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Abkiirzungen
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EGTA (Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)-N,N,N",N"-Tetraessigsédure
g 4 Erdbeschleunigung

HO Homogenisationspuffer
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MS222 3-Aminobenzoesédureethylester
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r Korrelationskoeffizient

RCR Kopplungsgrad (state III Respirationswert / state IV Respirations\%/ert)
RCR,, Kopplungsgrad (state III Respirationswert / state IV, Respirationswert)
T Temperatur

Tab. Tabelle

Tris-HCl Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan-Hydrochlorid

z. B. zum Beispiel
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1 Einleitung

Die geographische Verbreitung von Tieren (Zoographie), hidngt von einer Vielzahl von
Faktoren ab, die bei einer Charakterisierung von Verbreitungsgrenzen berticksichtigt werden
miissen. Das Vorhandensein geographischer Grenzen wie groBe Gebirgsziige oder
weitreichende Wasserflachen reicht, neben Nahrungsangebot oft zur Erkldrung der
Lokalisierung terrestrischer Fauna auf ein bestimmtes Gebiet aus. Solche Grenzen treffen
unter anderem auch fiir Meeresbewohner zu. Nach Eroffnung des Suezkanals drangen tiber 16
indo-pazifische Fischarten vom Roten Meer, wie beispielsweise Siganits rivulatus oder
Hepsetia pinguis in das Mittelmeer ein und wurden dort seBhaft (Norman, 1966). Die
entgegengerichtete Verbreitung von Mittelmeerarten in das Rote Meer hingegen fiel gering
aus, was auf weitere verbreitungslimitierende Faktoren im marinen Bereich hindeutet. Einige
davon wiren Temperatur, Salzgehalt und die chemischen Eigenschaften von Wasser,
Meeresstromungen oder das vorhandene Nahrungsspektrum. Neben dem Nahrungsangebot ist
die Temperatur ein wesentlicher Faktor fiir die Verbreitungsgrenzen von Meeresorganismen.
Aufgrund von auftretenden Temperaturschwankungen im jeweiligen Habitat wird zwischen
eurythermen und stenothermen Meeresorganismen unterschieden. Eurytherme Tiere konnen
grofle Temperaturschwankungen in ihrem Lebensraum tolerieren, wie sie beispielsweise in
der Ostsee vorkommen, bei der im Winter Oberfldchentemperaturen von <1°C und im
Sommer von etwa 20°C auftreten (Lozdn ef al., 1996). Stenotherme Arten hingegen haben
einen geringen Toleranzbereich in Bezug auf Temperaturdnderungen und treten in Gebieten
mit relativ konstanten Temperaturen auf. So zeigen beispielsweise die polaren Meeresgebiete
Arktis und Antarktis tiber das Jahr konstant niedrige Temperaturen, die im Bereich —1,9° bis
1°C liegen (Olbers et al., 1992), und die dort heimische Fauna gilt als streng stenotherm. Aus
einer Arbeit von Peck (1989) geht hervor, dafl flir den antarktischen Brachiopoden
Liothyrella uva die obere lethale Temperaturgrenze schon bei 4,5°C liegt, und Portner et al.
(1999a) fanden die kritische Temperatur (T,) der antarktischen Muschel Laternula elliptica
bei 9°C (T.: Ubergang zu einen anaerobem Stoffwechsel der Mitochondrien, wenn die

Temperatur niedrige oder hohe Extremwerte erreicht (Portner et al., 1999b).
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Stoffwechselprozesse und damit auch der Sauerstoffverbrauch eines Organismus sind in
hohem MaBe temperaturabhéngig. Ein Maf fiir diese Abhidngigkeit ist der Q, ein
empirischer Wert, der aussagt, um welchen Faktor die Geschwindigkeit einer chemischen
Reaktion bei einer Temperaturerhhung um 10°C zunimmt. Fische (Teleoster) gehoren zu
den Ektothermen, deren Korpertemperatur von der Temperatur des sie umgebenden Wassers
bestimmt wird, somit wirken sich Verdnderungen der Umgebungstemperatur auf den
Metabolismus dieser Tiere aus. Eine fortschreitende Temperaturerh6hung fiihrt zu einer
progressiven Steigerung der Stoffwechselrate bis zu einer lethalen Grenze (Johnston et al.,
1991). Mit der Besiedlung des gesamten aquatischen Raums, der Lebensrdume mit extremen
Temperaturen einschlie3t, mufiten folglich Mechanismen entwickelt worden sein, die die dort
lebenden Organismuen vor schiddigenden Temperatureffekten schiitzen. Als gut untersuchte
Mechanismen sind hier die Expression von Hitzeschock-Proteinen (Carratt et al., 1998) oder

die Bildung von Gefrierschutz-Proteinen antarktischer Ektothermen (Cheng, 1998) zu nennen.

Der Begriff einer metabolic cold adaptation (metabolische Kélteadaptation, MCA) hielt in die
wissenschaftliche Literatur Einzug, nachdem Respirationsuntersuchungen an einigen polaren
Fischen bei niedrigen Temperaturen hohere Standardstoffwechselraten (Ruhestoffwechsel
ohne Auftreten von spontaner Aktivitit) aufwiesen, als ein Vergleich mit extrapolierten Daten
borealer Arten mit einem Q,,-Faktor von 2,5 erwarten lief (Scholander ef al., 1953 und
Wohlschlag, 1960). Holeton (1973, 1974) berichtete spédter von niedrigeren
Standardstoffwechselraten bei arktischen Fischen und stellte die metabolic cold adaptation in
Frage. Die hohen Werte der fritheren Arbeiten fiihrte er auf Stref3 bei den Tieren zuriick und
kritisierte die Versuchsdurchfithrung, daf z. B. die Tiere nach Einsetzen in die
Respirationskammern nicht geniigend Erholungszeit hatten und somit verfilschte
Ruhestoffwechselraten ermittelt wurden. Es folgte eine kontroverse Diskussion iiber die
Hypofhese der metabolic cold adaptation und wie ihr Grad zu quantifizieren sei (Clarke,
1983, 1991; Johnston, 1990; Somero ef al., 1998). Der Sauerstoffverbrauch eines Organismus
setzt sich aus einer Summe verschiedener Reaktionen zusammen, wobei die einzelnen

Reaktionen in unterschiedlicher Weise auf Temperaturverdnderungen reagieren kdnnen
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(Clarke, 1991). Es wurden zum einen Respirationsversuche an isolierten Mitochondrien
verschiedener Gewebe (Moyes ef al., 1986; Johnston et al., 1994, 1998; Guderley und
St. Pierre, 1999; Hardewig et al., 1999a; Portner et al., 1999a) als auch Aktivitdtsmessungen
mitochondrialer Enzyme (Alp et al., 1976; Campbell und Davies, 1978; Crockett und Sidell,
1990) durchgefiihrt. Die ermittelten Respirationsdaten lieBen auf keine oder nur auf geringe
Kilteadaptation durch Erhohung der maximalen oxidativen Kapazitdt pro Milligramm
mitochondrialem Protein schlieBen und entsprachen nicht der Hypothese der metabolic cold
adaptation. Die Ergebnisse der mitochondrialen Enzymaktivitidten dagegen zeigten bei den
polaren Arten im Vergleich zu Arten gemifigter Breiten eine hohere Enzymaktivitét pro
Gramrﬁ Frischgewichtg,,e.. Und deuten somit auf eine deutliche Kélteadaptation im aeroben
Energiestoffwechsel polarer Organismen hin. Die erhdhte Aktivitit einiger
membrangebundener Enzyme bei kaltakklimatisierten und kaltadaptierten Arten ist
moglicherweise in einer verdnderten Phospholipidzusammensetzung der mitochondrialen
Membranen begriindet (van den Thillart und Modderkolk, 1978; Wodtke, 1981; Guderley et
al., 1997). Es ist bekannt, daf} jede Lipidklasse ihre spezifische Phaseniibegangstemperatur
besitzt (Gelphase zu liquider Kristalinphase). Aufgrund dessen kann durch eine
Modifizierung der Lipidzusammensetzung die physiologische Effizienz biologischer
Membranen bei verschiedenen Habitattemperaturen aufrechterhalten werden und somit die
Aktivitdt der Proteine (Storelli et al., 1998). Dieses Phdnomen wurde als homeoviscous

adaptation (homeoviskose Adaptation) bezeichnet (Cossins und Sinensky, 1986).

Andere Untersuchungen zeigten, daBl mit einer Kilteakklimatisierung eurythermer Arten eine
Proliferation der Mitochondriendichte einhergeht (Campbell und Davies, 1978; Egginton und
Sidell, 1989; St. Pierre ef al., 1998) und dieser Befund wurde fiir einige polare Arten bestitigt
(Londraville und Sidell, 1990; Sommer, 1998). Aus Literaturdaten ergibt sich eine Tendenz
der Mitochondrien-Proliferation im Muskelgewebe mit abnehmender Habitattemperatur fiir
demersale und gering-aktive Fischarten (Perciformes), wobei die Werte jedoch eine grof3e
Streuung zeigen (Johnston et al., 1998). Da mit dieser Proliferation jedoch anscheinend keine

Hochregulierung der Stoffwechselrate im Sinne der metabolic cold adaptation erfolgt, sahen
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Tyler und Sidell (1984) und Londraville und Sidell (1990) in der erhdhten
Mitochondriendichte moglicherweise eine Kompensierung der verminderten
Diffusionsgeschwindigkeit der Metabolite durch Verkiirzung der intrazelluldren Entfer-
nungen. Eine andere Anpassung an verminderte Diffusionsgeschwindigkeiten bei kalten
Umgebungstemperaturen wird im hohen Lipidgehalt polarer Arten vermutet. Die
Diffusionskonstante fiir Sauerstoff ist in Lipiden etwa 4,4-mal hoher als im wéssrigen
Cytoplasma und es wird angenommen, dafl die gesteigerte Anzahl an Lipidtropfen im
Gewebe polarer Arten die Sauerstoff-Diffusionsrate zwischen Kapillaren und Mitochondrien
erhoht (Londraville und Sidell, 1990; Sidell ef al., 1995). Ein weiterer Grund fiir den htheren
Lipidgehalt liegt wahrscheinlich in der Pridferenz antarktischer Fische zur Oxidierung von
Lipiden. Eine Arbeit von Crockett und Sidell (1990) ergab, daf Enzyme flr die
Fettsdure-Oxidation, wie Carnitin-Palmitoyltransferase, im Muskelgewebe polarer
Organismen um den Faktor 1,3 bis 27 aktiver waren als im Muskelgewebe aus Arten
gemiBigter Breiten. Ebenso zeigten Sidell er al. (1995), daBl die antarktische Art
Gobionotothen gibberifrons im Muskelgewebe eine groflere Kapazitdt fiir die
ATP-Produktion bei der Oxidation von ungesittigten Fettsiuren im Vergleich zu

Kohlenhydraten hatte.

Aus den bis jetzt durchgefiihrten Arbeiten zur Untersuchung einer metabolic cold adaptation
polarer Meeresorganismen kann noch kein einheitliches Bild entworfen werden. Clarke
(1980) erstellte ein Konzept, welches polare Fische in unterschiedliche Metabolismustypen
einteilt, indem zwischen kalt adaptierten Arten (gemifl Wohlschlag, 1964) und polaren Arten
(gemal Clarke, 1980) unterschieden wird (Abb. 1.1) So gehdren moglicherweise die kalt
adaptierten Arten zur polar aktiven - Gruppe (Gruppe 1) mit einem hohen Metabolismus, zu
der hoch entwickelte Arten der Notothenioiden, wie z.B. Trematomus und Pagothenia spp.,
und arktische Gadoiden zéhlen. Zur Gruppe der polar trdgen, spezialisierten Arten mit einem
relativ hohen Stoffwechsel (Gruppe 2) gehort der GroBteil der endemisch antarktischen
Artedidraconiden, Bathydraconiden und einige Notothenioiden, ebenso wie die arktischen

Cottiden. Wohingegen der polar Typ (Gruppe 3), polar triige, nicht spezialisierte Arten mit
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einem relativ geringen Metabolismus, wie beispielsweise die Zoarciden, darstellt (aus

Hubold, 1991).

boreal polar aktiv polar trige polar trige
(spezialisiert) (nicht spezialisiert)

Aktivitit

Wachstum

Reproduktion

Metabolismus

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb. 1.1 Einteilung polarer Fische in verschiedene Metabolismustypen nach Clarke (1980) im
Vergleich zum Stoffwechsel borealer Fische Erklirung siche Text

Versuchstiere: Aalmuttern (Zoarcidae)

Nach Anderson (1994) fand die Entstehung zoarcider Fische zur Zeit des Eozins (55 bis 43
Millionen Jahre) im Bereich des Nord-Pazifiks statt, und ihre Verbreitung entlang der
Westkﬁste des amerikanischen Kontinents wird im friihen Miozin (35 bis 22 Millionen Jahre)
vermutet. In der heutigen Zeit besiedeln sie auch die polaren Gebiete und die
Hydrothermalquellen des Pazifiks, in dem Rosenblatt und Cohen (1986) zwei neue
Aalmutterarten beschreiben konnten. Es gibt ungefihr 220 Arten dieser Familie, von denen
der Grofteil hauptsdchlich im Nord-Pazifik oder Nord-Atlantik vorkommt. Fiir den Siidlichen
Ozean (Antarktis) sind bis jetzt 22 Arten bekannt, von denen der endemische Anteil mit 65%

besonders hoch ist (Anderson, 1990).

Die hier untersuchte eurytherme Art Zoarces viviparus (Abb. 1.2) der nordlichen Hemisphére
lebt in kiistennahen Bereichen in hauptséchlich arktisch-borealen Gewéssern. Ihre siidliche

Verbreitungsgrenze liegt im Wattenmeergebiet der Nordsee. Die Paarung findet zwischen
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August und September statt und nach einer Tragzeit von etwa 4 Monaten werden 30 bis 400
Junge geboren (vivipar). Aufgrund ihrer benthischen Lebensweise setzt sich das
Nahrungsspektrum von Z. viviparus vorwiegend aus Wiirmern, Weichtieren und kleinen
Fischen zusammen (Muus, 1978). Die untersuchten Exemplare dieser Arbeit wurden in der
Kieler Bucht der Ostsee gefangen, in der die jahreszeitlichen Wassertemperaturen zwischen 0

und 14°C schwanken (Dippner, 1999).

Abb. 1.2 Zoarces viviparus und ihre
geographische Verbreitung entlang der
Kiistenlinien Nordeuropas

(veriandert nach Muus, 1978)

Die in der Arbeit untersuchte antarktische Aalmutterart Pachycara brachycephalum
(Zoarcidae) (Abb. 1.3) hat aufgrund der konstant niedrigen Temperaturverhéltnisse (-1,9 bis
1°C) des Siidlichen Ozeans eine streng stenotherme Lebensweise. Thre Verbreitung ist
zirkumantarktisch an kiistennahen Héngen in einer Tiefe von 200 bis 1810 Metern und
P. brachycephalum ernéhrt sich wie Z. viviparus vorwiegend von Wiirmern, Muscheln und
Schnecken (Anderson, 1990). Die Tiere fiir diese Arbeit stammen aus dem Gebiet bei King

George Island.
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Abb. 3 Pachycara brachycephalum
und ihre nachgewiesenen Verbrei-
tungsgebiete in den antarktischen
Gewissern (verdndert nach Ander-
son, 1990)

Fragestellung

In fritheren Arbeiten zur metabolic cold adaptation polarer Organismen wurden oft die
unterschiedlichen Okotypen der untersuchten Arten (pelagisch - benthisch und aktiv — triige)
zu wenig berticksichtigt. Dies wurde unter anderem von Clarke (1983) kritisiert, da bei
Fischen die Lebensweise und Stoffwechselrate in engem Zusammenhang steht. Aus diesem
Grund sollten in dieser Arbeit die oben genannten Arten Zoarces viviparus (eurytherm) und
Pachycara brachycephalum (stenotherm) untersucht werden, die sich in ihrer Lebensweise
stark dhneln. In Zusammenhang mit einer Kélteadaptation der antarktischen Art sollte
liberpriift werden, durch welche mitochondriale Ausstattungen die beiden Arten an ihre

jeweilige Habitattemperatur angepafit sind.
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Zu diesem Zweck wurde der Einflufl der Temperatur auf die mitochondriale Respiration
isolierter Lebermitochondrien der eurythermen Art Zoarces viviparus unter Verwendung
versohiedener Substrate (Succinat und Pyruvat + Malat) untersucht. Aufgrund von
unerwarteten Schwierigkeiten bei den mitochondrialen Respirationsversuchen mit
P. brachycephalum war es im Zeitraum dieser Arbeit nicht moglich, eine Aussage iiber einen
Unterschied in der temperaturabhingigen Respiration isolierter Mitochondrien der beiden

Arten zu treffen.

Neben den mitochondrialen Respirationseigenschaften wurde der Temperatureinflufl auf die
Enzymaktivitdt der mitochondrialen Citratsynthase gemessen, um auf eine Kélteadaptation

der oxidativen Kapazitét polarer Mitochondrien schlieflen zu koénnen.

Zudem wurde der mitochondriale Proteingehalt der Leber beider Arten bestimmt, um
Aussagen Uber eine mogliche kilteinduzierte Mitochondrien-Proliferation, wie sie fiir
Muskélgewebe nachgewiesen wurde, auch fiir die Leber einer antarktischen Art treffen zu

konnen.
Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit behandelt werden:

1. Welche Abhingigkeit besteht zwischen der Temperatur und der mitochondrialen

Respiration bei der Verwendung unterschiedlicher Substrate ?

2. Lassen sich Unterschiede in der Enzymaktivitdt der Citratsynthase in Abhéngigkeit von
der Temperaur bei Zoarciden verschiedener Verbreitungsgrenzen im Sinne einer

Kélteadaptation erkennen ?

3. Trifft die kilteinduzierte Mitochondrien-Proliferation auch fiir die wenig untersuchte

Leber zu ?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die aus der Ostsee stammenden Exemplare von Zoarces viviparus wurden in der Kieler
Bucht von der Firma Butt (Strande, Kiel) mittels Reusen gefangen und nach Uberfiihrung
im Aquarium des Alfred-Wegener-Instituts (AWI) bei einem Tag-Nacht-Zyklus von 12
Stunden gehiltert. Die Becken waren mit natiirlichem Seewasser aus der Nordsee gefiillt,
welches mittels Leitungswasser verdiinnt, eine Salinitdt von 17%o und eine
Wassertemperatur von 10 £ 1°C hatte. Die Fiitterung der Tiere erfolgte jede Woche mit
lebénden Nordseekrabben Crangon crangon, die aus dem benachbarten ,,Zoo am Meer*
stammten.

Die antarktischen Exemplare der Art Pachycara brachycephalum wurden wihrend der
Expedition ANT XV /3 des deutschen Forschungsschiffes Polarstern im Mérz 1998 mit
bekdderten Reusen bei King George Island gefangen (62°11,2 S 58°15,2 W, Tiefe: 455m
und 62°10,9 S 58°20,8 W, Tiefe: 397m). An Bord fand die Hilterung der Tiere im
Aquariumcontainer bei einer Temperatur von 0 = 1°C statt, dessen Becken Seewasser der
Region enthielten. Im Institut entsprachen die Hilterungsbedingungen der von
Z. viviparus, wobei die Wassertemperatur bei 0 £ 1°C und die Salinitédt bei 32%o lag. In
der nachfolgenden Tabelle 2.1.1 sind die Daten der Versuchstiere zusammengefa3t

dargestellt.

Tab. 2.1.1 Zusammenfassung der Versuchstier-Daten

Art: Fangzeit: Hilterung im AWIL: Versuch:
Z. viviparus September 1998 | seit Oktober 1998 Mitochondriale Respiration
Lipidgehalt
August 1999 seit August 1999 Citratsynthase- Aktivitit
Lipidgehalt
P. brachycephalum Mirz 1998 seit Juni 1998 Citratsynthase- Aktivitét
Lipidgehalt
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2.2 Analysen

2.2.1 Mitochondriale Respiration

2.2.1.1 Isolierung der Mitochondrien

Pro MeRtag wurde ein Fisch mit dem Betdubungsmittel MS222 anisthetisiert
(Z. viviparus : 0,3 g/ 1; P. brachycephalum : 0,5 g / 1) und nach der schnell durchgefiihrten
Priparation der Leber mit einem Genickschnitt getdtet. Fiir mitochondriale
Untersuchungen ist die Leber ein geeignetes Gewebe, da sie mit 1000 bis 2000
Mitochondrien pro Leberzelle eine hohe mitochondriale Dichte besitzt. Das Gewebe wurde
in eine eisgekiihlte Plastikschale mit Homogenisationspuffer” (HO": 50 mM Hepes, 85 mM
KCI, 80 mM Saccharose, 50 mM EDTA, 5mM EGTA, 1% (w/v) BSA,
I pul / ml Aprotinin, pH 7,1) iberfiihrt (ca. 1 g Leber /30 ml Puffer), mit Scheren
kleingeschnitten und mit einem Teflon-Pistill und 30 ml Glas-Potter vom Typ
Potter-Elvejhem Homogenisator ca. 5 min bei niedrigster Umdrehungszahl extrahiert. Die
erste Zentrifugation, zur Sedimentierung der Zelltriimmer, erfolgte mit einer auf 0°C
vorgekiihlten Zentrifuge (Sigma, Osterode am Harz, Deutschland) bei einer
Geschwindigkeit von 300 g und einer Dauer von 12 min. Nach Uberfiihrung des
Uberstands in gekiihite Zentrifugenrshrchen und Lagerung auf Eis wurde das Pellet mit
30 ml HO" rehomogenisiert und erneut bei 300 g fiir 12 min zentrifugiert, um die Ausbeute
an Mitochondrien zu erhdhen. Beide Uberstinde wurden dann fiir 8 min bei 9500 g
zentrifugiert, um die im Uberstand befindenden Mitochondrien zu sedimentieren. Die
Resuspendierung des mitochondrialen Pellets erfolgte mit 2 ml Assaymedium® (AM™:
50 mM Hepes, 80 mM KCl, 80 mM Saccharose, 5 mM KH,PO,, 1% (w/v) BSA,
1 ul / ml Aprotinin, pH 7,1). Hierbei wurde darauf geachtet Luftblasen zu vermeiden, da
diese die Mitochondrien beschidigen konnen und somit deren Qualitdt negativ
beeinflussen. Die mitochondriale Suspension (M-Suspension) wurde flir die

anschlieBenden Respirationsmessungen auf Eis gelagert.
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2.2.1.2 Mitochondriale Respiration

Mef3prinzip:

Der mitochondriale Sauerstoffverbrauch bei verschiedenen Temperaturen wurde in einer
temperierbaren Glaskammer mit einer PO,-Elektrode der Firma Eschweiler (Kiel,
Deutschland) vom Typ Clarke tiber ein PO,-Pikoampére MeRgerit (Eschweiler) gemessen
und mit einem Schreiber der Firma Kipp & Zonen aufgezeichnet. Die Temperierung der
Kammer erfolgte iiber ein verbundenes Thermostat vom Typ FP30 der Firma Julabo
Labortechnik (Seelbach/Schwarzwald, Deutschland). Einen Uberblick der Versuchsanlage

zeigt Abb. 2.2.1.

Abb. 2.2.1 Darstellung des Versuchsaufbaus
( 1 : Thermostat, 2 : Elektrode in temperierter Na,SO;-Losung, 3 : Schlauch zur
Beliiftung des temperierten Assaymediums, 4 : Magnetriihrer, 5 : PO,-Elektrode in der
MeBkammer, 6 :zweite Glaskammer zur Temperierung der Elektrode,
7 : PO,-Pikoampére MeBgeriit, 8 : Schreiber)



MATERIAL UND METHODEN 12

Die Einstellung der jeweiligen MeBtemperatur erfolgte mit einer Abweichung von + 0,3°C.
Fiir eine homogene Mischung des Mediums wihrend der Messung sorgte ein Magnetstab
mit ca. 350 Umdrehungen pro Minute, angetrieben durch einen Magnetrithrer vom Typ

Mini MR 1 basic der Firma IKA Labortechnik (Staufen, Deutschland) (s. Abb. 2.2.2).

Abb. 2.2.2 Sauerstoff-Elektrode in der MeBkammer

(1 : Kunststoffgehduse der Elektrode, 2 : PO,-Elektrode
vom Typ Clarke, 3 :temperierbare Glaskammer,
4 : Magnetstab, 5 : Magnetriihrer

Durchfiihrung:

Die Eichung der Elektrode erfolgte bei der jeweiligen Temperatur mit gesiittigter
Na,SO;-Losung fiir 0%- und mit stdndig beliiftetem Assaymedium (AM' ohne BSA und
Aprotinin) fiir 100%-Luftséttigung, wobei fiir die Bestimmung der Elektrodendrift eine
Aufzeichnung von 5 min vorgenommen wurde. Der Sauerstoffpartialdruck in der Kammer

wurde pro Meftag anhand des Barometerdrucks nach folgender Formel ermittelt:

PO,= (P, - PH,0) - 0,209

Po, : Sauerstoffpartialdruck (Torr)

P, : Barometerdruck (Torr)

PH,0 : Wasserdampfdruck bei der jeweiligen MeBtemperatur (Torr)
0,209 : fraktioneller Anteil von Sauerstoff an trockener Luft.

Die Messungen erfolgten bei den Temperaturen 1°, 3°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25° und 30°C.

Dazu wurden 100 ul M-Suspension in die Kammer gegeben, die neben Assaymedium®
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5 uM ApSA, einen Inhibitor der Myokinase, und Substrat (3,3 mM Succinat bzw.
3,2 mM Pyruvat + 0,5 mM Malat) enthielt. Nach Zupipettieren von ADP
(Endkonzentration 0,3 mM) erfolgte das Aufzeichnen der oxidativen Phosphorylierung
(state III Respiration), die nach der Phosphorylierung des zugegebenen ADPs in die
state IV Respiration liberging. Die angegebenen Molarititen beziehen sich auf das
Endvolumen von 1 ml. Nach ca. 5 min state IV Respiration wurde Oligomycin, ein
Inhibitor der mitochondrialen F,F,-ATPase, in einer Endkonzentration von 2 ug/ ml
zugegeben, und der Sauerstoffverbrauch (state IV, Respiration) fiir weitere 5 min
aufgezeichnet.

Bei den Respirationsmessungen mit Pyruvat + Malat als Substrat erfolgte die Zugabe von
ADP und Oligomycin mittels Hamilton-Spritzen (50 pl Volumen). Dadurch vereinfachte
sich die Messung bei den hohen Temperaturen, bei denen die Herausnahme der Elektrode
aufgrund der wirmebedingten Ausdehnung des Elektrodenhalters erschwert war. Bei den
niedrigen Temperaturmessungen (1° bis 5°C) wurden statt 100 ul 200 ul M-Suspension
und nur 10 pl ADP (entspricht einer Endkonzentration von 0,12 mM) zugegeben, um die
Messung innerhalb von 30 min durchfiihren zu kénnen. Es wurde jedoch darauf geachtet,
daf3 die Messungen noch im Séttigungsbereich abliefen. Die Messungen wurden innerhalb
von 7 bis 8§ Stunden beendet, da die Qualitét der isolierten Mitochondrien nach diesem

Zeitraum merklich abnahm.

Auswertung:

Zum leichteren Verstdndnis der nachfolgenden Berechnungen ist eine Skizze einer

Schreiberaufzeichnung dargestellt (Abb. 2.2.3).
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A7cit

state III

B, B
Schreiberbreite
<« >
100% 0%
Abb. 2.2.3 schematische Skizze einer Schreiberaufzeichnung
B,, B Winkel der Elektrodendrift bei der jeweiligen Eichung (°)

o 1, 02, 03: Winkel des jeweiligen respiratorischen Zustands (°)

Mittels eines Geodreiecks wurden die Winkel B3,, B,, o,, o, und o, bestimmt und
anschliefend der Tangens berechnet. Die Tangens-Werte wurden um die Elektrodendrift,
die Einstellung des Schreibers (range und Geschwindigkeit) und die Volumenzugabe von

M-Suspension und ADP folgendermaRen korrigiert:

tan o, = (tan o, — tan B3, - tan B,) K,
K : Korrekturfaktoren fiir die oben genannten Punkte.
Fiir die Berechnung der Sauerstoffverbrauchswerte wurden die korrigierten Tangens-Werte

der mitochondrialen Respirationsraten in folgende Formel eingesetzt:

tano - ve - V.., - range, - 3.,
S Ka 2 O

MO, =
range, - Cy

MO,.  Sauerstoffverbrauch (nmol O, - min" - mg™' mitochondrialem Protein)

vS: Schreibergeschwindigkeit (cm - min™)

VKa: Volumen der Kammer (1)

BO2:  O,-Loslichkeitskoeffizient im AM bei MeRtemperatur (umol - 1-1 - Torr-1)
rangel: Schreiberbreite (cm - %-1 O,)

range,: Schreiberbreite (Torr - %™ O,)

Cy mitochondriales Protein (mg)
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Bestimmung des mitochondrialen Kopplungsgrads:

Der mitochondriale Kopplungsgrad (RCR = RespirationsControlRatio) gibt Aufschlufl
iber die Qualitét der isolierten Mitochondrien. Er ist das Verhiltnis der Respirationsrate in
Anwesenheit von Substrat und ADP (state III) zu der Respirationsrate, nachdem das ADP

phosphoryliert (state IV) bzw. nachdem die F,F,-ATPase gehemmt (state IV ;) wurde.

Die Berechnung hierfiir lautet:

MO, (state III)

RCR = =
MO, (state IV)

MO, (state III)

bzw. RCR_ = =
o MO, (state IV,,)

Bei Fischmitochondrien deuten Werte iiber 7 auf intakte und somit gut‘ gekoppelte
Mitochondrien hin, wohingegen niedrigere Werte fiir eine schlechte Qualitdt zeugen.
Jedoch ist eine gewisse Abhéngigkeit des Kopplungsgrads vom verwendeten Substrat
vorhanden. Substrate, die bei niedrigen Respirationsraten oxidiert werden, haben eine
niedrige state III Respirationsrate und somit niedrige RCR- bzw. RCR -Werte (Ballantyne,

1994).

Bestimmung der Q,,-Werte, der Aktivierungsenergien und moéglicher Arrhenius Break

Temperaturen:

Der Q,, gibt den Faktor an, um welchen die Geschwindigkeit einer Reaktion bei einer
Temperaturzunahme um 10°C erhoht wird. Seine Berechnung erfolgt mit folgender

Fofmel:

. 10
MO2T., T,-T,
Q10 - MOZT

MOZT] . Sauerstoffverbrauch bei T, (nmol O, - min™' - mg™ mitochondrialem Protein)

MO, : Sauerstoffverbrauch bei T, (nmol O, - min" - mg"' mitochondrialem Protein)

T,, T,: MefBtemperatur (K)
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Die Aktivierungsenergie (E,), ein Maf fiir den zum Starten der Reaktion nétigen
Energiebetrag, erhilt man tiber die Darstellung der Sauerstoffverbrauchswerte mittels des
Arrhenius-Plots. Er ergibt sich durch das Auftragen der In-transformierten MOZ-Werte
gegen die inverse absolute Temperatur. Anhand der Steigung der Regressionsgeraden

wurde dann die Aktivierungsenergie nach einer modifizierten Formel von Segel (1976)

berechnet.
E, = -R'm
E,: Aktivierungsenergie (J - mol™)
R: Gaskonstante (J - mol! - K™)
m: Steigung.

Diese Darstellungsweise eignet sich ebenfalls zur Bestimmung moglicher
Temperatureffekte auf mitochondriale Funktionen, indem der Arrhenius-Plot auf
Diskontinuitdten seiner Steigung analysiert wird. Mittels einer Regressionsanalyse kann

somit eine mogliche Arrhenius Break Temperatur (ABT) ermittelt werden.

2.2.1.3 Bestimmung des Proteingehalts

MefBprinzip:

Fiir die Bestimmung des Proteingehalts wurde die gegeniiber der Biuret Methode (Gornall
et al., 1949) sensitivere Coomassie brillant blue Methode nach Bradford (1976)
angewandt. Die Messung wurde mittels eines Spektrophotometers (Pharmacia, LKB
Biochrom 4060, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt und beruht auf der Verschiebung des
Abéorptionsmaximum einer sauren Coomassie Blue-Ldsung nach Bindung an Proteine von

465 auf 595 nm.

Durchfiihrung:
Nach der Prdparation wurden jeweils 50-100 ul M-Suspension und 200 ul Assaymedium”®

bei — 20°C eingefroren, um nach Beendigung der Respirationsversuche den Proteingehalt
der Proben zu ermitteln. Nach Erstellen einer Eichgerade mit reinem BSA, wurden die
aufgetauten Proben 1:200 mit 0,9% NaCl verdiinnt und davon jeweils 100 ul in

Kunststoffkiivetten mit vorher filtrierter 1 ml Coomassie Blue-Losung (20 mg Coomassie
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Blue brillant G-250 + 10 ml reinem Ethanol + 20 ml H;PO, (85%) auf 200 ml mit
destillierten H,O aufgefiillt) gegeben. Nach kurzem Riihren mit einem Plastikspatel und
einer Wartezeit von 10 min konnte dann die Messung vorgenommen werden. Uber einen
angeschlossenen Computer wurden die gemittelten Werte der jeweils dreifach
durchgefiihrten Messung in einer Konzentration von pg Protein / 100 ul, festgelegt iiber

die Eichreihe, ermittelt.

Auswertung

Der Proteingehalt wurde mit folgender Formel berechnet:

o = (CMP B CAM*P) Vi
M FG,

Cyt mitochondrialer Proteingehalt (mg - g Frischgewicht)
cwp:  Proteingehalt der M-Suspension (ug - 100 ul™)

Camsp: Proteingehalt des AMs*™ (ug - 100 ul™)

Vu:  Volumen der M-Suspension (ul)

FG,: Frischgewicht der Leber (g)

2.2.1.4 Bestimmung des P/O — Verhiltnisses

Mit der Menge an Sauerstoff, die zur Phosphorylierung einer bekannten Menge an ADP
verbraucht wird, 148t sich das Verhiltnis von Phosphat zu Sauerstoff (kurz P/O) ermitteln.
Hierflir kamen in dieser Arbeit zwei Methoden zur Anwendung. Zum einen die klassische
Methode, bei der die eingesetzte ADP-Stoffmenge durch den Sauerstoffverbrauch dividiert
wird, zum anderen die Methode, bei der mittels einer luminometrischen Messung die
produzierte ATP-Konzentration ermittelt wurde, welche statt der ADP-Stoffmenge in die

Berechnung einging.

2.2.1.4.1 Auswertung nach der klassischen Methode
Anhand der Schreiberaufzeichnung wurde der Sauerstoffverbrauch wihrend der state III

Respiration ermittelt.
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A7t

state I1I

Schreiberbreite (cm)
<+ >

100% 0%
Abb. 2.2.4 Schematische Skizze einer Schreiberaufzeichnung Erklirung siehe Text

Nach Ausmessen der Strecke a (Abb. 2.2.4), wurde der Wert in nachfolgende Formel
eingesetzt und somit der Sauerstoffverbrauch der oxidativen Phosphorylierung einer

bekannten Menge an ADP berechnet.

1o, =

-range, - B, + Vg, -2
range,

[TO,: absoluter Sauerstoffverbrauch (nmol O)

a: Sauerstoffverbrauch von state III (cm)

range,: Schreiberbreite (cm - %' O,)

range,: Schreiberbreite (Torr - %™ O,)

Bo,:  O,-Loslichkeitskoeffizient von AM bei MeBtemperatur (umol - 1" - Torr™)
Vi Volumen der Kammer (1)

2: Umrechnungsfaktor auf atomaren Sauerstoff

Die Stoffmenge des umgesetzten ADP ergab sich aus dessen Konzentrationszugabe. Durch

Einsetzten beider Werte in folgende Formel, erhielt man das effektive P/O-Verhéltnis.

P/O = Sape
T1o,

Capp:  Stoffmenge des zugegebenen ADP (nmol P)
ITO,: absoluter Sauerstoffverbrauch (nmol O)
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2.2.1.4.2 Methode mittels luminometrischer Messung der ATP-Produktion
MeBprinzip:
Diese Methode basiert auf der Biolumineszenz-Technik, bei der eine stabile Lichtmenge

gemessen wird, die durch nachfolgende Reaktion produziert wird.

ATP + D-Luciferin + O, e o, Oxyluciferin + AMP + PPi + CO, + Licht
Die Auswertung der Messung erfolgte anhand von Schreiberaufzeichnungen.

Durchfiihrung:

Die Eichung des Luminometers (1250 Luminimeter von Bio Orbit, Finnland) mit
ATP-Standard (Bio Orbit) erfolgte an jedem Meftag. Fiir die Messung wurden bei jeder
MefRtemperatur wihrend der state III Respiration, in einem geeigneten zeitlichen Abstand,
zweimal 10 pl Probe (Probe I und II) mittels einer Hamilton-Spritze (50 ul Volumen)
abgenommen und in ein Eppendorf-Gefdfl (2 ml Volumen) mit 990 ul Tris-Puffer (0,1 M
Tris-Acetat Puffer + 2 mM EDTA, pH 7,75) tiberfiihrt. Nach kurzem Erhitzen (etwa 2 min)
in einem Wasserbad (95°C < T > 100°C) zur Deaktivierung der ATPase, wurden die
Proben kurzfristig auf Eis gelagert. Fiir die Messung wurde ein Probevolumen von 10 ul in
eine spezielle Kiivette (Typ 2174-086 von Clinicon) mit 790 pl Tris-Puffer und 200 ul
Monitoring Reagenz gegeben und kurz geriihrt.

Bei der Abnahme der Proben wurde der jeweilige Sauerstoffgehalt in der Kammer notiert,

wodurch sich der Sauerstoffverbrauch mit nachfolgender Formel ermitteln lief3.

Auswertung:

Berechnungsformel fiir den Sauerstoffverbrauch:

1O, = (Poz, _Pozz)'.Bo: Vi "2

[1O,: absoluter Sauerstoffverbrauch (nmol O,)

PO,,: Sauerstoffpartialdruck bei der ersten Abnahme (Torr)
PO,,: Sauerstoffpartialdruck bei der zweiten Abnahme (Torr)
Bo,:  Loslichkeitskoeffizient von O, im AM (umol - I"" - Torr™)
Vi.: Volumen der MeBkammer (1)

2: Umrechnungsfaktor auf atomaren Sauerstoff.
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Die Auswertung der produzierten ATP-Stoffmenge erfolgte mit der Formel:

Catp = (Xz _Xl)‘CE

Carps  Stoffmenge des produzierten ATP (nmol P)
X, luminometrischer Mefwert der zweiten Abnahme (cm)
X, luminometrischer Meflwert derersten Abnahme (cm)
ce:  jeweilige Eichung (nmol P -107 - cm™).
Zur Berechnung des effektiven P/O-Verhiltnisses gingen beide Werte in folgende Formel

ein.

P/O = AT
o,

Carp:  Stoffmenge des produzierten ATP (nmol P)
I10,: absoluter Sauerstoffverbrauch (nmol O)

2.2.2 Messung der spezifischen Citratsynthase-AKktivitit

Die Citratsynthase ist neben Enzymen wie Cytochrom-Oxidase oder
Glutamat-Dehydrogenase ein Markerenzym fiir Mitochondrien (Ballantyne, 1994). Als
Markerenzym wird ein Enzym bezeichnet, das spezifisch in einem Zellorganell lokalisiert
ist und zu dessen Charakterisierung dienen kann. Citratsynthase katalysiert die Bildung

von Citrat im Citratzyklus und ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert.

Die Messung diente zum einen der Untersuchung unterschiedlicher Enzymausstattungen
der Lebermitochondrien der beiden Arten Z. viviparus und P. brachycephalum, infolge
einer Kilteadaptation der antarktischen Aalmutter, zum anderen konnte damit eine
genauere Ermittlung des mitochondrialen Proteingehalts der Leber vorgenommen werden.
MeBprinzip:

Die Messung der Citratsynthase-Aktivitdt wurde an einem mittels angeschlossenem
Thermostat (Julabo) temperierbaren Spektrophotometer (DU 7400, Beckmann, Miinchen,
Deutschland) nach einer modifizierten Anleitung von Sidell ef al. (1987) durchgefiihrt. Ihr

liegt folgende Reaktion zugrunde:
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Oxalacetat + Acetyl-CoA + DTNB + H,0 —229uhee o Citrat + DTNB-SH-CoA-Komplex

DTNB bildet mit aliphatischen Schwefelgruppen einen Farbkomplex, der bei einer
Wellenldnge von 412 nm stark absorbiert. Die Zunahme der Absorption ist proportional
zum umgesetzten Substrat und kann damit zur Quantifizierung der Enzymaktivitat

herangezogen werden.

Durchfiihrung:

Die Prédparation der Leber und Isolierung der Mitochondrien wurde wie in 2.2.1.1
beschrieben durchgefiihrt, allerdings mit einigen Verdnderungen. Aufgrund des geringeren
Anspruchs an die mitochondriale Proteingehaltausbeute und aus methodischen
Einschriinkungen entfiel die zweite Zentrifugation bei 300 g und 12 min. AuBerdem
erfolgte die Zentrifugation mit einer Ultrazentifuge (Model L7 der Firma Beckman
Instruments, Miinchen, Deutschland), da die Zentrifuge der Firma Sigma fiir eine
Expedition benotigt worden war. Die Resuspendierung des mitochondrialen Pellets
erfolgte mit Assaymedium ohne BSA. Durch die weitere Verarbeitung der Suspension mit
Smintitiger Behandlung (output control 8, Duty cycle 50%) mit einem auf 0°C
temperierten Branson Sonifier 450 der Firma G. Heinemann (Ultraschalltechnik,
Schwibisch Gmiind, Deutschland) verdnderte sich die BSA-Konzentration und storte die
Proteinbestimmung. Die anschlieBende Zentrifugation (7400 g fiir 5 min mit einer
Eppendorf Zentrifuge vom Typ 5402, Hamburg, Deutschland) diente zur Sedimentierung
der Zellfragmente und der Citratsynthase enthaltende Uberstand wurde fiir die weitere
Messung auf Eis gelagert.

Fir die Messung der Citratsynthase-Aktivitit pro Gramm Leber (,,maximale*
Citratsynthase-Aktivitit), die zur Berechnung des mitochondrialen Proteingehalts diente,
wurden wihrend der Prédparation Stiicke der kleingeschnittenen Leber (Sumrﬁe zwischen
0,25g bis 0,965g Frischgewicht) abgenommen und zu eisgekiihltem Homogeni-
sationspuffer ohne BSA gegeben (Volumen 5 bis 10 ml). Diese Leberstiicke wurden
zeitlich parallel zur Mitochondrienpridparation bei hoher Umdrehungszahl mit dem

Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik) in einem Glasgef4 homogenisiert. Von dem Extrakt
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wurden jeweils 1 bis 2 ml in Eppendorf-Gefidfle pipettiert und wie die mitochondriale
Suspension mittels Branson Sonifier 450 und anschlieBender Zentrifugation aufbereitet
(siehe oben).

In einer Plastikkiivette wurden 750 pl 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 ul 5 mM DTNB,
20 ul 20 mM Acetyl-CoA und 160 ul (H,O + Probe) zusammenpipettiert und mit einem
Plastikspatel gut verrithrt. Nach Beginn der Messung wurde das Einstellen einer
konstanten Extinktion abgewartet, und dann die Reaktion mit 20 pl 20 mM Oxalacetat
gestartet.

Die Messung der Citratsynthase-Aktivitit isolierter Lebermitochondrien wurde bei den
Temperaturen 0°, 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 18°, 21°, 25° und 30°C durchgefiihrt. Die

,maximale* Citratsynthase-Aktivitdt wurde nur bei 25°C gemessen.

Auswertung:

Die Berechnung der Citratsynthase-Aktivitdt erfolgte mit einer nach dem

Lambert-Beerschen Gesetz hergeleiteten Formel:

AE . V}(u . VSuspension
At e:d-Vp  Cyprogeiy

EA = ﬁ . VK(j . VSuspension

bzw

At e-d-V, FG,
E,: Enzymaktivitit (units - mg"' mitochondrialem Protein, bzw. - g' FG,)
AE / At:  Absorption pro Zeit (min™')
A Volumen der Kiivette (ul)
e: Extinktionskoeffizient (13,61 ml - pmol” - cm™)
d: Dicke der Kiivette (cm)
V. Volumen der Probe (ul)
Vsuspension:  g€samtes Volumen der Préparationssuspension (ml)

Crmproeins  Mitochondrialer Proteingehalt (mg)
FG,: Frischgewicht der Leber (g).
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Die Berechnung des mitochondrialen Proteingehalts der Leber erfolgte mit nachstehender

Formel.

C* — CM—Protein ) ACS
M-Protein A
CS

C woproein: Mitochondriale Proteingehalt (mg - g FG, .,

Catproein: PrOteingehalt der mitochondrialen Suspension (mg - g FG ..

A'cst  ,maximale” Citratsynthase-Aktivitit bei 25°C (units - g FG, .0

A ¢ Citratsynthase-Aktivitdt der mitochondrialen Suspension bei 25°C
(units + g FGy o).

2.2.3 Bestimmung des Lipidgehalts

Aufgrund der Uberlegung, ob und inwieweit die Lipidkonzentration der Leber die
mitochondriale Préparation und somit moglicherweise die Qualitdt der isolierten
Mitochondrien beeinflufit, wurde nach einer modifizierten Methode von Bligh und Dyer
(19-59) der totale Lipidgehalt bestimmt.

Messprinzip:

Durch ein ausgewogenes Mischungsverhéltnis von Chloroform : Methanol : Wasser
erlangt man durch Zugabe von Lipid enthaltender Probe eine Trennung in zwei Phasen.
Aufgrund dieser Phasentrennung, bedingt durch unterschiedliche Losungseigenschaften,
befinden sich in der unteren Chloroform-Schicht die Lipide und in der oberen die

wasserloslichen Bestandteile.

Durchfiihrung:

Die Préparation der Leber erfolgte wie in 2.2.1.1 beschrieben. Etwa 0,25 g Leber wurden
mittels eines Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik) in einem 15 ml Chloroform-Methanol
Gemisch (Mischungsverhéltnis 1:2) bei hoher Umdrehungszahl 2 min homogenisiert. Nach
Zugabe von 5 ml Chloroform und kurzem Mischen der Suspension, wurden 5 ml
destilliertes Wasser zupipettiert und erneut gemischt. Nach der Filtration der Suspension
durch ein Whatman Nr.1 Filterpapier in einen Glasscheidetrichter und nochmaligem

Mischen, erfolgte die Phasentrennung. Nach kompletter Trennung und Aufklarung der
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Phasen, erleichtert durch Zugabe weniger Tropfen 0,88%iger KCIl-Losung zur
Prdteinf'aillung in der oberen Phase (bildete eine diinne Trennschicht zwischen den Phasen),
konnte die Chloroform-Phase in ein vorher gewogenes Glasgefif3 abgelassen werden. Zur
schnelleren Verdampfung des Chloroforms erfolgte eine Beliiftung mit Stickstoff. Danach
wurde das Gefdf3 iiber Nacht in einen Exikator gestellt, um etwaige Wasserriickstdnde zu
entfernen, und durch erneutes Wiegen am néchsten Tag konnte der Lipidgehalt mit

nachfolgender Formel bestimmt werden.

Auswertung:
(Gr2—Gn1)
CLipg = T EGL

CLpi:  Lipidgehalt (g - g Trockengewicht der Leber)
Gp .. Gewicht des GefidBies bei der zweiten Wigung (g)
Gr i Gewicht des Gefidfles bei der ersten Wigung (g)
FG,:  Frischgewicht der Leber (g)

2.2.4 Statistik

Zur Uberpriifung der Ergebnisse auf 95% Abweichung vom Mittelwert wurde der
Ausreiflertest nach Nalimov (Noack, 1980) angewandt. Die statistische Auswertung der
MeBergebnisse erfolgte mittels einer Varianzanalyse (F-Test, Super ANOVA, Abacus
Concepts, Inc., Berkeley, USA) und Covarianzanalyse (ANCOVA, StatView, Abacus
Concepts). Zeigten diese einen signifikanten Unterschied (p<0,05), wurde durch
anschliefend durchgefiihrten Student's t-Test ermittelt, welche Paarungen sich signifikant
unterschieden. Hierbei wurde zwischen gepaarten und ungepaarten Proben unterschieden.
AuBerdem wurde die Contrasts Analyse aus Super ANOVA zur Ermittlung signifikanter

Unterschiede verwendet.

Die statistische Auswertung der Arrhenius-Plots erfolgte iiber eine Regressionsanalyse
(Super ANOVA) mit anschlieBendem t-Test zur signifikanten Uberpriifung beim Vergleich

der Steigungen.



MATERIAL UND METHODEN 25

In der nachfolgenden Ausfiihrung der Ergebnisse beziehen sich die Angaben der
ermittelten Werte, falls nicht anders erwidhnt, jeweils auf den
Mittelwert £ Standardabweichung (MW + S.D.). Bei n = 2 wurde statt der S.D. die mittlere
Abweichung (M.A.) angegeben. Bei Angaben von mathematischen Gleichungen, die zum
cinen tiber das Curve Fitting Programm in Sigma Plot (Jandel Scientific, Macintosh, USA)
oder tiber Simple Regression in Super ANOVA ermittelt wurden, werden die zugehorigen
statistischen Begriffe r und p mitaufgefiihrt. Der Wert r gibt den Korrelationskoeffizienten
nach Brevais und Pearson (Engel, 1997) an und dient zur Ermittlung einer signifikanten
Beziehung zwischen zwei normalverteilten Variablen (die jeweiligen x- und y-Werte der

Diagramme). p gibt die Signifikanz der Steigung an.

Werden im folgenden Signifikanzen angegeben, so beziehen sich diese jeweils auf die

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.
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3 Ergebnisse
3.1 Mitochondriale Respirometrie

Mit diesem Versuch sollten sowohl Temperatureffekte auf den mitochondrialen Stoffwechsel
von Z. viviparus im Temperaturbereich von 1° bzw. 3° bis 30°C, als auch eventuelle
Stoffwechselunterschiede in Bezug auf das angebotene Substrat, Succinat im Vergleich zu

Pyruvat + Malat, untersucht werden.

3.1.1 Mitochondriale Respirationsraten

Die mitochondrialen Respirationsraten zeigten sowohl bei der Verwendung von Succinat als
auch von Pyruvat + Malat einen exponentiellen Anstieg mit signifikanter Steigung iiber den
gesamten Temperaturbereich von 1° bzw. 3° bis 30°C (Abb. 3.1.1 und 3.1.2). Mit beiden
Substraten war bei den Respirationsraten (III, IV und IV,) eine signifikante Zunahme der
Sauerstoffverbrauchswerte mit steigender Temperatur zu verzeichnen. Die Differenz
zwischen den Respirationsraten III und IV, stellt eine vorsichtige Schiitzung der
phosphorylierenden Respiration dar, da Protonen-Leckstrome (protonen leakage), nicht iiber
die ATPase gekoppelte Protonenfliisse, unter state III Bedingungen nicht oder in geringerem
Masse auftreten als unter state IV, Bedingungen (Portner ef al., 1999a). Mit Succinat zeigte
sich eine niedrigere exponentielle Zunahme der Sauerstoffverbrauchswerte als mit
Pyruvat + Malat. Aus Abbildung 3.1.1 B ist zu entnehmen, da ab 20°C keine signifikante
Zunahme des Sauerstoffverbrauchs zum vorherigen Wert mehr zu verzeichen war. Die Werte
von 15° bis 30°C lagen bei einem Mittelwert von 15,18 £ 5,46 nmol O - min™' - mg™

mitochondrialem Protein.
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Abb. 3.1.1 Mitochondrialer Sauerstoffverbrauch mit verschiedenen Substraten in Abhingigkeit
von der Temperatur (MWxS.D., bei 1°, 3° und 5°C (5° nur ¥) MWEM.A.,
—: kennzeichnet Bereich (20° bis 30°C) mit Succinat ohne signifikante Steigung,
*: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten, Test: ANCOVA und Contrasts
Analyse, n=2-8)

Exponentialgleichungen der Respirationsraten mit Succinat:
state I11: £ (3°-30°C) = exp(0,06 - x + 1,77) (r = 0,934)
state III - state IV;: £ (3°-30°C) = exp(0,05 - x + 1,52) (r = 0,904)
Exponentialgleichungen der Respirationsraten mit Pyruvat + Malat:
state III: f (1°-30°C) = exp(0,10 - x + 1,40) (r = 0,969)
state I1I - state IV;: £ (1°-30°C) = exp(0,09 - x + 1,08) (r = 0,967)
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Abb. 3.1.2 mitochondrialer Sauerstoffverbrauch mit verschiedenen Substraten in Abhéngigkeit
von der Temperatur MWzS.D., bei 1°, 3° und 5°C (5° nur ¥) MWtM.A. *: signifikanter
Unterschied zwischen den Substraten, Test: ANCOVA und Contrasts Analyse, n=2-8)
Exponentialgleichungen der Respirationsraten mit Succinat:

state [V: £ (3°-30°C) = exp(0,11 - x = 0,01) (r=0,978)

state IV £(3°-30°C) = exp(0,12 - x + 0,09) (r = 0,979)
Exponentialgleichungen der Respirationsraten mit Pyruvat + Malat:

state I'V: f(1°-30°C) = exp(0,12 - x - 0,25) (r = 0,981)

state IV;: £ (1°-30°C) = exp(0,13 - x = 0,54) (r = 0,984)
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Zwischen 15° und 30°C stieg der Anteil des Protonen-Leckstroms an der state III Respiration
mit Succinat signifikant von 27,70 £ 7,98% (15°C) auf 56,00 £ 0,50% (30°C) an. Im
Substratvergleich gab es keine signifikanten Unterschiede im Anteil des Protonen-Leckstroms

zwischen 20° und 30°C, jedoch lag er tendenziell mit Succinat héher als mit Pyruvat + Malat

(Tab. 3.1.1).
Protonen-Leckstrom (%) Tab. 3.1.1 Anteil des Protonen-
. . . Leckstroms an der state III
mit Succinat mit Pyruvat + Malat ] . e
R Respiration (*: signifikante
T O MW SD Mw SD Zunahme, Test: gepaarter und
10 29,40 6,95| 24,85 9,70 ungepaarter t-Test)
15 27,70 7,981 29,71 11,99
20 36,70%* 8,96] 24,52 9,03
25 49,30* 11,591 36,27* 9,47
30 56,00* 0,50] 39,31 12,58

Den Abbildungen 3.1.1 und 3.1.2 kann entnommen werden, daB die Temperaturabhéngigkeit
des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs mit beiden Substraten signifikant unterschiedlich
verlief. Ab 20°C verzeichnete die state IIl Respiration, als auch die Differenz
state II - state IV ; mit Pyruvat + Malat einen signifikant hoheren Sauerstoffverbrauch als bei
der Verwendung von Succinat. Bei 20°C ergab die state III Respiration mit Pyruvat + Malat
beispielsweise einen MOZ—Wert von 35,05 + 2,45 nmol O - min" - mg™"' mitochondrialem
Protein, der entsprechende MOZ—Wert mit Succinat betrug 23,67 £7,10
nmol O - min" - mg’! fnitochondrialem Protein. Dieser signifikante Unterschied im
Sauerstoffverbrauch wurde durch die Q,,-Werte unterstiitzt. So lag der Q,, von 15° auf 20°C
mit Succinat bei 1,46 + 0,36 und mit Pyruvat + Malat bei 6,03 + 1,80. Die Respirationsrate
von state IV zeigte mit Pyruvat + Malat erst ab 25°C signifikant hohere
Sauerstoffverbrauchswerte im Vergleich zur Respirationsrate mit Succinat. Die
Temperaturabhéngigkeit des nicht iiber die ATPase gekoppelten Protonenflusses (state IV,))

war mit beiden Substraten gleich (Abb. 3.1.2 B).
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Arrhenius-Darstellung:

Der exponentielle Zusammenhang zwischen mitochondrialem Sauerstoffverbrauch und
Umgebungstemperatur wurde ebenso in der Arrhenius-Darstellung deutlich. Die Steigung der
resultierenden Geraden ist ein Maj fiir die Beschleunigungsrate der Stoffwechselprozesse in
Abhingigkeit von der Temperatur.

Innerhalb des gemessenen Temperaturbereichs war bei den Respirationsraten mit
Pyruvat + Malat ein linearer Zusammenhang mit signifikanter Steigung gegeben (Abb. 3.1.3
und 3.1.4). Die Regressionen waren mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05
signifikant. Hingegen ergab die Arrhenius-Darstellung der Respirationsraten mit Succinat bei
der state III Respiration, als auch bei der Differenz state III — state [V, eine Arrhenius Break
Temperatur (ABT) bei 15°C. Ab dieser Temperatur trat bei beiden eine signifikant geringere
Steigung in Abhéngigkeit von der Temperatur ein (Abb. 3.1.3). Fiir die state IV und state TV,
Respiration mit Succinat ergab sich tiber den gesamten Temperaturbereich ein linearer

Zusammenhang (Abb. 3.1.4).
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Abb. 3.1.3 Arrhenius-Darstellung der mitochondrialen Respiration mit verschiedenen
Substraten in Abhéngigkeit von der Temperatur (MWxSD, bei 3,65, 3,62 und 3,6
(10° K'Y (3,6 nur ¥) MW=M.A., durchgezogene Linie: Regressionsgerade, —: Bereich mit
signifikantem Unterschied zwischen den Substraten, Test: Contrasts Analyse, n=2-8)
Regressionsgleichungen der Respirationsraten:

Succinat: state II1: f(3°-15°C) =-11,81 - x + 44,02 (r = 0,880, p = 0,0001)
f(15°-30°C) =-4,20 - x + 17,48 (r = 0,616, p = 0,0006)
state IIT - state IV,: f(3°-15°C) =-14,70 - x + 53,75 (r = 0,834, p = 0,0001)

f(15°-30°C) =-1,39 - x + 7,38 (r = 0,190, p = 0,3736)
Pyruvat + Malat: state 111 f(1°-30°C) =-10,27 - x + 38,30 (r = 0,974, p = 0,0001)
state III - state IV,;: (1°-30°C) =-10,25 - x + 37,84 (r = 0,954, p = 0,0001)
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Abb. 3.1.4 Arrhenius-Darstellung der mitochondrialen Respiration mit verschiedenen Substraten
in Abhiingigkeit von der Temperatur (MW+SD, bei 3,65, 3,62 und 3,6 (10° K™") (3,6 nur ¥)
MW=*M.A., durchgezogene Linie: Regressionsgerade, n=2-8)

Regressionsgleichungen der Respirationsraten mit Succinat:
state IV: £ (3°-30°C) =-8,21 - x + 30,32 (r = 0,963, p = 0,0001)
state IV £ (3°-30°C) =-8,10 - x + 29,77 (r = 0,950, p = 0,0001)
Regressionsgleichungen der Respirationsraten mit Pyruvat + Malat:
state IV: f (1°-30°C) =-10,89 - x + 39,59 (r = 0,962, p = 0,0001)
state IV, £ (1°-30°C) =-10,49 - x + 37,82 (r = 0,949, p = 0,0001)
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3.1.2 Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte

Im Vergleich der Aktivierungsenergien und Q,,-Werte im Temperaturbereich 1° bis 30°C
ergaben sich innerhalb der Respirationsraten mit Pyruvat + Malat keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 3.1.5). Hingegen unterstiitzten die ermittelten Arrhenius-
Aktivierungsenergien und Q,,-Werte fiir die Respiration mit Succinat von state III und der
Differenz state III — state IV, das Auftreten einer ABT bei 15°C. Bei beiden lagen die Werte
fiir den oberen Temperaturbereich (15° bis 30°C) signifikant unter den entsprechenden

Werten flir den unteren Temperaturbereich (3° bis 15°C) (Abb. 3.1.5).

A) Arthen .. , 1 Succinat
) Arthenius-Aktivierungsenergie Pyruvat + Malat

150 xy
-~ [ X-y : l
= 100 f
& *
. 8 y-z
ows]
< 50| ax Yo
28 i ’_‘[_I d sk

oL u

12 ~ X-y
9 i I
= 6| x-y
© y-z s o y-z7
3 ax ax
oL LI b [
state 111 state IV state IV ; state III - state IV
(Succinat mit ABT (Succinat mit ABT
bei 15°C) bei 15°C)

Abb. 3.1.5 Arrhenius-Aktivierungsenergie und Q;,-Werte der Respirationsraten mit
verschiedenen Substraten im gesamten Temperaturbereich (1° bzw. 3°C bis 30°C)
(MW=S.D., *: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten bei den einzelnen states,
a: signifikanter Unterschied bei state IIT und state III — state IV,, mit Succinat zwischen den
Werten vor (x — y) und nach (y - z) der ABT, n=4-8)
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Im Vergleich der Substrate konnten innerhalb des gesamten Temperaturbereichs mit
Pyruvat + Malat signifikant hohere Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte fiir die
Respirationsraten IV und IV, ermittelt werden (Abb. 3.1.5). Kein signifikanter Unterschied
zwischen den Aktivierungsenergien und Q,,-Werten der beiden Substrate ergab sich bei der
state III Respiration und der Differenz state III — state IV, mit Succinat fiir den unteren
Températurbereich (bis 15°C) (Abb. 3.1.5). So betrug beispielsweise bei der
state III Respiration mit Pyruvat + Malat die Arrhenius-Aktivierungsenergie im
Temperaturbereich 1° bis 30°C 90,96 £ 7,89 kJ - mol' und mit Succinat lag die
Aktivierungsenergie vor der ABT (3° bis 15°C) bei 89,80 + 18,57 kJ - mol”'. Ab 15°C lagen
die Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte mit Succinat signifikant unter den

entsprechenden Werten mit Pyruvat + Malat (Abb. 3.1.5).

3.1.3 Kopplungsgrade

Im Temperaturgradienten von 1° bzw. 3° bis 30°C lief sich eine Temperaturempfindlichkeit
in Bezug auf den Kopplungsgrad der isolierten Lebermitochondrien von Z. viviparus
feststellen. Die hochsten Kopplungswerte wurden zwischen 10° und 20°C gefunden, wobei es

Unterschiede zwischen den verwendeten Substraten.

Der traditionelle RCR (state III Respirationsrate dividiert durch state IV Respirationsrate)
ergab fiir Succinat eine signifikant hthere Kopplung der Mitochondrien bei 10° bis 15°C von
3,16 £0,76 und 3,16 £ 1,24 im Vergleich zu den unterhalb und oberhalb liegenden
Temperaturen (Abb. 3.1.6). Hingegen konnte fiir den RCR von Pyruvat + Malat keine
signifikante Temperaturabhidngigkeit ermittelt werden. Aber auch hier zeichnete sich bei der
Auftragung der RCR-Werte gegen die Temperatur ein (nicht signifikantes) Maximum von
2,8 £ 1,0 bei 15° bis 20°C ab. Die RCR-Werte beider Substrate lagen in dhnlicher
GroBenordnung, so daf im Hinblick auf das Substrat keine signifikanten
Kopplungsunterschiede festgestellt wurden (Abb. 3.1.6). Bei 5°C beispielsweise betrug der

RCR mit Succinat 1,88 £ 0,53 und mit Pyruvat + Malat 2,43 £ 0,55.
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Abb. 3.1.6 Traditioneller Kopplungsgrad mit verschiedenen Substraten in Abhingigkeit von der
Temperatur (MW=S.D., bei 1°, 3° und 5°C (5°C nur fiir ¥) MWEIM.A., —: signifikant
unterschiedlicher Bereich innerhalb der RCR-Werte mit Succinat zu den RCR-Werten der
Temperaturbereiche 3° bis 5°C und 20° bis 30°C, Test: ANCOVA und Contrasts Analyse,
n=2-8)

Abbildung 3.1.7 hingegen zeigt im Substratvergleich signifikant hthere RCR,-Werte
(state III dividiert durch state IV,)) bei 20° bis 30°C bei der Verwendung von
Pyruvat + Malat. So lag beispielsweise bei 20°C der RCR,, mit Pyruvat + Malat bei

4,19 + 1,37 und der RCR; mit Succinat bei 2,96 + 0,66.

Signifikante Temperaturabhingigkeit des RCR_, konnte wiederum nur fiir die Respiration mit
Succinat festgestellt werden. So war auch hier der hochste Kopplungsgrad bei den
Temperaturen 10° und 15°C mit Werten von 3,96 + 0,98 und 3,49 + 0,62 gegeben. Fiir die
Respiration mit Pyruvat + Malat war nur tendenziell ein Maximum bei 10° bis 20°C
festzustellen. Die entsprechenden RCR,-Werte lauteten fiir 10°C 4,14 + 1,17, fiir 15°C

4,45 + 2,48 und fiir 20°C 4,19 + 1,37.
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Abb. 3.1.7 Kopplungsgrad mit verschiedenen Substraten in Abhangigkeit von der Temperatur
(MWZS.D., bei 1°, 3° und 5°C (5° nur ¥) MWxM.A., —: signifikant unterschiedlicher
Bereich innerhalb der RCR-Werte mit Succinat zu den RCR-Werten der Temperaturbereiche
3° bis 5°C und 20° bis 30°C, *: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten, Test:
ANCOVA und Contrasts Analyse, n=2-8)

3.1.4 P/O-Verhiltnisse

Bei der Auftragung der klassisch ermittelten P/O — Verhiltnisse gegen die Temperatur
ergaben sich mit beiden Substraten signifikant niedrigere P/O-Werte fiir die unteren
Temperaturen. Das P/O — Verhiltnis mit Succinat lag mit 1,49 + 0,68 von 3° bis 5°C
signifikant unter den P/O — Verhiltnissen von 2,25 £ 0,43 (10°C), 2,43 £ 0,44 (15°C),
2,67 £ 0,46 (20°C) und 2,51 £ 0,70 (25°C) (Abb. 3.1.8). Fiir die mitochondriale Respiration
mit Pyruvat + Malat ergab sich ein signifikant niedrigeres Verhiltnis von 2,50+ 0,63 von 1°
bis 5°C zu den P/O-Werten von 3,3 £ 0,72 (10°C), 3,05 £ 0,42 (15°C), 3,18 £ 0,81 (20°C)

und 3,36 £ 0,66 (25°C) (Abb. 3.1.8).
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Abb. 3.1.8 P/O-Verhiltnisse in Abhingigkeit von der Temperatur MW=S.D., bei 1°, 3° und 5°C
(5° nur ¥) MWxM.A | a und b: signifikant unterschiedlicher Bereich zu den Temperaturen
10°, 15°, 20° und 25°C der P/Os mit Succinat (a) und mit Pyruvat + Malat (b), *: signifikant
unterschiedlicher Bereich zwischen den Substraten, Test: ANCOVA und Contrasts Analyse,
n=2-8)

Die Abbildung zeigt, dal die P/O-Werte mit Succinat niedriger lagen als die Werte mit
Pyruvat + Malat. In der Gegeniiberstellung der gemittelten Werte iiber den unteren
Temperaturbereich (bis 5°C) ergab die Contrasts Analyse keinen signifikanten Unterschied
(p = 0,2862), wohingegen im oberen Temperaturbereich, 10° bis 30°C, ein signifikanter
Unterschied zwischen den P/O-Verhiltnissen der Substrate festgestellt werden konnte
(p =0,0001). Die mitochondriale Respiration mit Succinat ergab in diesem
Temperaturbereich (10° bis 30°C) ein signifikant niedrigeres mittleres P/O-Verhiltnis von
2,29 £ 0,53 gegeniiber der Respiration mit Pyruvat + Malat mit einem gemittelten P/O-Wert

von 3,17 £ 0,65.

Die P/O-Verhiltnisse mittels luminometrischer Messung, ermittelt fiir die Respiration mit
Pyruvat + Malat, ergaben ebenfalls eine Temperaturabhéngigkeit bei niedrigen Temperaturen
und signifikant niedrigere Werte als die klassische Methode im Temperaturbereich 1° bis

10°C (Abb. 3.1.9).
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Abb. 3.1.9 P/O-Verhiltnisse verschiedener Ermittlungsmethoden in Abhingigkeit von der
Temperatur (MW=SD, bei 1° und 5°C (5° nur ¥) MWEM.A., —: kennzeichnet signifikant
unterschiedlichen Bereich zwischen den Methoden, als auch innerhalb der luminometrisch
ermittelten P/O-Werte von 1° bis 10°C zu den Temperaturen von 15° bis 30°C, Test:
ANCOVA und Contrasts Analyse, n=2-7)

Der Vergleich der P/O-Werte zwischen den Methoden, klassische Methode gegen
luminometrische Ermittlung des P/O — Verhiltnisses, ergab von 1° bis 10°C ein signifikant
niedrigeres P/O-Verhiltnis von 1,47 £ 0,68 mit luminometrischer Messung der
ATP-Produktion im Vergleich zu klassisch ausgewerteten P/O-Verhiltnissen von 2,80 +0,92.
Im oberen Temperaturbereich (15° bis 30°) ergab sich kein Unterschied zwischen den

Methoden.

3.2 Citratsynthase-AKktivitat

In diesem Versuch wurden die Arten Z. viviparus (Ostsee) und P. brachycephalum (Antarktis)
auf die Citratsynthase-Aktivitidten in isolierten Lebermitochondrien bei verschiedenen
Temperaturen (0° bis 30°C) untersucht, um die Mitochondrien auf unterschiedliche
Enzymausstattungen infolge einer Kilteadaptation der antarktischen Aalmutter zu

vergleichen.

Bei der Prédparation von P. brachycephalum  wurde des Ofteren der Parasit
Pseudoterranova decipiens (Nematoda) in der Leber gefunden. Fische dienen ihm als

Zwischenwirt fiir sein drittes Larvenstadium und er wurde schon fiir mehrere antarktische
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Fischarten bestimmt (Reimann, 1997; Palm et al., 1994). Infizierte Lebern wurden aussortiert

und nicht fiir die Messung herangezogen.

3.2.1 Spezifische Citratsynthase-Aktivitét

Die Kurvenverldufe in Abbildung 3.2.1 zeigen den exponentiellen Anstieg der
Citratsynthase-Aktivitit mit steigender Temperatur von 0° bis 30°C. Fiir Z. viviparus lautet
die zugehorige Gleichung £(0°-30°C) = exp®™* *~* fiir P. brachycephalum war der
Zusammenhang f(0°-30°C) = exp " *~*¥7D_ Die spezifische Citratsynthase-Aktivitdt von
Z. viviparus (units - mg"' mitochondrialem Protein) lag im gesamten Temperaturbereich

signifikant unter der Citratsynthase-Aktivitit von P. brachycephalum .
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_ 015 F reep
=
= 2
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v —'co /I
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Abb. 3.2.1 Citratsynthase-Aktivitit pro mg mitochondrialem Protein aus Aalmuttern der Ostsee
und der Antarktis in Abhingigkeit von der Temperatur (MWxS.D., —: Bereich
signifikanten Unterschieds zwischen den Arten, Test: ANCOVA und ungepaarter t-Test,
(®@): n=8-12, (¥): n=3-9)

Die Arrhenius-Darstellung der Citratsynthase-Aktivitit pro mg mitochondrialem Protein
(Abb. 3.2.2) zeigte bei beiden Arten die Tendenz einer Steigungsénderung bei 3,36 - 10° (K™)
(entspricht 25°C). Aufgrund fehlender Wertepaare fiir hohere Temperaturen wie 35° und

40°C konnte mittels der Regressionsanalyse (Super Anova) keine signifikante ABT ermittelt



ERGEBNISSE 40

werden, weswegen die eventuelle Arrhenius Break Temperatur in Klammern angegben

wurde.
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Abb. 3.2.2 Arrhenius-Darstellung der Citratsynthase-Aktivitit von Aalmuttern aus der Ostsee
und der Antarktis in Abhingigkeit von der Temperatur (MW#S.D., —: Bereich
signifikanten Unterschieds zwischen den Arten, Test: ANCOVA und ungepaarter t-Test,
(®): n=8-12, (¥): n=3-9)

Unterstiitzt wurde die Annahme einer ABT bei 25°C durch den Vergleich der
Aktivierungsenergien und Q,,-Werte der zwei Temperaturbereiche 0° bis 25°C und 25° bis
30°C (Abb. 3.2.3 A und B). Bei Z. viviparus ergab die Arrhenius-Aktivierungsenergie von 0°
bis 25°C einen signifikant htheren Wert von 42,57 £ 4,13 kJ - mol”, im Gegensatz zu dem
Wert von 25,17 + 6,87 kJ - mol! im Temperaturgradienten 25° bis 30°C, der eine negative
Steigung aufwies. Die entsprechenden signifikant unterschiedlichen Q,,-Werte lagen bei
1,85 £ 0,13 (0° bis 25°C) und bei 0,84 £ 0,27 (25° bis 30°C). Bei P. brachycephalum war das
Verhiltnis genau umgekehrt. Hier lag die Aktivierungsenergie von 0° bis 25°C mit einem
Wert von 34,99 £ 1,70 kJ-mol" signifikant unterhalb der Aktivierungsenergie von
66,95 + 4,23 kJ - mol"' im Temperaturbereich 25° bis 30°C. Die Q,,-Werte waren mit

1,62 £ 0,03 (0° bis 25°C) und 2,63 £ 0,16 (25° bis 30°C) signifikant unterschiedlich.
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Der Abbildung kann auBerdem entnommen werden, dass sich die
Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte innerhalb des Artenvergleichs ebenso
signifikant unterschieden. So lagen die Werte von P. brachycephalum von 0° auf 25°C
signifikant unterhalb und von 25° bis 30°C signifikant oberhalb der Aktivierungsenergien und

Q,-Werte von Z. viviparus.

A) Arrhenius-Aktivierungsenergie
80 b
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Abb. 3.2.3 Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte der Citratsynthase-Aktivitit
verschiedener Arten in unterschiedlichen Temperaturbereichen (MW£S.D., a und
b: signifikanter Unterschied zu den Werten im Temperaturbereich (0° - 25°C)
(a=Z. viviparus, b = P. brachycephalum) *: signifikanter Unterschied der Werte eines
Temperaturbereichs zwischen den zwei Arten, Test: gepaarter und ungepaarter t-Test, n=6-
12 (0°-25°C), n=3-9 (25°-30°C))
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Abb. 3.2.4 Citratsynthase-Aktivitit der beiden Arten im Vergleich bei 25°C (MW+S.D.,
*: signifikanter Unterschied zwischen den Arten, Test: ungepaarter t-Test, n = 4-12)
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3.2.2 Mitochondrialer Proteingehalt der Leber

Durch die Bestimmung der Citratsynthase-Aktivitét in isolierten Lebermitochondrien ebenso
wie in Leberstiicken konnte eine genauere Bestimmung des mitochondrialen Proteingehalts
der Leber vorgenommen werden. Die ,,Korrektur ergab einen mitochondrialen Proteingehalt
von 27,67 £ 10,97 mg - g"' FG, .. bei Z. viviparus und von 19,61 + 5,02 mg - g FG, . bei
P. brachycephalum. Es war kein signifikanter Unterschied gegeben (Abb. 3.2.5). Ohne
Korrektur lagen die Werte bei 9,03 + 3,14 mg - g”' FG,,,., (Z. viviparus) und bei 5,52 + 3,24
mg - g FGyy., (P. brachycephalum). Diese Werte geben jedoch keinen guten Anhaltspunkt
fiir die ,,Notwendigkeit“ einer ,,Korrektur®, da zum einen der zweite Homogenisationsgang
bei der Préparation wegfiel, und zum anderen eine Ultrazentrifuge benutzt werden mufte (s.
Material- und Methodenteil 2.2.2), die fiir solche geringen Umdrehungszahlen (300 bis
9500 g) nicht unbedingt geeignet scheint, da sie eine lange Bremsdauer hat und der Pellet
nicht so ,.fest saB“ wie bei der Zentrifugation mit der Sigma Zentrifuge, die fiir die
Préparationen bei den mitochondrialen Respirationsversuchen benutzt wurde (eigene
Beobachtung). Bei den Respirationsversuchen, bei denen groBer Wert auf eine optimale
Ausbeute an mitochondrialem Protein gelegt worden war, betrug der Proteingehalt
22,22 +7,34 mg - g' FGy ., (Z. viviparus I, Hilterung im Institut seit September 1998,
Zeitpunkt der Messung: November 1998). Aus der Abb. 3.2.5 ist ersichtlich, daB der Wert
sich im Vergleich zu den "korrigierten" mitochondrialen Proteingehalten der Exemplare von
Z. viviparus II (Hélterung im Institut seit August 1999, Zeitpunkt der Messung: August 1999)
und P. brachycephalum (Hilterung im Institut seit Mérz 1998, Zeitpunkt der Messung:

August 1999) nicht signifikant unterschied.

Unter Berlicksichtigung des Lipidanteils der Leber, ebenso dargestellt in Abbildung 3.2.5,
ergab sich jedoch ein signifikant hoherer mitochondrialer Proteingehalt der Leber von
Z. viviparus Il (34,38 £ 13,55 mg - g’ FGeper-Lipia) 1M Vergleich zu den Werten von
Z. viviparus I (2291+ 7,57 mg - g"' FG eper.Lipia) und von P. brachycephalum

(20952 + 5’25 mg - gﬁl FGLeber-Lipid)'
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Abb. 3.2.5 Mitochondrialer Proteingehalt der Leber (MW+S.D., *: signifikanter Unterschied zu
~ den Exemplaren Z. viviparus [ und P. brachycephalum, Test: ungepaarter t-Test, n=7-9)

3.3 Lipidgehalt

Bei der Bestimmung des Lipidgehalts der Leber ergab sich sowohl zwischen den
unterschiedlichen Arten, Z. viviparus und P. brachycephalum, als auch im Vergleich
zwischen den beiden zeitlich unterschiedlichen Fidngen von Z. viviparus ein signifikanter

Unterschied. (Abb. 3.3.1)

Die Exemplare von Z. viviparus, die im August 1999 in der Kieler Bucht gefangen wurden,
hatten einen signifikant hoheren Lipidanteil der Leber von 18,5 + 6,9% als die antarktische
Art mit einem Anteil von 4,6 £ 1,0% Lipid, die seit Juni 1998 im Aquarium gehiiltert wird.
Ebenso signifikant hoher war der Lipidgehalt der Leber von Z. viviparus im Vergleich zu den
artgleichen Exemplaren aus der Ostsee, die sich seit September 1998 im Aquarium des

Instituts befanden und einen Lipidanteil von 3,0 £ 0,4% hatten (Abb. 3.3.1).
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Abb. 3.3.1 Lipidgehalt der Leber von Z. viviparus und P. brachycephalum mit Angaben der
verschiedenen Hilterungs- und MeBzeiten (MW=S.D., a: signifikanter Unterschied zum
Lipidgehalt von Z. viviparus (1998) und von P. brachycephalum; b: signifikanter
Unterschied zum Lipidgehalt von Z. viviparus (1998 und 1999), n=6-7)

Der hepatosomatische Index (FG der Leber dividiert durch FG des Individuums multipliziert
mit 100) von P. brachycephalum  war sowohl ohne Beriicksichtigung als auch mit
Beriicksichtigung des Lipidanteils signifikant hoher als der Index von Z. viviparus. Der
hepatosomatische Index (FGyeper s 1ipie FGingividuum + 100) von P. brachycephalum mit einem
Wert von 1,90 £ 0,50 war um den Faktor 1,45 £ 0,61 grofer als der somatische Leberindex
von Z. viviparus mit einem Wert von 1,50 = 0,50. Unter Beriicksichtigung des Lipidanteils
der Leber verringerte sich der somatische Index der antarktischen Art auf einen Wert von
1,80 £ 0,40 und blieb um den Faktor 1,69 £ 0,72 signifikant hoher als der Index von
Z. viviparus mit einem verringerten Wert von 1,20 £ 0,40. Wie schon bei der Bestimmung
des mitochondrialen Proteingehalts der Leber, spiegelt sich auch hier die Bedeutung des

Lipidgehalts der Leber beim Artenvergleich wider.

Der Vergleich des hepatosomatischen Indexes von P. brachycephalum mit dem Index der

Exemplare von Z. viviparus, die ebenfalls seit etwa einem Jahr im Aquarium gehéltert
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wurden, ergab ebenso einen signifikanten GréBenunterschied der Lebern, bezogen auf das FG
des Individuums. Hier war der Index der antarktischen Art um den Faktor 3,13 + 1,00 ohne
Einbeziehung des Lipidanteils, und um den Faktor 3,08 + 0,98 mit Einbezichung des
Lipidgehalts groBer als der Index von Z. viviparus. Die Faktoren waren in Bezug auf ihre

GroBenordnung signifikant unterschiedlich.
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4 Diskussion

Aufgrund der Fdhigkeit von Mitochondrien, aus chemischen Brennstoffen nutzbare
Energie in Form von ATP herzustellen, waren sie fiir die Entwicklung komplexer
Lebewesen unerlidBlich, da die ATP-Ausbeute um ein Vielfaches hoher ist als allein iiber
die Glycolyse. Inwieweit sich mitochondriale Eigenschaften an die Temperaturverhiltnisse
des jeweiligen Lebensraums verschiedener Fischarten angepaBt haben und somit
moglicherweise zu deren Verbreitungsgrenzen beitragen, sollte in dieser Arbeit untersucht

werden.

Dazu wurden Respirationsversuche an isolierten Lebermitochondrien aus zwei
verschiedenen Arten der Familie Zoarcidae durchgefiihrt. Z. viviparus kommt als
eurytherme Art unter anderem in der Ostsee vor, wohingegen P. brachycephalum als
kaltstenotherme Art bisher nur in der Antarktis gefunden wurde. Die mitochondrialen
Respirationsversuche mit der antarktischen Art hatten nicht den erwiinschten Erfolg, weder
mit dem Substrat Succinat noch mit Pyruvat + Malat konnten auswertbare
Respirationsraten (state III, state IV und state IV,)) ermittelt werden. Aufgrund der
anscheinend fettreicheren Leber von P. brachycephalum wurde die Vermutung aufgestellt,
daB der Lipidgehalt moglicherweise bei der Isolierung und der Respiration von
Mitochondrien eine Rolle spiele. Aus diesem AnlaR wurde der Lipidgehalt der Leber fiir
beide Arten ermittelt, wobei die Ergebnisse jedoch nicht den erwarteten hohen Unterschied
zeigten (s. Ergebnisteil 3.3). Somit konnte der Lipidanteil nicht der stérende Faktor sein.
Ein weiterer Hinweis daflir waren die Versuche mit Mitochondrien aus im August
gefangen Exemplaren von Z. viviparus. Diese hatten einen signifikant hoheren Lipidgehalt
der Leber (18,5%) sowohl im Vergleich zu den seit etwa einem Jahr gehilterten
artgleichen Exemplaren (3,0%), als auch zu P. brachycephalum (4,6%), zeigten aber
dennoch auswertbare mitochondriale Respirationsraten. Im Vergleich zu Mitochondrien
aus Z viviparus mit geringerem Lipidgehalt der Leber ergaben sich pro mg

mitochondrialem Protein dhnliche Sauerstoffverbrauchswerte (Sauerstoffvberbrauch bei
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10°C: 12,83 £ 4,74 nmol O - mg"' mitochondrialem Protein (Z. viviparus mit geringem
Leber-Lipidanteil) und 16,90 + 9,54 nmol O - mg"' mitochondrialem Protein (Z. viviparus
mit hohem Leber-Lipidanteil)). Die Daten der Respirationsversuche mit den
frischgefangenen Tieren von Z. viviparus sind in dieser Arbeit nicht dargestellt, da mit
diesen nur ein moglicher Unterschied zwischen den zwei Fingen ausgeschlossen werden
sollte. Nach der Erkenntnis, daB der Lipidgehalt nicht als stérender Faktor fiir die
Préiparation der antarktischen Mitochondrien in Frage kommt, konnte jedoch aus zeitlichen
Griinden nicht ldnger nach der Ursache fiir die schlechten Respirationsergebnisse geforscht

werden.

Bei der schriftlichen Ausarbeitung der Arbeit wurde deutlich, da das verwendete Substrat
fiir die mitochondriale Respiration eine entscheidende Rolle spielt (s. folgenden Absatz).
Deshalb wird nun vermutet, dal das Problem bei der mitochondrialen Respiration der
antarktischen Aalmutterart im verwendeten Substrat (Succinat und Pyruvat + Malat) lag.
Aus einer Arbeit von Sidell (1991) geht hervor, da im Muskelgewebe antarktischer Fische

eine deutliche Priferenz fiir die Verstoffwechslung monoungesiittigter Fettsduren besteht.

4.1 Respirationseigenschaften von Lebermitochondrien bei Zoarces viviparus

Die maximale oxidative Kapazitit von isolierten Lebermitochondrien von Z. viviparus lag
mit einem Sauerstoffverbrauch bei 15°C von 19,78 £5,75 nmol O - min"' - mg’'
mitochondrialem Protein (mit Succinat) und von 14,27 + 1,28 nmol O - min" - mg”
mitochondrialem Protein (mit Pyruvat + Malat) unterhalb der ermittelten Werte von Suarez
und Hochachka (1981) bei der Regenbogenforelle. In deren Arbeit hatte die state III
Respiration isolierter Lebermitochondrien einen Wert von 64,3 nmol O - min"' - mg"™
mitochondrialem Protein (mit Succinat) und 50,8 nmol O - min™" - mg"' mitochondrialem
Protein (mit Pyruvat + Malat). Der Unterschied mag zum einen in der verschiedenen
Lebensweise der untersuchten Fischarten liegen, da die Regenbogenforelle ein aktiverer
Fisch als Z. viviparus ist, zum anderen in den schlechteren RCR-Werten dieser Arbeit.

Suarez und Hochachka hatten hohere RCR-Werte von 3,7 (mit Succinat) und 4,8 (mit
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Pyruvat + Malat) im Gegensatz zu den Werten dieser Arbeit von 3,16 £ 1,24 (mit Succinat)
und 2,80 £ 0,95 (mit Pyruvat + Malat). Im Vergleich zu einer Arbeit von Moyes et al.
(1986) an isolierten Lebermitochondrien der Rochenart Raja erinacea, die eine #hnlich
ruhige Lebensweise fiihrt wie Z viviparus, zeigt sich zwischen den state III
Respirationswerten bei 10°C kein Unterschied. So lag der Wert von R. erinacea bei
10,49 0,94 nmol O - min" - mg"' mitochondrialem Protein (Glutamat + Pyruvat) und der
hier ermittelte Wert von Z viviparus bei 12,83 £4,74 nmol O - min™' - mg'1
mitochondrialem Protein (Pyruvat + Malat). Die state III Respirationsraten isolierter
Muskelmitochondrien verschiedener Fischarten von demersaler bis zu pelagisch-aktiver
Lebensweise unterschiedlicher Habitate (Antarktis, Subantarktis und Mittelmeer) aus einer
Arbeit von Johnsten ef al. (1998) waren mit Pyruvat + Malat als Substrat hoher als die
Werte dieser Arbeit. Der mitochondriale Sauerstoffverbrauch der subantarktischen Arten
lag im Bereich ihrer Habitattemperatur (ca. 5° bis 12°C) zwischen ungefihr 40 und 60
nmol O - min"' - mg™ mitochondrialem Protein. Isolierte Muskelmitochondrien aus
Mybxocephalus scorpius (Seeskorpion aus der Nordsee) (Johnston et al., 1994) oxidierten
Pyruvat mit einer Sauerstoffverbrauchsrate zwischen 25 bis 80 nmol O - min™ - mg’
mitochondrialem Protein (3° bis 12,5°C). Die oxidative Kapazitit von Mitochondrien des
roten Muskels liegt jedoch im allgemeinen hoher als von Mitochondrien der Leber (van

den Thillart und Modderkolk, 1978).

Der Vergleich der Q,,-Werte ergab fiir die oxidative Kapazitit isolierter
Lebermitochondrien von Z. viviparus zu isolierten Muskelmitochondrien der oben
genannten Untersuchungen hohere Werte. Johnston ef al. (1998) ermittelte in der Arbeit
fiir die mitochondriale state III Respiration der subantarktischen Arten einen Q,,-Wert von
etwa 2 und fiir die des Seeskorpions (Johnston ef al., 1994; Guderley und Johnston, 1996)
wurde ein Wert von 2,47 bis 2,60 angegeben. Der hier ermittelte Q,,-Wert dagegen liegt
fiir die Oxidation mit Succinat bei 4,05 £ 1,00 (3° bis 15°C) und mit Pyruvat + Malat bei
3,60 £ 0,48 (1° bis 30°C). Dies ist moglicherweise ein Hinweis auf gewebespezifische

Unterschiede in der Temperaturabhédngigkeit mitochondrialer Eigenschaften. Hardewig et
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al. (1999a) ermittelten zwar fiir die state III Respiration isolierter Lebermitochondrien aus
L. nudifrons (antarktischer Notothenioid) einen niedrigeren Q,,-Wert von 2,43 + 0,26 (0°
bis 15°C, mit Succinat), der im Bereich der oben genannten Q,,-Werte isolierter
Muskelmitochondrien liegt, und eine Arrhenius-Aktivierungsenergie von
47,5+ 6,5kJ - mol’', jedoch geht mit einer Kilteakklimatisierung und Kélteadaptation eine
Erniedrigung der Stoffwechselrate einher (Dahlhoff et al., 1991). So zeigt ein Vergleich
zur oxidativen Kapazitit isolierter Lebermitochondrien aus Z. viviparus des Weilen Meers
(Sommer, unveroffentlichte Daten) eine niedrigere Aktivierungsenergie von etwa
40 kJ - mol! (7° bis 20°C, mit Succinat) im Gegensatz zu dem hier ermittelten Wert von
89,8 £ 18,57 kJ - mol™ (3° bis 15°C, mit Succinat). Auch Guderley und Johnston (1996)
fanden erniedrigte Aktivierungsenergien mitochondrialer Respirationsraten bei
kaltakklimatisiertem (5°C) Seeskorpion Myoxocephalus scorpius von
55,44 £4,78 kJ - mol" im Gegensatz zu 70,19 + 4,24 kJ - mol” bei 15°C akklimatisierten
Tieren. Blier und Guderley (1993) fanden erniedrigte ATP-Syntheseraten im roten

Muskelgewebe kaltakklimatisierter Regenbogenforellen.

Neben der saisonalen Abhédngigkeit der oxidativen Kapazitit von Mitochondrien (Guderley
und St. Pierre, 1999) hat auch das verwendete Substrat einen wesentlichen EinfluB3 auf
mitochondriale Respirationsraten (Moon und Ouellet, 1979; Suarez und Hochachka, 1981;
Moyes et al., 1990; Johnston efal., 1994). Diese Abhingigkeit wurde in der hier
vorliegenden Arbeit bei der Verwendung der verschiedenen Substrate Succinat und

Pyruvat + Malat untersucht.

Zeigte die oxidative Kapazitdt mit beiden Substraten bis 15°C keinen Unterschied im
Sauerstoffverbrauch, so lag dieser ab 20°C mit Pyruvat + Malat signifikant {iber dem
Sauerstoffverbrauch mit Succinat (s. Abb. 3.1.1 A) Dies scheint auf eine
Temperaturempfindlichkeit der Succinat-Dehydrogenase hinzuweisen, was sich in einer
ermittelten Arrhenius Break Temperatur (ABT) bei 15°C bei der state III Respiration mit
Succinat widerspiegelt (s. Abb. 3.1.3). Zeigte sich bis 15°C kein Unterschied in den

Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werten beider Substrate, so waren die Werte
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oberhalb dieser Temperatur mit Pyruvat + Malat signifikant hoher (mit Succinat (15° bis
30°) E,=32,05£9,5kJ - mol" und Q,, = 1,49 + 0,25; mit Pyruvat + Malat (1° bis 30°C)
E,=90,96+7,89 kI -mol' und Q,, = 3,60 % 0,48)). Somit konnte anscheinend die
Aktivitét der Succinat-Dehydrogenase durch hohere Temperaturen nicht weiter gesteigert
werden. Die Ergebnisse deuten moglicherweise auf eine Denaturierung der
Succinat-Dehydrogenase hin, da der Sauerstoffverbrauch in der Differenz
state III - state IV, (ab 15°C) mit zunehmender Temperatur keinen Anstieg nach der
Q,o-Beziehung verzeichnete, sondern mehr oder weniger um einen Wert von 15,94
nmol O - min™' - mg" mitochondrialem Protein konstant blieb. Portner e al. (1999a) fanden
bei der mitochondrialen Respiration mit Glutamat + Pyruvat als Substrat bei der
antarktischen Muschel L. elliptica eine ABT bei 9°C. Sie schluBfolgerten, daB die ABT
moglicherweise auf fortschreitende Denaturierung mitochondrialer Proteine
zuriickzuflihrten sei, da die NADP*-abhingige Isocitrat-Dehydrogenase bei der gleichen

Temperatur eine ABT in der Aktivitit zeigte.

Bei der Verwendung von Pyruvat + Malat spielte eine mogliche ABT der
Succinat-Dehydrogenase bei 15°C keine wesentliche Rolle, da die
Sauerstoffverbrauchswerte in der state Il — state IV, — Darstellung keine Abnahme zeigten
(Abb. 3.1.1 B). Unter den hier gemessenen in vitro Bedingungen kann keine Anreicherung
von Succinat, das in extrem hohen Konzentrationen vorliegende Prozesse im Citratzyklus
hemmen konnte, in der Mitochondrienmatrix auftreten. Zum einen vermitteln
Dicarboxylat-Carrier den Transport von Succinat iiber die innere Mitochondrienmembran
und zum anderen ist die zugegebene Konzentration gering (3,3 wmol in 1 ml). Der
Nachschub an benotigtem Oxalacetat, der bei einer Denaturierung der
Succinat-Dehydrogenase nicht gewihrleistet wire (Succinat-> Fumarat -> Malat ->
Oxalacetat), erfolgte tiber die Zugabe von Malat, so daB die "rechte Seite" des Citratzyklus
(Oxalacetat + Acetyl-CoA -> Citrat -> Isocitrat -> o -Ketoglutarat -> Succinyl-CoA ->
Succinat) ohne Einschriankung ablaufen kann. Bei der mitochondrialen Respiration mit

Succinat konnte fehlendes Pyruvat, und somit Acetyl-CoA, entweder iiber das
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NADP"-abhingige Malatenzym (malic enzyme) aus Malat oder iiber die
Pyruvat-Carboxylase aus Oxalacetat gebildet werden, so daR ebenfalls der gesamte
Citratzyklus durchlaufen werden konnte. Aus den oben schon erwihnten in vitro
Bedingungen kann jedoch keine Anreicherung in so hohen Konzentrationen erfolgen, die
das enzymatische Gleichgewicht auf die Seite der Pyruvatbildung verschieben wiirden. In
der Leber sind in den Mitochondrien beim Transport und Metabolismus von Pyruvat
mehrere anabolische und katabolische Stoffwechselwege involviert. Somit kénnen hohe
Saverstoffverbrauchsraten isolierter Lebermitochondrien bei der Verwendung von Pyruvat
keine eindeutige Erklarung fiir den Pyruvat-Metabolismus liefern (Moyes et al., 1990) und
obige Ausfithrung ist moglicherweise zu theoretisch und zu eng an den Citratzyklus

gekoppelt.

Die gemittelten Habitattemperaturen von Z. viviparus der Ostsee steigen im Sommer nicht
tiber 15°C (Dippner, 1999). Aus diesem Grund scheint eine ABT fiir die
Succinat-Dehydrogenase bei 15°C wahrscheinlich, obwohl damit noch keine
Verbreitungsgrenze fiir Z. viviparus festgelegt werden kann. Verstirkt wurde der Eindruck
einer ABT mit Succinat bei 15°C durch den signifikant niedrigeren RCR- und RCR_-Wert
im Temperaturbereich 20° bis 30°C im Vergleich zu dem Wert von 10° bis 15°C,
wohingegen die RCR- und RCR -Werte mit Pyruvat + Malat im oberen Temperaurbereich
(15° bis 30°) keine signifikante Temperaturabhingigkeit zeigten (s. Abb. 3.1.6 und 3.1.7).
Die niedrigen RCR- und RCR_-Werte mit Succinat sind durch die geringer erhdhten
Respirationsraten bei den hohen Temperaturen bedingt, da die Kopplungsgrade durch die
Division state III / state IV bzw. state III / state IV, berechnet wurden. In einem
vergleichenden Uberblick von Arrhenius Break Temperaturen verschiedener Fisch- und
Invertebratenarten zeigten die ABTs von entkoppelten Mitochondrien eine Korrelation mit
der Habitattemperatur (Weinstein und Somero, 1998). Sie lagen jeweils oberhalb der
Habitattemperatur, wobei der Unterschied zwischen Habitattemperatur und ABT bei
niedrigen Umgebungstemperaturen grofer war. Bei einer Umgebungstemperatur von 25°C

betrug der Unterschied etwa 15°C, wohingegen er bei einer Umgebungstemperatur von
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5°C einen Wert von 25°C erreichte. In dieser Arbeit wurde moglicherweise eine ABT
gefunden, die im Bereich der oberen Habitattemperatur fiir Z. viviparus im Sommer liegt.
Aber es muf beachtet werden, dafl diese ABT nur fiir die Respiration mit Succinat zutraf,
woraus die Bedeutung des Substrats fiir die mitochondriale Respiration ersichtlich wird. Es
erscheint angebracht, Respirationsversuche an isolierten Mitochondrien erst auf
Substratunterschiede zu testen, um so die Substratpriferenz vom Gewebe des jeweiligen
Versuchtiers ermitteln zu konnen, mit der dann ein Vergleich zwischen unterschiedlichen

Arten vereinfacht werden kann.

Der Sauerstoffverbrauch, der durch Protonen-Leckstréme (protonen leakage) verursacht
wurde, stieg mit beiden Substraten in dhnlicher Weise an (s. Abb. 3.1.2 B). Jedoch war der
protonen leakag-Anteil an der state IIT Respiration mit Succinat ab 20°C signifikant an
(s. Tab. 3.1.1), bedingt durch die verminderte oxidative Respiration bei der Verwendung
mit Succinat. Die Stirke der Protonen-Leckstrome hat EinfluB auf die Kopplungsgrade, da
diese mittels der Division state III / state IV, bzw. state III/ state IV, berechnet wurden,
und protonen leakage wihrend der state IV Respiration, die den Zustand der ruhenden
Zelle darstellt, zum Sauerstoffverbrauch beitrégt (Portner et al., 1999b). Der protonen
leakage-Anteil wirkte sich bei der Berechnung der Kopplungsgrad-Werte der unteren
Temperaturen (bis 5°C) aufgrund der niedrigen state III Respiration mehr aus, als bei den
hoheren Temperaturen. Deutlich wurde dies bei der Betrachtung der RCR -Werte mit
Pyruvat + Malat, die im unteren Temperaturbereich keinen Unterschied zu den Werten mit
Succinat zeigten, ab 20°C jedoch signifikant oberhalb der RCR -Werte mit Succinat lagen
(s. Abb. 3.1.7). Die hoheren Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte, die fiir
protonen leakage bei der Verwendung mit Pyruvat + Malat im Vergleich zu Succinat
ermittelt wurden, sind in dessen Abhéngigkeit von der protonenmotorischen Kraft und
somit vom Protonengradienten begriindet (Portner et al., 1999b). Mit Pyruvat + Malat wird
aufgrund hoherer Kapazitdt der Substratoxidation ein stirkerer Protonengradient aufgebaut

als mit Succinat.
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Bei der Oxidation von Pyruvat wird der gesamte Citratzyklus durchlaufen. An der
Oxidation des gebundenen NADH + H* sind alle drei Komplexe der Atmungskette
(Komplex I: NADH-Dehydrogenase, Komplex II: Cytochrom-Reduktase, Komplex III:
Cytochrom-Oxidase) beteiligt, wohingegen bei der Oxidation von Succinat nur Komplex II
und III beteiligt sind. Somit werden mit Pyruvat mehr Protonen aus der Matrix gepumpt,
was zu einer hoheren ATP-Ausbeute fiihrt (s. Abb. 3.1.8). Die ermittelten
P/O-Verhiltnisse lagen ab 10°C um einen Mittelwert von 2,29 + 0,53 (mit Succinat) und
von 3,17+ 0,65 (mit Pyruvat + Malat). Sie liegen etwas hoher, jedoch im Bereich
ermittelter Werte von Suarez und Hochachka (1981) bei der Regenbogenforelle mit 1,8
(mit Succinat) und mit 2,5 (mit Pyruvat + Malat). Ebenso stimmen sie mit den klassisch
bestimmten P/O-Verhiltnissen von Z. viviparus vom Weilen Meer (Sommer,
unverdffentlichte Daten) tiberein. Im Vergleich zu dem antarktischen Fisch L. nudifrons,
bei‘ dem P/O-Verhiltnisse um einen Mittelwert von 1,52+ 0,02 im untersuchten
Temperaturbereich (0° bis 18°C) lagen (Hardewig et al., 1999a), ergaben sich hier hthere
Werte. Dies kann wie schon die unterschiedlichen Werte der state III Respiration auf eine
Anpassung der oxidativen Kapazitit der antarktischen Mitochondrien deuten oder eine
Anpassung an einen erniedrigten Energiebedarf bedeuten. Anfangs erstaunlich war, da
die P/O-Verhiltnisse, wie schon die Arbeit von Hardewig bei L. nudifrons (1999a) zeigte,
trotz Abnahme der Kopplungsgrade einen mehr oder weniger konstanten Wert im oberen
Temperaturbereich beibehielten (s. Abb. 3.1.8). Jedoch hingt der Kopplungsgrad vom
protonen leakage ab, der wiahrend der state III Respiration unter Substratséttigung keine
Rolle spielen sollte (siche oben). Unter in vivo Bedingungen, bei denen so gut wie keine
Substratsittigungen auftreten, sollten die P/O-Werte mit steigender Temperatur geringer
ausfallen als die hier gemessenen, da protonen leakage mit zunehmender Temperatur
ansteigt (s. Abb. 3.1.2 B). Allerdings ist im unteren Temperaturbereich (bis 5°C) eine
Korrelation zwischen Kopplungsgrad und P/O-Verhiltnissen mit beiden Substraten
ersichtlich. Dies ist moglicherweise auf das hohere Membranpotential bei niedrigen

Temperaturen zurtickzufiihren, bedingt durch verminderten Einsatz der ATPase, aber
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hoher NADPH-Konzentration. Der Unterschied zwischen den P/O-Verhiltnissen im
unteren Temperaturbereich der zwei Ermittlungsmethoden (klassisch gegeniiber
luminometrisch; s. Abb. 3.1.9) erklédrt sich moglicherweise durch die schlecht
auswertbaren Schreiberaufzeichnungen (klassische Methode) der mitochondrialen

Respiration bei den niedrigen Temperaturen.

4.2 Spetzifische Citratsynthase Aktivitit

Die Messung der spezifischen Citratsynthase-Aktivitit bei Z. viviparus und
P. brachycephalum in Abhingigkeit von der Temperatur zeigte iiber den gesamten
Messtemperaturbereich bei der antarktischen Art signifikant hohere Werte der Aktivitiit
pro- mg mitochondrialem Protein (um den Faktor 2) als bei der Aalmutterart der Ostsee
(s. Abb. 3.2.1). Der Q,, von 0° bis 25°C betrug bei Z. viviparus 1,85+ 0,13 und bei
P. brachycephalum 1,62 £ 0,03. Die entsprechenden Arrhenius-Aktivierungsenergien
lagen bei 42,57 £4,13kJ-mol' (Z viviparus) und bei 34,99+ 1,70 kJ - mol’
(P. brachycephalum). Die hier gefundene Temperaturabhingigkeit der
Citratsynthase-Aktivitdt bei beiden Arten entspricht ermittelten Q,,-Werten von
Enzymaktivititen anderer Arbeiten. So lag der Q ,, (1°-10°C) fiir die
Citratsynthase-Aktivitdt und fiir die Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitit im weien Muskel
von Myoxocephalus octodecimspinosus (benthische Fischart gemiRigter Breiten) zwischen
1,65 und 1,76 (Crockett und Sidell, 1989). Hardewig et al. (1999b) ermittelten sowohl im
weilen Muskel, als auch in der Leber von Z. viviparus und P. brachycephalum fiir die
Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitdt einen Q,, (0°- 18°C) von 1,4 bis 1,5. Im roten
Muskelgewebe der Regenbogenforelle (Sommertiere und Wintertiere) betrug der Q,, im
Temperaturbereich 8° bis 22°C etwa 1,4 fiir die Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitit, fiir die
Carnitinpalmitoyl-Transferase 1,61 — 1,69 und fiir die Citratsynthase-Aktivitit lag er

zwischen 1,56 (Wintertiere) und 1,75 (Sommertiere).

Die ermittelten Enzymaktivititen (units - g' FGgewere) Waren bei kaltakklimatisierten und

kaltadaptierten Arten um den Faktor 1,3 bis 5 im Muskelgewebe (Crockett und Sidell,
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1989; St. Pierre et al., 1998) signifikant hher als dic Werte bei warmakklimatisierten
Tieren. Auch in dieser Arbeit ergab die Messung der "maximalen” Citratsynthase-Aktivitét
pro Gramm FG, .. hohere Werte fiir die polare Art im Vergleich zur nahverwandten Art
der Ostsee (s. Abb. 3.2.4). Ohne Beriicksichtigung des Lipidgehalts der Leber lag die
Enzymaktivitdt mit 2,11 + 0,54 units - g”' FGi perstipia VOO P. brachycephalum um das
1,5fache liber dem Wert von Z viviparus mit 1,44 +0,23 units - g’ FG persripia- Nach
Abzug des Lipidgehalts des Gewebes unterschieden sich die Werte nur noch um den
Faktor 1,2, bedingt durch den hohen Leberlipidgehalt der Exemplare aus der Ostsee. Die
Citratsynthase-Aktivitdten, die in isolierten Lebermitochondrien beider Arten gemessen
wurden, ergaben pro Gramm Frischgewicht, .., ein umgekehrtes Verhiltnis, denn hier lag
die Aktivitdt der antarktischen Art unter der Aktivitdt von Z. viviparus. Das ist ein Hinweis
auf die schlechte Mitochondrienausbeute, die bei der Pridparation fiir die
Citratsynthase-Messung erhalten wurde (s. Ergebnisteil 3.2.2) und spiegelt sich in den
niedrigen "unkorrigierten" mitochondrialen Proteingehalten der Leber beider Arten wider
(9,03+3,14 mg - g' FGy,, fir Z. viviparus und 5,52+324mg-g"' FG,,, fir
P. brachycephalum). Der mitochondriale Leberproteingehalt von P. brachycephalum lag
auch nach der "Korrektur" (iiber die Enzymaktivitdt) unter dem Proteingehalt von
Z. viviparus (s. Abb. 3.2.5). Aufgrund der 2fach hoheren Citratsynthase-Aktivitidt pro mg
mitochondrialem Proteingehalt und der héheren "maximalen” Citratsynthase-Aktivitét pro
Gramm Leber der antarktischen Aalmutter im Gegensatz zur Aalmutter der Ostsee (s. Abb.
3.2.4), zeigt P. brachycephalum somit eine eindeutige Anpassung an ihr polares Habitat,
um bei den dort herrschenden niedrigen Temperaturen ihren Stoffwechsel aufrechterhalten
zu konnen. Ob diese Kilteanpassung durch eine hdhere Quantitédt und / oder durch eine
verbesserte Qualitédt der Citratsynthase-Enzyme erreicht wurde, wére noch genauer zu

untersuchen.

Campbell und Davies fanden in der Leber von kaltakklimatisierten Blennius pholis
signifikant hohere Succinat-Dehydrogenase-Aktivitdten pro mg mitochondrialem Protein

und schluBfolgerten, dafl diese Erhohung zum Teil auf den Sittigungsgrad mitochondrialer
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Membranlipide zuriickzufiihren sei. Die Erhohung der Citratsynthase-Aktivitit der
antarktischen Art muf jedoch andere Griinde haben, da es sich bei der Citratsynthase um
ein mitochondriales Matrixenzym handelt. Aus einer Arbeit von Vetter und Buchholz
(1998) geht hervor, dafl bei metabolischen Enzymen polarer Arten unterschiedliche
Mechanismen der Temperaturadaptation zu finden sind: Erniedrigung der
Aktivierungsenergie, Erhohung der Enzym-Substrataffinitit, Erhchung der spezifischen
Aktivitdt und / oder Erniedrigung inhibitorischer Effekte. Die Citratsynthase der
antarktischen Aalmutterart P. brachycephalum zeigte im Vergleich zur nahverwandten
Z. viviparus im Temperaturbereich 0° bis 25°C zum einen niedrigere Aktivierungsenergie
(s. Abb.3.2.3 A) und zum anderen héhere Enzymaktivitiit (s. Abb. 3.2.4), somit kann fiir

die polare Zoarcidenart von einer Kilteadaptation gesprochen werden.

Vergleicht man die Daten mit denen der Arbeit von Alp et al. (1976), so liegen die
Citratsynthase-Aktivititen pro Gramm FG ("maximale" Enzymaktivitit) der hier
vorliegenden Arbeit unter den Werten von Alp er al. (1976), die im roten Muskel
temperierter Fischarten gefunden wurden (Werte in units / g FG bei 25°C: Leber (ohne
Berlicksichtigung des Lipidanteils): 1,44 £ 0,23 (Z. viviparus.), 2,11 0,54
(P. brachycephalum); roter Muskel: 35 (Kleingefleckter Katzenhai S. canicula), 50
(Forelle S. gairdneri). Auch St. Pierre et al. (1998) fanden hohere Citratsynthase
Aktivitdten im roten Muskel der Regenbogenforelle O. mykiss. Die Werte spiegeln
denselben Unterschied wider, der fiir die mitochondriale Respiration zwischen den
Geweben gefunden wurde (van den Thillart und Modderkolk, 1978). Jedoch muf auch hier
wieder die unterschiedliche Lebensweise der Arten in die Uberlegung mit einbezogen
werden, da die von Alp et al. (1976) und St. Pierre et al. (1998) untersuchten Fischarten im

Vergleich zur Aalmutter eine viel aktivere Lebensweise haben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine mogliche Arrhenius Break Temperatur der
Citratsynthase-Aktivitit beider Arten bei 25°C hin (s. Abb. 3.2.2). Erstaunlich dabei ist,
daf die Aktivitdt bei Z. viviparus abnimmt, der Q,,-Wert (25° bis 30°C) fiel auf einen Wert

von 0,84 £ 0,27 ab, wohingegen der Q,, bei der antarktischen Art zunahm (2,63 £ 0,16).



DISKUSSION 58

Ein Q, unter Null deutet daraufhin, daf8 das Enzym, welches die Reaktion katalysiert,
denaturiert ist. Dies ist der Fall fiir die Citratsynthase von Z. viviparus, jedoch nicht von
P. brachycephalum, die sogar noch gesteigert werden konnte (s. Abb. 3.2.3). Dieser
Befund entsprach nicht unseren Erwartungen. Es hat den Anschein, daB aufgrund
unterschiedlicher Proteinstruktur die Citratsynthase der antarktischen Art
temperaturunempfindlicher ist als die der Aalmuttern der Ostsee. Diese Vermutung paBt
jedoch nicht zur ausgeprdgten Stenothermie polarer Meeresbewohner, die somit eine
frilhere Denaturierung der Enzyme bei zunehmender Temperatur im Vergleich zu
temperierten und tropischen Arten zeigen miiten (Portner ef al., 1999b). Jedoch muf
beachtet werden, dafl die Enzymbedingungen unter in vivo Verhiltnissen komplexer als
unter den hier vorliegenden Versuchsbedingungen sind und fiir eine eindeutige Aussage
miissen noch weitere Messungen erfolgen. Zum einen lag die Anzahl der Versuchstiere bei
P. brachycephalum nur bei 3 (n =9 bei Z. viviparus) und zum anderen fehlen noch Werte
bei htheren Temperaturen (35° und 40°C), womit dann auch eine statistische Auswertung
(Régressionsanalyse) erfolgen kann. Messungen der Isocitrat-Dehydrogena‘se (Portner,
unverdffentlichte Daten) deuten bei Z. viviparus ebenfalls auf eine ABT bei 25°C hin,
jedoch ergibt sich dasselbe Problem wie bei den vorliegenden Daten der Citratsynthase, es

fehlen Werte fiir die hoheren Temperaturen.

Proteingehalt der Leber

Es ist bekannt, daf3 bei vielen Arten eine Kélteakklimatisierung oder Kilteakklimation zu
einer Proliferation der mitochondrialen Dichte im Muskel fiihrt (Tyler und Sidell, 1984;
Egginton und Sidell, 1989; St. Pierre e al., 1998). Auch in polaren Ectothermen wurden
hohere mitochondriale Dichten gefunden (Londraville und Sidell, 1990; Psommer, 1998).
Aus einer Arbeit von Campbell und Davies (1978) geht hervor, daB die
Mitochondrien-Proliferation ebenso auf die Leber von Blennius pholis (Teleost) zutrifft.
Jedoch wurde hier zudem noch eine VergroBerung der Hepatocyten und ihrer Zellkerne
gefunden. Im Gegensatz zu den oben genannten Befunden steht die Arbeit von Johnston et

al. (1998) in der keine erhohten mitochondrialen Volumendichten im Muskelgewebe
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einiger polarer Perciformes gefunden wurden. Sie kamen zur SchluBfolgerung, daB die
Erhohung der oxidativen Kapazitit in der Zunahme der Volumen- und Oberflidchendichte

mitochondrialer Gruppen (clusters) begriindet sei.

Uber die "Korrektur* des Proteingehalts mittels Citratsynthase-Aktivitdtmessungen bei
25°C, in Leberstiicken und isolierten Lebermitochondrien, ergab sich ein niedrigerer
Proteingehalt fiir P. brachycephalum (19,61 £ 5,02 mg mitochondriales Protein / g FGy..)
als fiir Z. viviparus (27,6761 + 10,97 mg mitochondriales Protein / g FG,,,..). Nach Abzug
des Lipidgehalts der Leber wurde der Unterschied im mitochondrialen Proteingehalt der
beiden Arten signifikant (s. Abb. 3.2.4). Dies konnte ein Hinweis sein, daB bei der
Aalmutter andere Mechanismen der Kilteadaptation greifen, als die der
Mitochondrien-Proliferation, jedoch kann ein gewebespezifischer Unterschied nicht
ausgeschloBen werden. Fiir eine umfassendere Diskussion fehlen leider die Literaturdaten.
Jedoch muf beachtet werden, daf} keine exakte Zdhlung der einzelnen Mitochondrien
ausgeflihrt wurde, sondern nur eine Messung des mitochondrialen Proteingehalts der
Leber. Der Befund des geringeren mitochondrialen Proteingehalts fiir P. brachycephalum
im Gegensatz zu Z. viviparus wird moglicherweise durch eine Arbeit von Hardewig et al.
(1999b) unterstiitzt. Die Messung der Cytochrom-c Oxidase in der Leber von Z. viviparus
(Nordsee, 18°C) und P. brachycephalum (Antarktis) ergab fiir die antarktischen Art
signifikant niedrigere Enzymaktivititen pro Gramm FG,,,., wobei jedoch keine

Proteinbestimmung unternommen wurde.

Aufgrund des hepatosomatischen Index der zwei Arten, der fiir P. brachycephalum um den
Faktor 1,45 (Wert fiir Leber mit Lipidgehalt) und um den Faktor 1,69 (Wert fiir Leber ohne
Lipidgehalt) hoher war als der Index von Z. viviparus, erscheint es wahrscheinlich, dafl der
geringere mitochondriale Proteingehalt der Leber von P. brachycephalum in Bezug auf das
Ganztier keine Auswirkung hat. Durch Multiplizieren des Proteingehalts von
P. brachycephalum (20,52 mg mitochondriales Protein - g FG gperipig) Mit dem Faktor
1,69 erhilt man einen Proteingehalt von 34,68 mg - ¢ FG, der somit dem Proteingehalt

von Z. viviparus von 34,38 mg/ g FGype.1ipia €ntspriche. Innerhalb der Leistung des
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Organs fiir die Stoffwechselrate des Ganztiers ergiibe sich somit kein Unterschied. Hieraus
ergibt sich nun allerdings die Frage nach dem Grund einer gréBeren Leber fiir die
antarktische Aalmutter. Moglicherweise erfolgt iiber die vergroBerte Fliche pro Volumen
eine Kompensierung des negativen Temperatureffekts auf die Viskositit des Blutes

(Macdonald und Wells, 1991).

4.3 Lipidgehalt der Leber

Die Bestimmung des Lipidgehalts der Leber zeigte, daB dieser einen wesentlichen Einfluf3
auf den Vergleich von Gewebe zweier Arten hat. Bei den Exemplaren von Z. viviparus
variierte er zwischen 3,0% (Hilterung seit September 1998) und 18,5% (frisch gefangene
Exemplare im August 1999) und lag somit zum einen unter und zum anderen iiber dem
Lipidgehalt der Leber von P. brachycephalum von 4,6% (Hélterung seit Mirz 1998). Bei
den Angaben des mitochondrialem Proteingehalt pro g FG, ., ergaben sich erst nach
Abzug des Lipidanteils der Leber der jeweiligen Art signifikante Unterschiede innerhalb
der Werte (s. Abb. 3.2.5). Die Untersuchung von Pekkarinen (1980) zeigte saisonale
Schwankungen im Lipidgehalt von Z. viviparus in Leber, Muskel und Gonaden. Im
August, zur Zeit der Paarung wurde bei Z. viviparus (Golf von Finnland) der hochste
Lipidgehalt der Leber mit einem Anteil von 37 - 44% am FG gefunden. Der niedrigste
Lipidgehalt ergab sich im Friihling mit einem Wert zwischen 16 und 18%. Der
Unterschied zu den Werten dieser Arbeit kann unter anderem an der verschiedenen
MeBmethodik (Methode nach Folch et al., 1957) und Ernidhrungszustand der Tiere liegen.
Die Arbeiten deuten daraufhin, dal es sinnvoll wire in zukiinftigen Untersuchungen den

jeweiligen Lipidgehalt des Gewebes miteinzubeziehen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Temperaturabhidngigkeit mitochondrialer
Respirationsraten an isolierten Lebermitochondrien der eurythermen Art Z. viviparus
(Ostsee) bei der Verwendung verschiedener Substrate (Succinat und Pyruvat + Malat) im
Temperaturbereich 1° bzw. 3° bis 30°C untersucht. AuBerdem wurde die
Citratsynthase-Aktivitdt in der Leber von Z. viviparus und der ihr nah verwandten
stenothermen Art P. brachycephalum (Antarktis) in Hinblick auf eine mogliche
Kilteadaptation des Enzyms der antarktischen Art im Temperaturbereich 0° bis 30°C
gemessen. Der dritte Teil der Arbeit beinhaltete die Bestimmung des Lipidgehalts der

Leber der zwei Arten.

Die mitochondrialen Respirationsraten von Z. viviparus zeigten mit beiden Substraten
einen exponentiellen Anstieg im Sauerstoffverbrauch mit zunehmender Temperatur. Ab
20°C lag der mitochondriale Sauerstoffverbrauch mit Pyruvat + Malat signifikant iiber
dem Sauerstoffverbrauch mit Succinat. Die Messung des durch Protonen-Leckstréme
Vemrsachten Sauerstoffverbrauchs ergab mit Pyruvat + Malat hohere Aktivierungsenergien
und Q,,-Werte als mit der Verwendung von Succinat. Die unterschiedliche
Substrat-Oxidierung spiegelt sich ebenso in den hoheren P/O-Verhiltnissen mit
Pyruvat + Malat wider. Aulerdem konnte fiir die oxidative Respiration mit Succinat eine
Arrhenius Break Temperatur (ABT) bei 15°C ermittelt werden. Somit ergab sich eine
eindeutige Abhéngigkeit der mitochondrialen Respiration vom verwendeten Substrat. Aus
diesem Grund sollten isolierte Mitochondrien auf ihre Substrat-Priferenz getestet werden.
So konnen Aussagen iiber einen Unterschied in der maximalen oxidativen Kapazitit
verschiedener Arten leichter getroffen werden. Vor allem wenn man in Betracht zieht, da
keine mitochondrialen Respirationsraten fiir die antarktische Art P. brachycephalum mit
Succinat oder Pyruvat + Malat ermittelt werden konnten. AuBerdem ergab sich eine
deutliche Temperaturabhdngigkeit fiir die Respiration isolierter Mitochondrien der

eurythermen Exemplare von Z. viviparus. Im unteren Temperaturbereich (1° bis 10°C)
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wurden signifikant niedrigere Kopplungsgrade und P/O-Verhiltnisse als im

Temperaturbereich 10° bis 30°C ermittelt.

Der Vergleich der Citratsynthase-Aktivitdt zwischen Z. viviparus und P. brachycephalum
ergab im gesamten Temperaturbereich signifikant hohere Enzymaktivititen fiir die
antarktische Art. Aus dem Befund ergibt sich eine deutliche Kéilteadaptation fiir
P. brachycephalum. Unterstiitzt durch die niedrigere Aktivierungsenergie der
Citrtatsynthase von P. brachycephalum im Vergleich zu Z. viviparus im
Temperaturbereich 0° bis 25°C. Eine mogliche ABT fiir die Citratsynthase ergab sich fiir
beide Arten bei 25°C, jedoch fehlt die statistische Auswertung aufgrund von fehlenden
hoheren TemperaturmeBwerten (35° und 40°C). Uber die Messung der
Citratsynthase-Aktivitdt in isolierten Lebermitochondrien und Leberstiicken bei 25°C
konnte eine genauere Ermittlung des mitochondrialen Proteingehalts der Leber
vorgenommen werden. Es ergab sich nach Abzug des Lipidanteils der Leber ein signifikant
héherer mitochondrialer Proteingehalt fiir Z viviparus im Vergleich zu
P. brachycephalum, der sich jedoch unter Beriicksichtigung des hepatosomatischen
Indexes der Arten relativierte. Somit ergab sich fiir die gesamte Leber fiir beide Arten ein

dhnlicher mirochondrialer Proteingehalt.

Die Bestimmung des Lipidgehalts zeigte einen signifikant hoheren Lipidgehalt der Leber
fiir P. brachycephalum im Vergleich zum Lipidgehalt der seit ca. einem Jahr gehilterten
Exemplare von Z. viviparus. In der Gegeniiberstellung zu den frisch gefangenen Tieren
von Z. viviparus lag der Lipidgehalt der antarktischen Art signifikant unter deren Wert.
Der hepatosomatische Index von P. brachycephalum lag signifikant hoher als die

ermittelten Indices der zwei unterschiedlichen Finge von Z. viviparus.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluf zu, daB fiir eine Charakterisierung von
mitochondrialen Eigenschaften der Lipidgehalt des Gewebes und der somatische Index

berticksichtigt werden sollten.
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7 Anhang

Mitochondriale Sauerstoffverbrauchsdaten von Z. viviparus mit unterschiedlichen
Substraten bei verschiedenen Temperaturen

Respirationszustand Temperatur Substrat:
(°O) Succinat Pyruvat + Malat
state I1II 1 - 2,55+ 0,54
3 3,36 +£ 0,08 -
S 440% 1,73 5,07 £ 1,30
10 12,83 £4,74 6,20 £ 1,66
15 19,78 £ 5,75 14,27 + 1,28
20 23,67 £7,10% 35,05+2,45
25 29,16 + 10,09% 47,87 £ 6,03
30 41,71 £10,92% 73,13+ 11,28
state IV 1 - 1,25 +£0,25
3 1,89 +0,33 -
5 2,32 +£0,70 2,32+ 1,06
10 4,13+ 1,27 2,53+£0,71
15 6,03+ 1,13 590+2,16
20 9,42+ 1,44 11,34 + 2,19
25 15,35 £2,22% 24,40 + 3,46
30 30,69 + 1,56%* 39,74 + 7,82
state IV, 1 -- 1,05 £ 0,003
3 1,38 + 0,32 -
5 2,05 £ 0,60 2,10£0,85
10 3,61 £1,20 1,44 £0,39
15 5,17£1,13 3,76 £ 1,05
20 7,75+ 1,28 6,76 £ 0,98
25 12,74 + 3,62 16,45+ 0,95
30 26,33 £ 1,69 28,57 £ 8,44
state III — state IV 1 -- 1,50 £ 0,54
3 1,98 £0,24 -
5 2,35+ 1,50 2,97 £ 0,54
10 9,22 +3,83 4,76 + 1,75
15 14,61 +£5,33 9,97 £ 1,44
20 14,53 £ 5,57* 26,40 + 6,47
25 13,90 + 6,19%* 30,46 £ 5,90
30 20,72 + 1,04 49,331 £ 6,69

Tab. A1 Mitochondrialer Sauerstoffverbrauch (nmol O ‘- min” - mg" mitochondrialem Protein)
von Z. viviparus mit den Substraten Succinat und Pyruvat + Malat in Abhéangigkeit von
der Temperatur (MW=S.D., bei 1°, 3° und 5°C (5°C nur bei Pyruvat+Malat) MWEM.A.,

*: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten, n=2-8)
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In-transformierte mitochondriale Sauerstoffverbrauchsdaten von Z. viviparus mit
unterschiedlichen Substraten bei verschiedenen Temperaturen

Respirationszustand Temperatur Substrat:
(K'h Succinat Pyruvat + Malat
state III 3,65 - 0,91 +£0,22
3,62 1,21 £0,02 -~
3,60 1,41 +0,41 1,59 +0,26
3,53 2,49 £ 0,39 1,80 £0,26
3,47 2,94+0,32 2,65 £ 0,09
3,41 3,12+ 0,33* 3,55+ 0,07
3,36 3,32 £0,36% 3,86 £ 0,13
3,30 3,70+ 0,31* 4,28 £0,16
state [V 3,65 -- 0,20 £ 0,20
3,62 0,62 0,18 --
3,60 0,81 +£0,29 0,73 £ 0,49
3,53 1,37+0,33 0,89 £ 0,29
3,47 1,78 £0,19 1,72 £ 0,37
3,41 2,23 +0,15 2,41+0,19
3,36 2,72+0,15 3,19%£0,15
3,30 3,42 +£0,05 3,66 0,21
state IV, 3,65 - 0,05 + 0,003
3,62 0,29 £ 0,24 --
3,60 0,68 0,28 0,65 £0,43
3,53 1,24 +0,32 0,42+ 0,21
347 1,62+0,22 1,28 0,35
3,41 2,04 +£0,16 1,90 £ 0,14
3,36 2,51+£0,30 2,80 4+ 0,06
3,30 3,27 +£0,06 3,31+£0,30
state 11T — state IV 3,65 -- 0,34 + 0,38
3,62 0,68 +£0,12 -~
3,60 0,63 £ 0,80 1,08 £0,15
3,53 2,13+0,46 1,50 £ 0,37
3,47 2,61 +0,42 2,29+ 0,15
3,41 2,60 £0,45% 3,25+0,26
3,36 2,54 £0,50% 3,40£0,20
3,30 3,03 £0,05% 3,85+0,35

Tab. A2 In MO, (nmol O - min - mg"' mitochondrialem Protein) von Z. viviparus mit den
Substraten Succinat und Pyruvat + Malat in Abhiingigkeit von der Temperatur
(MW=S.D., bei 3,65 K, 3,62 K und 3,60 K'! (3,60 K" nur bei Pyruvat+Malat) MWtM.A.,
*: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten, n=2-8)
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Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte der mitochondrialen Respirationsraten

mit verschiedenen Substraten in verschiedenen Temperaturbereichen

Aktivierungsenergie | Temperaturbereich Substrat:
(kJ - mol™) (°C) Succinat Pyruvat + Malat
state I11 1 bis 30 90,96 = 7,89
vor ABT 3 bis 15 89,80 + 18,57
nach ABT 15 bis 30 32,05 £ 9,50%
state IV 1 bzw. 3 bis 30 64,55+ 10,71 92,54 + 18,66
state IV 1 bzw. 3 bis 30 59,79 £+ 14,39 98,04 + 17,53
state III — state IV 1 bis 30 88,04 + 14,32
vor ABT 3 bis 15 114,47 +3542
nach ABT 15 bis 30 14,75+ 11,05%*
Qo
state 111 1 bis 30 3,60 +£0,48
vor ABT 3 bis 15 4,05 + 1,00
nach ABT 15 bis 30 1,49 £0,25%
state IV 1 bzw. 3 bis 30 2,57 £0,35 3,62 10,82
state IV, 1 bzw. 3 bis 30 2,46 £ 0,54 3,97 £0,90
state III — state IV, 1 bis 30 3,41 +£0,57
vor ABT 3 bis 15 7,61 £ 3,37
nach ABT 15 bis 30 1,06 £0,26%*
Tab. A3 Arrhenius-Aktivierungsenergien und Qo-Werte der mitochondrialen

Respirationsraten von Z. viviparus mit den Substraten Succinat und Pyruvat + Malat in
verschiedenen Temperaturbereichen, mit einer ABT fiir Succinat bei 15°C bei den
Respirationszustinden state III und state III — state IV,, (MW+S.D., *: signifikanter Unterschied
zu den Werten mit Succinat vor ABT und zu den Werten mit Pyruvat + Malat, n=4-8)
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Kopplungsgrade der mitochondrialen Respiration von Z. viviparus

unterschiedlichen Substraten bei verschiedenen Temperaturen

mit

Temperatur Substrat:
Kopplungsgrad
(°O) Succinat Pyruvat + Malat
RCR 1 - 2,22 +£0,87
3 1,83 £0,28 -
5 1,88+ 0,53 2,43 +0,55
10 3,164+0,76° 2,23 +0,75
15 3,16+ 1,242 2,80+ 0,95
20 2,33+0,71 2,80 £ 1,03
25 1,67 £ 0,40 2,12 +0,38
30 1,50 £0,08 2,01 £0,52
RCR,, 1 - 2,55+£0,54
3 2,72 £ 0,60 --
5 2,24 +0,71 2,72 £ 0,45
10 3,96+ 0,98" 4,14 £ 1,17
15 3,49+0,62° 4451248
20 2,96 £ 0,66 419+137"
25 2,17£0,47 3,20+ 091°
30 1,87 +£0,02 3,04+091°

Tab. A4 Kopplungsgrade der mitochondrialen Respiration von Z. viviparus mit den Substraten
Succinat und Pyruvat + Malat in Abhiingigkeit von der Temperatur (MW+S.D., bei 1°, 3°
und 5°C (5°C nur bei Pyruvat+Malat) MW+M.A., a: signifikant héhere Werte innerhalb der
Kopplungsgrade mit Succinat, *: signifikanter Unterschied zwischen den Substraten, n=2-8)
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Daten der unterschiedlich ermittelten P/O-Verhiltnisse der mitochondrialen

Respiration von Z. viviparus mit unterschiedlichen Substraten bei verschiedenen

Temperaturen
Temperatur Substrat:
©C) Succinat Pyruvat + Malat
Methode: klassisch klassisch luminometrisch

- 1,75+0,42° 1,38 £0,62*

3 1,79 £0,06* -- --

5 1,39 £ 0,68 2,35+0,48° 1,09 £ 0,41%

10 2,25+ 0,43% 3,30+ 0,72 1,95+ 0,76%

15 2,431 0,44% 3,05+042 2,77 £ 1,07

20 2,67 £ 0,46% 3,18 +0,81 2,59 £ 0,38

25 2,51 £0,70%* 3,36 + 0,66 2,954+042

30 2,25+0,75% 3,01 +£0,72 2.91+0,72

Tab. AS P/O-Verhiltnisse der mitochondrialen Respiration von Z. viviparus mit den Substraten.
Succinat und Pyruvat + Malat in Abhéngigkeit von der Temperatur und unterschiedlicher
Ermittlungsmethoden (klassische Methode gegen luminometrische Messung der
ATP-Produktion) (MW=S.D., bei 1°, 3° und 5°C (5°C nur bei Pyruvat+Malat mit klassischer
Methode) MWEM.A., a: signifikant unterschiedlich zu den P/O-Werten mit Succinat der
Temperaturen 10°-30°C, b: signifikant unterschiedlich zu den P/O-Werten mit Pyruvat + Malat
der Temperaturen 10°-30°C, *: signifikanter Unterschied zu den klassisch ermittelten Werten
mit Pyruvat + Malat, n=2-8)
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Daten der Citratsynthase-Aktivitit von Z. viviparus und P. brachycephalum bei

verschiedenen Temperaturen

Temperatur Art:

(°C) Z. viviparus P. brachycephalum
0 0,011 +0,002* 0,026 + 0,006
3 0,014 £ 0,003* 0,034 + 0,009
6 0,017 £ 0,004* 0,035 £+ 0,009
9 0,022 £ 0,005* 0,045 + 0,010
12 0,025+ 0,006* 0,050+ 0,010
15 0,029 + 0,007* 0,063 £0,017
18 0,037 £ 0,009* 0,074 £ 0,019
21 0,044 £ 0,009* 0,080 + 0,021
25 0,054 +0,013* 0,097 + 0,026
30 0,048 £ 0,021* 0,189 + 0,039

Tab. A6 Citratsynthase-Aktivitit (units - mg"' mitochondrialem Protein) von Z. viviparus und
P. brachycephalum in Abhingigkeit von der Temperatur (MW=*S.D., *: signifikanter
Unterschied zwischen den Arten, n=3-12)
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In-transformierte Daten der Citratsynthase-Aktivitit von Z. viviparus und

P. brachycephalum bei verschiedenen Temperaturen

Temperatur Art:
(K1) Z. viviparus P. brachycephalum
3,66 -4,52 £ 0,14% -3,67 £ 0,26
3,62 -4,28 +£0,23* -3,41 £0,30
3,58 -4,08 £+ 0,24* -3,38 £ 0,29
3,55 -3,85 £0,22* -3,14 £ 0,25
3,51 -3,70 £ 0,23* -3,03 £0,23
3,47 -3,58 +0,24* -2,81+0,29
3,44 -3,33£0,27* -2,64 £0,27
3,40 -3,15+0,22% -2,56 £ 0,29
3,36 -2,96 £ 0,26* -2,36 £ 0,29
3,30 -3,10+0,41* -1,68 £ 0,21

Tab. A7 In-transformierte Citratsynthase-Aktivitiit (units - mg' mitochondrialem Protein) von
Z. viviparus und P. brachycephalum in Abhiingigkeit von der Temperatur (MW+S.D,,
*: signifikanter Unterschied zwischen den Arten, n=3-12)
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Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte der Citratsynthase-Aktivitit von

Z. viviparus und P. brachycephalum in verschiedenen Temperaturbereichen

Temperaturbereich Art:
©C) Z. viviparus P. brachycephalum
Aktivierungsenergie 0 bis 25 42,57 £ 4,13% 34,99 £ 1,70
(kJ - mol™) 25 bis 30 25,17 + 6,87+ 66,95 £ 4,23°
Qo 0 bis 25 1,85 +0,13* 1,62 £0,03
25 bis 30 0,84 +0,27*" 2,63+0,16°

Tab. A8 Arrhenius-Aktivierungsenergien und Q,,-Werte der Citratsynthase-Aktivitdt von
Z. viviparus und P. brachycephalum in unterschiedlichen Temperaturbereichen (MW=S.D.,
a und b: signifikanter Unterschied zu dem Wert im Temperaturbereich 0°-25°C *: signifikanter
Unterschied zwischen den Arten, n=3-12)
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Daten der Citratsynthase-Aktivitit (bei 25°C) aus Lebergewebe (''maximale"

Citratsynthase) und aus isolierten Lebermitochondrien von Z. viviparus und

P. brachycephalum

Art:
Z. viviparus P. brachycephalum
"maximale" .
: + * +
Citratsynthase-Aktivitét Leber + Lipid 144£0,23 2112054
. -1
(units - g FGge,) Leber - Lipid 1,79 £ 0,30 2,21+0,57
mitochondriale . :
: -+ Li + +
Citratsynthase-Aktivitt Leber + Lipid 0.50=0.14 0452022
: -1
(units - g’ FG_,,..) Leber - Lipid 0,62+0,17 0,47 £0,23
mitochondriale
Citratsynthase-Aktivitit 0,05 +0,01* 0,10 +0,03
(units - mg™ Protein,,)

Tab. A9 Citratsynthase-Aktivitat von Z. viviparus und P. brachycephalum im Vergleich bei
25°C, zum einen bezogen auf FG ohne Beriicksichtigung und mit Berticksichtigung des
Lipidgehalts der Leber, zum anderen bezogen auf mitochondrialen Proteingehalt (MW+S.D.,
*: signifikanter Unterschied zwischen den Arten, n=4-12)
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Mitochondrialer Proteingehalt und Lipidanteil der Leber von Z. viviparus und von

P. brachycephalum

Art: Z. viviparus I Z. viviparus Il P. brachycephalum
Hilterung seit: September 1998 August 1999 Mirz 1998
mitochondrialer Proteingehalt
(mg ’ g—I FGLeber)
Leber + Lipid 22,22 +7.34 27,67 £10,97 19,61 £5,02
Leber - Lipid 2291757 34,38 £ 13,55*% 20,52 £5,25
Lipidanteil am FG,,,,,
(%) 3,0x04 18,5 £7,0% 4,6+1,0°

Tab. A10 Mitochondrialer Proteingehalt und Lipidanteil der Leber der unterschiedlichen
Fingen von Z. viviparus und P. brachycephalum mit Angabe der Hilterungszeiten
(MW=S.D., a: signifikanter Unterschied zum Lipidanteil von Z. viviparus I, *: signifikanter
Unterschied zu den Werten von Z. viviparus [ und P. brachycephalum, n=6-9)
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