Matthias Voigt

Biotechnologische Methoden
zur Kultivierung von Schwammen

Grundlegende Untersuchungen
zur ex-situ Kultivierung mariner Porifera

universitatsverlag karlsruhe






Matthias Voigt

Biotechnologische Methoden zur Kultivierung von Schwdammen

Grundlegende Untersuchungen zur ex-situ Kultivierung mariner Porifera



Titelbild mit freundlicher Genehmigung von
Dr. A. Jaklin, Meeresbiologisches Institut ,Ruder Boscovic“, Rovinj, Kroatien.



Biotechnologische Methoden
zur Kultivierung von Schwammen

Grundlegende Untersuchungen zur ex-situ Kultivierung
mariner Porifera

von
Matthias Voigt

D

universitatsverlag karlsruhe



Dissertation, Universitdt Karlsruhe (TH)
Fakultat fir Chemieingenieurwesen und Verfahrenstechnik, 2009

Impressum

Universitatsverlag Karlsruhe
c/o Universitatsbibliothek
Strafle am Forum 2

D-76131 Karlsruhe
www.uvka.de

(®S0)

Dieses Werk ist unter folgender Creative Commons-Lizenz
lizenziert: http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/de/

Universitatsverlag Karlsruhe 2009
Print on Demand

ISBN: 978-3-86644-292-4


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/de/







Biotechnologische Methoden zur Kultivierung von Schwimmen

Grundlegende Untersuchungen zur ex-sifu Kultivierung mariner Porifera

zur Erlangung des akademischen Grades eines
DOKTORS DER INGENIEURWISSENSCHAFTEN (Dr.-Ing.)

der Fakultat fur Chemieingenieurwesen und Verfahrenstechnik der

Universitat Fridericiana Karlsruhe (TH)

genehmigte
DISSERTATION

von
Dipl. - Biol. Matthias Voigt
aus Halle/Saale

Referent:  Prof. Dr. rer. nat. Christoph Syldatk
Koreferent: Prof. Dr. - Ing. Clemens Posten
Tag der mundlichen Prafung: 19.03.2009






2.1.
2.2

2.3
23.1
232
23.2.1

2322

233
2331

Inhaltsverzeichnis

AbKUrzungsverzeichnis. .........ocueeviiiiiiiiieiiecieeeeee e

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis............cccoeeveeeiieniieieenieeiieeeee,

Einleitung

Fragestellungen und Ziele...................cocccooiiiiiiniiiniiceeee,

Grundlagen

Marine Naturstoffe..............coccooiiiiiiiiiee
Biologie der Schwimme...................cooooiiiiiiiniiiieee e
Einteilung und Vorkommen............cccceeviiieiiiiciiieeeeeeeee e
VEIDICIEUNG. ...ttt ettt ettt st e eeeeaneens
MOTPROIOZIC. ...t
Anatomie und Physiologi€.........c.ccccveriieiiiiiiienieeieecieeieeee e
ENERTUNG. ... e
Assoziierte MiKroorganiSmen...........ocueevueerieesienieeniiesieeseeeeeeseee e
VErmENTUNG.....ccviiiiiiiieiiiee et et
Theoretische Grundlagen...................ccoccoeviiiiiiiiiiniiieneeeeee e,
Methodische ANSELZE........covuiiiiiiiiiiiieieee e
Schwammfragmente..............coceeveriiriiiiniineeeee e

Einfluss verschiedener Faktoren auf Schwammfragmente....................

Erndhrung von Schwammfragmenten.............cccooceevieniienienieeniienen,
Partikulare Nahrung...........ccveveiieiieiiierieeiecee e
Geloste SUDSTANZEN. .....c.eiiiiiiiiiiieiie e
Multizellulére Reaggregate..........covuieveieiieniiieiieeieeiie e

Erndhrung multizelluldrer Reaggregate mit geldsten Substanzen..........

0 0 N 9 =3 N~ A

10
11
12
13
13
15
15
15
17
18
19
19
20
22
24



234
2.3.4.1

235
2.3.5.1

2352

2353
2354
24

3.1

3.1.1
3.1.1.1

3.1.2

3.1.3
3.1.3.1
3.1.3.2
3.1.33
3.1.34

3.2
3.2.1

3.2.1.1
3.2.1.2
3.2.13
32.14
3.2.15

(€ 1210100101 F: 1T

Auskeimversuche mit S. domuncula - Gemmulae..........ccceeveeeeeeeennnnnn...

Einfluss der Temperatur auf die Auskeimung............ccccceeceeevieniiennenne

Einfluss von Licht auf die Auskeimung........

Immobilisierung von Schwammzellen.............coccoveeviiiineninienieene

Grundlagen der Immobilisierung..................
Vollkugeln........ccoooveeiieniieiiiiieeeeeeeeen
Hohlkugeln........cccoeeieniiiiiiiieiieee,

Immobilisierung von Schwammzellen in Natrium-Alginat und

Cellulosesulfat.........ooovveemeeeeeeeeieeeeeeeeeeen,

Proliferationsnachweis (BrdU-AsSSay).......ccccoevieriiiiieniiieiienieeieeiee

IdentitatSNAChWEILS. ... .uvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Methoden zur Wachstums- und Biomassenbestimmung von

SchWammen...........oovveveeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeennnn,

Material und Methoden

Material........coooomneeiieeee e

ProbDENEDICT......ceciiiiiieiieciee et

Transport der SChWAMME.........cccueriiriiiiiiiiceeee e

Technischer Aufbau der Kultivierungsbecken............cccccocveevveniieneenne.

Modellorganismen...........ccceeeeveeerveeeinveeennnen.

APLySina aerophoba.................c.ccccueeceiiiiieiiiiiieiieee e

Axinella polypoides...............ccccouevvueecnanen.
Suberites domunculQ...........ccccoveeeeviveeeennnnn..

SUDECTTIES MASSU.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen

J\Y 01 1 1011 <) | DO PR PP PRI

Schwammfragmente..............cocevervienicnnenne.

Herstellung von Schwammfragmenttragern...........cocceeveieciienieenieennnnnne.

Kultivierungsmodule............ccocoveevieiiennnnne.

Photographische Dokumentation..................

Screening nach geeigneten Arten fiir Fragmentierungsversuche...........

Uberlebensraten von Schwammfragmenten in Abhiingigkeit von

Wassertemperatur und partikuldrer Nahrung

II

25
27
28
30
31
31
31
32

32
34
35

36

37
37
37
37
38
41
42
43
44
45
46
46
46
47
48
49

49



3.2.1.6

3.2.1.7

3.2.1.8

3.2.1.9

3.2.1.10
3.2.1.11

322
3.2.2.1
3222

3.23
3.2.3.1
3.2.3.2

3233

3234
3.2.35

324

3.24.1
3.24.2
3.2.43

Uberlebensraten von Schwammfragmenten in Abhingigkeit der
INItAIGIOBE. oottt e
Einfluss von Licht auf Schwammfragmente in natiirlichem
IMLEEIWASSET ...ttt ettt ettt st e s
Einfluss von Licht auf Schwammfragmente in kiinstlichem Meer-
WASSET . eneeutettenteeute bt enteeatesueeabeesteeb e et e eatesbt et e ebtesb e e beshb e bt eateebtenbeeabenaeens
Einfluss von Extrakten aus marinen Tieren auf das Wachstum von
SchwammfTragmenten...........cccvieeriieriieeeie et
RPMI - Kulturmedium..........ccoeoieiiiiniieiieeieeieee et
Herstellung des Tintenfisch-Extraktes...........ccoccoveeveniiniencnncnicnennne.
Erndhrung von Schwammfragmenten mit einem Komplexmedium......
Wachstum von Schwammfragmenten in Abhéngigkeit von par-
tikuldrer Nahrung und geldsten Substanzen............cccceeeeveeeciieeeieeenneen.
Multizellulére Reaggregate..........coouvevieeiieniiieiiieeieeiesieeee e
Herstellung der multizelluldiren Reaggregate............ccoevveeviienieniiennnnnn.
Erndhrung der multizelluldren Reaggregate mit gelosten Substanzen...
GeMMUIAEC. ..ot
Auskeimversuche mit S. domuncula - Gemmulae..............ccoccceeeeeenee.
Auskeimung von Gemmulae in Abhédngigkeit von der Wasser-
LS00 013 1111 SO
Erndhrung von Gemmulae und Jungschwdmmen mit partikulédrer
Nahrung und gelosten Substanzen...........ccccoeecenieneniiineeneiicneenennns
Einfluss von Licht auf die Auskeimung von Gemmulae........................
Auskeimung von Gemmulae und Ernédhrung von Jungschwdmmen in
24-L0Ch-Platten.........ooiuiiiiiiiieiieeeee e
VEISUCK L.t
VEISUCKH 2.ttt
Immobilisierung von Schwammzellen.............ccccoecvvevieiiienieecieenieeen,
Herstellung einer Schwammzell-Suspension...........ccceeeveeecieeeecieeennenn.
Tropflosungen fiir die Immobilisierung............cccoeeveevieniiieniinnieenieeee.
Proliferationsnachweis (BrdU-ASSay)........cccvevueeriienieeniienieeiieeieeieenns
Detektion der mit BrdU markierten DNA..........ccocoiiiiiiinieieeieee

TAENtItALSNIACHIWEIS. ... oot e e e e eeeeeeeeeneees

III

50

51

52

53
53
53
54

55
57
57
58
59
59

60

61
61

62
62
63
64
64
64
65
66
67



3244

3.2.4.5

4.1
4.1.1

4.1.2

4.14

4.1.6

4.1.7.1
4.1.8

4.2
4.2.1

422

4.3
4.3.1

432

DNA - Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion.......................
Primer Suberites domuncula.................ccoccevoeniiiiiiiiiiiiiiieeeeseeeen
Primer Axinella polypoides..................ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie..
PCR = ANSALZ. ...ttt
PCR - AblaufSchema...........cccoeeiiiieniiiiieeeseeeeeeee e
Gel-EleKtrophorese. ........eeeviieeiiieeiieeciie ettt e

Ergebnisse

Schwammfragmente...............ccocooiiiiiiiiiiniiiceee e

Screening nach geeigneten Arten fiir Fragmentierungsversuche...........
Uberlebensraten von Schwammfragmenten in Abhiingigkeit von
Wassertemperatur und Ernahrung...........ccoeveevvieniieiieniieeiienieeeeeeeens
Uberlebensraten von Schwammfragmenten in Abhiingigkeit von der
InitialgroBe der Fragmente.............cooveeiiieiiiiiiiniieeecee e
Einfluss von Licht auf Schwammfragmente in natiirlichem Meer-
WASSCT ...ttt et et eeteat et et et et sae et e et eat et et e b e s b e bt s bt e b et renaene
Einfluss von Licht auf Schwammfragmente in kiinstlichem Meer-
WASSCT ... eteutenteteste et eteeateat et et et et s bt eb e e st eat e st et et e bbbt bbbttt et na e
Einfluss von Extrakten aus marinen Tieren auf das Wachstum von
Schwammragmenten. ..........c.coouieriiiriieriieiie e
Erndhrung von Schwammfragmenten mit einem Komplex-
INEATUML ..ottt sttt
Erndhrung von S. massa-Fragmenten mit einem Komplexmedium.......

Wachstum von Schwammfragmenten in Abhéngigkeit von der

Erndhrung mit geldster und partikuldrer Nahrung...........cccoceeeveenenennen.
Multizellulire Reaggregate.................ccoooviiiiieniiiieeiiiee e

Screening nach geeigneten Schwammarten zur Herstellung von
multizelluldren Reaggregaten...........ccccoveviieiiieniienienieeieeeeeeee e
Erndhrung der multizelluliren Reaggregate mit geldsten Substanzen
und partikuldrer Nahrung..........cccoeeiieeiiiieiiie e
Gemmulae................coooiiiii
Auskeimversuche mit S. domuncula-Gemmulae.............cccceeveveenenee.
Auskeimung von Gemmulae in Abhingigkeit von der Wassertem-

J01S] 110 SRS

IV

68
69
69
70
70
71

73

73

73

75

80

&3

88

88

93
96

100
102

102

105

107

107

109



433

434
4.3.5

4.4
44.1
442

4.43

5.1

5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7

7.1
7.2

Erndhrung von Gemmulae und Jungschwdmmen mit partikuldrer
Nahrung und geldsten Substanzen.............ccceeeeveeerciieeiiiiecniee e
Einfluss von Licht auf die Auskeimung von Gemmulae........................
Auskeimversuche mit Gemmulae in 24-Loch-Platten................c........

VErSUCK L.
VErSUCK 2.t
Immobilisierung von Schwammzellen......................c..ccooinne.
Screening nach geeigneten Schwammarten zur Immobilisierung..........
Proliferationsnachweis (BrdU-Assay) - Detektion der mit BrdU
markierten DINA........oooiii e

TAENtItALSIIACHWEIS. ... e eeee et e e e e e e e e e eeeareaeeeeeeeenaees

Schluf3betrachtungen

Faktoren, welche die ex-situ Kultivierung von Schwimmen
DPeeiNfIUSSeN.........ooiiiiiii e
Schwammfragmente.................cccoeeriiiiiiiiiiieee e
Multizellulire Reaggregate.................ccooovviiiieniiiieiiiiee e
GemMMUIAC. ..ottt
Immobilisierung von Schwammzellen......................c..ccoooinnne.
RESUIME.......c..ooiiiiiiiiiiii e

AUSDIICK . ..o e ee e e e e e e e

Formeln

Literaturverzeichnis
Referenzen................oocoooeiiiiiiiiiieeeee e
Internetseiten..................cooooiiiiiiiii i
Danksagung

Appendix

111
112
113
113
114
116
116

117
119

122

122
124
128
131
134
136
138

139
140
140
157

159
162



Aa
Abb.
A. dest
AK
Ap
ASW
bzw.
ca.
CMFSW
CS

Cn

Cr

Cy3
Cy5
DAPI
Da

d.h.
DES
DMEM
DNA
dNTP's
DOC
engl.

et al.
etc.

E

EtBr
EtOH
ex-situ
FG
FisH
FITC
Hel 01
Hel 04
in-vivo
in-vitro
in-situ
KA
Lsg.
max.
min.
Mio.
MO(’s)
MZRA
N

NA

n. det.
OD (xxx)

Abkiirzungsverzeichnis

Schwammart Aplysina aerophoba
Abbildung

destilliertes Wasser

Antikorper

Schwammart Axinella polypoides
kiinstliches Meerwasser (stellenweise sterilfiltriert)
beziehungsweise

cirka

Kalzium-Magnesium-Freies Seewasser
Cellulosesulfat

Schwammart Chondrilla nucula
Schwammart Chondrosia reniformes
Carbocyanin 3, Farbstoff zur Zellfarbung
Carbocyanin 5, Farbstoff zur Zellfarbung
4°, 6-Diamin-2-phenolindol, Farbstoff zur Zellfarbung
Dalton

das heif3t

DNAse und Pyrogenfreies Wasser
Dulbecco’s modified Eagle Medium, Ndhrmedium
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat

engl.: Dissolved organic carbon - geloster organischer Kohlenstoff
englisch

‘et altera’: und weitere

‘et cetera': und so weiter

Einstein

Ethidiumbromid

Ethanol

im kiinstlichen Habitat

Feuchtgewicht (Biomasse)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Fluoreszeinisothiocyanat
Bakterienstamm Janibacter limosus
Bakterienstamm Halomonas variabilis

in lebendem Zustand

im Reagenzglas, im Labor

im natiirlichen Habitat

Kalzium - Alginat

Losung

maximal

minimal

Million(en)

Mikroorganismus, ~organismen
Multizellreaggregate

Anzahl

Natrium - Alginat

nicht bestimmt

Optische Dicht bei Wellenldnge xxx nm

VI



PBS
PCR
PDADMAC
PFA
Pf
Phaeo
PHA
POC
POM
PPS
PUFA
RMW
RPMI
RT
rpm
SB89
SB177
SEWS
Sd
SMW
Sm

S. 0.
sp.

S. u.
Syn
Tab.
TAE
TOC
VE
Vol.
z.B.

<, <<
> >>

engl.: Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion

Polydiallyl - Dimethyl - Ammoniumchlorid

Paraformaldehyd

Schwammart Petrosia ficiformis

Phaeodactylum tricornutum

Phytohemaagglutinin

engl.: Particular organic carbon - patikuldrer organischer Kohlenstoff
engl.: Particular organic material - partikuldres organisches Material
engl. Protein precipitating solution - Protein -Komplex(bildende)-Ldsung
engl.: poly unsaturated fatty acid - mehrfach ungeséttigte Fettsduren
Rovinj - Meerwasser (sterilfiltriert)

verwendetes Futtermedium, RPMI - 1640, im Versuch 3.2.1.9
Raumtemperatur

Umdrehung pro Minute

Bakterienstamm

Bakterienstamm (Vibrio sp.)

engl.: Salt ethanol wash solution, Salz - Ethanol - Waschlosung
Schwammart Suberites domuncula

Sigma - Meerwasser

Schwammart Suberites massa

siche oben

Epitheton einer unbestimmten Spezies

sieche unten

Synechococcus sp.

Tabelle

Tris-hydroxymethylaminomethan-Acetat

engl.: Total organic carbon - Gesamtkohlenstoffgehalt TOC= DOC+POC
vollentsalztes Wasser

Volumen

zum Beispiel

zum Teil

ungefahr, rund

kleiner als..., viel kleiner als...

grofer als..., viel groBer als...

Plus / Minus, Toleranzbereich

Summe

VII



GRUNDLAGEN

ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS

Abbildung G 1

Abbildung G 2

Abbildung G 3

Abbildung G 4

Abbildung G 5

Abbildung G 6

Abbildung G 7

Abbildung G 8

Abbildung G 9
Abbildung G 10

Abbildung G 11

Strukturformeln der bioaktiven Substanzen Avarol (links) und Halichondrin B (rechts),
die aus den marinen Schwammarten Dysidea avara (MINALE et al. 1974) bzw.
Halichondria okadai (HIRATA & UEMURA 1986) und Lissodendoryx sp. (LITAUDON ef al.

1994) eXtrahiert WULAEN. ........c.cocveviveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eees et eas s eeeesesenenens 5
Aufteilung der im Jahr 2004 neu entdeckten und beschriebenen bioaktiven Substanzen
extrahiert aus marinen Organismen nach Phylum (links) und Wirkung (rechts). Fiir ein
besseres Verstindnis wurden die Wirkungen der isolierten bioaktiven Substanzen in acht,
hauptsichlich Krankheitsbezogene Gruppen eingeteilt. Die Gruppe ,,Verschiedene
umfasst dabei neurologische, Blutdruck-, Fruchtbarkeits-, Allergiebasierende- und
Enzymaktivitits-Assays, die Gruppe ,,Methodologisch® umfasst Bioassaymethoden,
Aktionsmechanismen, Strukturaktivitidtsstudien, Radioimmunoassays und andere Assays

(nach BLUNT et al. 2004, 2006, VEFANAETT)..........cocvoveveeeeeereeeeeeree e s 6
Schematischer Aufbau eines Schwammes. Gezeigt werden die einzelnen Schichten des
Schwammkorpers (nach: AX 1996, Verandert). .........ccccevveeveerieeieniieieiieiesee e 9

Schematischer Bauplan der einzelnen Organisationsstufen: A - Ascontyp, B - Sycontyp,
C - Sycontyp mit Cortex und D - Leucontyp (nach: GRUNER 1993, verdndert). Das
Choanocytenepithel ist durch verstirkte Linien hervorgehoben. Der Wasserausstrom
bzw. die Stromungsrichtung durch das Osculum ist durch schwarze Pfeile gekennzeich-

TEL. ettt ettt ettt ettt ettt bttt ettt 10
Spezifische Wachstumsraten von Ephydatia fluviatilis bei finf verschiedenen
Temperaturen. (nach: HARSHA et al. 1983, verindert)...............ccoevevevmeerereverenererennnnns 16

Darstellung des Zusammenhangs der Partikelkonzentration im Wasser und der
Partikelfiltrationsrate von Pseudosuberites andrewsii fiir die Futterorganismen (A)
Dunaliella tertiolecta und (B) Synechococcus sp. (nach: OSINGA et al. 2001, verin-

QEID). ottt ettt ettt ettt et sttt n et n e aesns 20
Schematischer Aufbau von Gemmulae (nach: HERLANT-MEWIS 1948, verdn-
QEID). oottt ettt ettt ettt 26

Schema eines aus Gemmulae gekeimten Jungschwammes, gewachsen unter Deckglas
(Gemmulae unter Deckglas unten im Bild, Jungschwamm im Querschnitt vergroBert dar-
gestellt oben). Der Subdermalraum und die einfiihrenden Kanile sind punktiert darge-
stellt, Nahrungspartikel werden in den angedeuteten Choanocytenkammern aus dem
Wasser filtriert. Pfeile geben die Stromungsrichtung des Wassers durch das aquifere
System des Schwamms ins Atrium und Osculum an. (nach: ANKEL & EIGENBRODT 1950,

VETANAEIT)......cvvvieeeeeeeee ettt s s s et nssaes ettt s s st s 27
Auskeimrate von Spongilla fragilis in Abhédngigkeit von der Wassertemperatur. (nach:
STREKAL & MCDIFFETT, 1974, VEFANAET)........cooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
Auskeimrate von Gemmulae in Abhéngigkeit von der Dauer des Kélteimpulses. (nach:
FELL 1995, VETANAET)......vvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s nennas 29
Sterberate von S. domuncula-Zellen in Abhdngigkeit von der Wassertemperatur. (nach:
SIPKEMA ef al. 2004, VEFANAETL)..........ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29

VIII



MATERIAL
UND
METHODEN

Abbildung M 1

Abbildung M 2

Abbildung M 3

Abbildung M 4

Abbildung M 5

Abbildung M 6

Abbildung M 7

Abbildung M 8

Abbildung M 9

Abbildung M 10

Abbildung M 11

Abbildung M 12

Abbildung M 13

Abbildung M 14

Abbildung M 15

Geographische Karte der istrischen Halbinsel, mit Lage des Limski-Kanals (roter
Kasten) und des Untersuchungsgebiets nahe der Stadt Rovinj, mit Bathymetrie der
einzelnen Tauchplitze: Insel San Giovanni - A, Insel Figarola - A,, Insel Banjole - A;

und Limski Kanal Ls-Ls7. (nach: MESSAL 2005, verfindert)............cocoeovevevevenererennnnn. 38
Schematischer Aufbau von Kultivierungsbecken H, bestehend aus einer modularen
Einheit von acht oberen Modulbecken (H; - Hg) und darunter liegenden,
temperatursteuerbaren Versorgungsbecken, einem unterem Filterbecken (mit Kiihler,
Heizstab, Biofilter, Eiweilabscheider und Ozonisator), Zu- und Abldufen, sowie der
Kontroll- und Regeltechnik (MeBelektroden fiir Temperatur, Salinitdt, O,-Gehalt und
IKS-Aquariencomputer). Uber dem Becken wurde ein Tageslichtstrahler installiert, um
eine naturdhnliche Photoperiode zu simulieren. (nach: HAUSMANN et al. 2006, verin-

Abb. M 3: Kolonie von Aplysina aerophoba. Gut sichtbar sind die wasserfiihrenden
Kandle, die im Atrium enden, von dem aus das eingestrudelte Wasser durch das Osculum

wieder ans umgebende Wasser abgegeben Wird.............ocooveveviveieriveeieeeeeeeeeeesens 42
Axinella polypoides im Vordergrund, flankiert von Steinkorallen, am Tauchplatz L30
(,,Axinella-Grund*) im Limski-Kanal, Tiefe ca. 12 - 15 Mu..ocoovevieiieeeeeieeeeeeeeevennn 43

Unterschiedliche Phianotypen von S. domuncula, gewachsen auf einem Schnecken-
gehduse. Der Schwamm ist vergesellschaftet mit einem Einsiedlerkrebs der Gattung

PAGUFISTIS SP ettt ettt sttt s h et esae e s b e s st e st e e sabeeaee e 44
Suberites massa auf Schneckengehduse (im Bild nicht sichtbar), mit Einsiedlerkrebs der
Gattung Paguristes sp. vergesellschaftet............ocovivvieiiiiiiiceicee e 45

Schwammfragmenttrdger Typ II (links: Vorderseite des Trigers mit eingeklebtem
Millimeterpapier als Mafstab, rechts: Riickseite mit Codierung des Fragments (Sm =
Schwammart Suberites massa, 5.4 = Fragmentnummer bzw. Klon, Jul. 2007 =

Herstellungszeitpunkt des FTagments)...........cocueveveerueuereemecuereseeeeeseseseseeeesesesaesesesenenes 46
Kultivierungsmodul mit angeschlossener Pumpe zur permanenten Durchstromung der
Fragmenttréger. Pfeile geben die Stromungsrichtung des Wassers an...........c.cccceceeeenee 47

Versuchsaufbau zur Untersuchung des Einflusses von Licht auf das Wachstum von
Schwammfragmenten in Becken mit permanentem Meerwasserdurchfluss. Im Bild links
ist das abgedunkelte Becken zu sehen (hier noch nicht abgedeckt), in der Bildmitte das
beleuchtete Becken, das 10 h am Tag mit einem 250 W Tageslichtstrahler beleuchtet

wurde, rechts ein weiteres, nicht zum Versuch gehdrendes Becken............cccveevveevnneee. 51
Skizze der Objektglastrager fiir die Kultivierungsversuche mit Reaggregaten und
GEIMIMUIAC. ..ottt ettt ettt ettt ettt e et ettt ettt es s ee et s s s e anaeas 57

Gemmulae von S. domuncula auf einem Schneckengehduse (links), sowie in
Objektglastrager eingesetzte Gemmulae (rechts). Im Hintergrund ist das in den
Objektglastriiger eingeklebte Millimeterpapier als Referenz-MaBstab zu erkennen.......59
Schematische Angabe der verwendeten Zellzahlen von Synechococcus sp. zur Erndhrung
von Jungschwimmen in einer 24-Loch-PIatte...............cccoocovvrerevereeeeeeeeeeseeeeveeenens 62
Schematische Darstellung des Vertropfens einer Matrix-Schwammzellen-Suspension mit
Hilfe einer Spritze und Kaniile in ein Fillbad zur Immobilisierung. Links: Natrium-
Alginat (NA) + Zellsuspension wird in 0,5 M CaCl, + 1 ml Triton 100® vertropft.
Rechts: CS + Zellsuspension wird in ein Fallbad aus PDADMAC in ASW + 1 ml Triton
100® vertropft (nach: FABER 2004, VErANAEIL)..............oveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeseeeeeeeseesnes 65
Schema des PCR-Thermocyclerprogrammes zur Amplifikation der DNA-Fragmente von
S. domuncula. Angegeben sind Zyklenanzahl, Temperatur und die zugehdrige Dauer
jedes Temperatur-Schrittes des Programms............cceceveeiirieneeiieneeeseee e 71
Schema des Touchdown-PCR-Thermocyclerprogrammes zur Amplifikation der DNA-
Fragmente von A. polypoides. Angegeben sind Zyklenanzahl, Temperatur und die
zugehdorige Dauer jedes Temperatur-Schrittes des Programms............ccccoceveririnencnns 71

IX



Tabelle M 1

Anzahl eingesetzter Fragmente je Schwammart in die Kultivierungsmodule A - D

(Ngesamt = 102)..cviiiiiiiii s 50
Tabelle M 2 In Modulbecken H; - H; zudosierte, geloste Substanzen bzw. partikuldre
Futterorganismen. Angegeben sind die Zielwerte der zudosierten Substanzen bzw.
Futterorganismen im Beckenwasser (ASW)..........coevvueveveeeeeeereeeeeeeresesenssesesesesesesnnns 56
Tabelle M 3 Anzahl der in Objektglastrager eingesetzten und bei unterschiedlichen Wassertempera-
turen inkubierten Gemmulae in Kleinaquarium G, G, und Hg.........cocoovvverericeieennnnes 60
Tabelle M 4 Anzahl der in Objektglastriger eingesetzten und mit gelosten Substanzen und
partikuldren Futterorganismen erndhrten Gemmulae in Modulbecken H; - Hs............... 61
Tabelle M 5 PCR-Reaktionsansatz zur Amplifikation der aus Immobilisaten extrahierten DNA.
Angegeben sind die verwendeten Reagenzien mit Konzentration und entsprechendem
VOIUMEN [Pttt 70
ERGEBNISSE

Abbildung E 1

Abbildung E 2a

Abbildung E 2b

Abbildung E 2¢

Abbildung E 3

Abbildung E 4a

Abbildung E 4b

Abbildung E 5

Abbildung E 6

S. domuncula-Fragment Sd 5/03 (hergestellt am 21.09.2005), zu Beginn des Versuchs

(links) und nach 5 Wochen in Kultivierung (rechts)..........ccccueeveeieriinienieieneeie e 74
Prozentualer Anteil der vitalen Schwammfragmente iiber die Dauer des Versuchs (~ 130
Tage) in Kultivierungsbecken A und B, bei 25 °C Wassertemperatur und zudosierter
partikuldrer Nahrung. Anzahl eingesetzte Fragmente: C. nucula =5, C. reniformes = 6, S.

domuncula = 6, A. aerophoba = 6, A. polypoides =3..........c.ccceveeeeeeceeeeeereeererereena. 77
Prozentualer Anteil der vitalen Schwammfragmente iiber die Dauer des Versuchs (~ 130
Tage) in Kultivierungsbecken C, bei 20 °C Wassertemperatur und zudosierter
partikuldrer Nahrung. Anzahl eingesetzte Fragmente: C. nucula =5, C. reniformes =5, S.
domuncula =6, A. aerophoba =5, A. polypoides =3........cccooceioeeoeiiecienieiieeeeeene 78
Prozentualer Anteil der vitalen Schwammfragmente iiber die Dauer des Versuchs (~ 130
Tage) in Kultivierungsbecken D, bei 18 - 20 °C Wassertemperatur, ohne das partikuldre
Nahrung zudosiert wurde. Anzahl eingesetzte Fragmente: C. nucula = 5, C. reniformes =

5, S. domuncula = 8, A. aerophoba =5, A. polypoides =3..........cccoveevcvecencvnnencrennnnnn 78
S. domuncula-Fragmente zeigen nach ~ 18 Wochen in Kultivierung eine deutliche
Reduktion der Fragmentdicke (Abflachen)...........c.cccvoveviveveiemeiuerereeceie et 79

Prozentualer Anteil vitaler S. domuncula-Fragmente, abhéngig vom Trégertyp in den die
Fragmente eingesetzt wurden, liber die Kultivierungsdauer (~ 140 Tage) bei 18 °C
Wassertemperatur, ohne zudosierte Nahrung. Anzahl eingesetzte Schwammfragmente je

TrAZEILYD, N = 131 oottt ettt s et s s neeae e 81
Prozentualer Anteil vitaler 4. aerophoba-Fragmente, abhingig vom Trégertyp in den die
Fragmente eingesetzt wurden, iiber die Kultivierungsdauer (~ 140 Tage) bei 18 °C
Wassertemperatur, ohne zudosierte Nahrung. Anzahl eingesetzte Schwammfragmente je

TEAZEILYP, N = 131ttt s st eseenas 82
Aufnahmen der Kultivierungsbecken in Rovinj, Kroatien, um den Einfluss von Licht auf
Schwammfragmente in natiirlichem Meerwasser zu bestimmen, zum Ende des Versuchs.
Im linken Bild (beleuchtetes Becken) ist ein massives Algenwachstum zu erkennen,
welches das Kultivierungsmodul mit den darin befindlichen Fragmenten vollstindig vom
Licht abschirmte. Im Bild des abgedunkelten Kultivierungsbeckens (rechts, nach
manuellem Entfernen der Algen) ist das Herauswachsen der 4. aerophoba-Fragmente
und Buds durch Gewebeumstrukturierung und Formverénderung, die an der Aussenkante

der Fragmenttrager abgeschniirt werden, aus den Fragmenttriagern zu erkennen............ 84
Vergleich der Fliachendnderungen der Schwammfragmente von A. aerophoba, S.
domuncula und Tethya sp. im beleuchteten und im abgedunkelten Kultivierungsbecken,
in natiirlichem Meerwasser, zu Beginn und zum Ende des Versuchs (nach 252 Tagen).
Anzahl Fragmente je Becken: beleuchtetes Becken 4. aerophoba (Aa) =8, S. domuncula
(Sd) = 9, Tethya sp. = 3; abgedunkeltes Becken Aa = 9, Sd = 8, Tethya sp. =



Abbildung E 7

Abbildung E 8

Abbildung E 9

Abbildung E 10

Abbildung E 11a

Abbildung E 11b

Abbildung E 12a

Abbildung E 12b

Abbildung E 13

Abbildung E 14

Abbildung E 15

Abbildung E 16

Abbildung E 17

Morphologische Verinderungen, Gewebeumstrukturierung und Flachenverdnderung,
exemplarisch dargestellt am Beispiel der Fragmente Aa 15 1 (obere Reihe), Sd 6 01
(mittlere Reihe) und Tethya 4 01 (untere Reihe) kultiviert im abgedunkelten Becken.
Die Fotos A, C und E wurden zu Versuchsbeginn, und B, D und F bei Versuchende,
nach 252 Tagen aufgenommen. In Foto B ist das vom Schwammfragment gebildetes
Osculum zu sehen (Pfeil) und in Foto C das verbliebene S. domuncula-Fragment zu

VersuchSende (PFEil)..........oovviviieieieeieeeeeeeet ettt eseas 86
Verdnderung der Fliche der A. polypoides-Fragmente in den verschiedenen
Kulturmedien iiber die Kultivierungsdauer (140 Tage). Anzahl eingesetzte
Schwammfragmente je Medium, N = 3..........ccccoriuiiiioiieeiieieeee e 89
Verdnderung der Fliche der S. domuncula-Fragmente in den verschiedenen
Kulturmedien iiber die Kultivierungsdauer (140 Tage). Anzahl eingesetzter

Schwammfragmente je Medium, N = 3...........ccccoviuiieioiiuereeeeeeeeeeeee e 90
Verdnderung der Fliache der S. massa-Fragmente in den verschiedenen Kulturmedien
iiber die Kultivierungsdauer (140 Tage). Anzahl eingesetzter Schwammfragmente je

IMEATUIN, N = 3ottt ettt ettt et et ee et et et ea e et eeeese e teeeeeneaeaen 91
Flachenverdnderung der mit Krebsfutter und Ethanol gefiitterten A. polypoides-, S.
domuncula- und S. massa-Fragmente, in Kultivierungsbecken I, iiber die Dauer der
Kultivierung (140 Tage). Anzahl eingesetzte Fragmente je Schwammart: 4. polypoides =
4, S. AOMUNCUIA =3, 8. TIASSA =3 eeeeeeeeeeeeeeeee et ettt et e ee e e eaeen 93
Flachenverdnderung der A. polypoides-, S. domuncula- und S. massa-Fragmente, in
Kultivierungsbecken J ohne zusitzliche Fiitterung (Kontrolle), iiber die Dauer der
Kultivierung (140 Tage). Anzahl eingesetzte Fragmente je Schwammart: 4. polypoides =
4, S. AOMUNCUIA =3, 8. TIASSA =3 eeeeeeeeeeeeeeee ettt et et e ee e e eaees 94
Verinderung der Flache der S. massa-Fragmente in Kultivierungsbecken I (gefiittert mit

Krebsfutter und Ethanol) und in Kultivierungsbecken J (Kontrolle, ohne Fiitterung).....97
Verdnderung der Fliche der mit Krebsfutter und Ethanol gefiitterten S. massa-
Fragmente, in Becken I (am Beispiel von Fragment Sm 3, Reihe A-E) und der
ungefiitterten Fragmente, in Becken J (am Beispiel von Sm 2 01, Reihe a-¢). Im
Bildhintergrund zu sehen, dass in die Fragmenttriger eingeklebte Millimeterpapier, als
IMEABSTAD ...ttt 97
Fotos der mit partikuldrem Krebs- und Fischfutter sowie Ethanol erndhrten S. massa-
Fragmente in Kultivierungsbecken I, nach 336 Tagen Kultivierung. Fragment Sm 1
(oben links), Sm 2 (oben rechts), Sm 3 (unten links), Sm 4 (unten rechts). Durch Pfeile
gekennzeichnet sind die Oscula, welche die Fragmente ausgebildet haben. Im Gewebe
der Fragmente sichtbar, sind die Kanile des ausgebildeten aquiferen Systems.............. 98
Spezifische Wachstumsraten der mit partikuldarem Krebs- und Fischfutter sowie Ethanol
erndhrten S. massa-Fragmente, in Kultivierungsbecken I und der ungefiitterten Frag-
mente, in Kultivierungsbecken J (Kontrolle), iiber die Versuchsdauer (399 bzw. 312

Multizelluldre Reaggregate (A) aus S. domuncula-zellen, ca. 6 h nach Gewebe-
Dissoziation und Reaggregation der Zellen, VergroBerung: 40x, (B) verklumpte S.
domuncula-MZRA nach 4 - 5 Tagen Inkubation in einer Petrischale, VergroBerung: 10x,
(C) A. polypoides-MZRA, direkt nach dem Einsetzen in einen Objektglastriger, Ver-
groferung 100x und (D) nach 4 Wochen in Kultivierung. Linge Mafstabbalken: 1

(A) Agglomeration von ca. 12 S. domuncula-Gemmulae nach dem Einsetzen in einen
Objektglastrager, Entwicklungsstadium 1. (B) Auskeimende Gemmulae und Bildung
eines Jungschwammes nach 3 Wochen in Kultivierung. Zu erkennen ist ein planares
Ausbreiten von Zellen, dass zum Festheften am Substrat dient (links im Bild), die be-
ginnende Ausbildung des aquiferen Systems im Gewebe und die Bildung eines
Osculums (Pfeil). Die auskeimenden Gemmulae erreichten damit Stadium 4. (C) Aus
Gemmulae gekeimtes Jungschwammgewebe, nach 10 Wochen in Kultivierung,
entspricht Entwicklungsstadium 5. Gut zu erkennen ist die fortgeschrittene Organisation
des aquiferen Systems im Schwammgewebe und die Abgrenzung des Jungschwamms
nach auflen, durch die Bildung eines Pinacoderms (Pfeil). VergroBerung fiir Bild A und

B 40X, fUE BIIA €2 100X e vveveeeeeeeeee ettt e eseeeeseeeeeeeeeeeeeeeeseeeeneneeeeeeeeaene 108
Auskeimungsrate von S. domuncula-Gemmulae in Abhidngigkeit von der Wasser-
temperatur, bei der die Gemmulae inkubiert Wurden...............o.ccoevevevereuerevecereeeeeennes 110

XI



Abbildung E 18

Abbildung E 19

Abbildung E 20

Abbildung E 21

A. polypoides-Immobilisate (links) und von S. domuncula (rechts), jeweils in Kalzium-

ALGINAL, TN ASW ..ottt s sa et ettt nenas 117
(A) S. domuncula-Gewebefragment in der Randzone einer Immobilisat-Kugel (in
schwarz), nach 24 h Inkubation in 10 pM BrdU-Losung, (B) immobilisierte S.
domuncula-Zellen in der Randzone einer KA-Immobilisat-Kugel (400x vergroBert),

BrdU-positive Zellkerne leuchten deutlich heller gegeniiber dem Gewebe auf (Pfeil).118
Agarose-Gel der aufgetragenen PCR-Produkte, extrahiert aus S. domuncula-
Immobilisaten, die mit Primersystem Sub 2F - SPO_SOI1R amplifiziert wurden. 1. Spur:
leer, II. Spur: 1 kBp DNA-GroBenmarkierungs-Leiter, III. Spur: DNA aus frischem,
immobilisiertem Schwammgewebe, IV. Spur: in KA, Ilebendig, V. Spur: in KA, tot
(durch 10 miniitige Hitzeeinwirkung bei ~ 80 °C abgetdtet), VI. Spur: in CS, lebendig
(die DNA der Proben in der IV. - VL. Spur wurden direkt nach der Immobilisierung
extrahiert), VII. Spur: in KA, lebendig, VIII. Spur: in CS, lebendig, IX. Spur: in KA, tot
(die DNA der Proben in der VII. - IX. Spur wurden eine Woche nach der
Immobilisierung extrahiert), X. Spur: in KA, lebendig, XI. Spur: in CS, lebendig, XII.
Spur: in KA, tot (die DNA der Proben in der X. - XII. Spur wurden zwei Wochen nach
Immobilisierung extrahiert), XIII. Spur: in KA, tot (die DNA wurde drei Wochen nach
der Immobilisierung extrahiert), XIV. Spur: Kontrolle (gleicher PCR-Ansatz wie fiir
Spur II-XIII, aber mit PCR-Wasser statt DNA-Probe), XV. Spur: Positivprobe......... 119
Agarose-Gel der aufgetragenen PCR-Produkte, extrahiert aus A. polypoides-
Immobilisaten, die mit Primersystemen AXN PO3F - SPO_SOIR (Spur 3 - 6) bzw.
AXN POA4F - SPO_SOIR (Spur 7 - 10) amplifiziert wurden.1. Spur: leer, 2. Spur: 1 kBp
DNA-Grofenmarkierungs-Leiter, 3. Spur: DNA aus frischem, nicht immobilisiertem
Schwammgewebe, 4. Spur: in KA, 5. Spur: in CS, 6. Spur: Kontrolle (gleicher PCR-
Ansatz wie fiir Spur 3-9, aber mit PCR-Wasser statt DNA-Probe), 7. Spur: frisches, nicht
immobilisiertes Schwammgewebe, 8. Spur: in KA, 9. Spur: in CS, 10. Spur: Kontrolle.
Die DNA-Proben in Spur 4, 5, 8 und 9 wurden direkt nach der Immobilisierung

EXETANICI ..o+ttt et e s oo eeteees e et et eseseeteeeseseueeeseesenensaeesesensasaesseneasaseeenes 121

Tabelle E 1

Tabelle E 2

Tabelle E 3

Tabelle E 4

Uberblick iiber die getesteten Schwammarten auf ihre Eignung fiir Fragmentierungs-

versuche. ++ = sehr gut geeignet, + = gut geeignet, - = nicht geeignet...............c.ccueu.... 73
Gemessene Zellzahlen [Zellzahl ml'] in den einzelnen Modulbecken, in die
Synechococcus sp. und verschiedene, geldste Substanzen zudosiert wurden................ 101

Uberblick iiber die getesteten Schwammarten auf ihre Eignung fiir die Herstellung von

Reaggregaten. ++ = sehr gut geeignet, + = gut geeignet, - = nicht geeignet................. 102
Uberblick iiber die getesteten Schwammarten auf ihre Eignung fiir die Herstellung von

Immobilisaten. ++ = sehr gut geeignet, - = nicht geeignet, n. det. = nicht untersucht..116

APPENDIX

Tabelle A 1a

Tabelle A 2

Tabelle A 3

Tabelle A 4
Tabelle A 5a

Tabelle A 5b
Tabelle A 6

Uberblick iiber die Zusammensetzung der Nihrmedien fiir die Kultivierung der
FULEIOTGANISIIEIL. ... ...\ttt ceeeteee et e e et e e e e e e 162
Verwendete Chemikalien, um den Silikatgehalt (angesetzt als Natronwasserglaslosung in
ASW), in der Losung zu bestimmen, die fiir die Kultivierung von Fragmenten, Reaggre-

gaten und Gemmulae als Si-Quelle eingesetzt Wurde........c.cocoeevveevnniiviereeereerenenene . 164
Uberblick iiber die Chemikalien und Aminosiuren mit denen das RPMI-1640 Medium
angereichert und damit fiir die Kultivierung von Schwidmmen angepasst wurde........ 165

Verwendete Medien und Materialien fiir den 24-Loch-Platten - Versuch 1 und 2....... 166
Uberblick iiber die fiir den BrdU-Assay verwendeten Chemikalien und Antikorper,

Hersteller, Spezifikationen und Produktnummer ..............cocccocvevevevveeieeevnnennnnnn..... 1607
Eingewogene Chemikalien zur Herstellung der PBS-Lésung ...............cccco...........167
Benotigte Chemikalien fiir die Herstellung von ,,Hauptskleber”, zum Beschichten von
OBJEKIIAGEIN ... e e, 168

XII



Zusammenfassung

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Entwicklung neuer Methoden und die
Optimierung bereits angewendeter Methoden fiir eine dauerhafte und nachhaltige ex-situ
Kultivierung von Schwidmmen als Lieferanten von pharmakologisch interessanten Natur-
stoffen. In diesem Zusammenhang wurden verschiedene Kultivierungsparameter (z.B.
Wassertemperatur, Beleuchtung, Erndhrung) hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Vitalitit
und das Wachstum der Schwidmme analysiert. Die Untersuchungen wurden an Individuen
verschiedener mediterraner Schwammarten, die aus ihrem natiirlichen Habitat entnommen
worden waren, durchgefiihrt. Insgesamt wurden vier verschiedene Methoden der ex-situ
Kultivierung getestet: die Kultivierung von Schwammfragmenten, als auch von multi-
zelluldren Reaggregaten aus dissoziierten Schwammzellen (MZRA), die Auskeimung von
Gemmulae und die Immobilisierung von dissoziierten Schwammzellen. Fiir die Kultivierung
wurden spezielle Kultivierungstrager entwickelt, in welche die Schwammfragmente, MZRA
und Gemmulae eingesetzt wurden, um ein nahezu ,zweidimensionales® Wachstum zu
erzwingen. Die Bestimmung der Vitalitit, des Wachstums und der Biomasse der Fragmente,
MZRA und Gemmulae konnte dadurch mit Hilfe einer Determinierung der Projektionsfliche
anhand von Fotos erfolgen. Diese Methode ist einfach, kostengiinstig und verldsslich und
beeintrichtigt das Uberleben der untersuchten Schwimme nicht.

In einem Screening wurden fiir die Kultivierung von Schwammfragmenten geeignete Arten
bestimmt, mit denen der Einfluss verschiedener Kultivierungsparameter auf die Fragmente
untersucht wurde. In Abhingigkeit der Okologischen Bediirfnisse der verwendeten
Schwammarten, zeigten sich dabei grof3e Unterschiede. Von den untersuchten Faktoren hatte
die Wassertemperatur den stirksten Einfluss auf die Vitalitdit der Schwammfragmente. Je
niher die Wassertemperatur in den Kultivierungsbecken an den Bedingungen im natiirlichen
Habitat lag, desto grofer war die Wahrscheinlichkeit, dass die Fragmente {iiberlebten.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass offensichtlich jede Schwammart einen eng begrenzten
physiologischen Toleranzbereich gegeniiber der Wassertemperatur besitzt, so dass die
Ergebnisse hinsichtlich des optimalen Temperaturbereichs einer Kultivierung nicht universell
von einer Art auf andere Schwammarten iibertragen werden kdnnen. Bei der Untersuchung
des Faktors Licht konnte festgestellt werden, dass auch (semi)-kryptische Schwammarten,
z.B. Suberites domuncula, auft eine ausreichende Lichteinstrahlung angewiesen sind, um zu
tiberleben. Bei einer massiven Einschrinkung der Beleuchtung und bei Abdunkelung
reduzierten die Fragmente von S. domuncula und Aplysina aerophoba ihre Flache sehr stark

oder starben ab.
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Weiterhin konnte ein Einfluss der InitialgroBe der Fragmente auf deren Uberlebensrate
festgestellt werden. Je geringer das Volumen eines verwendeten Schwammfragments war,
desto weniger kortikales Gewebe und aquiferes System waren vorhanden, so dass die
Reorganisationsfahigkeit des Fragments und die Nahrungs- und Sauerstoffaufnahme aus dem
umgebenden Wasser eingeschrinkt waren. Dadurch kam es vermutlich zu Nahrungs- und
Sauerstofflimitation, welche Hungerbedingungen und Anoxie verursachten, so dass die
meisten Fragmente nach kurzer Zeit abstarben. Es konnte festgestellt werden, dass der fiir das
Uberleben essentielle minimale Anteil des kortikalen Gewebes am Gesamtvolumen eines
Fragments ca. ein Drittel betridgt. Dabei ist vorstellbar, dass dieser minimale Anteil von der
jeweils verwendeten Schwammart abhédngig ist und bei anderen Arten gréfer sein miisste, als
bei den untersuchten Arten. Die Erndhrung stellte sich als ein sehr wichtiger, vielleicht sogar
entscheidender Faktor, fiir eine ex-situ Kultur von Schwammfragmenten heraus. In mehreren
Untersuchungen wurde getestet, ob sich Fragmente mit partikuldren Futterorganismen und
geldsten Substanzen erndhren lassen. Die Fragmente konnten die partikuldre Nahrung und die
gelosten Substanzen verwerten und starben nicht ab In den meisten Féllen fehlten jedoch
scheinbar fiir ein nachhaltiges Wachstum der Schwammfragmente essentielle Nahrungs-
bestandteile, denn nur fiir die Schwammart S. massa konnte, bei gleichzeitiger Verwendung
von partikuldirem Krebs- und Fischfutter sowie Ethanol in offener Aquarienkultur, ein
Flachenzuwachs von mehr als dreihundert Prozent in einem Jahr erzielt werden. Es blieb
allerdings ungeklirt, welche Umstinde oder Faktoren fiir das ausgeprigte Wachstum der
Fragmente dieser Art verantwortlich waren.

Durch chemische und mechanische Dissoziation von Schwammgewebe wurden multizelluldre
Reaggregate (MZRA) hergestellt. Der Bildungsprozess von MZRA der untersuchten
Schwammarten Axinella polypoides und S. domuncula unterschied sich dabei kaum
voneinander. Nach wenigen Tagen hatten sich bei beiden Arten sphiroide MZRA gebildet,
die tiber eine Dauer von vier bis acht Wochen am Leben erhalten werden konnten. Dabei
konnte ein Einfluss der Wassertemperatur auf die Bildungsrate und das Uberleben der MZRA
festgestellt werden. Bei hoheren Temperaturen wurden weniger MZRA gebildet bzw. starben
die MZRA schneller ab als bei niedrigeren Temperaturen. Auflerdem zeigte sich, dass die
Bildung von MZRA aus dissoziierten Zellen vom Anteil des kortikalen Gewebes an der
dissoziierten Gewebeprobe abhdngig war.

Es konnte nicht untersucht werden, ob eine Erndhrung der MZRA mit partikuldrer Nahrung
realisierbar ist, da in den MZRA kein aquiferes System ausgebildet wurde, so dass eine

effiziente Nahrungsaufnahme nicht moglich war und die MZRA abstarben.
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In den mit Gemmulae durchgeflihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
Gemmulae in Kultivierungstragern auskeimen und sich zu funktionellen Jungschwidmmen
entwickeln. Die entstandenen Jungschwidmme konnten iiber eine Dauer von ca. dreieinhalb
bis fliinf Monaten am Leben erhalten werden. Es wurde gezielt versucht, die Auskeimung
durch eine Verdnderung der Wassertemperatur oder die Einwirkung von Tieftem-
peraturimpulsen zum Brechen eines scheinbar prasenten Dormanzzustands zu beeinflussen.
Ein zielgerichtetes Auskeimen der Gemmulae konnte aber nicht erreicht werden. Es konnte
nicht festgestellt werden, wovon die Auskeimung der Gemmulae beeinflusst wird und ob ein
oder mehrere Faktoren fiir die Auskeimung verantwortlich sind. Versuche, die Jung-
schwimme mit partikuldrer Nahrung oder mit einem Komplexmedium zu erndhren,
erbrachten keine positiven Ergebnisse. So lange im Gewebe der auskeimenden Gemmulae
und sich formierenden Jungschwidmme kein effizientes aquiferes System ausgebildet wurde,
konnte vermutlich nur sehr begrenzt Nahrung aufgenommen werden, so dass die Gemmulae
nach dem vollstindigen Verbrauch der in speziellen Zellen gespeicherten Reservestoffe
wieder abstarben.

Zur Immobilisierung von dissoziierten Schwammzellen wurden zwei Matrix-Substanzen
(Kalzium-Alginat und Cellulosesulfat) verwendet und es wurde getestet, ob diese
Kultivierungsmethode zur Erzeugung kleinstmoglicher lebensfahiger Schwiamme und fiir
einen Einsatz in Bioreaktoren geeignet ist. Das Vertropfen der Matrix-Zellsuspensionen in ein
entsprechendes Féllbad ergab relativ stabile Kugeln mit einem Durchmesser von ein bis drei
Millimeter. Um die Frage zu beantworten, ob die Schwammzellen die Immobilisierung
iiberlebt haben und wie lange sie nach der Immobilisierung noch am Leben waren, wurde ein
BrdU-Assay zum Nachweis der Proliferation und Vitalitit der Zellen angewendet. Der Assay
verlief aber nur einige wenige Male mit positivem Ergebnis, so dass eine eindeutige Aussage
nicht moglich war. Vermutlich kam es aufgrund einer mangelnden Erndhrung zu einer Lyse
der immobilisierten Schwammzellen und dadurch zum Auflésen der Kugeln nach ca. zehn
Tagen. Fiir einen Identitidtsnachweis der Zellen, wurden fiir 4. polypoides und S. domuncula
Primersysteme entwickelt, mit denen die immobilisierten Zellen als Schwammzellen
identifiziert wurden, so dass eine Kontamination der Kultur mit schwammaéhnlichen

Organismen nahezu ausgeschlossen werden kann.
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Summary

In the present study extended attempts were performed to develop new methods and to
optimize already applied methods for a continuous and sustainable cultivation of sponges
under ex-situ condition. During many experiments several different cultivation parameters
(e.g. water temperature, direct lightning, or nourishment) were investigated for their impact
on vitality and growth of sponges. For this purpose specimens of several Mediterranean
sponge species were transplanted from their natural habitats and cultivated under completely
artificial conditions. Four different methods of the ex-situ cultivation of sponges were
investigated: (1) cultivation of sponge fragments, (2) multicellular reaggregates of dissociated
sponge cells (MZRA), (3) germination of sponge gemmules and (4) the immobilization of
dissociated sponge cells. For the cultivation experiments special carriers were developed in
which the fragments, MZRA and gemmules were inserted to force the samples to grow
exclusively two-dimensionally. Due to this kind of cultivation the determination of vitality,
growth and biomass of fragments, MZRA and gemmules could be done by measurements of
the projection area using photographs. The method was easy to use, cost-efficient and reliable
and had no negative effect on the vitality of the sponges.

Suitable species for fragmentation and for the production of MZRA were determined via
screening. With these species several investigations were carried out to determine the impact
of different cultivation parameters. As a result of these experiments distinct differences
among the suitability presumably as an effect of the different ecological requirements of the
species were found. Among the investigated cultivation parameters the water temperature had
the largest impact on the vitality of the sponge fragments. It was found that the closer the
experimental water temperature was to the natural conditions the greater the increase the
number of vital fragments over cultivation duration. Moreover, it was found that the
capability to and toleration range of changes in water temperature is very small and seems to
be species specific. Therefore, observed temperature effects cannot universally adopted on
sponge vitality from one species to another. In the experiments on the impact of direct
lightning or shading on the cultivation success of fragments limitation of illumination not
only affected photophilous species, e.g. Aplysina aerophoba, but also (semi)-cryptic species
such as Suberites domuncula. If illumination was limited by shading with a cover or algal
blooms fragments of A. aerophoba and S. domuncula reorganised their tissue structure and
body shape or reduced their projection area strongly and died. Furthermore, an influence of

initial fragment size on the survival rate was found.
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The smaller the fragment the less cortical tissue and internal aquiferous channel system were
present for the uptake of nutrients and oxygen from the ambient water and to maintain the
ability of reorganisation. Thus, transport of nutrients and oxygen in the tissue was limited
which induced starvation and anoxia that way and the fragments died after a few days or
weeks. A minimal proportion of one third of cortical tissue and aquiferous system of the
whole volume is necessary to survive. However, the amount of the minimal proportion of
cortical tissue and aquiferous system necessary could be species specific and must be higher
in other species. Adequate nourishment of the fragments was considered as the most
important factor which influences survival of fragments in ex-situ cultivation. In several
investigations fragments were fed with food particles and dissolved substances. It could be
shown that the fragments were able to take up the particle and substances, however the
fragments did not grow. Therefore, it is assumed that one or more essential substances were
missing in the diet. Sustained growth of approximately 300 % increase in projection area per
year was measured only in the sponge species S. massa. However, it was not possible to
determine the factor(s) and circumstances which effected the sustainable growth of the
species to project it into a cultivation or media design for other species.

Multicellular reaggregates (MZRA) of tissue of the sponge species Axinella polypoides and S.
domuncula were produced due to chemical and mechanical dissociation. After a few days in
the culture dishes with dissociated cells of both species small spheroid reaggregates with a
diameter of 1 - 3 mm were visible. No differences were detectable in the formation process of
MZRA in the very first stages of the species. The MZRA were alive and cultivated for a time
span of 4 - 8 weeks. An effect of the water temperature on the formation process and the
survival rate of the MZRA was determined. In higher water temperatures less MZRA were
formed or rather those MZRA died faster compared with MZRA cultivated at colder water
temperatures. Furthermore, the formation of MZRA was found to be affected by the
percentage of cortical tissue of the dissociated tissue sample. Tests for the possibility of
nourishing MZRA with food particles and dissolved substances were not successful as over
weeks no aquiferous system was established within MZRA. The lack of an efficient
aquiferous system did not permit MZRA growth and they died after 4 - 8 weeks in cultivation.
In preliminary experiments it was shown that gemmules of S. domuncula germinate in
cultivation carriers and develop into functional sponges. The young sponges could be kept
alive in cultivation for 3.5 - 5 months. An attempt was made to influence the germination by

changing water temperature or deep temperature pulses to break present dormancy states.
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An initiation of germination of the inserted gemmules in an appointed time span or to a given
point of time was not possible. Moreover, it was impossible to determine if only one factor is
responsible for the non-appearance of a germination process or if germination is hampered by
a combination or interaction of several factors. Attempts to nourish the gemmules and
develop young sponges with a diet of food particles or complex culture media were not
successful. Food uptake by the gemmules and young sponges was limited due to the lack of
an efficient aquiferous system. Thus, the gemmules and young sponges died shortly after the
consumption of the yolk-platelets, which are located in specific cells.

Two matrix substances were used for the immobilisation of dissociated sponge cells as three-
dimensional culture. Both substances were tested to immobilise cells of Axinella polypoides
and S. domuncula in order to produce the smallest viable sponges, and for a possible usage of
this cultivation method in bioreactors for biomass production. For encapsulation a mixture of
cell suspension and immobilisation matrix was dropped into CaCl, or PDADMAC. The
procedure generated relatively stable spheres with a diameter of approx. 1 - 3 mm. A BrdU-
Assay was applied to test whether the sponge cells survive the immobilisation process and to
determine how long they are still alive when being encapsulated in the spheres. The assay
should prove a proliferation of the immobilised cells as sign of vitality. The assay yielded
only few positive results due to the very low proliferations rate. Inefficient nourishment
probably caused a self-lysis of the encapsulated immobilised cells, and the spheres
disintegrated after 10 days.

Two primer systems for A. polypoides and S. domuncula were developed to prove the identity
of the immobilised cells being sponge cells and to exclude the possibility of contamination
with sponge similar organisms such as e.g. Thraustochytrids. To test the identity of the
immobilised cells the DNA of the cells encapsulated in several immobilisation spheres was
extracted and amplified in a PCR reaction. With the developed primer systems the identity of
the cells could be proven and a contamination of the reaction agents or DNA samples of

sponge similar organism could be excluded.
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1. Einleitung

Schon seit der Antike werden Schwimme im tdglichen Leben genutzt (SCHMIDT 1862).
Neben der Verwendung als Badeschwdmme fiir die Korperhygiene, wurden Schwamme seit
dem Mittelalter in Arabien und spiter auch in Europa als Heilmittel zur Behandlung des
Jodmangelstrumas, oder als Hilfsmittel in der Chirurgie benutzt (BUSCH ef al. 1844), sowie
als Putzschwamm oder zum Filtrieren von Wasser. Neben diesen ,.klassischen‘ Einsatzfeldern
tat sich im 20. Jahrhundert durch die Entdeckung von Naturstoffen in Schwammen ein weit
wichtigerer Anwendungsbezug auf, der zukiinftig fiir die Pharmaindustrie und die moderne
Medizin von groB3er Bedeutung sein konnte.

In der marinen Schwammart Cryptotethya crypta wurden von BERGMANN & FEENEY (1951)
auBBergewoOhnliche Nucleoside entdeckt, die als Spongothymidin bzw. -uridin bezeichnet
wurden. Diese Substanzen fungierten als Vorlage fiir die Entwicklung von Wirkstoffen wie
z.B. Aciclovir, Vidarabin, und Cytarabin (MULLER et al. 1977a, b, CHABOT et al. 1983). Bis
heute wurden mehr als 18.000 Naturstoffe aus marinen Organismen, vorwiegend in Schwém-
men, entdeckt und beschrieben (FAULKNER 2000a, b, 2002, PROKSCH et al. 2002, THAKUR &
MULLER 2004, BLUNT et al. 2004, 2008). Fiir umfangreiche Studien, werden grof3ere Mengen
der aufgereinigten Substanzen (z.B. Sekundirmetabolite) benétigt und damit verbunden auch
groBBere Mengen an Schwammbiomasse, aus der die Metabolite extrahiert werden (SIPKEMA
et al. 2005a). Aufgrund dessen, dass die Substanzen nur in sehr geringen Konzentrationen in
den Organismen enthalten sind, wére eine umfangreiche Wildernte gro3er Mengen an Bio-
masse zur Substanzgewinnung nétig. Eine solche Vorgehensweise scheidet aus 6kono-
mischer, vor allem aber aus 0kologischer Sicht aus (MENDOLA 2003, SIPKEMA et al. 2005a).
Die Versorgung mit einer ausreichenden Menge Schwammbiomasse stellt deshalb das grund-
legende Hindernis in der Untersuchung der Substanzen und der Entwicklung von pharmako-
logischen Mitteln dar und wird als ,,supply problem* bezeichnet (OSINGA et al. 2000).

Des Weiteren ist die Frage nach den Produzenten der Sekundirmetabolite hdufig noch unge-
klart. Es hat sich in mehreren Féllen herausgestellt, dass die Sekundirmetabolite nicht von
Schwiammen gebildet werden, sondern auf Syntheseleistungen von schwammassoziierten
Mikroorganismen zurilickgefiihrt werden konnen (FAULKNER ef al. 2000a, IMHOFF & STOHR
2003). In einigen Féllen konnten die Mikroorganismen isoliert, identifiziert und kultiviert
werden, um die Sekunddrmetabolite zu gewinnen (STIERLE et al. 1988, UNSON & FAULKNER
1993). Bisher ist es aber nur moglich ca. 0,1 - 1 % der schwammassoziierten Mikroorga-

nismen zu kultivieren (FRIEDRICH ef al. 2001, KAEBERLEIN et al. 2002, TOLEDO et al. 2006).



Einen moglichen Ausweg konnten molekularbiologische Methoden bieten, die zur
Charakterisierung von Biosynthese-Genclustern, z.B. flir Polyketide oder zyklische Peptide
aus der Schwammart Theonella swinhoei genutzt wurden (PIEL et al. 2004, FIESELER et al.
2007). Eine Klonierung der Biosynthese-Gene und ihre gezielte Expression in einem leicht
kultivierbaren Bakterium, zur umfangreichen Sekundidrmetabolitproduktion, ist momentan
aber noch nicht verwirklicht (PROKSCH et al. 2006). Eine chemische Synthese der Sekun-
dérmetabolite ist hdufig bedingt durch die Komplexitidt der Molekiile nicht mdglich und wére
aufgrund der meist mehr als 30 - 40 Schritte umfassenden Synthese nicht 6konomisch an-
wendbar (POMPONI & WILLOUGHBY 1994). Bedingt durch diese Umstinde, bleibt fiir einen
GroBteil der Sekundirmetabolite weiterhin nur die Gewinnung {iber die Extraktion aus
Schwammbiomasse. Ausreichende Mengen der Substanzen konnten aufgrund der beschrie-
benen Probleme nur durch eine gezielte Kultivierung von Schwidmmen in Verbindung mit
ihrer assoziierten, mikrobiellen Gemeinschaft produziert werden (OSINGA et al. 1999a).

Bemiihungen einer gezielten Kultivierung von funktionellen Schwimmen und Schwamm-
fragmenten im natiirlichen Habitat, in-sifu, mit Marikulturen, wie sie seit dem 19. Jahrhundert
unternommen wurden zu realisieren, verliefen nur mit geringem Erfolg (ARNDT 1933, OSINGA
et al. 1998). Heutzutage ist es dagegen moglich, Schwidmme und andere marine Organismen,
z.B. Bryozoen oder Tunicaten, die ebenfalls Sekundérmetabolite bilden und vergleichbare
okologische Anspriiche haben, mit gewissem Erfolg zu kultivieren (DUCKWORTH ef al. 1999,
MENDOLA 2003, DUCKWORTH & BATTERSHILL 2003a, VAN TREECK ef al. 2003, DAHMS et al.
2007, SHARP et al. 2007). Dabei ist die Kultivierung von Bryozoen gegeniiber Schwidmmen
deutlich einfacher und der Kultivierungserfolg hoher (LARSEN et al. 1998). Die in-situ Kulti-
vierung von Schwidmmen oder Bryozoen birgt aber auch Probleme. Auf Schwankungen exter-
ner Systemfaktoren, z.B. der Wassertemperatur, der Salinitit und der Nahrungsverfiigbarkeit
kann kaum Einfluss genommen werden, wodurch die Produktivitit von Marikulturen sehr
variabel ist (OSINGA et al. 1997). Die ex-situ Kultivierung, mit konstanten und definierten
optimalen Lebensbedingungen, die teilweise verhéltnismaBig leicht beeinflusst werden
konnen, z.B. die Wassertemperatur, bietet Schwimmen dagegen deutlich héhere Uberlebens-
chancen und Wachstumsmoglichkeiten als im natiirlichen Habitat. Eine dauerhafte Kulti-
vierung von Bryozoen in Tanks wurde bereits erfolgreich realisiert und die Anforderungen
der Organismen an die Kultivierungsbedingungen sind relativ gut untersucht (MENDOLA
2000, HALE ef al. 2002, MENDOLA et al. 2006). Auch die ex-situ Kultivierung von Siilwas-
serschwidmmen konnte bereits erfolgreich realisiert werden (WEISSENFELS & LANGENBRUCH

1985, MULLER et al. 1999).



Die dauerhafte ex-situ Kultivierung von marinen Schwammen, in Form von funktionellen
Individuen oder Schwammfragmenten, stellt dagegen immer noch ein Problem dar. Es wur-
den umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um die bestehenden Probleme einer ex-situ
Kultivierung zu 16sen und den Kultivierungserfolg zu verbessern, aber bisher konnte keine
ideale Losung gefunden werden (OSINGA ef al. 1999a, SIPKEMA et al. 2005a). Weiterhin ist
fiir die ex-situ Kultivierung von Schwidmmen haufig nicht detailliert geklart, in wie weit
verschiedene physikalische und biotische Faktoren fiir eine dauerhafte und nachhaltige Kulti-
vierung von essentieller Bedeutung sind. Derartige Kenntnisse stellen jedoch essentielle
Grundvoraussetzungen flir die Etablierung einer erfolgreichen ex-situ Kultivierung von
Schwimmen dar.

Ebenso problembehaftet wie die Kultivierung, ist die exakte Bestimmung des Wachstums und
der Biomasse von Schwidmmen. Um diese berechnen zu konnen, wurden verschiedene
Modelle und Methoden entwickelt, die aber bisher keine genaue und reproduzierbare Mog-
lichkeit der Wachstums- und Biomassenbestimmung bei Schwimmen bietet (OSINGA et al.
1999c, NICKEL et al. 2004, SIPKEMA et al. 2006, CAMACHO et al. 2006b). Bestimmungen des
Volumens mittels Wasserverdringung, wie sie bei Bryozoen angewendet werden, sind bei
vielen Schwammarten, aufgrund ihrer Sensitivitit gegeniiber Sauerstoff bzw. durch drohende
Embolien, nicht mdglich (OSINGA ef al. 1999a). Zudem konnen bei Schwammen periodische,
moglicherweise saisonal bedingte Wachstums- und Reduktionsvorginge auftreten, die eine

genaue Bestimmung der Biomasse erschweren (ELVIN 1976).

Fragestellungen und Ziele

Hauptziel dieser Arbeit ist es, neue Methoden zur ex-situ Kultivierung von Schwdmmen zu
entwickeln bzw. bereits angewandete Kultivierungsmethoden fiir eine dauerhafte und nach-
haltige Anwendung zu optimieren. Maf3gebliche Eckpunkte sind dabei, dass die zu ent-
wickelnden Methoden einfach anwendbar und kostengiinstig sein sollten und ein dauerhaftes
Uberleben der Schwimme garantieren kénnen. Des Weiteren soll die Frage untersucht wer-
den, welchen Einfluss verschiedene Faktoren, z.B. die Wassertemperatur, Licht oder die
Nahrungsversorgung auf das Schwammwachstum haben und in wie weit diese Parameter fiir
ein kontinuierliches Wachstum der Schwamme unter kiinstlichen Bedingungen optimiert
werden konnen. Daneben sollen geeignete Methoden zur Bestimmung des Wachstums und

der Biomasse der kultivierten Schwidmme gefunden und optimiert werden.



2. Grundlagen

2.1 Marine Naturstoffe

Sessile Tiere, z.B. Schwimme (lateinisch: Porifera, von Porus - die Offnung und ferre -
tragen) oder Seescheiden (lateinisch: Tunicata), sind vielfach nicht durch verstérkte, teilweise
kalzifizierte Skelettstrukturen, z.B. Panzer oder Stachel geschiitzt (mechanischer Schutz)
(PROKSCH et al. 2006). Zudem haben sie nicht die Mdglichkeit, sich moglichen Gefahren
durch Fortbewegung und Flucht zu entziehen (CHANAS & PAWLICK 1996). Aufgrund der
fortwdahrenden Bedrohung durch Fraldruck haben diese Phyla eine chemische Abwehr durch
toxische Substanzen, so genannte Sekunddrmetabolite entwickelt, die im Kampf mit intra-
und interspezifischer Konkurrenz um begrenzte Lebensrdume eine gewichtige Rolle spielen
(SCHMAHL 1991, NICKEL et al. 2000, ENGEL & PAWLICK 2005).

Anfang der fiinfziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts, riickten auf der Suche nach Quel-
len fiir neue Naturstoffe marine Bereiche und Organismen in den Blickpunkt der Wissen-
schaft. Diese Entwicklung erhielt immensen Aufschwung als BERGMANN & FEENEY (1951)
auBergewohnliche Nucleoside in der Schwammart Cryptotethya crypta entdeckten. Die ent-
deckten Naturstoffe fungierten als Leitsubstanzen fiir die spatere Entwicklung von Wirkstof-
fen in der Humantherapie, z.B. Aciclovir, Vidarabin bzw. Cytarabin (MULLER et al. 1977a, b,
CHABOT et al. 1983, ZEECK et al. 2001). Der entscheidende Impuls, die marine Biosphire
eingehender nach potentiellen Wirkstoffen zu durchsuchen erfolgte aber erst 15 Jahre spiter,
nach der Entdeckung von Prostaglandinen in der Hornkoralle Plexaura homomalla
(WEINHEIMER & SPRAGGINS 1969). Seitdem wurden mehr als 18.000 Naturstoffe aus marinen
Organismen, hauptsidchlich aus Porifera (Abb. G 1) isoliert und beschrieben (DUMDEI et al.
1998, MUNRO et al. 1999, GRABLEY & THIERICKE 1999, KOBAYASHI 2000, FAULKNER 2000a,
b, 2002, PROKSCH et al. 2002, THAKUR & MULLER 2004, BLUNT et al. 2008).

Isolierte Naturstoffe aus Schwidmmen sind z.B. (Isoxazolin-)Alkaloide, (Depsi-)Peptide,
Acetogenine oder Terpenoide und verschiedene Pigmente (3.7.3.1 - 3.1.3.4) (CIMINO et al.
1984, EBEL et al. 1997, PROKSCH et al. 2006). Die Wirkung derartiger Substanzen reicht von
antifunghizid {iber cytotoxisch, antibakteriell, antiviral, anti-inflammatorisch (SCHMITZ 1994,
PROKSCH ef al. 2006), und aufwuchshemmend bis hin zu anti-Biofouling (MUNRO ef al. 1994,

FUSETANI 2004).



Beispielsweise haben das aus der Schwammart Dysidea avara extrahierte Sesquiterpenderivat
Avarol (MINALE ef al. 1974) und seine Oxidationsform Avaron (Abb. G 2) nicht nur cyto-
toxische Wirkung und antivirale Aktivitdt, sondern hemmen auch die Reverse Transkriptase
des HI-Virus 1 (MULLER et al. 1987a, b, SARIN et al. 1987). Derivate der beiden Substanzen
sind zurzeit in der klinischen Priifung als mogliche Medikamente gegen HIV und AIDS
(DUARTE et al. 2002, SARMA 2004).
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Abb. G 1: Aufteilung der im Jahr 2004 neu entdeckten und beschriebenen Substanzen extrahiert aus marinen
Organismen nach Phylum (links) und Wirkung (rechts). Fiir ein besseres Verstdndnis wurden die Wirkungen der
isolierten bioaktiven Substanzen in acht, hauptsidchlich Krankheitsbezogene Gruppen eingeteilt. Die Gruppe
»Verschiedene™ umfasst neurologische, Blutdruck-, Fruchtbarkeits-, Allergiebasierende- und Enzymaktivitéts-
assays. Die Gruppe ,,Methodologisch® umfasst Bioassaymethoden, Aktionsmechanismen, Strukturaktivitéts-

studien, Radioimmunoassays und andere Assays (nach: BLUNT et al. 2004, 2006, veréndert).

Auch ein chemisch synthetisiertes Derivat, des aus Halichondria okadai (HIRATA & UEMURA
1986) bzw. Lissodendoryx sp. (MUNRO et al. 1999) isolierten, makrozyklischen Lactons
Halichondrin B (Abb. G 2) (HART et al. 2000), bezeichnet als Isohomohalichondrin B (BATI et
al. 1991, LITAUDON et al. 1994), befindet sich derzeit in der klinischen Priifung (Phase II -
IIT) und konnte als antimitotischer Wirkstoff gegen Leukdmie fungieren (LAMBERT & BURKE
2002, SIPKEMA et al. 2005a, b). Andere Substanzen konnten als Leitsubstanzen fiir zukiinftige
Medikamente gegen Malaria und Formen von Krebs, z.B. Leukdmie oder Brustkrebs ein-

gesetzt werden (MCKEE et al. 1994, KIKUCHI ef al. 2001).
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Abb. G 2: Strukturformeln der bioaktiven Substanzen Avarol (links) und Halichondrin B (rechts), die aus den
marinen Schwammarten Dysidea avara (MINALE et al. 1974) bzw. Halichondria okadai (HIRATA & UEMURA

1986) und Lissodendoryx sp. (LITAUDON et al. 1994) extrahiert wurden.

Des Weiteren kann die Erforschung der Naturstoff-Biosynthese und der molekularen
Wirkungsmechanismen helfen, neue pharmakologische Angriffspunkte aufzudecken, um

innovative Therapiewege zur Behandlung von Krankheiten zu eréffnen.



2.2 Biologie der Schwimme

Einteilung und Vorkommen

Schwimme stellen das evolutiondr &lteste Phylum innerhalb der Metazoa dar. Ein erstes
Auftreten dieses Phylums vor ca. 600 - 800 Mio. Jahren wird durch Fossilienfunde aus dem
frithen Kambrium belegt (BERGQUIST 1978, WILLMER 1994, LI et al. 1998, MULLER 2001,
BERGBAUER 2002). Der Stamm Porifera wurde als solches 1836 von GRANT eingefiihrt,
letztendlich die Zuordnung zu den Tieren erfolgte erst 1896 durch HAECKEL. Momentan sind
weltweit ca. 7.500 - 8.000 rezente Arten bekannt, Schitzungen gehen aber davon aus, dass
sich die Zahl noch deutlich erhéhen kénnte (HOOPER & VAN SOEST 2002).

Der weitaus grofite Teil der Schwidmme lebt in marinen Habitaten und ist vom Eulitoral
(trophogene Zone) bis in die Tiefsee verbreitet. Evolutiondr gesehen jiinger sind die ca. 150

Schwammarten, die im SiiBwasser verbreitet sind (HOOPER & VAN SOEST 2002).

Verbreitung

Porifera kommen ausschlielich im Wasser, von den Tropen iiber geméBigte Breiten, bis in
arktische und antarktische Gebiete vor (REISWIG 1973, CARBALLO et al. 1997, CERRANO et al.
2000, GATTI 2002). Die groBite Diversitit und Abundanz ist dabei in den Tropen zu finden
(OSINGA et al. 1999a, b, DiAZ & RUTZLER 2001). Im Brackwasser fehlen die Hexactinellida
(Glasschwidmme) (s. u.), sowie die Calcarea (Kalkschwidmme) und auch Demospongia (Horn-
kieselschwidmme) sind hier selten (BRUMMER ef al. 2003). Allgemein sind Schwidmme durch
eine sessile Lebensweise gekennzeichnet. Sie heften sich bevorzugt an Hartsubstrat fest,
kommen aber auch auf schlammigen Untergrund vor (MOHN 1984, VAN SOEST 1996).

Schwimme wachsen sehr langsam (< 33 % Zuwachs J ahr', BERGBAUER 2002), kénnen bis zu
10.000 Jahren alt, z.B. Scolymastra joubini (GATTI & BREY 2002) und bis zu 2 m grof}
werden, z.B. Xestospongia muta (WILKINSON 1978). Thre Verbreitung ist abhidngig von
verschiedenen Parametern, z.B. Lichtexposition, Stromungsverhiltnissen, Wassertemperatur
und Nahrungsangebot (WILKINSON & VACELET 1979, OSINGA et al. 1999a, b). Fluktuationen
dieser Parameter konnen sich negativ auf die Vitalitit der Schwidmme auswirken, oder sich als
Verdnderungen im Habitus manifestieren (BIDDER 1923, WILKINSON & VACELET 1979,

BONASORO et al. 2001).



Morphologie

Die Habitusform von Schwimmen ist dulerst variabel, durch hohe Plastizitit gekennzeichnet
und kann durch physikalische Krifte, z.B. Wellenschlag in der Eulitoralzone, sowie starke
Stromungen beeinflusst werden (BIDDER 1923). Schwidmme konnen als Einzeltiere, oder als
flichendeckende Kolonien vorkommen (3.7.3.1 - 3.1.3.4). Dabei ist die Individualitdt inner-
halb des Stammes Porifera weit geringer ausgeprégt, als bei anderen Phyla. Zwei Individuen
einer Art konnen miteinander verschmelzen und einen neuen, gemeinsamen Organismus
bilden (MOHN 1984).

Neben der Habitusform ist auch die Farbung der Schwédmme haufig sehr variabel ausgepragt.
Die farbgebenden Stoffe sind in den &ueren Zellschichten des Schwammgewebes lokalisiert
und die Korperfairbung beruht auf einem Zusammenspiel unterschiedlicher Carotinoide
(LIAAEN-JENSEN 1991, BINDER 2007). Neben den von Schwammen gebildeten Carotinoiden,
kann die Farbung auch durch vergesellschaftete Mikroorganismen, z.B. Algen oder Cyano-

bakterien verursacht bzw. beeinflusst werden (LIAAN-JENSEN 1991, BINDER 2007).

Anatomie und Physiologie

Im Wesentlichen ist der Schwammkorper aus zwei einfachen, einschichtigen Epithelien auf-
gebaut. Die duflere, sehr diinne Schicht (ca. 1 um) wird als Pinacoderm bezeichnet und setzt
sich aus plattenartigen, flachen Zellen ohne Wimpern, den Pinacocyten zusammen (Abb. G
3). Das Pinacoderm ist von vielen Poren (Ostien) durchbrochen, durch die der Schwamm
Wasser und Nahrungspartikel einstrudelt. Nach innen wird der Korper durch das Choanoderm
abgegrenzt. Es setzt sich aus einer Vielzahl begeilelter Kragengeiflelzellen (Choanocyten)
zusammen. Alle durch diesen Zelltyp gebildeten und ausgekleideten Hohlrdume innerhalb des
Schwamms werden als Choanocytenkammern bezeichnet. Der Raum zwischen beiden Epi-
thelien wird als Mesohyl bezeichnet. Es handelt sich dabei um ein gallertartiges, kolloidales
Gel, das ein anorganisches Stiitzskelett aus nadeldhnlichen Strukturen, als Spicula oder
Sklerite bezeichnet, enthilt. Neben der skelettstiitzenden Funktion werden Spicula auch zur
Verankerung im Boden, zum Beutefang und als Lichtleiter ins Innere des Schwammkorpers
genutzt (BRUMMER et al. 2003).

Aufgrund ihres Skelettaufbaus und der chemischen Zusammensetzung der Spicula werden
Schwimme in drei Klassen eingeteilt: Calcarea, Hexactinellida und Demospongia

(BERGQUIST 1978, HARTMANN 1983, SiMPSON 1984, VAN SOEST et al. 2000).



\‘;‘x@% Abb. G 3: Schematischer Aufbau eines Schwammes.
5, S, Gezeigt werden die einzelnen Schichten des
"‘irzk Ostium  Porocyte _Endopinacocyte ) i
% Schwammkorpers (nach: Ax 1996, verandert).
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.. = cinfiihrender Spicula aus CaCOj;, Hexactinellida und
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Demospongia besitzen Kieselsdure-Spicula
(GRUNER 1993, BRUMMER et al. 2003).
Daneben werden in der letzt genannten
Klasse zusitzlich Proteinfasern, so genannte Sponginfasern, (Abb. G 3) gebildet (BERGQUIST
1978, BRUMMER et al. 2003). Die meisten der rezent vorkommenden Schwammarten (ca. 95
%) werden in die Klasse der Demospongiae eingeordnet (BERGQUIST 1978).

Die Organisationsstufe des Phylums Porifera ist relativ niedrig. Der sack- oder
flaschendhnlich aufgebaute Korper besitzt ein Wasserkanalsystem, das zur Nahrungs-
aufnahme und zur Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten dient (MOHN 1984). Die
Gesamtheit des Wasserleitungssystems im Schwamminneren wird als aquiferes System
bezeichnet. Kleine Offnungen, sogenannte Ostien (Abb. G 3), die iiber den ganzen Ké&rper
verteilt sind, ermoglichen die Aufnahme von nahrungshaltigem Wasser ins Schwamminnere.
Ein koordinierter, gleichgerichteter Schlag aller Choanocytengeifleln in eine Richtung bewirkt
die Erzeugung einer Wasserstromung durch die Choanocytenkammern (WESTHEIDE &
RIEGER 1996), durch die planktonhaltiges Wasser ins Schwamminnere eingestrudelt wird. Mit
dem Wassertransport durch das aquifere System erfolgt auch der Gastaustausch. Ionen, die fiir
den Spiculaaufbau nétig sind, werden ebenfalls aus dem Wasser gewonnen (MULLER et al.
1999, 2004a, VALISANO et al. 2006a, b). Ausgehend von der Anordnung der Choanocyten-
kammern und dem prinzipiellen Organisationsprinzip des Schwammkorpers lassen sich drei
verschiedene ,,Bauplan-Typen‘ unterscheiden: Ascon-, Sycon- und Leucontyp (Abb. G 4). Im
Laufe der Hoherentwicklung innerhalb des Stammes Porifera kam es zur einer Einfaltung von
Epithelien ins Innere, die zu einer OberflichenvergroBerung innerhalb der zufiihrenden
Kanile fiihrte, die wiederum eine deutlich gesteigerte Effizienz der Filterleistung bewirkte
(MOHN 1984, VAN SOEST 1996). Die iiberwiegende Zahl der rezenten Schwammarten weist

einen Bauplan des Leucontyps auf.



Ascontyp Sycontyp Abb. G 4: Schematischer Bauplan der einzelnen
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Ernihrung

Mit Ausnahme weniger Vertreter, z.B. Asbestopluma sp. (VACELET & DUPORT 2004),
erndhren sich Schwidmme als Suspensionsfiltrierer (PILE 1997, RIBES ef al. 1999a, b). Neben
der Nutzung passiver Stromung erzeugen Schwamme selbststindig einen Wasserstrom, durch
den Nahrungspartikel eingestrudelt werden (VOGEL & BRETZ 1971). Im Wasser schwebende
Partikel (einzellige, Algen, Bakterien und Detritus) werden als Nahrung genutzt, wobei
Bakterien mit ca. 75 % den Grofiteil der aufgenommenen Nahrung ausmachen (BELL et al.
1999, RIBES et al. 1999a, b). Es kommt zu einer nicht selektiven Erndhrung. Durch die
Offnungsweite der Poren gelangen Partikel, die kleiner als 50 um sind, ins aquifere System
und werden phagocytiert (REISWIG 1971, 1975a, b, PILE et al. 1996, VAN SOEST 1996, OSINGA
et al. 1999a). Dabei steigt die Aufnahmerate bzw. Filtrationsrate der Schwdmme mit zu-
nehmender Partikeldichte bis zu einem Schwellenwert an, ab dem Schwidmme durch eine
Blockade der Choanocytenkammern nahrungsinhibiert werden (POIRRIER et al. 1981,
DUCKWORTH et al. 2003). In den Zellen (Archaeocyten, Choanocyten, Abb. G 3) wird in
verdauliche und unverdauliche Partikel unterschieden, wobei unverdauliche Partikel iiber

Atrium und Osculum wieder ausgeschleust werden.
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Neben der Aufnahme und Verwertung von partikuldrer Nahrung konnen Schwidmme auch
gelosten, organischen Kohlenstoff aus dem Meerwasser als Energiequelle nutzen (STEPHENS
1968, SOUTHWARD & SOUTHWARD 1970, 1972, SEPERS 1977, CAMACHO et al. 2006a, b). Der
im Meerwasser vorhandene organische Kohlenstoff (Total Organic Carbon, TOC) wird in
gelosten, organischen Kohlenstoff (Dissolved Organic Carbon, DOC) und partikuldren,
organischen Koh