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Gefrierschutzsubstanzen bei Fischen der Polarmeere und ihre
Bedeutung fiir Evolution und Okologie

Von Andreas P.A. W6hrmann*

Zusammenfassung: Bei allen notothenioiden Fischen der Antarktis und
gadiformen Fischen der Arktis wird ein Gefrieren durch das ., Antifreeze
Glykopeptid“ (AFGP) verhindert. Diese Gefrierschutzmakromolekiile sind aus
Polymeren von H,N[Ala-Ala(B-galactosyl(1->3)a-N-Acetylgalacto-
samin)Thr] Ala-Ala-COOH aufgebaut. Vertreter der Liparididae, Zoarcidae,
Cottidae und Pleuronectidae synthetisieren nicht-glykosylierte Gefrier-
schutzsubstanzen, die ,,Antifreeze Peptide” (AFP). Am Beispiel des antark-
tischen Silberfisch Pleuragramma antarcticum konnte gezeigt werden, dafl die
Synthese der Gefrierschutzsubstanzen nicht wie bislang angenommen kontinu-
ierlich ablduft, sondern vermutlich tiber die Wassertemperatur gesteuert wird.
Dariiberhinaus konnte ein neuartiges Glykopeptid isoliert und charakterisiert
werden, das ,,Pleuragramma-Antifreeze Glykopeptid* (PAGP). Die Konzentra-
tionen von Gefrierschutzsubstanzen sind abhingig von der Wassertemperatur,
der Tiefenverbreitung und dem Lebenszyklus der Art, sowie seiner Phylogene-
se. Der Nachweis von AFGP bei Perciformen der Antarktis und Gadiformen der
Arktis und Antarktis veranlaf3t zu der Annahme, dafl es vor der Trennung der
Kontinente ein ,,precursor*-Glykopeptid gegeben haben muB und da® bei eini-
gen Arten der Gefrierschutz als Relikt vergangener Eiszeiten gewertet werden
kann. Die weite Verbreitung und grofie Heterogenitét der AFPs hingegen geben
Anlaf} zu der Annahme, daf3 die Peptide das Resultat von Stressantworten auf
immer wieder auftretende ,,cold shock®-Ereignisse sind.

Summary: In the blood of Antarctic notothenioid and Arctic gadiform fishes,
freezing is inhibited by antifreeze glycopeptide macromolecules (AFGP). These
antifreeze molecules are built up of repeating tripeptide units (Ala-Ala-Thr),,
to which the disaccharide B-D-galactosyl-(1->3)a-N-acetyl-D-galactosamine is
linked through the hydroxyl oxygen of the threonyl residue. Species of
Liparididae, Zoarcidae, Cottidae and Pleuronectidae synthezise only
unglycosylated antifreeze peptides (AFP). It could be demonstrated for the
Antarctic silverfish Pleuragramma antarcticum that the synthesis of AFGP is
not constitutive but rather regulated by water temperature. Moreover a novel
glycopeptid was isolated and characterised from P. antarcticum, the
WPleuragramma-antifreeze glycopeptid” (PAGP). The level of antifreeze con-
centration was dependent on the ambient water temperature, the depth of dis-
tribution, the life cycle and the evolution of the species. Surprisingly, detectable
AFGPs in perciform fish of the Antarctic and gadiform fish of the Arctic and
Antarctic could illustrate, that before the continental drift occurred a precursor
glycopeptid existed, and that the existence of freezing resistance in some spe-
cies reflects the past glaciation. The wide distribution and high heterogeneity
of AFPs point to the assumption that these peptides are results of cold shock
stress responses.

1. EINLEITUNG

Die Ozeane der Arktis und Antarktis unterscheiden sich grund-
legend in ihrer Entstehungsgeschichte. Urspriinglich war die
Antarktis Teil des Urkontinents Gondwana. Mit ausgehendem
Mesozoikum, vor etwa 120 Mio. Jahren, brach dieser Urkon-
tinent auseinander, die Antarktisplatte driftete siidwérts und
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kiihlte in mehreren Phasen ab (KenngrT 1977). Die letzte Ver-
bindung zum alten Kontinent brach im Oligozén vor 28-23 Mio.
Jahren auf (Evvior 1985), der zirkumantarktische Ozean ent-
stand. Das Alter des arktischen Okosystems ist weitaus gerin-
ger. Der Ozean ist nicht isoliert, sondern erhélt stindigen Aus-
tausch mit Wassermassen aus dem Atlantik. Auflerdem besteht
eine Anbindung antarktischer Schelfe an boreale Schelfgebie-
te.

Die Fischfaunen der Antarktis und Arktis unterscheiden sich
dementsprechend in ihrer Artenzusammensetzung, Diversitit
und Biomasse. Die Fischfauna der Antarktis ist charakterisiert
durch eine Unterordnung der Perciformes, die Notothenioidei,
deren Entwicklung vor ungefihr 50 Mio. Jahren begann (AN-
DERSEN 1984, ANDRIASHEV 1987). Die Arten dieser Unterordnung
sind heute in der Antarktis dominierend. Sie machen tiber 50 %
aller Fischarten (DEWITT 1970) und mehr als 90 % der Biomasse
aus (Kock 1992). Sie besetzen fast alle Nischen des Okosystems,
die unterschiedlichsten Lebensrdume des Ozeans, die in ande-
ren Teilen der Weltmeere durch verschiedene Fischordnungen
eingenommen werden. Im Gegensatz dazu besteht in der Ark-
tis, bedingt durch das Stromsystem, ein sténdiger Austausch der
Fischpopulationen mit denen borealer Gewésser. Hier sind nur
wenige ,echte arktische Arten zu nennen, die nordlich der
Kontinente im Arktischen Becken vorkommen. Dazu zdhlen
einige Gadidae, Cottidae und Liparididae.

Bei den Teleosteern der polaren Ozeane und der im Winter kal-
ten Kiistengewdésser der geméBigten nordlichen Zone findet man
im Blutplasma grofie Mengen spezieller Proteine, die den Ge-
frierpunkt des Plasmas um mehrere Grad senken. Da Meer-
wasser bei etwa -1,9 °C gefriert, das Blutplasma der meisten
marinen Teleostei seinem Gehalt an gelosten Substanzen ent-
sprechend jedoch schon bei ca. -0,8 °C, stiinden weite Bereiche
der kalten Meere den Teleosteern ohne diese Anpassung nicht
als Lebensraum zur Verfiigung. Uberraschenderweise gibt es
mehrere Typen solcher Gefrierschutzpeptide, die trotz gleicher
Wirkung ganz unterschiedliche Strukturen haben (ANANTHA-
NARAYANAN 1989).

Der eine Typus sind Glykopeptide, wobei zwischen dem AFGP
(,,antifreeze glycopeptid*) und PAGP (,,Pleuragramma-antifree-
ze glycopeptid®) unterschieden werden mufl. Das AFGP konn-
te aus den meisten daraufhin untersuchten antarktischen Noto-
thenioidel (DEVRIES 1988, WonrRMANN 19964, 1997a) isoliert
und charakterisiert werden, sowie aus fiinf arktischen Arten, die
alle der Familie der Gadidae angeh&ren (FLETCHER et al. 1982b,
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GobparD et al. 1992, Hew et al. 1981, Osuca & Feeney 1978,
Raymon et al. 1975, VAN Vooruigs et al. 1978). Es handelt sich
um Serien von meist acht Polypeptiden unterschiedlicher Gro-
Be zwischen 2,4 und 34 kDa, von denen die grofieren nur aus
den Bausteinen Alanin, Threonin, Galaktose und N-Acetylga-
laktosamin bestehen und repetitiv aus glykosylierten Tripepti-
den aufgebaut sind (Abb. 1). Dagegen enthalten die kleineren
Polypeptide zusitzlich Prolin, bei Eleginus und Microgadus
auch Arginin. Thre Sequenzen aus 14-17 Aminos#uren sind nach
dem Tripeptidschema der grofieren aufgebaut, enthalten jedoch
an ein oder zwei Positionen anstelle des Alanin ein Prolin (Busa
et al. 1984). Diese kleinen Polypeptide sind fiir sich allein fast
ohne gefrierpunktserniedrigende Wirkung, vermogen aber die
Wirkung der grofieren zwei- bis achtfach zu verstirken (Bur-
cHaM et al. 1986). Das PAGP dagegen konnte bislang nur aus
Pleuragramma antarcticum isoliert werden, und ist durch eine
der Hyaluronsédure dhnliche Kohlenhydratstruktur charak-
terisiert. Der Peptidanteil, der nur ca. 5 % des 120 kDa grofien
Proteoglykan ausmacht, ist sehr heterogen aus verschiedenen
Aminosauren aufgebaut (WOHRMANN et al. unverdffentl.).

Der zweite Typus von Gefrierschutzpeptiden ist frei von Koh-
lenhydraten. Diese AFPs (,antifreeze peptides™) sind vor allem
aus Fischen der nordlichen Meere bekannt, wie den Pleuronec-
tidae, den Osmeridae, den Cottidae, den Zoarcidae und den Li-
parididae. Auch die AFPs sind kleine Molekiile von 3,3-17 kDa,
sonst aber in zahlreichen chemischen und biologischen Eigen-
schaften von den AFGPs und dem PAGP verschieden; sie wer-
den oft nur in der kalten Jahreszeit synthetisiert; sie enthalten
ein komplexeres Aminosdurenspektrum; sie differieren nicht nur
in der Aminoséurensequenz, sondern auch in der Sekundér- und
Tertidrstruktur (DEVRIES 1988). Im Gegensatz zu der bei allen
Arten fast gleichen stereotypen Struktur der AFGPs zeigen die
AFPs grofie artspezifische Differenzen (Li et al. 1985).

PAGP

(@ Asparagin

Hyaluronséure

Glutamin
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Literaturangaben zur Folge konnten beim pelagischen antark-
tischen Silberfisch Pleuragramma antarcticum (HASCHEMEYER
& JannascH 1983) und bei einigen anderen Notothenioidei (u.a.
Lepidonotothen kempi) kein Gefrierschutz nachgewiesen wer-
den (DEVRIES & Liv 1977, Eastman 1990). Populationen von
Pleuragramma fithren jedoch wihrend eines Lebenszyklus ver-
tikale Wanderungen im siidostlichen Weddellmeer durch, und
kommen dabei mit sehr unterschiedlich teniperierten Wasser-
massen und Eis in Berlihrung. Die Larven sind im kalten, mit
Pléttcheneis beladenen, Oberfldchenwasser (< -1,8 °C) verbrei-
tet, die Juvenilen halten sich dagegen bevorzugt im wirmeren
Wasser (> -0,5 °C) der Ostwinddrift auf. Die Adulten schlief3-
lich leben auf dem Schelf bei Wassertemperaturen unter -2,0 °C
(HusoLp 1985, 1990, HusoLb & Tomo 1989). Auch von ande-
ren Arten ist bekannt (z.B. L. kempi, Cryodraco antarcticus,
Gymnoscopelus opisthopterus, nicht-Notothenioidei), daB} sie
wihrend eines Lebenszyklusses Wassermassen unterschiedli-
cher Temperaturen aufsuchen, einige Arten fithren vertikale
Wanderungen innerhalb eines Tages durch (Gon & HEEMSTRA
1990, WoHRMANN & ZIMMERMANN 1992); eine potentielle Ge-
frierresistenz sollte demnach von allen Fischen der Polarmeere
gefordert werden.

Aus diesen Griinden liegen die Schwerpunkte der hier vor-
gestellten Untersuchungen zum Gefrierschutz polarer Fische auf
- der weitgehend isolierten Fauna des Weddellmeers und der
Hocharktis,

- der Vervollstindigung bereits existierender Daten,

- dem Vergleich von Daten mit engem Bezug zur Lebensweise
der Fische und

- der Interpretation im Zusammenhang mit der Evolution der
(endemischen) Fischfamilien.

Abb. 1: Modell der Sekundérstruktur des Gefrierschutzglykoproteins AFGP der
Notothenioidei und der Gadidae, sowie die des Pleuragramma-Gefrier-
schutzproteoglykans PAGP. Das AFGP besteht aus Peptiden mit der Sequenz
Alanin-Alanin-Threonin. Jedes Threonin bindet ein Disaccharid. In den nieder-
molekularen AFGPs 6-8 (MW 7900 - 2668 Dalton) ersetzt ein Prolin das Ala-
nin an der Position eins des Tripeptids. Das Geriist des PAGP ist ein Hyaluron-
sdure-Typ, der aus D-Glucoronséure und N-Acetylglucosamin mit einer B(14£3)
glykosidischen Bindung aufgebaut ist. Die Peptide sind vermutlich N-glycosi-
disch iiber das Asparagin bzw. Glutamin an den Zucker gebunden. Beachte, daf3
die hydrophobe stabartige Struktur des AFGP-Polypeptidgeriists mit den hydro-
philen Disaccharidanhdngen eine eindimensionale Form erzeugt, die mit der
Eisoberfliche interagieren kann. Verdndert nach WOHRMANN (1997b).

Fig. 1: Model of the secondary structure of the antifreeze glycopeptides (AF-
GPs) of notothenioids and gadids and of the Pleuragramma-antifreeze glyco-
peptide (PAGP). The AFGP consists of amino acids in the sequence [alanyl-ala-
nyl-threonine] . Each threonine is joined to a disaccharide through a glycosid-
ic linkage. In low molecular weight AFGPs 6-8 (MW 7900 - 2668 dalton), pro-
line is periodically substituted for alanine at position one of the tripeptide. The
PAGP with the disaccharide unit hyaluronic acid consists of D-glucoronic acid
and N-acetyl-D-glucosamine with a B(143) glycosidic linkage. The peptides
are presumably linked to the glycan by asparagine through a N-glycosidic link-
age. Note that the hydrophobic rod-like structure of the AFGP polypeptide back-
bone with the hydrophilic disaccharide appendages form a one-dimensional
array capable of interacting with the ice surface. Redrawn from WOHRMANN
(1997b).



2. MATERIAL UND METHODEN

Die Fische wurden mit dem kommerziellen Grundschleppnetz
(GSN), dem benthopelagischen Trawl (BPN) und dem Agassiz-
trawl (AGT) wihrend verschiedener Polarstern-Expeditionen
in die Antarktis und Arktis gefangen. Der Grofteil der Fische
stammt vom Weddellmeer vor Halley Bay und Vestkapp, so-
wie vom Lazarevmeer zwischen Kap Norvegia und Astrid-Riik-
ken. Die stidlichste Station lag bei 76° 08' S und 28° 23' W, die
nordlichste bei 69° 40' S und 00° 51" E. Es wurde in Tiefen
zwischen 161 m (Lazarevmeer) und 2000 m (Halley Bay) ge-
fischt. Die arktischen Fische wurden in der Region um Nord-
ost-Gronland gefangen. Die Stationen lagen zwischen 77° 59'
N, 15°25' W und 81° 48' N, 10° 52' W in Tiefen von 91-491
m. Genaue Angaben zu den Stationen mit Position, Wassertie-
fe, Wassertemperatur und Fangzusammensetzung sind den
Fahrtberichten ArRNTZ et al. (1990), BaTamANN et al. (1992) und
Krause (1991) zu entnehmen.

Die Fische wurden direkt nach dem Fang sortiert, zum grofien
Teil bestimmt und vermessen. Als Bestimmungsschliissel dien-
ten die FAO Species Identification Sheets (Fiscuer & HUREAU
1985), ,,The Fishes of the Southern Ocean® (Gon & HEEMSTRA
1990) und ein von Kock (unpubl.) zusammengestellter Schliis-
sel. Es wurde die Totalldnge und die Standardldnge (auf den
néchsten unteren cm) gemessen und das Total- und Schlacht-
gewicht bestimmt (auf 1 g genau). Es wurden sowohl Ganzfi-
sche als auch Leber und Blutserum getrennt bei -30 °C tiefge-
froren.

Die weitere Bearbeitung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr.
Haselbeck, Boehringer Mannheim GmbH, in den biotechnolo-
gischen Forschungslabors in Penzberg. Die Proben wurden mit
Ethanol extrahiert, mit TCA geféllt und mittels der DEAE-Anio-
nenaustauschchromatographie aufgereinigt (Abb. 2). Mit der
reversed-phase HPLC* konnten die Gefrierschutzsubstanzen
rein dargestellt werden. Die gereinigten und lyophylisierten
Gefrierschutzproteine wurden gewogen (mg), und ihr Gehalt im
Ganzfisch (mg/kg Frischgewicht FRG oder % FRG) bzw. im
Blutserum (mg/ml) berechnet.

Die lyophilisierten (Glyko)Peptide wurden daraufhin auf ihre
Primar- und Sekundérstruktur hin untersucht. Die Kohlen-
hydrate wurden, soweit vorhanden, von dem Peptid getrennt,
und anschlieend auf ihre Struktur und Zusammensetzung mit
der ,high performance anion exchange chromatography with
pulsed amperometric detection” (HPAEC-PAD) analysiert. Die
Aminosdurenzusammensetzung und die Aminosdurensequenz
wurden bestimmt. Das Molekulargewicht wurde mit der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page), der Kapil-
larelektrophorese (CE), der Plasma Desorption-Massen Spek-
trometrie (PD-MS) und der HPL.C-gekoppelten Lichtstreuung
(MALLS) bestimmt. Die Sekundérstruktur wurde mit Hilfe der
Spektralfluorimetrie und dem Circular Dichroismus (CD) un-
tersucht, zur Bestimmung der thermalen Hysterese, d.h. der
Gefrierschutzaktivitit, wurde die Differential Scanning Calori-
metrie (DSC) angewendet. Genauere Angaben sind den Arbei-
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Abb. 2: Elutionsprofil der DEAE-Anionenaustauscherchromatographie der Ge-
frierschutzsubstanzen aus Lepidonotothen kempi und Bathydraco marri. Akti-
ve Fraktionen, gemessen mit der Differential Scanning Calorimetrie DSC, wur-
den gepoolt und Iyophilisiert. Nur der erste Peak (I) enthilt das AFGP mit dem
Disaccharid Gal-GalNAc, die weiteren Peaks (I - IV) zeigen Antifreeze Pepti-
de (AFP).

Fig. 2: Elution profile on DEAE anion-exchange HPLC of antifreeze substances
of Lepidonotothen kempi and Bathydraco marri. Active fractions, as measured
by differential scanning calorimetry DSC, were pooled and lyophilized. Only
the first peak (I) contains the AFGPs with the disaccharid Gal-GalNAc, further
peaks (II - IV) indicate antifreeze peptides (AFP).

ten von WOHRMANN (1993, 1995, 1996a) und WOHRMANN &
HaseLBeck (1992) zu entnehmen.

3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Das AFGP arbeitet bei pelagischen und benthopelagischen
Notothenioidei effektiver als das der benthischen Arten.

In Tab. 1 fillt auf, daB trotz gleicher Peptidkonzentration die
thermale Hysterese der Gefrierschutzsubstanzen sehr unter-
schiedlich ist. Bei L. kempi z.B. betrdgt die maximale thermale
Hysterese 0,52 °C, bei P. antarcticum dagegen 1,20 °C bei der
selben Peptidkonzentration (20 mg/ml). Die AFGP 1-4 von D.
mawsoni zeigen eine deutlichere Hysterese als die AFGP 5-8
(Abb. 3). Um diesen Zusammenhang zu verstehen, ist eine Dis-
kussion der moglichen Mechanismen der Gefrierschutzwirkung
notig.
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Fischart AF-Typ %FRG TH Serum  Fangregion ¢ Temp.  Verbreitung Lebensweise  Quelle
ANTARKTIS [°C] THI[°C] [°C] [m]

Nototheniidae

Gobionotothen gibberifrons  AFGP  0,0270 n.d. n.d. Elephant Island -1/+1 5- 750 benthisch *
Notothenia coriiceps AFGP  nd. n.d. n.d. Balleny Islands -1/+1 0- 550 benthisch 1,2,14,33
N. angustata - - - 0 Neuseeland 245 benthisch 1,2,33
Lepidonotothen kempi AFGP  0,0636 0,52 nd. Lasarewmeer -1,2 100- 900 benthisch *

L. larseni AFGP nd. n.d. 0,40 Balleny Islands -1/+1 30- 550 benthisch 1,2,33,39
Aethotaxis mitopteryx AFGP  0,0356 0,89 1,31 Lasarewmeer -1.9 100- 850 pelagisch *
Pleuragramma antarcticum  AFGP  0,0267 1,20 0,97 Weddellmeer -1,9 0- 900 pelagisch *

P. antarcticum PAGP 0,0143 0,12 - *
Dissostichus mawsoni AFGP  0,1053 1,10 1,15 Weddellmeer -1,9 80-1600 pelagisch *1-3,15
D. eleginoides - - - 0 Chile >+5 70-1500 pelagisch 1,2,33
Pagothenia borchgrevinki AFGP  nd. n.d. 1,23 McMurdo -1,9 0- 30 cryopelag. 1,2,15,39
Trematomus bernacchii AFGP  0,1021 1,01 1,12 Weddellmeer -1,9 100- 700 benthisch *2,27,39
T. hansoni AFGP n.d. n.d. 0,95 McMurdo -1,9 5- 550 benthisch 1-3,7,40
T. eulepidotus AFGP  0,1989 1,02 1,02 Weddellmeer -1,8 70- 550 benthopel. *

T. lepidorhinus AFGP  0,1351 0,97 0,97 Weddellmeer -1,9 200- 900 benthopel. *

T. loennbergii AFGP  0,1204 0,95 0,95 Weddellmeer -1,9 60- 830 benthopel. *

T. newnesi AFGP n.d. n.d. n.d. McMurdo -1,9 0- 400 benthisch 1,2,27,33
T. nicolai AFGP  nd. n.d. n.d. McMurdo -1,9 0- 420 benthisch 1,2,33
T. pennellii AFGP  0,3337 1,06 1,26 Weddellmeer -1,9 0-730 benthisch *
Artedidraconidae

Artedidraco orianae AFGP  n.d. n.d. n.d. Ross Meer -1,9 80- 800 benthisch 27

A. loennbergi AFGP  0,0977 0,85 n.d. Weddellmeer -1,9 230- 600 benthisch *
Histiodraco velifer AFGP  n.d. n.d. n.d. Ross Meer -1,9 200- 680 benthisch 27
Dolloidraco longedorsalis AFGP  0,0879 0,81 n.d. Weddellmeer -1,9 200-2250 benthisch *

P. marmorata AFGP  0,1595 0,87 n.d. Weddellmeer -1,9 140-1400 benthisch ®

P. scotti AFGP  0,1627 0,89 n.d. Weddellmeer -1,9 110-1200 benthisch *

P. dolichobranchiata AFGP n.d. n.d. n.d. Ross Meer -1,9 200- 550 benthisch 27
Bathydraconidae

Bathydraco marri AFGP 00,0279 0,85 n.d. Weddellmeer -1,9 300-1250 benthisch

B. marri AFII 0,0651 0,84 n.d. *
Gymnodraco acuticeps AFGP 00,1973 0,90 n.d. McMurdo -1,9 0- 550 benthisch *.1-3,39
Gerlachea australis AFGP  0,1643 0,84 0,91 Weddellmeer -1,9 200- 670 benthisch *
Racovitzia glacialis AFGP  0,1147 0,84 0,92 Weddellmeer -1,9 220- 610 benthisch = 40
Prionodraco evansii AFGP nd. n.d. 0,74 Weddellmeer -1.9 70- 550 benthisch 40
Channichthyidae

Chaenodraco wilsoni AFGP 00,2835 0,57 0.80 Weddellmeer -1,9 200- 800 benthopel. *.40
Chaenocephalus aceratus AFGP  nd. nd. 0,56 Subantarktis -1/+1 5- 770 benthopel. 7,13
Chionodraco myersi AFGP 00,1544 0,89 n.d. Weddellmeer -1,9 200- 800 benthopel. *

C. hamatus AFGP 00,2576 0,80 n.d. Weddellmeer -1,9 0- 600 benthopel. *7.27
C. rastrospinosiis AFGP nd. n.d. 0,80 Subantarktis -1/+1 0-1000 benthopel. 27,40
Cryodraco antarcticus AFGP 00,0920 0,65 n.d. Weddellmeer -1,9 200- 800 benthopel. *
Dacodraco hunteri AFGP  0,0809 1,00  n.d. Lazarewmeer -1,9 300- 800 pelagisch *
Neopagetopsis ionah AFGP  0,0621 0,52 nd. Weddellmeer -1,9 20- 900 benthopel. *
Pagetopsis maculatus AFGP  0,1796 0,94 n.d Weddellmeer -1,9 200~ 800 benthisch *

P. macropterus AFGP 00,2498 0,97 n.d. Weddellmeer -1,9 0- 650 benthisch *
Muraenolepididae

Muraenolepis marmoratus (AFGP) 0,0076 0.56 n.d. Lazarevmeer = +0,5 20-1600 benthisch *
Zoarcidae

Lycodichthys dearborni AFPIII n.d. n.d. 0,78 McMurdo = 40,5 550- 590 benthisch 5,13,39
Pachycara brachycephalum  AFPIII n.d. nd. 042 McMurdo = 40,5 200-1800 benthisch 4
Lycenchelys hureaui AFP 0,0041 =0.1 nd. Lazarevmeer = +0,5 560- 940 benthisch *
Liparididae

Paraliparis somovi AFP 0,0103 0.54 nd. Lazarevmeer = +0,5 400- 850 pelagisch *

P. devriesi n.d. n.d. n.d. 0.08 McMurdo = +0,5 500- 700 pelagisch 39
Myctophidae

Gymnoscopelus opisthopterus AFP 0,0070 =01 nd Lazarevmeer = 40,5 > 500 pelagisch *
Macrouridae

Macrourus holotrachys (AFGP) 0,0031 =0.1 n.d Lazarevmeer = +0,5 150-1100 benthopel. *
Rajidae
Bathyraja maccaini n.d. <0,001 nd.  nd. Lazarevmeer -1/+1 = 500 benthisch *
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Fischart AF-Typ % FRG TH Serum  Fangregion ¢ Temp.  Verbreitung Lebensweise  Quelle
ARKTIS / nord-boreal [°C] TH[°C] [°C] [m]

Gadidae

Arctogadus glacialis AFGP  0,2856 0,63 n.d N/O-Grénland  -1,9/+1 90-490 benthopel. *
Boreogadus saida AFGP  nd. nd. 0,67 Barentsee -1,9/+2 0-100 cryopelag. 12,28
Gadus ogac AFGP n.d. n.d. 1,18 Labrador -1,9/+4 20-150 benthopel. 10

G. morhua AFGP nd. n.d. n.d. Neufundland 0/+6 30-200 benthopel. 26,42
Microgadus tomcod AFGP  n.d. nd. 0,54 New Brunswick benthopel. 25
Eleginus gracilis AFGP  n.d. nd. 0,57 Alaska -1,9/+2 0-100 benthopel. 11,29
Pleuronectidae

Pleuronectes platessa AFP n.d. nd. 0,78 Nordsee 0/+12 0-200 benthisch 40

Pl quadrituberculatus AFPI  n.d. nd. nd. Neufundland 0/+12 0-200 benthisch 8,34-37
Pseudopl. americanus AFP 1 n.d. n.d. 0,50 Neufundland 0/+12 0-200 benthisch 9,24,30
Limanda ferruginea AFPIT  n.d. nd.  nd. Labrador 20-180 benthisch 22,34-37
Cottidae

Icelus bicornis AFP 0,0146 n.d. 0 N/O-Gronland  -1/+1 10-560 benthisch *
Triglops nybelini AFP 0,0137 nd. 0 N/O-Gronland  -1/+1 50-300 benthisch
Myoxocephalus scorpius AFPI nd. nd. 0,60 Labrador 0/+12 0- 60 benthisch 18,19,31
M. aenaeus AFP I n.d. n.d. n.d. Neufundland 0/+12 15- 20 benthisch 20,41
M. scorpiodes AFPI  nd. n.d. n.d. Neufundland 0/+12 0- 30 benthisch 21,34-37
Hemitripterus americanis AFPII n.d. n.d. 0,53 Neufundland 0/+12 0- 50 benthisch 17,32
Zoarcidae

Lycodes polaris AFPIII n.d. nd.  nd Labrador -1/+1 100-300 benthisch 5,8,38
Macrozoarces americanius AFPII n.d. n.d. 0,92 Neufundland 0/+12 benthisch 6,16,38
Liparididae

Liparis fabricii AFP 0,0106 <0,I nd. N/O-Gronland  -1/+1 200 benthopel.
Clupeidae

Clupea harengus harengus AFP n.d. nd. nd Nord-Atlantik ~ 0/+12 0-200 pelagisch 43
Osmeridae

Osmerus mordax AFP n.d. nd. nd. Nord-Atlantik ~ 0/+12 0-150 pelagisch 43

Tab. 1: Zusammenfassung der verfiigbaren Daten tiber Gefrierschutzsubstanzen polarer Fische. AF-Typ = Gefrierschutzsubstanz, TH = thermale Hysterese [°C]
von Blutserum oder Proteinlosung (20 mg/mlb), n.d. = keine Untersuchungen. Angaben zur min/max Tiefe [m], Verbreitung und Lebensweise stammen aus GON
& HEEMSTRA (1990), Fangregion und ¢ Temp [°C] sind den jeweiligen Arbeiten entnommen.

Tab. 1: Summary of available data about antifreeze peptides of polar fish. AF-Typ = antifreeze substance; TH = thermal hysteresis [°C] of blood serum and pep-
tide solution (20 mg/ml); n.d. = not determined; data about depth of distribution [m], habitat and life style are given in GON & HEEMSTRA (1990); region of
catch and ambient water temperature are of cited literature.

* = vorliegende Arbeit, 1 = Dosss et al. 1974, 2 = DoBs & DEVRIES 1975, 3 = EastMaN & DEVRIES 1986, 4 = CHENG & DEVRIES 1989, 5 = ScHRAG et al. 1987, 6
= ANANTHANARAYANAN et al. 1986, 7 = ScuneppENHEIM & THEEDE 1982, 8 = DEVRIES 1980, 9 = DuMaN & DEVRIES 1976, 10 = VanVoorHIEs et al. 1978, 11 = Ray-
MoND ef al. 1975, 12 = Osuca & FEENEY 1978, 13 = DEVRIES & SoMmERO 1970, 14 = Franks & Morris 1978, 15 = DeVries et al. 1970, 16 = Hew et al. 1984, 17 =
SLAauGHTER et al. 1981, 18 = HEw et al. 1980, 19 = Hew et al. 1985, 20 = Hew et al. 1987, 21 = FLETCHER et al. 19824, 22 = Scorr et al. 1987, 24 = HEw & Y1r 1976,
25 = FLETCHER et al. 1982b, 26 = Hew et al. 1981, 27 = HascHeMEYER & JannascH 1983, 28 = Morris et al. 1978, 29 = Burcham et al. 1986, 30 = Hew et al. 19864,
31 = Hew & FLETCHER 1985, 32 = NG et al. 1986, 33 = EasTMmaNn 1990, 34 = Hew et al. 1986b, 35 = Scortt et al. 1986, 36 = Davies et al. 1982, 37 = PickerT et al.
1984, 38 = Liet al. 1985, 39 = DEVRIES & Lin 1977, 40 = RauManN et al. 1984, 41 = CHAKRABARTTY et al. 1988, 42 = FLETCHER et al. 1987, 43 = EwWART & FLETCHER
1990.

Obwohl die Primarstruktur des AFGP schon frith bekannt war
(Franks & Morris 1978), ist erst in den letzten Jahren ein Ein-
blick in den Mechanismus dieser Gefrierschutzglykopeptide
gelungen (FEenEy 1988). Ein Phdnomen ist der nicht-colligati-
ve Effekt, d.h. ein AFGP-Molekdil erniedrigt den Gefrierpunkt
um ein Vielfaches gegeniiber z.B. einer Salzl6sung, wenn Pro-
teinkonzentration und Molekulargewicht berticksichtigt werden.
AFGP bindet mehr Wassermolekiile als andere gewohnliche
Proteine, z.B. Himoglobin. Es wird mittlerweile allgemein ak-
zeptiert, daB ein ,,adsorption-inhibition*“-Prozess fiir das Wirken
von AFGP verantwortlich ist (FEENEY et al. 1986). Die Adsorp-
tion des AFGP an der Eisoberflache wird vermutlich tiber Was-
serstoffbriicken zwischen den Hydroxyl-Gruppen der Zucker
und den Wassermolekiilen des Eis bewerkstelligt.

Von Bedeutung fiir die Gefrierpunktserniedrigung ist die Gr6-
Be des AFGP-Molekiils. Die kleinen AFGP 6-8, bei denen an
einigen Stellen Alanin durch Prolin ersetzt ist, zeigen eine ma-
ximale Hysterese von 0,6 °C. Die AFGP 1-5 16sen eine Hyste-
rese von fast 1,5 °C aus. Die groBen Molekiile sind besonders
wirksam bei stark unterkiihlten Losungen, bei viel Eis und bei
schnellen Temperaturwechseln (Hansen et al. 1991). Es scheint
gesichert, daB alle AFGP 1-8 in einer ausgestreckten stabformi-
gen Struktur in Form einer linksgedrehten a-Helix vorliegen
(BusH et al. 1984, Rao & Busa 1987). Vermutlich blockieren
AFGP-Molekiile ein Eiskristallwachstum entlang den a-Achsen
des Kristalls, sodaf3 nadelartige Kristalle entstehen (Wachstum
nur entlang der c-Achse); bei weiterer Unterkiihlung findet auch
ein Wachstum entlang der a-Achsen statt. Dieses Phdnomen
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Abb. 3: Grafik der Gefrierschutzaktivitit (thermale Hysterese) von ver-
schiedenen Gefrierschutzsubstanzen in Abhéngigkeit vom Eisgehalt (%) in der
Losung. AFGP = Antifreeze Glykopeptid (1-5 hochmolekulare Fraktion, 6-8
niedermolekulare Fraktion), PAGP = Pleuragramma-Antifreeze Glycopeptid.
Alle Proben wurden mit 1,0 °C min'! gescannt.

Fig. 3: Graph of antifreeze activity (thermal hysteresis) of different antifreezes
in relation to the ice content (%) in the solution. AFGP = antifreeze glycopep-
tide (1-5 high molecular fraction, 6-8 low molecular fraction), PAGP = Pleur-
agramma-antifreeze glycopeptide. All samples shown were run at a scan rate
of 1.0 °C min™".

kann indirekt auch mit der ,,differential scanning calorimetry*
beobachtet werden (Abb. 4). Die Schulter kennzeichnet das
langsame Wachstum entlang der c-Achse. Kurzfristig wird das
Eiskristallwachstum gestoppt; ein Plateau entsteht. Bei einer
weiteren Abkiihlung gefriert die Probe vollstdndig, ein Wachs-
tum findet auch entlang der a-Achse statt.

Die meisten der danach untersuchten Notothenioidei besitzen
die AFGP 1-8. ScuneppENHEIM & THEEDE (1982) konnten bei C.
rastrospinosus und C. hamatus AFGP-Molekiile mit einem MW
von 50-60 kDa isolieren. Bei eigenen Untersuchungen wurden
ebenfalls bei Channichthyiden (C. myersi und P. maculatus)
AFGP-Molekiile mit hdherem MW beobachtet. Bekannt ist, daf
das AFGP 1 (MW 33.700) bei geringster Osmolaritét die hoch-
ste Hysterese auslost, also am effektivsten arbeitet (FEENEY et
al. 1986). Andererseits muf3 berticksichtigt werden, daf} die Vis-
kositét einer Flissigkeit nahe dem Gefrierpunkt stark ansteigt.
Hohe Konzentrationen hochmolekularer Substanzen im Blut
erschweren eine Zirkulation. Die Channichthyiden zeigen phy-
siologische Besonderheiten (Reduktion der Erythrocyten, Er-
weiterung des Gefidfisystems, Vergrofierung des Blutvolumens),
die die Synthese und den Transport groler Mengen der effekti-
ver arbeitenden hochmolekularen AFGPs begiinstigen konnten.

3.2 Die Zusammensetzung der Gefrierschutzsubstanzen ist von
der Lebensweise des Fisches abhdngig.
Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Gefrier-
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Abb. 4: Differential Scanning Calorimetrie (DSC) des AFGP (20 mg ml™") von
Trematomus bernacchii, Pogonophryne marmorata und Neopagetopsis ionah.
Das typische Thermogramm ist gekennzeichnet durch eine Schulter und ein
Plateau vor dem Exotherm bei einer Abkiihlungsrate von I °C min™'. Die Skala
an der y-Achse gibt den WirmefluB in Milliwatt an. AT = Einfddelungstempe-
ratur, S = Schulter, O = Onset.

Fig. 4: Differential scanning calorimetry (DSC) of AFGP (20 mg ml™") of Trem-
atomus bernacchii, Pogonophryne marmorata and Neopagetopsis ionah. The
typical thermogram revealed a shoulder and a delay in the exotherm onset upon
cooling at 1 °C min™'. Scale bars next to the thermograms represent heat flow
in milliwatts. AT = annealing temperature, S = shoulder, O = onset.



schutzglykopeptide variiert von Art zu Art stark (Tab. 1, Abb.
5). Bei Trematomus pennellii (0,334 % FRG) und Arctogadus
glacialis (0,286 % FRG) wurden z.B. grofie Mengen AFGP iso-
liert, wahrend Gobionotothen gibberifrons weniger als ein Zehn-
tel davon besitzt (0,027 % FRG). Das deutet auf eine Beziehung
zwischen dem Gefrierpunkt des Blutes, d.h. der Temperatur, bei
der der Fisch in der Anwesenheit von Eis gefriert und dem Le-
bensraum bzw. der Lebensweise des Fisches hin. Die antarkti-
schen Notothenioidei und der arktische Gadide A. glacialis be-
sitzen ganzjihrig einen Gefrierschutz aus AFGP, die arktischen
Fische - vermutlich mit Ausnahme der Gadiden Boreogadus
saida und Arctogadus glacialis - dagegen synthetisieren Gefrier-
schutz nur im Winter.

Die Konzentrationen dieser Substanzen werden entsprechend
der Lebensweise nur auf den tatsdchlich notwendigen Gefrier-
schutz eingestellt. So ist bekannt, dafi im selben Lebensraum
(Rossmeer) der oberflichennah in stindigem Eiskontakt lebende
Pagothenia borchgrevinki einen stirkeren Gefrierschutz unter-
hilt als die Bodenarten Trematomus hansoni, T. loennbergii und

T. bernacchii (DEVRIES & Lin 1977). Aber nicht nur der abso-
lute Gehalt von AFGP ist bei dieser cryopelagischen Art erhoht
(>25 mg/ml Blutserum), sondern auch der Anteil der hoher
molekularen AFGP 1-5.

Weiterhin werden AFGP-Molekiile bei den hoch-antarktischen
Notothenioidei und den arktischen Gadiden Boreogadus saida
(CHRISTIANSEN et al. 1996) und Arctogadus glacialis nicht aus-
geschieden, sondern durch aglomerulédre Nieren zurtickgehalten
(Dosss et al. 1974, Dosss & DeVRIEs 1975). Der physiologi-
sche Aufwand, der zur Synthese dieser Molekdiile in hohen Kon-
zentrationen (20 mg/ml Blutserum und mehr) getrieben wird,
weist auf einen aufwendigen Stoffwechselprozef hin, der sich
im Ruhesauerstoffverbrauch niederschlagt. So konnten CHrISTI-
ANSEN et al. (1996) zeigen, dal} Individuen von Boreogadus sai-
da, die AFGP synthetisieren, mehr Sauerstoff veratmen als ver-
gleichbare Tiere, die keinen Gefrierschutz synthetisieren (Zim-
mermann, pers. Mitt.).

Die meisten antarktischen Fischarten zeigen eine starke Tie-
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Abb. 5: Gefrierschutzglykopeptide einiger untersuchter Fischarten in Abhdngigkeit von Wassertiefe und Lebensweise. Die gezeigten Arten sind representativ fiir
die meisten dkologischen Habitate. Die Konzentration von AFGP ist in % Frischgewicht angegeben, die Gefrierschutzaktivitdt (°C) wurde in einer wissrigen Losung
mit einer Proteinkonzentration von 20 mg ml! mit der Differential Scanning Calorimetrie bestimmt.

Fig. 5: Antifreeze glycopeptides of some investigated fish species in relation to water depth and mode of life. Species shown here are representative of most of the

ecological habitats. The concentration of AFGP is given in % fresh weight, the antifreeze activity (°C) was measured at a water solution with a protein concentra-
tion of 20 mg ml"! with the differential scanning calorimetry.
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fenverbreitung (z.B. Dolloidraco longedorsalis >2000 m). Zum
Teil fithren sie vertikale Wanderungen im Verlauf ihres Lebens-
zyklus (z.B. P. antarcticum), oder im Verlauf einer Tagesperi-
ode (z.B. Myctophidae) durch, zum Teil sind sie an verschie-
denen geographischen Orten in unterschiedlichen Tiefen anzu-
treffen (7. hansoni: McMurdo <100 m, Weddellmeer 200-300
m). Die Notothenioidei der vorliegenden Untersuchung kann
man beziiglich ihres Vorkommens und ihrer AFGP-Konzentra-
tionen in drei Gruppen einteilen: Arten, die vorwiegend auf dem
Schelf in flacherem Wasser (100-400 m) leben, besitzen viel
AFGP (T. pennellii, Gymnodraco acuticeps, T. eulepidotus,
Chaenodraco wilsoni, Chionodraco hamatus, Pagetopsis
macropterus). Arten der biomassenreichsten Zone am Kontinen-
talrand (400-600 m) im Weddellmeer und im Lazarewmeer be-
sitzen mittlere Mengen an AFGP (T lepidorhinus, T. loennber-
gi, Gerlachea australis, Racovitzia glacialis, Chionodraco
myersi, Pagetopsis maculatus, Cryodraco antarcticus, Dacodra-
co hunteri und die Artedidraconidae). Arten der tieferen Zonen
des Kontinentalabhangs synthetisieren die geringsten Mengen
(Bathydraco marri, Neopagetopsis ionah, nicht-Notothenioid-
el).

Auch innerhalb der Familie der Channichthyidae ist die Tendenz
zur Reduktion des AFGP-Gehalts mit zunehmender Tie-
fenverbreitung gut zu verfolgen. Arten (Chaenodraco wilsoni,
Chionodraco hamatus und Pagetopsis macropterus), die bevor-
zugt auf dem flachen Schelf (200-300 m) vorkommen und die
auch in oberflichennahem Wasser beobachtet werden (DEWITT
1971), besitzen viel AFGP. C. myersi und P. maculatus, zweil
Charakterarten des Schelfhangs zwischen 500-600 m im Wed-
dellmeer (HuroLD 1991), haben ihr AFGP reduziert. C. antarc-
ticus, D. hunteri und N. ionah zeigen die geringsten Ge-
frierschutzkonzentrationen. Sie sind im Weddellmeer vor allem
am Kontinentalabhang zwischen 500-800 m im warmen Tiefen-
wasser (>0 °C, FaHrBACH et al. 1987) anzutreffen. Gefrierschutz
ist bei diesen Arten allerdings auf Grund der Wassertempera-
tur tiber dem Gefrierpunkt und des hydrostatischen Drucks nicht
notwendig. In einer Tiefe von 500 m (50 bar Druck) ist der
Gefrierpunkt des Fischbluts um ca. 0,37 °C (Lewis & PERKIN
1977) gesenkt. Ausschlaggebend fiir die Synthese von AFGP bei
diesen Arten mufl demnach die Verbreitung der Art auch in (A)
kilteres und/oder (B) flacheres Wasser sein.

3.3 Die im Eisschelfwasser des Filchnergraben lebenden Ba-
thydraconiden synthetisieren nur geringe Mengen des AFGP.

Bathydraco marri besitzt in Bezug auf seinen Gefrierschutz eine
Sonderstellung. Bei dieser Art wurden nur 279 mg AFGP/kg
FRG gefunden (Tab. 1). Dies ist die geringste Menge AFGP
aller untersuchten Notothenioidei, und betrédgt nur ca. 20 % des
AFGP der anderen Bathydraconiden. Allerdings wurden bei ihr
dhnlich wie bei Lepidonotothen kempi noch zwei weitere Frak-
tionen mit der DEAE-Ionenaustauscherchromatographie ge-
trennt (AF II und III), wobei die Fraktion AF III eine fast eben-
so hohe Hysterese auslost wie das AFGP (Abb. 2). Diese Sub-
stanzen konnten eine additive Wirkung haben, wie es auch von
den AFGP 1-8 bekannt ist (BurcHAM et al. 1986).
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Die Bathydraconiden werden in grofierer Zahl vor allem im
stidostlichen Weddellmeer angetroffen. Dort sind sie in tieferem
Wasser (>700 m) verbreitet. ANDRIASHEV (1965) gibt an, dal3
einige Arten der Gattung Bathydraco bis in Tiefen von 2600 m
vorkommen. B. marri hat seine Hauptverbreitung zusammen mit
D. longedorsalis im Bereich des Filchner-Grabens, einer tiefen
Einkerbung, die vom Filchner-Eisschelf zum Kontinentalabhang
verlduft. Die Hauptwassermasse ist das Eisschelfwasser mit
Temperaturen bis -2,2 °C (HELLMER & BERscH 1985), welches
zudem hiufig mit Eispléttchen versetzt ist. Die geringe Arten-
Diversitit (und damit relativ hohe Abundanz der Bathydraco-
nidae) in der Gould Bay konnte seine Ursache in der sehr tie-
fen Temperatur haben. Untersuchungen zum Hédmoglobin
(Kunzmann et al. 1991) und den Membranglykolipiden (Bek-
KER et al. 1995) zeigen weitere Anpassungen, die ein Uberleben
von B. marri unter diesen Bedingungen begiinstigen.

Neben der Temperatur kann auch der Wasserdruck von Bedeu-
tung sein. SoMero (1990) zeigt, dafl der hydrostatische Druck
selektiv auf unterschiedliche Peptide wirkt: ,,Normale® Enzy-
me funktionieren nicht unter dem Druck, der in 500-600 m Tiefe
herrscht. Die Kombination von tiefer Temperatur mit hohem
Druck im Filchner-Graben konnte zu einer Selektion gefiihrt
haben, die u.a. B. marri mit ihrem ungewohnlichen ,,Gefrier-
schutzbesteck™ bevorzugt hat. Die zusdtzlichen Ge-
frierschutzpeptide (z.B. AF IT und IIT), mit vermutlich anderen
Struktureigenschaften, konnten die niedrigen Mengen an AFGP
in B. marri erkldren. Allerdings sind hier weitere Un-
tersuchungen notwendig.

Ahnliches konnte bei dem antarktischen Silberfisch Pleura-
gramma antarcticum beobachtet werden. Die beiden Gefrier-
schutzglykopeptide von P. antarcticum, AFGP und PAGP, er-
génzen sich in threr Wirkung und zeigen damit eine bei Fischen
bislang unbekannte Strategie des Gefrierschutzes auf: Das
PAGP ist bei niedrigen Eisgehalten aktiv, das AFGP dagegen
bei hoheren (WoHRMANN 1995). Dadurch ist es P. antarcticum
moglich, bei niedrigeren Konzentrationen von Gefrierschutzsub-
stanzen sehr viel effektiver, ein Wachstum von Eiskristallen
schon in einem frithen Stadium zu unterbinden. Da fiir das Er-
reichen einer maximal ausgeprigten Gefrierschutzwirkung ein
Glykopeptidgemisch einen hheren Effekt bewirkt als einzel-
ne rein isolierte aktive Substanzen, scheint hier eine komplexere
Wirkungsweise zugrunde zu liegen. Man mufl davon ausgehen,
daR diese Substanzen miteinander in Wechselwirkung treten und
erst dadurch eine maximale Hysterese entwickeln. Dies steht
allerdings in Widerspruch mit einer Untersuchung von CHao et
al. (1995), die die Gefrierschutzwirkung in Abhéngigkeit ver-
schiedener AFP-Konzentrationen untersuchten. So stellten sie
fest, daB es egal ist in welcher Zusammensetzung ein Gemisch
aus AFP I, I und III vorliegt, um eine Gefrierpunktserniedri-
gung von 0,35 °C zu erzielen. Die niedrigen Konzentrationen
bedingen zudem eine geringere Viskositit des Blutes und eine
weniger energieaufwendige Synthese, vermutlich Vorrausset-
zung fiir eine vollpelagische Lebensweise bei Wassertempera-
turen nahe dem Gefrierpunkt.



3.4 Arctogadus glacialis besitzt im Sommer grofie Mengen von
AFGP dhnlich wie der Channichthyide Chaenodraco wilsoni.

Die Fischfauna des Nordpolarmeeres setzt sich aus Arten der
nord-borealen Meere und wenigen endemischen Arten zusam-
men (DunBar 1968). Zu ihnen gehdrt, neben dem Polardorsch
Boreogadus saida, der arktische Dorsch Arctogadus glacialis.
Erstmalig konnte dieser Gadidae auf Gefrierschutz hin unter-
sucht werden. Bei ihm wurden ebenfalls grole Mengen AFGP
(0,28 % FRG) isoliert, die an die maximalen Konzentrationen
von AFGP der Notothenioidei (z. B. C. wilsoni 0,28 % FRGQG)
heranreichen (Tab. 1).

In der Vergangenheit wurde AFGP aus einigen Gadidae der
Arktis isoliert, das identisch zu dem der Notothenioidei ist. Aus
Gadus ogac aus der Labradorsee (VANVOORHIES et al. 1978),
Gadus morhua (Hew et al. 1981) und Microgadus tomcod (FLET-
CHER et al. 1982a) von Neufundland, Boreogadus saida (Osu-
GA & Feeney 1978) und Eleginus gracilis (Raymonp et al. 1975)
von Alaska konnte AFGP in hohen Konzentrationen (40-50 mg/
ml Serum) isoliert werden. Diese Konzentrationen liegen deut-
lich héher als die AFGP-Konzentrationen z.B. in der cryopela-
gischen Art Pagothenia borchgrevinki. Wihrend die ganzjih-
rige Synthese von AFGP zumindest bei einigen Notothenioid-
ei gesichert ist (DEVRIES 1988), erscheint dies bei den Gadidae
der Arktis fraglich. Die AFP-Synthese arktischer Arten wird
iiber die Tagesldnge reguliert und iiber den Hypothalamus ge-
steuert (Davies et al, 1988, FLETCHER et al. 1997, PrICE et al.
1990). Im Sommer findet keine Synthese statt. Bei Gadiden
gefangen im Sommer wurde in der Leber, dem Hauptsynthese-
ort von AFGP, nur eine sehr verminderte Syntheseaktivitit be-
obachtet. Trotzdem wurde bei den nérdlicher vorkommenden
Arten (E. gracilis und B. saida) eine deutliche thermale Hyste-
rese des Blutserums festgestellt. Es wird spekuliert, dal der re-
lativ hohe AFGP-Gehalt im Sommer durch die lange Halbwert-
zeit dieser Glykopeptide verursacht wird (ANANTHANARAYANAN
1989).

A. glacialis wird als hocharktische, ozeanische und Plankton
fressende Art beschrieben, die im westlichen (BOrRkIN &
MEL’ YaNTSEV 1984) und nordostlichen Teil (Dorriex et al. 1991)
des Arktischen Ozeans vorkommt. Seine Verbreitung im arkti-
schen Becken im Winter (WaLTERS 1961) verlangt einen effek-
tiven Gefrierschutz, dhnlich dem des cryopelagischen Notothe-
niiden P. borchgrevinki. Im Sommer allerdings wurde er in
Polynyen (eisfreien Gebieten) am Kontinentalabbruch (>200 m)
bei Temperaturen itber dem Gefrierpunkt gefangen (BorkIN &
MEL’YANTSEV 1984, DorrIEN et al. 1991). Ein Gefrierschutz wire
in diesen Féllen nicht notig. Aus den eigenen Daten ist nicht
abzuleiten, ob das AFGP im Sommer synthetisiert wurde oder
noch aus der Winterzeit stammt. Auf Grund der hohen Konzen-
trationen ist allerdings anzunehmen, dafl A. glacialis auch im
Sommer AFGP in der Leber synthetisiert, wie wir es von den
Notothenioidei aus der Antarktis kennen.

3.5 Vertreter der Familie Liparididae der Arktis und der Ant-
arktis synthetisieren Gefrierschutzpeptide.

Neben den Notothenioidei kommen in der Antarktis noch Ver-
treter der Zoarcidae, Liparididae, Muraenolepididae, Macrouri-
dae, Myctophidae und Rajidae vor. Arten weiterer Familien
wurden bestimmt, sollen hier aber nicht weiter erldutert werden.
Viele nicht-notothenioide Fische sind entweder in der Subant-
arktis oder im wirmeren Tiefenwasser des Kontinents verbrei-
tet. Betrachtet man die Verbreitungskarte der Fische im Wed-
dellmeer, so fillt auf, daB der Anteil nicht-notothenioider Ar-
ten nach Stiden hin abnimmt bzw. in die Tiefe zunimmt (HusoLD
1991). Diese Arten meiden kaltes Wasser. So wurde angenom-
men, daf3 diese Arten keinen Gefrierschutz benotigen. Die Un-
tersuchungen an Teleosteern des Weddellmeers und Lazarev-
meers erbrachten aber in allen Fillen Gefrierschutzsubstanzen.
Erstmalig konnten bei einem Liparididen, Muraenolepididen,
Macrouriden und Myctophiden Gefrierschutzsubstanzen nach-
gewiesen werden. Die Zoarciden L. dearborni (SCHRAG et al.
1987) und P. brachycephalum (CuEnG & DEVRIES 1989) vom
McMurdo Sound besitzen ebenfalls Gefrierschutz. Dies bedeutet
gleichzeitig, daB alle untersuchten Teleostei der Antarktis und
Arktis Gefrierschutz(glyko)peptide synthetisieren. Diese Sub-
stanzen sind also viel weiter verbreitet als bislang angenommen,
was wiederum Konsequenzen fiir die Entstehungsgeschichte hat
(siehe unten).

Zu den demersalen Charakterarten im Weddellmeer und Laza-
revmeer zwischen 500 - 800 m zdhlen M. holotrachys und Ar-
ten der Gattung Muraenolepis. M. holotrachys ist auch aus der
MagellanstraBe bekannt, G. opisthopterus ist circumpolar siid-
lich der antarktischen Konvergenz verbreitet (Gon & HEEMSTRA
1990) und gehért zu den charakteristischen pelagischen Arten
des ostlichen Weddellmeeres (HusoLp 1991). Von diesen Ar-
ten ist bekannt, daB sie zumindest als Larven und Juvenile auch
in flacheren Zonen (<100 m) vorkommen. Eine Mischfauna
wurde im Lazarevmeer gefunden. Die Subantarktischen Arten
L. hureaui (Kerguelen: ANprIASHEV 1979), P. somovi (Siid-Shet-
land: ANDRIASHEV & NEELOV 1979) und M. marmoratus (Sco-
tiameer: CHIU & MARKLE in GoN & HeEemsTRA 1990) konnten aus
den Fingen identifiziert werden, gefangen in Tiefen zwischen
400-800 m und Temperaturen von -1,0 bis +0,75 °C.

Die Verbreitung nicht-notothenioider Arten vor allem in wér-
meren und tieferen Wasser erklért somit die niedrigen Konzen-
trationen von AFP im Serum, die zum Teil an der Nachweis-
grenze liegen (JUNG et al. 1995, WonrMAnN 1991). So erscheint
es auch verstdndlich, daff diese Nachweise bislang nur an Zo-
arciden und Liparididen der Hochantarktis durchgefiihrt werden
konnten. Beriicksichtigt man zudem, daB wir uns gegenwirtig
in einer Warmzeit befinden, so ist es nicht verwunderlich, daf3
bei subantarktischen bzw. subarktischen Arten keine Gefrierre-
sistenz nachgewiesen werden konnte. An dieser Stelle kann nur
noch die molekulargenetische Analyse zum Ursprung der AFP
weitere Informationen zur Synthese von Gefrierschutzpeptiden
geben.
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3.6 Die Phylogenese der Teleosteer polarer Meere wurde in
starkem Mafle durch die Vereisungsperiodik auf der Nord- und
Siidhalbkugel beeinflufst .

Die bislang beschriebenen Gefrierschutzsubstanzen sind auf
sieben Unterordnungen verteilt. Berticksichtigt man die noch
nicht charakterisierten Substanzen, ergeben sich neun Unter-
ordnungen bzw. drei Klassen (Abb. 6). ScotT et al. (1986) ver-
muten, dal die ersten Gefrierschutzglykopeptide wihrend der
ersten dramatischen Abkiithlung vor ungefihr 30 Mio Jahren
zwischen dem Eozéin und dem Oligozén entstanden sind. Eine
weitere Abkiihlungsphase trat im ausgehenden Pliozédn (4-5 Mio
Jahre) ein. Die Evolution vor allem der arktischen AFPs soll
wihrend der Glacialzeit vor 2 Mio Jahren mehrmals unabhin-
gig voneinander stattgefunden haben (Davies et al. 1988).

Als gesichert kann man annehmen, dall antarktische Arten vor
ca. 15-20 Mio (KenneTT 1977) und arktische Arten vor ca. 2,5
Mio Jahren (SHACKLETON et al. 1984) intensiv mit der Vereisung

PARACANTHOPTERYGI
Gobiesociformes
Lophiformes
Batrachoidiformes

Gadiformes

Percopsiformes

CLUPEOMORPHA
A

ELOPOMORPHA

Anguilliformes
Elopiformes
Notacanthiformes

Liparididae

konfrontiert wurden, und wihrend dieser Zeiten unter dem Se-
lektionsdruck u.a. der Temperatur eine Radiation auf Gattungs-
und Artenebene aller Organismen stattgefunden hat (CLARKE &
CraMmE 1989, CLARKE 1990). Unter der Vorraussetzung, da nur
drei Familien der Unterordnung Notothenioidei einen identi-
schen Gefrierschutz (AFGP) synthetisieren (Eastman 1990),
wurde angenommen, da wihrend der Diversifikation der Fa-
milien unter klimatischem Stref das AFGP entstand. Arten mit
der Anlage zur AFGP-Synthese konnten in kalte Regionen vor-
dringen, andere nicht. Diese Hypothese muf3 allerdings insofern
iiberdacht werden, als dal zum einen alle bislang untersuchten
antarktischen Notothenioidei AFGP besitzen, so z.B. auch der
in warmen Tiefenwasser (+0,5 °C) lebende Channichthyide N.
ionah und die Arten der Gattung Pogonophryne. Zum anderen
haben P. antarcticum, L. kempi und B. marri zusétzliche
Gefrierschutzsubstanzen entwickelt.

Weiterhin ist bemerkenswert, daf auf der Nordhemisphére Ver-
treter der Gadiformes dasselbe AFGP synthetisieren wie die

ACANTHOPTERYGII

Notothenioidei

Cottidae Zoarcidae

Pleuronectidae

, FGP

F ,
Scorpaeniformes Percifofmes
Beryciformes

SCOPELOMORPHA

Myctophoide

PROTACANTHOPTERYGIH

Salmohoide

EUTELEOSTEER

CLUPEOCEPHALA

OSTEOGLOSSOMORPHA

TELEOSTEER

Abb. 6: Schematische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen rezenter Fischordnungen (nach Lecointre 1994), die Gefrierschutzsubstanzen synthetisie-

ren.

Fig. 6: Schematic outline showing the phylogenetic relationships of present-day fish (after LEcointre 1994) that possess antifreeze peptides or glycopeptides.
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antarktischen Notothenioideli, die nach morphologischen Merk-
malen zu den Perciformes gerechnet werden. Andererseits fand
die Trennung der Perciformes und Gadiformes vor der Verei-
sung der Antarktis statt. Eine Zuordnung der Notothenioidei zu
den primitiveren Gadiformes wird von ScotT et al. (1986) un-
ter der Berticksichtigung enzymatischer Untersuchungen an der
Lactatdehydrogenase diskutiert. Danach wurden schon vor 30-
40 Mio Jahren die AFGP-Gene angelegt. Im Verlauf der Ver-
eisung wanderten Vorfahren der heutigen Gadiformes nach
Norden und breiteten sich in der Arktis aus. Dort representie-
ren sie heute die dominierende Ordnung, ebenso wie die Noto-
thenioidei in der Antarktis.

EastMan & GRANDE (1989) argumentieren gegen die Hypothese
von Scott et al. (1986), dall wihrend der ersten Abkiihlung im
Eozin/Oligozin das Wasser fiir die Entwicklung von Gefrier-
schutzsubstanzen zu warm (5-7 °C) war. Die Anlagen zum
AFGP hitten sich demnach erst in den letzten 10 Mio Jahren
wihrend der Abkithlungsphase im Miozén auf Grund der Was-
sertemperaturen nahe dem Gefrierpunkt entwickeln kénnen.
Wihrend der letzten Abkiihlungsphase im Pliozén konnte eine
starke Radiation nur der notothenioiden Arten stattfinden, die
AFGP synthetisieren. EASTMAN & GRANDE (1989) beriefen sich
dabei auf dltere Untersuchungen, wonach Gefrierschutz nur in
einigen Notothenioiden (15 Arten) vorkommt (DEVRIEs & Lin
1977, AHLGREN & DEVRIES 1984).

3.7 Die Gefrierschutzsubstanzen konnten in Folge einer “cold-
shock-response” aus Lektinen evoluiert sein.

Die konvergente Entwicklung eines identischen Glykopeptids
ist unwahrscheinlich. Vielmehr wird sich das AFGP der Perci-
formes und Gadiformes aus einem precursor-(Glyko)Peptid
(z.B. Blutproteine oder Lektine) entwickelt haben, welches
schon vor der Kontinentaldrift existiert hat. Wihrend der drei
vergangenen Abkiihlungsphasen vor 36 Mio, 16 Mio und 2,5
Mio Jahren fand eine Proteinevolution zu dem heute existie-
renden AFGP statt. Bei nahe verwandten Arten bestehen die
Verdnderungen meist darin, daff eine Aminosdure gegen eine
andere ausgetauscht ist, die dhnliche Eigenschaften besitzt
(AFGP 8: Prolin ersetzt Alanin); die Gesamtstruktur des Mole-
kiils bleibt folglich unveréndert. Mit zunehmendem evolutioni-
rem Abstand zwischen den Arten weichen die Sequenzen jedoch
immer starker voneinander ab (AFGP bei Eleginus). SchlieBlich
mag die Verwandtschaft tiberhaupt nicht mehr ersichtlich sein,
obwohl sich die beiden Proteine in ihrer Sekundér- bzw. Terti-
drstruktur unverkennbar dhneln. Das bedeutet nichts anderes, als
dal} sich verschiedene Aminosdurensequenzen in dieselbe Form
falten kénnen (DooLITTLE 1994). Diesen ProzeB konnen wir bei
den rezenten AFGP beobachten.

Die evolutive Anpassung von Proteinen an verinderte Bedin-
gungen (z.B. Abkiithlung) beruht auf dem Wirken positiver Se-
lektion. Hierfiir sind in der Regel keine neuen, adaptiven gene-
tischen Anderungen erforderlich. Die molekulare Adaptation
kann auf die bereits in der Population vorhandene Variabilitit

zuriickgreifen, indem vorher neutrale Varianten unter den neu-
en Bedingungen einen positiven Selektionswert erhalten (Kmu-
rRA 1983). Wenn man verschiedene Proteine innerhalb einer Art
vergleicht, wird deutlich, dal es groBe Familien verwandter
Molekiile gibt. So weisen etwa die sechs Polypeptide, aus de-
nen sich die unterschiedlichen Himoglobinformen aufbauen,
sowie die Polypeptidkette des Myoglobins uniibersehbare Ge-
meinsamkeiten auf (Ricaarpson 1981). Eine Homologie konn-
te auch zwischen dem AFP II und einem Ca*-bindenden Lektin
nachgewiesen werden (SONNICHSEN et al. 1995).

Lektine sind Proteine oder Glykoproteine, die spezifisch an
Kohlenhydrate binden. Sie sind in allen Organismen von den
Viren bis zu den Séugetieren zu finden (LiENER et al. 1986). Ein
Lektinmolekiil kann Zellen agglutinieren und Glykokonjugate
prizipitieren. Sie sind eine heterogene Proteingruppe, zeigen
aber in vielen Fillen eine signifikante Homologie. Lektine kon-
nen als integrale Membranproteine vorliegen, aber vor allem
auch in Korperflissigkeiten (Blut, Himolymphe etc.) gelost
sein. Eine Entwicklung aus Lektinen konnte auch die hohe Di-
versitdt und weite Verbreitung der AFP erkldren. AFPs sind
mittlerweile nicht nur aus so unterschiedlichen Teleosteern wie
Clupeomorpha oder Paracanthopterygii bekannt, sondern auch
aus Amphibien, Reptilien und terrestrischen Arthropoden. So
konnten diese Peptide in Folge einer “cold-shock-response
withrend der globalen Abkiihlungsphasen aus den Lektinfami-
lien evoluiert sein. Weitergehende Aufschliisse zur antifreeze-
Evolution erhofft man sich nun von der genetischen Analyse der
fiir die Gefrierschutzsubstanzen codierenden DNA.
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