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Zusammenfassung

Schwamme (Tierstamm Porifera) stellen als sessile marine Organismen eine der ergiebigsten Quellen fiir
bioaktive Substanzen (Sekunddrmetabolite) dar. Deshalb stehen diese Tiere im Mittelpunkt der marinen
Naturstoff-Forschung, einer Thematik, die auch einen Schwerpunkt der Férderung des BMBF darstellt.
Basierend auf den Empfehlungen, den ,Petersberger Thesen", sollen Kompetenz-Zentren gegriindet werden, in
denen ,wissenschaftliche Exzellenz" angeboten wird.

Das am 01. September 2001 gegriindete Kompetenz-Zentrum BI/O7ECmarin soll mithelfen, den hohen
Stand auf dem Felde der molekularen Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung und der /in vitro-Kultivierung von
marinen Schwammen, der in Deutschland existiert, zu sichern und weiter auszubauen sowie diesen durch die
notwendigen Kenntnisse in der Taxonomie und der Okologie abzusichern.

Es wurde bisher eine Blindelung der Aktivitdten der beantragenden Gruppen (Zoologen, Chemiker,
Mikrobiologen, Molekularbiologen, Ingenieure und Bioverfahrenstechniker), die mit Schwammen oder
Schwamm-assoziierten Mikroorganismen arbeiten, vollzogen. Ziel der Arbeiten war auch, neue Wege zur
schonenden und nachhaltigen Nutzung der Rohstoffquelle Schwamm aufzuzeigen. In dem kooperativen
Programm wurden sowohl Schwamme als auch Mikroorganismen nach erfolgter taxonomischer Bestimmung in
Aquarien, in Marikultur und in Zellkultur geziichtet. Das Schwergewicht der Arbeiten bestand in der Isolierung
und Charakterisierung von nieder- und hochmolekularen Wirkstoffen, die fiir medizinische und andere
anwendungsorientierte Felder genutzt werden kdnnen. Bei diesem Vorgehen wurde auf jeder Entwicklungslinie
gepriift, ob wirtschaftlich interessante Molekiile anfallen. Diese sind - entsprechend den Zielen des Kompetenz-
Zentrums - der wirtschaftlichen Verwertung anzubieten. Als Auflage des Projekttrégers wurde die
Verwertungsgesellschaft BIOTECmarin GmbH gegriindet. Deren Aufgabe ist es, die im Kompetenz-Zentrum
erarbeiteten kommerzialisierbaren Produkte und innovativen Verfahren zwecks wirtschaftlicher Verwertung zur
Produktreife zu entwickeln. Im Laufe des ersten Foérderabschnitts wurden mehr als zehn Patente angemeldet
und ein Patent erteilt.
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[ Allgemeine Darstellung

1 Aufgabenstellung

Ziel und Zweck des Kompetenz-Zentrums BIOTECmarin ist es, durch Blindelung der Aktivitaten der beteiligten
Gruppen, die sowohl mit Schwammen als auch mit Schwamme-assoziierten Mikroorganismen arbeiten, neue
Wege zur schonenden und nachhaltigen Nutzung der Rohstoffquelle Schwamm zu beschreiten. In diesem
Zentrum sind die fir die Realisierung dieses Programms notwendigen Kompetenzen zusammengefaBt, wobei
wir in der Vergangenheit und Gegenwart offen waren - und sicherlich auch in der Zukunft sind - fiir die
Integration weiterer Forschergruppen.

Im Kompetenz-Zentrum BIOTECmarin erfolgt die Umsetzung der Erkenntnisse von der
Grundlagenforschung zur Anwendung Uber die Verwertungsgesellschaft BIOTECmarin GmbH in folgenden
Stufen (Abbildung 1). Zunachst werden die Schwamme und Mikroorganismen taxonomisch bestimmt. Darauf
aufbauend werden niedermolekulare Wirkstoffe, die fiir medizinische und andere anwendungsorientierte Felder
(z.B. Biomaterialien) genutzt werden koénnen, aus diesen Organismen isoliert, charakterisiert und in die
Verwertungsgesellschaft BJOTECmarin GmbH Uberflhrt (fir die Kommerzialisierbarkeit). Wichtig innerhalb des
Kompetenz-Zentrums BIOTECmarin ist dabei, Wege zur nachhaltigen Produktion kommerziell interessanter
Substanzen aus Schwammen und aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen aufzuzeigen. Fir die Produkte
»Tajixanthonhydrat® und ,rekombinante Silicase" steht eine Verfahrensentwicklung und das anschlieBende
Scale-Up des Verfahrens in den TechnikumsmaBstab im Vordergrund. Parallel dazu sollen das Verfahren zur
Kultur funktioneller Schwamme und das Primmorphe-Kultursystem weiter untersucht bzw. zur Anwendungsreife
gebracht werden, so daB zukiinftig auch Schwamm-spezifische Sekundarmetabolite verfahrenstechnisch
produziert werden kdnnen. UnerlaBlich hierfiir sind weitere, vertiefende Einblicke in die Habitate und die
Okologie der technisch relevanten Schwamme sowie in deren physiologische Besonderheiten. Wie sich bisher
zeigte, bedarf es dazu einer biotechnologisch relevanten Charakterisierung des biologischen Materials, die weit
Uber die reine taxonomische Artbeschreibung hinaus geht. Wiinschenswert ware es, zu einer Syn-Taxonomie zu
gelangen, die auch technisch relevante molekularbiologische, biochemische und mikrobielle Aspekte
beriicksichtigt. Erweitert wird dieses Konzept der Syn-Taxonomie durch ein neu zu entwickelndes
Hinterlegungskonzept des Schwamm-Materials in o6ffentlichen Sammlungen (Naturkundemuseum Berlin /
Senckenberg Frankfurt), um auch in diesem Bereich den Anforderungen an eine ,,Gute wissenschaftliche Praxis"
(siehe Empfehlungen der DFG und der Gesellschaft fir Biologische Systematik [GfBS]) gerecht zu werden.

Parallel zum Screening-Programm zur Identifizierung neuer bioaktiver Substanzen (oder Substanzen mit
neuer Wirkung) und der sich anschlieBenden anwendungsorientierten Verwertung wird die Nutzung des
»~Modells Schwamm™ zur Herstellung von neuen Biomaterialien ausgelotet und auch realisiert. Besonders fiir die
erfolgreiche Umsetzung des letztgenannten Projekts sind die Erkenntnisse (iber die Zusammensetzung und den
Aufbau des funktionellen Genoms (Genomforschung) eines ausgewdhlten Schwamms essentiell. Auch hierin
haben wir in der ersten Forderperiode die Basis gelegt, die uns auf diesem Sektor eine Spitzenstellung
eingebracht hat.

Uber die Verwertungsgesellschaft B/OTECmarin GmbH wird die Vermarktung der Produkte und des
Verfahrens-,know-how" betrieben, wobei die Produktreife entweder in Eigeninitiative vorangetrieben oder durch
Kooperation mit anderen wirtschaftlichen Unternehmen angestrebt wird. Beide Wege sind in unserem Zentrum
bereits erfolgreich beschritten worden; ein positiver Abschluf3 steht bevor.

2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefuhrt wurde

Die im Kompetenz-Zentrum strikt verfolgten Wege zur nachhaltigen Nutzung des bioaktiven Potentials der
Schwamme und der biotechnologisch interessanten Enzyme dieser Organismen fir medizinisch-therapeutische
Anwendungen und zur Entwicklung neuer Materialien haben bereits zu ersten kommerzialisierbaren Produkten
(Patentanmeldungen; Patente) gefiihrt, die im Hinblick auf eine Kommerzialisierung realisiert wurden und -
trotz der gegenwartig schwierigen Lage - zur Einwerbung von VC-Geldern durch die Verwertungsgesellschaft
fuhrten (BIOTECmarin GmbH/ONCOTECmarin AG).

3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Die in dieser Forderperiode erarbeiteten Kompetenzen rdumen dem Zentrum in einigen anwendungsbezogenen
Feldern eine Sonderstellung ein. Ziel des Foérderabschnitts war es, durch Sicherung der ,intellectual properties"
sowie des ,know how" die Grundlage fir ein Interesse von Mittel- und GroBunternehmen zu legen (Anmeldung
von Patenten/Patenterteilung), um VC-Gelder einzuwerben. In dieser Hinsicht waren die Gruppen, die im
Kompetenz-Zentrum zusammengefaBt sind, erfolgreich. Es wurden Patentanmeldungen aus dem Sektor
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Medizinforschung und auf dem Feld Materialforschung angemeldet. Ein Patent, das die Methodik der Zellkultur
von Schwammen durch Primmorphe sichert, ist bereits fiir einige Lander erteilt (Australien, Neuseeland, USA).

4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Marine Schwamme [Tierstamm Porifera] sind sessile marine Filtrierer, die aufgrund dieser Lebensweise einer
sehr groBen Belastung durch Mikroorganismen (Bakterien und Pilze) [bis zu 6 x 10° Partikel/mlI] und Viren [15 x
10° Partikel/ml] ausgesetzt sind. Schatzungen ergaben, daB einige Schwamm-Spezies pro Tag iiber 1 Tonne
Wasser (pro kg Tiergewicht) filtrieren konnen. Diese Leistung ermdglicht es den Schwdmmen, sich mit den
notwendigen organischen Nahrstoffen zu versorgen. Interessant ist, daB diese Tiere trotz der hohen Belastung
durch Mikroorganismen seit {iber 800 Millionen Jahren mit ihrer Uberlebensstrategie erfolgreich waren und nicht
ausstarben (Miiller 2003; Mdller et al. 2003). Der Grund fiir die Stabilitdt dieses Tierstamms ist die Tatsache,
daB die Porifera neben sehr ausgepragten, auf Proteinen basierenden Abwehrmolekiilen (Immunmolekiilen
[Miller et al. 1999]) auch sehr effiziente und selektiv wirkende niedermolekulare Sekundarmetabolite bilden
(Ubersicht: Proksch et al. 2002). Diese Abwehrstrategien befidhigen die Schwdmme nicht nur in dem durch
hohe Biodiversitat ausgezeichneten marinen Milieu zu Uberleben, sondern sich auch erfolgreich evolutionar
weiterzuentwickeln (Chemoevolution). Der SelektionsprozeB, der wahrend der Chemoevolution ablief, fiihrte
dazu, daB physiologische, den Intermediadrstoffwechsel ausmachende Metabolite chemisch verdandert und zu
Sekundarmetaboliten wurden, die hochselektiv gegen Mikroorganismen und auch eukaryontische FraBfeinde
wirken und deren Wachstum/Vermehrung auf ein dkologisch gesundes MaB reduzieren/einstellen. Schwamme
leben auBerdem fast immer in einer (symbiotischen) Beziehung mit Mikroorganismen (Althoff et al. 1998), die
Sekundarmetabolite bilden, welche toxische Bakterien und Pilze eliminieren.

Diese Tatsache - die Ausnutzung des evolutiondaren Drucks auf die Selektion der geeigneten
Mikroorganismen und die ,biologische™ Optimierung der von diesen und vom Wirt (Schwamm) produzierten
Sekundarmetabolite - ist der Grund dafiir, daB den marinen Schwammen eine so herausragende Bedeutung fir
die Untersuchungen auf dem Gebiet der chemischen Okologie zukommt. Es wird angenommen, daB nahezu
jeder aus Schwammen gewonnene organische Extrakt mindestens eine niedermolekulare Verbindung
beinhaltet, die eine bioaktive Wirkung zeigt. Ahnlich reich an bioaktiven Sekunddrmetaboliten sind nur die
Bryozoen, die den Schwammen jedoch in der Artenzahl unterlegen sind. AuBerdem wird - im Hinblick auf eine
potentielle therapeutische Anwendung beim Menschen - die Qualitat der von Schwammen gebildeten
Sekundarmetabolite sowie der Verbindungen, die mit Hilfe der kombinatorischen Chemie gewonnen wurden, als
wesentlich interessanter eingeschatzt, als dies fiir Substanzen aus Bryozoen der Fall ist (Wessjohann 2000).
Dies wird klar, wenn man bedenkt, daB die durch Schwamme sowie die mit ihnen assoziierten Mikroorganismen
gebildeten Sekundarmetabolite wéhrend vieler Millionen Jahre - stets in Rlickkopplung mit dem biologischen
System - auf hdchste Bioaktivitat hin getrimmt wurden. In diesem Zusammenhang ist auch von Bedeutung, da
Schwamme bereits die grundlegenden Struktur- und Funktionsmolekiile besitzen, die in hdheren Tieren
vorkommen, wie Adhdsions- oder Immunmolekiile (Miller 1997; Miller und Miller 2003). Daraus kann man
ableiten, daB die gleichen Lead-Substanzen sowohl bei Schwammen als auch bei héheren Tieren, wie dem
Mensch, nahezu identische Wirkungen zeigen. Dies konnte durch eine Reihe von fiir die Humantherapie
bedeutsamen Beispielen untermauert werden. Es sei an die Wirkung der klinisch eingesetzten,
immunsuppressiven Substanz FK506 (Tacrolimus) erinnert, von der bekannt ist, daB sie nicht nur beim
Menschen, sondern, wie wir zeigen konnten, auch bei Schwammen eine (Allo-)TransplantatabstoBung
verhindert (Miiller et al. 2001). Dieser neue Denkansatz hat in unserer Gruppe jingst zur Entdeckung neuer
antiangiogenetischer Substanzen aus Schwammen geflihrt. Es ist schon (iberraschend, da bei Schwédmmen
und beim Menschen die Vaskularisierung durch homologe Rezeptoren und deren Liganden gesteuert wird
(CD36/LIMPII Rezeptor/Thrombospondin).
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Abbildung 1. Umsetzung der Erkenntnisse von der Grundlagenforschung zur Anwendung im Kompetenz-
Zentrum BIOTECmarin.

5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Arbeitsfelder Okologie, Biologie, Mikrobiologie, Molekularbiologie, Chemie und Anwendungstechnik sind in
dem Zentrum BIOTECmarin fest verankert. Trotzdem wurden weitere Kooperationen auch auf diesen Feldern
in Deutschland, dem Europadischen Ausland sowie speziell in Japan und den USA fest und dauerhaft geknipft.
Als sichtbare Kooperation ist die Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ernesto Fattorusso (Dipartimento di Chimica
delle Sostanze Naturali, Universita degli Studi di Napoli Federico II, Napoli, Italy) genannt. Mit ihm ist eine
gemeinsame Patentanmeldung entstanden.
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1 Eingehende Darstellung

In dem Projekt konnten wir demonstrieren, daB es unserem Zentrum gelungen ist, Ergebnisse aus der
Grundlagenforschung erfolgreich auf das Niveau der Kommerzialisierbarkeit bis hin zur (potentiellen)
Kommerzialisierung zu fiihren. Jedoch wird besonders auch hierflir eine Férderung durch das BMBF in den
nachsten Jahren notwendig werden, da die Bioteamarin GmbH trotz ihres Erfolgs bei der Einwerbung von VC-
Mitteln jetzt zundchst den Beweis antreten muB, daB sie (1) weitere kommerziell aussichtsreiche Produkte zu
entwickeln und anzubieten in der Lage ist und (2) die Entwicklung der bestehenden Produkte (Sorbicillacton A
und Silica-metabole Enzyme) nach einem strengen, Meilenstein-kontrollierten Plan gewinnbringend zum
AbschluB bringen kann.

1 Erzielte Ergebnisse - Allgemein

1.1 Taxonomie

Die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche nachhaltige Nutzung von bioaktiven Substanzen und
Biomaterialien aus Schwammen sowie Schwamm-assoziierten Mikroorganismen ist die Taxonomie. Deshalb
wurde im Zentrum BIOTECmarin - durch Einbindung dieser Kompetenz - eine gesicherte taxonomische
Einordnung der Schwamme durch Einsatz etablierter biologischer Kriterien, aber auch chemischer,
biochemischer sowie molekularbiologischer Methoden durchgefiihrt. Ebenfalls war die Charakterisierung der
Schwamm-assoziierten ~ Mikroorganismen, durch  eine  Kombination von  herkémmlichen  und
molekularbiologischen Verfahren (16S-rDNA-Gensequenz-Analyse; Gen-Cluster-Analyse), sichergestellt.

1.2 Bereitstellung des Ausgangsmaterials

In dieser Forderperiode hat sich die Wahl von Rovinj (Kroatien) als Ort fiir die - genehmigte - Sammlung von
limitierten Mengen an Ausgangsmaterial bewdhrt. Nahezu ohne Unterbrechung waren deutsche Kollegen des
Zentrums, oder deren Mitarbeiter, in Rovinj (Center for Marine Research, ,Ruder Boskovic" Institute) im Labor
oder Freiland tatig. Das Sammeln der Tiere in begrenztem Umfang war aufgrund der vorhandenen behdérdlichen
Genehmigungen (liegen dem Projekttrager vor) in der Gegend um Rovinj problemlos méglich. Dadurch wurden
gleichzeitig auch wesentliche Teile der Konvention zur Biologischen Vielfalt (CBD) beriicksichtigt. Die
Herstellung der Rohextrakte aus Schwdammen sowie das Anziichten von Mikroorganismen war durch die
vorhandene adadquate Infrastruktur zur Anziichtung von Bakterien mdglich. Erste Fraktionierungen wurden
durchgefiihrt; der Transport in die Labors in Deutschland erfolgte problemlos. Alle Beprobungen wurden in
einer Datenbank (SBS — SpongeBase [Systematik] Stuttgart) festgehalten und sind dort mit jeweils Gber 20
Eintragen charakterisiert. Auch in Zukunft wird diese meeresbiologische Station unserem Zentrum erhalten
bleiben und stellt den Mittelpunkt der Freilandarbeiten dar.

1.2.1 Aufzuchtsubstrate fiir die Aquakultur mit sessilen marinen Invertebraten (Porifera) - Marikultur

Aufbauend auf den bisherigen positiven Ergebnissen der Zlichtung von Korallen auf ARCON-Platten im Freiland
wurden analoge Untersuchungen in einem ausgewahlten Kulturareal nérdlich von Rovinj ebenfalls auf ARCON-
Bewuchsplatten durchgefiihrt. Hierfr wurde dem Zentrum BIOTECmarin ein ausgewadhlter und
biologisch/6kologisch sehr glinstiger Platz (,Limski Canal” [Canale di Leme]) zugeteilt. Dort wurde eine erste
Marikultur-Plattform eingerichtet. Die durchgefiihrten Kultivierungsexperimente zeigten, daB die Ziichtung von
Schwammen im Biotop als erfolgreich angesehen werden kann.

1.2.2 Kultur funktioneller Schwamme und Schwammazellkulturen

Zu Beginn der Forderung war die Technik der Langzeithdlterung von funktionellen Schwammen im
geschlossenen System noch nicht etabliert. Heute kann es als sicher gelten, daB die lberwiegende Zahl von
Schwammarten Uber Zeitrdume von mehreren Jahren in Aquarien gehaltert werden kann (Le Pennec et al.
2003). Damit kann als wahrscheinlich angenommen werden, daB das Nachschubproblem fiir kontrollierte
Halterungsuntersuchungen in absehbarer Zeit gelést werden wird. Dies gilt insbesondere fiir die in Mainz und
Stuttgart speziell untersuchten Arten Aplysina aerophoba und Suberites domuncula.

1.2.3 Zellkultur: Basis fiir eine kontrollierte und effiziente Gewinnung von bioaktiven Substanzen

Das Prinzip der Kultivierung von Schwammzellen /n vitro als 3D-Zell-Aggregate, Primmorphe, wurde von unserer
Gruppe etabliert (Miiller et al. 1999). Eine wichtige Voraussetzung fiir eine optimierte und somit kommerziell
einsetzbare Kultivierung von Schwammzellen ist die Angleichung der Kultivierungsparameter an die
Okologischen Gegebenheiten. Diese wurden/werden wahrend der Beprobung direkt vor Ort tauchend gemessen
und erfaBt. Auch fiir die nachfolgende Zwischenhdlterung und den Transport sind diese Parameter wichtig.
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Geeignete zellbiologische Methoden wurden und werden flr die Zellgewinnung, die Kultivierung und die
Uberpriifung der Kulturen eingesetzt.

1.2.4 Kultur funktioneller Schwamme

Bei den bisherigen Arbeiten zur Kultivierung funktioneller Schwamme gelang die erfolgreiche Etablierung einer
modulartigen Pilotanlage zur Schwammkultivierung. Mit dem Modellschwamm Aplysina aerophoba konnten
darin dauerhafte Kulturen erzielt und wesentliche Kultivierungsparameter aufgeklart werden.

Die Bereitstellung von Schwamme-spezifischen Sekundarmetaboliten fiir medizinische Anwendungen stand
im Mittelpunkt der Arbeiten zur Kultur von funktionellen Schwammen. Ziel war es dabei, auch diese Schwamm-
spezifischen Sekundarmetabolite fir medizinische Assays in ausreichenden Mengen nachhaltig zur Verfiigung
stellen zu kdnnen. Dies ist im Gegensatz zu den Metaboliten, die aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen
oder durch rekombinante Expression gewonnen werden kdénnen, bisher noch nicht méglich.

1.3 Mikroorganismen: Beziehung Schwamme — Bakterien - Pilze

Es liefen Arbeiten zur Isolierung von Schwamm-assoziierten Mikroorganismen unter verschiedenen selektiven
Kulturbedingungen, zur Identifizierung und Gruppierung der Bakterien- und Pilzisolate durch genetische
Sequenzanalysen mit Datenbankabgleich, zum Screening auf antibakterielle und antifungale Wirkung, zum
Konservieren und Erweitern der Stammsammlung sowie zur Zellanzucht und Extraktion flir die chemische
Analyse. Dies alles sind grundlegende Arbeiten zur Erfassung des Potentials Schwamme-assoziierter Bakterien fiir
die Wirkstoffsuche und zur Analyse spezifischer Wechselbeziehungen zwischen Schwamm und Bakterien.
Gleichzeitig dienten die erhaltenen Daten auch als Grundlage fiir eine Kultivierung der Bakterien zur Gewinnung
der bioaktiven Substanzen in gréBerem Umfang.

1.3.1 Mikroorganismen: Beziehung Schwamme — Bakterien und ihre Wirkstoffe

Der Schliissel einer erfolgreichen Suche nach industriell produktionsfahigen mikrobiellen Substanzen liegt in der
Kultivierung der Produzentenstamme. Daher war die Isolierung, Kultivierung, Identifizierung und
Diversitatsanalyse mit Schwammen assoziierter, Wirkstoff-produzierender Bakterien das vorrangige Ziel dieses
Vorhabens. Es wurden verschiedene Medien und Kultivierungsbedingungen eingesetzt, um eine gréBtmdgliche
Diversitat an Bakterien aus Schwammen zu isolieren und ihr Potential zur Wirkstoffbildung zu bestimmen.
Eigene Arbeiten belegen, daB unterschiedliche Medien verschiedene Bakterien aus ein und derselben Probe
selektieren und daher durch den Einsatz verschiedener Medien ein differenziertes und breites Spektrum an
Bakterien kultiviert werden kann. Diversitat, Artenspektrum und Wirkstoffprofil von Bakterien, die auf
ausgewahlten und spezifisch angepaBten Medien von verschiedenen Schwammen isoliert wurden, sollten
analysiert werden. Parallel hierzu liefen die Arbeiten zur Zellanzucht und Extraktion fiir die chemische Analyse
und zur Optimierung der Produktionsbedingungen.

1.3.2 Mikroorganismen: Beziehung Schwamme — Pilze und ihre Wirkstoffe

Im Hinblick auf ihre herausragende Bedeutung fiir die Produktion biologisch aktiver Wirkstoffe wurden auch
marine, Schwamm-assoziierte Pilze in die Untersuchungen mit einbezogen. Ein wesentliches Ziel war die
konsequente Suche nach Pilzstammen, die neue und neuartige Strukturen an Wirkstoffen produzieren. Die
wachsende Zahl eigener Isolate, die Verfiigbarkeit einer umfangreichen Stammsammlung und die erfolgreich
etablierten Methoden zur Isolierung und Kultur mariner Pilze im Labor des Projektleiters sind beste
Voraussetzung flir ein erfolgreiches Screening nach neuen Wirkstoffen aus marinen Pilzen. Wichtiger
Bestandteil dieser Arbeiten ist die taxonomische Identifizierung der isolierten Pilzstdmme. Hierzu sollen
Gensequenzen (16S-rDNA) ebenso wie klassische morphologische Kriterien verwendet werden. Es soll mit Pilz-
spezifischen Gensonden im Schwammgewebe der Nachweis fiir die Lokalisierung und Prasenz von Pilzen
gefihrt werden. Hierdurch und durch den Nachweis von Pilzmetaboliten sollte ein Modell zur Interaktion
zwischen Pilz und Schwamm entwickelt werden.

1.4 Niedermolekulare Wirkstoffe aus Schwammen und Schwamm-assoziierten Mikroorganismen

Ziel der Vorhaben der Arbeitsgruppen Bringmann/Proksch, die sich in der wissenschaftlichen Ausgangsbasis
(analytische und préparative Chemie/chemische Okologie) unterscheiden, aber in der Zielorientierung nur
geringfiigig verschieden sind (Auffinden von bioaktiven Substanzen), war die zielgerichtete Isolierung und
spektroskopische Strukturaufkldarung bioaktiver Inhaltsstoffe aus marinen Schwammen und Schwamm-
assoziierten Mikroorganismen, um Leitstrukturen fiir neue Wirk- und Werkstoffe im Rahmen einer spateren
industriellen Nutzung zugénglich zu machen.
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14.1 Niedermolekulare Wirkstoffe: Isolierung, Reinigung und Analytik

Dieses Teilprojekt beschaftigte sich mit der bioaktivitdtsgeleiteten Isolierung von Sekundarstoffen aus marinen
Schwammen und Schwamme-assoziierten Mikroorganismen und ihrer Strukturaufkldrung mittels moderner
spektroskopischer Verfahren. Wahrend dieser Férderperiode wurden insbesondere die Methoden zur Gewinnung
und Kultivierung Schwamm-assoziierter Pilze optimiert, da sich diese Organismengruppe als sehr ergiebige
Quelle neuer biologisch aktiver Naturstoffe erwiesen hat.

1.4.2 Niedermolekulare Wirkstoffe: Synthese und Analytik

Dieses Teilprojekt beschaftigte sich mit der Strukturaufkldrung, Partial- und Totalsynthese sowie der
chemischen Modifizierung ausgewahlter, biologisch aktiver Sekundarmetabolite von marinen Schwammen aus
dem Mittelmeer. Insbesondere sollten auch Extrakte von Endosymbionten bzgl. ihres Metabolitprofils
charakterisiert werden. Durch die kombinierte Anwendung der Kopplungstechniken LC-DAD, LC-MS/MS, LC-
NMR und - erstmalig - LC/CD (auch in Verbindung mit quantenchemischen CD-Rechnungen) steht dieser
Gruppe ein leistungsfdhiges Methodenrepertoire zur Verfiigung, das auch bei sehr geringen
Wirkstoffkonzentrationen die Bestimmung der vollstandigen Stereostruktur einschlieBlich der absoluten
Konfiguration ermdglicht (Bringmann und Lang 2003). Unter Anwendung dieser Technologien gelang es in der
ersten Forderperiode, eine Vielzahl von neuen Naturstoffen aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen zu
identifizieren (z.B. Bringmann et al. 2003), von denen einige wegen ihrer herausragenden biologischen
Aktivitdten (zytostatisch, anti-Biofilm, antiangiogenetisch) zum Patent angemeldet wurden und somit
vielversprechende Kandidaten fiir die Kommerzialisierung darstellen. Neben den analytischen Arbeiten wurde
auch die organisch-chemische Synthese mit dem Ziel eingesetzt, bioaktive Substanzen durch Totalsynthese in
gréBeren Mengen verfiigbar zu machen und durch gezielte Synthese von Derivaten die Méglichkeit zu eréffnen,
Struktur-Wirksamkeits-Beziehungen zu untersuchen.

1.5 Molekulare Biotechnologie mariner Schwamme: Funktionelle Genomanalyse

In diesem Projektbereich sollte das funktionelle Genom (cDNAs) des Schwammes Suberites domuncula
weitgehend komplett cloniert werden. Durch dieses Genomprojekt (EST-Projekt) erhoffen wir uns neue
Erkenntnisse zum Verstandnis der molekularen Evolution, der basalen Prinzipien tierischer Vielzeller und der
urspriinglichen  Zell-Differenzierungswege  sowie dem  Auffinden neuer Signaltransduktionswege.
Anwendungsorientiert sollen die erhaltenen Ergebnisse fiir ein rationales Wirkstoff-Screening eingesetzt
werden. Weiterhin sollten diese Untersuchungen auch neue Ansatze flir die Herstellung von Biomaterialien
ergeben.

Die Genomanalyse beschrankte sich nicht nur auf den Wirt, Schwamm, sondern untersuchte auch die
Schwamm-assoziierten Mikroorganismen. Durch Aufkldrung der Gen-Cluster in Schwamm-assoziierten
Mikroorganismen wird auch ein entscheidender Beitrag zur Lésung des Problems der besseren Kultivierbarkeit
der assoziierten Bakterien geleistet.

1.5.1 Aufbau der EST-Sequenz-Datenbank

In dieser Forderperiode wurde eine EST-Datenbank erstellt, die bisher 15.000 Sequenzen umfalt. Diese Daten
wurden mittels moderner Bioinformatik-Programme geordnet. Die jetzt in der Datenbank vorliegenden
Sequenzen wurden zu Contigs zusammengestellt. Die Anzahl der vorhandenen ESTs vergroBert sich taglich.
Eine Suche nach Sequenzahnlichkeit auf Nukleotid- bzw. Proteinebene ist heute fast miihelos mdglich.

1.5.2 Identifizierung neuer Targets zum Auffinden von Wirkstoffen

Der nicht vorhersehbare, sehr umfangreiche Informationsgewinn, speziell auch fiir die vielfaltigen
biotechnologischen Anwendungen, aus der funktionellen Genomanalyse hat sich in erste kommerzialisierbare
Produkte (Patentanmeldungen) umsetzen lassen. Diese verwertbaren Produkte waren ohne die
molekularbiologischen Ansétze nicht erreichbar gewesen.

Es konnte am Beispiel des Schwammes Suberites domuncula gezeigt werden, daB Uber die molekulare
Aufklarung von Differenzierungswegen in Schwammen eine rationale Suche nach neuen bioaktiven Substanzen
moglich wird. Beispiel: Nach Aufklarung von Schliisselmolekiilen der ,Vaskularisierung" (Induktion der Bildung
des Wasserkanal-Systems) bei S. domuncula, die sich bis hin zum Menschen als sehr konserviert herausgestellt
haben, wie Rezeptoren und mit ihnen interagierende Liganden (CD36/LIMPII Rezeptor/Thrombospondin),
konnten neue antiangiogenetische Substanzen identifiziert werden.
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1.5.3 Herstellung von Biomaterialien

Durch Analysen und Vergleiche der Domadnen von abgeleiteten Proteinen aus S. domuncula gelang die
Identifizierung eines neuen Enzyms, das in der Lage ist Biosilikat abzubauen. Das Enzym, die Silicase, kénnte
eine Anwendung zur Therapie der Silikose (Quarzstaublungenerkrankung) finden.

1.6 Bioverfahrenstechnik

Grundkonzept der Bioverfahrenstechnik innerhalb des Kompetenz-Zentrums BIOTECmarin war es, Wege zur
nachhaltigen Produktion kommerziell interessanter Substanzen aus Schwammen bzw. aus Schwamm-
assoziierten  Mikroorganismen  aufzuzeigen. Fir einige  Produktgruppen  (,Schwamm-spezifische
Sekunddrmetabolite", ,Sekundarmetabolite aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen®, ,rekombinante
Proteine™) ist dies gelungen.

2 Erzielte Ergebnisse - Speziell (der verschiedenen Arbeitsgruppen im Verbund)

2.1 Sachbericht - Projektbereich A: Taxonomie: Basis fiir eine nachhaltige und sichere Nutzung

Arbeitsfelder von:

Brimmer (Stuttgart), Batel (Rovinj), Muller (Mainz), Imhoff (Kiel), Hentschel (Wirzburg), Proksch
(Dusseldorf)

Die Ergebnisse der ersten Férderperiode halfen, durch eine auf mdglichst vielen Merkmalen unterschiedlicher
Bereiche basierenden Taxonomie, die Zuordnung von Schwammarten und -clonen abzusichern.

Eine derart gesicherte taxonomische Einordnung der verwendeten Schwamme ist unerlaBlich. Zusatzlich
muB zur Uberpriifbarkeit der Ergebnisse eine /7 situ-Clonsammlung angelegt und das Beprobungsmaterial nach
einer neuen Strategie hinterlegt werden. Bei allen Erfolgen in der Beschreibung neuer Schwammarten (Sara et
al. 2001), der Erstellung von umfassenden Beschreibungen von Schwdmmen eines bestimmten Gebietes
(Briimmer et al. 2003), der Isolierung neuer Naturstoffe aus Schwammen und deren Kommerzialisierung darf
und kann nicht verschwiegen werden, daB gerade die eindeutige Zuordnung der Schwamme nach wie vor nicht
immer einfach und eindeutig abgesichert ist. Diese Unsicherheit trifft sogar fiir bisher als eindeutig eingestufte
Zuordnungen zu, wie z.B. der mediterranen Arten der Gattung Aplysina (Heim et al. 2003).

Zwar lassen sich heute modernste Techniken (uUCT) auch fiir die 3D-Darstellung von
Schwammskelettelementen und zur Determination von Schwammen einsetzen (Nickel und Beckmann 2003),
doch stehen diese aufwendigen und kostspieligen Verfahren nicht immer und nicht fiir jede Schwammart zur
Verfligung. Fir eine nachhaltige Nutzung der Schwamme und das Auffinden neuer interessanter Stoffe ist
jedoch eine eindeutige und abgesicherte Zuordnung unerlaBlich. Daraus folgt, daB der sonst tbliche und bisher
verfolgte Ansatz einer Beschreibung nach morphologischen und/oder ékologischen oder molekularbiologischen
Merkmalen erweitert werden muB. Es muBte eine Synthese aus mdglichst vielen Merkmalen erreicht werden
(Syn-Taxonomie).

Die Isolierung, Identifizierung und Kultivierung Schwamm-assoziierter Mikrorganismen zur Produktion von
Wirkstoffen ist fundamentale Grundlage fiir eine erfolgreiche und nachhaltige Nutzung von biologisch aktiven
Stoffen aus Schwammen bzw. Schwamm-assoziierten Mikroorganismen. Besonders im Hinblick darauf, daB viele
der im Schwamm identifizierten Wirkstoffe potentiell von assoziierten Mikroorganismen gebildet werden
(Faulkner et al. 2000, Proksch 2002, Imhoff und Stéhr 2003), konzentrierte sich die Arbeit auf die Isolierung
und Identifizierung Schwamme-assoziierter Bakterien, ihre Kultur und den Nachweis antibiotischer Wirkstoffe.
Schwamm-assoziierte Bakterien werden von ausgewahlten Schwamm-Arten mit bewdhrten und neuen Medien
isoliert. Reinkulturen wurden in unsere Stammsammlung integriert, aus der sie fiir weitere Arbeiten verfligbar
sind. Eine genaue taxonomische Klassifizierung und phylogenetische Einordnung der Isolate ist essentiell fiir die
weitere Stammauswahl zur Wirkstoffanalyse und fiir die Einschatzung ihrer biologischen Rolle im System
Schwamm. Mittels molekularbiologischer Verfahren (Gensequenz-Analyse) wurden die Isolate phylogenetisch
klassifiziert und identifiziert sowie im Hinblick auf ihre Biosynthesewege zur Wirkstoffproduktion charakterisiert.
Sofern aus den Sequenzinformationen der Hinweis auf neue Arten vorlag, ist diese eingehend taxonomisch
charakterisiert und beschrieben worden. Dazu wurden sowohl Methoden der klassischen wie der molekularen
Taxonomie eingesetzt.

Marine Pilze, insbesondere Schwamme-assoziierte Pilze, haben sich als eine besonders reichhaltige und
interessante Quelle fiir neue Naturstoffe herausgestellt. Sie haben bislang vergleichsweise wenig Beachtung
gefunden, gelangen aber aktuell sehr stark in den Blickpunkt des Interesses. Im Rahmen dieses Projekts
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wurden sie mit etablierten und neuen Medien isoliert und der existierenden Stammsammlung mariner Pilze (mit
derzeit weit tGber 1.000 Stdmmen) beigefiigt. Aus dieser sind sie jederzeit flir Anzuchten, Identifizierung und
Charakterisierung verfligbar. Die Pilzstamme wurden sowohl nach klassischen, morphologischen Verfahren als
auch anhand der 18S-rDNA-Sequenzen taxonomisch klassifiziert und identifiziert. Es wurde eine Datenbank
konzipiert, die ihre systematische Vielfalt und phylogenetische Verwandtschaft darstellt und mit der Produktion
von Wirkstoffen verbindet.

2.2 Sachbericht - Projektbereich B: Funktioneller Schwamm - Nachhaltiger und sicherer Zugang
zum Ausgangsmaterial

Arbeitsfelder von:

Batel (Rovinj), Brimmer (Stuttgart), Syldatk/Hausmann (Karlsruhe), Mduller (Mainz), Imhoff (Kiel),
Hentschel (Wiirzburg), Proksch (Dusseldorf)

2.2.1 Ausgangsmaterial: Schwamm

Nach wie vor sind einige grundlegende Fragen zur Schwammbiologie und -6kologie unbeantwortet. Dazu zéhlen
u.a. die genauen Nahrungsquellen und Ernahrungsstrategien; ebenso bestehen unzureichende Kenntnisse Uber
die Bedeutung verschiedener Wasserparameter fiir das Wachstum der Schwamme. Zum besseren Verstandnis
der Lebensweise der Schwdmme wurden deshalb verstérkt Untersuchungen /n sitv an funktionellen
Schwammen durchgefiihrt.

Mit der Forschungsplattform im Limski Canal, der hervorragenden Betreuung und Zusammenarbeit durch
die Station in Rovinj und den Mdglichkeiten der Infrastruktur (Forschungskutter, Laborraume) ist Rovinj der
ideale Platz fiir diese Arbeiten geworden.

Es begannen bereits Versuche zur Bestimmung des /n situ-Wachstums von Axinella polypoides die auf
weitere Fokusarten ausgedehnt werden sollen. Die Freilandarbeiten konzentrierten sich bisher auf das Gebiet
des Limski Canals, eine etwa 11 Kilometer lange, fjordéhnliche Bucht nérdlich von Rovinj. Von dem 600 Meter
breiten Eingang zieht sich der Kanal leicht gekriimmt nach Westen, so daB das nérdliche Ufer stark besonnt
wird, das sidliche Ufer aber durch die ca. 150 Meter hohen, mit dichter Hartlaubvegetation bewachsenen
Uferhange von Oktober/November bis Marz im Schatten liegt, was sich auch auf die Unterwasserwelt auswirkt.

Koordination und Sammeln der Schwamme geschah in der Gegend um Rovinj ebenso wie die Herstellung
der Rohextrakte. Die Infrastruktur zur Anzlchtung von Bakterien sowie zur Aufbewahrung der gesammelten
Proben und Uberwachung der Fraktionierungen wurde in Rovinj genutzt.

Das Beproben und die Aufsammlungen erfolgten unter strikter Einhaltung der in der Genehmigung
enthaltenen Einschrankungen. Fiir das Aufsammeln und die UW-Dokumentation konnten erfolgreich Methoden
etabliert werden. Alle Proben wurden in der Datenbank festgehalten und mit mehr als 20 Kennwerten
charakterisiert. Nach dem Abgleich der beiden verwendeten GPS—Systeme (Forschungskutter/Handgerat) lassen
sich die Taucheinsatzstellen problemlos wiederfinden.

Um das Ziel der Arbeit, die Etablierung von Zell- und/oder Gewebekulturen mariner Porifera zu erreichen,
mufB eine Halterung in Aquarien gelingen. Bisher wurden handelsiibliche Aquariensysteme zur Halterung von
Schwammen eingesetzt. Der von uns intensiv gefiihrte Dialog mit den Kuratoren der Schauaquarien in
Stuttgart, Karlsruhe und Disseldorf ergab, daB Schwamme eventuell selbst als Filtrierer eingesetzt werden und
Aufgaben von Teilen der Aquarientechnologie libernehmen kénnen.

2.2.2 Kultivierung von Schwammzellen /in vitro: Basis fiir eine kontrollierte und effiziente Gewinnung von
bioaktiven Substanzen

Brummer (Stuttgart) und Muller (Mainz)

Langfristiges Ziel dieses Projekts ist die Etablierung permanenter Schwammzellkulturen /n vitro zur Gewinnung
bioaktiver Substanzen in Fermentatoren. Schwerpunkt: Aufklarung der optimalen Kulturbedingungen fir
permanente Schwammezellkulturen. Gewinnung der Naturstoffe aus Zellkulturen.

Das Prinzip der Kultivierung von Schwammzellen /n vitro als 3D-Zell-Aggregate, Primmorphe, wurde von
unserem Zentrum etabliert (Custodio et al. 1998, Miiller et al. 1999) und sténdig weiterentwickelt (Nickel et al.
2001, Miller et al. 2003, Schréder et al. 2003, Le Pennec et al. 2003).
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2.2.3 Kultivierung von Bakterien und Pilzen
Mikroorganismen: Biotechnologisches Potential und molekulargenetische Analyse Schwamm-assozilerter Bakterien
Imhoff (Kiel)

Es wurden grundlegende Arbeiten zur Erfassung des Potentials Schwamm-assoziierter Bakterien fiir die
Wirkstoffsuche und zur Analyse spezifischer Wechselbeziehungen zwischen Schwamm und Bakterien
durchgefiihrt. Dazu zahlten die Isolierung Schwamm-assoziierter Bakterien unter Variation selektiver
Kulturbedingungen, die Identifizierung der Bakterienisolate durch genetische Sequenzanalyse mit
Datenbankabgleich, das Erweitern der bestehenden Stammsammlung, das Screening auf antibakterielle,
antifungale und auch antivirale sowie krebshemmende Wirkung, die genetische Charakterisierung der
Produktionsstdamme, die physiologische Optimierung der Stoffproduktion ausgewahlter Bakterienstamme, sowie
die Zellanzucht und Extraktion fiir chemische Analysen.

Unsere bisher durchgefiihrten Arbeiten haben sich in erster Linie mit der Kultivierung Schwamm-
assoziierter Bakterien befaBt und zum Aufbau einer umfangreichen Sammlung mariner Schwamm-assoziierter
Bakterien (etwa 4000 Stamme) gefiihrt. Es hat sich herausgestellt, daB der Anteil an Bakterienstammen, die
antibiotisch aktive Substanzen produzieren, unter den Isolaten aus marinen Schwammen besonders hoch ist.
Die Anzucht dieser Stamme und die chemische Analyse ihrer Produkte hat zu ersten interessanten Ergebnissen
geflihrt. Wir verfligen zur Zeit tiber 500 Bakterienstémme, die in mindestens einem Wirktest positiv sind.

Schwamm-assoziierte Pilze

Imhoff (Kiel)

Marine Pilze und insbesondere Schwamm-assoziierte Pilze haben sich durch die Arbeiten von Dr. K. Schaumann
und ebenso im Rahmen von Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe des Projektleiters als eine besonders reichhaltige
und vielversprechende Quelle neuer Naturstoffe herausgestellt. Sie wurden mit etablierten Medien isoliert und
der existierenden Stammsammlung beigefiigt. Aus dieser sind sie jederzeit fiir Anzuchten, Identifizierung und
Charakterisierung verfiigbar. Sie wurden sowohl nach klassischen Verfahren als auch anhand der 18S-rDNA-
Sequenzen phylogenetisch eingeordnet und identifiziert.

Das Potential ausgewahlter Pilzstdmme zur Produktion antibiotischer Wirkstoffe und die Abhangigkeit von
den Kulturbedingungen wurde in enger Zusammenarbeit mit den chemischen Arbeitsgruppen beschrieben und
die biosynthetischen Kapazitdten durch Genanalyse bestimmt. Dies ist wichtig, um die mdglichen biologischen
Funktionen der Wirksubstanzen fir die Produktion derselben zu analysieren und zu optimieren.

Schwamm-assoziierte Mikroorganismen als Quelle fir neue Antiinfektiva
Hentschel und Hacker (Wirzburg)

Marine Schwamme (Porifera) und Schwamme-assoziierte Mikroorganismen sind eine reichhaltige Quelle an
neuartigen Naturstoffen. Im Rahmen dieses Fortsetzungsantrags soll das Potential Schwamme-assoziierter
Mikroorganismen als Quelle fir neue Antiinfektiva ausgelotet werden. Die Charakterisierung der mikrobiellen
Gemeinschaft wurde in verschiedenen Schwammen ausgefiihrt, um ein mdglichst genaues Grundversténdnis
der Schwamm-Bakterien-Assoziation zu erarbeiten. Eine Stammsammlung von Mikroorganismen wurde
ausgebaut und auf antimikrobielle Aktivitaten gescreent.

Um die Grundlagen fiir eine nachhaltige Nutzung Schwamme-assoziierter mikrobieller Konsortien zu
erarbeiten, wurde das Modellsystem Aplysina aerophoba fiir Fragestellungen beziiglich der mikrobiellen Diversitat
ausgewahlt. Zusatzlich zu der Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen wurde ein Methodenspektrum
etabliert, mit dem insbesondere die bisher nicht-kultivierbare Fraktion der Schwamme-assoziierten
Mikroorganismen erfasst werden konnte. Fiir diese Untersuchungen kamen die Methoden der Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung (FISH), die Erstellung von 16S-rDNA-Genbanken und die denaturierende Gradienten-Gel-
Elektrophorese (DGGE) zum Einsatz (Friedrich et al. 1999, 2001, Hentschel et al. 2002, Thoms et al. 2003).
Unter Nutzung der Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopie konnten die Bakterien im Schwamm
visualisiert werden. Eine wesentliche Erkenntnis der letzten Jahre ist, daB Aplysina aerophoba sowie andere
marine Schwimme mit groBen Mengen an Mikroorganismen assoziiert sein kénnen, die bis zu 10® Bakterien/g
Schwamm betragen (Friedrich et al. 2001, Webster und Hill 2001). Die mikrobielle Signatur dieser Schwamme
ist phylogenetisch komplex und besteht aus bisher wenig bekannten Abstammungslinien der Acidobacteria,
Chioroflexi, aus Vertretern der Gamma und Deltaproteobacteria sowie aus Vertretern der fir
Sekundarmetabolismus bekannten Actinobacteria (Hentschel et al. 2002, siehe Ubersichtsartikel Hentschel et al.
2003 und Imhoff und Stéhr 2003). Aufgrund der groBen Menge an Bakterien in Schwammen (bis zu 40% der
Biomasse) erscheint die Hypothese naheliegend, daB Mikroorganismen an der Biosynthese von Wirkstoffen
beteiligt sein kénnen, wenn nicht gar verantwortlich sind (Haygood et al. 1999). Tatsachlich konnte in einigen
Fallen ein bakterieller Ursprung von Naturstoffen aus Schwammen und anderen Invertebraten nachgewiesen
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werden (z.B. Unson et al. 1994, Bewley et al. 1996). Darliber hinaus bietet die hohe Dichte verschiedener
Bakterien in Schwammen ideale Grundvoraussetzungen fiir die Isolierung von Sekundarmetaboliten, die in der
stationaren Phase produziert werden.

2.2.4 Exemplarische Produktion von Schwamme-spezifischen Sekunddrmetaboliten unter kontrollierten
Laborbedingungen

Syldatk und Hausmann (Karlsruhe)

Schwamm-spezifische Sekundarmetabolite sind bisher noch nicht biotechnologisch zugangig, da es bisher an
ausreichend zuverlassigen Methoden zur Kultur von Schwammgewebe, Schwammzellen oder funktionellen
Schwammen fehlt. Grundkonzept der Kultivierung funktioneller Schwamme ist es daher, Schwammbiomasse
unter kontrollierten Bedingungen zu produzieren und somit auch Schwamm-spezifische Sekundarmetabolite
nachhaltig zur Verfiigung stellen zu kénnen. Die Arbeiten in diesem Projektbereich wurden exemplarisch an
dem Schwamm-Modell ,Aplysina aerophoba* durchgefiihrt, da diese Art sowohl mikrobiologisch als auch
chemisch und 6kologisch innerhalb des Kompetenz-Zentrums B/IO7TECmarin sehr gut charakterisiert ist.

Bei den bisherigen Arbeiten zur Kultivierung funktioneller Schwamme gelang die erfolgreiche Etablierung
einer modulartigen Pilotanlage zur Schwammbkultivierung. Mit dem Modellschwamm Aplysina aerophoba
konnten darin dauerhafte Kulturen erzielt und wesentliche Kultivierungsparameter aufgeklart werden. Die
Modulanlage gestattete auBerdem erstmalig das parallele Screening von Kulturbedingungen, wie Temperatur,
Licht und Nahrstoffversorgung. Fir die notwendige MeBwerterfassung und Regeltechnik wurde dabei auf
modernste Aquakulturtechnik zurlickgegriffen.

2.3 Sachbericht - Projektbereich C: Niedermolekulare Wirkstoffe

Arbeitsfelder von:
Proksch (Disseldorf) und Bringmann (Wiirzburg)

2.3.1 Niedermolekulare Wirkstoffe aus Schwammen und Schwamm-assoziierten Mikroorganismen
Proksch (Diisseldorf)

Ziel des Vorhabens der Arbeitsgruppe Proksch ist die zielgerichtete Isolierung und spektroskopische
Strukturaufkldrung bioaktiver Inhaltsstoffe aus marinen Schwammen und Schwamm-assoziierten
Mikroorganismen, um Leitstrukturen fiir neue Wirk- und Werkstoffe im Rahmen einer spdteren industriellen
Nutzung zuganglich zu machen.

Dabei stiitzte sich die Auswahl der zu untersuchenden Makroorganismen (vor allem Schwamme,
Seescheiden und Meeresschnecken) in bewahrter Weise wo immer mdglich auf ékologische Beobachtungen zur
Interaktion mit Raubern. Untersuchungen (z.B. Schupp et al. 2001, 2002, 2003) haben gezeigt, daB diese an
der Funktion der Naturstoffe ausgerichtete Vorgehensweise auch eine probate Strategie zur Auffindung
pharmakologisch aktiver Substanzen darstellt, die als Leitstrukturen fiir neue Pharmaka von Interesse sind.

Ein Schwerpunkt der Arbeiten lag auf der Untersuchung der mit Schwammen assoziierten Mikroflora,
insbesondere der mit Schwéammen vergesellschafteten Pilze. Als Einstieg in die Untersuchung Schwamm-
assoziierter Pilze wahlten wir den mediterranen Schwamm Aplysina aerophoba, den unsere Arbeitsgruppe
bereits seit vielen Jahren im Hinblick auf die darin enthaltenen bromierten Isoxazolinalkaloide und deren
Okologische Funktion bearbeitet (Thoms et al. 2003c). Gerade dieser Schwamm hat sich als auBerst ergiebige
Quelle fiir die Isolierung von Pilzstdammen erwiesen, wobei letztere eine Fille von biologisch aktiven
Naturstoffen der verschiedensten Verbindungsklassen produzieren. Beispielsweise erhielten wir aus einem
bisher unbeschriebenen Vertreter der Gattung Microsphaeropsis eine Serie von neuen Anthrachinon- und
Betaenon-Derivaten, die sich als z.T. spezifische Inhibitoren von Proteinkinasen erwiesen haben (fiir eine
Ubersicht s. Proksch et al. 2003).

10-gliedrige makrozyklische Lactone stellen die Xestodecalactone A-C dar, die wir aus einer Kultur von
Penicillium cf. montanense aus dem Schwamm Xestospongia exigua erhielten (Edrada et al. 2002).
Xestodecalacton B erwies sich als fungizid gegeniber der Hefe Candida albicans. Zur Strukturaufklarung der
Verbindungen, inklusive zur Ermittlung der relativen Stereochemie, wurden im Labor von Prof. Bringmann in
Wirzburg gekoppelte Analysenverfahren (LC-NMR, LC-MS/MS, LC-CD sowie die Triade LC-NMR-CD) eingesetzt
und quantenchemische Berechnungen von CD-Spektren durchgefiihrt. Fiir entsprechende Details sei auf
Abschnitt 2.3.2. (Prof. Bringmann) verwiesen.
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Als auBerordentlich produktiv erwies sich ein Stamm von Aspergillus
versicolor, den wir ebenfalls aus dem Schwamm Xestospongia exigua erhielten. Insgesamt isolierten wir sieben
neue anguldre trizyklische Chromone, von denen sechs, Aspergion A-F, einen Dihydropyranring enthielten,
dessen Sauerstoffatom im Falle der Hauptkomponente Aspergillitin durch einen Stickstoff ersetzt war, so daB
bei letzterer Verbindung ein Pyridinsystem vorlag (Lin et al. 2003). Neben diesem fiir Polyketide aus Pilzen
ungewohnlichen Austausch des Sauerstoffs durch Stickstoff wiesen die neuen Verbindungen weitere strukturelle
Besonderheiten auf, so ein bisher nicht beschriebenes angulares Chromongrundgeriist sowie eine bei
Naturstoffen nur selten verwirklichte 2,3-Dimethylchromonpartialstruktur (Lin et al. 2003).
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Von der Siidkiste Elbas (Scoglio della Triglia) stammt der Schwamm Axinella damicornis, der im Rahmen von
BIOTECmarin gesammelt wurde, und aus dem der Pilzstamm Aspergillus niger isoliert wurde. Dieser Pilz erwies
sich bei der chemischen Untersuchung als auBerordentlich ergiebig: Neben dem bereits aus hoheren
Basidiomyceten bekannten Pigment Cycloleucomelon isolierten wir insgesamt 7 neue Verbindungen, die
allesamt strukturelle Besonderheiten aufweisen. Bicoumanigrin stellt ein 3,3'-Biscumarin dar — es ist erst der
zweite Vertreter mit dieser Verkniipfung, der in der Natur aufgefunden wurde. Die Verbindung weist eine
Zytotoxizitét gegeniiber verschiedenen Zelllininen (Jurkat, U-937, MV4-11 und NB-4) sowie maBige antibiotische
und fungizide Aktivitdt auf. Die Pyranonigrine A — D weisen ein Pyrano[3,2-b]pyrrol-Grundgeriist auf, das
unseres Wissens nach bisher noch nie fiir Naturstoffe beschrieben wurde. Aspernigrin A und B schlieBlich stellen
4-Benzyl-1H-2-pyridinone dar, die ebenfalls nur sehr selten als Naturstoffe in Erscheinung treten. Insbesondere
Aspernigrin B ist aus pharmazeutischer Sicht sehr interessant, da die Verbindung — bei gleichzeitig praktisch
fehlender Zytotoxizitdt — eine ausgepragte neuroprotektive Aktivitdt aufweist. Diese Entdeckung koénnte
moglicherweise zur Entwicklung von neuen Pharmaka zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen
beitragen, und wurde zur Patentierung im Rahmen von BIOTECmarin (gemeinsam mit den Arbeitsgruppen
G. Bringmann, W.E.G. Miiller und K. Schaumann) eingereicht.
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In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Hentschel in Wirzburg untersuchen wir grundlegende Phanomene
der Symbiose zwischen marinen Schwammen und Mikroorganismen, insbesondere Bakterien. So konnten wir
zeigen, daB die Bakterienpopulation im mediterranen Schwamm Aplysina aerophoba weitestgehend konstant
und unabhdngig von &duBeren Einfliissen wie Antibiotikazugabe oder Filterung des Seewassers bei
Aquarienhélterung ist (Friedrich et al. 2001). Ahnliche SchluBfolgerungen lassen auch unsere Untersuchungen
mit der zweiten mediterranen Aplysina-Art, Aplysina cavernicola, zu, wobei es uns in diesem Fall gelang zu
zeigen, daB selbst eine Verpflanzung des Schwammes unter kontrollierten Bedingungen auf geringere
Wassertiefen nur einen geringen EinfluB auf die Zusammensetzung der bakteriellen Lebensgemeinschaft hat
(Thoms et al. 2003b). Zudem erhielten wir Hinweise auf das Auftreten schwamm-spezifischer Bakterienstamme,
die ebenfalls in anderen, nicht verwandten Schwammen anderer geographischer Herkunft gefunden wurden
(Thoms et al. 2003b). Fir entsprechende Details sei auf Abschnitt 2.2.3 (Dr. Hentschel) verwiesen.

Auf dem Gebiet der chemischen Okologie angesiedelt sind unsere Studien zur Aufnahme und Speicherung
von Alkaloiden aus den beiden Schwammarten Aplysina aerophoba und A. cavernicola durch einen
spezialisierten FraBfeind, die Schnecke T7ylodina perversa, die zur Gruppe der Opisthobranchia gehort. Wir
konnten zeigen, daB die Schnecke beide in ihrem Verbreitungsgebiet vorkommenden Schwdamme als
Nahrungsquelle akzeptiert und daB es zu einer organspezifischen Verteilung der Schwammalkaloide in
verschiedene Gewebe der Schnecke, z.B. Mantel, Hepatopankreas sowie die Gelege (Eier), kommt (Thoms et al.
2003a). Ein groBes Ratsel stellt dabei das Auftreten groBer Mengen an Aerothionin in solchen Schnecken dar,
die im Laborversuch Uber finf Wochen nur Aplysina aerophoba als Nahrungsquelle angeboten bekommen
hatten. Dieses Alkaloid kommt nicht in A. aerophoba, sondern nur in A. cavernicola vor, so daB zur Klarung
dieser Giberraschenden Befunde weitere Studien notwendig sein werden (Thoms et al. 2003a).

2.3.2 Niedermolekulare Wirkstoffe: Synthese und Analytik
Bringmann (Wirzburg)

Die Arbeitsgruppe Bringmann beschaftigt sich mit der Isolierung, Strukturaufklarung, Partial- und Totalsynthese
sowie der chemischen Modifizierung ausgewahlter, biologisch aktiver Sekundarmetabolite aus Schwammen und
Schwamm-assoziierten Mikroorganismen. Ein sehr effizientes Mittel zur zielgerichteten Entdeckung strukturell
neuartiger, aber auch zur raschen Identifizierung bekannter Metabolite ohne vorherige Isolierung ist hierbei die
kombinierte Anwendung der Kopplungstechniken HPLC-UV (mit Diodenarraydetektor), -MS/MS, -NMR und
HPLC-CD, auch in Verbindung mit quantenchemischen CD-Berechnungen zur Aufklarung von absoluten
Konfigurationen. Mit dieser erstmals in dieser Arbeitsgruppe zusammengestellten analytischen Vorgehensweise
und durch die Nutzung moderner synthetisch-chemischer Verfahren steht somit der Gruppe — und damit dem
Kompetenz-Zentrum - ein leistungsfahiges Methodenrepertoire zur Verfligung, welches die Identifizierung neuer
bioaktiver Naturstoffe in geringsten Mengen, deren anschlieBende Bereitstellung fiir Biotests durch Isolierung
der betreffenden Substanzen und schlieBlich die Totalsynthese sowie auch chemische Modifizierungen der
Verbindungen ermdglicht.
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Da Schwamme-assoziierte Mikroorganismen, insbesondere die Pilze, oft nahe mit terrestrischen Arten
verwandt sind, deren Metabolitenprofil in der Vergangenheit meist schon griindlich untersucht wurde, benétigt
man bei der chemischen Untersuchung von Mikroorganismen ein effizientes Mittel zur raschen Dereplikation
bekannter Verbindungen. Dieses Problem wurde von uns durch den Einsatz spektroskopischer Techniken, die
mit der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) gekoppelt sind, gelést, d.h. mit HPLC-UV (mit
Diodenarray-Detektion), HPLC-MS/MS, HPLC-NMR und HPLC-CD. Das Zusammenspiel dieser Verfahren
ermdglicht in Kombination mit Naturstoffdatenbanken die schnelle und einfache Identifizierung bekannter
Metabolite in den Bakterien- und Pilzextrakten. Vor allem aber ist es mit dieser analytischen "Triade' méglich,
die volle Struktur neuer Naturstoffe direkt aus dem Extrakt aufzukldren; die absolute Konfiguration erhalt man
dabei durch den Vergleich quantenchemisch berechneter CD-Spektren mit dem online gemessenen HPLC-CD-
Spektrum der Verbindung (Bringmann und Lang 2003). Erweist sich eine Verbindung nach diesen
Untersuchungen als neuer Naturstoff, wird sie isoliert, so daB der Reinstoff auf verschiedene biologische
Aktivitaten, z.B. auf antimikrobielle, zytostatische, antiangiogenetische, anti-Biofilm- und antiprotozoische Wirkung,
getestet werden kann. Durch die Verwendung besonders schonender chromatographischer Methoden, z.B. der
Flussig-fllissig-Chromatographie wie der Fast Centrifugal Partitioning Chromatography (FCPC) und der
Gelfiltration, kdnnen auch instabile, empfindliche Substanzen isoliert werden, die tiber konventionelle Methoden
mit festen Adsorbantien, z.B. auf Kieselgelbasis, nicht zuganglich waren.

Auf diese Weise konnten eine Reihe von strukturell ganz neuartigen Naturstoffen mit vielversprechenden
biologischen Aktivitaten aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen erkannt und isoliert werden. So wurde aus
einem Stamm des Pilzes Penicillium chrysogenum, welcher aus dem Schwamm Ircinia fasciculata isoliert wurde,
das Sorbicillacton A (1; Abbildung 2) isoliert. Dieser erste Vertreter einer neuen Klasse Sorbicillin-abgeleiteter
Alkaloide zeigte in den Biotests in der Arbeitsgruppe Miiller eine ausgepragte selektive zytostatische Wirkung
gegen Leukamiezellen; dariiber hinaus besitzt die Substanz eine gute Anti-HIV-Wirkung (Bringmann et al.
2003). Nachdem Sorbicillacton A und seine Bioaktivitdten zum Patent angemeldet wurden, wird nun an der
Bereitstellung ausreichender Substanzmengen fiir weitergehende Untersuchungen gearbeitet. Sorbicillacton A
ist nicht nur wegen seiner Bioaktivitaten interessant, sondern es ist als erstes stickstoffhaltiges Sorbicillin-
Derivat auch strukturell sehr ungewdhnlich. Neben Sorbicillacton A (1) produziert der Pilz noch eine Reihe
weiterer Metabolite, deren Strukturen sich von Sorbicillin ableiten lassen, darunter Bisvertinolon, der einzige
schon bekannte Naturstoff; alle anderen isolierten Sorbicillin-Derivate weisen neue, in dieser Naturstoffklasse
bisher unbekannte Strukturelemente auf, z.B. das Furanonsystem der Sorbifuranone A-C (2-4). Die
Salzabhdngigkeit und der Zeitverlauf der Metabolitenproduktion wurden zusammen mit der Arbeitsgruppe von
K. Schaumann (Alfred-Wegener-Institut, Bremerhaven) untersucht.

Abbildung 2. Das antileukamisch aktive Sorbicillacton A (1) sowie die Sorbifuranone A-C (2-4); Sorbicillin-
abgeleitete Metabolite aus A. chrysogenum.

Ein weiterer von uns isolierter Pilzmetabolit mit einer sehr interessanten biologischen Aktivitat ist das
Tajixanthonhydrat (5; Abbildung 3). Die Vorstufe dieses Molekiils, das Tajixanthon (7), wird produziert von
einem Pilz der Spezies Emericella variecolor, isoliert aus dem Schwamm Haliclona valliculata, neben anderen
Metaboliten aus der Klasse der Prenylxanthone, darunter auch bisher unbekannte Naturstoffe wie das
Isoemericellin (6; Bringmann et al. 2003b). In der Arbeitsgruppe Hentschel wurde festgestellt, daB
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Tajixanthonhydrat, welches durch saure Hydrolyse aus Tajixanthon gewonnen wurde, in der Lage ist, die
Bildung von Biofilmen durch pathogene Staphylococcus-epidermidis-Stamme zu verhindern. Bemerkenswert ist
dabei vor allem, daB bisher nur sehr wenige Verbindungen bekannt sind, die einen ahnlichen Effekt zeigen,
obwohl Staphylococcus-Biofiime auf den Oberflachen von Kathetern und Implantaten ein drangendes
medizinisches Problem sind, dem mit konventionellen Antibiotika nur schwer beizukommen ist. Die Verwendung
von Tajixanthonhydrat als Anti-Biofilm-Wirkstoff wurde zum Patent angemeldet (siehe Anhang D).

Abbildung 3. Prenylxanthone aus £. variecolor. das anti-Biofilm-aktive Tajixanthonhydrat (5), der neue
Naturstoff Isoemericellin (6) sowie Tajixanthon (7) und Shamixanthon (8).

Neben den Pilzen wurde auch eine Auswahl Schwamm-assoziierter Bakterien chemisch-analytisch untersucht,
die in den Arbeitsgruppen Imhoff, Mifler und Hentschel isoliert und aufgrund ihrer antibakteriellen oder
antiangiogenetischen Aktivitdt vorselektiert wurden. Die Patentanmeldungen sind erfolgt.

2.4 Sachbericht - Projektbereich D: Genom/cDNA-Analysen des Schwammes und dessen
assoziierter Mikroorganismen

Arbeitsfelder von:

Mdller (Mainz), Schroéder (Mainz) und Breter (Mainz)
Genomy/cDNA/rekombinante Molekiile aus Schwammen und deren Mikroorganismen
Zusammenfassung

Die Mainzer Gruppen haben ihren Schwerpunkt auf die Analyse von Funktionsgenen gelegt und setzen dazu
molekularbiologische Methoden ein. Die Untersuchung des funktionellen Schwammgenoms von Suberites
domuncula wurde zunachst als EST-Projekt vorangetrieben. Es wurden solche Gene identifiziert, die fiir Proteine
codieren, die fiir die angewandte Biotechnologie von Interesse sind. Dabei werden zunachst die Gene isoliert,
die fir Silica-metabole Proteine codieren. Diese wurden soweit charakterisiert, daB sie fir die Herstellung neuer
Biomaterialien eingesetzt werden konnen. Parallel dazu wurden Proteasen und Kollagenasen rekombinant
hergestellt. Weiterhin wurden die Informationen, die aus der EST-Bank gewonnen wurden, genutzt, um
Testsysteme zur Identifizierung neuer Leitstrukturen in Schwamm-Extrakten aufzubauen. Molekularbiologische
Arbeiten auf dem Gebiet der mikrobiellen Polyketid-Synthase-Cluster dienen der rekombinanten Herstellung
dieser bioaktiven Substanzen; ausgewahlt wurde ein ndher charakterisiertes Bakterium (SB2) und derjenige
Pilz, der Sorbicillacton bildet.

Eine der Ursachen dafiir, daB in den letzten 3-5 Jahren die marine Biotechnologie zur Gewinnung
bioaktiver (nieder- und hochmolekularer) Substanzen aus Schwammen und Schwamm-assoziierten
Mikroorganismen an Attraktivitdt gewann, ist u.a. darauf zurickzuflihren, daB hierbei molekularbiologische
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Techniken einen festen Platz erhielten. Mit Hilfe dieser Techniken wurden beispielsweise grundlegende
Erkenntnisse zur GroBsystematik der Tiere, zur Beziehung zwischen Mikroorganismen (Bakterien) und Wirt
(Schwamm) und liber die Ursachen fiir die hohe Diversitat an bioaktiven Substanzen, die in diesen Tieren zu
finden ist, gewonnen. An diesem Paradigmenwechsel war unsere Gruppe in Mainz maBgeblich beteiligt. Wurde
bis Mitte der 90er Jahre noch angenommen, da Schwamme nur eine Aggregation von weitgehend selbsténdig
agierenden Zellen darstellen, ist nun fest etabliert, daB diese urspriinglichsten multizelluldren Tiere einen festen
Bauplan haben, der durch spezifische Gen-Sets, die homolog zu denen hoherer Tiere sind, bestimmt wird
(Beispiel: Der Homdodomane-Transkriptionsfaktor Lim) (Wiens et al. 2003).

Die EST-Datenbank konnte in den letzten beiden Jahren stark erweitert werden; sie enthalt zum heutigen
Zeitpunkt Gber 15.000 ESTs aus S. domuncula (Arbeitsgruppe Miiller). Bereits heute liegt sie geordnet mit
einem Bioinformatik-System, das der BLAST Datenbank entspricht (entsprechend dem Aufbau des NCBI), vor.
Zur Zeit arbeiten wir an der Domdnen-Analyse der abgeleiteten Proteine, um diejenigen Sequenzen weiter zu
analysieren, die von potentiellem kommerziellen Interesse sind, wie Metalloproteinasen, Rezeptoren der
Vaskularisierung und Apoptose-Molekiile. Basierend auf diesen Vorarbeiten wurde in der Arbeitsgruppe
Schréder nach Enzymen des Biosilikat- und Biocarbonat-Stoffwechsels gescreent. Die vorhandenen ESTs
wurden assembliert; bisher konnte gezeigt werden, daB nach Contig-Konstruktion nahezu 50% der
sequenzierten ESTs nur einmal sequenziert wurden, dies verdeutlicht die Hochwertigkeit der cDNA-Bank
(Chevreux et al., 2004).

Es wurde erkannt (Arbeitsgruppe Miller), daB die Schwamme (Phylum Porifera), zusammen mit anderen
héheren Tierstdmmen, von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen. Deshalb kann man ableiten, daB
Schwamme auch Signaltransduktionswege wie den Rezeptortyrosinkinase-Weg besitzen, die entscheidend in die
Regulation von Proliferation, Differenzierung und Intermediarstoffwechsel eingreifen (Miller und Miller 2003).
Beispielsweise hemmt der Sekunddrmetabolit Aeroplysinin des Schwammes Verongia aerophoba sowohl in
Schwammen als auch in humanen Systemen die Tyrosinkinase und blockiert in beiden Systemen die
Differenzierung der Zellen.

Die mit Hilfe von molekularbiologischen Techniken gewonnenen Erkenntnisse (Arbeitsgruppen
Miiller/Schroder) erlaubten die Annahme, daB diejenigen Regulations- und Abwehrmolekiile, welche die
Schwamme dazu befahigen, ihre Individualitdt zu erhalten, dhnlich wie bei hoheren Tieren wirken (Miiller
2003). Diese These wurde experimentell untermauert. Folglich kdnnen Schwémme auch als in vitro-/ in vivo-
Testsysteme genutzt werden, an denen Sekundarmetabolite, die aus diesen Tieren gewonnen werden, auf ihre
spezifische Wirksamkeit hin ausgetestet werden (Miiller et al. 2001). Im folgenden Schritt ist eine Uberpriifung
der Aktivitat am Sduger-Modellsystem angezeigt.

Bisher waren die molekularen Grundlagen der (wahrscheinlichen) Symbiose zwischen dem Wirt Schwamm
und dessen assoziierten Mikroorganismen weitgehend unverstanden. Erst aufgrund unserer rRNA-
Sequenzanalysen wird es als wahrscheinlich angesehen (Althoff et al. 1998), daB eine fest etablierte
Gemeinschaft zwischen Pro- und Eukaryonten existiert (Arbeitsgruppen Miiller/Schroder/Breter). Aber erst die
Clonierung von Genen, die fiir Funktionsproteine codieren, zeigte, daB Schwamme Molekiile besitzen, welche
die Mikroorganismen erkennen und im Hinblick auf Selbst oder Nichtselbst unterscheiden (B6hm et al. 2001,
Miiller und Miller 2003). Deshalb wurde nun auch gepriift, welche Abwehr- bzw. Attraktionsmechanismen die
Schwamme besitzen, um die pathogenen Bakterien zu eliminieren und mit den vorteilhaften Bakterien eine
feste Gemeinschaft einzugehen. Bei diesen Untersuchungen konnten entscheidende neue Mechanismen erkannt
werden. Einmal konnte gezeigt werden, daB der Schwamm (in den meisten Untersuchungen wurde
S. domuncula als Modell eingesetzt) (Thakur et al. 2003; siehe Abbildung 4) eine Reihe von ,direkten" und
Jindirekten® Abwehrmechanismen besitzt, um die bakterielle Flora zu kontrollieren. Der Schwamm selbst
produziert antibakterielle Proteine, wie das Porin (Thakur et al. 2003) oder das Tachylectin (Schroder et al.
2003), das in der Lage ist, die fir ihn nachteiligen Bakterien zu eliminieren. Daneben werden von S. domuncula
neurotoxische Substanzen, wie die Chinolinsdure, gebildet, wenn nach Bakterienbefall Gewebeareale
apoptotisch abgestoBen werden (Schroder et al. 2002). Die symbiontischen Bakterien bilden den
Sekundarmetabolit Okadasdure, um eukaryontische FraBfeinde zu schadigen; interessanterweise nutzt der
Schwamm diesen Metaboliten aber nicht nur flr die Abwehr, sondern auch zu seinem Nutzen durch Aktivierung
seines immunologischen Abwehrsystems, das MAP-Kinase gesteuert ist (Bohm et al. 2001). Jiingst wurde
erkannt, daB Schwamme einen adaptiven, antibakteriellen Antwortmechanismus besitzen; nach Exposition
gegeniiber fremden Bakterien wird eine gesteigerte Menge an antibakteriell wirkenden Substanzen, wie 1-0-
Hexadecyl-srn-glycero-3-phosphocholin/1- O-Octadecyl-sr-glycero-3-phosphocholin, gebildet (Schréder et al.
2003a, Miller et al. 2004, im Druck). Erkannt werden die Bakterien durch den MAP-Kinase-Weg, speziell p38
und IJNK (B6hm et al. 2001).
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Abbildung 4. Direkte als auch indirekte (Bakterien-vermittelte) Produktion von Sekundarmetaboliten in
Schwammen.

Von der Arbeitsgruppe Schréder konnte gezeigt werden, daB in Schwammen, wie S. domuncula, sowohl
Enzyme vorhanden sind, die Silikat zu polymerisieren vermdgen (Silicatein, Mdller et al. 2003d), als auch
Enzyme, die dieses Biosilikat wieder abbauen, wie die Silicase (Schroder et al. 2003). Diese Ergebnisse gaben
ganz neue Einblicke in den Metabolismus der Skelettelemente der Schwamme, die Spiculae, sind aber auch
gleichzeitig von hohem industriellen Interesse, also von kommerziellem Nutzen. Die Anwendungsbereiche sind
einmal bei der Herstellung von modifizierten Siliconen sowie auch im Bereich Knochenersatzmittel zu sehen.

Die Arbeitsgruppe Breter hat sich auf die Gen-Cluster-Analyse von Bakterien, speziell von Bakterien, die mit
Schwammen assoziiert sind, spezialisiert (Breter et al. 2003, Miiller et al. 2003). Ausgegangen wurde wieder
von Schwamme-assoziierten Mikroorganismen am Modell S. domuncula. Es konnte gezeigt werden, daB3 diese
Bakterien Polyketid-Synthase-Gene enthalten (Miiller et al. 2003). Zur Absicherung wurden /n sitt-Analysen mit
den Polyketid-Synthase-Genen durchgefiihrt. Diese Experimente ergaben, daf3 die symbiontischen Bakterien im
Epithel des Wasserkanalsystems vorkommen. Man kann deshalb annehmen, daB diese Bakterien als Quelle fiir
antibiotisch wirksame Substanzen dienen. Neben der Polyketid-Synthase-Gen-Analyse wurden auch
Untersuchungen angestellt, um diejenigen Stoffwechselwege aufzukldren, die fiir das Wachstum der
assoziierten Bakterien entscheidend sind. Im Zuge dieser Untersuchungen wurde der Befund erzielt, da8 von
Schwammen durch eine Tyrosinase Catechole gebildet werden (zusammen mit der Arbeitsgruppe Miiller), die
dann in den Protocatechuat-Stoffwechselweg der Bakterien eingeschleust werden (Breter et al., 2004).

2.5 Sachbericht - Projektbereich E: Testung auf Bioaktivitat

Arbeitsfelder von:
Muller/Schroder (Mainz), Imhoff (Kiel), Hentschel/Hacker (Wirzburg), Brimmer (Stuttgart)

2.5.1 Eukaryonten-Modelle: Anti-Tumor-/Anti-Angiogenese-Neuroprotektion
Universitat Mainz:
Anti-Tumor-Aktivitat

Die Untersuchung auf Anti-Tumor-Aktivitdt wurde sowohl in der Zellkultur [L5178y-Mauselymphomzellen:
zytostatische Aktivitat] als auch am Gesamttier (Aszitestumoren der Maus) durchgefiihrt. Dosis-Wirkungskurven
wurden mit L5178y-Mauselymphomzellen aufgenommen. Die Zellen wachsen in ,Roller tube”-Kulturen in
Eagle's Minimum Essential Medium, enthaltend 10% Pferdeserum. Die Bestimmung der Zellkonzentration
erfolgte mittels des MTT-Assays. Zur Standardisierung der Wachstumskurven werden die Zellen elektronisch
gezahlt. Die effektive Dosis, welche die Zellproliferation um 50% hemmt (= EDsg), wird duch logarithmische
Regression abgeschatzt.
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Anti-Angiogenese-Aktivitat

Das Chorioallantois(membran)-Modell zur Identifizierung von antiangiogenetischen Substanzen wurde etabliert.
Wir konnten in der ersten Férderphase bereits eine neue bioaktive Substanz (ein Phosphocholin) auffinden, die
von einem Schwamme-assoziierten Bakterium gebildet wird und auf die Ausbildung von BlutgefaBen wirkt. Das
Verfahren zur Patentanmeldung ist im Gange.

Neuroprotektive Aktivitat

Die Extrakte wurden einem Screening fiir Substanzen, die in der Lage sind, die Glu- oder NMDA-vermittelte
Apoptose zu unterdriicken, unterworfen. Die Induktion der Apoptose wurde in primdren kortikalen Zellkulturen
der Ratte nach Behandlung der Zellen mit den Extrakten/isolierten Substanzen bestimmt.

2.5.2 Prokaryonten-Modelle: Antibiotische/fungizide Aktivitat
IFM Kiel/Universitdt Wirzburg/Universitdt Mainz:

Wirkungstests mit ausgewdhlten Teststémmen fiir antibakterielle und antifungale Wirksamkeit, inklusive
pathogener und multiresistenter Teststamme, wurden in den genannten Gruppen etabliert.

2.5.3 Zytotoxizitdtstest ELA und Comet-Assay
Universitat Mainz/Universitat Stuttgart:
Zelltoxizitat

Zelltoxizitdtstests als Zellproliferations-Hemmtests mit verschiedenen Sdugetier-Tumorlinien  wurden
routinemaBig durchgefihrt.

Der Erythrozyten-Lyse-Assay (ELA) eignet sich besonders gut als Zytotoxizitatstest bei gleichzeitigem
Nachweis ichthyotoxischer Wirkungen. Er basiert auf der Zerstérung von Erythrozyten durch zytolytische
Substanzen und der anschlieBenden Messung des freigesetzten Blutfarbstoffs Hdmoglobin. Die Absorption bei
einer Wellenldange von 540 nm korreliert mit der Menge der vorhandenen zytolytisch wirkenden Substanz. Damit
ist der ELA sehr vielseitig einsetzbar und erméglicht auch, Substanzen, deren chemische Natur bisher nicht
bekannt ist, zu detektieren.

DNA-Strangbriiche

DNA-Einzelstrangbriiche wurden mit Hilfe der von uns entwickelten ,Fast Micromethod" gemessen. Hierbei
handelt es sich um einen fluorimetrischen Mikrotiterplatten-Assay. Diese Methode besitzt einen geringen
Proben- (30 ng DNA) und Zeitbedarf (3 Stunden). Sie wurde von uns zum Patent angemeldet
(PCT/EP00/06842; deutsches Patent erteilt: DE 19724781). Die Messung der Strangbriiche erfolgte
routinemaBig in HelLa-Zellen nach Inkubation mit den isolierten Substanzen.

Comet Assay (Fischerythrozyten)

Da Fischerythrozyten noch einen Kern enthalten, bietet sich dabei eine Kombination des ELA mit dem Comet
Assay an. Dazu werden die Fischerythrozyten nach einer Extraktexposition elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend die DNA mit Propidiumjodid gefarbt und an einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Wenn
fragmentierte DNA in den Zellkernen vorliegt, tritt diese wahrend der Elektrophorese aus dem Kern aus und
kann Uber die Anfarbung mit Propidiumjodid sichtbar gemacht werden. Diese Zellen bilden einen deutlich
erkennbaren , Kometenschweif" aus. Die Untersuchung auf Einzelzellniveau ist wesentlich empfindlicher als die
sonst verwendete DNA-Extraktion aus einer ganzen Zellsuspension. Um eine aussagekraftige Statistik zu
erhalten, muBten jedoch sehr viele Experimente unter den gleichen Bedingungen mit den dazu notwendigen
Kontrollen durchgefiihrt werden.

2.6 Sachbericht - Projektbereich F: ARCON®: Aufzuchtsubstrate fiir die Aquakultur mit sessilen,
marinen Invertebraten (Porifera)

MVV Consultants and Water Engineers (Mannheim)

Wissenschaftlich-technische Ergebnisse

Von den insgesamt 5 untersuchten Zielarten aus den Projektjahren 2001 und 2003 sind nur Arten der
Gattungen Axinella (Zielart A. polypoides), Dysidea (Zielart D.avara) und Aplysina (Zielart A.aerophoba) zum
Einsatz im groBtechnischen MaBstab geeignet. Der im Projektjahr 2002 eingesetzte und fiir die Marikultur im
GroBmalBstab getestete Zuchtrahmen mit insgesamt 10 erneuerbaren Zuchtfeldern ist fiir den Einsatz von
Schwammkulturen sehr gut geeignet. Von den drei fiir die Marikultur geeigneten Zielarten (s.0.) wurden in
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Intervallen insgesamt 580 Transplantate in die Zuchtfelder des Rahmens eingesetzt. Fiir die Transplantate
wurden nur 12 Mutterkolonien aus der unmittelbaren Umgebung des Standortes entnommen. Dies entspricht
einem mittleren Verhéltnis von etwa 1:48. Die mittlere Uberlebensrate der Transplantate nach 6 Monaten lag
mit 87,3% auf einem sehr hohem Niveau. Fiir die in diesem Projekt durchgefiihrten Transplantationsversuche
errechnet sich damit ein mittleres Verhaltnis (Mutterkolonie zu nachwachsenden Tochterkolonien) von 1:42. Aus
einer Mutterkolonie, die aus der natiirflichen Umgebung entnommen wurde, kdénnen nachhaltig 42
Tochterkolonien geziichtet werden.

Als problematisch erwies sich dagegen die Untersuchung des Wachstums der Transplantate. Die Messung
des Langenwachstums (Anlegen eines geeigneten MaBstabes direkt an das Transplantat unter Wasser) ist zwar
technisch durchfiihrbar, stellt aber keine sehr genaue Messmethodik dar. Dariiber hinaus lassen die Daten (iber
das Léangenwachstum keine Riickschliisse auf die Zunahme an Biomasse zu, insbesondere wenn es sich um eine
Schwammart handelt, die in alle drei Raumrichtungen wachst (z.B. Arten der Gattung Dysidea). Eine adaquate
Methode zur in siti-Messung der Zunahme an Biomasse war im Projektjahr 2003 nicht verfiigbar. Um diesen
Parameter dennoch erfassen zu kdnnen, wurde ein handelstibliches Computerprogramm genutzt. Von einzelnen
Schwammtransplantaten wurden mit einer hoch auflésenden Unterwasserkamera digitale Bilder aus insgesamt vier
Raumrichtungen angefertigt. Auf der Basis zuvor errechneter und eingegebener Grunddaten erstellt das
Computerprogramm aus der digitalen Information der vier Richtungsbilder ein digitales 3D-Modell des
Transplantats. Die 3D-Informationen kénnen von dem Programm speziell aufbereitet werden, so daB die Nach-
Kalkulation des Volumens des Transplantats mit einem CAD Programm mdglich ist. Aus zeitlich versetzten
Aufnahmeserien kann der Zuwachs der Biomasse abgelesen werden.

Nach intensiven Versuchsreihen mit mathematischen Kérpern (Wiirfel, Pyramide) mit bekanntem Volumen
wurde, um die Messgenauigkeit zu erhéhen, ein spezielles Unterwasser-Lasersystem entwickelt und eingesetzt,
das einen fir alle Raumrichtungen gleich bleibenden, millimetergenauen Abstand der Unterwasserkamera
garantierte. Fir diese speziellen Laserlampen zur Abstandsmessung mussten zusatzlich Unterwassergehause
entwickelt werden, die in das verwendete System der hoch auflésenden Unterwasserkamera integriert werden
konnten. Derzeit werden mit dem kompletten System noch abschlieBende Kalibrierungsreihen im SiiBwasser
durchgefiihrt. Die Auswertung des digitalen Fotomaterials von den Transplantaten der Zuchtanlage und die
Errechnung der Veranderungen im Volumen der Transplantate ist noch nicht abgeschlossen. Erste
Teilergebnisse aus dem Projektjahr 2003 wurden auf der internationalen Konferenz “MEDCOAST 2003" im
September 2003 in Ravenna, Italien vorgestellt.

3 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse im
Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Der Ansatz, in einem Verbund (hier: Kompetenz-Zentrum B/O7ECmarin), der aus universitdren Gruppen
gebildet wurde, Grundlagendaten zu erarbeiten, die anschlieBend durch diese Gruppe selbst in einer eigens
gegriindeten Verwertungsgesellschaft (B/IOTECmarin GmbH) auf Kommerzialisierbarkeit hin geprift werden
(wie: Patentanmeldungen), um diese Produkte anschlieBend zu kommerzialisieren (wie Sorbicillacton A in der
BIOTECmarin GmbH bzw. deren Tochter ONCOTECmarin AG) war bisher erfolgreich.

Zum 07. Februar 2002 haben sich die rechtlichen Rahmenbedingungen fiir Erfindungen an Hochschulen
(niedergelegt in § 42 des Arbeitnehmererfindungsgesetzes - ArbNErfG -) in grundlegender Weise gedndert.
Diese Anderung wurde erlassen unter der Annahme, daB an den Hochschulen ,In den meisten Fillen keine
Aktivitaten zur Kommerzialisierung des Forschungsergebnisses unternommen wurden [etwa, weil dem Professor
das finanzielle Risiko zu groB war]".

Der Auftrag, wirtschaftlich interessante Produkte aus der wissenschaftlichen Arbeit zu patentieren, wurde
bereits in der Vergangenheit von der Mehrzahl der Projektleiter erfillt. Die im Kompetenz-Zentrum seit 2001
erarbeiteten verwertbaren Forschungsergebnisse sind in 7 Patentanmeldungen eingegangen. Es gelang in
mehreren Gesprachen mit den Universitdten Einvernehmen (iber die Riickiibertragung der ,Intellectual
Properties® an die BIOTECmarin GmbH zu erzielen. Damit war die weitere Vermarktung der
Patentanmeldungen mdglich und wurde genutzt. Eine Aus-Lizenzierung des (potentiell) antileukédmisch
wirkenden Sekundarmetaboliten Sorbicillacton A an die ONCOTECmarin AG konnte erfolgen. Die Aufgabe der
ONCOTECmarin AG ist, die Entwicklung des Sorbicillacton A bis zur ersten Stufe der Marktreife zu promovieren
(Abbildung 5).
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Abbildung 5. Weg der ,Intellectual Properties® vom Kompetenz-Zentrum BI/OTECmarin, Uber die
Universitat(en), an die BIOTECmarin GmbH. Im Falle des Sorbicillacton A erfolgte dann eine Aus-Lizenzierung
an die ONCOTECmarin AG zwecks Vermarktung.

Somit verfolgten die Arbeiten im Kompetenz-Zentrum B/OTECmarin bzw. der BIOTECmarin GmbH konsequent
folgenden ,gefilterten® Weg (Abbildung 6). Jedes wissenschaftliche Ergebnis wird nach Erhalt auf seine
Verwertbarkeit hin Gberprift (Erster Filter). AnschlieBend wird Gber den Weg der Universitaten die ,Intellectual
Property" in die BIOTECmarin GmbH Uberfiihrt. Letztere prift nun die Moglichkeit, diese (potentiellen)
Innovationen entweder selbst in die Nahe der Marktreife zu bringen oder weiter auszulizenzieren (Zweiter
Filter). Es ist z.Zt. unsere Strategie, erfolgreiche oder als erfolgreich anzusehende Projekte in eigene Einheiten
zu Uberfliihren, wie z.B. in die ONCOTECmarin AG.

Im Hinblick auf die Kommerzialisierbarkeit miissen dabei fiir alle Produkte Mdglichkeiten zur nachhaltigen
Gewinnung der entsprechenden Substanzen gegeben sein. Dieses Ziel verfolgte BIOTECmarin fiir
~rekombinante Proteine", ,Sekunddrmetabolite aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen®™ und ,Schwamm-
spezifische Sekundarmetabolite®. Damit ist die biotechnologische Produktion der aus Schwammen oder
Schwamm-assoziierten Mikroorganismen stammenden bioaktiven Substanzen methodisch abgedeckt. Dieses
Ausleseverfahren wurde ebenso auf die technischen Verfahren angewandt.
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Abbildung 6. Prinzip der Kommerzialisierung von Forschungsergebnissen aus dem Kompetenz-Zentrum
BIOTECmarin, lber die BIOTECmarin GmbH und Sub-Unternehmen der B/OTECmarin GmbH. Die potentiell
wirtschaftlich  verwertbaren  Ergebnisse werden auf der Stufe des Ubergangs zwischen
Forschungsinstitut/Universitat herausgefiltert (Erster Filter). Nach Ubertragung der Patentrechte auf die
BIOTECmarin GmbH wird von dieser die Kommerzialisierung (Zweiter Filter) ibernommen.

4 Darstellung des wahrend der Durchfihrung des Vorhabens bekanntgewordenen
Fortschritts an anderer Stelle

An keiner weiteren Stelle weltweit wurde eine Kompetenzzentrum mit der hier gewadhlten Fragestellung
etabliert. Uns sind aus der Vielzahl der Kongresse, die von unseren Kollegen besucht wurden, keine
Forstschritte bekannt geworden, die unsere Zielsetzung gefahrden kdnnten.
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11 Erfolgskontrollen

1 Preise und weitere Ehrungen

U Hentschel: Ruf auf eine Professur (tenure-track) fiir Marine Mikrobiologie am Dept. of Biological Sciences,
University of North Carolina, Wilmington, USA, Marz 2003

WEG Miiller und HC Schréder: Innovationspreis des Landes Rheinland-Pfalz 2002 (Ministerium fiir Wirtschaft,
Verkehr, Landwirtschaft und Weinbau des Landes Rheinland-Pfalz) fir Innovation auf dem Gebiet der Silicium-
Nanobiotechnologie (,,Marine Biotechnologie zur Synthese von Nanostrukturen™)

M Wiens (Arbeitsgruppe Miiller): Boehringer-Ingelheim-Preis 2003 fiir wissenschaftliche Arbeiten zum Thema
~Neue Erkenntnisse zur molekularbiologischen Evolution apoptotischer Signalwege anhand des Studiums der
Porifera®

2 Beitrag zu den forderpolitischen Zielen des Férderprogramms

Entsprechend den Vorgaben des BMBF wurden die erzielten Grundlagenergebnisse— falls angezeigt — in
Patentanmeldungen umgesetzt.

3 Wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens

Die wissenschaftlichen Ergebnisse sind in einer Vielzahl von Publikationen zusammengestellt worden (siehe
I1.5). Die Ergebnisse wurden auf regionalen, nationalen und internationalen Kongressen vorgestellt.

Schwerpunkte unserer weiteren Untersuchungen lagen auf dem Gebiet der Nachwuchsforderung. Im
Rahmen dieser Aktivitaten wurden Informationstreffen in den verschiedenen Labors durchgefiihrt, die zu einem
intensiven Austausch an Material, Methoden und Basisverstandnis fiir die jeweilig andere Disziplin fiihrten.

Offentlichkeitsarbeit: In intensiver Arbeit wurden die Aktivititen unseres Zentrums der Offentlichkeit
vorgestellt (Dokumentation liegt dem Projekttrager vor). Zwei groBere Fernsehdokumentationen (,,ZDF* und
.Pro7") wurden Uber unsere Arbeiten ausgestrahlt. Weiterhin wurden mehrere 5-miniitige Beitrage
ausgestrahlt.

Eigener Stand von BIOTECmarin auf den 3. Miinchner Wissenschaftstagen ,Faden des Lebens — 50 Jahre DNA-
Doppelhelix, auf der Spur der Gene", 16. - 20. Juli 2003, auf Einladung des Veranstalters zum Thema ,Marine
Schwamme als Pharmaquelle®. Ein Bericht darliber wurde im TV-Programm des Bayerischen Rundfunks
ausgestrahlt.

BIOTECmarin: Status-quo-Seminar 14. - 16. November 2002 in Stuttgart. Daneben fanden sehr zahlreiche
Treffen aller Partner statt, die spezielle Themen behandelten.

Im Rahmen des Projekts wurde in Stuttgart (F. Brimmer) unter www.biotecmarin.de erfolgreich eine
Internet-Plattform konzipiert, aufgebaut, standig erweitert und gepflegt. Uber dieses Portal wurden zahlreiche
Medien angesprochen, was u.a. zu einer ausfiihrlichen Berichterstattung rund um die Schwamme flhrte.

4 Fortschreibung des Verwertungsplans
4.1 Patent im Rahmen des Projekts

Miller WEG, Brimmer F; Method of preparing and culturing cell aggregates referred to as primmorphs from
dissociated cells from sponges, corals and other invertebrates, and their use. Patentanmeldungen in AU,
EP, CA, JP, NO, Nz, US
— Patent granted in: NZ, AU, US

4.2 Patentanmeldungen im Rahmen des Projekts

Titel: Neue Decalactone aus assoziierten Pilzen mariner Schwamme und deren synthetische Derivate als Arzneimittel
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Glinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 09.05.2001 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 101 22 523.7

Titel: Neue Decalactone aus assoziierten Pilzen mariner Schwamme und deren synthetische Derivate als Arzneimittel
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Giinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 27.04.2002 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP02/04676
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Titel: Novel decalactones from associated fungi of marine sponges and their synthetic derivatives as medicaments
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Glinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 08.05.2002 (Schutzland: Argentinien)

Nummer: P 02 01 01 674

Titel: Novel decalactones from associated fungi of marine sponges and their synthetic derivatives as medicaments
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Giinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 27.04.2002 (Schutzland: Australien)

Nummer: 2002314011

Titel: Decalactones, method for making, and pharmaceuticals there from

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Giinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 09.05.2002 (Schutzland: Kanada)

Nummer: 2,385,744

Titel: Novel decalactones from associated fungi of marine sponges and their synthetic derivatives as medicaments
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Glinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 27.04.2002 (Schutzland: Japan)

Nummer: 2002-589474

Titel: Novel decalactones from associated fungi of marine sponges and their synthetic derivatives as medicaments
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Glinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 27.04.2002 (Schutzland: Neuseeland)

Nummer: 529479

Titel: Novel decalactones from associated fungi of marine sponges and their synthetic derivatives as medicaments
Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Giinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 08.05.2002 (Schutzland: Taiwan)

Nummer: 91109615

Titel: Decalactones, method for making, and pharmaceuticals therefrom

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Giinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 05.09.2002 (Schutzland: USA)

Nummer: 10/143,596

Titel: Neue Decalactone aus assoziierten Pilzen mariner Schwamme und deren synthetische Derivate als
Arzneimittel

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Prof. Peter Proksch, Dr. Markus Heubes, Dr. Ru Angelie Edrada, Dr.
Sudarsono, Dr. Eckhard Glinther

Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 27.04.2002 (Schutzland: EP)

Nummer: 02 740 533.1

Titel: Herstellung von Primmorphe aus dissoziierten Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren
Invertebraten: Verfahren zur Kultivierung von Zellen von Schwémmen und weiteren Invertebraten zur
Produktion und Detektion von bioaktiven Substanzen, zur Detektion

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 30.05.1998 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 198 24 384.7
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Titel: Herstellung- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP99/03121

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: Australien)

Nummer: 42585/99

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: Kanada)

Nummer: 2,332,968

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: Japan)

Nummer: 2000-552256

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: Norwegen)

Nummer: 20006051

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: Neuseeland)

Nummer: 508602

Titel: Herstellungs- und Kultivierungsmethode von Zellaggregaten bezeichnet als Primmorphe aus dissoziierten
Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: USA)

Nummer: 09/701,974

Titel: Herstellung von Primmorphen aus dissoziierten Zellen von Schwammen, Korallen und weiteren
Invertebraten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 06.05.1999 (Schutzland: EP)

Nummer: 99 955 288.8

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schréder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP01/08423
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Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schréder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: Australien)

Nummer: 2001289713

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: Kanada)

Nummer: 2,414,602

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: China (PRC))

Nummer: 01813484.X

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Milller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schrdder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: Japan)

Nummer: 2002-516336

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schréder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: Norwegen)

Nummer: 2003 0407

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Milller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: Neuseeland)

Nummer: 523474

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: US)

Nummer: 10/343,104

Titel: Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Milller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Bernd Lorenz, Dr. Anatoli Krasko
Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 20.07.2001 (Schutzland: EP)

Nummer: 01 969 458.7

Titel: Verwendung von 14-3-3-Proteinen und Verfahren zu deren Bestimmung in Flissigkeiten oder Geweben
von Organismen

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 04.06.2002 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP02/06139

Titel: Verwendung von 14-3-3-Proteinen und Verfahren zu deren Bestimmung in Fliissigkeiten oder Geweben
von Organismen

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller

Anmeldetag: 04.06.2002 (Schutzland: US) — noch kein AZ

Titel: Anwendung der 14-3-3 Proteine als sensitive Biomarker flr Pollution u.a. mit polychlorierten Biphenylen
(PCBs) und (Xeno)Ostrogenen sowie Verfahren zur schnellen Bestimmung der 14-3-3 Proteine

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Milller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder

Inhaber: Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Anmeldetag: 10.03.1999 (Schutzland: EP)

Nummer: 99 908 954.3
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Titel: Sorbicillacton A und Sorbicillacton-A-Derivate, Verfahren zu ihrer Herstellung, sie enthaltende Arzneimittel
und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Gerhard Lang, Jérg Mihlbacher, Karsten Schaumann, Stefan Steffens,
Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 21.08.2002 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 102 38 257.3

Titel: Sorbicillacton A und Sorbicillacton-A-Derivate, Verfahren zu ihrer Herstellung, sie enthaltende Arzneimittel
und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Gerhard Lang, Jérg Mihlbacher, Karsten Schaumann, Stefan Steffens,
Prof. Dr. Werner E.G. Miller

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 17.07.2003 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP03/07805

Titel: Abbau und Madifizierung von Silicaten und Siliconen durch Silicase und Verwendung des reversiblen Enzyms
Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder, Dr. Anatoli Krasko

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 03.10.2002 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 102 46 186.4

Titel: Abbau und Modifizierung von Silicaten und Siliconen durch Silicase und Verwendung des reversiblen Enzyms
Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schréder, Dr. Anatoli Krasko

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 02.10.2003 (Schutzland: PCT)

Nummer: PCT/EP03/10983

Titel: Medizinisch nitzliche 1-Phenyl-2-aminomethylnaphthaline, Verfahren zu ihrer Herstellung, sie
enthaltende Arzneimittel und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Robert-Michael Pfeifer, Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Dr. Reto Brun
Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 17.01.2003 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 103 01 650.3

Titel: Medizinisch nitzliche 3,3-Dimethyl-8-oxoisochinoline, Verfahren zu ihrer Herstellung, sie enthaltende
Arzneimittel und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Stefan Neumann, Christian Rummey, Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Dr.
Reto Brun, Dr. August Stich, Verena Horr

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 28.01.2003 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 103 03 254.1

Titel: Tajixanthonhydrat und Tajixanthonhydrat-Derivate: Verfahren zu ihrer Isolierung und Herstellung,
biologische Aktivitdten und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Dr. Ute Hentschel, Dr. Wilma Ziebuhr, Dr. Svetlana Kozitskaya,
Gerhard Lang, Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Dr. Karsten Schaumann, Stefan Steffens

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 02.07.2003 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 103 29 874.6

Titel: 2-Methylthio-1,4-Naphthochinon und Derivate davon

Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schréder, Dr. Narsinh L. Thakur, Dipl.-Biol.
Archana Thakur, Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Gerhard Lang, Dr. Hideyuki Tsuruta

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Anmeldetag: 22.09.2003 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 103 43 798.3

Titel: Enzymatische Synthese, Modifikation und Abbau von Silicium(IV)- und anderer Metall(IV)-Verbindungen
Erfinder: Prof. Dr. Werner E.G. Miller, Dr. Heiko Schwertner, Prof. Dr. Dr. Heinz C. Schroder

Inhaber: Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz

Anmeldetag: 10.11.2003 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: 103 52 433.9
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Titel: Aspernigrin B und Aspernigrin-B-Derivate, Verfahren zu ihrer Herstellung, sie enthaltende Arzneimittel
und deren Verwendung

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Katja Maksimenka, Tobias Gulder, Dr. Karsten Schaumann, Dr. Sanja
Perovic¢-Ottstadt, Prof. Dr. Werner E. G. Miller, Dr. Jan Hiort, Dr. Rainer Ebel, Prof. Dr. Peter Proksch
Inhaber: BIOTECmarin GmbH

Anmeldetag: 20.01.2004 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: DE 102 004 002 884.2

Titel: Sorbicillacton A (Produktionsverfahren und weitere Bioaktivitaten)

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Gerhard Lang, Tobias Gulder, Prof. Dr. Werner E.G. Miiller, Dr. Sanja
Perovi¢-Ottstadt, Dr. Karsten Schaumann, Prof. Dr. Johannes F. Imhoff, R. Stéhr, J. Wiese, R. Schmaljohann
Inhaber: Julius Maximillians-Universitat Wirzburg, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, IFM-GEOMAR Kiel
Anmeldetag: 30.01.2004 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: DE 10 2004 004 901.7

Titel: Sorbifuranone A-C und Sorbivineton

Erfinder: Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Gerhard Lang, Tobias Gulder, Dr. Karsten Schaumann, Stefan Steffens,
Prof. Dr. Johannes F. Imhoff, Prof. Dr. Werner E.G. Miller, Dr. Sanja Perovi¢-Ottstadt

Inhaber: Julius Maximillians-Universitat Wirzburg, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, IFM-GEOMAR Kiel
Anmeldetag: 02.02.2004 (Schutzland: Deutschland)

Nummer: DE 10 2004 005 106.2

4.3 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Zur Zeit wird Sorbicillacton als erste Substanz, die kommerziell profiliert wird, im Rahmen der B/O7TECmarin
GmbH weiter untersucht, so daB es zu einem Exit kommen kann. Es ist geplant, dessen Beginn 2007
durchzufiihren.

4.4 Weitere Strategien

Der beantragte zweite Forderabschnitt hat am 01. Januar 2005 begonnen. Es ist das Ziel, die Schwelle zur
molekularen marinen Naturstoff-Forschung zu liberschreiten. Deshalb wurde auch eine weitere Arbeitsgruppe,
die sich mit dem Thema ,Expression von Polyketidsynthasegenen zur nachhaltigen Erzeugung von Wirkstoffen
aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen™ beschaftigen wird, aufgenommen. Auf die vorhandene
EST/cDNA-Bank (von Suberites domuncula [einer Demospongie]) wird zuriickgegriffen. Anwendungsbezogen
sollen diejenigen Stoffwechselwege aufgeklart werden, welche die Basis fiir das funktionelle Wechselspiel der
Partner Schwamm/Mikroorganismus bilden. Es soll das 6kologische System Schwamm/Mikroorganismus zur
rationalen Wirkstoff-Findung eingesetzt werden. Die anwendungsbezogenen Untersuchungen miinden in die
Bioverfahrenstechnik (ProzeBentwicklung und ggf. Upscaling), welche die Voraussetzung dafiir schaffen soll,
daB kommerzialisierbare Produkte zur Vermarktung gebracht werden kénnen. Im Hinblick auf die
Kommerzialisierbarkeit sollen dabei fiir alle Produkte Méglichkeiten und Wege zur nachhaltigen Gewinnung der
entsprechenden Substanzen aufgezeigt werden.

Die Vision fiir den dritten Forderabschnitt des Kompetenz-Zentrums ,BIOTECmarin® mit der
Verwertungsgesellschaft ,B/OTECmarin  GmbH" ist es, die im zweiten Forderabschnitt gewonnenen
Erkenntnisse in die rekombinante Gewinnung von nieder/hochmolekularen Wirkstoffen aus Schwammen und
mit ihnen assoziierten Mikroorganismen umzusetzen. Damit ware der Forschungsauftrag, aus der molekularen
Biodiversitdt die nachhaltige Nutzung der Rohstoffquelle Schwamm/Mikroorganismus fiir den Nutzen unserer
Gesellschaft zu erschlieBen, erfiillt.

5 Arbeiten, die zu keiner Losung geflhrt haben
Sind keine bekannt geworden.

6 Prasentationsmaoglichkeiten fur mdgliche Nutzer

Eine Web-Seite wurde erstellt. Die Offentlichkeitsarbeit — in den Medien und wissenschaftlich — wird konsequent
weiter getrieben.

7 Ausgaben- und Zeitplanung
Es wurden keine Anderungen vorgenommen.
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