Peter Proksch

Naturstoffe aus Meerestieren — von der Okologie zur
Anwendung als Arzneimittel

Einleitung

Unter den verschiedenen Quellen fir die Suche nach neuen Arzneimitteln zur Therapie
von Krankheiten und Verletzungen nehmen Substanzen aus der belebten Natur, die s
genannten Naturstoffe, eine herausragende Stelle ein. Etwa ein Drittel unserer derzeit vel
fligbaren Arzneistoffe besteht aus Naturstoffen oder wurde auf Grund von Leitstrukturen
aus der Natur entwickelt. Traditionell spielen hohere Pflanzen als Quelle von Arznei-
stoffen dabei eine besonders wichtige Rolle. Die Verwendung von Arzneipflanzen lasst
sich weit in der Menschheitsgeschichte zuriickverfolgen, wie z. B. Grabbeigaben belegen
Auch ist die Verwendung von Pflanzen fiir arzneiliche Zwecke keineswegs auf den Men-
schen beschrankt, sondern wird z. B. auch bei frei lebenden Menschenaffen (u. a. fur die
Behandlung von Wunden oder bei Befall durch Darmparasiten) beobachtet.

Mit der Entwicklung der ersten Antibiotika, wie z.B. des Penicillins und des Strep-
tomycins um die Mitte des letzten Jahrhunderts, rickten Mikroorganismen als Arznei-
stoffquellen in den Vordergrund. Die Erfolge in der Bekdmpfung vieler bis dahin tddlich
verlaufender Infektionskrankheiten wurden erst durch die Entdeckung antibiotisch aktiver
bakterieller oder pilzlicher Naturstoffe erméglicht.

Erstaunlicherweise jedoch stammen nahezu alle bis zum heutigen Tag aus der Natur en
wickelten Arzneistoffe ausschlief3lich aus solchen Organismen, die auf dem Land leben
(so genannte terrestrische Organismen), obwohl doch ca. 70 Prozent der Erdoberflach
durch die Ozeane bedeckt sind und die Weltmeere eine immense Vielfalt an Lebensfor-
men beherbergen. Von jeher spielen die Meere eine wichtige Rolle fur die Ern&dhrung des
Menschen, als Quelle fur Arzneistoffe blieben sie dagegen Uber eine lange Zeit hinweg
unbericksichtigt.

Dieser Zustand &nderte sich zu Beginn der funfziger Jahre des letzten Jahrhunderts
als Bergmann und Feeney 1951 erstmals ungewo6hnliche Nucleoside namens Spongot
ridin und Spongothymidin aus dem Meeresschwaf@rgptotethya cryptasolierten’
Nucleoside sind Bausteine von Nucleinsduren. Die aus dem Schwamm isolierten Ver-
bindungen weichen von den in menschlichen Zellen vorkommenden Nucleosiden jedock
durch bestimmte strukturelle Merkmale ab. Dies fuhrt dazu, dass es in Anwesenheit sol-
cher Nucleosid-Analoga zu einem Abbruch der Nucleinsadure-Synthese kommt, was mar
sich heutzutage gezielt fur die Behandlung von Krebserkrankungen bzw. von viralen In-
fektionen zu Nutze macht. Die Entdeckung des Spongouridins und Spongothymidins aus
Schwammen fuhrte zur Entwicklung von antiviralen Arzneistoffen wie dem Aciclovir, das
z.B. zur Behandlung von Herpesinfektionen eingesetzt wird. Das darauf erwachende In-
teresse an pharmakologisch aktiven marinen Naturstoffen wurde nochmals verstarkt durcl

1 vgl. Bergmann und Feeney (1951).
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die Entdeckung von Prostaglandinderivaten in der karibischen Weichk&takaura ho-
momall& zu einer Zeit, als die Bedeutung der Prostaglandine als wichtige Mediatorstoffe
z. B. fur die Entstehung von Fieber und Entziindungen gerade erkannt worden war.

Seitdem sind etwa 30 Jahre vergangen, wahrend derer die Zahl bekannter Naturstoffe
aus marinen Organismen auf weit Uber 10.000 angewachsen ist. Die Fortschritte in der
Auffindung, Isolierung und strukturellen Identifizierung mariner Naturstoffe hangen un-
mittelbar mit Weiterentwicklungen der Tauchtechnik zusammen, die es marinen Biologen
und Naturstoffforschern gestatten, sich routinem&Rig zumindest bis in Wassertiefen von
ca. 40 Meter vorzuwagen und ihre Forschungsobjekte in ihrer natirlichen Umgebung zu
beobachten, sowie mit Fortschritten in der Spektroskopie von Naturstoffen, die es ermog-
lichen, auch die h&ufig besonders komplexen Strukturen mariner Naturstoffe aufzuklaren.

Schaut man sich diejenigen Organismengruppen an, die auf dem Land bzw. im Meer
bislang die meisten biologisch aktiven Naturstoffe hervorgebracht haben, so tun sich deut-
liche Unterschiede auf: In der Gruppe terrestrischer Organismen sind ganz eindeutig die
hoheren Pflanzen an erster Stelle zu nennen. Im Meer dagegen sind Wirbellose (so ge-
nannte Invertebraten), wie z. B. Schwdmme, Tunikaten oder (zumeist schalenlose) Schne-
cken, deutlich vor den Algen die reichsten Naturstoffquellen. Dies wird sofort klar, wenn
man diejenigen marinen Naturstoffe, die sich gegenwartig in verschiedenen Phasen der
Klinischen Prifung befinden, und ihre Herkunft betrachtet: Von den etwa 13 derzeit in
klinischer Prufung befindlichen marinen Naturstoffen (oder Naturstoffanaloga) stammen
zwolf aus Invertebraten, lediglich eine Verbindung, das Squalamin-Lactat, wird aus Haien
als Vertretern mariner Wirbeltiere gewonneAm weitesten in der Arzneistoffentwick-
lung fortgeschritten sind von den erwahnten 13 Verbindungen das Ziconotid sowie das
Ecteinascidin 743 (ET 743). Beim Ziconotid handelt es sich um ein neuartiges Schmerz-
mittel, das aus dem Gift mariner Kegelschneck@or{usArten) stammt und von den
Fische jagenden Schnecken zum Lahmen ihrer Beutetiere verwendet wird, wahrend das
ET 743 aus marinen Tunikaten gewonnen wird und zukinftig als neues Medikament zur
Chemotherapie von verschiedenen Tumorerkrankungen dienen soll.

Wenn wir von marinen wirbellosen Organismen, wie z. B. Schwammen, als Quellen
von pharmakologisch aktiven Naturstoffen sprechen, missen wir uns vergegenwartigen,
dass diese niederen Tiere in der Regel immer in einer komplexen, bis heute kaum verstan-
denen Lebensgemeinschaft mit diversen Mikroorganismen (meist Bakterien bzw. Cyano-
bakterien) leben, die, wie wir spater noch sehen werden, zum Teil einen betrachtlichen
Anteil an der Biomasse ihrer Wirte ausmachen. Die Vermutung ist nahe liegend, dass
diese mit Schwdmmen und anderen Invertebraten assoziiert lebenden Prokaryoten auch
einen Beitrag zum Naturstoffmuster des gesamten Organismus durch eigenstandige Bio-
syntheseleistungen liefePnln der Tat erscheint diese Hypothese glaubhaft, wenn man
sich auffallende strukturelle Analogien zwischen Naturstoffen aus marinen Invertebraten
und aus Bakterien bekannten Verbindungen ansélumler versucht, der Frage nach den

2 Vgl. Weinheimer und Spraggins (1969).

3 Vgl. Prokschet al. (2002).

4 Vgl. Prokschet al. (2002).

5 Vgl. Prokschet al. (2002).

6 Siehe hierzu auch weiter unten den Teil: ~Staurosporinderivate aus der Seescheide Eudistoma toealensis und
dem PlattwurnPseudocerosp.”.
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eigentlichen Produzenten der Verbindungen durch Untersuchungen zur Lokalisierung de
betreffenden Substanzen, z. B. in Schwammen, nachzudehen.

Unabhangig von der vermuteten Rolle von Prokaryoten an der Naturstoffausstattung
von marinen Invertebraten ist es jedoch zunachst tberraschend, dass im Meer die Mehi
zahl pharmakologisch aktiver Naturstoffe aus Tieren und nicht, wie auf dem Land Ublich,
aus Pflanzen isoliert wird. Eine einleuchtende Erklarung fur das gehaufte Auftreten bio-
aktiver Naturstoffe in wirbellosen Organismen liegt in der Okologie dieser vielfaltigen
Organismen begriindet. Marine Invertebraten, wie z. B. Schwamme oder Tunikaten, sinc
ahnlich wie Pflanzen sessile Organismen, die auch bei Angriff eines Feindes nicht zur
Flucht befahigt sind und ferner Gber keinen schitzenden Panzer oder andere morpholc
gische Schutzmechanismen verfiigen. Viele Schwamme oder andere Invertebraten lebe
darUber hinaus exponiert auf Felsen oder Korallenriffen und sind daher z. B. fur Fische
meist leicht zu entdecken. Ferner stellen gerade Schwamme fiir carnivore Organismen at
Grund ihrer hohen Stickstoffgehalte im Meer, wo der Stickstoffgehalt zu den limitierenden
Faktoren zahlt, eine metabolisch lohnende Nahrungsquelle dar. Woran liegt es dann, das
Schwdmme und andere marine Invertebraten von den meisten Fischen in der Regel ge
mieden werden? Die Antwort liegt eindeutig in den Naturstoffen dieser Organismen, die
oft fralBhemmend wirken und/oder toxische Eigenschaften besitzen und auf diese Weist
ihre Produzenten wirksam vor mdglichen Gefahren aus ihrer Umwelt schiitzen. Die Erfor-
schung der vielfaltigen Wechselwirkungen zwischen marinen Invertebraten und rauberi-
schen Fischen und anderen Fressfeinden ist ein faszinierendes Kapitel aus dem Bereich d
Chemischen Okologie, die sich die Erforschung von stofflich bedingten Interaktionen zwi-
schen verschiedenen Organismen zur Aufgabe gemacht hat. Gleichzeitig ermdglicht die
Okologische Betrachtung mariner Naturstoffe unter funktionellen Gesichtspunkten eine
rationale Auswahl mariner Organismen fur ein Wirkstoffscreening unter pharmazeutisch-
medizinischen Gesichtspunkten, da wichtige intrazellulare Signalketten (mithin Zielmole-
kule fur Arzneistofftherapien) wahrend der Evolution oft beibehalten wurden. Ich méchte
in diesem Beitrag Beispiele aus unserer eigenen wissenschatftlichen Arbeit mit marinen
Naturstoffen vorstellen, die dem Leser zum einen die postulierte 6kologische Funktion
dieser Verbindungen vor Augen fihren und zum anderen die erwdhnte Parallelitat zwi-
schen Okologie und pharmazeutischer Wirkstoffsuche beleuchten sollen. Im letzten Teil
dieses Beitrages mochte ich einige Untersuchungen auffiihren, die zur Verdeutlichung de
Rolle von prokaryotischen Symbionten an der Biosynthese von Naturstoffen in Schwam-
men und anderen Invertebraten dienen und neben der chemischen auch die biologiscr
Komplexitat der vorgestellten Organismen darstellen sollen.

Pyridoacridinalkaloide und die chemische Verteidigung tropischer
Oceanapia-Schwamme

Schwdmme der Gattun@ceanapiagehdren im Indopazifischen sowie im Pazifischen
Ozean zu den haufiger vorkommenden Schwammarten. Im Rahmen unserer Untersuchur
gen zur chemischen Okologie tropischer Schwamme fiel der bisher taxonomisch unbe-
schriebene Schwamf@ceanapiasp. auf, der in Mikronesien (Insel Truk) in wenigen Me-

7 Siehe hierzu auch weiter unten den Teil: ,Hinweise zur Beteiligung von endosymbiontischen Bakterien an der
Naturstoffbiosynthese in marinen Schwéammen und Bryozoen®.
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tern Wassertiefe auf sandigem Grund vorkommt. Der Schwamm wurde von den zahlreich
vorkommenden Fischen offensichtlich gemieden. Ein Biotest am Standort des Schwam-
mes, bei dem ein Losungsmittelextrakt v@oeanapiasp. in physiologischer Konzentra-
tion in kiinstliches Fischfutter eingearbeitet und anschlie3end unter Wasser gemeinsam mit
unbehandelten Kontrollen den am Standort des Schwammes vorkommenden Fischen an-
geboten wurde, bestatigte unsere anfangliche Vermutung: Die mit dem Schwammextrakt
behandelten Futterstiicke wurden klar gemieden, wahrend die Kontrollstiicke gefressen
wurden® Die von Biotests begleitete Fraktionierung des Schwammextraktes resultierte
in der Isolierung von Pyridoacridinalkaloiden, wie z. B. dem Kuanoniamin C und D, als
den mal3geblichen Verbindungen fir die fraBhemmende Wirkung des Extraktes. Beide Al-
kaloide, die auch die Pigmente des rot gefarbten Schwammes darstellen, erwiesen sich
in FralBversuchen am Standort v@teanapiasp. in den gleichen Konzentrationen wie
im Schwamm vorliegend als stark fralhemmend gegentiber der nattrlich vorkommenden
Fischgesellschaft.Selbst auf Schwamme spezialisierte Fische, wie z. B. der Kaiserfisch
Pomacanthus imperatpwurden in Aquarienversuchen durch die Anwesenheit von Kua-
noniaminen im Fischfutter abgeschreckt.

Betrachtet man den Schwanfdteanapiasp. genauer, so stellt man fest, dass lediglich
ein relativ kleiner Teil des Schwammkaorpers (der Schlot zum Einstrudeln der Nahrung
sowie das ,Capitum*, ein kugeliger terminaler Abschnitt des Schlotes, der zur vegetati-
ven Verbreitung dient) in das Wasser hineinragt, der weitaus gréf3ere Teil des Schwammes
jedoch im sandigen Substrat verborgen lebt und im Vergleich zu den oben genannten ex-
ponierten Schwammteilen versteckt und damit vor Fischen geschiitzt ist. Die Alkaloidkon-
zentrationen in den verschiedenen Schwammteilen spiegeln dies wider: Die im Sand ver-
borgene Basis des Schwammes verflugt lediglich tber eine Gesamtalkaloidkonzentration
von ca. 0,8 Prozent bezogen auf das Trockengewicht. Die in das Wasser hineinragenden
Schwammteile hingegen weisen deutlich hohere Alkaloidkonzentrationen auf. Im Fall der
Schlote und der Capita werden Konzentrationen an Kuanoniaminen gemessen, die bis zu
fiinf Prozent des Trockengewichtes erreichen kérnfi@esonders gefahrdete Schwamm-
teile werden mithin durch die Akkumulation besonders hoher Alkaloidkonzentrationen
geschutzt — eine Beobachtung, die dem eigentlich fir Pflanzen aufgestellten ,Plant Ap-
parency Model* bzw. der ,Optimal Defense Theory* entsprichBeide Theorien postu-
lieren eine positive Korrelation zwischen chemischer Verteidigung und der Gefahr, von
Fressfeinden gefunden zu werden, bzw. sagen aus, dass wichtige Pflanzenorgane (z. B.
fur die sexuelle oder vegetative Vermehrung grundlegende Strukturen) durch Akkumu-
lation hoher Naturstoffkonzentrationen besonders wirksam vor dem Angriff von Fress-
feinden geschutzt werden. Offensichtlich kann auch die Alkaloidverteilung im Schwamm
Oceanapiasp. gut durch die beiden genannten Modelle erklart werden.

8 Vgl. Schuppet al. (1999a).
9 Vgl. Schuppet al. (1999a).
10v/gl. Schuppet al. (1999a).
vgl. Feeny (1976) und Rhoades und Cates (1976).
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Staurosporinderivate aus der Seescheide Eudistoma toealensis und
dem Plattwurm Pseudoceros sp.

Wiederum in Mikronesien, diesmal jedoch in einem Mangrovensumpf auf Truk, wurden
wir auf die Seescheideudistoma toealensiaufmerksam, die als weiches, watteédhnli-
ches Gebilde auf den unter Wasser befindlichen Wurzeln von Mangroven wadbist.
Seescheide wies, wie zuvor der Schwa@eeanapiasp., keine erkennbaren Fral3spuren
von Fischen auf. Lediglich Exemplare des marinen PlattwuPseudocerosp. wurden

auf der Seescheide gefunden. Basierend auf den Unterwasserbeobachtungen vor Ort ¢
auch in diesem Fall die Vermutung nahe, dissoealensidiber einen Fral3schutz ge-
genuber Fischen verfugt. Da keinerlei morphologische Abwehrmechanismen erkennbai
waren, konnte auch hier die Abwehr nur eine chemische sein. Wir tberprften diese Hy-
pothese durch einen Biotest am Standort Eotoealensisindem wir einen Losungsmitte-
lextrakt der Seescheide in physiologischer Konzentration in kiinstliches Fischfutter einar-
beiteten und anschliel3end den im Mangrovensumpf vorkommenden Fischen gemeinsar
mit unbehandelten Futterstiicken anboten. In diesem Wahlversuch entschieden sich di
Fische in hoch signifikanter Weise fur die unbehandelten Futterstiicke, was unsere Hypo:
these zur chemischen Abwehr vBntoealensisintermauerte.

Durch Fraktionierung des Seescheidenextraktes gelang die Isolierung mehrerer Staurc
sporinderivate® Das Staurosporin wurde erstmals 1977 durch Onetira. aus Actino-
myceten, wieSaccharothrix aerocolonigenesibsp.Staurosporeaisoliert!* In den ver-
gangenen Jahren konnten Staurosporinderivate, die bislang ausschlief3lich als mikrobiell
Naturstoffe galten, auch aus mehreren marinen Invertebraten, u.a. aus Seescheiden ul
Schnecken, isoliert werden. Diese Organismen sind ebendb.woealensidNahrungsfil-
trierer und filtern aus dem Seewasser Bakterien und Detrituspartikel. Es ist daher denkbat
dass typische mikrobielle Metabolite wie die Staurosporine, obwohl sie in Invertebraten
gefunden werden, nicht von diesen im Rahmen der Biosynthese gebildet werden, sonder
auf eingestrudelte Bakterien zurtickgefuhrt werden kdnnen. Eine Alternative zu dieser Hy-
pothese, die das wiederholte Auffinden von strukturell sehr unterschiedlichen bekannter
bakteriellen Naturstoffen in marinen Tunikaten, Schnecken oder Schwammen erklart, sieh
in Bakterien, die als Endosymbionten in vielen marinen Invertebraten felzbe eigent-
lichen Produzenten dieser ungewohnlichen und fir Eukaryonten unerwarteten Naturstof:
fe.'® Fur die erste der beiden genannten Hypothesen (Aufnahme und Speicherung vor
Naturstoffen tber die Nahrungskette) gibt es bereits Beweise in Bezug auf andere marine
Invertebraten. So konnte z.B. gezeigt werden, dass der Proteinphosphatase-Hemmsto
Okadainsaure, der erstmals aus Schwammen isoliert wurde, ursprunglich auf Dinoflagel-
laten zuriickgeht, die von den Schwammen eingestrudelt wéfdgie. zweite Hypothese
(Biosynthese von Naturstoffen in Invertebraten durch endosymbiontische Mikroorganis-
men) ist experimentell wesentlich schwerer zu belegen, da es bislang nicht gelungen ist

12y/gl. Schuppet al. (1999b).

13v/gl. Schuppet al. (1999b) und Schupet al. (2002).
14vgl. Omuraet al. (1977).

15vgl. z. B. Thomset al. (2003).

16v/gl. Prokschet al. (2002).

17vgl. Murakamiet al. (1982).
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endosymbiontische Bakterien z. B. aus Schwammen zu isolieren und sie unabhangig von
ihren Wirten zu kultivierert®

Eine von beiden Hypothesen konnte zweifellos auch das Vorkommen von Staurospori-
nen in der Seescheide toealensigrklaren. Interessanterweise werden Staurosporin und
mehrere seiner Derivate jedoch nicht nur in den Seescheiden, sondern auch in den auf
den Seescheiden beobachteten PlattwirmRsgudocerosp. nachgewiesen. Ein Extrakt
aus den Plattwirmern hatte sich in den zuvor geschilderten Wahlversuchen mit Fischen
ebenso wie der Extrakt aus der Seescheide als stark fraBhemmend erwiesen. Die Natur-
stoffanalyse des Plattwurmextraktes zeigte, dass auch in den Plattwirmern das gleiche
Spektrum an Staurosporinderivaten vorlag wie zuvor in der Seescheide gefunden. Offen-
sichtlich hatten die Plattwirmer die Staurosporine aus der Seescheide aufgenommen und
sogar angereichert, da die Gesamtkonzentration an Saurosporinen in den Plattwirmern
deutlich héher war als in der Seescheide. Zumindest in den Plattwirmern reicht die Kon-
zentration an Staurosporinen aus, um Fische abzuschrecken, wie Fischfitterungsversuche
am naturlichen Fundort vol&. toealensisind Pseudocerosp. ergaben. Dies trifft jedoch
nicht fur die Seescheiden zu. Hier reichen die Staurosporinkonzentrationen nicht aus, um
einen effektiven Fral3schutz zu gewahrleisten. Da der Extrakt der Seescheide dennoch si-
gnifikant fralBhemmend war, muss in diesem Fall das Vorhandensein weiterer, bisher nicht
identifizierter Schutzstoffe postuliert werden, die es zu finden gilt.

Das Vorkommen von Staurosporinen in Seescheide und Plattwurm ist ein gutes Beispiel
fur die in der Einleitung erwdhnte und oft zu beobachtende Korrelation zwischen 6kolo-
gischer Funktion und pharmakologischer Aktivitat von marinen Naturstoffen. So erweisen
sich Staurosporin und seine Analoga nicht nur als fralBhemmend gegenuber Fischen, son-
dern sind dartber hinaus auch sehr wirksame Hemmstoffe von Proteinkinasen, wie z. B.
der Proteinkinase &. Die Proteinkinase C mit ihren verschiedenen Isoformen stellt ein
interessantes Zielmolekul fir die Krebstherapie dar. Ein Staurosporin-Analogon, das 7-
Hydroxystaurosporin, befindet sich auf Grund seiner Kinase-Hemmwirkung derzeit in der
klinischen Prufung als potentieller neuer Wirkstoff flir die Chemotherapie bei Krebser-
krankungert?

Bromierte Isoxazolinalkaloide in den mediterranen Schwammen
Aplysina aerophoba und Aplysina cavernicola

Beispiele fur die 6kologische Bedeutung mariner Naturstoffe im Rahmen der Wechselwir-
kung von Invertebraten und moglichen Fressfeinden, wie z. B. Fischen, finden sich jedoch
nicht nur in den Tropen, sondern auch in den gemafigten Breiten, wie z. B. im Mittelmeer.
Ein gutes Beispiel hierfir liefern Schwamme der GattApdysing die im Mittelmeer mit

den beiden ArterA. aerophobaund A. cavernicolavertreten istA. aerophobagehort zu

den haufigeren Schwammarten des Mittelmeeres und wird bereits in Wassertiefen ab ca.
0,5 Meter angetroffen. Die verwandte A&t cavernicolabesiedelt vornehmlich gré3ere
Tiefen und lebt haufig in Hohlen oder unter felsigen Uberhangen.

18 Siehe hierzu aber weiter unten den Teil: ,Hinweise zur Beteiligung von endosymbiontischen Bakterien an der
Naturstoffbiosynthese in marinen Schwammen und Bryozoen*.

19vgl. Tamaokiet al. (1986).

20ygl. Akiyamaet al. (1999).
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Beide AplysinaArten akkumulieren strukturell ungewohnliche, dibromierte Isoxazoli-
nalkaloide, wie z. B. das Aerophobin-2 oder das Isofistularin-3, die nur in der Schwam-
mordnungVerongidaangetroffen werden. Diese biogenetisch aus dem Tyrosin und einem
biogenen Amin hervorgegangenen marinen Alkaloide werden von den Schwammen in
Konzentrationen bis zu zehn Prozent ihres Trockengewichtes akkumuliert. Verletzt man
die Schwamme mechanisch, so kommt es im verwundeten Gewebe durch Zusammer
brechen der intrazellularen Kompartimentierung zu einer schnellen, enzymkatalysierten
Biotransformation, wahrend derer die Isoxazolinalkaloide unter Ring6ffnung gespalten
werden und das Aeroplysinin-1 entsteht. Letzteres wird in einer zweiten Reaktion zum
Dienon umgewandeftt Sowohl das Aeroplysinin-1 als auch das Dienon zeichnen sich
durch eine starke antibakterielle Wirkung gegentber marinen Bakterien aus und wirken
ferner cytotostatisck: Beide Wirkungen dirften fiir den Wundschutz nach einer Ver-
letzung des Schwammgewebes wichtig sein, indem sie das Eindringen von pathogene
Keimen verhindern. Die cytostatische Wirkung des Aeroplysinin-1 erstreckt sich auch auf
menschliche Krebszellen und hindert diese am Wachstum. Es konnte gezeigt werden, das
Aeroplysinin-1 ein potenter Inhibitor vom EGF-Rezeptor abhangigen Tyrosinkinasen ist,
einer Gruppe von Proteinkinasen, die am Entstehen von Krebserkrankungen betéiligt ist.
Die nativen Schwammalkaloide, wie z. B. das Aerophobin-2, das in beiden Schwammar-
ten vorkommt, oder das Aerothionin, das lediglichAincavernicolaakkumuliert, weisen
frallhemmende Wirkung gegeniber marinen Fischen, wieBldBnius sphinxoderTha-
lassomaArten, auf, besitzen daflr aber keine antibakterielle oder cytostatische Wirkung.

Wie so haufig im Rahmen von Rauber-Beute-Beziehungen zu beobachten, gibt es je-
doch auch im Fall vorAplysinaSchwammen spezialisierte Rauber, die es geschafft ha-
ben, die Giftbarriere ihrer Beuteorganismen zu tiberwinden und sich dadurch im Vergleich
zu nicht angepassten Raubern eine 6kologische Nische zu erobern. Ein solchAgr auf
lysinaSchwamme spezialisierter Fressfeind ist die MeeresschrnBdkdina perversa
die insbesondere auf. aerophobahaufig anzutreffen ist und zum Teil tiefe Lécher in
das Schwammgewebe frisst. Die Schnecken nehmen tber die Schwammnahrung die bre
mierten Isoxazolinalkaloide auf, die sie anschliel3end tber den ganzen Weichkérper ver:
teilen. Die héchsten Alkaloidkonzentrationen finden sich anschlieBend im Mantelgewebe
sowie auch in den EigelegéhDie Alkaloide werden so an die Nachkommenschaft wei-
tergegeben. Unklar ist noch, ob auch die Veliger-Larven Alkaloide aufweisen oder ob die
Verbindungen in den Eihtllen verbleiben. Auf Grund von Fischfutterungsversuchen mit
Extrakten aud. perversast klar, dass auch die Schnecken einen chemischen Fral3schutz
vor Fischen genieRen.Es ist naheliegend anzunehmen, dass dieser Fral3schutz durch die
Uber die Nahrung aufgenommenen Schwammalkaloide vermittelt wird, genaue Untersu-
chungen hierzu fehlen aber noch.

Offen ist weiterhin die Frage, ob und inwieweit dieAplysinaSchwammen besonders
zahlreich vorkommenden assoziierten Mikroorganismen an der Biosynthese der bromier-
ten Isoxazolinalkaloide beteiligt sind. Immerhin belegen elektronenmikroskopische Unter-
suchungen, dass bis zu 40 Prozent der Biomasse dieser Schwamme aus Bakterien beste

21vgl. Ebelet al. (1997).

22ygl. Teeyapanet al. (1993) und Weisst al. (1996).
23vgl. Kreuteret al. (1992).

24\Vgl. Ebelet al. (1999).

25Vgl. Becerroet al. (2003).
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die zum grof3ten Teil extrazellular, aber auch in den Schwammzellen selbst nachgewiesen
werden konner® Frither war man in Bezug auf die taxonomische Zuordnung und Cha-
rakterisierung von Bakterien-Assoziaten in marinen Schwammen oder in anderen Inverte-
braten ausschlie3lich auf die Kultivierbarkeit der betreffenden Mikroorganismen oder, bei
nicht kultivierbaren Bakterien, auf eine grobe morphologische Charakterisierung mittels
mikroskopischer Methoden angewiesen. Dies erwies sich oft als véllig unzureichend. Zum
einen gibt die morphologische Plastizitat von Bakterien keineswegs ihre tatsachliche taxo-
nomische Diversitat wieder, zum anderen ist in der Regel nur ein sehr kleiner Prozentsatz
der tatsachlich in Schwammen vorkommenden Bakterien mit den derzeit zur Verfiigung
stehenden mikrobiologischen Methoden kultivierbar. Im Fall #omerophobaerwiesen

sich zum Beispiel weniger als ein Prozent der tatsachlich im Schwamm vorkommenden
Bakterien als kultivierbat!

Ein wichtiger methodischer Durchbruch in der taxonomischen Charakterisierung von
bakteriellen Lebensgemeinschaften, der unabhangig von der Kultivierbarkeit der betref-
fenden Mikroorganismen ist, wurde durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden,
wie z. B. derIn-situ-Hybridisierung mittels fluoreszensmarkierter Oligonucleotidsonden,
erreicht, die spezifisch an die 16S-rRNA von Bakterien bintfdn. einer der ersten Un-
tersuchungen zur bakteriellen Diversitat in marinen Schwammen, die sich dieser kultivie-
rungsunabhéngigen Methode bediente, untersuchten Frietradth(1999) und Friedrich
et al. (2001) die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft aerophobaund A.
cavernicola Beide Schwamme waren sich in Bezug auf ihre assoziierten Bakterien sehr
ahnlich. Delta-Proteobakterien dominierten jeweils, gefolgt von Bakterien mit hohen GC-
Gehalten, gamma-Proteobakterien und solchen des Bacteroides Clusters.

Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschafteh imerophobaund A. ca-
vernicolaist bemerkenswert stabil und unabhangig von auf3eren Faktoren. Im Rahmen
von Transplantationsversuchen, die vor Elba durchgefiihrt wurden, wurden Exemplare
von A. cavernicolain 40 Meter Tiefe schonend gesammelt und anschlieend in 7, 12
und 15 Meter Wassertiefe wieder auf dem Substrat verankert. Nach drei Monaten wurden
die transplantierten Schwamme sowie die Schwdmme vom Originalstandort gesammelt
und auf inre Bakteriengesellschaften mittels denaturierender Gradientengelelektrophorese
(DGGE) von PCR-amplifizierten partiellen 16S rRNA Gensequenzen unterSUEi.
Vergleich der Bandenmuster in der DGGE von Schwammen des Originalstandortes (40
Meter Wassertiefe) mit denen der transplantierten Schwamme ergab eine erstaunlich hohe
Ubereinstimmung, die auf eine bemerkenswerte Konstanz der Bakteriengemeinschaften
unabhangig von aufieren Faktoren, wie z. B. Licht und Stromungsverhaltnisse, schliel3en
lasst. Auch die Alkaloidmuster der verschiedenen Schwamme waren konstant und zeig-
ten wahrend der Dauer des Experimentes keine Beeinflussung durch Umweltfaktoren.
Insgesamt wurden sieben bei den verschiedenen Schwammproben konstant auftretende
Banden aus den DGGE-Gelen sequenziert. Ein Vergleich der erhaltenen Gensequenzen
mit Sequenzen aus Datenbanken ergab ein hohes MaR an Ubereinstimmung mit den Aci-
dobakterien nahestehenden Bakterien, die bisher ausschlief3lich in den Schwahemen

26\/gl. Friedrichet al. (1999).

27'vgl. Friedrichet al. (2001).

28\/gl. Friedrichet al. (1999), Friedricret al. (2001) und Hentschelt al. (2001).
29V/gl. Thomset al. (2003).
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nella swinhoeundA. aerophobaind sonst in keiner anderen marinen Quelle nachgewie-
sen werden konntetl.Es ist daher wahrscheinlich, dass es sich bei diesen Bakterien um
schwammspezifische mikrobielle Symbionten handelt. Ob diese oder andgpty/gina
Schwammen vorkommenden mikrobiellen Symbionten an der Biosynthese der bromierter
Isoxazolinalkaloide beteiligt sind, ist zum gegenwartigen Zeitpunkt jedoch noch offen.

Hinweise zur Beteiligung von endosymbiontischen Bakterien an der
Naturstoffbiosynthese in marinen Schwammen und Bryozoen

In anderen Fallen ist unser Wissen um eine Beteiligung von Bakterien an der Biosyn-
these von biologisch aktiven Naturstoffen in marinen Schwdmmen und anderen Inver-
tebraten wesentlich konkreter als glysinaSchwammen. Ein Beispiel hierfur ist der
oben bereits genannte Schwaniineonella swinhoeider im Pazifik und im Indopazi-

fik vorkommt. Exemplare des Schwammes, die bei den Philippinen und in Mikronesien
gesammelt wurden, weisen u. a. das cyclische Peptid Theopalauamid sowie das Makrc
lid Swinholid A auf. Wahrend das Theopalauamid inhibierend auf das Wachstum von
Pilzen wirkt, zeichnet sich das Swinholid A durch starke cytotoxische Aktivitat aus. Nach
mechanischem Aufschluss des Schwammgewebes konnten mittels differentieller Zentrifu-
gation verschiedene Zellfraktionen erhalten werden, die aus schwammassoziierten Bakte
rien bzw. aus Schwammzellen bestanden. In einer Fraktion, die hauptsachlich filamentost
Bakterien aufwies, wurde das Theopalauamid als Hauptkomponente detektiert, wahrent
sich das Swinholid A in einer anderen Fraktion wiederfand, die vornehmlich unizellulare
Bakterien aufwies! Die Theopalauamid produzierenden Bakterien sind mittlerweile mit-
tels 16S rDNA Gensequenzierung als den Myxococcales verwandte delta-Proteobakterie
identifiziert worden?? Versuche, dieses Bakterium in Kultur zu nehmen, schlugen bislang
allerdings fehl.

Ein weiteres Beispiel, das die Bedeutung von assoziierten Prokaryoten flr die Natur-
stoffbiosynthese in marinen Schwammen belegt, liefert der Schwgsilea herbacea
vom Great Barrier Reef in Australien. Der Schwamm akkumuliert sowohl verschiedene
Sesquiterpene als auch das chlorierte Aminosaurederivat 13-Demethylisodysidgisin.
zu 50 Prozent der Schwammbiomasse bestehen aus Cyanobakterien @=cilleto-
ria spongeliae Eine ahnliche Aufarbeitung des Schwammgewebes wie weiter obdn fur
swinhoeibereits beschrieben lieferte eine aus den Cyanobakterien bestehende Fraktior
die das chlorierte Aminosaurederivat als Hauptkomponente aufwies, sowie eine Fraktion,
die vornehmlich aus Schwammzellen bestand und die Sesquiterpene beinhaltete.

Das Moostierchen (Bryozo&ugula neritinaist die Quelle fir eine interessante Gruppe
strukturell komplexer macrozyklischer Lactone, der Bryostatine. Das Bryostatin | befindet
sich derzeit in der klinischen Prifung (Phase Il) als potentielles neues Medikament geger
bestimmte Formen von Krebserkrankungéieuere Untersuchungen deuten darauf hin,
dass auch dieser pharmakologisch wichtige Naturstoff auf assoziierte Bakterien als eigent
liche Produzenten zurlckzufuhren ist. In Aquarien gehaltene ExemplarB.voeritina

30vgl. Thomset al. (2003) und Hentscheit al. (2002).

31vgl. Bewleyet al. (1996) und Bewley und Faulkner (1998).
32gl. Schmidtet al. (2000).

33gl. Unson und Faulkner (1993).

34vgl. Prokschet al. (2002).
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reagieren z. B. auf eine Behandlung mit Antibiotika durch Verringerung der Anzahl endo-
symbiontischer Bakterien und Abnahme des Gehaltes an Bryostatinen. An der Biosynthese
der makrozyklischen Grundstruktur der Bryostatine sind wahrscheinlich Polyketidsyntha-
sen beteiligt. Genfragmente der Polyketidsynthase vom Typ | konnten aus bakteriellen
Symbionten vorB. neritina kloniert werden. Eine dazu homologe RNA-Sonde bindet
ausschlief3lich an die bakteriellen Symbionten, nicht aber an symbiontenfreie Zellen von
B. neritina®

Ausblick

Das Aufspuren funktioneller Aspekte mariner Naturstoffe aus Invertebraten, wie es in die-
sem Beitrag versucht wurde, zeigt die enge Verzahnung von Biologie und Chemie. Ohne
die zumeist komplexen Strukturen der vielfaltigen heute bekannten marinen Naturstoffe
sind ihre Produzenten in der Regel in der Auseinandersetzung mit Fressfeinden am na-
turlichen Standort nicht Gberlebensfahig. Die ,chemische Waffe* ist der Schlissel zum
Uberleben, wobei das Beispiel daplysinaSchwamme und der an sie angepasJign
lodina-Schnecken zeigt, dass es niemals einen absoluten Schutz gibt, sondern dass sich
im Laufe der Koevolution zwischen Beuteorganismen und Raubern Spezialisten gebil-
det haben, die die ihnen entgegengesetzte Giftbarriere durchbrechen und sich auf diese
Weise eine 6kologische Nische erobern. In manchen Fallen, wie bei der Interaktion von
AplysinaundTyloding geht die Anpassung der Rauber so weit, dass sie sogar das Giftarse-
nal ihrer Beutetiere tibernehmen und dieses eventuell zum eigenen Schutz einsetzen. Das
Studium mariner Naturstoffe unter dkologischen Gesichtspunkten bietet demnach faszi-
nierende Einblicke in die verschiedenen Interaktionen von Organismen, die genauso kom-
plex und vielfaltig sind wie die ihnen zu Grunde liegenden Molekiile. Gleichzeitig bietet
diese Sichtweise aber auch einen Ansatz zu einer gerichteten Wirkstoffsuche im Meer
unter pharmazeutisch-medizinischen Gesichtspunkten. Substanzen, die sich im harten Da-
seinskampf als Waffen zum Uberleben bewéahrt haben, sind von der Natur auf biologische
Aktivitat hin optimiert und zeigen auch in pharmakologischen Testsystemen haufig Wir-
kungen, die sie als Kandidaten flrr eine Arzneistoffentwicklung z. B. im Indikationsgebiet
.Krebserkrankungen* interessant machen. Die hauptsachlich im vorhergehenden Teil vor-
gestellten und erst in den Anfangen verstandenen Wechselbeziehungen zwischen marinen
Invertebraten und den in ihnen lebenden Mikroorganismen beleuchten einen faszinieren-
den Aspekt der Symbioseforschung, der besonders durch die Verflugbarkeit molekularbio-
logischer Methoden neue spannende Einblicke in komplexe marine Lebensgemeinschaften
verspricht. Aber nicht nur die Grundlagenforschung kann von diesen neuen Forschungsan-
satzen profitieren. Auch die Anwendbarkeit mariner Naturstoffforschung im Hinblick auf
eine eventuelle Nutzung bioaktiver Metabolite als Medikamente kdnnte einen gewaltigen
Anschub erfahren, wenn es gelingt, tatsachlich mikrobielle Endosymbionten als Produ-
zenten pharmakologisch wichtiger Naturstoffe z. B. in Schwammen oder Seescheiden zu
identifizieren und diese Mikroorganismen auf3erhalb ihrer Wirte zu kultivieren. Durch die-
sen biotechnologischen Ansatz (so er erfolgreich ist) konnte erstmals die Nachhaltigkeit
mariner Naturstoffe ohne Schadigung natirlicher Ressourcen (d. h. das Sammeln am na-
turlichen Standort) erreicht werden. Gerade die Nachhaltigkeit ist derzeit noch ein grof3es

35Vgl. Haygood und Davidson (1997).
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Problem, das der Entwicklung vieler pharmakologisch vielversprechender mariner Natur-
stoffe im Wege steht bzw. diese verlangsamt. Es ist daher zu hoffen, dass durch eine eng
Zusammenarbeit von marinen Naturstoffforschern mit anderen Disziplinen, wie der Mi-
krobiologie, Molekularbiologe und Biotechnologie, die Marktreife von Arzneistoffen aus
dem Meer bald in greifbare Nahe rickt.
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