einem erhthten Energiebedarf
durch Protonenleckstrome Uber die innere Mitochondrienmembran (Review: Portner, 2001).
Dies kann Uber Verdnderungen von Membraneigenschaften eingedammt werden (Portner et
al., 1998a), des weiteren weisen mitochondridle Enzyme mancher kdteadeptierter Fische
ene hohere Aktivierungsenergie auf ds digenigen in Fischen gemd3gter Breiten
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(Hardewig et al., 1999; Portner et al., 1999b, 2000b). Auf diess Weise kann die
Stoffwechsdrate bel niedrigen Temperaturen (und niedriger Umgebungsenergie) auf einem
Niveau gehaten werden, das man von der Extrapolation der Stoffwechsdraten von Fischen
aus gemdigten Breten mit ener geringeren Mitochondriendichte erwartet. Insgesamt aber
erhdten die Tiere durch diese Art der Kdteadaptation eine erhdhte Temperatursensibilitét,
die in ihrer Stenothermie zum Ausdruck kommt (Portner et al., 1999a): Be degender
Temperatur kommt es be diesen Tieren zu enem darken Andieg der Stoffwechsdrate,
sobad durch die Umgebungsenergie  Aktivierungsenergie  fir  den mitochondriden
Stoffwechsd  bereitgestelt wird. Dadurch snd ener tolerierbaren  Temperatursteigerung
nach oben hin sehr enge Grenzen gesetzt. Stenothermie konnte demnach ds das direkte
Resultat einer K& teadaptation angesehen werden.

Eine solche Temperatursenshilitdt exisiet auch bel  eurythermen Fischen gemddgter
Braten, deren artspezifisches Temperaturfenster' zwar etwas grof3er ist, aber dennoch den
Temperaturbereich markiert, auf den die Tiere zur Erhdtung ihrer Lebensfunktionen
angewieen dnd. Gerade vor dem Hintergrund der globden Erwérmung wird die
Bedeutung der Temperaturtoleranz ektothermer Meeresorganismen erschtlich, wie an
ener temperaturbedingten Artenverschiebung von Zooplankton und anderen Invertebraten
im Englischen Kand (Southward et al., 1995) oder am Riickgang des Dorschbestandes in der
Nordsee (O'Brien et al., 2000) gezeigt werden konnte.

Shelford legte 1931 mit senem Toleranzgesstz den Grundstein fur en dreisufiges Moddl
fir die Temperaturtoleranz ektothermer Organismen, das in der Folge von mehreren
Autoren aufgegriffen wurde  Southward beschrieb 1958 en Moddl fir marine
Invertebraten, das Sch in enen aktiven, enen inaktiven und enen komadsen Bereich
gliedert. Ober- und unterhdb enes Aktivitdtsbereichs schligfd sch  en Bereich an, in dem
die Tiere keine spontane Aktivitét mehr zeigen, aber noch auf &ul¥ere Reize reagieren. Auf
diesen irritability range folgt en Bereich, in dem die Tiere in enen komatsen Zustand
vafdlen, aif die der Tod folgt. Weatherley (1970) vermutete, dass ein Angieg im
Sauerdoffbedaf mit steigender Temperatur solange durch eine Steigerung der Ventilation
und des Blutflusses gedeckt werden, bis die respiratorischen und zrkulatorischen Systeme
ihre maximae Kagpazitdt ereicht haben, darlber tritt ene Sauerdtofflimitierung en. Jones
(1971, in Johnston & Dunn, 1987) schlug vor, dass der Aktivitdtshereich eines marinen
Organismus durch digenigen Temperaturen eingeschrankt sein kann, an denen die aerobe
Kapazitét (aerobic scope) zu snken beginnt, well der Energiebedarf der Ventilation und
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der Zirkulation zu grol3 wird und die Bdieferung des Gewebes mit Sauerstoff somit nicht
mehr gesteigert werden kann.

Glechermalien scheint es auch mit snkender Temperatur zu ener temperaturinduzierten
Kepazitdtsreduktion des Kredaufsygems 2zu kommen, die ebenfdls in ene
Sauergoffunterversorgung des Gewebes mindet. In ihren Arbeiten an Spunculus nudus
und Arenicola marina ermittelten Zielinski & Portner (1996) und Sommer et al. (1997) die
hohen und niedrigegn Temperaturen, an  denen durch en  Missverhditnis  von
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffbereitstelung ein Ubergang zum  anaeroben  Stoffwechsd
dattfindet und jensdts derer daher nur ein zeitlich limitietes Uberleben moglich ist. Diese
definierten Zielinski & Portner (1996) ds untere und obere kritische Temperaturen Tgri; | und
Tait n. Waeterhin lassen sch innerhdb der kritischen Temperaturen noch  Southward's
activity range und irritability range unterscheiden, die durch einen konstanten bzw. durch
ene Abnahme des aerobic scope gekennzeichnet snd. In Anlehnung an Shdford's
Toleranzmodd| definierten Frederich & Portner (2000) daher in ihrer Arbet an der
Seespinne Maja squinado die Temperaturen, an denen der Sauerstoffpartiadruck Poy in
der Hadmolymphe von M. sguinado zu snken begann — dso ene Verschlechterung der
Lebensbedingungen flr die Tiere @ntrat — , as untere und obere pejus-Temperaturen T, |
und Tp 11 (pejus = schlechter). Demnach finden ektotherme Organismen innerhab von T, |
und Tp 1 optimae Lebensbedingungen vor (Abb. 1.1), zwischen Tp und Teit IS @n
Uberleben zwar gewdhrleistet, dlerdings mit zunehmenden Einschrankungen in Aktivité,
Reproduktion und Wachstum (P6rtner, 2001).

physiologischer Toleranzbereich

Okologischer Toleranzbereich
-+

Pessimum

- <«— Temperatur —p +

Abb. 1.1: Modell der Ubergangstemperaturen bei der
Temperaturtoleranz (aus Frederich,
1999)

Die Ubergangtemperatur T, zwischen dem Optimums- und pejus-Bereich markiert
vermutlich auch die geographischen Verbreitungsgrenzen ener Art (Portner, 2001). Hier
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werden erse Limitierungen des Stoffwechsdls sichtbar, die ein langfrisiges Uberleben im
pejus-Bereich nicht zulassen. So kann es zu einer Abnahme im aerobic scope und auch zu
temperaturbedingten  Konfigurationsdnderungen  oder  Stérungen  von  Enzymen  oder
Membrantransportern kommen, die sich z. B. auf die pH-Regulation auswirken.

Fur ektotherme Organismen i es notwendig, trotz Temperaturschwankungen eine
gechmdlige Pufferkepazitdc des Blutes aufrecht zu ehdten, en solcher pH-
Regulaionsmechanismus  wird durch die a-stat Hypothese beschrieben. Die a-dat
Hypothese wurde Anfang der Sebziger Jahre vor dem Hintergrund der Beobachtung
entwickelt, dass sch der pH-Wert der Intrae und Extrazdlul&flissgkeiten ektothermer
Tiere mit der Temperatur verandert (Reeves, 1972). Die pH-Anderung folgt in Richtung
und Ausmal? ¢0,015 bis —0,020 pH/°C) der Verschiebung des pK der Imidazolgruppen von
Hididylreten mit der Temperatur. Hididin i die enzige Aminosdure, die mit einem
Imidazolring eine funktiondle Gruppe bestzt, deren pK im physologischen pH-Bereich
liegt (pK' = 6,92). Damit soidt Hididin eine wichtige Rolle im Puffersysem des
Organismus. Eine  Ansiuerung mit  deigender  Temperatur  wirkt  dem
Disoziationshestreben der Imidazolgruppen entgegen und erhdt somit die Pufferkapazitét
und die funktionellen Eigenschaften eines Proteins aufrecht.

Urspringlich as Moddl fir eine passve Regulaion des Blut-pH entwickelt, wurde die a-
da Theorie im Lauf der Zet imme wieder korrigiet und ewetert. Reeves (1985)
entdeckte, dass auch aktive Mechanismen beteligt snd, Cameron (1989) schlug ds
Vefeneung die Z-stat Hypothese vor, die die Erhdtung einer konstanten Nettoladung der
Enzyme in den Vordergrund sdlt, weniger die Erhdtung ener kongtanten Dissozigtion der
Hididin-Imidazolreste, wie es a-ga vorgeht. Schligdich spiden noch Eurythermie oder
Stencthermie in Abhdngigkeit vom Lebensaum ene Rolle Wahrend kdt stenotherme
Tiere enen hoheren passven Antel fir die pH-Eingdlung nutzen, findet man be
eurythermen Tieren enen grol¥eren aktiven Antel — vermutlich, damit die Tiere flexibler
auf schwankende Temperaturen reagieren kdnnen (Portner et al., 1998a; van Dijk et al., 1997,
Sartoris et al., 2001). Be Anneliden (A. marina) lauft eine pH-Regulation nach dem adtat
Mudter nur im Bereich zwischen den kritischen Temperaturen ab (Sommer et al., 1997), dies
[&% vermuten, dass auch die pH-Regulation von ener Sauerdofflimitierung betroffen ist.

Nach dem bisherigen Stand des Wissens ist denkbar, dass die Verfiigbarkeit von Sauerstoff
ene zentrde Rolle in der Tempedaurtoleranz ektothermer Organismen pidt. Die

Sauerdoffversorgung it dso madglicherwelse das schwéchste Glied in einer Kette von
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Mechanismen, die eine Temperaturtoleranz aufrecht erhdten. Demnach konnte Sauerstoff
der limitierende Faktor san, dessen  unzureichende  Aufneéhme  schlieldich  zum
temperaturbedingten Tod des Organismus fuhrt.

Die Bedeutung von Sauerstoff as madglichem Schliissdfaktor in der Temperaturtoleranz
s0ll in dieser Arbeit an ener senothermen antarktischen Fischart untersucht werden, da bel
denothermen  Arten die Temperaurtoleranz weitaus weniger ausgepragt i ds  bel
eurythermen Arten und die Effekte der Temperatur auf die Stoffwechseprozesse deutlicher
hervortreten.  Als Versuchgsier kam dafir die kat-adaptierte stenotherme  antarktische
Admutter (Pachycara brachycephalum) in Frage, die rdaiv einfach zu fangen und in
Aquarien zu hdten ig. Zudem snd diese tragen benthischen Tiere sehr inaktiv, wodurch
ge dch fir Langzatuntersuchungen und Sauerdoffverbrauchsmessungen in ener
Tierkammer sghr gut eignen. Admuttern snd aul3erdem weltweit vertreten, daher lassen
gch gut veglechende Untersuchungen 2zwischen denothermen  antarktischen  und
eurythermen Arten der gleichen Familie aus gemé3gten Braten (z. B. Nord- und Ostsee)
durchfhren.

Die Familie der Admuttern (Zoarcidae) umfad etwa 220 Spezies. Die Aamuittern gehdren
Zu den perciformen Fischen und bewohnen die Kontinentaschelfe und kigtennahen Hange

der boredlen Meeare. Urspringlich vor ewa 50 Millionen Jahren (Eozan) im Nord-
Pazifischen Raum entstanden, haben de sich Uber die ganze Wdt verbreitet (Anderson,
1994). So kommen einzelne Arten von der Tiefsee Uber pazifische Hydrothermaquelen bis
in die hochsten Breiten der Antarktis vor, 22 Arten besedeln dlein den Sidlichen Ozean,
eine davon igt die untersuchte Art Pachycara brachycephalum.

Abb. 1.2: Die antarktische Aalmutter Pachycara brachycephalum und ihr Vorkommen in der Antarktis
(nachgewiesene Verbreitungsgebiete sind dunkelblau schattiert. Foto: C. Held)
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Die antarktische Admutter Pachycara brachycephalum lebt zirkumantarktisch an
kigtennahen Hangen in einer Tiefe von 200 bis etwa 1800m. Die Nahrung dieser streng
genothermen Grundfische setzt sch aus Muscheln, Schnecken, kleineren Amphipoden und
Woirmern zusammen (Anderson, 1990; Wohlschlag, 1963). Die in dieser Arbeit verwendeten
Tiere dammten aus ener Population der antarktischen Habinsed in der Néhe von
Deception Idand.

In enigen Arbeten an Invertebraten (Portner et al., unverdffentl. Daten; Frederich &
Portner, 2000; Sommer et al., 1997) ist gezeigt worden, dass die Sauerstoffversorgung die
erge kritische Schwelle in der Temperaturtoleranz darstellt und dass diese Schwelle durch
ene zusdtzliche Sauerstoffgabe verschoben werden kann (Portner et al., unveroffentl.
Daten). In der vorliegenden Diplomarbeit sollte daher versucht werden, die Theorie der
Sauerdofflimitieeung  der  Temperaurtoleranz auf der Ebene der Vertebraen zu
untersuchen. Es sollten Tp 1 und Teie 1 von P. brachycephalum ermittelt und darauf
Uberprift werden, ob se dch durch eine erhthte Sauersoffkonzentration hin zu hoheren
Temperaturen verschieben lassen.

Hierzu wurde je ene Messehe unter Normoxie und unter Hyperoxie durchgefthrt, in
denen die Tiere Uber mehrere Tage hinweg kongant erwarmt wurden. In den Experimenten
sollten die Tiere mdglichst schonend Uber einen weiten Temperaturbereich beobachtet
werden, um Aussagen Uber Temperatureinflisse auf den Organismus in seiner Gesamtheit
treffen zu konnen. Daher wurden Sauerdtoffverbrauchsmessungen in Kombination mit in
vivo  3!P-NMR-spektroskopischen  und  *H-NMR-tomographischen ~ Messungen
durchgefihrt, um Respiration, Energiehaushdt, den intrazdlul&ren pH-Wert sowie den
ateidlen und vendsen Blutfluss und den Oxygenierungsgrad ausgewdhlter Gewebe in
Abhéngigkeit von Temperatur und Sauerstoffpartiddruck am lebenden Tier vefolgen zu

konnen.
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2 Material und M ethoden

2.1 Versuchstiere

Die in den Versuchen engeseizten antarktischen Admuttern der Art Pachycara
brachycephalum wurden wéhrend der POLARSTERN-Expedition ANT XVII/3 im Méarz
2000 in der N&he von Deception Idand (Station 170; 62° 55,83'S, 60° 26,88'W) in
bektderten Reusen in 475m Wassartiefe gefangen. Die Temperatur betrug 0,4°C bel einer
Sinitéd von 34,5%o0. Bis zu ihrem Eintreffen am 14.5.2000 in Bremerhaven wurden die
Tiere im Aquariencontainer an Bord der POLARSTERN be 0°C (x1°C) gehdtert. In
Bremerhaven wurden se bis zum Beginn der Versuche im Aquarium des Alfred-Wegener-
Ingtituts bel 0°C (x0,5°C) in Seewasser aus der Nordsee (Tiefe Rinne, Helgoland)
gehdten, die Sdinitét betrug 32,5%0. Vor Beginn der Versuchsreihen wurden die Tiere mit
Ganden gefittert, soéter erhidten se Muschdn, da die schwer verdaulichen Panzer der
Ganden im Magen der Fische Artefakte in der NMR-Bildgebung hervorriefen. Die Fische
wurden zehn Tage vor Versuchsbeginn nicht mehr gefittert, um Sicherzustdlen, dass ihr
Energieumsatz weitgehend unbeeinflusst von V erdauungsprozessen war.

Die Fische hatten eine Lange zwischen 24 und 30cm und wogen 36 bis 74g.

2.2  Aufbau und Durchfiihrung der Versuche

Fur die Vesuche wurden die Tiere im Aquaium in ene Plexiglaskammer
engesetzt und darin in das Zentrum der Magnetbohrung Uberfihrt. Die Kammer (Fa
Rietzed, Langenhagen) haite ein Volumen von ca 300m und bot den Tieren geniigend
Raum, um sich zu bewegen. Uber Klickventile (Colder Products Company GmbH, Grof3-
Gerau) und Kungtgoffschlduche (,gasdicht’; Tygon, Norton Pagticss USA) war die
Kammer mit einem Reservoir verbunden, das etwa 301 Seewasser enthidt. Das Reservoir
befand sch auf hoherem Niveau ds die Tierkammer, so dass das Wasser aufgrund des
hydrogtatischen Druckunterschiedes aus dem Reservoir in die Tierckammer und von dort
water in e@nen Sammebehditer floss aus dem es mit ene Peigdtikpumpe (Fa
Magterflex, Barington, IL, USA) zuriick ins Reservoir gepumpt wurde. Uber eine
Schlauchklemme vor dem Sammebehdter konnte die Flussae af #1 ml ? min?
eingestelt werden (Sehe Abb. 2.2.1).
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Abb. 2.2.1: Schema des Versuchsaufbaus. Rechts im Bild befindet sich der Magnet (griin) mit der
Fischkammer und den Containern, die die Sauerstoff- und Temperaturoptoden enthielten, dartber die
Gasmischpumpe, die das obere Reservoir begast, aus dem das Wasser hydrostatisch durch die
Fischkammer im Magneten in das untere Reservoir flieRt. Eine Pumpe schliet den Kreislauf, die
FluRgeschwindigkeit ist iiber eine Schlauchklemme regulierbar. Die Temperaturen im Schlauch, Reservoir

und Magnet werden liber Thermostate reguliert.

Das Reservoir selbst bestand aus ener isolierten und abgedichteten 50-I-Plagtiktonne, in
der d9ch en Aquaienfilter und Eiwel3-Abschaumer (Ehem GmbH, Dezisau) befanden.
Das Wassr in der Tonne wurde Uber Spruddsteine und den Abschéumerzufluss
wahlweise mit ene Luftpumpe oder ener 4-Kand Gasmischpumpe (Fa Wosthoff,
Bochum) begast. Uber drei Kihlthermostate (Fa. Lauda, Konigshofen; Fa.  Julabo,
Sedbach) wurde die Temperatur des Reservoirs, die der Schlauchbriicke zum Magneten
und die des Gradientenrohresim Magneten reguliert.

2.2.1 Versuchsprotokoll

Zwe Vesuchgehen mit je funf Versuchdieren in @nem Temperaturbereich von
0°C bis 16°C bilden die Grundlage dieser Arbeit. Bei ener Kontrollreihe unter Normoxie
efolgte die Begasung des Seewassarreservoirs mit Raumluft, der Sauergtoffpartiadruck im
Wasser betrug etwa 20,0 bis 21,4 kPa (150 bis 160 Torr). In einer zweiten Versuchsreihe
(Hyperoxie) wurde das Reservoir mit einer Gasmischpumpe begast, das Gasgemisch
bestand aus 30% Sauerstoff und 70% Raumluft, so dass der Sauerstoffpartiddruck im
Reservoir bel 45,3 kPa (340 Torr) lag. Die Tiere wurden jeweils 12 Stunden vor Beginn
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der Experimente in den Vesuchsaufbau engesetzt, um ene ausreichende Erholung zu
gewdhrleigen, da vide antarktische Fischaten nach Fang und Manipulation zwischen 8
und 48 Stunden bendtigen, um zu enem konganten Ruhestoffwechsd  zurlickzukehren
(Holeton, 1974; Wells, 1986; Johnston et al., 1991). Der Erholungszustand wurde anhand von
Kontroll-**P-NMR-Spektren tberpriift. Im Verlauf von 24 Stunden wurde die Temperatur
in zwe Schritten um jewels 1°C erhoht, die Zetintervdle ba kongtanter Temperatur
betrugen neun (tagsiiber) bzw. 13 Stunden (nachts). Die Temperaturerhbhung erstreckte
dch Uber eine Stunde, jewells vier Stunden zuvor wurde die Flussate reduziet und der
Sauerstoffverbrauch gemessen.

Padld dazu wurden tagsiber Messungen zur Gewebeoxygenierung (T2*-gewichtete
Bildgebung, sehe Abschnitt 245) und in  vivo 3'P-NMR-Sitigungstranser
(spektroskopische Messungen) durchgefithrt. Dazwischen wurden abwechseind in vivo 3!P-
Spektren zum Verfolgen des Energiestoffwechsds und flussgewichtete Bilder (Messung
des Blutflusses, , Angiographi€’) aufgenommen (Sehe Abb. 2.2.2).

Methode 31pP / Angio T2*  31P/Angio Sat Trans To*
S s T e >

L O . O2

- - - - - - - +p

Temperatur

/

!
1
1
1
!
1
T
1
1
1
!
4 1
!
!
1

1

1

1

1

1

. I

1 1

1 1

1 1
Zeit 2200h 800h 1100h 1200h 1630h 1730h 2030h 2100h
Abb. 2.2.2: Protokoll eines Versuchstages. Dargestellt ist das Temperaturprofil iber 24h sowie Dauer

und Zeitpunkt der Sauerstoffverbrauchsmessungen Q) und der NMR-Experimente. {'P: *P-NMR-
Spektroskopie; Angio: Flussgewichtete Bildgebung; T>*: Gewebeoxygenierung; Sat Trans:

Sattigungstransferexperimente).

Die Experimente endeten mit dem Tod der Vesuchdieree Nach Abschluss der
Experimente wurden dle Tiere vermessen, gewogen und auf Parasiten untersucht. Fir eine
Metabolitenbestimmung  (nicht Teill dieser Arbeit) wurden vier Tiere der Kontrollreihe
lebend bel 12°C aus dem Versuchsaufbau entnommen, mit MS 222 (05 g/l) betéaubt und
auf Eis prépariert. Nach Abschluss der Probennahme wurden die Tiere dekapitiert.
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2.3  Respiration

In enem Magnefdd i es schwierig bis unmdglich, Sauerstoffgendt und
Temperatur mit eektrochemischen oder eektronischen Sensoren zu messen, ohne dass
ihre Funktionen durch die Hochfrequenzimpulse des NMR-Systems beainflusst werden.
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Temperatur und Sauerstoffverbrauch Uber
optische Methoden bestimmt: Die Sauerdoffverbrauchsmessungen wurden mit Hilfe eines
4-Kand-O,-Messgerét  (MOPS-4, COMTE GmbH, Hannover) durchgefihrt, dessen
Funktion auf Huoreszenzquenching eines lichtsendtiven Farbstoffes an der Spitze enes
Lichtleiters (Optode) durch Sauerstoffmolekile beruht. Die Temperaturmessung erfolgte
ebenfdls auf optischem Wege durch fluoroptische Temperatursensoren (Luxtron 504,
Polytec, Wddheim). Ein Sauerdoffsensor und ein Temperatursensor wurden in enen
kleinen Plexiglascontainer (Zeichnung sehe Anhang) montiert, je ein Contaner befand
gch unmittdbar vor und hinter der Kammer. Auf diese Wese lieen dch der
Sauerdoffgehdt und die Temperatur des ein- und audlielfenden Wassers kontinuierlich
aufzeichnen, die Genauigkeit der Temperaturmessung betrug + 0,1°C. Die Léange der
Optoden (6m) becinflusste die Messungen nicht. Uber Klickventile lieRen sich die
Container zum Eichen der Sauerdoffoptoden aus dem Kredauf entfernen, die 100%-
Eichung efolgte im Fuss direkt vor der Tierkammer, die 0%-Eichung in enem separaten
Seewasserkreidauf, der mit Stickstoff begast wurde.

Abb. 2.2.3: Darstellung des Versuchsaufbaus auRerhalb des Magneten

1: Reservoir, 2: Kihlthermostat des Reservoirs, 3: Kiuhlthermostat der Schlauchbricke zum
Magneten, 4: Peristaltikpumpen, 5: Gasmischpumpe, 6: Oz-Gasflaschen, 7: Optodengerét,
8: Temperatursensoren, 9: MacLab-System, 10: MacLab-Computer, 11: Durchfiihrung zum Magneten
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Die Sauerdtoff- und Temperaiurdaten wurden Uber en 8-Kanad Powerlab/800
(ADIngruments, Cadtle Hill, Audrdien) digitdisert und in enen Computer gesped, auf
dem die Auswertung mit der zugehdrigen Software (Chart v3.5.4, ADIngruments) erfolgte
(sehe Abb. 2.2.3).

Die Hussrate durch die Tierkammer wurde so eingestelt, dass die Fische 10 - 15% des zur
Veflgung dehenden Sauerstoffs verbrauchten. Der Zetraum bis zur Eingdlung enes
Gleichgewichts in der Sauerdoffvertellung in der Kammer ig abhéngig von der Flussrate

und kann Uber folgende Gleichung von Lasiewski et al (1966) bestimmt werden:

=83 20 1010
Vg el- zg
mit
t : Zat, inder z erreicht wird
A : Kammervolumen
V : Durchflussrate
z: % Glachgewicht
.. . , A
fir z=99% gilt: t=4,6 v

Nach Eingdlung des Glechgewichts wurde fir bis zu dre Sunden die
Sauerstoffpartiadruckdifferenz DPo; zwischen e und audflielfendem Wasser  bestimmit

und aus deren Mittedwert der Sauerstoffverbrauch MOZ nach folgender Glechung
berechnet:

mit
M, : Sauerstoffverbrauch [mmol* gFG ™ ']
DPos> : Patiddruckdifferenz zwischen ein- und ausflief3endem Wasser [Torr]
bos : Sauerstoffkapazitét des Wassers [mmol* ['** Torr?]
V  : Durchflussrate [I* b
TG : Tiergewicht [(]
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Aufgrund der geringen Gewichtss und Grolenunterschiede zwischen den Versuchdtieren
wurde auf enen Gewichts-Exponenten, wie e bespidswvese von Beamish (1963)
vorgeschlagen wurde, verzichtet. Werte fir die Sauerstoffkapazitét des Wassers bo, und
den Wasserdampfdruck Proo zur Berechnung der Sauerstoffkonzentration Coy und des
Sauergtoffpartiaddrucks Po, entsammen Tabdlen aus Boutilier et al (1984).

Um mit der Arrhenius-Aktivierungsenergie E; en Mal fur die Temperaturabhéngigkeit
des Stoffwechsds zu  bekommen, wurde der natlrliche Logarithmus  der
Sauergoffverbrauchswerte gegen die inverse absolute Temperatur in einem Arrhenius-Plot
aufgetragen. Anhand der Steigung der Regressonsgeraden wurde die Aktivierungsenergie
Ea nach ener modifizierten Gleichung von Segel (1976) berechnet:

Ea:'R -m

E.  Aktivierungsenergie (J-molit)

R algemeine Gaskonstante ( 8,314 J -mol* -K 1)

n Seigung
Mit ener Minimum Sum of SguaresAndyse lassen dch die Steigungen  der
Regressonsgeraden  auf  Diskontinuitdten  untersuchen, die  auf  Arrhenius-Break-
Temperatures (ABT) hinweisen. ABT geben magliche Diskontinuitéen in der
Temperaturabhéngigkeit des Stoffwechsels an.
Padld zur Arrhenius-Aktivierungsenergie wurden fir den Bereich zwischen 2 und 12°C
die Quo-Werte fir den Sauerstoffverbrauch unter Normoxie und Hyperoxie bestimmt. Der
Quo-Wert gibt an, um wechen Faktor eine Reektion beschleunigt wird, wenn die
Reektionstemperatur um 10°C erhtht wird. Zur Berechnung der Quio-Werte diente die
folgende Formd:

10
av Q(Tz' )
Qlo = g&—

Mor &
mit
T1:  Ausgangstemperatur [°C]
T,:  erhohte Temperatur [°C]
M, : Sauerstoffverbrauch bei T,

M, : Sauerstoffverbrauch bei T,
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24  NMR-Messungen
24.1 Hardware/Software

Die NMR-Experimente wurden an enem 4,7 Teda Bruker Biospec DBX System
(Resonanzfrequenz 'H: 200MHz) mit aktiv abgeschirmten Gradientenspulen (Fa. Bruker
Medicd, Ettlingen) durchgefiihrt. Die Bohrung des Magneten betrug 40cm. Als Sende-
und Empfangsspule diente eine *H/A3C/A'P Oberflachenspule (Durchmesser 5cm). Die
Steuerung und Auswertung der Experimente erfolgte durch das Programm ParaVison (Fa
Bruker Medicd, Ettlingen) auf Unix Workdaions (Fa. Slicon Graphics, USA). Zum
Ausdrucken von Spektren wurde das Programm XWinPlot (Fa Bruker, Ettlingen)
verwendet.

Die in den Versuchen benutzten spektroskopischen und tomographischen in vivo NMR-
Methoden werden im folgenden kurz dargestdlit.

2.4.2 Blutfluss

Mit der flussgewichteten Bildgebung, die ersmals von A. Haase vorgestellt wurde
(Haase ¢t al., 1986), lassen sich Anderungen in der Flussgeschwindigkeit z. B. in einem
Blutgefdd verfolgen. Dazu werden in der zu untersuchenden Schicht gebundene Protonen
gezidt geséttigt, so dass nur bewegte Protonen (z. B. im Wasser) detektiert werden, deren
Fusgdichte und -geschwindigkeit sich in der Intensté des erhdtenen Bildes widerspiegelt.
Um den Einfluss von kurzfrigigen temperaiurinduzierten Schwankungen zu  minimieren,
wurde ers gegen Ende jeder Temperaturphase untersucht, inwiefern die Zirkulaion in den
Blutgefdien von Temperatur und Sauerdoffkonzentration im umgebenden Wasser
beeinflusst wird.
Be reduzietem Wassfluss wurde ene Sequenz von sechs Bildern aufgenommen. Die
Schnittebene wurde so gewahlt, dass se durch den Rumpf des Tieres verlief und sowohl
Rickenmuskulatur as auch Lebergewebe im Bild zu erkennen waren. Die Bilder dler
Temperatursequenzen wurden in ihrer Intensitd aufeinander abgestimmt. Uber die Aorta
dorsalis und Vena cardinalis posterior wurden ROIs (Region Of Interet) von etwa 16
pixel units (4*4 pixed) geegt, sowie en ROl von etwa 12 pixel units Uber en
angeschnittenes grofRes Lebergefdd. Die mittlere Intengtd der ROIs wurde automatisch
durch XTip (Paravison) bestimmt. Um andere Effekte auszuschlieffen, wurden die
Intengtéten dler ROIs durch das Grundrauschen im Bild aulerhadb der Tierkammer
dividiet. Die Intendtéen der im Fschquerschnitt gewédhiten ROIS wurden durch die
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Intengtdten von ROIs gleicher Abmessungen in einem Bild, das in gleicher Podtion ohne
Fisch aufgenommen wurde, dividiet, um dem habkugdformigen Anregungsprofil der
Oberflachenspule gerecht zu werden. So  konnten die Intendgtéten von ROIs an
verschiedenen Pogitionen im Anregungsprofil untereinander verglichen werden.

Alle schs Einzdwerte ener Bildsequenz wurden zu einem Geamtwert der jewelligen
Temperatur gemittelt.

24.3 Ty*-gewichtete Bildgebung

Die von Ogawa entwickdte T,*-gewichtete Bildgebung (Ogawa et al., 1990) ig

eéne NMR-Mehode, mit der Unterschiede im Oxygenierungsgrad eines Gewebes
dargestellt werden konnen. Hierbei macht man dch die unterschiedlichen magnetischen
Eigenschaften von oxygeniertem und desoxygenierten  Hamoglobin zunutze, die sch auf
die effektive Spin-Spin-Rdaxationszeit To* auswirken und somit den Bildkontrast
beanflussen. Mit Hilfe der T,*-gewichteten Bildgebung wurden die Auswirkungen von
Temperatur und Hyperoxie auf die Gewebeoxygenierung in Muskulatur und Leber
untersucht.
Die Auswetung der To*-gewichteten Aufnehmen eafolgte im Prinzip wie fir de
Blutflussdaten beschrieben. Hier wurden vier bis acht Bilder pro Temperaturphase zu
enem Mittelwert zusammengefasst. Die Schnittebenen der Bilder wurden so gewdhlt, dass
ge mit den Ebenen der entsprechenden BlutflusssAufneéhmen in ihrer Postionierung
Ubereingimmten. In den homogenen Bereich der Muskulaiur links und rechts der
Wirbesiule sowie in die Leber wurde jewalls ein ROl von etwa 25 pixel units geegt. Die
Signd/Rausch-Optimierung  und  Intenditétsabgleichung der Bilder untereinander  erfolgten
auf die gleiche Weise wie fur die Blutflussdaten beschrieben.

244 *'P-NMR-Spektren

Die in vivo 3'P-NMR-Spektroskopie erlaubt es, Konzentrationsanderungen sowie
Veschiebungen in den Konzentrationsverhdtnissen eniger  phosphathdtiger  Metabolite
der Zdle (z. B. Phosphokreatin (PCr), Adenosintriphosphat (ATP), freiles anorganisches
Phosphat (P) und Phosphodiester (PDE)) zu verfolgen. Dartiber hinaus ist die chemische
Verschiebung des freien Phosphates P, abhéngig von der Protonenkonzentration in der
Zdle und lasst sch somit as Indikator des intrazdluldren pH-Wertes (pH;) nutzen. In dlen
Versuchen wurden kontinuierlich 3!P-Spektren aufgenommen, um die Abhéngigkeit des
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pHi von Temperatur und Po, sowie die Konzentrationsverhdtnisse zwischen den am
Energiestoffwechsd beteiligten Substanzen zu untersuchen.

Uber das Programm ParaVison wurden Position sowie Breite, Intensitd und Integrale der
Sgnde von a-, b- und g-ATP, Phosphokreatin und freilem Phosphat berechnet und Uber
das Macro MergeMacLab&NMR (programmiert durch R. Wittig) mit den Temperaturdaten
verknipft. Aus den Héchen (Integrde) wurden die Verhdtnisse von P/PCr, gATP/PCr
und P/g-ATP gebildet, um etwaige Anderungen im Adenylatstoffwechsd aufzudecken.

Der pH-Wert wurde aus der Pogtion des freilen Phosphats P, im Spektrum reaiv zum
Phosphokreatin PCr bestimmt. Dazu wurde eine P/PCr-Losung mit lonenkonzentrationen,
die das intrazdlul@&e Milieu maine Fsche smulieten, bel verschiedenen pH-Werten
gemesen, um die chemische Verschiebung des anorganischen Phosphates in Abhéngigkelt
vom pH zu besimmen (Bock et al., 2001). Aus den erhatenen Titrationskurven ergab sich
die folgende Formd, die zusidzlich noch enen Faktor zur Kompensation von
Temperatureffekten beinhdtet:

é 1979 ,5 , U . éd_ - 0,67 +(0,003579 " T)U
H @& 54400 +0,018567 ~ (T + 273 )i+ log g2 ’ -
P @S(T+273) ( )H og83,2+(o,001888 “T)-d,

mit

do = chemische Verschiebung, geaicht auf 85% HzPO4

T : Temperatur in °C (verdndert nach Kost et al, 1990)
Mit diesser Formel 1&sst sch der pH im Gewebe der Fische mit ener reativen Genauigket
von £0,02 pH Einheten und absolut mit +0,05 pH Einheiten berechnen. Der pH-Wert
wurde pro Temperatur und Versuch aus jeweils etwa 15 Spekiren des Endverlaufs jeder
Temperaturphase gemittet.

245 Sattigungstransfer

Durch Séttigung der Magnetiserung des enen von zwe  Resktionspatnern  einer
chemischen Regktion erster Ordnung kann der Einfluss des chemisches Augtausches auf
die Signdintendtét beobachtet werden. Daraus lé&sst dch der unidirektionde Austausch
zwischen den beiden Resktionspartnern ableiten. Mit den Séttigungstransferexperimenten
wurden die von der Phosphokreatinkinase (PCK) katalyserte Resktion der
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Phosphorylgruppentibertragung  vom  Phosphokreetin  (PCr) auf ADP und die von der
mitochondridlen ATPase katdys erte Phosphorylierung von ADP zu ATP untersucht:

PCr* + ADP* +H " - %#4i® ATP* +Cr
P> + ADP* +H* - %/%® ATP" +H,0

Die Berechnung der Geschwindigkeitskonganten k der Resktionen efolgte Uber die
folgende Forme (Ouwerkerk et al, 2000):

Mg 01
Mg gT.°

kzéel-

Mo™: Magnetisierung des PCr- bzw. P.- Signdlsim Sittigungsexperiment
Mo": Magnetisierung des PCr- bzw. P-Signdsim Kontrollexperiment

(Spiegelfrequenz)
T,%: Ty Zeit des PCr- bzw. P-Signdsim Sittigungsexperiment

25  Angewandte Statistik

Als Voraussetzung fur die ddigischen Andysen wurden dle  erhdtenen
Datenreihen zunéchs auf Normadvertelung und Vaianzhomogenitédt getestet. Fur die
Normavertelung wurde ein Kolmogorov-Smirnov Ted, fir die Varianzhomogenitét en
?-Test angewandt (STATISTICA 4.0, StaSoft). Bei einem negativen Ergebnis wurden die
Daen nach logaithmischer Trandformation eneut auf Vaianzhomogenitéd und
Normavertellung untersucht. Waren die Voraussetzungen fir eine Vaianzandyse eflillt,
wurden die Datenreihen mit einer enfaktoridlen ANCOVA (p<0,05) und einem post-hoc
Student-Newman-Keuls Test (Super  ANOVA, Abacus Concepts Inc., USA) auf
dggnifikante Unterschiede in den Kurvenverlaufen zwischen Normoxie und Hyperoxie und
enzenen Kurvenabschnitten untersucht. Steigungen von Regressonsgeraden wurden  Uber
enen ungepaarten t-Test (Engel, 1997) auf dgnifikante Unterschiede Uberprift. Innerhab
ener Temperaturrethe wurden einzelne Abschnitte Uber eine Contrasts Andyse (p<0,05)
mitenander auf dgnifikante Unterschiede verglichen (Super ANOVA). Mit Hilfe ener
Anayse der Minimum Sum of Squares (Super ANOVA) wurden Regressonsgeraden auf
Diskontinuitéten und deren Lage untersucht (Nickerson et al., 1989).

Die Regressonsgeraden der im Ergebnigell dargestdlten Diagramme wurden mit Sigma
Plot 2000 (SPSS, USA) eddlt, die Geadengleichungen und der quadrierte
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Korrdationskoeffizient R? (Besimmtheitsmad) sind jeweils aufgefiihrt. R? gibt an, welcher
Antell der Vaianz (1,0 entspricht 100%) zwischen zwe normdvertelten Vaiablen auf
Wechsdwirkungen untereinander zurlickzufUhren ist (Engel, 1997).

Fur eine bessere Vergleichbarkeit sind die Ergebnisse der Normoxie- (Kontroll-) und der
Hyperoxiereihe jewels in ener Abbildung dargestdlt. Fals nicht anders angegeben,
wurden die Messwerte dler Versuchdiere einer Relhe fur jede Temperatur zu einem
Mittelwert + Standardfehler (MW+SF) zusammengefasst. Die Anzahl der Tiere je
Datenpunkt (n) ist in der Legende angegeben, davon abweichende Werte fir n snd in
Klammern in den Abbildungen aufgefiihrt. Fir n=2 wird dait des Standardfehlers (StF) die
mittlere Abweichung (MA) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Respiration

Der Sauerstoffverbrauch der Tiere unter Normoxie und Hyperoxie im Bereich von
0-15°C ig in Abbildung 3.1.1 dargestellt. Unter Normoxie i en exponentieler Angieg
des Sauerstoffverbrauchs mit Steigender Temperatur zu erkennen. Uberraschend ist der
annahernd lineare Verlauf unter Hyperoxie (f(0-13°C) = 0,1279x+0,4637; R = 0,88), der
sgch oberhdb von 9°C dgnifikant von der Sauerstoffverbrauchskurve unter Normoxie (f(1-
12°C) = 0,6805e>122%: R?> = 0,88) unterscheidet. Ein exponentidler Anstieg konnte bei

Hyperoxie nicht beobachtet werden.

Sauerstoffverbrauch

4k 1)
—e— Normoxie °

—O— Hyperoxie

Mo, [mmol*gFG **h]

0 L | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Temperatur [°C]

Abb. 3.1.1: Sauerstoffverbrauch bei Hyperoxie und Normoxie wéahrend schrittweiser
Temperaturerhohung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

Bei Normoxie erkennt man einen exponentiellen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs mit der
Temperatur, im Unterschied zu einem eher linearen Verlauf bei Hyperoxie.

Die niedrigen n am oberen Ende der Temperaturskala sind durch einsetzende Mortalitat, die
niedrigen n im unteren Temperaturbereich durch methodische Probleme (Einfrieren des Systems
bei zu niedrigen Flussraten) bedingt. n = 1 sind in den Ausgleichsgeraden nicht berucksichtigt
(Normoxie: n = 3-7; Hyperoxie: n = 3-6; —: signifikanter Unterschied zwischen Normoxie und
Hyperoxie).
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In e@nem Arrhenius-Plot (Abbildung 3.1.2) wurde der nairliche Logarithmus der
Sauerdoffverbrauchsverte  gegen  die  inverse  Temperatur  aufgetragen, um  die

Aktivierungsenergien E; unter Normoxie und Hyperoxie fir den Bereich von 0-12°C
berechnen zu konnen.

2,0 r i
Arrhenius-Plot
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Abb. 3.1.2: Arrhenius-Darstellung des Sauerstoffverbrauchs bei Hyperoxie und Normoxie
wahrend schrittweiser Temperaturerh6hung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

ABT: mogliche Arrhenius-Break-Temperature bei Hyperoxie, die gepunktete Linie verdeutlicht den
Verlauf der Regression bei dieser ABT (Normoxie: n = 3-7; Hyperoxie: n = 3-6)

Die  Arrhenius-Dargdlung  liefete  fir  Normoxie und  Hyperoxie  folgende
Regress onggleichungen:

Normoxie:  f(0-12°C) = -9,914x + 35,757 R% 0,88

Hyperoxie: f(0-12°C) =-7,737x + 27,614 R% 0,72
Aus den Steigungen der Arrhenius-Plots lassen sich Uber die Formd Ex= -Rm (Segd,
1976) die Aktivierungsenergien fir den Bereich von 0-12°C berechnen:

Normoxie. E,=89,12+ 857 kImol! (MW+StF)

Hyperoxie: E, = 63,53+ 10,00 kJ?mol’t (MW+StF)
Unter Hyperoxie eschent die Aktivieeungsenergie  eniedrigt, en  Sgnifikanter
Unterschied zwischen den Aktivierungsenergien lief3 sich jedoch nicht nachweisen. Be
Hyperoxie last dch en weterer Trend erkennen (gedrichete Linie): der Verauf
zwischen 1 und 4°C weigd ene andere Steigung auf ds zwischen 4 und 12°C,
maoglichewease liegt zwischen 4 und 5°C ene Arrhenius-Break-Temperature (ABT), die



24 ERGEBNISSE

sch aufgrund der hohen Streuung der Einzdwerte jedoch daidtisch nicht nachweisen
l&sst.

Der Qio-Waert fir den Bereich zwischen 2 und 12°C betrégt bei Normoxie 3,40+0,55, bei
Hyperoxie 2,63+0,48 (MW=StF).
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32 NMR-Experimente

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der tomographischen und
spektroskopischen NMR-Experimente dargestelt. Zu Beginn enes jeden Abschnitts
werden grundlegende Eigenschaften der Methoden vorgestdlt, um dann vor diesem
Hintergrund die Ergebnisse der untersuchten Parameter zu présentieren.

3.2.1 Bildgebung

1 Ausfluss

Abb. 3.2.1 (oben): Anatomischer Transversalschnitt
durch die Bauchregion von Pachycara brachycephalum
1: Ruckenmuskulatur; 2: Wirbelsaule;

3:Aorta dorsalis; 4: Magen; 5: Leber; 6: Schwanz;

7: Ruckenflosse; 8: Epidermis

Abb. 3.2.2 (rechts): Beispielhafte Aufsicht auf die
Position einer Aalmutter (Pachycara brachycephalum)
in der Versuchskammer zur Verdeutlichung der
Schnittebene des in Abb. 3.2.1 dargestellten
Transversalschnitts. S-S’: Schnittebene

Stelvertretend fir die bildgebenden Experimente dieser Arbeit zeigt Abbildung 3.2.1 enen
Transversdschnitt durch die Bauchregion ener antarktischen Admutter. Das Tier runt in
eng U-formigen Sdlung, die in  Abbildung 3.2.2 verdeutlicht wird, mit der
Schwanzspitze in Richtung Kopfspitze wesend auf dem Boden der Plexiglakammer,
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deren aulRere Begrenzungen (schwarz) zu erkennen sind. Man erkennt Leber, Magen und
Blutgefal3e, sowie Strukturen der Riickenmuskulatur, der Wirbelsdule und der Epidermis.

Abb. 3.2.3: Beispiel fur ein flussgewichtetes Bild.

Dargestellt ist ein Transversalschnitt durch die
Bauchregion von P. brachycephalum. Signalintensitaten
wurden in den regions of interest (ROIs) bestimmt. Der
Pfeil weist auf die BlutgefaRe im Schwanz hin.
(Aufnahmezeit: 60 s, Temperatur 8°C; Hyperoxie)

ROI 1&2: A. dorsalis & V. cardinalis post.

ROI 3: Lebergefal

Grefl: Intensitatsreferenz

Abbildung 3.2.3 zeigt en Beguid fur enen flussgewichteten Transversaschnitt aus dem
vorderen Rumpfbereich (Schnittebene sehe Abb. 3.2.2), in den fir die Auswertung berets
zwe ROIs auf die Aorta dorsalis und Vena cardinalis posterior im Rickenbereich und en
ROl af en Leberblutgefdd gelegt wurden. Man erkennt zum oberen Rand des Bildes
enen Abfdl der Sgndintendté, der durch das habkugeférmige Anregungsprofil der
Spule hervorgerufen wird. Die Umrise des Fischkorpers snd nur  schemenhaft zu
ekennen, da dationdre Spins in diessr Methode gesdttigt werden und somit  nur
geringfigig zum Bildkontrast betragen. Da es dch um ene flussgewichtete Messung
handdt, sollte man im Idedfdl nur die Blutgefde erkennen, Gewebestrukturen hingegen
gar nicht (vgl. Abschnitt 24.6). Dies id hier recht gut gdungen, man erkennt kaum
Intengtétsunterschiede zwischen Leber- und Muskelgewebe, dafir snd aber sdbst im
Schwanz die Rickenarterie (oben) und Rickenvene (unten) zu erkennen (sehe Pfell). Die
Regionen saitlich des Fisches erscheinen besonders hell, da hier Wasserzirkulation durch
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das Pumpen der Kiemendeckd auftritt. Dies ist in der Wahl der Schnittebene im vorderen
Rumpfbereich begriindet.

Ganz anders verhdten dch die Kontrastunterschiede in dem Bild ener T,*-gewichteten
Messung, das in Abbildung 3.2.4 dagestdlt id. Hier i wieder en Transversdschnitt
durch die vordere Bauchregion von Pachycara brachycephalum abgebildet, in diesem Fal
wurden auch die Brudflossen mit angeschnitten. Wiederum snd die fur die Auswertung
vewendeten ROIs in Muskulatur und Leber, sowie das ds Intendtédseferenz
herangezogene ROl aullerhdb des Kammervolumens zu sehen. Im To*-Bild gnd vid
deutlichere Intengtétsunterschiede zwischen Muske- und Lebergewebe zu erkennen, auch
das Magengewebe tritt in diesem Bild vid kontragreicher hervor ds in Abbildung 3.2.3.
Sdbs die Brudflossen (Sehe Pfeil) Snd gegen die Umgebung abgesetzt. Wie in Abbildung
323 ig auch hier wieder en Abfdl in der Sgndintengtd zum oberen Bildrand
festzugdlen, dlerdings nicht s0 deutlich abgegrenzt wie in der flusgewichteten
Aufnahme,

Abb. 3.2.4: Beispiel fur ein T2*-gewichtetes Bild.

Dargestellt ist ein Transversalschnitt durch die
Bauchregion von P. brachycephalum. Signalintensitaten
wurden in den regions of interest (ROIs) bestimmt. Der
Pfeil weist auf die Brustflosse hin.

(Aufnahmezeit: 60 s; Temperatur 8°C; Normoxie)
Muscle 1&2: Muskulatur

Liver 3: Leber

Gref 1: Intensitatsreferenz
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Abb. 3.2.5: Flussgewichtete (linke Seite) und T2*-gewichteten Messungen (rechte Seite) unter Hyperoxie bei
zunehmender Erwéarmung. Links erkennt man eine Helligkeitszunahme beider RickengeféaRe und der
LebergefalRe mit der Temperatur. Auf der rechten Seite sind zwischen 1°C und 12°C Kontrastanderungen in
der Leber, Positionswechsel des Tieres und bei 12°C am linken Bildrand durch einen geringen Fluss in der
Kammer erzeugte Artefakte zu erkennen. Jede Bildserie stammt von einem einzelnen Tier. Die Pfeile in der
rechten Bildserie deuten die Position der Leber an. Im 12°C Bild der linken Bildserie sind exemplarisch die

BlutgeféalRe beschriftet. A.d.: Aorta dorsalis; V.c.p.: Vena cardinalis posterior; Lg: Lebergefaf3.
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Die unterschiedlichen Kortraste der flussgewichteten und T»*-gewichteten Bilder werden
auch in der in Abbildung 3.2.5 gezeigten Bildsarie von flussgewichteten und To*-
gewichteten Aufnahmen aus der Bauchregion von Pachycara brachycephalum bel
verschiedenen Temperaturen deutlich. In der linken Bildserie (flussgewichtet) liegt wieder
en schlechteres Signa/Rausch-Verhdtnis ds in der rechten Serie (T2*-gewichtet) vor, nur
die Umrisse des Fisches nd zu erkennen. Im 1°C-Bild erkennt man as hellen Punkt in der
Mitte des Tieres die Aorta dorsalis, die im Verlauf der Temperaturserie immer grof3er und
heller erscheint. Ab 6°C dnd auch die Vena cardinalis posterior und die Lebergefdie zu
ekennen, die bis 12°C ebenso in ihrer Heligkeit zunehmen. Be 12°C i sogar en
Blutgefass im Schwanz zu erkennen, was auf einen Angtieg des Blutflusses schlief?en 183,

Auf der rechten Sete von Abbildung 3.2.5 ig die Temperaurrehe von T,*-gewichteten
Aufnehmen zu sehen. Die Blutgefdie lassen sch in diesen Aufnéhmen nur sehr schwer
erkennen, datt dessen igt en Intenstétsunterschied im Lebergewebe festzustelen, das
Gewebe erscheint be 12°C heller ds be 1°C. In der Rickenmuskulatur hingegen it mit
blofRem Auge keine Veranderung der Intensitét erkennbar.

In beiden Bildserien falt auf, dass die Tiere Uber den Versuchsverlauf ihre Pogtion in der
Kammer verénderten, telweise sogar voribergehend auf dem Ricken lagen. Diese
Pogtionsverdnderungen  traten  bel  dlen Fschen  beder Vesuchsehen  zu
unterschiedlichen Zeiten auf, so dass Se keiner bestimmten Temperatur zugeordnet werden
kdnnen, sondern vie mehr auf das nattirliche Verhaten der Tiere zurtickzuftihren sind.

In der T»>*-gewichteten Aufnahme rechts unten (12°C) i am linken Bildrand ein Artefakt
zu erkennen, der durch leichte Wasserbewegungen in der Kammer hervorgerufen wurde.
Bilder, in denen sch solche Artefakte auch auf den Koérperbereich der Tiere erstreckten,
wurden nicht ausgewertet.
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3.2.2 Blutfluss

In den folgenden Abbildungen snd die Ergebnisse der flussgewichteten NMR-
Messungen zusammengestdlt. Sie beinhdten die rdaiven Anderungen des Blutflusses in
der Aorta dorsalis, Vena cardinalis posterior sowie in dem groden Lebergefd’ in
normoxen und hyperoxen Tieren in Abhangigkeit von der Temperatur.

Aorta dorsalis

3 L —®— Normoxie
—O— Hyperoxie
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Abb. 3.2.6: Blutfluss in der Aorta dorsalis bei Hyperoxie und Normoxie wéahrend
schrittweiser Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

Der Datenpunkt bei 15°C bei Hyperoxie stammt von einem Tier, das kurz nach der Messung
verstarb. (Normoxie: n = 3-6; Hyperoxie: n = 4-6; *: signifikanter Unterschied zu den Ubrigen
Werten der Versuchsreihe. — :Temperaturbereich mit signifikanten Unterschieden zwischen den
Versuchsreihen)

Die reativen Anderungen des Blutflusses in der Aorta dorsalis be Hyperoxie und bel
Normoxie dnd in Abbildung 3.2.6 wiedergegeben. Es ist zu erkennen, dass in beiden
Tiergruppen der Blutfluss bis etwa 6°C langsam andtieg, wobel im Bereich von O bis 4°C
die Normoxietiere ein scheinbar hoheres Ausgangsniveau  hatten  (Unterschiede nicht
ggnifikant). Zwischen 6 und 7°C war unter Normoxie en rapider Angieg des Husses auf
en dggnifikant hoheres Niveau ds zwischen 0 und 6°C zu vezeichnen, mit enem
madglichen Maximum bel 9°C. Um 1°C versetzt folgte der Verlauf unter Hyperoxie, er
blieb dlerdings auf enem niedrigeren Niveau. Zwischen 9 und 12°C unterscheiden sich
die Kurven ba Normoxie und Hyperoxie dgnifikant, in diessem Berech gseht en leicht
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abwérts deutender Trend be Normoxie einem in etwa gleichblebenden Niveau bel
Hyperoxie gegeniber. Der letzte Daenpunkt der Hyperoxiereihe stammt von einem Tier,
das kurze Zeit nach dieser Messung verstarb. Da zu diesem Zeitpunkt bereits kein Blutfluss
mehr dchtbar war, wurde diessr Wert fir die Quantifizierung der Daten ds Nullwert

genuitzt.

Fur die Blutflussinderungen in der Vena cardinalis posterior (Abbildung 3.2.7) ergibt sich
an dnliches Bild wie fir die Aorta dorsalis, wenn auch in abgemilderter Form, da es Sch
hier um en vendses Gedd handdt, in dem  Blutflussschwankungen  durch
Geféllerweiterungen besonders abgeschwécht werden konnen. Bei den Tieren unter
Normoxie deutete sich oberhab von 6°C en vorlbergehender Angtieg in der Perfusion an,
der zwischen 9 und 12°C wieder riickgangig gemacht wurde, wahrend die hyperoxen Tiere
un enen gechblebenden Mittedwert schwankten. Ein Sgnifikanter Unterschied zwischen
den beiden Versuchgreihen lief3 Sch nicht nachweisen.

Vena cardinalis posterior

—e— Normoxie
3  —o— Hyperoxie

rel. Einheiten

Temperatur [°C]

Abb. 3.2.7: Blutfluss in der Vena cardinalis posterior bei Hyperoxie und Normoxie wahrend
schrittweiser Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

(Normoxie: n = 4-6; Hyperoxie: n = 3-7)
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Abb. 3.2.8: Blutfluss im LebergefaR bei Hyperoxie und Normoxie wahrend schrittweiser
Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

(Normoxie: n = 3-5; Hyperoxie: n = 4-6)

In Abbildung 3.2.8 snd die Blutflusssnderungen im grof¥en Lebergefdd in Abhdngigkeit
von der Temperatur dargestellt. Bis auf die Ausgangswerte (1 und 2°C) schien es zwischen
Normoxie und Hyperoxie keine Hussunterschiede in den Lebergefélien zu geben, ab 3°C
zeigten bede Tiegruppen interessanteweise den  glechen, auffdlig  wdlenférmigen
Verlauf. Ein erstes Maximum wurde bei 8°C erecht, danach sanken die FHussraten auf
Werte nahe dem Ausgangsniveau ab, um dann be 12°C (Normoxie) bzw. 13°C

(Hyperoxie) ein welteres Maximum zu erreichen.
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3.23 T,*-gewichtete Bildgebung

Anderungen im T,*-Kontrast korrdieren mit der Oxygenierung des Hamoglobins,
hier gezeigt fir die Rickenmuskulatur (Abb. 3.2.9) und die Leber (Abb. 3.2.10):

T,* Muskel
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Abb. 3.2.9: T,*-Kontrast in der Rickenmuskulatur bei Hyperoxie und Normoxie wahrend
schrittweiser Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

(Normoxie: n = 23; Hyperoxie: n = 35; * signifikanter Unterschied zu den Ubrigen Werten der
Versuchsreihe)

Die T,*-Kontraste in der Muskulatur der normoxen Tiere blieben bel Erwarmung mehr
oder weniger kongtant, mit einer leichten Tendenz, oberhdb von 5°C abzunehmen. Bel
Hyperoxie ig diese Abnahme der Oxygenierung oberhdb von 5°C dgnifikant, zwischen
normoxen und hyperoxen Tieren bestehen jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Im Gegensaiz dazu it bel der Oxygenierung des Lebergewebes, die in Abbildung 3.2.10
dargestelt i, eine podtive Abhédngigkeit von der Temperatur zu verzeichnen. Bis 11°C
deigen die Kurven unter Normoxie und Hyperoxie pardle an, wédhrend die Tiere unter
Hyperoxie weterhin den hohen Grad an Gewebeoxygenierung hdten konnen, ist be den
Normoxietieren en plotzicher Einbruch der Gewebeoxygenierung be  12°C  zu

verzeichnen, der auf den Tod der beiden in diesem Fall untersuchten Tiere zuriickzufUhren
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ig. Zwischen 5 und 6°C zeichnet sch ebenfals ein Maximum ab, das be Hyperoxie etwas
Spéter erreicht wird.

T,* Leber ©)

4 - —e— Normoxie
—O— Hyperoxie )
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Abb. 3.2.10: T,*-Kontrast in der Leber bei Hyperoxie und Normoxie wahrend schrittweiser
Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

Der Pfeil zeigt einen Wert flr zwei tote Fische an. (Normoxie: n = 2; Hyperoxie: n = 3-5)

Die T,*-gewichteten Bilder, aus denen die Gewebeoxygenierung fir den 12°C Wert (dehe
Pfel in Abb. 3.2.10) der normoxen Tiere berechnet wurde, sammen von zwei toten Tieren.
Unter der Voraussetzung, dass der Po, auf O fdlt igt erdchtlich, dass auch be totem
Gewebe der To*-Kontrast nicht auf Null snkt, sondern immer einen gewissen Grundwert
behdt, dar ds Quantifizierungsgrundlage herangezogen werden kann. Allerdings spielen
hier neben dea Oxygenierung des Hamoglobins vermutlich noch  weltere
temperaturabhéngige Prozesse eine Rolle, so dass eine Kdibrierung der Werte nur in
einem engen Temperaturbereich von wenigen Grad Cdsus moglich is.
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3.24 Energiestoffwechsel und pH-Regulation

Ein typisches in vivo 3'P-NMR-Spektrum der Muskulatur einer antarktischen
Aadmutter unter Kontrollbedingungen ig in Abb. 3.2.11 dargestdlt, neben den Signden
von a-, b-, und g-ATP lassen sich PCr- und R-Signae, Phosphodiester (Glycerophospho-
ethanolamin, Glycerophosphocholin sowie ein nicht  zuzuordnender Phosphodiester) und
Phosphomonoester detektieren.

PCr
—i |
/ |
x|
PDE GPC
v | | |
ATP aATP ATP
PME T JI : b
xlrI I"- | ||.I I"\Il |I | II Ill \ I.'I I',I Ii..-’l
*"rw‘hmwﬁwﬁﬂﬂmhﬂ/“l I Il-~w‘-"J "a.—"l L I"w.m-»-\.m.m.-'v; Iu"m.ﬂ\"‘“.--mw"vmwﬁ;"’* .\.\""""\-\.w—-“"._ﬂ-""‘w RS
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Abb. 3.2.11: in vivo *P-NMR-Spektrum aus der Muskulatur einer antarktischen Aalmutter (Aufnahmezeit: 10
Minuten, Temperatur 3°C, Normoxie)

Abkirzungen: a-, b-,g ATP: Adenosintriphosphat; GPC: Glycerophosphocholin; GPE: Glycero-
phosphoethanolamin; P;: freies anorganisches Phosphat; PCr: Phosphokreatin; PDE: Phosphodiester; PME:
Phosphomonoester; X: unbekannte Phosphodiesterverbindung

Die Intenstéd des P-Signds anderte sich Uber den gesamten Temperaturbereich kaum und
betrug ewa 2zwe Drittd des gATP-Sgnds, auch be langerer Inkubation bel
Kontrolltemperaturen (0°C) blieb das Signd des P, kongant (Ergebnisse hier nicht
dargestelt).

In Abbildung 3.2.12 ig der Zetverlauf der Verhdtnisse der anderen energiereichen
Phosphatverbindungen  zuenander am Begpid enes Einzdtieees der Normoxierehe
dargestdlt. Die Werte blieben Uber einen weiten Temperaturbereich zwischen 0 und 10°C
kongtant, erst gegen Ende des Versuchs ab etwa 11°C ist ene leichte Veranderung der
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Verhdtnisse erkennbar, die aber immer noch im Bereich der Streuung der Daten liegt. Erst
kurz vor dem Tod der Versuchstiere kam es zu einem drastischen Angtieg des P-Sgnds
be glechzatiger Abnahme des PCrSgnds. Die geingen Schwankungen —unter
Kontrollbedingungen zeigen an, dass die Tiere auf Temperaurstress nicht mit erhohter
Muskelaktivitét reagieren. Aullerdem sprechen se fir die stabilen und gut kontrollierten
physiologischen Versuchsbedingungen im Magneten.
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Abb. 3.2.12: Verhaltnisse der Konzentrationen verschiedener energiereicher Phosphate bei Normoxie
wahrend schrittweiser Temperaturerhéhung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden am Beispiel eines

einzelnen Tieres (MW Uber die Zeit £StAbw).
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Aus der chemischen Verschiebung des P-Signds lést sch mit der in Abschnitt 25.1
erlduterten Forme der intrazdluldre pH-Wert bestimmen. Abbildung 3.2.13 gdit die

Verdnderungen des pH; in Abhdngigkeit von der Temperatur fir normoxe und hyperoxe

Tieredar:
7,45
5 o
7,40 | %\B'\
\2_\, (3)
. I T
I 730} 1 I -
- |
7,25
(0]
()
720 o Normoxie
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0 ) 4 6 8 10 12 14 16
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Abb. 3.213: pH bei Hyperoxie und Normoxie wahrend schrittweiser
Temperaturerhohung um 1°C alle 9 bzw. 13 Stunden

Regressionsgleichungen unter Normoxie (n = 5-7):

f(0-4°C) = -0,01245x + 7,408 R* 0,89 f(5-13°C) =-0,00398x + 7,336 R* 0,51
Regressionsgleichungen unter Hyperoxie (n = 4-5):
f(0-4°C) = -0,01529x + 7,443 R* 0,98 f(5-13°C) =-0,00734x + 7,398 R?* 0,75

Der Ausgangswert des pH; bel 1°C lag bel Hyperoxie mit 7,430+0,021 etwas hoher ds bel
Normoxie (pH, 7,397+0,031), ein dgnifikenter Unterschied lie3 sch jedoch nicht
nachweisen. Mit deigender Temperatur konnte en Absinken des intrazdluldren pH-
Wertes sowohl unter Normoxie as auch unter Hyperoxie beobachtet werden. In beiden
Vesuchsehen ig be ewa 5°C ene Diskontinuitée zu erkennen, die Steigung der
Regressonsgeraden im Bereich von 0-4°C ig ggnifikant héher ds zwischen 5 und 13°C.
Die Diskontinuitéten in den Regressonsgeraden wurden jeweils mit ener Minimum Sum of
Squares-Andyse ermittelt.

Bei Hyperoxie efolgte insgesamt eine etwas grolere Anderung des pH; as bei Normoxie,
S0 dass trotz der unterschiedlichen Ausgangswerte zwischen 12 und 14°C die glechen

Endwerte erreicht werden.
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Jensdits von 13°C it eine abrupte Ansduerung zu erkennen, auf die in der Rege der Tod
der Tierefolgte.

Mit den 3!P-NMR-Sitigungstransferexperimenten wurde versucht, die  Enzymkinetiken
von ATPase und Phosphokrestinkinase in Abhangigkeit von Temperatur und Poz zu
verfolgen.

T T T
1k a i | 1d

Abb. 3.2.14: in vivo 31P-Spektren eines Sattigungstransferexperiments zur Bestimmung von k der von der
Phosphokreatinkinase katalysierten Reaktion bei 6°C unter Hyperoxie: (a) ungesattigtes Kontrollspektrum; (b)
Spektrum mit gesattigtem g-ATP; (c) Spiegelfrequenz relativ zum PCr-Signal. Die Pfeile geben die Position
der eingestrahlten Sattigungspulse an. (x) zuséatzliche Abséttigung des unbekannten Phosphodiesters durch

den gATP-Sattigungspuls, (y) zusatzliche Abséattigung des PME-Signals durch Einstrahlen des
Sattigungspulses.

In Abb. 3.2.14 dnd ds Begpid dra Spektren enes Stigungstranderexperiments zur
Begimmung von k der Phosphokreatinkinase bel Hyperoxie dargestelt. In Abb. 3.2.14b id
das g-ATP-Sgnd gesdtigt worden, im Vergleich zum Kontrollspektrum (Abb. 3.2.14a)
erkennt man, dass auch die unbekannte Phosphodiesterverbindung (x, vgl. Abb. 3.2.11)
zum Tell mit abgesdtigt wurde. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, die Spiegdfrequenz
zur Satigungsrequenz einzudrahlen, um im Verglech die Artefakte des Séttigungspulses
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identifizieren und ausschlieffen zu konnen. Da in dem dargestdlten Experiment die
Gechwindigkeitskongtante k der von der Phosphokrestinkinase katalysSierten Resktion
vom g-ATP zum PCr bestimmt werden solite, wurde eine Spiegelfrequenz raiv zum PCr-
Sgnd engedrahlt (Abb. 3.2.14c). Hier ist deutlich zu erkennen, dass das zuvor geséttigte
unbekannte Signd genau wie das gesdtigte g-ATP wieder die gleiche Intenstét erreicht
wie im Kontrollspektrum. Durch die Spiegefrequenz wurde das Signd  des
Glycerophosphoethanolamins (GPE)  gesdtigt, aulerdem  wurden auch  die
Phosphomonoester (PME) (y in Abb. 3.2.14; vgl. auch Abb. 3.2.11) im Vergech zum
Kontrollsgpektrum gesdttigt - en Hinweis daflr, dass de in chemischem Audausch mit
GPE gehen.

Be dea Auswetung der Expeimente ergab dch en vorher nicht  berlickschtigtes
Problem: Da die Versuchgiere in der Kammer weder betéubt noch besonders eingeengt
wurden, hatten de die Moglichkeit, sch frea zu bewegen — wovon Se trotz trager
benthischer Lebensweise durchaus Gebrauch machten (vgl. Abb. 3.2.5). Da dch die
Sétigungsexperimente Uber enen Zetraum von mehreren Stunden erstreckten (vgl. Abb.
2.2.2), war es moglich, dass die Tiere wahrend der Experimente ihre Pogtion reativ zur
Sende-/Empfangsspule  veranderten, was sSch  in  Intenstétsdnderungen  widerspieget.
Wédhrend Phosphokreatin im  Muskelgewebe ds schndl mobiliserbarer  Speicher  fur
Phosphorylgruppen dient (Stryer, 1996), ist es im Lebergewebe kaum vorhanden. Aus den
unterschiedlichen Konzentrationen resultierten verschiedene Intenstdéten der PCr-Sgnde
in den Spektren, die dann nicht mehr untereinander vergleichbar waren. Kongante
Verhdtnisse dnd jedoch Vorausstzung fir eine fehlerfrde Betimmung von k; da dieses
nicht gewdhrleset war, ergaben sch telweise negative k-Werte. Dies ig aus den in
Tabelle 3.2.1 wiedergegebenen k-Werten fur die von der PCK kataysierte Resgktion der
Kreatinphosphorylierung und der von der ATPese katdyserten ADP-Phosphorylierung
erschtlich.
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Tabelle 3.2.1: k-Werte fur die PCK und ATPase bei Normoxie (n=4) und Hyperoxie (n=3) (MW=StAbw)
Temperatur k PCK [s™] k PCK [s™] k ATPase [s™] k ATPase [s]
[°C] Hyperoxie Normoxie Hyperoxie Normoxie
MW StAbw MW StAbw MW StAbw MW StAbw
0-1 0,067 0,041 0,072 n=1 0,019 0,237 0,063 n=1
2-3 0,344 0,365 -0,645 1,197 0,282 0,219 -0,150 0,370
4-5 0,095 0,019 0,059 0,087 -0,070 0,111 -0,014 0,043
6-7 0,005 0,056 -0,055 0,075 -0,086 0,043 -0,081 0,033
8-9 0,007 0,034 0,045 0,011 -0,206 0,369 -0,088 0,259
10-11 -0,041 0,088 0,019 0,053 -0,283 0,653 0,331 0,313
12-13 -0,044 0,070 -0,004 0,094 -0,484 0,688 0,152 0,145

Die Einzdwerte der Daen wesen eine noch grofdere Streuung negetiver und postiver
Werte auf. Aus diesem Grund soll auf die Audtauschraten, die aus den Ergebnissen der

Séttigungdransferexperimente  berechnet  wurden,

nicht weter engegangen werden.
Unabhéngig davon konnten die T;-Werte fir ATP, Phosphokreatin und anorganisches
Phosphat P, ermittelt werden, Se snd im Anhang beigeflgt.




42 DISKUSSION

4 Diskussion

Mit den in den vorigen Kapitdn beschriebenen Versuchen wurde die Bedeutung
von Normoxie und Hyperoxie fur die Temperaturtoleranz der antarktischen Aamutter
Pachycara brachycephalum untersucht. Anhand des Sauerstoffverbrauchs konnte der
Energieumsaiz der Tiere verfolgt werden. Mit den flussgewichteten tomographischen
Messungen lie? sich untersuchen, ob temperaturbedingte  Anderungen im Blutfluss auch
abhdngig vom Sauerdoffgehdt des die Tiere umgebenden Wassars waren. Anderungen im
Oxygenierungsgrad des Gewebes wurden an Muskel- und Lebergewebe mit Hilfe der To*-
gewichteten Bildgebung untersucht. Die Einflisse von Temperaur und Sauersoffgehdt
aulf zdlude Ebene - Energehaushdt, pHi-Regulation und enzymaische Umsaizraten
(ATPase, Phosphokrestinkinase) - sollten durch in vivo 3'P-NMR-Spektroskopie und 3!P-
NM R- Séttigungstransferexperimente verfol gt werden.

In diesem Kepitd s0ll zundchst auf methodische Schwierigkeiten eingegangen, in der
Folge dann die erhatenen Ergebnisse zu einem Gesamthild zusammengefigt werden.

4.1 M ethoden

O,-Verbrauch

Ba da Betimmung des Sauerdtoffverbrauchs polarer Fische be niedrigen
Temperaiuren treten héufig Schwierigkeiten auf, die zum enen auf die niedrigen
Stoffwechsdraten ektothermer polarer Tiere zurlickzufUhren snd, zum anderen auch durch
die Temperaturen sdbst hervorgerufen werden. So berichten enige Autoren (z. B.
Wohlschlag, 1963, Wells, 1986) von ener hohen Vaiailitdt des Sauerstoffverbrauchs
antarktischer Fische ba  Umgebungstemperaturen zwischen -2 und 2°C, dies kann
gngsits an dnem groeren Spidraum der Stoffwechsdprozesse unter  natrlichen
Bedingungen liegen, anderersaits mag auch die niedrige Stoffwechsdrate bel  tiefen
Temperaturen die Messgenauigkeit beeinflussen.
Im unteren Temperaturbereich zwischen 0 und 4°C war es oft schwierig, die Hussate
durch das Sysem dem geringen Sauerstoffverbrauch der Tiere anzupassen, um enen
messbaren ?Po; zu erhdten, da ba niedrigen Hussraten sehr leicht das Wasser in den
gekihlten Zuleitungsschlduchen der Tierkammer gefror. Diese Problematik wurde bereits
von Wells (1986) beschrieben. Daraus resultieren die niedrigen n-Zahlen vor dlem be
Hyperoxie, unter der bei doppeter Sauersoffkonzentration die Hussrate entsprechend
noch enmd habiet werden musste, um den gewinschten prozentuden ?Po, zu erhdten
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Be niedrigen Temperauren ware es unter Umddnden snnvoll gewesen, mit einem
intermittent-flow System zu arbeiten, in dem der FHuss durch die Kammer fir die Dauer der
O2-Verbrauchsmessungen unterbrochen wird (wie in der Arbeit von van Dijk et al. (1999)
engestzt). In Kombination mit den NMR-Messungen lied dch dies jedoch nicht
rediseren, da en fir solche Messungen zweckmddger kleinvolumiger Wasserkreidauf
innerhalb des Magneten nicht konstruiert werden konnte.

Durch ene individudle Absimmung der dre an der Kihlung des Versuchsaufbaus
beteligten Thermostate war es dennoch in viden Fdlen moglich, auch ba kongant
niedriger Temperatur eine reduzierte Fussrate aufrecht zu erhalten.

NMR: Flussgewichtete und T,* -gewichtete Bildgebung

Zu den NMR-Messungen ig dlgemein zu bemerken, dass es aufgrund der Starken
Streuung der Daten nur sehr eingechrankt mdglich war, datisische Vergleiche enzener
Datenpunkte oder zwischen den Versuchsreihen durchzufiihren. Diese Streuung ist zum
Tal auf individudle Variation zwischen den Versuchdieren zurtickzufihren, aber auch auf
die Empfindlichkeit der verwendeten in vivo NMR-Methoden gegentiber Faktoren, die die
Homogenitd des Magnetfeldes stbren — dlem voran das ionenreiche Seewasser. Hinzu
kommt noch, dass es sch be den verwendeten Methoden nur um sogenannte gewichtete
Messungen handdte, die zwar den Fuss bzw. den To*-Kontrast stark hervorhoben, aber
dennoch auch anderen Einflissen unterworfen waren. Aus diesem Grund snd z. B. in den
flussgewichteten  Bildern neben den Blutgefdien noch wetere  Gewebestrukturen  zu
erkennen, die im (hypothetischen) Idedfal ausgel Gscht sain sollten.

Ein weterer wichtiger Punkt wird in der rechten Bildserie der Abbildung 3.2.5 noch
deutlich: Es ist zu erkennen, dass die Versuchgiere in der Lage waren, ihre Pogdtion in der
Kanmer freé zu veréndern. Diese deutlichen Postionswechse kamen etwa ein bis zwe
Md pro Tag vor. Wenn die Tiere dabel & und zu auf dem Ricken oder der Sate lagen, ist
dies nicht ds en Anzechen von ungingigen physologischen Bedingungen zu werten,
sondern  liegt in ihrem Vehdten begrindet, sch an die Gegebenheten enes ds
Unterschlupf dienenden Hohlraumes anzupassen. Dieses Verhdten konnte auch be Tieren,
die im Aquarium probeweise in die Versuchskammer eingesetzt und dort belassen wurden,
beobachtet werden. Der Preis dieser relativen Freiheit der Versuchsiere war dlerdings
ene Bedntrachtigung der Messergebnisse, wie es vor dlem bei den 3'P-NMR-
Sitigungsiransferexperimenten  deutlich geworden is, dch aber auch in der grolen
Streuung der Bildgebungsdaten niederschlégt.
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Im Verglech zur Oxygenierung des Muskelgewebes traten bel den T»*-gewichteten
Aufnahmen in der Leber fir diese Methode untypisch hohe Kontrasténderungen auf. Dies
kann zT. an der angewandten Methode sdbst liegen: Die T,*-gewichtete Bildgebung
findet ihre Anwendung im wesentlichen bea der funktiondlen Bildgebung im  Gehirn
(Ogawa et al., 1990), wobe Anderungen in der Gewebeoxygenierung as Resktion auf die
neuronde Stimulation bestimmter Gehirnbereiche gefunden werden. Ubertragt man  nun
diee Methode auf andere Gewebetypen, wird man — zumindest im Fal der Leber — mit
eng Rehe von Einflissen konfrontiet, die dch nachtelig auf die Mesgenauigkeit
auswirken konnen.

Der To-Wet im Lebegewebe ig, veglichen mit den Weten fir Gehirn und
Muskelgewebe, sehr kurz (Mansfield & Morris, 1982), T»* ist demnach entsprechend noch
kirzer. Dies kann daran liegen, dass in der Leber, in de vide detoxifizierende
enzymatische Resktionen ablaufen, hohere Konzentrationen an paramagnetischen  lonen
valiegen ds im Gehim, z. B. ehohte Werte fir Fe** und Mrf*, die T»* nachhdtig
beanflussen. Zudem ist der Wassargehdt in der Leber niedriger ds im Gehirn (Mansfield
& Morris, 1982), auch dies kann den Kontrast beeinflussen. Ist T,* ohnehin schon klein,
lassen gch Verdnderungen nur schlecht eindeutig nachweisen. Es ist auch vorstdlbar, dass
sgch durch den Temperaturstress bei den Tieren eine Verschiebung der Konzentrationen
paramagnetischer lonen ergeben hat, die sich in einer Anderung des To*-Kontrastes
ausdriickt. Eine solche Anderung wiirde die geringen Kontrastunterschiede, die auf eine
Oxygenierungsanderung zurtickzufiinren sind, deutlich Uberlagern (Bock, 1995).

Darlber hinaus ig be der hier verwendeten T,*-gewichteten Methode immer auch eine
potentidlle Hussgewichtung vorhanden, die sch ebenfdls auf den T,*-Kontrast auswirken
kann (Kim et al., 1994) und deren Einfluss deshdb durch geeignete Wahl der
Messparameter  minimiet  werden sollte. Dies war in dieser Arbet jedoch nur
unvollstandig maglich, so dass die Anderungen im To*-Kontrast nicht alein durch eine
Verschiebung des Hboyx/Hbgeox Verhditnisses hervorgerufen wurden, sondern auch durch
gine Anderung in der Gewebepefuson beanflust sain konnten. Ein Andieg in der
Pefuson konnte dch demnach in ene lechten Intendtédszunahme widerspiegen, dies
wiederum wirde zu enem Angieg des Kontrastes in den Aufnahmen fuhren.
Mdoglicheeweise ig dies dar Grund fir die &dhnlichen Velasfe in Blutfluss und
Oxygenierung des Lebergewebes. Um dieses Problem zu umgehen, schlagen Kim et al. zur
Korrektur vor, jeder Ty*-gewichteten Messung ene pefusonsgewichtete Messung
voranzustdlen, um aus der Differenz der Bilder den echten To*-Kontrast zu berechnen.
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Dies war im Rahmen der vorliegenden Arbet aber nicht mdglich, da bisher kene
perfusionsgewichteten NMR-Methoden fir aquatische Organismen exigtieren.

4.2  Oy-Bedarf und O,-Versorgung

O,-Verbrauch

Die Sauerdoffverbrauchsdaten be  Kontrolltemperaturen (0 bis 1°C) simmen
sehr gut mit den Ergebnissen anderer Arbeiten an antarktischen (van Dijk et al., 1999; Wells,
1986; Wohlschlag, 1963) und arktischen Admuttern (Holeton, 1974) Uberein, die fir den
Berech zwischen -15 und +1°C enen Sauerstoffverbrauch zwischen 04 und 0,8 pmol
0, ? gt FG ? h! angeben. Diese Werte befinden sich dle auf dhnlichem Niveau wie die
Sauerdoffverbrauchswerte von Fischarten gemddgter Breten, die auf 0°C extrapoliert
wurden (Wohlschlag, 1963; Wells, 1987). Dies bestétigt die Vermutung, dass be polaren
Zoarcidae keine oder nur eine geringe metabolic cold adaptation vorliegt (Hardewig et al.,
1998; Wells, 1987). Eine Andyse von Clarke und Johnston (1999) bdegt dies auch fir die
groldte Gruppe polarer perciformer Fische, die Notothenoidae.
Dea maximde Sauersoffverbrauch unter Normoxie lag in den Experimenten dieser Arbelt
bei etwa 4 pmol & ?g* FG ? ' bei 12°C. Uber diesem Wert scheint eine Limitierung der
Sauersoffaufnahmekepazitét einzutreten, an die sch der Tod der Tiere anschliefld. Dies it
auch an dem in Abbildung 3.1.1 fir en Enzdtier dagesdlten ricklaufigen
Sauerstoffverbrauch bei Normoxie oberhab 13°C zu erkennen. Van Dijk et al. (1999)
fanden in Rexpiraionsmessungen in  @nem intermittent-flow Sysem fir Pachycara
brachycephalum aus der Region der Antaktischen Habinsd enen geringeren
Maximawert von etwa 2,2 umol O, ?g* FG ? h'. Dieser trat zudem bereits bei 9°C auf,
wo auch die kritische Temperatur Tgir der Tiere gefunden wurde. Diese Werte liegen
deutlich unter denen, die durch die Ergebnisse diesr Arbet angedeutet werden.
Moglicherweise liegt dies daran, dass die Experimente van Dijks an Bord der POLARSTERN
mit kurz zuvor gefangenen Fischen durchgeflhrt wurden, die auf dem Schiff in Aquarien
gehdten wurden und acht Tage vor Beginn der Experimente nicht mehr gefittert wurden.
Es kann daher sein, dass die Fische vom Fang und der unruhigen Umgebung an Bord des
Forschungsschiffes gestress waren und deshdb auf die Temperaturerhdhung mit einer
geingeren  Seigerungstahigkeit des O,-Verbrauches reagierten. Van Dijk et al. (1999)
schreiben auf}erdem, dass de in ihren Experimenten den Po in ihrem geschlossenen
Kammersysem auf bis zu 80% des urspringlichen Sauerstoffpartiadrucks absinken
liefen. So konnten die Tiere unter Umstanden sté&rker unter Hypoxie gditten haben ds in
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den Experimenten dieser Arbeit. Hier wurde mit enem Duchflusssysem mit ener
Patiddruckdifferenz von maximal 15% (in der Regd niedriger) gearbetet, Hypoxie
wirde ebenfalls die Steigerungsfahigkeit des aeroben Stoffwechsdls reduzieren.

Ein weterer Faktor, der enen Einfluss auf die Stoffwechsdrate haben kann, ist die
Agquarienhdtung. Saint-Paul (1988) hat be tropischen Sigesdmlern (Colossoma
brachypomum) festgestellt, dass Tiere, die langere Zeit in Aquarien gehdten wurden, einen
dggnifikant  niedrigeren  Sauerdoffverbrauch  aufwiesen  ds  Wildfange.  Offengchtlich
konnen sch dso auch die auleren Bedingungen mittdfristig auf die Stoffwechsdrate der
Fische auswirken. Die identischen Stoffwechsdraten, die unter Kontrollbedingungen an
Bord bzw. nach sechsmonatiger Hdterung am AWI gemessen wurden, sprechen jedoch
gegen enen daken Einfluss der Aquarienhdtung auf die Stoffwechsdraten der Tiere
Trotzdem wurden Normoxie- und  Hyperoxie-Experimente  immer  abwechsdnd
durchgefihrt, um zumindet ene unterschiedliche Bednflussung der beden
Versuchgreihen durch die Haterungszeit auszuschliel3en.

Be Normoxie nahm die Sauerdoffverbrauchskurve mit Seigender Temperatur enen
typisch exponentidlen Verlauf an, wie e von Krogh (1914) ergmas beschrieben und
sather immer wieder bestédtigt wurde (z. B. van Dijk et al.,, 1999; Weatherley, 1970;
Wohlschlag, 1963). Im Gegensatz dazu stieg der Sauerdioffverbrauch bel Hyperoxie nahezu
liner an (vg. Abb. 3.1.1). Be Kontrolltemperaturen scheint Hyperoxie den
Sauerdoffverbrauch nicht zu beantréchtigen, dies wird auch durch die Arbeit von Gilmour
& Perry (1994) an der Regenbogenfordle (Oncorhynchus mykiss) bestétigt. Bel der
antarktischen Admutter verlaufen die Sauerstoffverbrauchskurven sogar bis etwa 8°C fast
pardlel, darlber seigt der Sauerstoffbedaf bei Normoxie exponentidl an. Daraus |&sst
gch <chlief}en, dass ene erhohte Sauerstoffkonzentration offenbar das Ausmald der
Stoffwechsdprozesse, die den raschen Angieg des Sauerdoffbedarfs jenseits von 8°C
bedingen, vermindert.

Da die Kinetiken vider Enzyme lediglich temperaiur- aber nicht sauerstoffabhéngig sind,
bedeutet dies fur Pachycara brachycephalum, dass nicht die enzymatischen Umsatzraten
ausschlaggebend fur den exponentidlen Angieg des Sauerdoffverbrauchs mit  der
Temperatur sind, sondern eine erhthte Stoffwechsdaktivitét, die moglicherweise auf enen
Andgieg von Ventilation und Zirkulaion aufgrund ensstzenden  Hypoxiestresses
zurlickzuftihren ist. Dies spiegelt sich auch in den erhthten Qio- und E;-Werten der den
Sauerdstoffverbrauch  beanflussenden  Stoffwechsdlprozesse  bei Normoxie  gegentiber
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Hyperoxie wider (3,40+0,55 gegeniber 2,63+0,42 bzw. 89,12+857 kJmol! gegeniiber
63,53+10,00 kJ?moal ).

Unter Hyperoxie dtarben die Tiere ba 14+2°C be enem Sauerdoffverbrauch, wie ihn
Tiere unter Normoxie zwischen 9 und 10°C aufwiesen. Moglicherweise befanden sch die
Tiere zu diesam Zeitpunkt noch nicht im hypoxen Bereich, so dass die Todesursache bei
Hyperoxie nicht durch Sauerstofflimitierung, sondern durch andere Faktoren bedingt wird.

O»-Versorgung

D Saedoffverbrauch  bei  Normoxie reflektiert  offendchtlich  enen  erhthten
Energieumsatz  gegeniiber dem Sauerdtoffverbrauch bel Hyperoxie, das wird auch im
Blutfluss deutlich. Obwohl ene darke Ogzllation ds Grundmuder in den Blutflussdaten
auffallt, werden dennoch eindeutige Einflisse der Temperaiur und des Sauersoffgehdts
auff den Blutfluss in der Aorta dorsalis, der Vena cardinalis posterior und in den
L ebergefélien sichtbar.

Be Normoxie hete die Temperatur im Einklang mit dem zundchst geringen Andieg im
O-Verbrauch nur ene moderate Auswirkung auf den Blutfluss in der Aorta dorsalis (Abb.
3.26). Zwischen 6 und 7°C war jedoch mit der ensetzenden Steigerung des
Energieumsatzes ein deutlicher Angieg im Blutfluss zu erkennen, der in dlen Blutgefden
gchtbar wurde und im Fal der Aorta dorsalis ein sgnifikant hoheres Niveau gegenlber
dem Bereich zwischen 0 und 6°C erechte. Hier haben die Tiere entweder Uber ene
Steigerung des Herzschlagvolumens oder der Herzfrequenz (oder einer Kombination aus
beidem, dem Hezzetvoumen HZV) die Durchbluung und  damit  die
Sauerdtoffversorgung der Organe erhoht bzw. den durch Ventilation und Zirkulation
erhohten Sauerstoffbedarf gedeckt. Hierbel wird en negativer Rickkopplungsprozess
gchtbar: Moglicheeweise snd Ventilation und Zirkulation nicht nur fir die Beraitstdlung
des benttigten Sauersoffes verantwortlich, sondern auch ds ede von ener
Sauergtoffmangel stuation betroffen (Portner, 2001).

Ein geseigerter Blutfluss und ene ebenso gedeigerte Ventilation trugen zur anfangs noch
konganten Gewebeoxygenierung bel (Sehe Abbildung 3.2.9). Dementsprechend konnten
Hardewig et al. (1999) bel der stenothermen antarktischen Art Lepidonotothen nudifrons
enen leichten Angieg der Ventilaionsrate zwischen O und 7°C beobachten, be hoheren
Temperaturen blieb sie kongtant, erreichte aso eine Séttigung.

Nach dem Angieg blieb der Blutfluss be Normoxie in den Rickengefdien bis 12°C mehr
oder weniger dabil bzw. zeigte mdglicheweise noch ene leichte Steigerung bis 9°C, um
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dann bis 12°C auf das Niveau der Flussate bei Hyperoxie abzusinken. Dies weist darauf
hin, dass das HerzKreidauf-System der Tiere be Normoxie zwischen 7 und 9°C sn
Kapazitadimit ereicht hat, ene Seigerung des Blutflusses durch  Erhéhung  des
Herzzaitvolumens dso nicht mehr moéglich war. Der snkende Trend zwischen 9 und 12°C
kann duch enen zunehmend limitierenden Einfluss der Temperatur auf den Kreidauf
erklart werden.

Be Hyperoxie dieg in beiden Rickengefdlien der Blutfluss geringflgiger und erst
zwischen 7 und 8°C an, im Veglech zur Normoxie be ener um etwa 1°C erhdhten
Temperatur. Der Relz zur Steigerung des Blutflusses setzte bei Hyperoxie dso etwas
gdter en, da die Tiere vermutlich von vornherein ene bessere Sauerstoffversorgung
besal3en.

Dieser Unterschied im  Blutfluss zwischen Normoxie und Hyperoxie wird im
Muskelgewebe dlerdings nicht dchtbar, die konstante Gewebeoxygenierung in  der
Rickenmuskulatur lésst auf eine sehr gut abgestimmte Sauerstoffversorgung schliel¥en. Bel
Hyperoxie, aber auch be Normoxie, kam es oberhdb von 5°C zu ener leichten, aber im
Fdl der Hyperoxie sgnifikanten, Absenkung des Oxygenierungsniveaus. Da sch die Tiere
wahrend der Versuche in der Kammer nur sdten bewegten, sind die leichten Anderungen
in der Gewebeoxygenierung eher auf eine abnehmende Sauerdoffversorgung ds auf ene
Aktivitészunahme zurtickzufUhren.

Fur diese Befunde bietet sch folgende Erkléarung an: Ein durch Hyperoxie hervorgerufener
Andieg im Blut-Poz und damit auch leicht erhdhter vendser Pop kann Uber enen
vermutlich vendsen O»-Sensor (Wilkes et al, 1981; Holeton, 1972) das Atemzentrum
beanflussen und wie bei der Forelle Oncorhynchus mykiss, Gilmour & Perry, 1994) und
beim Katzenha (Scyliorhinus stellaris, Barrett & Taylor, 1984; Scyliorhinus canicula,
Heisler et al., 1988) Hypoventilaion und in der Folge auch ene Absenkung der
Herzfrequenz hervorrufen. Dies kdnnte auch die Abnahme im Blut-Po, der Muskulatur bel
Hyperoxie erklaren.

Daraus ergeben dch fir das HerzKredauf-System geringere Transportkosten bel gleicher
Saverdoffversorgung  der Organe, die dch  wiedeum in @nem  geringeren
Gesamtsauerstoffverbrauch  widerspiegeln. Uber  diesen  Riickkopplungsmechanismus  kann
das Sysem auf einem niedrigeren Niveau dabil gehdten werden. Am oberen Ende der
Temperaturtoleranz  besteht zwar auch be Hyperoxie Bedaf einer erhthten Zirkulation,
doch hier szt bereits eine funktionele Limitierung durch die Temperatur en, das spiegdt



DISKUSSION 49

sgch im Zusammenlauf der Normoxie- und Hyperoxiekurve bel 12°C in der Aorta dorsalis
asauch in der Vena cardinalis posterior wider.

Im Lebergefdd (Abb. 3.2.8) ddlt sch gegenlber den Rickengefdlen en etwas anderes
Bild da: Uber 3°C folgte der Blutfluss bei Hyperoxie dem Verlaff bei Normoxie,
telweise war e um ewa 1°C zu hoheren Temperaturen verschoben. Padld zum
Hussandieg in der Aorta dorsalis efolgte zwischen 6 und 8°C ebenfdls ene erhdhte
Durchblutung des Lebergefalies, die aber nicht aufrecht erhdten wurde. Méglicherweise ist
diese Beobachtung in der Kapazitédimitierung der Aorta begrindet, die be Hyperoxie
wiederum etwas spédter eintritt: Zwischen 10 und 12°C erreichte der Blutfluss in der Leber
bel Hyperoxie das Minimum etwa 1°C spdter as bei Normoxie. Der sich anschliel¥ende
Wiederangtieg des Blutflusses bis 12°C bei Normoxie und bis 13°C be Hyperoxie ist nicht
ganz eindeutig zu erklaren, moglichewese kam es zu ener Umvertellung des Blutstroms,
0 dass Organe mit geringerer Bedeutung fir den Stressstoffwechsd (z. B. Muskulatur,
Verdauungssystem) zugungten der Leber unterversorgt wurden. Eine andere Erklarung fir
den unregdmddgen Velauf des Blutflusses in der Leber bigtet die Anaomie dieses
Organs. Da die Leber von P. brachycephalum von sehr viden Blutgefé3en durchzogen i,
war es nicht moglich, anhand der NMR-Transversdschnitte den arterielen oder ventsen
Charakter eines einzelnen Blutgefdes zu bestimmen. Es wurde daher versucht, immer das
gleiche, grofde angeschnittene Lebergefdd auszuwerten, durch die Postionswechsd der
Tiere fuhrte aber auch dieses Vorgehen nicht immer zu exakten Ergebnissen. Es it
dlerdings unwahrscheinlich, dass ene fehlerchafte Auswertung der Grund fir den
unregelmédgen Verlauf des Blutflusses in der Leber i, da dle Tiere aus beden
Versuchgeihen ein hnliches Bild aufwiesen.

Auch die Anderungen in der Gewebeoxygenierung der Leber figen sich nur schlecht in
das bisher erhdtene Gesamthild ein. Bis 12°C ba Normoxie und 14°C be Hyperoxie war
ene detige Zunahme des To*-Kontrastes zu beobachten. Fihrt man diese Zunahme dlein
auf Anderungen in der Oxygenierung des Gewebes zuriick, bedeutete dies eine Steigerung
der Oxygenierung zwischen O und 15°C um mindestens 100%, wenn man den fir totes
Gewebe erhdtenen Wert ds Kdibrierungsgrundlage fir deoxygeniertes Hamoglobin (0%
O,-Séttigung) verwendet. Umgekehrt hief3e das, dass unter Kontrollbedingungen zwischen
0 und 3°C die Sauergoffsitigung im Lebergewebe nur maxima die Héfte des moéglichen
Wertes betrug. Dies i kaum mit den adlgemeinen Befunden zu vereinbaren, dass bel
poikilothermen Tieren der Sauerstoffbedarf mit der Temperatur angteigt (Schmidt-Nielsen,
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1999), demnach wirde man mit steigender Temperatur eine Abnahme des Verhdtnisses
zwischen oxygeniertem und deoxygeniertem Hamoglobin  (Hboyx/Hbgeox) erwarten, die sich
in Snkenden T»* -Kontrastwerten manifestieren sollte.

Eine mogliche Erklarung fir den Angdieg im To*-Kontrast wére, dass die Tiere den Ry, im
Blut dem Sauerdoffbedarf ihres Stoffwechsds angepasst haben. Es it jedoch nicht
wahrschanlich, dass dies dlein ene 0 dragische Zunahme des T,*-Kontrasts hervorrufen
konnte, da man in der funktiondlen Bildgebung am menschlichen Gehirn lediglich To*-
Kontrastanderungen zwischen 5 und 10% auf Oxgenierungsdnderungen zurtickfuhrt (Kim
et al., 1994). Beém Dorsch (Gadus morhua) konnte festgestellt werden, dass sich der
arteridle Sauerdoffpatiddruck Py, mit der Temperatur nur sehr wenig andert, im
Gegensatz  zum  vendsen Sauerdoffpartiddruck Pyop, der mit Steigender Temperatur
aonimmt (Portner et al., 2000b). Der erhthte Sauerstoffbedarf wird hier nicht Uber ene
hohere Sauerdoffsdtigung, sondern Uber ene gedegerte O»-Extraktion aus dem Blut
gedeckt, was dSch in ener groleren Patiddruckdifferenz zwischen ateridlem und
vendsem Blut widerspieget — auch dies wirde eher zu ener Abnahme des To*-Kontrastes
im Lebergewebe fihren.

Weiterhin spidt auch die Sauerdoffaffinitét des Blutes, die durch den Habsdttigungsdruck
Pso des Hamoglobins charakterisert wird, be Temperatureffekten eine Rolle. Allgemein
deigt be eurythermen Vertebraten der Psp mit der Temperatur an, um im Gewebe die
Sauergoffabgabe zu erleichtern (Schmidt-Nielsen, 1999), dies it auch bel Fischen der Fdl,
nur liegt bel ihnen der Psp deutlich niedriger ds be Iuftatmenden ektothermen Vertebraten.
Auch die Lebensveise schent enen grolen Einfluss auf die Temperatursengtivitét zu
haben (Graham et al., 1985; Korsmeyer et al., 1997). Inaktive kat-stenotherme antarktische
Fische sowie Tiegfseefische welsen enen sehr niedrigen Psp auf, der gegenilber Temperatur
relaiv unempfindlich ig (Qvist et al., 1977; Wells & Jokumsen, 1982), Untersuchungen von
Zielinski et al. (2001) bestétigen dies auch fur antarktische Cepha opoden.

Dennoch wirde man auch hier bel gedteigerter Temperaiur durch enen Angieg im Pso
eénen lecht erhdhten Antell an deoxygenietem Hamoglobin erwarten, der To*-Kontrast
musste demnach sinken.

Die hier dargestellten Uberlegungen lassen vermuten, dass die To*-gewichteten Messungen
im Lebergewebe von Einflissen Uberlaget wurden, die nicht dlein auf Anderungen im
Hoox/Hbgeox ~ Verhdtnis  zuriickzufihren  sind, sondern auf  eine  Anderung  der
Konzentrationen von paramagnetischen lonen oder eine Uberlagerung des Kontrastes mit
Perfus onseffekten.
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4.3  Energetik & pH;-Regulation

Neben einem protektiven Effekt auf den Metabolismus der Fische — das Aufheben

éner Sauerdofflimitierung — hat Hyperoxie jedoch auch negatlive Auswirkungen, die
gerade be hohen Temperaturen zu Stress fuhren und den Energiehaushdt der Tiere
belagten konnen. Im Vergleich zu anderen Studien (Barrett & Taylor, 1984; Dejours &
Beekenkamp, 1977; Hobe et al., 1984) wurde zwar bel den hier beschrieben Experimenten
mit enem Po, von 453 kPa (340 Torr) eine recht moderate Hyperoxie gewahlt, dennoch
llten die fur unnatirlich hohe Sauerstoffkonzentrationen beschriebenen Resktionen bel
der Diskusson der Daten nicht unberlickschtigt bleiben. Starke Hyperoxie (1500 kPa) ruft
be Fordlen beraits nach kurzer Zet (90 min) eine Veringerung der Kiemenoberflache
durch ene Abflachung der Struktur hervor (Barthelemy et al, 1981). Dies verursacht einen
verminderten Gasaustausch Uber die Kiemen.
Des weiteren kommt es ba Atmungsprozessen in der Zdle permanent zu ener geringen
Sauerdoffradikabildung, die mit Poy, Temperatur und Stoffwechsdrate angteigt. Ab einem
betimmten Punkt konnen die auf Normoxie und moglicheewease auch niedrige
Temperaturen  ausgelegten Enzyme  Superoxiddismutase und  Katdase — erhdhte
Konzentrationen an resktiven Sauerstoffspezies nicht mehr kompensieren, so dass durch
Hyperoxie Zdlmembranen, Proteine und DNA geschédigt werden kénnten.

Aufgrund der sehr vid besseren Wasserlédichkeit von CO, gegeniber O, fungiet be
Fischen im Gegensatiz zu luftatmenden Vertebraten der Pop ds Atemreizgeber. Aus dem
verminderten Atemreiz bel Hyperoxie resultiert be hoheren wasseraimenden Organismen
dlgemein eine Reduktion der Ventilationsrate, die ene respiratorische Azidose zur Folge
hat, da der Pcoy im Blut angeigt (Dejours & Beekenkamp, 1977). Eine solche
respiratorische Azidose igt auch dlgemein be Fischen, Teleodeern wie Elasmobranchiern,
zufinden (Burleson & Smatresk, 2000; Gilmour & Perry, 1994; Heisleretal., 1988; Hobeet al.,
1984; Wood & Jackson, 1980). Se lésst 9ch tUber zwel Mechanismen kompensieren: Bem
Zwergwds (Ictalurus punctatus) wurde en kurzzetiger Angieg der Ventilaionsate
beobachtet (Burleson & Smatresk, 2000), um Uberschissiges CO, auszuscheiden, bis
langerfritige  Kompensationsmechanismen  greifen. Diese bestehen in  d@ner  aktiven
Aufnahme von HCOs™ Uber die Kiemen, die innerhdb von 48 Stunden die respiratorische
Azidose auggleicht (Heisler et al., 1988; Wood & Jackson, 1980; Hobe et al., 1984). Eine
mdgliche leichte Uberkompensation kann zu dem bei Hyperoxie beobachteten erhdhten
Ausgangs-Wert des pH; fiihren (vgl. Abb. 3.2.13).
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Grundsdtizlich  ist  dledings  auffdligy,  dass dch  kaum  Unteschiede im
temperaturabhéngigen Verlauf des pH; zwischen Normoxie und Hyperoxie ergaben und
bede Velaufe ene dgnfikante Diskontinuitde aufweisen, die af ene Beealigung
unterschiedlicher Mechanismen an der pHi-Regulation schlieien |&sst. Die Steigungen der
Regressonggeraden im Bereich zwischen 0°C und 4°C von -0,015 bel Hyperoxie und
—0,012 bei Normoxie entsprechen Werten zur temperaturinduzierten pH-Anderung aus der
Literatur, die tels mit in vivo 3'P-NMR-Spektroskopie, teils mit anderen Methoden
ermittelt wurden:

Mit der Homogenatmethode (nach Portner et al., 1990) fanden van Dijk et al. (1999) fir die
Muskulatur von Pachycara brachycephalum enen pH-Abfal von —0,015 pH/°C zwischen
0 und 3°C, oberhdb von 3°C blieb der Verlauf deutlich flacher, dnlich den in dieser
Arbeit dargestdlten Ergebnissen. Fir den Amerikanischen Aa (Anguilla rostrata) fanden
Walsh & Moon (1982, 1983) in in vivo und in vitro Untersuchungen mit der DMO-Methode
fir Leber und Hez dne temperaturabhdngige pH-Anderung zwischen —0,0177 und
—0,0203 pH/°C; fur Blut, weil}e und rote Muskulatur betrug ?pH/°C jedoch nur —0,0033
bis —0,0090. Mit der in vivo 3'P-NM R-Spektroskopie wurde bereits zwischen 0 und 6°C fiir
die Muskulatur von Pachycara brachycephalum ein 2pH/°C von —0,015 ermittelt (Bock et
al., 2001), ahnliche Ergebnisse ergaben sch aus Untersuchungen an der verwandten Art
Zoarces viviparus aus Nord- und Odsee im Temperaturbereich zwischen 10 und 24°C
(Sartoris et al., 2001).

Abweichungen zwischen den einzenen Autoren dirften auf die Wahl der Methode (vgl.
hierzu Portner & Sartoris, 1999) bzw. die Unterschiede zwischen invasiven und in vivo
Messungen zuriickzufihren sein. Zudem bestent die Mdoglichkelt, dass der pH in
unterschiedlichen Geweben verschieden reguliert wird (Butler & Day, 1993; Walsh & Moon,
1982).

Die zwischen 0 und 4°C fir die Muskulatur gefundenen pH-Anderungen kommen dem
von der a-sta Hypothese geforderten Wert von etwa -0,018 pH?C™ nahe, wahrend der
pH; oberhab von 5°C einen Verlauf aufwies, der von diesem Muster abweicht.

Van Dijk et al. (1997) fanden fir die eurytherme Nordseesalmutter Z. viviparus enen
passven Antel an der astat Regulation von etwa 35% (-0,006 pH/°C von —0,016 pH/°C),
be der denothermen antarktischen Admutter misste der passve Antell hoher audfalen
(Portner et al., 1998a). Fur ene mogliche Erklaung des pH-Velaufs ba P.
brachycephalum Uber 5°C (?pH/°C: -0,004 bei Normoxie bzw. —0,007 bei Hyperoxie)
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bietet es sch an, ene Veschiebung des Verhdtnisses zwischen aktiver und passiver
Regulation in Betracht zu ziehen. Hier bestehen zwe Interpretationsmoglichketen: Durch
ene temperaturbedingte Inaktivierung von Carien wirde der Antell der aktiven
Regulationsmechanismen immer weter abnehmen, wéhrend der passve Bedandtell, der
auf die physkochemische Reektion der intrazdluléren Puffersyseme auf die Temperaur
zurlickzufUhren is, davon unbeeinflust bleibt. Die pH-Regulation wirde dann etwas
flacher mit der Temperaur verlaufen. Eine Erklarung fir das Abweichen des pH; von der
a-dat-Regulation in en adkdischeres Milieu kann jedoch dadurch nicht gegeben werden —
eigentlich wirde man bel einer durch Temperaturstress hervorgerufenen Inaktivierung der
Carrier wie Na/H'-Autauscher eher dne zusizliche metabolische Ansiuerung ds eine
Alkdiserung erwarten.

Eine andere Maglichkeit ist, dass bel sinkendem extrazdluldren pH eine Ubersiuerung der
Zdle durch Aktivierung des CI/HCOs-Audtauschers vermieden wird (Reeves, 1985).
Geade unter Stress durch Energidimitierung werden besonders die HCOs -abhdngigen
Mechanismen wie der CI/HCOsz-Audauscher eingesetzt (Portner et al., 2000a), ene
kompensatorische  Aktivierung dieses Audauschers wirde ene Alkdiderung des

intrazdluldren Milieus erkl&ren.

4.4  Charakterisierung temperaturabhangiger Toleranzgrenzen

In diessr Arbeit i deutlich geworden, dass Sauerstoff nicht as der dlenige
Fektor angeschen werden kann, der die Temperaturtoleranz der antarktischen Aamutter
Pachycara brachycephalum limitiert. Er it aer das erde Glied ener Kette von
Ereignissen dar, die zum Tod der Tiere fuhren. Ist der Sauerstoffmange durch Hyperoxie
augechaltet, treten dahinter andere limitierende Prozesse zum Vorschen, die glechfdls
enen temperaturbedingten Tod des Organismus hervorrufen. Die letde Temperatur kann
durch Hyperoxie daher nicht sehr welt verschoben werden es ist wahrschenlich, dass die
Tiere bel Hyperoxie ene leicht erhthte Letatemperatur in weniger gestressem Zugtand
areichen (dies kann man aus dem geringeren Sauerstoffverbrauch und dem Hussprofil in
der Aorta ableiten) und Se daher Uber enen langeren Zetraum ertragen konnen. Das wird
auch aus Weaheley's Experimenten an Goldfischen (Carassius auratus), die an
verschiedene Temperaturen akklimiert waren, deutlich (Weatherley, 1970 & 1973). Er
konnte nachweisen, dass be Hyperoxie die Letdtemperatur gegentiber Normoxie bel dlen
Akklimationsemperaturen um etwa 2°C gedeigat werden konnte, und dSch die
Uberlebenszeiten der Fische bei ener  dabilen Temperatur gegeniber  Normoxie
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verdoppdten bis vefinffachten. Der podtiven Auswirkung von Sauerdtoff auf die
Uberlebensspanne sind dennoch Grenzen gesetzt: Oberhdb eines O,-Partialdruckes von
5am O, lied dch keine wetere Steigerung der Sauerdoffeffekte mehr erziden. Des
weiteren hatte Sauerdtoff keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit der Tiere oberhadb von
35°C — hier war wohl jensdts von pejus- und kritischer Temperaiur der Schwellenwert
areicht, an dem andee Faktoren limitierend wirkten. Westherley vermutete ene
Denaturierung vor dlem respiratorischer Proteine, ene Hitzezerst6rung der Lipoproteine

der Zdlmembran oder auch Nervenze lschédigungen.

Es glt nun anhand der diskutierten Ergebnisse zu ermitteln, ob — wie be Invertebraten
gezeigt (Portner et al. an Laternula elliptica, unvertffentl. Daten; Frederich & Portner, 2000
an Maja squinado) — auch be antarktischen Fischen die Schwellentemperaturen T, und
Teit auftreten und ob se durch Hyperoxie verschoben werden konnen, wie dies bel der
antarktischen Muschel Laternula elliptica der Fall war.

Be L. dliptica fanden Portner et al. (unvertffentl. Daten) eine Sauerdofflimitierung an der
pejus-Temperatur von 4°C, an der auch die Aktivitét der Tiere deutlich nachlief3 (Urban,
1998 in Portner, 2001). Jenseits der pejus-Temperatur T, nmmt der aerobic scope enes
Organismus immer weiter ab, bis Teit erreicht wird (Frederich & Portner, 2000). So koénnte
die mdgliche Arrhenius Break Temperature im O,-Verbrauch zwischen 4 und 5°C (Sehe
Abb. 3.1.2) auf ene temperaurbedingte Reduktion der mitochondriden Kapazitét in vivo
hinweisen. Ein niedriger aerobic scope wiederum spiegdt sch laut Portner et al. (1999a) im
Unvermbgen wider, eine a-stat pH-Regulaion aufrecht zu erhdten. Mdoglichewese
markiert adso die Anderung in der pH-Regulaion die pejus-Temperatur T,. Als mogliche
kompensatorische Regktion auf einen sinkenden aerobic scope kommt es zu ener weiteren
Seigerung des Herzzeitvolumens zwischen 6 und 7°C, mit der Folge, dass der Blutfluss
andeigt, bis das Kapazitddimit oberhdb von 7°C erecht i€ und ene
Sauerdofflimitierung ensetzt. Diese Interpretation des Geschehens deckt sch mit den
Befunden von Frederich & Portner (2000): Bel T, stieg in der Seespinne (M. squinado) bel
maximaler Ventilationsfrequenz die Herzfrequenz zwar etwas weter an, der Poy in der
Hamolymphe konnte aber trotzdem nicht weiter aufrecht erhdten werden, so dass es zu
ener fortschreitenden Reduktion der aeroben Kapazitét der Tiere kam.

Be Pachycara brachycephalum koénnte man daher die Sétigung des Blutflusses im
Bereich zwischen 6 und 7°C ds Anzeichen fur die pejus-Temperatur T, sehen. Die leicht
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zu hoéheren Temperaturen verschobenen Maxima der Kurvenverlaufe des Blutflusses und
der Gewebeoxygenierung bei Hyperoxie lassen vermuten, dass T, bel Hyperoxie um etwa
1°C angteigt.

Die Lage der kritischen Temperatur Tt lasst dch nicht mit letzter Gewisshelt bestimmen,
da die Ergebnise diessr Arbet ene einsetzende Anaerobiose nicht endeutig belegen
konnen. Sommer et al. (1997) haben gefunden, dass im Wattwurm Arenicola marina etwa
be Tgit die a-stat pH-Regulation eingestlt wird. Ubertragt man dies auf die antarktische
Admutter, misste man ene Tgit zwischen 4 und 6°C annehmen, was in Sarkem
Widerspruch zu den bisher aufgefihrten Argumenten liegt. Allerdings wurde be A. marina
bisher keine T, identifiziert, so dass ein Vergleich der Kriterien der Schwellentemperaturen
zwischen Polychaeten und Fischen an dieser Stelle nicht angebracht erscheint.

Aus der Arbeit von van Dijk et al. (1999) geht hervor, dass bei Normoxie Tit vermutlich
zwischen 9 und 10°C liegt, hier fanden die Autoren be P. brachycephalum enen
sorunghaften Andgieg der Succinatkonzentration im Lebergewebe. 9°C wird auch bel
enigen welteren antarktischen Arten ds Teir angenommen (siehe Portner et al., 2000a). Be
der Seespinne Maja sguinado ist Teit durch einen beginnenden Riickgang der Ventilaions-
und Herzfrequenz gekennzeichnet (Frederich & Pdortner, 2000). Berlickschtigt man den
moglichen (nicht sgnifikenten) Maximalwert der Blutflussdaten unter Normoxie, Spréche
dies ebenfdls fur 9°C ds Tgi: bel Normoxie. Van Dijk et al. (1999) werteten aufgrund ihrer
Beobachtungen dlerdings auch enen extremen Andieg des Sauerdoffverbrauchs ds
Anzeichen von Tgit, demzufolge wirde Tgir bel Normoxie in dieser Arbeit hoher angesetzt
werden missen. Da der Sauerdoffverbrauch der enzige Parameter ist, der in der
vorliegenden Arbeit beziiglich Tt eine klare Aussage erlaubt, sollte davon ausgegangen
werden, dass die kritische Temperatur Tyit von Pachycara brachycephalum auch in dieser
Arbet im Bereich des maximaden Sauerstoffverbrauchs bei Normoxie liegt, damit liegt Se
etwabel 12°C - leicht erhdht gegentiber den Experimenten van Dijk et al. (1999).

Eine Verschiebung von Tyir durch Hyperoxie, wie dies Portner et al. bel L. elliptica gdang,
i schwieriger zu belegen, da fir die hyperoxe Versuchselhe keine Gewebeproben
vorliegen, um ene ensgzende Anaerobiose zu dokumentieren. Auf der anderen Seite
wurden die meden Tiere der Vesuchgehe be  Normoxie fir ene solche
Gewebeprobennahme lebend be 12°C aus dem Versuchsaufbau entnommen, so dass en
direkter Vergleich der letden Temperaiuren be Normoxie und Hyperoxie nicht mdglich
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ig. Zusammen mit dem Sauerdoffverbrauch, der zu keiner Zeit enen s0 drastischen
Angieg zeigte wie unter Normoxie, ist der kongtante Blufluss ein Hinwes dafir, dass die
kritische Temperatur Tgit — im Snne ihrer Definition ads Ubergangstemperatur  zum
anaeroben Stoffwechsdl (Zielinski & Portner, 1996) — durch Hyperoxie hin zu ener
(hypothetischen) hoheren Temperatur verschoben werden kann. Diese liegt jedoch jensets
dner letiden Temperaur, die anderweitig bestimmt is. Damit konnte en limitierender
Einfluss von Sauerstoff bei Hyperoxie ausgeschdtet sein, jedoch treten dahinter noch
waeitere limitierende Faktoren zutage.

Diese Uberlegungen werden auch durch Wesatherleys Arbeiten unterstiitzt (Weatherley,
1970 & 1973), der bem Goldfisch oberhdb ener limitierenden Temperatur keinen
protektiven Einfluss von Sauerstoff mehr nachweisen konnte,

Fur antarktische Admuttern wae es durchaus snnvoll, wenn Letd- und kritische
Temperatur nahe beenander l&gen. Unter normaen Umddnden begteht fir se kene
Notwendigkeit eines grofien passiven Toleranzbereiches zwischen T, und Terit, da Se zum
énen ene ser inaktive Lebenswveise bestzen, zum anderen ihre Umgebung durch sehr
stabile Temperauren und enen Po, des Wassars nahe an der  Séttigungsgrenze
charakterisert ist (Wells & Jokumsen, 1982).

Abschlief?end wird deutlich, dass im Fdl der antaktischen Admutter Pachycara
brachycephalum die temperaturbedingte Sauergtofflimitierung nur ein Telaspekt ener
Serie von Vorgéngen sen kann, die letztlich ene letde Temperatur T« definieren. Es
konnte ene pegus- und ene kritische Temperatur nachgewiesen werden, sowie en
protektiver Einfluss von Sauerstoff auf den Organismus, der gch in d@ner lechten
Verschiebung von T, zu hoheren Temperaturen bemerkbar machte. Eine vermutliche
Verschiebung von Tqir konnte nicht eindeutig belegt werden, da bel P. brachycephalum
eine letde Temperatur neben Sauerstoffmangel noch von anderen Prozessen definiert wird.

Es i moglich, dass diese limitierenden Prozesse, wenn Sauerdstoff ds Faktor einma
auggechdtet idt, nicht auf organismischer, sondern auf Zel- oder molekularer Ebene zu
suchen snd (Portner, 2001). So kann es zu einer temperaturbedingten Inaktivierung von
Enzymen kommen (Storelli et al., 1998), vidleicht snd die Ursachen aber auch auf nervoser
Ebene zu suchen: Es gibt Hinweise auf eine Affinitésabnahme der Acetycholinesterase bel
hohem Temperaiuren (Baldwin & Hochachka, 1970; Baldwin, 1970), die ein Versagen
nervos gesteuerter Prozese (wie z. B. der Ventilation) bedingen konnte. Moran & Melani
(2001) entdeckten, dass es oberhadb von 16°C zu ener pltzlichen Abnahme der
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Nervenletfahigket arktischer Admuttern (Lycodes ssp.) kam, diese Temperatur lag
dlerdings bereits jensats der Letdtemperatur der Tiere. Hierbel wird ein Problem deutlich,
das haufig be der Untersuchung enzener zdluldrer Prozesse auftritt: isoliert betrachtet

weisen vide Prozese ene hohere Temperaurtoleranz auf, ds - in ihrer Summe - der

gesamte Organismus (vgl. hierzu auch Portner et al., 1999b, 2000b, Portner, 2001).
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5 Zusammenfassung

In diessr Arbeit wurde der Einfluss von Hyperoxie auf die Temperaturtoleranz der

antarktischen  Admutter Pachycara brachycephalum untersucht. Die Grundlage dieser
Arbeit bildete die Annahme, dass die unzureichende Versorgung —aerober
Stoffwechsdprozesse mit Sauerdtoff bel seigender Temperaiur den ersten limitierenden
Fektor in der Temperaturtoleranz dargtelt. Dies konnte bereits bei  antarktischen
Invertebraten nachgewiesen werden. Um zu prifen, ob sch diese Hypothese auch auf
Vertebraen ewetern léss, sollte ermittelt werden, ob sch durch die Bereitstdlung
zusitzlichen Sauerstoffs die obere kritische Temperaur Tgit, die den Ubergang zum
anaeroben Stoffwechsd charakterisert, zu hoheren Temperaturen verschieben und sich die
Temperaturtoleranz dadurch erweitern |asst.
Dazu wurden die Tiere ba Normoxie und bei Hyperoxie (Po2: 45,3 kPa) schrittweise von
0°C auf etwa 15°C ewarmt (1°C ? 12 h'). Respirationsmessungen wurden in Kombination
mit in vivo 3!P-NMR-spektroskopischen und *H-NMR-tomographischen Messungen
durchgefiihrt, um Sauerstoffverbrauch, Energiehaushdt, den intrazdluldren pH-Wert sowie
den ateridlen und vendsen Blutfluss und den Oxygenierungsgrad ausgewdahlter Gewebe in
Abhéngigkeit von Temperatur und Sauerstoffpartiddruck am |ebenden Tier zu verfolgen.

Die peus-Temperaur T, die den Ubergang von optimaden zu eingeschrénkten
physologischen Bedingungen markiert, liegt ba Pachycara brachycephalum im Berach
zwichen 6 und 7°C. Daauf lassen eine ba 7°C ensatzende Kapazitédimitierung des
Herz-Kredauf-Sysems be Normoxie, die dch in @nem nicht mehr zu degernden
Blutfluss in den Rickengefdien (Aorta dorsalis und Vena cardinalis posterior) oberhalb
von 7°C widerspiegdte, und eine leichte Reduktion der Gewebeoxygenierung in der
Ruckenmuskulatur oberhalb von 5°C schlief3en.

Der intrazellulére pH-Wert (pH;) sank mit einem 2pHi/?T von —0,012 ? °C* bei Normoxie
bzw. 0,015 ? °C' be Hyperoxie im Bereich zwischen 0 und 5°C gemdR der a-stat
Theorie. Oberhab dieses Temperaturbereichs folgte die pHi-Regulaion einem anderen
Muster, das sich mit einem 2pH/?T von -0,004 ? °C™* bei Normoxie bzw. 0,007 ? °C™* bei
Hyperoxie dgnifikent von der a-sa Regulaion unterschied. Dies deutet auf ene
Abnahme in der aeroben Kapazitét der Tiere hin und unterstreicht die Lage von T, im
Bereich zwischen 6 und 7°C. Be Hyperoxie lag T, etwa 1°C héher as bei Normoxie.

Es konnte weterhin gezeigt werden, dass Pachycara brachycephalum bei Hyperoxie
oberhdb von 9°C enen dgnifikant niedrigeren Sauerdoffverbrauch bedtzt ads be
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Normoxie, dies kann auf eine Reduktion von hypoxiebedingtem Stress zurlickzufUhren
sin. Be dnem maximalen Sauerstoffverbrauch von ewa 4 pmd O, ? gt FG ? h' wurde
bei Normoxie Tgit be 12°C ereicht. Bae Hyperoxie fand sch en fortgesatzter Angieg im
Blutfluss (Aorta dorsalis) bzw. en glechmddger Velauf (Vena cardinalis posterior) in
den Ruckengefd¥en, in denen sch keine Limitierung abzeichnete. Dies deutet auf ene
Verschiebung von Teri: zu hdheren Temperaturen hin.

Insgesamt  wurde deutlich, dass Hyperoxie enen protektiven Einfluss auf die
Stoffwechsdprozesse zu haben scheint. Dadurch kann der aerobe Bereich moglicherweise
auggedehnt und Tt zu hdheren Temperaturen verschoben werden. Dies ist aber mit den
vorhandenen Daten nicht eindeutig zu belegen, da bel den Tieren unter Hyperoxie der Tod
bereits entrat, bevor Anzeichen von Hypoxie im Sauerdtoffverbrauch und auf
organismischer Ebene (Blutfluss, Gewebeoxygenierung) schtbar wurden. Dies deutet auf
eéne Bedligung weiterer limitierender Mechanismen, wie z. B. nevises Verssgen oder

die Inaktivierung von Proteinen, an der Temperaurtoleranz hin.
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7 Anhang
7.1 Parameter fir die NMR Messungen:
Tabelle 8.1: in den Protokollen der NMR-Messungen eingestellte Parameter
M ethode *p Sat Trans Angio To*
Kern >p >p H H
Pulsprogramm 31P 31P_Sat GEFC GEFI
protocol 31P fdix 31P Sat GEFC Angio ed1 | GEFl_t2* tr
o1 420 Hz 420 Hz O Hz OHz
receiver gain 50 000 50 000 variabel variabel
no. of averages 600 240 2 2
no. of repetitions - - 1 4
no. of echoes - - 1 1
dummy scans 0 2; 4, 8; 16; 24; 32 10 15
Sweep width 5000 Hz 6000 Hz 50000 Hz 50000 Hz
Tr 10s 16s, 8s, 4s, 2s; 1s, 0,55 100 ms 100 ms
Te - - 10 ms 40 ms
excitation pulse bp32 (-2,5 dB) bp32 (-2,9 dB) hermite (3,8 dB) | snc3 (15dB)
excitation pulse 100ns 200 2000ns 2000ns
length
Pulswinkel 90° 90° 45° 11°
Matrix - - 128 * 128 128 * 128
MTC scheme - Dante Off Res (21,4 dB) - -
MTC  irradiation - Position g-ATP - -
offset
MTC power - 0,5 nr - -
no. of MTC pulses - 32 - -
Dauer 10min 4 - 67min 1min 4min

Kurdv gedruckte Parameter variieren und missen jewells vor Beginn des Experiments ermittelt

werden.
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7.2
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7.3 T,-Werte
Tabelle 8.3: Ti-Werte, die fir die Sattigungstransfermessungen bestimmt wurden
Temperatur Pi PCr a-ATP b-ATP gATP
[°C] MW T1 [s]| StAbw [s]| MW T1 [s] | StAbw [s] | MW Ty [s]| StAbw [s]] MW T1 [s] [StAbw [s]]| MW Ti [s]| StAbw [s]
0-1 3,20 0,46 1,80 0,40 1,02 0,53 1,10 0,21 1,31 0,38
2-3 2,76 1,41 2,36 1,39 1,12 0,80 0,98 0,27 0,77
4-5 3,09 0,61 2,16 0,26 0,93 0,24 1,45 0,23 1,44 0,11
6-7 3,21 1,22 2,03 0,29 0,97 0,24 1,16 0,10 1,50 0,33
8-9 3,88 1,70 3,53 1,63 0,97 1,48 0,75 1,29
10-11 3,07 1,46 2,24 0,55 1,07 0,30 1,06 0,27 1,30 0,42
12-13 2,60 0,99 3,10 1,37 1,16 0,36 1,38 0,82 1,48 0,61

Zwischen Hyperoxie und Normoxie waren keine Unterschiede in den Ti-Werten zu erkennen,
die hier ermittelten Werte snd langer ds bae marinen Algen (Bock, 1995; Kugel, 1988), aber
kirzer ds bem Menschen (Mansfield & Morris, 1982), was auf eine hdhere lonenkonzentration
oder ene hohere Viskostéa im Gewebe mariner Vertebraten gegentber dem humanen Gewebe

zuriickzufihren i<
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