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Der Einflu} von Temperaturinderungen auf Enzyme der Fischmuskulatur.
Versuche mit Goldorfen Idus idus*

H. KtxvEMANK, H. LAoupieN und H. PRECHT

Zoologisches Institut der Universitdt Kiel (Lehrstuhl fiir vergleichende Physiologie und Tierpsychologie); Kiel, Germany

Abstraet

The influence of temperature changes on enzymes of fish muscles.
EBzperiments with golden orfs Idus idus

Succinate respiration and various enzyme activities were
measured in the white dorsal muscles of golden orfs (gold-
coloured race of Idus idus L.) adapted to different tempera-
tures. Some of the values obtained on enzyme activities meas-
ured on successive days revealed significant differences in fish
adapted to the same temperature. These differences could not
be attributed to variations between experimental groups, nor to
disturbances caused by the removal of some fish (Figs. 2 and 3).
In adaptation experiments, attention must be paid to diurnal
fluctuations in enzyme activity; such fluctuations were espe-
cially apparent with isocitrate-dehydrogenase. Season can
also influence the level of enzyme activity, possibly through
changes in day-length. Succinate respiration of golden orfs
adapted to 5°C is about 109% higher than in individuals
adapted to 20 °C (experimental temperature 25 °C). Following
reverse adaptation from 20° to 5 °C (at the rate of 5 C°/h), the
values approach, after fluctuations, those of 5 °C individuals.
After raising or lowering the adaptation temperature at the
rate of 5 or 2 C°/h), fluctuations in several enzymes appeared
injtially, as in the abrupt transfers reported by Lemmaww
(19704a); even if significant, these were, however, not always
reproducible. Change in temperature causes a limited phase
of increased functional lability.

Einleitung

Die Leistungswerte wechselwarmer Tiere (Sauer-
stoffverbrauch intakter Tiere, Organfunktionen, Zell-
stoffwechselprozesse usw.) hiingen nicht nur von der
Versuchstemperatur (VT) ab, sondern oft auch von
der Vorbehandlungstemperatur (Adaptationstempe-
ratur AT). Bei Versuchen mit intakten Tieren kann
man messen: (1) Die Abhingigkeit des Stoffwechsels
von der VT (bei konstanter AT). (2) Die Abhangigkeit
von der AT (bei konstanter VT). (3) Die Stoffwechsel-
teistung, wenn die VT stets der jeweiligen AT entspricht.
{4) Die Stoffwechselleistung wunterschiedlich adap-
tierter Tiere jeweils bei verschiedenen VTs. Die letzte
Methode wird wegen des grofiten Aussagewertes der
Befunde bevorzugt. Durch dieses Verfahren werden
die nach den ersten 3 Methoden gewonnenen Kurven
miterfaflt. Es erlaubt z. B. eine Entscheidung dariiber,

* Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. W. HErrE zum 60. Geburtstag
gewidmet.

ob gewisse Konstanzbereiche der Abhéngigkeits-
kurven mit niedrigen Q,,-Werten durch eine Leistungs-
adaptation zustandekommen oder nicht.

Einem Q,-Wert =1 der AT = VT-.Kurven kann
eine Leistungsadaptation nach Typ 2 oder auch eine
einfache VT-Abhéngigkeit (einfache Reaktionen; “di-
rect responses” im Sinne von ProssEr, 1967) zu-
grundeliegen (oder auch eine Regulation; PrEcHT,
1968). Ein Q,,-Wert > 1 kann fiir eine Adaptation
nach den Typen 3 oder 5 sprechen oder fehlende
Adaptation (Typ 4) bedeuten. Q,,-Werte < 1 konnen
wiederum durch eine Leistungsadaptation (Typ 1)
zustandekommen oder durch einfache Reaktionen
(vgl. z. B. WiEsER und Norp-PAMMER, 1968). Weitere
Komplikationen treten auf, wenn sich die VI-Kurven
schneiden (vgl. z. B. PrECHT, 1968, Abb. 2). BloBSe
AT = VI-Kurven (Methode 3) sind somit recht viel-
deutig (vgl. auch FRY én: DL et al., 1964)1,

Das dritte Verfahren ist das einzige, bei dem Tem-
peraturinderungen vor den Messungen vermieden
werden und somit auch damit zusammenhingende
Storeffekte. Es handelt sich dabei um voriibergehende,
sich aber doch iiber Tage erstreckende Nachwirkungen
der Temperaturinderungen; kurzfristige over- und
undershoots, deren Abklingen man vor den Messungen
abwarten kann, sollen auBer Betracht bleiben. Auch
Temperaturdnderungen im ,,normalen* Bereich kon-
nen wahrscheinlich als StreB wirken und zu Stérungen
fithren. Nach HucGzL et al. (1963) gilt dies bereits fiir
das Einsetzen der Versuchstiere (Fische) in die Appa-
ratur, das zu einem Anstieg des Na- und Cl-Gehaltes
des Blutes fithrt. Karpfen zeigten im Anschluf an
eine stirkere, 1 bis 10 min dauernde Stérung (ver-
bunden mit erhohter Muskeltdtigkeit) fortdauernde

! Temperaturkoeffizienten (Q,o-Werte) sollte man eigent-
tich im Sinne von vax’t Hor¥ nur fir chemische Reaktionen
und vergleichbare physiologische Reaktionen angeben, doch
ist oft schwer zu entscheiden, ob bei einer Abhingigkeitskurve
von der VT (bei konstanter AT) auch Regulationen beteiligt
sind; AT = VT-Kurven sind, wie erwihnt, ohne zusitzliche
Untersuchungen kaum zu analysieren. Wegen dieser Unsicher-
beiten sprechen viele Autoren von Temperaturkoeffizienten
nicht nur im oben erwihnten engeren Sinne, sondern berechnen
Quo-Werte fiir alle anfangs erwihnten Abhingigkeitskurven
von der Temperatur.
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Aktivitatesteigerungen der GOT (siche unten) und
Glutamat-Pyruvat-Transaminase in Muskel, Leber und
Blutplasma (Pora et al., 1968).

Auch der Spiegel an Cortisol kann im Blutplasma
der Fische durch eine Beunruhigung ansteigen
(FacERLUND, 1967, vgl. HANE et al., 1966, WEDE-
MEYER, 1969).

Andert man bei Fischen nach einer lingeren An-
passung die Wassertemperatur, so hat dies Verdnde-
rungen der ionalen Zusammensetzung der Gewebe zur
Folge (Literatur bei MEINCKE, 1970), ferner Schwan-
kungen des Gehalts an Aminosduren (Bastow inm:
ProSSER, 1967) und solche vieler Fermentaktivititen
und des RNS-Gehalts (siehe unten) des Muskelgewebes
(LEAMANN, 1970b); im Gegensatz zu diesen nach Ab-
klingen der StreBsituation voriibergehenden Veréinde-
rungen stehen die bleibenden im Vollzug der Leistungs-
adaptation. LeuMANN verfolgte eine Woche lang die
Enzymaktivititen im Seitenrumpfmuskel von Gold-
fischen nach einem plotzlichen Wechsel der AT
(15° - 5°C). Kurz nach der Anderung der Tem-
peratur traten (besonders deutlich nur bei den abge-
bildeten Werten) Schwankungen der Aktivitdten auf;
zwischen der 48. und 72. Std wurden die Werte gleich-
méBiger. Am Ende des Versuchs war im allgemeinen
die Hohe der zu erwartenden Aktivitdten der lang-
fristig an 5°C adaptierten Fische noch nicht erreicht.
Fin weiterer Versuch mit kurzfristiger Abkithlung der
Goldfische (15° - 0,5° — 15 °C) ergab zum Teil dhn-
liche Aktivitatsveranderungen (Unterschiede zeigten
sich vor allem bei den NADP-abhingigen Dehydro-
genasen).

Diese bisher kaum beachteten Erscheinungen,
deren Erforschung fiir die Durchfithrung von exakten
Messungen der Temperaturabhingigkeit von Lebens-
prozessen nach allgemein angewandten Methoden
wichtig ist, sollen an Fermentaktivititen der weillen
Rumpfmuskulatur zweier Fischarten fortgefithrt wer-
den; es handelt sich um den Bitterling (Rhodeus
amarus Broca; Braux et al., 1970) und in den hier
mitgeteilten Versuchen um die Goldorfe (Idus idus L.),
die goldgefirbte Zuchtform der Silberorfe (auch Nerf-
ling oder Aland genannt).

Tin StreB wird um so stirker wirken, je grofer der
Temperatursprung ist und je schneller er durch-
gefiihrt wird. Da die sehr wirksamen plétzlichen
Temperaturwechsel von LEEMANN (1970D) aber in der
Natur selten vorkommen diirften, haben wir bei den
meisten Versuchen die AT in einer Geschwindigkeit
von 2 C°/Std erhoht bzw. erniedrigt (ausgehend von
den ATs 7° und 21 °C) und nur in einigen Kontroll-
versuchen eine schnellere Temperaturinderung (in
3 Std) durchgefithrt. Am deutlichsten miiBte sich eine
StreBwirkung bei solchen Fermentaktivititen zeigen,
die nicht noch zusitzlich durch eine Leistungsadapta-
tion verandert werden.

Hin Temperaturwechsel des Gewebeextrakts hat
im allgemeinen wohl keine Nachwirkungen auf die
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Enzymaktivitdten ; man pflegt diese bei relativ hohen
VTs zu messen, nachdem man den gewonnenen Ex-
trakt zur Erhohung der Haltbarkeit bei tiefen Tem-
peraturen aufbewahrt. Die Frage, ob es vergleichbare
Nachwirkungen gibt, wenn nicht die intakten Tiere,
sondern iiberlebende Organe oder gar geziichtete
Gewebe einem Temperaturwechsel ausgesetzt werden,
ist noch nicht bearbeitet worden.

BasLow (in: ProssEr, 1967) erhielt bei seinen
schon erwdhnten Untersuchungen an Fischen sehr
schwankende Kurven. Auch wir stieBen auf dhnliche
Schwierigkeiten. Da die Messung von Enzymaktivi-
titen zu den gingigsten Methoden der Biochemie
gehort, haben wir dem Problem der Reproduzierbar-
keit der Melwerte besondere Beachtung geschenkt.

Gebrauchte Abkiirzungen: AT (Adaptationstem-
peratur), ATP (Adenosintriphosphat), EDTA (Athylen-
diamintetraacetat), GAPDH  (Glyceraldehyd-3P-
Dehydrogenase), GOT (Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminage), GGPDH (Glucose-6P-Dehydrogenase), ICDH
(Isocitrat-Dehydrogenase), LE. (internationale Ein-
heiten), KT (Kurztag), LDH (Laktat-Dehydrogenase),
LT (Langtag), MDH (Malat-Dehydrogenase), ME (ma-
lic-enzyme), NADH (Nikotinamid-adenin-dinukleotid,
reduzierte Form), NADP+, NADPH (Nikotinamid-
adenin-dinukleotid-phosphat, oxidierte und reduzierte
Form), 3-PGS (3-Phosphoglycerinséure), PK (Pyruvat-
Kinase), RNS (Ribonukleinséure), SDH (Succinat-
Dehydrogenase), TIM (Triosephosphat-Isomerase),
VT (Versuchstemperatur).

Material und Methodik

Tiermaterial

Die noch nicht geschlechtsreifen Orfen Idus idus
L. (Lange 5 bis 7 cm, Gewicht 3 bis 4 g) stammten von
einer Zuchtanstalt in Hohenwestedt, die der Abb. 6b
von einem Ziichter aus Solingen. Alle Fische hielten
wir mindestens 6 Wochen vor Beginn der Versuche in
Halterungsbecken von 1501 Inhalt bei durchstromen-
dem Leitungswasser und zusétzlich guter Beliiftung,
und zwar stets unter Langtagsbedingungen (16 Std
Belichtung, obne Temperaturregulierung). Die lange
Eingewthnungszeit geniigbe, um Krankheiten der
Tiere erkennen zu konnen. Als Futter benutzten wir
Vitakraft-Teichfutter und lebende Tubificiden.

Temperaturanpassung

Zur Anpassung an die verschiedenen ATs hielten
wir die Fische in 30 bis 601 fassenden Becken fiir
mindestens 2 und nicht linger als 4 Wochen (gute
Durchliiftung, durchstrémendes Leitungswasser). Die
bei tiefen Temperaturen gehaltenen Versuchstiere
nahmen allerdings kaum Nahrung auf, was eine
Leistungsadaptation nach Typ 5 vortiuschen oder
eine Kompensation ausgleichen kann (WIEsER, 1963),
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doch stand die Untersuchung der Leistungsadapta-
tion bei unseren Versuchen nicht im Vordergrund.

Priparation der Gewebe

Unter Vermeidung allzu groBer Beunruhigung
haben wir die Tiere aus dem Adaptationsbecken ge-
fangen und sofort dekapitiert. Schnitte entlang der
Seitenlinien ermoglichten ein Abziehen der Haut und
der Riickenflosse mit der roten Muskulatur. Der nun
freiliegende weile Riickenmuskel wurde abgetrennt
und fiir die Versuche im Warburgapparat auf
eisgekithlter Glasplatte zu Schabebrei verarbeitet. Fiir
die Enzymbestimmungen im optischen Test setzten
wir dem Riickenmuskel im Verhéltnis 1:11 (Gewicht/
Volumen) Phosphatpuffer (100 mM K-Na-Phosphat,
2 mM EDTA, pH 7,3) zu und homogenisierten im Eis-
bad 6 x 20 sec in jeweils 2 miniitigem Abstand mit
dem Ultra Turrax (Fa. Janke und Kunkel). Das
Homogenat wurde 20 min bei 30.000 x G in der Kiihi-
zentrifuge Zeta 20 zentrifugiert (Fa. Heraeus-Christ).
Den schwach gelb gefirbten Uberstand setzten wir,
eventuell nach zweiter Verdiinnung, in den Test ein.
Die Succinatdehydrogenase bestimmben wir im un-
zentrifugierten Homogenat.

Bestimmung der Succinatatmung im Warburg-
Apparat

Das Atmungsmedium (3 ml in ca. 15 ml-Warburg-
trogen; 0,2 ml 209 NaOH im Mittelstutzen) eunt-
hielt: 75 mM Na-succinat als Substrat, 25 mM Phos-
phatpuffer pH 7,4, 100 mM Saccharose und 0,5 mM
CaCl,. Die angegebene Substratkonzentration liegt
ausreichend weit iiber der Sattigungskonzentration
und nicht im Hemmbereich. Auch bei der Wahl der
Molaritat des Puffers, der Saccharose und des Calziums
priiften wir in Vorversuchen, ob die gewahlten Kon-
zentrationen eine optimale Oxydation des Na-Succi-
nats erlaubten. Dieses Medium ist etwa isotonisch mit
dem Fischblut.

Mbglichst schnell nach der Praparation wurde der
Schabebrei (pro Warburgtrog ca. 100 mg) in die vor-
her gewogenen und gekiihlten Trége eingegeben und
durch Riickwidgung die Einwaage bestimmt. Eine
endogene Atmung war nur in den ersten 10 min fest-
zustellen. Bei der Auswertung wurden diese anfing-
lichen Werte vernachlissigt und die Atmung bis zur
30. Min beriicksichtigt (Marmssa, 1969). In unseren
Versuchen blieb der Sauverstoffverbrauch nach dem
Abklingen der endogenen Komponente etwa bis zum
Ende der 2. Std konstant, um dann langsam abzu-
fallen.

Bestimmung der Enzymaktivititen

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten erfolgte
nach der Methode des optischen Tests. Die Extink-
tionsinderung A E;;, wurde mit einem Eppendorf-
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Photometer (Fa. Netheler und Hinz) gemessen und
von einem Kompensationsschreiber (Fa. Philips) mit
Linearisierungsglied (Fa. Netheler und Hinz) aufge-
zeichnet. Es fanden Kiivetten von 1 em Schichtdicke
Verwendung. Die Aktivitdt wird in pMol Substrat-

Ol ¢

et
/ N

012 F /
Ot

008 ¢

AE/Min

0.06 ¢

=006} ¢

= [

E 0.05 :F‘ ~\'_\~ \n
0.04 ;{

0,03

~a—
-~

0.0
2008
= 006
<0.04

0,02

2 4 68 1012 1 B 1820
[rmM] Mg?*

Abb. 1. Idus idus. Prifung eines moglichen Kinflusses der
Adaptationstemperatur auf die Enzymtestzusammensetzung.
(a) Einfiul}l des pH; (b) der Pyruvatkonzentration beim Test
der Laktat-Dehydrogenase (LDH) — ATs 20°C ( +, O) und
5°C (%, @®); (¢} Einflu der Magnesiumkonzentration beim
Test der NADP+-abhiingigen Isocitrat-Dehydrogenase — ATs
20°C (0) und 5 °C (@). Jeder Kurve liegt der Extrakt eines
Fisches zugrunde. Ordinate: Extinktionsinderung pro min

umsatz/Min und Gramm Frischgewicht angegeben
{Internationale Kinheiten, LE.). Alle verwendeten
Chemikalien waren von p.a.-Qualitit und stammten
von Fa. Merck, Darmstadt und Fa. Boehringer, Mann-
heim.
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Bei der Zusammenstellung der Enzymtests legten
wir die Angaben von BUcHER et al. (1964) zugrunde.
Um diese Vorschriften an unser Versuchstier anzu-
passen, priften wir den Einflul verschiedener pH-
Werte, Substrat-, Cosubstrat- bzw. Aktivator-Kon-
zentrationen. Bel einem Teil der Enzymtests konnten
die angegebenen Konzentrationen fibernommen wer-
den, notwendige Verinderungen bei anderen sind in
Klammern angegeben: (1) Laktat-Dehydrogenase,
LDH (E.C. 1.1.1.27) (Phosphatpuffer 50 mM, Pyruvat
1mM, pH 7,2); (2) Malat-Dehydrogenase, MDH
(B.C. 1.1.1.37); (3) “malic enzyme”, ME (E.C. 1.1.1.38);
(4) Isocitrat-Dehydrogenase, ICDH (E.C. 1.1.1.42)
(Phosphatpuffer 50 mM, NADP+ 04 mM, MgSO,
12 mM, d-Isocitrat 0,48 mM, pH 8,0); (5) Glucose-
6P-Dehydrogenase, GGPDH (E.C. 1.1.1.49) (Phosphait-
puffer 50 mM, pH 8,0); (6) Glyceraldehyd-3P-Dehy-
drogenase, GAPDH (E.C. 1.2.1.12) (ATP 4 mM, 3-PGS
14 mM); (7) Succinat-Dehydrogenase, SDH (1.3.99.1)
(nach SvaTErR, 1964; 1= 4051m); (8) Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase, GOT (E.C. 2.6.1.1); (9)
Pyruvat-Kinase, PK (E.C. 2.74.40); (10) Triose-
phosphat-Isomerase, TIM (E.C. 5.3.1.1).

Fiir jedes Enzym wurde durch Einsetzen verschie-
dener Homogenatmengen der Bereich ermittelt, in
dem Proportionalitit zwischen Aktivitit und Enzym-
konzentration vorlag.

In Abb.1 sind als Beispiel einige Versuche dar-
gestellt, die zeigen sollen, dal es nicht nétig war, fiir
die Enzymbestimmung in Geweben unterschiedlich
adaptierter Orfen verschiedene Testzusammensetzung
zu wihlen (LDH-Test: Pyruvat stets 1 mM, vgl. jedoch
Wixer und SCcHWERT, 1958).

Ergebnisse
Gleichbleibende Adaptationstemperatur
Wirkung von AuBeneinfliissen auf die Enzymaktivitit

Es muBte zunichst geklirt werden, ob eine be-
stimmte Enzymaktivitit einer gegebenen AT zu-
geordnet werden kann, oder ob schon geringfiigig er-
scheinende AuBeneinfliisse eine Verinderung bewir-
ken. Um diese Frage zu priifen, haben wir langfristig
in 2 nebeneinanderstehenden Aquarien bei 20 °C ge-
haltene Orfen immer wieder zur gleichen Tageszeit
untersuchs. Auf diese Weise sollte ermittelt werden, ob
AuBeneinfliisse, die sich in beiden Becken hitten
bemerkbar machen miissen, die Enzymaktivitdten
beider Fischgruppen gleichsinnig ansteigen oder ab-
fallen lassen. Es ergaben sich zum Teil starke Schwan-
kungen der Aktivitdt; ein paralleler Kurvenverlauf
ist aber nicht erkennbar (Abb. 2). Die Verdnderungen
von Tag zu Tag kénnen also nicht auf AuBenfaktoren
zuriickgefithrt werden, die auf die Fische beider
Becken gleichsinnig einwirkten.

Durch eine gleichzeitig ausgefiihrte MeBreihe ver-
suchten wir weiterhin zu kliren, ob ein Herausfangen
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von Fischen die Zurtickbleibenden derart beunruhigt,
dall es zu einer Verénderung der Enzymaktivitit
kommt. Dieser Effekt miifte um so stérker werden, je
ofter man die Fische beunruhigt.

Als MeBergebnisse gestorter Tiere haben wir die
oben beschriebenen Versuche angesehen und dazu
Vergleichsexperimente mit solchen Fischen durch-
gefiihrt, die wir fur jeden Versuchstag gesondert in
einem kleinen Becken hielten. Alle Aquarien mit der
AT 20° bzw. 21 °C wurden mit Wasser aus derselben
Vorwdrmwanne versorgt, in der das Leitungswasser
auf die geforderte Temperatur aufgeheizt wurde. In
Abb. 2 sind diese Versuche mit eingezeichnet. Es er-
gab sich kein wesentlicher Unterschied zu den ge-
meinsam gebaltenen Fischen. Daher diirfen wir an-
nehmen, daf das Herausfangen von Versuchstieren
die MeBwerte des folgenden Tages nicht beeinfluit.

Verdnderungen der Enzymaktivitit im Laufe eines
Tages

Bei den oben beschriebenen Versuchen haben wir
die Fische stets zur selben Tageszeit getotet und bald
danach die Enzymaktivitit bestimmt. Bei Umadapta-
tionsversuchen kann es aber wesentlich sein, in schnel-
ler Folge Messungen vorzunehmen, z. B. alle 6 Std.
Es besteht dann die Mdglichkeit, dal tageszeitabhén.-
gige Verdnderungen den Vorgang der Umadaptation
tberlagern und die MeBergebnisse verfilschen, da
derartige Einfliisse auf Enzymaktivititen bekannt
sind und sogar fir die Form und Anzahl der Mito-
chondrienchristae nachgewiesen wurden (Ko6niTZ,
1965, vgl. MaversBacH und Yap, 1965; MOirLEr
et al., 1966; REnsmNg in: Brurow und RENSING,
1967; Rao und GoviNDAPPA, 1967; HARDELAND und
REnsING, 1968; HaArRDELAND, 1969). In Tabelle 1 ist
als Beispiel die ICDH. dargestellt. Es zeigt sich, daB
bei diesem Enzym die 8.00 Uhr-Werte iiber den 20.00
Uhr-Werten liegen. Bei anderen Enzymen war diese
tagesperiodische Abhéngigkeit nicht so deutlich er-
kennbar.

Verinderungen der Enzymaktivititen bei tdglichen
Messungen

Aus Abb. 2 geht weiterhin hervor, dafi relativ
starke Schwankungen von Tag zu Tag zu messen sind,
die zum Teil so groB sind, daB sich signifikante Unter-
schiede ergeben. Sie verlaufen bei verschiedenen
Enzymen in unterschiedliche Richtungen, und zwar
auch bei den sogenannten proportionskonstanten
Gruppen (PETTE, 1965). In unseren Versuchen bleibt
die Enzymaktivitit in aufeinanderfolgenden Tagen
wohl in der gleichen GréBenordnung, aber nicht auf
dem gleichen Wert, wie es auch von PETTE et al
(1962) fiur verschiedene Enzyme angegeben wird
(vgl. Kr1LER, 1965).

Beim Vergleich der Ergebnisse von Fischen aus
verschiedenen ATs kann deren EinfluBl nur ermittelt
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Tabelle 1. Idus idus. Tagesperiodische Anderungen der Aktivi-
it der Isocitrat-Dehydrogenase. Versuchszeit Januar, 1970,
Signifikanzgrenze bei P < 0,05, 8: signifikant; NS: wicht
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werden, wenn man auller der Signifikanzkontrolle
auch darauf achtet, ob die Ergebnisse reproduzierbar
sind. Aus diesem Grunde haben wir Orfen bei 21° und

bei 7 °C iiber lingere Zeit gehalten und dann gleich-
zeitig untersucht (Abb. 3). Ein deutlicher Adapta-
tionseffekt zeigt sich nur bei der ICDH, und zwar an
9 von 10 Versuchstagen. Am 7. Tag war zwischen den
beiden Fischgruppen kein Unterschied zu bemerken.
Auch LEaManx (1970a) fand zwischen dhnlichen Adap-
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tationstemperaturen (8° und 21 °C) bei den Enzymen
TIM, GAPDH und G6PDH keine Aktivititsunter-
schiede, eine deutliche Differenz bei der ICDH und
zusitzlich bei der LDH.
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Abb. 2. Idus idus. Die Aktivitdben fiinf verschiedener Enzyme in internationalen Einheiten (I.E.) bei téglichen Messungen,

AT = 21 °C. Fische aus Aquarium I { x

x), aus dem benachbarten Becken II (O——0O), alle Fische eines Beckens

gleichzeitig verwendet (A —.—. A). Jedem MeBpunkt liegen 6 Versuche mit 6 Individuen zugrunde. Eingezeichnet sind
(wie bei allen Abbildungen) die mittleren Fehler der Einzelmessungen. Weitere Erklirungen im Text
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Verinderungen der Enzymaktivitit bei monatlichen
Messungen und der Einflull der Photoperiode

Um jahreszeitliche Einfliisse zu erfassen sind §

Enzyme der weillen Seitenrumpfmuskulatur von

Fischen aus Hohenwestedt iiber einen lingeren Zeit-

raum gemessen worden (ATs 7° und 21 °C). Die Fische

der ersten Kurvenpunkte (Abb. 4) erhielten wir am
17. Juli, der zweiten am 24. August, der dritten am
9. Oktober und die Fische der weiteren Versuche, bei
denen diese im Gegensatz zu allen anderen nicht bei
Langtag, sondern bei Kurztag (8stiindige Belichtung)
gehiltert wurden, am 1. November, 68. Wihrend
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Abb. 6. (a) Idus idus. Umadaptationen (Temperaturwechsel in 2 C°/Std). AT 21°— 7°C (Versuchszeit O —— O Juli,

+— — + Oktober). Steht links (rechts) der Enzymname an

der Kurve, dann gilt die links (rechts) stehende Ordinate. An-

gaben in internationalen Einheiten (1. E.)

der Anpassung in den AT-Becken herrschten fir die
Letztgenannten weiterhin Kurztags- (KT) oder (3Y/,
Wochen) Langtagsbedingungen (LT). Fiir den Jahres-
vergleich unter gleichen (im Winter allerdings un-
natiirlichen) Bedingungen entfallen somit die mit KT
markierten Punkte.

Abb. 4 zeigt bei einigen Enzymen (GOT, GAPDH,
LDH, PK) einen stirkeren zeitlichen EinfluB, bei den
anderen einen geringeren. Auch der Adaptations-
effekt kann zeitlich anscheinend verschieden sein,
z. B. bei der LDH. Der Einflull der Photoperiode ist
aus Abb. 4 schwer erkennbar, da sich bereits Anderun-
gen der Aktivititen von Monat zu Monat zeigen und
die Versuche mit Kurztags- und Langtagsvorbehand-
lung etwa monatlich abwechseln (die letzten 4 Kurven-
punkte). Oft fehlt ein solcher Einflu offensichtlich.
Eine RegelmiBigkeit 1aBt die GAPDH der 21 °C-
Tiere erkennen, bei der die MeBwerte der Kurztag-

tiere stets hoher liegen als die der vorher bei Langtag
gehaltenen. Bei der SDH z. B. zeigt sich weder ein
Einflul der Photoperiode, noch ein solcher der AT.

Umadaptationsversuche
Succinatatmung

Die Wirkung einer relativ schnellen Temperatur-
dnderung (20°— 5°C in 3 Std am Vormittag des
ersten Tages) ist in Abb. 5 dargestellt. Die Messungen
im Warburgapparat (Abb. 5a) erfolgten anfangs alle
6 Std (Beginn 8.00 Uhr), spiter in groBerem Abstand.
LangangepalBite Fische zeigen eine deutliche Leistungs-
adaptation: Die an 5 °C adaptierten Individuen haben
eine um etwa 109 hohere Succinatatmung als die an
20 °C angepaBten (VT 25 °C). Bei der Umadaptation
20° — 5 °C nahern sich die Werte nach anfinglichen
Schwankungen denen der AT 5 °C-Fische.
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Abb. 6. (b) Idus idus. Umadaptationen (Temperaturwechse] in 2 C°/Std). AT 7° — 21 °C (Versuchszeit O —— O Februar,
+—-—+ Mai). Steht links (rechts) der Enzymname an der Kurve, dann gilt die (links (rechts) stehende Ordinate. Angaben in
internationalen Einheiten (1. B.)

Enzymaktivititen

Anderung der AT um & C° pro Std. Parallel zu den
Warburg-Messungen haben wir die Aktivititen der
Enzyme MDH, PK, GAPDH und ICDH desselben
Tiermaterials gemessen, indem ein Teil des Schabe-
breis (p. 73) zum Homogenisieren mit dem Ultra-
Turrax eingesetzt wurde. Bei der MDH, PK und
GAPDH (Abb. 5b, ¢, d) treten, besonders gleich nach
dem Temperaturwechsel, groBere Abweichungen auf.
Tagesperiodische Anderungen finden sich besonders
bei der ICDH (Abb. 5¢), wie sie auch fiir andere En-

zyme bekannt sind. Im diesemn Versuch zeigte sich
eine geringere Leistungsadaptation der ICDH als in
den Versuchen der Abb. 3. Dies ist ein Hinweis fiir die
Vermutung, daB es eine untere Grenze fiir die Lei-
stungsadaptation gibt, die oft auf einen artgemiBen
Bereich beschrankt ist (PrucHT, 1968).

Anderung der AT um 2 C° pro Std. Die Wirkungen
der Anderung der AT in 2 C°/Std sind in Abb. 3a—d
(21° > 7°C), Abb. 6a (21°— 7°C) und Abb. 6b
(7° — 21 °0) dargestellt. In Abb. 6a, b sind links die
Ausgangswerte langfristig angepafiter (und bei Lang-
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tag aufbewahrter) Fische angegeben, rechts die End-
werte von langfristig an die neue AT angepaliten
Individuen aus dem gleichen Material. Die Fische
zeigten, &uBerlich betrachtet, keine Beunruhigung
durch den Temperaturwechsel. Die gleichméafige
Temperaturdnderung mit Hilfe eines Thermosistors
mit Programmgeber (Fa. Haake, Berlin) begann
abends (20.00 Uhr), die T6tung der Fische erfolgte
stets morgens um 8.00 Uhr, so dal Einflisse der
Tagesperiodik hier entfallen.

Die von Leamanx (1970b) gefundenen anfing-
lichen Schwankungen der Fermentaktivitaten (die
bei den Goldfischen allerdings zum Teil auch wegen
der kurzen Untersuchungsintervalle auf tagesperio-
dische Schwankungen zurtickzufithren sind), zeigten
sich nur bei einigen Enzymen (in Abb. 6a bei PK,
LDH, G6PDH und SDH, in 6b bei PK, LDH und
GAPDH). Die anfinglichen Abweichungen lassen sich
durchaus absichern {in den Abbildungen sind stets
die mittleren Fehler der Einzelmessungen einge-
zeichnet worden), doch waren sie bei den Wieder-
holungsversuchen nicht immer reproduzierbar. Dies
lag sicherlich nicht, wie auch Versuche an Bitter-
lingen zeigten, an dem zeitlichen Unterschied der Ver-
suche. Auch werden, wie bei den Versuchen von
LraManN (1970b), die Endwerte voll adaptierter
Tiere nicht immer erreicht.

SchluBfolgerungen

Da die Fermente ein labiles System darstellen,
d.h. deren Aktivitdt sich bei stiindlichen, téglichen
oder monatlichen Messungen trotz gleicher Vorbe-
handlung der Fische leicht &ndert, muf man beim
Vergleich von Individuen aus unterschiedlichen ATs
moglichst auch die Reproduzierbarkeit und nicht nur
die Absicherbarkeit der MeBwerte priifen. Dies
geschah bisher kaum. Die Versuche von LisHMANN
(19702) an Goldorfen aus vielen ATs ergaben allerdings
deutliche Tendenzen, die sicherlich nicht nur durch
derartige Schwankungen zustandekommen.

Bei einer Anderung der Temperatur ist auf tages-
periodische Einfliisse zu achten, wenn die Versuche
gich iiber einen lingeren Zeitraum erstrecken. Ks ist
ferner zu beachten, daB das Fermentsystem nach
einer solchen Anderung besonders zu Schwankungen
neigt. Warum diese oft bei allen Fischen in gleicher
Richtung auftreten (kleine Schwankungsbreiten) und
doch in Wiederholungsversuchen oft nicht reproduzier-
bar sind, konnte noch nicht geklart werden.

Bei Messungen der VT-Abhingigkeit von Lebens-
prozessen, bei denen man zumeist vou der AT ausgeht
und diese in einem Schritt dndert, muB man somit
auch bei Verwendung desselben Tiermaterials in den
nichsten Tagen mit einer gesteigerten Labilitdt des
Fermentsystems rechnen (PrREcHT, 1968).

Mar. Biol.

Zusammenfassung

1. Es wurden die Succinatatmung und verschiedene
Enzymaktivititen des weilen Riickenmuskels von
Goldorfen (goldgeféirbte Zuchtform von Idus idus
L.) bestimmt, welche an unterschiedliche Tempera-
turen adaptiert worden waren.

2. Bestimmungen der Enzymaktivititen an Fi-
schen einer Adaptationstemperatur ergaben an auf-
einanderfolgenden Tagen zum Teil signifikant ver-
schiedene Werte. Derartige Unterschiede konmnten
nicht auf Differenzen zwischen verschiedenen Fisch-
gruppen oder suf Stérungen durch das Herausfangen
einiger Fische zuriickgefiihrt werden (Abb. 2 und 3).

3. Bei Umadaptationsversuchen miissen tages-
periodische Schwankungen der Enzymaktivititen be-
riicksichtigt werden. Sie fraten besonders bei der
Isocitrat-Dehydrogenase auf.

4. Auch die Jahreszeit kann die Leistungsadapta-
tion der Fermentaktivititen beeinflussen; dies hingt
moglicherweise mit der Tageslange zusammen.

5. Bei der Succinatatmung im Warburgapparat
zeigen langfristig an 5 °C angepafite Orfen einen um
10 % hoheren Wert als an 20 °C adaptierte Individuen
(Versuchstemperatur 25 °C). Bei der Umadaptation
von 20° nach 5°C {5 C°/8td) ndhern sich die Werte
nach anfinglichen Schwankungen denen der 5 °C-
Fische.

6. Nach einer Steigerung oder Senkung der Adap-
tationstemperatur (5 bzw. 2 C°/Std) traten — wie bei
den abrupten Umsetzungen von LEEMANN (1970a) —
bei manchen Fermenten anfingliche Schwankungen
auf; diese waren, auch wenn signifikant, nicht immer
reproduzierbar. Der Temperaturwechsel hat eine zeit-
lich begrenzte Phase gesteigerter Labilitat zur Folge.
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