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Zusammenfassung 

Da das Blut mariner Fische gegenÃ¼be Seewasser hyposmotisch ist, verwundert es, daÂ Fische in 

den polaren Meeren nahe dem Gefrierpunkt des Seewassers Ã¼berlebe kÃ¶nnen Bei vielen Noto- 
thenioidei der Antarktis konnte ein "Antifreeze Glycoprotein" (AFGP) isoliert werden, welches 
aus Polymeren von H2N[Ala-Ala(ÃŸ-galactosyl(l->3)a-N-Acetylgalactosamin)Thr] Ala-Ala- 

COOH aufgebaut ist und in acht verschiedenen GrÃ¶ÃŸ vorkommt. Dieses Glycoprotein dient 

auch den Gadiden der Arktis als Gefrierschutz, wÃ¤hren Vertreter der Zoarcidae, Cottidae und 
Pleuronectidae nicht-glycosilierte Gefrierschutzproteine (AFP) synthetisieren. 

FÃ¼ die vorliegende Untersuchung wurden wÃ¤hren zweier Antarktis-Expeditionen in das Wed- 
dellmeer (EPOS 3, 1989) und das Lasarewmeer (SWW 3, 1991), sowie einer Arktis-Expedition in 
die GrÃ¶nlan See (Ark VIIl2, 1990) 229 Fische aus 5 Ordnungen (36 Arten) ausgewÃ¤hl und auf 

Gefrierschutzsubstanzen hin untersucht. Die Probennahme erfolgte in jedem Fall im Sommer. 
Der Schwerpunkt lag auf Arten der antarktischen Unterordnung Notothenioidei (Perciformes). 

Die Gefrierschutzsubstanzen wurden aus den Ganzfischen bzw. Geweben extrahiert und mit 

verschiedenen Methoden der Ionenaustauscher-, Adsorptions-, AffinitÃ¤ts und Reversed Phase- 
Chromatographie gereinigt. Ihre Zuckerzusammensetzung und -struktur sowie AminosÃ¤urenzu 
sammensetzung, SekundÃ¤rstruktu und Gefrierschutzeigenschaften wurden untersucht. 

Von den untersuchten Arten besitzen alle Notothenioidei und der arktische Gadide Arctogadus 

glacialis AFGP. Die AFGP-Menge variiert zwischen 0.28 glkg Frischgewicht (FRG) bei Bathy- 

draco rnarri und 3.34 g AFGPIkg FRG bei Trernatornus pennellii. Die Notothenioiden B. rnarri, 

Lepidonotothen kempi und Dolloidraco lo~zgedorsalis besitzen da~berh inaus  noch weitere 

Gefrierschutzsubstanzen, die aber nicht nÃ¤he charakterisiert werden konnten. Bei zwei Vertretern 

der Liparididae der Arktis (Liparis fabricii: 0.11 glkg FRG) und der Antarktis (Paraliparis 

somovi: 0.10 g/kg FRG) konnten Gefrierschutzproteine nachgewiesen werden. Erstmalig konnten 
auch Gefrierschutzsubstanzen aus antarktischen Arten der Gadiformes (Muraenolepis marrnora- 

tus:  0.076 glkg FRG; Macrourus holotrachys: 0.031 glkg FRG), der Scorpaeniformes 
(Lycenchelys hureaui: 0.041 g/kg FRG) und der Myctophiformes (Gyrnnoscopelus opisthopterus: 

0.070 glkg FRG) isoliert werden. Die arktischen Cottiden Icelus bicornis und Triglops nybelini 

synthetisieren zumindest im Sommer keinen Gefrierschutz. 

Die thermale Hysterese, d. h. die GefrierschutzaktivitÃ¤t wurde mit der "Differential Scanning 

Calorimetry" (DSC) bestimmt. Bei AFGP-Konzentrationen von 20 mglml konnten maximale 
Hysteresen von 0.6SÂ° bei L. kernpi bis 1.20Â° bei Pleuragrarnrna antarcticurn festgestellt 
werden. Bei der Ã¼berwiegende Mehrheit der notothenioiden Arten liegt sie bei O.gÂ°C Die neu 

entdeckten Gefrierschutzsubstanzen aus L. kernpi, D. longedorsalis und B. rnarri bewirken eben- 
falls eine deutliche Hysterese zwischen 0.4O und 0.8OC (50 mg/ml). Die thermale Hysterese der 

Gefrierschutzproteine von nicht-notothenioiden Fischen liegt zwischen 0. 1Â° (50 mglml) bei L. 

hureaui, M. holotrachys und G. opisthopterus und 0.5OC (50 mg/ml) bei P. somovi und M .  



Zusammenfassung 

marmoratus. Untersuchungen zum Zirkulardichroismus und Gefrierungsprozess zeigen, daÂ es 
sich bei dem AFGP der Notothenioidei in allen FÃ¤lle um eine expandierte a-Helix handeln muÃŸ 

Am Beispiel des antarktischen Silberfisch P. antarcticum konnte erstmalig gezeigt werden, daÂ 

sich die AFGP-Konzentrationen im Laufe eines Lebens verÃ¤ndern Die Synthese verlÃ¤uf damit 

nicht wie bislang angenommen kontinuierlich, sondern wird vermutlich iiber die Wassertempe- 

ratur gesteuert. DarÃ¼berhinau konnte ein neuartiges Glycoprotein isoliert und charakterisiert 

werden. Dieses Glycoprotein ist aus den AminosÃ¤ure Serin (461 nMol/mg), Histidin (141 
nMol1mg) und Arginin (29 nMoVmg) und zu geringen Teilen noch Tyrosin und Glycin aufge- 
baut und mit dem Zucker N-Acetylglucosamin (GIcNAc) hoch glycosiliert (150 ~ g / m g  Glyco- 

protein). Wie chemische und enzymatische Tests beweisen, ist das GlcNAc als Disaccharid 0- 
glycosidisch an Serin gebunden. Das Spektrum des Zirkulardichroismus ergibt Anteile der 

SekundÃ¤rstruktu von 56% Â§-Konformation 19% a-Helix und 25% restliche Strukturen. 

Dieses 'Pleuragramma-Antifreeze Glycoprotein' (PAGP) zeigt auÃŸergewÃ¶hnlic Gefrierschutz- 

eigenschaften. Bei einer Konzentration von 50 mgfml konnte eine maximale Hysterese von 3.4OC 

gemessen werden. Die Hysterese nimmt sowohl mit zunehmendem Eisgehalt in der Probe, als 
auch mit fallender Proteinkonzentration stark ab. Ein Eiskristallwachstum wird, anders als bei dem 

AFGP, wÃ¤hren der ersten Abkiihlungsphase vÃ¶lli unterdrÃ¼ckt Diese Hysterese-Eigenschaften 

waren bislang nur von der HÃ¤molymph Ãœberwinternde Insekten bekannt, und kÃ¶nnte auf die 
AminosÃ¤ur Histidin zurÃ¼ckzufÃ¼hr sein, die beiden Proteinen gemeinsam ist. Eine Rekonstruk- 

tion der SekundÃ¤rstruktu deutet darauf bin, daÂ das PAGP Ã¤hnlic wie das AFGP sehr expandiert 

ist, die Disaccharide auf einer Ebene liegen, und Eiskristalle bzw. WassermolekÃ¼l iiber Wasser- 

stoffbrÃ¼cke gebunden werden kÃ¶nnen 

Die Isolierung und Charakterisierung des PAGP hat gezeigt, daÂ das AFGP nicht das einzige 
Glycoprotein ist, welches eine thermale Hysterese auslÃ¶st AuÃŸerde zeigt der Mechanismus der 

Gefrierpunktserniedrigung einen neuen Weg zur Verhinderung der Eisbildung in einem 

Organismus auf. Aus allen hier untersuchten Teleostei konnten Gefrierschutzsubstanzen isoliert 
werden. Auch Arten, die nicht mit sehr kaltem Wasser oder sogar Eis in Kontakt kommen, 

besitzen Gefrierschutzsubstanzen. Diese Substanzen sind demnach viel weiter verbreitet als bislang 

angenommen, was wiederum Konsequenzen fÃ¼ die Entstehungsgeschichte hat. Die AFGP- 

Konzentrationen zeigen einen Zusammenhang mit der Lebensweise der Art. Fische, die Gefahr 

laufen, mit Eis in BerÃ¼hrun zu kommen, besitzen mehr AFGP als Arten, die in tieferem oder 
wÃ¤rmere Wasser vorkommen. Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, besitzen vermutlich alle 
Notothenioidei AFGP. Der Nachweis von sehr Ã¤hnlic gebauten und auf dem selben 

Mechanismus beruhenden Gefrierschutzsubstanzen aus phylogenetisch wenig verwandten Taxa 
veranlaÃŸ zu der Annahme, daÂ es vor der Trennung der Kontinente Fische mit einem "Ur1'- 
Gefrierschutzprotein gegeben haben muÃŸ und daÂ bei einigen Arten der Gefrierschutz als Relikt 

vergangener Eiszeiten gewertet werden kann. 



Summary 

SUMMARY 

The blood of marine teleosts is hypo-osmotic to seawater. The colligative effect of the solutes in 

seawater depresses its freezing point down to -1.9OC, whereas a typical teleost Serum will freeze at 
-0.7OC. In the blood of many Antarctic notothenioids, freezing is inhibited by antifreeze glyco- 
protein macromolecules (AFGP). These antifreeze molecules are built up of repeating tripeptide 
units (Ala-Ala-Thr)n, to which the disaccharide ÃŸ-D-galactosyl-(1->3)a-N-acetyl-D-galac 

tosamine is linked through the hydroxyl oxygen of the threonyl residue. The AFGP is also 
synthezised by the gadids of the Arctic, whereas species of Zoarcidae, Cottidae and Pleuronectidae 
synthezise only unglycosylated antifreeze proteins (AFP). 

The samples were taken during two Antarctic expeditions in the Weddell Sea (EPOS leg 3, 1989) 

and the Lazarev Sea (SWW leg 3, 1991), and one Arctic expedition in the Greenland Sea (ARK 

V11 leg 2, 1991). The samples were always collected in summer. Two hundred and twenty nine 
fishes of five orders (36 species) were investigated for antifreeze macromolecules. Species of the 
Antarctic notothenioids (Perciformes) were investigated preferentially. The antifreeze 

macromolecules were extracted from both whole fish and specific tissues and were isolated with 
various types of liquid chromatography such as ion exchange-, affinity-, adsorption-, and high- 

performance reversed-phase chromatography (HPLC). The carbohydrate composition, carbo- 

hydrate structure, amino acid sequence, protein conformation, and freezing point depression were 

determined for each protein. 

All investigated notothenioids as well as the Arctic gadid Arctogadus glacialis were found to 
contain AFGP. The concentration of AFGP ranges between 0.28 g/kg fresh weight (FW) by 
Bathydraco marri and 3.34 glkg FW by Trematomus pennellii. The notothenioids B. marri, 

Lepidonotothen kempi and Dolloidraco longedorsalis contain not only AFGP but also other 
antifreeze macromolecules. Arctic (Liparis fabricii: 0.11 g/kg FW) and Antarctic liparidids 

(Paraliparis somovi: 0.10 gikg FW) synthezise only AFP. For the first time, antifreeze proteins 

were isolated from species of Antarctic Gadiformes (Muraenolepis mannoratus: 0.076 g/kg FW; 

Macrourus holotrachys: 0.031 g/kg FW), Scorpaeniformes (Lycenchelys hureaui: 0.041 gikg FW) 

and Myctophiformes (Gymnoscopelus opisthopterus: 0.070 g/kg FW). The Arctic cottids Icelus 
bicornis and Triglops nybelini though, contain no antifreeze macromolecules. 

The thermal hysteresis (antifreeze activity) was measured by differential scanning calorimetry 

(DSC). At AFGP concentrations of 20 mgiml, maximal hysteresis varies between 0.65OC in L. 
kempi and 1.20Â° in P. antarcticum. In most cases the antifreeze activity of AFGP is around 

0.9OC. The novel antifreeze macromolecules in L. kempi, D. longedorsalis and B. marri exhibit an 

antifreeze activity between 0.4' and 0.8'C (50 mglml). The thermal hysteresis of AFP of non- 

notothenioid fishes varies between O.lÂ° (50 mglml) by L. hureaui, M. holotrachys and G. 

opisthopterus and 0.54OC (50 mgiml) by P. somovi and M. marmoratus. Investigation of the 

circular dichroism and of the freezing point depression would lead to the conclusion that AFGP is 
an expanded left-handed helical structure. 



Summary 

It could be demonstrated for the Antarctic silverfish P. antarcticum that the synthesis of AFGP is 

not constitutive but rather regulated by the water temperature. Juvenile fish, living in the warmer 
deep water (-0.5OC), contain little of AFGP, whereas adult fish, living in the supercooled shelf 
water (< -2.0Â°C) synthezise greater quantities of AFGP. Moreover a novel glycoprotein com- 
prised of the carbohydrate residue N-acetylglucosamine (GlcNAc; 150 pglmg glycoprotein) and 
the amino acids serine (461 nMolImg), histidine (141 nMolImg), arginine (29 nMolImg), and 

traces of tyrosine and glycine was isolated and characterised from P. antarcticum. Chemical and 
enzymatic studies show the disaccharide GlcNAc-GlcNAc 0-linked to serine. Secondary structure 
predictions using circular dichroism, indicate the partial presence of Ã structure (56%), a helix 

(19%)- and random coil (25%). 

This 'Pleuragramma-antifreeze glycoprotein' (PAGP) shows extraordinary thermal hysteretic 
effects. At concentrations of 50 mglml a maximal hysteresis of 3.4OC was measured. The hyste- 
resis decreases with increasing amounts of ice in the sample and decreasing protein concentration. 
In contrast to AFGP, the ice crystal growth of PAGP is completely stopped during first time of 

cooling. Until now, such attributes were known to be exhibited only by the hemolymph of over- 
wintering insects like Tenebrio molitor. This mechanism of depressing the freezing point can be 

due to the fact that both proteins contain large amounts of the amino acid histidine. A recon- 

struction of secondary structure indicates that PAGP resembles the structure of AFGP, and 

suggests that PAGP binds to the ice crystal surfaces by hydrogen bond formation between the 
disaccharide and the oxygen atoms On the ice crystal surface. 

The Isolation and characterisation of the PAGP has shown, that AFGP is not the only glycoprotein 
which produces a thermal hysteretic effect. Also the mechanism of the freezing point depression 

shows a new way for the protection against freezing. Antifreeze macromolecules were isolated 

from all teleosts investigated here, but species which live in warmer water have also been found to 

contain antifreeze proteins. There is, however, a correlation between the AFGP concentration and 

the mode of life of the species. Fish living in ice-laden water contain much more AFGP than 

species living in warmer andlor deeper water. However, it seems that all Antarctic notothenioids 
contain AFGP. Surprisingly, antifreeze molecules are not specific to a given taxa, as was 
previously thought, but are found throughout the phylogenetic tree of fish even between highly 
dissimilar taxa. The conclusion to be drawn is that before the continental drift occured a 
precursor protein to the present antifreeze proteins existed, which has evolved into the various 

antifreeze proteins to be found today. 





E i n l e i t u n g  

EINLEITUNG 

Die Polarmeere und ihre Fischfauna 

Palaeogeographie und Hydrographie der Polarmeere. 

Die Ozeane der Arktis und Antarktis unterscheiden sich bezÃ¼glic ihrer Entstehungsgeschichte 
grundlegend. UrsprÃ¼nglic war die Antarktis neben SÃ¼dafrika SÃ¼damerika Indien und Austra- 

lien Teil des Urkontinents Gondwana. Mit ausgehendem Mesozoikum, vor etwa 120 Mio. Jahren, 
brach dieser Urkontinent auseinander, die Antarktisplatte driftete sÃ¼dwÃ¤r bis in ihre heutige 

Lage und kÃ¼hlt in mehreren Phasen ab (KENNETT 1977). Die letzte Verbindung zum alten 

Kontinent brach im OligozÃ¤ vor 28 - 23 Mio. Jahren auf (ELLIOT 1985), die Drake Passage 

entstand und damit der zirkumantarktische Ringozean. Seit dieser Zeit ist die Antarktis kalt und 

isoliert (HEDGPETH 1977). Anders verlief die Entwicklung des arktischen Ozeans. Das Alter des 

arktischen Ã–kosystem ist weitaus geringer. Der Ozean ist nicht isoliert, sondern erhÃ¤l stÃ¤ndige 
Austausch mit Wassermassen aus dem Atlantik. AuÃŸerde besteht eine Anbindung arktischer 
Schelfe an boreale Schelfgebiete. 

Da ein GroÃŸtei des bearbeiteten Materials aus den hochantarktischen Bereichen des Weddellmeers 

und des Lasarewmeeres stammt, soll kurz etwas nÃ¤he auf diese Meeresgebiete eingegangen 

werden. Die Hydrographie des antarktischen Ozeans zeichnet sich durch die am Kontinent ent- 

langfÃ¼hrend Ostwinddrift, die im Weddellmeer in den Weddellwirbel mÃ¼ndet und die davon 

nÃ¶rdlic verlaufende Westwinddrift aus. FÃ¼ die ektothermen Fische ist neben dem Sauerstoffge- 
halt vor allem die Temperatur des umgebenden Wassers von Bedeutung. Das Antarktische 
Bodenwasser fÃ¼ll das zentrale Becken des Weddellmeeres. In Tiefen ab "2000 m werden Tempe- 
raturen um -0.5OC gemessen (BRENNECKE 1921). Der grÃ¶ÃŸ Teil des zentralen Weddellmeeres 

wird durch das warme Tiefenwasser gebildet. In Tiefen zwischen 500 - 1000 m reichen die 
Temperaturen am Kontinentalabhang bis hin zu +0.5OC (FAHRBACH et al. 1987; SEABROOKE et 
al. 1971). Auf dem Schelf des Weddellmeeres kÃ¶nne wir das Ã¶stliche und westliche Schelfwas- 

ser sowie das Eisschelfwasser unterscheiden. WÃ¤hren die Temperaturen auf dem flachen Schelf 
konstant unter -1.8OC liegen, erreichen sie an der OberflÃ¤ch im Sommer +0.4OC (CARMACK & 

FOSTER 1975, 1977). In einer Tiefe zwischen 500 - 600 m an der Kontinentalkante bildet sich 

eine Grenzschicht zwischen dem warmen Tiefenwasser und dem kaltem Schelfwasser. Die Tempe- 
raturen schwanken zwischen -1.8' und +0.5OC rÃ¤umlic und zeitlich (ARNTZ et al. 1992). Damit 

unterliegen die Temperaturen der fischreichsten Zone des Weddellmeers grÃ¶ÃŸer Schwankun- 

gen, als sie LITTLEPAGE (1965) fÃ¼ das Rossmeer feststellte (-1.81Â° I! 0.08OC). 

Entstehung und Zusammensetzung der Fischfaune~z. 

FÃ¼ ein Ã¼berlebe polarer Fische nahe dem Gefrierpunkt waren verschiedene Entwicklungen auf 

biochemischer und physiologischer Ebene Voraussetzung. Die mehr als 20 Mio. Jahre dauernde 

Entwicklungszeit in der Antarktis, die vermutlich auch durch die periodischen Vereisungen im 
PleistozÃ¤ nicht unterbrochen wurde (CLARKE & CRAME 1989; EASTMAN 1990), hat sicher 
diese evolutiven Prozesse begÃ¼nstigt Als einen entscheidenden Einschnitt fÃ¼ die Schelflebens- 
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gemeinschaften gelten die Eiszeiten. Im PleistozÃ¤ sind bis zu 16 Eiszeiten aufgetreten, mit einer 

Periode von ungefkhr 125000 Jahren. Die Warmzeiten dauerten nur 10 - 20.000 Jahre, glaziale 
Klimazeiten dauerten sehr viel lÃ¤nge an. Die heute herrschenden Bedingungen stellen vermutlich 
ein extremes Maximum der Warmzeit da (EMILIANI 1966; DAVIS 1976). Noch vor etwa 18000 

Jahren bedeckten Schelfeismassen einen groÂ§e Teil der heute eisfreien Schelfgebiete 
(ANDERSEN et al. 1980; HUGHES 1981; MELLES 1991), das sÃ¼dlich Weddellmeer war vermut- 
lich vollstÃ¤ndi eisbedeckt (ELVERHOI & MAISEY 1983). Es deutet einiges darauf hin, daÂ 

wÃ¤hren der Eiszeiten ein Ausweichen verschiedener Tierpopulationen in tiefere Bereiche 

(TiefseegrÃ¤be und Kontinentalabhang) notwendig und mÃ¶glic war (ANDRIASHEV 1965; 

EASTMAN & GRANDE 1989; KLAGES 1991). Auch muÃ man annehmen, daÂ die Wassertempera- 

turen vieler Lebensbereiche wÃ¤hren dieser Zeit geringer als heute waren. Arten, die wÃ¤hren der 
Warmzeiten in eisfreiem Wasser leben konnten, wurden mit Eis konfrontiert. 

Die Fischfaunen der Antarktis und Arktis unterscheiden sich in Bezug auf ihre Artenzusammen- 
setzung, DiversitÃ¤ und Biomasse grundlegend. Die Fischfauna der Antarktis ist charakterisiert 

durch eine Unterordnung der Perciformes, die Notothenioidei, die ihre Entwicklung vor ungefÃ¤h 

50 Mio. Jahren begann (ANDERSEN 1984; ANDRIASHEV 1987). Die Arten dieser Unterordnung 

sind heute dominierend in der Antarktis. Sie machen Ã¼be 50% aller Fischarten (DEWITT 1970) 

und mehr als 90% der Biomasse aus (ANDRIASHEV 1987; KOCK 1992). Sie besetzen fast alle 
Nischen des Ã–kosystems die unterschiedlichsten LebensrÃ¤um des Ozeans, die in anderen Teilen 
der Weltmeere durch verschiedene Fischordnungen eingenommen werden. Im Gegensatz dazu 
besteht in der Arktis, bedingt durch das Stromsystem, ein stÃ¤ndige Austausch der Fischpopula- 

tionen mit denen borealer GewÃ¤sser Hier sind alle wichtigen marinen Knochenfischordnungen 
vertreten. Es gibt nur wenige "echte" arktische Arten, die nÃ¶rdlic der Kontinente im arktischen 

Becken vorkommen. Hierzu zÃ¤hle einige Gadidae, Cottidae und Liparididae. 

Gefrierschutz bei Fischen der Polarmeere 

Warum ist ein biologischer Gefrierschutz Ã¼berhaup rzÃ¶ti ? 

In vielen Lebensbereichen unserer Erde werden Tiere mit niedrigen, nahe bei oder sogar unter 
dem Gefrierpunkt der KÃ¶rperflÃ¼ssigke liegenden Temperaturen konfrontiert (Review: BLOCK 

1990; COSSINS & BOWLER 1987; DAWNPORT 1992; GROUT & MORRIS 1987; STOREY 1990; 

STOREY & STOREY 1988; WANG 1989). Besonders betroffen sind dabei die Ektothermen, die 

durch verschiedene Mechanismen ein Gefrieren des Cytoplasmas und damit den Zelltod verhin- 

dern mÃ¼sse (CLARKE 1983). Dies gilt auch fÃ¼ arktische und antarktische Fische, die vielfach in 

einem Milieu leben, welches durch Temperaturen um den Gefrierpunkt des Seewassers (-1.8O - 

-2.2OC) charakterisiert ist. Da das Blut mariner Fische gegenÃ¼be Seewasser hyposmotisch ist, 
verwundert es, daÂ Fische in den polaren Meeren nahe dem Gefrierpunkt Ãœberlebe kÃ¶nne 
(DEVRIES 1970, 1974, 1978). 
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Abbildung 1: Vergleich des Blutplasmas eines pazifischen Warmwasser-Barsches mit 
dem eines antarktischen Notothenioiden vor und nach der Dialyse. Vor der Dialyse liegt der 
Gefrierpunkt des Plasmas vom Barsch bei -0.7OC, nach der Dialyse bei -O.lÂ°C Bei dem 
Blutplasma des Notothenioiden liegt der Gefrierpunkt vor der Dialyse bei -2.2OC, nach der 
Dialyse bei -1.2OC. Im Plasma sind noch makromolekulare und gefrierpunktsemiedrigende 
Substanzen vorhanden, die nicht durch die Dialyse (AusschluÃŸgrenz 1 kDa) entfernt werden 
konnten (verÃ¤nder nach EASTMAN & DEVRIES 1986a)- 

FrÃ¼h Arbeiten von GORDON et al. (1962) und SCHOLANDER et al. (1953, 1957) zeigten, daÂ 
das Blutserum arktischer Fische einen niedrigeren Gefrierpunkt hat als das anderer Fische. Sie be- 

obachteten nicht-dialysierbare Substanzen im Blutserum, die den Gefrierpunkt erniedrigen. Salze, 

Harnstoff, AminosÃ¤ure und andere Substanzen im Blut erniedrigen den Gefrierpunkt der mei- 

sten marinen Fische auf u n g e f a .  -0.8OC (GORDON et al. 1962; OSUGA & FEENEY 1978). In der 

Antarktis leben jedoch Fische (z.B. Pagothenia borcllgrevinki) zwischen EisplÃ¤ttche (DEVRIES 
& WOHLSCHLAG 1969). In Aquarien wurde beobachtet, daÂ sich bei Temperaturen < -2.2OC Eis- 
kristalle auf der Haut der Fische bilden kÃ¶nnen ohne daÂ diese sterben (Trematomus hansoni: 

WÃ–HRMAN unpubl.). Der Gefrierpunkt des Bluts dieser Fische liegt mit < -2.2OC tiefer als der 
von Seewasser. Nach Dialyse zeigt das Serum immer noch einen signifikant niedrigeren Gefrier- 

punkt (< -1.2OC), als man von einer salzfreien LÃ¶sun erwarten wÃ¼rd (Abbildung 1). Im Gegen- 

satz dazu gefriert das dialysierte Serum tropischer Fische bei OÂ° (OSUGA & FEENEY 1978). Dies 

deutet darauf hin, daÂ Fische der Polarmeere makromolekulare Gefrierschutzsubstanzen syntheti- 

sieren, die den Gefrierpunkt des Serums unter den des Wassers senken. Im Gegensatz zu Salzen 

beeinflussen sie den osmotischen Wert einer FlÃ¼ssigkei nur geringfÃ¼gig Bei allen Organismen, in 
denen dieser makromolekulare Gefrierschutz nachgewiesen wurde, handelt es sich um Proteine 
bzw. Glycoproteine (DEVRIES er al. 1970; DUMAN et al. 1982; TOMCHANEY et al. 1982). Sie 

machen ungefahr 3% des Blutplasmas und der meisten anderen KÃ¶rperflÃ¼ssigkeit aus 

(AHLGREN et al. 1988). 
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Welche Struktur haben Gefrierschutzglycoproteine (AFGP)? 

Bislang wurde nur ein Typ von Glycoproteinen beschrieben, der als Gefrierschutz dient und als 

AFGP (antifreeze glycoprotein) bezeichnet wird. Bei allen Untersuchungen am AFGP polarer 

Fische konnte bislang dasselbe Glycotripeptid nachgewiesen werden: Das AFGP besteht aus 
Polymeren von H2N[Ala-Ala(ÃŸ-galactosyl(l->3)a-N-Acetylgalactosamin)Thr] Ala-Ala-COOH 

und kommt in acht verschiedenen GrÃ¶ÃŸ vor [n = 50, 45, 35, 28, 17, 12, 6-41, die als AFGP 1 

(MW 33500) bis AFGP 8 (MW 2600) bezeichnet werden (DEVRIES et al. 1970, 1971; KOMATSU 
et 01. 1970; OSUGA & FEENEY 1978; VANDENHEEDE et al. 1972). Diese AFGPs haben eine 
ungewÃ¶hnlich Konformation: sie besitzen keine TertiÃ¤rstruktur Vermutlich handelt es sich um 
eine ausgedehnte a-Helix, wobei das Tripeptid Ala-Ala-Thr eine Drehung ausmacht, und so das 

Disaccharid immer zur gleichen Seite zeigt (BUSH et 01. 1981, 1984; FRANKS & MORRIS 1978; 
RAYMOND er a!. 1977) (Abbildung 2). 

Sind die anderen nicht glycosilierten Gefrierschutzsubsta~tzen (AFP) Ã¤h~tlic homogen ? 

In nicht-notothenioiden Fischen der Antarktis und Fischen der Arktis konnten auÃŸerde Gefrier- 

schutzproteine (AFP) nachgewiesen werden, die keinen Zuckeranteil besitzen. Man unterscheidet 

dabei zwischen drei Typen: der Typ I ist Alanin-reich und kommt in Plattfischen und Cottiden 
vor. Der Typ I1 ist Cystein-reich und wurde bei dem Cottiden Hemitripterus americanus gefun- 
den. Der Typ I11 hat weder Alanin noch Cystein als wichtigste AminosÃ¤ur und wurde aus Zoarci- 

den isoliert. Die AFP zeigen groÃŸenteil eine geringere GefrierschutzaktivitÃ¤ als die Glycopro- 
teine. Es gibt groÃŸ Variationen der AFP von Art zu Art, sowohl in Bezug auf ihre PrimÃ¤r als 

auch SekundÃ¤rstruktu (ANANTHANARAYANAN 1989; ANANTHANARAYANAN et U!. 1986; 

CHENG & DEVRIES 1989; SCHRAG et al. 1987; SCOTT et al. 1987). Diese AFP sollen nicht 
monophyletischen Ursprungs sein, sondern haben sich vermutlich wÃ¤hren der letzten 35 

Millionen Jahre unter dem EinfluÃ der Eiszeiten unabhÃ¤ngi voneinander entwickelt (DAVIES et 

al. 1988; SCOTT er al. 1986) 

Welche Fische besitzen Gefrierschutzglycoproteine ? 

Die bisherigen Untersuchungen zum Gefrierschutz antarktischer Fische wurden grÃ¶ÃŸtentei an 

Arten der Antarktischen Halbinsel und des McMurdo Sounds durchgefÃ¼hrt Viele hochantarkti- 

sehe Arten, wie z. B. Aethotaxis mitopteryx, blieben bislang unberÃ¼cksichtigt Die ersten Untersu- 

chungen an den Notothenioidei des Weddellmeeres machten SCHNEPPENHEIM & THEEDE 

(1982) sowie RAHMANN et al. (1984). Untersuchungen an nicht-notothenioiden Fischen sind rar 

(DEVRIES & LIN 1977: Paraliparis devriesi; SCHRAG et al. 1987: Lycodichthys dearborrzi; 
CHENG & DEVRIES 1989: Pachycara brachycephalum). In der Arktis wurden Untersuchungen 
vor allem an verschiedenen Gadiformes (FLETCHER et al. 1982a; HEW et U!. 1981; OSUGA & 

FEENEY 1978; RAYMOND et al. 1975; VAN VOORHIES et al. 1978), einigen Cottiden (HEW et al. 

1980, 1985; SLAUGHTER et al. 1981), Zoarciden (HEW et al. 1984; SCHRAG et al. 1987) und 

Plattfischen (DUMAN & DEVRIES 1974; HEW & YIP 1976) in der GrÃ¶nland und Labradorsee 

sowie der Nordamerikanischen OstkÃ¼st durchgefÃ¼hrt 
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AFGP wurde in den meisten daraufhin untersuchten notothenioiden Fischen der Antarktis gefun- 

den (AHLGREN & DEVRIES 1984; EASTMAN 1990; HASCHEMEYER & JANNASCH 1983). 
AFGP konnte auch in fÃ¼n arktischen Arten nachgewiesen werden, die alle der Familie der 

Gadidae angehÃ¶ren Boreogadus saida, Eleginus gracilis, Gadus morhua, Gadus ogac und 

Microgadus tomcod (BURCHAM et al. 1986; FLETCHER et al. 1982b; GODDARD et al. 1992; 

HEW et al. 1981; OSUGA & FEENEY 1978; RAYMOND et al. 1975; VAN VOORHIES et al. 1978). 

Kein AFGP besitzen nach diesen Untersuchungen der antarktische Silberfisch Pleuragramma 
antarcticum (HASCHEMEYER & JANNASCH 1983) und einige andere Notothenioide, u.a. 
Lepidonotothen kempi (DEVRIES & LIN 1977), obwohl auch diese Tiere bei Temperaturen nahe 
dem Gefrierpunkt (-1.XÂ°C leben. Bei nicht-notothenioiden Fischen auÃŸe den Gadidae konnten 

nur Gefrierschutzproteine (AFP) isoliert werden, bei vielen antarktischen und arktischen Arten 
(u.a. Liparididae) sollen diese Substanzen vÃ¶lli fehlen (DEVRIES & LIN 1977; DEVRIES 1988). 

Das Fehlen dieser Substanzen bei den Liparididae wird mit zwei PhÃ¤nomene b e g ~ n d e t :  Zum 

einen wird bei einer Wassertiefe von 500 m der Gefrierpunkt, bedingt durch den Druck, um = 

0.4OC herabgesetzt (DEVRIES 1988), zum anderen kommt in solchen Tiefen gewÃ¶hnlic kein Eis 

vor. 

Die arktischen Cottiden bauen im Winter hohe Konzentrationen von AFP auf; antarktische Noto- 

thenioidei besitzen dagegen ganzjÃ¤hri einen Gefrierschutz aus AFGP. Die Konzentration des 

AFGP wird entsprechend der Lebensweise nur auf die tatsÃ¤chlic notwendige Temperaturtoleranz 
eingestellt. So ist bekannt, daÂ im selben Lebensraum (Rossmeer) die oberflÃ¤chenna in stÃ¤ndi 

gem Eiskontakt lebende Pagothenia borcl~grevinki einen stÃ¤rkere Gefrierschutz unterhÃ¤l als die 

Bodenarten Trematomus hansoni, T. loennbergii oder T. bernacchii (DEVRJES 1980; DUMAN & 

DEVRIES 1974; O'GRADY et al. 1982). Entsprechendes gilt auch fÃ¼ die Gefrierschutzmengen 

von Fischarten, die in unterschiedlichen geographischen Breiten anzutreffen sind. So synthetisie- 
ren hochantarktische Nototheniide mehr AFGP als z.B. Lepidonotothen larseni aus der Subant- 
arktis (DEVRIES & LIN 1977), der hocharktische Gadide B. saida mehr als der nordboreale G. 

morhua (MORRIS et cd. 1978; HEW et al. 1981). 

Fraglich erscheint das Fehlen von Gefrierschutzsubstanzen der antarktischen Pogonoplrqne scotti, 

L. kempioder P. antarcticum (HASCHEMEYER & JANNASCH 1983; EASTMAN 1990). Popula- 

tionen des vollpelagischen antarktischen Silberfisch Pleuragrarnma antarcticum z.B. fÃ¼hre 

wÃ¤hren eines Lebenszyklus vertikale Wanderungen im Filchnergrabenbereich durch, und 

kommen dabei mit sehr unterschiedlich temperierten Wassermassen und Eis in BerÃ¼hrung Larven 
finden wir im oft mit PlÃ¤ttchenei beladenen kalten OberflÃ¤chenwasse (-l.gÂ°C) die Juvenilen 
halten sich bevorzugt im wÃ¤rmere Wasser (> -O.SÂ°C der Ostwinddrift auf, wahrend die Adulten 

schlieÃŸlic auf den Schelf in das kalte Eisschelfwasser (< -2.0Â°C zurÃ¼ckkehre (HUBOLD 198Sb, 

1990; HUBOLD & TOMO 1989). Aber auch von anderen Arten ist bekannt (z.B. L, kempi, 
Cryodraco arztarcticus, Gymnoscopelus opisthopterus, nicht-Notothcnioidei), daÂ Individuen in1 

Laufe eines Lebens oder aber ganze Populationen in Wassermassen unterschiedlicher Temperatur 

vorkommen, einige Arten fÃ¼hre vertikale Wanderungen innerhalb eines Tages durch (GON & 



Einle i tung  

HEEMSTRA 1990; WÃ–HRMAN & ZIMMERMANN 1992); Gefrierresistenz ist demnach bei 
einigen ArtenIStadien nÃ¶tig bei anderen nicht, sowohl bei antarktischen, als auch arktischen 
Arten. In geologischen ZeitrÃ¤ume fÃ¼hrte die Vereisungen der antarktischen Schelfe wÃ¤hren 
der vergangenen Eiszeiten zu starken TemperaturverÃ¤nderungen Fische wÃ¤rmere Wassermassen 
beider Polargebiete kÃ¶nne zu diesen Zeiten mit Eis in BerÃ¼hrun gekommen sein. 

Worin au-ert  sich die GefrierschutzaktivifÃ¤ und wie kann man sie messen ? 

Auf molarer Basis senken die hÃ¶hermolekulare AFGPs 1-5 den Gefrierpunkt einer FlÃ¼ssigkei 

um ein Vielfaches gegenÃ¼be NaCl (= 500fach: DEVRIES et al. 1970; FEENEY & YEH 1978). Die 

AktivitÃ¤ der niedermolekularen AFGPs 6-8 ist sehr viel geringer (5% in Bezug auf das Moleku- 
largewicht). Eine AFGP-LÃ¶sun schmilzt bei nahe OÂ°C Die Differenz zwischen dem Schmelz- 
und dem Gefrierpunkt wird als "thermale Hysterese" bezeichnet, und gibt die AktivitÃ¤ des AFGP 

(oder AFP) an (FEENEY & HOFMANN 1973). Die Zunahme der AktivitÃ¤ in AbhÃ¤ngigkei der 
AFGP-Konzentration zeigt eine hyperbolische Funktion, wÃ¤hren die Gefrierpunktserniedrigung 

einer Salzlosung linear mit der Konzentration ansteigt. Um diese Hysterese zu messen, wurden im 

Laufe der vergangenen Jahre verschiedene Methoden entwickelt, die entweder optisch arbeiten 

(Clifton Nanoliter Osmometer: DEVRIES 1982; KNIGHT et al. 1984), oder physikalisch 

(Gefrierpunktsosmometer: SLAUGHTER & HEW 1981), oder kalorimetrisch (HANSEN & BAUST 

1988a, b; HANSEN et al. 1991). 

Wie funktioniert ein Gefrierschutzglycoprotein 7 

Arbeiten zur Funktion und zum Mechanismus des AFGP und AFP wurden gerade in den vergan- 
genen Jahren in mehreren Reviews zusammengetragen (ANANTHANARAYANAN 1989; CHENG & 

DEVRIES 1991; DAVIES & HEW 1990; DEVRIES 1988; FEENEY 1988; FEENEY et al. 1986; 
HEW & YANG 1992). Allerdings sind nach wie vor nicht alle Fragen zur Funktionsweise geklÃ¤rt 

Vor allem die Struktur des AFGP gibt RÃ¤tse auf. Das Wachstum von Eiskristallen wird vermutlich 

verhindert, indem das AFGP Eiskristalle Ã¼be WasserstoffbrÃ¼cke an sich bindet (Abbildung 2), 
und diese so von den empfindlichen Zellen ferngehalten werden (BURCHAM et al. 1984; BROWN 
et al. 1985; TOMIMATSU et al. 1976; KNIGHT et al. 1984). Hohe Konzentrationen von AFGP in 
den Kiemen und im Hautschleim verhindern ein Eindringen von Eiskristallen in den KÃ¶rpe 
(SCHNEPPENHEIM & THEEDE 1982; VALERIO et al. 1989). Die makromolekularen Gefrier- 

schutzproteine kÃ¶nne so als eisspezifische "Bindeproteine" bezeichnet werden, die eine AntikÃ¶r 

per-Ã¤hnlich Funktion erfÃ¼llen und den Organismus durch Isolation und Inaktivierung von 

Eiskristallen vor einem Gefrieren schÃ¼tze (MACDONALD et al. 1987). Die niedermolekularen 

AFGP sind "inaktiv" bei sogenanntem "rauhen" Eis von sehr kalten LÃ¶sungen hier kommen die 

hochmolekularen AFGP zur Wirkung (BURCHAM et al. 1984). Der Mechanismus der Gefrier- 
punktserniedrigung ist also in starkem MaÂ§ abhÃ¤ngi von der PrimÃ¤r und SekundÃ¤rstruktu der 
AFGP und AFP (CHOU 1992; DILL et al. 1992). 
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Abbildung 2: Modell der a-Helix eines Gefrierschutzglycoproteins (AFGP) und die 
mÃ¶glich Anlagerung von Eiskristallen. Das Glycoprotein liegt in der Sekund2rstruktur 
vor. An einer Windung sind genau drei AminosÃ¤ure beteiligt, d.h. das Threonin ist immer 
nach einer Seite orientiert und damit auch das daran gebundene Disaccharid GalÃŸl 
>3GalNAc. An diese "Antennen" im Abstand von 0.936 nm kÃ¶nnte sich Eiskristalle 
anlagern, gebunden Ã¼be Wasserstoffbriicken. Entlang der Achse der a-Helix wÃ¼rde die 
Eiskristalle nur in Richtung ihrer c-Achse wachsen, ein exponentielles Wachstum wird 
unterdrÃ¼ck und die Eiskristalle werden "neutralisiert". Erst eine weitere AbkÅ¸hlun bedingt 
das exponentielle Wachstum und damit das Gefrieren der LÃ¶sun (verÃ¤nder nach DEVRIES 
& LIN 1977). 

Fragestellung 

Wie oben ausgefÃ¼hrt sind biologische Gefrierschutzmakromolekiile fÃ¼ ein Ã¼berlebe polarer 

Fische bei Wassertemperaturen nahe dem Gefrierpunkt unbedingt notwendig. Andererseits wird 

von einigen Arten (u.a. L. kempi, P. antarcticum) angegeben, daÂ sie keine Gefrierschutzsub- 

stanzen synthetisieren sollen, obwohl sie bei Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes ihres 

Bluts leben. Vorrangiges wissenschaftliches Ziel dieser Arbeit ist es, diesen Widerspruch 

aufzuklÃ¤ren 

Anhand von Untersuchungen zum AFGP notothenioider Fische der antarktischen Halbinsel, des 

Weddellmeeres und des Lasarewmeeres und eines Vertreters der arktischen Gadiden soll der 

Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der jeweiligen Art i n  tiefem/flachem bzw. 
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warmemlkaltem Wasser und dem Gehalt an AFGP bzw. seinem Mechanismus geklÃ¤r werden. Gibt 

es einen Zusammenhang zwischen Wassertemperatur bzw. Wassertiefe und AFGP-Gehalt? Kann 

eine ganzjÃ¤hrig und gleichmÃ¤ÃŸi Synthese von AFGP angenommen werden, oder sparen die 

Fische mit ihrer Energie und unterhalten eine temperaturgesteuerte Synthese? Wieviel AFGP 
synthetisieren Arten, die sowohl in wÃ¤rmere als auch eisbeladenem Wasser vorkommen? Gibt es 
Unterschiede in der EffektivitÃ¤ der Gefrierschutzsubstanzen? Wie wird ein Eiskristallwachstum 
letztendlich verhindert? Wie schÃ¼tze sich nicht-notothenioide Fische vor dem Gefrieren? 

Besitzen auch sie das AFGP? 

Der Schwerpunkt der Untersuchungen soll auf dem hochantarktischen Silberfisch Pleuragramma 

antarcticum liegen. In den bisherigen, auf dem Alanin-Gehalt beruhenden Untersuchungen, 

konnte bei den wenigen im McMurdo Sound gefangenen Exemplaren dieser Art kein AFGP 

nachgewiesen werden. Mit Hilfe neuester Methoden der Zucker- und AminosÃ¤urenanalyse 
immunochemischer, spektroskopischer und kalorimetrischer Verfahren soll auch nach alternati- 
ven Substanzen zum AFGP gesucht werden. Wie schÃ¼tz sich P. antarcticum vor einem Gefrieren 
in dem eisbeladenen Wasser des Filchner Grabens? Ein Gefrierschutz ist hier unbedingt zu for- 
dem. Gibt es vielleicht eine AbhÃ¤ngigkei der Gefrierschutzmenge vom Alter des Fisches? Sind 
die Konzentrationen des AFGP zu gering, um sie nachzuweisen? Gibt es andere (Glyco)proteine, 

die eine Ã¤hnlich Funktion erfillen? 

Die meisten hier vorgestellten Arten werden zum ersten Mal auf einen Gefrierschutz hin iiber- 

prÅ¸ft Es wurde darauf Wert gelegt, daÂ es sich um eine groÂ§ Zahl unterschiedlicher Ã–kotype 
handelt, und hauptsÃ¤chlic hochantarktische Arten ausgewÃ¤hlt Besondere Aufmerksamkeit wurde 
der Lebensweise und Evolution dieser Teleosteer unter BerÃ¼cksichtigun des Lebensraum 
geschenkt, mit dem Versuch ZusammenhÃ¤ng zu den Gefrierschutzcharakteristika aufzuzeigen. 



Material und Methoden 

MATERIAL 

Biologisches Material - Probennahme 

Die Fische wurden mit dem kommerziellen Grundschleppnetz (GSN), dem benthopelagischen 

Trawl (BPN) und dem Agassiztrawl (AGT) wÃ¤hren drei Polarstern Expeditionen in die Antarktis 
und Arktis gefangen. Dabei handelte es sich um die Fahrtabschnitte ANT VIV4 (EPOS 3, 1989) 

und ANT IW3 (SWW 3, 1991), an denen ich selber teilnahm, und ARK VIU2 (1990). Der GroÃŸtei 
der antarktischen Fische wurde im Weddellmeer vor Halley Bay und Vestkapp, sowie in dem 
Lasarewmeer zwischen Kap Norvegia und Astrid RÃ¼cke gefangen (Abbildung 3). Die sÃ¼dlichst 

Station lag bei 76'08's und 28'23'W, die nÃ¶rdlichst bei 69'40' S und 00'51' E. Es wurde in 

Tiefen zwischen 161 m (LazarevSee) und 2000 m (Halley Bay) gefischt. Einige Tiere stammen 
aus dem Bereich von Elephant Island, Antarktische Halbinsel. Die arktischen Fische wurden in der 

Region um Nordost GrÃ¶nlan gefangen. Die Stationen lagen zwischen 77'59' N115'25' W und 

81'48' N/10Â°52 W in Tiefen von 91 bis 491 m (Abbildung 4). Genaue Angaben zu den 

Stationen mit Position, Wassertiefe und Fangzusammensetzung sind den Fahrtberichten ARNTZ et 

al. (1990), BATHMANN et al. (1992) und KRAUSE (1991) zu entnehmen. 

Abbildung 3: Untersuchungsgebiet und Lage der Fischereistationen (*) warend der 
Polarstern-Reise AMT V1114 (HUREAU et al. 1990) und AMT 1x13 (WÃ–HRMAN & 
ZIMMERMANN 1992) in das Weddellmeer und das Lasare"meer, Antarktis. 



Abbildung 4: Untersuchungsgebiet und Lage der Fischereistationen (*) wÃ¤hren der 
Polarstern-Reise ARK VIU2 (PIEPENBURG et al. 1991) in das Seegebiet nordÃ¶stlic von 
GrÃ¶nland 

FÃ¼ die vorliegende Arbeit wurden folgende Arten ausgewÃ¤hit 

ARKTIS 
Farn. Gadidae: Arctogadus glacialis 
Farn. Liparididae: Liparis fabricii 
Farn. Cottidae: Icelus bicornis, Triglops nybelini 

ANTARKTIS 

Farn, 

Farn 

Farn 

Farn. 

Nototheniidae: Gobionotothen gibberifrons, Lepidonotothen kempi, Aethotaxis mitopteryx, 
Dissostichus mawsoni, Pleuragramma antarcticum, Trematomus bernacchii, Trematomus 
pennellii, Trematomus eulepidotus, Trematomus lepidorhinus, Trematomus loetznbergii 
Artedidraconidae: Artedidraco loennbergi, Dolloidraco longedorsalis, Pogonophryne 
marmorata, Pogonophryne scotti 
Bathydraconidae: Bathydraco marri, Gerlachea australis, Gymnodraco acuticeps, 

Racovitzia glacialis 
Channichthyidae: Chaenodraco wilsoni, Chionodraco hamatus, Chionodraco myersi, 
Cryodraco antarcticus, Dacodraco hunteri, Neopagetopsis ionah, Pagetopsis macropterus, 
Pagetopsis maculatus 
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Farn. Rajidae: Bathyraja maccaini 

F m .  Macrouridae: Macrourus holotrachys 

Farn. Liparididae: Paraliparis somovi 

Fm.  Muraenolepididae: Muraenolepis marmoratus 

Farn. Zoarcidae: Lycenchelys hureaui 

F m .  Myctopludae: Gymtzoscopelus opisthopterus 

Tabelle 1: Anzahl der untersuchten Individuen (n), sortiert nach der systematischen Stellung der Art. Angege- 
ben sind zudem minimale und maximale StandardlÃ¤ng SL [mm], minimales und maximales Frischgewicht FRG 
[g], die durchschnittliche Fangtiefe [m], die dort vorherrschende Temperatur [Â¡C und die Stationsnumrner. 

1 SL FRG Tiefe Temp. Station 
n Fmml a 1  Fm1 r0c1 Nr Art 

Arctogadus glacialis 
Liparis fabricii 
Icelus bicornis 
Triglops nybelini 

Gobionotothen gibberifrons 
Lepidonotothen ketr~pi 
Aethotaxis tnitopteryx 
Pleuragramtna antarcticum 
Dissostichus mawsoni 
Tretrutotnus bemacchii 
Tretnaton~us pennellii 
Tretnatomus eulepidotus 
Tretnafonlus lepidorhinus 
Tretnatotnus loennbergii 
Artedidraco loennkgi 

Dolloidraco longedorsalis 
Pogowphryne tnarnwrata 
Pogonophryne scotti 

I Bafhydraco inarri 
Gerlachea austral& 

I Gytrmodraco acuticeps 
Racovitzia glacialis 

Chaetwdraco wilsoni 
Chionodraco h m t u s  
Chionodraco myersi 
Crycdraco antarcticus 
Daccdraco hwiteri 
Neopagetopsis ionah 
Pagetopsis macropterus 
Pagetopsis maculatus 

Lycenchelys hureaui 
Bathy raja maccaini 
Paraliparis sonwvi 
Muraenolepis tnannoratus 

17227 
17101 
17224 

1421 1 
18169 
14249 

diverse 
18130 
18130 
18123 

diverse 
14269 
14226 
18206 

18130 
18158 
18160 

18158 
14235 
14273 
14226 

14258 
14235 

diverse 
18158 
18158 
14261 
14229 
14241 

18160 
1821 1 
18158 
18160 

~acrour& holotrachys 180 - 240 63 - 73 661 - 742 18211 
Gymnoscopelus opisthopterus 3 130 - 140 23 - 28 661 - 742 +0.70 18211 
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Die antarktischen Fische wurden von mir direkt nach dem Fang sortiert, zum groBen Teil 

bestimmt und vermessen. Als BestimmungsschlÃ¼sse dienten die F A 0  Species Identification 

Sheets (FISCHER & HUREAU 1985), "The Fishes of the Southern Ocean" (GON & HEEMSTRA) 

und ein von KOCK (unpubl.) zusammengestellter SchlÃ¼sse nach NORMAN (1938) und anderen 

Autoren. Die Zoarcidae, Liparididae und Myctophidae wurden von KOCK und STEHMANN 
(Harnburg) bestimmt. Die arktischen Fische wurden ebenfalls schon an Bord von Mitarbeitern des 
Instituts fÃ¼ PolarÃ¶kologi bestimmt (PIEPENBURG et al. 1991). Es wurde die TotallÃ¤ng und die 
StandardlÃ¤ng (auf den nÃ¤chste unteren cm) gemessen und das Total- und Schlachtgewicht 
bestimmt (auf 1 g genau). Die Bestimmung des Reifegrades der Gonaden erfolgte nach der fÃ¼nf 
teiligen Skala von EVERSON (1977). 

FÃ¼ die Entnahme der Gewebeproben wurden nur lebende Tiere ausgesucht. Magen, Leber, 

Gonade und Herz wurden einzeln gewogen (auf 0.1 g genau) und anschlieÃŸen tiefgefroren 

(RANKIN et al. 1990). FÃ¼ die ZwischenhÃ¤lterun von Fischen bzw. fÃ¼ Lebendbeobachtungen 
wurde ein KÃ¼hlcontaine mit einer Raumtemperatur von -lÂ° verwendet (WÃ–HRMAN 1990). 
Einige Arten konnten mehr als drei Jahre gehalten werden und leben heute in den Aquarien des 
Alfred-Wegener-Instituts in Bremerhaven. 

Chemikalien und sonstige Materialien 

Extraktion: Ethanol; TrichloressigsÃ¤ure (Merck; p.A.-QualitÃ¤t 

Chromatographie: Tris(hydroxymethy1)aminomethan (Roth). SalzsÃ¤ur 25%ig; Trifluoressig- 

sÃ¤ure Acetonitril; Harnstoff; Natrium-, Magnesium- und Calciumchlorid; Kalium- und Natrium- 
phosphat; Ammoniumsulfat; Glycin (Merck; p.A.-QualitÃ¤t) WGA-Sepharose (Sigma). Sephadex 

G-25M (Pharmacia). Eichproteine I & 11, combithek (Gelchromatographie) (Boehringer Mann- 

heim). 
Zuckeranalvtik DIONEX: Natronlauge 50%ig; Natriumacetat (Baker). Zuckerstandards (GlcNAc; 

GalNAc; Glc; Gal; Man; NANA; GalBl->3GalNAc; Asn-GlcNAc; N'N"Diacety1-chitobiose; 

N'N"N"'-Triacetylchitotriose; N'N"N'"N""-Tetraacetylchitotetraose) (Sigma). 

Enzymatische und immunochemische Analysen: Endoglycosidase F; Endoglycosidase H; Endo- 

glycosidase D; B-Galactosaminidase; Endo-B-Galactosidase; Endo-a-N-Acetylgalactosaminidase; 

ÃŸ-Hexosaminidase N-Glycosidase F; Chitinase; Pronase; Trypsin sequencing grade; UDP- 
[H3]Gal; CMP-NANA; Glycan Detection Kit; Glycan Differentiation Kit; digoxigenylierte Lektine 

PNA, WGA, DSA SNA, MAA; Galaktosyltransferase; Sialyltransferase (Boehringer Mannheim). 
2-[4-(2-Hydroxyethyl-l-piperazinyl)]-propansulfonsÃ¤ure Natriumazid; Nonidet P-40; TBS; 
PBS; Nitrozellulose; P-Dimethylaminobenzaldehyd; Natrium-Cacodylat (Merck; p.A.-QualitÃ¤t) 

Coomassie-LÃ¶sun (BioRad). 

Elektrophoresen: Elektrophorese- und Blottingapparatur (Bio-Rad bzw. Pharmacia). Sodium- 

Dodecyl-Sulfat; Borat-Puffer, pH 9.6; Glycerin; Schiffs Reagenz; Nitrozellulose; 37%iges For- 

malin; Na2S203 (43%ig); Ethanol; Isopropanol; EssigsÃ¤ur 10%; PerjodsÃ¤ure Na-metabisulfid 
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(Merck; p.A.-QualitÃ¤t) Eichproteine, combithek (SDS-Gelelektrophorese) (Boehringer Mann- 

heim). PhastSystemm; PhastGel IEF 3-9 (Pharmacia). 

Chemische Analysen: Kationenaustauscher AG 50W-X12, 20-50 mesh (H+-Form; Bio-Rad); 
EssigsÃ¤ur 100%ig; Natronlauge 50%ig; Natrium-Borhydrid; SalzsÃ¤ur 25%ig; Trifluoressig- 
sÃ¤ure Essiganhydrid; SchwefelsÃ¤ur 25%ig (Merck; p.A.-Qualitat). Sephadex G-15 (Pharmacia) 
AminosÃ¤urenanalvse H20 (B aker); Methanol (Baker); D E A ;  5%iges PITC in Heptan; 3M Natri- 
umacetatpuffer, pH 5.5; 3M Natriumacetatpuffer, pH 3.8; Ks-EDTA; Acetonitril (Applied 

Biosystems). AminosÃ¤urenstandar H (Pierce). L-Serin; N-Acetylglucosamin (Sigma). 

METHODEN 

Alle im Folgenden beschriebenen biochemischen Arbeiten wurden von mir in den Abteilungen 
von Dr. Hose1 (NP-RE) und Dr. Haselbeck (TB-BC) in den Forschungswerken Tutzing und 
Penzberg der Firma Boehringer Mannheim GmbH durchgefÃ¼hrt 

Isolierung der Gefrierschutzsubstanzen 

EXTRAKTION 

Die Fische (oder einzelne Gewebe wie Leber, Muskel, etc.) wurden im Ganzen in einem Edel- 
stahlmixer mit 50%igem Ethanol bei OÂ° Ã¼be 3 rnin homogenisiert und anschlieÃŸen im KÃ¼hl 
raum (4OC) Ã¼be eine Stunde gerÃ¼hrt Das LÃ¶sungsmittelvolume betrug das Doppelte des 

Gewichts (100 g Fisch -> 200 ml Ethanol 50%). Die Probe wurde nun mit 8OOOxg bei 4OC fÃ¼ 30 
min zentrifugiert (Sorvall, DuPont, Rotor GS3). Der Niederschlag wurde ein weiteres mal mit 

50%igem Ethanol extrahiert, gerÃ¼hr und anschlieÃŸen wie oben zentrifugiert. Die Ã¼berstÃ¤n 

wurden addiert, in einem Vakuumrotationsverdampfer bei lSÂ° einrotiert und die Proteine mit 
einer 10%igen TCA-LÃ¶sun gefÃ¤llt Proteine fallen bei dieser SÃ¤urebehandlun aus, Gefrier- 

schutzglycoproteine sind in 10% TCA lÃ¶slich Diese Suspension wurde mit 5000xg bei 4OC fÃ¼ 

30 rnin zentrifugiert (Sorvall, DuPont, Rotor GSA), der Ã¼berstan gesammelt, Ã¼be 5 Tage gegen 
die zwanzigfache Menge H 2 0  bei 4OC dialysiert (AuschluÃŸgrenz 2 kDa) und mit einer Amicon- 
Zelle (Ultrafiltrations-Zelle, Modell 402, YM1 Filter, Amicon) eingeengt, und anschlieÃŸen lyo- 
philisiert (WÃ–HRMAN et al. 199 1). 

Die weitere Aufreinigung erfolgte mit Hilfe der hochauflÃ¶sende FlÃ¼ssigkeitschromatographi 
(High-Performance-Liquid-Chromatography: HPLC). Die Anlagen (getrennt fÃ¼ organische und 

anorganische Eluenten) bestanden aus HPLC-Pumpe, Controller, WellenlÃ¤ngenmonitor Ent- 

gasungsmodul, Injektionsventil (alles von PharmaciaILKB) und Schreiber (Shimadzu). Das Eluti- 

onsprofil wurde durch Detektion der Absorption wahlweise bei 215, 230 oder 280 nm erfaRt. Die 

Trennung erfolgte bei Raumtemperatur. Injektionsvolumen, FluÃŸrate Eluenten und Gradienten 
wurden je nach verwendeter SÃ¤ul und Fragestellung variiert und sollen im Folgenden bei den 

einzelnen SÃ¤ule erlÃ¤uter werden. 
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CHROMATOGRAPHISCHE AUFREINIGUNG 

Eluenten- und Probenvorbereitung 

Eluenten und Proben wurden mit bidestillierten Wasser angesetzt. Die Eluenten wurden Ã¼be 
einen Millipore Filter (0.45 um; Millipore, Bedford, MA) keimfrei filtriert und anschlieÃŸen mit 
Helium entgast. Die Proben wurden Ã¼be Millipore Ultrafree MC Filter (0.45 um) filtriert. 

Zonenaustauschchro~~afographie 

(A) Bio-Gel TSK DEAE 5-PW (Diethylaminoethyl Cellulose; 75 X 7.5 mm I.D.; BIO-RAD). 

Eluent A: 20 mM TrisIHCl-Puffer; Eluent B: 1 M NaCl in 20 mM TrisIHCl, pH 9.6. Es wurden 

200 [Å  ̧(1-10 mglml) injiziert. Die FluBrate betrug 1 ml/min, die FraktionsgrÃ¶Ã 1 ml. Die Detek- 

tion erfolgte durch Absorbtionsmessung wahlweise bei 215, 230 oder 280 nrn. Die verwendeten 
Gradienten sind bei den entsprechenden Abbildungen angegeben. 

(B) Mono Q HR 515 (Pharmacia). Die entsalzten Fraktionen der DEAE-Chromatographie wurden 

ein weiteres mal mittels Ionenaustauscher-HPLC aufgetrennt. Eluent A: 20 mM TrisIHCl; Eluent 
B: 1 M NaCl in 20 mM TrisMCl, pH 7.5. Es wurden 200 pl der Probe injiziert (5 mglml). Die 

FluÃŸrat betrug 0.8 mi/min, die FraktionsgrÃ–B 1 ml. Die Detektion erfolgte durch Absorbtions- 

messung wahlweise bei 215, 230 oder 280 nm. Die verwendeten Gradienten sind bei den entspre- 

chenden Abbildungen angegeben. 

Entsalzen der Proben 

Die gesammelten Fraktionen wurden entweder durch Dialyse gegen H 2 0  (AusschluÃŸgrenz 2 
kDa) oder Ã¼be kleine GelfiltrationssÃ¤ule Sephadex G-25M (Pharmacia) entsalzt. 

Reversed-Phase-Chromatographie 

Reversed-Phase C4 Hyperchrome Synchropak S300 (250~4.6 mm; Bischoff) und Reversed-Phase 

C18 ODS Hypersil, 5 um (250~4.6 mm; Bischoff). Die Lyophilisate der Mono Q - Fraktionen 

wurden auf diese hydrophoben SÃ¤ule aufgetragen. Als Eluent A wurde eine 0.1%ige TFA- 
Wsung (TrifluoressigsÃ¤ure wÃ¤ssrig verwendet, als Eluent B Acetonitril mit ebenfalls 0.1% TFA. 
Es wurden 100 pl der Probe injiziert (1-10 mglml). Die FluÃŸrat betrug 1 mumin, die Fraktions- 
groÃŸ 500 pl. Delektiert wurde bei 215 nm (Empfindlichkeit 0.32). Die verwendeten Gradienten 

sind bei den entsprechenden Abbildungen angegeben. 

Bestimmung des ProteingehaUs 

Zur Bestimmung des Proteingehalts nach BRADFORD (1976) wurden 1-100 p1 der Enzym bzw. 

ProteinlÃ¶sun eingesetzt und mit H20 auf 600 p1 aufgefÃ¼llt Daraufhin wurden 500 p1 Coomas- 

sie-LÃ¶sun hinzugegeben und fÅ  ̧ 10 rnin bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorbtion bei 578 
nm wurde gemessen. FÃ¼ die Eichkurve wurde eine BSA-LÃ¶sun (C = 1) verwendet. Zum Einsatz 
kamen Konzentrationen von 1, 2, 3 und 4 fl BSA-LÃ¶sun (PERCE & SUELTER 1977). 
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Charakterisierung der Gefrierschutzsubstanzen 

CHROMATOGRAPHISCHE ANALYSEN 

Ausschlu~chromaiographie 

(A) Superdexm 75 HR 10130 (300 X 10 mm; Pharmacia) zur Bestimmung des Molekularge- 
wichts. Als Puffer wurde 50 mM KH2P04/150 mM NaCl verwendet (isokratisch); der pH wurde 

zwischen 7.5 und 9.5 variiert, um eine optimale Trennung zu erzielen. Die SÃ¤ul wurde Ã¼be eine 
HPLC betrieben. Die FluÃŸrat betrug 0.5 mllmin, die FraktionsgrÃ¶Ã 2 ml. Detektiert wurde wahl- 

weise bei 215,230 oder 280 nm. Alternativ wurde auch mit 6 M Harnstoff in 50 mM KH2P04, pH 

7.5 eluiert. Der hochmolare Harnstoff unterbindet Aggregatbildungen der Glycoproteine, die ein 

hÃ¶here Molekulargewicht vortÃ¤usche wÃ¼rden 

(B) Bio-Zorbax GF-250 (250 X 7.5 mm; DuPont) zur ÃœberprÃ¼fu der HomogenitÃ¤ verschiede- 
ner Chargen. Eluiert wurde mit 200 mM Na2HP04, pH 7.0 - 8.5 (isokratisch). Die FluÃŸrat betrug 

0.5 mllmin, die FraktionsgrÃ¶Ã 500 pl. Detektiert wurde bei 215 nm. 

Adsorptionschromatographie 

Bio-Gel TSK Phenyl-5PW (75 X 7.5 mm; BIO-RAD). Eluent A: 2 M (NH4)2S04 

(Ammoniumsulfat), Eluent B: H20. Die FluÃŸrat betrug 1.0 mllmin, die FraktionsgrÃ¶Ã 1 ml. 

Detektiert wurde bei 215 nm. Die verwendeten Gradienten sind bei den entsprechenden Abbil- 
dungen angegeben. 

Zur Isolierung von GlcNAc enthaltenden Glycoproteinen wurde die AffinitÃ¤tschromatographi 

eingesetzt. Als TrÃ¤germateria wurde eine WGA-Sepharose verwendet. Die SÃ¤ul wurde mit Puffer 
(0.1 M TrislHCl, pH 8.0; 0.1 M NaCl; 1 mM CaC12; 1 mM MnC12; 1mM MgCl;) Ã¤quilibriert 

anschlieÃŸen die Probe aufgetragen (500 p1; 100 pglml Puffer) und mit Puffer (500 jil) nachge- 

waschen. Danach wurde mit 0.3 M GlcNAc, 1 M NaCl oder GlycinIHCl, pH 2.3 eluiert, die Frak- 
tionen (500 u.1) gesammelt und lyophilisiert. 

ZUCKERANALYTIK 

Hochau~Ã¶send Anionetzaustauschchromatographie (HPAEC-PAD) 

Zum Nachweis der Monosaccharide Gal, GalNAc und GlcNAc, von Disacchariden und Glyco- 

peptiden wurde die hochauflÃ¶send Anionenaustauschchromatographie (HPAEC) mit gepulstem 

amperometrischen Detektor (PAD) verwendet (Dionex Corp, Sunnyvale, Kalifornien). Bei der 
Anlage handelte es sich um die Dionex Bio-LC Series 5000, bestehend aus der Bio LC Gradien- 

tenpumpe und dem PAD 2 Detektor. Das Dionex Eluenten Entgasungs Modul wurde fÃ¼ die 
kontinuierliche Begasung mit Helium eingesetzt, der Druck betrug konstant 5 bar. Als mobile 

Phase dienten die Eluenten A: H20, B: 0.1 M NaOH, C: 0.5 M NaOH und D: 0.1 M NaOW0.5 M 
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NaAc (Natriumacetat). Diese LÃ¶sunge wurden mit einer 50%igen NaOH (Baker) und gefiltertem 
und entgasten H20 direkt im Eluenten-Modul angesetzt. Das NaAc (Merck) wurde ebenfalls erst 
im Eluenten-Modul angesetzt und in LÃ¶sun gebracht. Alle Schritte wurden zur Vermeidung der 

Entstehung von Natriumcarbonat unter kontinuierlicher Heliumbegasung durchgefihrt. Gradient 
l (Trennung von Monosacchariden): isokratisch mit 16 mM NaOH uber 20 min (verÃ¤nder nach 
HARDY 1989). Gradient 2 (Trennung von Oligosacchariden): isokratisch mit 40 mM NaOH Ã¼be 

10 min, von 10 bis 20 min lineare Zunahme von NaOH auf 150 mM. Gradient 3 (Trennung von 

sialinsÃ¤urehaltige Oligosacchariden; verÃ¤nder nach LEE 1990; TOWNSEND & HARDY 1991): 

Die Proben wurden automatisch uber einen Autosarnpler (Perkin Eimer) injiziert. Das Probenvo- 

lumen variierte zwischen 25 und 40 p1. Monosaccharide wurden mit der SÃ¤ul CarboPac PA-1, 

Oligosaccharide mit der SÃ¤ul PA-100 (beide 250 X 4.6 mm) getrennt. Die FluÃŸrat betrug in 

beiden FÃ¤lle l mllmin bei Raumtemperatur. Als VorsÃ¤ul wurde eine CarboPac PA guard SÃ¤ul 
(3 X 25 mm) gebraucht. Delektiert wurde durch den PAD mit einer Goldelektrode. Die PAD 
Operationsparameter waren: Ei = +0.05V (Ti = 360 msec); E2 = +0.80V (T2 = 120 msec); E3 = 

-0.65V (T3 = 420 msec). Die chromatographischen Daten wurden gesammelt und mittels Nelson 

Analytik Integrator und Dionex 410 Software geplottet. 

IMMUNOCHEMISCHE ANALYSEN 

Dot Bht  

Zum Nachweis terminaler Zucker wurden digoxigenylierte Lektine (Boehringer Mannheim) ein- 
gesetzt. Die Lektine: Peanut agglutinin (PNA), Wheat germ agglutinin (WGA), Datura strarno- 

nium agglutinin (DSA), Galanthus nivalis agglutinin (GNA), Sambucus nigra agglutinin (SNA) 

und Maackia amurensis agglutinin ( M A A ) .  Die Probe (1 ~ 1 ,  1-10 mg/ml) wurde auf Nitrozellu- 
lose aufgetropft, angetrocknet und die Membran Ã¼be 30 min in TBS (Tris-HCl, 0.05 m o l k  NaCl, 

0.15 molh; pH 7.5) in 0.5% Casein inkubiert und anschlieÃŸen 2x in TBS und l x  in  TBS plus 

Salze (TBS; MgC12, ImmoÅ¸l CaClz, lmmolh; pH 7.5) uber 10 min gewaschen. Im folgenden 

wurde mit den jeweiligen Lektinen inkubiert: 10-100 pg Lektin auf 10 ml TBS plus Salze, 60 rnin 

bei Raumtemperatur. Abermals wurde mit TBS gewaschen (3mal 10 min). FÃ¼ die AntikÃ¶rper 
Inkubation wurde das <Dig>AP-Konjugat (750U/ml) verwendet. Die Konzentration betrug 10 
pW10 ml TBS. Inkubiert wurde uber 60 min bei Raumtemperatur mit anschlieÃŸen dreimaligem 

waschen mit TBS fÃ¼ 10 min. Als Substrat fÃ¼ die alkalische Phosphatase wurde NBT (lOpl/IO ml 

70%iges Dimethylformamid) und X-Phosphat (12.5 ~ 1 / 1 0  ml Dimethylformamid) verwendet, und 
der FÃ¤rbeprozes mit HiO gestoppt. 
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Glycosyltransferasen 

Zum Nachweis von terminalem GlcNAc (oder auch Gal) auf Dot Blots durch sequentielle Ãœber 
tragung von Galaktose und SialinsÃ¤ur wurde die Probe (1 p1; 0.1 - 10 mglml) auf Nitrocellulose 
aufgetropft und angetrocknet. Es wurde fÃ¼ 30 min in 1% BSAiPuffer (10mM Hepes, pH 7.4; 50 
mM MnC12) blockiert und anschlieÃŸen mit PBS gewaschen. Die Nitrozellulose wurde in Folie mit 

Galactosyltransferase (60 mU, 20 pl) und UDP-[H3]Gal (0.078 M, 20 (il) in 600 (i1 Puffer/l% 
NP40 benetzt, eingeschweiÃŸ und Ã¼be 12 h bei 37OC inkubiert. AnschlieÃŸen wurde abermals mit 
PBS gewaschen, die Nitrozellulose in Folie mit Sialyltransferase (10 mU, 10 ~ l )  und CMP-NANA 

(1.62 mM, 3 (il) in 600 (i1 Puffer/l% NP40 versetzt und eingeschweiÃŸt Es wurde Ã¼be 4 h bei 

37OC inkubiert und mit PBS gewaschen. Die terminale SialinsÃ¤ur wurde dann mit dem Lectin 
SNA, wie oben beschrieben, nachgewiesen. 

ELEKTROPHORESEN 

SDS-Gelelekirophorese und Western Blotting 

Das lyophilisierte AFGP wurde fÃ¼ die Bestimmung des Molekulargewichts Ã¼be ein Sodium- 

Dodecyl-Sulfat Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970) getrennt. Verwendet 

wurden 12%ige, 10%ige und 7.5%ige Gele. Die Proben wurden in Borat-Puffer, pH 9.22 (Merck) 

mit 10% Glycerin gelÃ¶s (20 mglml Puffer). Pro Kammer wurden 20 (i1 (400 (ig Protein) einge- 
setzt (verÃ¤nder nach DEVRIES 1986). Als Standard wurden die Eichproteine Fructose-6- 
phosphat-Kinase (85204), Glutamat Dehydrogenase (55562), Aldolase (39212), Triosephosphat- 

Isomerase (26626) und Trypsin-Inhibitor (20100) verwendet (Boehringer Mannheim). Die 

Spannung betrug im Sammelgel 15 mA Ã¼be 15 min, im Trenngel 20 mA Ã¼be 90 min. 
AnschlieÃŸen wurde Ã¼be 45 min auf Nitrozellulose bei 100 Volt (0.2 A) (verÃ¤nder nach 

BURNETTE 1981; TOWBIN et al. 1979) geblottet. Das Gel wurde nach verschiedenen Vorschriften 

mit Silber gef&bt (siehe unten), die Nitrozellulose fÃ¼ 5' in Poinceau gefÃ¤rb und anschlieÃŸen 

mit Lektinen inkubiert (GLASS et al. 1981; HASELBECK & HÃ–SE 1990). 

Tricine-Gelelekirophorese 

Das Tricine-Gel fÃ¼ sehr niedermolekulare Proteine (MG 3000-20000) wurde aus Sammelgel, 

Zwischengel (10%) und Trenngel (16.5%) gegossen. Als Anodenpuffer wurde 0.2 M Tris-HCl, 

pH 8.9 verwendet, als Kathodenpuffer 0.1 M Tris-HCl, pH 8.25, 0.1 M Tricine, 0.1% SDS. Das 

Gel wurde genauso wie ein SDS-PAGE gefahren (siehe oben) und anschlieÃŸen auf Nitrozellulose 

geblottet (siehe oben). Als Eichproteine dienten: Glutamat Dehydrogenase (55562), Trypsin- 

Inhibitor (20100), Lysozyme (14300), Cytochrom C (12500) und Aprotinin (6500) (Boehringer 

Mannheim). 

Isoelektrische Fokussierung 

Zur Bestimmung der Ladungseigenschaften wurde eine horizontale Gelfokussierung mit dem 

PhastSystemm von Pharmacia durchgefÃ¼hrt Zur Verwendung kamen das PhastGel IEF 3-9 
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(Pharmacia). Es wurden je Probe 2pl (20 pg Glycoprotein) aufgetropft, der Standard (BioRad) 

wurde mit 1 pl (10 pg) aufgegeben. FÃ¼ die Trennung wurde die Methode 1 (PhastSystemm 
Separation Technique File No. 100) angewendet, und die Gele anschlieÃŸen Silber gefÃ¤xb (BLUM 
et al. 1987). 

Silberfarbung von Gelen 

(A) Das Gel wurde 2 h in EssigsÃ¤ure/Methanol/H2 (1:4:5, vlvlv), 30 min in Essig- 
sÃ¤ure/Ethanol/H2 (5:10:85, vlvlv) und 2x15 min in EthanoiiH20 (1:9, VIV) bei langsamen SchÃ¼t 
teln fixiert. AnschlieÃŸen wurde fixiert: 1 min in LÃ¶sun A (50 ml H20; 25 p1 Formalin (37%ig); 
21 pl Na2S203 (43%ig)); 3mal in H20 waschen; 6 min in LÃ¶sun B (50 ml Silbernitrat (0.2%ig); 
25 u.1 Formalin (37%ig)); 2mal in H20 waschen. Entwickelt wurde in LÃ¶sun C (50 ml Na2C03 

(6%ig); 25 pl Formalin (37%ig); 0.5 pl Na2S2O3 (43%ig)) und mit H20 gewaschen. Gestoppt 

wurde mit EssigsÃ¤ure/Glycerin/H2 (3:5:92, vlvlv) (BLUM et al. 1987). 

(B) Alternativ dazu wurde die PAS-FÃ¤xbun angewandt. Das Gel wurde 2-3 h in 100 ml 25% Iso- 

propanolllO% EssigsÃ¤ur (VIV), 2-10 h in 10% Isopropanoll 10% EssigsÃ¤ur (VIV) und 1 h in 10% 
EssigsÃ¤ur fixiert. Gef&bt wurde zunÃ¤chs 3 h in 0.7% H5J06 (PerjodsÃ¤ure in 5% EssigsÃ¤ure 
dann 2-3 h in 0.2% Na-metabisulfit in 5% EssigsÃ¤ure 12-18 h in Schiffreagenz (Merck) im 
Dunkeln und in 0.1% Na-metabisulfit in 0.01 N HC1. Die LÃ¶sun wurde so lange gewechselt, bis 
keine Formaldehydreaktion mehr nachweisbar war. 

ENZYMATISCHE ANALYSEN 

Morgan - Elson Test 

Das Disaccharid GalÃŸl->3GalNA des bekannten AFGP kann durch das Enzym Endo-a-N- 
Acetylgalactosaminidase abgespalten werden, und die freigesetzte Menge Zucker mit Hilfe der 
Morgan - Elson Reaktion bestimmt werden.. Es wurden 40 p1 der Glycoprotein-Losung (4 

mglml), 50 pl 0.2 M NaCac, pH 6.0 und 10 p1 Enzym in einem Sarstedt-RÃ¶hrche Ã¼be 30 min 

bei 37OC inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Reaktion mit 50 pl 0.8 M H3B03, pH 9.0 und 
150 p1 HzO gestoppt und die LÃ¶sun fÃ¼ 3 min bei 100' C gekocht. In einem Eisbad wurde der 

Ansatz abgekÃ¼hl und anschlieÃŸen mit 1500 pl l%iger DMABA (Ehrlich's Reagenz: p-  
Dimethylaminobenzaldehyd) unter Morgan-Elson Bedingungen fÃ¼ die Farbreaktion behandelt 

(REISSIG et al. 1955). Der Ansatz wurde fÃ¼ 20 min bei 37OC inkubiert und anschlieÃŸen die 

Absorbtion bei 585 nm gemessen. Als Standard wurden Gal, GalNAc und GlcNAc verwendet. Die 
Farbreaktion wurde mit Hilfe des Standards als MaÃ fÃ¼ die Zuckerkonzentration benutzt. 

Enzymatische Verdaus 

Zur StrukturaufklÃ¤run der Glycoproteine wurden die AFGP mit folgenden Enzymen behandelt: 

Endo-a-N-Acetylgalactosaminidase,J-Hexosaminidase, Endoglycosidase D, Endoglycosidase F, 

Endoglycosidase H,Â§-Galactosidas (Stierhoden), Endo-J-Galaktosidase, N Glycosidase F und 
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Chiti?iase(alle Boehringer Mannheim). Im Ansatz wurden 40 p1 AFGP-LÃ¶sun (4 mglml), 10 p1 

Enzym, 10 pl 0.5 M NaAc-Puffer, pH 5.5 und 40 pl H20 bei 37OC uber Nacht (15 h) inkubiert. 
Die Verdaus wurden in Eppendorf-GefÃ¤Ã dialysiert. AuÃŸen und Innendialysat wurden eingeengt 
und mit 100 p1 H 2 0  aufgenommen. Beide Dialysate wurden getrennt auf ihre Zuckerzusammen- 

setzung hin mit der HPAEC-PAD analysiert. Bei der Behandlung mit N Glycosiduse F wurden die 

Glycoproteine (100 pg) in 0.5% SDS gelÃ¶s und 2 min gekocht. Der Probe wurden NaP04, 20 
mmol/l, pH 7.2; EDTA, 50 mmolii; Natriumazid, 10 rnmom; 0.5% Nonidet P-40 zugesetzt. Nach 2 
min Kochen und anschlieÃŸende AbkÃ¼hlun wurden 2U N-Glycosidase F zugefÃ¼g und bei 37OC 
Å¸be 15 h inkubiert. Die Probe wurde Å b̧e Centrikon 10 zentrifugiert, das Filtrat lyophilisiert, mit 
100 pl H20 aufgenommen und zur weiteren Zuckeranalytik aufbewahrt. 

Trypsin Behandlzing 

100 pg des Glycoproteins wurden in 95 p1 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, gelÃ¶s und mit 5 pl Trypsin 

(1 mg/ml Puffer; sequencing grade, Boehringer Mannheim) behandelt. Es wurde Ã¼be 15 h bei 

37OC inkubiert. Der Verdau wurde mit der Reversed Phase-HPLC analysiert. 

Pronase Behandlung 

450 pl Probe (100 M ;  0.1 M Tris-HCl, pH 8.0) und 50 pl Pronase (10 mg/ml 0.1 M Tris-HCl, pH 

8.0; 1mM CaC12) wurden bei 37OC Ã¼be 48 h inkubiert. Nach 24 h und 36 h wurde weitere 

Pronase hinzugefÃ¼gt Die Pronase war zuvor fÃ¼ 30 min bei 60Â° vorinkubiert worden. Der pH 
wurde mehrmals kontrolliert und gegebenenfalls mit NaOH auf 8.0 nachgestellt. Zur Verhinde- 

rung von Bakterienwachstum wurde Toluol aufgetropft. Als Standard wurde CPY verwendet. Die 

Proben wurden eingetrocknet und mit der HPAEC-PAD analysiert bzw. mit WGA auf GlcNAc- 

haltige Peptide geprÃ¼ft Zur Trennung des Glycopeptids Asn-GlcNAc von dem AminosÃ¤uren 
Gemisch wurde die Probe uber eine WGA-Sepharose aufgetrennt (siehe oben). Als Standard 
diente das Glycopeptid Asn-GlcNAc (Sigma). 

CHEMISCHE ANALYSEN 

Mild-alkalische Hydrolyse 

Zur Â§-Eliminatio wurden 100 pg des Glycoproteins in 200 pl 0.1 N NaOHIlM NaBH4 in einem 

EppendorfgefÃ¤ gelÃ¶s und Ã¼be 24 h bei 37OC inkubiert. Die Probe wurde mit 50 pl 10%iger 

EssigsÃ¤ur neutralisiert (bis pH 5). Das Borhydrid wurde durch viermalige Behandlung der Probe 
mit Methanol (1% EssigsÃ¤ure VIV) verflÃ¼chtigt Dazu wurde die Probe jeweils bei 60Â° mit Helium 
begast (TORRES & HART 1984). Die getrocknete Probe wurde mit 100 p1 H20 aufgenommen, 

Å¸be einen Kationenaustauscher AG 50W-X12, 20-50 mesh ( ~ + - ~ o r m ;  1 ml Bettvolumen; Bio- 

Rad) entsalzt, lyophilisiert und mit H20 aufgenommen zur weiteren Zuckeranalytik mit der 
HPMC-PAD. Alternativ wurden 109 pg der Probe in 200 pl 0.1 N NaOH & NaBH4 gelÃ¶s 

und Ã¼be 24 h bei 37OC inkubiert (SPIRO 1972). Die Probe wurde weiterhin wie oben beschrieben 

bearbeitet. 
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stark-alkalische-Hydrolyse 

Zur Abspaltung von N-glycosidisch gebundenem GlcNAc (auch 0-glycosidisch: BHAVAN- 
ANDAN er al. 1990) wird die stark-alkalische-Hydrolyse angewandt (LEE & SOCCA 1972). Die 

Probe (100 pg) wurde mit 1 M NaOH11 M NaBH4 versetzt und fÃ¼ 4 h bei 100OC inkubiert. Nach 
dem AbkÃ¼hle wurde die LÃ¶sun mit 2 M EssigsÃ¤ur neutralisiert (pH 5) und auf einer Sephadex 

G-15 SÃ¤ul getrennt (Eluent 0.05 M EssigsÃ¤ure) Die Zucker enthaltende Fraktion wurde re-N- 
acetyliert mit 10% Essiganhydrid in Ethanol (KROTKIEWSKI ef al. 1989) und das Produkt auf 
derselben SÃ¤ul entsalzt (Eluent H20). Die Probe wurde eingeengt und mit 100 p1 H 2 0  auf- 
genommen. 

s fark-saure-Hydrolyse 

200 pl der Probe (0.5 mglml) und 200 p1 4 M TFA wurden Ã¼be 4 h bei 100Â° in einem 

geschlossenen GlasrÃ¶hrche gekocht (verÃ¤nder nach HARDY et al. 1988). Die Probe wurde 

anschlieÃŸen in einer "speed-vac" eingetrocknet und mit 1 ml H 2 0  aufgenommen. Als Standard 
dienten Gal, Glc, GalNAc und GlcNAc. Diese Zucker wurden ebenfalls (50 pl einer 10 mM 
StammlÃ¶sung mit 150 [Å H20 und 200 p1 4 M TFA versetzt und wie oben beschrieben behan- 
delt. Die Zuckeranalytik erfolgte mit der HPAEC-PAD. 

mild-saure-Hydrolyse 

Zur Abspaltung des Peptid GlcNAc-Asn wurden 100 p1 Probe (I  mglml) mit 100 p l 4  M HC1 ver- 

setzt und bei 100OC Ã¼be 20 min gekocht. AnschlieÃŸen wurde das Gemisch in der "speed-vac" 

eingetrocknet und mit 50 pl H20 aufgenommen. Das Peptid wurde mit der HPAEC-PAD und der 

SÃ¤ul PA-100 getrennt und analysiert. 

schwefeisaure-Hydrolyse 

Zur Abspaltung von SialinsÃ¤ure (NANA) wird die schwefelsaure-Hydrolyse eingesetzt. 100 ~g 
Glycoprotein wurden in 200 pl 0.1 N H2S04 gelÃ¶s und bei 80Â° Ã¼be l h hydrolisiert (verÃ¤nder 

nach TOWNSEND er al. 1989). AnschlieÃŸen wurde die Probe mit 50 p1 0.4 N NaOH neutralisiert, 

und die Zucker von den Peptiden durch Dialyse oder Zentrifugation mit Centrikon 10 getrennt. 

Auftrennung und Charakterisierung der SialinsÃ¤ure erfolgte ebenfalls mit HPAEC-PAD. 

AminosÃ¤urenwsa~nmemetzun 

Zur Bestimmung der AminosÃ¤urenzusammensetzun wurde der Derivatizer 420A, die HPLC 

130A und das Data Analysis Module 920A (alle von Applied Biosystems) verwendet. Probenpuf- 

fer, Eluenten, Gradient und HPLC-Einstellungen nach BELL0 et al. (1989) kamen zum Einsatz. 
Zur Identifizierung von L-Serin und GlcNAc wurde manuell hydrolysiert und derivatisiert. Die 

Proben (2000 pMol im Standard) wurden Ã¼be 18, 24 bzw. 48 h bei llOÂ° mit einer 6 N HC1- 

LÃ¶sun hydrolisiert (Gasphasenhydrolyse), anschlieÃŸen mit PITC derivatisiert, und in Puffer 
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(150 mM NaAc, pH 5.2; 0.2% K3-EDTA) aufgenommen. FÃ¼ die HPLC (Modell 130A; Applied 
Biosystems) wurde die SÃ¤ul PTC C18 (220~2.1 mm; Applied Biosystems) benutzt. Die mobile 
Phase bestand aus A: 300 mM NaAc, pH 5.28 und B: 70% AcetonitriV32 mM NaAc, pH 6.2. Es 
wurden 200 p1 (500 pMol) injiziert und bei 254 nm delektiert. Die FluÃŸrat betrug 300 pllmin, 
die SÃ¤ulentemperatu 39OC (verÃ¤nder nach DUPONT et  al. 1989). Es wurde ein 
AminosÃ¤urenstandar H von Pierce (Illinois, USA) verwendet, L-Serin war von Sigma. 

Die Sequenzierung wurde an einem gepulstem FlÃ¼ssigphasen-Sequenziere Modell 477A 
(Applied Biosystems) nach der Edman Degradation durchgefÃ¼hrt AminosÃ¤urenstandar LÃ¶sun 
H und Triethylamine waren von Pierce, alle anderen Chemikalien von Applied Biosystems. 

SPEKTROSKOPISCHE ANALYSEN 

Zirkulardichroismus (CD) 

Zur Bestimmung des Spektrums in zirkular polarisiertem Licht wurde das Spectropolarimeter 
Jasco J-600 (Japan Spectroscopic Co., Ltd.) mit einer 450 W Xenon Lampe verwendet. Das Spek- 
trum wurde im Bereich von 180 - 400 nm gemessen. Die Scangeschwindigkeit betrug 10 nrnlmin. 
Die Probe (0.5 mg/ml 50 mM KH2P04, pH 7.4) wurde in einer temperierbaren QuarzkÃ¼vett mit 

einem Durchmesser von 0.05 mm vermessen. Die molare ElliptizitÃ¤ ergibt sich aus dem Zusam- 
menhang 

\q = eÂ¡m/lOX 

wobei 0Â die ElliptizitÃ¤ in Grad, m den Hauptwort, X den Durchmesser der QuarzkÃ¼vett in cm 
und C die Probenkonzentration in g/cm3 darstellt. Das CD Spektrum der Glycoproteine wurde mit 
Hilfe des FORTRAN Programms CONTIN (PROVENCHER 1982a, b) nach der Methode von 
PROVENCHER & GLÃ–CKNE (1981) ausgewertet. Hierbei wird ein Spektrum aus 16, aus der X- 

ray Kristallographie bekannten Proteinspektren kalkuliert. Vergleichend wurde noch eine 
Interpretation der Daten nach den Methoden von GREENFIELD & FASMAN (1969), sowie 
HENNESSEY & JOHNSON (1981) durchgefÃ¼hrt 

Spektraljiuorimetrie 

(A) Bestimmung der Extinktionswerte im WellenlÃ¤ngen-Sca mit dem Dioden-Array-Spek- 
tralphotometer DU 7400 (Beckmann) zur Bestimmung des kontinuierlichen Spektrums. In eine 
QuarzkÃ¼vett wurden l ml der Probe (100 pglml) pipettiert und die Absorption im Bereich von 
180 bis 400 nrn bei Raumtemperatur gemessen. Abgeglichen wurde mit H20.  

(B) Das Fluoreszenz-Spektrum zur Bestimmung der Denaturierungstemperatur wurde mit dem 

Fluorescence Spectrophotometer F-4000 (Hitachi, Ltd. Japan) bestimmt. Der Puffer (0.1 M 
TrisIHCl, pH 8.0) wurde in einer QuarzkÃ¼vett (1 ml) mit RÅ¸hre vortemperiert (47OC und 6SÂ°C) 
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Bei konstanter Temperatur wurden 10 u.1 Probe (5 mglml) zupipettiert und die Absorbtion bei 

360 nm Ã¼be 20 min gemessen. 

KALORIMETRISCHE ANALYSEN 

Differential scanning calorimetry (DSC) 

Die DSC (differential scanning calorimetry) ist eine neu entwickelte Methode (HIRSH et al. 1985; 
PARODY-MORREALE et al. 1986), die vor allem verwandt wird, um den Denaturiemngspunkt von 
Proteinen zu bestimmen. Zur Bestimmung der thermalen Hysterese von Gefrierschutzsubstanzen 

wurde sie erst in den letzten Jahren an dem AFP von Tenebrio molitor eingesetzt (HANSEN & 

BAUST 1988a, b; 1989), zur Bestimmung der Hysterese von Gefrierschutzsubstanzen polarer 
Fische nur von HANSEN et al. (1991). Aus diesem Grund soll etwas ausfÃ¼hrliche auf diese 
Methodik eingegangen werden. 

AuÃŸenseit 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Messkammer des DSC. (A) Probenkammer 
aus Platin; (B) Probenpfannchen aus Aluminium; (C) Widerstandsthermometer 
(Temperatursensor); (D) Heizelement; (R) Wmewiderstand der Probenkammer zur Aukn- 
seife; (&) Eigenwiderstand der Stromquelle; (Rs) interner WÃ¤rmewiderstan der Probe; (Ro) 
WÃ¤rmewiderstan zwischen ProbenpfÃ¤nnche und Probenkammer; (Tp) Sensortemperatur; 
(To) Temperatur der Referenzprobe; (Ts) Temperatur der Probe. 

Um Ergebnisse der kalorimetrischen Messungen am DSC interpretieren zu kÃ¶nnen muÃ dieses 
GerÃ¤ geeicht werden. Dies geschieht Ã¼blicherweis mit destilliertem Wasser, gemessen gegen Luft 

(Abbildung 5 und 6). Die Probe wird auf -40Â° gekÃ¼hlt dann auf +lOÂ° erwÃ¤rm (lÂ°C/min) um 

wieder auf -40Â° gekÃ¼hl zu werden. WÃ¤hren des Messvorgangs wurde der relative WÃ¤rmeflu 
(in mW) kontinuierlich gemessen. Man erhÃ¤l wahrend des Schmelzprozesses eine endotherme 

Reaktion, beim Gefrieren krystallisiert die Probe aus, eine exotherme Reaktion ist zu beobachten. 
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Onset 1 .38gÂ° 
Peak 2.904"C 
HÃ¶h 25.748% 

Onset 0 = Beginn des Schrnelzprozess 
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Abbildung 6: Kalibrierung des DSC mit destilliertem Wasser. Destilliertes Wasser (5 
pl) wurde in ein Aluminiumpfanchen pipettiert und auf -40Â° gefroren. AnschlieÃŸen 
wurde die Probe auf +lOÂ° erwÃ¤rmt das Wasser schmilzt vollstÃ¤ndi (Kurve oben). Der 
Schmelzpunkt ist festgelegt durch den "Onset" 0 des Schmelzprozesses. Das Wasser ist 
vollstÃ¤ndi geschmolzen, wenn die Kurve zur Basislinie zurÃ¼ckkehr (+3.37OC). Die Probe 
wurde nun wieder eingefroren und zu verschiedenen "Haltetemperaturen" (annealing 
temperature) erwÃ¤rm (5 min), um dann wieder abgekÅ¸hl zu werden (Kurven unten). Eis 
war bei 1.3OC noch vorhanden und die Probe gefriert beim AbkÃ¼hle sofort wieder (rechts). 
Kein Eis war mehr bei einer "Haltetemperatur" von 1.4OC (5 min) vorhanden. Durch 
AbkÃ¼hle der eisfreien LÃ¶sun erhalt man die Krystallisationstemperatur (links). Sie 
betragt bei Wasser -14.05OC (k 0.4OC. n=3). Die y-Achse gibt den WÃ¤rmeflu in mW 
wieder. 
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WÃ¤hren bei den bisher Ã¼bliche visuellen Methoden zur Bestimmung der GeftierschutzaktivitÃ¤ 

das Ende des Schmelzprozesses fÃ¼ die Temperaturkalibrierung benutzt wird (DEVRIES 1982; 
SLAUGHTER & HEW 1981), dient bei dem DSC der Beginn des Schmelzens, der "Onset" [O], zur 

Kalibrierung. D.h., im DSC ist auch noch Eis in der Probe, wenn die Temperatur Ã¼be dem Onset 

(Schmelzpunkt) liegt. 

Der Onset des Schmelzprozesses (Abbildung 6a) berechnet sich aus der Asymptote der Basislinie 
und der Peakasymptote. Bei destilliertem Wasser liegt der Onset bei OÂ°C aber erst bei +3.4OC ist 
die Probe komplett aufgetaut. FÃ¼ die Analysen wird bis zu einer bestimmten "Haltetemperatur" 
(anneaLing temperature = AT) erwÃ¤rmt und die Temperatur fÅ̧  5 min gehalten. So ist gewÃ¤hr 

leistet, daÂ sich die Probe der Temperatur des GerÃ¤te anpasst. Bei diesem Verfahren ist in dem 
destillierten Wasser bei 1.3OC noch Eis vorhanden, bei 1.4OC dagegen alles aufgetaut, das destil- 

lierte Wasser unterkÃ¼hl beim Gefrieren und kristallisiert bei ungefÃ¤h -14OC aus (Abbildung 6b). 

Der Eisgehalt in der Probe wird mit Hilfe des EnergiefluÃŸdiagram berechnet. 

Bei den Messungen kam das DSC 7 des Perkin-Elmer 7 Series Thermal Analysis System (Perkin 
Eimer Corp.) zum Einsatz (Abbildung 5). Die Probe wurde in H 2 0  gelÃ¶s (10 bis 50 mglml). Spl 
der Probe wurden in AluminiumpfÃ¤nnche (10 pl) pipettiert (B in Abbildung 5 )  und in dem 

DSC-7 placiert. Die Probe wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt auf +lOÂ° erwÃ¤rm (lÂ°C/min) und wieder 

auf -40Â° gekÃ¼hl (lÂ°C/min) Schmelzpunkt und Krystallisationstemperatur wurden bestimmt. 
Nun wurde wieder auf eine bestimmte anriealing temperature (AT) erwÃ¤rm (lÂ°C/min) 5 min die 

Temperatur gehalten und abgekÃ¼hl (lÂ°C/min) Die GefrierschutzaktivitÃ¤ berechnet sich aus dem 

Punkt des Eiswachstums minus der "Haltetemperatur": 

onset - annealing temperafure = thermale Hysterese. 
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Der Ergebnissteil ist in zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil werden die Untersuchungen zum 
Nachweis und zur Zusammensetzung von Gefrierschutzsubstanzen in verschiedenen polaren 
Fischarten dargestellt. Der Schwerpunkt liegt auf Untersuchungen arn AFGP. Im zweiten Teil der 
Arbeit wird detailliert auf den Sonderfall Pleuragramma antarcticum eingegangen. Der Schwer- 

punkt liegt dabei auf der Isolierung und Charakterisierung einer neuen Gefrierschutzsubstanz. 

Der AFGP-Gehalt 

DER ROHEXTRAKT DER GEFRERSCHUTZSUBSTANZEN 

Unter der Verwendung proteinchemischer Methoden wurde bei den ausgewÃ¤hlte Arten nach 
makromolekularen Gefrierschutzsubstanzen gesucht. Dazu wurden immer auf die gleiche Art und 
Weise diese Substanzen aus Fischen der Polarmeere isoliert, charakterisiert und in ihrer chemi- 
schen Zusammensetzung, sowie ihrem Mechanismus der Gefrierpunktserniedrigung miteinander 
verglichen. Es wurden im Folgenden diejenigen Fraktionen gesammelt und untersucht, die (1) in 

50%igem Ethanol und 10%iger TCA lÃ¶slic sind, (2) bei 215 nm und nicht bei 280 nm delektiert 
werden, (3) positiv mit Lektinen reagieren (Glycoproteine) und (4) eine thermale Hysterese 

bewirken. 

Der erste Schritt der Aufreinigung bestand aus der Extraktion der Gefrierschutzsubstanzen. Auf 
Grund der Tatsache, daÂ Gefrierschutz(g1yco)proteine bei einer Behandlung mit 50%igem Etha- 
nol und 10%iger TCA stabil sind und in LÃ¶sun gehen, wÃ¤hen die meisten anderen Proteine 
ausfallen (FEENEY & YEH 1978; VAN VOORHIES et al. 1978; SCHNEPPENHEIM 1978), finden 

wir im Rohextrakt nur noch wenige Verunreinigungen. Das Lyophilisat dieses Rohextrakts kann 

daher als grobes MaÃ fÅ  ̧ die absoluten Gefrierschutzmengen dienen. Weitere chemische Eigen- 

schaften der Gefrierschutzglycoproteine (BURCHAM e# al. 1984; DEVRIES 1986), wie die starke 

Absorbtion bei 215 nm oder die SpezifitÃ¤ der AnfÃ¤rbun (keine Coomassie oder Amido Schwarz 

AnfÃ¤rbung) konnten wÃ¤hren der Isolierung zur Identifizierung genutzt werden. In Tabelle 2 
sind die untersuchten Fische, systematisch geordnet, und die absoluten und relativen Mengen des 
Rohextrakts aufgelistet. Die grÃ¶ÃŸt Mengen konnten bei T. pennellii (0.871% Frischgewicht), 

den Channichthyiden C wilsoni (0.488%), P. rnacropterus (0.448%) und C. myersi (0.415%) und 
dem arktischen A. glacialis (0.414%) nachgewiesen werden. Bei dem Nototheniiden T. eulepi- 

dotus wurden im Vergleich zu den anderen antarktischen Notothenioiden die geringsten Mengen 

an Rohextrakt extrahiert. Die niedrigsten Werte insgesamt sind bei G. opisthopterus (0.039%) und 

M. holotrachys (0.032%) zu finden, wobei man davon ausgehen muÃŸ daÂ es sich hier - wie auch 

bei den anderen nicht-notothenioiden Fischen - nicht um AFGP handelt (siehe auch unten). 



Ergebnisse 

Tabelle 2: Rohextrakte der untersuchten Arten. Die Mengen sind absolut [mg] und 
relativ (g/kg Frischgewicht FRG) angegeben. 

FRG Rohextrakt Rohextiakt 
Art n f s1 rmsl r d k ~  FRG~ 
Arctogadus glacialis 
Liparis fabricii 
Icelus bicomis 
Triglops nybelini 

Gobionotothen gibberifrow, 
Lepidonotothen kempi 
4ethotaxis rnitopteryx 
Dissostichus mawsoni 
Trematomus bernucchii 
Trerruztomus pennellii 
Trematomus eulepidotus 
Trerruztomus lepidorhinus 
Vretnatomus loennbergii 

Irtedidraco loennbergi 
'Jolloidraco longedorsalis 
Dogotwphryne manmrata 
Dogonophryne scotti 

3athydraco mam' 
krlachea australis 
lynmodraco acuticeps 
iacovitzia glacialis 

kenodraco wilsoni 
Thiomdraco hainat!~s 
Thionodraco tnyersi 
'ryodraco mtarcticus 
lacodraco hunteri 
feopagetopsis ionah 
'agetopsis mcroptems 
'agetopsis maculatus 

,ycenchelys hureaui 
iathyraja -mcaini  
'araliuaris sotmvi 
4ur&nolepis rnamwratus 
4acrourus holotrachvs 

4 
1 
2 
1 

Leber 
6 
1 

Leber 
1 
1 
2 
4 
1 

12 
25 

1 
1 

10 
2 
1 
2 

1 
1 
4 
1 
l 

Leber 
1 
9 

1 
Leber 

3 
1 
6 

DIE AFGP-FRAKTIONEN 

Die nach der alkoholischen Extraktion aus den Fischen bzw. Geweben erhaltenen Proteine 

wurden durch Ionenaustausch an verschiedene Ionenaustauscher gebunden und mit einem Puffer 

eluiert. Dieses Reinigungskonzept ist in Anlehnung an das fÃ¼ das AFGP entwickelte (DEVRIES et 
al. 1970; VAN VOORHIES et al. 1978). Im ersten Schritt wurde die DEAE-Ionenaustausch- 
chromatographie angewendet, mit dem Schwerpunkt der Isolierung des AFGP. Daraus resultierten 
zwischen einem und drei Eluaten (I - 111), die jeweils unterschiedlich geladene Proteine enthalten. 

In Abbildung 7a-e sind die Chromatogramme der Aufreinigung der Rohextrakte an diesem 

Ionenaustauscher dargestellt. Exemplarisch werden die Chromatogramme der Arten A. mitop- 
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teryx, L. kempi, B. marri, C. antarcticus und M. holotrachys gezeigt. Sie zeigen verschiedene 
Variationen der Zusammensetzung der Rohextrakte, wie sie bei der vorgelegten Arbeit nachge- 
wiesen werden konnten. Delektiert wurde bei 215 und 280 nm. Bekannte Gefrierschutzsubstanzen 
werden sehr gut bei 215 nm, abgeschwÃ¤ch bei 230 nm delektiert, und sind bei 280 nm - im 

Gegensatz zu vielen anderen Proteinen - nicht mehr detektierbar (siehe oben). Den bislang 
bekannten Gefrierschutzproteinen polarer Fische fehlen die fÃ¼ die Absorption bei 280 nm ver- 

antwortlichen aromatischen AminosÃ¤uren Verunreinigungen kÃ¶nne so schnell erkannt werden. 

Bei den Rohextrakten der meisten Fischarten dominiert der Peak I, der zwischen 3 und 7 min 
eluiert. Diese Substanzen binden nur sehr schwach an die SÃ¤ul und weisen geringe Ladungsei- 
genschaften auf. Bei ihnen handelt es sich um das bekannte Gefrierschutzglyco- protein AFGP, 
wie es schon DEVRIES et al. (1970) an nototheniiden Fischen des McMurdo Sounds und VAN 

VOORHIES et al. (1978) an B. saida der Arktis zeigen konnten. Die hochmolekularen AFGP (1- 
5) eluieren frÃ¼he als die kleineren AFGP (6-8). Die Arbeitsgruppe um DeVries trennte diese 

beiden Fraktionen, indem sie an einem Ionenaustauscher zuerst mit einem niedermolaren Puffer 

(2.5 mM TrisMCl, pH 9.6) eluierten und anschlieÃŸen mit 50  mM TrisMCl, pH 9.6. Mit dem hier 

verwendeten Puffer (20 mM TrisIHCl, pH 9.5) wurde ein Mittelweg gewÃ¤hlt mit dem NaCl- 
Gradient ist zudem gewÃ¤hrleistet daÂ wirklich alle bindenden Substanzen eluieren. Die Auftren- 
nung des Rohextrakts von A. mitopteryx (Abbildung 7a) zeigt auÃŸe dem dominierenden Peak I 
nur noch kleine Verunreinigungen, auf die nicht weiter eingegangen werden wird. Dieses 
Chromatogramm ist typisch fÃ¼ die Rohextrakte der meisten Nototheniidae (Ausnahmen P. 

antarcticum und L. kempi), die Artedidraconidae (Ausnahme D. lo~zgedorsalis) und Bathydraco- 

nidae (Ausnahme B. marri). Ebenfalls konnte es bei dem arktischen Gadiden A. glacialis 

beobachtet werden. Daraus lÃ¤Ã sich unter BerÃ¼cksichtigun der Untersuchungen an notothe- 

niiden Fischen der Antarktis (u.a. DEVRIES et al. 1970) und Gadiden der Arktis (u.a. VAN 

VOORHIES et al. 1978) folgern, daÂ diese Arten nur das AFGP mit dem Disaccharid GalRl- 

>3GalNAc (siehe unten) als Gefrierschutzsubstanz besitzen. 

Der Rohextrakt des Nototheniiden L. kempi konnte in 3 Hauptfraktionen getrennt werden 
(Abbildung 7b). Nach Peak I eluieren die grÃ¶ÃŸt Mengen mit 0.06 M NaCl (Peak 11), geringere 

mit 0.12 M NaCl (Peak 111). Peak I und I11 zeigen Ã¤hnlic hohe Konzentrationen (Tabelle 3). 
Dagegen ist das Chromatogramm des Rohextrakts von C. antarcticus (Abbildung 7c) klar domi- 

niert durch den Peak des AFGP (I). Auffallend ist im Vergleich mit dem Chromatogramm von L. 

kempi, daÂ zwischen 2'-3' (hochmolekulare AFGP 1-4) nur geringe Mengen eluieren, wÃ¤hren 

zwischen 6' und 9' (niedermolekulare AFGP 5-8) die grÃ¶ÃŸ Menge eluiert. Die Peaks I1 bis IV 
sind Verunreinigungen (keine thermale Hysterese), die nicht weiter analysiert wurden. Diese 
Zusammensetzung des Rohextraktes bestÃ¤tigt sich auch bei der Aufreinigung der Rohextrakte 

der Ã¼brige Channichthyiden. Der Rohextrakt des Bathydraconiden B. marri (Abbildung 7d) 
zeigt eine heterogene Zusammensetzung. Zwischen 2'und 7' eluiert das AFGP. Die 

niedermolekularen Substanzen dominieren. Eine zweite Fraktion (11) wird mit 0.06 - 0.13 M 

NaCl eluiert, eine dritte (111) nach 30 min mit 0.60 M NaCl. Der Rohextrakt des Artedidraconiden 



D. longedorsalis zeigt eine Ã¤hnlich Zusammensetzung, lediglich die Fraktion I11 fehlt (hier nicht 
dargestellt). 
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Abbildung 7a-C: Anionenaustauscherchromatographie (DEAE-TSK) der Rohextrakte 
von (a) A. mitopteryx, (b) L. kempi und (C) C. antarcticus. 
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Abbildung 7a-e: Anionenaustauscherchromatographie (DEAE-TSK) der Rohextrakte 
von (a) A. mitopteryx, (b) L. kempi, (C) C. antarcticus, (d) B. marri und (e) M .  
holotrachys. Dargestellt sind die Absorbance-Kurven fÃ¼ 215 und 280 nm. Als 
Anfangsbedingung wurde mit 20 mM Tris-HCl, pH 9.5 eluiert. Die Zeitereignisse des 
NaCl-Gradienten (% Eluent B: 20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 9.5) sind: 0 min, 0%; 8 
min, 0%: 26 min, 20%; 32 min, 80%; 34 min, 80%; 36 min, 0%; 42 min, 0%. Es 
wurden 200 p1 injiziert, die FluÃŸgeschwindigkei betrug 1 mllmin, die Empfindlichkeit 
1.28. 

Ein sehr inhomogenes Bild ergibt sich bei der Aufreinigung der Rohextrakte der nicht-notothe- 

nioiden Fische sowohl der Antarktis als auch Arktis, hier am Beispiel des Macrouriden M. holo- 

trachys dargestellt (Abbildung 7e). Gefrierschutzsubstanzen eluieren kurz nach dem AusschluÃ 

(I), wie es auch bei den Rohextrakten der Notothenioidei zu beobachten ist. Allerdings konnten 

diese Substanzen bislang nicht eindeutig als Glycoproteine identifiziert werden. Es wÃ¼rd sich in 

diesem Fall um einen Erstnachweis von Glycoproteinen als Gefrierschutz bei nicht-notothenio- 

iden Fischen handeln. Eine weitere Fraktion eluiert mit 0.1 bis 0.2 M NaCl. Auch von diesen 

Substanzen steht eine Charakterisierung noch aus. Bei den Substanzen, die nach 18 rnin eluieren 

(> 0.2 M NaCl) handelt es sich vermutlich um Verunreinigungen (detektierbar bei 280 nm). Die 
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Zusammensetzung der Rohextrakte der antarktischen L. hureaui, P. somovi, M. marmoratus und 

G. opisthopterus und der arktischen I. bicornis, T. nybelini und L. fabricii ist vergleichbar und 
soll hier nicht weiter gezeigt werden. 

Tabelle 3: AF (antifreeze) Fraktionen nach der Auftrennung der Rohextrakte mit der 
DEAE-TSK Amonenaustauscherchromatographie (siehe auch Abbildung 7a-e). Die Mengen 
sind absolut [mg] und relativ (mgikg Frischgewicht FRG) angegeben. 

AFI AFI AFII AF I1 AF I11 AF In 
Art rmsl Frne/kel rmgl rmdk- 
A. glacialis 
L. fabricii 
I. bicornis 
T. nybelini 
G. gibber~pons 
L. kempi 
A. mitopteryx 
D. mawsoni 
T. bernacchii 
T. pennellii 
T. eulepidotus 
T. lepidorhinus 
T. loennbergii 
4. loennbergi 
D. longedorsalis 
P. mannorata 
P. scotti 
B. marri 
G. australis 
'J. acuticeps 
'?. glacialis 
C. wilsoni 
C. hamatus 
C. myersi 
C. antarcticus 
0. hunteri 
V. ionah 
D. macropterus 
P. maculatus 
5. hureaui 
5. maccaini 
D. somovi 
M. mantwratus 
M. holotrachys 30.7 8.5 51.7 
3. opisthopterus 5.2 69.9 5.1 68.9 2.6 34.3 

In Tabelle 3 sind die Mengen (relativ und absolut) der Fraktionen I - 111 der DEAE-Anionenaus- 

tauscherchromatographie (siehe auch Abbildung 7a-e) fÃ¼ jede Art aufgelistet und mit A F  

(antifreeze) bezeichnet, da noch nicht in allen FÃ¤lle geklÃ¤r ist, ob es sich um Glycoproteine oder 

Proteine handelt. WÃ¤hren alle Notothenioidei (Ausnahmen: P. antarcticum, L. kempi, D. longe- 

dorsalis und B. marri) nur eine AP-Fraktion (I) besitzen, bei der es sich um das AFGP handelt 

(siehe auch unten), konnten bei den nicht-notothenioiden Fischen der Antarktis und den Cottiden 

und Liparididen der Arktis zwei oder drei AF-Fraktionen isoliert werden. Demnach besitzt T. 

pennellii mit Abstand am meisten AFGP (3340.1 mglkg Fisch), gefolgt von dem arktischen 
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Gadiden A. glacialis mit 2856.9 mgikg und den Channichthyiden C. wilsoni (0.284% FRG), C. 

hamatus (0.258% FRG) und P. macropterus (0.250% FRG). Die geringsten Mengen an AFGP 
wurden aus A. mitopteryx (0.036% FRG) aus dem Lasarewmeer und aus G. gibberifrons (0.027% 
FRG) von der antarktischen Halbinsel isoliert. Bei den Arten L. kempi, D. longedorsalis und B. 

marri wurden zwar ebenfalls geringe AFGP-Mengen isoliert (0.064% bzw. 0.028% FRG), aller- 

dings besitzen diese Arten noch andere AF - Fraktionen, die einen weit hÃ¶here Anteil ausma- 

chen. Die nicht-notothenioiden Fische der Antarktis besitzen AF-Substanzen meist unter 0.01% 

FRG, die niedrigsten Werte wurden bei M. marrnoratus (76.5 mgikg) und G. opisthopterus (69.9 
mglkg) nachgewiesen. Ã„hnliche gilt auch fÃ¼ die arktischen Cottidae und Liparididae. 

Die AFGP-Struktur 

ZUCKERZUSAMMENSETZUNG UND -STRUKTUR DER GLYCOPROTEINE 

Die terminalen Zucker der Gefrierschukgiycoproteine. 

(A) PNA 

Fetuin Transferrin Ovalbumin 
0 e 0 

(B) WGA 

Fetuin Transferr~n Ovalbumin 
0 0 e 

Farbreaktionen 

1 1 0 schwach 

Abbildung 8: Skizze eines Dot Blot der Glycoproteine von A. mitopteryx (l), G. gibbe- 
rifrons (2), L. kempi (3), T. eulepidotus (4), C. myersi (3, P. maculatus (6), W. ionah (7), 
D. longedorsalis (8), L. fabricii (9)  und I. bicornis (10). Als Standard dienten Fetuin, Trans- 
femn und Ovalbumin. Es wurden jeweils 1 p1 (10 mglml; Standard 1 mglml) aufgetropft. 
Inkubiert wurde mit den Lektinen PNA, 100 pg (A), WGA, 20 pg (B) und SNA, 10 pg 
(C). Die Graustufe der Dots gibt die StÃ¤rk der FÃ¤rbun an. Es wurde zwischen 4 Stufen 
unterschieden: stark, mittel, schwach, keine FÃ¤rbung Diese Skalierung gilt fÃ¼ alle 
weiteren in dieser Arbeit dargestellten Dot Blots. 

Als schnelle und zuverlÃ¤ssig Methode zur Bestimmung der terminalen Zucker erwies sich der 
Dot Blot mit digoxigenylierten Lektinen. Von dem AFGP ist bekannt, daÂ es mit dem Disaccharid 

GalÃŸl->3GalNA hoch glycosiliert ist (DEVRIES et al. 1971). Schon geringe Mengen sind ausrei- 

chend, um das AFGP mit dem Lektin PNA nachzuweisen. In der Abbildung 8 sind die Dot Blots 
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der Gefrierschutzsubstanzen von 8 Notothenioiden und zwei arktischen Arten dargestellt. Das 
Lektin PNA erkennt terminales GalÃŸl->3GalNA (AFGP), WGA terminales GlcNAc und bedingt 
Sialinstiuren. SNA ist sensitiv fÃ¼ SialinsÃ¤uren Es wurden jeweils 1 pl (10 pg) des Rohextrakts 

aufgetropft. AuÃŸe bei dem Rohextrakt von L. kernpi konnte bei allen anderen Proben eine Reak- 

tion mit PNA nachgewiesen werden. Eine besonders starke FÃ¤rbun ist bei den Extrakten von A. 
rnitopteryx, G. gibberifrons und bei dem arktischen I. bicornis zu beobachten. Bei den mit WGA 

inkubierten Dot Blots kann in allen FÃ¤lle eine leichte AnfÃ¤rbun beobachtet werden. Mit dem 
Lektin SNA wurde in keinem Fall eine Reaktion beobachtet, eine terminale SialinsÃ¤ur kommt 
demnach bei keinem der untersuchten Rohextrakte vor. 

Die Zuckenusammensekung der Gejiierschutzgiycoproteine. 

Erst durch die TFA-Hydrolyse der Glycoproteine und die anschlieÃŸend Analyse mit der 

HPAEC-PAD lassen sich quantitative und qualitative Aussagen Ã¼be die Zuckerzusammensetzung 

machen. In Abbildung 9 ist beispielhaft das Chromatogramm der Zuckerzusammensetzung des 

Rohextrakts von C. rnyersi dargestellt. Es wird charakterisiert durch zwei Peaks, die N-Acetylga- 
lactosarnine [GalNAc] (min 8.00; 460 ng) und Galaktose [Gal] (min 9.97; 412 ng) zugeordnet 
werden kÃ¶nnen Diese Zusammensetzung ist charakteristisch fÃ¼ das AFGP der Notothenioidei 
und der arktischen Gadiden (VANDENHEEDE et al. 1972; O'GRADY et al. 1982). 

Zuckerzusammensetzung 
AFGP Chionodraco myersi 

I I I I 
0 5 10 15 e. 

Elution Zeit [min] 

Abbildung 9: HPAEC-PAD Chromatogramm der Zuckerzusammensetzung des AFGP- 
Extraktes von C. myersi nach FA-Hydrolyse. Es wurden 25 pl(100 pglml) hydrolysierte 
Probe injiziert und isokratisch mit 16 rnM NaOH eluiert. Der FluÃ betrug 1 mllmin, die 
Empfindlichkeit 300 nA. 

Bei allen hier untersuchten Notothenioidei und A. glacialis konnten Ga1 und GalNAc aus dem 

Rohextrakt identifiziert werden. In Tabelle 4 sind die Konzentrationen der Monosaccharide pro 

mg Glycoprotein verschiedener Arten angegeben. Die hÃ¶chst Glycosyliemng der Proteine ist bei 
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T. lepidorhinus, T. eulepidotus und C. rnyersi zu beobachten. Die Monosaccharide GalNAc 
(831.8-1280.0 nMoi/mg Glycoprotein) und Ga1 (914.7-1390.0 nMoi/mg) liegen in einem Ver- 
hÃ¤ltni von ungefÃ¤h 1:l vor. Dies wird auch erwartet, wenn man ein AFGP, glycosiliert mit dem 
Disaccharid GalÃŸl->3GalNA annimmt. Der Zuckeranteil im Rohextrakt (pglmg Rohextrakt) mit 
GalNAc und Ga1 ist von Art zu Art sehr verschieden. Bei den Arten A. rnitopteryx, D. longedor- 

salis, G. gibberifrons und L. kernpi sind zum Teil nur geringe Mengen zu beobachten. Verunrei- 

nigungen des Rohextrakts werden zu diesen Differenzen gefÃ¼hr haben. Bei D. longedorsalis und 

L. kempi konnte zudem gezeigt werden, daÂ diese Arten noch andere AF-Fraktionen besitzen 

(Tabelle 3). Abweichend ist die Zuckerzusamrnensetzung bei L. kempi. Hier wurden die gering- 

sten Konzentrationen der Monosaccharide GalNAc (23.5 nMol/mg) und Ga1 (55.9 nMoVmg) im 
VerhÃ¤ltni 1:2 beobachtet. Zudem wurde ein anderes Monosaccharid, das N-Acetylglucosamin 
[GlcNAc] (87.2 nMol/mg), nachgewiesen. Diese Zusammensetzung erinnert an die Zucker- 
Zusammensetzung des Rohextrakts von P. antarcticurn, auf die spÃ¤te eingegangen werden soll. 

Tabelle 4: Bruttozusammensetzung der Monosaccharide der Gefrierschutzsubstanzen von 
T. lepidorhinus, T. eulepidotus, A. mitopteryx, L. kempi, G. gibberifrons, D. longedor- 
salis und C. rnyersi. Angegeben sind die Konzentrationen der Zucker in pg und nMol je mg 
Rohextrakt. 

Die Bindung des Zuckers an  eine AminosÃ¤ure 

Um den Bindungstyp des Zuckers an eine AminosÃ¤ur zu analysieren, wurde der Rohextrakt mit 
verschiedenen Enzymen inkubiert, und der Verdau mit der HPAEC-PAD analysiert. Dabei wurde 
ein Gradient gewÃ¤hlt mit dem auch sialylierte Oligosaccharide eluiert werden. Bei allen daraufhin 

untersuchten Arten konnte lediglich bei dem Verdau mit der 0-Glycosidase (Endo-a-N-Acetylga- 

lactosarninidase) ein Zucker nachgewiesen werden. In Abbildung 10 ist das HPAEC-Chromate- 
gramm des Verdaus des Rohextrakts von C. rnyersi dargestellt. Die 0-Glycosidase spaltet das 

Disaccharid GalÃŸl->3GalNA von den AminosÃ¤ure Threonin bzw. Serin. Dieses Disaccharid 

GalÃŸl->3GalNA konnte im isokratischen Lauf mit 50 mM NaOH nach 9.48' eluiert werden. Der 

Gradient auf 150 rnM NaOH eluierte keine weiteren Zuckerstrukturen. Ebenfalls konnten keine 
zusÃ¤tzliche Oligosaccharide mit dem Gradienten 3 fÃ¼ SialinsÃ¤ure (Material und Methoden) 
eluiert werden (nicht abgebildet). Die Konzentrationen des Disaccharids der AFGP der einzelnen 

Arten sind sehr unterschiedlich und sind in Ãœbereinstimmun mit den in der TFA-Hydrolyse 
gefundenen Werten. D.h. die hochsten Konzentrationen finden sich bei T. lepidorhinus, die 
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niedrigsten bei L. kempi. Alle untersuchten Notothenioidei besitzen demnach ein AFGP mit dem 
Disaccharid GalÃŸl->3GalNAc 0-glycosidisch gebunden an ThreoninJSerin. Bei der Schulter 
direkt vor dem Disaccharid-Peak handelt es sich vermutlich um die Monosaccharide Ga1 und 

Kohlenhydratstruktur 
AFGP C. rnyersi 

GalÃŸl ->3GalNA 

Elution Zeit [min] 

Abbildung 10: HPAEC-PAD Chromatogranun der Zuckerzusarnmensetzung des AFGP- 
Extraktes von C. myersi nach dem Verdau mit 0-Glycosidase. Es wurden 25 pl(16 pglml) 
der verdauten Probe injiziert und mit einem NaOH-Gradienten (50 mM bis 150 mM) 
eluiert. Der FluÃ betrug 1 mllmin, die Empfindlichkeit 300 nA. Das Disaccharid GalÃŸl 
>3GaiNAc eluiert nach 9.48 min. 

SEKUNDÃ„RSTRUKTU DER GEFRIERSCHUTZGLYCOPROTRINE 

Das Spektrum des Zirkulardichroismus (CD-Spektrum). 

Von dem isolierten AFGP (DEAE Anionenaustauscherchromatographie Peak I) wurden die CD- 
Spektren bei Raumtemperatur vermessen. ReprÃ¤sentati fÃ¼ das AFGP aller untersuchter Noto- 

thenioidei ist in Abbildung 11 das Spektrum des AFGP von R. glacialis dargestellt. Das Chroma- 

togramm zeigt ein Maximum zwischen 219 und 221 nm. Das Minimum des negativen Signals 

liegt zwischen 190 und 195 nm. Dieses Spektrum deckt sich mit den Untersuchungen von BUSH 

et al. (1981, 1984), DEVRIES et al. (1970), FRANKS & MORRIS (1978) und RAYMOND et al. 

(1977), die am AFGP von Nototheniiden des McMurdo Sounds durchgefÃ¼hr wurden. UngefÃ¤h 
50% des AFGP (Gewicht) besteht aus Kohlenhydraten. Um festzustellen, inwieweit das Disaccha- 

rid GalÃŸl->3GalNA EinfluÃ auf das CD-Spektrum nimmt, ist weiterhin dieser Zucker unter den 

selben Bedingungen vermessen worden. Es zeigt bei einer hÃ¶here Empfindlichkeit eine nur 
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geringe Abweichung von der Nullinie bei kurzen WellenlÃ¤ngen Von einer Beeinfiussung des CD- 

Spektrums durch den Zucker kann somit abgesehen werden (BUSH et aL. 1981). 

50 

CD 
rndeg O 

-50 

AFGP Racovltzla glaclalls 

I I I I I I 
190 200 210 220 230 240 250 

Wavelength [nm] 

rndeg O D 

Wavelength [nm] 

Abbildung 11: CD Spektrum (Zirkulardichroismus) des AFGP von R. glacialis bei 
Raumtempratur. Das Spektrum ist f Ã ¼  den WeUenWgenbereich von 185 bis 250 nm dar- 
gestellt. Die Ordinate gibt die molare EUiptizitÃ¤ [Q in mdeg ' wieder. Unten ist das CD- 
Spektrum des Disaccbafids GalÃŸl->3GaJNA dargestellt. Die eingesetzten LÃ¶sunge hatten 
eine Konzentration von 0.5 mglml Puffer (50 mM KH2P04, pH 7.4), die Spaitbreite 
betrug 0.05 m. 

Die AFGP-Funktion 

DIE GEFRIERSCHUZAKTIVITAT 

Die thermaie Hysterese von Gefiierschu~ubstanzen. 

Im Folgenden werden DSC-Diagramme verschiedener Gefrierschutzsubstanzen (AF-Fraktionen) 

dargestellt, die mit der DEm-Anionenaustauscherc~omatographie isoliert wurden (siehe auch 

Tabelle 3). Die maximaien Hysteresen der einzelnen AF-Fraktionen sind in der Tabelle 7 wieder- 

gegeben. Die Diagramme stehen im Vergleich mit dem des destillierten Wassers, dem "Nullwert" 

(Material und Methoden). Aus den Diagrammen lÃ¤Ã sich neben der thermaien Hysterese ['C] 
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auch die Art und Weise ablesen, wie die Probe gefriert, d.h. wie die Gefrierschutzsubstanzen ein 

Gefrieren verhindern. Die nÃ¤chste vier Diagramme geben verschiedene Gefrierprozesse wieder, 

auf die in  der Diskussion nÃ¤he eingegangen wird. In Abbildung 12 ist das DSC-Diagramm des 
AFGP 1-4 (20 rnglml) von D. rnawsoni dargestellt. Die Haltetempratur betrÃ¤g -0.4OC [AT]. 
WÃ¤hren der ersten AbkÃ¼hlphas ist eine Schulter [SI zu beobachten, die ein langsames Wachstum 
von Eiskristallen entlang ihrer C-Achse kennzeichnet. Die Ã¼brige Achsen der Eiskristalle sind 

durch das AFGP blockiert. Das normale exponentielle Wachstum der Eiskristalle ist dadurch 
gestoppt. Ein Plateau schlieÃŸ sich an. Das Eiswachstum ist durch die Anwesenheit von AFGP in 
dieser Phase vÃ¶lli unterbunden. Nach einer weiteren AbkÃ¼hlun ist ein Onset [ 0 ]  bei -1.42OC zu 

beobachten, ein Exotherm folgt, d.h. die Probe gefriert schiagartig. In diesem Fall ist eine maxi- 

maie Hysterese von 1.02OC zu messen. Bei der Haltetemperatur von -0.3OC ist die Probe komplett 

aufgetaut und kristallisiert bei = -18.0Â° aus. Diese Ergebnisse stehen in Ãœbereinstimmun mit 
Untersuchungen an D. mawsoni aus dem McMurdo Sound (HANSEN et al. 1991). 
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Abbildung 12: Kalorimetrische Analyse des AFGP 1-4 von D. rnawsoni. Die Probe (5 
@; 20 mglml) wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°C/mi auf -0.4OC erwÃ¤rmt die Tempe- 
ratur gehalten (5 min), und wieder mit lÂ°C/mi gefroren. Bei einer "Haltetemperatur" von 
-0.3OC (5 min) ist die Robe vollstÃ¤ndi aufgetaut, die Probe unterkÃ¼hl beim Gefrie~n und 
krystailisiert bei = -18.0Â° aus. Die y-Achse gibt den WÃ¤rmeflu in mW wieder. S = 
Schulter, 0 = Onset, AT = anneaiing temperature, TH = thermale Hyterese. 

: 

In Abbildung 13 sind die WÃ¤rmefluÃŸdiagram fÃ¼ verschiedene Haltetemperaturen des AFGP 5- 

8 von D. mawso~ii dargestellt. Im Gegensatz zu dem Diagramm der hochmolekularen AFGP ist 

die Schulter stÃ¤rke ausgeprÃ¤gt das Plateau zeigt eine leichte WÃ¶lbun und der Onset ist nicht so 

kiar zu bestimmen, d.h. das Gefrieren der Probe vollzieht sich nicht plÃ¶tzlich Die maximale 

beobachtete Hysterese betrÃ¤g 0.92OC und liegt damit unter dem Wert des M G P  1-4. Bei der 
Haltetemperatur von -0.4OC lagen 15% Eis in der Probe vor, bei -O.gÂ° waren es schon 65% Eis. 
Je hÃ¶he der Eisgehalt in der Probe ist, desto flacher wird die Schulter und das Plateau kÃ¼rzer Bei 
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einer Haltetemperatur von -0.8OC geht die Schulter kontinuierlich in das Plateau Ã¼ber die 
Hysterese betrÃ¤g jetzt nur noch O.4S0C. 
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Abbildung 13: Kalorimetrische Analyse des AFGP 5-8 von D. nlawsoni. Die Probe (5 
pl; 20 mglml) wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°C/mi auf verschiedene "Haitetempera- 
turen" (-0.4 - -0.8OC) erwÃ¤rmt die Temperatur gehaiten (5 min), und wieder mit 1Â°C/mi 
gefroren. Bei einer "Haltetemperamr" von -0.3OC (5 min) ist die Probe vollstÃ¤ndi auf- 
getaut, die Probe unterkÃ¼hl beim Gefrieren und krystallisiert k i  = -l8.O0C aus. Die y- 
Achse gibt den WÃ¤rmeRu in mW wieder. S = Schulter, 0 = Onset, AT = anneaiing 
temperature, TH = thermale Hysterese 

Das AFGP (AF I in Tabelle 3) d a  Channichthyiden C. anfarcticus zeigt ein verÃ¤nderte Verhaiten 

wÃ¤hren der AbkÃ¼hlphas (Abbildung 14) gegenÃ¼be dem AFGP von D. mawsoni. Sofort nach 
dem AbkÃ¼hle ist hier ebenfalls eine Schulter zu beobachten, die allerdings Ã¼be einen Tempera- 

turbereich von fast 0.4OC (= 5 mW) geht. Das EiskristalIwachstum kann durch dieses AFGP nicht 

so effektiv verlangsamt werden wie durch das AFGP von D. mawsoni. Das anschliefiende Plateau 

fÃ¤ll sehr kurz aus. Der relative WÃ¤rmeflu nimmt ab, erkennbar an dem leichten Anstieg. Das 

Eiswachstum wird demnach nie vÃ¶lli unterbunden. Vielmehx friert die Probe kontinuierlich 
weiter, ein Exotherm entsteht. Eine maximale Hysterese von 0.65OC konnte bei der Haltetempe- 
ratur -0.3OC gemessen werden. Ein Ã¤hnliche Verhalten wÃ¤hren der AbkÃ¼hlphas konnte bei 

dem AFGP der Channichthyiden C. acerafus und N. iormh beobachtet werden (sind nicht darge- 

stellt). Die AFGPs der anderen Channichthyiden, Artedidraconiden, Bathydraconiden, und einiger 
Nototheniiden (Ausnahme L. k m p i  und P. ar1tarcficum) zeigen einen Verlauf wÃ¤hren des 

Gefrierprozesses wie er schon bei dem AFGP von D. mawsoni festgestellt werden konnte. 
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Abbildung 14: Kaiorimetrische Analyse des AFGP von C. antarcticus. Die Probe (5 pl; 
20 m g h l )  wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°Clmi auf -0.3OC erwÃ¤rmt die Temperatur 
gehaiten (5 min), und wieder mit 1Â°Clmi gefroren. Bei einer "Haltetemperatur" von -0.2OC 
(5  min) ist die Probe vollstÃ¤ndi aufgetaut, die Probe unterkÃ¼l~l b e h  Gefrieren und 
WstaiIisiert bei = -17.1Â° aus. Die y-Achse gibt den WÃ¤rmeflu in mW wieder. S = 
Schulter, 0 = Onset, AT = anneaiing tempearture, TH = thermale Hysterese 
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Abbildung 15: Kalorimetrische Analyse des AFGP von L. kempi. Die Probe (5 pl; 20 
mglml) wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°C/mi auf 0.9OC erwÃ¤rmt die Temperatur 
gehaiten (5  min), und wieder mit 1Â°Umi gefroren. Bei einer "Haltetemperatur" von l.OÂ° 
(5 min) ist die Probe vollstÃ¤ndi aufgetaut, die Probe unterkÃ¼hl beim Gefrieren und 
krystallisiert bei = -1l.Z0C aus. Die y-Achse gibt den WÃ¤meflu in mW wieder. S = 
Schulter, 0 = Onset, AT = anneaiing temperame, TH = thermale Hysterese. 

Der Gefrierprozess der Fraktion AF I (Tabelle 3) von L. kempi ist in Abbildung 15 dargestellt. 

Direkt nach dem AbkÃ¼hle ist eine steile und lange Schulter zu beobachten, die ebenfalls (siehe 
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AFGP C. a~ttarcticus) ein relativ starkes Wachstum von Eiskristallen entlang ihrer c-Achse andeu- 

tet, Dieses Eiswachstum lÃ¤Ã langsam nach und kommt bei 0.82OC zum Stillstand. Ein Plateau 

schlieÃŸ sich an. Ein groÃŸe Teil der Probe ist bereits mit Eis versetzt, Nach kurzem weiteren 
AbkÃ¼hle der Probe um O.2O0C gefriert sie vollstÃ¤ndig ein Exotherm entsteht. Die maximale 
beobachtete Hysterese betrug nur 0.48OC, und hatte damit den geringsten Wert aller untersuchten 
AFGP (Tabelle 7). 

Der Sonderfall Pleut-agramma antarcticuin 

DER AFGP-GEHALT IN ABHÃ„NGIGKEI VOM ALTER DES FISCHES 

Die Auftrennung des Rohextraktes erfolgte wie bei den anderen Arten. In Abbildung 16a-b sind 

die Diagramme der DEm-Ionenaustauscherc~omatographie der Rohextrakte der kleinsten (SL 

95 mm; 16a) und grÃ¶ÃŸt untersuchten Individuen (SL 220 mm; 16b) dargestellt, auÃŸerde eine 
Skizze der Dot Blots der gesammelten Fraktionen, inkubiert mit PNA und WGA. m i c h  wie bei 

den anderen Arten (Abbildung 7) eluieren zwischen 3 und 7 min mit 20 mM Tris-HCl Proteine, 

die nur schwach an die SÃ¤ul binden, und bei denen es sich um das AFGP handelt (Peak I; PNA 

positiv). Eingesetzt wurde in beiden FÃ¤lle 5 mg Substanz. Aus dem Rohextrakt der Juvenilen 
wurde sehr viel mehr m G P  (je g Rohextrakt) eluiert als bei den Adulten. Die MengenverhÃ¤ltniss 
der PNA-positiven Fraktionen Ia-C verschieben sich. Das AFGP der Adulten beinhaltet relativ 
weniger hochmolekulare Glycoproteine (Fraktion Ia). Bei dem M G P  der Juvenilen kann ein 

Anstieg der ersten (Ia) und dritten Fraktion (Ic; n iederm~kk~lare  AFGP) beobachtet werden. 

Im weiteren Verlauf des Gradienten werden noch weitere Substanzen eluiert. Mehrere Fraktionen 

(zusammengefaÃŸ in Peak 11) kÃ¶nne zwischen 15 und 21 min (0.05 - 0.13 M NaCl) beobachtet 

werden. Diese Substanzen konnten nicht weiter analysiert werden. Lediglich wurde festgestellt, daÃ 

sie nicht glycosiliert sind, daÃ sie aber eine, wenn auch geringe GefrierschutzaktivitÃ¤ aufweisen 
(Tabelle 7). Demnach mÃ¼ÃŸ es sich um Gefiierschutzproteine handeln. Bei einer Salzkonzentra- 
tion von 0.14 M NaCl (min 23/24) kann ein GlcNAc enthaltendes (WGA-positiv) und bislang 
nicht beschriebenes Glycoprotein eluiert werden, auf das in den folgenden Abschnitten genauer 

eingegangen werden soll. Bei der letzten Fraktion handelt es sich vermutlich um eine Verunre i~-  

gung (detektierbar bei 280 nm und keine GefrierschutzaktivitÃ¤t) 
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Abbildung 16: Anionenaustauscherchromatographie (DEAE-TSK) des AFGP- 
Rohextraktes von P. antarcticum (a: SL 9/10 und b: SL 22). Dargestellt sind die 
Absorbance-Kurven fÃ¼ 215 und 280 nm. Als Anfangsbedingung wurde mit 20 mM Tris- 
HC1, pH 9.5 eluiert. Die Zeitereignisse des NaCl-Gradienten (% Eluent B: 20 mM Tris- 
HC1, l M NaCl, pH 9.5) sind: 0 min, 0%; 8 min, 0%; 26 min, 20%; 32 min, 80%; 34 
min, 80%; 36 min, 0%; 42 min, 0%. Es wurden 200 pl injiziert, die FluÃŸgeschwindigkei 
betrug l mllmin, die Empfindlichkeit 1.28. Oben Skizze zweier Dot Blots aller 
gesammelter Fraktionen (I min = l ml) inkubiert mit den Lektinen PNA und WGA. 
Bedingungen siehe Abbildung 8. 

Die Dot Blots, inkubiert mit PNA bzw. WGA, zeigen den Nachweis der Glycoproteine im Rohex- 

trakt nach der Aufreinigung am DEAE-Ionenaustauscher. Sie dienten zur Kontrolle der zu sam- 

melnden Fraktionen. Von jeder Fraktion (jede min = 1 ml) wurden l p l  aufgetropft. Fraktion 5 



Ergebnisse 

und 6 zeigen eine deutliche PNA-Reaktion, die Fraktionen 4 und 7 eine abgeschwÃ¤chte In diesen 

befindet sich das AFGP mit GalÃŸl->3GalNA als Kohlenhydratanteil. Fraktion 23 und 24 zeigen 

eine Farbreaktion bei der Inkubation mit WGA. Hier eluiert offentsichtlich ein Glycoprotein mit 

N-Acetylglucosamin als Zuckerbestandteil. Das Disaccharid GalÃŸl->3GalNA ist nicht in diesen 

Fraktionen vorhanden, zu schiieÃŸe aus dem Ausbleiben der PNA-Reaktion. 

Tabelle 5 Rohextrakte von P. anrarcticut?~ verschiedener GrÃ¶kn bzw. Altersklassen. Angege- 
ben sind die absolut extrahierte Menge, sowie der relative Gehait (% Frischgewicht FRG). Aukr- 
dem Fangtiefe [m], Wassertemperatur PC] und Station. Das Alter der Fische [a] wurde aus der 
Standard13nge nach HÃ¼BOL & TOMO (1989) ermittelt. 
Im unteren Teil sind die gesammelten AF (antifreeze) Fraktionen des Rohexeakts nach der Auftren- 
nung mit der DEAE-TSK Ionenaustauschercbromatographie fÃ¼ verschiedene Aitenkiasen aufge- 
listet. Die Angaben sind absolut [mg] und relativ [% FRG]. Bei der Fraktion AF I handelt es sich 
um das AFGP. 

SL a n Stat Netz Tiefe FRG Rohexeakt Rohextrakt 
~ c m l  rml r ~ i  rmi r% FRG~ 
9.5 4 32 18130 GSN 620 235.9 130.0 0.0551 
14.5 8 9 18130 GSN 570 207.0 121.0 0.0585 
15.0 8 20 14241 GSN 450 560.3 345.2 0.0616 
15.0 8 24 14241 GSN 450 690.0 466.1 0.0675 
16.0 9 3 10796 AGT 126.9 73.5 0.0579 
16.0 9 3 107% AGT 103.7 63.9 0.0616 
16.0 9 7 14241 GSN 450 250.0 209.0 0.0836 
17.0 10 7 18130 GSN 620 348.0 260.3 0.0748 
18.0 11 4 18130 GSN 620 234.0 182.0 0.0778 
22.0 14 3 18130 GSN 620 254.1 2 0 . 0  0.1023 

Im oberen Teil der Tabelle 5 sind die extrahierten Rohextrakte (absolut und relativ) von P. 

antarcticum unterschiedlicher GrÃ¶ÃŸenklass zusammengestellt. Die Tiere stammen alle aus der 

Region um Halley Bay aus Tiefen zwischen 450 und 620 m. Das Alter wurde Ã¼be einen Alters- 

LÃ¤ngen-SchlÃ¼ss (HLBOLD & TOMO 1989) ermittelt. Der Anteil des Rohextrakts steigt kontinu- 

ierlich mit zunehmendem Alter des Fisches an. Er variiert zwischen 551 m g k g  FRG bei den 

Juvenilen (SL 95 mm) und 1023 mglkg FRG bei den Adulten (SL 220 mm), und liegt damit 

deutlich niedriger als die Rohextraktkonzentrationen der meisten anderen Notothenioidei 

(Tabelle 2). Im unteren Teil der Tabelle sind die absoluten und relativen Anteile der Fraktionen 

nach der Auftrennung mit der DEM-Ionenaustauscherc~omatograp~e (Abbildung 16) aufge- 

listet. Die grÃ¶ÃŸt Mengen der AF-Fraktion I (entspricht dem AFGP) wurden bei Tieren mit einer 

SL von 17 Cm (0.0313% FRG), die geringsten bei Tieren mit einer SL von 14.5 Cm (0.0256%) 

isoliert. Es kann kein Zusammenhang zwischen dem AFGP-Gehalt und dem Alter des Fisches 
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festgestellt werden. Die Fraktion AF I1 liegt sowohl bei den jungen (0.005%) als auch bei den 

Ã¤ltere Fische (0.003%) nur in sehr geringen Konzentrationen vor. Von der Fraktion AF I11 
konnten die grÃ¶ÃŸt Mengen bei den jÃ¼ngste Fischen (0.0215%), die geringsten Mengen bei 

den Ã¤iteste Fischen (0.0143%) isoliert werden. Diese Fraktion besteht fast ausschiieÃŸlic aus 
einem GlcNAc enthaltenden Glycoprotein. 

In Abbildung 17 ist das WÃ¤rmefluÃŸdiagra des AFGP = AF I (20 mglml) von P, antarcticurn 

(SL 170 mm) dargestellt. Ã„hnlic wie bei dem AFGP von D. rnawsor~i (Abbildung 13) ist 
wÃ¤hren der ersten Phase der AbkÃ¼hlun eine Schulter zu beobachten, die Ã¼be = 0.4OC geht und 

in ein Plateau mÃ¼ndet Das Eiswachstum ist gestoppt, und die Probe gefriert erst vollstÃ¤ndig 

nachdem sie auf -0.26OC (Onset) abgekÃ¼hl worden ist. Dies entspricht einer maximai beobachte- 

ten Hysterese von 1.19OC (siehe auch Tabelle 7). Der zweigipfelige Exotherm ist vermutlich auf 

die Inhomoge~tÃ¤ (verschieden groÃŸ MolekÃ¼le der AFGP-Probe zurÃ¼ckzufÃ¼hre Die hochmo- 
lekularen MolekÃ¼l verhindern ein Eiswachstum lÃ¤nge als die niedermolekularen AFGP. Ã„hnli 

ches komten auch HANSEN er al. (1991) bei den AFGP 1-5 von D. mawsoni feststellen. P. 

antarcticum besitzt folglich ein AFGP, das sich dem AFGP von D. mawsoni in der Struktur (Gal- 
GalNAc als Zuckerbestandteil) wie in der Funktion Ã¤hnelt Auf die Zusammensetzung dieses 
AFGP soll spÃ¤te noch eingegangen werden. 
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Abbildung 17: Kalorime&ische Analyse des N G P  von P. antarcticurn (SL 170 mm). 
Die Probe (5 pl; 20 mglml) wurde auf -40Â° abgek~lt,  mit 1Â°C/mi auf 1.2OC erwÃ¤rmt 
die Temperatur gehalten (5 min), und wieder mit 1Â°C/mi gefroren. Bei einer "Haltetemp- 
ratur" von 1.3OC (5 min) ist die Probe voiismdig aufgetaut, die Probe unterkÃ¼hl beim 
Gefrieren und krystailisiert bei = -17.6OC aus. Die y-Achse gibt den WÃ¤rmeflu in mW 
wieder. S = Schulter, 0 = Onset, AT = anneaiing temperatm, TH = thermale Hysterese. 
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DAS N-ACETYLGLUCOSAMIN ENTHALTENDE GLYCOPROEIN 

Die SchrÃ¼t der Zsolierung. 

Neben dem AFGP (Peak I der DEAE-Chromatographie) fiel ein weiteres Glycoprotein auf, das 
mit dem Lektin WGA positiv reagierende Glycoprotein der Fraktionen 23124 (AF 111). Der erste 
Schritt zur Isolierung des GlcNAc enthaltenden Glycoproteins ist, wie bereits oben beschrieben, 
die Auftrennung auf einem DEM-Ionenaustauscher (Abbildung 16). Das Glycoprotein eluiert - 
unabhÃ¤ngi von dem Alter des bearbeiteten Fisches - bei einer Salzkonzentration zwischen 0.14 

und 0.15 M NaCl. Nachgewiesen wurde dieses Glycoprotein mit Lektinen. Nach jedem Schritt der 
Aufre i~gung  wurde ein Dot Blot mit verschiedenen digoxigenylierten Lektinen durchgefÃ¼hrt 

Das Glycoprotein reagiert positiv mit den Lektinen WGA und DSA, aber negativ mit den Lektinen 

PNA, MAA oder SNA (siehe auch Abbildung 21). Daraus laÃŸ sich ableiten, daÃ es sich zumindest 

bei dem terminalen Zucker um ein GlcNAc handeln muÃŸ Das Glycoprotein konnte nur bei P. 
arttarcticum isoliert werden, bewirkt eine auÃŸerordentlich thermale Hysterese (Abbildung 27-28), 
und soll deshalb im folgenden als PAGP (Pleuragramma-Antifreeze Glycoprotein) bezeichnet 
werden. 

Abbiidung 18: Anionenaustauscherc~omatographie (Mono Q) der WGA-positiven Frak- 
tionen der DEAE-TSK SÃ¤ulenchmatographie Dargestellt sind die Absorbance-Kurven fÃ¼ 
215 und 280 nm. Ais Anfangsbedingung wurde mit 20 mM Tns-HCl, pH 7.5 eluiert. Die 
Zeitereignisse d a  NaCl-Gradienten (% Eluent B: 20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 7.5) 
sind: 0 min, 0%; 4 min, 0%; 34 min, 50%; 37 min, 100%; 39 min, 100%; 41 min, 0%; 
47 min, 0%. Es wurden 200 ~1 injiziert, die FiuÃŸgeschwindigkei betrug 1 mllmin, die 
Empfmdlichkeit 0.64. 

Die WGA-positiven Fraktionen der DEAE - Ionenaustauscherchromatographie (23124; Dot Blot 

Abbildung 16) wurden gesammelt und erschÃ¶pfen gegen H20 dialysiert. Unter der Annahme, 

daÃ es sich bei PAGP ebenfalls um ein kleines Peptid handeln kÃ¶nnt wie bei dem bekannten 

AFGP 8 (2500 Dalton), wurde ein Dialyseschlauch mit einer AusschluÃŸgrenz von 2000 Dalton 
gewÃ¤hit Die Probe wurde lyophilisiert, mit H20 aufgenommen und ein weiteres Mal Ã¼be einen 
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Ionenaustauscher (Mono Q) getrennt (Abbildung 18). Als Eluat diente ebenfalls ein Tris-HCl 

Puffer und ein NaCl-Gradient, der pH wurde allerdings variiert. WÃ¤hren bei einem pH von 9.5 
keine deutliche Fraktionierung zu erkennen war, konnte bei pH 7.5 eine optimale Trennung 
erzielt werden. Zwischen einer Salzkonzentration von 0.16 und 0.38 M NaCl werden verschiedene 
Substanzen eluiert. Die vorderen Peaks (I - III), die eine Einheit bilden, zeigen keine positive 
Reaktion bei einer Lektinbehandlung, und sind demnach wohi nicht glycosiliert. Sie sind bei 280 

nm noch deutlich detektierbar, und stellen offensichtlich eine Proteinverunreinigung dar. Der 

etwas isoliert stehende letzte Peak (IV), eluiert mit 0.34 - 0.38 M NaCl, zeigt eine deutliche Reak- 
tion bei den Lektinen WGA und DSA und keine Reaktion mit PNA. Zudem ist er bei 280 nm 
nicht mehr detektierbar und bewirkt eine thermale Hysterese. 

40 2b 
Eluiion Zeit Imin] 

Abbildung 19: Reversed-Phase HPLC (S ynchropak S300 C4) der WGA-positiven Frak- 
tion der Mono Q SÃ¤ulenchromatographie Dargestellt ist die Absorbane-Kurve fÃ¼ 215 MI. 

AIS Anfangsbdingung wurde mit 0.1% 'FA eluiert. Die Zeitereignisse des Acetonitril- 
Gradienten (% Eluent B: AcetonitriUO.l% F A )  sind: 0 min, 0%; 2 min, 0%; 20 min, 
95%; 25 min, 95%; 30 min, 0%; 35 min, 0%. Injiziert wurden 100 ~ 1 ,  die FluÃŸgeschwin 
digkeit betrug 1 mUmin, die Empfindlichkeit am WellenlÃ¤ngenmonito 0.32 und am 
Schreiber 7. 

Die WGA-positiven Fraktionen der Mono Q - Ionenaustauscherchromatographie (Fraktion 27/28; 

0.34 - 0.38 M NaCl) wurden gesammelt und lyophilisiert. Das Lyophilisat enthielt sehr viel NaCl. 
Eine anschlieÃŸend Dialyse des salzhaltigen Lyophilisats erbrachte ailerdings keine Verbesserung 

in der Aufreinigung. Vielmehr wurde die Probe in H20 gelÃ¶s und direkt mit der Reversed-Phase 

HPLC chromatographiert. Es wurden sowohl die stark hydrophobe Cl8  ODS Hypersil als auch 

die Synchropak S300 C4 eingesetzt. Die weniger hydrophobe C4-SÃ¤ul erwies sich dabei als die 

mit der grÃ¶ÃŸer TrennschÃ¤rf (Abbildung 19). Eluiert wurde mit einem Acetonitril-Gradienten 

(in 0.1% F A ) .  Die schwach bindenden Substanzen, wie z.B. das NaCl, eluieren zwischen 3 und 4 
min, erkenntlich an dem ersten groÃŸe Peak. Dieser Peak enthÃ¤l keine Substanzen, die mit Lekti- 
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nen positiv reagieren oder eine thermale Hysterese auslÃ¶sen Die WGA-positive Substanz komte 

bei einer Amtonitrilkonzentration von 15 - 17% nach 9 min eluiert werden. Diese Fraktion wurde 

gesammelt und lyophilisiert. 

Um die Homogenitgt der eluierten Substanzen zu prÃ¼fen wurde die gesammelte Fraktion mit der 
Synchropak S300 C4 (und C18 ODS Hypersil) re-chromatographiert (Abbildung 20). Es wurde 

ebenfalls mit Acetonitril eluiert, allerdings wurde ein flacherer Gradient gewÃ¤hit Das GlcNAc ent- 
haltende Glycoprotein eluiert nach 14.7 min (15% AcetoniEil) als homogener Peak. 

I I 
10 20 
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Abbildung 20: Re-chromatographie (C18 ODS Hypersil) der WGA-positiven Fraktion 
der RP C4 HPLC. Dargestellt ist die Absorbance-Kurve fÃ¼ 215 nm. Als Anfangsbe- 
dingung wurde mit 0.1% F A  (wÃ¤ssrig eluiert. Die Zeitereignisse des Acetonitril- 
Gradienten (% Eluent B: Acetonitrii/O.l% TFA) sind: 0 min, 5%; 2 min, 5%; 17 min, 
20%; 22 min, 50%; 25 min, 50%; 26 min, 5%; 35 min, 5%. Injiziert wurden 100 pi (50 
pg Glycoprotein). die FluÃŸgeschwindigkei betrug 1 ml/min, die Empfindlichkeit am 
WellenlÃ¤ngenmonito 0.32 und am Schreikr 7. 

Die Bestimmung der tenninaien Zucker. 

Zur Bestimmung der terminalen Zucker wurden Dot Blots angefertigt. In diesen Tests wurde das 

homogene, Ã¼be RP-HPLC gereinigte Material (Abbildung 20) eingesetzt. In der oberen Reihe 
der Abbildung 21 (Dots a-e) wurde das PAGP (1 pl = 10 kg) mit PNA, WGA, DSA, SNA und 

MAA inkubiert. DSA (b) und WGA (C) zeigen deutliche Reaktionen, PNA (Gali31->3GalNAc) 

zeigt keine Reaktion (a). SNA und MAA, die SialinsÃ¤ure erkennen, sind ebenfalls negativ (d & 

e). Danach muÃ es sich bei dem terminalen Zucker um ein GlcNAc handeln. Ein Konzentrations- 

experiment in den unteren Reihen (Dots 1-10] zeigt, daÃ sogar noch 0.5 pg (Dot 9) Glycoprotein 
mit dem k k Ã ¼  WGA nachzuweisen sind. Dot 1-5 sind verschiedene Standards. 
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Eine weitere elegante MÃ¶glichkei terminales GlcNAc nachzuweisen, ist eine Kopplung von 

Zuckern an andere terminale Zucker mit Glycosyltransferasen und der anschlieÃŸend Nachweis 

mit Lektinen (Abbildung 22). Dazu muÃ zunÃ¤chs das auf Nitrocellulose Ã¼bertragen Glycopro- 

tein mit BSA blockiert werden. Alle weiteren Reaktionen laufen ebenfalls an dem an die Nitrocel- 

lulose gebundenen Glycoprotein ab. ZunÃ¤chs wird mit Hilfe der Galactosyltransferase die Galak- 

tose der Uridin-5'-diphospho-Galaktose (UDP-Gal) an ein terminales N-Acetylglucosamin Ã¼ber 

tragen. Diese Reaktion erfolgt bei 37OC Ã¼be Nacht. AnschlieÃŸen wird an die nun terminale 

Galaktose mit der Sialyltransferase eine SialinsÃ¤ur der Cytidin-5'-Phosphat-N-Acetylneuramin- 

sÃ¤ur (CMP-NANA) geknÃ¼pft Diese Reaktion erfolgt ebenfalls bei 37OC Ã¼be Nacht. 

a b c d e  
0 @ @ 0 0  

2 3 4 5  

0 0 0 0 0  
6 7 8 9 10 

Abbildung 21: Skizze eines Dot Blot verschiedener Glycoproteine. Es wurden jeweils 1 
pl aufgetropft. In der oberen Reihe (a-e) wurden jeweils 10 pg PAGP aufgetropft und mit 
verschiedenen Lektinen inkubiert: (a) 100 pg PNA, (b) 20 pg WGA, (C) 10 pg DSA, (d) 
10 pg MAA, (e) 10 pg SNA. In den unteren beiden Querreihen (1-10) wurde jeweils mit 
WGA inkubiert (20 pg). (1) 1 pg Transferrin, (2) 1 pg Ovalbumin, (3) 1 pg a 
Glycoprotein, (4) 1 pg Asialofetuin, (5) 1 pg Fetuin, (6) 10 pg PAGP P. antarcticum, (7) 
5 pg PAGP, (8) 1 pg PAGP, (9) 0.5 pg PAGP, (10) 0.1 pg PAGP. Bedingungen siehe 
Abbildung 8. 

Abbildung 22: Skizze eines Dot Blot nach der Inkubation mit Glycosyltransferasen. Es 
wurden jeweils 1 p1 aufgetropft und mit Galactosyltransferase und anschlieÃŸen mit Sialyl- 
transferase inkubiert. (1) 1 pg Asialofetuin, (2) 1 pg Fetuin, (3) 1 pg BSA-GlcNAc, (4) 1 
pg BSA-Gal, (5) 10 pg AFGP P. antarcticum, (6) 1 pg AFGP P. antarcticum, (7) 10 pg 
PAGP P. antarcticum, (8) 1 ug PAGP P. antarcticum. Lektininkubation mit SNA (10 
pg). Bedingungen siehe Abbildung 8. 

Alle terminalen GlcNAc des PAGP sind jetzt mit Gal-NANA besetzt. Der Nachweis dieser ent- 

stÃ¤ndige SialinsÃ¤ure ist nun mit den fÃ¼ SialinsÃ¤ure spezifischen Lektinen SNA und MAA 

mÃ¶glich Ebenfalls kann an die Galaktose des Disaccharids GalÃŸl->3GalNA des AFGP mit der 

Sialyltransferase eine SialinsÃ¤ur gekoppelt werden, und damit mit SNA gezeigt werden, daÂ das 

Ga1 terminal vorliegt, wie es von dem AFGP zu erwarten ist. Abbildung 22 zeigt mit SNA inku- 

bierte Dot Blots (1-8). Sowohl das AFGP (Dot 5 )  als auch das PAGP (7) zeigen eine FÃ¤rbung 
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wenn 10 pg Glycoprotein eingesetzt werden, eine Kopplung hat also in beiden FÃ¤lle stattgefun- 
den. Bei den Dots mit nur 1 pg Substrat (6 & 8) konnte keine Kopplung mehr nachgewiesen 
werden. Als Standard wurden Asialofetuin und Fetuin (Kontrolle FÃ¤rbung) BSA-GlcNAc 
(Kontrolle 1.Kopplung) und BSA-Ga1 (Kontrolle 2.Kopplung) aufgetropft (1 pg). 

Die Zuckerzusammensetzung des PAGP. 

Zuckerzusammensetzun~ 
G'cNAc AFGP & PAGP 

0 5 I 1 

10 15 
Elution Zeit [min] 

Abbildung 23: HPAEC-PAD Chromatogramm der Zuckerzusanunensetzung des Rohex- 
trakts (gestrichelt) und des gereinigten Thermal Hysterese Glywproteins (gepunktet) von P. 
antarcticum nach TFA-Hydrolyse. Es wurden 25 p1 (100 pglml) hydrolysierte Probe inji- 
ziert und isokratisch mit 16 mM NaOH eluiert. Der FluÃ betrug 1 milmin, die Empfind- 
lichkeit 300 nA. 

Die Kombination der TFA-Hydrolyse mit der HPAEC-PAD ermÃ¶glicht auch hier eine klare 

Bestimmung der Zuckerzusammensetzung. In Abbildung 23 sind die HPAEC Chromatogramme 
der TFA-Hydrolysen des AFGP-Rohextraktes (gestrichelt) und des gereinigten PAGP 

(durchgezogene Linie) dargestellt. Das Chromatogramm der TFA-Hydrolyse des Rohextrakts 
erinnert an das von L. kempi. Es eluieren bei einem isokratischen Lauf mit 16 mM NaOH GalNAc 
bei 6.32' (0.065 nMol1500 ng Glycoprotein), GlcNAc bei 7.19' (0.137 nMolI500 ng) und Ga1 bei 
8.27' (0.101 nMoV500 ng). Die Zucker Ga1 und GalNAc mÃ¼sse dem AFGP zugeordnet werden. 
Nach der TFA-Hydrolyse des gereinigten Glycoproteins eluiert nur noch GlcNAc (0.682 pM/mg 
Glycoprotein). Da nach der TFA-Hydrolyse SialinsÃ¤ure nicht erfaÃŸ werden, wurde noch die 
schwefelsaure-Hydrolyse durchgefÃ¼hrt Mit der HPAEC konnten jedoch keine SialinsÃ¤ure bzw. 
sialinsÃ¤urehaltige Oligosaccharide nachgewiesen werden (nicht abgebildet). Der einzige Zucker 
des PAGP ist demnach GlcNAc in einer Konzentration von 150.8 pglmg Glycoprotein 

(0.682pMollmg). 
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Die Bindung des Kohlenhydrafanteils an eine AminosÃ¤ure 

Zwar kann durch die TFA-Hydrolyse die Bruttozusammensetzung der Zucker eines Glycopro- 

teins zweifelsfrei bestimmt werden, es bleibt aber ungeklÃ¤rt ob diese Zucker als Mono- oder 
Oligosaccharide vorliegen, und auf welche Art sie an welche AminosÃ¤ur gebunden sind. Zur 
KlÃ¤run kommen eine enzymatische oder chemische Deglycosilierung in Frage. Die Behandlung 

mit Endoglycosidase F (aktiv an N-glycosilierten Glycopeptiden mit hohem Mannose-Gehalt), N-  
Glycosidase F (spaltet alle N-Glycanketten von Glycopeptiden oder Proteinen) und N-Acetyl-Â§-D 
Glucosaminidase (spaltet terminales GIcNAc in Â§-gebundene Oligosacchariden) konnte keine 

Zucker freisetzen. Lediglich die chemische Methode der Â§-Eliminatio mit Na-Borhydrid 

erbrachte eine Deglycosilierung (Abbildung 24). Allerdings muÃŸte die chemischen Bedingun- 

gen, die zu einer Spaltung der 0-glycosidischen Bindung fÃ¼hren verÃ¤nder werden. Temperatur 
und NaOH-Konzentration wurden erhÃ¶ht Diese Bedingungen Ã¤hnel denen zur Spaltung von N- 
Glycanen (AMANO & KOBATA 1989; CHAMOV & HEDRICK 1988; OGATA & LLOYD 1982). 

Kohienhydratstruktur 
PAGP P. antarcticum 

0 5 10 15 20 
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Abbildung 24: HPAEC-PAD Chromatogramm der Zuckerzusanunensetzung des PAGP 
aus P. antarcticum nach Â§-Eliminatio mit NaBm. Es wurden 25 pl(100 Wml)  B-elimi- 
nierte Probe injiziert und Ã¼be 10 min isokratisch mit 80 m M  NaOH, sowie Ã¼be weitere 
10 min mit einem Gradienten auf 600 rnM NaOH eluiert. Der FluÃ betrug 0.4 ml/min, die 
Empfindlichkeit 300 nA. 

Die DurchfÃ¼hrun der B-Elimination in Kombination mit der HPAEC erwies sich als problema- 

tisch. Bei einer Behandlung ohne NaBH4 sind die Â§-eliminierte Zucker nicht reduziert, binden an 

die SÃ¤ul und sind so gut detektierbar. Oligosaccharide werden allerdings in vielen FÃ¤lle zerstÃ¶rt 

Hingegen ist bei der Behandlung mit NaBH4 zwar gewÃ¤hrleistet daÂ Oligosaccharide in ihrer 

ursprÃ¼ngliche Form vorliegen, sie sind aber reduziert und binden als Alditole nur sehr schlecht 
an die SÃ¤ule PA-l/PA-100 der DIONEX (HARDY & TOWNSEND 1988). So eluieren z. B. das 

Disaccharid N'N"-Diacetylchitobiose und das Trisaccharid NTM"N'"-Triacetylchitotriose inner- 
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halb einer Minute, das Monosaccharid verschmilzt zumeist mit dem Injektionspeak. Mit der ganz 

neu entwickelten SÃ¤ul MA-1 fÃ¼ Alditole (Dionex) ist es dagegen mÃ¶glich-Zuckeralkohol exakt 
zu trennen, da diese sehr stark an die Festphase binden, und mit hohen Konzentrationen NaOH 
eluiert werden mÃ¼ssen In Abbildung 24 ist ein solches Chromatogramm dargestellt. Es wurde die 

MA-1 mit der MA-1 Guard VorsÃ¤ul verwendet, und die Â§-eliminierte und reduzierten Zucker 

des PAGP mit einem NaOH-Gradienten eluiert. Das Disaccharid GlcNAc-GlcNAcol eluiert mit 80 

mM NaOH nach 9.54 min. Die Alkohole der Triacetylchitotriose und der Tetraacetylchitotetraose 
eluieren frÃ¼her der Alkohol des Monosaccharids GlcNAc dagegen erst nach 10.56 min (nicht 
dargestellt). 

Die Molekulargewichtsbestimmung der Gefrierschutzglycoproteine erwies sich als problematisch. 

Zum einen zeigen Glycoproteine allgemein auf Grund ihrer Glycosilierung eine verminderte 
Wandergeschwindigkeit in Gelen. Sie tÃ¤usche ein hÃ¶here MW vor, eine Standardisierung ist 

schwierig. In Anlehnung an die Methode von DEVRIES et al. (1970) wurden die Proben nativ auf 

das SDS-PAGE aufgetragen. Lediglich der pH des Borat-Puffer wurde variiert (8.6, 8.9 und 9.22), 
wobei mit dem alkalischen (pH 9.22) die beste TrennschÃ¤rf erzielt werden konnte. Zum anderen 
lassen sie sich im Gel mit den konventionellen Methoden nicht anfÃ¤rben Bei der von O'GRADY et 
al. (1982) entwickelten AnfÃ¤rbun (Fluorescamine in Aceton) werden 20 mglml je AFGP-Frak- 
tion eingesetzt. Eine sehr sensitive, aber unspezifische AnfÃ¤rbun ist die SilberfÃ¤rbun nach 

BLUM et al. (1987). Spezifisch auf Glycoproteine allgemein reagiert die PAS-FÃ¤rbung 

PAGP - 
P. antarcticum 
1 2 3 4 B. marr 

-- 
- -  - AFGP 

6 

- AFGF 
7-8 

Abbildung 25: SDS-Gelelektrophorese (10%iges Gel) des AFGP von P. antarcticum in 
verschiedenen Konzentrationen und des PAGP (links). In jede Spur wurden 20 pi pipettiert 
Als Standard wurde das AFGP von B. marri verwendet, welches die gleiche Zusammenset- 
zung wie das AFGP von D. mawsoni hat (nach O'Grady et al. 1982). (1) 400 pg AFGP 
von P. antarcticum, (2) 200 pg AFGP, (3) 100 pg AFGP, (4) Standard, 400 pg AFGP 
von B. marri.. Das Gel wurde auf NC geblattet. Die linke Spur wurde mit WGA, die 
anderen mit PNA inkubiert und angefabt. 
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Eine neue, sensitive und spezifische Methode zum Nachweis von AFGP (und anderen Glycopro- 
teinen) auf Nitrocellulose (NC) mit Hilfe von digoxigenylierten Lektinen wird hier erstmalig vor- 

gestellt. Abbildung 25 zeigt den Blot der SDS-Gelelektrophorese des AFGP von P. antarcticum in 

verschiedenen Konzentrationen (1-3) und des AFGP von B, marri (400 pg) als Standard, da dieses 

vergleichbar mit dem gut untersuchten AFGP von D. mawsoni (O'GRADY et al. 1982) ist. Geblot- 
tet wurde nur Ã¼be 45 min um einen Verlust von Glycoproteinen durch die Wanderung durch die 
Membran zu vermeiden. Die Inkubation mit PNA ergab eine spezifische Anf'arbung des AFGP, 
die mit WGA des PAGP. In den ersten vier eng beieinander liegenden Banden des Standards sind 
die AFGP 1-5 zu finden mit einem MW zwischen 33500 und 12600 Dalton. Das AFGP 6 (MW ) 

zeigt eine Hauptbande mit drei schwachen Banden. AFGP 7-8 sind nur sehr schwach auszuma- 
chen. Auffallig bei der Trennung des AFGP von P. antarcticum ist die intensive FÃ¤rbun auch bei 

geringeren Mengen (I00 pg) und die weiteren Banden, d.h. das AFGP liegt nicht nur in den 

bislang 8 beschriebenen GrÃ¶ÃŸ vor. ZusÃ¤tzlic sind 7 Banden zwischen AFGP 5 und 6, sowie 

eine Bande zwischen AFGP 6 und 7 zu beobachten. Das PAGP blieb im Sammelgel "stecken", 
konnte also auf Grund entweder seiner (A) GrÃ¶Ã oder (B) Glycosilierung oder (C) expandierten 
Form unter diesen Bedingungen nicht wandern. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts 

PAGP Pleuragramma antarcticum 
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Abbildung 26: Chromatogramm der Gelfiltration (Superdex 75) des PAGP zur Bestim- 
mung des Molekulargewichts. Die SÃ¤ul wurde isokratisch mit 6 M Harnstoff (in 50 mM 
KH2P04, pH 7.5) Ã¼be eine HPLC gefahren. Es wurden 100 pl (1  mglml) Probe injiziert. 
Der FluÃ betrug 0.5 mllrnin, es wurde bei 215 nrn delektiert. 

Als weitere Methode zur Bestimmung des MW wurde die Gelfiltration eingesetzt. Sowohl bei der 

Verwendung von Superdex 75 mit einem 50 mM KH2P04 Puffer (pH 7 3 ,  als auch mit 6 M 
Harnstoff (in 50 mM KH7PO4, pH 7.5) als Eluent, eluiert das gesuchte Glycoprotein im Aus- 



schluÃŸ Dies wÃ¼rd bedeuten, daÂ sein MW mindestens 75 kDa betrÃ¤gt In Abbildung 26 ist das 
Chromatogramm dargestellt (6 M Harnstoff). Auch hier ergaben sich die Probleme der Zuord- 
nung zu einem MW nach dem Standard. Glycoproteine kÃ¶nne Aggregate bilden, tÃ¤usche 

dadurch ein hÃ¶here MW vor, und eluieren frÃ¼he als erwartet. Dieses PhÃ¤nome sollte durch den 

Harnstoff als Eluat ausgeschlossen werden. Allerdings ergibt sich noch ein anderes Problem, 
nachdem die GelfiltrationssÃ¤ule mit globulÃ¤re Proteinen geeicht werden, d.h. die so ermittelten 

Molekulargewichte gelten nur fÃ¼ solche Proteine. Glycoproteine mit einer expandierten Sekun- 

dÃ¤rstruktur wie sie z.B. bei dem AFGP beobachtet werden, tÃ¤usche ebenfalls ein hÃ¶here MW 

vor. Sie lassen sich in der Regel nicht auf ihre GrÃ¶Ã hin bestimmen, da eine Standardisierung 
schwer mÃ¶glic ist. 

Die PrirnÃ¤rstruktu des PAGP. 

Die Analysen zur AminosÃ¤urenzusammensetzun und -Sequenz erwiesen sich auf Grund der 
hohen Glycosilierung des Protein als schwierig, da die ebenfalls hydrolisierten Zucker zu Fehlin- 

terpretationen fÃ¼hre kÃ¶nnen Am AminosÃ¤urenanalyze sind SÃ¤ul und mobile Phase der HPLC 

unter Standardbedingungen fÃ¼ eine optimale Trennung der AminosÃ¤ure (AS) ausgelegt. Unter 

diesen Bedingungen eluieren aber Serin und GlcNAc zur gleichen Zeit. Beide Substanzen werden 
in einem Peak, d.h. als eine Substanz dargestellt. Diese UmstÃ¤nd machten eine manuelle Hydro- 
lyse und Derivatisierung der Glycoproteine unumgÃ¤nglich um eine quantitative Aussage der AS- 
Zusammensetzung zu bekommen. 

Zur Trennung von Serin und GlcNAc wurden zwei Variationen versucht, wobei allerdings Einbu- 
ÃŸe in der TrennschÃ¤rf der Ã¼brige AS hingenommen werden muÃŸten Zum einen wurde der 

Acetonitril-Gradient verflacht, was aber zu keiner Verbesserung fÃ¼hrte Zum anderen wurde der 

pH des Puffers der mobilen Phase auf 5.28 undJoder der Derivatisierungspuffer auf 4.90 herabge- 

setzt, und die IonenstÃ¤rk von 30 mM im Standard auf 300 bzw. 150 mM heraufgesetzt. Bei pH- 

Werten des Derivatisiemngspuffers von 4.8 und tiefer bestand die Gefahr, daÂ die Bindung der 
AminosÃ¤ur an PTC gelÃ¶s wird, und somit die Detektion nicht stattfinden kann. FÃ¼ die vorlie- 
gende Untersuchung wurde zur Trennung von Serin und GlcNAc der Puffer der mobilen Phase 

(300 mM Na2HP04, pH 5.28) verÃ¤ndert 

In Tabelle 6 sind die AminosÃ¤urenzusammensetzun der automatischen Analyse und die Ergeb- 

nisse der manuellen Bestimmung von Serin und GlcNAc zusammengefasst. Von den AminosÃ¤u 

ren dominiert Serin klar mit 461 nMoVmg Glycoprotein, gefolgt von Histidin (141 nMolImg) und 

Arginin (29 nMolImg). Glycin und Tyrosin sind nur in geringen Konzentrationen (23 bzw. 12 

nMolImg) vorhanden. Die Angabe zum Glycin ist zudem mit Vorsicht zu interpretieren, da 

Kontaminationen mit dieser AS sehr leicht auftreten. Der Anteil von GlcNAc mit 750 nMoVmg ist 
sehr hoch. Er steht in  gutem Einklang mit den Untersuchungen zur Zuckerzusammensetzung an 

der HPAEC (Abbildung 23: 682 nMoVmg). Betrachtet man die relative Zusammensetzung der AS 

(Mol%), so fÃ¤il die Dominanz von Serin und die geringe DiversitÃ¤ der AS auf, die an das AFGP 
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mit den AS Alanin und Threonin im VerhÃ¤ltni 2:l erinnert. Das VerhÃ¤ltni GlcNAc : Serin : 
Histidin betrsgt ungefÃ¤h 5:3: 1. 

Tabelle 6: AminosÃ¤uren und Zuckerzusammensetzung des PAGP. Es wurde Ã¼be 
24 h bei 1 10Â° hydrolisiert. Die AminosÃ¤ure sind in nMolfmg Glycoprotein bzw. 
in Mol% angegeben. 

Zusammensetzung absolut relativ (nur AS) relativ (gesamt) 

GlcNAc 
Serin 
Glycin 
Histidin 141 21.2 10.0 
Arginin 4.3 2.0 

Die Sequenzierung des PAGP fÃ¼hrt zu keinem Ergebnis. Bei gering glycosilierten Proteinen 

kann man eine Sequenz mit mehr oder weniger LÃ¼cke erwarten, bei dem PAGP mit einem 

Zuckeranteil von Ã¼be 50 Mol% war jedoch keine Sequenz zu sehen, lediglich die erste AS konnte 

als Serin identifiziert werden. Einen Ausweg bietet ein Abbau des Glycoproteins mit Proteasen. 

Aber weder mit Protease noch mit Trypsin konnte das PAGP verdaut werden. Von Glycopro- 
teinen mit einer N-Glycosilierung ist bekannt, daÂ sie besonders widerstandsfÃ¤hi gegen 
Proteasenabbau sind. Dies kÃ¶nnt auch in dem vorliegenden Fall eingetroffen sein. 

Die SekundÃ¤rsiruktu des PAGP. 

Das CD-Spektrum (Zirkulardichroismus) des PAGP zeigt die Abbildung 27, dargestellt als die 

molare ElliptizitÃ¤ [0] in AbhÃ¤ngigkei von der WellenlÃ¤ng [nm]. Das PAGP wurde in 50  mM 

KH2P04 gelÃ¶s und bei Raumtemperatur vermessen. Das Maximum des CD Signals liegt im posi- 
tiven Bereich bei 192 nm, das Minimum wurde bei 208 nm gemessen. Das CD Spektrum ist 
grundlegend verschieden von dem des AFGP (siehe auch Abbildung 11). FÃ¼ die Berechnung der 

SekundÃ¤rstruktu muÃ die eingesetzte Proteinmenge bekannt sein. Unter BerÃ¼cksichtigun der 
AminosÃ¤urenanalys (Tabelle 6) wurde bei einer verwendeten Probenkonzentration von 0.5 

mglml eine Proteinkonzentration von 0.2 mglml kalkuliert. In diesem Fall ergeben sich Anteile 

von 56% Â§-Konformation 19% a-Helix und 25% restliche Strukturen. Der Fehler der Berech- 

nung der Â§-Konformatio wird mit 20% angegeben, der der @-Helix mit maximal 5%. Das Spek- 

trum des Puffers wurde fÃ¼ diese Berechnungen von dem Proteinspektrum abgezogen. Die 
AbhÃ¤ngigkei der Anteile der SekundÃ¤rstruktu von der Proteinkonzentration soll in der Diskus- 
sion nÃ¤he erlÃ¤uter werden (siehe auch Abbildung 31). Als Kontrolle wurde das Disaccharid 
N'N"-Diacetylchitobiose unter den selben Bedingungen vermessen (Abbildung unten). Es zeigt 

an l ich  wie bei dem Disaccharid Gal-GalNAc nur eine geringe Absorbtion und hat somit einen 

geringen EinfluÃ auf das Spektrum des Proteins. 
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Abbildung 27: Zirkulardichroismus Spektrum des PAGP von Pleuragramma 
antarcficum gemessen bei Raumtemperatur (20Â°C) Das Glycoprotein wurde in 50 mM 
KH2PO4, pH 7.4 gelÃ¶s (500 pglml), die Spaltbreite der KÃ¼vett betrug 0.05 mm. Das 
Spektrum ist fÃ¼ den WellenlÃ¤ngenbereic von 185 bis 250 nrn dargestellt. Die Ordinate 
gibt die molare ElliptizitÃ¤ [6\ in mdeg O wieder. Die untere Abbildung zeigt das Spektrum 
des Disaccharids NW"-Diacetylchitobiose, vermessen unter den gleichen Bedingungen. 
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Die GefrierschutwktivitÃ¤ des PAGP. 

Die Gefrierschutzaktivititt (thermale Hysterese) wurde, entsprechend den Untersuchungen an dem 

AFGP der anderen Arten, mit Hilfe der differential scanning calorimetry (DSC) bestimmt. In 

Abbildung 28 sind die WÃ¤rmefluÃŸdiagram des PAGP (50 mglml) fÃ¼ verschiedene Haltetempe- 

raturen (O.gO - 1.2OC) dargestellt. Bei einer Haltetemperatur von 1.3OC ist die Probe komplett auf- 

getaut, und gefriert erst wieder in einem unterkÃ¼hlte Stadium bei = -17.0Â°C Maximale Hystere- 

Sen zwischen 3.22' und 2.44OC wurden bei einer Haltetemperatur von 1.2OC (15.6 % Eis) gemes- 

sen. Bei 1.3OC war die Probe aufgetaut. Die Konsistenz der GlycoproteinlÃ¶sun in dieser Konzen- 

tration Ã¤hnel der eines klebrigen Breis, vermutlich hervorgerufen durch den hohen Zuckeranteil. 

Nm"-Dlacetylchltoblose 
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Bei anderen Proteinen, Glycoproteine oder Oligosacchariden konnte dies nicht beobachtet 
werden. Setzt man eine geringer konzentrierte LÃ¶sun ein (40 mglml), so lassen diese beobachte- 
ten Eigenschaften stark nach, und die maximal beobachtete Hysterese verringert sich auf 0.89OC. 

Anders als bei dem AFGP entsteht wÃ¤hren der ersten AbkÃ¼hlphas keine Schulter. Vielmehr wird 

ein langes Plateau beobachtet, welches abrupt in den Exotherm mÃ¼nde (Onset -1.24OC). Das 
Glycoprotein verhindert ein Wachstum von Eiskristallen bis zu einer kritischen Temperatur voll- 

stÃ¤ndig es findet also auch kein Wachstum der Eiskristalle entlang ihrer c-Achse statt, wie es bei 

dem AFGP beobachtet werden konnte, gekennzeichnet durch die Schulter [SI. Die Hysterese 
nimmt stark ab, wenn die Haltetemperatur erniedrigt wird, d. h. der Eisgehalt in der Probe 
zunimmt, 

-2,5 -2,O -1,5 -1 ,O -0,5 0 , O  0,5 1 , O  1,s 

Temperatur [Â¡C 

Abbildung 28: Kalorimetrische Analyse des PAGP von P. antarcticum. Die Probe (5  
p1; 5 0  mglml) wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°C/mi auf verschiedene 
"Haltetemperaturen" erwÃ¤rmt die Temperatur gehalten (5 min), und wieder mit 1Â°C/mi ge- 
froren. Bei einer "Haltetemperatur" von 1.3OC (5 min) ist die Probe vollstÃ¤ndi aufgetaut, 
die Probe unterkÃ¼hl beim Gefrieren und krystallisiert bei = -17.0Â° aus. Die y-Achse gibt 
den WÃ¤meflu in mW wieder. S = Schulter, 0 = Onset, AT = annealing temperature, TH = 
thennale Hysterese. 

Bei dem PAGP kann keine Hysterse nachgewiesen werden, wenn die Glycoproteinkonzentration 
der Probe 5 mg/ml oder weniger betrÃ¤gt Ã„hnliche gilt auch fÃ¼ das AFGP. Erst bei einer Kon- 

zentration von 10 mg/ml AFGP ist eine deutliche Hysterese meÃŸba (Tabelle 7). Mischt man aber 

beide Glycoproteine jeweils in einer Konzentration von 5 mglml, so ist eine deutliche VerzÃ¶ge 
rung des Eiswachstums zu beobachten (Abbildung 29). Dargestellt ist der Gefrierprozess bei einer 
Haltetemperatur von l.OÂ°C der die maximale Hysterese anzeigt. Bei l . lÂ° ist in diesem Fall die 

Probe vollstÃ¤ndi aufgetaut, und krystallisiert erst bei 13.8OC aus. Kurz nach dem AbkÃ¼hle ent- 

steht eine kurze, aber steile Schulter. Diese Schulter flacht etwas ab, mÃ¼nde aber nie in ein 
Plateau, wie man es bei dem AFGP in hÃ¶here Konzentrationen nachweisen kann (Abbildung 17). 



Ergebnisse 

Die Probe gefriert erst bei 0.445OC vollstÃ¤ndig die Hysterese betrÃ¤g also = 0.45OC. Trotz der 
geringen Konzentrationen einer LÃ¶sun mit den Glycoproteinen AFGP und PAGP wird ein 
Gefrieren verhÃ¤ltnismÃ¤Ã lange verzÃ¶gert auch wenn kein vollstÃ¤ndige Stop des Eiswachstums 

eintritt (kein Plateau wÃ¤hren der AbkÃ¼hlun wie beim AFGP). Die zweite Kurve zeigt die erste 

Ableitung, berechnet mit Hilfe der Perkin Eimer Software. Der Wendepunkt W 

tung gibt den Onset 0 wieder, an dem die Probe vollstÃ¤ndi gefriert. 

Height -2.699 mW 
l ~ . ~ ~ , ~ . ~ ~ , ~ ~ ~ * l b z ~ r l ~ m - *  

der ersten Ablei- 

Temperature [Â¡C 

Abbildung 29: Kalorimetrische Analyse des AFGP und des PAGP von P. antarcticutn. 
Die Probe (5  pl; 5 mglml) wurde auf -40Â° abgekÃ¼hlt mit 1Â°C/mi auf verschiedene 
"Haltetemperaturen" erwÃ¤rmt die Temperatur gehalten ( 5  min), und wieder mit 1Â°C/mi 
gefroren. Bei einer "Haltetemperatur" von 1.3OC (5  min) ist die Probe vollstÃ¤ndi aufgetaut, 
die Probe unterkÃ¼hl beim Gefrieren und krystallisiert bei = -13.8OC aus. Die gestrichelte 
Kurve zeigt die erste Ableitung, W den Wendepunkt, der den Onset 0 bestimmt. Die y- 
Achse gibt den WÃ¤rmeflu in mW wieder. S = Schulter, 0 = Onset, AT = annealing 
temperature, TH = thermale Hysterese. 

AbschlieÃŸen sollen die GefrierschutzaktivitÃ¤ verschiedener (G1yco)Proteine (AF-Typ) vergli- 

chen werden, angegeben als maximale thermale Hysterese TH ['C] (Tabelle 7). Die untersuchten 

Fraktionen (AF I - 111) stammen aus der Aufreinigung mit der DEAE-Anionenaustauscherchro- 
matographie (Abbildung 7). Bei dem AFGP handelt es sich um die Fraktion AF I, bei dem PAGP 
um das rein isolierte Glycoprotein (RP-HPLC). Als Kontrolle wurde das Verhalten wÃ¤hren des 
Gefrierungsprozess von Standards untersucht. Mucin aus Schweinemagen, Fetuin, Asialofetuin, 

Poly-L-Serin und das Oligosaccharid N'N"N"'N""-Tetraacetylchitotetraose lÃ¶se auch in 
Substratkonzentrationen von 50 mglml keine thermale Hysterese aus, sondern verhalten sich 

wÃ¤hren des AbkÃ¼hlen wie HpO (siehe auch Material und Methoden). 



Ergebnisse 

Der Vergleich der verschiedenen AF-Fraktionen zeigt, daÂ auch bei gleicher AFGP-Konzentration 

(20 mg/ml) die Aktivitgten sehr unterschiedlich sein kÃ¶nnen So wurden bei L. kempi und den 
Channichthyiden C. wilsoni und N. ionah Hysteresen von nur 0.52 - 0.56'C gemessen, wÃ¤hren 
bei P. antarcticum, D. mawsoni und D. hunteri maximale Werte von Ã¼be l.OÂ° festgestellt 
wurden. Das AFGP der meisten Arten verursacht eine Hysterese von = 0.9'C. AuffÃ¤lli ist, daÂ die 
AFGP der Bathydraconidae und der Artedidraconidae alle eine sehr Ã¤hnlich Hysterese auslÃ¶sen 
die zwischen 0.84' und 0.90Â° liegt. B. rnarri besitzt zudem noch eine weitere Gefrierschutz- 

substanz, die hier als AF I11 bezeichnet ist und ebenfalls eine Hysterese von 0.85'C bewirkt. Diese 
Art, die vorwiegend im Filchner-Graben gefangen wird und in groÃŸe Tiefen (> 1000 m) lebt, 

nimmt vermutlich, Ã¤hnlic wie P. antarcticum, eine Sonderstellung innerhalb der Notothenioidei 

ein (s.a. Diskussion). 

Tabelle 7: Vergleich der maximalen thermalen Hysterese TH [Â¡C verschiedener 
Gefrierschutzsubstanzen (minimaler Eisgehalt in der Probe) ausgew&lter Fischarten. 
AF-Typ = Gefrierschutzsubstanz. 

Nototheniidae 
Lepidonotothen kempi 
Aethotaxis mitopteryx 
Dissostichus mawsoni 

Pleuragramma antarcticum 

irtedidraconidae 
'ogonophryne rnannorata 
'ogonophryne scoti 
Bathydraconidae 
3athydraco mani 

3ymndraco acuticeps 
3alachea australis 
bcovitzia giacialis 
Zhannichthyidae 
'haenodraco wiisoiu 
3iioncdraw myersi 
3yodraco antarcticus 
hcodraco hunteri 
hpagetopsis ionah 
'agetopsis maculatus 
'agetopsis macropterus 
licht-Notothenioidei 
'araliparis somovi 
huraenolepis marmoratus 
dacrourus holotrachys 

. - 

AFGP 
AFGP 
AFGP 1-4 
AFGP 5-8 
AFGP 
AFGP 
AFII 
PAGP 
PAGP 
AFGP & PAGP 

AFGP 
AFGP 

AFGP 
A F m  
AFGP 
AFGP 
AFGP 

AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 

AFI 
AF I 
AFI 



Ergebnisse 

Die stÃ¤rkst Gefrierpunktserniedrigung kann bei dem PAGP in einer Konzentration von 50  mg/ml 
gemessen werden, sie betrggt bis zu 3.21Â°C Bei einer Konzentration von 40 mglml konnte nur 
noch eine Hysterese von 0.89'C beobachtet werden. P. antarcticum besitzt als einzige Art noch 
eine dritte Gefrierschutzsubstanz, die hier mit AF I1 bezeichnet ist und eine Hysterese von 

immerhin 0.45'C auslÃ¶st Bei den anderen aus der DEAE-Ionenaustauscherchromatographie 
isolierten Substanzen (Tabelle 3) war eine Hysteresebestimmung mit Konzentrationen von 20 

mg/ml schwierig. So wurden diese Messungen in Konzentrationen von 50 mglml durchgefÃ¼hrt 

Die Fraktionen AF I des Liparididen P. somovi und des Gadiden M. rnarmoratus bewirken 

immerhin eine Hysterese von 0.54' bzw. 0.56'C. Der Nachweis der Gefrierschutzsubstanz bei M. 
rnarmoratus bedeutet gleichzeitig einen Erstnachweis von Gefrierschutzsubstanzen bei 
antarktischen Gadiden allgemein. Die Gefrierschutzfraktionen AF I von M. holotrachys und G. 
opisthopterus verursachen Hysteresen von Ca. O.lÂ°C Auch wenn die Gefrierpunktserniedrigung 
nur sehr niedrig ist, so ist dieser Nachweis doch von groÃŸe Bedeutung, da beide Arten 

Tiefseefische sind, und nur in wÃ¤rmere Wasser vorkommen. Ahnliches gilt auch fÃ¼ P. somovi 
und M. marmratus. 



D i s k u s s i o n  

DISKUSSION 

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der Widerspruch zwischen dem (vermeintlichen) Fehlen biolo- 

gischer Gefrierschutzsubstanzen bei einigen polaren Fischarten und deren Vorkommen bei Tem- 
peraturen nahe dem Gefrierpunkt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen im folgenden 
unter BerÃ¼cksichtigun von Biologie und Evolution der Arten besprochen werden. 

Die Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische 

DAS AFGP DER ANTARKTISCHEN NOTOTHENIOIDEI 

Die Menge und Zusammensetzung der Gefrierschutzglycoproteine hÃ¤ng mit der Lebensweise des 
Fisches zusammen. 

Mit der vorliegenden Arbeit gelang erstmals eine weitrÃ¤umi angelegte Analyse der Gefrier- 
schutzsubstanzen von Fischarten der wichtigsten antarktischen Familien, sowohl der Notothe- 

nioidei, als auch nicht-notothenioider Arten. Dabei wurden die bisherigen Untersuchungen inso- 

weit ergÃ¤nzt als daÂ nun ein sehr umfassendes Bild Ã¼be das Vorkommen dieser Proteine in pola- 

ren Fischen vorliegt. Die aus der Literatur verfÃ¼gbare und die eigenen Daten Ã¼be Gefrierschutz 
sind in der Tabelle 8 zusammengestellt. Wie im Ergebnissteil dargestellt wurde, varriiert die quali- 
tative und quantitative Zusammensetzung der Gefrierschutzglycoproteine von Art zu Art stark 
(Tabelle 3). Bei T. pennellii wurden z.B. groÃŸ Mengen AFGP (0.334% FRG) isoliert, wÃ¤hren G. 
gibberifrons weniger als ein Zehntel davon besitzt (0.027% FRG). Das deutet auf eine Beziehung 

zwischen dem Gefrierpunkt des Blutes, d.h. der Temperatur, bei der der Fisch in der Anwesenheit 
von Eis gefriert und dem Lebensraum des Fisches hin (DEVRIES 1988). Die antarktischen Noto- 

thenioidei besitzen ganzjÃ¤hri einen Gefrierschutz aus AFGP (DEVRIES & SOMERO 1970), die 

meisten arktischen Fische dagegen synthetisieren Gefrierschutz nur im Winter 

(ANANTHANARAYANAN 1989). 

Die Konzentrationen dieser Substanzen werden entsprechend der Lebensweise nur auf die 
tatsÃ¤chlic notwendige Temperaturtoleranz eingestellt. So ist bekannt, daÂ im selben Lebensraum 

(Rossmeer) der oberflÃ¤chenna in stÃ¤ndige Eiskontakt lebende P. borchgrevinki einen stÃ¤rkere 
Gefrierschutz unterhÃ¤l als die Bodenarten T. hansoni, T. loennbergii und T. bernacchii 

(DEVRIES & LIN 1977). AuÃŸerde werden AFGP-MolekÃ¼l bei den Notothenioidei nicht ausge- 

schieden, sondern durch aglomerulÃ¤r Nieren zurÃ¼ckgehalte (DOBBS et al. 1974; DOBBS & 

DEVRIES 1975; EASTMAN & DEVRIES 1986b). Der physiologische Aufwand, der zur RÃ¼ckhal 

tung dieser MolekÃ¼l getrieben wird, weist auf einen vermutlich aufwendigen StoffwechselprozeÃ 
hin, der sich im Ruhesauerstoffverbrauch niederschlÃ¤g (HUBOLD 1991). 

DEVRIES & LIN (1977) fÃ¼hrte als Beweis fÃ¼ die Hypothese, daÂ Gefrierschutzsubstanzen 

antarktischer Fische ganzjÃ¤hri und gleichmÃ¤ÃŸ synthetisiert werden, ein Experiment mit akkli- 

matisierten Fischen an: P. borchgrevinki synthetisiert auch nach 6 Wochen in 4OC warmen Wasser 
noch AFGP, die Hysterese des Blutserums Ã¤nder sich nicht. Es sollte allerdings bedacht werden, 



daÂ P. borchgrevinki nicht reprÃ¤sentati fÃ¼ die Notothenioidei ist. Diese Art lebt cryopelagisch in 
der oberen Wasserschicht (ANDRIASHEV 1970; WILLIAMS 1988), und ist damit sehr konstanten 
physikalischen Bedingungen ausgesetzt. Das ganzjÃ¤hri mit Eis beladene Wasser zeigt gleichblei- 
bende Temperaturen (-1.86OC) mit nur minimalen Schwankungen (LITTLEPAGE 1965), sowohl 

wÃ¤hren der derzeitigen Warmzeit, als sicherlich auch vor 50 ooo Jahren wÃ¤hren der letzten 

Eiszeit. Auf Grund dieser langzeitigen thermalen StabilitÃ¤ einiger Ã–kosystem der antarktischen 

marinen Umwelt, besteht fÃ¼ manche antarktische Fischarten (z.B. P. borchgrevinki) keine 
Notwendigkeit einer genetischen VariabilitÃ¤ der Akklimation an Temperaturwechsel. 

Dagegen betrÃ¤g die thermale Hysterese des Blutserums von L. dearborr~i nach 6 Wochen Akkli- 
matisation nur noch = 80% des ursprÃ¼ngliche Wertes (DEVRIES & LIN 1977). Von den Zoarci- 
dae wird allgemein angenommen, daÂ sie aus dem Norden in das SÃ¼dpolarmee eingewandert 

sind (siehe auch unten). An der Antarktischen Halbinsel und den subantarktischen Inseln liegen 

die Wassertemperaturen meist um OÂ°C Arten dieser Regionen (z.B. L. larseni, C. rastrospinosus) 

zeigen eine geringere Gefrierresistenz als hochantarktische Arten; bei L. kempi konnten gar keine 

Gefrierschutzsubstanzen nachgewiesen werden (DEVNES & LIN 1977). Zudem ist in diesen 
Regionen, Ã¤hnlic wie auch in der Arktis, ein jahresszeitlicher Wechsel der Wassertemperatur zu 
beobachten. Die physikalischen Bedingungen, im speziellen die Gefahr, mit Eis in BerÃ¼hrun zu 

kommen, sind fÃ¼ die dort lebenden Arten nicht konstant. Gleiches trifft auch fÃ¼ Arten zu, die 

durch Wanderung z.B. auf dem schmalen Ã¶stliche Schelf des Weddellmeeres verschiedene 
Bodenwassertemperaturen von -1.8 bis +OSÂ° aktiv aufsuchen (HUBOLD 1991). 

Wie aus Tabelle 8 hervorgeht, zeigen die meisten antarktischen Fischarten eine extreme Tiefen- 

verbreitung (z.B. D. longedorsalis > 2000 m), wie es auch von anderen Tierordnungen beschrie- 

ben wurde (KLAGES 1991; HAIN 1990). Zum Teil fÃ¼hre sie im Verlauf ihres Lebenszyklus 
vertikale Wanderungen durch (z.B. P. antarcticum), oder aber tagesperiodische (z.B. Myctophi- 
dae), zum Teil sind sie an verschiedenen geographischen Orten in unterschiedlichen Tiefen anzu- 

treffen (T. hansoni: McMurdo < 100 m, Weddellmeer 200-300 m). Die Notothenioidei der 

vorliegenden Untersuchung kann man bezÃ¼glic ihres Vorkommens und ihrer AFGP-Konzentra- 
tionen in drei Gruppen einteilen: Arten, die vorwiegend auf dem Schelf in flacherem Wasser (100 

- 400 m) leben, besitzen viel AFGP (T. pennellii, G. acuticeps, T. eulepidotus, C. wilsoni, C. 

hamatus, P. macropterus). Arten der biomassenreichsten Zone am Kontinentalrand (400 - 600 

m) im Weddellmeer und der Lazarev See (EKAU 1990; WOHRMANN & ZIMMERMANN 1992) 

besitzen mittlere Mengen an AFGP (T. lepidorhinus, T. loerlnbergi, G. australis, R. glacialis, C. 
myersi, P. maculatus, C. antarcticus, D. hunteri und die Artedidraconidae). Arten der tieferen 
Zonen des Kontinentalabhangs synthetisieren die geringsten Mengen (B. marri, N. ionah, nicht- 

Notothenioidei). 



D i s k u s s i o n  
Tabelle 8: Zusammenfassung der verfÃ¼gbare Daten Ã¼be Gefnerschutzsubstanzen polarer Fische. AF-Typ = Gefrierschutzsubstanz; TH = 
thermale Hysterese ['Cl von Blutserum (S) oder ProteinlÃ¶sun (20 mglml), I = keine Untersuchungen. Angaben zur midmax Tiefe [m], 
Verbreitung und Lebensweise stammen aus Heemstra & Gon (1990); Fangregion und 0 Temp [Â¡C sind den jeweiligen Arbeiten entnommen. 
* = vorliegende Arbeit; l = Dobbs et al. 1974; 2= Dobhs & DeVries 1975; 3 = Eastman & DeVries 1986a; 4 = Cheng & DeVries 1989; 5 = 
Schrag et ai. 1987; 6 = Ananthanarayanan et al. 1986; 7 = Schneppenheim & Theede 1982; 8 = DeVries 1980; Duman & DeVries 1976; 10 = 
VanVoothies et al. 1978; 11 = Raymond et al. 1975; 12 = Osuga & Feeney 1978; 13 = DeVries & Somero 1970; 14 =Frank  & Morris 1978; 15 
= DeVries et al. 1970; 16 = Hew et al. 1984; 17 = Slaughter et al. 1981; 18 = Hew et al. 1980; 19 = Hew et al. 1985; 20 = Hew et al. 1987; 21 = 
Fletcher et al. 1982; 22 = Scott et al. 1987; 23 = Duman & DeVries 1974; 24 = Hew & Yip 1976; 25 = Fietcher et al. 1982; 26 = Hew et al. 1981; 
27 = Haschemeyer & Jannasch 1983; 28 = Morris et al. 1978; 29 = Burcham et al. 1986; 30 = Hew et al. 1986a. 31 = Hew & Reicher 1985; 32 = 
Ne et ai. 1986; 33 = Eastman 1990: 34 = Hew et al. 1986b: 35 = Scott et al. 1986: 36 = Davies et al. 1982: 37 =Picken et al. 1984: 38 = U et  al. 
1985; 39 = DeVries & Lin 1977; 40 = Rahmann et al. 1984; 41 = Chakrabartty et =I. 1988; 42 =Reicher et  al. 1987 

Fischart AF-Typ TH Fangregion Tiefe ~i Temp. Verbreitung Lebensweise Quelle 
r"ci Iml fÂ°C 

ANTARKTIS - 
Nototheniidae 

Gobionotothen gibberifrons 
Notothenia coriiceps 
Nototheniaangustata 
Notothenia microlepidota 
Lepidonotothen kempi 
Lepidonotothen larseni 
Aethotaxis mitopteryx 
Pleuragramma antarcticum 

P. antarcticum 
Dissastichus mawsoni 
Dissastichus eleginoides 
Pagothenia borchgrevinki 
Trematomus bemacchii 
Trematomus hansoni 
Trematomus eulepidotus 
Trematomus lepidorhinus 
Tremaiomus loennbergii 
Trematomus newnesi 
Trematomus nicolai 
Tremaiomus pennellii 

Artedidraconidae 
Artedidraco orianae 
Artedidraco loembergi 
Histiodraco velifer 
Dolloidraco longedorsalis 

AFGP 
AFGP 

GP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
P AGP 
AFGP 

AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 

AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 
AFGP 

I Elephant Island 
I Balleny Islands 
0 Neuseeland 
0 Neuseeland 
0.52 Lasarewmeer 
0.40(S) Balleny Islands 
0.89 Lasarewmeer 
1.20 Weddellmeer 
3.21 
1.10 McMurdo 
0 Chile 
1.721W McMurdo 

Ant. Halbinsel 
Circumpolar 
Neuseeland 
Neuseeland 
Circumpolar 
Subantarktis 
Circumpolar 
Circumpolar 

benthisch * 
benthisch 1,2,14 
benthisch 1,2 
benthisch 1,2 
benthisch * 
benthisch 1,2,39 
pelagisch * 
pelagisch * 

* 
Circumpolar 
Suhantaktis 
Circumpolar 
Circumpolar 
Circurnpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 

pelagisch *,I-3,15 
pelagisch 1,2 
uyopelagisch 1,2,15,39 
benthisch *,2,27,39 
benthisch 1-3,7,40 
benthopelagisch *,40 
benthopelagisch *,I ,2,27 
benthopelagisch *,2,27,39 
benthisch 1,2,27 
benthisch 1,2 
benthisch *,1,2,27 

1 .51(~)  McMurdo 
1.56(S) McMurdo 
1.02fS) Weddellmeer . , 
1 McMurdo 
0.95(S) McMurdo 
I McMurdo 
I McMurdo 
IM(S) McMurdo 

I ROSS Meer 
I Weddellmeer 
1 ROSS Meer 
1 Weddellmeer 
0.87 Weddellmeer 

Circumpolar benthisch 27 
Circumpolar benthisch * 
Circumpolar benthisch 27 
Circumpolar benthisch * 
Circumpolar benthisch * 
Circumpolar benthisch * 
Circumpolar benthisch 27 

Pogonophryne marmorata 
Pogonophryne scotti AFGP 0.89 Weddellmcer 
Pogonophryne dolichobranchiata AFGP I ROSS Meer 

Bathydraconidae 
AFGP 0.85 Weddellmeer 
AF I1 0.84 

Circumpolar benthisch * 
* 

Circumpolar benthisch *,I-3,39 
Circumpolar benthisch * 
Circumpolar benthisch *,40 
Circumpolar benthisch 40 

Bathydraco marri 
B. maxi 

Gymnodraco acuticeps 
Gerlachea australis 
Racovifzia glacialis 
Prionodraco evansii 

Chanilichthyidae 
Chaenodraco wilsoni 
Chaenccephaius aceratus 
Chionodraco rastrospinosus 
Chionodraco hamatus 
Chionodraco myersi 
Cryodracc antarcticus 
Dacodraco hunteri 
Nwpagetopsis ionah 
Pagetopsis maculatus 
Pagetopsis macropterus 

Muraenolepididae 
Muraenolepis marmoratus 

Zoarcidae 
Lycdchthys dearborai 
Pachycara kachycephalum 
Lycenchelys hureaui 

Liparididae 
Paralipark somovi 
Paraiiparis demesi 

Myctophidae 
Gymnoscopelus opisthopterus 

Macmuridae 
M a c r m s  holotrachys 

Rajidae 

AFGP 0.90 McMurdo 
AFGP 0.84 Weddellmeer 
AFGP 0.84 Weddellmeer 
AFGP 0.74(S) Weddellmeer 

AFGP 0.57 Weddellmeer 
AFGP 0.56(S) Subantarktis 
AFGP 0.80(S) Subantarktis 
AFGP 0.80(S) Weddellmeer 
AFGP 0.89 Weddellmeer 
AFGP 0.65 Weddellmeer 
AFGP 1.00 Lasarewmeer 
AFGP 0.52 Weddellmeer 
AFGP 0.94 Weddellmeer 
AFGP 0.97 Weddellmeer 

Circumpolar benthopelagisch *,40 
Subantarktis bsnthopelagisch 7,13 
Ant, Halbinsel benthopelaeisch 27,40 

~ircurnpolar 
Circumpolar 
Circumpolar 
Cucumpolar 

Subantarktis 

ROSS Meer 
Circumpolar 
Kerguelen 

SÃ¼d-Shetiau 
ROSS Meer 

Circumpolar 

Magellan 

pelagisch - * 
benthopelagisch * 
benthisch * 
benthisch * 

AF(G)P 0.56 Lasarewmeer benthisch * 

AFP 111 0.78 McMurdo 
AFPIII 1.24 McMurdo 
AF(G)P ~ 0 . 1  Lasarewmeer 

benthisch 5,39 
benthisch 4 
benthisch * 

AF(G)P 0.54 Lasarewmeer 
??? O.O8(S) McMurdo 

pelagisch * 
pelagisch 39 

AF(G)P -0.1 Lasarewmeer pelagisch * 

AF(G)P - 0.1 Lasarewmeer benthopelagisch * 



- ARKTIS - 
Gadidae 

Arctcgadus glacialis AFGP 0.63 N/0-GrÃ¶nlan 9 0 -  490 -1.9/+1 Arktis tenthopelagisch * 
Boreogadus saida AFGP 0.67 Barent See 0 - 100 -1.9/+2 Arktis cryopelagisch 12,28 
Gadus ogac AFGP 1.18(S) Labrador 20 - 150 -1.9/+4 NM-Atlantik benthopelagisch 10 
Gadus m a h u a  AFGP 1 Neufundland 30 - 200 0/+6 N-Atlantik tenthopelagisch 26,42 
Microeadus tomccd AFGP 0.54 New Bmnswick N-Atlantik tenthooelaeisch 25 

Pseudopleuronectes americanus 
Pleuronectes quadrituberculatus 
Pleuronectes olatessa 
Limanda ferruginea 

Cottidae 
Icelus bicornis 
Triglops nybelini 
Myoxocephalus scorpius 
Myoxocephalus aenaeus 
Myoxocephalus scorpicdes 
Hemitriptems americanus 

Zoarcidae 
Lycodes polaris 
Macrowarces americanus 

Liparididae 
Liparis fabricu 

AFGP 

AFP I 
AFP I 
AFP 
AFP I 

??? 
P?? 
AFP I 
AFP I 
AFP I 
AFP I1 

AFP I11 
AFP I11 

AFP ? 

0.57 Alaska 

0.50 Neufundland 
/ Neufundland 
0.78(S) Nordsee 
/ Labrador 

0 N/O-GrÃ¶nlan 
0 N/O-GrÃ¶nlan 
0.60(S) Labrador 
1 Neufundland 
1 Neufundland 
0.53 Neufundland 

1 Labrador 
0.92 Neufundland 

Arktis 

N-Atlantik 
N-Atiantik 
N-Atlantik 
N-Atlantik 

N-Atlantik 
N-Atlantik 
N/O-Atlantik 
N-Atlantik 
N-Atlantik 
N-Atlantik 

N-Atlantik 
N-Atlantik 

N-Atlantik 

tenth&lagisch 11,29 

tenthisch 9,23,24,30 
benthisch 8,3437 
tenthisch 40 
tenthisch 22,3437 

benthisch * 
tenthisch * 
knthisch 7,18,19,31 
knthisch 20.41 
tenthisch 21,3437 
tenthisch 17,32 

tenthisch 5,8,38 
tenthisch 6,16,38 

tenthopelagisch * 

Auch innerhalb der Familie der Channichthyidae ist die Tendenz zur Reduktion des AFGP- 

Gehalts mit zunehmender Tiefenverbreitung gut zu verfolgen (Tabelle 3). Arten (C. wilsoni, C. 
hamatus und P. macropferus), die bevorzugt auf dem flachen Schelf (200 - 300 m) vorkommen 

(SCHWARZBACH 1988), und die auch in oberflÃ¤chennahe Wasser beobachtet werden (DEWITT 

1971; DANIELS & LIPPS 1982), besitzen viel AFGP. C. myersi und P. maculatus, zwei Charakter- 
arten des Schelfhangs zwischen 500 - 600 m im Weddellmeer (HUBOLD 1991), haben ihr AFGP 

reduziert. C. antarcticus, D. hunteri und N. ionah haben die geringsten Gefrierschutzmengen. Sie 

sind im Weddellmeer vor allem am Kontinentalabhang zwischen 500 - 800 m im warmen Tiefen- 
Wasser (> OÂ°C FAHRBACH et al. 1987) anzutreffen @KAU 1990). Gefrierschutz wÃ¤r hier aller- 
dings auf Grund der Temperatur und des hydrostatischen Drucks - 50 bar erniedrigen den 

Gefrierpunkt des Fischbluts um 0.37OC (DEVRIES & LIN 1977) - nicht notwendig. Ausschlagge- 

bend fÃ¼ die Synthese von AFGP bei diesen Arten muÃ demnach die Verbreitung der Art in (A) 

kÃ¤itere und (B) flacheres Wasser sein. 

Lepidonotothen kempi aus der Lasarewmeer zeigt eine auj3ergewÃ¶hnlich Glycoproteinmsum- 
mensetzung. 

DEVRIES & LIN (1977) konnten keine Gefrierresistenz des Blutserums von L. kempi feststellen. 

Ihre Versuchstiere stammten von Balleny Island. Erstmalig konnte in dieser Arbeit bei L. kempi 
aus der Lasarewmeer AFGP isoliert werden (Tabelle 3). DarÃ¼be hinaus dienen vermutlich noch 

weitere Glycoproteine als Gefrierschutz, die in ihrer Zuckerzusammensetzung - sie enthalten 

ebenfalls N-Acetylglucosamin - an das PAGP von P. antarcticum erinnern (Tabelle 4). L. kempi 
wird als demersale Art beschrieben, die sich von benthischen Invertebraten, aber auch von Krill 
ernÃ¤hr (TARVERDIYEVA & PINSKAYA 1980). Sie ist bekannt vom Scotia Bogen, dem nÃ¶rd 
lichen Teil der Antarktischen Halbinsel und der Ostantarktis (BALUSHKIN 1986). Die Tiefenver- 

breitung liegt zwischen 100 - 900 m, bei Elephant Island zwischen 250 - 550 m (TIEDTKE & 

KOCK 1989). 
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Der Widerspruch zwischen diesen Untersuchungen kÃ¶nnt drei ErklÃ¤runge haben. (1) Das 

AFGP der L. kempi von Balleny Island konnte wegen sehr geringer Konzentrationen nicht isoliert 
werden. Dies erscheint fragwÃ¼rdig da die von DEVRIES & LIN (1977) angewandten Methoden 

ausgereift sind. (2) L. kempi synthetisiert im Sommer kein AFGP, und wÃ¼rd sich damit so verhal- 

ten, wie es von den meisten arktischen Arten bekannt ist, bei denen die Synthese in erster Linie 
durch die TageslÃ¤ng (Licht) Å¸be den Hypothalamus gesteuert wird (SCOTT er al. 1988). Dage- 
gen spricht jedoch, daÂ die Tiere der vorliegenden Untersuchung ebenfalls im Sommer gefangen 
wurden. (3) L. kempi synthetisiert AFGP nach dem Grad der potentiellen Gefahr, mit Eis in  

BerÃ¼hrun zu kommen, die Synthese ist also in erster Linie Temperatur gesteuert. Die Population 

bei Balleny Island lebt bei Temperaturen um 2OC (DEVRIES & LIN 1977), die Populationen in 

der Lasarewmeer unter -l.OÂ° (WÃ–HRMAN & ZIMMERMANN 1992). 

Unterschiede der thermalen Hysterese und damit des AFGP-Gehalts konnten z.B. auch in dem 

Blutserum des benthischen T. hansoni gemessen werden: im McMurdo Sound betrÃ¤g sie 1.56OC 
(EASTMAN & DEVRIES 1986a), bei der gleichen Art von den SÃ¼d-Shetlan und SÃ¼d-Georgie 
nur 0.95OC (SCHNEPPENHEIM & THEEDE 1982). Die Wassertemperatur betrug in dem einen Fall 
-1.9OC, in dem anderen Å¸be OÂ°C Nach den Untersuchungen dieser Dissertation zum AFGP bei L. 
kempi muÃ man voraussetzen, daÂ die Populationen einiger Arten eine genetische VariabilitÃ¤ fÃ¼ 
die Akklimatisation an Temperaturwechsel unterhalten. Dies steht in Kontrast zu dem, was 

DEVRIES & LIN (1977) nach den Untersuchungen an P. borchgrevinki fÃ¼ die Notothenioidei 

gefordert haben (keine genetische VariabilitÃ¤t siehe oben). 

Bathydraco mam' gibt bezÅ¸glic seines geringen AFGP-Gehalts RÃ¤ise auf. 

Auch B. marri besitzt in Bezug auf seinen Gefrierschutz eine Sonderstellung. Bei dieser An 
wurden nur 279 mg AFGPIkg FRG gefunden (Tabelle 3). Dies ist die geringste Menge AFGP 
aller untersuchten Notothenioidei, und betrÃ¤g nur Ca. 20% des AFGP der anderen Bathydraco- 

niden. Allerdings wurden bei ihr Ã¤hnlic wie bei L. kempi noch zwei weitere Fraktionen mit der 

DEAE-Ionenaustauscherchromatographie getrennt (AF I1 und 111) (Abbildung 7c), wobei die 

Fraktion AF I11 eine fast ebenso hohe Hysterese auslÃ¶s wie das AFGP (Tabelle 7). Diese Sub- 

stanzen kÃ¶nnte eine additive Wirkung haben (siehe auch P. antarcticum). Untersuchungen dazu 

stehen noch aus. 

Die Bathydraconiden werden in grÃ¶ÃŸer Zahl vor allem im sÃ¼dÃ¶stlich Weddellmeer angetrof- 
fen. Dort sind sie in  tieferem Wasser (> 700 m) verbreitet (HUREAU et al. 1990; EKAU 1988). 
ANDRIASHEV (1965) gibt an, daÂ einige Arten der Gattung Bathydraco bis in Tiefen von 2600 m 
vorkommen. B. marri hat seine Hauptverbreitung zusammen mit D. longedorsalis im Bereich des 

Filchner Grabens (SCHWARZBACH 1988), einer tiefen Einkerbung, die vom Filchner Eisschelf 

zum Kontinentalabhang verlÃ¤uft Die Hauptwassermasse ist das Eisschelfwasser mit Temperaturen 

bis -2.2OC (HELLMER & BERSCH 1985), welches zudem hÃ¤ufi mit EisplÃ¤ttche versetzt ist. Die 

geringe Arten-DiversitÃ¤ (und damit relativ hohe Abundanz der Bathydraconidae) in der Gould 

Bay kÃ¶nnt seine Ursache in der sehr tiefen Temperatur haben, wie es EKAU (1990) postuliert. 
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Untersuchungen zum HÃ¤moglobi (KUNZMANN 1991; KUNZMANN et al. 1991) und den 

Membranglycolipiden (WÃ–HRMAN et al. 1990a, b) zeigen Anpassungen, die ein Ã¼berlebe von 

B. marri unter diesen Bedingungen begÃ¼nstigen Die niedrige Temperatur in Kombination mit 
Eis fordert allerdings grÃ¶ÃŸe Mengen an AFGP. 

Neben der Temperatur kann auch der Wasserdruck von Bedeutung sein. SOMERO (1990) zeigt, 
daÂ der hydrostatische Druck selektiv fÃ¼ verschiedene Proteine sein kann. "Normale" Enzyme 
funktionieren nicht unter dem Druck, der in 500 - 600 m Tiefe herrscht. Die Kombination von 
tiefer Temperatur mit hohem Druck im Filchner Graben kÃ¶nnt zu einer Selektion gefÃ¼hr haben, 
die U. a. B. rnarri mit ihrem ungewÃ¶hnliche "Gefrierschutz-besteck" bevorzugt hat. Vielleicht 

gibt es in  diesen Arten weitere Gefrierschutzproteine (2.B. AF I1 und 111), die andere Strukturei- 

genschaften besitzen und die niedrigen Mengen an AFGP in B. marri erklÃ¤re kÃ¶nnten 

Ã„hnliche kann auch fÃ¼ den Artedidraconiden D. longedorsalis zutreffen. Der AFGP-Gehalt 

(0.088% FRG) ist ebenfalls im Vergleich zu anderen Artedidraconiden gering. Es konnte aber, 
wie bei B. marri auch, eine Fraktion AF I1 (0.132% FRG) isoliert werden. FÃ¼ die Verbreitung von 

D. longedorsalis gilt das fÃ¼ B. marri gesagte @KAU 1988). Die konvergente Entwicklung eines 

Ã¤hnliche Gefrierschutzmechanismus in verschiedenen Familien gibt allerdings Fragen zur Evo- 
lution dieser Arten auf, die unten behandelt werden sollen. 

Der antarktische Silberfisch Pleuragra~n~na antarcticum variiert seine AFGP-Mengen irn Verlauf 
eines Lebens. 

Wie bereits oben ausgefÃ¼hrt soll die AFGP-Synthese der Notothenioidei kontinuierlich Ã¼be das 
Jahr hinweg verlaufen (DEVRIES & LIN 1977). Dabei wird davon ausgegangen, daÂ die Umge- 

bungstemperatur konstant ist. Juvenile wÃ¼rde in diesem Fall ebensoviel AFGP benÃ¶tige wie die 
Adulten. Nun ist von vielen Arten aus dem Weddellmeer bekannt, daÂ sie im Laufe des Lebens 

Wanderungen unternehmen (HUBOLD 1991). Larven werden in der oberflÃ¤chennahe Wasser- 

schicht angetroffen, die Adulten wandern in tiefere Zonen ab (HUBOLD 1990). Die Wassertempe- 

raturen im Weddellmeer umfassen einen Spielraum von +l.OÂ° in der OberflÃ¤chenschich im 

Sommer bis -2.2OC am Boden. Einige Arten fÅ¸hre Laichwanderungen aus dem warmen Tiefen- 
Wasser (+O.SÂ°C auf den flachen Schelf in kÃ¤ltere Wasser (-1.86OC) durch (z. B. C. antarcticus: 

WOHRMANN & ZIMMERMANN 1992). 

Der Lebenszyklus von P. antarcticum aus dem Weddellmeer ist eingehend untersucht (HUBOLD 
1984, 1985a, b; HUBOLD & TOMO 1989). Die Adulten laichen auf dem nordÃ¶stliche Schelf (= 

-1.86OC) und wandern anschlieÃŸen in die sÃ¼dliche Schelfgebiete (< -2.0Â°C zurÃ¼ck Die Larven 

werden an der OberflÃ¤ch (0 - 50 m; -0.8 - -1.8OC) mit der kÃ¼stennahe Ostwinddrift nach SÃ¼de 

verdriftet. Im Filchnergrabenbereich fallen Larvenaufwuchsgebiet und Adultgebiet rÃ¤umlic 

zusammen. Aufgrund der groÃŸe Wassertiefe findet jedoch eine vertikale Trennung statt, so daÂ 
die Altersklassen ohne Kannibalismus im selben Gebiet leben kÃ¶nnen Juvenile und Subadulte 
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findet man vor allem in der wÃ¤rmere Ostwinddrift (> OÂ°C) wo sie sich von Euphausia crystallo- 
rophias ernÃ¤hren 

Die Konzentrationen von AFGP bei P. antarcticum liegen mit 0.026 bis 0.031% FRG im unteren 
Bereich im Vergleich mit anderen untersuchten Notothenioidei (Tabelle 3). Der Gefrierpunkt des 

Blutserums wÃ¼rd damit erheblich hÃ¶he liegen, als z. B. der des Nototheniiden P. borchgrevinki 

(DEVRIES et al. 1970). Auch wenn man die Tiefe, in der die Tiere gefangen wurden (450 - 620 

m), und die damit durch den hydrostatischen Druck verbundene Gefrierpunktserniedrigung (= 

0.4OC) berÃ¼cksichtigt wÃ¤r P. antarcticum stÃ¤ndi der Gefahr des Gefrierens ausgesetzt. Trotz- 

dem lebt diese Art bei Wassertemperaturen von < -2.0Â°C wie sie in ihrem Verbreitungsgebiet des 

Filchner Grabens herrschen kÃ¶nnen Einige Male wurde P. antarcticum zusammen mit dem 
sogenannten PlÃ¤ttchenei in Schleppnetzen gefangen und zwischen Eisschollen beobachtet 
(eigene Beobachtung). Dieser Lebensraum ist durchaus vergleichbar mit dem des cryopela- 
gischen P. borchgrevinki im McMurdo Sound. 

Es konnten Differenzen im AFGP-Gehalt zwischen den Altersklassen festgestellt werden, die 

allerdings keinen kausalen Zusammenhang zwischen Gefrierschutzmenge (% FRG) und Lebens- 

weise bzw. Alter des Fisches anzeigen. Dieses Ergebnis muR aber in Zusammenhang mit der 

qualitativen Zusammensetzung des AFGP (Abbildung 25) und ebenso mit dem Vorhandensein 

des neu isolierten Glycoproteins gesehen werden. Darauf soll spÃ¤te eingegangen werden. 

DAS AFGP DES ARKTISCHEN GADIDEN ARCTOGADUS GZACIAUS 

Arctogadus giacialis besitzt irn Sommer groJe Mengen von AFGP Ã¤hnlic wie der Channich- 
thyide Chaenodraco wilsoni. 

Die Fischfauna des Nordpolarmeeres setzt sich, im Gegensatz zum SÃ¼dpolarmeer nur aus weni- 

gen endemischen Arten zusammen (DUNBAR 1968). Zu ihnen gehÃ¶rt neben dem Polardorsch B. 

saida, der arktische Dorsch A. glacialis. Zum ersten Mal konnte in der vorliegenden Arbeit dieser 
Gadidae auf Gefrierschutz hin untersucht werden. Bei ihm wurden ebenfalls hohe Mengen AFGP 

(0.28% PRG) isoliert, die an die maximalen Konzentrationen von AFGP der Notothenioidei (z. B. 
C. wilsoni 0.28% FRG) heranreichen (Tabelle 3). 

In der Vergangenheit wurde AFGP aus einigen Gadidae der Arktis isoliert, das identisch zu dem 

der Notothenioidei ist. Aus Gadus ogac von Labrador (VANVOORHIES et al. 1978), Gadus 

morhua (HEW et al. 198 1) und Microgadus tomcod (FLETCHER et al. 1982a) von Neufundland, 

Boreogadus saida (OSUGA & FEENEY 1978) und Eleginus gracilis (RAYMOND et al. 1975) von 

Alaska konnte AFGP in relativ hohen Konzentrationen (40 - 50 mglml Serum) isoliert werden. 
WÃ¤hren die ganzjÃ¤hrig Synthese von AFGP zumindest bei einigen Notothenioidei gesichert ist 
(DEVRIES 1988), erscheint dies bei den Gadidae der Arktis fraglich. Bei Sommertieren wurde in 

der Leber nur eine sehr verminderte SyntheseaktivitÃ¤ beobachtet (ANANTHANARAYANAN 

1989). Trotzdem wurde bei den nÃ¶rdliche vorkommenden Arten (E. gracilis und B. saida) eine 
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deutliche thermale Hysterese des Blutserums festgestellt. Es wird spekuliert, daÂ der hohe AFGP- 
Gehalt im Sommer durch die lange Halbwertzeit dieser Glycoproteine verursacht wird 
(ANANTHANARAYANAN 1989). Eine durch Ã¤uÃŸerlic Faktoren (Licht, Temperatur, etc.) beein- 

fluhte AFGP-Synthese wird von allen arktischen Arten angenommen (DAVIES e f  al. 1988; 
VAISIUS et al. 1989; PRICE et al. 1990). 

A. glacialis wird als hocharktische, ozeanische und Plankton fressende Art beschrieben, die im 

westlichen (BORKIN & MEL'YANTSEV 1984) und nordÃ¶stliche Teil (DORRIEN et al. 1991) des 

arktischen Ozeans vorkommt. Seine Verbreitung im arktischen Becken im Winter (WALTERS 
1961) verlangt einen effektiven Gefrierschutz, Ã¤hnlic dem des cryopelagischen Nototheniiden P. 
borchgrevinki. Im Sommer allerdings wurde er in Polynyen (eisfreien Gebieten) am Kontinental- 
abbrach (> 200 m) bei positiven Temperaturen gefangen (BORKIN & MEL'YANTSEV 1984; 

DORRIEN et al. 1991). Ein Gefrierschutz wÃ¤r in diesen FÃ¤lle nicht nÃ¶tig Aus den eigenen 

Daten ist nicht abzuleiten, ob das AFGP im Sommer synthetisiert wurde, oder noch aus der 
Winterzeit stammt. Auf Grund der hohen Konzentrationen ist allerdings eher anzunehmen, daÂ A. 

glacialis auch im Sommer AFGP in groÃŸe Mengen, wie wir es von den Notothenioidei kennen, 

synthetisiert. 

DIE GEFRIERSCHUTZPROTEINE DER NICHT-NOTOTHENIOIDEN FISCHE 

Vertreter der Familie Liparididae der Arktis und der Antarktis synthetisieren Gefrierschutzsub- 
stanzen, 

Neben den Notothenioidei kommen in der Antarktis noch Vertreter der Zoarcidae, Liparididae, 

Muraenolepididae, Macrouridae, Myctophidae und Rajidae vor. Arten weiterer Familien wurden 

bestimmt (GON & HEEMSTRA 1990), sollen hier aber nicht weiter erlÃ¤uter werden. Viele nicht- 

notothenioide Fische sind entweder in der Subantarktis oder im wÃ¤rmere Tiefenwasser des 

Kontinents verbreitet. Betrachtet man die Verbreitungskarte der Fische im Weddellmeer, so fallt 
auf, daÂ der Anteil nicht-notothenioider Arten nach SÃ¼de hin abnimmt, bzw. in die Tiefe 
zunimmt (EKAU 1990; HUBOLD 1991; SCHWARZBACH 1988). Diese Arten meiden kaltes 

Wasser. 

Bislang war nur von den antarktischen Zoarciden L. dearborni (SCHRAG et al. 1987) und P. 

brachycephalum (CHENG & DEVRIES 1989) bekannt, daÂ sie Gefrierschutz besitzen. Aus 

GrÃ¼nde der Verbreitung nicht-notothenioider Fische in tieferem bzw. wÃ¤rmere Wasser wurde 

angenommen, daÂ die meisten Arten keinen Gefrierschutz benÃ¶tigen Die vorliegende Untersu- 

chung an Fischen der Lasarewmeer erbrachte aber in fast allen FÃ¤lle (fraglich B. maccaini) 
Gefrierschutzsubstanzen (Tabelle 3). Erstmalig konnten bei einem Liparididen, Muraenolepi- 
diden, Macrouriden und Myctophiden Gefrierschutzsubstanzen nachgewiesen werden. Dies 

bedeutet gleichzeitig, da5 alle hier untersuchten Teleostei der Antarktis Gefrierschutzproteine 

synthetisieren. Diese Substanzen sind also viel weiter verbreitet als bislang angenommen, was 

wiederum Konsequenzen fÃ¼ die Entstehungsgeschichte hat (siehe unten). Wir vermuten auch, daÂ 
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die meisten antarktischen Arten auf Grund ihrer hochantarktischen und circumpolaren Verbrei- 
tung Gefrierschutz besitzen dÃ¼rften Hinzu kommt, daÂ viele Larvenstadien auch in der Hochant- 
arktis in oberflÃ¤chennahe Wasser vorkommen. Ein Kontakt mit Eis ist nicht ausgeschlossen, eine 
Synthese von Gefrierschutz notwendig. 

Zu den demersalen Charakterarten im Weddellmeer zwischen 500 - 800 m kÃ¶nne M. holo- 
trachys und Arten der Gattung Muraenolepis gezÃ¤hl werden (HUBOLD 1991), M. holotrachys ist 

auch aus der MagellanstraÃŸ (IWAMOTO in GON & HEEMSTRA 1990) bekannt. G. opisthopterus 

ist circumpolar sÃ¼dlic der antarktischen Konvergenz verbreitet (HULLEY in GON & HEEMSTRA 

1990) und gehÃ¶r zu den charakteristischen pelagischen Arten des Ã¶stliche Weddellmeeres 
(HUBOLD 1991). Von diesen Arten ist bekannt, daÂ sie zumindest als Larven und Juvenile auch in 
flacheren Zonen (< 100 m) vorkommen (CHIU & MARKLE; IWAMOTO; HULLEY; alle in GON & 

HEEMSTRA 1990). Eine Mischfauna wurde in der Lasarewmeer gefunden (WÃ–HRMAN & 

ZIMMERMANN 1992). Die sub-Antarktischen Arten L. hureaui (Kerguelen: ANDRIASHEV 1979), 
P. sorwvi (SÃ¼ Shetland: ANDRIASHEV & NEELOV 1979) und M. marmoratus (Scotia See: CHIU 
& MARKLE in GON & HEEMSTRA 1990) konnten aus den FÃ¤nge identifiziert werden, gefangen 

in Tiefen zwischen 400 - 800 m und Temperaturen von -1.0' bis +0.7SÂ°C 

Der Mechanismus der Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische 

DIE THERMALE HYSTERESE DES AFGP 

Das AFGP von Pleuragramma antarcticzun arbeitet effektiver ak das anderer Notothenioidei, 

In Tabelle 7 fÃ¤ll auf, daÂ trotz gleicher Proteinkonzentration die thermale Hysterese der Gefrier- 

schutzsubstanzen sehr unterschiedlich ist. Bei L. kempi z.B. betrÃ¤g die maximale thermale 

Hysterese 0.52'C, bei P. aritarcticum dagegen 1.20Â° bei der selben Proteinkonzentration (20 

mglml). Die AFGP 1-4 von D. mawsoni zeigen eine deutlichere Hysterese (1.02'C) als die AFGP 
5-8 (0.91Â°C) Das AFGP und PAGP von P. antarcticum lÃ¶se getrennt in niedrigen Konzentra- 
tionen (5 mglml) nur eine geringe (< O.lÂ°C) zusammen aber eine deutliche Hysterese aus 
(0.4SSÂ°C) Um diesen Zusammenhang zu verstehen, ist eine Diskussion der mÃ¶gliche Mecha- 

nismen von Gefrierschutzsubstanzen nÃ¶tig 

Obwohl die PrimÃ¤rstruktu des AFGP schon frÃ¼ bekannt war (DEVRIES et al. 1971; LIN et al. 

1972; RAYMOND et al. 1977; AHMED et al. 1975; FRANKS & MORRIS 1978), ist erst in  den 

letzten Jahren ein Einblick in den Mechanismus dieser Gefrierschutzglycoproteine gelungen 

(FEENEY 1988). Ein PhÃ¤nome ist der nicht-colligative Effekt, ,d.h. ein AFGP-MolekÃ¼ erniedrigt 
den Gefrierpunkt um ein Vielfaches von dem was erwartet wird, wenn Konzentration und MW 
berÃ¼cksichtig werden (FEENEY & YEH 1978). HASCHEMEYER et al. (1977) und DUMAN et al. 

(1980) konnten zeigen, daÂ AFGP mehr WassermolekÃ¼l binden kann als andere gewÃ¶hnlich 

Proteine wie z. B. HÃ¤moglobin Es wird mittlerweile allgemein akzeptiert, daÂ ein "adsorption- 



Inhibition" Prozess fÃ¼ das Wirken von (allen?) AF(G)P verantwortlich ist (DEVRIES 1983, 1984; 

FEENEY et al. 1986). Die Adsorption des AFGP zu der EisoberflÃ¤ch wird vermutlich Ã¼be Was- 
serstoffbriicken zwischen den Hydroxyl-Gruppen der Zucker und den WassermolekÃ¼le des Eis 
bewerkstelligt (RAYMOND & DEVRIES 1977). 

Von Bedeutung fÃ¼ die Gefrierpunktserniedrigung ist die GrÃ¶Ã des AFGP-MolekÃ¼ls Die kleinen 
AFGP 6-8, bei denen an einigen Stellen Alanin durch Prolin ersetzt ist, zeigen eine maximale 
Hysterese von 0.6OC. Die AFGP 1-5 lÃ¶se eine Hysterese von Ã¼be 0.9OC aus (DEVRIES & LIN 
1977). Die groÃŸe MolekÃ¼l sind besonders wirksam bei stark unterkÃ¼hlte LÃ¶sungen bei viel 
Eis und bei schnellen Temperaturwechseln (DUMAN & DEVRIES 1972; BURCHAM et al. 1984; 

HANSEN et al. 1991). Es scheint gesichert, daÂ alle AFGP 1-8 in einer ausgestreckten stabfÃ¶rmi 

gen Struktur in Form einer linksgedrehten a-Helix vorliegen (BUSH et al. 1984; RA0 & BUSH 
1987). Vermutlich blockieren AFGP-MolekÃ¼l ein Eiskristallwachstum entlang den U-Achsen des 

Kristalls, sodaÃ nadelartige Kristalle entstehen (Wachstum nur entlang der c-Achse); bei weiterer 

UnterkÃ¼hlun findet auch ein Wachstum entlang der U-Achsen statt (HARRISON et al. 1987; 
HANSEN et al. 1991). 

Die meisten der danach untersuchten Notothenioidei besitzen die AFGP 1-8. SCHNEPPENHEIM & 

THEEDE (1982) konnten bei C. rastrospinosus und C. hamatus AFGP-MolekÃ¼l mit einem MW 
von 50  - 60 kDa isolieren. In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls bei Channichthyiden (C. 

myersi und P. maculatus) AFGP-MolekÃ¼l mit hÃ¶here MW beobachtet. Bekannt ist, daÂ das 

AFGP 1 (MW 33700) bei geringster OsmolaritÃ¤ die hÃ¶chst Hysterese auslÃ¶st also am effektiv- 

sten arbeitet (FEENEY et al. 1986). Andererseits muÃ berÃ¼cksichtig werden, daÂ die ViskositÃ¤ 

einer FlÃ¼ssigkei nahe dem Gefrierpunkt stark ansteigt. Hohe Konzentrationen hochmolekularer 
Substanzen im Blut erschweren eine Zirkulation. Die Channichthyiden zeigen physiologische 

Besonderheiten (Reduktion der Erythrocyten, Erweiterung des GefÃ¤ÃŸsystem VergrÃ¶ÃŸeru des 
Blutvolumens) (EVERSON 1984), die die Synthese und den Transport der effektiver arbeitenden 
'groBen" AFGPs begÃ¼nstige kÃ¶nnten 

Wie Tabelle 7 zeigt, verursacht das AFGP von P. antarcticurn bei gleicher Proteinkonzentration 

die stÃ¤rkst thermale Hysterese. Der Grund kÃ¶nnt in der Zusammensetzung liegen. Bei der SDS- 

Gelelektrophorese (Abbildung 24) waren neben den bekannten AFGP 1-8 weitere Banden zu 

sehen. Zwischen den Banden des AFGP 4 und 6 sind 7 zusÃ¤tzliche zwischen AFGP 6 und 7 eine 
zusÃ¤tzlich Bande auszumachen. AFGP 4 besteht aus 28 Wiederholungen (17.0 kDa) des Glyco- 
tripeptides Ala-Ala-Thr, AFGP 6 aus 12 (7.9 kDa) und AFGP 7 aus 6 (3.5 kDa) (DEVRIES et al. 
1971; SHIER et al. 1972, 1975). Die zusÃ¤tzliche AFGP-MolekÃ¼l von P. antarcticurn haben also 

ein MW zwischen ungefÃ¤h 8000 und 17000 Dalton. Die genaue Bestimmung der PrimÃ¤rstruktu 

dieser AFGP-MolekÃ¼l ist noch notwendig. Geht man davon aus, daÂ die MolekÃ¼l zwischen 

AFGP 4-6 Ã¤hnlich gefrierpunktser~edrigende Eigenschaften wie die AFGP 1-5 haben, so 

konnte P. antarcticurn zwei Vorteile besitzen: (1) Diese AFGP mittleren Molekulargewichts 

kÃ¶nnte die ViskositÃ¤ des Bluts erniedrigen, ohne die Hysterese-Eigenschaften der hochmoleku- 
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laren AFGP einzubÃ¼ÃŸe (2) Der Organismus kann viel differenzierter auf die wechselnden Tem- 

peraturen und Eisgehalte reagieren. Diese Eigenschaften wÃ¼rde P. antarcticurn, der u.a. kleine 
GefaÃŸ besitzt und mit der Energie sparen muÃŸ ein pelagisches Leben sehr erleichtern. 

Das Pleuragramma - Antifreeze Glycoprotein (PAGP) 

Das AFGP war die erste Gefrierschutzsubstanz (DEVRIES 1969, 1971; DEVRIES & WOHL- 
SCHLAG 1969), die in polaren Fischen nachgewiesen werden konnte und bislang auch das einzige 

Glycoprotein seiner Art. Erst Jahre spÃ¤te mit dem allgemein wachsenden Interesse an diesen 

makromolekularen Proteinen, konnten andere Gefrierschutzproteine isoliert und charakterisiert 

werden. Besondere Aufmerksamkeit erregte die Tatsache, daÂ Proteine mit vÃ¶lli verschiedenen 

PrimÃ¤r und Sekundastrukturen eine thermale Hysterese bewirken kÃ¶nnen Im Zusammenhang 

mit Untersuchungen Ã¼be die Verteilung von Gefrierschutzglycoproteinen in arktischen und 
antarktischen Fischen ist es mir gelungen, ein weiteres Glycoprotein mit Gefrierschutzwirkung zu 
isolieren und charakterisieren, was im folgenden diskutiert werden soll. 

Das PAGP ist hoch glycosyliert und zeigt eine aus dem Cytoplasrna bekannte Kohlenhydrai- 
AminosÃ¤ure Bindung. 

Die TFA-Hydrolyse zeigte einen ungewÃ¶hnlic hohen Zuckeranteil im PAGP (Abbildung 23). 

Selbst in dem AFGP, wo jede dritte AminosÃ¤ur (Thrconin) ein Disaccharid trÃ¤gt liegt eine insge- 

samt geringere Glycosylierung vor. Die Bindung des GlcNAC an die AminosÃ¤ur gab Fragen auf, 
da sie sowohl mit Enzymen als auch mit der Â§-Eliminatio nicht zu spalten war. Selbst der Verdau 
mit der ÃŸ-Hexosaminidas (spaltet GlcNAcÃŸl->AminosÃ¤ur konnte keine Zucker freisetzen. 
Auch die mild-alkalische Hydrolyse fÃ¼hrt unter Bedingungen, wie sie z. B. bei der Spaltung der 
0-glycosidischen Bindung GalNAc-Thr(Ser) angewendet wird (FARWELL & DION 1981; RASILO 

& RENKONEN 1981; SOJAR & BAHL 1987), zu keinem Resultat. Erst ErhÃ¶hun der Temperatur 

und der NaOH-Konzentration in Anwesenheit von NaBH4 fÃ¼hrte zur Spaltung. 

Problematisch ist bei der Kombination der HPAEC (starker Anionenaustauscher) und der ÃŸ 

Elimination mit NaBH4, daÂ der Zucker N-Acetylglucosamin zu N-Acetylglucosaminitol reduziert 
wird. Alkohole binden kaum an die PA-1 IonenaustauschersÃ¤ul der HPAEC (LLOYD & SAVAGE 
1991). Mono-, Di- und Trisaccharide lassen sich in diesem Fall nur schlecht trennen (LEE 1990; 

TOWNSEND et al. 1988), ganz im Gegensatz zu den sauer gespaltenen Oligosacchariden 
(ANUMULA & TAYLOR 1991; TOWNSEND et al. 1989). Dies erschwerte die Identifizierung der 

abgespaltenen Zucker als Mono-, Di oder Oligosaccharide von N-Acetylglucosamin. Mit den 

Annahmen aber, daÂ erstens das GIcNAc ÃŸ-eliminierba und zweitens das molare VerhÃ¤ltnis von 
Serin zu GlcNAc 3:5 ist (Tabelle 6), muÃ zumindest ein Teil der Zucker als Disaccharid vorliegen, 

0-glycosidisch gebunden an Serin. 
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Anfanglich gaben die Ergebnisse der Charakterisierung des Bindungstyps GlcNAc-Serin Fragen 

auf. In den LehrbÃ¼cher werden drei Arten glycosidischer Bindungen beschrieben: So ist z.B. in 
den Immunoglobulinen das GlcNAc Ã¼be eine Glycosylaminbindung an das Asparagin gebun- 

den. Bei anderen Glycoproteinen (z.B. AFGP oder submaxillare Mucoproteine) besteht eine gly- 
cosidische Bindung zwischen GalNAc und der Hydroxyl-Gruppe eines Threonin(Serin). Zum 
dritten kÃ¶nne Oligosaccharidketten an Hydroxyl-Gruppen von Hydroxylysin-Resten gebunden 
sein (z.B. Kollagen). TORRES & HART (1984) konnten eine neue Kohlenhydrat-Peptid Bindung 
in Glycoproteinen des Cytosols nachweisen. Dies bedeutete gleichzeitig den Nachweis der 
Existenz von Cytoplasma- und Kern-Glycoproteinen (HOLT & HART 1986). Seit dieser Zeit 

wurde das 0-glycosidisch gebundene GlcNAc in Proteinen des Cytoplasmas (HOLT et al. 1987), 

der OberflÃ¤ch von Kernporen (DAVIS & BLOBEL 1987; HANOVER et al. 1987; HANOVER 

1992) und am rauhen endoplasmatischen Reticulum (ABEIJON & HIRSCHBERG 1988, 1992) 

nachgewiesen. Ebenfalls konnte es bei der RNA Polymerase I1 Transkriptions Faktor und in 

Drosophila Chromosomen beobachtet werden (KELLY & HART 1989). 

Die Funktion dieses 0-glycosidisch gebundenen GlcNAc ist allerdings bislang unbekannt. Zwei 

Tatsachen scheinen aber von Bedeutung: (1) Die Konzentrierung von 0-GlcNAc Glycoproteinen 
am Kernporenkomplex, wobei es sich um Glycoproteine mittlerer GrÃ¶Ã (40 - 200 kDa) handelt 

(HANOVER et al. 1987; HOLT et al. 1987; SNOW et al. 1987). Eines davon ist mit 10 - 12 

GIcNAc glycosyliert (STARR et al. 1990), nur ein Bruchteil der Menge, die in dem PAGP nach- 
gewiesen werden konnte. Das Lektin WGA kann bestimmte Transportprozesse zwischen Kern und 

Zellplasma verhindern, woraus gefolgert wird, daÂ diese Art der Glycosylierung eine wichtige 
Rolle spielt (DABAUVALLE et al. 1988; FINLAY et al. 1987; YONEDA et al. 1987). (2) Es wurde 
gezeigt, daÂ die fÃ¼ die Kopplung von GlcNAc an das Protein zustÃ¤ndig Glycosyltransferase im 
Cytoplasma lokalisiert ist, also abgetrennt vom Ort der normalen Glycosylierung, dem ER 

(HALTIWANGER et al. 1988). Der Nachweis dieses Glycosylierungstyps in einer extrazellulÃ¤re 
Gefrierschutzsubstanz wirft ganz neue Aspekte auf, und lÃ¤Ã erahnen, daÂ der Bindungstyp 

GlcNAc-Serin offentsichtlich an den unterschiedlichsten Proteinen mit verschiedenen Funktionen 

und lokalisiert an verschiedenen Orten vorkommt. 

Das Protein setzt sich nur aus wenigen AminosÃ¤ure zusammen und seine Sekundiirstruktur ist 
dominiert durch das J-Faifbiatt. 

Im Ergebnissteil wurde gezeigt, daÂ sich das neu isolierte Glycoprotein vor allem aus Serin (69 

Mol%) und Histidin (21 Mol%) und zu geringen Teilen noch Arginin, Glycin und Tyrosin zu- 
sammensetzt. Ã„hnlic wie bei dem AFGP dominieren zwei AminosÃ¤uren Die Kohlenhydrat- 

struktur zeigt ebenfalls Gemeinsamkeiten: im AFGP die bekannte Disaccharidstruktur, O-glyco- 

sidisch gebunden an Threonin, im PAGP der Zucker GIcNAc, der in einer Konzentration von 

Ã¼be 5 0  Mol% vorliegt. Der Gefrierschutzmechanismus der AF(G)P wird ihrer PrimÃ¤r und 

SekundÃ¤rstruktu zugeschrieben (HEW & YANG 1992; WEN & LAURSEN 1992). Die chemischen 
Eigenschaften eines ProteinmolekÃ¼l hÃ¤nge fast vollstÃ¤ndi von seinen nach auÃŸe stehenden, 
exponierten OberflÃ¤chen-Reste ab, die mit anderen MolekÃ¼le die verschiedenen Typen 
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schwacher nicht-kovalenter Bindungen ausbilden kÃ¶nne (FERSHT 1985). Diese Reste tragen bei 

den Gefrierschutzglycoproteinen zusÃ¤tzlic noch Zucker, sind dadurch noch exponierter. 

Die Struktur des AFGP wird als "expanded" bezeichnet, als ausgedehnt, wobei es sich vermutlich 
um eine a-Helix handelt (FRANKS & MORRIS 1978; BUSH et al. I98 1 ; BUSH & FEENEY 1986). 
Eine a-Helix wird erzeugt, wenn eine Polypeptidkette sich regelmÃ¤ÃŸ um sich selbst windet, so 
daÂ ein fester Zylinder entsteht (DOOLI'ITLE 1985; RICHARDSON 1981). Die IdentitÃ¤tsperiode 
ein kompletter Umgang, einer "idealen" Helix ist in der Hauptachse 0.54 nrn lang und besteht aus 

3.6 AminosÃ¤ure (PAULING & COREY 195 1 ; PAULING et al. 195 1). Im Gegensatz dazu wird 
angenommen, daÂ eine Drehung im AFGP aus genau 3 AminosÃ¤ure besteht und die LÃ¤ng der 

Hauptachse 0.936 nm (FEENEY 1988; RA0 & BUSH 1987). Dies hat zur Folge, daÂ die Disac- 

charide genau auf einer Seite in einem Abstand von eben 0.936 nm zu liegen kommen. Eine 

Bindung von WassermolekÃ¼le oder Eiskristallen Ã¼be WasserstoffbrÃ¼cke ist nun mÃ¶glich eine 
thermale Hysterese wird ausgelÃ¶st 

Histidin Serin Serin 

N-Aceiylglucosamin 
W H  HCOCH, 

H N-Acetylglucosamin 
H NHCOCH, 

Abbildung 30: Ausschnitt einer hypothetischen PrimÃ¤rstruktu des Pleura- 
gramm-Antifreeze Glycoproteins PAGP). Die Abbildung basiert auf den Daten zur 
Zuckerzusammensetzung und -Struktur, sowie der AminosÃ¤urenzusanunensetzun 
(Abiidungen 23 & 24; Tabelle 6). 

Eine Rekonstruktion des neu isolierten Glycoproteins soll im folgenden dargestellt werden. In 

Abbildung 31 ist basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung eine mÃ¶glich 

kurze Sequenz der PrimÃ¤rstruktu dargestellt. Das Spektrum des Zirkulardichroismus ergab eine 

Zusammensetzung von 56% Â§-Konformation 19% a-Helix und 25% ungeordneten Strukturen, 

wenn man 5 Freiheitsgrade und eine Proteinkonzentration von 0.4 g/g Glycoprotein vorraussetzt. 

Wie die Abbildung 32 zeigt, ist der berechnete Anteil der SekundÃ¤rstrukture in starkem MaÃŸ 

von der angenommenen Proteinkonzentration abhÃ¤ngig Dies PhÃ¤nome ist weniger problema- 
tisch, wenn ein reines Protein vorliegt. Im Fall des PAGP versagte auf Grund der hohen Glyco- 
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sylierung und der Dominanz von Serin jede konventionelle Proteinbestimmung. Die Proteinkon- 

zentration wurde aus den AminosÃ¤uredate und der Zuckeranalyse berechnet (Tabelle 6). 

Proteinkonzentration [rnglml] 

Abbildung 31: Anteile der a-Helix, B-Faltblatt, und ungeordneter Strukturen in 
AbhÃ¤ngigkei von der Konzentration des PAGP und der Freiheitsgrade [5 FG]. Durch 
die Punkte sind Ausgleichsgeraden gezogen. 

Der Grad, zu dem eine Polypeptidkette in Form der stabilen a-Helix existieren kann, ist abhÃ¤ngi 
von ihrer AminosÃ¤uren-Zusammensetzun und ihrer AminosÃ¤urensequenz Nicht alle Polypep- 
tidketten sind in der Lage, eine stabile a-Helix zu bilden. So bildet z.B. die PolyaminosÃ¤ur 

Polyalanin. deren Seitengruppen klein und ungeladen sind, in wÃ¤ÃŸrig LÃ¶sun bei pH 7.0 
spontan a-Helices aus, wÃ¤hren u.a. Serin und Arginin, aber auch Tyrosin und Glycin destabili- 

sierend auf eine a-Helix wirken (HAGGIS et al. 1964). Das B-Faltblatt ist eine hÃ¤ufig Struktur, 

die von den Kernen globulÃ¤re Proteine gebildet wird. Bei der Â§-Konformatio kommen die 

Seitengruppen immer abwechselnd auf der einen oder anderen Seite zu stehen, d.h. sie zeigen in 

die entgegengesetze Richtung (SPRINGALL 1954). Aber auch hier kann die Faltblattstruktur 
wegen der Interaktion dieser Seitengruppen nicht existieren, wenn diese zu voluminÃ¶ sind oder 
Ladungen tragen. 

Unter der Vorraussetzung (Ergebnisteil), daÂ (1) zwei von drei AminosÃ¤ure Serin sind, (2) das 
VerhÃ¤ltni von GlcNAc zu AminosÃ¤ur 1:l betrÃ¤g und (3) es sich bei der Kohlenhydratstruktur 

um GlcNAc-GIcNAc handelt, muÃŸt jede zweite AminosÃ¤ur glycosyliert sein. In Abbildung 33 

ist eine kurze Sequenz (Serin-Histidin-Serin-Serin-Serin-Arginin) einer theoretischen B-Konfor- 

mation dargestellt, zusammengestellt aus den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung. Histi- 
din trÃ¤gt Ã¤hnlic wie Arginin, eine relativ voluminÃ¶s Seitengruppe, die positiv geladen ist (pH 
6.0). Histidin enthÃ¤l eine schwach basische Imidazol-Funktion. Es ist die einzige AS, deren Rest 
einen pK nahe pH 7.0 besitzt (LEHNINGER 1983). Angenommen ist hier zudem eine Glycosylie- 
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rung jeder zweiten AminosÃ¤ure d.h. also der beiden Serin-MolekÃ¼l deren Reste entgegengesetzt 

den Resten von Histidin und Arginin gelegen sind. Das Disaccharid kÃ¤m demnach ebenfalls in 
eine Ebene zu liegen wie es bei dem AFGP mit Gal-GalNAc beobachtet wird. Der Abstand 
zwischen den SerinmolekÃ¼le und damit zwischen den Disacchariden betrÃ¤g 0.69 nm, und damit 
0.246 nm weniger als der Abstand zwischen den Kohlenhydraten im AFGP, wenn man eine 
Idealkonformation annimmt (ALBERTS et al. 1990). Auf Grund der hohen Glycosylierung und 
der Reste von Histidin bzw. Arginin ist zu erwarten, daÂ die Struktur gestreckter ist. AuÃŸerde 

muÃ berÃ¼cksichtig werden, daÂ nach dem CD-Spektrum nur = 40% der SekundÃ¤rstruktu in ÃŸ 

Konformation vorliegen. Der Rest setzt sich aus anderen Strukturen zusammen, deren Rekon- 

struktion u.a. die Kenntnis der AminosÃ¤urensequen voraussetzt. 

ft Kohlenstoff 0 Sauerstoff 

@ Stickstoff @ Wasserstoff 

AminosÃ¤ure 
Seitenkette 

Eiskristall 

Abbildung 32: Rekonstruktion (aus den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung) der ÃŸ 
Konformation eines Ausschnitts der oben angenommen Polyglycopeptidkette. R bezeichnet die 
AminosÃ¤uren-Seitenketten die bei Serin noch mit dem Disaccharid GIcNAc-GlcNAc glycosyliert 
sind. Der angegebene Abstand zwischen zwei AS-Resten von 0.69 nm geht von einer idealen ÃŸ 
Konformation aus. An die Reste bzw. Disaccharide kÃ¶nnte Ã¼be WasserstoffbrÃ¼cke Eiskristalle 
gebunden werden (siehe auch Einleitung Modell AFGP). 

Die GefrierschuizaktiviiÃ¤ des PAGP erinnert an die der Thennal Hysterese Proteine von Ã¼ber 
winternden Insekten. 

Das in dieser Arbeit aus P. antarcticum isolierte und charakterisierte GlcNAc-enthaltende Glyco- 
potein ist das bisher aktivste in Bezug auf eine eisbildungshemmende AktivitÃ¤ (Tabelle 7). Es 

Ã¼bertriff an AktivitÃ¤ sÃ¤mtlich bisher gefundenen Fisch-Gefrierschutzproteine um mehr als 2OC. 

Insgesamt wird das Bild, das man sich von der Wirkungsweise der Gefrierschutzsubstanzen macht, 



Diskuss ion  

durch die Befunde am PAGP deutlich erweitert. Die oben beschriebene PrimÃ¤r und SekundÃ¤r 
struktur stellen eine Besonderheit unter den bislang bekannten Gefrierschutzsubstanzen polarer 
Fische dar, und zeigen neue Mechanismen auf, wie sie bislang nur ansatzweise bei Ã¼berwinternde 

Insekten beobachtet werden konnten. 

Dabei ist der vom PAGP bewirkte eisbildungshemmende Effekt der gleiche wie bei dem AFGP 

und AFP polarer Fische, sowie den Gefrierschutzproteinen Ã¼berwinternde Insekten: Der 
Schmelzpunkt einer wÃ¤ssrige LÃ¶sun wird durch diese Proteine nicht beeinfluÃŸt Eine eingefro- 
rene Probe taut dementsprechend bei dem aufgrund ihrer osmotischen Konzentration zu 
erwartenden Schmelzpunkt auf. LÃ¤Ã man hierbei einen Eiskristall als Initiationskeim Ã¼bri und 
kÃ¼hl die Probe wieder ab, so gefriert sie erst bei einer wesentlich niedrigeren Temperatur, eine 
thermale Hysterese ist zu beobachten (Abbildungen 12-15). Dieses PhÃ¤nome wird mit der Anla- 

gerung des hydrophilen Anteils des (G1yco)proteins an den Eiskristall erklÃ¤rt wÃ¤hren die 
hydrophoben Anteile eine weitere Anlagerung von Wasser verhindern. Dazu muB sowohl ein 

bestimmtes VerhÃ¤ltni von hydrophilen zu hydrophoben Anteilen vorliegen, als auch eine 

bestimmte Struktur, die zu der Anordnung der WassermolekÃ¼l im Eiskristall paBt (siehe auch 

Abbildung 2 und 33). WassermolekÃ¼l werden dadurch gezwungen, sich an andere nicht mit 

AF(G)P besetzte Stellen anzulagern. Daraus resultiert ein anormales Eiskristallwachstum, wofÃ¼ 
allerdings eine niedrigere Temperatur notwendig ist. Dies kommt einer Gefrierpunktser- 

niedrigung gleich. 

Dieses anormale Eiskristallwachstum wÃ¤hren des AbkÃ¼hlvorgang kann allerdings bei den ver- 

schiedenen Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische und Insekten sehr unterschiedlich aussehen. 

WÃ¤hren bei dem AFGP eine Schulter wÃ¤hren des ersten AbkÃ¼hlvorgang zu beobachten ist 

(Abbildung 17), zeigt das Diagramm des PAGP nur ein Plateau (Abbildung 29); ein Eiskristall- 

wachstum wird kurzfristig vÃ¶lli unterbunden. Exakt das selbe Verhalten wÃ¤hren des Gefrierens 
konnte bei der HÃ¤molymph der Larve von Tenebrio molitor beobachtet werden (HANSEN & 

BAUST 1988a, b; 1989). Die Schulter wird mit dem Anlagern von Eiskristallen an das AFGP 
erklÃ¤rt Ãœbe Wasserstoffbriicken werden an den zu einer Seite liegenden Disacchariden die 
Kristalle gebunden (RAYMOND et al. 1989). Wenn alle Eiskristalle an das AFGP gebunden sind, 

stellt sich kurzfristig ein stabiler Zustand ein, das Plateau entsteht. Erst nach weiterem AbkÃ¼hle 

gefriert die Probe. Bei dem AFP wird ein Ã¤hnliche Prozess angenommen, nur daÂ hier nicht die 

Disaccharidstruktur entscheidend ist, sondern die Reste der AminosÃ¤ure Asparagin und 

Threonin. Die Messungen am AFP von P. somovi in der vorliegenden Arbeit bestÃ¤tige diese 

Hypothese. 

Tr2gt man die Gefrierpunktserniedrigung ['C] gegen die Proteinkonzentration [mglml] auf, so 
kann sowohl bei dem AFGP als auch bei dem AFP von L. dearborni ein fÃ¼ Gefrierschutzsub- 

stanzen polarer Fische typisches Verhalten beobachtet werden (Abbildung 34). WÃ¤hren bei 

Salzen ein linearer Zusammenhang besteht, verursachen schon geringe Mengen AF(G)P (= 5 

mglml) eine deutliche Gefrierpunktserniedrigung. Bei = 20 mglml ist ein Maximum erreicht, eine 
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weitere ErhÃ¶hun der Konzentration erbringt keine weitere Gefrierpunktserniedrigung. Bei dem 

AFP von L. dearborni (DEVRIES 1988), dem AFGP 1-5 von D. mawsoni (DEVRIES 1988) und 
dem AFGP von P. antarcticum (eigene Arbeit) betrÃ¤g dieser Wert = 1.3OC. Das AFGP 718 arbeitet 
nicht so effektiv, und zeigt eine maximale Gefrierpunktserniedrigung von = 0.9OC (DEVRIES 

1988). Entgegengesetzt verhÃ¤l sich das PAGP: bei niedrigen Konzentrationen zeigt es nur eine 

geringe Gefrierpunktserniedrigung, die ab 30 mg/ml aber stark ansteigt und maximale Werte von 

3.4OC erreichen kann. VerdÃ¼nn man die HÃ¤molymph von Insekten auf 50%, 20% oder 10%, ist 
ein ganz Ã¤hnliche Zusammenhang zu beobachten. 

0 1 0  2 0  30 4 0 5 0 

Konzentration [rngirnl] 

Abbildung 33: Gefrierpunkte [Â¡C von ausgewÃ¤hlte Gefrierschutz(g1yco)proteinen in 
AbhÃ¤ngigkei von der Proteinkonzentration (mglml). * AFP Rigophila dearborni; A AFGP 
718 D. mawsoni; aAFGP 1-4 D. tnuwoni (alle DEVRIES 1988);nPAGP P. antarcticutn; o 
AFGP P. antarcticutn. Die MeÃŸwert vono und o sind interpoliert worden (Kurve). 

Von groÃŸe Bedeutung fÃ¼ den Fisch ist das Verhalten der Gefrierschutzsubstanzen bei verschie- 
denen Eisgehalten. In Abbildung 35 ist die AbhÃ¤ngigkei der thermalen Hysterese ['C] von dem 

Eisgehalt [%I in der ProbenlÃ¶sun dargestellt. Es fÃ¤ll auf, daÂ alle AFGP ein Ã¤hnliche Verhalten 

zeigen. Die maximale Hysterese liegt bei = 1.7OC (10% Eis) fÃ¼ das AFGP 1-5 von D. mawsoni 

(HANSEN et al. 1991) und bleibt relativ konstant bis zu einem Eisgehalt von 60-70%. Einen 
Ã¤hnliche Verlauf zeigen die AFGP 5-8 von D. mawsoni und das AFGP von P. antarcticum 

(eigene Arbeit). Das PAGP dagegen zeigt, Ã¤hnlic wie die HÃ¤molymph (HANSEN & BAUST 

1988a), eine ausgesprochen starke Hysterese von Ã¼be 3OC bei niedrigen Eisgehalten, die aber 

schnell abfallt. Bei Eisgehalten von = 50% betrÃ¤g die Hysterese nur noch = 0.2OC. 
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Abbildung 34: Thennale Hysterese [Â¡C verschiedener Gefrierschutzsubstanzen in Ab- 
hÃ¤ngigkei vom Eisgehalt in der Pr0be.Ã AFGP 1-4 (20 mglml) von D. mawsoni; A 
AFGP 5-8 (20 mglml) von D. mawsoni (HANSEN et al. 1991); o AFGP (20 mglml) von 
P. antarcticum; + HÃ¤molymph aus Tenebrio mlitor (HANSEN & BAUST 1988a);n PAGP 
(50 mglml) von P. antarcticun. Die MeÃŸwert von o und o sind interpoliert worden. 

Die beiden in dieser Arbeit erstmals isolierten Gefrierschutzglycoproteine bei P. antarcticum, 

AFGP und PAGP, ergÃ¤nze sich in ihrer Wirkung (Abbildung 30) und zeigen damit eine bei 
Fischen bislang unbekannte Strategie der Gefrierresistenz auf: das PAGP ist vor allem bei niedri- 
gen Eisgehalten aktiv, das AFGP dagegen bei hÃ¶heren Dadurch ist es P. antarcticum vermutlich 
mÃ¶glich bei niedrigeren Konzentrationen von Gefrierschutzsubstanzen (Tabelle 5) sehr viel 
effektiver ein Wachstum von Eiskristallen schon in einem frÃ¼he Stadium zu unterbinden. Da fÃ¼ 
das Erreichen einer maximal ausgeprÃ¤gte Gefrierschuizwirkung ein Glycoproteingemisch einen 
hÃ¶here Effekt bewirkt als einzelne rein isolierte aktive Substanzen (Tabelle 7), scheint hier eine 
komplexere Wirkungsweise zugrunde zu liegen. Man muÃ wohl davon ausgehen, daÂ diese Sub- 
stanzen miteinander in Wechselwirkung treten und erst dadurch eine maximale Hysterese entwik- 
kein. Die niedrigen Konzentrationen bedingen zudem eine geringere ViskositÃ¤ des Blutes und 
eine weniger energieaufwendige Synthese, vermutlich Vorrausseizung fÅ̧  eine vollpelagische Le- 

bensweise bei Wassertemperaturen nahe dem Gefrierpunkt. 

Diese Befunde am PAGP lassen einen fÃ¼ die Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische neuen 
Mechanismus erkennen, der bislang nur von den Proteinen der Insekten bekannt war und in der 
PrimÃ¤r bzw. SekundÃ¤rstruktu manifestiert sein muÃŸ Es konnte beobachtet werden, daÂ sich die 

Glycoproteinfraktionen schlecht gefriertrocknen lassen. DarÃ¼be hinaus erwiesen sich die Frak- 
tionen an der Luft als recht hygroskopisch und luden sich elektrostatisch auf. Die AminosÃ¤uren 
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analyse ergab einen hohen Anteil der hydrophilen AminosÃ¤ur Serin. Dies spricht fÃ¼ die 

FÃ¤higkeit Wasser in erhÃ¶hte MaÃŸ zu binden (BULL 1944). Ganz Ã¤hnlich Eigenschaften 

konnten bei den Gefrierschutzproteinen der Larve des Mehlwurms von T. molitor beobachtet 
werden (SCHNEPPENHEIM 1978). 

Gefrierpunktserniedrigende Eigenschaften der HÃ¤molymph konnten bei Ã¼be 25 Arten von 

Insekten, Spinnen und anderen Arthropoden nachgewiesen werden (BLOCK & DUMAN 1989). 
Erstaunlich ist dabei der niedrige Gefrierpunkt der HÃ¤molymph (-5OC - -7OC; DUMAN et al. 

1982), der allerdings vorwiegend durch niedermolekulare Verbindungen wie Poly01 verursacht 

wird (CANNON & BLOCK 1988; MILLER & WERNER 1980). Verschiedene Thermal-Hysterese- 

Proteine (THP) mit einem MW zwischen 9 kDa und 17 kDa konnten isoliert werden (DUMAN & 

HORWATH 1983; PATTERSON & DUMAN 1979, 1982; SCHNEPPENHEIM & THEEDE 1980; 

TOMCHANEY et al. 1982). Auffallend ist ein ebenfalls (siehe PAGP) hoher Anteil hydrophiler 
AS wie Asparagin, Threonin und Serin. ZusÃ¤tzlic zu den hydrophilen AS ist noch Histidin 
vorhanden. Diese AS konnte bislang in keiner Gefrierschutzsubstanz von Fischen nachgewiesen 
werden, nun aber erstmalig im PAGP von P. antarcticum. In der HÃ¤molymph von Insekten wird 

das Eiswachstum wÃ¤hren der ersten AbkÃ¼hlungsphas vÃ¶lli unterdrÃ¼ck (HANSEN & BAUST 
1988a), gleiches gilt fÃ¼ das PAGP. Diese Ergebnisse zeigen, daÂ in zwei weit entfernten Tier- 

gruppen sehr unterschiedliche Proteine mit Ã¤hnliche physikochemischen Eigenschaften gleiche 

Aufgaben erfÃ¼lle kÃ¶nnen und den Organismus effektiv vor dem Gefrieren schÃ¼tzen 

Betrachtungen zur Evolution polarer Fische und deren Gefrier- 
schutzsubstanzen 

Die Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische kÃ¶nnte sich aus einem "Ur-Gefrierschutzprotein" 
entwickelt haben. 

Biologisch von Bedeutung ist die Frage nach der Entwicklungsgeschichte der Gefrierschutz- 

proteine. Alle bislang aus den Notothenioidei und den arktischen Gadidae isolierten AFGP sind 
nach dem gleichen Prinzip aufgebaut. Ã„hnliche gilt fÃ¼ einige AFP. Das Vorkommen der 
Glycoproteine bei diesen phylogenetisch weit entfernten Fischtaxa lÃ¤Ã im Prinzip auf eine sehr 
frÃ¼h Entwicklung im Verlauf der Evolution schlieÃŸen zumal sich andeutet, daÂ weitere phyloge- 

netisch wenig verwandte Arten Ã¤hnlich Substanzen besitzen. Auf den Verlauf der mÃ¶gliche 

Entwicklung der Glycoproteine kÃ¶nnt ein Experiment hindeuten, welches in dieser Arbeit am 
AFGP und PAGP erstmalig durchgefÃ¼hr worden ist (Abbildung 22). Der Zuckeranteil, d.h. die 

Galaktose, des AFGP ist ein guter Akzeptor fÃ¼ N-AcetylneurarninsÃ¤ur (NANA). Durch Bindung 

der NANA an das Disaccharid entsteht ein MolekÃ¼l das groÃŸ Ã„hnlichkei mit Blutgruppensub- 

stanzen und einigen Mucinen aufweist. Ã„hnliche konnte auch bei dem PAGP gezeigt werden, 

wobei in diesem Fall zuerst eine Kopplung von Galaktose an das N-Acetylglucosamin notwendig 
ist. 
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Aber schon das unsubstituierte AFGP (und PAGP) zeigt eine hÃ¤matologisc interessante Eigen- 

schaft. Die bei dem AFGP und PAGP in dieser Arbeit festgestellte besonders hohe AffinitÃ¤ zu 
den Lectinen PNA bzw. WGA (Abbildung 21) demonstriert bereits eine gewisse Ã„hnlichkei 
dieser Glycoproteine mit den Blutgruppensubstanzen und macht ihre Entwicklung aus einem ent- 
sprechenden Grundmolekiil oder "Ur-Gefrierschutzprotein" verstÃ¤ndlich Eine solche Entwick- 
lung kÃ¶nnt im einfachsten Fall durch das Fehlen des NANA-Ã¼bertragende Enzyms Sialyltrans- 
ferase ausgelÃ¶s werden. Ist das geforderte GrundmolekÃ¼ auÃŸerde eine in Fischen ubiquitÃ¤ 

vorkommende Substanz mit ursprÃ¼nglic anderen Eigenschaften, so kann im Zuge der Evolution 

dieser Schritt der Entwicklung zu den Gefrierschutzproteinen mehrfach erfolgt sein, da das 

Fehlen eines Enzyms, bzw. die Ã„nderun der SubstrataffinitÃ¤ eines Enzyms, durch einfache 

Neumutation initiiert werden kann, wie das Beispiel der Phenylketonurie beim Menschen zeigt. 
Das Vorkommen des AFGP bei Perciformen der Antarktis und Gadiformen der Arktis, obwohl 

zwischen den Notothenioidei und den Gadidae kein genetischer Austausch stattfindet, spricht fÃ¼ 
eine PrÃ¤adaptatio zu einem sehr frÃ¼he Zeitpunkt und darauf folgenden Neumutationen. Eine 
solche Entstehung von Gefrierschutzproteinen ist zudem wahrscheinlicher als eine vÃ¶llig Neu- 

entwicklung dieser MolekÃ¼le 

Neuere Untersuchungen am AFP I11 der Cottidae (EWART et  al. 1992; NG & HEW 1992) zeigen 

eine Homologie zwischen dem AFP und Calcium-bindenden Lektinen auf. Lektine sind eine 
Klasse von Proteinen, die sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich weit verbreitet sind. Sie 
spielen eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel. Eine Klasse von Lektinen, die ursprÃ¼nglic im 
Zellstoffwechsel bestimmter Fischarten eine wichtige Rolle spielte, besitzt auch "antifreezet'-Eigen- 

schatten. Diese Fischarten besitzen im Falle einer starken AbkÃ¼hlun des Ozeans mit Eisbildung 
einen Selektionsvorteil. 

Die Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische zeigen eine erstaunlich hohe DiversitÃ¤ und sind in 
phylogenetisch weit entfernten Fischtaxa verbreitet. 

Die Proteine, die marine Teleosteer fÃ¼ den Gefrierschutz synthetisieren, zeigen eine erstaunlich 
hohe DiversitÃ¤t Dieses bekannte PhÃ¤nome konnte durch die vorliegende Arbeit eindeutig bestÃ¤ 
tigt werden. In nicht-notothenioiden Fischen der Antarktis und Fischen der Arktis konnten ver- 
schiedene Gefrierschutzproteine (AFP I - 111) nachgewiesen werden, die keinen Zuckeranteil 
besitzen (siehe auch Tabelle 7). Sie zeigen zum groÃŸe Teil eine geringere GefrierschutzaktivitÃ¤ 

als die Glycoproteine. Hinzu kommen die oben beschriebenen AFGP der arktischen Gadidae und 

antarktischen Notothenioidei. SchlieÃŸlic wurden in der vorliegenden Arbeit das PAGP als 

Gefrierschutz bei P. antarcticum beschrieben, weitere bislang unbekannte Substanzen bei P. 

antarcticum (AF 11), L. kempi (AF I), P. somvi  (AF I), M. marmratus (AF I) und G. opistfwpte- 

rus (AF I) konnten ebenfalls als Proteine identifiziert werden, die eine thermale Hysterese auslÃ¶ 
sen. Bei Hering (Clupea harengus pallasi: RAYMOND 1989; Clupea harengus harengus: EWART 
& FLETCHER 1990; CHADWICK et 01. 1990) und Stint (Osmerus mordax: EWART & FLETCHER 

1990) wurden in neuerer Zeit Gefrierschutzproteine nachgewiesen. Zudem konnten bei einigen 
nordborealen Arten unterschiedlicher Familien (Zoarcidae, Stichaeidae, Cryptacanthodidae, 
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Pholididae, Anarhichadidae und Pleuronectidae) AFP-Gene delektiert werden (DAVIES et al. 

1988), die eine noch weitere Verbreitung des biologischen Gefrierschutzes erahnen lassen. 

AF(G)P AFP l AFP l AFP 111 
AFP II 

No Notothenlldae 
Bo Bovichtidae 

I Rajiformes 

l 
Teleostei Trias 

Condrichthyes Devon 

Abbildung 35: Schematische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen rezenter 
Fischordnungen, die Gefrierschutzsubstanzen synthetisieren. Die Daten wurden zusammen- 
getragen aus der vorliegenden Untersuchung, NELSON (1984), CLARKE (1987A, B, 1990), 
EASTMAN & GRANDE (1989), EASTMAN (1990), ANDERSON (1988), SCOTT et ai. (1986). 
Die schraffierten RÃ¤che bezeichnen die drei AbkÅ¸hlungsphase im OligozÃ¤n MiozÃ¤ und 
Plioziin. Die Zuweisungen der Gefrierschutzsubstanzen zu den Familien stammen aus der 
vorliegenden Arbeit und Literaturstellen (Tabelle 7). Die Begriffe Antarktis, Arktis und 
bipolar wurden denjenigen Familien zugeordnet, deren Vertreter in der jeweiligen Region 
Gefrierschutz synthetisieren. Abgegrenzt sind die Familien, deren Vertreter AFGP syntheti- 
sieren (Gadidae, Familien der U-Ordnung Notothenioidei). 

Der Versuch, die verschiedenen Gefrierschutztypen mit den phylogenetischen Beziehungen der 

jeweiligen Art und ihrer zoogeographischen Verbreitung zu korrelieren, fihrt zu etlichen Wider- 

sprÃ¼che (Abbildung 36). Die bisher beschriebenen Gefrierschutzsubstanzen (inklusive vorlie- 

gende Arbeit) sind auf 7 Unterordnungen verteilt. BerÃ¼cksichtig man die noch nicht charakteri- 

sierten Substanzen, ergeben sich 9 Unterordnungen bzw. 3 Klassen. Schon DEVRIES (1983) 

stellte fest, daÂ einerseits Fische des gleichen Lebensraums vÃ¶lli verschiedene Gefrierschutztypen 
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synthetisieren (McMurdo Sound AFGP - AFP), wÃ¤hren andererseits z.B. das AFGP von Vertre- 

tern verschiedener Ordnungen an den entgegengesetzen Polen synthetisiert wird. SCOTT et al. 

(1986) vermuten, daÂ die ersten Gefrierschutzglycoproteine wÃ¤hren der ersten dramatischen 
AbkÃ¼hlun vor ungefÃ¤h 30 Mio Jahren zwischen dem EozÃ¤ und dem OligozÃ¤ (KERR 1984) 

entstanden sind. Eine weitere AbkÃ¼hlungsphas trat im ausgehenden PliozÃ¤ (4-5 . M o  Jahre) ein. 

Die Evolution vor allem der arktischen AFPs soll wÃ¤hren der Glacialzeit vor 2 Mio Jahren 

(SHACKLETON et al. 1984) mehrmals unabhÃ¤ngi voneinander stattgefunden haben (DAVIES et 
al. 1988). 

Die Phylogenese der Teleosteer polarer Meere wurde in starkem MaJ3e beeinfluJ3t durch die 
Vereisungsperiodik auf der Nord- und Siidhaibkugel. 

Als gesichert kann man annehmen, daÂ antarktische Arten vor Ca. 15-20 Mio (KENNETT 1977) 

und arktische Arten vor Ca. 2.5 Mio Jahren (SHACKLETON et al. 1984) intensiv mit der Verei- 
sung konfrontiert wurden und wÃ¤hren dieser Zeiten unter dem Selektionsdruck u.a. der Tempe- 

ratur eine Radiation auf Gattungs- und Artenebene stattgefunden hat (CLARKE & CRAME 1989; 
EASTMAN & GRANDE 1989; KOCK 1992). Unter der Vorraussetzung, daÂ nur drei Familien der 
Unterordnung Notothenioidei einen identischen Gefrierschutz (AFGP) synthetisieren (DUMAN & 

DEVRIES 1975; FLETCHER 1977; EASTMAN 1990), wurde angenommen, daÂ wÃ¤hren der 

Diversifikation der Familien unter klimatischem Stress das AFGP entstand. Arten mit der Anlage 
zur AFGP-Synthese konnten in kalte Regionen vordringen, andere nicht. Diese Hypothese muÃ 

allerdings insofern Ã¼berdach werden, als daÂ zum einen alle im Weddellmeer und der Lasarew- 

meer untersuchten Notothenioidei AFGP besitzen, so z.B. der in warmen Tiefenwasser (+0S0C) 

lebende Channichthyide N. iorlah und die Pogonophryne Arten (Tabelle 3). Zum anderen haben 

P. antarcticum und L. kempi zusÃ¤tzlich Glycoproteine evolviert. 

Es ist bemerkenswert, daÂ auf der NordhemisphÃ¤r Vertreter der Gadiformes dasselbe AFGP 
synthetisieren wie die antarktischen Notothenioidei, die nach morphologischen Merkmalen zu 

den Perciformes gerechnet werden (GREENWOOD et al. 1966; NELSON 1984). Eine konvergente 
Entwicklung eines solch komplexen Glycoproteins ist nur schwer vorstellbar. Andererseits fand 

die Trennung der Perciformes und Gadiformes vor der Vereisung der Antarktis statt. Eine 

Zuordnung der Notothenioidei zu den primitiveren Gadiformes wird von SCOTT et al. (1986) 

u.a. unter der BerÃ¼cksichtigun enzymatischer Untersuchungen an der Lactat Dehydrogenase 

(WHITT 1969) diskutiert. Danach wurde schon vor 30-40 Mio Jahren das AFGP-Gen angelegt. Im 

Verlauf der Vereisung wanderten Vorfahren der heutigen Gadiformes nach Norden und breiteten 
sich in der Arktis aus, wo sie die dominierende Ordnung darstellen, ebenso wie die Notothenioidei 
in der Antarktis. 

EASTMAN & GRANDE (1989) halten gegen die Hypothese von SCOTT et al. (1986), daÂ wÃ¤hren 

der ersten AbkÃ¼hlun im EozÃ¤n/OligozÃ das Wasser zu warm (5O - 7OC) war, als daÂ eine Ent- 

wicklung von Gefrierschutzsubstanzen nÃ¶ti gewesen wÃ¤re Die Anlagen zum AFGP hÃ¤tte sich 

demnach erst in den letzten 10 Mio Jahren wÃ¤hren der AbkÃ¼hlungsphas im MiozÃ¤ auf Grund 
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der Wassertemperaturen nahe dem Gefrierpunkt entwickelt. WÃ¤hren der letzten AbkÃ¼hlungs 

phase im PliozÃ¤ hÃ¤tt dann eine starke Radiation nur der notothenioiden Arten stattgefunden, die 
AFGP synthetisieren. EASTMAN & GRANDE (1989) beriefen sich dabei auf Ã¤lter Untersuchun- 

gen, wonach Gefrierschutz nur in einigen Notothenioiden (15 Arten) vorkommt (DEVRIES & LIN 
1977; AHLGREN & DEVRIES 1984; EASTMAN & DEVRIES 1986b). 

Unter BerÃ¼cksichtigun der vorliegenden Untersuchung sind nun bei 38 notothenioiden und 7 
nicht-notothenioiden Arten der Antarktis Gefrierschutzsubstanzen nachgewiesen worden, auch bei 
Arten subantarktischer und tiefer GewÃ¤sser Auch Verteter der bipolaren Scorpaeniformes und 

Zoarcidae besitzen Gefrierschutzproteine. Dies Resultat erstaunt um so mehr, als daÂ es sich bei 

dem antarktischen Verteter, P. somovi, um einen Liparididen handelt, der aus dem Gebiet der 
Sud-Shetlands aus Tiefen von 400 - 850 m bekannt ist (STEIN & ANDRIASHEV in GON & 

HEEMSTRA 1990). Der Zoarcide L. hureaui, bekannt von den Kerguelen in Wassertiefen 

zwischen 560 - 940 m, besitzt AFP, zumindest die Exemplare aus der Lasarewmeer. Bei M. 
marmoratus (Gadiformes), M. holotrachys (Macrouriformes), G. opisthopterus (Myctophiformes) 
deutet sich an, daÂ sie AFP-Ã¤hnlich Substanzen in geringen Mengen synthetisieren. Akzeptiert 
man die Vermutung von EASTMAN & GRANDE (1989), daÂ sich Gefrierschutzsubstanzen erst in 
den letzen 10 Mio Jahren entwickelt haben, so mÃœRte sie im Laufe der Evolution mehr als 12mal 

entstanden sein. 

SCOTT et al. (1986) plÃ¤diere bei den Zoarcidae und Liparididae fÃ¼ eine Wanderung in SÃ¼d 

Nordrichtung. Danach wurde der Gefrierschutz wÃ¤hren der ersten AbkÃ¼hlungsphase im Sud- 

polarmeer entwickelt (siehe AFGP der Notothenioidei), und erst spÃ¤te nach Norden eingefÃ¼hrt 
Eine hohe Ãœbereinstimmun konnte bei der PrimÃ¤r und SekundÃ¤rstruktu des AFP 111 des arkti- 
schen Zoarciden M. americanus (HEW et al. 1984; HEW & FLETCHER 1985) und der antark- 
tischen L. dearborni (SCHRAG et al. 1987) und P. brachycephalum (CHENG & DEVRIES 1989) 
nachgewiesen werden. Auch deutet sich an, daÂ L. huraui (Tabelle 3) ein Ã¤hnliche AFP besitzt. 

Andere Autoren (AhDERSON 1988; KOCK 1992) gehen allerdings von einer Verbreitung in 

Nord-Sudrichtung aus. Die Gattung Lycenchelys z.B. hat vermutlich ihren Ursprung in der tropi- 

schen Zoarcidenfauna des MiozÃ¤ (ANDERSON 1988). Die Entwicklung eines Gefrierschutzes 

hÃ¤tt demnach erst im PliozÃ¤ eingesetzt. 

Die Cottiden, weit verbreitet im Nord-Atlantik (NELSON 1984), produzieren sehr unterschiedliche 
AFP, wie aus Untersuchungen an H. americanus (SLAUGHTER et al. 1981) und verschiedenen 

Myoxocephalus-Arten (HEW et al. 1986b; PICKETT et al 1984; SCOTT et al. 1986) hervorgeht. 
Dies trifft sowohl auf die PrimÃ¤r als auch SekundÃ¤rstruktu zu. Eine unabhÃ¤ngig Evolution vor 

2-3 Mio Jahren wird von SCOTT et al. (1986) angenommen. Meine Untersuchungen an den 

Cottiden I. bicornis und T. nybelini erbrachten keinen Gefrierschutz. Allerdings wurden diese 

Tiere im Sommer gefangen, wenn keine oder nur eine verminderte AFP-Synthese stattfindet 

(SCHNEPPENHEIM & THEEDE 1982; ANANTHANARAYANAN 1989). 



D i s k u s s i o n  

AbschlieBende Bemerkungen und Ausblick 

Mit der vorliegenden Untersuchung konnten drei Tendenzen aufgezeigt werden: (1) Das AFGP 
ist innerhalb der Notothenioidei weiter verbreitet als bislang angenommen. Auch Arten, die wahr- 
scheinlich nicht mit sehr kaltem Wasser oder sogar Eis in Kontakt kommen, besitzen diese 
Gefrierschutzsubstanzen. (2) Der Nachweis von sehr Ã¤hnlic gebauten und auf dem selben 

Mechanismus beruhenden Gefrierschutzsubstanzen bei fast allen antarktischen (fraglich bei 
Bathyraja) und einigen arktischen sowie nord-borealen Arten aus phylogenetisch wenig 
verwandten Taxa lÃ¤Ã vermuten, daÂ diese (G1yco)proteine sich vor sehr langer Zeit aus einem 

"Ur"-Gefrierschutzprotein (Lektine, Blutproteine, etc. ?) entwickelt haben, also eine PrÃ¤adaptatio 

stattfand, und bei einigen rezenten Arten als Relikt vergangener Eiszeiten gewertet werden 

mÃ¼ssen Ein polyphyletischer Ursprung ist sehr unwahrscheinlich. (3) Die Isolierung und 
Charakterisierung des PAGP hat gezeigt, da5 das AFGP nicht das einzige Glycoprotein ist, welches 
eine thermale Hysterese auslÃ¶se kann. AuÃŸerde deutet sich an, daÂ die Mechanismen zur 
Verhinderung der Eisbildung vielfaltiger sind, als bislang angenommen. 

Die Gefrierschutzsubstanzen stellen einen bemerkenswerten Mechanismus der Kaltanpassung fÃ¼ 
Organismen dar, die in einer Umwelt nahe oder unterhalb dem Gefrierpunkt leben. AFPs und 

AFGPs polarer Fische haben seither Biologen, Biochemiker und Biophysiker nicht nur wegen 

ihrer ungewÃ¶hnliche Funktion interessiert, sondern auch wegen ihres Vorkommens in verschie- 
denen Fischordnungen an beiden Polen und ihrer DiversitÃ¤ in der Biosynthese, der PrimÃ¤r 

struktur und der Konformation. Obwohl gerade in den letzten Jahren viel Ã¼be die makromoleku- 
laren Gefrierschutzsubstanzen geforscht worden ist, gibt es immer noch offene Fragen, die sich in 
drei Komplexe zusammenfassen lassen: (A) BiochemieIBiophysik; die Interaktionen zwischen 
Gefrierschutzsubstanz und Eis. (B) Molekulargenetik; die Frage nach dem Ursprung der AF(G)P. 

(C) Biotechnologie; die praktische Anwendung. 

(A) Nach wie vor ist der Zusammenhang zwischen der Struktur und der Funktion der bekannten 

(G1yco)Proteine nicht vollstÃ¤ndi aufgeklÃ¤r (BROWN et al. 1985; PARODY-MORREALE ef al. 

1988). Wie kann es sein, daÂ so verschiedene (G1yco)Proteine eine thermale Hysterese auslÃ¶sen 
Die Charakterisierung der Strukturen von AFGP und AFP I veranlassen zu der Hypothese, daÂ 
eine amphipatische Struktur notwendig ist, um Eis an der hydrophilen Seite zu binden und Wasser 
mit der hydrophoben Seite auszuschlieÃŸe (KNIGHT & DEVRIES 1989; KNIGHT et al. 1990; 

YANG et al. 1988). Intensive Studien mÃ¼sse eine Anwort darauf geben, warum in der Anwesen- 

heit von AFGP eine Eiskristallwachstum entlang der C-Achse und nicht der U-Achse stattfindet. 
Wie unterbindet das PAGP das Eiswachstum? 

(B) Die Entdeckung von Gefrierschutzsubstanzen in systematisch weit entfernten Fischtaxa veran- 
lassen zu der Annahme, daÂ es vor der Trennung der Kontinente Fische mit einem Ur-Gefrier- 

schutzprotein gegeben haben muÃŸ Auch die vorliegende Untersuchung und neuere Forschungen 
(Cystein-reiches AFP im Stint und Hering: CHADWICK et al. 1990; DAVIES & HEW 1990; 
EWART & FLETCHER 1990; HSIAO ef al. 1990) deuten an, daÂ die Gefrierschutzsubstanzen 
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monophyletischen Ursprungs sind, und daÂ weiterhin mit der Entdeckung neuer Gefrier- 
schutz(g1yco)proteine zu rechnen ist. 

(C) Gerade in den letzten Jahren sind biotechnologische Aspekte des Gefrierschutzes stark in den 

Vordergrund getreten. Seitdem bekannt ist, daÂ das AFP die Rekristallisation beeinfluÃŸ (KNIGHT 
et al. 1984; KNIGHT & DUMAN 1986), hofft man, unerwÃ¼nscht Prozesse beim Gefrieren zu ver- 
langsamen oder auszuschlieÃŸen Vor allem in der Aquakultur bemÃ¼h man sich intensiv, kom- 

merziell genutzte Fischarten gefrierresistent zu machen, und damit Aquakulturen auch in hohen 

Breiten zu etablieren (DU et al. 1992; FLETCHER et al. 1986, 1988, 1990; HEW et al. 1988; KING 

et al. 1989; LI & HEW 199 1 ; LI et al. 1991 ; MACLEAN & PENMAN 1990). So wird z.B. versucht 
AFP-Gene der Winter-Flunder (P. americarius) in andere Organismen (atlantischer Lachs, Forelle, 
Weizen, etc.) zu transferieren. Eine weitere Anwendung liegt in der Cryopreservation sowohl im 
landwirtschaftlichen (z.B. Einfrieren von Eizellen; RUBINSKY et al. 1990, 1992), als auch im 

medizinischen Bereich (z.B. Einfrieren von Erythrocyten). 
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