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Jagd auf den Adlermorder —
Entdeckung eines neuen Cyanotoxins

STEFFEN BREINLINGER, TIMO H. J. NIEDERMEYER
INSTITUT FUR PHARMAZIE, UNIVERSITAT HALLE-WITTENBERG, HALLE (SAALE)

Hunting down the eagle killer: Vacuolar myelinopathy is a neurological

disease affecting wildlife -

including the iconic bald eagle - in the United

States. Its cause has been elusive for decades, but its occurrence has
been linked to the cyanobacterium Aetokthonos hydrillicola colonizing
the invasive aquatic plant Hydrilla verticillata. In a recent study, we
found that A. hydrillicola produces a novel highly toxic biindole alkaloid
(aetokthonotoxin), and proved that it is causing the disease.
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A Abb. 1: Auftreten von Vakuolarer Myelinopathie (VM) in Wasserscheiden, in denen Grundnes-
seln (Hydrilla verticillata) von Cyanobakterien (Aetokthonos hydrillicola) bewachsen sind. Schraf-
fiert: Wasserscheiden, in denen VM diagnostiziert wurde. griin: Vorkommen von H. verticillata,
noch nicht auf Vorhandensein von A. hydrillicola untersucht; gelb: A. hydrillicola bisher nicht
gefunden; rot: Funde von mit A. hydrillicola bewachsene H. verticillata. Abb. nach [7].

B In den Wintern 1994/95 und 1995/96
wurden am DeGray Lake, Arkansas, USA,
mehr als 70 WeiBkopfseeadler tot aufgefun-
den - fast die gesamte Population der dort
iiberwinternden Tiere [1]. Die verendeten
Tiere zeigten weder auBerliche Verletzun-
gen noch Anzeichen fiir Infektionskrankhei-
ten. Auch bekannte Umweltgifte konnten als
Ursache ausgeschlossen werden, jedoch
wiesen alle Tiere eine schwammartige Ver-
anderung in der WeiBen Substanz in Gehirn
und Riickenmark auf. Die Myelinscheiden
hatten sich von den Axonen gelost und es
bildeten sich Vakuolen, insbesondere in Seh-
zentrum, Kleinhirn und Hirnstamm. Deshalb
wurde diese neuartige neurodegenerative
Erkrankung vakuoldre Myelinopathie (VM)
genannt.

Vakuolédre Myelinopathie - eine
mysteriose Erkrankung

In Herbst und Winter der darauffolgenden
Jahre fanden Forscher:innen mehr und mehr
betroffene Vogel, auch Wasservigel wie
Blasshiihner. 1998 hatte sich die Krankheit
bereits auf zehn Gewdsser in sechs Bundes-
staaten im Stidosten der USA ausgebreitet.
Nicht nur Vogel entwickeln VM: Auch bei
Amphibien, Reptilien und Fischen wurde die
Krankheit inzwischen diagnostiziert [2].
Betroffene Tiere zeigen neurologische Beein-
trachtigungen, verlieren die Orientierung,
ihre motorischen Fahigkeiten sind einge-
schrankt, sie werden lethargisch und ster-
ben.

Die Ursache fiir VM stellte Wissen-
schaftler:innen vor ein Rétsel. Frithe Studien
legten die Vermutung nahe, dass ein saisonal
auftretendes Neurotoxin der Ausloser fiir VM
sein konnte. Epidemiologische Untersuchun-
gen in Gebieten, in denen VM vorkommt
(VM-positiv), lieferten erste Anhaltspunkte:
Erkrankte und verendete Vogel wurden aus-
schlieBlich in der Umgebung kiinstlich ange-
legter Gewidsser gefunden, die dicht mit
Unterwasserpflanzen (hauptsachlich Hydrilla
verticillata, Grundnessel) bewachsen waren.
Diese invasive Pflanze, die in den 1950er-
Jahren als Aquariumpflanze aus Asien nach

BlOspektrum | 06.21 | 27.Jahrgang 4 Springer



Florida eingeschleppt wurde, ist in den stid-
oOstlichen US-Bundesstaaten weit verbreitet
[3]. Allerdings gibt es auch Hydrilla-bewach-
sene Gewdsser, an denen VM nicht auftritt.
Weitergehende Untersuchungen fiihrten zur
Entdeckung eines bislang unbekannten, auf
Pflanzen lebenden Cyanobakteriums (Aetok-
thonos hydrillicola), das nur in VM-positiven
Gewdssern Hydrilla-Blatter besiedelt (Abb. 1,
[4]).

Versuche bestatigten, dass pflanzen-
fressende Wasservogel, die sich von mit
A. hydrillicola kolonisierten H. verticillata-
Pflanzen erndhren, VM entwickeln [5].
Erkrankte Tiere stellen leichte Beute fiir
Raubvogel dar, die nach dem Verzehr ihrer
Beute ebenfalls an VM erkranken - das
Neurotoxin wird tber die Nahrungskette
weitergegeben [6].

Cyanobakterien sind beriichtigt fiir die
Produktion von Toxinen, in der breiten
Offentlichkeit im Zusammenhang mit gifti-
gen Algenbliiten bekannt. Deshalb legte die-
se Entdeckung die Vermutung nahe, dass VM

durch ein cyanobakterielles Toxin ausgelost
wird.

Dem , Adlermorder” auf der Spur

2011 sammelten unsere Kooperationspart-
ner um Susan Wilde (University of Athens,
Georgia, USA) mit A. hydrillicola kolonisier-
te Grundnesseln aus dem VM-positiven
J. Strom Thurmond Reservoir in Georgia/
South Carolina. Wir isolierten anschlieBend
das darauf wachsende Cyanobakterium, um
es im Labor zu kultivieren und das ver-
mutlich gebildete Cyanotoxin zu isolieren.
Damit sollte unsere Hypothese, dass VM
durch ein Cyanotoxin ausgeldst wird, besta-
tigt werden. Aufgrund des extrem langsa-
men Wachstums der Cyanobakterien bendo-
tigte es umfangreiche Versuche zu geeigne-
ten Kultivierungsbedingungen und viel
Geduld, bis nach etwa zwei Jahren ausrei-
chend Biomasse der Cyanobakterien fiir ers-
te Flitterungsversuche zur Verfiigung stand.
Unsere Kooperationspartner fanden jedoch,
dass unsere Cyanobakterien-Biomasse in
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den Versuchstieren keine VM ausloste - ein
Riickschlag, denn es schien, als ob unsere
Hypothese nicht zutrife.

Bakterien konnen bei unterschiedlichen
Kultivierungsbedingungen unterschiedliche
Naturstoffe produzieren [8]. Produziert
A. hydrillicola das postulierte Toxin even-
tuell nur, wenn es auf H. verticillata wachst?
Mit dieser neuen Hypothese im Hinterkopf
wollten wir cyanobakterielle Metabolite
in situ auf kolonisierten Bldttern von H. ver-
ticillata nachweisen. Dafiir setzten wir die
Methode atmospheric-pressure matrix-assis-
ted laser desorption/ionization mass spectro-
metry imaging (AP-MALDI-MSI) ein. Dabei
wird eine Probe mit einem Laser systema-
tisch abgescannt und massenspektromet-
risch untersucht. Pixel fiir Pixel konnen so
raumlich aufgeldst Informationen tiber die
chemische Zusammensetzung der Probeno-
berfliche gewonnen werden. Mithilfe spezi-
alisierter Software werden die einzelnen
Pixel dann zu Bildern zusammengesetzt. Wir
untersuchten die Oberflache eines koloni-
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hithner aus demselben
Gebiet gaben weitere
Gewissheit: Die Substanz
fand sich in den Proben,
was die Aufnahme des
moglichen Toxins tiber
den Magen-Darm-Trakt
bestatigte.

Identifizierung und
Charakterisierung
von Aetokthonotoxin

Nach der Isolierung der
Substanz konnten wir
ihre Struktur aufkldaren
und stellten fest, dass es
sich tatsachlich um einen
neuen und strukturell
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A Abb. 2: AP-MALDI-MSI-Untersuchung eines mit Aetokthonos hydrillicola kolonisierten Blatts von Hydrilla verticillata
offenbart einen Cyanobakterium-spezifischen Metaboliten. A, Mikroskopisches Bild von A. hydrillicola-Kolonien auf
einem Blatt von H. verticillata. B, Vergleich der gemittelten Massenspektren der beiden Regionen rot (Blatt ohne Cyano-
bakterium) und blau (Kolonie) in A. VergréBert das fiir eine fiinffach bromierte Verbindung charakteristische Isotopen-
muster bei m/z 645. Diese Verbindung ist ausschlieBlich in der Cyanobakterienkolonie detektierbar. C, Ubereinanderle-
gen von A und dem MSI-Bild zeigt den rdaumlichen Zusammenhang zwischen diesem Metaboliten und den Kolonien.
Abb. nach [7].

sierten Blatts und konnten tatsachlich einen
Metaboliten detektieren, dessen Verteilung
sich mit den A. hydrillicola-Kolonien auf dem
Blatt deckt (Abb. 2), der in unseren Labor-
kulturen jedoch nicht nachweisbar war.
Die durch die massenspektrometrische
Analyse ermittelte Summenformel
C]7H6B1“5N3 lieB vermuten, dass es sich bei
dieser Substanz um einen bisher nicht
beschriebenen Naturstoff handelt. Und -
Heureka! - wir wussten augenblicklich,
warum diese Substanz in unseren Laborkul-
turen nicht gebildet wurde: Fiir die Bio-
synthese dieses Stoffs wird — wie aus der
Summenformel ersichtlich - Bromid
bendotigt, das in den Standard-Kultivierungs-
medien fiir Cyanobakterien nicht enthalten
ist. In der Tat, nach Zugabe von Kaliumbro-
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mid zum Medium konnten wir diese Sub-
stanz auch in unseren Laborkulturen nach-
weisen, insbesondere unter Stressbedin-
gungen: Eine Reduktion der Temperatur oder
Scheerstress (starkes Riihren/Schiitteln der
Kulturen) steigerten die Produktion der Sub-
stanz auf das Hundertfache. Wir konnten
nachweisen, dass Hydrilla in der Lage ist,
Bromid zu akkumulieren - dadurch konnte
dem Cyanobakterium ein natiirliches bro-
midreiches Umfeld zur Verfiigung stehen.
Ein anschlieBendes Screening von
H. verticillata/A. hydrillicola-Biomassen von
VM-positiven und VM-negativen Gebieten
bestatigte unsere heie Spur: Die bromierte
Substanz konnte ausschlieBlich in Biomasse
aus VM-positiven Gebieten nachgewiesen
werden. Gewebeproben erkrankter Bldss-

sehr ungewohnlichen
Naturstoff handelte, den
wir Aetokthonotoxin
nannten (AETX, Abb. 3).

Die Sequenzierung des
Genoms von
A. hydrillicola erlaubte
uns die Identifizierung
des Biosynthese-Genclus-
ters von AETX. Wir besta-
tigten experimentell,
dass eine der beiden
Halogenasen
Cluster in der Lage ist,
Tryptophan mit dem
beobachteten Substituti-
onsmuster zu bromieren.
AbschlieBend charakteri-
sierten wir die biologi-
sche Aktivitat von AETX
in in vivo-Assays. AETX
ist sehr toxisch fiir den
Nematoden Caenorhabditis elegans (LC, 40
nM) und Zebrafische (Danio rerio; LC5 275
nM). Hithner (Gallus gallus), die AETX verab-
reicht bekamen, entwickelten die fiir VM
charakteristischen neurologischen Lasionen
- der Beleg dafiir, dass AETX das lange
gesuchte VM-auslosende Toxin ist!

Eine wichtige offene Frage ist, woher in
der freien Wildbahn das fiir die Biosynthese
benotigte Bromid stammt. Wahrscheinlicher
als eine natiirliche geologische Herkunft ist
ironischerweise ein anthropogener
Ursprung: Zur Kontrolle der invasiven Pflan-
ze H. verticillata wird ein bromidhaltiges Her-
bizid eingesetzt (Diquat-Dibromid). Auch ein
Eintrag aus Kohlekraftwerken, Kraftstoffzu-
satzen oder der Flammschutzmittelindustrie
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in dem

ist wahrscheinlich.
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A Abb. 3: Struktur von Aetokthonotoxin
(AETX).

Wechselwirkungen in Okosystemen sind
oft komplexer, als sie uns oberfliachlich
betrachtet erscheinen. Die Auswirkungen
von A. hydrillicola und seinem Neurotoxin
auf aquatische Okosysteme ist ungeklart:
AETX ist lipophil und reichert sich tiber die
Nahrungskette an. Das Gefahrenpotenzial
fiir Sdugetiere einschlieBlich des Menschen
(z. B. durch den Konsum von Fischen und
Wasservogeln aus VM-positiven Gewas-
sern) ist noch ungewiss. Die Schaffung
eines offentlichen Bewusstseins fiir das
Problem und ein verstarktes Monitoring
von A. hydrillicola und AETX sind daher
unbedingt erforderlich. H. verticillata ist in
Europa nicht invasiv, und A. hydrillicola
wurde bisher noch nicht in Europa gefun-
den - ob sich beide mit fortschreitendem
Klimawandel auch hier ausbreiten werden,
bleibt spekulativ.
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