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Zusammenfassung

Zusammenfassung

An dem Kalmaren Lolliguncula brevis, in dessen Lebensraum regelméaBig Fluktuationen
in der Sauerstoffverfiigbarkeit auftreten, wurde die Hypoxietoleranz untersucht. Es wurde
ein kritischer Sauerstoffpartialdruck (P.) bestimmt, der durch das Einsetzen des
anaeroben Stoffwechsels gekennzeichnet ist. Trotzdem reichten wihrend einer zwei-
stiindigen Inkubation bei Sauerstoffpartialdriicken zwischen 19,3 und 6,6 kPa (moderate
Hypoxie) die aeroben und anaeroben Prozesse aus, den Energiestatus in der Mantel-
muskulatur aufrechtzuerhalten. Demgegeniiber trat bei extremer Hypoxie (2,8 & 0,3 kPa)
.schon nach 15 Minuten eine signifikante Abnahme der ATP- und Phospho-L-Arginin-
Konzentrationen sowie der Gibbs’schen freien.Energie der ATP-Hydrolyse auf. Unter
diesen Bedingungen scheint Lolliguncula brevis rasch seine Leistungsgrenzen zu er-
reichen. Der vergleichsweise hohe P, im Bereich von 7,9 bis 9,4 kPa ist im Zusammen-
hang mit der hohen Stoffwechselrate dieser Kalmare zu sehen. Dennoch deuten die
Ergebnisse darauf hin, da diese Kalmare in der Lage sind, hypoxe Perioden in ihrem
Lebensraum zu tolerieren und moglicherweise sogar ein gewisses Aktivitdtsniveau auf-

recht erhalten konnen.

Eine Beteiligung anaerober Stoffwechselwege an der Energiebereitstellung wurde in der
Mantelmuskulatur von Lolliguncula brevis und dem antarktischen Oktopoden Pareledone
charcoti nach Inkubation bei hohen Temperaturen festgestellt. Durch die Akkumulation
anaerober Metabolite konnte flir beide Arten die obere kritische Temperatur bestimmt
werden, die die Grenze der aeroben Reserve des Gesamtorganismus anzeigt. Jenseits der
kritischen Temperaturen konnte der Energiestatus nicht aufrechterhalten werden, sichtbar
an der Konzentrationsabnahme der energiereichen Metabolite ATP und Phospho-L-
Arginin. Nach Uberschreiten der kritischen Temperaturen trat bei beiden Arten eine
intrazelluldre Azidose auf, die auf ein wirmeinduziertes Versagen der S&ure-Basen-
Regulation zurtickzufiihren sein kénnte. Die obere kritische Temperatur von Lolliguncula
brevis liegt nur gerade oberhalb der natiirlichen Temperaturen im Lebensraum.
Mobglicherweise ist die Toleranz dieses Kalmaren gegeniiber hohen Temperaturen wie
bereits bei der Hypoxietoleranz gesehen, durch den hohen Sauerstoffbedarf einge-
schridnkt. Demgegeniiber liegt die obere kritische Temperatur fiir Pareledone charcoti
deutlich tiber den Umgebungstemperaturen. Ein Vergleich zwischen Aktivitétsniveau und
kritischen Temperaturen verschiedener antarktischer Arten deutet darauf hin, daf} die Lage
der kritischen Temperatur bei diesen Arten mit ihrer Lebensweise zusammenhéngt.



Zusammenfassung

Die Aktivitdten verschiedener an der Glykolyse, dem Aminosdurekatabolismus und dem
Zitronensdurezyklus beteiligten Enzyme wurden in den Geweben der antarktischen
Oktopoden Pareledone charcoti und Pareledone polymorpha sowie des antarktischen
Kalmaren Psychroteuthis glacialis bei Temperaturen zwischen 0 und 30 °C bestimmt. Fiir
die Enzyme der Glykolyse und des Aminosdurekatabolismus wurden bei niedrigen
Temperaturen hohe Arrhenius-Aktivierungsenergien gefunden. Dies bestitigt die
Hypothese, daBl durch hohe Aktivierungsenergien bei niedrigen Temperaturen die Ge-
schwindigkeit enzymatischer Reaktionen gering gehalten werden kann. Dies stinde im
Einklang mit der niedrigen Stoffwechselrate, die fiir Pareledone charcoti gefunden wurde.
Weiterhin wurden die Aktivitdten der gleichen Enzyme bei O °C nach einer Temperatur-
inkubation von Pareledone charcoti gemessen. Es zeigte sich zunichst ein Anstieg der
Aktivitdten, wenn die Inkubationstemperatur von 0 °C bis auf 6 bzw. 8 °C erhtht wurde.
Eine Erhohung der Inkubationstemperatur auf 10 °C resultierte in einer Abnahme der
Aktivitdten bis auf annidhernd Kontrollwerte. Diese Abnahme der Enzymaktivititen
korreliert mit der oberen kritischen Temperatur dieser Art und kénnte auf ein Ungleich-
gewicht zwischen Proteinsynthese und Proteinabbau zuriickzufiihren sein.

Ein Vergleich der Enzymaktivititen der antarktischen Cephalopoden mit denen aus
gemiBigten Breiten zeigte, dal Psychroteuthis glacialis aerobe und zum Teil auch
anaerobe Kapazitidten aufweist, die mit denen von Kalmaren aus geméBigten Breiten
vergleichbar sind. Demgegeniiber scheinen die Enzymaktivititen der beiden untersuchten
Oktopodenarten Pareledone charcoti und Pareledone polymorpha keine Kiltekompen-
sation erfahren zu haben. Diese Unterschiede lassen sich wahrscheinlich auf die unter-
schiedliche Lebensweise der benthischen Oktopoden und des pelagischen Kalmars
zuriickfiihren, Die Kiltekompensation der aeroben Kapazitidt des Kalmaren kénnte dazu
beitragen, ein hohes Aktivitdtsniveau bei niedrigen Temperaturen aufrechtzuerhalten.

Der hohe Sauerstoffbedarf vieler Cephalopoden erfordert eine Anpassung des Sauer-
stofftransports am Himocyanin an den hohen Sauerstoffbedarf. Die Bedeutung des
Himocyanins fiir den Sauerstofftransport wurde vergleichend an der eurythermen Art
Sepia officinalis und dem stenothermen antarktischen Oktopoden Megaleledone senoi
untersucht. Dabei wurde besonders der Einfluf der Temperatur auf den Sauerstoff-
transport beriicksichtigt. Eine Methode wurde entwickelt, die es erlaubt, Anderungen des
Blut-pH und der Sauerstoffsittigung des Hiémocyanins kontinuierlich zu verfolgen. Bei
beiden Arten stieg die pH-Sensitivitdt mit zunehmender Temperatur an. Fiir das
Himocyanin beider Arten wurde eine pH-unabhingige vense Reserve gefunden, die die
Menge des Sauerstoffs angibt, der selbst bei einer extremen pH-Abnahme am
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Zusammenfassung

Himocyanin gebunden bleibt. Fiir das Hamocyanin von Megaleledone senoi lag dieser
Wert bei 43 % (0 °C), withrend diese venose Reserve bei Sepia officinalis 19 % betrug
(20 °C). Die Kooperativitidt des Hidmocyanins von Sepia officinalis zeigte sowohl eine
pH- als auch eine Temperaturabhéngigkeit. Zudem nahm die Sauerstoffaffinitét dieses
Himocyanins mit einer Rate von AP/AT = 0,12 kPa (pH 7.4) pro °C Temperaturanstieg
ab. Im Gegensatz dazu #nderte sich die Sauerstoffaffinitit des Hédmocyanins von
Megaleledone senoi nur mit einer Rate von APs/AT < 0,01 kPa pro °C. AuBerdem
dnderte sich die Kooperativitit weder in Abhingigkeit von der Temperatur noch vom pH-
Wert. Aufgrund der niedrigeren Stoffwechselrate von Oktopoden im Vergleich zu Sepien
.oder Kalmaren wird die pH-Abhingigkeit des Sauerstofftransports am Héirno;:yanin des
Oktopoden nicht in dem Ausmall maximiert wie es bei anderen Cephalopoden der Fall ist.
Insgesamt scheint der Sauerstofftransport bei Megaleledone senoi auf die niedrige
Stoffwechselrate antarktischer Oktopoden abgestimmt zu sein. AuBerdem steht die
Temperaturunabhéngigkeit der Sauerstoffbindungseigenschaften dieses Hdmocyanins im
Einklang mit der Stenothermalitit dieser Kaltwasser-Oktopoden.

Hohe Stoffwechselraten fiihren bei vielen Arten zu einer hohen Produktionsrate von
Sauerstoffradikalen. In den Geweben von Sepia officinalis und Lolliguncula breyis
wurden die Aktivitdten der am Oxidationsschutz beteiligten Enzyme gemessen, um zu
untersuchen, ob die antioxidative Kapazitit der Cephalopoden an eine méglicherweise
hohe Radikalbildungsrate angepalt ist. AuBerdem wird der oxidative Strel3 als einer der
wichtigsten Faktoren fiir die Alterung angesehen. Daher wurden zur Untersuchung, ob
dieser Faktor zu der relativ kurzen Lebensspanne von Cephalopoden beitrigt, in
definierten Altersgruppen von Sepia officinalis die Konzentrationen von Malondialdehyd
-und Lipofuscin als Indikatoren fiir Lipidperoxidation bestimmt. Im Vergleich der beiden
Cephalopodenarten zeigte sich, daf3 die Aktivitdten der Oxidationsschutzenzyme generell
in der Mantelmuskulatur und im Kiemengewebe des Kalmaren niedriger waren.
Desweiteren war der antioxidative Status der Cephalopoden niedriger als bei anderen
ektothermen Tieren. Mit zunchmendem Alter von Sepia officinalis zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Aktivititen der Superoxid-Dismutase und der Glutathion-
Peroxidase, wihrend die Katalaseaktivitit mit zunehmenden Alter signifikant abnahm.
Der relativ geringe Oxidationsschutz konnte den signifikanten Anstieg der Malondi-
aldehyd- und der Lipofuscinkonzentration auf ein vergleichsweise hohes Niveau in den
dltesten Tieren erklidren und auf diese Weise zu der kurzen Lebensspanne dieser Gruppe

von Tieren beitragen.
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Summary

Summary

Hypoxia tolerance was investigated in brief squid Lolliguncula brevis, which are regularly
exposed to fluctuating oxygen levels in their shallow coastal environment. A critical
oxygen partial pressure (P.) was determined, which is characterised by the onset of
anaerobic metabolism. During two hours of exposure to oxygen partial pressures between
19.3 and 6.6 kPa (moderate hypoxia) aerobic and anaerobic pathways were sufficient to
maintain energy status in the mantle musculature. In contrast, both ATP and phospho-L-
arginine concentrations as well as the Gibb’s free energy change of ATP hydrolysis were
significantly decreased already after 15 minutes of extreme hypoxia (2.8 + 0.3 kPa).
Under these conditions Lolliguncula brevis seems to rapidly reach its limits of
performance. The comparatively high P, of 7.9 to 9.4 kPa appears to be related to the
high metabolic rate of this squid. Nevertheless, these results indicate that the brief squid
may be able to tolerate fluctuations of oxygen partial pressure in the ambient water and

even maintain muscular activity to a certain extent.

Anaerobic metabolism was also found to contribute to energy production in the mantle
musculature of Lolliguncula brevis and the Antarctic octopod Pareledone charcoti during
exposure to high temperatures. A high critical temperature (T,) could be defined for both
cephalopods by the accumulation of anaerobic end products, which indicates the limits of
the aerobic reserve for the whole organism. Beyond the critical temperature the energy
status could not be maintained as indicated by the depletion of ATP and phospho-L-
arginine levels. At the same time an intracellular acidosis was found, which might be
caused by a heat induced failure of pH-regulation. The high critical temperature for
Lolliguncula brevis is found just above the highest ambient temperatures seen in its
natural environment. In accordance with the limited hypoxia tolerance, the tolerance of
this squid to high temperature might be determined by its high oxygen demand. In
contrast, the upper temperature limit for Pareledone charcoti is well above ambient
temperature. A comparison between the levels of activity and critical temperatures among
several Antarctic species indicates, that the critical temperature might be influenced by life

style and activity. levels.

Activities of enzymes involved in glycolysis, amino acid degradation and citric acid cycle
were analysed in tissues of the Antarctic octopods Pareledone charcoti and Pareledone
polymorpha as well as in the squid Psychroteuthis glacialis at temperatures between 0 and
30 °C. Enzymes of glycolysis and amino acid degradation displayed high levels of
Arrhenius activation energy at low temperatures. This finding supports the hypothesis,
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Summary

that high levels of activation energy support a low metabolic flux at low temperatures, in
accordance with the low metabolic rate found for Pareledone charcoti. When enzyme
activities were investigated at 0 °C after exposure of Pareledone charcoti to temperatures
between -1.8 and 10°C, activities increased when temperature was elevated to 6 or 8 °C,
but fell to almost control values when temperature was increased further. This drop in
enzyme activities correlates with the upper critical temperature of this species and might be

caused by an imbalance between protein synthesis and degradation.

A comparison of enzyme activities of Antarctic cephalopods with species from lower.
latitudes demonstrated, that Psychroteuthis glacialis displays similar aerobic and to some
extent anaerobic capacities as squids from temperate waters. In contrast, enzyme activities
in the Antarctic octopods Pareledone charcoti and Pareledone polymorpha appear not to be
compensated for low temperatures. These differences might be related to the different life
styles of benthic octopods and pelagic squid. The cold compensation of aerobic capacity
found in the squid might contribute to maintain a high activity at low temperatures.

High oxygen requirements in cephalopods require an efficient oxygen carrier in the blood.
Oxygen binding and its temperature dependence were compared in haemocyanins of the
eurythermal cuttlefish Sepia officinalis and the stenothermal Antarctic octopod
Megaleledone senoi. A technique was developed which allowed continuous recordings of
pH changes and associated fluctuations in haemocyanin oxygen saturation. In both
species pH sensitivity of oxygen binding increased with increasing temperature. The pH-
independent venous reserve was 43 % in Megaleledone senoi at 0 °C and 19 % in Sepia
officinalis at 20 °C. The cooperativity of Sepia officinalis haemocyanin was pH- as well
as temperature dependent, whereas the cooperativity of Megaleledone senoi haemocyanin
was not influenced by temperature or pH. Oxygen affinity of Sepia officinalis
haemocyanin increased with temperature at a rate of APs/AT = 0.12 kPa °C' (pH 7.4),
while this rate was much smaller in Megaleledone senoi haemocyanin (APs/AT < 0.01
kPa °C"; pH 7.4). The low metabolic rate of octopods compared to cuttlefish or squids
seems to eliminate the necessity to maximise pH dependent oxygen transport to the extent
seen in other cephalopods. In Megaleledone senot oxygen transport seems to be tuned to
the unusually low metabolic rates found in Antarctic octopods. Furthermore, the
temperature independent oxygen affinity reflects the stenothermality of these cold water

octopods.

The high metabolic rates of cephalopods might be related to high levels of oxygen radical
production. Therefore, the activities of antioxidative enzymes were investigated in tissues
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Summary

of the cuttlefish Sepia officinalis and the squid Lolliguncula brevis. Furthermore, since
oxidative stress is regarded to be one of the most important factors contributing to aging,
the levels of malondialdehyde and lipofuscin were evaluated as indicators of lipid
peroxidation in well defined laboratory reared age groups of Sepia officinalis. Maximal
enzyme activities were generally lower in tissues of Lolliguncula brevis than in Sepia
officinalis. Comparison with other ectothermic animals showed both cephalopod species
to have a lower antioxidative status. Activities of superoxide dismutase and glutathione
peroxidase increased significantly with increasing age of Sepia officinalis, while catalase
activity decreased with increasing age. The comparatively low antioxidative status might
have caused the significant increase of malondialdehyde and lipofuscin concentrations in
the oldest animals and might thereby contribute to the short life span of these
cephalopods.



Einleitung

1. Einleitung

Vor iiber 500 Millionen Jahren entstanden im spiten Kambrium die ersten Cephalopoden,
die alle durch eine externe Schale gekennzeichnet waren (Lehmann 1987; Teichert 1988).
Vermutlich bewegten sich diese nur wenige Zentimeter groBen Lebewesen zunschst noch
schneckenartig kriechend auf dem Meeresboden (Lehmann 1987). Von den beschalten
Cephalopoden haben nur die 5 Arten der Gattung Nautilus bis heute tiberlebt. Bei den
ibrigen heute noch vorkommenden Cephalopoden, die in der Unterklasse Coleoidea
zusammengefallt werden, wurde die Schale im Laufe der Evolution ins Innere verlagert
oder sogar bis auf winzige Rudimente zuriickgebildet (Siewing 1985; Remane et al.
1986). Die rezenten Coleoideen lassen sich vermutlich auf einen gemeinsamen Vorfahren
zurlickfithren (Clarke 1988a), dessen Ursprung im spiten Paldozoikum (Oberes Devon
bis Karbon vor 400 bis 330 Millionen Jahren) zu finden ist (Roper et al. 1984; Lehmann
1987; Teichert 1988). Die Vorfahren der heutigen Oktopoden haben sich wahrscheinlich
in der Trias vor 200 Millionen Jahren von den iibrigen Coleoideen abgespalten. Gegen
Ende der Kreidezeit (70 Millionen Jahre) entstanden dann die Ordnungen der Oktopoda,
der Teuthoidea (Kalmare) und Sepiodea (Sepien) in der heutigen Form (Ward 1983;
Clarke 1988a). Oktopoden sind durch ihre 8 Arme und einen kurzen, sackfGrmigen
Korper gekennzeichnet. Aufgrund ihrer 10 Arme, von denen 2 in Tentakeln umgewandelt
sind, werden die Sepien und Kalmare als Dekapoden zusammengefalit (Hunt 1996).
Sepien sind an ihrem breiten, sackformigen Korper zu erkennen, wihrend Kalmare eine
schlanke, torpedoftrmige Gestalt haben (Roper et al. 1984). Bei diesen beiden Gruppen
findet sich am Mantel beiderseitig ein Flossensaum, der je nach Lebensweise unter-
schiedlich grofl ausgeprégt ist (Portner 1994a). Nur die Kalmare sind im Pelagial zu
finden, Sepien und Oktopoden leben dagegen in Bodennihe (Piatkowski 1995). Den etwa
11.000 ausgestorbenen Tintenfischarten stehen ca. 650 lebende gegeniiber (Voss 1977,
Roper et al. 1984), die in allen Weltmeeren von den Tropen bis in die Polarmeere ver-
breitet sind und dort sowohl in den Gezeitenbereichen, in den offenen Meeren als auch in
der Tiefsee vorkommen (Packard 1972; Roper et al. 1984; Hunt 1996).

Aus dem Siidpolarmeer sind heute etwa 30 Kalmararten und mindestens 10 Oktopoden-
arten bekannt (Fischer und Hureau 1985; Piatkowski 1995), wihrend Sepien dort nicht
vorkommen (Roper et al. 1984). Kalmare bestimmen in vielen Teilen des Stidpolarmeeres
das Nekton. Zu den wichtigsten Arten gehoren der Eiskalmar Psychroteuthis glacialis, der
Neukalmar Alluroteuthis antarcticus, der Koderkalmar Gonatus antarcticus und der
Gallertkalmar Galiteuthis glacialis (Piatkowski 1995). Unter den antarktischen Oktopoden
bildet die Gattung Pareledone die am hiufigsten vorkommenden Gruppe (Kuehl 1988).



Einleitung

Aufgrund der begrenzten Zuginglichkeit der Antarktis ist iiber die Biologie antarktischer
Cephalopoden nur wenig bekannt. Neben der geographischen Verbreitung befafiten sich
bisherige Studien an diesen Organismen vor allem mit der Taxonomie sowie ihrer Rolle in
der Nahrungskette (Nemoto et al. 1985; Voss 1988; Rodhouse und Prince 1993; Clarke
und Goodall 1994; Kubodera und Okutani 1994). An einigen antarktischen Vertretern der
Cephalopoden sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Untersuchungen zur
Physiologie durchgefithrt werden. Diese Arten werden im folgenden kurz beschrieben.

Der bis zu 44 cm Mantellidnge erreichende Eiskalmar Psychroteuthis glacialis weist sich
durch eine pelagische Lebensweise in Kiistennihe aus und ist wahrscheinlich zitkumpolar
verbreitet (Roper et al. 1984; Rodhouse 1989; Filippova und Pakhomov 1994). Die
gleiche geographische Verbreitung wird fiir den benthischen Oktopoden Pareledone
charcoti angenommen, wihrend Pareledone polymorpha bislang nur aus dem atlantischen
Sektor des Siidpolarmeeres und aus der Ross See bekannt ist (Roper et al. 1984). Im
Gegensatz zu den beiden mit einer maximalen Mantelldnge von rund 7 cm relativ kleinen
Pareledone-Arten (Roper et al. 1984) kann der Oktopode Megaleledone senoi eine
Mantelldnge bis zu 15 cm und ein Gewicht von mehreren Kilogramm erreichen (Taki
1961; Piatkowski et al. 1998). Die bisher berichteten Fénge dieses Oktopoden lassen auf
eine Verbreitung im indoatlantischen Sektor des Siidpolarmeeres schlieen (Taki 1961;
Kubodera und Okutani 1986, 1994; Piatkowski et al. 1998).

Die groBite Artenvielfalt unter den Cephalopoden ist jedoch auflerhalb der Polarmeere zu
finden (Roper et a. 1984). Das Grofensprektrum dieser Cephalopoden reicht von den nur
rund 1,5 cm langen Arten der Gattung Idiosepiidae (Ordnung Sepiodea) bis hin zu den
Riesenkalmaren (Architeuthis) mit einer Korperldnge bis zu 18 m (Roper et al. 1984;
Nesis 1987). Einige der Kalmare, z. B. Illex illecebrosus, fiihren in ihrem Lebenszyklus
lange Wanderungen im offenen Ozean durch (Portner 1994a). In warmen Gewdéssern sind
Sepia officinalis und der kleine Kalmar Lolliguncula brevis beheimatet, die in dieser
Arbeit niher untersucht wurden. Der bis zu 16 cm Mantellinge erreichende Kalmar
Lolliguncula brevis lebt im Herbst und im Winter in kiistenfernen Schelfgewéssern und
wandert im Frithling und im Sommer in die kiistennahen Flachgewisser und Astuare
(Hendrix et al. 1981; Hanlon et al. 1983). Im Jahresverlauf schwanken die Temperaturen
in seinem Lebensraum zwischen 11 und 31 °C (Gunter 1950; Dragovich und Kelly 1967).
Als Ausnahme unter den sonst Uberwiegend stenohalinen Cephalopoden ist Lolliguncula
brevis regelmiBig auch in Gewissern niedriger Salinitdt anzutreffen (Hendrix et al.
1981). Die geographische Verbreitung dieses Kalmaren reicht von Maryland entlang der
Ostkiiste der Vereinigten Staaten bis zum Rio de la Plata, Argentinien und umfafit auch
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den Golf von Mexico und die Karibische See (Voss 1956). Auf der anderen Seite des
Atlantiks ist Sepia officinalis (Mantellinge bis 50 cm) von der Nordsee tiber den Armel-
kanal bis vor den Kiisten Nordafrikas sowie im Mittelmeer verbreitet. Nach Anpassung
konnen diese Sepien kurze Zeit bei einer Salinitét von 18 %o tiberleben, jedoch ist fiir eine
normale embryonale Entwicklung eine Salinitét von iiber 25 %o notwendig. Daher kommt
diese Art nicht in der Ostsee vor. Nur zum Ablaichen dringen die Tiere in flachere
Kiistenbereiche ein. In der tibrigen Zeit sind sie bis in Wassertiefen von 150 m zu finden
(von Boletzky 1983). Die natiirlichen Temperaturgrenzen dieser Art sind nicht genau
bekannt, aber unterhalb von 10 °C hért das Wachstum auf (Richard 1971, zitiert nach von
Boletzky 1983), wihrend Temperaturen oberhalb von 25 °C von dieser. Art wahr-
" scheinlich nicht erfahren werden (Mangold-Wirz 1963).

Cephalopoden sind die einzigen Wirbellosen, die aktiv, rasch und ausdauernd zu
schwimmen vermégen und dadurch zu Konkurrenten der Fische geworden sind
(Lehmann 1987). Jedoch erfolgt die Fortbewegung generell nach einem véllig anderen
Prinzip als bei den Fischen. Durch den raschen Ausstof3 von Wasser aus der Mantelhdhle
der Cephalopoden wird ein Antrieb nach dem RiickstoBprinzip erreicht (Packard 1972).
Diese Art der Fortbewegung ist sehr energieaufwendig. Daher sind besonders bei den
Kalmaren die hochsten Stoffwechselraten unter den marinen Evertebraten zu finden, sie
konnen sogar die Stoffwechselraten von Fischen dhnlicher Lebensweise und Gréfie
iibertreffen. So wurden fiir die Kalmare lllex illecebrosus und Loligo opalescens ein
hoherer Sauerstoffverbrauch als fiir den Lachs Oncorhynchus nerka gemessen,
gleichzeitig war aber die bei ausdanerndem Schwimmen erreichbare maximale Geschwin-
digkeit bei den Kalmaren geringer (O’Dor 1982; Webber und O’Dor 1985, 1986). Nur
die Kalmare nutzen das RiickstoBschwimmen kontinuierlich, wihrend diese Art der Fort-
bewegung von cher bodennah lebenden Cephalopoden meist nur bei der Flucht genutzt
wird. Oktopoden bewegen sich auf ihren Armen vorwirts, Sepien schwimmen bevorzugt

mit Hilfe ihres Flossensaums (Portner 1994a).

Die wichtigsten Energiespeicher bei vielen Tiergruppen sind Kohlenhydrate und Fette. Im
Gegensatz.  dazu erfolgt die Deckung des Energiebedarfes bei den karnivoren
Cephalopoden bevorzugt durch den Abbau von Proteinen bzw. Aminosduren (Boucher-
Rodoni und Mangold 1985, 1994; Segawa und Hanlon 1988; Lee 1994). Besonders
Prolin wird genutzt (Mommsen und Hochachka 1981), das iiber Glutamat in den
Zitronenséurezyklus gelangt. Der dabei entstehende energiereiche Wasserstoff wird durch
Reduktionsidquivalente in die Atmungskette eingeschleust (Abb. 1). Im Cytosol wird
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Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der wichtigsten Vorginge des aeroben und anaeroben Stoffwechsels von
Cephalopoden (ohne strenge Beriicksichtigung der stéchiometrischen Zusammenhénge). Endprodukte des
aeroben Stoffwechsels sind CO, und Wasser. Wihrend einer Sauerstoffmangelsituation reichern sich
Octopin, Glycerin-3-Phosphat und Succinat im Gewebe an (verdndert nach Portner 1994a, 1997).

energiereicher Wasserstoff durch die Oxidation von Glukose gebildet und auf Dihydroxy-
acetonphosphat {ibertragen. Anschliefend wird dieser energiereiche Wasserstoff iiber das
Glycerinphosphat-Shuttlesystem in die Mitochondrien {ibertragen (Hochachka et al. 1975;
Stryer 1990). Bei intensiver Muskelarbeit werden die relativ geringen Glykogenvorrite
schon nach Wehigen Minuten aufgebraucht (Storey und Storey 1979, 1983; O’Dor und
Webber 1986). Unter diesen Bedingungen ist der Abbau von Kohlenhydraten in der
Glykolyse mit der Hydrolyse von Phospho-L-Arginin (PLA) gekoppelt (Abb. 1; Storey
und Storey 1983). PLA, das Phosphagen aller Mollusken, stellt im Muskel einen Vorrat
an energiereichem Phosphat dar, der mehrfach grofler ist als der des ATP (Urich 1990),
dem wichtigsten Energielibertriiger in der Zelle. Durch die Ubertragung der Phosphat-
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gruppe von PLA auf ADP kann schnell ATP regeneriert werden (Grieshaber et al. 1994),
wenn bei hohem Energieumsatz mehr ATP verbraucht wird, als in den Mitochondrien
bereitgestellt werden kann. Das durch die Transphosphorylierung des PLA entstandene L-
Arginin kondensiert mit Pyruvat zu Octopin. Auf diese Weise wird das fiir die ATP-
Bildung in der Glykolyse notwendige NAD" regeneriert (Grieshaber und Gide 1976;
Storey und Storey 1983). Neben Octopin héuft sich Glycerin-3-Phosphat in der Mantel-
muskulatur an, wenn der Sauerstofftransport zu den Mitochondrien nicht mehr ausreicht
und dadurch der energiereiche Wasserstoff nicht mehr hinreichend in der Atmungskette
verwertet werden kann (Hochachka et al. 1975; Pértner 1994a, 1997). Auflerdem
akkumuliert in den Mitochondrien Succinat, ein Produkt des anaeroben Stoffwechsels
vieler Evertebraten (Zebe et al. 1980; Grieshaber et al. 1994).

Neben den hohen Stoffwechselraten haben alle untersuchten Cephalopodenarten, mit
Ausnahme von Nautilus, hohere Wachstumsraten als poikilotherme Vertebraten (Fische,
Amphibien, Reptilien) und erreichen zum Teil sogar die Wachstumsraten von Siuge-
tieren. Mit den hohen Wachstums- und Stoffwechselraten der Cephalopoden geht eine
kurze Lebensdauer einher, die von weniger als einem Jahr bis zu maximal 3 Jahren reicht.
In der Regel sterben die Tiere nach nur einmaliger Reproduktion (Calow 1987; Portner
1994a, 1997). In dieser Hinsicht bildet Nautilus mit einer Lebensdauer von iiber 4 Jahren
und mehrmaliger Reproduktion die Ausnahme (Rodhouse 1998). Im Hinblick auf die hier
erwihnten Besonderheiten der Cephalopoden - hohe Stoffwechsel- und Wachstumsraten,
kurze Lebensdauer - stellte sich die Frage nach den physiologischen Merkmalen, die eine
Anpassung dieser Tiere an verschiedene abiotische Faktoren ermdglichen. Von beson-
derem Interesse war dabei, inwieweit eine Anderung abiotischer Faktoren die Leistungs-

fiahigkeit dieser Organismen einschrankt.

Temperatureffekte

Als einer der wichtigsten abiotischen Faktoren kann die Temperatur angesehen werden,
da sie die Geschwindigkeit biochemischer und physiologischer Prozesse beeinflulit (siehe
Ubersichtsartikel von Prosser 1991; Somero 1997). Zwischen den Tropen und den Polen
gibt es nicht nur einen ausgeprigten Temperaturgradienten, sondern auch das Ausmaf} der
saisonalen Temperaturschwankungen #ndert sich. Ein Organismus, der in einem
thermisch stabilen Bereich lebt wie z. B. den Polargebieten, zeigt eine limitierte Tempe-
raturtoleranz (Stenothermie). Ein Organismus aus einem Lebensraum mit sich schnell
oder saisonal verdndernden Temperaturen mull dagegen einen Mechanismus entwickeln,
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der es ihm erlaubt, im ganzen erfahrenen Temperaturbereich erfolgreich zu leben
(Eurythermie). In jedem Fall gilt, daf extreme Temperaturen oder Temperaturdnderungen
Schddigungen verursachen konnen (Prosser 1991; Somero 1997). Temperaturextreme
charakterisieren die geographischen Verbreitungsgrenzen vieler mariner Arten. In der
Vergangenheit fiihrten extreme Witterungsbedingungen oder globale Temperaturver-
dnderungen zu Anderungen der Artenzusammensetzung in Lebensgemeinschaften und zu
Verschiebungen von Verbreitungsgrenzen (Beukema 1979, 1992; Southward et al.
1995). In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, welche Mechanismen der
Anpassung an verschiedene Temperaturregime zugrunde liegen und welche ihr Grenzen
setzen. Ein Vergleich zwischen Arten aus polaren und gemiBigten bzw. warmen Ge-
wiissern konnte dazu beitragen, die biochemischen und physiologischen Mechanismen

herauszuarbeiten, die die geographische Verbreitung einer Art bestimmen.

Neben Lebensrdumen, in denen jahreszeitlich bedingt niedrige Temperaturen auftreten
konnen, sind die Tiefsee und die polaren Meere durch anhaltend niedrige Temperaturen
gekennzeichnet. Im Siidpolarmeer herrschen in der Nihe des antarktischen Kontinents
Temperaturen nahe des Gefrierpunktes (Clarke 1988b). Trotz dieser - aus menschlicher
Sicht - extremen Temperaturen, sind die polaren Meere reich an Leben (Clarke 1983), das
aber nur durch spezielle Anpassungen moglich ist. Die Fihigkeit zur Kilteanpassung ist
- keine grundlegende Eigenschaft aller Organismen, sondern sie entwickelte sich in einigen
Warmwasserorganismen, die so die Moglichkeit erhielten, in sich abkiihlenden Gebieten
zu bleiben oder in kéltere Regionen einzuwandern (Amtz et al. 1994; Thiel et al. 1996).
Eine der notwendigen Anpassungen an die polaren Regionen ist die Entwicklung von
Gefrierschutz (Thiel et al. 1996), jedoch reicht Gefrierschutz allein nicht aus, um in der
Kilte erfolgreich zu leben. Vielmehr mufl der Herabsetzung der Reéktionsgeschwin-
digkeit biochemischer Reaktionen bei niedrigen Temperaturen entgegen gewirkt werden.
Unkompensiert kinnte dieser Temperatureffekt dazu fiihren, daB lebensnotwendige
Prozesse nicht mehr schnell genug ablaufen. Ein Ausgleich kann durch eine Konzen-
trationserhohung der am Stoffwechsel beteiligten Enzyme erreicht werden, durch eine
temperaturabhiingige Konformationsianderung von Enzymen (Hochachka und Somero
1984) oder durch die Expression von Isoenzymen (Hochachka und Somero 1984;
Prosser 1991). Eine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeiten kann daneben
durch Verinderungen in der Enzymumgebung bewirkt werden (Prosser 1991; Miranda
und Hazel 1996). In diesem Zusammenhang wird auch eine Erhéhung der Enzymaktivitit
durch die Herabsetzung der Aktivierungsenergie diskutiert (Dahlhoff und Somero 1993;
Vetter und Buchholz 1998). Eine Erhohung der aeroben Kapazitidt des Gewebes soll die
Verteilung von Metaboliten und Sauerstoff im Korper sicherstellen (siehe Ubersichts-
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artikel Guderley 1998; Portner et al. 1998). Zu den dafiir notwendigen Mechanismen
gehdren eine Zunahme der Mitochondriendichte (Campell und Davies 1978; Egginton und
Sidell 1989), eine Anderung der Mitochondrienstruktur (Gaebel und Roots 1989) oder die
Aktivitédtssteigerung einzelner Enzyme (Guderley und Blier 1988; Foster et al. 1993).
Zusiitzlich kénnen Anderungen der Membranzusammensetzung zur Aufrechterhaltung der
Fluiditdt (Prosser 1991; Miranda und Hazel 1996), sowie eine Ausbalancierung der
Ionenaustauschprozesse fiir die Kélteanpassung erforderlich sein. Letzteres konnte durch
eine Aktivitdtserhthung der Ionenpumpen oder durch eine Herabsetzung des passiven
Flusses von Ionen durch die Membranen erreicht werden (Hochachka 1988)." Der Gegen-
stand vieler der hier erwidhnten Studien waren Fische, wihrend Cephalopoden bisher in

'deramigen Untersuchungen unberiicksichtigt blieben.

Auch eine Temperaturerhéhung kann die Funktionsfdhigkeit von Organismen beein-
trichtigen. Viele biochemische Strukturen werden durch sogenannte schwache Bindungen
aufrecht erhalten. Hohe Temperaturen kénnen diese Bindungen und somit die Tertiér- und
Quartédrstruktur  von Enzymen, Enzym-Liganden-Komplexen oder Membran- oder
Nukleinsdurestrukturen zerstoren. Weiterhin bewirkt ein Anstieg der Temperatur eine Be-
schleunigung von Stoffwechselprozessen. Werden einzelne Reaktionen unterschiedlich
beschleunigt, so resultieren daraus Verschiebungen zwischen den einzelnen Stoffwechsel-
wegen. Auflerdem konnte der Energieverbrauch so intensiviert werden, daf die Ver-
sorgung mit Nahrung und Sauerstoff nicht mehr gewihrleistet werden kann (Hochachka
und Somero 1984; Somero 1997). Wahrscheinlich tragen Prozesse wie eine Erhohung
der Membranpermeabilitidt oder ein Versagen der synaptischen Funktionen ebenfalls zu
einer Limitierung der Temperaturtoleranz bei (Prosser 1991; Somero 1997). Unklar ist
bisher jedoch immer noch, welche Mechanismen schlieflich zu Schiddigungen und zum
Hitzetod fithren, da einzelne Proteine und Lipide in einem weiteren Temperaturbereich
funktionsfahig bleiben als Zellen oder gar der ganze Organismus (Cossins und Bowler
1987; Prosser 1991).

Sauerstofftransport im Blut

Temperaturdnderungen beeinflussen nicht nur Stoffwechselvorgédnge, sondern auch die
Sauerstoffversorgung des Gewebes, da der Sauerstofftransport durch respiratorische
Farbstoffe temperaturabhingig ist. Generell nimmt die Sauerstoffaffinitdt der res-
piratorischen Farbstoffe mit steigender Temperatur ab. Arten, bei denen die Sauerstoff-
affinitdt des Blutes weniger durch die Temperatur beeinflufit wird, konnen in einem

7



Einleitung

groBeren Temperaturbereich die Versorgung ihrer Gewebe mit Sauerstoff sicherstellen,
als Arten, deren Sauerstoffbindung im Blut stirker von der Temperatur beeinfluft wird
(Brix et al. 1989, 1994). Untersuchungen an Cephalopoden verschiedener geo-
graphischer Breiten konnten zeigen, wie sich ihr respiratorischer Farbstoff an unter-
schiedliche Temperaturen angepalt hat, gleichzeitig aber auch Optimierungs- und damit

Verbreitungsgrenzen aufzeigen.

Der Sauerstofftransport im Blut von Cephalopoden erfolgt mit Hilfe des Hémocyanins
(Mangum 1990). Himocyanine sind sehr grofle, Kupfer enthaltende respiratorische
Proteine, die im Blut von Arthropoden und Mollusken vorkommen. Die Hidmocyanine
dieser beiden Gruppen unterscheiden sich deutlich in ihrer Quartirstruktur, enthalten
jedoch dhnliche Sauerstoffbindungszentren. Diese aktiven Zentren bestehen aus 6
Histidinseitenketten, an die 2 Kupferatome gebunden sind, die zusammen ein Molekiil
Sauerstoff reversibel binden kénnen (Terwilliger 1998). Bei der Oxygenierung des
Hidmocyanins gehen die Kupferatome vom ein- in den zweiwertigen Zustand iiber, das
vorher farblose Protein wird dabei blau (Linzen 1989). Bei den Cephalopoden bilden 10
Untereinheiten von je 350 bis 400 kDa ein zylindrisches Molekiil, wobei jede Untereinheit
bei den Oktopoden und bei Nautilus 7 und bei den Kalmaren 8 Sauerstoffbindungsstellen
enthalt (siehe Ubersichtsartikel Miller 1994; Terwilliger 1998). Die Hamocyanine liegen
nicht in Zellen, sondern stets frei geldst im Blut der Organismen vor (Linzen 1989).
Damit sind der Konzentrierung des Hamocyanins im Blut Grenzen gesetzt, da Proteine
Wasser binden und dieses dem Gewebe entziehen kénnen (kolloidosmotischer Druck).
AuBlerdem fiihrt eine hohe Proteinkonzentration zu einer Erhthung der Blutviskositét
(Mangum 1983, 1990). Somit wird bei den Cephalopoden trotz der im Tierreich hichsten
Konzentrationen von Hdmocyanin im Blut nur eine Sauerstoffbindungskapazitit von 1 - 2
mmol O, pro Liter erreicht, wihrend bei Fischen, deren respiratorischer Farbstoff
Himoglobin in Zellen vorliegt, die gebundene Sauerstoffmenge 4 - 5 mmol O, pro Liter
betragen kann (Portner 1994a, b).

Zur Beschreibung der funktionellen Eigenschaften eines respiratorischen Farbstoffes dient
ein Sauerstoffsittigungsdiagramm, in dem die Sittigung gegen den Sauerstoffpartialdruck
(Po,) aufgetrageﬁ wird. Die Affinitat des respiratorischen Pigments wird durch den Po,
angegeben, bei dem das Pigment zur Hilfte mit Sauerstoff beladen ist (Ps,). Die Sauer-
stoffaffinitdt wird neben der Temperatur auch durch den pH-Wert beeinflut. Eine
Abnahme des pH-Wertes bewirkt eine Erniedriging der Sauerstoffaffinitit, die sich durch
eine Rechtsverschiebung der Bindungskurve ausdriickt. Diese pH-Abhingigkeit der
Sauerstoffbindung wird als Bohr-Effekt bezeichnet und durch den Bohr-Koeffizienten
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AlogPs/ApH quantifiziert, der ein negatives Vorzeichen trdgt (Stryer 1990; Penzlin
1991). Die Grundlage fiir die pH-Abhingigkeit des Sauerstoffbindung ist die reversible
Bindung von Protonen an den respiratorischen Farbstoff. Bei der Oxygenierung wird eine
bestimmte Menge Protonen frei, bei der Deoxygenierung werden sie wieder aufge-
nommen. Diese Protonen werden dem Dissoziationsgleichgewicht der Kohlenséure
hinzugefiigt oder entzogen'. Je gréfier der Bohr-Effekt ist, desto gréfier ist die Menge der
vom respiratorischen Farbstoff aufgenommenen oder abgegebenen Protonen. Gleichzeitig
entsteht entsprechend Bikarbonat oder es wird verbraucht. Die Anderung der Bikarbonat-
konzentration in Abhingigkeit von der Sauerstoffbindung wird durch den Haldane-
‘Koeffizienten quantifiziert, der dem Bohr-Koeffizienten numerisch entspricht. Dieser
ProzeB, der als Haldane-Effekt bezeichnet wird, erhtht die Gesamtmenge des im Blut als
Bikarbonat vom Gewebe zu den Kiemen transportierten CO,. Es zeigt sich also, da$ O,-
und CO,-Transport durch den Protonenaustausch des respiratorischen Farbstoffes

miteinander verbunden sind (Portner 1994a).

Im Gewebe wird der Sauerstoff vom Hidmocyanin abgegeben und in den Mitochondrien
veratmet. Dabei bestimmt der Konzentrationsgradient des Sauerstoffes zwischen den
Mitochondrien und den Kapillaren, wieviel Sauerstoff durch Diffusion in die Zellen
gelangt. Der Bohr-Effekt unterstiitzt die Sauerstoffversorgung des Gewebes in der Weise,
dall Sauerstoff bei hoheren Partialdriicken abgegeben wird und dadurch der Konzen-
trationsgradient zwischen Blut und Mitochondrien erhoht wird. Voraussetzung dafir, daff
der Bohr-Effekt die Sauerstoffversorgung des Gewebes unterstiitzen kann, ist eine
Abnahme des Blut-pH von den Kiemen zum Gewebe (Portner 1994a). Bei Cephalo-
poden, mit Ausnahme von Nautilus, treten in der Regel Bohr-Koeffizienten von unter -1
auf (Bridges 1994). Bohr-Koeffizienten von < -1 bedeuten., daff pro mmol abgegebenem
Sauerstoff mehr als ein mmol Protonen am Pigment gebunden werden. Da aber die
Hauptenergiequelle der Cephalopoden Proteine sind und der respiratorische Quotient
daher ca. 0,85 betrdgt (Agnisola et al. 1991; Lee 1994), entstehen im Stoffwechsel
insgesamt weniger Protonen als durch Deoxygenierung des Hdmocyanins verbraucht
werden. Infolgedessen kann eine Erhthung des vendsen pH-Wertes auftreten, wie es
z. B. von Johansen et al. (1982a) fiir Sepia officinalis gefunden wurde. Diese Alkalose
wiirde dazu fithren, da3 Sauverstoff noch stirker an das Hdmocyanin gebunden wird und
erst bei niedrigeren Po,-Werten abgegeben wiirde. Auf diese Weise wiirde der Po,-
Gradient zwischen Kapillaren und Zelle verkleinert und entsprechend auch der
Sauerstoffflufl zu den Mitochondrien (Portner 1994b).

! Himocyanin-Op + HY <-—- > Hiamocyanin-H + Oy / H + HCO3™ <---—-> HpCO3 <-----> CO3 + HyO
9
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Fiir Kalmare wird diskutiert, da sie zusitzlich tiber die Haut Sauerstoff aufnehmen und
somit mehr CO, zur Verfligung steht, als aus dem Verbrauch des im Blut transportierten
Sauerstoffes zu erwarten wire. Ein Teil dieses zusitzlich produzierten CO, flieit in das
Blut ab und bewirkt dort die fiir die Sauerstofffreisetzung im Blut erforderliche pH-
Abnahme (Portner 1994b). Desweiteren wurde vorgeschlagen, dafi der Bohr-Effekt bei
Cephalopoden besonders eine Bedeutung fiir die Sauerstoffaufnahme an den Kiemen hat
und weniger fiir die Abgabe im Gewebe (Brix et al. 1981). Dahingegen scheint bei Sepia
latimanus und Sepia officinalis ein anderer Mechanismus fiir die notwendige pH-
Erniedrigung zu sorgen. Uber einen noch unbekannten Mechanismus erfolgt am Himo-
cyanin dieser Arten eine sauerstoffabhingige Bindung von CO,, d. h. bei der Oxy-
genierung an den Kiemen wiirde tiberschiissiges CO, an den respiratorischen Farbstoff
gebunden. Bei der Deoxygenierung im Gewebe wiirde dieses CO, ebenfalls freigesetzt
und zusammen mit dem metabolisch produziertem CO, fiir die notwendige Ansiuerung
sorgen (Lykkeboe et al. 1980; Brix et al. 1981).

Im deoxygeniertem Zustand liegt der respiratorische Farbstoff in einem niederaffinen
Zustand vor. Durch die Bindung einiger Sauerstoffmolekiile erfolgt durch Wechsel-
wirkungen zwischen den Untereinheiten eine Konformationsénderung, die dazu fiihrt,
daf weitere Sauerstoffmolekiile schneller gebunden werden kdnnen. Dieser Vorgang, den
man als Kooperativitit bezeichnet, fiihrt zu einem sigmoiden Verlauf der Bindungskurven
mit einem besonders steilem Verlauf in der Nihe des Py, Eine hohe Kooperativitiit
bewirkt, dafl das Pigment bei seiner Deoxygenierung im Gewebe viel Sauerstoff bei einer
nur geringen Abnahme des Po, abgeben kann (Stryer 1990; Mangum 1990; Portner
1994a). Bei einigen Krebsarten wurde sowohl eine pH- als auch eine Temperatur-
abhiingigkeit der Kooperativitit gefunden (Mauro und Mangum 1982a, b), ebenso bei
dem Oktopoden Octopus dofleini (Miller 1985).

Die klassische Auftragungsweise im Sauerstoffsittigungsdiagramm (siehe oben) kann die
Beziehung zwischen pH, Sauerstoffbindung und Sauerstoffpartialdruck nur ungeniigend
veranschaulichen und quantifizieren (Pértner 1994a). Dies erfolgt besser in Form einer
pH-Sittigungsanalyse. Dazu wird die Sauerstoffsittigung des Himocyanins gegen den
gemessenen pH-Wert aufgetragen. Jede Linie in diesem Diagramm stellt eine Sauerstoff-
isobare dar, d. h. eine Linie konstanten Sauerstoffpartialdruckes. Durch diese Form der
Analyse wird die Sauerstoffbindung am Hédmocyanin in Abhédngigkeit vom pH-Wert bei
konstantem Po, widergespiegelt. Dadurch wird beriicksichtigt, daB vor allem bei hohen
Bohr-Koeffizienten die Oxygenierung bzw. Deoxygenierung durch eine pH-Anderung
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bewirkt wird. Weiterhin ist dadurch auch die Bestimmung des Hill-Koeffizienten bei

einem spezifischen pH moglich (Portner 1990b).

Anpassung an Hypoxie

Die Sauerstoffversorgung des Gewebes wird nicht nur durch die Temperatur beeinflufit,
sondern auch durch das Sauerstoffangebot im Seewasser. In den meisten Ozeanen sind
sogenannte oxygen minimum layers in mittleren Wassertiefen (400 - 1000 m) zu finden,
die durch einen konstant niedrigen Sauerstoffgehalt gekennzeichnet sind und auch
Cephalopoden als Lebensraum dienen (Fenchel und Finlay 1995; Childress und Seibel
1998). In der Gezeitenzone lebende Oktopodenarten kénnen wihrend Niedrigwasser in
Gezeitentiimpel eingeschlossen werden (Borer und Lane 1971; Hunt 1996). Aufgrund
des dann unterbrochenen Austausches mit sauerstoffreichem Wasser kann eine
Sauerstoffmangelsituation auftreten (Morris und Taylor 1983). In kiistennahen
Gewissern treten in den Sommermonaten periodisch hypoxe Wasserschichten auf
(Harper et al. 1981; Dethlefsen und von Westerhagen 1983; Ehrhardt und Wenk 1984).
Im Golf von Mexico konnte der Kalmar Lolliguncula brevis in solchen Wasserschichten
beobachtet werden (Vecchione 1991a). Dies erscheint zunidchst tiberraschend, da von
Kalmaren aufgrund ihrer hohen Stoffwechselraten angenommen wird, da@ sie unter den
Cephalopoden am wenigsten gegeniiber Hypoxie tolerant sind (Portner und Zielinski
1998). Der Kalmar lllex illecebrosus nutzt den verfligbaren Sauerstoff schon unter
Kontrollbedingungen maximal aus. AuBerdem ist bei dieser Art der Sauerstofftransport
am Himocyanin in der Weise optimiert, daf3 eine groftmogliche Sauerstoffabgabe im
Gewebe erreicht wird. Dieser Kalmar ist daher vermutlich auch gegeniiber einer nur
geringen Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes intolerant, jedoch wurden die limitie-
renden Sauerstoffkonzentrationen bisher noch nicht bestimmt (Portner 1990b, 1997;
Portner und Zielinski 1998). In diesem Zusammenhang stellte sich daher die Frage,
welche Mechanismen die Hypoxietoleranz des Kalmaren Lolliguncula brevis er-

moglichen.

Das Uberleben in Lebensrdumen mit niedrigem oder fluktuierendem Sauerstoffangebot
wird durch eine Reihe von Anpassungsmechanismen erreicht (Ubersichtsartikel
McMahon 1988; Grieshaber et al. 1994; Childress und Seibel 1998). Viele marine Tiere
erhohen ihre Ventilationsrate, um die reduzierte Sauerstoffverfiigbarkeit zu kompensieren
(Taylor 1976; Houlihan et al. 1982). Dies ist auch fiir Octopus briareus bekannt (Borer
und Lane 1971). Daneben unterstiitzt die Modulation der Sauerstoffbindungseigen-
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schaften der respiratorischen Farbstoffe die Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung
(Lallier und Truchot 1989). Desweiteren trégt auch die Fahigkeit, durch anaerobe Stoff-
wechselwege Energie zu produzieren, zum Uberleben bei (Zebe et al. 1980). Tiere, die an
konstant niedrige Konzentrationen von Sauerstoff angepaf3t sind, erreichen durch eine
vergroflerte Kiemenoberfliche und durch kurze Diffusionswege zwischen Wasser und
Blut eine Erleichterung der Sauerstoffaufnahme (Belman und Childress 1976; Childress
und Seibel 1998). Diese Form der Anpassung an ein reduziertes Sauerstoffangebot wurde
bei verschiedenen Tiefsee-Cephalopoden gefunden (Madan und Wells 1995). Durch eine
Reduktion der Stoffwechselrate kann Nautilus pompilius hypoxe Bedingungen bis zu
einen Tag iiberstehen. Gleichzeitig werden anaerobe Stoffwechselprozesse in einem
geringen Umfang an der Energiegewinnung beteiligt. Aullerdem wird die Aktivitét, die
Ventilation sowie die Zirkulation eingeschrinkt (Wells et al. 1992; Boutilier et al. 1996).

Radikalbildung und Oxidationsschutz

Neben Sauerstoffmangel kann auch die Anwesenheit von Sauerstoff zu Problemen fiir
Organismen fiihren, denn im Stbffwechsel aller sauerstoffverbrauchenden Lebewesen
entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), d. h. Wasserstoffperoxid (H,0,) und
toxische Sauerstoffradikale, die DNA, Lipide und Proteine schidigen konnen (Halliwell
und Gutteridge 1989). Der oxidative Stre3 wird als einer der wichtigsten Faktoren fiir die
Alterung angesehen (Harman 1956; Sohal und Allen 1986; Ku et al. 1993; Sohal und
Weindruch 1996). Die mit dem Alter fortschreitende Akkumulation von schadhaften
Makromolekiilen (Lipide und Proteine) tragt moglicherweise signifikant dazu bei, daB
einzelne Zellen und der ganze Organismus in ihrer physiologischen Funktion beein-
trichtigt sind (Reiss und Gershon 1976). Die Zunahme beschidigter Makromolekiile kann
dabei entweder auf eine altersbedingte Erhohung der oxidativen Schidden und/oder auf den
Verlust der Féhigkeit zurtickzufiihren sein, diese Molekiile zu reparieren oder abzubauen
(Stadtman 1992).

Mbglicherweise wird die maximal méogliche Lebensspanne einer Art durch die Stoff-
wechselrate beeinfluft. Eine erhohte Stoffwechselrate scheint dadurch einen negativen
EinfluB} auf die Lebensdauer zu haben, daf sie die Bildung freier Radikale erhoht und so
oxidative Schidden vermehrt (Sohal 1981a). Fiir eine Abhingigkeit der Radikalbildung
von der Stoffwechselrate sprechen Untersuchungen von Ku et al. (1993) an ver-
schiedenen SHugetierarten. Diese Autoren zeigten, daB die Tiere mit der hochsten
Stoffwechselrate auch die hochste mitochondriale Superoxid- und H,O,-Produktion

12



Einleitung

aufwiesen. Gleichzeitig war die ROS-Bildung negativ mit der MLSP korreliert, d. h. die
Tiere mit der lingsten Lebenserwartung wiesen die geringste Radikalbildung auf. Die
gleiche Abhingigkeit zwischen Radikalbildung und maximal méglicher Lebensdauer
wurde auch von Sohal et al. (1989, 1990b) fiir verschiedene S#ugetiere und fiir die
Stubenfliege Musca domestica gefunden. Aufgrund dieser Betrachtungen stellte sich die
Frage, ob der oxidative Strefl zu der kurzen Lebenserwartung der Cephalopoden beitrégt
und ob die antioxidative Kapazitit ausreicht, einer aufgrund der hohen Stoffwechselrate
vieler Cephalopoden méglicherweise ebenfalls hohen Rate der Radikalbildung entgegen-

zuwirken.

Eine der wichtigsten Quellen fiir die endogene Bildung von ROS ist die Atmungskette der
Mitochondrien (Shigenaga et al. 1994). Radikale werden auBerdem in verschiedenen
enzymatischen Reaktionen (u. a. Xanthin-Oxidase, Aldehyd-Oxidase, Glycolat-Oxidase)
sowie in den Peroxisomen (Urat-Oxidase) und in den Mikrosomen gebildet. Daneben
kann Superoxid (02") durch die Autoxidation verschiedener Molekiile entstehen, z. B.
der reduzierten Form des Riboflavins und seiner Derivate (Flavinmononucleotid, Flavin-
adenindinucleotid), des Adrenalins und des Hamoglobins. H,0, wird wahrscheinlich
hauptsichlich durch die von der Superoxid-Dismutase (SOD) katalysierte Dismutation
von Superoxid gebildet (Abb. 2; Halliwell und Gutteridge 1989). Wasserstoffperoxid
kann im Gegensatz zu Superoxid leicht durch Membranen diffundieren und dadurch nicht
nur am Entstehungsort, sondern auch an anderen Makromolekiilen zum Hydroxylradikal
(OH") umgesetzt werden, das reaktiver ist als Superoxid. Die Bildung von OH"® erfolgt in
der Haber-Weiss-Reaktion? durch die Reduktion von H,0O, mit Hilfe von Superoxid
(Abb. 2). Diese Reaktion wird hauptséchlich durch Fe** katalysiert (Leibovitz und Siegel
-1980; Stadtman 1992; Storey 1996). Superoxid und das Hydroxylradikal kdnnen andere
Molekiile angreifen und so weitere Radikale bilden. Besonders mehrfach ungesittigte
Fettsduren scheinen von Radikalangriffen betroffen zu sein. Die Abspaltung von H*
durch freie Radikale (R*) fiihrt zu Lipidradikalen (Lipid®), die mit molekularem Sauerstoff
zu Lipidperoxyradikalen (Lipid-OO*) reagieren. Unter Abgabe eines Protons und eines

2 Haber-Weiss-Reaktion: 02" + HpO9 ------ >0+ OH" + OH®
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Abb. 2 Zusammenstellung der wichtigsten Prozesse der Radikalbildung, der oxidativen Schidigung und
der enzymatischen Abwehrmechanismen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parameter sind durch
Kistchen gekennzeichnet. (Die Stéchiometrie ist nicht immer exakt wiedergegeben. Zusammengestellt

nach Leibovitz und Siegel 1980 und Storey 1996).

Elektrons entstehen Lipidhydroperoxide3 (Lipid-OOH; Abb. 2; Leibovitz und Siegel
1980; Gutteridge und Halliwell 1990; Storey 1996). Die Bildung von Lipidhydroperoxide
fiihrt zu einer Beeintrichtigung von Membranfunktionen. Die Folgen sind Anderung der
Fluiditit, Inaktivierung von membranst'aildigen Rezeptoren und Enzymen und Erhthung
der unspezifischen Permeabilitit fiir Ionen wie z. B. Ca2* (Halliwell und Gutteridge

3 Lipid-H + R® ===-=-- > Lipid®
Lipid-O0°® + Lipid-H —----
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1989; Gutteridge und Halliwell 1990; Halliwell 1992). Durch spontanen Zerfall der
Lipidhydroperoxide entstehen kleinere Molekiile wie. Alkane, Alkene, Ketone und
Aldehyde. Einer dieser Stoffe ist Malondialdehyd (MDA; Abb. 2), der mit den Amino-
gruppen von Proteinen, Phospholipiden und Nukleinsduren Schiff'sche Basen bildet.
Daraus resultieren extrem grofle Biomolekiile, die als Lipofuscin bezeichnet werden.
Aufgrund ihrer ungewohnlichen Struktur kénnen sie in den Lysosomen nicht abgebaut
werden und akkumulieren dort mit zunehmendem Alter (Abb. 2; Leibovitz und Siegel
1980; Halliwell und Gutteridge 1989).

‘Aufgrund der toxischen Effekte von ROS besteht fiir aerobe Organismen die Notwendig-
keit, ein Oxidationsschutzsystem zu entwickeln. Dieser Schutz kann auf verschiedenen
Ebenen erreicht werden. Eine Verhinderung der Radikalbildung kann durch die Chelat-
bildung von Ionen, wie z. B. die Eisenbindung an Ferritin erfolgen (Halliwell und
Gutteridge 1989). Eine weitere Moglichkeit besteht im Abfangen der ROS durch Oxida-
tionsschutzenzyme und nicht-enzymatische Radikalfdnger. Zu den enzymatischen Anti-
oxidantien zihlt die SOD, die wie bereits erwdhnt Superoxid zu Wasserstoffperoxid
disproportioniert. Enzyme, denen H,0O, als Substrat dient, sind Katalasen und Per-
oxidasen. Bei der Katalasereaktion wird H,0, zu Wasser und molekularem Sauerstoff
abgebaut. Peroxidasen katalysieren Reaktionen, bei denen H,O, unter Oxidation eines
Elektronendonors zu H,O reduziert wird. Eines dieser Enzyme ist die Glutathjon-
Peroxidase (GPX), die Wasserstoffperoxid mit Hilfe von reduziertem Glutathion (GSH)
reduziert. Dabei entsteht oxidiertes Glutathion (GSSG), das in einer anschliefenden von
der Glutathion-Reduktase (GR) katalysierten Reaktion wieder in reduziertes Glutathion
iberfiihrt wird (Abb. 2). Damit steht das Tripeptid Glutathion der Zelle erneut zur
Verfligung. Glutathion dient nicht nur als Substrat fiir die Oxidationsschutzenzyme,
sondern ist auch selber ein Radikalfinger. Daneben spielt GSH eine Rolle in der
Regeneration von Vitamin E (o-Tocopherol; Halliwell und Gutteridge 1989), einem
weiteren nicht-enzymatischen Antioxidant. Weiterhin sind zahlreiche andere nieder-
molekulare Verbindungen bekannt, die in Zellen als Radikalfdnger fungieren. Hierzu
zihlen u. a. Vitamin C (Ascorbinsiure), Harnsdure, Flavonoide und Phenolsduren (Bors
1987, zitiert nach Elstner 1990). Bereits beschidigte Molekiile kénnen durch verschiedene
Mechanismen repariert werden. So werden z. B. beschiddigte DNA-Abschnitte durch
Exo- und Endonucleasen entfernt und die fehlenden Abschnitte anschlieBend durch
Glyoxylasen und Polymerasen ersetzt. Oxidierte Proteine werden durch Proteinasen,
Proteasen und Peptidasen gespalten, und die daraus resultierenden Aminosiduren kdnnen
zur Herstellung neuer Proteine verwendet werden (Rusting 1993).
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Zielsetzung

Aufgrund der besonderen Bedeutung der Temperatur fiir die Verbreitung von Arten
wurde in der vorliegenden Arbeit der Einflul dieses abiotischen Faktors auf den
Stoffwechsel von Cephalopoden untersucht. Neben der Erarbeitung von ersten physiolo-
gischen Daten antarktischer Cephalopoden stellte sich die Frage nach den an der Tempe-
raturanpassung beteiligten Mechanismen. Durch den Vergleich der kaltangepafiten ant-
arktischen Arten mit Arten aus wirmeren Gewissern sollten die biochemischen und
physiologischen Mechanismen herausgearbeitet werden, die an der Anpassung an unter-
schiedliche Temperaturregime beteiligt sind. Im einzelnen sollten folgende Fragen geklart

werden:

» Welchen EinfluB} besitzt die Temperatur auf den aeroben und anaeroben Stoffwechsel
sowie auf den Siure-Basen-Haushalt eines kaltstenothermen antarktischen (Pareledone

charcoti) und eines Warmwasser-Cephalopoden (Lolliguncula brevis)?

* Hat bei antarktischen Cephalopoden (Pareledone charcoti, Pareledone polymorpha,
Psychroteuthis glacialis) auf der Enzymebene eine Anpassung der aeroben und

anaeroben Kapazitéten stattgefunden?

* Welche Rolle spielt das Hidmocyanin beim Sauerstofftransport im Blut des ant-
arktischen Cephalopoden Megaleledone senoi? Wie wird dieser Transport am Hémo-
cyanin von Megaleledone senoiund im Vergleich dazu von Sepia officinalis durch die

Temperatur beeinfluf3t?

Der hohe Sauerstoffbedarf besonders der Kalmare (Wells 1994) konnte die Toleranz
dieser Tiere gegentiiber einer Herabsetzung der Sauerstoffverfiigbarkeit einschrinken. Da
der Kalmar Lolliguncula brevis auch in hypoxen Wasserschichten angetroffen werden

kann, ergab sich folgende Frage:

s In welchem Ausma@ ist der Kalmar Lolliguncula brevis gegentiber Hypoxie tolerant

und durch welche Mechanismen wird diese Toleranz charakterisiert?

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Bedeutung des oxidativen Stresses fiir
Cephalopoden zu untersuchen. Die Untersuchungen erfolgten unter dem Aspekt, daf der
oxidative Stre3 moglicherweise zu der kurzen Lebensdauer der Cephalopoden beitragen
konnte. AuBerdem wurde in einer Reihe von Arbeiten ein Zusammenhang zwischen der
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Hohe der Stoffwechselrate und dem Ausmal der Radikalbildung gefunden (z. B. Ku et
al. 1993). Daher stellte sich die Frage, ob ein solcher Zusammenhang auch bei Cephalo-
poden auftritt und méglicherweise in Form einer Erhohung der oxidativen Schiden

erkennbar wird. Konkret sollte folgende Fragestellung bearbeitet werden:

e Ist das Oxidationsschutzsystem der Cephalopoden Sepia officinalis und Lolliguncula
brevis im Hinblick auf ihre hohe Stoffwechselraten besonders ausgeprigt? Gibt es
Unterschiede im enzymatischen Oxidationsschutz dieser beider Cephalopodenarten,
deren Stoffwechselrate sich um den Faktor zwei unterscheidet? Welche Anderungen .
treten im Verlauf der Lebensdauer von Sepia officinalis im enz&matischen
Oxidationsschutzsystem auf und ist eine Anderung des AusmaBes oxidativer Schéden

erkennbar?
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2. Material und Methoden

Nachfolgend werden die angewendeten Methoden kurz erldutert. Eine detaillierte
Beschreibung der Versuche und Methoden ist in den jeweiligen Publikationen enthalten.

2.1 Fang und Hilterung der Versuchstiere

In Tabelle 1 sind die genauen Hilterungsbedingungen fiir die einzelnen in dieser Arbeit
untersuchten Cephalopodenarten angegeben. AuBerdem ist eine Auflistung enthalten, in
welchen Experimenten diese Arten Verwendung fanden. Die Cephalopoden der Art Sepia
officinalis wurden im Marine Biomedical Institute, Galveston geziichtet und aufgezogen.
Mitarbeiter dieses Institutes fingen die Kalmare der Art Lolliguncula brevis im Galveston
Ship Channel und im Galveston Harbour mit Hilfe eines knotenlosen Grundschlepp-
netzes. Den Tieren wurden mindestens 48 h zur Akklimatisation an die Hilterungs-

Tabelle 1 Auflistung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Cephalopodenarten und der entsprech-
enden Hilterungsbedingungen. Angeben sind ferner Fangdatum und das Gewicht der verwendeten Tiere und
auBerdem in welchen Experimenten die jeweiligen Arten eingesetzt wurden,

Art Hilterungs- Versuch Fangdatum Gewicht
bedingungen
%o T G
Lolliguncula |20 - 251 20 - 22| Hypoxieversuche April 1993 5- 22
brevis Temperatur- Mirz/April 1995+ | 7- 36
inkubationen Mai 1997 3- 19
Oxidationsschutz Mérz/April 1995
Sepia 35 | 20 - 22| Oxidationsschutz - 5-953
officinalis
Pareledone 34 0 | Temperatur- November/ 21- 91
charcoti inkubationen Dezember 1996
Enzymmessungen Februar 1996 7- 84
Pareledone 34 0 | Enzymmessungen Februar 1996 74 - 179
polymorpha
Psychroteuthis - - Enzymmessungen Februar 1996 72-133
glacialis
Megaleledone - - Sauerstoff- November/ -
senoi bindungskurven Dezember 1996
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bedingungen gewihrt. Beide Arten wurden auBer in den letzten 24 Stunden vor den
Experimenten mit kleinen Fischen und Garnelen gefiittert. Der Fang der antarktischen
Cephalopoden erfolgte im Ostlichen Weddellmeer wihrend der Polarstern-Expedition
ANT XIII/3 bzw. in den Gewissern um Elephant Island an der Antarktischen Halbinsel
wihrend der Polarstern-Expedition ANT XIV/2. Auf beiden Expeditionen wurden die
Tiere mit Grundschlepp- und Agassiznetzen gefangen. Wihrend die Probennahme an
Psychroteuthis glacialis und Megaleledone senoi direkt im Anschluf3 an den Fang erfolgte,
wurden die Tiere der Arten Pareledone charcoti und Pareledone polymorpha an Bord
gehiltert. Sie konnten sich flir mindestens eine Woche an die Bedingungen im Aquarium
anpassen und wurden aufer in den letzten 24 Stunden vor den Experimenten mit
antarktischem Krill gefiittert.

2.2 Inkubationsexperimente unter Hypoxie

Fir die Inkubation des Kalmaren Lolliguncula brevis bei Sauerstoffpartialdriicken (Po,)
zwischen 19,3 (Normoxie) und 6,6 kPa befanden sich die Tiere in abgedunkelte GefiBen
mit kontinuierlichem Seewasserdurchfluf. In den ersten 30 Minuten war das
durchflieBende Seewasser luftgesittigt, damit sich die Tiere an die Versuchsbedingungen
anpassen konnten. Anschlieend erfolgte durch Mischung von luftgesittigtem Wasser
und mit Stickstoff begastem Wasser die Einstellung der verschiedenen Sauerstoffpartial-
driicke in den Inkubationsgefidfen, bei denen die Tiere weitere 2 Stunden inkubiert
wurden. Der Po, des ausflieBenden Wassers wurde in regelmifBigen Abstdnden kontrol-
liert.

Fir die Experimente bei extremer Hypoxie wurden die Tiere in einem abgedunkelten
Behilter in Wasser mit einem Sauerstoffpartialdruck zwischen 4,6 und 5,1 kPa ein-
gesetzt. Nach 30 Minuten war der experimentelle Po, von 2,8 + 0,3 kPa erreicht, und die

Tiere wurden dann fiir weitere 15 bis 60 Minuten bei diesem Po, inkubiert.

2.3 Temperaturinkubationen

Die Tiere wurden einzeln in abgedunkelte Gefde mit sauerstoffgesattigtem natiirlichem
Seewasser iiberfiihrt. Fiir Lolliguncula brevis lagen die Inkubationstemperaturen
zwischen 11 und 31 °C, fiir Pareledone charcoti zwischen -1,8 und 10 °C. Die
Versuchsdauer betrug fiir die Kalmare mit Ausnahme von 31 °C jeweils eine Stunde bei
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der entsprechenden Temperatur, Bei 31 °C erfolgte die Entnahme der Tiere jedoch schon
nach 2 bis 6 Minuten, da die Kalmare deutliche Anzeichen von Stre (Tintenaustof3)
aufwiesen. Aufgrund der wesentlich geringeren Stoffwechselrate von Pareledone charcoti
betrug die Inkubationsdauer fiir diesen Oktopoden 24 Stunden, nachdem die jeweilige
Temperatur durch schrittweise Anderungen von 1,8 bzw. 2 °C pro Tag erreicht wurde.

2.4 Gewinnung und Aufbereitung der Gewebeproben

Die Zugabe von 2 oder 4 % (v/v) Ethanol zum Inkubationswasser nach Beendigung der
Hypoxie- und Temperaturinkubationen fithrte zur Betdubung der Tiere. Nach Eintreten
der Narkose wurden die Versuchstiere dem Wasser entnommen, und ein linealdhnlicher
Plexiglasstab wurde ventral in die Mantelhohle eingefiihrt. Der Plexiglasstab diente als
Unterlage flir ein Doppelskalpell mit zwei parallel angeordneten Skalpellklingen (P&rtner
et al. 1991a), das eine schnelle Entnahme der ersten Muskelprobe erméglichte. Die
Entnahme weiterer Gewebeproben erfolgte mit Pinzette und Schere. Alle Proberi wurden
unverziiglich schockgefroren und bis zur Analyse in flissigem Stickstoff aufbewahrt, um
unerwiinschte Abbauprozesse wihrend der mehr oder weniger langfristigen Aufbe-

wahrung auszuschliefen.

Die Entnahme der Proben fiir die Analysen zum enzymatischen Oxidationsschutz bzw.
oxidativer Schidigung erfolgte an mit Magnesiumchlorid betdubten Tieren. Fiir Sepia
officinalis wurden 7,5 % MgCl, (w/v) und fiir Lolliguncula brevis 4,7 % MgCl, (w/v) in
Seewasser verwendet (Messenger et al. 1985). Die unterschiedliche Konzentration an
MgCl, ist durch die verschiedenen Salinititen bedingt, bei denen die beiden Arten
gehiltert wurden. Nach Eintreten der Betdubung erfolgte die Offnung der Mantelhohle
von Sepia officinalis durch einen Schnitt auf der Ventralseite und die anschlieende
Blutentnahme mit Hilfe einer Kaniile aus der Vena cava, den Kiemenherzen und dem
systemischen Herz. Von beiden Arten wurden Gewebeproben mit Hilfe einer Schere und
Pinzette genommen, schockgefroren und in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Die Entnahme von Blutproben fiir die Messung von Sauerstoffbindungseigenschaften aus
Sepia officinalis und dem Oktopoden Megaleledone senoi erfolgte wie oben beschrieben,
nachdem die Tiere mit 2% Ethanol (v/v) in Seewasser betdubt worden waren. Mogliche
Verunreinigungen im Blut wurden durch kurze Zentrifugation in einer Kiihlzentrifuge
entfernt und das Blut anschliefend bis zur Messung bei < -20°C eingefroren.
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2.5 Untersuchungen zum Sauerstofftransport im Blut

Fiir die Messung der Sauerstoffbindungseigenschaften wurden 0,45 bis 0,50 ml Blut in
eine speziell konstruierte Diinnschichtkiivette gegeben (Abb. 3). Diese Kiivette, die nach
einem Entwurf von H.O. Portner und F.J. Sartoris entstand, ist in einen oberen und einen
unteren Teil gegliedert, in denen jeweils ein Magnetriihrstdbchen fiir eine gleichméfBige
Durchmischung sorgt. Diese beiden Bereiche sind durch zwei zylindrische Schichte und
einen schmalen Spalt miteinander verbunden. Durch Bohrungen im Deckel der Kiivette
wurde eine pH-Elektrode (#811 Long Micro Needle Electrode, Diamond General Corp,
Ann Arbor, MI, USA) verbunden mit einem PHM 93 Reference pH-Meter (Radiometer,
Kopenhagen, Dédnemark), in einen der beiden Schéchte eingefiihrt, so daB wihrend der
gesamten Messung Anderungen des pH-Wertes im Blut kontinuierlich verfolgt werden
konnten. Zum Einstellen verschiedener Sauerstoffsittigungswerte des Himocyanins
mufte der Po, sowie der Blut-pH wihrend der Messung variiert werden. Die Einstellung
des Blut-pH erfolgte entweder durch Anderungen des CO,-Partialdruckes (Pco,) oder
durch Ersetzen eines kleinen Blutvolumens durch Sdure (1 mol - 1! HCl) oder Base (2
mol - 1I'' NaOH; Portner 1990b). Um dabei ein Ausfallen des Hémocyanins zu ver-

/ \

Gasgemisch

Deckel

pH-Elektrode

Magnetriihrstibchen <

Blut

Bereich geringer
Schichtdicke

\ Schichte

Abb. 3 Kiivette zur Messung der Sauerstoffbindungseigenschaften an Cephalopodenhémocyanin (nach
einem Entwurf von H.O. Pértner und F.J. Sartoris). Die Extinktionsmessung erfolgte im Bereich
geringster Schichtdicke, wihrend die zylindrischen Schichte den oberen und unteren Teil der Kiivette
verbinden und zusammen mit den Magnetriihrstibchen fiir eine gleichmiBige Durchmischung des Blutes
sorgen. Durch Bohrungen im Deckel wurden die pH-Elektrode sowie eine mit einem Schlauch verbundene
Kaniile fiir die Gaszufuhr eingefiihrt.
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hindern, wurde das Himocyanin durch einstiindige Zentrifugation bei 100.000xg mit
einer luftbetriebenen Ultrazentrifuge (Beckman Instruments Inc, Fullerton, Kalifornien,
USA) sedimentiert, ein Teil des Uberstandes durch Siure oder Base (< 10 pl pro 2 ml
Blut) ersetzt und das abzentrifugierte Hémocyanin mit dem Uberstand resuspendiert
(Portner 1990b).

Zur Einstellung des Pco, bzw. Po, im Blut wurden die entsprechenden Gasgemische
durch die Mischung der Gase O,, N, und CO, mit Hilfe zweier Gasmischpumpen
(2M303/a-F, Wosthoff, Bochum) hergestellt und iiber eine Kantile durch den Deckel in
die Kiivette geleitet. Vor Einleitung in die Kiivette wurde das Gas angefeuchtet und auf 3
bis 4 °C oberhalb der entsprechenden Meftemperatur temperiert, um dadurch eine

optimale Anfeuchtung zu erreichen.

Der Sittigungsgrad des Blutes wurde iiber die Extinktion bei 345 nm mit Hilfe eines
Diodenarrayphotometers mit Lichtleitertechnik (X-Dap, Polytec GmbH, Waldbronn)
bestimmit. Fiir die Einstellung der gewiinschten Meftemperatur im Blutes befand sich der
Kiivettenhalter in einem temperierbaren Wasserbad. Die Sauerstoffbindungseigenschaften
des Blutes von Sepia officinalis wurden bei 0, 10 und 20 °C gemessen, die des Blutes
von Megaleledone senoi bei 0, 5 und 10 °C. Die Auswertung der Daten erfolgte in Form
der pH-Sittigungsanalyse (Portner 1990b), bei der die Sittigung gegen den pH aufge-
tragen wird. Jede Linie in diesem Diagramm stellt eine Po,-Isobare dar, die die Anderung
der Sauerstoffbindung mit dem pH bei konstanten Po, beschreibt.

Die Bestimmung der CO,-Konzentration in oxygeniertem und deoxygeniertem Blut
erfolgte in 50 pl Proben, die mit Hilfe einer gasdichten Spritze aus der Kiivette

entnommen wurden. Die weitere Messung erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben.

2.6 Analysen und Berechnungen
2.6.1 Bestimmung der intrazelluliren Siure-Basen-Parameter

Die Bestimmung des intrazelluldren pH-Wertes (pH,) und des CO,-Gesamtgehaltes (Cco,)
erfolgten mittels der von Portner et al. (1990) entwickelten Homogenatmethode. Bei
dieser Methode wird unter fliissigem Stickstoff aufgeschlossenes Gewebe in einem
wissrigem Medium aus Nitrilotriessigsdure und Kaliumfluorid aufgetaut. AnschlieBend
wird der pH-Wert mit Hilfe einer temperierten Glaskapillarelektrode bestimmt und der
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CO,-Gesamtgehalt gaschromatographisch gemessen. Nitrilotriessigsdure und Kalium-
fluorid bewirken eine Komplexierung bzw. Fillung von Ca?*- und Mg**-Tonen. Dadurch
werden ATPasen-abhingige protonenfreisetzende oder -aufnehmende Reaktionen im
Gewebehomogenat weitgehend unterbunden. Aufgrund der starken Pufferung des Intra-
zellulirraumes und einer vergleichsweise geringen Pufferung der Extrazelluldrfliissigkeit
und des Mediums enspricht der im Homogenat gemessene pH-Wert mit einer Ab-
weichung von unter 0,01 pH-Einheiten dem intrazelluldren pH (Pdrtner et al. 1990).

Aus dem Cco, und dem pH-Wert konnen der CO,-Partialdruck (Pco,) und die Bikarbo- .
-natkonzentration ([HCO;"]) gemif der Henderson-Hasselbalch-Gleichung berechnet

werden:
Pco, = Cco, - (10" . gco, + 0co,)”! e
[HCO47] = Cco, - 0o, - Pco, 2)
pK™” = negativ dekadischer Logarithmus der Dissoziations-

konstanten K~** von H,CO; unter physiologischen Be-
dingungen, berechnet fiir die verschiedenen pH-Werte
nach Heisler (1986)

0co, = Loslichkeitskoeffizient fiir CO,, berechnet nach Heisler
(1986)

.2.6.2 Pufferwertbestimmung

In Homogenaten aus der Mantelmuskulatur von Pareledone charcoti wurde der
intrazellulire Nichtphosphat-Nichtbikarbonat-Pufferwert (Byp) mittels einer Methode nach
Portner (1990a) bestimmt. Die Aufnahme des Gewebehomogenates in ein Medium aus
Nitrilotriessigsdure und Kaliumfluorid bewirkte eine Hemmung des Stoffwechsels,
wihrend das Homogenat mit verschiedenen CO,-Partialdriicken &quilibriert wurde. Die
Anderung des pH-Wertes im Homogenat ist ein MaB fiir die Fahigkeit des Gewebes, die
zugefiihrte Kohlensdure als fliichtige Siure zu puffern. Nach jedem Aquilibrierungsschritt
wurde eine Probe entnommen, um die CO,-Gesamtkonzentration (Portner et al. 1990)
sowie den Phosphatgehalt nach Portner (1990a) zu bestimmen. Die Berechnung des Pco,
und der Bikarbonatkonzentration erfolgte nach den unter 2.6.1 aufgefiihrten Gleichungen
(1) und (2).
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2.6.3 Bestimmung von Metaboliten des Energiestoffwechsels

Fiir die Bestimmung verschiedener Metabolite des Energiestoffwechsels muBten diese aus
den tiefgefrorenen Gewebeproben mit Perchlorsiure extrahiert werden (Beis und
Newsholme 1975; modifiziert nach Pette und Reichmann 1982). Anschliefend erfolgte
die Quantifizierung folgender Metabolite photometrisch gems enzymatischer Standard-
methoden: ATP, ADP, AMP, Succinat und Glycerin-3-Phosphat nach Bergmeyer et al.
(1986), anorganisches Phosphat gemiB Portner (1990a) und Phospho-L-Arginin, L-
Arginin und Octopin entsprechend Grieshaber et al. (1978). Die fiir einen Teil der
Bestimmungen notwendige Octopin-Dehydrogenase wurde nach einer Vorschrift von
Gide und Carlsson (1984) aus dem SchlieBmuskel von Pecten maximus isoliert. Die
fliichtige Fettsdure Acetat wurde mittels Ionenchromatographie gemi8 einer veriinderten
Methode nach Hardewig et al. (1991) bestimmt.

2.6.4 Bestimmung von Enzymaktivititen

Die Aktivititen verschiedener Enzyme wurden photometrisch in der Mantelmuskulatur
und dem Arm- und Kiemengewebe der antarktischen Cephalopoden Pareledone charcoti,
Pareledone polymorpha und Psychroteuthis glacialis gemessen. Die Bestimmung der
Aktivitdten von Octopin-Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase und Arginin-Kinase
erfolgte mit Hilfe photometrischer Tests in Homogenaten aus frischen (nicht einge-
frorenen) Geweben (van Thoai und Robin 1959; Ballantyne et al. 1981; Baldwin 1982;
Doumen und Ellington 1990). Fiir die weiteren Enzyme wurden Homogenate aus
gefrorenem Gewebe hergestellt. Die Bestimmung der Aktivitit der Phosphofructokinase
und der Pyruvat-Kinase folgte einer Vorschrift von Sidell et al. (1987), der Glycerin-
aldehydphosphat-Dehydrogenase gemiB Shaklee et al. (1977), der Glykogen-Phospho-
rylase gemiB einer nach Bergmeyer et al. (1986) modifizierten Methode, der Glutamat-
Dehydrogenase nach Storey et al. (1978) und Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase nach
Baldwin und England (1980). Die Homogenisation fiir die Bestimmung der Aktivitit der
Citrat-Synthase sowie der anschlieBende photometrische Test folgten einer Vorschrift von
Sidell et al. (1987). Dabei wurde die Reduktion von 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
bei 412 nm verfolgt. Fiir alle anderen Enzyme erfolgte die Bestimmung mit Hilfe der
Konzentrationsénderung von Pyridinnukleotiden bei 339 nm. Die MeBtemperatur betrug
0 °C fiir die Proben aus den Teinperaturinkubatiénen von Pareledone charcoti. Diese
Messungen wurden einheitlich bei der Hélterungstemperatur dieser Art durchgefiihrt, um
den EinfluB der MeBtemperatur auszuschlieBen und eine Aussage iiber die Bedeutung der
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Umgebungstemperatur auf die Enzymaktivititen treffen zu kénnen. Weiterhin wurden an
Proben von bei 0 °C gehilterten Tieren der Arten Pareledone charcoti, Pareledone
polymorpha und Psychroteuthis glacialis MeBtemperaturen von 0, 10, 20 und 30 C
eingestellt, damit der direkte Einfluf} der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeiten
abgeschitzt werden kann. Diese Messungen erméglichen auch eine Berechnung der
Arrhenius-Aktivierungsenergie.

In Geweben von Sepia officinalis und Lolliguncula brevis erfolgte die Bestimmung
verschiedener am Oxidationsschutz beteiligter Enzyme. Die Aktivitdt der Superoxid-
.Dismutase (SOD) und der Glutathion-Peroxidase (GPX) wurde in Homogenaten aus
frischen (nicht eingefrorenen) Geweben von Sepia officinalis und Lolliguncula brevis
bestimmt, wihrend flir die Messungen der Aktivititen von Katalase und Glutathion-
Reduktase (GR) eingefrorenes Gewebe eingesetzt wurde. Die Messung der SOD-Aktivitit
erfolgt mit Hilfe eines photometrischen Testes nach Marklund und Marklund (1974). Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der bei 420 nm mefbaren Autoxidation von Pyrogallol
durch Sauerstoff. Bei dieser Reaktion entsteht Superoxid, welches wiederum die Autoxi-
dationsrate des Pyrogallols erhoht. Die SOD hemmt die Autoxidationsrate des Pyro-
gallols, wodurch sich die Aktivitit der SOD bestimmen l43t. Eine 8 mmol - a7t
Pyrogallollosung ergibt eine Extinktionszunahme von 0,02 AE - min”'. Ein Unit SOD
hemmt die Autoxidationsrate um 50%. Da hier aufgrund der Methode eine andere als die
tibliche Unit-Definition Verwendung findet, wird die Aktivitit der SOD zur Unter-
scheidung in "SOD-Units" (SOD-U) angegeben.

Die Bestimmung der GPX-Aktivitit erfolgte nach einer Vorschrift von Glinzler und Flohé

.(1985), die der Aktivitdt der GR entsprechend einer nach Gbldberg und Sparner (1987)
verdnderten Methode. Fiir die Bestimmung der Aktivitdten dieser beiden Enzyme wurde
die mit der Oxidation von NADPH+H"* einhergehende Extinktionsabnahme bei 339 nm
verfolgt. Die Bestimmung der Katalaseaktivitit erfolgte nach Aebi (1985). Der H,0,-
Abbau durch die Katalase wurde photometrisch bei 240 nm gemessen.

2.6.5 Quantifizierung von Oxidationsprodukten

Die Konzentration von Wasserstoffperoxid (H,0,) wurde sowohl im Hélterungswasser
als auch im Blut von Sepia officinalis nach einer Vorschrift von Pamatmat (1990)
bestimmt. Diese Methode nutzt Scopoletin (7-hydroxy-6-metoxy-2H-benzopyran) als
Fluoreszenzindikator. Der Abbau von H,0, durch eine Peroxidase fiihrt zur Oxidation
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von Scopoletin. Dies bewirkt eine Fluoreszenzabnahme, die bei einer Anregungs-
wellenlidnge von 365 nm und einer Emissionswellenlinge von 490 nm verfolgt werden

kann.

Malondialdehyd (MDA) wurde gemil einer von Uchiyama und Mihara (1978)
beschriebenen Methode gemessen. Das Gewebe wird dabei nach Aufschlufl mit fliissigem
Stickstoff mit Phosphorsdure extrahiert. Anschliefend wurde das Homogenat nach
Zugabe von Thiobarbitursdure gekocht, welche einen Komplex mit MDA bildet, der bei
532 nm absorbiert. Nach Uberfiihrung des Komplexes in eine Butanolphase wurde
photometrisch die Absorptionsdifferenz zwischen 532 und 600 nm bestimmt, um

Interferenzen auszuschlieBen.

Fiir die Messung von Lipofuscin wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff aufge-
schlossen und in einem Chloroform-Methanol-Gemisch (v/v = 2:1) aufgenommen
(modifiziert nach Sheldahl und Tappel 1974 und Ettershank 1983, 1984). Nach
Zentrifugation befindet sich das fluoreszierende Lipofuscin in der Chloroformphase. In
dieser wurde zunidchst ein Emissionsspektrum von 350 bis 550 nm bei einer
Anregungswellenldnge von 350 nm aufgenommen und die Probenlumineszenz
anschlieBend beim Emissionsmaximum bestimmt (Nicol 1987), das fiir Sepia officinalis
bei 435 nm liegt. Die Probenlumineszenz wurde auf einen Standard von 0,1 pg Quinine
proml 1 N H,SO, bezogen und als relative Fluoreszenzintensitét (RFI) ausgedriickt (Hill
und Womersley 1991).

Probenlumineszenz Extraktionsvolumen (ml)
RFI = : <100 (3)
Standardlumineszenz Einwaage (mg)

2.6.6 Berechnung der Gibbs'schen freien Energie der ATP-Hydrolyse

Die Konzentrationen an freiem ADP und AMP sowie die Gibbs'sche freie Energie der
ATP-Hydrolyse (dG/d&) wurden nach Pértner (1993) und Portner et al. (1996) unter der
Bertiicksichtigung der Gleichgewichte von Arginin-Kinase und Myokinase berechnet.
Anderungen der apparenten Gleichgewichtskonstanten mit der Temperatur und dem intra-
zelluldren pH-Wert wurde im Hinblick auf sich dndernde Protonen- und Magnesium-
bindung an die Adenylate und auf den Protonenumsatz der Arginin-Kinasereaktion
berlicksichtigt. Die Konzentration des freien AMP ergibt sich aus folgender Formel:
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[AMP]frei

[AMP] frei

KappMK

[ADP]frei
[ATP]

Koppm - [ADPT; - [ATP]" 4)

Konzentration des freien AMP (mol - kg'l)

apparente Gleichgewichtskonstante der Myokinase-
reaktion

Konzentration des freien ADP (mol - kg")
Konzentration des ATP (mol - kg'])

Die Berechnung der Konzentration an freiem ADP erfolgte nach der Formel:

[ADP]g;

[ADP],
[ATP]
[L-Arg]
[PLA]

KquK

([ATP] - [L-Arg]) - ([PLA] - 107 + K a0)" (5)

Konzentration des freien ADP (mol - kg")
Konzentration des ATP (mol - kg'l)

Konzentration des L-Arginins (mol - kg'l)
Konzentration des Phospho-L-Arginins (mol - kg'l)
Gleichgewichtskonstante der Arginin-Kinasereaktion

Aus Gleichung (6) ergibt sich die Gibbs'sche freie Energie der ATP-Hydrolyse:

dG/dE

dG/dE

AG'

[ADP]g
[P i] frei

[ATP]

AG© +R - T In ([ADPs [Pl ATPTY)  (6)

Gibbs'sche freie Energieéinderung der ATP-Hydrolyse
kJ- mol'l)

apparente Standard-Gibbs’sche freie Energieénderung
(kJ - mol™)

allgemeine Gaskonstante (8,3143 J - Kt mol'l)
Temperatur (Kelvin)

Konzentration des freien ADP (mol - kg'l)
Konzentration des freien anorganischen Phosphats

(mol - kg'l)

Konzentration des ATP (mol - kg'l)
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2.6.7 Berechnung der Aktivierungsenergie

Die Auswertung der Enzymaktivitiiten, die bei Temperaturen zwischen O und 30 <C
bestimmt wurden, erfolgte nach der Arrhenius-Gleichung. Diese beschreibt die
Temperaturabhéngigkeit enzymatischer Reaktionen:

k = AePRT (7
A = eine fiir die untersuchte Reaktion charakteristische
Konstante
€ = Basis des natiirlichen Logarithmus
Ea = Aktivierungsenergie
R = allgemeine Gaskonstante (J - K mol")
T = absolute Temperatur (Kelvin)

Der Faktor (e™*") gibt den Bruchteil der Teilchen an, deren Energie groBer oder gleich
der Aktivierungsenergie ist (Maxwell-Verteilungsgesetz). Durch eine Umformung der
Gleichung kann die Aktivierungsenergie nach folgender ‘Gleichung berechnet werden
(Segal 1976):

Ea = 23R T, T, log (ky/k;) - (Tz-Tl)'1 (8)
T,, T, = tiefere bzw. hohere Temperatur (Kelvin)
ki, k, = Enzymaktivitiit bei der tieferen bzw. hoheren Temperatur
R = allgemeine Gaskonstante (J - K mol'l)

Graphisch kann die Aktivierungsenergie direkt aus der Steigung der Geraden im
Arrhenius-Plot abgelesen werden.

2.6.8 Berechnung der Q,-Werte

Die Berechnung der Q-Werte erfolgte nach einer modifizierten van't Hoffschen-
Gleichung fiir die Abhidngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur, mit
der auch Temperaturintervalle von < 10 °C beriicksichtigt werden kénnen:

Q10 = (szkl)IO/(TrTl) )
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T,T,
k;, ky

tiefere bzw. hohere Temperatur (Kelvin)

Enzymaktivitit bei der tieferen bzw. hoheren Temperatur

2.6.9 Berechnung der Protonenproduktion

Die Protonenbilanz des anaeroben Metabolismus (AH*_ ) wurde nach Portner (1987a, b)
berechnet. Fiir die Berechnung der Protonenkonzentration wird angenommen, daf} mit der
Akkumulation von Octopin und Acetat eine equimolare Menge Protonen geBildet wird.
Pro mol Succinat werden dagegen 2 mol Protonen freigesetzt. Die Protonenbalance durch
die Anderung der Phospho-L-Arginin-Konzentration wurde fiir den endgiiltigen pH be-
rechnet. Der Anteil des protonierten Phosphats (F) wird nach Gleichung (10) mit
pKa g ec, = 6,836, pKa; ocy = 6,772 und pKa,yg oc = 6,805 berechnet (Portner 1990a):

F = 1/( 107K 4 (10)

Die Abschitzung der nicht-respiratorischen Protonen erfolgte nach Portner (1987b):

AI_Iﬂtnich(—resp = '|BNBl ’ Ale - ABik (]' 1)
nicht-resp = nicht-respiratorisch
Bue = Nichtbikarbonat-Pufferwert
Bik = Bikarbonat

mit Byg = 23,7 £ 5,1 mmol - pH-Einheiten'1 - kg™ fiir Lolliguncula brevis (21°C;
Portner et al. 1996) und By = 13,6 % 6,6 mmol - pH-Einheiten™ - kg™ fiir
Pareledone charcoti (0 °C; Publikation II).

Fiir die Berechnung der respiratorischen Protonen wurde folgende Gleichung nach
Portner (1982) verwendet:

AI—Fresp = BNB - ApH (12)

respiratorisch

resp

Die pH-Anderung ergibt sich ausgehend vom Ruhewert entlang der Puffergeraden bei

einer gemessenen Anderung des Pco,.
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2.6.10 Berechnung des Bohr- und Hill-Koeffizienten

Zur Ermittlung des Bohr-Koeffizienten AlogPs,/ApH wurde fiir die linearen Bereiche der
einzelnen Po,-Isobaren eine lineare Regression berechnet. Durch die graphische
Auftragung des log P,, gegen den pH-Wert ergab sich der Bohr-Koeffizient aus der
Steigung.

Der Hill-Koeffizient ny, wurde mit Hilfe folgender Formel nach Portner (1990b) fiir jede
Po,-Isobare bei 40% und bei 60% Sauerstoffsittigung berechnet:

S
log = ns, (log Po, - log Ps) (13)
1-8
Isq = Hill-Koeffizient
Po, = Po, der Isobaren (kPa)
S = Sittigung des Blutes am Po, bei einem spezifischen pH-
Wert
Ps = Po, fiir S = 0,5 bei demselben pH-Wert

Durch die Auftragung der im oxygenierten und deoxygenierten Blut gemessenen Bikar-
bonatkonzentration (Cco, - 0Pco,) gegen den pH-Wert ergeben sich zwei Pufferlinien,
deren Steigung den Nichtbikarbonat-Pufferwert By (mmol - - pH-Einheit'l) angeben.
Aus der vertikalen Differenz dieser beiden Pufferlinien kann der Haldane-Koeffizient
AHCO;/AHcyO, bestimmt werden, wobei HCO;- die Bikarbonatkonzentration be-

zeichnet und HeyO, die Konzentration der oxygenierten Sauerstoffbindungsstellen.

2.6.11 Abschiitzung des sauerstoffabhiingigen CO,-Transportes

Zur Abschitzung, ob im Blut von Megaleledone senoi ein sauerstoffabhingiger Transport
von CO, erfolgt, wurde die Bikarbonatkonzentration mit Hilfe der Gleichung (2) (siehe
2.6.1) anhand des bei der Messung eingestellten Pco, berechnet und mit der gemessenen
Bikarbonatkonzentration verglichen. Ergibt sich eine Differenz zwischen berechneter und
gemessener Bikarbonatkonzentration, kann ein O,-abhingiger Transport angenommen

werden.
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2.7 Statistik

Fiir die Anderungen der Metabolitkonzentrationen, sowie von pH;, P,co, und [HCO;]
nach Inkubation von Lolliguncula brevis bei Sauerstoffpartialdriicken zwischen 19,3 und
6,6 kPa wurden lineare bzw. sekundire polynoniische Regressionen berechnet. Die
Werte, die signifikant von der Norm abwichen (Pearson und Hartley's sowie Nalimov's
Test) wurden aus dem Datensatz entfernt. Zur Abschitzung der Signifikanz wurde das
BestimmtheitsmaB (r*) berechnet und im AnschluB an eine Varianzanalyse ein F-Test mit
Hilfe von Statview II (Abacus Concepts) durchgefiihrt. Wiesen diese Tests eine signi-
fikante Anderung auf, konnte mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse tANOVA;
SuperAnova, Abacus Concepts) und des Student-Newman-Keuls-Testes ein kritischer
Punkt fiir die Anderung zum non-steady state des Stoffwechsels bestimmt werden.

Mefergebnisse aus den Temperaturinkubationen von Lolliguncula brevis und Pareledone
charcoti, aus der Inkubation von Lolliguncula brevis bei einem Po, von 2,8 = 0,3 kPa,
aus der Bestimmung von Enzymaktivititen antarktischer Cephalopoden sowie aus den
Untersuchungen zum Oxidationsschutz von Sepia officinalis wurden der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) unterworfen. Ergaben sich signifikante Unterschiede, konnte
durch einen anschlieBenden Student-Newman-Keuls-Test ermittelt werden, welche
Paarungen sich signifikant unterschieden. Signifikant von der Norm (Nalimov's Test)
abweichende Werte wurden aus dem Datensatz entfernt.

Die in den antarktischen Cephalopoden bestimmten Enzymaktivititen und die daraus
berechneten Arrhenius-Aktivierungsenergien wurden mit Hilfe des Student’s t-Test auf
Unterschiede zwischen den einzelnen Geweben und Arten untersucht. Die Bestimmung
von Diskontinuitdten im Arrhenius-Plot folgte einer von Yeager und Ultsch (1989)
beschriebenen Methode, mit einer anschlieBenden Uberpriifung signifikanter Unter-
schiede zwischen den erhaltenen Regressionsgeraden durch eine Analyse der Covarianz
(ANCOVA; SuperAnova, Abacus Concepts).

Zur Analyse, ob die Konzentrationen der anaeroben Endprodukte nach Temperaturstref3
und Hypoxie mit den Anderungen des pH, korrelierten, wurden lineare Regressionen
berechnet. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch die Bestimmung des Bestimmt-
heitsmaBes und mit Hilfe eines F-Testes im AnschluB an eine Varianzanalyse (Statview II,
Abacus Concepts).

In allen Fillen diente eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als Signifikanzgrenze.
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3. Publikationen

Liste der Publikationen bzw. beabsichtigten Publikationen und Erkldrung Gber den von
mir geleisteten Anteil.

Publikation 1

Zielinski S, Lee PG, Pértner HO (angenommen): Metabolic performance of the squid
Lolliguncula brevis (Cephalopoda) during hypoxia: an analysis of the critical Po,.
Journal of Experimental Marine Biology and Ecology

Die diesen Untersuchungen zugrunde liegende Idee entstand in Kooperation mit
dem Drittautor. Die Experimente wurden gemeinsam geplant und von mir
durchgefiihrt. Ich habe die erste Version des Manuskriptes geschrieben, dessen
Uberarbeitung zusammen mit den Koautoren erfolgte.

Publikation II

Zielinski S, Hirse T, Klein B, Finke E, Wegewitz V, Portner HO: Temperature as a
critical constraint in warm water and Antarctic cephalopods.

Die Experimente wurden zu einem Teil von mir und zu einem grofleren Teil von
den Koautoren geplant und durchgefiihrt. Sdmtliche biochemischen Analysen
erfolgten durch mich. Das Manuskript wurde von mir geschrieben, an dessen
Uberarbeitung der Fiinftautor beteiligt war.
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Publikation III

Zielinski S, Sartoris FJ, Portner HO: Temperature effects on haemocyanin oxygen
binding in an Antarctic cephalopod.

Der experimentelle Grundsatz entstand in Zusammenarbeit mit dem Drittautor.
Die Messungen wurden von mir durchgefiihrt. Der Entwurf fiir die bei den
Messungen verwendete Kiivette stammt von den beiden Koautoren. Die erste
Version des Manuskriptes wurde von mir geschrieben, die qurarbeitung

erfolgte in Kooperation mit den Koautoren.

Publikation IV

Zielinski S, Portner HO: Oxidative stress and antioxidative defense in cephalopods: a
function of metabolic rate or age? '

Die diesen Untersuchungen zugrunde liegende Idee entstand in Zusammenarbeit
mit dem Koautor, Die Messungen wurden von mir geplant und durchgefiihrt.
Ich habe die erste Version des Manuskriptes geschrieben, dessen Uberarbeitung
in Kooperation mit dem Koautor erfolgte.
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Abstract

Brief squid Lolliguncula brevis are regularly exposed to fluctuating oxygen levels in their
shallow coastal environment. To assess hypoxia resistance, animals were exposed for
two hours to ambient oxygen partial pressures (Po,) between 19.3 kPa (normoxia) and
6.6 kPa (34.2 % air saturation) at 20 = 1°C. In a second set of experiments, the animals
were subjected to a low Po, of 2.8 = 0.3 kPa (14.5 £ 1.6 % air saturation) for 15 to 60
minutes. Subsequently, metabolic, energy and acid-base status were analysed in the
mantle tissue. Onset of anaerobic metabolism was observed between 9.4 and 7.9 kPa
(48.7 and 40.9 % air saturation) reflecting the critical oxygen tension for this species. The-
formation of octopine and acetate indicates a simultaneous onset of anaerobic metabolism
in both the cytosol and the mitochondria during progressive hypoxia. Concomitantly an
intracellular acidosis developed.

During exposure to oxygen partial pressures between 19.3 and 6.6 kPa, aerobic
and anaerobic processes were sufficient to maintain energy status in the mantle
musculature, No significant changes in ATP and phospho-L-arginine (PLA)
concentrations were observed. In contrast, both ATP and PLA levels declined
significantly after 15 minutes at an ambient Po, of 2.8 + 0.3 kPa. Concomitantly, the
Gibb's free energy change of ATP hydrolysis fell to a minimum value of about -44 kJ
mol-1, a level suggested to reflect limiting energy availability for cellular ATPases. These
results indicate that hypoxia at 2.8 kPa (14.5 % air saturation) rapidly takes Lolliguncula
brevis to the limits of performance. However, it is probably capable of withstanding
longer periods of moderate hypoxia close to 50% air saturation (9.7 kPa), enabling the
squids to cope with oxygen fluctuations in their shallow estuarine environment or to dive
into hypoxic waters by use of their economic jetting strategy. Nonetheless, the critical Poy
is considered to be high compared to other hypoxia tolerant animals, an observation likely

related to the high metabolic rate of these squids.

Keywords: hypoxia, critical oxygen tension, anaerobic metabolism, energy status,

Lolliguncula brevis
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1. Introduction

The geographic range of the brief squid Lolliguncula brevis extends from Maryland on the
east coast of North America to the Rio de la Plata, Argentina, and includes the Caribbean
Sea and the Gulf of Mexico (Voss, 1956). These animals are able to enter shallow waters
of inshore and estuarine environments (Hendrix et al., 1981; Hanlon et al., 1983). Peak
abundances of Lolliguncula brevis are found during the summer months in these waters
(Dragovich and Kelly, 1962, 1964, 1967; Copeland, 1965; Livingston et al., 1976;
Laughlin and Livingston, 1982), at a time of the year when hypoxic water layers are
frequently formed nearshore and in bays (Harper et al., 1981; Turner and Allen, 1982;
Gaston, 1985; Pokryfki and Randall, 1987). Lolliguncula brevis has indeed been found
in hypoxic water (Vecchione, 1991a,b; Vecchione and Roper, 1991). It was even
reported to be quite active down to an oxygen partial pressure of 2.1 kPa at temperatures
around 25°C. Furthermore, it was suggested that it dives into hypoxic waters to avoid
predators and/or to feed (Vecchione 1991a and personal communications).

Animals prone to experience regular periods of hypoxia in their natural habitat
exploit a variety of mechanisms to cope with reduced oxygen availability (for review see
Grieshaber et al, 1994). Tolerance to progressive hypoxia has frequently been
determined by an analysis of the critical oxygen partial pressure (P_). In oxyconformers
oxygen consumption declines continuously with falling ambient Po, and the P, is
characterized by the transition to anaerobic metabolism at low oxygen tensions (Portner
and Grieshaber, 1993). Oxyregulating animals like Lolliguncula brevis (Wells et al.,
1988) can maintain their oxygen consumption independent of ambient Po, until a critically
low oxygen partial pressure is reached. Below this P, oxygen consumption finally
declines and anaerobic metabolism sets in (see Portner and Grieshaber, 1993 for review).

In extreme hypoxia many animals show a depression in metabolic rate, and can
survive by compensating for the deficit in aerobic energy production by the depletion of
phosphagens (e.g. phosphocreatine, phospho-L-arginine) and/or by ATP production
through anaerobic metabolism (Portner and Grieshaber, 1993; van den Thillart et al.,
1994). Nonetheless, survival under hypoxic conditions is time limited, since eventually
the energy status becomes impaired, reflected by a drop in the celtular Gibb's free energy
of ATP hydrolysis to poésibly limiting levels (Kammermeier, 1987; Portner, 1993).

Survival depends on the maintenance of key functions like ventilation. In squid
ventilation and locomotion are coupled through action of the mantle musculature. Oxygen
demand of this tissue during swimming is crucial for hypoxia tolerance. Oxygen
limitation during swimming is indicated by the onset of anaerobic glycolytical and
mitochondrial energy production above a critical swimming speed of 1.5 to 2 mantle
lengths s (Finke et al., 1996). Although comparative data are lacking, this anaerobic
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threshold is interpreted to be low compared to other species like Ilex illecebrosus and
Loligo pealei, where, based on an analysis of the maximal sustainable speed, the
approximate critical swimming speed would be 3 and 2.5 mantle lengths s-1, respectively
(Webber and O'Dor, 1986; O'Dor and Webber, 1991),

The question arises which mechanisms characterize hypoxia tolerance in
Lolliguncula brevis. Previous work indicates that Lolliguncula brevis uses an economic
swimming strategy by cycling between purely aerobic and mixed aerobic and anaerobic
swimming phases. This strategy implies an economized use of aerobic and anaerobic
resources and may be helpful when the animals dive into hypoxic waters (Finke et al.,
1996). Oxygen availability will nonetheless limit the stay in hypoxic environments.
Therefore, the present study was designed to investigate the mode of energy metabolism
as it depends on ambient oxygen concentration at 20°C, with the goal to define a critical
oxygen partial pressure. The level of the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis
was investigated as a parameter that may limit performance of the mantle musculature in

hypoxic waters (cf. Portner et al., 1996).
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2. Materials and methods

2.1 Animals

Brief squid (Lolliguncula brevis Blainville, 6.8 - 36.2 g) were caught in March and April
1995 and in May 1997 in the Galveston Ship Channel and Galveston Harbour by
fishermen of the Marine Biomedical Institute of the University of Texas, Galveston,
Texas, USA and kept in aquaria with recirculating natural sea water under conditions
similar to those in the natural habitat (20 - 25 %o, at 20 - 22°C). The squid were allowed to
adjust to the aquarium for at least 48 hours. The animals were fed fish and mysid shrimp

up until the last 24 h before the experiment.

2.2 Control animals

The collection of control samples (n = 5 for experiments at Poy between 6.6 to 19.3 kPa;
n = 4 for experiments at Po, = 2.8 £ 0.3 kPa) followed the procedure described by Finke
et al. (1996). Animals were kept in aerated seawater at 20 - 24 %, salinity and 20 £ 1°C.
After 70 to 100 minutes of recovery from handling ethanol was slowly added as an
anaesthetic to a maximal concentration of 2 % (v/v). Muscles samples were obtained
using a parallel arrangement of scalpel blades as described by Portner et al. (1991a).
Tissue samples were freeze-clamped, wrapped in aluminium foil and stored under liquid

nitrogen until analysed.

2.3 Experimental procedures

Experimental animals (n = 23) were kept in a darkened container (volume 2.5 1) supplied
with flowing sea water. For the first 30 min, the incoming water was air-saturated to
allow the animals to acclimate. Previous work had shown that recovery periods from
stress are extremely short in squid, including this species (Portner et al. 1993; Finke et al.
1996). Within the next 30 to 45 minutes Po, was lowered to levels between 16.9 and 6.6
kPa (87.5 to 34.2 % air saturation) by mixing air saturated water and water continuously
gassed with nitrogen. These waters were drawn from two separate tanks (22 1 and 18 1,
respectively) by using two roller pumps (Masterflex variable speed console drive with
easy load Masterflex pumphead model 7518-10, Cole-Palmer Instrument Company,
Niles, Illinois, USA). All containers were kept in a water bath where temperature was
regulated to 20 + 1°C. The calculation of the flow required to keep Po, constant was
based on a resting (routine) oxygen consumption rate of Lolliguncula brevis of 21 pmol
0,-h-1.g-! body mass at 20°C (Finke et al., 1996) and an average body mass of 12 g.
Flow was set between 100 and 250 ml-min-! for a fine adjustment of Po,. The Po, of the
outcoming water was measured with an oxygen elecirode {(YSI 5739 with YSI Model 58
Dissolved Oxygen Meter, YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA) at regular intervals.
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After 2 hours ethanol was added to a final concentration of 2%, and samples were taken
as described for control animals.

In a second set of experiments animals (n = 5 - 7 per exposure time) were held in a
darkened container (volume 4 1) at lower oxygen tensions obtained by gassing the water
with a mixture of 10 % air and 90 % nitrogen. For these experiments the animals were
placed into the water at a Po, of between 4.6 kPa and 5.1 kPa (23.8 to 26.4 % air
saturation). After 30 minutes the experimental Po, of 2.8 £ 0.3 kPa (14.5 £ 1.6 % air
saturation) was reached and kept constant throughout the experimental period. Ethanol
was added after periods of 15, 30, 45 or 60 minutes, respectively, and samples were.
taken as described above.

2.4 Analyses

Intracellular pH (pH;) and tissue concentrations of CO, (Cco,) were measured applying
the homogenate technique described by Portner et al. (1990) using media containing 160
mmol-I-! potassium fluoride and 1 mmol-1-! nitrilotriacetic acid. The remaining tissue
powder was extracted in perchloric acid following the procedure of Beis and Newsholme
(1975), modified according to Pette and Reichmann (1982). The adenylates ATP, ADP,
AMP and succinate and glycerol-3-phosphate were assayed according to Bergmeyer et al.
(1986), inorganic phosphate was estimated according to Portner (1990) and phospho-L-
arginine, arginine and octopine quantities were determined following the procedure of
Grieshaber et al. (1978). The concentration of acetate was analyzed with a Dionex LC ion
chromatograph (Idstein, FRG). The measurement followed a procedure modified from
Hardewig et al. (1991), using 0.125 mmol-l"! octane sulphonic acid as eluent. The
column was maintained at 40°C for the separation. Peaks were monitored with a
conductivity detector.

The levels of free ADP and AMP and the Gibb's free energy change of ATP
hydrolysis (dG/d&) were calculated according to Portner (1993) and Portner et al. (1996)
based on the equilibria of arginine kinase and myokinase. Equilibrium constants for both
enzymes were corrected for experimental temperatures and pH dependence as related to
changing proton and magnesium binding of the adenylates and the proton turnover of the

arginine kinase reaction.

2.5 Statistics

Up to second-order polynomial regressions were calculated for the changes in
metabolite concentrations, pH;, P,co, and [HCO, ] with decreasing Po, between 19.3 and
6.6 kPa (100 and 34.2 % air saturation). The decision of whether data were better fitted

by linear or second order regressions was made on the basis of calculated coefficients of
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determination (rz). Values from two animals were eliminated from the data set since they
were differing significantly from the norm (Pearson and Hartley’s and Nalimov’s tests).
Significance of changes was evaluated at the 5% level by the analysis of coefficients of
determination and by using an F-test following an analysis of variance using Statview II
(Abacus Concepts). Solid lines in graphs indicate significant regression curves, with
broken lines depicting the 95% confidence interval. When regressions were significant, a
critical point of transition to non-steady state metabolism was determined following a
method described by Yeager and Ultsch (1989). For this, the data were sorted into
descending order using oxygen tension as a key parameter. Then the data were separated
into two groups, where the first group contained the points at the highest oxygen partial
pressure (19.3 kPa; control values) and the second group the remaining data points. The
two groups were compared by one-way analysis of variance (ANOVA) and Student-
Newman-Keuls posthoc tests. In a stepwise procedure the first point from the second
group was transferred to the first group and ANOVA was repeated. This procedure was
repeated until only five data points were left in the second group. A minimum p was
assumed to indicate the P, between the lowest Po, of the first data group and the highest
Po, of the second group. ANOVA and Student-Newman-Keuls posthoc tests were also
applied for the evaluation of significant changes during exposure to Po, = 2.8 + 0.3 kPa
(14.5 £ 1.6 % air saturation).

p-values given throughout the text reflect results from regression analyses unless
the note “ANOVA* is given to indicate the use of stepwise ANOVA procedure.
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3. Results

Data collected at oxygen partial pressures (Po,) between 19.3 and 6.6 kPa (100 to 34.2 %

air saturation) are depicted in Figures 1 to 6. At all of these oxygen tensions animals were

able to maintain their position in the water column. When the squids were gently placed

into water of 4.6 to 5.1 kPa (23.8 to 26.4 % air saturation) prior to a decrease in Po, to

2.8 £ 0.3 kPa (14.5 £ 1.6 % air saturation; extreme hypoxia), they initially showed the

same behaviour and no jetting owing to handling was visible. Towards the end of

exposure to extreme hypoxia squids were quite inactive and hovered at the bottom of the

animal tank. Data collected after 60 minutes of extreme hypoxia were included (in-
brackets) in the figures.

Despite reduced oxygen partial pressures in the ambient water, intracellular pH
(pH;) for most animals was constant above a Po, of about 10 kPa, but below this
threshold it started to fall significantly (p < 0.01) after two hours of incubation. Similarly,
intracellular Pco, (P,co,) and intracellular bicarbonate concentrations declined significantly
(p < 0.001; Fig. 1). In all cases the transition to significantly lower values occurred,
when Po, fell to between 10 and 9.4 kPa (ANOVA, p < 0.001). During exposure to
extreme hypoxia, Pco, and bicarbonate values remained at higher levels probably because
of the short term nature (60 minutes) of the experiment (Tab. 1).

Two hours of hypoxic exposure at oxygen partial pressure below 10 kPa led to the
significant accumulation of the anaerobic metabolites octopine (p < 0.01), glycerol-3-
phosphate (p < 0.01) and acetate (p < 0.05) in the mantle musculature of Lolliguncula
brevis. Changes in succinate levels remained insignificant owing to high inter-individual
variability (p = 0.249; Fig. 2). The onset of anaerobic metabolism at oxygen tensions
between 7.9 kPa and 9.4 kPa (ANOVA, p < 0.05) defines the critical Po,. Intracellular
pH decreased significantly with increasing concentrations of octopine (p < 0.001),
glycerol-3-phosphate (p < 0.01), succinate (p < 0.05) and acetate (p < 0.001), while the
Gibb's free energy change of ATP hydrolysis was maintained constant regardless of a
decline in pH; (p = 0.164; Fig. 3). In contrast to these findings, immediate exposure to
extreme hypoxia caused only octopine levels to rise significantly after 15 minutes (p <
0.01), whereas the concentrations of the other metabolites, succinate (p = 0.500),
glycerol-3-phosphate (p = 0.483) and acetate (p = 0.171), did not increase significantly
during 60 minutes of exposure (Table 1).

Fig. 4 shows, that hypoxic exposure down to 6.6 kPa did not lead to a significant
decrease in ATP levels (p = 0.756), although the increase in ADP (p < 0.01) and AMP (p
< 0.01) concentrations was significant. As with the change in pH;j significantly higher
ADP and AMP levels were found below a Po, of 9.1 to 9.4 kPa (ANOVA, p < 0.05).
The summed concentrations of the adenylates (3. Ade = [ATP] + [ADP] + [AMP])
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remained unchanged (p = 0.633). Even under extreme hypoxia, when a significant drop
in ATP levels (p < 0.001) occurred in parallel with a drastic rise in AMP levels (p <
0.001), the drop in 2 Ade was still insignificant (p = 0.160; Fig. 7, Table 1).

Phospho-L-arginine (PLA) levels did not change at Po, values between 19.3 and
6.6 kPa (p = 0.387; Fig. 5). Accordingly, L-arginine (L-Arg) concentrations (p = 0.051)
and the sum of all L-arginine containing metabolites (¥, L-Arg = [PLA] + [L-Arg] +
[octopine]) remained more or less constant (p = 0.223). These small changes are reflected
in an insignificant decrease of the ratio of PLA over the sum of L-Arg and PLA
concentrations (p = 0.061; Fig. 5). The ratio dropped significantly (p < 0.01) to a low
value of 0.32 + 0.09 only at a Po, of 2.8 & 0.3 kPa due to significant PLA depletion.
Under these conditions even the sum of all L-arginine containing metabolites decreased
significantly (p < 0.01; Table 1).

The small changes in ATP and PLA concentrations at oxygen tensions between
19.3 and 6.6 kPa caused no significant changes in free ADP (p = 0.550) and AMP levels
(p = 0.604) or in the Gibb’s free energy change of ATP hydrolysis (dG/dE; p = 0.567,
Fig. 6). dG/d remained above the value of -47.99 + 2.48 kJ-mol-! found during short
term exposure to extreme hypoxia (Fig. 7)

Exposure of Lolliguncula brevis to a low Po, of 2.8 + 0.3 kPa (14.5 = 1.6 % air
saturation) led to a significant depletion in ATP and PLA concentrations (p < 0.001) and a
drop in the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis (dG/dg; p < 0.01) during the
first 15 minutes (Fig. 7). At the same time AMP levels increased significantly (p < 0.001)
after 15 minutes and inorganic phosphate concentrations rose; the latter change became
significant after 45 minutes (p < 0.05; Table 1). Table 1 also confirms that most changes
in energy metabolism occurred within 15 minutes after exposure to extreme hypoxia,
followed by minimal changes during longer periods of hypoxia. This may be related to

the observation that the animals reduced activity during exposure to extreme hypoxia.
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4. Discussion
4.1 Anaerobic metabolism and the critical Po,
The critical Po, (P,) in oxyregulators can be defined in two ways: (1) the oxygen partial
pressure below which oxygen consumption becomes dependent on ambient Po, and (2)
the oxygen partial pressure indicating the point of transition to anaerobic metabolism.
Usually, these two P, values are identical (Portner and Grieshaber, 1993). P_ values
differ between various aquatic species as shown in Table 2. For example, a P_ value
between 8.6 to 6.7 kPa was derived from aerobic-anaercbic transition or oxygen
consumption data in the burrowing marine teleost Lumpenus lampretaeformis (Pelster et
al., 1988). In the flatfish Solea solea the P, ranged between 4.0 and 2.4 kPa (van den
Thillart et al., 1994), while the P, was 6.7 kPa in Octopus vulgaris (Wells and Wells,
1995) and between 7.0 and 4.0 kPa in the bivalve Scapharca inaequivalvis (van den
Thillart et al., 1992). In some animals, for example the toad Bufo marinus (Portner et al.,
1991b), a transient increase in oxygen consumption has been reported to set in at the P,
when anaerobic metabolism starts. This may also be the case in Lolliguncula brevis,
which increases its oxygen consumption when ambient Po, falls to about 7.7 kPa (Wells
et al.,, 1988). The P, estimated from the onset of anaerobic metabolism in this study
ranged between 7.9 to 9.4 kPa. A comparison of oxygen consumption data shows that
the metabolic rates of Lolliguncula brevis (18.29 + 0.80 pmol O,h-1-g-1 at 15°C; Wells et
al., 1988) and other squids like Illex illecebrosus (13.96 pmol O,-h-1-g-1; Webber and
O'Dor, 1985, 1986) and Loligo opalescens (11.33 umol O,-h-1.g-1 ; O'Dor, 1982) are
much higher than the metabolic rates of many other aquatic species (see Table 2) including
Octopus vulgaris and Nautilus pompilius. At the same time, the critical oxygen tension for
the latter two species (determined by oxygen consumption analysis; Wells and Wells,
1995; Wells, 1990) is lower than that for Lolliguncula brevis. Therefore, the high oxygen
demand even under control conditions in Lolliguncula brevis (Finke et al., 1996) likely
explains the high P, of this species and of squid in general.

Vecchione (1991a) reported Lolliguncula brevis to be quite active in water with a
Po, of 2.1 kPa (10.9 % air saturation) and estimated from catches collected by trawls that
Lolliguncula brevis is highly abundant in water with oxygen tensions between 8.6 and
4.3 kPa. Furthermore, it has been shown for fish that species with the ability to tolerate
hypoxia have lower critical oxygen partial pressures than species which are more sensitive
towards hypoxia (Beamish, 1964). Therefore, a lower P, would have been expected for
these squids. However, a rather high P, was found in our experiments indicating that
Lolliguncula brevis found in the wild at the low oxygen levels reported may be utilizing

anaerobic pathways.
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The onset of anaerobic metabolism during two hours of exposure to ambient
oxygen tensions between 19.3 and 6.6 kPa, indicated by the accumulation of octopine
and acetate, which coincides with a decrease in pH; (cf. Fig. 3), since the production of
opines, acetate and succinate from glycogen is accompanied by the production of protons
(Portner, 1987). On the other hand, many aquatic animals increase ventilation during
hypoxia to compensate for reduced oxygen availability. This has been shown for example
for Octopus briareus (Borer and Lane, 1971) and Octopus vulgaris (Houlihan et al.,
1982). The increased gas exchange causes a higher CO, release into the ambient water
resulting in a decrease of Pico, as seen for Lolliguncula brevis after 2 hours at oxygen
tensions between 19.3 and 6.6 kPa. Due to the equilibrium between CO, and HCO; a
rise in pH; would be expected, but a decrease occurred. Obviously, metabolic acidification
more than compensates for the respiratory alkalosis.

The extent of succinate and octopine accumulation in Lolliguncula brevis during 2
hours at moderate hypoxia was similar to that seen during exercise above a critical
swimming speed (Finke et al., 1996). The finding of a simultaneous onset of anaerobic
metabolism in the mitochondria and the cytosol indicates that insufficient oxygen supply
to mantle muscle mitochondria elicits anaerobic metabolism both during environmental
and functional hypoxia. On the other hand, exposure of Lolliguncula brevis for 15 to 60
minutes to an oxygen tension of 2.8 £ 0.3 kPa (14.5 + 1.6 % air saturatioh) caused only
octopine to accumulate significantly. At oxygen tensions between 19.3 and 6.6 kPa,
animals stayed in the water column, whereas during extreme hypoxia many of the squids
were quite inactive and hovered at the bottom of their tanks. This behaviour probably
resulted in a decrease in metabolic rate and a rise in the fraction of aerobic metabolism (cf.
Branco et al., 1993) and would, together with the short exposure period, explain why
anaerobic mitochondrial metabolism was not yet visible. Mantle activity was supported by
octopine accumulation and the significant depletion of ATP and PLA. AMP and inorganic
phosphate accumulation may have contributed to the stimulation of glycolysis resulting in
the observed octopine accumulation.

The results of these experiments lead to the conclusion that anaerobic processes
are sufficient to support energy production for periods of at least two hours when oxygen
tension does not fall below 6.6 kPa (34.2 % air saturation). Considering the findings by
Finke et al. (1996) and Portner et al. (1996) that anaerobic processes can significantly
support swimming of Lolliguncula brevis, the brief squid seems to be able to tolerate
fluctuations of oxygen partial pressure in the ambient water to a certain extent and
maintain muscular activity. However, when Po, falls to very low values, high energy

phosphates are rapidly depleted and activity is reduced.
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4.2 Gibb's free energy levels

In many animals, hypoxia results in the depletion of energy rich metabolites. For
example, phosphocreatine was depleted in the marine teleost Lumpenus lampretaeformis
during 7 hours at 15 °C and Po, levels below 10.6 kPa (54.9 % air saturation), thereby
buffering ATP levels which remained almost constant (Pelster et al., 1988). Similar
results were obtained for the trout Salmo gairdneri after 24 hours at 9°C and Po, = 4 kPa
(Boutilier et al., 1988). Exposure of the brief squid Lolliguncula brevis to ambient
oxygen partial pressures not lower than 6.6 kPa (34.2 % air saturation) for 2 hours did
not cause a change in PLA levels, while at a Po, of 2.8 + 0.3 kPa (14.5 % air saturation) .
both PLA and ATP levels dropped significantly after only 15 minutes. Such an immediate
use of the phosphagen was also found in the goldfish Carassius auratus and the tilapia
Oreochromis mossambicus after 30 minutes at very low oxygen tensions (van Waarde et
al., 1990). In contrast to these species of fish, the level of free ADP did not rise in the
squid Lolliguncula brevis during hypoxia, while the concentration of total ADP increased.
This observation is consistent with previous findings during exercise (Finke et al., 1996).
Obviously, free levels of ADP were buffered, delaying phosphagen hydrolysis and also a
drop in the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis (cf. Portner et al., 1996). When
the animals were exposed to water with oxygen partial pressures between 19.3 and 6.6
kPa (34.2 to 100 % air saturation), dG/d€ remained larger than - 50 kJ-mol-! in almost all
investigated animals, while at a Po, of 2.8 £ 0.3 kPa a minimum value of -44.4 kJ-mol-!
was calculated. These levels are below the aerobic steady-state energy requirements
calculated by Kammermeier (1987) for the function of actomyosin-ATPase (-45-50
kJ-mol-1) or sarcolemmal Ca2+-ATPase (-51 kJ-mol-!) in rat myocardium. The minimum
value found during hypoxia is comparable to a minimum value of -44 kJ-mol-! for
Lolliguncula brevis seen during fatigue from exercise (Portner et al., 1996). Although a
decrease in dG/d€ might be tolerated to a certain extent a fatigue-like situation may result,
contributing to the depression of spontaneous activity at extreme hypoxia and limiting
hypoxia tolerance.

4.3 Ecological perspectives

Similar to Lolliguncula brevis, Nautilus species encounter water layers of low oxygen
concentration. These cephalopods have the capacity to survive prolonged periods of low
oxygen levels by metabolic depression and a modest reliance on anacrobic energy
production as reflected in a small extent of octopine formation. These strategies are
accompanied by a decrease in activity and a reduction in ventilatory and circulatory
movements (Wells et al., 1992, Boutilier et al., 1996). In Lolliguncula brevis, anaerobic

processes also contribute to energy production during hypoxia. The onset of anaerobic
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metabolism characterized the P, at a Po, between 9.4 and 7.9 kPa (48.7 to 40.9 % air
saturation). Down to an oxygen tension of 6.6 kPa (34.2 % air saturation) aerobic and
anaerobic processes appear to be sufficient to maintain a relatively high energy status in
the mantle musculature and a normal level of activity. This leads to the conclusion that
Lolliguncula brevis has the ability to withstand moderate hypoxia down to Po, values of
around 6.6 kPa for limited periods of time (at least 2 hours). Only at oxygen tensions of
2.8 £ 0.3 kPa (14.5 + 1.6 % air saturation), activity levels seemed to decrease thereby
lowering the energy demand as seen in Nautilus. Nevertheless, energy requirements
could not be met under these conditions and the length of the tolerance period appeared
considerably reduced.

Vecchione (1991a) observed these squids to be active in water at a Po, of about
2.1 kPa (10.9 % air saturation) by use of a remotely operated vehicle. He suggested that
these squids dive into hypoxic waters to avoid predators and/or to feed. For that purpose
they would have to travel at elevated swimming speeds at oxygen tensions below the P_.
This appears possible since these animals use an energy saving jetting strategy that
involves the cycling between purely aerobic and mixed aerobic and anaerobic swimming
phases and allows an extended net use of anaerobic resources before fatigue sets in (Finke
et al., 1996; Portner et al., 1996). Nevertheless, the critical swimming speed would drop
during hypoxia which should accelerate the reduction of energy status. Swimming should
therefore limit the time available for excursions into hypoxic layers. In consequence,
animals might go into a low activity phase to escape predators, while predation in water
with very low oxygen tensions is only possible for very short periods and they would

probably have to leave these waters as soon as possible.
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Table 1 Intracellular pH, Pcoy (Pjcoy; kPa), and HCO3 levels (mmol-l'l), the ratio of the levels of PLA over the summed concentrations of PLA and L-
arginine, and the concentrations (mmol-g-} fresh weight) of various metabolites including the summed levels of L-arginine containing metabolites in the mantle
musculature of Lolliguncula brevis during incubation at a Poy of 2.8 £ 0.3 kPa (14.5 1.6 % air saturation). (* - significantly different from values at O min;

values are means * SD)

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

(n=4) (n=7) (n=15) (n=15) (n =5)
pHi 7.28 £0.02 690+ 0.15* 6.88 £0.15* 6.81+0.22* 6.88 £ 0.19*
Pico; 0.85+0.18 1.17+0.38 1.20 £0.58 1.00£0.50 0.78 £ 0.41
HCO; 3.08 £0.55 1.81 £ 0.66* 1.87 £ 0.84* 0.89 £0.27* 1.62 +(.85*
[PLAY[PLAJ+L-Arg] 0.67 £0.10 0.37 £ 0.14* 0.36 £ 0.09* 040+ 0.14* 0.32 £ 0.09*
P; 7.11+£4.22 20.75+£11.95 22.02+£7.65 25.96 £2.23* 19.23 +£10.92
X L-Arg 45.22 + 6.56 31.10 £ 4.45%* 3397+4.17* 33.34 £7.99* 29.89 £ 3.10*
2 Ade 5.80+£0.36 4.52 £1.50 526+1.14 497+ 146 3.68 +1.30
Octopine 1.10+ 1.06 10.34 + 6.54* 10.85 £ 3.65* 16.32 +£5.18* 8.18 £7.06
Glycerol-3-phosphate 0.77+0.42 1.26 £ 0.80 1.33+£ 048 1.47 £ 0.61 1.38 £0.53
Succinate 0.25£0.07 032%0.15 042 %0.15 0.37+0.15 0.35+0.18
Acetate 0.17+0.12 047+0.34 0.56+0.14 0.55+0.19 041+0.28
free ADP 0.14 £0.07 0.05 + 0.04 0.12+0.11 0.12£0.10 0.04 £ 0.03
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Table 2 Critical oxygen tensions (P¢) and oxygen consumption rates of selected species at temperatures (T) close to 20°C. Oxygen consumption rates are valid
under normoxia with the exception of Nautilus pompilius where it represents the rate found at 13.3 kPa. Furthermore, the weight (W) of animals used for

oxygen consumption measurements are given. (n.a. - data not available)

Species P, (kPa) determined by Moy T w Reference
oxygen  aerobic-anaerobic (Hmol Oxh-l-g’l)  (°C) (2)
consumption transition (control conditions)
Fishes:
Lumpenus lampretaeformis 6.7 -8.0 <8.6 2.66 = 0.41 15 4.7 - 14.3 Pelster et al. (1988)
Solea solea 24-40 19 70-120 vanden Thillart et al.
(1994)
Lepomis macrochirus 1.2-25 20 51 -190 Burton and Heath (1980)
Ictalurus nebulosus 1.2-25 20 40-122 Burton and Heath (1980)
Invertebrates:
Scapharca inaequivalvis 40-70 40-70 23+08 20 n.a van den Thillart et al.
(1992)
Carcinus maenas 8.0 1.8 0.1 18 60-80 Tayloretal (1977)
Octopus vulgaris 6.71 3.1+1.42 191/ 620-2864 Wells and Wells (1995)!
222 Houlihan et al. (1982)2
Nautilus pompilius 2.73 1.04 18 300 -450 Wells (1990)3
Boutilier et al. (1996)4
Lolliguncula brevis 7.75 8.6-9.7 21.06 20 6.6 - 342 Wells et al. (1988)3

Finke et al. (1996)6

1 uoneHqnd
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Fig. 1 Changes in (A) intracellular pH (©* = 0.374), (B) intracellular Pco, (r = 0.522) and (C)
intracellular HCOj™ concentration (* = 0.549) in the mantle musculature of Lolliguncula brevis with
oxygen partial pressure in the ambient water after 2 hours of exposure. (n = 28; second-order regressions;
solid lines depict a significant trend, short dashed lines the 95 % confidence interval. Values in brackets
are means  SD, n = 5, after 60 min of exposure to a Po, of 2.8 £0.3 kPa equivalent to 14.5 + 1.6 % air
saturation. P, is indicated as evaluated for the individual process investigated.)
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Fig. 2 Changes in (A) octopine (% = 0.390), (B) glycerol-3-phosphate (2 = 0.239), (C) succinate (=
0.057) and (D) acetate (2 = 0.302) levels in the mantle musculature of Lolliguncula brevis with oxygen
partial pressure. (n = 28; B, C - first-order regressions; A, D - second order regressions; for further
explanation see Fig. 1)
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Fig. 3 Intracellular pH in relation to (A) octopine (i = 0.482), (B) glycerol-3-phosphate (r* = 0.282),
(C) succinate (* = 0.234), (D) acetate concentrations (r? = 0,524), and (E) the Gibb's free energy change of
ATP hydrolysis (*= 0.082) in the mantle musculature of Lolliguncula brevis after 2 hours of exposure to
oxygen partial pressures between 19.3 and 6.6 kPa (100 -34.2 % air saturation). (n = 28; B, C, D, E -
first-order regressions; A - second-order regressions)
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Fig. 4 Changes in (A) ATP (£ = 0.004), (B) ADP (¢ = 0.312), (C) AMP (£ = 0.387) and (D) the
summed concentrations of all adenylates (3. Ade; 2 = 0.009) in the mantle musculature of Lolliguncula
brevis with oxygen partial pressure. (n = 28; A, D - first order-regressions; B, C - second-order
regressions; for further explanation see Fig 1. P is indicated as evaluated from concentration changes of
anaerobic metabolites as shown in Fig. 2)
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Fig. 5 Levels of (A) phospho-L-arginine (? = 0.031), (B) L-arginine (© = 0.162) and (C) the
concentrations of all L-arginine containing metabolites (> = 0.064) as well as (D) the ratio of the levels of
phospho-L-arginine over the sum of PLA and L-arginine concentrations (r* = 0.138) in the mantle
musculature of Lolliguncula brevis after 2 hours of exposure to various oxygen partial pressures. (n = 28;
first-order regression; for further explanation see Figs. 1 and 4)
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Fig. 6 Levels of (A) free AMP (2 = 0.006), (B) free ADP (> = 0.003) and (C) the Gibb's free energy
change of ATP hydrolysis (2 = 0.014) in the mantle musculature of Lolliguncula brevis after 2 hours of
exposure to various oxygen partial pressures. (n = 28; first-order regressions; for further explanation see
Figs. 1 and 4)
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Abstract

For an assessment of the sensitivity to temperature changes, the Antarctic octopod
Pareledone charcoti was incubated for 24 hours at temperatures between -1.8 to 10°C. For
comparison, the warm water squid Lolliguncula brevis was exposed to temperatures
between 11 and 31°C. Changes in energy and acid-base status were analysed in the mantle
musculature. A high critical temperature (Tc) could be defined for both cephalopods
which relates to ambient temperature and is characterized' by the onset of anaerobic
metabolism. Anaerobic metabolism was not sufficient to maintain energy status as
indicated by the drop in the levels of ATP, phospho-L-arginine and the Gibb's free
energy change of ATP hydrolysis. Furthermore, an intracellular acidosis developed above
the T¢. Quantification of the processes contributing to intracellular acidification revealed
that net proton uptake occurred which exceeded the proton uptake expected from alphastat
pH-regulation and metabolic acidification and might indicate a heat induced failure of pH
regulation.

Activities of enzymes involved in glycolysis, amino acid degradation and citrate
cycle were analysed in the Antarctic octopods Pareledone charcoti and Pareledone
polymorpha and the muscular squid Psychroteuthis glacialis. Temperature incubations of
whole animals indicate an imbalance between protein synthesis and degradation to set in
above the T.. Arrhenius activation energies in extracted enzymes of amino acid
degradation and glycolysis were found to depend on tissue function and to be high at low
metabolic flux.

Comparison of enzyme activities from Antarctic cephalopods with species from
lower latitudes showed the Antarctic squid to have similar aerobic and to some extent
anaerobic capacities as squids from temperate waters. In contrast, enzyme activities in the
Antarctic octopods appear not to be compensated for low temperatures. This difference
between squid and octopods indicates the importance of life style for metabolic cold
adaptation which is maximised in the active squid.

Keywords: critical temperature, anaerobic metabolism, energy status, aerobic and

anaerobic capacities, enzyme activities, Lolliguncula brevis, Pareledone charcoti,

Pareledone polymorpha, Psychroteuthis glacialis
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1. Introduction

Temperature is considered to be an important environmental parameter due to its influence
on the rate of biochemical and physiological processes. Extreme temperatures or
temperature variations can cause lethal injuries (for reviews see: Prosser 1991; Somero
1997) and are important in characterising the limits of geographical distribution of a
species. The effects of temperature on marine coastal ecosystems have come into focus
owing to the process of global warming, which has already caused a change in the
distribution of species (Southward et al. 1995). The comparison of marine ectothermal
animals living in seasonally or permanently cold environments with those from temperate
and warm waters might help to reveal the biochemical or physiological mechanisms which
contribute to determining geographical distribution.

The Antarctic marine environment is characterized by low and very stable water
temperatures, with values close to freezing, varying by only 0.2°C throughout the year
near the Antarctic continent. Towards the Antarctic convergence both the mean annual
temperature and the extent of seasonal variability increase (Clarke 1988). Antarctic fish
and invertebrates show numerous resistance adaptations which enable them to live at
temperatures far below the lethal limits of temperate and tropical species (Johnston 1990).
Investigations on Antarctic fish have shown that activities of some enzymes of aerobic
energy metabolism and fatty acid oxidation are higher than in temperate-zone species
when measured at equivalent temperatures (Torres and Somero 1988; Crockett and Sidell
1990), thus showing that their aerobic metabolism is at least partly cold compensated.
Whether this extends to the rates of resting metabolism is a continuing matter of debate.

Cephalopods occupy a similar position in the ecosystem and food web as marine
fishes (Packard 1972; Portner 1997), both in the benthos as well as in the pelagic. Among
Antarctic octopods, the genus Pareledone forms the most abundant group (Kuehl 1988).
While Pareledone charcoti has been reported to have a circum-Antarctic distribution,
Pareledone polymorpha is known from the Atlantic sector of the Southern Ocean and
from the Ross Sea (Roper et al. 1984). The Antarctic squid Psychroteuthis glacialis also
shows a circumpolar distribution (Filippova and Pakhomov 1994) with a bathypelagic
mode of life close to the shore (Rodhouse 1989). Until now, many studies on Antarctic
cephalopods have focussed on taxonomy, geographical distribution and their role in the
food chain (Nemoto et al. 1985, Voss 1988, Rodhouse and Prince 1993, Clarke and
Goodall 1994, Kubodera and Okutani 1994). Little is known about their physiology.
Therefore, one aim of this study was to gain basic physiological data on cold adaptation.
Most studies concerning metabolic cold compensation focussed on Notothenioid fishes.
Therefore, the comparison with a group of animals which leads a fish like mode of life
should contribute to reveal whether the mechanisms of adaptation to cold discussed for

64



Publikation II

Notothenioid fishes reflect unifying principles or rather special features of this fish
family.

We measured activities of enzymes for an estimate of aerobic and anaerobic
metabolic capacities. Furthermore, animals were exposed to elevated temperatures to test
their thermal sensitivity. Preliminary experiments were conducted with the brief squid
Lolliguncula brevis, which is found in the Gulf of Mexico and along the Atlantic coast
from Maryland in the United States south to the Rio de la Plata in South America (Voss
1956). It is able to enter shallow waters of inshore and estuarine environments (Hendrix
et al. 1981) were it can encounter temperatures as high as 32°C, while the minimal -

‘temperature in its environment is about 12°C (Dragovich and Kelly 1962). Since
Lolliguncula brevis lives in an environment with larger temperature fluctuations than the
Antarctic species, the question arose how thermal sensitivity compares in a stenothermal
Antarctic and a eurythermal warm water cephalopod.
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2. Materials and Methods
2.1 Animals
Antarctic octopods (Pareledone charcoti, 7 - 84 g, Pareledone polymorpha, 74 - 179 g)
and squids (Psychroteuthis glacialis, 72 - 133 g) were caught in February 1996 in the
eastern Weddell Sea during the cruise ANT XIII/3 of RV 'Polarstern'. Pareledone
charcoti (21 - 91 g) used for temperature incubations and oxygen consumption
measurements were caught in November and December 1996 close to Elephant Island,
Antarctica during 'Polarstern' cruise ANT XIV/2. The animals were collected from
bottom and agassiz trawls. The octopods were kept on board in aquaria with natural sea
water under conditions close to those in their natural environment (0°C, 34 %o). They
were allowed to acclimate to the aquarium for at least one week and were fed both life and
dead Antarctic krill every three to four days. Samples for enzyme analysis in Antarctic
squid were taken immediately after capture. Pareledone charcoti used for oxygen
consumption measurements were transported to the AWI by plane and kept in aquaria
under the same conditions as on board 'Polarstern’. They were allowed to adjust to these
conditions for a couple of weeks and were fed weekly with living sandshrimps Crangon
crangon until two days prior to experimentation.

Brief squid (Lolliguncula brevis Blainville, 5.1 - 21.6 g) were caught in April
1993 in the Galveston Ship Channel and Galveston Harbour by fishermen of the Marine
Biomedical Institute of the University of Texas, Galveston, Texas, USA and kept in
aquaria with recirculating natural sea water under conditions similar to those in the natural
habitat (24 - 25 %o, 20 - 22°C). The squid were allowed to adjust to the aquarium for at
least 48 hours. The animals were fed fish and mysid shrimp, but not during the last 24 h

before experimentation.

2.2 Experimental procedures

Temperature incubation. All incubations were carried out in darkened containers (volume:
5 1for Lolliguncula brevis; 3 | for Pareledone charcoti) with aerated natural sea water. The
containers were placed into a water bath thermostatted to the experimental temperatures
(all temperatures = 0.5°C).

Specimens of Lélliguncula brevis were gently transferred into water thermostatted
to 11, 16, 21 (control temperature), 26 and 31°C. They were incubated for one hour
except during exposure to 31°C. At this temperature, the animals had to be removed after
2 to 6 minutes since they showed signs of stress indicated by the release of ink. At the
end of each experiment animals were anaesthetized by the addition of ethanol to the water
to a level of 3 % ethanol (v/v). Muscles samples were obtained from these specimens
using a parallel arrangement of scalpel blades as described by Portner et al. (1991).
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Tissue samples were freeze-clamped, wrapped in aluminium foil and stored under liquid
nitrogen until analysed.

Temperature incubations of Pareledone charcoti were carried out onboard of RV
'Polarstern’. For this, animals were placed into water of 0°C (control temperature) and
incubated for 24 hours. Considering the slow metabolic rate and the high thermal
sensitivity of these Antarctic compared to warm water cephalopods, temperature was
changed at a rate of 1.8 to 2°C/day, until the experimental temperatures of -1.8, 4, 6, 8
and 10°C were reached. The octopods were incubated for another 24 hours at the final
temperature. Control animals were incubated in the same experimental setup for 24 hours

" at 0°C. At the end of the incubation periods, 4 % ethanol (required for full anaesthesia of
this species) were added and samples were taken as described above. Part of the tissue
was used without freezing for the assay of octopine dehydrogenase, malate

dehydrogenase and arginine kinase.

Oxygen consumption analyses. Specimens of Pareledone charcoti were placed into
containers (0.8 1) in a flow through respirometer. Oxygen consumption was recorded
continuously by use of a Clark type Po,-electrode (Eschweiler, Kiel, Germany). The
experiment started at 0°C and temperature was elevated to 12°C in a stepwise procedure:
After 5 days at 0°C, temperature was increased to 2°C for two days. Then temperature
was elevated to 4°C and after another 13 days to 6°C. The animals were kept for 4 days at
this temperature before it was increased to 8°C for 4 days. Finally temperature was
increased to 12°C and the animals were incubated for 3 more days. These long term
incubations were carried out in order to exclude the influence of under- or overshoot
phenomena and to evaluate standard metabolic rate by correcting for the influence of

spontaneous activity.

2.3 Analyses in tissues samples

Intracellular pH (pHj) and tissue concentrations of CO, (Cco,) were determined in both
Lolliguncula brevis and Pareledone charcoti by application of the homogenate technique
described by Portner et al. (1990) using a medium containing 160 mmol 1 KF and 1
mmol 1! nitrilotriacetic acid.

The remaining tissue powder was extracted in perchloric acid following the
procedure of Beis and Newsholme (1975), modified according to Pette and Reichmann
(1982). The following metabolites were determined enzymatically in extracts from the
mantle muscle of both species: ATP, ADP, AMP and succinate according to Bergmeyer et
al. (1986), phospho-L-arginine, arginine and octopine according to Grieshaber et al.
(1978) and inorganic phosphate according to Portner (1990). The concentration of acetate
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was analyzed with a Dionex LC ion chromatograph (Idstein, FRG). The measurement
followed a procedure modified from Hardewig et al. (1991), using 0.125 mmol I! octane
sulphonic acid as an eluent at 40°C. Peaks were monitored with a conductivity detector.

The levels of free ADP and AMP and the Gibb's free energy change of ATP
hydrolysis (dG/d€) were calculated based on the equilibria of arginine kinase and
myokinase according to Portner (1993) and Portner et al. (1996). Equilibrium constants
of both enzymes were corrected for experimental temperatures and pH related to pH and
temperature dependent changes of proton and magnesium binding of the adenylates and to
the proton turnover of the arginine kinase reaction.

The intracellular non-bicarbonate buffer value (B;) of mantle tissue of Pareledone
charcori under resting conditions was determined at 0°C following the method of Portner
(1990). Briefly, 0.4 g of ground tissue were suspended in 4 ml ice-cold medium (540
mmol 1" KF, 10 mmol I nitrilotriacetic acid) in a temperature controlled tonometer
(Instrumentation Laboratory, Padorno Dugano, Italy). The homogenate was equilibrated
with different mixtures of CO, in air before analysis of pH and Cco, took place as
mentioned above. Values of free inorganic phosphate were measured enzymatically
according to Portner (1990).

Determination of enzyme activities. Enzyme activities were assayed in niantle, arm and
gill tissue of the Antarctic cephalopods Pareledone charcoti, Pareledone polymorpha and
Psychroteuthis glacialis using either a Beckman DU 7400 or a Pharmacia Ultraspec 3000
spectrophotometer. Assay temperature was controlled at 0°C for samples taken from
incubations of Pareledone charcoti at various temperatures. For in vifro analyses of
thermal sensitivity assay temperatures were 0, 10, 20 and 30°C. Tissue samples for these
measurements were obtained from animals kept at 0°C.

Homogenates for the measurement of octopine dehydrogenase, malate
dehydrogenase and arginine kinase were prepared immediately using freshly excised
tissue, which was minced by the use of scissors and homogenized in ice-cold \extraction
buffer using an Ultra-Turrax (IKA-Labortechnik, Staufen). Activities of all other enzymes
were measured in frozen samples after verifying from the literature that freezing did not
change enzyme properties. The tissue was ground under liquid nitrogen, homogenized
with an Ultra-Turrax in ice-cold extraction buffer. Enzyme activities were assayed in the
supernatant after centrifugation.

Phosphofructokinase (PFK; EC 2.7.1.11), pyruvate kinase (PK; EC 2.7.1.40), and
citrate synthase (CS; EC 4.1.3.7) were assayed after Sidell et al. (1987), glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase (GAPDH; EC 1.2.1.12) according to Shaklee et al. (1977).
Octopine dehydrogenase (ODH; EC 1.1.5.11), arginine kinase (AK; EC 2.7.3.3) and
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malate dehydrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) were extracted according to Ballantyne et al.
(1981). Measurement of ODH followed a procedure described by van Thoai and Robin
(1959), while AK activity was measured according to Doumen and Ellington (1990) and
MDH according to Baldwin (1982). Activity of glutamate dehydrogenase (GluDH; EC
1.4.1.2) was determined according to Storey et al. (1978), the determination of -
glycerophosphate dehydrogenase activity (GPDH; EC 1.1.1.8) followed the procedure of
Baldwin and England (1980). The measurement of glycogen phosphorylase (GP; EC
2.4.1.1) followed a procedure modified from Bergmeyer et al. (1986) using 50 mM
imidazole, 20 mM NaF and 5 mM EDTA, pH 7.0 as extraction medium.

All enzyme activities are given in U g-! fresh weight. Because ODH, MDH and
AK were measured on board RV 'Polarstern' weighing of the tissue used for homogenate
preparation was not possible due to the movements of the ship. Determinations of the
protein content per g tissue and per volume of extract according to Bradford (1976)

allowed the conversion from U mg protein-! to U g-! fresh weight.

Calculation of proton production. The proton balance of anaerobic metabolism (AH™ ;)
was evaluated according to Portner (1987a,b) from tissue concentration changes between
samples taken just below and above the upper critical temperatures. Proton binding by the
phosphate buffer was calculated for the final pH;. The fraction of protonized phosphate
(F) is calculated using equation (1) for pKa(jgec) = 6.836 and pKa(ziecy = 6.772 (Portner
1990):

F = 1/(10PH-pKa 1) (1)
The amount of non-respiratory protons was estimated according to Portner (1987b):
AH*non-resp = -IByp! X ApH; - ABic 2)

(non-resp: non respiratory; B, non-bicarbonate buffer value; Bic: bicarbonate)
with Byz = 23.7 £ 5.1 mmol pH unit! kg'! for Lolliguncula brevis (21°C;
Portner et al. 1996) and By, = 13.6 + 6.6 mmol pH unit'! kg'! (n = 3) for
Pareledone charcoti (0°C).

2.4 Statistics

Significance of changes in pH,, intracellular Pco, and metabolite concentrations were
tested by one-way analysis of variance (ANOVA) and Student-Newman-Keuls posthoc
tests using SuperAnova (Abacus Concepts). Values differing significantly from the norm
(Nalimov's test) were eliminated from the data set. The correlation of changes in
anaerobic end products and in intracellular pH was estimated by linear regression
analyses. For the evaluation of whether enzyme activities and Arrhenius activation

energies of enzymatic reactions varied between cephalopod species and between tissues,
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data were compared using Student’s t-test. Discontinuities in the Arrhenius plot were
determined by the method of Yeager and Ultsch (1989) identifying significantly different
regressions by analysis of covariance (ANCOVA). In all cases, p < 0.05 was accepted to

indicate a significant difference.
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3. Results

3.1 pH; and metabolite levels

Fig. 1A and 1B show the temperature dependence of mantle muscle pH;. At control
temperatures, pH; in the mantle tissue was 7.27 + 0.01 (21°C) in Lolliguncula brevis and
7.53 £ 0.03 (0°C) in Pareledone charcoti. The pH;/T slope was in good agreement with
the alphastat-hypothesis (ApH/A°C = -0.017, Reeves 1972) in Pareledone charcoti. A
deviation from the alphastat pattern occurred at 10°C, leading to a significantly lowered
pH; value compared to the values at 0 and 8°C. This decrease in pH; was accompanied by
both a non-significant increase of intracellular Pco, (Pjco,) and a decrease of the -
‘intracellular bicarbonate concentration (Fig. 1C, E). In Lolliguncula brevis pH, also
decreased with increasing temperature, but the slope was not linear between 11 and 26°C,
possibly due the short incubation period of one hour. At the highest incubation
temperature (31°C) intracellular pH was significantly reduced compared to the control
value at 21°C and to the value at 26°C (Fig. 1B). Furthermore, the Pico, was significantly
increased, while no uniform trend was found between 11 and 26°C (Fig. 1D).
Intracellular bicarbonate levels increased significantly between 21 and 26°C, while at 31°C
the concentration was significantly lower compared to 26°C (Fig. 1 F).

Between -1.8 and 8°C, the concentrations of ATP and phospho-L-arginine (PLA)
in the mantle muscle of Pareledone charcoti remained more or less constant, while levels
dropped significantly at 10°C compared to control values (0°C; Fig. 2B,C).
Simultaneously, the levels of AMP and L-arginine rose significantly, while the summed
concentrations of the adenylates (X [Ade] = [ATP] + [ADP] + [AMP]) and the summed
concentrations of L-arginine containing metabolites (X [L-Arg] = [PLA] + [L-arginine] +
[octopine]) remained unchanged (Table 1). PLA depletion resulted in a significant drop of
the ratio of PLA over the sum of PLA and L-arginine contents. The concentrations of fiee
ADP and free AMP showed a transient decrease between 0 and 8°C and increased again at
10°C, but these changes were not significant (Fig. 2C). In parallel to the drop in free
ADP, a linear increase (r = 0,52) was observed between O and 8°C for the Gibb's free
energy change of ATP hydrolysis (dG/dE). A further increase in temperature led to a
significant drop of dG/d€ at 10°C compared to the value at 8°C (Fig. 2D).

Similar results were obtained for Lolliguncula brevis. The concentrations of ATP
and PLA remained almost constant between 11 and 26°C. PLA dropped significantly at
31°C (Fig. 3A,B). Concomitantly, the ratio of PLA over the sum of PLA and L-arginine
concentrations fell, while £ [L-~Arg] remained close to control levels at all temperatures
(Table 1). Furthermore, the level of free ADP rose significantly between 26 and 31°C,
while the increase in free AMP was not significant (Fig. 3C). A linear increase (r = 0.52)

71



Publikation II

in dG/dE€ was observed with rising temperature between 11 and 26°C. At 31°C, dG/d€ fell
significantly to a low value of -43.64 * 1.84 kJ mol-! (Fig. 3D).

As depicted in Fig. 4, an accumulation of anaerobic endproducts occurred at
extreme temperatures indicating tissue hypoxia at high incubation temperatures. In the
mantle muscle of Pareledone charcoti only the accumulation of acetate was significant at
10°C. Octopine and succinate levels remained close to control levels at 0°C (Table 1). In
contrast, octopine concentrations in the mantle muscle of Lolliguncula brevis reached a
significantly increased level at 31°C (Fig. 4B). Succinate and acetate levels did not change
significantly, very likely due to the short incubation period. However, both metabolites
showed a trend to rise at extreme temperatures (Table 1).

Both the elevated levels of acetate in Pareledone charcoti and of octopine in
Lolliguncula brevis are significantly correlated with changes in pH; (r = 0.64 and r =
0.88, respectively). As shown in table 2 some metabolic proton production was visible in
Lolliguncula brevis but not in Pareledone charcoti. An excess of non-respiratory over
metabolic proton quantities resulted in both species indicating a temperature induced loss

of base equivalents from the tissues.

3.2 Temperature dependence of metabolic rate in Pareledone charcoti

When temperature was elevated in a stepwise procedure oxygen consumption increased
from 0.26 umol Og h-! g-! fresh weight at 0°C to a significantly higher level of 1.01 umol
O, bl g1 fresh weight at 12°C (Fig. 5). However, the rise in metabolic rate with
temperature was not uniform, as evidenced by an increase of Q,, from a value of 1.9

between O and 8°C to an extreme of 8.4 between 8 and 12°C.

3.3 Thermal sensitivity of enzyme activities

Enzyme activities in Pareledone charcoti incubated at temperatures between -1.8 and 10°C
were determined at 0°C. As a general trend, enzyme activities (measured at 0°C) appeared
to increase between 0 and 6 or 8°C and decreased at higher temperatures, sometimes even
below the control level as in the case of a-glycerophosphate dehydrogenase (GPDH) in
the gills (Fig. 6, Table 3).

Considering that the use of mantle and arm musculatures differs between octopods
and squids, table 4 shows enzyme activities in mantle and arm tissues of Pareledone
charcoti, Pareledone polymorpha and Psychroteuthis glacialis measured at 0°C. It
becomes evident, that with the exception of GPDH all enzyme activities were significantly
higher in the mantle musculature of the Antarctic, squid than of the octopods.
Furthermore, only glycogen phosphorylase (GP) was significantly higher in arm tissue of

Psychroteuthis glacialis compared to the mantle, whereas all other enzyme activities were
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significantly lower in the arms. Additionally, only arginine kinase (AK) and GP activities
in the arm tissue of Psychroteuthis glacialis were higher than in octopod tissue, while
glutamate dehydrogenase activity (GluDH) was similar in all three species. The activities
of the other enzymes in this tissue were significantly lower in the squid. Comparison of
the two octopod species showed, that only AK activity in the arm tissue of Pareledone
polymorpha was significantly higher than that of Pareledone charcoti while activities of
phosphofructokinase (PFK), citrate synthase (CS) and GP in the arm tissue,
glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase (GAPDH), GPDH and AK in the mantle
musculature and pyruvate kinase (PK), octopine dehydrogenase (ODH) and malate
dehydrogenase (MDH) in both tissues were significantly lower (Table 4).

As expected, an increase in assay temperature led to increased enzyme activities.
In some cases this was only true until a threshold temperature was reached. GP activity in
arm tissue of Psychroteuthis glacialis showed an early drop as soon as temperature rose to
10°C, whereas it levelled off at 20°C in the octopods (Fig. 7C) as well as in the mantle of
the squid (not shown). GluDH activity reached an almost constant level at 20°C in the
mantle musculature (not shown) and at 10°C in the arm tissue of Pareledone charcoti and
Psychroteuthis glacialis (Fig. 7B).

Table 5 depicts Q,, values and Arrhenius activation energies (Ea). Fig. 7D, E,-F
show the Arrhenius plots for PFK, GluDH and GP. A break was found at 20°C for PFK
from the arm tissues of all three Antarctic cephalopods, associated with a drop of
activation energies (Table 5). For GluDH in arm tissues only the enzyme from
Psychroteuthis glacialis showed a discontinuity in the Arrhenius plot at 20°C. A break at
this temperature was also visible for GP and PK from the mantle tissue and GPDH from
the arm tissue of Psychroteuthis glacialis and for GP from the arm tissue of Pareledone
polymorpha. In all cases, Ea was again higher in the lower temperature interval compared
to the upper interval (Table 5). Only PK from the mantle musculature of Pareledone
polymorpha and GAPDH from the arm tissue of Psychroteuthis glacialis showed a break
at 10°C. The latter was the only enzyme were a higher Ea value was found in the upper
temperature range. All other investigated enzymes showed no discontinuities in the
Arrhenius plot between 0 and 30°C (Table 5).

73



Publikation II

4. Discussion

4.1 Critical temperature and energy metabolism

The onset of anaerobic metabolism characterises both a high and a low critical temperature
(T¢) in marine invertebrates as shown for the intertidal worms Sipunculus nudus and
Arenicola marina (Zielinski and Portner 1996; Sommer et al. 1997). A high T, was
identified for Antarctic and temperate zone eelpouts Pachycara brachycephalum and
Zoarces viviparus (C. Tesch, I. Hardewig, P. van Dijk and H.O. Pértner, unpublished
data). The onset of anaerobic pathways at extreme temperatures is probably linked to the
failure of ventilatory mechanisms, since ventilatory movements are reduced at low
temperatures (Baumfalk 1979; Seymour 1972), and they can not be increased above a
certain temperature (Seymour 1972; Kristensen 1983). This has also been shown for
Lolliguncula brevis, where ventilatory frequency reached a plateau at about 25°C (Wells et
al. 1988). The high T for Lolliguncula brevis is found close to this temperature, between
26 and 31°C, indicated by a significant accumulation of octopine at 31°C (Fig. 4).
Similarly, the high T was characterized by a progressive levelling off of ventilation
frequency in the Antarctic notothenioid fish, Lepidonotothen nudifrons (H.O. Pértner,
L.S. Peck and I. Hardewig, unpublished data). Critical temperatures shift in parallel with
acclimation temperature as seen for the lugworm Arenicola marina (Sommer et al. 1997).
A shift of lethal temperatures was observed in the blue crab Portunus pelagicus
(Neverauskas and Butler 1982), and the bivalves Tellina fabula and Tellina tenuis (Ansell
et al. 1980). This needs to be taken into account, whenever critical temperatures are
compared between animals from habitats with fluctuating temperatures.

Critical temperatures vary among Antarctic species. Some species of the genera
Trematomus display a low upper lethal temperature of 6°C (Somero and DeVries 1967).
Even lower limits between 2 and 4.5°C were found in the brachiopod Liothyrella uva and
for the bivalve Limopsis marionensis (Peck 1989; Portner et al. 1999). The latter two
species show a similar immobile life style (Peck 1989; Hain 1990). For more active
animals like the fish Lepidonotothen nudifrons, the burrowing bivalve Laternula elliptica
and the intertidal Antarctic limpet Nacella concinna critical levels were reached at about
9°C (Peck 1989; H.O. Pértner, L.S. Peck and 1. Hardewig, unpublished data), similar to
the T, in Pareledone charcoti. This comparison shows, that for most of these species the
critical temperature is above the environmental temperature which they usually encounter.
It also seems that for animals living under the same ambient temperature regime the level
of critical temperature might vary with the level of activity and aerobic scope, associated
with a larger flexibility of ventilatory mechanisms. This is likely to be true for Pareledone

charcoti in comparison to immobile Liothyrella uva or Limopsis marionensis.
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In contrast to Pareledone charcoti, the upper limit for Lolliguncula brevis is found
just above the upper range of ambient temperature in its natural environment. Considering
the high oxygen demand of this squid (Finke et al. 1996) together with the assumption
that oxygen supply may be a critical factor at elevated temperatures, these considerations
imply that this squid operates at its functional and environmental limits (Portner and
Zielinski 1999).

4.2 Acid-base regulation

Intracellular pH (pH;) in the mantle musculature of Pareledone charcoti changed in
-accordance with the alphastat-hypothesis (ApH/A°C = -0.017; Reeves 1972), whereas in
Lolliguncula brevis temperature dependent changes of pH; did not as clearly follow the
alphastat pattern. This might be due to the fluctuations in intracellular Pcop during the
short incubation period of Lolliguncula brevis (Fig. 1). Also, the adjustment of alphastat
pH is time dependent as shown for some crustaceans (Sartoris and Portner 1997).

Increases in temperature above the upper T resulted in significantly lower pH;
values compared to values at temperatures just below the respective T, causing an
acidification by about 0.3 pH-units in the Antarctic cephalopod and by 0.37 pH-units in
the warm water squid. At the same time, intracellular Pcoy increased, leading to some
respiratory acidification. The calculation of metabolic proton production revealed an
excess of 2.1 umol H* g fresh weight in Lolliguncula brevis and a deficit of 0.2 pmol
H* g'I fresh weight in Pareledone charcoti (Table 2). This is related to the much smaller
concentration changes of anaerobic end products in the Antarctic octopod despite much
longer exposure periods. Although changes in metabolite levels partly show some inter-
individiual variability (cf. Fig. 2-4, Table 1), the calculation from the mean values reveals
a difference between metabolic and non-respiratory H* quantities. Obviously, net proton
uptake or base loss occurred in the muscle tissue during warming to an extent, which
exceeded the proton uptake expected from the alphastat-pattern and from metabolic
acidification (Table 2). This discrepancy may indicate a failure of ion transport to maintain
alphastat pH-regulation.

Alphastat-regulation of pH supports the maintenance of phosphagen levels and
cellular energy status quantified as the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis
(dG/dE), which represents the true driving force for any ATP dependent reaction. Model
calculations show a slight increase in dG/d§ with increasing temperature when pH;
follows the alphastat pattern (Portner et al. 1998). Experimental data for Pareledone
charcoti and Lolliguncula brevis confirm this analysis for temperatures below the upper
T.. Above this temperature a depletion of PLA and ATP together with the rise in free ADP
contents and the enhanced acidosis led to the observed drop of dG/d&. The minimum
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value of -43.64 + 1.84 kJ mol-! in the mantle muscle of Lolliguncula brevis is close to
those evaluated for the same species during fatiguing exercise (-44 kJ mol-1; Portner et al.
1996) and during extreme environmental hypoxia (-44.4 kJ mol-1; S. Zielinski, P.G. Lee
and H.O. Portner, unpublished data). These levels may be limiting since they are below
those calculated by Kammermeier (1987) as being required for the function of
actomyosin-ATPase (-45 to -50 kJ mol-1) or sacrolemmal Ca2*-ATPase (-51 kJ mol-1)
(cf. Portner 1993; Combs and Ellington 1995).

4.3 Oxygen consumption of Pareledone charcoti

Warming led to elevated oxygen consumption rates of Pareledone charcoti. Between 0
and 8°C oxygen consumption varied with a Qg of 1.9 which ranges low compared to the
metabolic fluctuations with temperature seen in the Antarctic invertebrates Nacella
concinna and Liothyrella uva (Peck 1989). However, when temperature was increased to
above the critical threshold, the increase in oxygen consumption followed a Q¢ of 8.4.
This increment was probably supported by respiratory control, since levels of ATP were
reduced and of free ADP increased above the T (cf. Fig. 2).

An overshoot in oxygen consumption after any increase in temperature was found
for the Antarctic bivalve Limopsis marionensis (Portner et al. 1999) and the Antarctic
limpet Nacella concinna (Peck 1989), but was not visible in Pareledone charcoti.
However, oxygen consumption rates in both species declined when the critical threshold
was surpassed. In contrast to these findings, Pareledone charcoti died after three days at
12°C before a drop in oxygen consumption occurred. Nevertheless, the rise in I\./Ioz is
interpreted to coincide with anaerobic ATP production as seen for Arenicola marina (A.
Sommer and H.O. Portner, unpublished data), probably associated with a failure of
ventilatory mechanisms to meet oxygen requirements. Future study must elucidate
whether progressive uncoupling of mitochondria contributes to the drastic rise in Moy
close to the T.

Comparison of oxygen consumption rates show Pareledone charcoti to have a
lower metabolic rate (0.26 pmol h-! g-! fresh weight) than other Antarctic species even
when considering the effect of body size. A higher metabolic rate was found in sedentary
fish of similar size, in Notothenia neglecta (0.82 pumol h-l g-! fresh weight at 0°C;
Johnston et al. 1991) and in the zoarcid fishes Melanostigma gelatinosum (0.94 pumol h-1
g1 fresh weight at 0.5°C; Torres and Somero 1988) and Pachycara brachycephalum (0.47
pmol h-l g-1 fresh weight at 0°C; C. Tesch, I. Hardewig, P. van Dijk, H.O. Pértner,
unpublished). In contrast, metabolic rate of Pareledone charcoti was similar to the rates
found in deep-sea octopods of similar size at 5°C, 0.25 pmol h-l g1 fresh weight in
Japetella diaphana and 0.17 pumol h-l g-1 fresh weight in Eledonella pygmaea (Seibel et al.
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1997). It has been suggested, that the lower metabolic rates of the latter species are due to
decreased activity levels of animals living in the aphotic zone (Childress 1995; Seibel et
al. 1997). Accordingly, the relatively low rate of oxygen consumption in Pareledone .
charcoti also reflects a low activity mode of lifestyle.

4.4 Enzymes activities

Incubation of Pareledone charcoti at temperatures between -1.8°C and 10°C caused
enzyme activities to increase between 0 to 6 or 8°C. Further temperature elevation to 10°C
reversed this trend. Since all assays were carried out at 0°C, these changes may reflect a
change in enzyme quantities. The decrease of enzyme activities observed in vivo at 10°C
may involve protein denaturation. This transition does not closely correlate with
Arrhenius break temperatures (see below). In fish, gross denaturation usually occurs well
above the lethal temperature as shown for pyruvate kinase and lactate dehydrogenase from
the Antarctic fish Pagothenia borchgrevinki (Low and Somero 1976; Donahue 1982 as
cited in Somero 1991). Small changes in enzyme conformation which lead to changes in
ligand binding may be the physiologically relevant form of "heat denaturation"
encountered by proteins (Somero 1991, 1996). Alternatively, incubation at elevated
temperatures may have influenced the balance of protein synthesis and degradation,
considering that proteins show half-lifes between minutes and up to 200 hours. Especially
enzymes which are rate limiting in a pathway show short half-lifes (for review see:
Goldberg and Dice 1974; Rechsteiner et al. 1987). In animal anaerobes anoxia and
acidosis are suitable to depress protein synthesis (Kwast and Hand 1996). Temperature
induced anaerobiosis and acidosis at 10°C may shift the balance between protein synthesis
and degradation towards degradation, but more data are needed before definite
conclusions can be drawn.

Arrhenius break temperatures (ABT) might indicate progressive denaturation or
simply conformational alterations in the enzyme leading to a change in catalytic properties
(Moon and Storey 1975; Kaletha and Skladanowski 1981). For the Antarctic clam
Laternula elliptica and Arenicola marina from the White sea it has been found that the ABT
of NADP dependent isocitrate dehydrogenase and mitochondrial respiration matches the
high T, of these species, while such a coincidence was not found in Antarctic fish (A.
Sommer and H.O. Portner, unpublished data; H.O. Portner, 1. Hardewig and L.S. Peck,
unpublished data). In Pareledone charcoti ABTs of 20°C for PFK from the mantle and
arm tissues and GluDH from the mantle musculature are not correlated with the T, of the
octopod. No ABT was found for all other investigated enzymes of this species. This
comparison shows, that ABT and T, do not necessarily go hand in hand. The significance
and mechanisms of these break temperatures require further investigation.
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Reduced activation energies (Ea) of enzymatic reactions at low temperatures seem
to compensate for the reduced levels of kinetic energy available at low temperatures (e.g.
Dahlhoff and Somero 1993). Examples include MDH, LDH and myofibrillar ATPase of
fish (Johnston and Goldspink 1975), GluDH of sea anemones (Walsh 1981) and CS of
krill and isopod species (Vetter 1995). Such a comparison is not feasible for cephalopods
since Ea values are not available for cephalopods from various latitudes. Activation
energy for GIuDH from the arms of Antarctic cephalopods was calculated between 32.0 £
5.0 kJ mol-! and 81.0 % 13.6 kJ mol-!, higher than the values of 15.2 £ 0.6 kJ mol-! and
20.0 + 0.7 kJ mol-! found for temperate sea anemones, Metridium senile and Anthopleura
elegantissima (Walsh, 1981). Moreover, activation energies calculated for CS in the
mantle musculature of the Antarctic cephalopods (35.9 % 0.5 kJ mol-! to 38.0 + 0.2 kJ
mol-1) were higher than in the Antarctic krill Euphausia superba (11 kJ mol-1) but in the
same range as found for the Nordic krill Meganyctiphanes norvegica and the Baltic sea
isopod Idotea baltica, which both encounter higher temperatures than the Antarctic species
(45 kJ mol-! and 44 kJ mol-!l; Vetter 1995). These comparisons appear to contradict the
expected fall in Ea and emphasize that comparisons are not feasible between very distant
groups. Moreover, the level of Ea appears to not only depend upon the ambient
temperature regime but also on the extent to which a metabolic reaction or pathway is used
(see below). Nonetheless, high levels of activation energy in some metabolic reactions of
polar species indicate a high temperature dependence of metabolic pathways (Vosjan and
Olanczuk-Neyman 1991; H.O. Pértner, P.L.M. van Dijk, I. Hardewig and A. Sommer,
unpublished). The expression of enzymes with high activation energies may reflect the
necessity to maintain a high enough enzyme concentration at low metabolic flux. This
strategy would avoid large diffusion distances between enzyme molecules in the cold. It
will also support reduced metabolic rates as seen in the Antarctic octopod (H.O. Portner,
P.L.M. van Dijk, 1. Hardewig and A. Sommer, unpublished).

4.5 Aerobic and anaerobic capacities of Antarctic cephalopods

Enzyme activities of aerobic and anaerobic metabolism were significantly higher in the
mantle muscle of the squid Psychroteuthis glacialis than in the Antarctic octopods (Table
4). Driedzic et al. (1990) reported PFK, CS and ATPase activities in the hearts of
decapod cephalopods which were higher than in octopods. These differences are related
to the generally higher metabolic rate of squids compared to octopods (for example:
Houlihan et al. 1982; Webber and O'Dor 1985, 1986; Finke et al. 1996; Seibel et al.
1997). Further comparison of enzyme activities shows, that with the exception of GP the
activities are lower in the arm tissue of Psychroteuthis glacialis than in the mantle

musculature and that the activities of several enzymes from the arm tissue of the squid are
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even lower than in arm and mantle of the octopods (Table 4). This probably reflects the
different life styles of squid and octopods. Squids use their mantle musculature for
locomotion, whilst arms and tentacles are utilized in prey capture. In contrast, benthic
octopods use their arms for locomotion when crawling, thus requiring a higher metabolic
capacity in this tissue.

The activities of the glycolytic enzymes PFK and PK in Antarctic cephalopods
(Table 4) appear to be lower than the respective values in Antarctic fish (PFK: 0.03 to
0.08 vs. 1.53 U g-! fresh weight, PK: 0.74 to 4.03 vs. 6.98 U g-! fresh weight in white
muscle of Notothenia gibberiformis, Crockett and Sidell 1990). In contrast, activities of
CS as a marker of aerobic capacity (Torres and Somero, 1988), were in the same range in
the octopods Pareledone charcoti and Pareledone polymorpha (0.71 and 0.82 U g-! fresh
weight, respectively) and in mesopelagic fishes Bathylagus antarcticus and Cyclothone
microdon (0.36 U gl fresh weight; Torres and Somero 1988). In the squid
Psychroteuthis glacialis CS activity was considerably higher (6.89 U gl fresh weight),
indicating a higher aerobic capacity than in polar fishes.

Cold compensation in Notothenioidae led to a rise in aerobic lipid metabolism
rather than carbohydrate catabolism and anaerobic pathways (Crockett and Sidell 1990).
Maximal activities of CS and some enzymes of fatty acid oxidation were higher in polar
species (Notothenioidea) than in temperate zone fish when measured at 1°C, while
activities of PFK, PK and lactate dehydrogenase were depressed (Crockett and Sidell
1990). When enzyme activities are compared in octopods from Antarctica and lower
latitudes it becomes evident, that the activities of ODH (anaerobic metabolism) and of
GPDH, MDH and CS (aerobic metabolism) are lower in Antarctic species. For example,
a CS activity of 2.2 U g1 fresh weight and a GPDH level of 0.9 U g! fresh weight in
Pareledone charcoti (analysed at 20°C) compares with activities of 4.4 U g-! fresh weight
and 6.8 U gl fresh weight in Octopus macropus, respectively (Baldwin 1982). It
appears, that aerobic capacity is lower in polar octopods than in species from warmer
environments and that anaerobic pathways are also not cold compensated. In contrast,
ODH and CS activities in the mantle musculature of the Antarctic squid Psychroteuthis
glacialis at 0°C (Table 4) are comparable to those in Loligo opalescens at 25°C (ODH: §2
vs. 132 U g-! fresh weight, CS: 6.9 vs. 8.0 U g-! fresh weight; Ballantyne et al. 1981),
while activities of PFK, PK and GluDH (measured at 20°C) are lower than in Loligo
opalescens (PFK: 4.4 vs. 27.1 U g! fresh weight, PK: 39.2 vs. 142.4 U gl fresh
weight, GIuDH: 0.6 vs. 2.9 U g! fresh weight; 25°C; Ballantyne et al. 1981). These
results indicate, that the aerobic capacity of Antarctic squid at its ambient temperature is
close to the aerobic capacity of cephalopods of the temperate zone. In contrast to the
picture prevailing for polar fish not only aerobic but also anaerobic pathways seem to be
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partly cold compensated in Psychroteuthis glacialis. This difference between squid and
octopods emphasizes the relevance of life style for the degree of metabolic cold

compensation which is maximised in the active, pelagic squid.
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Table 1 Concentration of several metabolites (Lmol g fresh weight) as well as the ratio of the levels of phospho-L-arginine over the sum of PLA and L-
arginine concentrations in the mantle musculature of Pareledone charcoti and Lolliguncula brevis at control temperatures and the respective highest incubation
temperature (* - significantly different from control values; values are given as means + SD; for further metabolites see Figs. 2 and 3).

Lolliguncula brevis Pareledone charcoti
21°C 31°C rC 10°C
(n=15) (n=15) (n=7) (n=4)
ADP 1.52+0.21 2.12+£0.69 0.81£0.34 0.96 £ 0.54
AMP 0.58 +0.13 0.51+£0.19 0.19+0.15 0.79 %+ 0.46*
2 [Ade] 6.18+0.23 5.28 £0.87 423+0.32 3.52+£0.95
P 13.09 £2.26 27.43+3.87* 8.61+5.16 13.58 £ 8.07
L-Arg 13.11 £ 1.87 18.42 £ 2.19* 14.51+£5.96 27.85 X 7.46*
Z [L-Arg] 30.89 +4.96 31.64 £ 4.94 39.45+5.69 32.26 +13.18
Octopine 1.28+0.94 11.18 + 6.46* 0.38 £0.41 0.58 £0.49
Sucginate 0.27+0.11 0.43+£0.25 0.82+0.16 0.62+0.22
Acetate 0.15+0.10 0.34+0.12 0.19%+0.18 0.59 £ 0.42%*
[PLAJ/[PLAJ+L-Arg] 0.57+0.11 0.10 £ 0.07* 0.63+0.11 0.27 £ 0.10*
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Table 2 Mean concentration changes (umol g* fresh weight) of metabolites and associated H* quantities in the mantle musculature of Lolliguncula brevis and
of Pareledone charcoti after exposure to high temperatures. Concentration changes were calculated between values just below and above the respective critical
temperature. o—stat AH' .., gives the value of theoretically generated protons during temperature transition from 26 to 31°C or 8 to 10°C, respectively, when
intracellular pH follows the alphastat-pattern.

Lolliguncula brevis Pareledone charcoti
concentration changes mean AH¥ e concentration changes mean AH e
(26 - 31°C) (26 - 31°C) (8-10°C) (8 - 10°C)
Octopine + 10.60 + 10.60 +0.46 +0.40
Acetate +0.13 +0.13 +0.59 +0.59
Succinate +0.19 +0.38 +0.06 +0.12
ATP -1.84 +0.79 -1.94 + 1.07
Phospho-L-arginine -12.70 -9.85 - 16.55 -2.39
AH' +2.05 -0.21
JAY 3 A +7.20 +2.41
Discrepancy: -5.15 -2.62
o—stat AH' oy oop: +3.07 +0.92
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Table 3 Enzyme activities (U g‘l fresh weight) in mantle, arm and gill tissues of Pareledone charcoti after exposure to different temperatures for 24 h. (All

activities determined at 0°C; * - significantly different from animals incubated at 0°C; n = 4; values are given as means * SD; for further enzymes see Fig. 6)

-1.8°C 0°C 4°C 6°C 8°C 10°C
PFK Mantle 0.20 £ 0.07 0.12 £ 0.04 0.14 £ 0.02 0.20 £ 0.06 0.17£0.03 0.09 £ 0.06
Arms 0.09+0.03° 0.07+0.02 0.09 £ 0.03 0.08 £ 0.02 0.09 £0.04 0.05 £0.01
Gills 0.04 £0.02 0.04 £ 0.02 0.03 £0.02 0.04£0.01 0.05+£0.03 0.02 £ 0.01
PK Arms 3.02+045 292 +0.38 3.14 £0.54 2.66 £ 0.16 3.41£0.26 2.94 £0.09
Gills 1.63 £ 0.64 0.79+£0.13 1.51 £0.24 1.61 £0.26 1.01 £0.48 1.21 £0.71
CS Mantle 1.68 £ 0.45 1.36 £ 0.38 1.52+£0.26 1.70 £ 0.45 1.33+£0.25 1.10+0.15
Arms 1.01 £ 0.16 0.66 £0.12 0.66 £ 0.12 0.83£0.11 0.84 £0.10 0.68 £0.05
Gills 0.85+0.23 0.75+0.07 0.99+0.26 0.96 £ 0.25 0.80£0.22 0.57 £0.10
GAPDH Arms 228+ 1.02 2.5510.76 299+0.71 2.56 £0.68 2.92+1.12 359+ 0.78
Gills 1.53£0.37 1.18+£0.10 0.56 £ 0.18 1.37 £0.23 1.53 £ 0.47 0.96 £ 0.54
GPDH Mantle 0.59 £ 0.17 0.55+0.13 043 +0.13 042 +0.15 0.49 £0.14 0.48 £0.13
Arms 0.391+0.10 0.25+0.03 0.24 +£0.03 0.25 £ 0.05 073 £0.48* 0.30%0.11
Gills 0.85%0.11 0.58 £ 0.09 0.74 £ 0.31 0.69 £ 0.22 0.62+£0.10 0.28 £ 0.09*
GluDH Arms 0.08 £ 0.03 0.03+0.01 0.02£0.01 0.05 £ 0.00 0.07 £0.03 0.05 £0.03
GP Arms 0.29 + 0.06 0.27 £ 0.04 0.31 % 0.02 0.26 £ 0.04 0.28 + 0.08 0.33 £ 0.06
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Table 4 Activities (U g-! fresh weight) of enzymes of various metabolic pathways in mantle and arm musculature of Antarctic cephalopods measured at 0°C.
(P. charcoti: n = 5; P. polymorpha: n = 4; P. glacialis: n = 5-6; * - significantly different from levels in the same tissue of P. charcoti and P. polymorpha; + -
significantly different from levels in the same tissue of P. charcot; ° - significantly different from levels in mantle tissue of the same species; values are given
as means * SD) :

Pareledone charcoti Pareledone polymorpha Psychroteuthis glacialis
Mantle Arms Mantle Arms Mantle Arms
PFK 0.03 +£0.01 0.04 £0.01 0.03 £0.03 0.01 £0.01" 0.08 + 0.02* 0.01 £0.00™
PK 2.47+0.65 2.78 £0.70 0.74 +0.18" 1.47 £0.06™ 403 +0.36* 0.66 + 0.09%°
CS 0.71 +£0.06 0.64 £ 0.09 0.82+0.11 0.33£0.08% 6.89 + 1.08* 0.38 +0.24*
GAPDH 1.85+0.17 2.05+0.36 1.03 +0.02" 1.66 +0.79 2.05+0.61% 0.53 £0.05*°
GPDH 0.69+0.15 0.43+£0.14° 0.20 £ 0.07" 0.31+0.01° 0.41+0.07" 0.15+0.02%°
GluDH 0.02 +£0.01 0.02 £ 0.01 0.02 £0.00 0.01 +0.00 0.13 £ 0.02* 0.01£0.01°
GP 0.04 £0.01 0.12 % 0.05° 0.06 +0.03 0.06+0.01" 0.19 £ 0.01* 0.40 £ 0.08*°
ODH 7.67 +2.09 12.83 £ 4.15° 470+ 1.90" 6.38 + 1.05" 8226 +45.62%  2.21+1.83%°
MDH 6.54+2.58 5.43+3.51 2.25+0.81" 1.19+0.10"  36.58 £10.72*  3.16+1.24™
AK 11.08 +2.33 9.68 + 6.09 5.17 £1.32" 438+0.81" 19.52 + 2 59* 11.68 +3.94™°
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Pareledone charcoti Lolliguncula brevis
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Fig. 1 (A, B) Intracellular pH, (C, D) intracellular Pco, and (E, F) intracellular bicarbonate concentration
in the mantle musculature after incubation at various temperatures for 24 hours in Pareledone charcoti and
for one hour in Lolliguncula brevis. For Pareledone charcoti a ApH/AT slope of -0.017 results in the
temperature range between 0 and 8°C. Dashed lines indicate pH changes according to alphastat-pattern. (C
- control value; * - significantly different from control value; + - significantly different from value at 8°C;
» - significantly different from value at 10°C; P. charcoti: n = 4 except 0°C: n = 7; L. brevis: n = §; values
are means * SD)
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Fig. 2 The concentrations of (A) ATP, (B) phospho-L-arginine and (C) free ADP and AMP as well as
(D) the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis in the mantle musculature of the Antarctic octopod
Pareledone charcoti after 24 hour incubation at different temperatures. (C - control value; * - significantly
different from control value; + - significantly different from value at 8°C; n = 4 except 0°C: n = 7; values
are means * SD)
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Lolliguncula brevis
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Fig. 3 Influence of temperature on the levels of (A) ATP, (B) phospho-L-arginine, (C) free ADP and free
AMP and (D) the Gibb's free energy change of ATP hydrolysis in the mantle musculature of the squid
Lolliguncula brevis. (C - control value; * - significantly different from control value; © - significantly
different from value at 26°C; n = 5; values are means + SD)
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Fig. 4 Levels of (A) acetate in the mantle musculature of Pareledone charcoti and the concentration of
(B) octopine in the mantle musculature of Lolliguncula brevis after exposure to different temperatures. (C
- control value; * - significantly different from control value; P. charcoti: n = 4 except at 0°C whenn = 7;
L. brevis: n = §; values are means *+ SD)
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Fig. 5 Oxygen consumption of. Pareledone charcoti during incubation at different temperatures. Both
animals showed the same rate of Mo, at 0°C and up to 4°C when one specimen died from an accident in
the system. (C - control value; * - significantly different from control value; values are means + SD of 4
to 9 measurements)
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Abstract

The temperature dependence of oxygen binding to haemocyanin was investigated in the
sternothermal Antarctic octopod Megaleledone senoi and in the eurythermal cuttlefish
Sepia officinalis. A technique was developed which allowed continuous recordings of
changes in pH and haemocyanin oxygen saturation. Oxygen affinity of Sepia officinalis
decreased at a rate of AP4/°C = 0.12 kPa (pH 7.4) with increasing temperatures, whereas
in Megaleledone senoi this ratio was much smaller (< 0.01 kPa, pH 7.2). Furthermore,
Megaleledone senoi haemocyanin displayed one of the highest levels of oxygen affinity
(Pso < 1 kPa, pH 7.6, 0°C) found so far in cephalopods and a low cooperativity (ns, =
1.4 at 0°C). In both species pH sensitivity of oxygen binding increased with increasing
temperature. A pH-independent venous reserve was visible which was 43% in
Megaleledone senoi at 0°C and 19% in Sepia officinalis at 20°C. In the context of literature
data these data confirm that the lower metabolic rate of octopods compared to cuttlefish
and squid eliminates the necessity to maximise pH dependent oxygen transport to the
extent seen in other cephalopods. The temperature independent, extremely high oxygen
affinity reflects the stenothermality and the very low metabolic rate of these cold water
octopods.
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1. Introduction

Cephalopods are found throughout the seas of the world, from warm tropical waters to
polar oceans (Roper et al., 1984). Representatives of this group, especially squids,
display the highest metabolic rates among marine invertebrates, even higher than those of
fish of similar size and mode of life (Webber and O’Dor, 1985; O’Dor and Webber,
1986). Oxygen transport to tissues in cephalopods occurs by use of haemocyanin
(Mangum, 1990). This pigment is found in extracellular solution (Linzen, 1989).
Haemocyanin concentration in the blood determines its capacity to bind and transport
oxygen. However, there is a limit to the concentration of pigment due to its influence on
colloidal osmotic pressure and on blood viscosity (Mangum, 1983; 1990). Therefore,
although squid display the highest haemocyanin concentrations in the animal kingdom,
the level of bound oxygen does not exceed 1 - 2 mmol I, which is below the typical 4 - 5
mmol 1" found in active fish (Portner, 1994; 1997). For being able to make full use of the
limited amount of oxygen available for their high metabolic rates these animals need to
optimise haemocyanin oxygen transport in every possible way. Since haemocyanin levels
in octopods range around 50% of those in squid an even lower oxygen binding capacity'
results (Miller and Mangum, 1988; Senozan et al., 1988).

Oxygen binding properties of respiratory pigments are modified by several internal
parameters, among others pH, CO, and organic molecules. Haemocyanin function in
most cephalopods relies on cooperativity and the pH dependence of oxygen binding since
low molecular weight effectors are not involved (e.g. Mangum, 1990; Portner, 1990).
High Bohr coefficients (AlogPs/ApH <-1) are common in cephalopods (Bridges, 1994)
and pH dependent cooperativity has been found in several species (Miller, 1985; Portner,
1990).

A change in ambient temperature has a large effect on haemocyanin oxygen
transport of some cephalopods, caused by an increase in cooperativity and a fall in
oxygen affinity with rising temperature (Brix ef al., 1989; 1994; Mangum, 1990). Since
temperature exerts a profound influence on the ecological range of various species (Brix et
al., 1989), the thermal sensitivity of the respiratory pigment may contribute to set the
limits of thermal tolerance. If a rise in metabolic rate with temperature is supported by an
adequate rise in Py, the respective species should be able to live in a greater temperature
range than a species where P, remains constant or where the change in Py is too large.
For example, the high thermal sensitivity of haemocyanin oxygen affinity in the giant
squid Architeuthis monachus suggests that arterial saturation becomes impossible at high
temperatures (Brix, 1983). Comparison of haemocyanin oxygen binding in cephalopods
from various latitudes should show how haemocyanin' oxygen transport has adapted to

different temperature regimes.
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The Antarctic marine environment is characterized by low and very stable water
temperatures close to freezing (Clarke, 1988). Under these conditions physically
dissolved oxygen will permanently and to a great extent contribute to oxygen supply.
Some investigations suggest, that oxygen transport by haemocyanin or blood pigments in
general may be less important at low temperatures (for haemocyanin see Mauro and
Mangum, 1982b; Burnett et al., 1988). Some Antarctic fishes have even lost their
respiratory pigments (Ruud, 1954). These relationships have not yet been investigated in
Antarctic cephalopods. Life specimens of the octopod Megaleledone senoi became
available during a recent expedition to Antarctica with RV ‘Polarstern’. This species is
found in the indo-atlantic sector of the Antarctic ocean (Taki, 1961; Kubodera and
Okutani, 1986; 1994). In our study we were interested in how this stenothermal Antarctic
octopod utilizes its haemocyanin for oxygen transport. Furthermore, we investigated how
oxygen binding properties were influenced by temperature and whether this might
contribute to setting the thermal limits for this species. For comparison, a eurythermal
cephalopod from lower latitudes, the cuttlefish Sepia officinalis was included in our

analyses.

103



Publikation IIT

2. Materials and Methods
2.1 Animals
Antarctic octopods (Megaleledone senoi) were caught in November and December 1996
close to Elephant Island Antarctica during expedition ANT XIV/2 of RV ‘Polarstern’. The
animals were collected from bottom and agassiz trawls. Samples were taken immediately
after capture.

Cuttlefish Sepia officinalis were obtained from the Marine Biomedical Institute of
the University of Texas, Galveston, Texas, USA, where this species has been bred and
grown for several consecutive generations. They were kept at a salinity of 35%o at

temperatures of 20 to 22°C.

2.2 Sampling procedure

Animals were anaesthetised by transferring them into seawater which contained 2%
ethanol (v/v). After full anaesthesia was reached, the animals were removed from the
seawater and the mantle was opened by a ventral incision. Blood was collected from the
vena cava, the systemic heart and the gill hearts. Blood samples from all animals were
pooled, frozen and stored at close to -20°C until utilized for in vitro studies of oxygen
binding.

2.3 Analysis of oxygen binding

Oxygen binding characteristics of cephalopod haemocyanin were studied using a specially
constructed cuvette, built by Hellma GmbH & Co (Miilheim, Germany; Fig. 1). The
cuvette is divided in an upper and a lower part where stirrers ensure the uniform mixture
of the blood. Both parts are connected via two shafts (diameter: 1.5 and 2 mm,
respectively). In the centre part of the cuvette the blood formed a thin layer only 0.45 mm
thick which allowed continuous monitoring of oxygen saturation through the absorbance
at 345 nm using a diodearray spectro-photometer with fibre optics (X-dap, IKS
Optoclektronik Mefgerite GmbH, Waldbronn, Germany). Blood samples were
equilibrated by introducing humidified gas mixtures through a hole in the lid of the
cuvette. Gas mixtures of variable Po, (between 1.0 and 20.0 kPa) were prepared from
pure O,, CO, and N, by gas-mixing pumps (type 2M303/a-F, Wosthoff, Bochum,
Germany). Blood pH was varied by changing Pco, (between 0.09 and 1.01 kPa) or by
replacing small volumes (<10 pl per 2 ml of blood) of supernatant plasma after
ultracentrifugation (1 h at 120000g; Beckman Airfuge, Beckman Instruments Inc,
Fullerton Ca, USA) with fixed acid (1 mol I HC) or base (2 mol I'' NaOH; Morris et
al.,1985; Poértner, 1990). Changes in blood pH during oxygenation/deoxygenation of

haemocyanin were measured continuously by using a needle pH-electrode (long micro
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needle electrode #811, Diamond General Corp, Ann Arbor MI, USA) which was
introduced into one of the shafts via a second hole in the lid. Total CO, was analysed at
0°C in 50 pl blood samples of Megaleledone senoi using the gas chromatography method
of Lenfant and Aucutt (1966) modified after Boutilier ef al. (1985). Measurements of
oxygen binding properties were carried out at 0, 5 and 10°C for samples of Megaleledone
senoi and at 0, 10 and 20°C for samples of Sepia officinalis.

2.4 Graphical analysis and calculations
Changes in haemocyanin oxygenation and pH were plotted in a pH/saturation diagram .
according to Portner (1990). The resulting oxygen-binding curves represent isobars
delineating the change in oxygenation with pH at constant Po,. The points of intersection
of the oxygen isobars with the line of half saturation quantify Ps, as it depends on pH.
From these intersections the Bohr coefficient, AlogPs,/ApH could be evaluated by linear
regression analysis. The Haldane coefficient (AHCO,/AHcyO,) was evaluated from the
vertical distance between buffer lines in a pH/bicarbonate diagram (Portner 1990). For an
evaluation of whether oxygen linked CO, binding occurs to the haemocyanin (Lykkeboe
et al., 1980), "measured” and calculated apparent bicarbonate levels were compared.
”Measured” bicarbonate was calculated from measured CO, concentration (Cco,) using
applied Pco, and measured pH according to

[HCO;'} = Cco, - 0Pco, (D
where o is the solubility of CO,. Calculated bicarbonate was determined according to
equation (1) with Cco, values calculated from' the Henderson-Hasselbalch equation:

Cco, = Pco, - (ot - 10P"P*7 1 o) (2)
o and pK’”* were calculated according to Heisler (1986).

Along each isobar in the pH/saturation diagram, values of saturation S depend on
pH values and the Po, of the isobar. The pH/saturation diagram allows comparison of S
and logPo, with P at the same pH (= pHsg). This leads to an analysis of cooperativity at
a specific pH. If this is done in the range of saturation S between 0.4 and 0.6, the
analysis leads to an of estimate of Hill coefficients (ns,) according to

log(S/1-S) = nyy(logPo, - logPs,) (3)
where Po, is the Po, of the isobar, S results from Po, at a specific pH (pHsg) and Py, is
the Po, for S = 0.5 at the same pH (Pértner, 1990).
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3. Results

Fig. 2 shows the oxygen binding curves for Megaleledone senoi haemocyanin at
temperatures between 0 and [0°C. The highest pH sensitivity of oxygen binding was
found at 10°C as indicated by high slopes AS/ApH. Lower temperatures resulted in a
somewhat decreased pH sensitivity of oxygen affinity. AS/ApH dropped from a
maximum of AS/ApH = 13% per pH-unit at 10°C to a maximum of 10% per pH-unit at
0°C. Saturation at 0°C did not fall below 43% even at low pH (6.4 and 6.6) and low Po,
(1kPa). At 10°C, saturation dropped to a minimum of 32% at the same Po,. Intermediate
values of pH sensitivity and maximum unloading were found at 5°C.

A high Bohr coefficient of -2.33 was found at 10°C (Table 1). The exact
evaluation of this coefficient was not possible at lower temperatures due to the fact that
saturation did not drop below 50% at most oxygen partial pressures. An extrapolation of
binding data to very low oxygen partial pressures revealed a Bohr coefficient of
approximately -0.9 at 0°C. Furthermore, oxygen affinity (Ps,) at pH 7.2 changed slightly
at arate of AP4y/°C < 0.01 kPa from 0.98 kPa at 0°C to 1.1 kPa at 10°C (Table 1). .

For Sepia officinalis haemocyanin, pH sensitivity was high at 20°C reaching a
maximum of AS/ApH of 41% per pH-unit. Especially in the pH-range between 7.4 and
7.8 very small pH-changes were sufficient to cause maximal unloading of oxygen down
to 19% saturation. pH sensitivity at 20°C was higher than found for Megaleledone senoi
at all temperatures. Similar to Megaleledone senoi lower temperatures resulted in a
decreased pH sensitivity of oxygen binding. At 0°C, AS/ApH reached only a maximal
value of 7% per pH-unit. Oxygen saturation remained above 50% at all investigated
oxygen partial pressures and pH values. The drop in pH sensitivity with falling
temperature was also reflected in a change of the Bohr coefficient. At 20°C it was -1.33,
while it dropped to -0.99 at 10°C. At pH 7.4 oxygen affinity fell at a rate of AP;/°C =
0.12 kPa from P5, = 5.3 kPa at 10°C to Py, = 6.5 kPa at 20°C (Table 2).

Fig. 4 shows the change in cooperativity with pH and temperature for Sepia
officinalis. At 20°C, the largest Hill coefficient (ns;) of 5.9 was found at a pH (7.48)
where pH sensitivity (AS/ApH) was also high. A decrease in temperature to 10°C resulted
in a decrease of the maximal Hill coefficient to ns, = 4.6 (pH 7.29). The maximum was
shifted to lower pH. In contrast to cuttlefish, much lower Hill coefficients were found for
Megaleledone senoi (Table 1). At 0°C ng, was 1.4 (pH 7.43), while it varied between 1.0
(pH 6.83) and 1.4 (pH 7.31) at 10°C. In contrast to the cuttlefish no clear maximum
could be found.

Analysis of total CO, in Megaleledone senoi blood during variations of Po, and
Pco, yields the buffer lines depicted in the pH/bicarbonate diagrams (Fig. 5). The position
of the buffer line shifts between oxygenated and deoxygenated blood according to the
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quantity of H" bound by the pigment. The vertical distance between the buffer lines yields
the Haldane coefficient (AHCO,/AHcyO,). For Megaleledone senoi haemocyanin it
ranged between 0.39 (pH 7.2) and 0.66 (pH 6.2) at 0°C (Table 1). The diagram also
includes the calculated apparent bicarbonate levels for oxygenated and deoxygenated.
blood. These theoretical values diverge only slightly from the measured values and
suggest that O, linked CO, binding does not exist. Non-bicarbonate buffer values (Byg)
of 4.25 mmol 1" pH-unitS"1 result for Megaleledone senoi blood at 0°C (Table 1) a value
in the same range as in the squids lllex illecebrosus and Loligo pealei (5.0 and 5.8 mmol
I pH—units'l, respectively; Portner 1990).
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4. Discussion

A number of factors are known to influence oxygen binding of respiratory pigments.
Among the most important for cephalopods are pH (Bridges, 1994; Portner, 1994) and
temperature (Brix ef al., 1989). Temperature dependence of P, varies between species.
For example, the oxygen affinity of the haemocyanin of the giant squid Architeuthis
monachus decreases at a rate of AP;/AT = 1.89 kPa per °C temperature increase (pH
7.4), while for the octopod Octopus vulgaris only a rate of APs/AT = 0.20 kPa/°C (pH
7.4) was found (calculated after Brix et al., 1989). An even lower value of APs/AT =
0.12 kPa/°C (pH 7.4) was calculated for the haemocyanin of Sepia officinalis. In
Megaleledone senoi the ratio was much smaller (APs/AT = 0.01 kPa/°C, pH 7.2). In
eurythermal cephalopods a rise in Pg, with temperature should occur in order to support
Po, buffering at a high enough capillary Po,. This is required for adequate oxygen supply
to mitochondria when temperature causes a rise in metabolic rate. Extreme thermal
sensitivity of Ps, in giant squid may eliminate haemocyanin oxygen transport and cause a
low heat tolerance (Brix, 1983). Similarly, a too small adjustment of P;, may be
detrimental since blood Po, will be buffered at too low levels when temperature rises, not
being ablc {0 adequately support the increase in metabolic rate. This may be the case in the
stenothermal Antarctic octopod, Megaleledone senoi.

With an extremely iow temperature dependence of Pg, in Megaléledone senoi
haemocyanin, a change in temperature nonetheless influenced the pH sensitivity of
oxygen binding. In both the Antarctic octopod Megaleledone senoi and Sepia officinalis
an increase in temperature resulted in an increased pH sensitivity of oxygen affinity
although at much lower levels in the octopod. For Sepia officinalis at 20°C maximum pH
sensitivity was found in the range of in vivo blood pH (7.4 - 7.8 at 17 - 19°C; Johansen et
al., 1982). Maximum and high slopes of the oxygen isobars in the range of in vivo pH
suggest that the oxygen transport system is designed to respond to even small changes in
extracellular acid-base status thereby supporting the Po, buffer function of the
haemocyanin (Portner, 1994). The in vivo blood pH of the Antarctic octopod is not
known. Assuming that this parameter follows o-stat predictions (Reeves, 1972) and is
high in the cold as seen in Loligo pealei blood in vitro (Howell and Gilbert, 1976) the in
vivo pH range for Megaleledone senoi will be located between pH 7.7 and 7.9 at 0°C.
With the highest pH sensitivity in this pH range, oxygen unloading would occur at very
low oxygen tensions (< 1kPa) supporting only very low metabolic rates.

The temperature dependent change in the pH sensitivity of oxygen affinity is also
reflected by a change in Bohr coefficients (AlogPs,/ApH) with temperature. Similar to
findings in the crustaceans Cancer magister, Cancer anthonyi and the abalone Haliotis
corrugata (Burnett et al., 1988), the Bohr coefficient evaluated for both investigated
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cephalopod species dropped when temperature decreased. In Sepia officinalis
AlogP5/ApH decreased from -1.33 at 20°C to -0.99 at 10°C. An extremely high value of
-2.33 was found at 10°C for the haemocyanin of Megaleledone senoi, whereas at 0°C a
much smaller Bohr coefficient of approximately -0.9 results. The role of the large
negative Bohr coefficients found for most cephalopods (<-1.0) is still under debate (see
Bridges, 1994; Portner, 1994 for review). It has been proposed, that the Bohr effect in
cephalopods is more important for oxygen loading at the gills than for oxygen unloading
in the tissues (Brix et al., 1981). The reason is that haemocyanin binds protons during
deoxygenation which are usually provided by respiratory acidification. At normal RQ
- values, however, metabolism does not deliver enough CO, to exploit Bohr coefficients
<-1. Venous pH rises causing buffering of venous Po, at lower values than may be
required to maintain a diffusion gradient to mitochondria. Later on, it was discussed for
squids, that significant uptake of oxygen via the skin should lead to additional CO,
formation in metabolism. This would support venous acidification as required for oxygen
unloading in the tissues at high enough oxygen tensions (Portner, 1990; 1994),
Alternatively, a mechanism of oxygen-linked CO,-binding has been proposed for Sepia
haemocyanin which transports both O, and CO, to the tissues. CO, produced in
metabolism and the CO, released during deoxygenation would elicit a drop in pH
(Lykkeboe et al., 1980; Brix et al., 1981). Such a mechanism has been found for
sepioids, among them Sepia officinalis (Brix et al., 1981) and would facilitate oxygen
unloading at high Po, in the tissues at 20°C. However, the Bohr coefficient dropped to
AlogPsy/ApH = -0.99 at 10°C, such that this mechanism may become less important for
oxygen delivery to tissues in Sepia officinalis at lower temperature. No oxygen-linked
CO,-transport was found in Megaleledone senoi. At 0°C, the estimated Bohr coefficient of
AlogPs/ApH = -0.9 would reflect normal function of the Bohr effect, while the extremely
high Bohr coefficient at 10°C would be counterproductive for oxygen transport, again a
finding in line with the stenothermality of Antarctic animals, , |
A reduced pH sensitivity of haemocyanin oxygen binding in Megaleledone senoi
compared to Sepia officinalis and squids is also reflected in the magnitude of the pH-
independent venous reserve. This reserve represents the amount of oxygen which is still
bound to the respiratory pigment even when pH falls to very low values. Comparison of
this venous reserve for several cephalopod species at normal environmental temperatures
shows that it is below 10% for the squid lllex illecebrosus (15°C; Portner, 1990),
whereas values are 19% for Sepia officinalis (20°C; this study), 40% for the temperate
octopod Octopus dofleini (20°C; Portner, 1990; calculated after Miller and Mangum,
1988) and 43% for the Antarctic octopod Megaleledone senoi (0°C; this study). The high

pH sensitivity of squid haemocyanins maximises the release of oxygen in the tissues and
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supports the high metabolic rate (Portner 1990, 1994). Sepioids and even more so,
octopods display a less active life style with lower metabolic rates (for example: Houlihan
et al., 1982; Webber and O’Dor, 1985; 1986; Finke et al., 1996; Seibel ef al., 1997). This
may eliminate the necessity to maximise pH dependent oxygen transport to the extent seen
in squids.

The cooperativity of respiratory pigments is characterised by the Hill coefficient
(nsy). Several investigations have shown pH dependent cooperativity (Mauro and
Mangum, 1982a, b; Burnett et al., 1988; Pértner, 1990). In Sepia officinalis at 20°C and
in the squids Illex illecebrosus and Loligo vulgaris the highest cooperativity coincided
with the highest pH sensitivity of oxygen binding (AS/ApH) in the range of in vivo pH
(Portner, 1990). Therefore, maximum cooperativity in the range of in vivo pH supports
maximal deoxygenation while the pH change required for deoxygenation is minimised
(Portner, 1990; 1994). A decrease in temperature to 10°C caused the maximal Hill
coefficient of Sepia officinalis haemocyanin to drop from ng, = 5.9 at 20°C to ng, = 4.6.
At the same time, this maximal value was shifted to lower pH values, when in vivo pH
should rise according to o-stat predictions (Reeves, 1972). A similar temperatufe
dependence of the Hill coefficient was found for several crustaceans (Mauro and
Mangum, 1982a, b). Due to the shift of the maximal ns, to lower pH values, the highest
cooperativity is found below the in vivo pH range. Thus, cooperativity no longer
supports optimum oxygen transport in Sepia officinalis haemocyanin at lower
temperatures. Overall, these data indicate that haemocyanin oxygen transport in those
Sepia officinalis used was optimal at 20°C, which is close to the maintenance temperature
in the aquarium. However, 10° can be reached in the northern part of the distribution
range depending on the season (Isemer and Hasse, 1981). A seasonal adjustment of
haemocyanin oxygen binding properties may occur as found in spme crustaceans
(Truchot, 1975; Mauro and Mangum, 1982a).

For Megaleledone senoi, a much lower cooperativity of ns, = 1.4 was found at
0°C, which did not increase with increasing temperature. Furthermore, the Py, of below
1 kPa (pH 7.6; 0°C) is one of the highest oxygen affinities reported so far for
cephalopods. This value is close to the P, of 0.47 to 0.55 kPa evaluated for the cold
water vampire squid Vampyroteuthis infernalis (5°C; Seibel et al., 1999).

In summary, Megaleledone senoi haemocyanin shows a high oxygen affinity
together with an extremely low thermal sensitivity (see above), a high Bohr coefficient
and a low cooperativity. These characteristics cause Po, to be buffered at low values even
when oxygen consumption will be elevated at higher temperatures (5 and 10°C). They
therefore will contribute to the limited thermal tolerance of this Antarctic species.

Moreover, Po, buffering at low values suggests that oxygen transport in this Antarctic
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cephalopod at 0°C is adjusted to the very low metabolic rates found in this group of
cephalopods (H.O. Pértner, T. Hirse, V. Wegewitz, unpublished data). At low metabolic
rate leads us to expect low blood Po, values to minimise oxidative stress. However, this
example also emphasises that these cephalopods make use of haemocyanin oxygen
transport even at the low temperatures of Antarctica when some fish exclusively rely on

the transport of physically dissolved oxygen in the blood.
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Table 1 Haemocyanin oxygen affinity (Ps;), Bohr, Haldane and Hill coefficients and the non-bicarbonate
buffer value (Byg) of blood in the Antarctic octopod Megaleledone senoi at different temperatures. Psg,
Haldane and Hill coefficients are valid for the pH values given in brackets (nd - not determined; HeyO, -
concentration of oxygenated haemocyanin).

Temperature Py Bohr Haldane Hill coefficient Bug
°C (kPa) coefficient coefficient (nsy) (mmol I
(AlogPg, (AHCO; pH-units ™)
/ApH) /AHcyO,)
0 0.98 = -0.90 0.66 (pH 6.2) 1.4 (pH 7.43) 4.25
(pH 7.2) 0.50 (pH 6.8)
0.39 (pH 7.2)
5 nd nd nd 1.5 (pH 7.24) nd
1.0 (pH 7.31)
10 1.10 -2.33 nd 1.2+0.1 nd
(pH 7.2) (pH 6.83-7.31)

Table 2 Oxygen affinity (Ps,) and Bohr coefficients of cuttlefish (Sepia officinalis) haemocyanin at
different temperatures (for further explanation see Table 1).

Temperature (°C) Ps, (kPa) Bohr coefficient
(AlogP</ApH)

10 5.3 (pH 7.4) -0.99

20 6.5 (pH 7.4) -1.33
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Fig. 1 Cuvette used for the measurement of oxygen binding properties. Dashed areas show parts of the
cuvette filled with blood. Extinction was measured through the thin layer of 0.45 nm in the centre of the
cuvette.
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Fig. 2 Graphical presentation of the interrelationship between oxygen binding, pH and Po, in whole
blood of the Antarctic octopod Megaleledone senoi at temperatures between 0 and 10°C (S - saturation).
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Fig. 3 Depiction of oxygen binding properties at temperatures between 0 and 20°C of Sepia officinalis
haemocyanin as pH/saturation diagram. Each line indicates an oxygen isobar and shows the changes in
oxygen binding depending on pH (S - saturation).
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Fig. 4 Hill coefficients (ny,) of Sepia officinalis haemocyanin as they depend on pH and temperature.
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Fig. 5 pH/bicarbonate diagram for whole blood of Megaleledone senoi showing the buffer lines of

oxygenated and deoxygenated blood as well as the calculated values of apparent bicarbonate levels (broken
lines).
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Abstract

Activities of the antioxidative enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione
peroxidase (GPX) and glutathione reductase (GR) were measured in the cephalopods
Sepia officinalis and Lolliguncula brevis. Maximal enzyme activities were higher in gill
tissue than in the mantle musculature of both species. Activities were generally lower in
tissues of Lolliguncula brevis than in Sepia officinalis. Comparison with other
ectothermic animals showed both cephalopod species to have a low enzymatic
antioxidative status despite their high metabolic rate.

Furthermore, changes in antioxidative enzyme activities were measured in the
cuttlefish Sepia officinalis with increasing age. The concentrations of malondialdehyde
(MDA) and lipofuscin were determined as indicators of lipid peroxidation. Investigated
animals were between 1.5 months and over 12 months old. Changes of antioxidative
enzyme activities with age were not uniform. SOD and GPX activities increased with age,
while catalase activity declined. In contrast, GR activity remained almost unchanged in all
age groups. The low level of antioxidative defense might allow for the significant age-
induced rise in MDA levels in gills and mantle musculature and for the increase in
lipofuscin levels in mantle and brain tissue. It might thereby contribute to increased

oxidative damage and a short life span of these cephalopods.

Keywords: ageing, catalase, lipofuscin, Lolliguncula brevis, malondialdehyde,

metabolic rate, Sepia officinalis, superoxide dismutase

121



Publikation IV

1. Introduction

Oxygen radicals and hydrogen peroxide (H,0,) are continually produced as biproducts of
acrobic metabolism and may cause oxidative damage to lipids, proteins and nucleic acids
(25, 26, 45, 70). Although all classes of macromolecules are susceptible to radical attack,
polyunsaturated fatty acids are especially sensitive to oxidation owing to their conjugated
double bond structures (71). A radical attack on lipids leads to the formation of
lipidhydroperoxides (lipid-OOH; 25, 33, 71), which can decompose to yield alkanes,
alkenes, ketones and aldehydes. The most important aldehyde produced is
malondialdehyde (MDA), which forms Schiff bases with amines of proteins,
phospholipids, and nucleic acids. The products of these reactions are extremely large
fluorescent biomolecules, named age pigments or lipofuscin, which are not digested in the
lysosomes because of unusual structures. They therefore accumulate with age (26, 33).

Oxidative damage is counteracted by antioxidant defense systems and repair
mechanisms. Enzymes catalysing the breakdown of oxygen radicals and H,0, serve as
primary antioxidants. Superoxide (O2°") generated in peroxisomes and mitochondria is
converted to hydrogen peroxide by the enzyme superoxide dismutase (SOD: O,* + 2H,0
—> 2H,0,). Catalase removes H,0, via 2H,0, —> 2H,0 + O,. Among low molecular
weight antioxidants, vitamins and glutathione are considered to be important (14). The
reduced form of glutathione (GSH) may be oxidized by H,0, or organic peroxides to
oxidized glutathione (GSSG) either spontaneously or via glutathione peroxidase (GPX)
catalysis. Compensatory reduction of GSSG is catalysed by glutathione reductase (GR):
GSSG + NADPH + Ht —> 2GSH + NADPT,

Despite antioxidant defense systems and repair mechanisms oxidative stress
appears to be one of the most important factors contributing to aging (27, 32, 61, 64).
For example, the progressive accumulation of damaged protein molecules as a function of
age may significantly contribute to the inability of individual cells and therefore the entire
organism to fulfil various physiological functions (51). The accumulation of defective
macromolecules with age is either caused by an age related increase of oxidative damage
and/or by the loss of the ability to repair or degrade these molecules (70).

The maximal life span potential (MLSP) of a species might be influenced by its
metabolic rate. An increased metabolic rate appears to have a negative influence on the life
span in a way, that it causes an increase in radical production and therewith oxidative
damage (58). This is supported by different investigations on mammalian species (32, 66,
68; for review see 47). Animals with the highest rates of oxygen consumption displayed
the highest mitochondrial production of superoxide and H,0,. At the same time, the
production of reactive oxygen species (ROS) was negatively correlated with MLSP, that
means, species with the highest life span potential showed the lowest rate of radical
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formation. A correlation of life span and ROS production was also found for the housefly
Musca domestica. Flies with a lower metabolic rate at lower activity levels lived longer
than more active specimens (59, 63).

Among marine invertebrates, cephalopods display the highest metabolic rates.
Squids even have metabolic rates higher than fishes of similar size and life style (43).
High metabolic rates correspond with high growth rates in cephalopods. All cephalopod
species investigated except for Nautsilus species have higher growth rates than
poikilothermic vertebrates (fishes, amphibians, reptiles), even reaching growth rates
comparable to those of mammals (10). In contrast to mammals, high metabolic and
growth rates of cephalopods are linked to a short life expectancy between less than one
year and a maximum of about three years (48, 49). These considerations led us to ask
whether oxidative stress might be a factor contributing to the short life expectancies of
cephalopods and whether the antioxidative capacity of cephalopods is adapted to match a
possibly higher radical generation at high metabolic rate. For this purpose, the activities of
antioxidative enzymes (SOD, catalase, GR and GPX) were compared in cuttlefish Sepia
officinalis and the squid Lolliguncula brevis. The adult squid are about 20-fold smaller
and possess a two times higher metabolic rate than the cuttlefish. Furthermore, oxidative
damage was investigated by analysing the levels of malondialdehyde and lipofuscin.in
different age groups of laboratory reared Sepia officinalis. Constant breeding conditions
guaranteed, that aging occurs continuously and is not influenced by variable and

unknown conditions in the natural environment.
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2. Material and Methods
2.1 Animals
Sepia officinalis were obtained from the Marine Biomedical Institute of the University of
Texas, Galveston, Texas, USA, where this species has been bred and grown for several
consecutive generations. They were kept at a salinity of 35 %o at temperatures of 20 to
22°C and fed regularly on small fishes and mysid shrimps. This species reaches a
maximum age of 2 years in its natural environment (81), while a maximum age of 14
months was achieved in captivity (20). This may be related to the constant and high
maintenance temperatures in the laboratory, whereas the life span may be significantly
extended during seasonal cooling in the field (see discussion). Animals of the following
age groups were available for experiments: 1.5 months (5.3 - 23.7 g), 2.5 months (27.0-
142.7 g), 7 months (193.5 - 334.4 g), 10 months (469.8 - 773.0 g) and 12 months
(805.7 - 963.2 g) old.

Brief squid (Lolliguncula brevis Blainville, 3.1 - 18.9 g) were caught in April
1995 in the Galveston Ship Channel and Galveston Harbour by fishermen of the Marine
Biomedical Institute of the University of Texas, Galveston, Texas, USA and kept in
aquaria with recirculating natural sea water under conditions similar to those in the natural
habitat (24 - 25 %o at 20 - 22°C). The squid were allowed to adjust to the aquarium for at
least 48 hours. The animals were fed fish and mysid shrimp, but not during the last 24 h
prior to sampling.

2.2 Samples

Sepia officinalis was anaesthetized with 7.5 % MgCl2 (w/v) in seawater, while for
Lolliguncula brevis 4.7% MgCly (w/v) was used (38). The mantle of the animals was
opened by a ventral incision. In case of Sepia officinalis blood was collected from the
vena cava, the systemic heart and the gill hearts. Afterwards samples of different tissues
(mantle, gills and brain) were taken. SOD and GPX activity as well as lipofuscin
concentrations were immediately measured in freshly sampled tissues. All other enzymes
and malondialdehyde concentrations were measured in samples that had previously been

freeze-clamped and stored in liquid nitrogen.

2.3 Analyses

Hydrogen peroxide measurements: Immediately after sampling the H,O, concentration in
the blood was measured fluorimetrically in a peroxidase catalysed reaction, using
scopoletin (7-hydroxy-6-metoxy-2H-benzopyran) as a fluorescence indicator (46). A
fluorimeter (Shimadzu RF 5000 U) was used at 365 nm excitation and 490 nm emission
wavelengths. The concentration was assayed in potassium phosphate buffer (0.1 mol I-1,
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pH 7.0) to which scopoletin (0.17 mg dissolved in 2 ml phosphate buffer) and
horseradish peroxidase (EC 1.11.1.7, 1.25 mg dissolved in 1 ml phosphate butter) were
added. After the reaction terminated, H,O, (0.4 nmol in purified Milli-Q water) was added
and used as standard for the calculation of H,O, levels. The standard solution of H,0,
was calibrated iodometrically.

Preparation of tissue extracts for enzyme assays: For the evaluation of catalase and
glutathione reductase activity frozen tissue samples were ground under liquid nitrogen.
Homogenates for the measurement of superoxide dismutase and glutathione peroxidase
were prepared by using freshly excised tissue, which was minced by the use of scissors.
All samples were homogenized 1:3 to 1:5 (w/v) in the respective homogenisation buffer
(see below) by using a micro homogenizer (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA).
After centrifugation (10 min at 14000xg) enzyme activitiecs were measured in the
supernatant.

Catalase: Catalase activity (EC 1.11.1.6) was determined after Aebi (4). 50 mmol -1
potassium phosphate buffer (pH 7.0) containing 1 part of 1% Triton-X100 in water and
10 parts of buffer were used as homogenisation buffer. The assay contained 50 mmol 1-1
potassium phosphate buffer (pH 7,0) and 12.1 mmol I'! H,0O, as a substrate. The decay
of peroxide was monitored at 240 nm and 25°C. One unit catalase decomposes 1 pmol
H,0O, min-! under the assay conditions applied.

Superoxide dismutase (SOD): SOD (EC 1.15.1.1) activity was determined after Marklund
and Marklund (37), using 50 mmol 1! Tris-succinate buffer (pH 8.2) for
homogenisation. One unit of SOD (SOD-U) inhibits the autoxidation of an pyrogallol
solution (8 mmol 1-1) in air saturated 50 mmol I-! Tris-succinate buffer (pH 8.2) at 420
nm and 25°C by 50%.

Glutathione reductase (GR): 120 mol I"! phosphate buffer (pH 7.2) was used as
homogenisation buffer. GR (EC 1.6.4.2) activity was determined spectrophotometrically
in the supernatant at 25°C and 339 nm using a method modified after Goldberg and
Sparner (23). The assay contained (in mmol I-!) 100 Tris buffer (pH 8.2), 0.94 EDTA,
4.6 GSSG and 0.16 NADPH.

Glutathione peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9): Tissue was homogenized in Tris-HCl
buffer (20 mmol 11, pH 7.6) including 1 mmol I'! EDTA and 1 mmol I'! dithiotreitol. The
assay contained (in mmol I-1) 100 potassium phosphate buffer (pH 7.0), 10 GSH, 1.5
NADPH, 1.5 HyO; and 10 U ml'! GR. The oxidation of NADPH was followed
spectrophotometrically at 339 nm (24). One unit GFX or GR activity, respectively is
defined as a decrease of 1 tmol NADPH min-! under the assay conditions applied.

All enzyme assays were tested with commercial enzymes obtained from Sigma (St. Louis,
USA).
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Determination of malondialdehyde (MDA): MDA concentrations were assayed in mantle
and gill tissue of Sepia officinalis according to Uchiyama and Mihara (73). Tissue was
ground under liquid nitrogen and homogenised in 1:5 (w/v) 0.2 % H3PO4. 0.4 ml of the
homogenate was mixed with 0.4 ml of 1% thiobarbituric acid (TBA). The TBA forms a
complex with MDA. Individual blanks were prepared by replacing the TBA solution with
3 mmol I-! HCI. The pH of all samples was adjusted to 1.6 with either 10 mol 11 NaOH
or 12 mol I'! HCl. Afterwards, the samples were heated to 100°C for 15 min. After
cooling to room temperature, 1.5 ml butanol were added to samples and blanks, which
were then mixed vigorously to transfer the MDA-acid-complex into the butanol phase.
This phase was separated by centrifugation and the absorbance of the MDA-acid-complex
was measured as the difference between 532 and 600 nm. The concentration was
quantified by using the TBA-MDA extinction coefficient (€ = 156 mmol I-! crmr ).

Assay of Lipofuscin: Mantle and brain tissue of Sepia officinalis were ground under
liquid nitrogen and homogenized in a chloroform-methanol mixture (1:20, w/v). After
centrifugation for 10 min at 2000xg (modified after 15, 16, 57), lipofuscin can be found
in the chloroform phase. In this phase an emission spectrum between 350 and 550 nm
was obtained at'an excitation wavelength of 350 nm using a Shimadzu RF 5000 U
fluorimeter. The luminescence of the sample was determined at the emission maximum
(41) at 435 nm in case of Sepia officinalis. Lipofuscin concentrations are expressed as
relative fluorescence intensity (RFI) according to Hill and Womersley (28), using 0.1 g
quinine per ml 1 N H,SO, as a standard.

2.4 Statistics

The significance of differences between different age groups of Sepia officinalis was
tested by one-way analysis of variance (ANOVA) and Student-Newman-Keuls posthoc
tests. Data are given as means =+ standard deviation. Linear regressions were calculated to
evaluate whether activities of antioxidative enzymes and oxygen consumption rates of
different species are correlated. Outliers were eliminated from the data set by use of
Pearson and Hartley’s test. In all cases, p < 0.05 was accepted to indicate a significant
difference.
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3. Results

As shown in Fig. 1, H,0, concentration decreased in the blood of Sepia officinalis from
31.1 pmol I'! in the youngest to about half of this level in the oldest animals (12 months),
but this change was not significant owing to a high inter-individual variability. Figures 2
and 3 show the activities of the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase, ‘
glutathione peroxidase (GPX) and glutathione reductase (GR) in the mantle musculature
and gill tissues of Sepia officinalis in relation to the age of the animals. For all
investigated enzymes higher activities were found in gill tissue compared to mantle tissue.
In three of four enzymes, activities changed with increasing age. SOD activity increased
twofold in the mantle and sixfold in gill tissue with maximal activities in animals 12
months old (mantle: 157.2 + 38.9 SOD-U g-! fresh weight, gills: 491.5 * 234.4 SOD-U
gl fresh weight; Fig. 2). Likewise, GPX activity in the gill tissue was significantly and
2.5-fold increased in the oldest animals, while only a slight, insignificant rise was seen in
the mantle musculature (Fig. 3). Catalase activity in the mantle musculature dropped from
20.6 £25.3 U g1 fresh weight in the youngest animals to values below detection limits in
the oldest animals. A transient increase of activity was found in gill tissue of animals 2.5
and 7 months old. Catalase activity in gills of the oldest animals was significantly below
levels found in the youngest animals (Fig. 2). GR activity did not change with age.
Values remained around 0.04 U g-! fresh weight in the mantle and around 0.29 U gl
fresh weight in the gill tissue (Fig. 3).

Similar to Sepia officinalis, enzyme activities were higher in the gills than in the
mantle musculature of Lolliguncula brevis (table 1). In general, no catalase or GR activity
could be found in the mantle of Lolliguncula brevis. Activities were always lower in
Lolliguncula brevis than in Sepia officinalis.

Fig. 4 displays the concentration of malondialdehyde (MDA) in tissues of Sepia
officinalis. The highest concentration of 234.8 + 155.5 nmol g-! fresh weight were
reached in the mantle musculature of animals 10 months old. This increase was significant
compared to animals 1.5, 2.5 and 7 months old. In 12 months old Sepia, the
concentration had returned to low values. Furthermore, a transient decrease in MDA
concentrations was found in the gill tissue of 7 months old compared to the youngest
animals, while the concentration was significantly increased in older compared to the
youngest specimens. Lipofuscin concentrations rose significantly with increasing age in

both mantle and gill tissue (Fig. 4).
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4. Discussion

4.1 Oxidative damage and antioxidative defense in relation to metabolic rate

In both investigated cephalopods, Sepia officinalis and Lolliguncula brevis, higher
activities of antioxidative enzymes were found in the gill tissues compared to the mantle
musculature, This reminds of similar findings in cod, Gadus morhua (34) and might be
due to the fact, that the gills are exposed to higher (ambient and arterial) oxygen
concentrations than other tissues, possibly leading to a higher rate of radical production.
Hence, a higher level of protection would be necessary.

Differences in enzyme activities are not only found between mantle and gill tissue
of cephalopods but vary in general between tissues as shown in table 1. This should be
taken into account when comparing antioxidative status. For some species, a high
antioxidative status was found in some internal organs like the digestive gland. The
evaluation of the antioxidative capacity of the digestive gland was not possible for the
cephalopods since the colour of this tissue interfered with the assay. Nevertheless, the
highest level of antioxidative protection found in a species will be used for further
comparison assuming that tissues with the highest levels are the most important in
antioxidative defense.

Comparison between the two cephalopod species reveals, that enzyme activities in
Lolliguncula brevis are two to fivefold lower than the maximal activities found in Sepia
officinalis despite the twofold higher metabolic rate in Lolliguncula brevis. Further
comparison (table 1) demonstrates that the antioxidative capacity is lower in these two
cephalopod species than in the fish species Gadus morhua and Salmo trutta with
metabolic rates similar to Sepia officinalis. Even species with much lower metabolic rates
like Mytilus edulis or Arenicola marina, for example, display a higher enzymatic
antioxidative capacity than the cephalopods. This already casts some doubt on whether
antioxidative defense is correlated with the level of metabolic rate in cephalopods.

Generally, there is no clear trend of a correlation of SOD and catalase activities
with metabolic rate among the ectothermic species listed in table 1 (Fig. 5). Similarly, no
trend was found for GPX and GR activities. If compared to endothermic species (table 1)
the latter display the highest metabolic rates as well as the highest levels of SOD, GPX,
and GR activities. Among invertebrates, high levels of antioxidative enzymes were found
in intertidal species like Arenicola marina, Heteromastus Siliformis, Sipunculus nudus and
Nereis diversicolor, which can be exposed to very high environmental H,O,
concentrations in summer, owing to UV-induced radical formation in surface waters (2,
3). Overall this comparison shows, that among ectothermic species and at least for the
two investigated cephalopods Sepia officinalis and Lolliguncula brevis a high metabolic

rate does not necessarily go hand in hand with a high capacity of antioxidative enzymes.
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Investigations in several mammalian species showed a clear correlation between
oxygen radical production and metabolic rate. The species with the highest metabolic rate
produced the highest concentrations of superoxide and H,0O, in mitochondria (32). If this
holds true also for cephalopods with their relatively high metabolic rate (48), it appears.
conceivable that a higher degree of oxidative damage develops due to the relatively low

antioxidative capacity (see below).

4.2 Antioxidative defense and aging
. Changes in antioxidative enzyme activities in tissues of Sepia officinalis with increasing -
age of the animals were not uniform. While SOD and GPX activity increased with age,
catalase activity decreased and GR activity remained almost unchanged. The picture
arising from the literature is similarly diverse. For example, GR activity in younger
Arenicola marina was higher than in older lugworms, while in the latter catalase activity
was increased (9). In contrast, catalase activity in Mytilus edulis decreased with
increasing age of the animals (78). In the liver of the frog Rana perezi, the activities of
catalase, GR and GPX showed no age dependence at all (35), while in the tissues of the
housefly Musca domestica both SOD and catalase activities were lower in older animals
(65). Nonetheless, catalase and SOD seem to influence aging. Simultaneous
overexpression of both enzymes resulted in an increased life span of the fruit fly
Drosophila melanogaster (44) and the nematode Caenorhabditis elegans (30, 74).
Therefore, decreasing activities of one or both of this enzymes with increasing age may
have a detrimental effect on life span. 7

Changes in antioxidative enzyme activities not only vary between species, but also
between tissues of a given species. For example, SOD activity increased in liver and heart
of rats with increasing age, while it was lowered in the brain. At the same time, the
production of oxygen radicals was increased in older compared to younger rats (67).
Such an increase in radical generation during aging was also found in other species (17,
52, 65). Sohal et al. (67) therefore concluded, that the production rate of radicals is more
important for aging than a potentially limiting capacity of antioxidative processes. This
hypothesis is supported by the finding, that the mitochondrial radical production in
several mammalian species is negatively correlated with the maximal life span potential.
Animals with the shortest life expectancy and at the same time highest metabolic rates
exhibit the highest rates of radical production (32, 66, 68). The authors concluded that
faster aging is probably caused by higher radical production rates, resulting in increased
cellular damage (58). This is supported by the fact, that the rate of lipofuscin
accumulation is correlated with metabolic rate. A faster rate of lipofuscin accumulation

was found in Drosophila melanogaster with a rise in metabolic rate at increased
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temperature compared to animals kept at lower temperatures (57). Similarly, Musca
domestica with higher metabolic rates at elevated activity levels displayed higher
lipofuscin contents then flies with low activity levels (62, 63).

If aging in Sepia officinalis is also accompanied by an increased generation of
oxygen radicals (see above), the elevation of SOD activity with increasing age (Fig. 2)
would compensate to some extent for the expected rise in superoxide formation, but lead
to increased H,O, formation. A decrease of catalase activity in old Sepia officinalis would
then impede the degradation of the intracellular hydrogen peroxide. It seems unlikely that
this loss of catalase activity was compensated for by the rise in GPX activity, because
GPX activity was 800times lower than maximal catalase activity. It has been suggested
that relatively high levels of SOD combined with low levels of catalase and GPX increase
not only the intracellular concentration of H,O, but also the formation of hydroxyl radicals
(60). Due to the extreme reactivity of the hydroxyl radicals low molecular weight
antioxidants may not balance this increase (13, 60). Information on intracellular H,O,
levels is not available but the drop in extracellular levels, although not significant, is not in
line with these considerations. However, extracellular hydrogen peroxide levels do not
necessarily reflect intracellular levels. Although some of the H,O, generated in the cells
will presumably diffuse into the blood, part of it might be converted to the reactive
hydroxyl radicals in an iron or copper mediated reaction (26, 33).

Hydrogen peroxide concentrations in the blood of Sepia officinalis range between
a mean of 31.3 umol 1" in the youngest and about half of this level in the oldest animals.
This concentration is in the range of the 15.3 pmol I found in the haemolymph of Astarte
borealis, but much lower than the concentration of 154 pimol 1" in the blood of Arenicola
marina (1). Hydrogen peroxide can be produced and accumulated in the blood owing to
the autoxidation of the respiratory pigment (12, 39) or due to SOD activity as found in
Arenicola marina and Astarte borealis (1) and fish (18). Catalase activity as found in fish
blood would minimize H,O, levels. These relationships remain to be investigated in

cephalopod blood.

4.3 Indicators of oxidative stress and age

Final evidence for the increase in oxidative stress with increasing age arises from the
accumulation of MDA and lipofuscin (26, 33). An increase in MDA levels with age was
found in the digestive gland of Mytilus edulis (76, 78), while in the liver of Rana perezi
no age dependent change occurred (35). In liver and kidney of rats MDA concentrations
were even lower in older animals (11). Furthermore, seasonal oscillation in MDA levels
has been shown for Mytilus galloprovincialis (79). In the mantle musculature of Sepia
officinalis only 10 months old animals displayed a significant increase in MDA
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concentration. In the mantle of the oldest animals the concentration was again in the same
range as in the youngest ones, whereas MDA levels were still significantly elevated in the
gill tissue. Probably, the continuous contact of this tissue with oxygen rich water leads to
a higher rate of radical formation and thus to more continuous formation of MDA. The
maximal concentration of MDA found in Sepia officinalis was 234.8 nmol g-1 fresh
weight in the mantle musculature and 494 nmol g1 fresh weight in the gill tissue. These
values are considerably higher than the 81.7 to 89.9 nmol g1 fresh weight found in the
liver of Rana perezi (35) or the 45.4 to 75.8 nmol g1 fresh weight found in the bivalves
Mytilus edulis, Adamussium colbecki and Mytilus galloprovincialis (77, 78, 80). The
considerably higher concentration of MDA in the tissues of Sepia officinalis is probably
favoured by the relatively low level of antioxidative protection and the high metabolic rate.

The decrease in MDA concentrations in older animals might be caused by the
transformation of MDA into lipofuscin (11). Accordingly, lipofuscin concentrations were
significantly elevated in both mantle musculature and brain of old specimens. An age
related increase in lipofuscin levels has also been found in several species of crustaceans
(42, 55, 56), fish (75) and insects (58, 59, 62). Since lipofuscin levels are not expressed
as a definite concentrations but rather in relative units which also differ among studies, a
comparison of levels between species is not possible. Furthermore, it seems that
lipofuscin does not accumulate continuously over time. In the Australian crayfish Cherax
quadricarinatus Sheehy et al. (55) found fluctuations in lipofuscin levels, which are most
likely related to seasonal oscillations in environmental parameters. A slowing down of
lipofuscin accumulation appears to occur in older crustaceans, probably related to a lower
metabolic rate in older/larger animals (53, 54). In our study of laboratory maintained
cuttlefish, environmental influences were largely excluded. The exponential rise of
lipofuscin levels over time (Fig. 4) suggests that lipofuscin accumulation is more uniform
than MDA accumulation. This indicates not only that lipofuscin is a better indicator of age
related stress than MDA, but also that lipofuscin accumulation and thus oxidative change
occur at a larger rate in aged animals. However, although the exponential rise in
lipofuscin levels may reflect limits of tolerance to oxidative stress, it is not clear until now
which levels of MDA and especially lipofuscin indicate irreversible damage to the
organism. Therefore, no definite conclusions can be drawn yet to what extent these

processes contribute to the short life expectancies of cephalopods.

4.4 Conclusions and perspectives
Similar to mammalian species (32, 66, 68), the high metabolic rate of cephalopods will
correlate with a high rate of radical production. The comparatively low level of enzymatic

antioxidant defense correlates with an increased level of oxidative damage, reflected by
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much higher levels of MDA in gill and mantle tissue of cephalopods than in other species.
It also correlates with an exponential accumulation of lipofuscin indicating oxidative stress
to be higher in old specimens. This may be caused by a drop in catalase at elevated SOD
activities in older animals, which favours oxygen radical formation and, obviously,
oxidative stress. As a corollary, the relatively low antioxidative status found in
cephalopods is in line with their short life expectancy. The question arises why
antioxidative defense is not brought to a higher level in order to prolong cephalopod life.
An explanation may be that the level of antioxidative protection is set to a level just high
enough to allow for sufficient life span. Therefore, future research should focus on
whether this low level of antioxidative protection is typical for cephalopods and, from a
more general point of view, whether it is adjusted to a level just high enough to support
the programmed life span of a species.
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Table 1 Comparison of antioxidative enzyme activities and the oxygen consumption rates of selected species. T is the temperature at
which Moy was determined. (* - data were converted from U mg-! protein to U g-! fresh weight with the assumption of a mean protein
concentration of about 150 mg protein g-! fresh weight as found for fish (21); DG - digestive gland; HP - hepatopancreas; BWM - body
wall musculature; CG - chloragog; nd - no data available; Sepia officinalis n = 3-11; Lolliguncula brevis n= 4-6; values are means £ SD;
References for oxygen consumption: a-29;b-19;¢-40;d-8;e-72;f-5;g-50;h-69;i-31;j-7)

Species Tissue SOD Catalase GPX GR Mo, T  Reference
(SOD-U g'! (Uglfresh (Uglfresh (Uglfresh (umolO; (°C)
fresh wt.) wt.) wt.) wt.) gl hl)
Sepia officinalis gills 491.5+£2344 416.0x£ 1952 0.26+0.03 0.30+0.06 8.92 17 this study
mantle 157.2+389 206+253 0.03+0.00 0.04+0.03
Lolliguncula brevis gills 99.4+289 2557+£1069 0.04+0.04 0.08%0.02 21.0b 20 this study
mantle  88.0 = 25.1 0.0+ 0.0 0.01 £0.01 0.00 £0.00
Mussel gills nd nd 0.60 £ 0.03 nd 22
(Mytilus edulis) muscle nd nd 0.72 £0.24 0.14¢ 20
DG 615+ 52 5870 £1060  0.60 £ 0.15
Scallop gills nd nd 045 +£0.15 nd 22
(Pecten maximus) muscle nd nd 0.29 £0.12 89-112d 10
DG 3246 36100 + 600
Shore crab gills nd nd 0.02 £ 0.01 nd 22
(Carcinus maenas) muscle nd nd 0.11 £0.02 1.8+£0.1¢ 18
HP 173+ 10 280110
Clam* gills 495 0 0.14 nd 1.6+08f 8 6
(Calyptogena magnifica) muscle 795 0 0.26
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Table 1 - continued, Comparison of antioxidative enzyme activities and the oxygen consumption rates of selected species. T is the
temperature at which Mo, was determined. (* - data were converted from U mg-! protein to U g-! fresh weight with the assumption of a
mean protein concentration of about 150 mg protein g-! fresh weight as found for fish (21); DG - digestive gland; HP - hepatopancreas;
BWM - body wall musculature; CG - chloragog; nd - no data available; Sepia officinalis n = 3-11; Lolliguncula brevis n= 4-6; values
are means + SD; References for oxygen consumption: a-29;b-19;c-40;:d-8;e-72;f-5; g-50;h-69;i-31;j-7)

Species Tissue SOD Catalase GPX GR 1(402 T Reference
(SOD-U gl (Uglfresh (Uglfresh (Ugl!fresh (umolOy (°C)

fresh wt.) wt.) wt.) wt.) glhl)
Intertidal worm* BWM 2540 1250 996 + 275 nd nd 0.7 -0.88 15 Buchner, Abele,
(Sipunculus nudus) Pértner, unpub.
Lugworm* BWM 860 + 423 1210 £ 360 nd 0.56 + 0.18 131 10 9
{(Arenicola marina) CG 2670+ 675 69300 % 34500 495+ 1.35 1.01h
Polychaete whole 2170 £ 610 1190 £ 260 03+01 10 3
(Heteromastus filiformis) animal
Polychaete* whole 660 5070 nd nd 6.3i 10 2
(Nereis diversicolor) anirnal
Cod gills 1640 £ 140 4140+£710 2.88+0.44 nd 3.9] 15 34
(Gadus morhua) muscle 175 £ 17 260+ 50 0.30 £ 0.06
Trout (Salmo trutta) liver 2700 16700 10 0.15 10.1 25 36
Frog (Rana perezi) liver 8200 110000 10 1.0 30£02 25 36
Guinea pig liver 25000 90000 40 4.0 30412 25 36
Rat (Wistar) liver 17700 76700 220 6.0 352+20 25 36
Mouse (OF1) liver nd 26700 nd 3.8 115.5 25 36
Pigeon (Columbia livia)  liver 29100 26700 10 3.8 67143 25 36
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Fig. 1 Concentration of hydrogen peroxide in the blood of Sepia officinalis in relation to the age of the
animals (numbers on top of bars = n; values are means * SD, or * range for n = 2).
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Fig. 2 Activities of superoxide dismutase and catalase in (A) mantle musculature and (B) gill tissue of
different age groups of Sepia officinalis (* - significantly different from animals 1.5 months old; +
significantly different from animals 2.5 months old; for further explanations see Fig. 1).
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Fig. 3 Activities of glutathione peroxidase and glutathione reductase in (A) mantle musculature and ®B)
gill tissue of different age groups of Sepia officinalis (* - significantly different from animals 1.5 months
old; + - significantly different from animals 2.5 months old; for further explanation see Fig. 1).
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Fig. 4 The concentration of (A) malondialdehyde in mantle and gill tissue and (B) lipofuscin in mantle
and brain tissue of Sepia officinalis in relation to the age of the animals (* - significantly different from
animals 1.5 months old; * - significantly different from animals 2.5 and 7 months old; for further
explanations see Fig. 1).
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Fig. 5 Activities of superoxide dismutase and catalase in ectothermic aquatic species in relation to their
metabolic rate. (Error bars omitted for the sake of clarity; see table 1 for SD and references; SOD: r =
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Arenicola marina, 5 - Calyptogena magnifica, 6 - Carcinus maenas, 7 - Gadus morhua, 8 - Nereis
diversicolor, 9 - Pecten maximus, 10 - Sepia officinalis, 11 - Salmo trutta, 12 - Lolliguncula brevis)
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit behandelt Untersuchungen zum EinfluB von Temperatur und
Saverstoffverfiigbarkeit auf den Energiestoffwechsel von Cephalopoden verschiedener
geographischer Breiten. Sie beschiftigt sich auch mit der Bedeutung des Faktors
Temperatur fiir den Sauerstofftransport am Hédmocyanin und mit Untersuchungen zum
enzymatischen Oxidationsschutz sowie zum Auftreten oxidativer Schdden mit besonderen
Hinblick auf die hohen Stoffwechselraten von Cephalopoden. Im folgenden werden die
wichtigsten Ergebnisse zusammenfassend diskutiert. Eine detaillierte Diskussion der

einzelnen Daten ist in Abschnitt 3 in den entsprechenden Verdffentlichungen zu finden.

4.1 Der Einfluf von Hypoxie und Temperatur auf den Stoffwechsel von

Cephalopoden

4.1.1 Anaerober Stoffwechsel als Indikator fiir kritische Umwelt-

bedingungen

Cephalopoden sind in den verschiedensten marinen Lebensrdumen zu finden, die sich in
ihren abiotischen Faktoren wie Temperatur, Salinitit und Sauerstoffverfiigbarkeit unter-
scheiden. Der Kalmar Lolliguncula brevis kann in seinem Lebensraum jahreszeitlich
bedingt Temperaturen zwischen 11 und 31 °C ausgesetzt sein (Gunter 1950; Dragovich
und Kelly 1962). Auflerdem kommt es besonders in den Sommermonaten in Kiisten-
gewissern und Astuaren des Verbreitungsgebietes dieses Kalmaren zur Bildung hypoxer
Wasserschichten (Livingston et al. 1976; Harper et al. 1981; Pokryfki und Randall 1987).
Tatséichlich wurde Lolliguncula brevis in solchen Wasserschichten beobachtet. Die
hochste Bestandsdichte trat in Wasserschichten mit einem Po, zwischen 4,3 und 8,6 kPa
auf, jedoch waren auch bei einem Po, von 2,1 kPa noch Tiere zu finden (Vecchione
19914, b; Vecchione und Roper 1991). In Experimenten wurde in der Mantelmuskulatur
von Lolliguncula brevis eine Akkumulation von Octopin, Glycerin-3-Phosphat und Acetat
nachgewiesen, wenn der Po, im Inkubationswasser unter 7,9 bis 9,4 kPa sank
(Publikation I). Diese Stoffe werden im Cytoplasma bzw. in den Mitochondrien gebildet,
wenn der Po, im Gewebe unter einen kritischen Sauerstoffpartialdruck (P.) sinkt und
aerobe Prozesse nicht mehr zur Energiegewinnung ausreichen (Zebe 1975; Portner et al.
1984). Das Einsetzen des anaeroben Stoffwechsels ist eine Moglichkeit, den P, zu
bestimmen. Bei oxyregulierenden Tieren, zu denen auch diese Art zdhlt (Wells et al.
1988), ist der P, auch als der Sauerstoffpartialdruck sichtbar, bei dem diese Tiere ihren
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Sauerstoffverbrauch nicht mehr unabhéngig vom Sauerstoffpartialdruck in der Umgebung
regulieren konnen (Portner und Grieshaber 1993). Oberhalb des P, wird bei oxy-
regulierenden Tieren trotz sinkendem Po, im Umgebungswasser der Sauerstoffverbrauch
z. B. durch Erhthung der Ventilationsrate oder der Herzfrequenz zunéchst konstant
gehalten (Portner und Grieshaber 1993). Bei Lolliguncula brevis trat eine voriibergehende
Erhshung des Sauerstoffverbrauches auf, als der Po, im Wasser auf ca. 7,7 kPa abnahm
(Wells et al. 1988). Diese Anderung korreliert mit dem in der vorliegenden Arbeit

beobachtetem Einsetzen des anaeroben Stoffwechsels.

Vergleicht man den kritischen Po, von 7,9 bis 9,4 kPa mit dem anderer Arten (siehe
Tabelle 1), so ergibt sich ein vergleichsweise hoher P, fiir Lolliguncula brevis. Die
Begriindung dafiir kénnte der weitaus hohere Sauerstoffverbrauch von Lolliguncula
brevis im Vergleich mit anderen aquatischen Organismen sein (Tabelle 1). So weisen
Octopus vulgaris und Nautilus pompilius neben niedrigeren Stoffwechselraten auch einen
niedrigeren P, als Lolliguncula brevis auf (Wells 1990; Wells und Wells 1995). Ein
entsprechender Zusammenhang zwischen Stoffwechselrate und P, konnte auch im Ver-
gleich mehrerer Krebsarten untereinander beobachtet werden (Torres et al. 1994). Eine
hohe Stoffwechselrate konnte bedeuten, da der Sauerstoffverbrauch nur in einem
geringeren Po,-Bereich konstant gehalten werden kann und der P, somit bei relativ hohen
Savuerstoffpartialdriicken zu finden ist. Daher erklirt moglicherweise die schon unter
Kontrollbedingungen hohe Stoffwechselrate von Lolliguncula brevis (Finke et al. 1996)
den hohen kritischen Po, dieser Art.

Im Hinblick auf die von Vecchione (1991a) mit Hilfe eines ROV (remotely operated
vehicle) gemachten Beobachtungen, daff die Kalmare selbst bei einem Sauerstoffpartial-
druck von 2,1 kPa noch recht aktiv waren, scheint dieses Ergebnis iiberraschend.
Auflerdem wurde in Untersuchungen an Fischen gezeigt, da} bei hypoxietoleranten Arten
der P_ gegeniiber hypoxiesensitiven Arten zu niedrigeren Sauerstoffpartialdriicken ver-
schoben ist (Beamish 1964). Aus diesen Griinden hitte man zunéchst einen niedrigeren
P, fiir Lolliguncula brevis erwartet. Jedoch zeigte sich in Inkubationen dieser Tiere bei
einem Po, von 2,8 + 0,3 kPa (extreme Hypoxie) schon nach 15 Minuten eine signifikante
Akkumulation von Octopin (Publikation I). Daher ist es denkbar, daf} die von Vecchione
(1991a) in hypoxen Wasserschichten beobachteten Tiere teilweise anaerob waren.
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Tabelle

1 Kritischer Sauerstoffpartialdruck (P.) und Stoffwechselraten verschiedener Arten unter

Kontrollbedingungen bei Temperaturen (T) im Bereich von 20 °C. Der Sauerstoffverbrauch wurde unter
normoxen Bedingungen bestimmt mit Ausnahme von Nautilus pompilius, fiir den die Messung bei 13,3
kPa durchgefiihrt wurde (aus Publikation I).

Art P_ (kPa) bestimmt durch | Sauerstoff-| T Quelle
verbrauch

Sauerstoff- | aerober/ | (Lmol O, | (°C)

verbrauchs- | anaerober | h’' g h

messungen | Ubergang
Fische:
Lumpenus 6,7 - 8,0 < 8,6 2,7+ 0,4 | 15 |Pelster et al. (1988)
lampretaeformis
Solea solea 24-40 19 | van den Thillart et al.

(1994)
Lepomis 1,2-25 20 { Burton und Heath
macrochirus (1980)
Ictalurus 1,2-2,5 20 | Burton und Heath
nebulosus (1980)
Evertebraten:
Scapharca 4,0-7,0 40-70 1 23%0,8 | 20 jvanden Thillart et al.
inaequivalvis (1992)
Carcinus maenas 8,0 1,8+ 0,1 | 18 {Tayloretal. (1977)
Octopus vulgaris 6,7' 3,1+ 1,4%| 19" | Wells und Wells (1995)"
227 | Houlihan et al. (1982)”

Nautilus 2,7 1,0° | 18 | Wells (1990)°
pompilius Boutilier et al. (1996)"
Lolliguncula 7.7 79-94 | 21,0° |20 |Wellsetal. (1988)°
brevis Finke et al. (1996)°

Das Einsetzen des anaeroben Stoffwechsels kann nicht nur als Indikator fiir eine Sauer-
stoffmangelsituation in der Umgebung dienen, sondern kann ebenfalls zur Definition
sowohl hoher als auch niedriger kritischer Temperaturen (T,) herangezogen werden.
Diesen Zusammenhang zeigten Untersuchungen am Spritzwurm Sipunculus nudus und
am Wattwurm Arenicola marina, bei denen sowohl beim Unterschreiten einer niedrigen
als auch beim Uberschreiten einer hohen kritischen Temperatur die anaeroben End-
produkte Acetat, Propionat sowie verschiedene Opine (Octopin, Alanopin und Strombin)
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akkumulierten (Zielinski und Poértner 1996; Sommer et al. 1997). Auch bei dem Kalmar
Lolliguncula brevis und dem antarktischen Oktopoden Pareledone charcoti war bei hohen
Temperaturen eine Akkumulation von anaeroben Stoffwechselprodukten in der Mantel-
muskulatur nachweisbar. Dadurch lielen sich die oberen kritischen Temperaturen fiir
beide Arten definieren. Fiir den Warmwasser-Kalmar Lolliguncula brevis lag dieser Wert
zwischen 26 bis 31 °C, fiir den antarktischen Oktopoden Pareledone charcoti im Bereich
von 8 bis 10 °C (Publikation II). Jenseits der kritischen Temperaturen scheint jedoch nicht
die Verfiigbarkeit von Sauerstoff aus der Umgebung limitierend zu sein. Stattdessen ist
wahrscheinlich eine nicht ausreichende Sauverstoffaufnahme oder -verteilung als Ursache
fiir die Anaerobiose anzusehen (siche Ubersichtsartikel Portner et al. 1998). Fiir diese
Annahme spricht, daB bei Lolliguncula brevis wie auch bei einigen anderen Arten
{Seymour 1972; Kristensen 1983) die Ventilationsaktivitdt nicht kontinuierlich mit der
Temperatur zunimmt, sondern bei Erreichen eines Schwellenwertes eingeschrinkt wird.
So erreichte die Ventilationsaktivitéit von Lolliguncula brevis bei 25 °C ein Plateau, wenn

die Temperatur von 14 auf 31 °C angehoben wurde (Wells et al. 1988).

Interessanterweise liegt die obere kritische Temperatur von Lolliguncula brevis gerade
oberhalb der natiirlichen Temperaturen im Lebensraum. Wie schon im Hinblick auf die
Lage des kritischen Po, von Lolliguncula brevis erwdhnt wurde (siehe oben), kdnnte auch
hier der schon unter Kontrollbedingungen hohe Sauerstoftbedarf dieses Kalmaren (Finke
et al. 1996) die Toleranz gegeniiber hohen Temperaturen einschrénken. Anders als bei
Lolliguncula brevis liegt die kritische Temperatur von Pareledone charcoti mit 8 bis 10 C
deutlich iiber den Umgebungstemperaturen, die diese Art normalerweise in ihrem Lebens-
raum erlebt. Die Letaltemperatur des antarktischen Brachiopoden Liothyrella uva ist
dagegen bereits bei 4,5 °C erreicht (Peck 1989), wihrend die kritische Temperatur der
antarktischen Muschel Limopsis marionensis bei 2 bis 4 °C zu finden ist (Portner et al.
1999a). Mit diesen niedrigen Schwellenwerten geht eine inaktive, sessile Lebensweise
einher (Peck 1989; Hain 1990). Im Gegensatz dazu wurden fiir aktivere antarktische
Arten wie den Fisch Lepidonotothen nudifrons, die grabende Muschel Laternula elliptica
und die im Gezeitenbereich vorkommende Napfschnecke Nacella concinna eine kritische
bzw. letale Temperatur im Bereich von 9 °C bestimmt (Peck 1989; H.O. Portner, I.
Hardewig, L.S. Peck, unvertffentlichte Daten). Obwohl nur wenig iiber die Lebensweise
von Pareledone charcoti bekannt ist, kann eine aktivere Lebensweise als die der sessilen
Arten Liothyrella uva und Limopsis marionensis angenommen werden. Diese Ergebnisse
deuten fiir antarktische marine Tiere darauf hin, dafl die Lage der kritischen Temperatur

mit jhrem Aktivitdtsniveau zusammenhéngt.
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4.1.2 Sidure-Basen-Haushalt in Abhingigkeit von der Temperatur

Enzymatische Reaktionen und damit auch der Energiestoffwechsel stehen in engem
Zusammenhang mit dem Siure-Basen-Haushalt (Pértner 1989). Anderungen des pH-
Wertes konnen die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen beeinflussen (Hochachka
und Somero 1984; Somero 1997). In einigen Studien wurde eine Verschiebung des intra-
zelluldren pH-Wertes (pH;) bei sich dndernden Temperaturen beobachtet (Reeves 1972;
Malan et al. 1976). Nach der Alphastat-Hypothese (Reeves 1972) erfolgt die Regulation
des pH-Wertes bei einer Temperaturdnderung in der Weise, daB3 eine konstante Dis-
soziation der Imidazolgruppen von Histidin-Seitenketten in Proteinen erreicht wird
(Howell et al. 1973; Malan et al. 1976). Dadurch wird der Protonierungszustand (o) der
Imidazolgruppe, der fiir die Funktion vieler Enzyme von besonderer Bedeutung ist,
konstant gehalten und damit auch die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen (Hazel
et al. 1978; Somero 1981, 1983; Hochachka und Somero 1984). Eine der Alphastat-
Hypothese entsprechende Verschiebung des pH; (ApH/AT = -0.017) in Abhingigkeit
von der Temperatur wurde bei verschiedenen Tieren gefunden, z. B. in der Muskulatur
des Frosches Rana catesbeiana und der Krote Bufo marinus oder auch im Blut der Forelle
Salmo trutta (Malan et al. 1976; Butler und Day 1993). Unterhalb der oberen kritischen
Temperatur konnte dieser Zusammenhang ebenfalls in der Mantelmuskulatur des ant-
arktischen Oktopoden Pareledone charcoti beobachtet werden. Bei Lolliguncula brevis
folgten die temperaturabhéngigen pH-Anderungen nicht eindeutig der Alphastat-
Hypothese (Publikation II). Dies ist moglicherweise zusammen mit der Fluktuation des
intrazelluldren Pco, (siche Abb. 1 in Publikation IT) auf die kurze Inkubationszeit von nur
einer Stunde zurtickzufithren, da die Alphastat-Regulation des pH, zeitabhingig erfolgt
(Sartoris und Portner 1997).

Eine Erhohung der Inkubationstemperatur iiber die kritische Temperatur hinaus bewirkte
bei beiden untersuchten Cephalopodenarten ecinen signifikant erniedrigten pH;-Wert
verglichen mit den Kontrollwerten. Desweiteren war der pH, in der Mantelmuskulatur von
Pareledone charcoti um 0,30 pH-Einheiten bzw. bei Lolliguncula brevis um 0,37 pH-
Einheiten gegentiber den Werten gerade unterhalb des T, (8 bzw. 26 °C) erniedrigt
(Publikation II). Diese Ahdemng ist ein Hinweis darauf, daB auch die pH-Regulation von
extremen Temperaturen beeinfluft wird. In eurythermen Tieren erfolgt die Anderung des
pH-Wertes mit der Temperatur sowohl durch passive Dissoziationsvorginge, die auf
temperaturbedingte Anderungen der pK-Werte kiorpereigener Puffersysteme zuriickzu-
ftihren sind, als auch durch aktive S'aiure—Basen—Régulation (van Dijk et al. 1997; Sartoris
und Portner 1997). Die aktive Regulation erfolgt in wasseratmenden Tieren vor allem
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tiber Tonenaustauschprozesse, da einer Regulation iiber das CO,-Bikarbonat-System auf-
grund der geringen Unterschiede zwischen dem korpereigenen CO,-Partialdruck (Pco,)
und dem Pco, in der Umgebung Grenzen gesetzt sind (Portner und Sartoris 1998).
Dementsprechend war der Anteil der unter Temperaturstre respiratorisch produzierten
Protonen (AH' __ ) an der in beiden Cephalopodenarten beobachteten Azidose gering

resp
(Abb. 4A).
8 -
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Abb. 4 (A) Anderung der Protonenkonzentration (ptmol - g Frischgewicht) in der Mantelmuskulatur
von Pareledone charcoti und Lolliguncula brevis nach Uberschreiten der kritischen Temperatur. o-stat
AH enesp &bt die Menge der Protonen an, die einer pH-Anderung nach der Alphastat-Hypothese zugrunde
liegt. (B) Anteile der Konzentrationsinderungen verschiedener Metabolite an der metabolischen Protonen-
produktion. Die Protonenbilanz wurde aus den gemittelien Konzentrationsinderungen (Daten aus
Publikation II) nach Pértner (1987a, b) berechnet (Pareledone charcoti : n=4; Lolliguncula brevis: n = 5).
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Neben respiratorischen Prozessen konnen auch Anderungen im Stoffwechsel zu Ver-
schiebungen des Siure-Basen-Gleichgewichtes beitragen, wenn Stoffwechselreaktionen
mit der Aufnahme oder Freisetzung von Protonen einhergehen (Portner 1987a, b). Die
Berechnung der metabolischen Protonenproduktion (AH", ) ergab, daB in der Mantel-
muskulatur von Lolliguncula brevis unter Temperaturstre3 die protonenfreisetzenden
Prozesse tiberwiegen (Abb. 4B), so dal} es durch die Bildung der anaeroben Endprodukte
insgesamt zu einer Netto- Protonenproduktion kam, die einen gréferen Anteil an der
beobachteten Azidose hatte als AH™ .
niedrigere Akkumulation anaerober Endprodukte in der Mantelmuskulatur von Pareledone

Dagegen liberwogen durch die wesentliche

charcoti geringfiigig die protonenbindenden Prozesse, so dafl bei diesem Oktopoden
AH",.., nur zu einem geringen Teil an den temperaturbedingten Anderungen des S#ure-
Basen-Haushaltes beteiligt ist (Abb. 4).

Anderungen der Protonenkonzentration in den Zellen kénnen auch durch Ionenaustausch-
prozesse hervorgerufen werden. Diese ergeben zusammen mit AH', ., den nicht-respirato-
rischen Anteil von AH' (AH
dnderungen durch die unterschiedlichen Prozesse ergab eine Diskrepanz zwischen AH",
und AH' e

der nicht-respiratorischen gegentiber der metabolischen Protonenproduktion nach Tempe-

. + .
nicht-resp)-  Die Berechnung der H'-Konzentrations-

in beiden untersuchten Cephalopodenarten (Abb. 4A). Der gréBiere Anteil

raturstreB deutet auf einen Netto H'-Transport in die Zelle hin, bzw. auf eine Abgabe von
Basendquivalenten (Bikarbonat) aus der Zelle. Im Vergleich zu anderen Arten scheinen
Cephalopoden hauptsichlich den extrazelluldren pH zu regulieren und nicht den pH,.
Aufgrund der bei Cephalopoden gefundenen hohen pH-Sensitivitit des Sauerstoff-
transportes am Hdmocyanin hat die Regulation des extrazelluldren pH-Wertes eine
besondere Bedeutung fiir die Sauerstoffversorgung (Pértner 1994b, 1997; siehe auch
4.2). Die Abweichung zwischen AH",, und AH"
Herabregulation des intrazelluldren pH wihrend Azidose zurtickzufithren (Portner 1993).

nicht-resp 1St daher vermutlich auf eine
Nach Uberschreiten der kritischen Temperaturen wird die Aufrechterhalung der Alphastat-
Regulation des pH, eventuell auferdem durch eine Fehifunktion des Ionentransportes
behindert. Dies 148t sich aus der Tatsache schlieBen, dall der tatsdchliche Wert fiir
AH"
als der theoretisch erwartete Wert, wenn sich der pH, entsprechend der Alphastat-
Hypothese verdndert hitte (Abb. 4; Publikation II).

nicht-resp SOWONL flir Pareledone charcoti als auch fir Lolliguncula brevis hoher liegt
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4.1.3 Energiestoffwechsel in Abhingigkeit von Hypoxie und Temperatur

Wie bei vielen anderen Arten beschrieben (z. B. Pelster et al. 1988; van Waarde et al.
1990; van Raaij et al. 1994) zeigten die Untersuchungen zur Hypoxietoleranz von
Lolliguncula brevis, daf eine zweistiindige Inkubation bei moderater Hypoxie (19,3 bis
6,6 kPa) nur zu einer geringfiigigen Abnahme der Phospho-L-Arginin- (PLA) und ATP-
Konzentration fiihrte. Erst bei extremer Hypoxie (2,8 + 0,3 kPa) sind die Energiereserven
signifikant von der Hypoxie betroffen (Publikation I), so da die Tiere zunichst noch
Aktivitdt aufrecht erhalten konnen. Untersuchungen von Finke et al. (1996) zeigten fiir -
- diese Art beim Schwimmen einen Wechsel zwischen Phasen rein aerober und gemischt
anaerobet/aerober Energiegewinnung. Diese Strategie erlaubt es diesem Kalmaren
moglicherweise, lingerfristig hypoxe Wasserschichten zu tolerieren. Sinkt jedoch der Po,
auf sehr niedrige Werte um 2,8 kPa ab, werden die Energiereserven rasch abgebaut und

die Aktivitdt mulB reduziert werden.

Ein drastischer Energieverbrauch wurde in der Mantelmuskulatur von Lolliguncula brevis
und Pareledone charcoti auch bei Temperaturen oberhalb der kritischen Temperatur
beobachtet. Unterhalb der kritischen Temperatur konnten dagegen die ATP- und die
Phospho-L-Arginin-Konzentration auf einem konstanten Niveau gehalten werden
(Publikation IT). Auch bei verschiedenen anderen Arten wurde nach Uberschreiten der
kritischen Temperatur zusammen mit einer Akkumulation anaerober Endprodukte eine
Abnahme der Energiereséwen beobachtet (Sommer und Poértner 1999; Portner et al.
1999a). Diese Untersuchungen deuten daraufhin, dal die anaeroben Stoffwechselwege
nicht geniigend Energie bereitstellen kénnen, um den erhohten Energiebedarf bei hohen

Temperaturen zu decken.

Der Energiezustand der Zelle wird durch die Gibbs’sche freie Energie der ATP-Hydrolyse
(dG/d&) quantifiziert, die die treibende Kraft fiir alle ATP-abhéngigen Reaktionen darstellt
(Portner et al. 1993). Analysen zeigten, dal die Alphastat-Regulation des intrazelluliren
pH-Wertes bei Temperaturiinderungen die Erhaltung der Phosphagenkonzentration unter-
stlitzt und somit auch die Gibbs’sche freie Energie der ATP-Hydrolyse. Modell-
rechnungen ergaben einen leichten Anstieg von dG/d& mit zunehmender Temperatur,
wenn sich der intrazelluldre pH entsprechend der Alphastat-Hypothese dndert (Portner et
al. 1998). Dieser Zusammenhang konnte in den Untersuchungen zur Temperatur-
sensitivitét fiir die Cephalopoden Pareledone charcotiund Lolliguncula brevis bei Tempe-
raturen unterhalb der kritischen Temperaturen bestitigt werden (Publikation II). Oberhalb
der kritischen Temperaturen fiihrte die Reduzierung der PLA-Konzentration und die
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Zunahme der Konzentration an freiem ADP zusammen mit der beobachteten Azidose
(sieche 4.1.2) zu einer Abnahme der Gibbs’schen freien Energic der ATP-Hydrolyse
(Abb. 5; Publikation II). Auch wiihrend Inkubation von Lolliguncula brevis bei extremer
Hypoxie fithrten entsprechende Konzentrationsénderungen zusammen mit einer Azidose
zu einer Abnahme von dG/dE, wihrend bei moderater Hypoxie keine Anderung im

Energiestatus zu beobachten war (Publikation I). Unter diesen Bedingungen stieg der
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Abb. 5 Die Anderung der Gibbs’schen freien Energie der ATP-Hydrolyse (dG/dE) und des intrazelluldren
pH-Wertes in der Mantelmuskulatur von (A) Pareledone charcoti und (B) Lolliguncula brevis in
Abhingigkeit von der Temperatur. Unterhalb der kritischen Temperatur (T,) steigt dG/d€ bei beiden Arten
linear mit zunehmender Temperatur an, wihrend der pH; sinkt. Bei der jeweils hochsten
Inkubationstemperatur sind dG/d§ und pH; gegeniiber dem Kontrollwert erniedrigt. (* - signifikant
verschieden vom Kontrollwert K; gestrichelte Linie: Nach der Alphastat-Hypothese vorhergesagte pH-
Anderung mit sich indemder Temperatur. Die Berechnung erfolgte ausgehend vom Kontroll-pH.
Modifiziert nach Publikation IL.)
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Gehalt an freiem ADP in der Mantelmuskulatur nicht signifikant an, wihrend die
Konzentration des Gesamt-ADP zunahm. Diese Beobachtung bestitigt Befunde, die
wihrend und nach Schwimmbelastung erhoben wurden (Finke et al. 1996). Anscheinend
wurde die Konzentration an freiem ADP gepuffert, so dafl die Phosphagenhydrolyse und
damit auch die Abnahme der Gibbs’schen freien Energic der ATP-Hydrolyse hinaus-

gezdgert wurde.

Wihrend die Abnahme von dG/d& im Gewebe von Pareledone charcoti nach Temperatur-
strefl wohl aufgrund der groflen individuellen Unterschiede unter Kontrollbedingungen
nicht signifikant war, sank die Gibbs’sche freie Energie in der Mantelmuskulatur von
Lolliguncula brevis sowohl nach Temperaturstre3, wihrend extremer Hypoxie
(Publikation I, II) als auch nach funktioneller Anaerobiose (Portner et al. 1996) signifi-
kant auf Werte von rund -44 kJ - mol” ab. Diese Werte liegen unter denen der acroben
steady-state Energicanforderungen, die von Kammermeier (1987) fir die Funktion der
Actomyosin-ATPase (-45 bis -50 kJ - mol'l) oder die Ca**-ATPase des Sakrolemmas (-51
kJ - mol) im Rattenmyocardium berechnet wurde. Da es sich bei diesen Werten um
steady-state Anforderungen handelt, wird eine Abnahme der Gibbs’schen freien Energie
der ATP-Hydrolyse moglicherweise in einem geringem Umfang toleriert. Dennoch kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, daff die Abnahme der freien Energie ein limitierender
Faktor flir Tiere wahrend Temperaturstre3 darstellt und auch die Hypoxietoleranz
einschrinkt. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig, um eine klare Aussage zu

ermoglichen.

4.1.4 Temperatursensitivitit von Enzymaktivititen

In den Geweben des antarktischen Oktopoden Pareledone charcoti wurden die Akftivititen
einer Reihe von Enzymen bestimmt, die an Reaktionen verschiedener Stoffwechselwege
wie Glykolyse, Zitronensdurezyklus oder Aminosiurekatabolismus beteiligt sind. Die
Aktivitdtsbestimmungen wurden bei einer Temperatur von 0 °C durchgefiihrt, nachdem
die Tiere bei Temperaturen zwischen -1,8 und 10 °C inkubiert worden waren. Fiir alle
untersuchten Enzyme ergab sich ein punktueller Anstieg der Aktivitdt zwischen 0 und 6
bzw. 8 °C, wie es in Abb. 6 beispielhaft fiir die Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) dargestellt ist. Eine weitere Erhohung der Inkubationstemperatur fithrte dann
zu einer Abnahme der Enzymaktivititen. Die Aktivitdt der Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase (GPDH) aus dem Kiemengewebe war bei 10 °C sogar signifikant
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Abb. 6 Aktivititsdnderung der Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase in der Mantelmuskulatur von
Pareledone charcoti nach Inkubation bei Temperaturen zwischen -1,8 und 10 °C. Die MeBtemperatur
betrug jeweils 0 °C (* - signifikant verschieden vom Kontrollwert K; n = 4; Mittelwerte + SD; veréndert
nach Publikation II). ‘

gegeniiber dem Kontrollwert bei 0 °C erniedrigt (sieche Tabelle 3 und Abb. 6 in
Publikation II). Die Ursachen fiir diese Aktivitdtsmuster sind noch unklar. Moglicher-
weise wurden sie durch temperaturbedingte Anderungen in der Enzymkonformation
bedingt, da sich dadurch Anderungen in den Enzym-Substrat-Interaktionen ergeben
konnen (Somero 1991, 1996). Wahrscheinlicher wire eine temperaturinduzierte Ver-
schiebung zwischen Proteinsynthese und Proteinabbau. Bei Artemia franciscana fiihrt
Anoxie zusammen mit Azidose zu einer Herabsetzung der Proteinsynthese (Kwast und
Hand 1996). Die Abnahme der Enzymaktivititen in den Geweben von Pareledone
charcoti stimmt mit der Lage der kritischen Temperatur iiberein. Daher konnte die bei
10 °C beobachtete Anaerobiose und die gleichzeitig auftretende Azidose dazu beitragen,
daB8 unter diesen Bedingungen das Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese und -abbau

zum Proteinabbau hin verschoben wird.

In weiteren Untersuchungen wurden die Homogenate von Tieren gewonnen, die bei 0 C
gehiltert wurden und die Aktivitidten der gleichen Enzyme bei Temperaturen zwischen O
und 30 °C bestimmt. Dabei wurden zwei weitere antarktische Cephalopodenarten ein-
bezogen, die Oktopodenart Pareledone polymorpha und die Kalmarart Psychroteuthis
glacialis. Fiir mehrere der untersuchten Enzyme ergaben sich Briiche im Arrhenius-Plot.
Nur fiir die Pyruvat-Kinase (PK) aus der Mantelmuskulatur von Pareledone polymorpha
und der GAPDH aus dem Armgewebe von Psychroteuthis glacialis wurde ein Bruch bei
10 °C festgestellt, in allen anderen Fillen trat er bei 20 °C auf (Tabelle 2; Publikation II).
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Die Griinde fiir diese Diskontinuitéten sind noch nicht hinlénglich verstanden, aber sie
werden moglicherweise durch Konformationsénderungen verursacht, die zu Anderungen
der katalytischen Eigenschaften filhren (Moon und Storey 1975; Kaletha und
Skladanowski 1981). In den Fillen, bei denen ein Bruch im Arrhenius-Plot auftrat, lagen
mit Ausnahme der GAPDH aus dem Armgewebe von Psychroteuthis glacialis die
Aktivierungsenergien jeweils im unteren Temperaturbereich hoher als im oberen. Dies
steht im Gegensatz zu der Hypothese, daf eine Herabsetzung der Aktivierungsenergie bei
niedrigen Temperaturen die Reduzierung der Reaktionsgeschwindigkeit enzymatischer
Reaktionen aufgrund erniedrigter thermischer Energie kompensiert (Dahlhoff und Somero
1993). Andererseits wiirde die Expression von Enzymen mit hoher Aktivierungsenergie
die Stofffliisse gering halten. Gleichzeitig konnte eine so hohe Enzymkonzentration auf-
rechterhalten werden, daf} die Diffusionsstrecke zwischen den Enzymmolekiilen nicht zu

Tabelle 2 Aktivierungsenergie (Ea) der Enzyme aus Geweben von Pareledone charcoti, Pareledone
polymorpha und Psychroteuthis glacialis, bei denen ein Bruch im Arrhenius-Plot aufgetreten ist.
Angegeben ist der jeweilige Temperaturbereich (T), fiir den die Angaben gelten (Mittelwerte £ SD; n= 4 -
6, PFK - Phosphofructokinase, GluDH - Glutamat-Dehydrogenase, PK - Pyruvat-Kinase, GP - Glykogen-
Phosphorylase, GAPDH - Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, GPDH - Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase; verdndert nach Publikation IT).

Enzym | Gewebe T (°C) Ea (kJ - mol™") T (°C) Ea (kJ - mol’)
Pareledone charcoti
PFK Mantel 10-20 949+ 6,0 20-30 79,7 + 28,0
Arm 0-20 935+ 34 20 - 30 75,4+ 152
GluDH | Mantel 0-20 81,0 & 13,6 20 - 30 -3,9+359
Pareledone polymorpha
PFK Arm 0-20 91,5 £ 10,7 20 - 30 64,5+ 7.9
PK Mantel 0-10 68,1+ 24 10-30 49,1+ 1,2
Arm 0-20 50,8+ 3,6 20 - 30 14,4 £289
GP Arm 0-20 619+ 5,6 20 - 30 13,0 £ 10,8
Psychroteuthis glacialis
PFK Mantel 0-20 89,4+ 9,2 20-30 45,5t 50
Arm 0-20 82,4+ 6,5 20-30 45,6 £ 59,2
PK Mantel 0-20 60,8t 1,6 20 - 30 530+ 7.8
GAPDH | Arm 0-10 312+ 5,6 10 - 30 534+ 2,1
GPDH | Am 0-20 482+ 55 20 - 30 24,5 24,8
GluDH | Arm 0-20 79,2 £ 15,7 20 - 30 - 69,4 +£108,9
GP Mantel 0-20 46,7+ 42 20 - 30 -164% 8,5
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grol wird. Dadurch wird ein ausreichender Stoffumsatz erméglicht (Portner et al.
1999b). Fiir Pareledone charcoti wurde ein niedrigerer Sauerstoffverbrauch (0,26 Lumol
0, h' - g"1 bei 0 °C; Publikation II) gemessen als flir andere antarktische Arten. So
hatten z. B. die bodennah lebenden Fische Notothenia neglecta (0,82 |umol O, - h'. g!
bei 0 °C; Johnston et al. 1991) und Melanostigma gelatinosum (0,94 pmol O, -h™' . ¢!
bei 0,5 °C; Torres und Somero 1988) hohere Stoffwechselraten als der Oktopode. Die
Herabregulation der Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen aufgrund hoher Aktivie-
rungsenergien wiirde mit der vergleichsweise niedrigen Stoffwechselrate von Pareledone

charcoti im Einklang stehen.

4.1.5 Aerobe und anaerobe Kapazititen antarktischer Cephalopoden

Die Bestimmung der Enzymaktivititen (siehe 4.1.4) in den Geweben der antarktischen
Cephalopoden bei verschiedenen Temperaturen erméglicht eine Abschétzung der aeroben
und anaeroben Kapazititen dieser Arten im Vergleich zu Tieren aus wirmeren Ge-
wissern. Als Indikator fiir die aerobe Kapazitit eines Organismus kann die Aktivitit der
Citrat-Synthase (CS) angesechen werden (Torres und Somerc 1988), wihrend die
Aktivititen der Phosphofructokinase (PFK), PK und Laktat-Dehydrogenase bzw.
Octopin-Dehydrogenase (ODH) als Indikatoren fir den anaeroben Stoffwechsel gelten
(Crockett und Sidell 1990). In der Mantelmuskulatur des Eiskalmaren Psychroteuthis
glacialis erreichten die Aktivititen der CS und ODH schon bei 0 °C Aktivititen, die fir
die Arten der Gattung Loligo bei 25 °C gemessen wurden. Im Gegensatz dazu liegen die
Aktivititen der PFK und der Glutamat-Dehydrogenase (GluDH) des antarktischen
Kalmaren selbst bei einer Mefitemperatur von 20 °C niedriger als bei den Loligo-Arten
(Tabelle 3). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, daB die aerobe Kapazitit des ant-
arktischen Kalmaren bei 0 °C #hnlich der von Kalmaren aus gemifigten Breiten bei
hheren Temperaturen ist. AuBerdem scheint auch der anaerobe Stoffwechsel zum Teil
cine Kiltekompensation erfahren zu haben. Eine Kilteanpassung aerober Stoffwechsel-
wege wurde auch bei den antarktischen Fischen Notothenia gibberiformis und
Trematomus newnesi gefunden (Crockett und Sidell 1990). Demgegeniiber liegen die
Aktivitdten der CS und der GPDH in der Mantelmuskulatur der antarktischen Oktopoden
Pareledone charcoti und Pareledone polymorpha auch bei 20 °C niedriger als die
entsprechenden Enzymaktivititen von Octopus macropus und Octopus horridus (Tabelle
4). Somit scheinen die aeroben Kapazititen der antarktischen Oktopoden niedriger zu

liegen als die der Tiere aus wirmeren Lebensrdumen. Die Aktivitit der Citrat-Synthase der
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Tabelle 3 Aktivititen verschiedener Enzyme (U - g' FG) in der Mantelmuskulatur von Kalmaren
verschiedener geographischer Breiten (Mittelwerte + SD; n =5 - 6; PFK - Phosphofructokinase, PK -
Pyruvat-Kinase, ODH - Octopin-Dehydrogenase, CS - Citrat-Synthase, GPDH - Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase, GIuDH - Glutamat-Dehydrogenase; Werte fiir Psychroteuthis glacialis aus Publikation 1T,
Daten fiir Loligo forbesi aus Zammit und Newsholme 1976 und fiir Loligo opalescens aus Ballantyne et
al. 1981).

Enzym Psychroteuthis glacialis Loligo opalescens |  Loligo forbesi
0°C 20 °C 25°C 25°C

PFK 0,1+ 00 4,4+ 1,4 142,2 £ 20,0 -

PK 40+ 04 9,2+28 27,1 9,8

ODH 82,3 £ 45,6 - 132,054 146,5

CS 69+ 1,1 19,8 £5,6 8,0+ 0,1 -

GPDH 0,4+ 0,1 0,9+ 0,6 59+1,2 -

GluDH 0,1+ 0,0 0,6+ 0,6 - 2,9+0,6

antarktischen Oktopoden ist jedoch vergleichbar mit der CS-Aktivitit in der Muskulatur
der antarktischen mesopelagischen Fische Bathylagus antarcticus und Cyclothone
microdon (0,36 U - g'1 FG; Torres und Somero 1988), wihrend die aerobe Kapazitit des
Eiskalmaren Psychroteuthis glacialis deutlich iiber derjenigen der Fische liegt. Die
Kalmare der Antarktis konnen zu den pelagischen Schnellschwimmern gezihlt werden
(Piatkowski 1995), wihrend die Oktopoden benthisch leben. Daher sind die beobachteten
Unterschiede zwischen den antarktischen Cephalopoden wahrscheinlich auf die unter-
schiedliche Lebensweise dieser Arten zurtickzufiihren. Besonders die Kéltekompensation
des aeroben Stoffwechsels von Psychroteuthis glacialis unterstiitzt méglicherweise die
Aufrechterhaltung eines hohen Aktvitédtsniveaus bei niedrigen Temperaturen (Crockett und
Sidell 1990).

Tabelle 4 Vergleich der Aktivititen verschiedener Enzyme (U - g' FG) in der Mantelmuskulatur von
Oktopoden aus der Antarktis und aus wirmeren Gewissern. (Mittelwerte £ SD; n =4 - 5; CS - Citrat-
Synthase, GPDH - Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase; Werte fiir die antarktischen Cephalopoden aus
Publikation IT; Daten fiir die Ocfopus-Arten aus Baldwin 1982)

Enzym Pareledone charcoti Pareledone polymorpha Octopus Octopus
macropus horridus
0°C 20 °C 0°C 20 °C 25°C 25°C
CS 0,7+0,1 1 22+06 | 0,8+0,1 | 28+0,2 4.4 3,3
GPDH | 0,7+0,2 | 144+0,9 | 0,2%0,1 1,4 +0,1 6,8 12,7
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4.2 Temperatureinfluf auf den Sauerstofftransport am Himocyanin

Die bereits mehrfach angesprochenen hohen Stoffwechselraten vieler Cephalopoden
machen es notwendig, daB3 der Sauerstofftransport am Hdmocyanin dem hohen Sauer-
stoffbedarf angepafit ist. Bei Kalmaren ist eine hohe pH-Sensitivitit der Sauerstoff-
bindung zu finden. Diese pH-Sensitivitit bewirkt, daB schon bei geringen Anderungen im
extrazellulidren Sdure-Basen-Status eine maximale Menge Sauerstoff abgegeben wird. Auf
diese Weise wird die Sauerstoffpufferfunktion des Himocyanins unterstiitzt und
ermdglicht die Aufrechterhaltung der schon unter Kontrollbedingungen hohen Stoff-
wechselraten (Portner 1990b, 1994b). Eine hohe pH-Sensitivitdt der Sauerstoffbindung
ist im pH/Sittigungsdiagramm durch eine grofle Steigung (AS/ApH) der Sauerstoff-
bindungskurven zu erkennen, Wie bei den Kalmaren Illex illecebrosus und Loligo pealei
beobachtet (P6rtner 1990b), war fiir das Himocyanin von Sepia officinalis bei 20 °C die
grofite pH-Sensitivitidt im Bereich des in vivo pH-Wertes im Blut (pH 7,4 - 7,8 bei 17 -
19 °C; Johansen et al. 1982a) zu erkennen (Abb. 7; Publikation III). Dadurch wird unter
physiologischen Bedingungen eine Maximierung der Sauerstoffversorgung erreicht. Eine
Temperaturerniedrigung bis auf 0 °C fithrte zu einer Abnahme der pH-Sensitivitit.
Wihrend bei 20 °C AS/ApH maximal 41 % pro pH-Einheit betrug, wurden bei 0 °C nur
maximal 7 % pro pH-Einheit erreicht. Auch die pH-Sensitivitit des Hdmocyanins des
antarktischen Oktopoden Megaleledone senoi wurde durch die Temperatur beeinfluflt,
jedoch in einem geringeren Umfang als bei Sepia officinalis. AS/ApH sank von maximal
13 % pro pH-Einheit bei 10 °C auf maximal 10 % pro pH-Einheit bei 0 °C ab (Publikation
III). Im jeweils physiologisch relevanten Temperaturbereich, d. h. 0 °C fiir den ant-
arktischen Oktopoden und 20 °C fiir die Sepien, ist die pH-Sensitivitit des Himocyanins

der antarktischen Art weniger ausgeprigt.

Die geringere pH-Sensitivitit des Himocyanins von Megaleledone senoi im Vergleich zu
Sepia officinalis zeigt sich auch im Ausmall der pH-unabhiéngigen vendsen Reserve.
Diese pH-unabhiingige vendse Reserve gibt die Menge des Sauerstoffs an, der am
Himocyanin gebunden bleibt, selbst wenn der pH auf extrem niedrige Werte abfillt.
Vergleicht man diese Werte bei den normalerweise im Lebensraum vorherrschenden
Temperaturen, so ergibt sich fiir Sepia officinalis eine vendse Reserve von 19 % (20 °C)
und fiir Megaleledone senoi ein Wert von 43 % (0 °C; Publikation I1I). Eine ebenso hohe
vendse Reserve von 40 % wurde auch fiir Octopus dofleini emittelt (20 °C; Pértner
1990b, berechnet nach Miller und Mangum 1988). Im Gegensatz dazu weist der Kalmar

Hllex illecebrosus eine wesentlich geringere ventse Reserve von unter 10 % auf (15 °C).
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Abb. 7 Darstellung der Sauerstoffbindungseigenschaften des Hédmocyanins von Sepia officinalis bei
20 °C und des Hdmocyanins von Megaleledone senoi bei 0 °C im pH/Séttigungsdiagramm. Jede einzelnen
Linie in diesem Diagramm stellt eine Sauerstoffisobare dar und verdeutlicht die Anderung der Sauerstoff-
bindung in Abhingigkeit vom pH-Wert bei konstantem Po, (S - Sittigung; verdndert nach Publikation
).

Zusammen mit der hohen pH-Sensitivitdt des Sauerstofftransportes am Himocyanin
dieses Kalmaren zeigt dieses Ergebnis, daf} auf diese Weise eine groftmogliche Sauer-
stoffversorgung des Gewebes erreicht wird (Portner 1990b). Im Gegensatz dazu fiihren
Oktopoden ein inaktiveres Leben und haben entsprechend niedrigere Sauerstoffver-
brauchsraten als Kalmare (z. B. Houlihan et al. 1982; Webber und O’Dor 1985, 1986;
Finke et al. 1996; Seibel et al. 1997). Daher scheint bei den Oktopoden nicht die
Notwendigkeit zu bestehen, den pH-abhéngigen Sauerstofftransport in dem selben
Umfang wie bei Sepia officinalis oder bei Kalmaren zu maximieren.
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Die bei beiden untersuchten Arten beobachtete temperaturabhingige Anderung der pH-
Sensitivitit spiegelt sich auch in der Anderung der Bohr-Koeffizienten mit der Temperatur
wider. Fiir das Himocyanin von Sepia officinalis betrug der Bohr-Koeffizient -1,33 bei
20 °C und -0,99 bei 10 °C (Publikation III). Der Wert von -1,33 liegt im Bereich des
Bohr-Koeffizienten von -1,57, der von Brix et al. (1981) fiir diese Art gefunden wurde.
Auch bei vielen anderen Cephalopoden treten in der Regel Bohr-Koeffizienten von < -1
auf (z. B. Brix et al. 1981, 1989; Houlihan et al. 1982). Bohr-Koeffizienten von < -1
bedeuten, daf pro mmol abgegebenem Sauerstoff mehr Protonen an das Pigment
gebunden werden als im Stoffwechsel durch die Veratmung von Sauerstoff entstehen.
Infolgedessen kann eine Erhohung des ventsen pH-Wertes auftreten (Johansen et al.
1982a). Bei Sepia officinalis sorgt ein sauerstoffabhingiger CO,-Transport fiir die
Abgabe des Sauerstoffs notwendige Ansduerung im Gewebe (Lykkeboe et al. 1980; Brix
et al. 1981). Fiir das Hiamocyanin von Megaleledone senoi wurde bei 0 °C kein sauer-
stoffabhingiger CO,-Transport festgestellt (Publikation III). Bei niedrigen Temperaturen
fiel die Sittigung nur bei sehr geringen Po,-Werten unter 50 %, daher konnte unter diesen
Bedingungen der Bohr-Koeffizient nur durch Extrapolation der Daten auf noch niedrigere
Sauerstoffpartialdriicke abgeschitzt werden. Es ergab sich ein Bohr-Koeffizient von ca.
-0,9, der eine normale Funktion des Bohr-Effektes bewirken sollte. Demgegeniiber
erschwert der extrem hohe Bohr-Koeffizient von -2,33 bei 10 °C (Publikation III) wahr-

scheinlich die Abgabe des Sauerstoffs vom Hadmocyanin.

Die Sauerstoffaffinitdt (Psy) der respiratorischen Farbstoffe wird durch die Temperatur
beeinflufit. Dabei kann die Temperaturabhingigkeit bei verschiedenen Arten unter-
schiedlich ausgepriigt sein wie die Aufstellung in Tabelle 5 zeigt. Die Sauerstoffaffinitit
des Hdmocyanins von Sepia officinalis sank mit einer Rate von 0,12 kPa pro <C
Temperaturerhdhung (A Ps/AT). Etwas hohere Raten wurden fiir Octopus vulgaris und
Octopus dofleini berechnet. Bei eurythermen Cephalopoden sollte bei einer Temperatur-
erhdhung der Py, so weit ansteigen, dal der Sauerstoffpartialdruck in den Kapillaren bei
einem ausreichend hohem Po, gepuffert wird. Dadurch bleibt der Konzentrationsgradient
zwischen den Kapillaren zu den Mitochondrien grol genug, um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung zu sichern. Die extreme thermische Sensitivitidt des Hamocyanins
des Kalmaren Architeuthis monachus kénnte bedeuten, daB bei erhohten Temperaturen
und hohem Sauerstoffpartialdruck das Hdamocyanin nicht mit Sauerstoff gesittigt wird
und somit die Sauerstoffversorgung nicht sichergestellt werden kann (Brix 1983; Brix et
al. 1989, 1994). Die bei dem antarktischen Oktopoden Megaleledone senoi beobachtete
sehr geringe Temperatursensitivitét (Tabelle 5; Publikation IIT) kénnte dagegen bewirken,
daf} bei hohen Temperaturen der Sauerstoffpartialdruck im Blut bei zu niedrigen Werten
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gepuffert wird. Auf diese Weise wird vermutlich der Konzentrationsgradient zwischen
Kapillaren und Mitochondrien zu gering, um den aufgrund der mit der Temperatur-

zunahme zu erwartenden Anstieg des Sauerstoffverbrauchs zu decken.

Tabelle 5 Rate der Sauerstoffaffinititsabnahme mit zunehmender Temperatur (AP /AT) des Himo-
cyanins verschiedener Cephalopodenarten. Angegeben ist der Temperaturbereich und der pH-Wert, fiir den
diese Werte gelten (Werte fiir Sepia officinalis und Megaleledone senoi nach Publikation III; die iibrigen
Werte wurden nach Brix et al. 1989 berechnet).

Art Verbreitung pH Temperatur- AP /AT
bereich (° ) (kPa/°C)
Sepia officinalis Atlantik, 7.4 10-20 0,12
Mittelmeer
Megaleledone Antarktis 7,2 0-10 < 0,01
senoi
Todaroa’es Nordatlantik 7.4 6-10 0,39
sagittatus 10-15 0,40
Architeuthis Nordatlantik 7.4 6-10 1,89 -
monachus 10-15 1,34
Loligo vulgaris Mittelmeer 7,4 10 - 20 0,57
Octopus vulgaris Mittelmeer 7,4 15-25 0,20
Octopus dofleini Pazifik 7,4 11-26 0,24

Die Kooperativitit der Sauerstoffbindung am respiratiorischen Farbstoff wird durch den
Hill-Koeffizienten (ns,) ausgedriickt. Bei Cephalopoden kann die Kooperativitit durch
den pH (Miller 1985; Miller und Mangum 1988; Portner 1990b) und durch die
Temperatur (Brix et al. 1989) beeinflult werden. Fiir das Hdmocyanin von Sepia
officinalis zeigte sich bei 20 °C eine deutliche pH-Abhdngigkeit der Kooperativitit mit
einem Maximum (ns, = 5,9), das zusammen mit der grofiten pH-Sensitivitdt im Bereich
des in vivo pH-Wertes im Blut gefunden wurde (Abb. 8; Publikation III). Auf diese
Weise unterstiitzt eine hohe Kooperativitit eine groftmdgliche Sauerstoffabgabe im in
vivo pH-Bereich bei einer nur sehr geringen Ansduerng des Blutes (Portner 1990b). Der
maximal fiir Sepia officinalis berechnete Hill-Koeffizient liegt im Bereich der Werte, die
fiir einige andere Cephalopodenarten gefunden wurden (z. B. Miller und Mangum 1988;
Brix et al. 1989; Portner 1990b). Die Herabsetzung der Temperatur auf 10 °C fiihrte zu

163




Diskussion

6 °
5 |- ® 20°C
o 10°C o
4_
2 3F ®
=

pH

Abb. 8 Darstellung der Abhiingigkeit der Kooperativitdt (ng,) des Hdmocyanins von Sepia officinalis
vom pH-Wert und der Temperatur (Publikation III).

einer Erniedrigung der maximalen Kooperativitit des Himocyanins von Sepia officinalis
auf 4,6. Zudem war dieses Maximum wie auch die Lage des pH-sensitivsten Bereiches
der Bindungskurven zu niedrigen pH-Werten hin verschoben (Abb. 8; Publikation III).
Gleichzeitig ist zu erwarten, daB} sich der in vivo pH-Wert bei einer Temperaturabnahme
entsprechend der Alphastat-Hypothese (Reeves 1972) zu hoheren Werten hin verschiebt,
wie es von Howell und Gilbert (1976) in vitro fiir das Blut von Loligo pealei nachge-
wiesen wurde. Folglich wird bei Sepia officinalis die Sauverstoffabgabe vom Hémocyanin
bei niedrigeren Temperaturen nicht mehr optimal durch die Kooperativitit unterstiitzt.
AuBerdem wird die Sauerstoffversorgung durch die Steigerung der Sauerstoffaffinitét bei
niedrigeren Temperaturen beeintrichtigt, da aufgrund dessen der Sauerstoff erst bei einem
niedrigeren Sauerstoffpartialdruck vom Hidmocyanin abgegeben wird. Insgesamt zeigen
diese Untersuchungen fiir Sepia officinalis, dall der Sauerstofftransport am Hamocyanin
fiir eine Temperatur von 20 °C optimiert ist. Im noérdlichen Verbreitungsgebiet dieser Art
kann die Temperatur jahreszeitlich bedingt bis auf 10 °C absinken (Isemer und Hasse
1981). Durch eine saisonale Anpassung der Sauerstoffbindungseigenschaften, wie sie fiir
das Hidmocyanin der Strandkrabbe Carcinus maenas und des Krebses Callinectes sapidus
bekannt sind (Truchot 1975; Mauro und Mangum 1982a), konnte die Sauerstoff-
versorgung des Gewebes von Sepia officinalis bei niedrigen Temperaturen sichergestellt

werden.

Im Gegensatz zu Sepia officinalis wurde fiir das Hdmocyanin von Megaleledone senoi

weder eine Temperatur- noch eine pH-Abhingigkeit der Kooperativitit festgestellt
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(Publikation III). Fir das Hdmocyanin dieser Art wurde eine der hochsten Sauerstoff-
affinititen gefunden, die bisher bei Cephalopoden bekannt sind. Der Py von < 1 kPa bei
0 °C (pH 7,6; Publikation III) liegt nur wenig oberhalb des Ps, von 0,47 - 0,55 kPa des
Kaltwasser-Kalmaren Vampyroteuthis infernalis (5 °C; Seibel et al. 1999). Insgesamt
deuten die fiir das Himocyanin dieses antarktischen Oktopoden gefundenen Sauerstoff-
bindungseigenschaften darauf hin, daB der Sauerstofftransport am Hdmocyanin auf die
ungewohnlich niedrigen Sauerstoffverbrauchsraten antarktischer Oktopoden (Publikation
IT) abgestimmt zu sein scheint. Moglicherweise spielt der Sauerstofftransport am Himo-
cyanin von Megaleledone senoi besonders in Situationen eine Rolle, in denen der Po, im
Gewebe auf extrem niedrige Werte absinkt. Dies kann z. B. wihrend funktioneller
Hypoxie hervorgerufen durch schnelles Schwimmen wéhrend Flucht oder Beutefang der
Fall sein. Bei einer Temperaturerhthung kann die hohe Sauerstoffaffinitdt zusammen mit
dem hohen Bohr-Koeffizienten (siehe oben) und der niedrigen Kooperativitdt dazu
fiihren, daf3 die Saverstoffabgabe vom Hidmocyanin zu stark behindert wird, um den
erhohten Sauerstoffbedarf zu decken. Die Sauerstoffbindungseigenschaften des Hdmo-
cyanins von Megaleledone senoi konnten daher zu einer limitierten Temperaturtoleranz

dieser Art beitragen.

4.3 Untersuchungen zum Oxidationsschutz

4.3.1 Enzymatischer Oxidationsschutz und oxidative Schiden in Relation

zur Stoffwechselrate

Organismen haben verschiedene Abwehrmechanismen entwickelt, um die im aeroben
Stoffwechsel aller Lebewesen entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), d. h.
Wasserstoffperoxid und toxische Sauerstoffradikale abzufangen. Dazu zéhlen die Enzyme
Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase, Glutathion-Peroxidase (GPX) und Glutathion-
Reduktase (GR). Im Vergleich der Aktivitdten der Oxidationsschutzenzyme aus Geweben
von Lolliguncula brevis und Sepia officinalis zeigt sich, daf die Enzymaktivititen bei den
Kalmaren zwei- bis flinffach niedriger liegen als in den entsprechenden Geweben der
Sepien (Publikation IV). Gleichzeitig weisen diese Kalmare eine iiber doppelt so hohe
Stoffwechselrate auf (Tabelle 6). Eine hohe Stoffwechselrate scheint also nicht gleich-
bedeutend mit einem gut ausgeprigten enzymatischen Oxidationsschutzsystem zu sein.

Dies zeigt auch ein Vergleich mit anderen ektothermen Tieren (Tabelle 7). Bei den

165



Diskussion

Tabelle 6 Maximale Aktivititen der SOD (SOD-U - g* FG), Katalase, GPX und GR (U - g'' FG) in
Mantel- und Kiemengewebe von Sepia officinalis und Lolliguncula brevis. Angegeben sind ferner die
Sauerstoffverbrauchsraten (mol O, h™'- g!) beider Arten, sowie in Klammern die Temperatur (°C), bei
der der Sauerstoffverbrauch bestimmt wurde. (Angaben zum Sauerstoffverbrauch: fir Sepia officinalis nach
Johansen et al. 1982b; fiir Lolliguncula brevis nach Finke et al. 1996; Sepia officinalis: n = 3 - 11;
Lolliguncula brevis: n = 4 - 6; Mittelwerte £ SD; aus Publikation IV).

Enzym Gewebe Sepia officinalis Lolliguncula brevis
SOD Kiemen 491,5 £ 2344 99,4+ 28,9
Mantel 1572+ 389 88,0+ 25,1
Katalase Kiemen 416,0 £ 195,2 255,77 £ 106,9
Mantel 20,6 £ 25,3 0,0+ 0,0
GPX Kiemen 0,26 £ 0,03 0,04 £ 0,04
Mantel 0,03 £ 0,00 0,01 £ 0,01
GR Kiemen 0,30 £ 0,06 0,08 + 0,02
Mantel 0,05 + 0,03 0,00 £ 0,00
Sauerstoffverbrauch 8,9 (17) 21,0 20)

beiden Fischarten Gadus morhua und Salmo trutta, deren Stoffwechselrate im gleichen
Bereich liegt wie die von Sepia officinalis, ist das Oxidationsschutzsytem insgesamt
besser ausgeprigt als in den beiden Cephalopodenarten. Dies gilt auch fiir die Muscheln
Mpytilus edulis und Pecten maximus sowie den Wattwurm Arenicola marina und den
Spritzwurm Sipunculus nudus mit wesentlich niedrigeren Stoffwechselraten (Tabelle 7).
Unter den Evertebraten wurden die hochsten Katalaseaktivititen bei Tieren aus der
Gezeitenzone gefunden, nidmlich Mytilus edulis, Heteromastus filiformis und Arenicola
marina. Diese Tiere kénnen im Sommer oft hohen H,O,-Konzentrationen im Wasser
ausgesetzt sein (Abele-Oeschger et al. 1994; Abele-Oeschger und Oeschger 1995a). Daher
miissen sie neben dem endogen produzierten auch das aus dem Lebensraum auf-
genommene H,O, entgiften. Aus diesem Grund haben sie wahrscheinlich besonders hohe
Katalaseaktivitdten. Setzt man die Stoffwechselraten der in Tabelle 7 genannten ekto-
thermen, aquatischen Arten in Relation zur Aktivitit der SOD (Abb. 9), so zeigt sich keine
eindeutige Korrelation zwischen diesen beiden Parametern. Dies gilt ebenso fiir die
Aktivititen der Katalase, GPX und GR. Im Gegensatz dazu wurden bei einer Reihe von
endothermen Tieren zusammen mit den hochsten Stoffwechselraten auch die héchsten
Aktivitdten der Oxidationsschutzenzyme gefunden (Tabelle 7). Insgesamt zeigen diese
Vergleiche, daf} bei ektothermen Tieren und zumindest bei den beiden untersuchten
Cephalopodenarten eine hohe Stoffwechselrate nicht unbedingt mit einem hohen enzyma-
tischen Oxidationsschutz einhergeht.
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Abb. 9 Die Darstellung der Superoxid-Dismutaseaktivitit in Abhédngigkeit von der Stoffwechselrate
verschiedener ektothermer, aquatischer Arten zeigt keine klare Korrelation. Da in den einzelnen Arbeiten
unterschiedliche Gewebe untersucht wurden, wurde in dieser Abbildung die jeweils hochste in einer Art ge-
messene Aktivitdt aufgetragen. Weiterhin wurde der Ubersicht wegen auf die Standardabweichung
verzichtet. (1: Mytilus edulis; 2. Heteromastus filiformis; 3: Sipunculus nudus; 4: Arenicola marina; 5:
Calyptogena magnifica; 6. Carcinus maenas, 7. Gadus morhua; 8: Nereis diversicolor ; 9: Pecten
maximus; 10: Sepia officinalis; 11: Salmo trutta; 12: Lolliguncula brevis; Quellen siche Tabelle 7; nach
Publikation IV)

Untersuchungen an verschiedenen Séugetierarten zeigten einen korrelativen Zusammen-
hang zwischen Radikalbildung und Stoffwechselrate. Die Arten mit den hochsten Stoff-
wechselraten produzierten auch die hichsten Konzentrationen an Superoxid und H,O, in
den Mitochondrien (Ku et al. 1993). Sollte dies auch fiir Cephalopoden mit ihrer
vergleichsweise hohen Stoffwechselrate (Pértner 1994a) gelten, konnte bedingt durch die
relativ geringe antioxidative Kapazitit eine verstirkte Schiadigung der Zellen auftreten.
Um diesen Aspekt ndher zu betrachten, wurden die Konzentrationen von MDA in
verschiedenen Geweben von Sepia officinalis bestimmt. Die maximalen Konzentrationen
lagen bei 235 nmol - g™' FG in der Mantelmuskulatur und bei 494 nmol - g'1 FG im
Kiemengewebe von Sepia officinalis (Publikation IV). Diese Werte sind wesentlich hoher
als die 81,7 bis 89,9 nmol - g’1 FG in der Leber von Rana perezi (Lépez-Torres et al.
1991) oder den 45,4 bis 75,8 nmol - g"l FG in den Muscheln Mytilus edulis,
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Adamussium colbecki und Mytilus galloprovincialis (Viarengo et al. 1990, 1991a, 1995).
Die hoheren MDA-Konzentrationen in den Geweben von Sepia officinalis  weisen
eventuell auf eine erhthte Zellschiddigung durch eine hohe Produktionsrate reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) hin, die durch den relativ niedrigen enzymatischen Oxidations-

schutz nicht abgefangen werden kénnen.

Tabelle 7 Aktivititen der SOD (SOD-U - g'! FG), Katalase und GPX (U - g FG) in den Geweben
verschiedener Arten. Ausgewihlt wurde jeweils das Gewebe mit der hochsten Enzymaktivitit. Ferner sind
die Stoffwechselraten (umol O, - h'' - g'') dieser Arten angegeben. Der Wert in Klammern gibt die
Temperatur (T in °C) an, bei der die Stoffwechselrate ermittelt wurde. (MDD - Mitteldarmdriise; HP -
Hepatopankreas; HMS - Hautmuskelschlauch; GT - gesamtes Tier; CG - Chloragog; veréndert nach
Publikation IV; Quellen (Q.): | - Gamble et al. 1995; 2 - Newell & Bayne 1973; 3 - Brand & Roberts
1973; 4 - Taylor et al. 1977; 5 - Blum & Fridovich 1984; 6 - Arp et al. 1984; 7 - Buchner, Abele,
Portner, unveréffentlicht; 8 - Portner et al. 1985; 9 - Abele et al. 1998; 10 - Buchner et al. 1996; 11 -
Sommer 1998; 12 - Abele-Oeschger et al. 1994; 13 - Kristensen 1983; 14 - Lemaire et al. 1993; 15 -
Boutilier 1998; 16 - Lépez-Torres et al. 1993).

Art Gewebe SOD Katalase GPX Mo, (T) Q.

Mytilus edulis Muskel - - 0,702 0,1 20 1,2
MDD 615+ 52 5870 + 1060

Pecten maximus | Kiemen - - 0,5+02] 89 10m| 1,3
MDD 324+ 6 36100+ 600

Carcinus maenas | Muskel - - 0,1+001| 1,818 1,4
HP 173 + 10 280+ 110

Calyptogena Muskel 795 0 0,3 1,6 ® | 5,6

magnifica

Sipunculus nudus | HMS 2540+ 1250 996+ 275 - 0,8 151} 7,8

Heteromastus GT 2170+ 610 ] 1190+ 260 - 030m| 9

filiformis

Arenicola marina | CG 2670+ 675 {69300 £ 34500 - 1,3 oy 10, 11

Nereis GT 660 5070 - 6,3 (10)| 12, 13

diversicolor

Gadus morhua Kiemen | 1640+ 140 4140+ 71012,9+0,9| 3,9 15}14, 15

Salmo trutta Leber 2700 16700 10 10,1 25)| 16

Rana perezi Leber 8200 110000 10 3,025 16

Meerschweinchen | Leber 25000 90000 40 30,4 25)f 16

Ratte Leber 17700 76700 220 352251 16

Maus Leber - 26700 - |16es) | 16

Taube Leber 29100 26700 10 67 (25) 16

(Columbia livia)
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4.3.2 Bedeutung der Radikalbildung und des Oxidationsschutzes fiir die
Alterung

Die Aktivititen der Oxidationsschutzenzyme SOD, Katalase, GPX und GR wurden auch
in Abhingigkeit vom Alter von Sepia officinalis untersucht. Diese Messungen wurden an
Tieren durchgefiihrt, die im Labor aufgezogen wurden. Unter diesen Bedingungen
erreicht Sepia officinalis nur ein maximales Alter von 14 Monaten (Forsythe et al. 1994),
withrend im natiirlichen Lebensraum eine Lebensspanne von bis zu 2 Jahren méglich ist
(von Boletzky 1983). Abiotische Faktoren wie z. B. Temperatur und Hypoxie konnen
auch oxidative und antioxidative Prozesse beeinflussen (siehe 4.4). Da die einzelnen
Individuen in der natiirlichen Umgebung Anderungen der abiotischen Faktoren im unter-
schiedlichen AusmaB ausgesetzt sind, ist auch der auf sie einwirkende oxidative Stref
nicht einheitlich. Demgegeniiber garantiert die Zucht im Labor gleichartige Bedingungen

fiir alle untersuchten Tiere.

Die Anderung der Aktivititen der am Oxidationsschutz beteiligten Enzyme mit
zunehmenden Alter von Sepia officinalis waren fiir jedes Enzym spezifisch. Wiahrend die
SOD-Aktivitit sowohl in der Mantelmuskulatur als auch im Kiemengewebe der ltesten
Tiere (12 Monate) signifikant gegeniiber den Aktivititen in den Geweben der jlingsten
Tiere (1,5 Monate) erhoht war, konnte fiir die GPX nur in den Kiemen eine signifikante
Aktivititssteigerung beobachtet werden. Im Gegensatz dazu sank die Aktivitdt der
Katalase in der Mantelmuskulatur dlterer Tiere sogar bis auf nicht mehr nachweisbare
Werte ab, wohingegen fiir die GR keine altersabhidngige Aktivititsinderung festgestellt
werden konnte (Abb. 10; Publikation IV). Ein #hnlich diverses Bild findet sich auch in
der Literatur. Buchner et al. (1996) zeigten z. B. fiir den Wattwurm Arenicola marina,
daB die GR-Aktivitit in jiingeren Tieren hoher war als in &lteren, wihrend sich bei den
dlteren die Aktivitdt der Katalase gegeniiber den jiingeren Tieren erhohte. Dagegen nahm
bei Mytilus edulis die Katalaseaktivitit bei alten Tieren ab (Viarengo et al. 1991a), und in
den Geweben der Stubenfliege Musca domestica sank mit zunehmendem Alter sowohl die
SOD- als auch die Katalaseaktivitit (Sohal et al. 1983). Im Gegensatz dazu wiesen die
Aktivititen von Katalase, GR und GPX in der Leber des Frosches Rana perezi keine
Altersabhingigkeit auf (Lépez-Torres et al. 1991).

Die in den Geweben von Sepia officinalis beobachtete Aktivititszunahme der SOD mit

zunehmendem Alter der Tiere (Abb. 10; Publikation IV) kénnte bedeuten, daf3 ein Schutz
gegen eine erhohte Superoxidproduktion nétig ist (Rady 1993; Parihar et al. 1997). Eine
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Abb. 10 Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten oxidativen und
antioxidativen Prozesse sowie deren Verdnderung mit zunehmendem Alter von Sepia officinalis. Superoxid
(02%) wird durch die Superoxid-Dismutase (SOD) zu H,0, umgesetzt, das durch die Katalase oder die
Glutathion-Peroxidase (GPX) abgebaut wird. Die Glutathion-Reduktase (GR) iiberfithrt oxidiertes
Glutathion (GSSG) wieder in die reduzierte Form (GSH). Dies steht dann der GPX wieder zur Verfiigung.
Die Bildung von Radikalen kann zur Lipidperoxidation fiihren, wodurch Malondialdehyd und Lipofuscin
entstehen. Die in den jungen Sepien (1,5 Monate) gemessenen Aktivititen und Konzentrationen werden
als Ausgangswert betrachtet (A). Die Anderung dieser Parameter in den #ltesten Tieren (12 Monate) werden
in (B) durch eine Verdnderung der SchriftgroBe dargestellt. Wihrend die Katalaseaktivitdt sank und die
Aktivitdt der GR unverindert blieb, stiegen die Aktivititen von SOD und GPX an. AuBerdem konnte eine
Zunahme der Konzentrationen von Malondialdehyd und Lipofuscin beobachtet werden. Die
Konzentrationen von Superoxid und Wasserstoffperoxid im Gewebe wurden nicht gemessen, jedoch sollten
die Aktivitdtsdnderungen der Oxidationsschutzenzyme einen EinfluB auf die Konzentrationen haben. Dies
wird durch die Fragezeichen angedeutet. (Erstellung der schematischen Darstellung nach den Daten aus
Publikation IV).
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Zunahme der SOD-Aktivitdt aufgrund erhohter Radikalbildung wurde bei der Mies-
muschel Mytilus edulis gefunden (Livingstone et al. 1990). Moglicherweise ist dies ein
Hinweis darauf, daB wie bei anderen Arten (z. B. Sohal et al. 1983; Sawada und Carlson
1987; Farmer und Sohal 1993) auch bei Sepia officinalis Alterung mit einer Erhdhung der
Radikalproduktion verbunden ist. Da die SOD Superoxid zu H,O, umsetzt und zusammen
mit der Aktivititssteigerung der SOD in den alten Sepien eine drastische Abnahme der
Katalaseaktivitiit zu beobachten war (Abb. 10; Publikation IV), wére eine Zunahme der
intrazelluldren H,O,-Konzentration zu erwarten. Auflerdem war die Aktivitét der ebenfalls
Wasserstoffperoxid umsetzenden GPX 800fach gegeniiber der maximalen Katalase-
aktivitdt erniedrigt (Publikation IV), somit kann dieses Enzym den Aktivititsverlust der

Katalase mit zunehmenden Alter vermutlich nicht kompensieren.

Eine Erhohung des oxidativen Stresses mit zunehmenden Alter sollte durch die Zunahme
oxidativer Schiden erkennbar sein, u. a. durch die Akkumulation von Malondialdehyd
und Lipoefuscin. Tatsdchlich konnte sowohl in der Mantelmuskulatur als auch im Gehirn
von Sepia officinalis eine signifikante Erhthung der Lipofuscinkonzentration in den
dltesten Tieren beobachtet werden (Publikation IV). Eine solche altersabhéngige
Akkumulation von Lipofuscin wurde auch fiir verschiedene Krebse (Nicol et al. 1991;
Sheehy et al. 1994, 1995), Fische (Vernet et al. 1988) und Insekten (Sohal und Donato
1978; Sohal 1981a, b) gefunden. Die Anreicherung von Lipofuscin erfolgt
wahrscheinlicii nicht kontinuierlich. Bei Krebsen scheint bedingt durch eine Erniedrigung
der Stoffwechselrate bei ilteren/groBeren Tieren eine Verlangsamung der Lipofuscin-
akkumulation stattzufinden (Sheehy 1990, 1992). Auflerdem wurden fiir den aus-
tralischen FluBkrebs Cherax quadricarinatus Fluktuationen in der Akkumulationsrate
gefunden, die wahrscheinlich auf saisonale Schwankungen abiotischer Parameter zuriick-
zufithren sind (Sheehy et al. 1994). Eine solche saisonale Oszillation wurde in der
Muschel Mytilus edulis auch fiir die Malondialdehydkonzentration gemessen (Viarengo et
al. 1991b). Weiterhin scheint die Anreicherung von MDA nicht eindeutig mit dem Alter
zusammenzuhingen. Wihrend die MDA-Konzentration in der Mitteldarmdriise der
Miesmuschel Mytilus edulis in den idlteren Tieren signifikant hoher lag als in jungen
Tieren (Viarengo et al. 1989, 1991a), wurden in der Leber und den Nieren von élteren
Ratten sogar geringere Konzentrationen gemessen als in jingeren (Cand und Verdetti
1989). Auch in den Geweben von Sepia officinalis zeigte sich kein klarer Zusammenhang
zwischen der MDA-Konzentration und dem Alter (Abb. 11; Publikation IV). In den
Kiemen war die MDA-Konzentration bei den iltesten gegeniiber den jlingsten Sepien
signifikant hoher, wihrend in der Mantelmuskulatur ein signifikanter Anstieg der MDA-
Konzentration nur bei den 10 Monate alten Tieren beobachtet werden konnte. In den
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dltesten Tieren war die Konzentration dagegen nicht hoher als in den jiingeren Tieren.
Moglicherweise bewirkte der stindige Kontakt der Kiemen mit sauerstoffreichem Wasser
eine anhaltende Produktion von Malondialdehyd. Die beobachtete Abnahme der MDA-
Konzentration in der Mantelmuskulatur ist eventuell darauf zuriickzufiihren, dal MDA zu
Lipofuscin weiter reagiert. Entsprechend war die Lipofuscinkonzentration im Mantel-
gewebe der dltesten Tiere am hochsten. Die bisherigen Untersuchungen zeigen allerdings
noch nicht, welche MDA- bzw. Lipofuscinkonzentrationen eine irreversibel Schidigung
bedeuten. Daher kann nicht abschliefend geklirt werden, ob diese Prozesse signifikant zu
der kurzen Lebenserwartung der Cephalopoden beitragen.
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Abb. 11 Anderung der Malondialdehydkonzentration in der Mantelmuskulatur und im Kiemengewebe
von Sepia officinalis in Abhéngigkeit vom Alter der Tiere (* - signifikant verschieden von den 1,5
Monate alten Tieren; + - signifikant verschieden von den 2,5 Monate alten Sepien; Mittelwerte + SD;
Zahlen an den Fehlerbalken = n).

Die fiir die Cephalopoden gewonnen Daten stimmen mit der Hypothese iiberein, daf}
moglicherweise die Bildungsrate von Radikalen einen gréBeren EinfluBl auf die Alterung
hat als die begrenzte Kapazitit des Oxidationsschutzes (Sohal et al. 1990a). Dies zeigte
sich auch in Untersuchungen an mehreren Sdugetierarten, bei denen die H,O,- und die
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Superoxidanionradikalbildung in den Mitochondrien negativ mit der maximal mdglichen
Lebensspanne der untersuchten Arten korreliert. Die Tiere mit der kiirzesten Lebens-
spanne und gleichzeitig auch mit den hoheren Stoffwechselraten bildeten die grofiten
Mengen an ROS (Sohal et al. 1989, 1990b; Ku et al. 1993). Das fiir Sepia officinalis
gefundene Enzymmuster trigt eventuell zu einer ErhShung der Radikalbildung mit
zunehmenden Alter bei. Es wird angenommen, daB eine relativ hohe SOD-Aktivitat
zusammen mit verhaltnismiBig niedrigen Aktivitdten der Katalase und GPX nicht nur zu
einer Erh6hung der intrazelluldren H,O,-Konzentration fiihrt, sondern auch zu der
" Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals (Chance et al. 1979; Sohal 1991). Eine
besondere Bedeutung kommt moglicherweise der Katalase zu. So zeigte sich in der Leber
des Frosches Rana perezi keine altersabhingige Anderung der Katalaseaktivitit,
gleichzeitig auch keine Anderung der MDA-Konzentration (Lépez-Torres et al. 1991). Im
Gegensatz dazu sank in den Geweben von Sepia officinalis die Katalaseaktivitit, wihrend
die oxidativen Schidden zunahmen, angezeigt durch hohe MDA-Konzentrationen in den
Kiemen und erhohte Lipofuscinkonzentrationen in der Mantelmuskulatur und im Gehirn
(siche oben). Allerdings werden nicht nur Lipide, sondern auch Proteine und
Nukleinsduren durch Radikale geschidigt. Besonders eine Schiadigung von Proteinen
kann bedeutsam sein, da die hohen Wachstumsraten der Cephalopoden durch eine hohe
Proteinsyntheserate und -retention bei nur geringem Proteinabbau erreicht werden, wie es
fiir Octopus vulgaris gezeigt werden konnte (Houlihan et al. 1990). Da der Proteinumsatz
u. a. zur Eliminierung beschédigter Proteine dient (Hershko und Ciechanover 1982),
kénnte der relativ geringe Proteinabbau zur frithen Seneszenz der Cephalopoden beitragen
(Houlihan et al. 1990).

4.4 Ausblick: Temperatur und Sauerstoff als limitierende Faktoren fiir

Cephalopoden

Oxidative und antioxidative Prozesse konnen durch Fluktuationen abiotischer Faktoren
wie Temperatur und Saverstoffverfiigbarkeit beeinflut werden. Hypoxe Bedingungen
fithren dazu, dafl in der Atmungskette der Mitochondrien Sauerstoff als terminaler
Elektronenakzeptor fehlt. Als Folge davon nimmt der Anteil der reduzierten, elektronen-
libertragenden Komponenten der Elektronentransportkette zu und es entsteht ein
“reduktiver Streff”, bei dem die Konzentration der potentiellen Elektronendonatoren
erhoht ist. Diese Akkumulation von Redoxidquivalenten kann zu einer erhdhten ROS-
Bildung fithren, wenn bei Wiederzufuhr von Sauerstoff die Elektronen direkt auf diesen
Uberfiihrt werden (Jones 1985; Halliwell und Gutteridge 1989).
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Ein Temperaturanstieg fiihrt zu einer Erhhung der Stoffwechselrate. Ein gestiegener
Sauerstoffverbrauch sollte eine vermehrte Radikalbildung in den Mitochondrien zur Folge
haben, da ungefihr 2 - 3% des veratmeten Sauerstoffes in der acroben Zelle zu Superoxid
und H,0, umgesetzt wird (Sohal und Weindruch 1996). Somit kdnnten hohe
Temperaturen zu einer vermehrten Freisetzung von ROS fithren und auf diese Weise das
Risiko oxidativer Schiden steigern (Abele et al. 1998). Diese Zusammenhinge zwischen
den abiotischen Faktoren Temperatur und Hypoxie und der Radikalbildung konnten
bedeuten, daB speziell Arten aus Lebensrdumen mit fluktuierenden Umweltparametern,
z. B. Lolliguncula brevis und Sepia officinalis, im besonderem Ausmal} oxidativem Stref3
ausgesetzt sind. Im Gegensatz dazu leben die antarktischen Cephalopoden in einem
Lebensraum, der durch stabile, niedrige Temperaturen gekennzeichnet ist. Die niedrige
Stoffwechselrate, die fiir den Oktopoden Pareledone charcoti gemessen wurde, konnte
bedeuten, daB der Sauerstoffpartialdruck im Blut gering gehalten werden kann. Auf diese
Weise wiirde eine Minimierung des oxidativen Stresses erreicht.

Das Hidmocyanin der Kalmare ist mit seiner extremen pH-Abhéngigkeit auf eine effiziente
arterielle Beladung und vollige venose Entladung ausgelegt. Auf diese Weise kann das
Himocyanin zu den hochsten gemessenen Sauerstoffverbrauchsraten mariner Ever-
tebraten beitragen. Schon unter Kontrollbedingungen und nicht erst wihrend Phasen
grofler Aktivitit erfolgt eine maximale Abgabe des Sauerstoffes vom Himocyanin
(Portner 1994a, b). Die maximale Nutzung des verfiigbaren Sauerstoffes deutet darauf
hin, da die Verfiigbarkeit von Sauerstoff zu einem limitierenden Faktor werden kann
(Hochachka 1994; Portner 1994a). Aus diesem Grund wird angenommen, daf3 Kalmare
die am wenigsten gegeniiber Hypoxie toleranten Cephalopoden sind (Pdrtner und
Zielinski 1998). Fiir den Kalmaren Lolliguncula brevis haben die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente gezeigt, da3 diese Art durchaus in der
Lage ist, eine moderate Hypoxie (19,3 bis 6,6 kPa) fiir mindestens 2 Stunden zu
tolerieren. Im Unterschied zu anderen marinen Evertebraten und Fischen tragen allerdings
schon relativ frith, d. h. bei einem verhdltnismiBig hohen Sauerstoffpartialdruck im
Bereich von 7,9 bis 9,4 kPa, anaerobe Prozesse zur Energieversorgung bei. Das
Einsetzen des anacroben Stoffwechsels wurde auch nach Uberschreiten der oberen
kritischen Temperaturen beobachtet. In diesem Fall ist nicht die Verfiigbarkeit von
Sauerstoff in der Umgebung limitierend, sondern vermutlich die Unzuldnglichkeit von
Ventilation und Kreislauf, geniigend Sauerstoff zu den Geweben zu transportieren
(Portner et al. 1998). Diese Zusammenhinge deuten daraufhin, daB die Lage des
kritischen Po, von der Temperatur abhidngt und umgekehrt auch die Toleranz gegeniiber
fluktuierenden Temperaturen eng mit der Hypoxietoleranz verbunden ist. Tatsdchlich
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konnten solche Zusammenhénge in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden. Die obere
letale Temperatur des Hummer Homarus americanus verschob sich zu niedrigeren
Temperaturen, wenn der Sauerstoffpartialdruck im Wasser abnahm (McLeese 1956). Bei
mehreren Krebsarten fiihrte eine Temperaturerhohung zu einer Abnahme der
Hypoxietoleranz (Taylor et al. 1977; Cowles et al. 1991). Eine kurzfristige Inkubation
von Karpfen (Cyprinus carpio) unter hypoxen Bedingungen bewirkte eine Abnahme der
Phosphagenkonzentration in der Muskulatur, die nach Ende der Hypoxie innerhalb von 2
Stunden wieder den Ausgangswert erreichte. Wurden die Fische vor der hypoxen
Inkubation zusitzlich einem Temperaturstre (Temperaturerhohung von 25 auf 33 °C)
ausgesetzt, so war selbst nach 6 Stunden der Kontrollwert des Phosphagens noch nicht
wieder erreicht. Eine vierwochige Akklimation an 33 °C fiihrte zur Wiederherstellung der
urspriinglichen Erholungsfdhigkeit (Borger et al. 1998). Diese Beziehung zwischen
Hypoxie- und Temperaturtoleranz scheint besonders flir den Kalmaren Lolliguncula
brevis bedeutsam zu sein, da diese Art in einem Lebensraum mit saisonal fluktuierenden
Umweltparametern lebt. Der fiir diese Art gefundene kritische Po, von 7,9 bis 9,4 kPa
wurde bei einer Temperatur von 20 °C bestimmt. Im natiirlichen Lebensraum dieses
Kalmaren treten hypoxe Bedingungen besonders in den Sommermonaten auf, wenn
gleichzeitig auch die Temperaturen am hdchsten sind (Gunter 1950; Livingston et al.
1976). Selbst unter Beriicksichtigung der Tatsache, daf} eine gewisse Anpassung an
sommerliche Temperaturen stattfindet, wird sich vermutlich eine Abnahme der Hypoxie-
toleranz einstellen. Auflerdem wird die kritische Temperatur, die schon unter normoxen
Bedingungen nur gerade oberhalb der im Lebensraum auftretenden Temperaturen liegt,
unter hypoxen Bedingungen niedriger liegen. Im Hinblick auf die Umgebungsparameter
von Lolliguncula brevis legen diese Ergebnisse nahe, daf} diese Kalmare an den Grenzen
ihrer physiologischen Moglichkeiten agieren (Pértner und Zielinski 1998).
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