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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Rolle von Naturstoffen bei der Wirkstoffentwicklung

Die zunehmende Entwicklung von Resistenzen bei humanpathogenen Bakterien gegen
bereits angewandte Wirkstoffe, das Wiederaufleben und die weitere Ausbreitung bereits
ausgerottet geglaubter Krankheiten, die Resistenzbildung bei Schidlingen gegeniiber
Pestiziden, dies alles nicht zuletzt auch durch das kontinuierliche Wachstum der
Weltbevolkerung und die zunehmende Schiadigung der Umwelt verursacht, lassen die grof3e
Notwendigkeit der Entwicklung neuer Wirkstoffe und Methoden zur Bekdmpfung von

Krankheiten und Schidlingen erkennen (Strobel, 2002; Vieira et al., 2001).

Seit Jahrhunderten werden Naturstoffe, vor allem pflanzlicher Herkunft, erfolgreich
zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt. Und bis in die heutige Zeit sind sowohl
Naturstoffe aus Pflanzen, aus Mikroorganismen, marinen Organismen, Insekten sowie aus
Tieren aus unserem gegenwairtigen Arzneimittelrepertoire sowie bei der Entwicklung neuer

Arzneistoffe nicht wegzudenken (Scheuer, 1978; Natori ef al., 1981).

Bisher wurden schon mehr als 100.000 Sekundérstoffe mit einem Molekulargewicht
von unter 2.500 Dalton (im englischen Sprachgebrauch auch als ,,small molecules*
bezeichnet) isoliert und identifiziert, zumeist aus Pflanzen und Mikroorganismen. Davon
wurden ca. 50.000 von Mikroorganismen produziert, und von den 12.000 Antibiotika, die bis
1995 entdeckt wurden, stammen 22% aus filamentdsen Pilzen. Die Biodiversitit von
Mikroorganismen ist enorm, und nur ein geringer Teil davon wurde bisher iiberhaupt auf
Sekundédrmetabolite untersucht. Im Bereich der Pilze geht man davon aus, dass bislang
lediglich 5% der Artenvielfalt entdeckt sowie beschrieben wurde, wovon wiederum maximal

16% chemischen Studien unterzogen wurden (Demain, 1999; Pearce, 1997).

In den letzten Jahren ist ein erneutes Interesse am Entdecken von biologisch aktiven
Verbindungen ausgehend von natiirlichen Quellen zu beobachten, unabhingig von den
beeindruckenden Fortschritten neuer konkurrierender Methoden wie der kombinatorischen
Chemie, ,,high throughput screening® (vollautomatischen Screening- und Analysemethoden)
oder der Gentechnik. Es ist somit unbestritten, dass naturstoff-basierte Wirkstoffe einen
signifikanten Beitrag zu modernen Therapiemethoden leisten. Beispielsweise basieren ca.

40% der verschriebenen Medikamente auf diesen Naturstoffen. Dariiber hinaus waren tber
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50% der neuen Arzneimittel, d.h. die bei der FDA (Food and Drug Administration) im
Zeitraum von 1981-2002 als Antikrebs-, Antimigrdne- und Antihypertonika registrierten
Wirkstoffe, Naturstoffe und von ihnen abgeleitete Derivate oder Analoga (Newman et al.,
2003). Zwischen 1983 bis 1994 waren iiber 60% aller zugelassenen sowie in der pre-NDA
Phase (,,New Drug Application) befindlichen Antikrebsmittel von Naturstoffen abgeleitet,
wihrend dies zusitzlich fiir 78% aller neu zugelassenen antibakteriellen Antibiotika zutraf
(Concepcion et al., 2001). Im Zeitraum von 1989 bis 1995 beruhten 60% der zugelassenen
Arzneimittel und Antrdge auf Neuzulassung von Arzneimitteln auf Substanzen natiirlichen
Ursprungs (Grabley et al., 1999). Seit 1998 wurden mindestens 21 naturstoff-basierte
Wirkstoffe in den Markt der Vereinigten Staaten, Europa sowie Japan eingefiihrt, und viele
andere aus Naturstoffen abgeleitete Wirkstoffe fanden sich im Jahre 2005 in Phase III der
klinischen Priifung oder in den Registrierungsphase (Butler, 2005).

Zu der weltweiten Aufmerksamkeit von naturstoff-basierten Arzneimitteln tragen im
Vergleich zu Substanzen synthetischen Ursprungs, die meist durch Totalsynthese gewonnen
werden, in vielen Féllen ihre niedrige oder fehlende Giftigkeit, ihre meist vollstindige
biologische Abbaubarkeit, ihre Gewinnung aus erneuerbaren Quellen, und oft auch die

geringeren Kosten zu ihrer Gewinnung bei (Tringali, 2001).

1.2. Biologie der Pilze

Als Pilze bezeichnet man eine polyphyletische Gruppe eukaryotischer, ein- oder
mehrzelliger, chlorophyllfreier, heterotropher Organismen. Ihre heteretrophe Erndhrung
geschieht meist durch Absorption, wobei Enzyme ausgeschieden werden, die organische
Substanzen in der Umgebung der Mycelien zersetzen, so dass die Nahrung in fliissiger Form

durch die diinnen Zellwinde aufgenommen werden kann (Weber und Arnold, 1993).

Die vielzelligen Pilze bestehen zumeist aus feinen, fiadigen Zellaggregaten, den so
genannten Hyphen. Diese Zellenaggregate sind durch Septen (Trennwénde) voneinander
getrennt. Die Septen enthalten Poren, die einen Austausch von Cytoplasma zwischen den
Zellen ermdglichen. Die an den Spitzen gewachsenen Hyphen konnen sich verzweigen, und
das so entstehende Geflecht wird als Myzel bezeichnet. Jede Zelle der Hyphen hat

normalerweise entweder einen oder zwei Zellkerne. Manche Niederen Pilze haben
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coenocytische Hyphen, bei denen zahlreiche Zellkerne auf das gesamte Zellplasma verteilt

sind (Weber und Arnold, 1993; Strasburger, 2002).

Die Fortpflanzung sowie Ausbreitung der Pilze erfolgt geschlechtlich und
ungeschlechtlich durch Sporen. Diese sind kleine zytoplasmahaltige Zellen, welche von einer
festen Wand umschlossen sind. Die Sporen werden entweder geschlechtlich durch
Verschmelzung von zwei oder mehr Zellkernen gebildet oder auf ungeschlechtliche Weise
durch Abschniirung der Sporen an den Enden bestimmter Hyphen. Eine andere Mdoglichkeit
besteht durch Ausbreitung (ggf. mit Fragmentierung) der Hyphen, die sich dann selbsténdig
fortentwickeln (Schlegel und Schmidt, 1985; Munk, 2000).

Die Zellwiande der Hyphen bestehen bei den meisten Pilzen iiberwiegend aus dem
farblosen Chitin und enthalten daneben noch verschiedene andere Polysaccharide. Cellulose
ist nur in wenigen Pilzgruppen enthalten, vorwiegend bei den Oomyceten, fiir die sie

charakteristisch ist (Schwantes, 1996).

Einerseits sind Pilze in ihrer Rolle als Saprotrophe, d.h. Zersetzer toten organischen
Materials, grundlegende Komponenten von Biocoenosen, andererseits sind sie auch als
Parasiten lebender Organismen von gravierender dkologischer und 6konomischer Bedeutung.
Vielfach bewirken sie auch als Symbionten positive Effekte, beispielsweise in
Lebensgemeinschaft mit Algen in Flechten, oder in Form von Mykorrhizen mit Wurzeln von
Kriutern, Strduchern und Baumen hervor. Sowohl in unserer Breitgengraden als auch in den
Tropen sind Mykorrhizapilze entscheidend fiir das Waldwachstum sowie fiir

landwirtschaftliche Ertrige (Agerer, 2006).

1.3. Klassifizierung der Pilze

Pilze sind eine noch ziemlich unerforschte Organismengruppe. Hinsichtlich ihrer
Anzahl und Artenvielfalt stellen die Pilze nach den Insekten die zweitgroBte taxonomische
Gruppe von Organismen auf der Erde dar. Die bereits bekannten Arten von Pilzen werden mit
80.000 angegeben, jihrlich werden dazu weltweit 1.800 neue Pilzarten erstmalig beschrieben.
Nach Schitzungen der Deutschen Gesellschaft fiir Mykologie existiert heute eine tatsdchliche
Anzahl von ca. 1.500.000 Pilzarten wovon bisher weniger als 5% beschrieben worden sind

(Hawksworth, 1991 und 2001; Agerer, 2006).
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Die Pilze sind als polyphyletische Verwandschaftsgruppe anzusehen. Die
systematische Stellung der einzelnen Taxa ist allerdings noch nicht vollstindig geklart
(Weber, 1993; Schwantes, 1996). Derzeit existieren rund 21 unterschiedliche Systeme zur
Klassifikation der Pilze. Prinzipiell unterscheidet man unabhédngig von allen
Einteilungsunterschieden die GroBgruppen Niedere und Hohere Pilze. Das Reich der Fungi
wird von der Hoheren Pilze reprédsentiert und bildet eine stammesgeschichtlich geschlossene
Gruppe. Im Gegensatz zu den Hdoheren Pilzen sind die Niederen Pilze eine vielféltigere
Gruppe, deren Mitglieder wihrend der Evolution hdchstwahrscheinlich unabhingig
voneinander entstanden sind und daher eine hohe Heterogenitét aufweisen. Zu ihnen sind die
Schleimpilze und andere kleinere Gruppen zu rechnen. Sie haben Ahnlichkeiten mit den
Hoéheren Pilzen, im Gegensatz zu den Hoheren Pilzen gibt es jedoch zumindest in bestimmten
Lebensabschnitten begeiflelte oder amdboid bewegliche Formen. Die Niederen Pilze werden

normalerweise dem Reich der Protisten zugeordnet (Weber, 1993; Schwantes, 1996).

Die vier wichtigsten Abteilungen im System der Pilze sind Oomycota, Zygomycota,
Ascomycota und Basidiomycota. Typische Sporenformen, wie Oosporen, Zygosporen,
Ascosporen und Basidiosporen, charakterisieren die jeweiligen Abteilungen der Pilze. Diese
Reihenfolge steht zugleich fiir die jeweilige Entwicklungsstufe der Pilze, an deren Spitze die
Basidiomyceten stehen. Die Chytridiomyceten bilden eine flinfte Abteilung, die in der Regel
den Niederen, manchmal aber auch unter Einschrinkungen den Hoéheren Pilzen zugeordnet

wird.

Die sechste Hauptabteilung stellt eine kiinstliche Gruppe dar und wird als
Deuteromycota oder Fungi imperfecti bezeichnet, wohingegen die traditionelle Zuordnung
der Schleimpilze zu den Pilzen iiberhaupt neuerdings stark in Zweifel gezogen wird (Dittrich

et al.,2007).

Im Folgenden sind die wichtigsten Gruppen innerhalb der Pilze sowie fiir sie

charakteristische Merkmale dargestllt (Dittrich et al., 2007):

1. Oomycota: Charakteristisch fiir die Abteilung der Oomycota ist zusétzlich zu den
Oosporen der relativ hohe Anteil von Cellulose in den Zellwénden, was eine
Ausnahme unter den Pilzen darstellt. Weiterhin das Vorhandensein von Zoosporen,
die liber zwei ungleich lange Geifleln verfiigen. Damit deutet sich eine Verwandtschaft
zu Algengruppen mit dhnlicher Begeiflelung (Gold- und Braunalgen). Oomycota sind

entweder Einzeller oder haben einen komplexeren Bau mit Hyphen ohne Septen.

4
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2. Chytridiomycota: Bei der Chytridiomyceten (Flagellatenpilzen) handelt es sich um
1.d.R. einzellige Organismen, die hdufig keine Hyphen ausbilden. Charakteristisch ist
das Auftreten ungeschlechtlicher, beweglicher Fortpflanzungsstadien (Zoosporen), die
eine Geillel (Flagellum) aufweisen. Thre Zellwédnde enthalten Chitin. Diese Pilzgruppe
haben teilweise Merkmale, welche Oomyceten gleichen. Anderer Eigenschaften

fiihren dagegen zu einer Einordnung als primitivste Vorldufer der Hoheren Pilze.

3. Zygomycota: Die Zygomyceten (Jochpilze) bilden geschlechtliche, dickwandige
Zygosporen und ungeschlechtliche, unbegeilielte Sporangiosporen. Typisch fiir die
liberwiegende Zahl der Arten ist zudem ein weitgehendes Fehlen von Septen in den
Hyphen. Diese sind daher mehrkernig. Allein die Fortpflanzungsorgane werden oft
durch Septen vom Myzel abgeteilt. Wéahrend der sexuellen Fortpflanzung bilden sich
die namensgebenden jochartigen Briicken zwischen den kompatiblen Hyphen. Das
Verschmelzungsprodukt (Zygospore) ist dickwandig und von Auswiichsen der

Hyphen umbhiillt, so dass sie eine Art Frucht darstellt.

4. Ascomycota: Ascomyceten oder Schlauchpilze bilden ihre Sporen (Ascosporen) in
einem schlauchartigen Gebilde, das man als Ascus (Plural Asci) bezeichnet.
Kennzeichen dieser Pilze sind gut entwickelte Hyphen mit nur einem einzigen
Zellkern pro Zelle. AusschlieBlich die ascogenen Zellen besitzen zwei Kerne. Die
Hefepilze und dhnliche Arten, die ebenfalls zu den Ascomyceten gehoren, entwickeln
thre Asci direkt aus Zellen oder Hyphen und bringen diese nicht in einem
fruchtkorperartigen Gebilde hervor. Ca. ein Drittel aller bekannten Pilze gehoren zu
den Ascomyceten. Gleichfalls zu dieser Abteilung gehdrt die iiberwiegende Mehrzahl
der Flechten bildenden Pilze; vermutlich auch ein Grof3teil der Fungi imperfecti.
Damit kommt die Artenzahl der Schlauchpilze auf einen Anteil von fast zwei Dritteln

aller Pilze.

5. Basidiomycota: Die Abteilung Basidiomycota (Stidnderpilze) reprisentiert etwa ein
Drittel aller bekannten Pilze. Kennzeichnend fiir diese Abteilung sind die

Basidiosporen, die von den Basidien genannten Sporangien gebildet werden. Neben
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den Basidien existieren noch andere Charakteristika der Stdnderpilze: u. a. ein oft sehr
langlebiges Myzel, die Hyphen wachsen héufig unter Bildung spezifischer Schnallen
und sind durch Septen mit typischen Poren unterteilt. Jede Zelle der Hyphen besitzt
normalerweise wiederum zwei Kerne (dikaryotisches Myzel); ferner ist auch die
Herausbildung oft groBer, komplex gebauter Fruchtkorper typisch (auBer bei den
parasitischen Gruppen der Rost- und Brandpilze). Deshalb werden fast alle Speise-

und Giftpilze zu den Basidiomyceten zugeordnet.

6. Deuteromycota: Die Abteilung der Deuteromycota oder Fungi imperfecti (lateinisch
fungus: Pilz, imperfectus: unvollkommen, unvollstindig), stellt keine einheitliche
Verwandtschaftsgruppe dar, sondern ist eine kiinstliche Einteilung. Diese
Zusammenstellung umfasst alle Pilze, von denen bisher nur die vegetative
Vermehrungsform bekannt ist. Eine sichere Zuordnung der einzelnen Arten ist nur
selten realisierbar, weil fiir die Zuordnung der Pilzgruppen die Morphologie des
jeweiligen sexuellen Fruchtkorpers entscheidend ist. Es ist jedoch aufgrund
vegetativer Merkmale sehr wahrscheinlich, dass die Mehrzahl der Imperfekten Pilze
Ascomyceten sind, seltener auch Zygomyceten oder Basidiomyceten. Medizinisch und
wirtschaftlich hat diese Pilzgruppe jedoch eine hohe Bedeutung, da sie viele

Krankheitserreger von Tieren und Pflanzen enthalt.

1.4. Endophytische Pilze

Der Begriff "Endophyten" wurde von De Bary (1866) geprigt, um Pilze, die im
Gewebe von Wirtspflanzen leben, gegeniiber Epiphyten abzugrenzen, die auf der Oberfldche
des Wirtes angesiedelt sind. In den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde dieser Begriff
weiter prizisiert und umfaflt nach heutigem Verstindnis nur noch Mikroorganismen, die
asymptomatische Infektionen beim Wirt hervorrufen und schlieft pathogene Pilze und
Mutualisten, wie die Mykorrhizabildner, aus (Carroll, 1986). In den letzten Jahren ist der
Begriff "Endophyten" um solche Organismen erweitert worden, bei denen einer internen
Infektion des Wirtes eine epiphytische Phase des Wachstums vorausgeht; des weiteren

eingeschlossen sind mutualistische Mikroben und latente oder opportunistische Pathogene,
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die einige Zeit symptomfrei in ihren Wirtsorganismen leben, bevor es zur Ausbildung von

Symptomen (Petrini 1991).

Einige Endophyten verursachen erst dann Krankheitssymptome, wenn der Wirt
geschwicht ist (Viret und Petrini, 1994; Williamson, 1994), wohingegen andere eine
symbiotische Wechselwirkung zu ihrem Wirt unterhalten und in keiner Phase ihres

Lebenszyklus als Pathogene in Erscheinung treten (Lodge ef al., 1996).

Endophytische  Mikroorganismen sind bereits aus den verschiedensten
Wirtsorganismen wie Grisern, Moosen, Farnen, Flechten bis hin zu Biumen isoliert und
beschrieben worden (Stone et al., 2000), wo sie in den unterschiedlichen Pflanzenteilen, z. B.
Blattern, Sprossen, Rinden, Wurzeln oder Samen vorkommen. Endophyten treten sowohl in
terrestrischen als auch in Wasserpflanzen der geméBigten Klimazonen (Bills und Polishook,
1992a/b; Fisher und Petrini, 1990; Fisher et al., 1995; Carroll, 1988; Wilson und Carroll,
1994) sowie auch der Tropen auf (Dreyfuss und Petrini, 1984; Laessoe und Lodge, 1994;
Rodrigues und Samuels, 1990; Rodrigues et al., 1993; Rodrigues, 1994).

Von einigen Ausnahmen abgesehen ist die komplizierte Wechselwirkung von
Endophyten zu ihren Wirtsorganismen bisher nur unzureichend erforscht worden (Belesky
und Malinowski, 2000). Verschiedene Labor- wie auch Freilandversuche auf natiirlichen
Grasflaichen wie auch auf landwirtschaftlich genutzten Flichen haben gezeigt, dass mit
Endophyten infizierte Pflanzen fraBhemmend auf Herbivoren wirken kdnnen. So zeigten z.B.
einige Gras- und Seggenarten aus der Familie der Clavicipitacae nach Infektion mit
Pilzendophyten eine erhdhte Widerstandsfahigkeit gegeniiber Schiadlingen (Clay, 1988a/b).
Diese Resistenz kann auf von diesen Pilzen produzierte Alkaloide zuriickgefiihrt werden
(Lane, Christensen und Miles, 2000). Mit Endophyten infizierte Grassamen enthalten hiufig
hohere Alkaloidkonzentrationen als photosynthetisch aktive Gewebe derselben Pflanzen. So
konnte auch in Fiitterungsexperimenten gezeigt werden, dass nicht infizierte Samen sowohl
von Insekten als auch von Vogeln den infizierten Samen deutlich vorgezogen wurden (Clay,
1991). Letztere zeigten aullerdem eine erhohte Keimungs- und Widerstandsfahigkeit (Clay
1991).

Zusétzlich zu ihrer 6kologischen Bedeutung werden endophytische Pilze routineméaBig
auf eine in vitro-Produktion bedeutsamer Naturstoffe gescreent (Polishook et al., 1993). In
den letzten Jahren ist das Interesse an ihnen auf der Suche nach umweltschonenden

Herbiziden und neuen Wirkstoffen fiir pharmazeutische Anwendungen sowie die
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Widerstandsfahigkeit von Nutzpflanzen erhohender Substanzen weiter gestiegen (Sridhar und

Raviraja, 1995), was auch ihre 6konomische Bedeutung deutlich macht.

1.5. Naturstoffe aus Pilzen

Sowohl bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe, z. B. Antibiotika, wie auch bei der
Suche nach 6kologisch vertraglichen Herbiziden besitzen Naturstoffe aus Mikroorganismen

ein vielversprechendes Potential.

Die Industrienationen benétigen 60-70% der Weltjahresproduktion an Herbiziden zum
Schutze ihrer Nutzpflanzen. Allein in den USA wird der Umsatz an Herbiziden auf 4
Milliarden US$ jahrlich geschétzt. (Ainsworth, 1996). Eine inzwischen erfolgte
Sensibilisierung fiir die mogliche Umweltschiddlichkeit moderner Agrochemikalien (chlorierte
wie auch phosphorylierte Synthetika, z. B. DDT) ldsst die Suche nach neuen Naturstoffen in

Mikroorganismen wieder stark an Bedeutung gewinnen.

Von besonderem Nutzen ist die Féhigkeit der Mikroorganismen, besonders der Pilze,
eine grofle Bandbreite an bioaktiven Sekundérstoffen zu produzieren. Wichtige Arzneistoffe
zur Anwendung bei den verschiedensten Krankheiten wurden aus Pilzen gewonnen

(Masurekar, 1992).

Bereits im Jahr 1994 betrug der Umsatz der 20 meistverkauften Arzneimittel in den
USA ca. 6.7 Milliarden USS$, bei sechs von ihnen handelte es sich dabei um Naturstoffe aus
Pilzen oder von diesen abgeleitete partialsynthetische Strukturen (Czarnik, 1996). Unter den
Arzneistoffen mit herausragender Bedeutung bei der Behandlung von Infektionskrankheiten
sind Penicillin (1) und Cephalosporin (2) zu nennen. Auch in neuester Zeit waren
Pilzsubstanzen maligeblich fiir die Entwicklung neuer Arzneimittel. Bedeutsame Beispiele
hierfiir sind Mevinolin (3), ein Cholesterinsenker, der einen weltweiten Umsatz von mehr als
1 Milliarde US$ pro Jahr erzielt, sowie Taxol (51), ein bedeutender Antitumorwirkstoff mit
einem Jahresumsatz von mehr als 1 Milliarde USS$. Fiir diese zundchst aus der pazifischen
Eibe gewonnene Substanz konnte inzwischen gezeigt werden, dass sie auch von
endophytischen Pilzen produziert wird (Strobel, 2002). Weitere Beispiele fiir pharmazeutisch
bedeutsame Arzneistoffe aus Pilzen sind Asperlicin (4) (zur Behandlung von Erkrankungen

des Gastrointestinaltrakts) und das Immunsuppressivum Ciclosporin A (5), das routineméaBig
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nach Organtransplantationen zum Einsatz kommt (Strobel, 2002; Masurekar, 1996; Czarnik,

1996; Caporale, 1995).

Bedeutsame Sekundérstoffe aus Pilzen finden des Weiteren in der Landwirtschaft
Anwendung (Gardner, 1992), z.B. Destruxine (6) als Insektizide, Strobilurine (7) als

Fungizide sowie verschiedene Phytotoxine als Herbizide.
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Abb. 1. Biologisch aktive Naturstoffe aus Pilzen



Einleitung

(0]
o) H 0
N B N ™ AN
H O |
N 0 0 ~0 NN
N (0]
H O)J\/\N)K( ~

Abb. 1 (Forts.). Biologisch aktive Naturstoffe aus Pilzen

Auch bedingt durch das Bewusstsein, dass die Gefahr der Reduktion dieser
Artenvielfalt sich erhoht hat, hat die Erforschung der Pilzinhaltsstoffe in letzter Zeit stark an
Bedeutung gewonnen (Balandrin ef al., 1993). Viele vor dem Aussterben stehende Pflanzen
beherbergen eine grofle Anzahl an Endophyten, womit demzufolge auch letztere vom
Verschwinden bedroht sind. Das Interesse von pharmazeutischen und agrochemischen
Unternehmen der Industrienationen an der Erforschung bioaktiver Naturstoffe aus
Endophyten sowie die Investitionen in diesem Bereich ist nicht zuletzt auch aus diesem

Grund gestiegen (Dreyfus und Chapela, 1994; Powell, 1993).

Wegen der groen Vielfalt an Gattungen und Arten, die in der Lage sind, bioaktive

Leitstrukturen zu produzieren, und der groen Diversitit der gebildeten Sekundéarstoffe stellen
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die Endophyten eine wertvolle Quelle zur Gewinnung neuer Wirkstoffe dar. Die in der
folgenden Tabelle (Tab 1.) aufgefiihrten literaturbekannten Substanzen 8-59, welche allesamt
aus endophytischen Pilzen isoliert wurden, wurden ausgewihlt, um einen Eindruck der
metabolischen Vielfalt der von Endophyten produziereten Naturstoffe zu vermitteln. Darunter
befinden sich Polyketide (8 — 14), Lactone (15 — 22), Chinone (23 — 28), Antrachinone (29 —
32), Xanthone (33 — 34), [socoumarine (35 — 36), Flavonoide (37 — 40), Phenylpropanoide (41
— 42), Peptide (43 — 47), Alkaloide (48 — 50), Diterpene (51), Sesquiterpene (52 — 54),
Meroterpenoide (55 — 56) und Steroide (57 — 59), womit nur einige bedeutende Klassen von
Naturstoffe abgedeckt sind, und sich diese Liste sicherlich ohne weiteres erheblich verlingern
liesse. Die biologischen Aktivititen der genannten Naturstoffe (Tab. 1) sind meistens im
Bereich der Toxizitdt gegeniiber anderen Organismen anzusiedeln. Dies deutet darauf hin,
dass diese Wirkstoffe eine Rolle bei der chemischen Verteidigung in der symbiotischen
Beziehung zu ihren jeweiligen Wirtspflanzen spielen kdnnten, was allerdings bisher nur in
den wenigstens Féllen, beispielsweise flir die weiter oben diskutierten Alkaloide von

Endophyten aus Grésern, experimentell belegt wurde.

Tabelle 1 . Bioaktive Naturstoffe aus endophytischen Pilzen

Naturstoffeklasse Trivialname Produzent Biologische Literatur
AKktivitit
Polyketide Cytosporone A-E Cytospora sp. antibiotisch Brady et al.,
(8-12) Diaporthe sp. 2000
13 Penicillium sp. fungizid Stierle et
14 al.,1999
Lactone 1893 A-B Endophytischer zytotoxisch, Chen et al.,
(15-16) Pilz no. 1893 insektizide 2003
Fusidilactone A-C | Fusidium sp. 2072 fungizid Krohn et al.,
(17-19) 2002
Wang et al.,
2004
Xestodecalactone Penicillium cf. fungizid Edrada et
A-C (20 -22) montanense al., 2002
Chinone Preussomerin G-L Mpycelia sterila Ras- Singh et al.,
(23-28) Farnesyltransferase- 1994
Inhibitor Krohn et al.,
2001
Anthrachinone 29 -31 Microsphaeropsis Proteinkinase- Brauers et
Rheoemodin (32) sp. Inhibitor al., 2000
Xanthonen Phomoxanthone A-B Phomopsis sp. gegen Malaria, und | Isaka er al.,
(33-34) BCC 1323 Tuberkulose, 2001
zytotoxisch Elssdser et
al., 2005

11
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Tabelle 1 (Forts.). Bioaktive Naturstoffe aus endophytischen Pilzen

Isocoumarine Reticulol A Marine cAMP- Furutani et
35) Endophytischer Phosphodiesterase- al., 1975
Pilz #2533 Inhibitor Linetal.,
Avicennin A-B - 2001
36 -37)
Flavonoide Tricin (38) Neotyphodium insektizid Juetal;
Glucotricin (39) typhnium 1998
Tricin 7-rutinosid
(40)
Isoorientin (41)
Phenylpropanoide Coniferin (42) Xylariaceae spp. | Signalsubstanzen fiir | Chapela et
Syringin (43) symbiotische al., 1991
Wechselwirkung
Peptide PF 1022 A-E Agonomycete PF anthelminthisch Sasaki et al.,
(44 - 48) 1022 (Mycelia 1992
sterilia) Jeschke et
al., 2005
Alkaloide Cytochalasin F (49) | Phoma exigua var. algizid, Evidente et
heteromorpha, Photosynthese- al., 1997
Geniculosporium Inhibitor, Koenig et
sp. fungizid al., 1999
Phomopsichalasin Phomopsis sp. antimikrobiell Horn et al.,
(50) 1995
L 755807 (51) Microsphaeropsis Bradykinin- - Stahl et al.,
sp Inhibitor 1996
Lam et al.,
1996
Diterpene Taxol A (52) Taxomyces antileukdmisch, Stierle et al.,
andreanae, antineoplastisch 1993
Periconia sp. Lietal.,
Pestalotiopsis 1998
microspora, Strobel et
Tubercularia sp. al., 1996
TF5 Wang et al.,
2000
Sesquiterpene Pestalotiopsin A-C | Pestalotiopsis sp. immunosupressiv, | Pulici et al.,
(53 -55) zytotoxisch 1996
Pulici et al.,
1997
Johnston et
al., 2001
Meroterpenoide Citreonigrin B (56) Penicillium Proteinkinase- Rusman,
Citreodrimen D (57) citreonigrum Inhibitor 2006
Steroide Ergosterol (58) Colletotrichum sp. antimikrobiell Luetal,
Ergosterolperoxid 2000
(59)
Herbarulid (60) Pleospora Algizide, Krohn et al.,
herbarum antimikrobiell, 1999
herbizid

12




Einleitung

OH O OH O
(0] /E:il:?:\/\/\
HO OH HO OH
8 9
OH
(0]
HO (0]
10
0]
@) OH OH
o O
OH OH
OH OH
11 12
o OH HO
5 N\
= \

Abb. 2. Poliketide aus endophytischen Pilzen

13



Einleitung

(0]
N ',//OH \\\\\\ “y OH
0] 0]
(0] 0]
17 18

OH O

HO O

20

OH O OH

HO O
21

Abb. 3. Lactone aus endophytischen Pilzen

14



Einleitung

0 OH 0 OH
\M' \\'
O/,,¢© 0))

0 '//O/, O O '//O/, O
0 0
24
23
0 OH
0 OH
. oy
\ /1,
o»iji;
0 “0, 0
CQ_
0
25
O OH Q
\\
HOY )7,
0 20
WOH
OH O
28

Abb. 4. Chinone aus endophytischen Pilzen

15



Einleitung

Abb.6. Xanthonen aus endophytischen Pilzen
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1.6. Aufgabenstellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Das Interesse an der Erforschung endophytischer Mikroorganismen sowohl aus
terrestrischen wie auch marinen Organismen hat bei der Suche nach pharmakologisch aktiven
Substanzen in letzter Zeit stark zugenommen, da ihre Bedeutung als Quelle neuer Naturstofte
erkannt worden ist. Die von ihnen produzierten Sekundérstoffe weisen sehr hiufig eine hohe
Bioaktivitit auf wund stellen somit zusammen mit den von ihnen ableitbaren
partialsynthetischen Derivaten eine vielversprechende Basis fiir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe dar (Cragg et al., 1999, Pereira et al., 1993; Breen, 1994; Rodrigues, 1994;
Rodrigues und Dias-Filho, 1996; Miles et al., 1998; Strobel und Long, 1998; Pereira et al.,
1999; Azevedo et al., 2000; Pinto et al., 2000; Liberra und Lindequist, 1995; Konig und
Wright, 1996; Pietra, 1997; Biabini und Laatsch, 1998).

Die Vorteile der Gewinnung neuer Wirkstoffe aus Mikroorganismen gegeniiber
Makroorganismen bestehen vor allem auf biotechnologischem Gebiet, da erstere zumindest
prinzipiell fermentiert werden konnen. Somit ist die Gewinnung nahezu beliebiger
Substanzmengen moglich, ohne dass dabei die natiirlichen Ressourcen belastet werden
miissen. Weiterhin sind Mikroorganismen genetisch einfacher manipulierbar, so dass durch
rekombinante DNA-Techniken Gencluster fiir die Biosynthese praxisrelevanter Naturstoffe
iiber die Artgrenzen hinweg neu kombiniert werden kdnnen (kombinatorische Biosynthese,

Konig und Wright, 1997).

Aus diesen Griinden ist die Intensivierung der Erforschung der Sekundirstoffe aus
Endophyten besonders aussichtsreich und wichtig, und sie wird auch in Zukunft ihren Beitrag
bei der Suche nach neuen Wirkstoffen zur Behandlung von Krankheiten am Menschen oder

zur Bekdmpfung von Schédlingen in der Landwirtschaft leisten.
Die Zielsetzung dieser Arbeit gliedert sich in die folgenden Teilbereiche:

e Isolierung endophytischer Pilze aus verschiedenen Habitaten sowie die Untersuchung

ihres Sekundarstoffwechsels

e Isolierung und Strukturaufklirung der von diesen endophytischen Pilzen gebildeten

Sekundirstoffe

¢ Biologische und pharmakologische Charakterisierung der isolierten Substanzen
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2. Material und Methoden
2.1. Biologisches Material
2.1.1. Sammlung des endophytischen Wirtes

Die bearbeiteten endophytischen Pilze wurden aus verschiedenen Wirten und Gebieten
gewonnen. Terrestrische Wirtpflanzen sind auf dem Campus der Heinrich-Heine Universitit
Diisseldorf sowie im Rahmen einer bestehenden Kooperationsvereinbarung an der ,,Obafemi
Awolowo University in Ile-Ife, Nigeria gesammelt worden. Aus Rheinbreitbach im
Siebengebirge entstammt der Lebermoos Bazzania trilobata. Mangrovenpflanzen wurden in
China (,,Dong Zhai Gang-Mangrove Garden* - Hainan) im Rahmen einer Kooperation mit
dem ,,National Research Laboratory of Natural and Biomimetic Drugs* der ,,Beijing Medical
University” in Peking gesammelt. Aus den gesammelten Pflanzen bzw. Moose wurden

insgesamt 18 Pilzstimme isoliert und identifiziert (Siehe Tab. 2).

2.1.2. Isolierung der endophytischen Pilze aus den Wirtspflanzen

Die endophytischen Pilze wurden aus den Wirtspflanzen und —moosen nach dem in
der Literatur beschriebenen Standard (sieche insbesondere Strobel, 2002) isoliert, aber mit am

Institut entwickelten Modifikationen.

Im einzelnen wurden die gesammelten Pflanzen oder Moose zunédchst mit
demineralisierten Wasser gewaschen und durch Einwirken in 70% Ethanol (1-3 min)
oberflachensterilisiert. Durch wiederholtes Schneiden mit einer sterilen Klinge wurden dann
Gewebepartien des Pflanzeninneren iiber vorbereitete Festmedien auf Agarplatten gestrichen
bzw. auf diese aufgebracht. Die Kulturmedien basieren auf Malzextrakt-Agar (15 g/l
Malzextrakt, 15 g/l Agar), dem gefriergetrocknetes Gewebe der jeweiligen Wirtspflanze (5-10
g/l) zugesetzt wurde. Zur Unterdriickung des Wachstums von bakteriellen Kontaminanten

wurde zusdtzlich Chloramphenicol (0.1 g/1) inkorporiert. Zur Isolierung endophytischer Pilze
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aus Mangroven wurde zusitzlich Meersalz in einer Konzentration von 10 g/l in Anpassung an

den natiirlichen Lebensraum der Mangroven verwendet.

Nach einer Inkubationszeit von etwa 1 bis 2 Wochen (20 — 25 °C) konnten Kulturen
endophytischer Pilze beobachtet werden, die z. T. deutlich aus dem Pflanzengewebe
herausgewachsen sind. Zur Kontrolle wurden jeweils identische Kulturen der nicht

oberflachensterilisierten Wirtspflanzen unter gleichen Bedingungen angesetzt.

Ausgehend von den so erhaltenen Primirplatten wurden einzelne Kolonien der
erhaltenen Pilze auf frische Agarplatten abgeimpft. Dieser Vorgang wurde so lange
wiederholt, bis Reinkulturen erhalten wurden. Zur Vereinfachung war es an dieser Stelle
meistens moglich, bei den Uberimpfungen Malzextraktagarplatten zu verwenden, denen kein

Pflanzenmaterial mehr zugesetzt wurde. (Zusammensetzung der Ndhmedien siehe 2.2.6.)

Tabelle 2. Erhaltene Pilze und ihre Wirtsorganismen

Herkunft Stamm- Wirtsorganismus/ Pilz Identifizierungs-
bezeichnung verwendeter Pflanzenteil methode
1. Diisseldorf FK-2 Menyanthes trifoliata Phoma sp. PCR
Deutschland Blatt
2. FK-5 Menyanthes trifoliata Cladosporium morphologische
Blatt sphaerospermum Merkmale
3. SK-2 Callitriche sp. Plectosphaerella morphologische
Blatt cucumerina Merkmale
4. SK-K Callitriche sp. Colletotrichum sp. morphologische
Blatt Merkmale
5. SL-5 Iris pseudacorus Pleurophoma cava morphologische
Blatt Merkmale
6. HN-B2 Corylus avellana Penicillium chrysogenum PCR
Blatt
7. TUFA-S3 Tussilago farfara Sclerotinia sclerotiorum PCR
Stengel
8. Ile-Ife NE-8 Morinda lucida Neurospora discreta PCR
Nigeria Stamm
9. Hainan MGC-1.3 Heritiera littoralis Fusarium incarnatum PCR
China Blatt
10. MGC-5.1 Bruguiera gymnorrhiza Neurospora terricola PCR
Rind
11. MGC-5.2 Bruguiera gymnorrhiza Cladosporium PCR
Blatt cladosporioides
12. MGC-6.1 Sonneratia alba Pestialotiopsis sp. PCR
Blatt
13. MGC-12.3 Aegiceras corniculatum Xylaria sp. PCR
Rinde
14. MGC-14.4 Kandelia candel Hypoxylon sp. PCR
Blatt
15. MGC-16.2 Xylocarpus granatum Cladosporium PCR
Blatt cladosporioides
16. Rheinbreitbach BT-1 Bazzania trilobata Eurotium rubrum PCR
Deutschland (Moos)
17. BT-3 Bazzania trilobata Botryosphaeria rhodina PCR
(Moos)
18. BT-1II.1 Bazzania trilobata Hypoxylon fragiforme PCR
(Moos)
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2.1.3. Identifizierung der isolierten Pilzstimme

Bevor die Pilzstimme aufgrund ihrer biologischen Aktivitdt im Primérscreening zur
weiteren chemischen Bearbeitung ausgewéhlt werden konnten, wurde die Identitdt dieser
Staimme gemill den Vorgaben der Biostoffverordnung bzw. den Regeln der guten
mikrobiologischen Praxis bis zur Ebene der Art (Spezies) festgestellt. Dies erfolgte zum
kleineren Teil (4 von 18 Stimmen) mit Hilfe klassischer mykologischer Methoden anhand
morphologischer Merkmale durch den kommerziellen Identifizierungsservice des

Centraalbureaus voor Schimmelcultures in Utrecht (Niederlande).

Mit Hilfe der molekularbiologischen Methoden wurden die anderen 14 Stimme am
Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie an der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf identifiziert. Die Identifizierungen wurden von den Mitarbeitern Dr. Ine Dewi

Indriani und Dr. Arnulf Diesel im Rahmen ihrer Doktorarbeiten durchgefiihrt (Siehe Tab. 2).

Hierzu wurde die DNA aus dem gefriergetrockneten Myzelium des zu untersuchenden
Pilzes isoliert. Die isoliert vorliegende DNA wurde nun mittels der Polymerasekettenreaktion
amplifiziert. Als Primer dienten die spezifisch an Pilz-DNA bindenden Primer ITS1 (mit der
Basensequenz TCCGTAGGTGAACCTGCGG) wund ITS4 (mit der Basensequenz
TCCTCCGCTTATTGATATGC). Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde die Auftrennung
der DNA durchgefiihrt und zunichst die ca. 500 bp enthaltende Pilz-DNA aus dem Agarose-
Gel ausgeschnitten. Zur Reinigung des nach der Agarose-Gelelektrophorese vorliegenden
PCR-Produktes wurde das Perfectprep Gel Cleanup Kit der Firma Eppendorf verwendet.
Nachfolgend wurde die erhaltene aufgereinigte DNA von der Firma Seqlab in Goéttingen
sequenziert. Die so erhaltene DNA-Sequenz wurde anschlieBend mit Hilfe des BLAST-
Algorithmus mit Sequenzen der Datenbank Genebank verglichen. Auf diese Weise konnte

schlieBlich der Pilz anhand seiner DNA identifiziert werden.

Den identifizierten Pilzen wurden Risikogruppen zugeordnet. Fiir die weitere

Bearbeitung wurden nur Pilze, die kein Gesundheitsrisiko darstellen, ausgewihlt.
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2.1.4. Beschreibung der bearbeiteten Endophyten
Tabelle 3. Taxonomische Zuordnung der bearbeiteten Pilze*
Reich | Abteilung Klasse Unterklasse Ordnung Familie Gattung Art
Fungi | Ascomycota Ascomycetes Incertae sedis** Incertae sedis** Incertae sedis** Pleurophoma P. cava
Dothideomycetes Incertae sedis** Botryosphaeriales | Botryosphaeriaceae | Botryosphaeria B. rhodina
Eurotiomycetes Eurotiomycetidae Eurotiales Trichocomaceae Penicillium P.
chrysogenum
Eurotium E. rubrum
Sordariomycetes | Hypocreomycetidae Hypocreales Nectriaceae Fusarium F.
incarnatum
Sordariomycetidae Sordariales Sordariaceae Neurospora N. terricola
N. discreta
Xylariomycetidae Xylariales Xylariaceae Xylaria Xylaria sp.
Hypoxylon H.
fragiforme

* Taxonomie nach dem Internetdienst Index Fungorum (http://www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp).

**Der lateinische Begriff ,,incertae sedis“ bezeichnet eine ungesicherte Zuordnung eines Taxons.

2.14.1.

(1996)

Stamm SL-5: Pleurophoma cava (Schulzer) Boerema, Loer. & Hamers

Der Pilzstamm SL-5 wurde aus dem Blatt der Sumpf-Schwertlilie (Iris pseudacorus),

die auf dem Campus der Heinrich-Heine Universitit Diisseldorf gesammelt wurde, isoliert.
Taxonomisch wurde dieser Pilz der Art Pleurophoma cava zugeordnet. Pleurophoma gehort
zur Klasse Ascomycetes, aber die Zuordnung der Taxa Ordnung und Familie bleibt noch
ungesichert. P. aposphaerioides (Briard & Hariot) und Phoma cava (Schulzer) gelten als

Synonym dieser Art.

2.1.4.2. Stamm HN-B2: Penicillium chrysogenum Thom (1910)

Auf dem Campus der Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf wurden Haselnussblatter

(Corylus avellana) gesammelt. Daraus wurde der Pilzstamm HN-B2 isoliert, der als der
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Ascomycetes Penicillium chrysogenum identifiziert wurde. Als Synonyme fiir P.
chrysogenum sind P. aromaticum f. microsporum (Romankova), P. camerunense (R. Heim),

P. harmonense (Baghd.), P. meleagrinum (Biourge), P. notatum (Westling) zu finden.

2.1.4.3. Stamm BT-3: Botryosphaeria rhodina (Berk. & M. A. Curtis) Arx (1970)

Der Pilzstamm BT-3 wurde als Endophyt aus dem Lebermoos Bazzania trilobata
(Herkunft: Rheinbreitbach, Siebengebirge) erhalten. BT-3 wurde der Art Botryosphaeria
rhodina zugeordnet und ist eine teleomorphe Gattung der anamorphen Lasiodiplodia
theobromae. Botryodiplodia gossypii (Ellis & Barthol.), Diplodia cacaoicola (Henn.), D.
gossypina (Cooke), D. natalensis (Pole-Evans), Physalospora fusca(N.E. Stevens), P.
glandicola (N.E. Stevens), P. gossypina (F. Stevens), P. rhodina (Berk. & M.A. Curtis) sind

Synonymen von Botryosphaeria rhodina.

2.1.4.4. Stamm NE-8: Neurospora discreta D.D. Perkins & N.B. Raju (1986)

Der Stamm NE-8, der aus der nigerianischen Bonko-Frucht (Morinda lucida) stammt,
wurde auf dem Campus der ,,Obafemi Awolowo University” in Ile-Ife, Nigeria gesammelt.
Der Pilzstamm wurde taxonomisch der Art Neurospora discreta zugeordnet. N. discreta
wurde so genannt wegen seiner stringent reproduktiven Isolation von anderen
heterothallischen Arten dieser Gattung (Perkins und Namboori 1986). Es sind keine

Synonyme fiir diese Art vorhanden.

2.14.5. Stamm MGC-1.3: Fusarium incarnatum (Desm.) Sacc. (1886)

Blatter der chinesischen Mangrovepflanze Hertiera littoralis wurden im ,,Dong Zhai
Gang-Mangrove Garden* auf Hainan, China gesammelt. Daraus wurden die
mangrovenassoziierten Pilze Fusarium incarnatum (Stamm MGC-1.3) isoliert. Als Synonyme
dieser Art gelten F. semitectum (Berk. & Ravenel) und Pseudofusarium semitectum (Berk. &

Ravenel) Matsush.
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2.1.4.6. Stamm MGC-5.1: Neurospora terricola Goch. & Backus (1962)

Der Stamm MGC-5.1 wurde als Endophyt aus der Rinde der -chinesischen
Mangrovenpflanze Bruguiera gymnorhiza isoliert. Taxonomisch wurde er als die
homothallische Art Neurospora terricola identifiziert. Die Gattung Neurospora bewohnt
tropische und subtropische Bereiche, sowie auch geméBigte Klimazonen (Yun et a/ 1999).

Fiir N. terricola sind keine Synonyme vorhanden.

2.1.4.7. Stamm MGC-12.3: Xylaria sp. Hill ex Schrank (1789)

Der Pilzstamm MGC-12.3 wurde aus der Rinde der chinesischen Mangrovenpflanze
Aegiceras cornilatum aus dem ,,Dong Zhai Gang-Mangrove Garden* isoliert. Er gehort zu der
nicht ndher bestimmten Gattung Xylaria sp.. Diese Gattung ist wahrscheinlich die grofte der
Familie Xylariaceae mit mehr als 500 Arten. Xylaria-Arten sind hiufig Endophyten,
besonders in den Tropen und wurden aus Palmen, Orchideen, Bromelien, Farne und
Regenwaldbdumen isoliert (Dreyfuss und Petrini, 1984; Petrini und Petrini, 1995; Richardson
und Currah, 1995).

2.14.8. Stamm BT-IIL.1: Hypoxylon fragiforme (Pers.) J. Kickx f.(1835)

Der Lebermoos Bazzania trilobata wurde im Siebengebirge in der Nédhe von
Rheinbreitbach gesammelt. Daraus wurde der Stamm BT-III.1 als Endophyt isoliert und
mittels molekularbiologischer Methoden als Hypoxylon fragiforme identifiziert. Hypoxylon ist
eine kosmopolitische Gattung der Xylariaceae, die derzeit 130 Arten umfasst, von denen

mindestens 25 in Europa vertreten sind (Miihlbauer ef al., 2002).

Mehrere Arten gelten als Synonyme fiir H. fragiforme: Discosphaera radians (Tode)
Dumort., Epixylon coccineum (Bull.) Fiisting, Hypoxylon argillaceum (Fr.) J. Kickx f.,
Hypoxylon coccineum Bull., Hypoxylon cupreum Fr., Hypoxylon enteromelum (Schwein.)
Berk., Hypoxylon majusculum Cooke, Lycoperdon variolosum Huds., Peripherostoma
fragiforme (Pers.) Gray, Sphaeria argillacea Fr., Sphaeria bicolor DC. & Lam., Sphaeria

enteromela Schwein., Sphaeria fragiformis Pers., Sphaeria fragiformis var. radians (Tode)
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Pers., Sphaeria lateritia DC. & Lam., Sphaeria radians Tode, Sphaeria radiata Schumach.,
Sphaeria rubra Willd., Sphaeria tuberculosa Sowerby, Stromatosphaeria fragiformis (Pers.)

Grev., Valsa fragiformis Scop..

2.1.4.9. Stamm BT-1: Eurotium rubrum W. Bremer (1901)

Der Stamm BT-1 wurde aus dem Lebermoos Bazzania trilobata (Herkunft:
Rheinbreitbach, Siebengebirge) isoliert und mittels molekularbiologischer Methoden als
Eurotium rubrum identifiziert. Die zu den Ascomyceten gehorende Gattung Eurotium stellt
den Teleomorph (generative Hauptfruchtform) von bestimmten Arten der anamorphen
Gattung Aspergillus (vegetative konidienbildende Nebenfruchtform) dar (Hofbauer ef al.,
2003). Aspergillus ruber Thom & Church und 4. sejunctus Bainier & Sartory sind Synonyme

von E. rubrum.

Alle gennanten Synonyme wurden aus dem Internetdienst Index Fungorum

(http://www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp) entnommen.

2.2 Kultivierungsmethoden und verwendete Nihrmedien

2.2.1. Anlage von Fliissigkulturen

Die gewonnenen Reinkulturen wurden zunidchst in kleinerem Mallstab kultiviert,
damit Extrakte zur Durchfiihrung eines chemischen und biologischen Primérscreenings
erhalten werden konnten. Jede Kultur wurde in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben angeimpft,
der 300 ml Wickerham-Flissigmedium (Zusammensetzung siche 2.2.3.) enthielt. Um eine
eventuelle Kontamination des Mediums auszuschlieBen, wurden nicht angeimpfte
Kontrollansdtze parallel beobachtet. Nach zwei bis vier Wochen Inkubation bei
Raumtemperatur, je nach Wachstum der jeweiligen Pilzkultur, wurden die Standkulturen dann

extrahiert.
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Pilzstimme, deren Extrakte im initialen Screening biologische Aktivitit bzw. ein

interessantes chemisches Profil zeigten, wurden im grof8eren MaBstab kultiviert. Die Large-

Scale-Kultur setzte sich aus 33 Kolben zu je 300 ml Wickerham-Fliissigmedium zusammen.

2.2.2. Anlage von Festkulturen

Um eine quantitative bzw. qualitative Optimierung der Inhaltstoffmuster zu

bekommen, wurden die Pilze alternativ auf Festmedium kultiviert. Als Néahrboden wurde

Jasmin-Reis angewendet.

Die Reinkulturen wurden erneut auf Agarplatten iiberimpft, um eine aktiv wachsende

Ausgangskultur zu bekommen. Der Fermentierungsprozess wurde in einem (kleiner Maf3stab)

bzw. 30 (groBer MaBstab) 1 L Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, in die jeweils 100 g Reis

(Jasmine Broken Rice, Rose Brand) eingefiillt wurden. 100 mL Wasser wurden dem Reis

hinzugegeben und iiber Nacht quellen gelassen. Am néchsten Tag wurden die Reismedien 20

min bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkiihlung der Kolben auf Raumtemperatur wurden die

Reismedien iiberimpft. Nach 40 bis 60 Inkubationstagen wurden die fermentierten

Reiskulturen extrahiert.

2.2.3. Zusammensetzung der verwendeten Nihrmedien

Medium zur Isolierung von Endophyten

Agar-Agar 15.0 g/l
getrocknetes, pulverisiertes Pflanzenmaterial der Wirtspflanze 15.0 g/l
Chloramphenicol 0.2 g/1
ggf. Meersalz 10 g/l
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
pH (eingestellt mit 0.1 N NaOH bzw. HCI) 7.4-7.8
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Malzmedium fiir Reinkulturen

Agar-Agar 15.0 g/l
Malzextrakt 15.0 g/l
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
pH (eingestellt mit 0.1 N NaOH bzw. HCI) 7.4-7.8
Wickerham-Medium fiir Fliissigkulturen
Hefeextrakt 3.0 g/l
Malzextrakt 3.0g/1
Pepton 5.0¢g/l
Glucose 20.0 g/l
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
pH (eingestellt mit 0.1 N NaOH bzw. HCI) 7.2-7.4
Reis-Medium fiir Festkulturen
Reis 100.0 g
Destilliertes Wasser 100 ml

Samtliche Medien wurden unter Standardbedingungen autoklaviert.

2.3. Extraktion der Standkulturen

2.3.1. Extraktion der Small-Scale-Kulturen

Zur Abtotung der Kulturen wurden jeder Erlenmeyerkolben der Small-Scale-Kulturen

mit 250 ml Ethylacetat iiberschichtet und iiber Nacht stehen gelassen.
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Am néchsten Tag wurde die gesamte Kultur mit Ultraturrax fiir 10 min extrahiert und
iiber dem Biichnertrichter filtriert, um der Myzeliumriickstand vom Mediun abzutrennen. Das
Myzel wurde verworfen. Die Kulturbrithe und Ethalacetatphase wurden in einem
Scheidetrichter abgetrennt. Die Kulturbriihe wurde noch 2 Mal mit 200 ml Ethylacetat
versetzt und mit Ultraturrax fiir 10 min extrahiert. Nach der Phasentrennung wurden die
vereinigten EtOAc-Phase ggf. gegen 100 ml destilliertes Wasser ausgeschiittelt, um eventuell
vorhandenes Meersalz zu entfernen. Die eingeengte EtOAc-Phase wurde in 100 ml eines
Methanol-Wasser-Gemisches (90:10) gelost und gegen 100 ml Cyclohexan ausgeschiittelt,
um vorhandene Fettsduren abzutrennen. Der Ethylacetatextrakt wurde gewonnen, nachdem

die Ethylacetatphase noch einmal mit dem Rotationsverdampfer eingeengt wurde.

Bei der Kultivierung auf Reismedium wurde nach der Inkubationszeit die
fermentierten Reismedien mit 300 ml EtOAc iiberschichtet und iiber Nacht stehen gelassen.
Am nichsten Tag wurde das Mycel-Reismedium mit einem Spachtel zerkleinert, 3-fach mit
EtOAc und 2-fach mit MeOH oder BuOH extrahiert, unter Vakuum filtriert und einrotiert. So

wurden Ethylacetatextrakt sowie Methanol- bzw. Buthanolextrakt erhalten.

Die Extrakte wurden mit Hilfe einer chromatographischen Untersuchung (z.B. HPLC
und LC-MS) analysiert und fiir das Primérscreening auf biologische Aktivitét eingesetzt. Fiir
die Fille, wo geniigend Extraktmenge vorhanden war, wurde dieser ggf. weiteren

chromatographischer Auftrennung unterzogen.

2.3.2. Extraktion der Large-Scale-Kulturen

Pilzstimme, deren Extrakte im initialen Screening biologische Aktivitit zeigten,

wurden im grofleren MaB3stab kultiviert und ihre Extrakte bioaktivititsgeleitet fraktioniert.

Bei der Large-Scale-Kultur, die sich aus 33 Kolben zu je 300 ml FlussiBmedium
zusammensetzte, wurden Kulturbriihe und Myzelien getrennt aufgearbeitet. Die mit einer
Pinzette abgetrennt Myzelien wurden mit Methanol zu Abtotung iiberschichtet. Am folgenden
Tag wurde das Ganze mit Ultraturrax fiir 10 min extrahiert und iiber den Biichnertrichter
unter Vakuum filtriert. Das Filtrat wurde anschlie8end einrotiert und so das Methanolextrakt
erhalten. Die Kulturbrithe wurde, wie unter 2.3.1. beschrieben, behandelt und so das

Ethylacetatextrakt erhalten.

Die Reiskulturen wurde hier genauso extrahiert, wie unter 2.3.1. beschrieben wurde.
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24. Isolierung biologisch aktiver Verbindungen aus den endophytischen Pilzen

Die erhaltenen Extrakte (siehe 2.3.) wurden wie folgt mittels verschiedener

chromatographischer Methoden aufgearbeitet:

Vor der chromatographischen Auftrennung erfolgte als erst eine Fliissig-Fliissig-
Verteilung der Extrakte jeweils zwischen Hexan, FEthylacetat, Butanol und Wasser.
Anschlieflend folgte eine Vortrennung entweder per Vacuum-Liquid-Chromatographie (VLC)
an Kieselgel oder eine Umkehrphasen-Trennung an HP-20 (Fa. Toyopearl). Weitere
Trennschritte umfassten beispielsweise Sdulen-, Flash- oder Mitteldruckchromatographie an
Normal- und Umkehrphasen (Kieselgel bzw. RP-18-Materialien) oder Gelfiltration {iber
Sephadex LH-20. Als letzter Reinigungsschritt schloss sich eine préparative oder
semipréparative HPLC-Trennung (iiber RP-18 oder Kieselgel) an. Jeder Trennungs- und
Reinigungsschritt wurde mittels HPLC-DAD und LC/MS iiberwacht. Fiir nicht ionisierende
Substanzen ohne geeignete Chromophore stand zusidtzlich auch ein Verdampfungs-

Lichtstreudetektor zur Verfiigung.

Alle erhaltenen Fraktionen wurden wiederum den entsprechenden Bioassays
unterzogen, um durch diese bioaktivitdtsgeleitete Auftrennung schlieBlich die aktiven

Reinsubstanzen zu erhalten.

2.5. Strukturaufkliarung der biologisch aktiven Verbindungen

Die Strukturaufkldarung der isolierten Naturstoffe erfolgte unter Einsatz moderner
spektroskopischer Verfahren, die am Institut fiir Pharmazeutische Biologie und
Biotechnologie bereits seit langem etabliert sind: HPLC-UV/VIS- und LC/MS-Spektren mit
eigenen Spektrenbibliotheken; kommerzielle Naturstoffdatenbanken (z. B. ANTIBASE oder
Dictionary of Natural Products); Ion Trap-LC/MS (ESI und APCI) und eindimensionale (‘H-
und “C-NMR, DEPT) sowie zweidimensionale (COSY, HMQC, HMBC, NOESY, ROESY)
NMR-Experimente (NMR-Service der Fakultit fiir Chemie in Diisseldorf und Abteilung fiir
Molekulare Strukturforschung der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF) in

Braunschweig).
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2.6. Primérscreening zur Ermittlung biologisch bzw. chemisch interessanter

Extrakte

Um interessante Pilzstimme bzw. Extrakte fiir die weitere chemische Aufarbeitung zu
ermitteln, wurde mit den Extrakten aus der Small-Scale-Kultur ein orientierendes

biologisches bzw. chemisches Primédrscreening durchgefiihrt.
Fiir das Primérscreening wurden die folgenden Testsysteme eingesetzt:

e Antimikrobielle bzw. antifungale Aktivitdt: klassischer Agarplattendiffusionstest

mit den Testkeimen Escherichia coli, Bacillus subtilis bzw. Saccharomyces cerevisiae.

e Fungizide bzw. fungistatische Wirkung: Bioautographischer Assay mit den

phytopathogenen Keimen Cladosporium cucumerinum bzw. C. herbarum.

Fiir das chemische Primirscreening wurden die Rohrextrakte mittels HPLC-DAD

bzw. LC-MS untersucht.

2.7. Biologische Charakterisierung der isolierten Reinsubstanze

Neben den oben erwédhnten Bioassays des Primirscreening (s. 2.6.) standen fiir die
pharmakologische Charakterisierung insbesondere der erhaltenen Reinsubstanzen weitere

Testsysteme zur Verfiigung:

e FEingehende Untersuchungen zytotoxisch aktiver Substanzen fanden in Tests mit
der Zellinie L-5178Y (Lymphomzellen der Maus) in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. W.E.G Miiller (Institut fiir Physiologische Chemie,

Universitidt Mainz) statt.

e Die Wirkung als Inhibitoren verschiedener Proteinkinasen wurde in Kooperation

mit der Firma ProQinase GmbH (Freiburg) untersucht.
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2.8. Beschreibung der Tests auf biologische Aktivitat

2.8.1. Antibiotische und fungizide Aktivitiit

Die antibiotische und fungizide Wirkung der erhaltenen Extrakte bzw. der isolierten
Verbindung wurde mittels des sogenannten Agarplattendiffusionstest untersucht. Als

Testorganismen wurden die folgenden Mikroorganismen verwendet:

e das Gram-positive Bakterium Bacillus subtilis (BS), das Gram-negative

Escherichia coli (EC) und die Hefe Saccharomyces cerevisiae (SC)

e die phytopathogenen Pilze Cladosporium cucumerinum (CC) und Cladosporium

herbarum (CH)

Zunichst wurden E. coli und B. subtilis in dem Luria Bertoni Medium und S.
cerevisiae in einem Universalmedium fiir Hefen kultiviert (Zusammensetzung siche 2.8.1.1.).
Nach ausreichendem Wachstum wurde ein Aliquot von 400 pl fiir Bakterien und 200 pl fiir
Hefe mittels einer Eppendorf-Pipette zum Animpfen der Platten entnommen. Anschlieend

wurden die Kulturen mit einer sterilen Impfose gleichmiBig auf die Agarplatten aufgebracht.

Die zu testenden Proben wurden meistens in Methanol gelost. Im Fall eines Extraktes
wurde eine Konzentration von 25 mg/ml benutzt und bei Reinsubstanzen eine Konzentration

von 5 mg/ml.

Die Proben wurden zundchst in zwei verschiedenen Volumina von jeweils 20 pl und
10 pl mit einer Eppendorf-Pipette auf Filterpapierpliattchen (Oxoid Ltd.) mit einem
Durchmesser von 5 mm aufgebracht. Nach dem Trocknen wurden die Filterpapierplittchen
kreisformig auf der Agarplatten mit dem jeweils Kulturen platziert. Die Platten wurden
anschlieBend iiber 24 h bei 37 °C fiir Bakterien und 27 °C fiir Hefen im Brutschrank
inkubiert. Der entstandene Hemmhof um die Plittchen wurde dann in mm gemessen.
Gentamicin, Penicillin und Streptomycin wurden als Positivkontrollen fiir die antibakterielle
Tests benutzt. Nystatin dient als Kontrolle fiir den fungistatischen Test mit Hefe. Zur

Negativkontrolle wurde jeweils das Losungsmittel Methanol auf einem Plittchen getestet.

Fiir den Test mit Cladosporium cucumerinum und C. herbarum wurde ein Kartoffel-
Dextrose-Medium verwendet. Kultiviert wurden die Pilze zunédchst in einem frischen

Flissigmedium fiir ca. 4 Wochen (Zusammensetzungen der Medien siehe 2.8.1.1.). Nach
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ausreichendem Wachstum wurden die Flissigkulturen mit Hilfe eines Piiriergerites
zerkleinert und anschlieBend unter Vakuum filtriert. Zu 300 ml semi-fliissigem Kartoffel-
Dextrose-Medium (mit zusdtzlich 0.01% Agar) wurde 100 ml Suspension mit Pilzsporen
gemischt. Von dieser Sporesuspension wurde ein Aliquot von 10 ml auf die Platten pipettiert
und mit einer sterile Impfose gleichmaBig darauf aufgebracht. Das Auftragen der zu testenden
Substanzen wurde wie oben geschrieben durchgefiihrt. Die Kulturen wurden dann fiir ca. 1
Woche bei Raumtemperatur inkubiert. Der entstandene Hemmhof um die Pléttchen bei

aktiven Substanzen wurde vermessen. Als Positivkontrolle wurde Nystatin benutzt.

Tabelle 4. Durchmesser des Hemmhofes [mm] fiir die Positivkontrollen

Substanz EC BS SC CC CH
S0pug | 100 pug | SOpg | 100 pug | S0pug | 100 pug | S0 ug | 100 pg
Gentamicin 23 23 18 22 - - - -
Streptomycin 14 16 18 22 - - - -
Penicillin 7 7 12 15 - - - -
Nystatin - - - - 20 20 39 19
2.8.1.1. Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien
Luria-Bertoni-Medium fiir Bacillus subtilis und Escherichia coli
Trypton 100 g
Hefeextrakt 50g
Natriumchlorid 100 g
Agar-Agar 150¢g
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
pH (eingestellt mit 0.1 N NaOH bzw. HCI) 7.0
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Universal-Hefe-Medium fiir Saccharomyces cerevisiae

Hefeextrakt 30¢g
Malzextrakt 30¢g
Pepton 50g
Glucose 100 g
Agar-Agar 150¢g
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
Fliissigmedium fiir Cladosporium cucumerinum und Cladosporium herbarum
Mannitose 500¢g
Saccharose 500¢g
Bernsteinsdure 54¢
Hefeextrakt 30¢g
KH,PO4 0.1g
MgSO4 03¢g
FeSO4 10.0 mg
ZnS0O4 10.0 mg
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
pH (eingestellt mit 0.1 N NaOH bzw. HCI) 54
Kartoffel-Dextrose-Medium
Dextrose 20.0¢g
Agar-Agar 150¢g
Kartoffelextrakt* 1000 ml

* 200 g Kartoffeln fiir 1 h in 1000 ml Wasser gekocht und anschlieBend durch ein feines Sieb

passiert.

Samtliche Medien wurden unter Standardbedingungen autoklaviert.
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2.8.3. Zytotoxizitit

In diesem Test wurde der Einfluss von ausgewdhlten Testsubstanzen auf das
Proliferationsverhalten der Tumorzellelinie L5178Y (Lymphomzellen der Maus) mit Hilfe
des MTT-Tests untersucht. Durchgefiihrt wurden die Tests von der Arbeitsgruppe von Prof.
W.E.G. Miiller in der Abteilung Angewandte Molekularbiologie des Instituts fiir

Physiologische Chemie der Universitit Mainz.

Die Bestimmung der Zytotoxizitdt der Testsubstanzen mit Hilfe des MTT-Assay
beruht haupséchlich auf der Messung der Glykolyserate der Zellen. In diesem Test nehmen
lebende  Zellen das  gelbe  Tetrazolium-Salz  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) auf und setzen es durch Enzymen des endoplasmatischen
Retikulums der lebenden Zellen zum wasserunloslichen, blau-violetten Farbstoff
Thiazolylblau-Formazan um. Die Menge an gebildetem Formazan kann iiber die optische
Dichte bestimmt werden und ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. (Berridge
et al., 1996).

Die L5178Y-Zellen wurden in ,Eagle’s Minimal Essential Medium® mit 10%
Pferdserum (Miiller et al., 1985; Kreuter et al., 1992) unter Standardbedingungen (Drexler et
al., 1995) gehalten. Fiir die Tests wurden die Zellen wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase aus dem Medium entnommen, gewaschen und in frischem Medium in einer
Konzentration von ca. 10° Zellen/ml suspendiert (Miiller et al., 1985).

Die Testsubstanzen wurden zundchst in DMSO geldst und dann mit Kulturmedium auf
1% DMSO verdiinnt. Anschlieend wurden 90 pl der Zellsuspension und 10 pl der jeweiligen
Testlosung in jede Vertiefung einer 96-Well-ELISA-Platten hineinpipettiert. Als Kontrolle
diente Medium unter Zusatz von DMSO. Danach wurden die Platten fiir 48 h bei 37 °C in
einer wassergeséttigten Atmosphire mit 5% CO; inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation
wurden zu jeder Vertiefung 10 ul Methylthiazoltetrazolium (5 mg/ml) hinzugefiigt. Nach
einer 4-stlindigen Inkubationszeit unter gleichen Bedingungen wurde 120 upl 5%iger
Ameisensdure in Isopropylalkohol zugegeben, um die Lyse der Zellen herbeizufiihren. Darauf
folgend wurde die Absorption in einem Mikrotiterplatten-Spektrophotometer (Titerteck
Multiscan, Flow Laboratories) gemessen, die je nach Anzahl lebender Zellen unterschiedlich

stark ausfiel und somit ein direktes MaB fiir eine Zytotoxizitdtsbestimmung darstellt.
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2.8.3. Proteinkinase-Assays

Tabelle 5. Liste der getesteten Proteinkinasen und ihrer Substrate’

Familie Kinase Substrat
Serin/Threoninkinasen AKTI1/PKB alpha GCS3(14-27)
ARKS5 Autophos.
Aurora-A tetra(LRRWSLG)
Aurora-B tetra(LRRWSLG)
CDK2/Cyclin A Histon H1
CDK4/Cyclin D1 Rb-CTF
CK2-alphal p53-CTM
COT Autophos.
PLK-1 Casein
B-RAF-VE MEK1-KM
SAK Autophos.
Rezeptor-Tyrosinkinasen EGFR Poly(Glu,Tyr) 4.
EPHB4 Poly(Glu,Tyr) 4.
ERBB2 Poly(Glu,Tyr) 4.
FLT3 POly (Ala,Glu,Lys,tyr)6:2:5:1
IGFI-R Poly(Glu,Tyr) 4.
INS-R POly (Ala,Glu,Lys,tyr) 6:2:5:1
MET Poly (Ala,Glu,Lys,tyr) 6:2:5:1
PDGFR- beta Poly (Ala,Glu,Lys,tyr) 6:2:5.1
TIE-2 Poly(Glu,Tyr) 4
VEGF-R2 Poly(Glu,Tyr) 4
VEGF-R3 Poly(Glu,Tyr) 4.
Losliche Tyrosinkinasen FAK Poly(Glu,Tyr) 4.
SRC Poly(Glu,Tyr)4.

' Tests wurden von der Firma ProQinase GmbH (Freiburg) durchgefiihrt

Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Naturstoffe wurden im Rahmen einer

bestehenden Forschungskooperation von der Firma ProQinase GmbH (Freiburg) hinsichtlich

ihrer inhibitorischen Wirkung an Proteinkinasen gepriift. Fiir diese Test wurde ein von der Fa.

ProQinase entwickelter Protein Kinase Assay (*PanQinase® Assay) fiir die Beeinflussung

der Aktivitit von 24 Kinasen angewendet. Bei den Assays wurden nach dem Protokoll der Fa.

ProQinase wie folgt vorgegangen (Angaben von ProQuinase):

1. Die Kinase-Asssays wurden in 96-Well-Flash-Platten (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Der
Reaktions-Cocktail enthielt: Assay-Puffer (Standard Puffer oder PKC-Assay Puffer), ATP-
Losung (in H,0), Testsubstanz (in 10% DMSO), Substrat /Enzym-Lésung (premixed). Die

Tabelle 5 zeigt die Kinasen und die Substraten, die fiir diesen Assay benutzen wurden.
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2. Der Assay fiir alle Enzyme enthielt: HEPES-NaOH, pH 7.5; MgCl,, MnCl,, Na-
orthovanadat, DTT, PEG2g000 und [y-33P]-ATP.

3. Die Reaktions-Cocktails wurden bei 30 °C fiur 80 min inkubiert.

4. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 2% (v/v) H3PO4 gestoppt, die Platten

aspiriert und zwei Mal mit 0.9% (w/v) NaCl oder mit Wasser gewaschen.

5. Die P;-Strahlung wurde mittels eines ,,microplate scintillation“-Zihlers (Microbeta,

Wallac) gemessen.

Alle Assays wurden mit einem BeckmanCoulter/Sagin Roboter-System durchgefiihrt.

2.9. Allgemein verwendete Analysen- und MefSimethoden

2.9.1. Chromatographische Methoden

2.9.1.1.  Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie wurde auf Fertigplatten mit Kieselgel 60, Fas4
(Schichtdicke 0.2 mm) der Firma Merck durchgefiihrt. Als FlieBmittel wurde zumeist ein
Gemisch aus Hexan — Ethylacetat oder Dichlormethan — Methanol genutzt, je nach Polaritit

der Substanzen wurden verschiedene Mischungsverhéltnisse verwendet.

Die Auswertung der Platten erfolgte im UV-Licht bei 254 nm durch
Fluoreszenzloschung oder bei 366 nm durch Eigenfluoreszenz. Anschlieend wurde die Platte

mit Anisaldehydspriihreagenz (DAB 10) bespriiht und auf ca. 110 °C erhitzt.

2.9.1.2. Sédulenchromatographie (SC)

Vakuumfliissigchromatographie (VLC)

Bei der VLC wurden die Rohextrakte auf eine stationdren Phase (Kieselgel 60,
KorngroBlie 0.2 — 0.5 um, Merck) aufgezogen und anschlieBend unter Vakuum mit einem

Losungsmittelgradienten steigender Polaritit zur primédren Auftrennung eluiert.
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Hierfiir wurden folgende Losungsmittel in verschiedenen Mischungsverhédltnissen

verwendet:
Loésungsmittel (% Hexan Ethylacetat Dichlormethan | Methanol
Fraktion

1 100 0 0 0
2 75 25 0 0
3 50 50 0 0
4 25 75 0 0
5 0 0 100 0
6 0 0 75 25
7 0 0 50 50
8 0 0 25 75
9 0 0 0 100

Normalphasenchromatographie an Kieselgel

Hierbei wurde die Glassdule mit Kieselgel (Kieselgel 60, Korngroflie 0.2-0.5 mm,
Merck) als stationdre Phase gefiillt. Als mobile Phase wurde ein Gemisch aus
Hexan:Ethylacetat (85:15 bis 95:5) oder Dichlormethan:Methanol (85:15 bis 95:5)
angewendet, wobei hydrophobe Substanzen die Saule schneller verlieBen als hydrophile. Am
Ablauf konnten dann die einzelnen Fraktionen, im Idealfall getrennten Substanzen, mit dem

Fraktionssammler aufgefangen werden.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die GPC trennt Substanzen aufgrund ihrer MolekiilgroBe sowie durch
Adsorptionseffekte. Molekiile kleinerer GroBle verweilten hierbei ldnger in der Séule als
groBere. Hierfiir wurde Sephadex LH-20 (Sigma) verwendet und als FlieBmittel dienten 100
% Methanol bzw. Gemische aus Methanol und Dichlormethan (90:10).

2.9.1.3. Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC = high performance liquid
chromatography)

Analytische HPLC

Mit Hilfe der HPLC-DAD wurde im Rahmen dieser Arbeit analytisch gearbeitet. Die

Zusammensetzung der Rohextrakte bzw. der daraus hervorgehenden Fraktionen, die Reinheit
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der isolierten Substanzen, sowie die Identitit der bekannten Substanzen durch Vergleich mit

der internen UV-Spektrenbibliothek wurden hiermit festgestellt.

Bei der analytischen Trennung wurde ein Proben-Volumen von 20 pl injiziert
(Konzentration ca. 1 mg / ml). Die Flulrate durch die in einem S&ulenofen mit 20 °C konstant
temperierte Sdule betrug 1 ml/min. Detektiert wurde mit einem UV Detektor des
Photodioden-Array-Typs bei 210 nm, 235 nm, 254 nm und 366 nm. Dieser Detektor zeichnet
das UV-Spektrum jeder bei einer der angegebenen Wellenldngen detektierten Substanz online

auf.

Als FlieBmittel diente ein Gemisch aus Methanol (Elutionsmittel 1) und NANOpur-
Wasser pH 2.0 (Elutionsmittel 2, eingestellt mit ortho-Phosphorsdure 85% p.a.). Die zu

vermessenden Proben waren in 100% Methanol gelost.

Standardgradient fiir die analytische HPLC-Anlage

Zeit [min] Elutionsmittel 1 [%] Elutionsmittel 2 [%]
0 10 90
5 10 90
35 100 0
45 100 0
46 10 90
60 10 90

Analytische HPLC-DAD-Anlage

Pumpe P 580, Dionex
Steuerung Chromeleon V6.3
Probengeber ASI-100, Injektionsvolumen 20 pl, Dionex
Saulenofen STH 585, Dionex
Saule Eurospher 100-C18, Knauer
Detektor UVD 340 S, Dionex
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HPLC-MS

Durch die Kopplung der HPLC mit einem Massenspektrometer wurden die
Molekulargewichte von Substanzen als Einzelkomponente einer Probe sowie auch als
Bestandteilen von Substanzgemischen festgestellt. Als lonisierungsmethode diente das ESI-
Verfahren, das nicht nur iiber Bestimmung des Molekulargewichtes von Substanzen, sondern
auch durch weitere Fragmentierung iliber das MS/MS-Verfahren zur Strukturaufkldrung

beitrug.

Die zu vermessenden Proben waren jeweils in 100 % Methanol geldst. Als FlieBmittel
dienten Acetonitril (Elutionsmittel 1) und NANOpur-Wasser (Zusatz von 0.1 %
Ameisensdure, Elutionsmittel 2) mit einem Flussrate von 0.3 ml/min. Gemessen wurde

standardmifig sowohl im positiven wie auch im negativen Probenmodus.

Des Weiteren konnten Reinsubstanzen iiber Direkteinlass auch direkt, d.h. ohne

vorherige Trennung tiber die HPLC-Séule, in die MS appliziert werden.

Standardgradient
Zeit [min] Elutionsmittel 1 [%] Elutionsmittel 2 [%]
0 10 90
2 10 90
35 100 0
45 100 0
47 10 90
60 10 90

HPLC-MS-Anlage

HPLC HP 1100, Agilent
MS Finnigan LCQ"***, Thermoquest
Ionenquelle ESI und APCI, Thermoquest
Pumpe Edwards 30, BOC
Injektor G 1313 A ALS 1100, Agilent
Sdule Knauer Eurospher 100; C-18A
Detektor G 1315 B DAD 1100, Agilent
Steuerung Xecalibur, Version 1.3
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HPLC-MS-Messbedingungen

Electro Spray Ionisation (ESI)

Sprayspannung 50kV
Kapillarspannung -154V
Kapillartemperatur 350 °C
Flussrate 3.0 pl/min
Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI)

Sprayspannung 4.2kV
Vaporizer-Temperatur 450.5 °C
Kapillarspannung 192V
Kapillartemperatur 227 °C
Flussrate 4.0 pl/min
Semipriparative HPLC

Die semipriparative HPLC wurde fiir die Aufreinigung von Reinsubstanzen
eingesetzt, sowie auch fiir die Auftrennung von weniger komplexen Fraktionen, deren Menge

weniger als 40 mg umfasst.

Die Probe wurde in einem Losungsmittelgemisch aus Methanol und Wasser geldst.
Pro Injektion wurde maximal 1 — 1.5 mg Substanz, in einem Volumen nicht grof3er als 200 pl,
eingespritzt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch von Methanol bzw. Acetonitril und
NANOpur-Wasser (teilweise unter Zusatz von 0.1 % TFA) benutzt, wobei die Flussrate 5

ml/min betrug. Die Elutionsgradienten wurden den jeweiligen Proben angepasst.

Mittels eines UV-Detektors konnte festgestellt werden, wann eine Substanz die Sdule

verlassen hatte. Die entsprechende Substanz wurde dann manuell in einem geeigneten Gefdl3

gesammelt.

Semipriparative HPLC-Anlage
Pumpe LaChrom L-7100, Merck/ Hitatchi
Detektor LaChrom L-7400, Merck/ Hitatchi
Schreiber Chromato-Integrator D-2000, Merck/ Hitatchi
Sdule Eurospher 100-C18, Knauer
Vorséule Eurospher 100-C18, Knauer
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2.9.2. UV-Vis-Spektroskopie

Mit Hilfe des DAD-Detektors der analytischen HPLC-Anlage (siehe 2.9.1.3.) wurden
UV-Spektren der untersuchten Verbindungen gemessen. Der Detektor des Photodioden-
Array-Typs detektiert in einem Messgang den kurzwelligen Bereich von 210-380 nm als UV-
Spektroskopie (Ultraviolett) und den sichtbaren Bereich von 380-595 nm als VIS-
Spektroskopie (Visible). Die online aufgezeichneten Spektren der detektierten Substanzen

wurden dann mit einer internen Spektrenbibliothek sowie Literaturwerten verglichen.

2.9.3. Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie ist eine schnell durchfiihrbare Methode, die ein wichtiges
Hilfsmittel bei der Strukturaufkldrung durch der Bestimmung der relativen Molekiilmasse

einer Substanz und ihrer Fragmentierungsmuster darstellt.

ESI-MS (Electro-Spray-Ionisation)

Bei dieser Ionisierungsmethode wird die Probenlosung (in  Methanol) bei
Atmosphirendruck iiber eine Potentialdifferenz von 2-5 kV durch eine Kapillare in den
stufenweise evakuierten Einlal des Massenspektrometers gespriiht. Die Tropfchen werden
elektrostatisch aufgeladen und wiederholt geteilt. Die entstehenden Pseudomolekiilionen

werden entsprechend ihrer Gréfe und Ladung im Analysatorteil detektiert.

Die Messung von ESI-Massenspektren wurde an einer HPLC-MS-Anlage des Typs
Finnigan LCQ"****" der Firma Thermoquest (siche 2.9.1.3.) durchgefiihrt.

EI-MS (Electron-Impact)

Bei der ElektronenstoB-MS wird die Probe im gasformigen Zustand in ein
Hochvakuum iiberfiihrt, wo die Molekiile mit einem Elektronenstrahl (10-100 eV) beschossen
werden. Dabei wird die Substanz ionisiert und fragmentiert. Diese Fragmente kdnnen dann
durch kontinuierliches Verdndern der Feldstirke aufgrund ihres Masse/Ladungsverhéltnisses

getrennt und detektiert werden.
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Die Messung der EI-Spektren erfolgte am Institut fiir Anorganische Chemie der HHU
Diisseldorf durch Herr Dr. Helmut Keck und Herr Dr. Peter Tommes mit einem Geréat des

Typs Finnigan MAT 8200.

Hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS)

Mittels Hochauflosender Massenspektrometrie kann die Elementarzusammensetzung
einzelner Fragmente bestimmt werden, da dabei die Massen auf bis zu vier Dezimalstellen

genau ermittelt werden.

Die Aufnahme der Massenspektren und die Bestimmung der Feinmassen wurde von
Herrn Dr. Manfred Nimtz an der Abteilung Molekulare Strukturforschung der Gesellschaft

fiir Biotechnologische Forschung in Braunschweig vorgenommen.

2.94. Kernresonanzspektroskopie (NMR - Nuclear Magnetic Resonance)

Die Kernresonanzspektroskopie ist fiir die Strukturaufkldrung von organischen
Verbindungen von entscheidender Bedeutung. Durch Vergleich der gemessenen chemischen
Verschiebungen (3), der Kopplungskonstanten (J) und der Integrale der Peakflichen von
Protonen wie auch C-Atomen von Molekiillen mit Literaturdaten kénnen die Strukturen

bekannter Verbindungen sowie auch neuer Naturstoffe aufgeklédrt werden.

Die 'H- und ?C-NMR-Spektren wurden an den Spektrometern DRX-500 (500 MHz
bzw. 125 MHz) der Firma Bruker aufgenommen. Neben der eindimensionalen NMR-
Experimente (‘H, "C-NMR, DEPT) wurden auch zweidimensionale (COSY, HMQC,
HMBC) NMR-Experimente am Institut fiir Anorganische Chemie der HHU Diisseldorf durch
Dr. Wilfried Peters durchgefiihrt. Weitere Messungen erfolgten bei der Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung GBF in Braunschweig durch Dr. Victor Wray an
Spektrometern des Typs AM-300, ARX-400 sowie DMX-600 der Firma Bruker.

Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der 6-Skala (in ppm) angegeben.
Zur Eichung der 'H -NMR-Spektren dienten die Resonanzsignale der Restprotonen der
deuterierten Losungsmittel als interner Standard [z.B. 6(CDCl;) = 7.26; 8(CD;0D) = 3.31, 6-
Aceton-ds = 2.05] und bei den *C -NMR-Spektren die '*C -Resonanzsignale der verwendeten
Losungsmittel [6(CDCls) = 77.0; 8(CD;0D) = 49.15, & (Aceton-de) = 29.8].
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Die Prozessierung der Spektren erfolgte mit der WIN-NMR-Software (Bruker). Die
Angabe der Kopplungskonstanten J erfolgte in Hertz (Hz). In der Schreibweise "Jx y gibt n die
Anzahl der an der entsprechenden Kopplung X-Y beteiligten Bindungen wieder.

2.9.5. Optische Drehung

Chirale Molekiile besitzen die Eigenschaft, die Ebene des linear polarisierten Lichtes
zu drehen. Mittels optischer Drehwerte konnen Riickschliisse auf die absolute Konfiguration
von Verbindungen gezogen werden, wenn entsprechende Literaturangaben fiir identische

bzw. strukturell eng verwandte Verbindungen vorliegen.

Zur Ermittlung der optischen Aktivititen diente ein Polarimeter 241 MC der Fa.
Perkin-Elmer. Gemessen wurde [o]p”” bei der Natrium-D-Linie von 589 nm in einer auf 20
°C temperierten Kiivette bei einer Schichtdicke von 10 cm. Zur Bestimmung der Drehwerte
wurden Proben in einem geeigneten Losungsmittel (UV-grade) gelost. Die Angabe der

Konzentration der Substanz (c) erfolgte in g/100 ml und der ermittelten Drehwerte in °.

Als Vergleichsstandard diente (+)-Rutin (¢, 0.5 in Ethanol) mit einem Drehwert von

[a]p™ =+ 9.4°.
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2.10. Allgemein verwendete Gerite und Chemikalien

2.10.1. Gerite

Gerit Hersteller
Autoklav Varioklav, H&P
Cleanbench HERAsafe, Heracus

Digital-pH-Meter

420Aplus, Orion

Fraktionssammler

Retriever II, ISCO

Gefriertrockner

Lyovac GT2, Steris

-80 °C-Gefriertruhe

Forma Scientific, 86-Freezer

Heizplatte Camag
Injektionsspritzen Hamilton
Magnetriihrer Combi Mag, I[KA
Rotationsverdampfer Rotavapor R200, Biichi
Trockenschrank Kelvitron, Heraeus
Ultraschallbad Sonorex RK 510S, Bandelin

Ultra Turrax

T18 basic, IKA

UV-Lampe Camag
Vakuumzentrifuge SpeedVac SPD 111V, Savant
Waagen Sartorius 2354
Zentrifuge Biofuge pico, Heraeus
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2.10.2. Chemikalien

FlieBmittel fiir HPLC und LC-MS

Acetonitril LiChroSolv HPLC grade, Merck
Methanol LiChroSolv HPLC grade, Merck
Losungsmittel fiir NMR

CDCl4 euriso-top

CH;0D euriso-top

DMSO-ds euriso-top

Bestandteile der Nihrmedien

Agar-Agar Galke

Chloramphenicol Sigma

Glucose Caelo

Hefeextrakt Sigma

Malzextrakt Merck

Meersalz Biomarine

Natriumchlorid Merck

Pepton BD

Trypton Sigma

Die fiir die Sdulenchromatographie sowie DC verwendeten Losungsmittel wurden in

technischer Qualitdt vom Chemikalienlager der HHU Diisseldorf bezogen und vor Gebrauch

destilliert.
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3. Ergebnisse

Dieses Forschungsprojekt beschéftigte sich mit einer aktuellen Fragestellung der
Wirkstoffforschung und hatte zum Ziel, eine bisher nur unvollstindig erschlossene Quelle
neuer biologisch aktiver Substanzen, die endophytischen Pilze, ndher zu untersuchen.

Bei der Suche nach neuen, moglichst biologisch aktiven Naturstoffen aus endophytischen
Pilzen wurden die biologisch sowie chemisch analytisch aussichtsreich erscheinenden
Extrakte zur weiteren Untersuchung ausgewaihlt, so dass Extrakte aus insgesamt neun
Pilzstimmen bearbeitet wurden. Diese stammten sowohl aus terrestrischen Habitaten
(Pflanzen und Moosen) als auch aus chinesischen Mangrovenpflanzen (siehe 2.1.4.). Durch
Fraktionierung und anschlieende Isolierungsschritte wurden insgesamt 33 Verbindungen
identifiziert und charakterisiert, von denen drei neue Sekundérstoffe darstellen. Die isolierten
Reinsubstanzen wurden, soweit ausreichende Mengen vorhanden waren, auf ihre
pharmakologischen Eigenschaften mittels Tests mit der Zellinie L-5178Y (Lymphomzellen
der Maus) sowie als Inhibitoren verschiedener Proteinkinasen untersucht.

Die hier erreichten Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt und diskutiert.

3.2. Inhaltsstoffe aus Pleurophoma cava (SL-5)

Der Pilz Pleurophoma cava Stamm SL-5 wurde auf 300 ml Wickerham-Fliissigmedium
ca. vier Wochen bei Raumtemperatur kultiviert. Der gewonnene EtOAc-Extrakt (232.8 mg)
wurde mittels HPLC-DAD analysiert, wobei die Anwesenheit einer einzelnen
Hauptkomponente festgestellt wurde. Diese liel sich nach zwei sdulenchromatographischen

Trennungen iiber Kieselgel isolieren und als Aposphaerin A identifizieren.

3 0007CF05071 3 #2 SL-5 EtOAc Oel UV_VIS_1
) mAU WVL:235 nm|

1-24,013

Peak 1. Aposphaerin A (R; = 24.0 min)

2.000+

1.000—

4-32,517

2-26,081
3-28,505

min|
-200 — T T T T T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Abb. 16. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Pleurophoma cava
48




Ergebnisse

3.1.1. Aposphaerin A

APOSPHAERIN A

Systematischer
Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

(8-Hydroxy-7-methoxy-4-oxo-2-pent-1-enyl-chroman-5-yl)-

essigsdure
SL-5EB-C1.82

Pleurophoma cava (aus Iris pseudacorus)
46.6 mg

farbloses Pulver

C17H200¢

320 g/mol

Retentionszeit HPLC: 24.0 min (Standard-Gradient)

H,CO

ESI-MS (+)

SL-5EB C2-7.5#678 RT:19.97 AV:1 NL: 1.40E8
T: +cESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
3209

% [M+H]"

2752
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Aposphaerin A wurde aus dem EtOAc-Extrakt von Pleurophoma cava Stamm SL-5
als farbloses Pulver (46.6 mg) isoliert. Die Struktur des Molekiils konnte neben der
Bestimmung des Molekulargewichtes von 320 g/mol durch ESI-MS mit Hilfe von NMR-

Daten festgelegt werden.

Das '"H-NMR-Spektrum zeigte elf verschiedene Signale: drei Singuletts von einem
aromatischen Proton (6.58 ppm), einer Methoxygruppe (3.81 ppm) und einer Methylengruppe
(3.78 ppm), ein tieffeldverschobenes Multiplett von einem Methinproton (4.89 ppm),
benachbart zu einem Multispin-System von einer ungeséttigten Alkylseitenkette (5.66, 5.85,
2.00, 1.37, 0.86 ppm) und einer Methylengruppe (2.55, 2.71 ppm) (s. Tab. 6). Im COSY-
Spektrum (s. Abb. 18) liessen sich zwei Spinsysteme ableiten, zum einen die Seitenkette Hs-
5¢ bis H-1°“, die weiterhin iiber H-2¢ mit H,-3“ verbunden war, sowie H,-2, das eine peri-
Kopplung zu H-6° aufwies. Im HMBC-Spektrum (s. Abb. 19) konnte letzteres durch
entsprechende Korrelationen von H-2 zu C-1, C-4’a, C-5° und C-6° sowie von H-6° zu C-8°
zu einer oxgenierten Phenylessigsdure-Partialstruktur erweitert werden. Diese Daten deuten
darauf hin, dass es sich hier um ein Chroman-4-on-derivat handelt, was unter anderem durch

eine Korrelation von H,-3° zu C-5° im HMBC-Spektrum bestétigt wurde.

Mit Hilfe des Molekulargewichts und den formulierten Strukturelementen konnte iiber
eine Substruktur-Suche in der Databank ,,Antibase* die Verbindung als der bereits bekannte
Pilzinhaltstoff Aposphaerin A identifiziert werden. AnschlieBend wurden die NMR-Daten mit
den Literaturdaten (Krohn et al., 1996) verglichen. Obwohl die in DMSO gemessenen NMR-
Daten von den in der Literatur angegebenen leicht abwichen (siehe Tab. 6), da hier MeOH als
Losungsmittel verwendet wurde, konnte die Struktur eindeutig als Aposphaerin A identifiziert

werden.

Da in der Originalliteratur weder die absolute Konfiguration sowie die optische
Drehung fiir Aposphaerin A ermittelt wurden, zum anderen die Struktur der Verbindung
keinen Ansatz zur Bestimmung der absoluten Konfiguration mittels chemischer
Derivatisierung erfolgsverprechend erscheinen liel, wurde auf die Bestimmung des

Drehwerts verzichtet.

50



Ergebnisse

Tabelle 6. NMR-Daten von Aposphaerin A

Position 8'H (ppm), 8'H (ppm), | 6"C (ppm) | 8" *C (ppm) | COSY HMBC
Multiplizitit Multiplizitit| (MeOD, | (DMSO-ds, | (H—H) (H—-C)
(Jin Hz) (Jin Hz) 100 MHz)' | 125 MHz)
(MeOD, 400 MHz)' | (DMSO-d;,
500 MHz)
1 - - 176.3 172.7 - 2
2 3.92,d(16.7) 3.79, s 423 40.4 6 6°4a‘, 8a‘, 1,
3.98,d (16.7) 4
2ax 4.89, m 4.90, m 79.7 71.5 1, 1%, 2%, 4¢
3.3
3eq” 2.72,dd 2.59, dd 45.2 42.5 2, 2°, 1%, 5¢, 4¢
(16.7,4.0) (16.4,3.5)
3ax’ 2.79, dd 2.71,dd
(16.7, 10.5) (16.7,10.3)
4 - - 195.0 191.9 - 35,262
4a‘ - - 115.6 113.9 - 6,2
5¢ - - 130.3 128.3 - 35,652
6 6.60, s 6.59, s 110.8 109.7 2 2,4a‘,5¢ 8¢,
7,6
7 - - 153.8 151.8 - 6
7°-OCH; 3.96,s 3.82,s 57.0 56.1 - 7
8 - - 135.2 133.4 - 6
8a‘ - - 152.6 148.9 - -
1 5.77, tdd 5.67,dd 129.3 127.8 2, 3%, 34, 2°
(15.5,64,1.2) (15.6,6.2)
2¢ 5.94, dtd 5.86, m 136.5 134.1 3« 4, 3% 2¢ 1«
(15.5,7.1,0.7)
3« 2.12,dt 2.02,m 35.7 33.7 24 | 5%, 4% 1,2
4« 1.48, m 1.38, m 23.4 21.5 3%, 5 3, 2% 5¢
5¢ 0.96,t (7.4) 0.87,t(7.2) 14.2 13.4 4« 4, 3«
1-OH 11.90, s" 11.79,s - - - -
8‘-OH 8.58, s" 8.57,s - - - -
"Krohn et al., 1996 * in DMSO-dj
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Abb. 18. COSY-Spektrum von Aposphaerin A, gemessen in DMSO-d; (500 MHz)
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3.2 Inhaltsstoffe aus Penicillium chrysogenum (HN-B2)

Der Pilz Penicillium chrysogenum (Stamm HN-B2) wurde aus Blittern der Haselnuss
(Corylus avellana), die auf dem Campus der Heinrich-Heine Universitit Diisseldorf
gesammelt wurden, isoliert. Aus dem Ethylacetat-Extrakt (46.4 mg) wurden mittels semi-
préaparativer HPLC vier Verbindungen isoliert. Die Verbindungen Terrestrinsdure, Viridicatol,
Roquefortin C und Viridicatin konnten mittels spektroskopischer Methoden identifiziert
werden. Es handelt sich um bekannte Mykotoxine, die aus verschiedenen Penicillium-Arten
bereits beschrieben wurden (Cunningham und Freeman, 1953; Birkinshaw et al., 1963;

Ciegler und Hou, 1970; Jacobsen et al., 1978).

800 CF050420 #8 HN-B2 EtOAc UV_VIS_1
mAU WVL:235 nm|

600~

5-26,608

Peak 1. Terrestrinsdure (R = 16.6 min)
Peak 3. Viridicatol (R; = 23.0 min)
Peak 4. Roquefortin C (R; =23.6 min)
Peak 5. Viridicatin (R; = 26.6 min)

400

200

6 -30,636

Abb. 20. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Penicillium chrysogenum
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3.2.1. Terrestrinsidure

TERRESTRINSAURE

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge: 10.0 mg
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:

Retentionszeit HPLC:

farblose Kristalle

C11H1404

210 g/mol

+ 58.6° (¢, 0.10 in MeOH)
17.1 min (Standard-Gradient)

(R,E)-3-((S)-5-Ethyl-dihydrofuran-2(3H)-yliden)-5-methylfuran-
2,4(3H,5H)-dion
HN-B2E-P2

Penicillium chrysogenum (aus Corylus avellana)

HN-B2E-P2#445 RT: 1199 AV: 1 NL:548E7
T: +cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
o 2110
+
* [M+H]
9
8
8
7
7
6
8 6
< s
2 5
) 158.9
£ 4
3
o 4
35
3
2
2
(B) (2) 1
1 4209
1410 2738 4930
4036 5175
5749 6869
wl 1T O e IR s 09 1205 7846 8262 9235 9743
AL AL e e B S B e S e ]
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
U » -Spektl'llm HN-B2E-P2#439 RT: 1185 AV 1 NL: 2197
HN-B2E-P2#1751 RT:11.92 AV:1 NL:2.46E5 microAU T:-cESlsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
2274
1002 2740 1o _
] a [M+OH]
95 9
1 8
90 !
9 7!
85
1 7
807 [
e g o
§ 754 ]
£
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e '3 v
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Terrestrinsdure wurde als farblose Kristalle (10 mg) aus dem Ethylacetat-Extrakt von
Penicillium chrysogenum (Stamm HN-B2) gewonnen. Das UV-Spektrum der Substanz zeigte
Maxima bei 234 und 274 nm. Im ESI-MS wurde der Pseudomolekiilionenpeak bei positiver
Tonisierung bei m/z 211 [M+H]" detektiert, so dass sich das Molekulargewicht auf 210 g/mol
festlegen  lieB.  Interessanterweise =~ wurde  bei  negativer  lonisierung  ein
Pseudomolekiilionenpeak bei m/z 227 detektiert, der formal [M+OH] entspricht und auf die
Ringdffnung des sterisch gespannten Lactons unter Wasseranlagerung und Abstraktion eines

Protons zuriickzufiihren sein dirfte.

Das in deuteriertem Chloroform aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte insgesamt
zehn Signale im aliphatischen Bereich, zwei davon im Hochfeldbereich fiir zwei
Methylgruppen H3-6 (1.46 ppm) und H3-7 (1.06 ppm). Weiterhin erschienen sechs Protonen
dreier diastereotopen Methylengruppen (H»-3°, H,-4’ und H,-6") sowie zwei weitere Protonen
H-5 und H-5°, die durch ihre Nihe zu Sauerstoffsubstituenten eine Tieffeldverschiebung von

4.61 und 4.92 ppm aufwiesen (s. Tab. 7).

Das COSY-Spektrum (s. Abb. 22) zeigte durch entsprechende Kreuzsignale, dass die
beiden Methylgruppen zu zwei verschiedenen Spin-Systemen gehdrten (H-5/H3-6 bzw. Hs-
7‘/Hp-6°, H-5°, Hy-4°/H,-3°). Dies wurde durch entsprechende Korrelationen im HMBC-
Spektrum bestdtigt. Die weiterhin im HMBC-Spektrum beobachtete Korrelation zwischen H-
5° (4.92 ppm) und C-2° (186.2 ppm) belegte zudem die Anwesenheit einer Vinylether-
Substruktur, wahrend die Korrelationen zwischen H-5 (4.61 ppm) und H-6 (1.46 ppm) mit C-
4 (197.7 ppm) auf die Anwesenheit der -Keto-y-Lacton-Partialstruktur hindeuteten.

Die Struktur der Verbindung konnte durch Vergleich der NMR-spektroskopischen
Daten mit aus der Literatur (Birkinshaw und Raistrick, 1936; Jacobsen et al., 1978; Nukina,
1988) entnommenen Daten als Terrestrinsdure bestétigt werden. Der Wert flir die optische
Drehung betrug [o]p”” + 58.6° (¢, 0.10 in MeOH) und ist damit mit dem in der Literatur
(Nukina, 1988) angegebenen Wert von + 34° (¢, 0.80 in MeOH) vergleichbar, wodurch
geschlossen werden kann, dass die im Rahmen dieser Arbeit isolierte Verbindung diesselbe
absolute Konfiguration aufweist. Weiterhin lieB der Vergleich der ?C-NMR-Daten mit den
Werten aus der Literatur (s. Tab. 8) die Schlussfolgerung zu, dass es sich hier um einen E-Z-
Isomerengemisch handelte. Untersuchungen iiber die Isomerisierung der Furyliden-
Doppelbindung der Tetronsiuren zeigten, dass die '*C-chemische Verschiebung der beiden
Lactoncarbonylgruppe (C-2 und C-4) bei dem (Z)-Isomer etwa 3 ppm tieffeldverschoben ist
als bei dem (E)-Isomer (Jacobsen et al., 1977; Jacobsen et al., 1978; Arai et al., 1989). Dies
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konnte durch die Korrelationen im HMBC-Spektrum von H3-6 zu (Z)-C-4 bei 200.56 ppm
und (E)-C-4 197.74 festgestellt werden (siche Abb. 24).

Tabelle 7. 1H-NMR-Daten, COSY- und HMBC-Korrelationen von Terrestrinsaure

Position 3'H (ppm), 3'H (ppm), COSY HMBC
Multiplizitit (/ in Hz) | Multiplizitit (J in (H—H) (H—O)
(in CDCl;, 400 MHz)' Hz)
(in CDCl3, 500
MHz)
5 4.59, q (7.0) 4.61,1d (6.9, 13.9) 6 4,5,6
6 1.45,d (7.0) 1.46,d (7.0) 5 4,5,6
3’a 3.60, ddd (20.0, 9.6, 8.6) 3.59, m 3’b -
3’b 3.29, ddd (20.0, 9.6, 4.3) 3.27, m 3’a -
4’a 2.39, m 2.35, m 3’b 2,4
4’b 1.90, m 1.97, m 6’b, 7’ 3’
5 495, m 4,92, m - 7’
6’a 1.95, m 2.05, m - 4.5,7T
6’b 1.82, m 1.79, m 4b, 7’ 4.7
7’ 1.08,t(7.5) 1.06,t(7.3) 4’b ,6’b 45,7
"Nukina, 1988
Tabelle 8. *C-NMR-Daten von Terrestrinsiure
Position 8"C (ppm), 8" C (ppm),
Multiplizitiit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(CDCl;, 100 MHz)" (MeOD, 125 MHz)*
V4 E Z E
2 166.94 170.33 - -
3 94.28 94.77 - -
4 198.82 195.13 200.56 197.74
5 79.26 79.03 80.92 80.27
6 17.03 17.03 16.87 16.87
2’ 187.14 186.4 190.79 189.92
3’ 33.63 33.86 30.77 30.77
4’ 27.64 27.64 26.86 26.86
5’ 93.03 92.50 95.25 94.60
6’ 26.41 26.41 16.87 16.87
7’ 9.46 9.46 9.49 9.49

Jacobsen et al. 1978

*Werte aus dem HMBC-Spektrum entnommen
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Abb. 22. COSY-Spektrum von Terrestrinsiure, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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Abb. 25. Vergroflerung des HMBC-Spektrums von Terrestrinsiure, gemessen in MeOD
(500 MHz)
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3.2.2. Viridicatol

VIRIDICATOL

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

3-Hydroxy-4-(3-hydroxy-phenyl)-1H-chinolin-2-on
HN-B2E-P3

Penicillium chrysogenum (aus Corylus avellana)
8.4 mg

gelblich-orange, kristallin

Ci5H11NO;3

253 g/mol

23.0 min (Standard-Gradient)

HN-B2 EtOAC #6653 RT: 17.41 AV:1 NL:343E7

F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
2543

go [M+H]"

o
a

Relative Abundance
PO
& 3
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507.1
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3
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Viridicatol wurde aus dem EtOAc-Extrakt als gelbliche Kristalle (8.4 mg) isoliert. Das
UV-Spektrum zeigte Maxima bei 224, 284, 308, 318 und 330 nm. Mithilfe der ESI-
Massenspektrometrie konnte das Molekulargewicht der isolierten Substanz von 253 g/mol
ermittelt werden. Das in DMSO-ds aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte insgesamt 11
Signale. Wahrend der Singulett bei 12.20 ppm auf eine NH-Gruppe hindeutete, wurden die
anderen zwei Protonen im tiefen Feld, die Singuletts bei 9.53 und 9.13 ppm, als die
phenolischen Hydroxylfunktionen 3’-OH und 3-OH identifiziert. Acht aromatische Protonen
wurden trotz teilweiser Signaliiberlappung identifiziert und mit Hilfe von Referenzspektren
(Fremlin et al., 2009) zugeordnet (s. Tab. 9). Hierbei handelte es sich um zwei ABCD-
Spinsysteme, wobei H-6 bis H-9 zu einem Chinolinskelett gehorten und H-2°, H-4* bis H-6’
das Spinsystem des 1,3-disubstituierten Phenylringes bildeten. Diese Substanz wurde bereits
anhand der ESI-Massenspektren und UV-Spektren durch Vergleich mit der authentischen
Reinsubstanz ~ (Teuscher, 2005) identifiziert, weshalb auf die Aufnahme von
zweidimensionalen NMR-Spektren verzichtet wurde. Die zusitzliche Ubereinstimmung der
NMR-spektroskopischen Daten mit aus der Literatur entnommenen Werten (Fremlin ef al.,

2009) konnte die Identitdt dieser Substanz eindeutig als Viridicatol bestétigen.

Tabelle 9. NMR-Daten von Viridicatol

Position o'H (ppm), Multiplizitiit (J il} Hz) o'H (ppm), Multiplizitiit (/ in Hz)
(in DMSO-ds, 600 MHz) (in DMSO-ds, 500 MHz)
1 12.19, s 12.20, s
3 9.13, s 9.13,s
6 731, m 732, m
7 7.08, ddd (8.1, 6.0, 1.9) 7.08, ddd (8.1, 6.3, 2.2)
8 7.11, m 7.11 m
9 7.33, m 7.34, m
2’ 6.71, m 6.71, s
3 9.51,s 9.53,s
4 6.83, ddd (8.2,2.3, 1.1) 6.83, d (7.4)
5° 7.30,t (7.6) 7.30,t (7.6)
6' 6.72,m 6.73,s

'Fremlin et al., 2009
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Abb. 26. 1H-NMR-Spektrum von Viridicatol, gemessen in DMSO-d; (500 MHz)
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3.2.3. Viridicatin

VIRIDICATIN

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

3-Hydroxy-4-phenyl-1H-chinolin-2-on

HN-B2E-P5

Penicillium chrysogenum (aus Corylus avellana)

4.7 mg

weille Kristalle
CisHiNO;
237 g/mol

26.5 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

HN-B2 EtOAC #845 RT:22.15 AV:1 NL:347E7
F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
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Die Verbindung Viridicatin wurde ebenso wie Viridicatol mittels semi-praparativer
HPLC aus dem Ethylacetatextrakt von Penicillium chrysogenum (Stamm HN-B2) isoliert.
Anhand  ibereinstimmender  ESI-Massenspektren, ~ UV-Spektren  sowie  NMR-
spectroskopischen Daten (Teuscher, 2005; Diesel, 2009) konnte die Identitit der Verbindung
mit Viridicatin bestimmt werden. Das UV-Spektrum der Substanz wies charakteristische
Maxima bei 226, 240, 290, 318 und 330 nm auf. Mithilfe des ESI-MS-Spektrums lieB3 sich
das Molekulargewicht auf 237 Da festlegen, da bei positiver Ionisierung der Basispeak bei
m/z 238 [M+H]" dominierte, wohingegen das entsprechende Spektrum bei negativer
Ionisierung weniger aussagekréftig war und einen entsprechende Peak bei m/z 237 [M—H]
nur erahnen liess.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte neun aromatische Protonen mit einer chemischen
Verschiebung von 7.04 - 7.52 ppm, die sich auf zwei Spinsysteme verteilten, ndmlich, wie im
Falle des Viridicatols, ein ABCD-System fiir den Chinolinring sowie einen monosubsituierten
Phenylring. Daneben wurden zwei Protonen im Tieffeld bei 9.20 und bei 12.23 ppm
beobachtet, die einer OH-Gruppe bzw. einer NH-Gruppe zugeordnet wurden.

Auch hier wie bei Viridicatol bereiteten die Signaliiberlappungen Schwierigkeiten
hinsichtlich der Interpretation der Daten. Mit Hilfe von NMR-spectroskopischen Daten aus
der Literatur (Diesel, 2009; Kobayashi und Harayama, 2009) konnten die Signale zugeordnet
(Tab. 10) und die Identitit der Verbindung als Viridicatin bestéitigt werden. Da die
Verbindung bereits durch vorherige Untersuchungen im Arbeitskreis spektroskopisch
eingehend charakterisiert worden war, wurde auf die Aufnahme von weiteren NMR-Spektren

verzichtet.
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Tabelle 10. NMR-Daten von Viridicatin

Position o'H (ppm), Multiplizitiit (J n} Hz) o'H (ppm), Multiplizitiit (J in Hz)
(in DMSO-dg, 500 MHz) (in DMSO-dg, 500 MHz)
1 12.23, s 12.23, s
3 9.19, s 9.20, s
6 7.05 7.11-7.04, m*
7 7.32° 7.36-7.28, m®
8 7.42,t(7.4) 7.44,t(7.4)
9 7.50¢ 7.52,dd (7.6, 7.3)°
2’ 7.32° 7.36-7.28, m®
3’ 7.32° 7.36-7.28, m°
4 7.50¢ 7.52,dd (7.6, 7.3)°
5’ 7.05 7.11-7.04, m*
6' 7.32° 7.36-7.28, m®
'Diesel, 2009 b Signaliiberlappung
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Abb. 27. 1H-NMR-Spektrum von Viridicatin, gemessen in DMSO-d, (500 MHz)
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3.24. Roquefortin C

ROQUEFORTIN C

10b-(1,1-Dimethyl-allyl)-3-(3H-imidazol-4-ylmethylen)-
Systematischer Name: 2,3,6,10b,11,11a-hexahydro-5aH-pyrazino[1',2":1,5]pyrrolo[2,3-
b]indol-1,4-dion
Probencode: HN-B2E-P4
Quellorganismus: Penicillium chrysogenum (aus Corylus avellana)
Substanzmenge: 8.4 mg
Beschreibung: weille Kristalle
Summenformel: C2,H,3N,O,
Molekulargewicht: 389 g/mol
Drehwert [o]p™: —385.6° (¢, 0.5 in MeOH)
Retentionszeit HPLC: 23.5 min (Standard-Gradient)

HN-B2 EtOAC #753 RT:19.93 AV:1 NL:3.96E8

F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
390.2

100 [M+H]+

oz

(S
)
N /
>
2
hd >
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s s oo
5 52

39241

1399 1933 2576 3223 4059 5097 5715_5974 683.7
LN o e e s s s e B s
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Roquefortin C wurde aus dem Ethylacetat-Extrakt von Penicillium chrysogenum
(Stamm HN-B2) mittels semi-priparativer HPLC isoliert. Die gut in Chloroform 16slichen,
weillen Kristalle zeigten in threm UV-Spektrum Maxima bei 204, 240 und 306 nm, wobei die
UV-Absorption bei 242 nm als typisch fiir ein Indol-Chromophor berichtet wird (Musuku et
al., 1994). Der Drehwert der Verbindung wurde als [a]p®® = —385.6° (c, 0.5 in MeOH)
bestimmt. Mittels ESI-MS unter positivier Ionisierung, das ein protoniertes Pseudomolekiilion

bei m/z 390 aufwies, wurde das Molekulargewicht zu 389 g/mol bestimmt.

Das 'H-NMR-Spektrum dieser Substanz setzte sich unter anderem aus einem
Methinproton (5.64 ppm) und vier aromatischen Protonen des Indolkerns (6.61, 7.11, 6.78 und
7.19 ppm) sowie zwei breiten Singuletts fiir zwei NH-Gruppen (4.98 und 9.02 ppm) zusammen
(s. Tab. 11). Des Weiteren waren die vier Signale einer Dimethylallylfunktion - ein
olefinisches Proton bei 5.99 ppm (H-19), eine Methylengruppe bei 5.13 ppm (H,-20) und zwei
Methylgruppen bei 1.03 ppm (Hs3-21) und 1.15 ppm (H3-22) - zu erkennen. SchlieBlich
konnten ein Singulett fiir H-5a bei 5.64 ppm sowie eines der beiden aromatischen Protonen
des Imidazolringes bei 7.70 ppm (H-15) detektiert werden, wohingegen das zweite Signal fiir
H-17 offensichtlich vom Losungsmittelsignal (CDCls, 7.26 ppm) verdeckt wurde. Der aus der
Literatur entnommene Wert (Diesel, 2009) zeigte, das fiir H-17 in DMSO-d; eine chemische
Verschiebung von 7.24 ppm beoabachtet wurde.

Die im COSY-Spektrum (s. Abb. 29) beobachtete Korrelation zwischen H-11a und
H,-11 zeigte die Zugehorigkeit des Methinprotons H-11a zu einer CH,-CH-CO-Gruppe. Auch
das ABCD-Spinsystem des Indolkerns, sowie die Korrelation von H-19 zu H-20 lieen sich
im COSY-Spektrum nachweisen.

Die Struktur der Verbindung konnte durch Vergleich der UV-, NMR-
spektroskopischen Daten, sowie des Drehwertes mit aus der Literatur (Scott et al., 1976;

Musuku et al., 1994; Diesel, 2009) entnommenen Daten als Roquefortin C bestétigt werden.
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Tabelle 11. NMR-Daten von Roquefortin C

Position 3'H (ppm), 3'H (ppm), COSY
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz) (H—H)
(in CDCl;, 400 MHz)' (in CDCl;, 500 MHz)
5a 5.70, s 5.64,s -
7 6.58-7.30 6.61,d (7.8) -
8 6.58-7.30 7.11,1(7.6) 7,9
9 6.58-7.30 6.78,1(7.5) 8, 10
10 6.58-7.30 7.19,d (7.5), 9
11A 2.58, m 2.60, dd (12.4, 6.0) 11a
11B 2.47,t(11.9)
lla 4.12, dd 4.07,dd (11.3,5.9) 11A,11B
12 6.40, s 6.29, s -
15 7.73, s 7.70, s -
17 6.58-7.30 - -
19 6.07, m 5.99, dd (17.3, 10.8), 20
20 5.04, dd 5.13,dd (19.4, 14.1) 19
5.28,s
21 1.06, s 1.03, s -
22 1.17,s 1.15, s -
2-NH 10.22, s 9.02, s -
6-NH 5.10, s 498, s -
Scott et al., 1976 * Signal von CDCl;-Peak verdeckt
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Abb. 28. 1H-NMR-Spektrum von Roquefortin C, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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f1 fppm)

Abb. 29. COSY-Spektrum von Roquefortin C, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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3.3. Inhaltsstoffe aus Botryosphaeria rhodina (BT-3)

Der Pilz Botryosphaeria rhodina (Anamorph: Lasiodiplodia theobromae) wurde aus
dem Lebermoos Bazzania trilobata (Herkunft: Rheinbreitbach, Siebengebirge) isoliert. Nach
der Kultivierung auf fliissigem Medium wurden aus dem EtOAc-Extrakt (56.4 mg) mittels
semi-preparativer HPLC die zwei miteinander verwandten Benzofuran-Derivate Griseofulvin
und Dechlorgriseofulvin isoliert. Aus dem BuOH-Extrakt (219.7 mg) wurde mittels
Séulenchromatographie an Kieselgel das Peptid Cycloaspeptid A isoliert. Cycloaspeptid A,
Griseofulvin und Dechlorgriseofulvin konnten bereits anhand der UV-Spektren und ESI-
Massenspektren durch Vergleich mit den authentischen Reinsubstanzen eindeutig identifiziert

werden.

Dieser Stamm wurde auch in groerem MafBstab auf Reismedium kultiviert und
extrahiert. Aus diesem Verfahren wurde 45.6 g EtOAC-Extrakt, 19.4 g MeOH-Extrakt und,
da bei dieser Art der Kultivierung auffallende Exkrettropfen auf den Mycelien beobachtet
wurden, die sich leicht mit einer Pipette ,.ernten” liessen, insgesamt 1.0 g Exsudate
gewonnen. Mit Hilfe der UV/Vis-Spektrenbibliothek konnte festgestellt werden, dass der
EtOAC- und MeOH-Extrakt als Haupkomponenten ebenfalls Cycloaspeptid A, Griseofulvin
und Dechlorgriseofulvin enthielt. Aus den Exsudaten wurde mittels Sdulenchromatographie
tiber Sephadex LH-20 die Hauptkomponente des Extraktes isoliert und mit Hilfe

spektroskopischer Methoden als Sclerotigenin identifiziert.

1.800—

CF050616 #6 BT-3 EtOAc UvV_Vis_1
mAU WVL:235 nm|

1
4 -26,851

Peak 2. Dechlorgriseofulvin (R =21.2 min)
Peak 3. Griseofulvin (R¢ = 22.9 min)

1.000

3-22,878

500

=20.5%5 21,215

Abb. 30. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Botryosphaeria

rhodina
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250_CF050616 #7 BT-3 BuOH Uv_ViIs_1
mAU WVL:235 nm|

200+

Peak 2. Cycloaspeptid A (R;=28.4 min)

2-28,391

150

1-26,860

100
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) 3-47,804

20—
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Abb. 31. HPLC-Chromatogramm des BuOH-Extraktes von Botryosphaeria

rhodina
200 ﬁ‘ioljsmﬂ #8 BT-3 Exsudate T vis
150] 2 Peak 2. Sclerotigenin (R; = 19.8 min)
o]

50—

4 -48,108

min|
20— —— — oM
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Abb. 32. HPLC-Chromatogramm des Exsudat-Extraktes von Botryosphaeria rhodina
auf Reismedium
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3.3.1. Griseofulvin

GRISEOFULVIN

Systematischer
Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

7- Chloro-4,6-dimethoxy coumaran-3-on-2-spiro-1'- (2'-methoxy-6'-

methylcyclohex-2'-en-3"-on)

BT-3E-P3

Botryosphaeria rhodina (aus Bazzania trilobata)
0.49 mg

weilles Pulver

C,,H,,CIO(

352 g/mol

+348° (¢, 0.01 in CHCl3)

25.0 min (Standard-Gradient)

BT-3E #887 RT:25.13 AV:1 NL:4.94E8

T: +cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
353.1

[M+H]"
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*Im negativen Modus konnte keine Ionisation erzielt werden
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Griseofulvin wurde mittels semi-praparativer HPLC aus dem EtOAc-Extrakt von
Botryosphaeria rhodina Stamm BT-3 als weilles Pulver (0.49 mg) isoliert. Die Struktur dieser
Verbindung wurde durch Abgleich des aufgezeichneten UV-Spektrums mit der internen
UV/Vis-Spektrenbibliothek und anhand der ESI-Massenspektren identifiziert. Das UV-
Spektrum zeigte Maxima bei 238, 294 und 326 nm. Das (+)-ESI-Spektrum zeigte einen
Molekiilionenpeak bei m/z 353 [M+H]', so dass sich ein Molekulargewicht von 352 Dalton
ableiten liess. Ferner wies das typische Verhiltnis von 3:1 fiir die beiden Peaks bei m/z 353

und m/z 355 auf das Vorhandensein eines Chloratoms im Molekiil hin.

Das in deuteriertem Chloroform aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte die
Anwesenheit einer Methylgruppe (6’-CH3) und dreier aliphatischer Protonen (H-5’a, H-6 und
H-5’b). Drei Signale entsprechend den drei Methoxygruppen wurden zwischen 3.61 und 4.03
ppm ebenfalls beobachtet. Zusdtzlich wurde im Tieffeldbereich ein olefinisches (H-3) und
ein aromatisches Proton (H-5) identifiziert. Die ermittelten 'H-NMR-Daten (s. Tab. 12)
stimmten mit denen des in der Literatur beschriebenen Griseofulvins iiberein und konnten

entsprechend zugeordnet werden (Rennest et al., 2010).

Zur Absicherung der absoluten Konfiguration der Verbindung wurde der Drehwert
bestimmt. Die experimentell ermittelte optische Drehung [a]p®® + 348° (c, 0.01 in CHC;)
stimmte mit dem in der Literatur angegebenen Drehwert [o]p>' + 337° (c, 1.00 in Aceton)

iiberein (Grove et al., 1952).

Tabelle 12. NMR-Daten von Griseofulvin

Position 5'H (ppm), 5'H (ppm),
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(in DMSO-ds, 300 MHz) (in CDCl3, 500 MHz)
4-OCHj; 3.94, s 3.98,s
5 6.50, s 6.13,s
6- OCH; 4.05, s 4.03, s
2’- OCH3 3.62,s 3.62,s
3 5.60, s 5.54,s
5’a 2.67,dd (16.6, 13.3) 3.03,dd (16.6, 13.4)
5’b 2.35,dd (16.6, 4.8) 2.43,dd (16.7,4.7)
6’ 2.80, ddq (13.3, 6.6, 4.8) 2.85, m
6’-CH3 0.80, dd (6.6) 0.96,d (6.7)

"Ronnest et al., 2010

74




Ergebnisse

—&13

EL 2988 499§ TI9 5%
| W | s B [ N
4-0CH,
6-OCH,
\ fimm—lg
6-CHy
H-5 Hay
H-5b H-5'
H-6'
N } JJL_ LW e WL
P BotoowT o {
?Ij ?!ﬂ Gf! Giﬂ !:! -II_! ﬂ{‘é&nj EX Y s.lo 15 I.Iﬂ

1
[

Abb. 33. "H-NMR-Spektrum von Griseofulvin, gemessen in CDCl; (500 MHz)

75




Ergebnisse

3.3.2. Dechlorgriseofulvin

DECHLORGRISEOFULVIN

Systematischer
Name:
Probencode: BT-3E-P2
Quellorganismus:
Substanzmenge: 1.05 mg
weilles Pulver
C,7H 506

318 g/mol

Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

4,6-Dimethoxycoumaran-3-on-2-spiro-1'- (2-methoxy-6'-
methylcyclohex-2'-en-4'-on)

Botryosphaeria rhodina (aus Bazzania trilobata)

+398° (¢, 0.10 in CHCl3)
23.5 min (Standard-Gradient)

BT-3E #803 RT:22.98 AV:1 NL:7.51E8

T: +cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
319.0
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*Im negativen Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.
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Mit den bei Griseofulvin beschrieben Methoden (siehe 3.3.1) wurde neben dieser
Verbindung noch Dechlorgriseofulvin erhalten, und dieses ebenfalls bereits anhand UV-
Spektrum und HPLC-Retentionszeit sowie ESI-Massenspektrum identifiziert. Das UV-
Spektrum zeigte Maxima bei 236, 254 und 290 nm. Das ESI-Spektrum zeigte bei positiver
Tonisierung einen Pseudomolekiilionenpeak bei m/z 319 ((M+H]") sowie die Abwesenheit des
bei Griseofulvin beobachteten Chlor-spezifischen Ionenclusters an, woraus sich die
Summenformel C;7H;50¢ ableiten liess. Die deutete auf denErsatz eines Chloratoms durch ein
Proton im Vergleich zu Griseofulvin hin. Die 'H-NMR-Daten bestitigten diesen Verlust (s.
Tab. 13). Das 'H-NMR-Spektrum zeigte dementsprechend ein zusitzliches Signal als das 'H-
NMR-Spektrum fiir Griseofulvin. Es handelte sich hierbei um das aromatisches Proton H-7
(6.04 ppm, d, J = 1.7 Hz), das eine meta-Kopplung mit dem anderen aromatischen Proton H-5
(6.23 ppm, d, J = 1.7 Hz) aufwies. Insgesamt ergab ein Vergleich mit Literaturdaten eine gute
Ubereinstimmung der NMR-Spektren mit denen des Dechlorgriseofulvins, und die
Ubereinstimmung des Drehwertes von [a]p™ + 398.0 (c, 0.10 in CHCls) mit dem Wert aus der
Literatur machte deutlich, dass es sich auch um identische Stereoisomere handeln musste

(MacMillan, 1953; Park et al., 2005).

Tabelle 13. NMR-Daten von Dechlorgriseofulvin

Position 5'H (ppm), 5'H (ppm),
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(in CDCl;, 500 MHz)' (in CDCl3, 500 MHz)
4-OCHj; 3.63,s 391,s
5 6.24,d (1.8) 6.23,d (1.7)
6- OCH; 3.90, s 3.90, s
7 6.05,d (1.7) 6.04,d (1.7)
2’- OCH3 391,s 3.62,s
3 5.55, s 5.54, s
5’a 3.05,dd (16.8, 13.4) 3.06, dd (16.6, 13.6)
5’b 2.41,dd (16.8,4.7) 2.40,dd (16.7,4.7)
6’ 2.75, m 275, m
6’-CH; 0.97, dd (6.7) 0.96, d (6.7)

"Park et al., 2005
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Abb. 34. 1H-NMR-Spektrum von Dechlorgriseofulvin, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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3.3.3. Cycloaspeptid A

CYCLOASPEPTID A

Systematischer
Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [a]Dzo:
Retentionszeit HPLC:

13-Benzyl-7-(4-hydroxy-benzyl)-10-isobutyl-8,14,16-trimethyl-
7,8,10,11,13,14,16,17-octahydro-5H-5,8,11,14,17-pentaaza-
benzocyclohexadecen-6,9,12,15,18-pentaon

BT-3B-C13

Botryosphaeria rhodina (aus Bazzania trilobata)

1.5 mg

weilles Pulver

C36Ha3N50

641 g/mol

—213.0° (¢, 0.10 in CHCls)

29.0 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

BT-3B #1091 RT:28.48 AV:1 NL:3.28E8
T: +cESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Cycloaspeptid A wurde durch Abgleich des aufgezeichneten UV-Spektrums mit der
internen UV/Vis-Spektrenbibliothek und anhand der ESI-Massenspektren identifiziert. Das
Molekulargewicht lie8 sich mit Hilfe des ESI-MS-Spektrums auf 641 g/mol festlegen, da bei
positiver Tonisierung der Basispeak bei m/z 642 ([M+H]") und bei negativer Ionisierung bei
m/z 640 ([M-H] ) detektiert wurde. Das UV-Spektrum zeigte iibereinstimmende Maxima bei
226, 258, 288 und 306 nm (Kobayashi ef al., 1987).

Aus dem '"H-NMR-Spektrum konnte auf einige strukturelle Elemente geschlossen
werden, die auf die Bausteine dieses cyclischen Pentapeptids hinwies (s. Tab. 14). Vier
Signale mit chemischen Verschiebungen zwischen 3.79 und 5.20 ppm konnten mit Hilfe der
Literaturdaten als die o-Protonen der Aminosduren Alanin (Ala), Leucin (Leu), N-
Methylphenylalanin (Phe) und N-Methyltyrosin (Tyr) zugeordnet werden. Des Weiteren
wurden in Tieffeldbereich ein Singulett bei 12.02 ppm fiir das amidische Proton und ein
Dublett bei 8.91 ppm (J =8.8 Hz) fiir das aromatische Proton H-7 der Anthranilsdure (ABA)
identifiziert. Weiterhin wurden zwischen 6.73 und 7.50 ppm Signale fiir zwei amidischen
Protonen sowie fiir drei aromatische Systeme, eine Phenylgruppe (Phe), einen para-
substituierten Phenylrest (Tyr) und einen ortho-substituierten Phenylring (ABA) beobachtet.
Ferner zeigte das '"H-NMR-Spektrum Signalen zwischen 1.35 und 3.52 ppm fiir insgesamt
sieben aliphatische Protonen, zwei Singuletts bei 2.72 und 2.87 ppm fiir die N-
Methylgruppen, zwei iiberlappenden Signalen fiir zwei aliphatische Methylgruppen bei 1.00
ppm sowie ein Dublett fiir eine Methylgruppe bei 0.41 ppm.

Die '"H-NMR-Daten sowie die Bestimmung der optischen Drehung der Substanz von
[a]p®® -213.0 (c, 0.10 in CHCl3) zeigten ebenfalls Ubereinstimmung mit dem in der Literatur
angegebenen Werte (Kobayashi et al., 1987). Dies wies darauf hin, dass die im Rahmen
dieser Arbeit isolierte Verbindung auch hinsichtlich der absoluten Konfiguration mit

Cycloaspeptid A identisch war.
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Tabelle 14. NMR-Daten von Cycloaspeptid A

Position 3'H (ppm), 3'H (ppm),
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(in CDCl;, 400 MHz)' (in CDCl;, 500 MHz)
ABA

4 7.43,dd (8.4, 2.0) 7.44-7.50, m°

5 7.48, ddd (8.5, 8.0, 2.0) 7.44-7.50, m°

6 6.96, br dd (8.4, 8.0) 7.00, d (7.9)

7 8.86, dd (8.5, 1.7) 8.91, d (8.8)
-NH 12.02, s 12.02
Ala

2 4.41,qd (7.8, 6.6) 4.40, p (6.6)

3 0.41, d (6.6) 0.40, d (6.6)
-NH 7.03, d (7.8) 6.73, d (7.3)
Phe

2 5.21,dd (12.0, 2.9) 5.20, dd (11.8, 3.0)
3A 3.50, dd (14.7, 2.9) 3.45-3.52, m°
3B 2.98, dd (14.7, 12.0) 2.96, dd (14.3, 12.5)

4 - -

5/9 7.17, br d (8.0) 7.17,d (7.6)
6/8 7.32,t 7.32,t(7.7)
7 7.23,t 722, m
-NCHj3; 2.89,s 2.87,s
Leu

2 4.72, ddd (8.5, 8.5, 5.5) 4.72,td (8.2, 8.2, 5.9)
3A 1.88, ddd (13.0, 8.5, 5.5) 1.86, m
3B 1.38, ddd (13.0, 8.0, 5.5) 1.35, m

4 1.72, m 1.67, m

5 1.00, d (6.6)° 1.00, t (6.3)°

6 1.01, d (6.6)° 1.00, t (6.3)°
-NH 7.38, d (8.5) 7.44-7.50, m°
Tyr

2 3.78,dd (11.3, 4.3) 3.79,dd (11.1, 3.2)
3A 3.48, dd (14.0, 4.3) 3.45-3.52, m°
3B 3.37,dd (14.0, 11.3) 3.37,dd (14.2, 11.3)
5/9 7.00, d (8.3) 7.03, d (8.2)
6/8 6.79, d (8.3) 6.79, d (8.2)
-OH 6.03, s -
-NCHj 2.69, s 2.72,s
"'Kobayashi e al., 1987 *Signale austauschbar P<dGignaliiberlappung
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3.34. Sclerotigenin

SCLEROTIGENIN

Systematischer Name:

6,7-Dihydro-chinazolin[3,2-a][1,4]benzodiazepin-5,13-dion

Probencode: BT-3RLS-Ex-DS8
Quellorganismus: Botryosphaeria rhodina (aus Bazzania trilobata)
Substanzmenge: 291 mg
Beschreibung: weilles Pulver
Summenformel: C,H,,N;0,
Molekulargewicht: 277 g/mol
Retentionszeit HPLC: 20.2 min (Standard-Gradient)
ESI-MS (+)
BT-3RLSEXDS8#588 RT: 1591 A1 NL:4.15E8
T: +cESlsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
[M+H]"
12
1 i3l ?
16 x 2791
14 ! 5548 5769
15 1049 1963 2334) ZEE;T;H. 4306 4504 5171 557’7392 28 69 7540 81 1¢ﬁ7 8909 9419 9760
ESI-MS (-
UV-Spektrum BT-3RLSExDS8#587 RT: 158(8 A\?1 NL: 6.78E4
BT-3RLSEXDS8#2359 RT: 1582 AV 1 NL: 5205 microA T.-cESlsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
2300 1 o
, [M-H]
é g 1130
1‘ - 58 426, 14551 4998
P P R Il ‘ “‘ ‘ ‘ H|
waelength (nm) 1‘00 Z‘CO 34‘)0 4&0 500
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Sclerotigenin wurde aus dem Ethylacetatextrakt von dem auf Reismedium kultivierten
Botryosphaeria rhodina Stamm BT-3 mittels praparativer HPLC isoliert. Die Struktur dieser
aus einem Benzodiazepin und einem Chinazolinon bestehenden Substanz konnte mit Hilfe
von 'H-NMR-Spektroskopie sowie dem COSY und dem HMBC-Spektrum, einer
Datenbankrecherche im ,Dictionary of Natural Products® sowie dem Vergleich der
spektroskopischen Daten mit aus der Literatur entnommenen Werten aufgekldrt werden. Das
Molekulargewicht von 277 g/mol wurde anhand der Pseudomolekiilionenpeaks in den ESI-
MS-Spektren bei positiver bzw. bei negativer lonisierung bestimmt. Das UV-Spektrum zeigte

iibereinstimmende Maxima bei 230, 270, 280 und 310 nm.

Im '"H-NMR-Spektrum konnten zunéchst zehn Protonen detektiert werden, acht davon
bei einer chemischen Verschiebung zwischen 8.28 und 7.59 ppm, die somit Teil von
aromatischen Systemen sein mussten (s. Tab 15.). Anhand ihrer Kopplungskonstanten und der
Korrelationen im COSY-Spektrum konnten, trotz teilweiser Signaliiberlappung, zwei 1,2-
disubstituierte Benzolring-Spin-Systeme identifiziert werden. Die Protonen H-4, 5, 6 und 7
konnten einem gemeinsamen ABCD-System eines 1,2-disubstituierten Benzolrings
zugeordnet werden, der zu einem kondensierten Benzodiazepingeriist gehorte. Die Protonen
H-12, 13, 14 und 15 gehorten einem weiteren ABCD-Spin-Systems eines 1,2-disubstituierten
Benzolrings an, der seinerseits ein Teil eines Chinazolingeriists war. Weiterhin wurden die zu
einer Methylenfunktion gehdrende Protonen H>-19 (4.30 und 4.16 ppm) detektiert. Da ein
protisches Losungsmittel (MeOD) benutzt wurde, war das Signal der NH-Gruppe aufgrund

des Austausches gegen Deuterium nicht detektierbar.

Die Analyse des HMBC-Spektrums zeigte unter anderen die Korrelationen zwischen
dem aromatischen Proton H-4 (7.90 ppm) sowie der Methylengruppe H,-19 (4.30 und 4.16
ppm) mit dem Carbonylkohlenstoff C-2 (170.4 ppm). Die Methylengruppe H,-19 korrelierte
ebenso mit dem sp’-Kohlenstoff C-18 (156.3 ppm) der Chinazolin-Substruktur. Das
aromatische Proton H-12 (8.28 ppm) zeigte eine Korrelation zu der Carbonylgruppe C-10
(163.6 ppm), was auf die Verkniipfung von C-10 mit diesem aromatischen Ring an der

Position C-11 (122.6 ppm) hindeutete.

Die Ubereinstimmung simtlicher erhaltener experimenteller Daten mit den
Literaturangaben (Joshi ef al., 1999) fiihrte zur Identifizierung dieser Verbindung als

Sclerotigenin.
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Tabelle 15. NMR-Daten von Sclerotigenin

Position| &'H (ppm), | &'H (ppm), | 8"C (ppm), | 8" C (ppm), | COSY | HMBC
Multiplizitit | Multiplizitit | Multiplizitit | Multiplizitit |(H—H)| (H-C)
(J in Hz) (J in Hz) (/ in Hz) (/ in Hz)
(in CDCls3, (in MeOD, | (in CDCl;3, 75 | (in MeOD,
600 MHz)" 500 MHz) MHz)' 125 MHz)’
1 7.19, br t (6.0) - - - - -
2 - - 168.2 170.4 - -
3 - - 129.8 129.6 - -
4 1795 brd(7.8)] 7.90,m" 130.3 - 5 2,6, 8
5 7.53, m 7.59, m* 129.1 - 4,6 3
6 7.62, m" 7.68, m* 131.4 132.6 5 -
7 7.61, m" 7.68, m* 128.1 - - -
8 - - 133.7 135.2 - -
10 - - 161.3 163.6 - -
11 - - 121.5 122.6 - -
12 8.29,dd (8.0, | 8.28,dd (7.9, 127.6 128.3 13 | 10, 12,
1.4) 1.4) 14, 16
13 7.52, m 7.63, m° 127.8 - 12,14 | 11,12
14 |7.78,ddd (8.1,| 7.87,m° 135.1 136.3 13,15 | 12,16
8.1,1.4)
15 |7.66,brd(8.1)| 7.73,d (8.0) 127.3 - 14 11
16 - - 146.2 147.8 - -
18 - - 153.6 156.3 - -
19a | 4.29,dd (15.0, | 4.30,d(15.1) 47.0 - 190 | 2,18
5.7)
19b | 4.21,dd (15.0, | 4.16,d (15.1) 19a
6.9)

'Joshi et al., 1999

85

?Werte aus dem HMBC entnommen *>“Signaliiberlappung




Ergebnisse

BANN BEEE RRRAAAGIEIGAUIAS 89 3%
SR AT | e N Te
EERRERRLEGY SRERERE QdaRA
LR ] TToRE R 77T

13

H-12

14

H-12/H-13

e 8.1
@; a2
a3
B4
T T T T T T T T T T T T 1
a4 a3 a2 a1 L] 78 78 7 .8 5 74 3 72

F1 fppm)
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34. Inhaltsstoffe aus Neurospora discreta (NE-8)

Der Pilz Neurospora discreta, der aus der nigerianischen Bonko-Frucht (Morinda
lucida) stammt, wurde in kleinerem Malstab (300 ml) auf fliissigem Medium kultiviert. Aus
dem EtOAc-Extrakt (91.2 mg) wurde mittels Sdulenchromatographie iiber Sephadex LH-20
der Hauptmetabolit des Extraktes isoliert. Der Substanz wurde mit Hilfe spektroskopischer
Methoden als Kojisdure identifiziert. Diese bekannte Verbindung wurde bereits mehrfach aus
verschiedenen Pilzen beschrieben, darunter Aspergillus spp., Penicillium spp. und

Lecytophora sp. (Yabuta, 1916; Parrish et al., 1966; Diesel, 2009).

700.CF050330 #3 NE-8 EtOAC UV_Vis_1
ImAU WVL:235 nm|

Peak 2. Kojisdure (R; = 2.6 min)

~
©
o
o~

400

3-16,392

2004 |

Abb. 39. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Neurospora discreta
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34.1. Kojisdure

KOJISAURE

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

5-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)-4H-pyran-4-on
NE-8E-S2

Neurospora discreta (aus Morinda lucida)
39.0 mg

braunlich, dickfliissig

CeHsO4

142 g/mol

2.4 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

NE-8E-S2#161 RT:3.34 AV:1 NL:9.01E7
F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]

143.1
100

go [M+H]"

Relative Abundance
a
8

1443

lo67 2267 5o, ags 4169 408 "
AL e e s
LNH W OO O Y i

00

100 200 300 el 500

7843 846.2 8820 9794

LI e e |
900 1000

miz

UV-Spektrum

NE-BE-S2#474 RT:3.41 AV:1 NL:876E5 microAU

2160
100

95
90
85
80
75
2700
70
65
60

55

Relative Absorbance

50

45

40

35
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15

ESI-MS (-)

NE-8E-S2 #167 RT:346 AV:1 NL:271E7
F: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
2929

100

45 4886

Relative Abundance
a
8

5864
20 1772

684.4
1131 4128

L B s s s s s e B ey
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

wavelength (nm)

3400 3480 3660 3840 3980 209.0 3149 7823
AP0 8L _SBL 380 S [7m1 | wss hﬂw oo |oms  fres Japss o
i N vt ([ W TR PR U0 WU &
r— ¢ A A v o s PR e sy suanmnen ]
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miz

o778

*Im negativen Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.
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Kojisdure wurde aus dem EtOAc-Extrakt von Neurospora discreta Stamm NE-§ als
braunliche, dickfliissige Substanz (39.0 mg) gewonnen, was auf Unreinheiten der Substanz
zuriickzufiihren ist. Das UV-Spektrum dieser Verbindung zeigte Maxima bei 216, 270 nm.

Durch ESI-Massenspektrometrie wurde die Molmasse zu 142 g/mol bestimmt.

Das in MeOD aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte die Signale von einer
Methylengruppe H,-7 (4.41 ppm) und zwei Methingruppen H-3 und H-6 (6.50 und 7.96 ppm)
(s. Tab. 16). Aufgrund der Verwendung des protischen Losungsmittels wurden die
austauschbaren Protonen nicht detektiert. Mithilfe des HMBC-Spektrums (s. Abb. 40)
konnten die chemischen Verschiebungen aller Kohlenstoffatome abgeleitet werden. Neben
den Direktkorrelationen der Methylengruppe C-7 (56.3 ppm) und der beiden Methingruppen
C-3 und C-6 (106.0 und 136.4 ppm) waren im HMBC-Spektrum noch drei quartire
Kohlenstoffatome bei 142.7 (C-5, Korrelationen zu H-3 und H-6), 166.0 (C-2, Korrelationen
zu H-3, H-6 und H,-7) und 172.5 ppm (C-4, Korrelationen zu H-3 und H-6) zu erkennen. Eine
Datenbanksuche (Antibase, 2003) gefolgt von einem Vergleich mit den Literaturdaten
(Aldrich, 1992) bestitigte, dass es sich bei der Hauptkomponente dieses Extraktes um

Kojisdure handelte.

Tabelle 16. NMR-Daten von Kojisidure

Position|  3'H (ppm), 8'H(ppm), | 8°C(ppm), | &°C(ppm), | HMBC
Multiplizitit (J | Multiplizitit (J | Multiplizitit (J | Multiplizitit (J/ | (H—C)
in Hz) in Hz) in Hz) in Hz)
(in CDCl3, 300 | (in MeOD, 500 | (in DMSO, 75 | (in MeOD, 125
MHz)' MHz) MHz)' MHz)
2 - - 167.9 166.0 -
3 6.3 6.50, s 109.7 106.0 2,3,4,5,
7
4 - - 173.8 172.5 -
5 - - 145.6 142.7 -
5-OH 9.0 - - - -
6 8.0 7.96, s 139.1 136.4 2,3,4,5,
6,7
7 4.3 4.41,d(0.6) 59.4 56.5 2,3,7
7-OH 5.7 - - - -

" Aldrich, 1992

*Werte aus dem HMBC-Spektrum entnommen
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Abb. 40. HMBC-Spektrum von Kojisiure, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.5. Inhaltsstoffe aus Fusarium incarnatum (MGC-1.3)

Der Pilz Fusarium incarnatum Stamm MGC-1.3 wurde aus dem Blatt der
chinesischen Mangrovepflanze Hertiera littoralis isoliert und in kleinerem Malstab auf
Wickerham-Fliissigmedium kultiviert und extrahiert. Aus diesem Verfahren wurde 100.4 mg
EtOAC-Extrakt und 300.2 mg MeOH-Extrakt erhalten. Aus dem EtOAc-Extrakt wurden
mittels semi-praparativer HPLC die Toxine Fusapyron und Desoxyfusapyron gewonnen. Der
MeOH-Extrakt wurde mit Hexan extrahiert. Aus dieser apolaren Fraktion (90.7 mg) des
MeOH-Extraktes wurde mittels Kieselgel-Sdulenchromatographie das Mykotoxin Equisetin

isoliert.
70070F0601 11 #6 MGC-1.3E EtOAc Uv_vis_1
mAU WVL:235 nm|

1-32,443

Peak 1. Fusapyron (R; = 32.4 min)
Peak 2. Desoxyfusapyron (R; = 35.3 min)

400+

2-35,348
3-37,138

200

4-47,564

Abb. 41. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Fusarium incarnatum

F060123 # MGC-1 3MHx C18-19
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4004 1-34,509
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Abb. 42. HPLC-Chromatogramm der Hx-Fraktion des MeOH-Extraktes von Fusarium
incarnatum
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3.5.1. Fusapyron

FUSAPYRON

3-(Tetrahydro-3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-2H-pyran-2-yl)-
4-hydroxy-6-((4E,6E)-3,9-dihydroxy-2,6-dimethyl-8-((2)-2,4-

Systematischer Name:

dimethyldec-1-enyl)nona-4,6-dien-2-yl)-2H-pyran-2-on

Probencode: MGC-1.3EE-PA
Quellorganismus:

Substanzmenge: 6.8 mg
Beschreibung: gelbliches Pulver
Summenformel: C34H5409

Molekulargewicht: 606 g/mol
Drehwert [a]Dzo:

Retentionszeit HPLC:

- 15.3° (¢, 0.25 in CHClIs)
32.4 min (Standard-Gradient)

Fusarium incarnatum (aus Heritiera littoralis)

ESI-MS (+)

clecia201 #991 RT:27.38 AV:1 NL:5.73E7
T: + cESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]

Relative Abundance
@
2
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|
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5032
159.9 19f1 l \
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Jiugoy bbbt
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589.2
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m I
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UV-Spektrum
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Relative Absorbance

ESI-MS (-)

clecia201 #989 RT:27.32 AV:1 NL:1.89E7
T: - ¢ ESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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Die Substanz wurde mittels semi-praparativer HPLC aus dem Ethylacetatextrakt von
Fusarium incarnatum isoliert. Durch Abgleich des aufgezeichneten UV-Spektrums mit der
internen UV/Vis-Spektrenbibliothek wurde sie als Fusapyron identifiziert. Das UV-Spektrum
zeigte charakteristische Maxima bei 244 und 292 nm. Mit Hilfe der ESI-Massenspektroskopie
konnte das Molekulargewicht von 606 g/mol bestimmt werden. Zur Bestitigung der Struktur
wurden das 'H-NMR- sowie das COSY-Spektrum herangezogen und die NMR-Daten mit den
aus der Literatur entnommenen Werten verglichen (Evidente, et al.1994; Hiramatsu et al.,
2006).

Das in DMSO-ds gemessene 'H-NMR-Spektrum zeigte die Anwesenheit von sechs
Methylgruppen (0.81, 0.85, 0.94, 1.04, 1.60 und 1.68 ppm). Noch im aliphatischen Bereich
wurde eine Anzahl von Protonsignalen (H-22 bis H-28) detektiert, die auf eine lange
Seitenkette hindeuteten. Mit Hilfe des COSY-Spektrums konnte die Position dieser Protonen
in der Seitenkette bestétigt werden, hierfiir waren die Korrelationen von H,-28 zu H3-29, Hj-
35 zu H-23, H3-34 zu H-20, H,-22 zu H-23, sowie H3-32 zu H-18 von Bedeutung. Die
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten der Protonen H-15 (5.50 ppm), H-16
(6.14 ppm), H-18 (5.27 ppm) und H-20 (5.03 ppm) wiesen auf mehrere
Doppelbindungssysteme hin. Die aus dem COSY-Spektrum entnommenen Korrelationen von
H-15 zu H-14 und H-16 sowie von H-18 zu H-19 und H-20 bestétigten die Anordnung des
Doppelbindungssystems und die weitere Abfolge der Seitenkette. Weiterhin deuteten die
Tieffeldverschiebungen der Protonen H-7 (4.15 ppm), H-8 (3.86 ppm), H-9 (3.38 ppm) und
H-11 (3.34 ppm) auf ihre Ndhe zu Sauerstoffsubstituenten hin. Aus dem COSY-Spektrum war
zu entnehmen, dass diese Protonen zum Spin-System einer C-glykosylisch gebundenen 4-
Desoxyhexose gehorten. Die Ubereinstimmung der spektroskopischen Daten mit den in der
Literatur beschriebenen Daten fiihrte zur Bestéitigung der Substanz als Fusapyron (Evidente,
et al.1994; Hiramatsu et al., 20006).

Fusapyron wurde zunichst als a-Pyron beschrieben (Evidente et al., 1994), ihre
Struktur spéter (Hiramatsu et al., 2006) zu y-Pyron revidiert, als mit Neofusapyron ein
weiteres Derivat isoliert wurde, das von der Struktur her dem urspriinglichen Fusapyron

entsprach, das aber deutlich andere 'H- und *C-NMR-Daten aufwies.
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Tabelle 17. NMR-Daten von Fusapyron und Neofusapyron

8'H (ppm),

Neofusapyron 1
. 8'H (ppm), Multiplizitit (J in Multiilgigf zll)i,n Hz) | COSY
Position | Multiplizitit (J in . Hz) (in DMSO-dg, 500 (H—H)
. Hz) ) (in MeOD5 500 MHz)
(in MeOD., 400) MHz)
5 6.07, s 5.82,s 5.38, s -
7 4.48,d (9.7) 4.50, d (9.3) 4.15,d (9.8) 8
8 4.12,t(9.7) 4.12,dd (9.5, 9.3) 3.86,t(9.1) 7,9, 11
9 3.59-3.68, m"* 3.65, m 3.38, m 8, 10B
10A 1.85-1.94, m 1.90, m 1.90, m 12
10B 1.59-1.61, m° 1.70, m 1.71, m 9
11 3.59-3.68, m* 3.51, m 3.34, m 8
12 3.59-3.68, m"* 3.65, m 3.30, m 10A
14 4.37,d(7.2) 4.37,d(7.2) 4.18,d (6.3) 15
15 5.58,dd (15.6, 7.2) 5.60, dd (15.5, 7.2) 5.50, dd (15.6, 6.1) 14, 16
16 6.26, d (15.6) 6.26, d (15.5) 6.14,dd (15.4, 10.1) 15
18 5.29,d (9.2) 531, bd (9.3) 5.27,d(9.1) 19, 32
19 3.47-3.53, m 3.51, m 3.37, m 18, 20
20 5.04, d (9.0) 5.05,bd (9.3) 5.03,dd (13.7, 9.4) 19, 34
A 2.05,dd (13.3,6.5) | A2.07,dd (13.4,6.5
22 | g192. dd §13.3: 8.02 B 1.93.dd 513.4: 8.03 190, m 23
23 1.59-1.61, m" 1.65, m 1.56, m 22,35
24 ABl 11(2)7111?9)3111 130, m® 1.13-1.33, m* i
25 1.27-1.33° 1.30, m° 1.13-1.33, m° -
26 1.27-1.33° 1.30, m° 1.13-1.33, m° -
27 1.27-1.33° 1.30, m° 1.13-1.33, m° -
28 1.27-1.33° 1.30, m° 1.23, m 29
29 0.89, t (6.5) 0.90, t (7.0) 0.85,t(7.2) 28
30 1.11, s 1.12, s¢ 1.04, s° -
31 1.19, s 1.20, s 0.94, s¢ -
32 1.67, s 1.78, d (1.3) 1.68, s 18
33 3.33-3.43, m 3.3, m 321, m 34
34 1.77, s 1.68, d (1.5) 1.60, s 20, 33
35 0.86, d (6.5) 0.87, d (6.6) 0.81,t(6.1) 23
"Hiramatsu et al., 2006 “Evidente. ef al., 1994 b¢ Signaliiberlappung  “ austauschbare Signale
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Abb. 44. COSY-Spektrum von Fusapyron, gemessen in DMSO-d; (500 MHz)
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3.5.2

Desoxyfusapyron

DESOXYFUSAPYRON

Systematischer
Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [a]Dzo:
Retentionszeit HPLC:

3-(Tetrahydro-3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-2H-pyran-2-yl)-4-

hydroxy-6-((4E,6E,9Z)-3-hydroxy-2,6,8,10,12

pentamethyloctadeca-4,6,9-trien-2-yl)-2H-pyran-2-on

MGC-1.3EE-PD

Fusarium incarnatum (aus Heritiera littoralis)
0.6 mg

gelbliches Pulver

C34H5405

590 g/mol

+0° (¢, 0.01 in CHCl3)

35.3 min (Standard-Gradient)

clecia204 #1289 RT:3620 AV:1 NL:409E7
T: +CESlsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
5912
+
[M-+H]
9
3
2
5
]
2
S
3
<
©
2
2
5
T
-2
5922
6133
397.1
2470 5734
28341 4914
2291 3391 4473
1950 sooa 6145
1330 l | L 6506 7596 7925 8345 9227 9564
A [ 0 1 T P | FARRIRNR! 0 S8 P OO TR I YT
L et et e e e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
UV-Spektrum oz 151 RT:3025 1 N 207
clecia204 #5408 RT: 3630 AV:1 NL:2.92E5 microAU T:- cESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
580.7
2460 1o
9
5 -
. [M-H]
“ 3480 3600 370.0 3840 3920 85
3 8
2 7
. 7
65
8 8 6
§ -1 §
H g
2 2 2 s
2 2
g - 2 45
3 T
& &
« 4
3
-5
3
o 25
7 2
-8 1
-9 ! 591.5
-10! T T 3428 3726 486.0 5925
T T T T T T T T T | 1512 1942 2999 MY 866 48 5884 6733 7154 8196 8510 9613
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 R S e e e e I e B I e e e ]
wavelength (nm) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz

97




Ergebnisse

Desoxyfusapyron wurde zusammen mit Fusapyron mittels semi-préparativer HPLC
aus dem EtOAc-Extrakt von F. incarnatum isoliert und bereits anhand der ESI-
Massenspektren und UV-Spektren durch Vergleich mit der authentischen Reinsubstanz
(Teuscher, 2005) identifiziert. Das UV-Spektrum zeigte Maxima bei 246 und 292 nm. Das
iiber ESI-MS bestimmte Molekulargewicht von 509 Daltons wies im Vergleich zu Fusapyron
eine Massendifferenz von m/z = 16 auf, was den Verlust einer OH-Gruppe widerspiegelte.
Das wurde auch durch das "H-NMR-Spektrum bestitigt, das eine Methyl-Gruppe an der
Position H-33 (1.00 ppm) =zeigte. Die spektroskospische Daten wurden mit den
Literaturwerten verglichen und zeigten eine gute Ubereinstimmung. Desoxyfusapyron wurde
ebenso wie Fusapyron (sieche 3.5.1.) zuerst als a-Pyrone beschrieben (Evidente et al., 1994)
bis in 2010 durch die Isolierung des neuen Derivates Desoxyneofusapyron ihre vy-

Pyronstruktur bestitigt wurde (Honma et al., 2010).

39 |& SR3030 3288 39 33 33¥ SANRRGNREIE: 5498598555885 930 &5 339335380
VT N N N R e . | i | 1E7 T T

Abb. 45. "H-NMR-Spektrum von Desoxyfusapyron, gemessen in MeOD (500 MHz)
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Tabelle 18. NMR-Daten von Desoxyfusapyron

8'H (ppm), 8'H (ppm),
Position Multiplizitiit (J in Hz) Multiplizitiit (J in Hz)
(in MeOD, 500 MHz)' (in MeOD, 500 MHz)
5 5.82,s 5.93,s
7 4.48, d (9.3) 4.53,d(9.5)
8 4.16,dd (9.5, 9.3) 4.07,1(9.5)
9 3.65, m 3.52-3.60, m*
10A 1.90, m
10B 170, m 1.89-2.08, m"
11 3.55, m 3.52-3.60, m*
12 3.65, m 3.52-3.60, m*
14 4.37,d(7.2) 4.37,d(7.3)
15 5.56, dd (15.5,7.2) 5.59, dd (15.4, 7.3)
16 6.22, d (15.5) 6.26, d (15.8)
18 5.29,bd (9.3) 5.33,d(9.1)
19 341, m 3.44, m
20 5.06, bd (9.3) 5.09,d (9.1)
A 2.05,dd (13.4, 6.5
22 B 1.90, dd §13.4, 8.0; 1.89-2.08, m”
23 1.65, m 1.62, m
24 1.30, m* 1.24-1.44, m*
25 1.30, m* 1.24-1.44, m®
26 1.30, m* 1.24-1.44, m*
27 1.30, m* 1.24-1.44, m*
28 1.30, m* 1.24-1.44, m®
29 0.90, t (7.0) 0.92, t (6.8)
30 1.12, s° 1.22, s¢
31 1.19, s° 1.16, s
32 1.74,d (1.3) 1.77, s
33 0.98, d (6.6) 1.00, d (6.6)
34 1.64, d (1.5) 1.66, s
35 0.85, d (6.6) 0.88, d (6.6)
'Evidente ef al., 1994 2¢ Signaliiberlappung Yaustauschbare Signale
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3.5.3. Equiseti

n

EQUISETIN

Systematischer
Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [a]Dzo:

(372)-3-((1,2,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-1,6-dimethyl-2-((E)-prop-1-
nyl)naphthalen-1-yl)(hydroxy)methylene)-5-(hydroxymethyl)-1-

methylpyrrolidine-2,4-dion
MGC-1.3MHx-C18-19

Fusarium incarnatum (aus Heritiera littoralis)

3.6 mg

Farbloses Ol

Co2H31NOy4

373 g/mol

-250.3° (c, 0.5 in CHCl5)
34.6 min (Standard-Gradient)

Retentionszeit HPLC:

MGC-1-3VHXC18-19#1241 RT:3550 AVt 1 NL: 882E6
T +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
' 1754
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Diese Verbindung aus der Familie der Acyl-Tetramsduren wurde mittels
Kieselgel-Saulenchromatographie aus einer apolaren Fraktion (90.7 mg) des MeOH-Extraktes
des Pilzes F. incarnatum Stamm MGC-1.3 gewonnen. Die Substanz wurde aufgrund der
UV/Vis-Spektrenbibliothek, des Molekulargewichts sowie iibereinstimmender 'H-NMR-
Daten als Equisetin identifiziert (Phillips et al., 1989). Das UV-Spektrum zeigte Maxima bei
242 und 296 nm. Im ESI-MS wurde bei negativer lonisierung der Basispeak bei m/z 372 ([M-
H] ) detektiert, so dass sich das Molekulargewicht auf 373 g/mol festlegen lieB3.

Das in CDCl; aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte partiell iiberlappende
Resonanzen fiir vier Vinyl-Protonen bei 5.40 (H-4/H-5) und 5.25 ppm (H-13/H-14), drei
Protonen in direkter Nachbarschaft zu einem elektronegativen Substituenten mit chemischen
Verschiebungen bei 4.02 (H-6’A), 3.86 (H-6’B) und 3.63 ppm (H-5"), eine N-Methyl-Gruppe
bei 3.05 ppm und eine Methyl-Gruppe bei 0.92 ppm (Hsz-16). Bei einer chemischen
Verschiebung von 1.97 - 0.91 ppm wurden mehrere iiberlappende Signale beobachtet, die mit
Hilfe der Literaturdaten (Phillips ef al., 1989) zugeordnet werden konnten.

Die zusitzliche Ubereinstimmung des Drehwertes von [a]p™ -250.3° (c, 0.5 in CHCl3)
mit dem in der Literatur angegebenen Wert [a]p>"-278.0° (¢, 0.77 in CHCl3) machte deutlich,

dass es sich auch um identische Stereoisomere handelte (Singh et al., 1998).

CoCh

H-7a

IN-CH3| H-16

T T T T
7.5 o 6.5 (1]

Abb. 46. "H-NMR-Spektrum von Equisetin, gemessen in CDCI; (500 MHz)

101



Ergebnisse

Tabelle 19. NMR-Daten von Equisetin

8 'H (ppm), 8 'H (ppm),
Position Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(in CDCl3, 500 MHz bei -20 °C)" (in CDCl3, 500 MHz)

3 3.32,bd (9.0), eq 3.34,m

4 5.40, bs* 5.40, bs®

5 5.40, bs* 5.40, bs®

6 1.84, bt (12.0),ax 1.83, m°

Ta 0.90, q (12.0), ax 0.91, m

7B 1.81, bd (12.0) eq 1.83, m"

8 1.48, m, ax 1.53, m°

90, 1.11, q (12.0), ax 1.10, m*

)] 1.76, bd (12.0), eq 1.75, m
10a 1.04, q (12.0), ax 1.10, m*

108 1.96, bd (12.0), eq 1.97, m

11 1.66, bt (11.0), ax 1.67, m

12 1.46, s 1.53, m°

13 5.17, dd (15.0, 9.0) 5.25, m°

14 5.25, dq (6.5, 15.0) 5.25, m°

15 1.56, d (6.5) 1.53, m®

16 0.92,d (6.5) 0.92, d (6.6)

5 3.67,dd (3.5, 5.0) 3.63,t(4.4)
6’A 4.07, dd (12.0, 3.5) 4.02,dd (11.4, 3.8)
6’B 3.90, dd (12.0, 5.0) 3.86, m

7 3.07,s 3.05, s

OH-1 17.3,s -
"Phillips et al., 1989 abede Sionaliiberlappung
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3.6. Inhaltsstoffe aus Neurospora terricola (MGC-5.1)

Der Pilzstamm MGC-5.1 aus der Rinde der chinesischen Mangrovenpflanze
Bruguiera gymnorhiza wurde als Neurospora terricola identifiziert. Aus dem EtOAc-Extrakt
(149.5 mg) wurden mittels semi-preparativer HPLC drei Verbindungen isoliert. Es handelt
sich um die miteinander verwandten Substanzen Diaportinsdure, Diaportinol und 6-Methoxy-
3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol. Letztere Substanz stellt einen neuen Naturstoff dar.
Die Strukturen dieser Isocoumarine konnten mittels ESI-MS, '"H- und PC-NMR sowie

COSY, HMBC und ROESY festgelegt werden.

Des  Weiteren wurden  Dichlordiaportin,  Indol-3-carbaldehyd und p-
Hydroxybenzaldehyd bereits anhand der UV-Spektren und ESI-Massenspektren (siehe
Anhang) im EtOAc-Extrakt identifiziert. Alle drei Substanzen wurden im Rahmen anderer
Doktorarbeit in unserem Arbeitskreis bereits isoliert. Dichlordiaportin, das erstmals aus
Penicillium nalgiovense isoliert wurde (Larsen und Breinholt, 1999), wurde in unserer
Arbeitsgruppe von Hassan (2007) aus dem endophytischen Pilz Ampelomyces sp. gewonnen.
Indol-3-carbaldehyd wurde von Ibrahim (2005) aus dem Schwamm Diacarnus
megaspinorhabdosa und von Diesel (2009) aus dem Pilz Nodulisporium sp. erhalten. Das p-
Hydroxybenzaldehyd wurde von Effendi (2004) aus Verticillium cf cinnabarium und

Lecanicillium evansii sowie von Diesel (2009) aus einem nicht identifizierbaren Pilz AB2-1

isoliert.
1 g § Peak 4. Diaportinsdure (R; = 21.4 min)
001 B Peak 5. Diaportinol (R;=21.8 min)
o] g < Peak 6. 6-Methoxy-3-(2,4- dihydroxypentyl)-
] - 8 isocoumarinol (R; = 23.6 min)

200

Abb. 47. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Neurospora terricola
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3.6.1. Diaportinol

DIAPORTINOL

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

8-Hydroxy-3-(2,3-dihydroxypropyl)-6-methoxy-1H-isochromen-
I-on

MGC-5.1E-P5

Neurospora terricola (aus Bruguiera gymnorhiza)

1.2 mg

gelbliches Pulver

Ci3H1406

266 g/mol

+36.9° (c, 0.1 in CHCl»)

22.2 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-5-1E P5#483 RT: 14.54 AV: 1 NL: 2.90E6

T:+cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00] +
267.1 [2 Vl+Na]
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Die Verbindung wurde aus dem EtOAc-Extrakt von Neurospora terricola (Stamm
MGC-5.1) mithilfe der semi-preparativen HPLC isoliert. Das Molekulargewicht von 266
g/mol konnte durch ESI-MS anhand eines deutlichen Pseudomolekiilionpeaks bei m/z 267
[M+H]" festgelegt werden. Das UV-Spektrum zeigt Maxima bei 246, 278, 288 und 332 nm.
Die Struktur der Substanz lieB sich mithilfe der '"H-NMR- und COSY-Spektren festgelegen
(Tab. 20).

Das in MeOD gemessene 'H-NMR-Spektrum wies zunichst zwei aromatische, meta-
koppelnde Protonen bei einer chemischen Verschiebung von 6.48 (H-7) und 6.50 (H-5) ppm
auf. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte zusitzlich bei 6.48 ppm, entsprechend der Integration, ein
Singulett eines Vinylprotons (H-4), das von einem Signal der aromatischen Protonen
tiberlagert wurde. Diese charakteristischen Signale deuten auf einen 3,6,8-trisubstituierten
Isocoumarinring hin. Weiterhin lieB das 'H-NMR-Spektrum auf das Vorhandensein einer
Methoxygruppe (Hsz-6) bei 3.91 ppm sowie von fiinf tieffeldverschobenen aliphatischen
Protonen (H-9, H-10 und H,-11) zwischen 3.56 und 2.55 ppm schlieBen. Aufgrund der
Korrelationen im COSY-Spektrum konnten H-9A, H-9B, H-10 und H,-11 dem gemeinsamen
Spinsystem einer 2,3-Dihydroxypropyl-Seitenkette zugeordnet werden. Uber die long-range-
Korrelation von H-9A zu H-4 wurde die Verkniipfung der Seitenkette zu dem
Isocoumarinring an die Position 3 gezeigt. Durch den Vergleich der gemessenen optischen
Drehung fiir Diaportinol mit dem Wert von [a]p®® +10° (¢, 0.07 in CHCLs) fiir die analoge
Isocumarine Dichlordiaportin konnte eine S-Konfiguration an C-10 festgelegt werden (Larsen
und Breinholt, 1999). Weiterhin stimmten die NMR-spektroskopischen Daten iiberein mit den
in der Literatur fiir Diaportinol angegebenen Werten (Larsen und Breinholt, 1999).

Tabelle 20. NMR-Daten von Diaportinol

Position | 8'H (ppm), Multiplizitit (J in Hz) 'H (ppm), COSY
(Aceton-ds, 400 MHz)1 Multiplizitit (J in Hz) (H—H)
(MeOD, 500 MHz)
4 6.46, s 6.48,s” 9A
) 6.53, s 6.50, d (2.5) -
6-OCHj; 391,s 3.88, s -
7 6.53, s 6.48,d(2.2)" -
9A 2.79,dd (14.7, 3.4) 2.78,dd (14.7, 3.9) 9A, 10
9B 2.56, dd, (14.7, 8.8) 2.55,dd (14.8, 8.8) 4, 9B, 10
10 4.04, m 4.02, m 9A, 9B, 11
11 3.58,d(5.4) 3.56,d(5.4) 10
"Larsen und Breinholt, 1999 *Signaliiberlappung
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Abb. 49. COSY-Spektrum von Diaportinol, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.6.2. Diaportinsiure

DIAPORTINSAURE

(R)-2-Hydroxy-3-(8-hydroxy-6-methoxy-1-oxo-1H-isochromen-3-
yl) propancarbonséure
Probencode: MGC-5.1E-P3

Quellorganismus: Neurospora terricola (aus Bruguiera gymnorhiza)

Systematischer Name:

Substanzmenge: 1.2 mg

Beschreibung: gelbliches Pulver
Summenformel: C13H1,04
Molekulargewicht: 280 g/mol

Drehwert [o]p™: +45.3° (¢, 0.1 in CHCl3)
Retentionszeit HPLC: 22.4 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-5-1E P3#496 RT:14.92 AV:1 SB:7 14.72-1542 NL: 1.82E6
T: + ¢ ESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Diaportinsdure wurde ebenso aus dem EtOAc-Extrakt von Neurospora terricola
(Stamm MGC-5.1) mittels semi-preparativer HPLC isoliert. Die Struktur des Molekiils konnte
neben Bestimmung des Molekulargewichtes von 280 Da durch ESI-MS mithilfe von 'H-
NMR- Spektrum (Tab. 21) und durch Vergleich mit den Literaturdaten festgelegt werden
(Larsen und Breinholt, 1999). Die Substanz wies damit eine Massendifferenz von 14 Da
gegeniiber Diaportinol auf. Die UV-Spektren der beiden Substanzen waren praktisch
identisch mit Maxima bei 246, 278 und 328 nm. Das '"H-NMR-Spektrum zeigte weitgehende
Ubereinstimmung der chemischen Verschiebungen mit den fiir Diaportinol gemessenen.
Lediglich an Position 11 befand sich bei Diaportinsdure eine Carbonylgruppe anstelle der fiir
Diaportinol beschriebenen Methylengruppe, was durch das Fehlen des Signals fiir Hp-11
bestitigt werden konnte. Weiterhin zeigte sich das Signal fiir H-10 (4.26 ppm) der Seitenkette
durch die benachbarte Carboxygruppe ins Tieffeld verschoben.

Tabelle 21. NMR-Daten von Diaportinsiure

Position | &'H (ppm), Multiplizitit (J in Hz) 8"H (ppm), Multiplizitit (J in Hz)
(Aceton-ds, 400 MHz)* (MeOD, 500 MHz)
4 6.47,s 6.49, s°
5 6.55, s 6.49, d (2.5)"
6-OCHj; 391,s 3.87,s
7 6.55, s 6.45,d (2.2)
9A 3.05,m 3.04, m
9B 2.84, m 2.67, m
10 4.54, m 4.26, m
*Larsen und Breinholt, 1999 *Signaliiberlappung
3353 99329935 (8 545835 fassaasss
5-0CH3
H-98

H-4
"‘H" H-10
f H-9& =
" s '}
iy lT i § s us
4t 2 z s

&0 55 =0 4.5
1 gepm)

Abb. 50. "H-NMR-Spektrum von Diaportinsiure, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.6.3.

(neuer Naturstoff)

8-Hydroxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-6-methoxyisochromen-1-on

8-HYDROXY-3-(2,4-DIHYDROXYPENTYL)-6-METHOXY-1H-ISOCHROMEN-1-ON

Systematischer Name:

8-Hydroxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-6-methoxy-1H-isochromen-1-

MGC-5.1E-P7

Neurospora terricola (aus Bruguiera gymnorhiza)

gelbliches Pulver

on
Probencode:

Quellorganismus:
Substanzmenge: 1.7 mg
Beschreibung:

Summenformel: Ci5H130¢

Molekulargewicht:
Drehwert [a]Dzo:
Retentionszeit HPLC:

294 g/mol
-1.6° (¢, 0.25 in MeOH)
24.5 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-5-1E P7 #577 RT:17.39 AV: 1 NL: 1.33E7
T: + cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]

100 2591
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+
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g
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o " sl adl
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Dieser neue Naturstoff wurde ebenso wie die anderen Isocoumarine aus dem EtOAc-
Extrakt von Neurospora terricola (Stamm MGC-5.1) mittels semi-preparativen HPLC
isoliert. Eine mogliche strukturelle Verwandtschaft zu Diaportinol und Diaportinséure lie3
bereits das UV-Spektrum mit den Maxima von 246, 278 und 330 nm vermuten. Das
hochaufgeldste TOF-Massenspektrum zeigte bei positiver Ionisierung den Basispeak bei m/z
317.1000 [M+Na]~ (berechneter Wert von 317.0996, A 1.2 ppm), so dass sich das
Molekulargewicht auf 294 Da und die Summenformel als C;sH;3O¢ festlegen lie. Im
Vergleich zum Diaportinol stellte die neue Verbindung somit ein Dihomologes dar.

Das in MeOD gemessene 'H-NMR-Spektrum zeigte im aromatischen Bereich drei
Protonen zwischen 6.50 und 6.47 ppm, im aliphatischen Bereich sechs Protonen zwischen
4.15 und 1.60 ppm, eine Methoxygruppe bei 3.88 ppm und eine Methylgruppe bei 1.20 ppm.
Die zwei meta-koppelnden aromatischen Protonen H-5 (6.50 ppm) bzw. H-7 (6.47 ppm) und
das Vinylproton H-4 (6.47 ppm) bildeten einen 3,6,8-trisubstituierten Isocoumarinring, was
sich aufgrund ihrer Kopplungskonstanten im 'H-NMR-Spektrum, sowie der entsprechenden
Korrelationen im HMBC bestimmen lie3. Aus den Korrelationen von 6-OCH; zu C-6 im
HMBC-Spektrum sowie zu H-5 und H-7 im NOE-Spektrum war die Verkniipfung der
Methoxygruppe mit dem aromatischen System an der Position 6 zu entnehmen. Mithilfe der
Korrelationen im COSY-Spektrum konnten die aliphatischen Protonen H,-9, H-10, H,-11, H-
12 und Hs3-13 dem gemeinsamen Spinsystem einer 2,4-Dihydroxypentyl-Seitenkette
zugeordnet werden. Uber die long-range-Korrelation von Hy-9 zu H-4 im HMBC- sowie
NOESY-Spektrum wurde die Anordnung der Seitenkette zu dem Isocoumarinring an der
Position 3 bestitigt.

Die Verbindung zeigte weitgehende Ubereinstimmung der spektroskopischen Daten
(s. Tab. 22) mit den aus der Literatur fiir Citreoisocoumarinol entnommenen Werten (Lai et
al., 1991). Lediglich an Position 6 befand sich anstelle der fiir Citreoisocoumarinol
beschriebenen Hydroxygruppe eine Methoxygruppe. Die optische Drehung wurde mit [o]p™ -
1.6° bestimmt und wich damit von dem Literaturwert von +20.2° fiir Citreoisocoumarinol
(Lai et al., 1991) ab. Dies konnte in der geringen Substanzmenge oder einer moglichen
Verunreinigung begriindet liegen, oder aber auch ein Hinweis darauf sein, dass die neue
Substanz in der absoluten Kofiguration der Seitenkette von der des Citreoisocoumarinols
abweicht. Da die Seitenkette relativ flexibel sein diirfte, liessen die erhaltenen Korrelationen
im NOESY-Spektrum (s. Abb. 55) keine eindeutigen Schliisse hinsichtlich der relativen
Konfiguration der beiden Stereozentren an C-10 und C-12 zu. Aufgrund der sehr geringen

vorhandenen Substanzmenge war es nicht mdglich, weitere Versuche zur Ermittlung der
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absoluten oder relativen Konfiguration der neuen Verbindung (z. B. Mosher-Derivatisierung)

vorzunehmen.

Tabelle 22. NMR-Daten von 8-Hydroxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-6-methoxyisochromen-

1-on
Position | Citreoiso- 3'H (ppm), Diaportinol dBC COSY | HMBC
coumarinol | Multiplizitit (J | 8“C (ppm) (ppm) (H—H) | (H—C)
6'H (ppm), in Hz) (Aceton-d6, (MeOD,
Multiplizitit (MeOD, 500 100 MHz)* | 125 MHz)®
(/in Hz) MHz)
(MeOD, 400
MHz)"
1 - - 167.1 - - -
3 - - 156.7 155.2 - -
4 6.30, s 6.47,s" 106.6 107.3 9A 3,4,5,
7, 8a
4a - - 140.9 - - -
5 6.37,d (2.2) 6.50,d (2.2) 101.9 - - 5
6 - 168.0 168.6 - -
6-OCHj3 - 3.88, s 56.3 56.1 - 6,
6-OCHj3
7 6.30,d (2.2) 6.47,d (2.2)* 101.0 101.9 9A, 9B, 8, 8a
11
8 - - 164.2 164.9 10 -
8a - - 100.6 100.81 - -
9A 2.69, dd 2.72,dd 38.7 - 9B 3,4,10
(14.4,4.4) (14.7,4.3)
9B 2.55,dd 2.58,dd 9A
(14.4, 8.3) (14.7, 8.4)
10 4.13, m 4.15, m 70.3 68.3 9A, 9B, -
11A,11B
11A 1.70, ddd 1.71, m 66.6 46.5 11B 10, 12
(13.7,8.3,7.3)
11B 1.60, ddd 1.60, m 11A
(13.7,5.4,4.4)
12 3.98, m 3.99, m - 66.9 11A,13 -
13 1.19,d (5.9) 1.20, d (6.0) - 233 11B 11,12,
13
Lai et al., 1991 ’Larsen und Breinholt, 1999 *Werte aus dem HMBC

entnommen

* Signaliiberlappung
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Abb. 51. "H-NMR-Spektrum von 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentiyl)-isocoumarinol,
gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 52. COSY-Spektrum von 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentiyl)-isocoumarinol,
gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 53. HMBC-Spektrum von 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol,
gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 54. NOESY-Spektrum von 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol,
gemessen in MeOD (600 MHz)
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Abb. 55. NOESY-Spektrum von 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol,
gemessen in MeOD (600 MHz)
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Abb. 56. NOESY-Korrelationen und relative Konfiguration von 6-Methoxy-3-(2S,4S-
dihydroxypentyl)-isocoumarinol, gemessen in MeOD (600 MHz)
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3.7. Inhaltsstoffe aus Xylaria sp. (MGC-12.3)

Der Pilz Xylaria sp. wurde aus der Rinde der chinesischen Mangrovenpflanze
Aegiceras cornilatum isoliert. Der EtOAc-Extrakt (4.5 g) aus der Reiskultivierung wurde mit
Hexan ausgeschiittelt. Aus dieser Hexan-Fraktion (109.9 mg) wurde ein Ester (17 mg) durch
Prizipitation nach Zugabe von Wasser gewonnen. Die Verbindung konnte mit Hilfe von
NMR-Daten als Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoat identifiziert werden. Durch
Auftrennung iiber VLC und nachfolgende Saulenchromatographie wurden zusitzlich die
Verbindungen Cytochalasin E und 5-Carboxymellein gewonnen. Aus dem MeOH-Extrakt
wurde mittels VLC, Sephadex-Sdulenchromatographie und preparativen HPLC der neue
Naturstoff 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-carbonséure

isoliert.

Peak 15. 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-
hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-
carbonsdure (R; = 15.5 min)

Peak 19. 5-Carboxymellein (R; = 20.0
min)

Peak 26. Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)
-propenoat und Cytochalasin E (R; =
26.9 min)

Abb. 57. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Xylaria sp. auf Reismedium
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3.7.1.

(E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat

(E)-METHYL-3-(4-METHOXYPHENOXY)PROPENOAT

Systematischer Name:

(E)-Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)acrylat

Probencode: MGC-12.3E
Quellorganismus: Xylaria sp. (aus Aegiceras cornilatum)
Substanzmenge: 17.0 mg
Beschreibung: gelbliches Ol
Summenformel: C11H 204
Molekulargewicht: 208 g/mol
Retentionszeit HPLC: 26.9 min (Standard-Gradient)
ESI-MS (+)
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Der Ester (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat wurde aus dem EtOAc-Extrakt
des Pilzes Xylaria sp. (Stamm MGC-12.3) gewonnen. Das UV-Spektrum der Substanz zeigte
Maxima bei 210, 248 und 258 nm. Mittels ESI-MS konnte das Molekulargewicht als 208
g/mol festgelegt werden. Das in CDCl; aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte zwei
Methoxygruppen bei 3.72 und 3.80 ppm (H3-10 und Hs3-11), zwei Dubletts bei 5.46 und 7.75
ppm (H-7 und H-8), sowie zwei Dubletts fiir vier aromatische Protonen bei 6.88 und 6.99
ppm (H-2/H-6 und H-3/H-5). Anhand der '"H-NMR-, COSY- und HMBC-Spektren lieB sich
das AA'XX’-Spinsystem eines 1,4-disubstituierten aromatischen Ringes nachweisen. Die
Konfiguration der Doppelbindung wurde anhand der Kopplungskonstante (*J;5=12.3 Hz) als
E festgelegt, obwohl dieser Wert unter dem normalerweise zu erwartenden Bereich von 15 —
18 Hz (fiir trans-Doppelbindungen) liegt. Diese Abweichung diirfte in der Substitution der
Doppelbindung mit zwei elektronenziehenden Substituenten, d.h. Ether und Ester, begriindet
sein. Jedenfalls fiihrte die Ubereinstimmung der spektroskopischen Daten mit aus der
Literatur entnommenen Werten zur Identifizierung dieses Metaboliten als (E)-Methyl-3-(4-

methoxyphenoxy) propenoat (Anderson ef al., 1988 und Abate et al., 1991).

Tabelle 23. NMR-Daten von (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat

Position| 51H (ppm), 8'H (ppm), | 813C (ppm) | " C (ppm) | COSY | HMBC
Multiplizitit | Multiplizitit | (CDCl;, 100 | (CDCL, |(H—H) | (H—C)
(/in Hz) (/in Hz) MHz)* 125 MHz)
(CDCl,, (CDCl,,
100 MHz)' 500 MHz)
1 - - 156.9 157.0 - -
2 6.76,d (6.0) 6.88,d (9.1) 115.0 115.1 5 1,4,6
3 6.76,d (6.0) 6.99,d (9.1) 119.4 119.6 6 1,4
4 - - 149.6 149.7 - -
5 6.76,d (6.0) 6.99,d (9.1) 119.4 119.6 2 1,4
6 6.76,d (6.0) 6.88,d (9.1) 115.0 115.1 3 1,2,4
7 7.58,d (12.0) | 7.75,d(12.3) 160.5 160.7 8 14,7,8,9
8 5.32,d(12.0) | 5.46,d(12.3) 110.9 101.2 7 7,8
9 - - 167.8 168.1 - -
10 3.62, s 3.72,s 51.3 51.5 - 9,10
11 3.68, s 3.80, s 55.7 55.8 - 1

"Anderson et al., 1988

*Abate et al., 1991
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Abb. 58. 1H-NMR-Spektrum von (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat,
gemessen in CDCl; (500 MHz)
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Abb. 59. COSY-Spektrum von (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat, gemessen
in CDCl; (500 MHz)
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Abb. 60. HMQC-Spektrum von (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat, gemessen

in CDCI; (500 MHz)
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Abb. 61. HMBC-Spektrum von (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat, gemessen

in CDCl; (500 MHz)
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3.7.2.

Cytochalasin E

CYTOCHALASIN E

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

6,7-Epoxy-10-phenyl-5,6,16,18-tetramethyl-21,23-dioxy-

(13)cytochalan-13,19-diene-17,22-dion
MGC-12.3E (gelb)

Xylaria sp. (aus Aegiceras cornilatum)
75.7 mg

weille Kristalle

C2sH33NO7

495 g/mol

-30.4° (c, 1.0 in MeOH)

27.1 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-12-3ERLS gelb #850 RT: 2340 AV:1 NL:154E8
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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Die Substanz Cytochalasin E (75.7 mg) wurde mittels VLC wund
Saulenchromatographie aus dem EtOAc-Extrakt des Pilzes Xylaria sp. (Stamm MGC-12.3)
isoliert. Das UV-Spektrum der Substanz zeigte Maxima bei 210 und 250 nm. Im ESI-MS
wurde bei negativer lonisierung der Basispeak bei m/z 494 [M-H] detektiert, so dass sich das
Molekulargewicht auf 495 g/mol festgelegen lieB3. Die ungerade Molekiilmasse war ein Indiz
fiir das Vorhandensein einer ungeradzahligen Anzahl von Stickstoffatomen im Molekiil.
Neben dem Molekiilionenpeak wurde im ESI-Massenspektrum eine fiir Cytochalasine
charakteristische ~Fragmentierung detektiert. Es wurden hier die bezeichnende
Massenfragmente von m/z 478, 434, 416 und 398 beobachtet, die aus der sukzessiven
Abspaltung von H,O (A 18 amu) bzw. CH,CO (A 44 amu) resultieren (Abb. 62) (Prasain et
al., 2002).

-18 -44 -18 -18 -28
496 478 434 —> 416 398 370
[M+H]"
_44 452 -18 -28 388 -18

Abb. 62. CID-Fragmentierungsschema (m/z) von Cytochalasin E (Prasain ef al., 2002)

Das in CDCl; aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte Signale der drei
Substrukturen des Molekiils. Der monosubstituierte Benzolring bestand aus den Protonen H-
3°/H-5" (7.24 ppm, 2H), H-4’ (7.17 ppm, 1H) und H-2’/H-6" (7.07 ppm, 2H). Dieses A;B,C-
Spinsystem lief sich auch im COSY-Spektrum nachweisen. Weiterhin konnten fiinf Methin-
(H-3 bis H-8) und zwei Methylgruppen (Hs-11 und Hs-12), sowie eine Methylengruppe (Ha-
10), die zur Perhydroisoindoleinheit gehoren, detektiert werden. Im COSY-Spektrum wurden
die Korrelationen von H-3 zu H-4 und H-10B, sowie von H-4 zu H-5 beobachtet. Ferner
waren noch eine Methylengruppe (H,-15), fiinf Methin- (H-13, H-14, H-16, H-19 und H-20)
und zwei Methylgruppen (H3-22 und H3;-23) zu beobachten, die dem Makrozyklus
zuzuordnen waren. Im COSY-Spektrum waren zwei separate Spinsysteme zu detektieren,
einerseits H-13, H-14, H,-15, H-16 und H3-22, andererseits die Doppelbindung H-19 und H-
20. Die vicinalen Kopplungskonstanten der olefinischen Protonen H-13 und H-14 (J = 15 Hz)
sowie der Protonen H-20 und H-19 (J = 11.7 Hz) wiesen, in Ubereinstimmung mit den

Literaturangaben (Biichi, G. et al. 1973, Kimura et al., 1989) und unter Beriicksichtigung des
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Ethersubstituenten an C-20, auf eine frans-Anordnung beider Doppelbindungen hin. Die
Verkniipfung zwischen die Teilstrukturen Perhydroisoindol und Makrozyklus wurde durch

die aus dem COSY-Spektrum entnommene Korrelation von H-7 zu H-13 nachgewiesen.

Eine Substruktursuche in Literatur-Datenbanken ergab, dass es sich bei dieser
Verbindung um Cytochalasin E handeln musste. Die NMR-Daten stimmen mit in der

Literatur beschriebenen Daten tliberein (Biichi, G. ef al. 1973, Kimura et al., 1989).

Cytochalasin E weist neun chirale Kohlenstoffatome auf, von denen sieben in der
hydrierten Isoindoleinheit und zwei im Makrozyklus liegen. Der Drehwert der Substanz

betrug [o]p™ -30.4° (c, 1.0 in MeOH) und ist damit mit dem in der Literatur angegebenen

Wert von [a]p” -25.6° (in MeOH) vergleichbar (Biichi, G. et al. 1973).

Tabelle 24. NMR-Daten von Cytochalasin E

Position 51H (ppm), 8'H (ppm), COSY
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitiit (J in Hz) (H—H)
(CDCL, 270 MHz)' (CDCl, 500 MHz)
2’ 7.30, m* 7.07,d (6.6)° 5
3 7.30, m® 7.24,t(7.2)° 6’
4 7.30, m* 7.17,t(7.2) -
5 7.30, m* 7.24,t(7.2)° 2’
6’ 7.30, m* 7.07,d (6.6)° 3’
3 3.74,m 3.70, m 4, 10A, 10B
4 3.03,dd (4.9, 2.9) 2.93,dd (5.4,2.5) 5
5 2.28, dq(4.9, 7.3) 2.14,m 4
7 2.63, m’ 2.53, m° 7
8 2.63, m’ 2.53, m° -
10A 2.90, dd (13.1, 4.4) 2.80, dd (13.6, 5.2) 3,10B
10B 2.70, dd (13.1, 6.8) 2.64, dd (13.6, 6.0) 3, 107
11 1.09, d (7.3) 0.95,d (7.3) -
12 1.26, s 1.17,s -
13 5.89, ddd (16.0, 8.3, 1.6) 5.81, ddd (14.9, 9.6, 1.6) 7,14, 15B
14 5.23,ddd (16.0, 11.0, 3.8) 5.13, ddd (14.9, 11.0, 3.9) 13, 15A, 15B
15A 2.67,m 2.53, m° 14, 15B
15B 2.15,ddd (12.7, 3.8, 2.2) 2.06,ddd (11.7, 3.6, 1.8) 13, 14, 15A, 16
16 2.93, m 2.86,ddd (11.7, 7.0, 2.3) 15B, 22
19 5.63,d (11.7) 5.53,d (11.7) 20
20 6.48,d (11.7) 6.33,d (11.7) 19
22 1.16,d (6.3) 1.07, d (6.9) 16
23 1.48, s 1.40, s -
NH 6.44, br - -
18-OH 434, s - -

"Kimura et al., 1989

abede Signaliiberlappungen
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Abb. 64. COSY-Spektrum von Cytochalasin E, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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3.7.3. 5-Carboxymellein

5-CARBOXYMELLEIN

Systematischer Name: 8-hydroxy-3-methyl-1-oxoisochroman-5-carbonsiure
Probencode: MGC-12.3E S14-17

Quellorganismus: Xylaria sp. (aus Aegiceras cornilatum)
Substanzmenge: 1.5 mg

Beschreibung: briunliches Ol

Summenformel: C11H1005

Molekulargewicht: 222 g/mol

Drehwert [o]p>’: -179.0 (¢, 0.25 in MeOH)

Retentionszeit HPLC: 20.2 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-12-3E S14-17#551 RT: 1633 AV: 1 NL: 7.67E5
T: +cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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5-Carboxymellein (1.5 mg) wurde mittels VLC und Saulenchromatographie aus dem
EtOAc-Extrakt des Pilzes Xylaria sp. (Stamm MGC-12.3) isoliert. Das UV-Spektrum der
Substanz zeigte Maxima bei 234 und 310 nm. Im ESI-MS wurde bei negativer lonisierung der
Basispeak bei m/z 221 [M-H] detektiert, so dass sich das Molekulargewicht auf 222 g/mol
festgelegen lieB. Die Struktur dieser Verbindung wurde bereits durch Abgleich des
aufgezeichneten UV-Spektrums mit der internen UV/Vis-Spektrenbibliothek und anhand der
ESI-Massenspektren identifiziert.

Das in MeOD gemessene 'H-NMR-Spektrum zeigte im aromatischen Bereich zwei
Dubletts bei 8.16 und 6.95 ppm fiir die ortho-stindigen Protonen H-7 und H-6 (J = 8.5 Hz).
Des Weiteren fiel bei 4.60 ppm das tieffeldverschobene Multiplett einer Methingruppe (H-3)
auf, welches auf die Nachbarschaft zu einem Sauerstoff-Atom hinweist. Weiterhin wurden
eine Methylgrupe bei 1.45 ppm, die aufgrund ihrer Kopplungkonstante (J = 6.6 Hz) der
Methingruppe (H-3) benachbart sein musste, sowie die Methylenprotonen (H»-4) bei 3.12 und
3.78 ppm beobachtet.

Die 'H-NMR-Daten stimmten mit den in der Literatur fiir 5-Carboxymellein
angegebenen Werten iiberein (Okuno et al., 1986). Die Ubereinstimmung des Drehwertes von
[a]p®®=-179° (c, 0.25 in MeOH) mit dem Literaturwert von [a]p”" = -195° (c, 0.14 in EtOH)

machte deutlich, dass es sich auch um identische Stereoisomere handeln musste.

Tabelle 25. NMR-Daten von 5-Carboxymellein

Position o'H (ppm), Multiplizitit (J in Hz) o'H (ppm), Multiplizitit (J in Hz)
(DMSO-d,, 60 MHz)' (MeOD, 500 MHz)
3 4.72, m 4.60, m,
4A 3.82,dd (18.0, 3.0) 3.78,dd (9.4, 2.0)
4B 2.96, dd (18.0, 12.0) 3.12,dd (9.1, 7.9)
6 6.94, dd (9.6) 6.95,d (8.5)
7 8.15,dd (9.6) 8.16,d (8.5)
3-CH; 1.44, d (6.0) 1.45,d (6.6).
5-COOH 12.94, ¢ -
8-OH 11.61,s" -
'Okuno, T. et al., 1986 * Signaliiberlappung
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Abb. 65. 1H-NMR-Spektrum von 5-Carboxymellein, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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3.7.4.

carbonsaure (neuer Naturstoff)

1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-

1,3-DIHYDRO-4-HYDROXY-1-(1-HYDROXYETHYL)-3-OXOISOBENZOFURAN-

5-CARBONSAURE

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-

5-carbonséure
MGC-12.3M RLS W S25 P4

Xylaria sp. (aus Aegiceras cornilatum)
22.5mg

braunliches Pulver

C11H1006

238 g/mol

-189.0 (c, 0.25 in MeOH)

15.2 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-123MRLSWS25 P4 #132 RT:4.14 AV 1 NL:235E5
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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Dieser neue Naturstoff der Klasse der Phthalide (22.5 mg) wurde aus dem MeOH-
Extrakt von Xylaria sp (Stamm MGC-12.3) durch Auftrennung iiber VLC, Sephadex-
Saulenchromatographie und preparativen HPLC isoliert. Das UV-Spektrum zeigte Maxima
von 222, 256 und 300 nm. Das hochaufgeloste TOF-Massenspektrum zeigte bei positiver
Tonisierung den Basispeak bei m/z 261.038 [M+Na]" (berechneter Wert von 261.0370, A 3.8
ppm), woraus ein Molekulargewicht von 238 Da und die Summenformel als C;1H;¢O¢
abgeleitet wurde.

Das in MeOD aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte zwei Dubletts im
aromatischen Bereich bei 8.15 (H-5) und 6.94 ppm (H-4) mit einer Kopplungskonstante von
8.5 Hz, was auf eine ortho-Kopplung der Protonen hindeutete (s. Tab. 26). Weiterhin waren
ein Singulet bei 5.78 ppm (H-3) und ein Quarttet bei 4.61 ppm (H-1"), sowie ein Duplett bei
1.45 ppm (H3-2’) vorhanden. Das HMBC-Spektrum gab Aufschluss liber das Vorhandensein
von einer Methyl- und vier Methingruppen sowie sechs quartdren Kohlenstoffatomen. Die
Zuordnung von C-3, C-4, C-5, C-1’ und C-1* ergab sich aus den Direktkorrelationen im
HMBC-Spektrum. Mithilfe der Korrelationen im COSY-Spektrum konnten die
tieffeldverschobenen aliphatischen Protonen H-1" und H3;-2’ dem gemeinsamen Spinsystem
einer 1-Hydroxyethyl-Seitenkette zugeordnet werden. Weiterhin konnten die Korrelationen
der ortho-koppelnden Protonen H-4 und H-5 detektiert werden. Die chemische Verschiebung
des Signals bei 168.6 ppm (C-1%), die dem HMBC-Spektrum entnommen wurde, lie8 darauf
schlieBen, dass es sich um eine Carboxylfunktion handeln musste. Aus der Korrelation eines
der beiden ortho-kopplenden Protonen (H-5) zu C-1 lieB sich die Verkniipfung der
Carboxylgruppe an Position 6 eines Benzolrings ableiten. Die HMBC-Kopplungen von H-4
zu C-6 und C-7a, sowie von H-5 zu C-3a und C-7 belegten den Ringschluss. Im HMBC-
Spektrum war C-7 stark tieffeldverschoben (161.6 ppm), was durch eine phenolische
Hydroxygruppe als Substituent erklart werden konnte. Die chemische Verschiebungen von C-
3 (86.9 ppm) und C-1 (171.6) zeigten das Vorkommen von Sauerstoffen in Form einer Ether-
bzw. einer Esterfunktion an. Mithilfe der Kopplungen im HMBC von H-3 zu C-3a, C-7a und
C-1 sowie der im COSY-Spektrum von H-3 zu H-4 konnten C-1 und C-3 schlieBlich einem v-
Lactonring zugeordnet werden, wobei sich der Ringschluss zwischen C-1 und C-3 iiber das
Heteroatom auch aus der Betrachtung des Molekulargewichtes ableiten lie3. Die Kopplungen
im COSY-Spektrum von H-3 zu H-1, sowie im HMBC von H-3 zu C-2° und von H-1" zu C-
3 machten deutlich, dass der Isobenzofuranring an C-3 mit der 1-Hydroxyethylgruppe

verknlipft war.
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Die Struktur besitzt zwei Stereozentren, die optische Drehung betrigt [o]p™" -189.0 (c,
0.25 in MeOH). Allerdings wurde darauf verzichtet, die absolute Konfiguration an C-1°,
beispielsweise durch eine Derivatisierung zu entsprechenden Mosher-Estern, zu ermitteln, da
eine Zuordnung der relativen Konfiguration von C-1° und C-3 aufgrund der Flexibilitit der

Seitenkette nicht moglich ist.

Tabelle 26. NMR-Daten von 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-
oxoisobenzofuran-5-carbonsiure

Position | 8'H (ppm), Multiplizitiit (J in 8"C (ppm) COSY HMBC
Hz) (in MeOD, 125 MHz)' |(H—-H)| (H—C)
(in MeOD, 500 MHz)

1 - 171.6 - -
3 5.78, s 86.9 4,1 [1,3,3a,7a,2
3a - 153.8 - -
4 6.94, d (8.5) 116.9 3,5 4,6,7a
5 8.15, d (8.5) 139.6 4 3a,5,7,1”
6 - 119.5 - -
7 - 161.6 - -
7a - 114.5 - -
R 4.61,9(6.3) 67.1 3,2 31,2
2 1.45, d (6.6) 20.7 R 3,1°,2
1 - 168.6 - -

"Werte aus dem HMBC-Spektrum entnommen
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Abb. 67. COSY-Spektrum von 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-
oxoisobenzofuran-5-carbonsiure, gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 69. HMBC-Korrelationen von 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-
oxoisobenzofuran-5-carbonsiure

131

1 i peri)




Ergebnisse

3.8. Inhaltsstoffe aus Hypoxylon fragiforme (BT-111.1)

Der Stamm BT-III.1 aus dem Lebermoos Bazzania trilobata (Herkunft:
Rheinbreitbach, Siebengebirge) konnte mittels molekularbiologischer Methoden als
Hypoxylon fragiforme identifiziert werden. Aus der Kultivierung des Pilzes in kleinerem
MafBstab auf Reismedium wurden 1.8 g EtOAc-Extrakt und 1.45 g MeOH-Extrakt gewonnen.
Da die HPLC-Chromatogramme der Extrakte sehr dhnlich waren, wurde der EtOAc-Extrakt
mit dem MeOH-Extrakt vereinigt und durch VLC fraktioniert. Aus dem vereinigten Extrakt
BT-III.1-EM wurden mittels verschiedenen chromatographischen Auftrennungen acht
Verbindungen isoliert. Aus der dritten VLC-Fraktion (BT-III.1-EM-V3) wurden Orsellinsidure
und 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on (neuer Naturstoff) gewonnen. Aus der
vierten VLC-Fraktion (BT-III.1-EM-V4) wurden folgende Mykotoxine isoliert: Scytalon, 4-
Hydroxyscytalon, das Antibiotikum RF-3192-C, Mitorubrinsédure, Mitorubrinol und
Cytochalasin H. Zur Festlegung der Strukturen wurden UV-Spektren, ESI-Massenspektren,
1H—NMR, 13C—NMR, COSY, HMQC und HMBC herangezogen.

Peak 6. Orsellinsdure (R; = 18.6 min)
Peak 9. 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-
benzofuran-1-on (R, =21.3 min)

Peak 2. 4-Hydroxyscytalon (R¢=11.8 min)

Peak 3. Scytalon (R;= 15.6 min)

Peak 12. Mitorubrinol (R; = 24.0 min)

Peak 13. Mitorubrinséure + Cytochalasin H
(R{=24.9 min)

Peak 15. RF-3192-C (R = 26.3 min)

Abb. 71. HPLC-Chromatogramm der Fraktion BT-II1.1-EM-V4
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3.8.1. Orsellinsiure

ORSELLINSAURE

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesdure
BT-III.1IEM-V3-S9

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)
3.6 mg

weiller Feststoff

CsHgNO,4

168 g/mol

16.2 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

BT-I-1 EMV3#405 RT: 11.79 AV 1 NL: 4.69E5
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.

UV-Spektrum

BTIF1 EMV3#1753 RT: 1178 A1 NL: 37965 microAl

ESI-MS (-)

BT-I-1 EMV3#407 RT: 11.85 AV 1 NL: 20266
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Orsellinsdure wurde als weiller Feststoff (3.6 mg) mittels VLC und Sephadex-
Sdulenchromatografie aus dem vereinigten Ethylacetat-Methanol-Extrakt von Hypoxylon
fragiforme (Stamm BT-III.1) gewonnen. Das UV-Spektrum der Substanz wies drei Maxima
bei 216, 260 und 298 nm auf. Im ESI-MS wurde der Pseudomolekiilionenpeak bei negativer
Ionisierung bei m/z 167 [M-H] detektiert, so dass das Molekulargewicht sich auf 168 g/mol
festlegen lieB. Im (-)-ESI-MS lieB sich zusétzlich ein charakteristisches Fragmention bei m/z
123 [M-CO; -H] erkennen, das aus dem Verlust von CO, resultierte und damit auf eine
Carboxyfunktion hinwies.

Das in deuteriertem Methanol aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte im
aromatischen Bereich die Signale zweier Methinprotonen bei 6.13 (H-3) und 6.19 ppm (H-5)
sowie im aliphatischen Bereich die der aromatischen Methylprotonen bei 2.45 ppm (6-CHj3).
Die meta-Kopplungkonstanten (2.4 Hz) der beiden Methingruppen wiesen auf ein
Aromatenfragment hin, das wegen fehlender weiterer aromatischer Protonen im
Protonenspektrum ein tetrasubstituierter Benzolring sein musste. Dem C-NMR-Spektrum
waren Signale filir eine Methylgruppe (24.4 ppm), eine Carboxygruppe (175.4 ppm) und sechs
aromatischen Kohlenstoffatome (101.7, 105.9, 112.4, 145.4, 163.8 und 167.1 ppm) zu
entnehmen. Die Signale bei 163.8 und 167.1 ppm waren charakteristisch fiir durch eine
phenolische Hydroxygruppe entschirmte aromatische Kohlenstoffatome.

Die Verbindung wurde nach Vergleich der 'H- und *C-NMR-Daten sowie UV- und
Massenspektren mit aus der Literatur entnommenen Werten als Orsellinsdure identifiziert

(Kloss und Clayton, 1965; Evans und Staunton, 1988; Gaisser et al., 1997).

Tabelle 27. NMR-Daten von Orsellinsiure

Position 3'H (ppm), 5'H (ppm), 8"C (ppm) 8" C (ppm)
Multiplizitit Multiplizitit (MeOD, 125 (Aceton-ds,
(Jin Hz) (J in Hz) MHz) 100 MHz)"
(MeOD, 500 MHz) | (Aceton-ds, 400 MHz)"
1 - - 105.9 105.9
2 - - 163.8 163.2
3 6.13,d (2.4) 6.21,d (2.3) 101.7 101.6
4 - - 167.1 167.1
5 6.19, d (2.5) 6.27,d (2.3) 112.4 112.0
6 - i 145.4 145.1
CH; 249, s 2.53,s 24.4 24.5
COOH - 3.32,s 175.4 174.9
2-OH - 6.20, br s - -
4-OH - 5.53,brs - -

' Gaisser et al., 1997
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Abb. 73. 1H-NMR-Spektrum von Orsellinsiure, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.8.2.

3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on (neuer Naturstoff)

3-ETHYL-7-METHOXY-1,3-DIHYDRO-2-BENZOFURAN-1-ON

Systematischer Name:

Probencode: BT-III.1EM-V3-5S4
Quellorganismus:

Substanzmenge: 15.1 mg
Beschreibung: gelbliches Ol
Summenformel: C11H1203
Molekulargewicht: 192 g/mol

Drehwert [a]D20:
Retentionszeit HPLC:

-23.9° (¢, 0.5 in MeOH)
21.2 min (Standard-Gradient)

3-ethyl-7-methoxy-3H-2-benzofuran-1-on

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)

Clecia246#517 RT:1551 AV 1 NL:988E6
T +CESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
| 1751
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Dieses neue Phthalid (15.1 mg) wurde aus dem EtOAc/MeOH-Extrakt von Hypoxylon
fragiforme (Stamm BT-III.1) durch Auftrennung {iber VLC wund Sephadex-
Séulenchromatographie isoliert. Das UV-Spektrum zeigte Maxima von 208, 240 und 298 nm.
Das hochaufgeloste TOF-Massenspektrum zeigte bei positiver lonisierung den Basispeak bei
m/z 193.084 [M+H]" (berechneter Wert von 193.0859, A -9.8 ppm), woraus ein
Molekulargewicht von 192 Da und die Summenformel als C;;H;,0; abgeleitet wurde.

Im Tieffeldbereich des in MeOD aufgenommenen Protonenspektrums waren drei
partiell iiberlappende aromatische Protonen bei 7.70 (H-5) und 7.09 ppm (H-4/H-6) mit einer
Kopplungskonstante von 7.9 Hz zu erkennen, was auf einen 1,2,3-trisubstituierten Aromaten
hindeutete. Weiterhin wurden einen Oxymethinproton bei 5.46 ppm (H-3), eine
Methoxygruppe bei 3.96 ppm (7-OCH3), eine Methylengruppe (Hz-1") bei 2.13 und 1.78 ppm
sowie eine Methylgruppe (H3-2’) bei 0.93 ppm beobachtet. Die '*C-NMR-, HMBC-, HMQC-
und DEPT-Spektren gaben Aufschluss iiber das Vorhandensein von einer Methyl-, einer
Methoxy-, einer Methylen- und vier Methingruppen sowie von vier quartdren
Kohlenstoffatomen. Die Zuordnung von C-3, C-4, C-5, C-6, 7-OCHj3, C-1" und C-2’ ergab
sich aus den Direktkorrelationen im HMBC-Spektrum und wurde durch das HMQC-
Spektrum bestétigt. Mithilfe der Korrelationen im COSY-Spektrum konnten die aliphatischen
Protonen H»-1" und H3-2’ dem gemeinsamen Spinsystem eines Ethylsubstituenten zugeordnet
werden. Auch das Spinsystem des 1,2,3-trisubstituierten Benzolrings konnte hier deutlich
detektiert werden. Die HMBC-Kopplungen von H-4 zu C-6 und C-7a, sowie von H-5 zu C-3a
und C-7 belegten den Ringschluss. Im *C-NMR-Spektrum war C-7 stark tieffeldverschoben
(160.1 ppm), was durch die Methoxygruppe als Substituent erkldart werden konnte. Die
chemische Verschiebungen von C-3 (83.2 ppm) und C-1 (171.3) zeigten das Vorkommen
eines Lactonrings an. Mithilfe der Kopplungen im HMBC von H-3 zu C-3a, C-7a und C-1
sowie der longe-range-Korrelation von H-3 zu H-4 im COSY-Spektrum konnte dieser einem
y-Lactonring zugeordnet werden, wobei sich der Ringschluss zwischen C-1 und C-3 iiber das
Heteroatom auch aus der Betrachtung des Molekulargewichtes ableiten lie3. Die Kopplungen
im COSY-Spektrum von H-3 zu H,-1’°, sowie im HMBC von H-3 zu C-2’ und von H,-1" zu
C-3 machten deutlich, dass der Isobenzofuransubstituent an C-3 mit der Ethylgruppe
verkniipft war.

Die Substanz wurde bislang nur als Syntheseprodukt beschrieben (Anstiss et al., 2002;
Clayden et al., 2005). Die Struktur besitzt ein Stereozentrum, die optische Drehung betrug
[a]p®® -23.9 (c, 0.5 in MeOH) und wich damit von dem Literaturwert von [a]p™ + 69.1 (c,

0.11 in Aceton) ab (Clayden et al., 2005). Dies konnte in einer stark links (-) drehenden
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Verunreinigung begriindet liegen, die den ermittelten Drehwert beeinflussen hat oder es

handelt sich hier um das Stereoisomer mit der umgekehrten absoluten Konfiguration.

Tabelle 28. NMR-Daten von 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on

Position o'H (ppm), Isoochracein d"C (ppm) | COSY HMBC
Multiplizitt 8'H (ppm), (MeOD, 125 |(H—>H)| (H—C)
(/in Hz) Multiplizit:it MHz)
(MeOD, 500 MHz) (/in Hz)
(MeOD, 500
MHz)'
1 - - 171.3 - -
3 5.46,dd (6.9,4.1) | 5.50,dd (7.0, 4.0) 83.2 I’A, | 1,3,4a,1°,2°
1’B
3a - - 154.4 - -
4 7.09,d (7.9)* 6.90, d (8.0) 115.0 5 -
5 7.70,1(7.9), 7.58,d (8.0) 138.2 4,6 3,4a,5,6,7
6 7.09,d (7.9)* 6.92, d (8.0) 112.2 5 1,3,4,4a,5,
6,7, 7a-
7 - - 160.1 - -
Ta - - 114.4 - -
I’A | 2.13,tdd (4.3, 14.8, 2.15,m 28.7 2,1I’B 3,4a,2’
7.4)
I’'B 1.88, m 2, ’A
1.78, tt (14.5,7.3)
2 0.93,t(7.4) 1.03, t (7.0) 9.0 I’A, 3,12
1’B
7-OCH3 3.96, s - 58.5 - -
7-OH - 7.82,s - - -
"Clayden et al., 2005 * Signaliiberlappung
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Abb. 74. "H-NMR-Spektrum von 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on,

gemessen in MeOD (500 MHz)
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gemessen in MeOD (500 MHz)

Abb. 77. HMBC-Korrelationen von 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on
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3.8.3. Scytalon

SCYTALON

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [(x]D20:
Retentionszeit HPLC:

3,4-Dihydro-3,6,8-trihydroxynaphthalen-1(2H)-on
BT-III.1EM-V4-S32-33

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)
8.0 mg

weille Kristalle

Ci0H1004

194 g/mol

+5.4° (¢, 1.0 in MeOH)

15.6 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (-)

Clecia247#218 RT:639 A1 NL: 23566
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Scytalon wurde mittels VLC und Sephadex-Sdulenchromatographie aus dem
EtOAc/MeOH-Extrakt von Hypoxylon fragiforme (Stamm BT-III.1) gewonnen. Das UV-
Spektrum der Verbindung zeigte Maxima bei 220 und 282 nm. Mittels ESI-MS konnte das
Molekulargewicht als 194 g/mol festgelegt werden, woraus sich in Ubereinstimmung mit den
NMR-Daten die Summenformel zu C;oH;0O4 ermitteln lie. Im ESI-Spektrum wurde bei
negativer lonisierung der Basispeak bei m/z 149 [M-H-44] beobachtet, welcher sich aus einer
»reverse Diels-Alder-Fragmentierung ergibt. Dies ist ein typisches Massenfragment fiir 1-
Tetralone, welches durch die Abspaltung von HOCH=CH, entsteht (Findlay und Kwan, 1973,
Bell et al., 1976).

Die aus dem HMBC-Spektrum entnommenen “C-NMR-Daten (s. Tab. 29) zeigten
Signale fiir zwei Methylen-, eine aliphatische und zwei olefinische Methingruppen sowie fiir
fiinf quartiire Kohlenstoffatome. Das in MeOD gemessene 'H-NMR-Spektrum zeigte zwei
meta-koppelnde Protonen bei 6.23 (H-5) und 6.11 ppm (H-7), die sich an einem
tetrasubstituierten Benzolring befanden. Weiterhin wurde ein aliphatisches Methinproton bei
4.26 ppm (H-3) beobachtet, das im COSY-Spektrum Korrelationen zu zwei Methylengruppen
(H>-2 und H,-4) aufwies. Weiterhin deutete das entsprechende *C-Signal der aliphatischen
Methingruppe bei 66.9 ppm (C-3) auf einen Sauerstoffsubstituenten hin. Die beiden
Kohlenstoffatome C-6 und C-8 mit iiberlappenden Signalen bei 166.8 ppm konnten aufgrund
ithrer Tieffeldverschiebung als phenolisch bestimmt werden, wohingegen sich das Signal bei
202.4 ppm einem zyklischen Keton zuordnen lieB. Die im HMBC-Spektrum beobachteten
Korrelationen von H,-4 zu C-4a, C-5 und C-8a lieBen die Position der Verkniipfung des
aromatischen Ringes mit dem aliphatischen Sechsring erkennen. Die Korrelationen von H;-2
zu C-1 und C-8a lieferten Erkenntnisse auch {iber die Stellung der Carbonylgruppe an der

Position 1.

Durch Vergleich der Kopplungskonstanten mit den Literaturdaten (Bardshiri und
Simpson, 1983) lieB sich fiir die Hydroxygruppe an C-3 eine dquatoriale Orientierung
vermuten. Die Kopplungskonstante (°J = 7.6 Hz) zwischen den Protonen H-3 und H-2B
entsprach einer trans-diaxialen Anordnung, wahrend H-3 und H-4A (J = 3.8 Hz) eine axial-

dquatoriale Orientierung belegen musste (s. Tab. 29).

Die absolute Stereochemie des Naturstoffes konnte trotz gemessenem Drehwert von
[a]p™ +5.4° (c, 1.0 in MeOH) nicht festgelegt werden, da es sich bei der Probe um ein
Gemisch aus Scytalon und 4-Hydroxyscytalon handelte. AuBlerdem ist nach Angaben der
Literatur die optische Drehung des Scytalones sehr gering ([a]p™® +1.9 + 0.5, ¢ = 0.5 in 95%
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EtOH) und kann nicht als Kriterium zur Analyse der Enantiomeren aus natiirlichen Quellen

verwendet werden (Fabrice und Michel, 1990).

Tabelle 29. NMR-Daten von Scytalon

Position 3'H (ppm), 8'H (ppm), | 6"C (ppm) | 8"°C (ppm) | HMBC
Multiplizitit Multiplizitit | (Aceton-ds, | (MeOD, 125 | (H—C)
(Jin Hz) (Jin Hz) 25 MHz) MHz)®
(Aceton-ds, 360 MHz)' | (MeOD, 500
MHz)
1 - - 202.1 202.4 -
2A 2.84, ddd 2.85, m" 47.1 47.4 1,4
(17.1, 3.9, 1.0)
2B 2.62, ddd 2.62,dd 1,3,4, 8a
(17.1,7.8, 1.1) (17.0, 7.6)
3 4.31, sept (3.9) 4.26, sept (3.8) 66.4 66.9 1
4A 3.20, dddd 3.09, dd 38.9 38.9 2,3, 4a,
(16.1,3.8, 1.1, 1.1) (15.8, 3.8) 5, 8a
4B 2.86, ddddd 2.86, m" 2,3, 4a,
(16.1,7.8, 1.1, 1.0, 0.6) 5, 8a
4a 145.8 146.0 -
5 6.28, dt (1.1, 2.2) 6.23,d (2.2) 108.9 109.7 4,6,7,8,
8a
6 - 165.4 166.8° -
7 6.15,dd (2.2, 0.6) 6.11,d (2.2) 101.3 101.4 5,6,8,8
8 - - 166.0 166.8" -
8a - - 111.5 111.7 -
"Bardshiri und Simpson, 1983 % Seto und Yonehara, 1977 3 aus

HMBC-Spektrum entnommen * Signaliiberlappung
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Abb. 78. 1H-NMR-Spektrum von Scytalon, gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 79. COSY-Spektrum von Scytalon, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.84. 4-Hydroxyscytalon

4-HYDROXYSCYTALON
Systematischer Name: 3,4-Dihydro-3.4,6,8-tetrahydroxynaphthalen-1(2H)-on
Probencode: BT-III.1EM-V4-S32-33
Quellorganismus: Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)
Substanzmenge: 8.0 mg
Beschreibung: weille Kristalle
Summenformel: Ci10H1005

Molekulargewicht: 210 g/mol

Retentionszeit HPLC: 11.8 min (Standard-Gradient)
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T: +CESIsid=2500 Full ms [ 100.00-1000.00]
am2
100
%
&
7
7
1963
3 60
g
g
$ 55
E
<
2 50
3
g
24
3
& 40
1983
1492
2 4752
. 3469 4134
3141 4563
1470 2078 3501
1 150 272
5429 6491
o 3013 3032 4802 w08 ssism ™ wior
1304 8586 9381 9708
0
100 200 300 400 500 600 700 800 %0 1000

miz

*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.

UV-Spektrum

Clecia247#544 RT:372 A1 NL:120E5 microAU

10042140

Relative Absorbance

wanelengih (nm)

Clecia247#129 RT:380 AV 1 NL: 13966
T:-cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]

3 [M-H]f

Relative Abundance

-H,0]"

4723 8636
2113 2991 3766 4543 5000 5450 6321 6534 7367 7981 8249 8919 9649

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz

146




Ergebnisse

4-Hydroxyscytalon wurde mittels VLC und Sephadex-Sdulenchromatographie aus
dem EtOAc/MeOH-Extrakt von Hypoxylon fragiforme (Stamm BT-III.1) als Gemisch mit der
Hauptkomponente Scytalon gewonnen. Das UV-Spektrum der Verbindung zeigte mit
Maxima bei 214, 232 und 282 nm eine gute Ubereinstimmung mit dem der strukturell
verwandten Verbindung Scytalon. Im ESI-Massenspektrum zeigte die Substanz einen
Molekiilionpeak bei m/z = 209 [M-H] , somit wies das Molekulargewicht von 210 Da eine

Massendifferenz von 16 amu zu Scytalon auf.

Sowohl das '"H-NMR- wie auch das COSY-Spektrum von 4-Hydroxyscytalon und
Scytalon zeigten weitgehende Ubereinstimmung. Ein Unterschied konnte lediglich in der
zusdtzlichen Hydroxylierung an Position 4 festgestellt werden. Im Gegensatz zu Scytalon war
bei 4-Hydroxyscytalon dementsprechend im 'H-NMR-Spektrum an Position 4 ein
tieffeldverschobene aliphatische Methinproton (4.48 ppm) statt einer Methylengruppe zu
erkennen. Mit Hilfe des COSY-Spektrums konnte die Verkniipfung von H-4 mit dem
aromatischen Proton H-5 und der Methingruppe H-3 beobachtet werden. Die
Kopplungskonstante von 7.6 Hz zwischen den Protonen H-4 und H-3 wies auf eine axial-
axiale Anordnung zueinander hin, und lie} somit den Schlufl zu, dass es sich hier um ein
Stereoisomer mit trans-Anordnung des vicinalen Diols an Position 3 und 4 handelte (Iwasaki

et al. 1972; Iwasaki et al. 1973).

Da es hier sich um ein Gemisch handelt, in dem Scytalon die Hauptkomponente

darstellte, war es nicht moglich, den Drehwert fiir 4-Hydroxyscytalon zu bestimmen.

Tabelle 30. NMR-Daten von 4-Hydroxyscytalon

Position 8'H (ppm), Multiplizitit 8'H (ppm), Multiplizitit COSY
(J in Hz) (J in Hz) (H—H)
(Aceton-dy)" (MeOD, 500 MHz)
2Aeq 3.03,q (5.0, 17.5) 2.95,dd (17.0, 4.4) 2B, 3
2B,y 2.68, q (8.0, 17.5) 2.62,ddd (17.0, 8.8, 1.3) 2A,3
3ax 4.01, m 3.97,ddd (8.8, 7.6, 4.3) 2A, 2B, 4
4o 4.54,d (8.0 4.48,d (7.6) 3,5
5 6.70, d (2.5) 6.61, dd (2.5, 0.9) 4,7
7 6.26,d (2.5) 6.18,d (2.2) 5

"wasaki et al., 1973
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3.8.5. RF-3192-C

RF-3192-C

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

6,6a-Dihydro-2,4,6a,10,12-pentahydroxynaphtho[2,1,2,3-

bed]furan-5,9-dion

BT-III.1EM-V4-S53-60

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)
2.1 mg

orange Kristalle

C20H120s

380 g/mol

+47.6° (c, 0.1 in MeOH)

26.6 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

O OH BF-IF EMA 52#627 RT: 1889 A/ 1 NL 26565
T: +cESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
2422
100
0
‘ 80
0
OH g e 92
o | )
E 40 1420
OH 186.1
5
HO 310
0 5495
@1 5245
1 2791 -
10 L 397.742‘35 a4 044 oo mgm.o 75 88
1920 “420 5759 | O %7 g7 924‘5%;10
0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mz
(@) OH *Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.
UV-Spektrum ESI-MS (-)
BT-lIl-1 EMV4 52#625 RT: 1883 AV 1 NL: 1.19E6
600 Peak#1 100/0 v v T:-cESIsid=25.00 Full [100.00-1000.00] 703
1% No spectra library hits found! : [M_H]’
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| 7
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] 272.8 346.1
25,04 :
— s
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Dieses Bisnaphthalenderivat ~ wurde mittels VLC und Sephadex-
Sdulenchromatographie aus dem EtOAc/MeOH-Extrakt von Hypoxylon fragiforme (Stamm
BT-III.1) isoliert. Die Verbindung wurde durch Abgleich des aufgezeichneten UV-Spektrums
mit der internen UV/Vis-Spektrenbibliothek und anhand der ESI-Massenspektren als das
Antibiotikum RF-3192C identifiziert. Mit Hilfe des ESI-MS-Spektrums wurde das
Molekulargewicht auf 380 g/mol festlegt. Das UV-Spektrum zeigte {ibereinstimmende
Maxima bei 213, 272 und 346 nm. Die eindeutige Ubereinstimmung der '"H-NMR-Daten mit
den Werten aus der Literatur konnte die Identitit der Substanz bestétigen. Fiir die optische
Drehung wurde ein Wert von [a]p® +47.6° (c, 0.1 in MeOH) gemessen. Die absolute
Konfiguration der Substanz sowie ihre optische Drehung wurden in der Literatur nicht
berichtet (Yoshida et al. 1994). Ihre Stereochemie konnte wegen der geringen Probemenge
auch im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklirt werden. Das in DMSO-ds gemessene 'H-
NMR-Spektrum zeigte zwolf Protonsignale, davon fiinf Singuletts fiir die austauschbaren
Protonen der Hydroxygruppen mit chemischer Verschiebungen von 8.13 (3°-OH), 11.33 (6-
OH), 10.70 (6’-OH), 12.57 (8’-OH) und 13.86 ppm (8-OH). Mit Hilfe des COSY-Spektrums
wurden im aromatischen Bereich zwischen 6.37 und 7.13 ppm zwei Paare meta-koppelnder
Protonen H-5/H-7 und. H-5°/H-7’ identifiziert. Weiterhin erschien im 'H-NMR-Spektrum ein
Singulettsignal fiir das olefinische Proton H-2 bei 5.76 ppm sowie zwei Dubletts bei 3.24 und
3.43 ppm fiir die beiden diastereotopen Methylenprotonen an der Position 3. Die Zuordnung
der Signale basierte tiberwiegend auf dem Vergleich der NMR-Daten mit aus der Literatur
entnommenen Werten (Yoshida et al. 1994; Bode und Zeeck, 2000), da aufgrund der geringen

Substanzmenge keine HMBC- oder HMQC-spektren aufgenommen werden konnten.

Tabelle 31. NMR-Daten von RF-3192C

Position o'H (ppm), Multiplizit:it o'H (ppm), Multiplizit:it
(J in Hz) (DMSO-d,) (/ in Hz) (DMSQO-d,, 500 MHz)

2’A 3.41,d (16.8) 3.43,d(16.8)

2’B 3.23,d (16.8) 3.24,d (16.8)

5’ 7.10, d (2.0) 7.13,d (1.8)

7 6.46,d (2.2) 6.49,d (1.8)
2 5.84, s 5.76, s

5 7.51,d (2.0) 7.51,d(1.9)

7 6.36,d (2.2) 6.37,d (1.9)
6-OH 11.34, s 11.33,s
8-OH 13.86, s 13.86, s
3’-OH - 8.13, s
6’-OH 10.71, s 10.70, s
8’-OH 12.57, s 12.57, s

"Yoshida et al., 1983
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Abb. 83. 1H-NMR-Spektrum von RF-3192C, gemessen in DMSO-d; (500 MHz)
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3.8.6. (+)-Mitorubrinsiure

(H)-MITORUBRINSAURE

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [a]DZO:
Retentionszeit HPLC:

8-Hydroxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-6-methoxy-1H-isochromen-1-
on
BT-III.1EM-V4-S42-46

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)
15.2 mg

gelbliches Pulver

C21H1609

412 g/mol

+478.8 (c, 0.5 in EtOH)

24.9 min (Standard-Gradient)

BT-I-1 EMV4 4546 #741 RT: 2236 A1 NL: 749E5

T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
A 3073
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w
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*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.
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Dieses Azaphilonderivat (15.2 mg) wurde aus dem EtOAc/MeOH-Extrakt von
Hypoxylon fragiforme (Stamm BT-III.1) durch Auftrennung iiber VLC und Sephadex-
Séulenchromatographie isoliert. Das UV-Spektrum zeigte Maxima von 216, 272 und 346 nm.
Das ESI-Massenspektrum zeigte bei negativer lonisierung den Basispeak bei m/z 823 [2M-

H] , woraus ein Molekulargewicht von 412 Da abgeleitet wurde.

Im Hochfeldbereich des in DMSO-ds aufgenommenen Protonenspektrums waren zwei
Singuletts fiir zwei Methylgruppen bei 1.56 (H3-9) und 2.46 ppm (H3-7’) zu erkennen. Im
COSY-Spektrum wurden die long-range-Korrelation von His-7° zu H-5" (6.24 ppm)
beobachtet, welches seinerseits eine meta-Kopplung zu H-3" (6.16 ppm) aufwies. Weitere
Korrelationen im HMBC-Spektrum, z. B. von H3-7° zu C-1°, C-5" und C-6’, machten
deutlich, dass die Methylgruppe H3-7" Substituent eines 1,2,3,5- tetrasubstituierten Aromates
war. Die Signale bei 164.7 und 166.4 ppm belegten die Hydroxylierung des Benzolringes an
den Positionen C-2’ und C-4’. Die HMBC-Korrelation von H3-7" zu C-8” (171.1 ppm) deutete
auf eine Carbonylgruppe, die einer Esterfunktion zuzuordnen war, als weiteren Substituenten
hin, womit eine Orsellinsiure-Partialstruktur vorlag. Im aromatischen Bereich des 'H-NMR-
Spektrums zeigten sich weiterhin drei Singuletts bei 8.31 (H-1), 7.12 (H-4) und 5.72 ppm (H-
5), die mit Hilfe der HMBC-Korrelationen als Teil eines kondensierten Ringsystems
zugeordnet wurden. Weiterhin zeigte das HMBC-Spektrum durch die Korrelationen von H3-9
zu C-6, C-7 und C-8 die Verkniipfung der zweiten Methylgruppe an Position C-7 und ihre
Positionierung zwischen zwei Ketofunktionen C-6 (194.9 ppm) und C-8 (193.6 ppm) an.
Ebenso an Position C-7, verkniipft iiber eine Esterbindung, befand sich der eingangs
beschriebene Orsellinsdure-Substituent. Ferner wurden im Protonenspektrum zwei
Dublettsignale bei 6.41 (H-11) und 7.27 ppm (H-10) beobachtet, die durch ihre
Kopplungskonstante (15.8 Hz) auf das Vorhandensein einer Doppelbindung in trans-
Konfiguration schlieBen lieBen. Aufgrund der Korrelationen im COSY- und HMBC-
Spektrum konnten H-10 und H-11 einer Propensdure-Seitenkette zugeordnet werden. Die
Position der Verkniipfung des Isochromenringes mit dieser Seitenkette konnte anhand der
Korrelationen von H-4 zu H-10 und H-11 im COSY-Spektrum ermittelt werden. Des
Weiteren wurden im 'H-NMR-Spektrum drei tieffeldverschobene Singuletts der
Hydroxyfunktionen beobachtet. Die Signale bei 10.28 und 10.30 ppm wurden mit Hilfe der
Literatur den beiden phenolischen Protonen zugeordnet (Biichi et al., 1965), wihrend das

breite Singulett bei 12.94 ppm auf das acide Proton der Carboxygruppe zuriickzufiihren war.

Die NMR-Daten zeigten Ubereinstimmung mit den Literaturwerten (Biichi et al.,

1965; Natsume et al., 1985). Fiir die optische Drehung wurde ein Wert von [o]p> +478.8 (c,
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0.5 in EtOH) gemessen; damit konnte fiir das chirale Zentrum an Position 7 die S-

Konfiguration festgelegt werden (Steglich ef al. 1974; Steyn und Vleggaar, 1976).

Tabelle 32. NMR-Daten von Mitorubrinsidure

Position 5'H (ppm), 5'H (ppm), 8"C (ppm) | COSY | HMBC
Multiplizitit Multiplizitit (MeOD, 125 |(H—H)| (H—C)
(J in Hz) (J in Hz) MHz)’
(Aceton-d;, (DMSO-d;, 500
200 MHz)"' MHz)
1 8.16,brd (1.2) 8.31,s 156.0 4 3,4a, 8, 8a
3 - - 155.0 - -
4 7.02, s 7.12,s 116.5 1,10, |3,4a,5, 8a,
11 10
4a - - 144.1 - -
5 5.75,d (1.2) 5.72,s 109.6 - -
6 - - 194.9 - -
7 - - 86.6 - -
8 - - 193.6 - -
8a - - 116.1 - -
9 1.68, s 1.56, s 22.5 - 6,7, 8
10 7.33,d (15.6) 7.27,d (15.8) 135.0 , 3,4,11,12
11 6.54, d (15.6) 6.41,d (15.8) 125.8 , 3,10, 12
12 - - 168.4 -
12-OH - 12.94, s - - -
I - - 104.6 - -
2’ - - 164.7 - -
3 6.23,d (2.4) 6.16,d (2.2) 101.8 - 1,2, 4,
5
4 - - 166.4 - -
5 6.35,d (2.4) 6.24,d (1.6) 112.6 7 1,2, 3,
7
6’ - - 145.2 -
7 261,s 246, s 24.0 5 1,56,
g
8’ - - 171.1 - -
2’-OH - 10.28, s° - - -
4’-OH - 10.30, s° - - -

"Natsume et al., 1985
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Abb. 87. HMBC-Spektrum von Mitorubrinsiure, gemessen in MeOD (500 MHz)

Abb. 88. COSY (fett) und HMBC-Korrelationen (Pfeile) von Mitorubrinsiure
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3.8.7. (-)-Mitorubrinol

(-)-MITORUBRINOL

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [a]Dzo:
Retentionszeit HPLC:

Systematischer Name:

(S)-3-((E)-3-Hydroxyprop-1-enyl)-7-methyl-6,8-
dioxoisochroman-7-yl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate
BT-III.1EM-V4-S38-39

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)

5.6 mg

gelbliches Pulver

C21H 1505

398 g/mol

-385.3 (¢, 0.5 in EtOH)

23.9 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

BT-I-1 EMV4 38-39#611 RT: 1843 AV 1 NL: 899E5
T: +cESIsid=2500 Full ms [ 100.00-1000.00]
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*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden.
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Mitorubrinol wurde ebenso wie Mitorubrinsédure (siche 3.9.7.) aus dem EtOAc/MeOH-
Extrakt von Hypoxylon fragiforme (Stamm BT-III.1) isoliert. Das UV-Spektrum der Substanz
wies Maxima bei 215, 266 und 351 nm auf und lie3 bereits damit eine strukturelle
Verwandtschaft zu Mitorubrinsdure vermuten. Mit Hilfe des ESI-Massenspektrums konnte
das Molekulargewicht von 398 g/mol bestimmt. Die fiir weitere Aufklarung der Struktur
herangezogenen 'H-NMR- und COSY-Spektren von Mitorubrinol zeigten weitgehende
Ubereinstimmung mit denen der Mitorubrinsiure. Die Analyse der 'H-NMR-Spektren ergab
als Unterschied das Vorhandensein einer Methylengruppe an Position 12 fiir Mitorubrinol und
somit eine Reduktion der Carbonsdurefunktion der Mitorubrinsdure zum Alkohol fiir die
vorliegende Verbindung, was durch das Vorhandensein eines Spinsystems, bestehend aus H,-
12 (430 ppm), H-11, H-10 und H-4, im COSY-Spektrum bestitigt wurde. Die NMR-
spektroskopischen Daten wurden mit Literaturdaten verglichen und zeigten eine gute
Ubereinstimmung (Biichi et al., 1965). Ebenso stimmte die ermittelte optische Drehung von
[a]p? -385.3 (c, 0.5 in EtOH) mit der in der Literatur angegeben optischen Drehung von
[a]p®® -375.0 (c, 1.7 in Dioxan) iiberein. Im Gegensatz zu (+)-Mitorubrinsiure wurde damit an
Position 7 des (-)-Mitorubrinols die R-Konfiguration festgestellt (Biichi et al., 1965; Steyn
und Vleggaar, 1976).

Tabelle 33. NMR-Daten von Mitorubrinol

Position o'H (ppm), Multiplizitit o'H (ppm), Multiplizitit COSY
(Jin Hz) (Jin Hz) (H—H)
(DMSO-ds4, 360 MHz) ! (MeOD, 500 MHz)
1 8.27,d (1.0) 8.19, s -
4 - 6.57, s 12
5 5.62,d (1.0) - -
9 1.58, s 1.65, s -
10 6.35,d (16.0) 6.43,dd (15.6, 1.9) 11,12
11 6.70, m 6.73, dt (15.6, 4.1) 10, 12
12 4.20, m 4.30,dd (4.1, 1.9) 10, 11
12-OH 5.1, bs - -
2’-OH 10.20, s - -
3’ 6.18 6.14,dd (2.4, 5.2) 7
4’-OH 10.30, s - -
5’ 6.27 6.26,d (1.6) 7
7 247, s 2.60, s 3.5
"Biichi et al., 1965 * nicht erwihnt ® austauschbare Signale
¢ nicht detektiert
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3.8.8. Cytochalasin H

CYTOCHALASIN H

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [o]p™:
Retentionszeit HPLC:

3-Benzyl-2,3,3a,4,5,6,6a,9,10,11,12,15-dodecahydro-6,12-
dihydroxy-4,10,12-trimethyl-5-methylene-1-oxo-1H-
cycloundeca[d]isoindol-15-yl acetat
BT-III.1IEM-V4-S12-13

Hypoxylon fragiforme (aus Bazzania trilobata)

1.2 mg

weille Kristalle

C30H39NOs

493 g/mol

+85.7° (¢, 0.1 in MeOH)

24.9 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

Clecia252#727 RT:20.13 AV 1 NL: 2.78E8
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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Cytochalasin H (1.2 mg) wurde mittels VLC und Sephadex-Saulenchromatographie
aus dem EtOAc/MeOH-Extrakt des Pilzes Hypoxylon fragiforme (Stamm BT-III.1) isoliert.
Zur Aufkliarung der Struktur wurden neben dem iiber ESI-MS bestimmten Molekulargewicht
von 493 Da und dem UV-Spektrum mit den Maxima bei 210 und 252 nm das "HNMR- sowie
das COSY-Spektrum herangezogen. Die NMR-Spektren zeigten eine weitgehende
Ubereinstimmung der chemischen Verschiebungen sowie Korrelationen mit den fiir
Cytochalasin E gemessenen und unter 3.8.2. beschriebenen Daten. Das Massenspektrum von
Cytochalasin H zeigte die charakteristischen Massenfragmente von m/z 476, 434, 416 und
398, die durch Abspaltung von H,O [M-18]" und CH,CO [M-44]" resultieren (Prasain, et al.,
2002).

-18 -42 -18 -18

494 —» 476 —>» 434 416 > 308
[M+H]" 18
28

406 388
-18
14 392 — 374

Abb. 91. CID-Fragmentierungsschema (m/z) von Cytochalasin H (Prasain ez al., 2002)

Das in MeOD aufgenommene 'H-NMR-Spektrum sowie das COSY-Spektrum
bestéitigten die Anwesenheit eines monosubstituierten Benzolring, bestehend aus den
Protonen H-3’/H-5" (7.30 ppm, 2H), H-4’ (7.23 ppm, 1H) und H-2’/H-6’ (7.19 ppm, 2H). Des
weiteren wurden filir die Perhydroisoindoleinheit fiinf Methingruppen (H-3 bis H-8), eine
Exomethylen- (H,-12), eine Methylgruppe (Hs-11) sowie eine Methylengruppe (H;-10), die
den Phenylring als weiteren Substituenten besal3, detektiert. Im COSY-Spektrum wurden die
Korrelationen von H-3 zu H-4 und H,-10, von H-4 zu H-5, von H-5 zu Hs-11 und H,-12
sowie von H-7 zu H»-12 und H-8 beobachtet. Weiterhin wurden die Signale des 11-gliedrigen
Makrozyklus wie folgt beobachtet: zwei Methylen- (H,-15 und H,-17), zwei trans-Ethylen-
(H-13/H-14 und H-19/H-20), zwei weitere Methin- (H-16 und H-21), zwei Methylgruppen
(H3-22 und H3-23) und eine Acetoxygruppe (21-OAc). Die Abfolge dieser Elemente im
Makrozyklus lieB sich aufgrund der beiden Spinsysteme im COSY-Spektrum ermitteln, die
H-13 bis H,-17 einschlieBlich H3-22, sowie H-19 bis H-21 umfassten. AuBBerdem zeigte das
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COSY-Spektrum anhand der Korrelation von H-8 zu H-7 und H-13 die Verkniipfung des

Perhydroisoindols zum Makrozyklus.

Die NMR-Daten der Substanz wurden mit Literaturdaten verglichen und zeigten gute

Ubereinstimmung (Patwardhan et al., 1974; Tao et al., 2008). Ebenso stimmte die optische

Drehung von [a]p*’ +85.7° (¢, 1.0 in MeOH) mit dem in der Literatur angegebenen Wert von

[a]p® +91.2° (¢, 0.1 in MeOH) iiberein (Patwardhan et al., 1974).

Tabelle 34. NMR-Daten von Cytochalasin H

Position o1H (ppm), o'H (ppm), COSY
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz) (H—H)
(DMSO-d;, 500 MHz)' (MeOD, 500 MHz)
2 7.13, d° 7.19,d (7.2)* 3’
3 7.31,dd* 7.30, t (7.4)" 2,4
4 7.23,t 7.23,t(7.4) 3,5
5’ 7.31, dd* 7.30, t (7.4)" 4.6
6’ 7.13, d° 7.19,d (7.2)" -
3 3.24, m 3.28, m 4, 10A, 10B
4 2.11,t 2.17,dd (5.2,2.7) 3,5
5 2.76, m 2.63, m 4,11, 12A, 12B
7 3.81,d (11.0) 3.80,d (10.4), 8, 12A, 12B
8 2.92,t 2.93,t(9.9) 7,13
10A 2.84,dd (13.5,4.5) 2.88,dd (13.2,5.4) 3,10B
10B 2.64,dd (13.5, 8.5) 2.71,dd (13.2, 8.2) 3, 10A
11 0.97,d (6.5) 0.56,d (6.9) 5
12A 5.33,s 5.19,s 5,7, 12B
12B 5.09,s 4.98, s 5,7, 12A
13 5.72,ddd (15.5, 10.5, 1.0) 5.63, dd (15.6, 9.6) 8,, 14, 15A
14 5.38, m 531, m 13, 15A, 15B
15A 2.03, m 2.01, m 13, 14, 16, 22
15B 1.80, m 1.75, m° 14
16 1.77, m 1.75, m’ 15A, 22
17A 1.86, dd (14.0, 3.0) 1.75, m" 16, 17B
17B 1.55, dd (14.0, 3.0) 1.54,d (11.3) 16, 17A
19 5.84,dd (13.5, 3.0) 5.74,dd (16.7, 2.2) 20,21
20 5.52,dd (13.5,2.5) 5.52,dd (16.7,2.2) 19, 21
21 5.54,s 542, s 19, 20
22 1.03,d 1.01,t(7.7) 15A, 16
23 1.32,s 1.28, s -
21-OAc 2.26, s 2.27,s -
NH 5.68, s - -
7-OH 2.08, s - -
18-OH - - -

'Tao et al., 2008

*® Signaliiberlappung
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Abb. 92. 1H-NMR-Spektrum von Cytochalasin H, gemessen in MeOD (500 MHz)
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Abb. 93. COSY-Spektrum von Cytochalasin H, gemessen in MeOD (500 MHz)
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3.9. Inhaltsstoffe aus Eurotium rubrum (BT-1)

Der Stamm BT-1 wurde aus dem Lebermoos Bazzania trilobata (Herkunft:
Rheinbreitbach, Siebengebirge) isoliert und mittels molekularbiologischer Methoden als
Eurotium rubrum identifiziert. Der Pilz wurde in groBerem Malstab auf Reismedium
kultiviert und extrahiert. Der EtOAC-Extrakt (23.0 g) wurde mittels VLC und
Kieselgelsdulenchromatographie  fraktioniert, wodurch die bekannten Mykotoxine

Cochliodinol und Chaetomin erhalten wurden.

450_CF060613 #8 BT-1 EtOAC UV_VIS_1
mAU WVL:235 nm)

Peak 6. Chaetomin (R; = 22.5 min)
Peak 9. Cochliodinol (R; = 29.6 min)

300+

10 - 37,192

9-29,638

200+

-10,759
4-16,752
5-18,709
6-22,495
7 -25,853
8-27,480

1004

1

2-12,072

3-15,379

. 1
0.0 10,0 20,0 300 40,0 50,0 60,0

Abb. 94. HPLC-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von Eurotium rubrum
auf Reismedium
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3.9.1. Cochliodinol

COCHLIODINOL

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

2,5-Dihydroxy-3,6-bis(5-(3-methylbut-2-enyl)-1H-indol-3-

yl)cyclohexa-2,5-diene-1,4-dion

BT-1E RLS V3K

Eurotium rubrum (aus Bazzania trilobata)
176.8 mg

rotbraune Kristalle

C32H30N204

506 g/mol

30.8 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

BT-IERLSV3#1127 RT:3243 AV 1 NL: 1.59E7
T: +CESl id=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
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Relative Abundance

[MfH]"

5084
5242
4514
2832 4394
2844 3393 J l 5252 5695 5 7886
1962 8602 9114 9405
B corstl WO Huj.\n.u.lhw\n- PRI | WU Y BTN T i Wy ek
et el o et b b e oot b B b
200 300 400 600 700 800 %00 1000
mz

UV-Spektrum

BT-IERLSVB#4820 RT: 3223 AV 1 NL: 247E5 microAU

2780

1

Relative Absorbance

ESI-MS (-)

BT-IERLSV3#1125 RT:3239 AV 1 NL:327E7

M-

T:-cESlsid=2500 Full ms [100.00-1000.00]

280 30

20

warelength (nm)

20

HI

5058
il
3420 3620 3720 3840
8
g
3
g
5
K
<
°
2
kol
k]
4
5067
507.7
T T T 1637 2145 2792 3106 3543 4098 4779 ] 5086 5905 6366 6806 7209 7619 8048 9226 9439 9739
A0 30 380 40 R A s A e a d  ddta A A A g w ati BM s  d at i a]
200 300 400 500 600 800 900 1000

miz

165




Ergebnisse

Cochliodinol wurde mittels Kieselgelsdulenchromatographie als rotbraune Substanz
(176.8 mg) aus dem Ethylacetat-Extrakt von Eurotium rubrum (Stamm BT-1) isoliert. Das
UV-Spektrum zeigte Maxima bei 230 und 278 nm. Mithilfe der ESI-Massenspektrometrie
konnte das Molekulargewicht der isolierten Substanz von 506 g/mol ermittelt werden.

Das in deuteriertem Chloroform aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigte sich im
Verhiltnis zur ermittelten Molekulargewicht signalarm. Insgesamt wurden lediglich Signale
fiir 11 Protonen beobachtet, was auf eine symmetrische Struktur hindeutete. Im aromatischen
Bereich des 'H-NMR-Spektrums wurden drei Protonen H-4 (7.44 ppm), H-6 (7.09 ppm) und
H-7 (7.34 ppm) beobachtet, die aufgrund der Kopplungsmuster einem 1,2,4-trisubstituierten
Benzolring zuzuordnen waren. Dieser lieB sich anhand des '"H-NMR- und COSY-Spektrums
als Bestandteil eines Indolsystems nachweisen, das in der Position 5 durch einen Isoprenylrest
substituiert war. So zeigte das olefinische Proton H-9 (5.40 ppm) eine allylische Korrelation
zu den Methylprotonen Hs-11 und H3-12 (1.75 ppm) sowie eine vicinale Kopplung zur
Methylenfunktion H,-8 (3.47 ppm). AuBerdem lieB sich im -+-ESI-MS neben dem
Pseudomolekiilionenpeak das Fragment m/z 439 erkennen, das den Verlust des
Isoprenylrestes anzeigte. Das COSY-Spektrum zeigte noch die long-range-Korrelationen
zwischen H-4 (7.44 ppm) und H-6 (7.09 ppm) mit H,-8, womit sich die Anordnung des
Isoprenylrestes an der Position 5 des Indolsystemes bestimmen lief3.

Eine Datenbankrecherche mit der gefundenen Teilstruktur und Molekulargewicht
fiihrte zu Cochliodinol, dessen in CDCl; gemessenen NMR-Daten nur geringfiigig von den in
der Literatur angegebenen abwichen (s. Tab. 35), da hier THF-d als Losungsmittel verwendet
wurde (Jerram et al., 1975; Sekita, 1983).

Auf die Aufnahme von weiteren NMR-Spektren wurde verzichtet, da die Verbindung
zuvor durch vorherige Untersuchungen im Arbeitskreis spektroskopisch eingehend

charakterisiert worden war (Hassan, 2007; Indriani, 2007; Diesel, 2009).
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Tabelle 35. NMR-Daten von Cochliodinol

Position 3'H (ppm), 3'H (ppm), COSY
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz) (H—H)
(THF-ds, 100 MHz)" (in CDCl3, 500 MHz)
1-NH 10.30, s 8.43,brs 2
2 7.51,d(2,6) 7.60, d (1.9) 1-NH
4 7.43,brs 7.44, s 6, 8
6 7.07, m* 7.09,dd (1.1, 8.4) 7
7 7.07, m* 7.34,d (8.2) 6
8 3.41,brd (7.0) 3.47(7.2) 4,9,11,12
9 539, m 5.40,tt(1.3,7.2) 8, 11,12
11 1.71,d (1.3)° 1.75,brd (7.9) 8,9
12 1.73,d (1.5)° 1.75, br d (7.9) 8,9
2’/5°-OH 9.80, br s 8.13, s -
! Jerram et al., 1975 * Signaliiberlappung ® austauschbare Signale
g 3§ &= 33z gE3%8a8 b3 L
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H-11
H-12
CDCly
H-8
zoH M
I‘ L
LS L, V\-/JMLL
ik f f
1 3 3
as 80 75 £ ] (5] L] 55 L1 n {“:“? 0 as 19 25 15 i0 L5

Abb. 95. "H -NMR-Spektrum von Cochliodinol, gemessen in CDCI; (500 MHz)
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Abb. 96. COSY-Spektrum von Cochliodinol, gemessen in CDCl; (500 MHz)
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3.9.2. Chaetomin

CHAETOMIN

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Drehwert [(x]D20:
Retentionszeit HPLC:

BT-1E RLS V5

Eurotium rubrum (aus Bazzania trilobata)

6.5 mg

briaunliches Pulver
C31H30N6Og S4

710 g/mol

+287.5° (¢, 0.5 in CHCl3)
23.1 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)
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Die Substanz Chaetomin (6.5 mg) konnte mittels Kieselgelsdulenchromatographie aus
dem Ethylacetatextrakt von Eurotium rubrum (Stamm BT-1) isoliert werden. Zur Aufkldrung
der Struktur wurden neben dem iiber ESI-MS bestimmten Molekulargewicht von 710 g/mol
und dem UV-Spektrum mit den Maxima bei 226, 286 und 294 nm das 'H-NMR-Spektrum
herangezogen (s. Tab. 36).

Das in CDCl; aufgenommene 'H-NMR-Spektrum von Chaetomin zeigte drei
Singuletts fiir Methylgruppen zwischen 2.95 und 3.18 ppm, wobei die chemische
Verschiebung auf die Nachbarschaft zu einem Stickstoff-Substituent hindeutete. Weiterhin
wurde im Bereich von 3.09 bis 4.40 ppm Signale flir acht Protonen beobachtet, die zu vier
diastereotopen Methylengruppen gehorten. Zwischen 6.78 und 7.65 ppm befand sich ein
komplexes System tiiberlappender Protonen, das nach sorgféltiger Analyse insgesamt einem
Methinproton bei 7.19 ppm und acht aromatischen Protonen zugewiesen werden konnte.
Letztere entsprachen zwei ABCD-Spinsystemen, die charakteristisch fiir zwei 1,2-
disubstituierte Benzolringe sind. Eines dieser Spinsysteme bestand aus den Protonen H-7
(7.32 ppm), H-8 (7.28 ppm), H-9 (6.93 ppm) und H-10 (6.78 ppm). Das andere setzte sich aus
den Protonen H-11’ (7.29 ppm), H-12’ (7.21 ppm), H-13" (7.21 ppm) und H-14" (7.65 ppm)
zusammen. Weiterhin wurden zwei Methingruppen H-5 (6.21 ppm) und H-9’ (7.19 ppm) den
Pyrrolpartialstrukturen zweier Indolringe zugeordnet. Des Weiteren wurde das breite

Singulett eines NH-Protons bei 5.36 ppm beobachtet.

Auf Basis der vorgenannten Ergebnisse wurde eine Substruktursuche in Datenbanken
durchgefiihrt, gefolgt von dem Vergleich mit Literaturdaten (Fujimoto et al., 2004), welche zu
einer eindeutigen Identifizierung der Verbindung als Chaetomin fiihrte. Auch in diesem Fall
wurde auf die Aufnahme von weiteren NMR-Spektren verzichtet. Durch vorherige
Untersuchungen im Arbeitskreis wurde diese Verbindung bereits eingehend spektroskopisch

charakterisiert (Indriani, 2007; Diesel, 2009).
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Tabelle 36. NMR-Daten von Chaetomin

Position 3'H (ppm), 3'H (ppm),
Multiplizitit (J in Hz) Multiplizitit (J in Hz)
(in CDCl;, 400 MHz)" (in CDCl;, 500 MHz)
5 6.21, s 6.21, s
6-NH 5.35,s 5.36brs
7 7.34,d (7.6) 7.32, d (7.6)
8 7.31,1(7.6) 7.28,1(7.2)
9 6.95, t (7.6) 6.93, t (7.4)
10 6.80, d (7.6) 6.78, d (7.9)
11A 4.42,d (15.4) 4.40, d (13.9)
11B 3.10, d (15.4) 3.09, d (15.4)
12A 4.35,d (12.6) 4.37,d (12.6)
12B 4.29,d (12.6) 4.27,d (12.6)
13 (NCH3) 3.20, s 3.18, s
TA 3.89, d (15.6) 3.86, d (15.4)
7B 3.74, d (15.6) 3.70, d (15.8)
9’ 7.19, s 7.19, s
11° 7.31,brd (6.7) 7.29, br d (6.6)
12° 7.23, m® 721, m®
13° 723, m® 721, m*
14° 7.66, d (6.7) 7.65, d (6.3)
15°A 4.32,d (12.6) 4.33,dd (12.6)
15°B 4.27,d (12.6) 4.26,d (12.3)
16° (NCH3) 3.17, s 3.16, s
17° (NCH3) 2.96, s 2.95, s

"Fujimoto et al., 2004

* austauschbare Signale
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3.10. Untersuchung auf Biologische Aktivititen der aus Endophytischen Pilze
erhaltenen Inhaltsstoffe

3.10.1 Biologische Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus Pleurophoma cava (SL-5)

Im initialen Screening auf biologische Aktivitit konnte fiir den EtOAc- und BuOH-
Extrakt des Pilzes P. cava SL-5 keine ausgeprédgte Bioaktivitit nachgewiesen werden. Die
beiden Extrakte zeigten schlieBlich im Agarplattendiffusionstest lediglich eine schwache
Hemmwirkung gegen das gram-positive Bakterium Bacillus subtilis.

Die aus dem EtOAc-Extrakt isolierte Substanz Aposphaerin A wurde auf ihr
hemmendes Potential gegeniiber der Tumorzelllinien L-5178Y (Lymphomzellen der Maus)
getestet, und auch in diesem Fall wurde keine deutliche zytotoxische Wirkung festgestellt.
Aposphaerin A wurde ebenso hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung an Proteinkinasen
gepriift. In Gegensatz zum Ergebnis des vorherigen Testes zeigte die Substanz hier eine
ausgepragte Hemmwirkung auf 4 von 24 getestete Proteinkinasen. Gegeniiber den
Proteinkinasen IGF1-R, VEGF-R2, SRC und SAK wurde eine Hemmung zwischen 50 und
75% und ICso-Werte zwischen 1.3 - 1.9 x 107 festgestellt (siche Tab. 46 und 47).

Tabelle 37. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus P. cava

(SL-5)
Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitit
HH (mm) Wachstum in %

Probe BS EC SC cC CH L5178Y

500 ug | 500 pg | 500 pg | 500 pug | 500 pg 10 ng/ml
SL-5 EtOAC 7 5 5 5 5 -
SL-5 BuOH 7 5 5 5 5 -

Aposphaerin A - - - - 94.4

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.2. Biologische Aktivitit der Inhaltsstoffe aus Penicillium chrysogenum (HN-B2)

Der EtOAc-Extrakt von P. chrysogenum Stamm HN-B2 wurde auf antibiotische und
zytotoxische Aktivitdt getestet. Der Extrakt zeigte eine mittelstarke antimikrobielle Wirkung

gegen B. subtilis und E. coli. Gegeniiber der Tumorzelllinie L-5178Y konnte fiir den Extrakt
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sowie fiir die daraus isolierten Verbindungen Terrestrinsdure, Viridicatin und Viridicatol
keine signifikante Wachstumshemmung nachgewiesen werden. Lediglich Roquefortin C
zeigte in dem genannten Bioassay eine moderate Hemmung der L-5178Y-Zellen. Dennoch

zeigte diese Substanz keine nennenswerte Hemmwirkung gegen die getestete Proteinkinasen

(siehe Tab. 46).

Tabelle 38. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus P.
chrysogenum (HN-B2)

Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitat
HH (mm) Wachstum in %

Probe BS EC SC cC CH L5178Y

500 ug | 500 ug | 500 ug | 500 ug | 500 pg 10 pg/ml
HN-B2 EtOAc 15 13 6 5 5 110.5
Terrestrinsiure - - - - - 107.1
Viridicatin - - - - - 94.8
Viridicatol - - - - - 94.8
Roquefortin C - - - - - 57.8

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.3. Biologische Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus Botryosphaeria rhodina (BT-3)

Fiir den EtOAc-Extrakt von B. rhodina (BT-3) konnte im antibiotischen Test eine
ausgeprigte antimykotische Aktivitit gegeniiber Cladosporium curcumerinum und C.
herbarum, aber keine erwdhnenswerte Toxizitdt gegeniiber den getesteten Bakterien- und
Hefestimmen ermittelt werden. Der Extrakt zeigte aullerdem eine leichte zytotoxische
Wirkung auf die Tumorzelllinie L-5178Y. Auf Grund der geringeren Probemenge konnten
Griseofulvin, Dechlorogriseofulvin und Cycloaspeptid A keinen weiteren Bioassays
unterzogen werden. Sclerotigenin zeigte gegeniiber den murinen Lymphomazellen eine sehr
starke  Wachstummhemmung, wobei einen ECsop-Wert von 1.8 pg/ml bestimmt wurde.
Allerdings konnte fiir Sclerotigenin im Test auf inhibitorische Aktivitit gegeniiber
Proteinkinasen keine deutliche Wirkung auf die getestetene Enzyme festgestellt werden (siche

Tab. 46).
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Tabelle 39. Untersuchung der biologischen Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus B.
rhodina (BT-3)

Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitit
HH (mm)
Probe L5178Y ECs
BS EC SC cC CH Wachstum in % | (ng/ml)
500 pg | 500 pug | 500 ug | 500 pug | 500 pg 10 pg/ml
BT-3 EtOAc 5 7 6 20 13 74.2 -
Sclerotigenin - - - - - -1.4 1.8

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.4. Biologische Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus Neurospora discreta (NE-8)

Der EtOAc-Extrakt aus dem Pilzen N. discreta sowie der daraus gewonnene
Naturstoff Kojisdure wies im Test eine schwache antibakterielle Wirkung gegeniiber dem

gram-positiven Bakterium B. subtilis auf.

Tabelle 40. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus /V.
discreta (NE-8)

Antibiotische Aktivitit
HH (mm)
Probe BS EC SC CC CH
500 ug | 500 ug | 500 ug | 500 pg | 500 ug
NE-8 EtOAc 7 5 5 5 5
100 ug | 100 pg | 100 pug | 100 pg | 100 pug
Kojisiure 8 5 5 5 5

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.5. Biologische Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus Fusarium incarnatum (MGC-1.3)

Fiir den EtOAc-Extrakt des Pilzes F. incarnatum (MGC-1.3) konnte eine antibiotische
Aktivitdit gegeniliber B. subtilis nachgewiesen werden. Gegen die Testorganismen C.
curcumerinum und C. herbarum wurde eine starke antifungale Aktivitdt beobachtet.
Weiterhin erwies sich der EtOAC-Extrakt auch als zytotoxisch aktiv gegen Maus-Lymphom-
Zellen (L-5178Y). Sowohl Fusapyron wie Desoxyfusapyron erwiesen sich als stark aktiv im

antifungalen Test und zeigten ebenso eine bedeutende antibakterielle Aktivitdt. Auch
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Equisetin zeigte eine starke antimikrobielle Wirkung, allerdings lediglich gegen die gram-

positiven Testbakterie.

Tabelle 41. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus F.
incarnatum (MGC-1.3)

Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitat
HH (mm)

Brlnzsigrlmp L5178Y
Probe BS | EC | SC | CC | CH | . Y .| (Wachstum in

(Uberlebensrate in %)

%) °

500 | 500 [ 500 [ 500 | 500

500 1000 10 pg/ml

pg | ug | pg | Hg | Mg He He He

MGC-1.3 EtOAc | 15 5 5 11 13 100 95 36.2

100 | 100 |{ 100 | 100 | 100
ng ng neg ng ng

Fusapyron 16 10 5 35 18 - - -

Desoxyfusapyron| 10 10 5 27 13 - - -

Equisetin 17 5 5 5 5 - - -

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.6. Biologische Aktivitit der Inhaltsstoffe aus Neurospora terricola (MGC-5.1)

Der Ethylacetat-Extrakt des Pilzes N. ferricola (MGC-5.1) wurde den bisher
beschriebenen antibiotischen und zytotoxischen Assays unterzogen. Der Extrakt zeigte bei
den Tests keine biologische Aktivitdt. Auf Grund der geringeren Probenmengen und den
vorherigen negativen Ergebnissen wurden die aus diesem Extrakt isolierten Verbindungen
Diaportinsdure, Diaportinol und 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol keinen

weiteren Biotests unterzogen.
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Tabelle 42. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus N.
terricola (MGC-5.1)

Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitit
HH (mm)
Brm:siimmp L5178Y
Probe BS | EC SC | CC | CH | ;- y (Wachstum in
(Uberlebensrate o
o /o)
in %)

500 | 500 | 500 | 500 | 500
500 g | 1000 10 pg/ml
g | pg | pg | pg | pg |PTHEITUHE He

MGC-5.1 EtOAc | 5 5 5 5 5 100 100 102.1

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.7. Biologische Aktivitiit der Inhaltsstoffe aus Xylaria sp. (MGC-12.3)

Der Ethylacetat-Extrakt aus dem Pilz Xylaria sp. Stamm MGC-12.3 wies im
Agarplattendiffusionstest eine moderate antifungale Aktivitdt gegeniiber Saccharomyces
cerevisiae auf. Allerdings wurde gegeniiber den anderen Testorganismen keine biologische
Aktivitdt des Extrakts festgestellt. Eine potente zytotoxische Wirkung zeigte der Extrakt
hingegen im Brine Shrimp Assay, hierfiir wurde eine Uberlebensrate unter Einwirkung des
Extrakts in den beiden getesteten Dosen von null beobachtet. Ebenso bemerkenswert war das
Ergebnis des Tests zur Bestimmung des zytotoxischen Potentials gegeniiber Maus-Lymphom-
Zellen (L-5178Y), wo der Extrakt eine 100%ige Hemmung des Wachstums der eingesetzten
Testzellen bewirkte. Des Weiteren zeigten die isolierten Reinsubstanzen (E)-Methyl 3-(4-
methoxyphenoxy)-propenoat, Cytochalasin E und den neuen Naturstoff 1,3-Dihydro-4-
hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-carbonsédure  ebenfalls eine potente
Zytotoxitdt gegeniiber der L-5178Y-Zelllinie mit ECsp-Werte < 1.0 ug/ml. Dagegen besal3
lediglich (E)-Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoat eine bedeutende Hemmungswirkung
gegen die getesteten Proteinkinasen. Besonders nennenswert war die durch die Substanz
erzielte Hemmung zwischen 44 und 50% fiir die Proteinkinasen EGF-R, VEGF-R2 und SRC
(siche Tab. 46).
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Tabelle 43. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus Xylaria
sp. (MGC-12.3)

Antibiotische Aktivitat | Drin¢ Shrimp Zytotoxizitit
HH (mm) Assay
- L5178Y
Probe BS | EC | sC | cc | cu | Uberlebensrate | v hstum in
(%) o ECs,
500 | 500 [ 500 | 500 | 500 | 500 | 1000 (ng/mD)
10 pg/ml
Mg | ug | ug | Hg | Hg | Ug ug
MGC-12.3 EtOAc | 5 5 110 ] 5 5 0 0 -1.1 -
100 | 100 | 100 | 100 | 100
Mg | ug | Ug | Hg | Hg
Methyl 3-(4-
methoxyphenoxy)- | - - - - - - - 0.9 0.5
propenoat
Cytochalasin E - - - - - - - 1.6 <0.1
1,3-Dihydro-4-
hydroxy-1-(1-
hydroxyethyl)-3- - - - - - - - -0.8 1.0
oxoisobenzofuran-
S-carbonsaure

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.8. Biologische Aktivitit der Inhaltsstoffe aus Hypoxylon fragiforme (BT-I11.1)

Die EtOAc- und MeOH-Extrakte von Hypoxylon fragiforme (BT-III.1) wurde dem
initialen Screening auf biologische Aktivitéit unterzogen. Dabei zeigten die beiden Extrakte im
Antibiotikatest gegen Bacillus subtilis eine schwache Aktivitit. Gegen die anderen
Mikroorganismen konnte keine Wirkung beobachtet werden. In weiteren Untersuchungen zur
Zytotoxizitit mit den L-5178Y-Zellinien wiesen die Extrakte dagegen eine starke
antiproliferative Aktivitdt auf. Das stark zytotoxische Potential des Extrakts liel sich zu
einem Teil auf die 99.3%ige Hemmungswirkung des Cytochalasins H (ECsp 1.4 pg/ml)
zurlickfithren, aber auch auf die starke Aktivitit des neuen Naturstoffes 3-Ethyl-7-methoxy-
1,3-Dihydro-2-benzofuran-1-on  sowie des bekannten Antibiotikums RF-3192-C.
Orsellinsdure und Mitorubrinol konnten das Wachstum der Testzellen nicht hemmen.
Mitorubrinsédure zeigte im Test nur eine méfBige Aktivitdt. Neben den genanten Tests wurden
die isolierten Reinsubstanzen RF-3192-C, Orsellinsédure, Mitorubrinsdure und Cytochalasin H

ebenso hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung an Proteinkinasen untersucht. Dabei zeigten
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Cytochalasin H wund Orsellinsdure keine ausgepriagte Aktivitdit. RF-3192-C und
Mitorubrinséure waren dagegen am aktivsten und wurden fiir die ICso-Bestimung ausgewdhlt
(siche Tab. 47). RF-3192-C zeigte in Testung mit den Proteinkinasen EGF-R, IGF1-R, SRC,
VEGF-R3 und SAK eine Hemmung zwischen 81 und 88%. IGF1-R, SRC, VEGF-R2 und
SAK zeigte unter Einwirkung der Mitorubrinsdure eine Hemmung zwischen 47 und 52%

(siehe Tab. 46).

Tabelle 44. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus
Hypoxylon fragiforme (BT-111.1)

Antibiotische Aktivitit Zytotoxizitit
HH (mm)
L5178Y
Probe BS | EC | SC | CC | CH | Wachstum in
% ECs
500 | 500 | 500 | 500 | 500 (ug/mD)
10 pg/ml
Bg | Ug | Mg | Mg | UE
BT-III.1EtOAc 11 5 5 5 5 2.8 -
BT-111.1MeOH 10 | 6 5 5 5 5.5 -

100 | 100 | 100 | 100 | 100
pg | ug | g | Ug | Ug

Orsellinséiure - - - - - 150.3 -

3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-

benzofuran-1-on ) i ) ) i 115 7.8
RF-3192-C - - - - - 38.8 -
Mitorubrinsiure - - - - - 79.1 -
Mitorubrinol - - - - - 112.4 -

Cytochalasin H - - - - - 0.7 14

BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm

3.10.9. Biologische Aktivitit der Inhaltsstoffe aus Eurotium rubrum (BT-1)

Der EtOAc-Extrakt des Pilzes FEurotium rubrum (BT-1) zeigte im
Agarplattendiffusionstest eine moderate Aktivitit gegen Bacillus subtilis sowie eine miBige
Aktivitit gegen Escherichia coli, aber keine antifungale Wirkung gegeniiber Saccharomyces
cerevisiae. Im Zytotoxizititstest bewirkte der Extrakt eine 99.8%ige Hemmung des
Wachstums der L-5178Y-Zelllinien. Die aus dem Ethylacetat-Extrakt isolierten Substanzen
Cochliodinol und Chaetomin wiesen ebenso eine sehr starke Hemmungswirkung auf die

Testzellen auf. Beim Proteinkinaseassay zeigten beide Substanzen inhibitorische Wirkung
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gegeniiber Proteinkinasen, wobei Chaetomin am aktivsten war. Unter dessen Einwirkung
wurde eine Hemmung zwischen 85 und 96% bei den Proteinkinasen B-RAF-VE, IGF1-R,
SRC, VEGF-R2 und MET festgestellt (siche Tab. 46).

Tabelle 45. Untersuchung der biologischen Aktivitit der Inhaltsstoffe aus
Eurotium rubrum (BT-1)

Antibiotische Aktivitat Zytotoxizitat
HH (mm)
L5178Y
Probe BS | EC | SC | CC | CH | Wachstum in
o ECs
(ng/ml)

500 | 500 | 500 | 500 | 500

phg | ug | ug | ug | ug
BT-1 EtOAc RLS 7 [ 11 5 - - 0.2 -
100 [ 100 | 100 | 100 | 100

ng | pg | ug | ug | ug
Cochliodinol - - - - - 1.2 2.4

10 pg/ml

Chaetomin - - - - - -0.4 -
BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, SC: Saccharomyces cerevisiae, CC: Cladosporium curcumerinum, CH: Cladosporium herbarum
Durchmesser der Filterscheibe: & 5 mm
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Tabelle 46. Bioaktivitiit von 10 ausgewéhlten Substanzen auf 24 verschiedene humane tumorrelevante Proteinkinasen (Verbleibende
Enzymaktivitit in %)’

' ProQinase GmbH, Freiburg

. Verbleibende Enzymaktivitiat <20 % D

und <60 %

e TR E 5‘ 5‘ L=l 2| | e o SR — o | e
Substanz C|E|E|5|slc<CaREs | E B2 E(8|5|5 5 5 5\ E|S|2/=288
(1 mg/ml) <|<Z| 8 SEETRES|E|E|=|S|9| 2|2 |C|&|“|F|&2|&|= 2 2
--IN SR & - | e

Aposphaerin A 106|104 | 96 | 88 - 136| 96 |103 - 83 |87 197 |34 25|48 [ 85 |88 [110| 50 | 99 [131|113|118|117

Roquefortin C 115|100 |107|100|105|129 122|108 |111| 86 |103|109| 96 | 95 |103|112|119]|110] 89 | 96 |139]| 97 | 110|110

Sclerotigenin -I 97 193 195 [110]102|100| 98 | 92 | 88 [104| 93 | 95 [ 95| 97 | 99 |103| 92 |104|112|100| 99 | 98 | 107

(E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)propenoat | 103 | 105 | 100 | 92 ! 107 96 | 89 | 56 !!EE!! 106 | 110] 98 | 94 | 118 | 111|108

Cytochalasin E 96 | 95 196 | 87 |99 [109] 97 | 98 | 89 | 10390 | 89 | 95 |93 | 88 | 95 | 96 |107| 93 | 103 | 94 | 96 | 102 | 98
1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-

3-oxoisobenzofuran-5-carbonsiure 99 196 [102] 90 [111] 90 [102] 96 | 96 | 94 {100 | 98 {104 |96 | 99 | 89 | 108|103 | 90 | 93 | 86 | 96 | 98 | 101

RF-3192-C 97 | 88 97 ‘ 36 | 80 | 90 | 101

Orsellinséure 104 | 99 107 | 84 [75] 83 | 96 |114|109| 85 | 84 | 94 | 98 |101| 90

Mitorubrinsiure 81 | 95 98 | 52 |48 | 53 | 89 | 92 |103| 50 | 92 | 81 -I 101 | 107

Cytochalasin H 103 98 | 104|101 111 104 123|113 ]109|106|105|103 106|111

Cochliodinol 97 H 83 190 |103] 90 | 97 | 88 | 91 | 84 | 97

Chaetomin 53 134 |59 [ 74 JISH 65 | 34 | 56 | 22 | 40 | 63 | 66 FONNISTNI0N 28 129 147 | 44 ! 39 | 85 39

Verbleibende Enzymaktivitit > 20 % I
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Tabelle 47. Bioaktivitiit von 3 ausgewihlten Substanzen auf 24 verschiedene humane tumorrelevante Proteinkinasen (ICsg in g/ml)1

< S = 2 4
= ) & & = ) § Y = R 2 & M
Substanz ¥ s s = g« 35 2 < = = = %
< = - é 4 @) =) Q =% =
2 < | & 5 8 = | = 2 =

Aposphaerin A |>1.0 x10” >1.0x 107 |>1.0 x 10” >1.0 x 107

RF-3192-C >1.0 x 10° >1.0x 10| 2.7 x 107

Mitorubrinsidure |>1.0 x 107 >1.0 x 10°
~ & & &
1 @) 1 1 g l:f o =i g M [o\] e
Substanz = & B B b = S = s
2 m 2 2 = z > 22 | = 3 2 S
> > A~
Aposphaerin A >1.0 x 107 |>1.0 x 10”
RF-3192-C
Mitorubrinsiure

" ProQinase GmbH, Freiburg

ICsy (g/ml) zwischen 1x 10 und 1x 107 . ICsy (g/ml) zwischen 1x 10 und 1x 107 ICsy (g/ml) iiber 1x 107
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat eine aktuelle und wichtige Fragestellung der
Wirkstoffforschung zum Gegenstand: Mit den endophytischen Pilzen wurde eine bisher nur

unvollstindig erschlossene Quelle neuer biologisch aktiver Substanzen ndher untersucht.

Die Vorteile der Gewinnung neuer Wirkstoffe aus endophytischen Mikroorganismen,
wie bereits in der Einleitung erwéhnt, bestehen gegeniiber Makroorganismen vor allem darin,
dass die Gewinnung nahezu beliebiger Substanzmengen durch Fermentierung ohne Belastung
natiirlicher Ressourcen moglich ist und somit das Problem des Substanznachschubs, das die
Entwicklung von Naturstoffen zu Arzneistoffen bereits in vielen Féllen stark behindert hat,
prinzipiell einfacher I0sbar ist. Somit stellen Endophyten bei der Entwicklung neuer
Arzneistoffe und anderer biologisch aktiver Substanzen besonders wertvolle Ressourcen mit
wachsender Bedeutung dar. Aus diesen Griinden ist eine Intensivierung der Erforschung von
Sekundérstoffen aus endophytischen Pilzen besonders aussichtsreich und bildete demzufolge

den Schwerpunkt dieser Dissertation.

Eine gezielte Auswahl der Wirtsorganismen ist fiir das Auffinden von Endophyten mit
der Fahigkeit zur Produktion neuartiger biologisch aktiver Sekundirstoffe von grof3er
Bedeutung. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit fiir die Isolierung der
endophytischen Pilzen Wirtsorganismen ausgewihlt, die nach in der Literatur etablierten
Kriterien (Strobel et al., 2004) als vielversprechende Quellen zdhlen diirften, weil sie aus
ungewohnlichen Habitaten stammen oder bekannte biologische Wirkungen besitzen. Die
chinesische Mangrovepflanzen Hertiera littoralis, Bruguiera gymnorhiza und Aegiceras
cornilatum stammen aus einem Okosystem mit extremen Bedingungen, die ein hohes Ausmaf
an Anpassungsstrategien von seinen Bewohnern erfordern. Die Produktion von einzigartigen
Naturstoffen sei eine solche Strategie (Bandaranayake, 1998). Dartiber hinaus finden die oben
genannten Mangrovepflanzen in der traditionellen Medizin ihre Anwendung als Mittel gegen
Asthma, Diabetes, Rheumatismus (4. corniculatum), Augenkrankheiten (B. gymnorhiza) und
Diarrhde (H. littoralis) (Bandaranayake, 1998). Die auf dem Campus der Heinrich-Heine
Universitdt Diisseldorf gesammelten Pflanzen [Iris pseudacorus (Sumpf-Schwertlilie) und
Corylus avellana (Haselnuss) spielen ebenso eine ethnobotanische Rolle als Arzneimittel. In
der Volksmedizin werden den Haselnussblittern eine adstringierende, vasoprotektive und

antiodematose Wirkung zugeschrieben, die zur Behandlung von Hémorrhoiden,
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Krampfaderbeschwerden, Phlebitis und Odemen der unteren Glieder eingesetzt werden
(Oliveira et al., 2007). Die Sumpf-Schwertlilie soll ebenso eine adstringierende sowie
tonische Wirkung besitzen. Thre Wurzel und Rhizome finden bei Atemwegsinfektionen,
Pneumonie, Magengeschwiiren, Harnwegsentziindungen und Dysmenorrhoe Verwendung
(Rakhimov et al., 2006). Die in Nigeria gesammelte Bonko-Frucht Morinda lucida wird
ebenfalls naturheilkundlich eingesetzt. In der traditionellen westafrikanischen Heilkunde
findet sie sich als Mittel gegen Malaria, Fieber, Geschwiire, Gonorrhée und Bluthochdruck.
AuBerdem werden ihr sedative sowie laxative Effekte zugeschrieben (Durodola, 1974; Olajide
et al., 1998). Ferner wurde das Lebermoos Bazzania trilobata, das aus dem Siebengebirge in
der Ndhe von Rheinbreitbach entstammte, in der vorliegenden Arbeit ebenso als
Wirtsorganismus einbezogen. B. ftrilobata ist der Hauptbestandteil des kommerziellen
Pflanzenstiarkungsmittels zur Vorbeugung von Pilzerkrankungen und Bakteriosen

,,Lebermooser® (http://www.jan-peter-frahm.de/Moosextrakt/Moosextrakt.htm; http://www.niem-

handel.de) und somit einer der wenigen Lebermoose, die praktische Bedeutung erlangt haben.
Zudem erschien dieses Lebermoos als ein vielversprechender Wirt, was insbesondere in
seinen fiir Moose ungewdhnlich chlorierten phenolischen Inhaltsstoffen sowie in seiner

Vielzahl an fungiziden Naturstoffen begriindet liegt (Martini et al., 1997; Scher et al., 2004).

Aus den dreizehn gesammelten Pflanzen, davon ein Lebermoos, wurden achtzehn
Pilzstimme isoliert, identifiziert (siche Tab. 2) und einem biologischen bzw. chemischen
Primérscreening unterzogen. Auf Grund ihrer biologisch sowie chemisch analytisch
aussichtsreich erscheinenden Extrakte wurden neun Pilzstimme (siehe Tab. 3) zur weiteren
Untersuchung ausgewéhlt und bearbeitet. Die im Rahmen dieser Dissertation untersuchten
Pilzstimme gehoren, wie die meistens der endophytischen Pilze, zu den Ascomyceten
(Arnold, 2007). Zu dieser Abteilung zdhlen bisher circa 32 800 Arten, darunter viele bekannte
und  wirtschaftlich  bedeutende Pilze sowie zahlreiche Erreger bedeutender
Pflanzenkrankheiten (Raven et al., 2006). Unter den isolierten Pilzen befanden sich die
ubiquitdr verbreiteten Vertreter der Gattungen Pleurophoma, Botryosphaeria, Penicillium,
Eurotium, Fusarium, Neurospora, Xylaria und Hypoxylon, bei denen nicht davon

ausgegangen werden konnte, dass es sich um wirtspezifische Symbionten handelte.

Die 33 isolierten Verbindungen entstammen unterschiedliche Substanzklassen wie
Chinolin-, Indol-, Benzodiazepin- und Bis-Indolylquinon-Alkaloide, Tetron- und
Tetramsédurederivate, zyklische Pentapeptide, Azaphilone, Epipolythiodioxopiperazine,
Isocoumarine, Cytochalasine, Pyronderivate sowie weitere Polyketide, von denen ein

Isocoumarin und zwei Phthalide neue Sekundirstoffe darstellen. Die erwédhnten
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Verbindungen zeigen deutlich die chemische Variabilitit der verschiedenen Stimme und
somit das Potential endophytischer Pilze als Produzenten einer Vielfalt an biologischen

aktiven, teils neuartigen Sekundirstoffen.

4.1. Der Pilz Pleurophoma cava (SL-5) und seine Naturstoffe

Die Gattung Pleurophoma lebt weit verbreitet im Boden und auf Pflanzenmaterial.
Viele Pilze dieser Gattung, wie hier Pleurophoma (Phoma) cava (sieche Synonymen unter
2.1.4.1.), treten haufig als opportunistische Pflanzenpathogene besonders bei Holzpflanzen
auf, aber gelegentlich kommt es auch zu Infektionen beim Menschen und Tieren (De Gruyter
et al., 2009; Zaitz et al., 1997). Pleurophoma cava und andere Pathogene derselben Gattung,
die mit dem Eichensterben in Verbindung gebracht wurden, bleiben als Endophyten im
Inneren des gesunden Pflanzengewebes unauffillig, bis ungiinstige Klimaverhéltnisse die
Béume anfilliger fiir Pilzbefall machen. Art und Erscheinung der verursachten
Krankheitssymptome, die von diesen Pathogenen hervorgerufen werden, deuten darauf hin,
dass phytotoxische Substanzen in der Interaktion zwischen Wirt und Pathogen involviert sind
(Linaldeddu et al., 2009 und Maddau et al., 2009). Aus P. cava wurde bereits das
tetrasubstituierte Benzoesdurederivat Cavoxin isoliert, das ein phytotoxischer Sekundérstoff
darstellt und somit den Ablauf der Krankheitsprozesse beeinflussen konnte. Neben Cavoxin
wurden aus P. cava noch ein weiteres Benzoesdurederivat, Cavoxinin, sowie die Chroman-4-
one Cavoxon und Cavoxinon isoliert, bei denen jedoch keine Phytotoxizitit gezeigt werden

konnte (Evidente et al., 1985; Evidente et al., 1987).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte aus P. cava das Chroman-4-on-Derivat Aposphaerin
A 1isoliert werden. Aposphaerin A und B wurden erstmals als Sekundirstoffe des aus einer
Birke isolierten endophytischen Pilzes Aposphaeria sp. beschrieben (Krohn et al., 1996).
Aposphaerine, sowie Cavoxon und Cavoxinon, erhalten eine seltene 2-Vinylchroman-4-on-
Substruktur, die eine vielversprechende Leitstruktur fiir die Entwicklung neuer Antibiotika
gegen Gram-positive Bakterien sowie multiresistente Stdmme, wie Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA), darstellt (Langer, 2008). Untersuchungen zur Aufklirung
von Struktur-Wirkungs-Beziehung haben gezeigt, dass die Anwesenheit einer unsubstituierten
Vinylgruppe am Kohlenstoff C-2 der Chroman-4-on-Struktur fiir eine nennenswerte Aktivitit
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gegen verschiedene humanpathogene Bakterien und Hefen unbedingt erforderlich ist.
Wihrend Derivate mit einer substituierten Vinylgruppe, wie im Fall der natiirlich
vorkommenden 2-Vinylchroman-4-one, eine deutlich schwéchere Aktivitit zeigen, fiihrt die
Anwesenheit eines Chlor- oder Bromatoms zu einer Erh6hung der antimikrobiellen Wirkung
(Lalk et al., 2004; Albrecht et al., 2005; Langer, 2008; Hoettecke et al., 2008).

In Ubereinstimmung mit den Angaben aus der Literatur konnte im initialen Screening
auf biologische Aktivitit fiir den EtOAc-Extrakt, in dem Aposphaerin A der dominierende
Inhaltsstoff war, lediglich eine schwache Hemmwirkung gegen das Gram-positive Bakterium
Bacillus subtilis nachgewiesen werden. Hingegen wurde bisher in der Literatur keine Angabe
iiber eine Antitumoraktivitit der 2-Vinylchroman-4-one gemacht. In der vorliegenden Arbeit
konnte flir Aposphaerin A eine ausgeprédgte inhibitorische Aktivitit gegeniiber einigen
Proteinkinasen nachgewiesen werden, jedoch keine deutliche zytotoxische Wirkung im Test
mit der Zellinie L-5178Y (Lymphomzellen der Maus). Das abweichende Ergebnis der
Bioassays liegt womdglich daran, dass in den getesteten Lymphomzellen die gehemmten
Proteinkinasen nicht vorliegen, nicht entscheidend fiir das Uberleben der Zellen sind oder die

Substanz wéihrend des Zellmetabolismus abgebaut oder modifiziert wird.

4.2. Der Pilz Penicillium chrysogenum (HN-B2) und seine Naturstoffe

Penicillium chrysogenum ist ein ubiquitdr verbreiteter Pilz, der als einer der am
hiufigsten vorkommenden Schimmelpilze oft in der Raumluft sowie als Wandschimmel in
Innenrdumen in Erscheinung tritt (Fischer et al. 2003; Nielsen 2003). Konidien dieser
Penicillium-Art sind auch aus diesem Grund einer der bedeutendsten Ausloser von Allergien
(Miicke und Lemmen, 2004). Dariiber hinaus kann Penicillium chrysogenum auch in Béden
und auf verschiedenen Lebensmitteln, absterbenden Pflanzenteilen und Papier sowie
Papierprodukten gefunden werden (Antranikian, 2006; Singh ef al., 2009). Ferner wurde der
Saprotroph P. chrysogenum aus einer Vielzahl von Monokotyledonen, wie Festuca spp.
(Poaceae), Paris polyphylla (Melanthiaceae) und Oryza sativa (Poaceae) (An et al., 1993;
Xuan et al., 2010 und Naik et al., 2009), sowie von Dicotyledonen, wie Sesbania bispinosa
(Fabaceae), Hyoscyamus muticus (Solanaceae) und Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae) (Anita
et al., 2009; Abdel-Motaal et al., 2010 und Gazis und Chaverri, 2010), als Endophyt isoliert.
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Die weitgehende Verbreitung von endophytischem Saprotroph in vaskuldren Pflanzen deutet
auf einen starken Selektionsdruck durch den Wettbewerb zwischen den verschiedenen Arten
um geeignete organische Substrate hin. Saprotrophe Pilze, wie P. chrysogenum, die die
Féhigkeit zur endophytischen Besiedlung der Pflanze im jungen Stadium besitzen, sind in
einer privilegierten Stellung. Sobald der Seneszenz-Prozess beginnt, haben sie als
Erstbesiedler einen Wettbewerbsvorteil, der zu erfolgreicherer Kolonisierung der
absterbenden Pflanzenteile fithren kann (Fisher und Petrini, 1992; Rodriguez und Redman,
1997). Die groe Anpassungsfiahigkeit von P. chrysogenum wird auBerdem durch sein
Vorkommen im marinen Habitat demonstriert, fiir das Mangroven- sowie Schwamm-
assoziierte Stdmme dieser Art bereits mehrfach beschrieben wurden. (El-Morsy, 1999;
Bringmann et al., 2005; Devi et al., 2009; Anita et al., 2009; Baker et al., 2009; Liu ef al.,
2010; Paz et al., 2010; Bringmann et al., 2010)

Als Quelle biologisch aktiver Naturstoffe wurde P. chrysogenum, frither P. notatum
genannt, weltweit bekannt, nachdem A. Flemming im Jahr 1929 die antibiotische Wirkung
dieses Schimmelpilzes entdeckte. Im 1940 isolierten Chain und Florey daraus den Wirkstoff
Penicillin und setzten ihn klinisch ein (Nosek et al., 1997). Industriell ist P. chrysogenum
weiterhin ein wichtiger Penicilin-Produzent und die daraus hergestellten semisynthetischen
Penicilline gehdren immer noch zu den wichtigsten kommerziellen Antibiotika, die weltweit
bei der Behandlung vor allem von durch Gram-positive Bakterien hervorgerufenen
Infektionen Anwendung finden (Miicke und Lemmen, 2004; Frisvad et al., 2004; Yunhua, H.
et. al., 2007). Abgesehen von den Penicillinen ist P. chrysogenum dafir bekannt, eine
bemerkenswerte Vielfalt an Sekundirstoffen, insbesondere mit antibiotischer Aktivitdt, zu
produzieren. Die Metaboliten, die am hiufigsten in dieser Art gefunden werden, sind die
Roquefortine sowie verwandte Verbindungen (Frisvad et al., 2004; Bringmann et al., 2005).
Penicilline, Roquefortine und Chrysogine gelten als chemotaxonomische Marker dieser Art
(Kozlovsky et al., 2009; Zhelifonova et al., 2010). Des Weiteren ist aus diesem Saprotroph
ein breites Spektrum an lytischen Enzymen, wie Cellulasen, Hemicellulasen, Xylanasen und

Amylasen bekannt (Yunhua, H. et. al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnten aus P. chrysogenum die Naturstoffe
Terrestrinsdure, Viridicatin, Viridicatol sowie Roquefortin C isoliert werden. Die genannten
Substanzen sind charakteristische Sekundirstoffe flir Penicillium-Arten der Subgattung

Penicillium, zu der P. chrysogenum gehort (Frisvad et al., 2004).
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Diese Metaboliten spielen wahrscheinlich eine 6kologische Rolle bei der Besiedelung
des Wirtes sowie dem darauffolgenden Wachstum und der Vermehrung des Pilzes. Die
Ablagerung von Metaboliten wie Roquefortin C, das dem Roquefortin/Oxalin-
Biosyntheseweg entstammt und als eine Art extrazellulire Stickstoffquelle fiir den
Metabolismus des wachsenden Myceliums von Bedeutung sein konnte, sowie die
synergistische Funktion von Terrestrinsdure und Viridicatin aufgund ihrer antimikrobiellen
Eingenschaften, konnte eine Verbesserung der Wettbewerbsfahigkeit des Pilzes gegeniiber
konkurrierender Mikroorganismen bedingen (Overy et al., 2005).

Roquefortin C ist ein modifiziertes Diketopiperazin-Mykotoxin, das biosynthetisch
von den Aminosduren Tryptophan wund Histidin sowie der Prenyleinheit
Dimethylallylpyrophosphat abgeleitet wird. Diese Substanz wurde zum ersten Mal aus
Penicillium roqueforti isoliert (Ohmomo et al., 1975). Thre Struktur wurde jedoch erst spéter
nach Reisolierung der Substanz aus derselben Pilz-Art aufgeklart (Scott et al., 1976). Zur
Bioaktivitdt dieses in Penicillium-Arten hédufig vorkommenden Mykotoxins liegen
widersprechende Angaben in der Literatur vor. Roquefortin C gilt als neurotoxisch und soll
bei Midusen zu anfallsartigen Kridmpfen fiihren, wobei dieser Befund allerdings bei
nachfolgenden Untersuchungen nicht bestdtigt werden konnte (Scott et al., 1976; Arnold et
al., 1978; Clark et al., 2005). Ebenso abweichend sind die LDsp-Werte nach intraperitonealer
Applikation in Méusen, die zwischen 15-20 bzw. 20 mg/kg (Scott et al., 1976; Ohmomo,
1982) und 169-189 bzw. 340 mg/kg variieren (Arnold et al., 1978; Pitt, 1994). Wagener et al.
(1980) beschrieben fiir diese Verbindung neurotoxische FEigenschaften gegeniiber
Eintagskiiken, wohingegen Haggblom (1990) iiber das Auftreten von Paralysen bei
Milchkiihen, die mit Roquefortin C-haltiger Silage gefiittert wurden, berichtete. Dagegen
bewirkte die Verfiitterung von Roquefortin C-haltigem Kédse an Mause (0,238 mg/kg/Tag)
keinerlei klinische Symptome (Schoch et al., 1984). Kopp und Rehm (1979) untersuchten die
antibakterielle Wirkung dieses Naturstoffes und zeigten eine Hemmwirkung gegen Gram-
positive Bakterien, die iliber Atmungskettencytochrome und Katalase verfligen. Weitere
Untersuchungen von Kopp und Rehm (1981) zeigten, dass Roquefortin C die bakterielle
RNA-Synthese hemmt, aber nur eine schwache Wirkung auf die DNA- und Protein-Synthese
besitzt (Richard et al., 2004). Der im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrte zytotoxische
Test zeigte fiir Roquefortin C eine moderate Hemmung der Maus-Lymphom-Zellline L-
5178Y. Clark et al. (2005) beschrieben fiir diesen Naturstoff ebenfalls eine moderate
Zytotoxitit gegeniiber Myelom-Zellen NS-1 (LDg9 50 pg/ml). Diese zytotoxische Wirkung

konnte moglicherweise auf die hemmende Aktivitit von Roquefortin C gegen verschiedenen
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Cytochromen P450 zuriickzufiihren sein (Aninat et al., 2001). Gegen den getesteten

Proteinkinasen konnte keine nennenswerte Hemmwirkung festgestellt werden.

Terrestrinsdure wurde zum ersten Mal 1936 als Metabolit des Pilzes P. terrestre von
Birkinshaw und Raistrick beschrieben, fiir die sie jedoch eine falsche Struktur postulierten.
Erst gegen Ende der 70er Jahre wurde mit Hilfe der *C-NMR-Spektroskopie erkannt, dass
die Verbindung als ein Isomerengemisch vorlag, und dem Naturstoff die richtige Struktur und
absolute Konfiguration zugeordnet (Jacobsen et al. 1978). Terrestrinséure, die eine wichtige
Rolle in der Chemotaxonomie der Subgattung Penicillium spielt, ist eine Tetronsdure, die
vermutlich direkt aus dem Zitronensidurezyklus gebildet wird (Lund und Frisvad, 1994;
Frisvad et al., 2004). Tetronsdure-Derivate kommen héufig in der Natur vor, wobei
Ascorbinsdure (Vitamin C) ihr bekanntester Vertreter ist, gefolgt von Penicillinsdure. Solche
4-Hydroxy-(5H)furan-2-one besitzen eine Vielfalt an pharmakologischen Eigenschaften, wie
antibiotische,  antivirale, insektizide, herbizide, analgetische, antineoplastische,
antikoagulatorische, antiepileptische und entziindungshemmende Aktivitit, sowie eine
Hemmwirkung gegeniiber der HIV-1-Protease (Haynes und Plimmer, 1960; Effenberger und
Syed, 1998; Athanasellis et al., 2010). Untersuchungen der biologischen Aktivitit von
Terrestrinsdure weisen auf antibiotische, kardiotoxische und phytotoxische Wirkungen hin

(Giarman, 1948; Manabu, 1988; Frisvad und Samson, 2004; Overy ef al., 2005).

Die andere beiden aus P. chrisogenum isolierten Verbindungen, Viridicatin und
Viridicatol, besitzen ebenso eine bedeutende chemotaxonomische Relevanz fiir die
Subgattung Penicillium (Frisvad et al., 2004). Viridicatin ist erstmalig aus P. viridicatum im
Jahr 1953 und Viridicatol zehn Jahre spéter aus einem anderen Stamm derselben Gattung
isoliert worden (Birkinshaw et al, 1963). Biogenetisch entstehen die beiden
Chinolinalkaloide aus den Aminosduren Anthranilsdure, Phenylalanin und Methionin, wobei
die Benzodiazepinderivate Cyclopenin und Cyclopenol als Vorstufen fiir Viridicatin und
Viridicatol angesehen werden (Luckner, 1967; Luckner et al., 1980). Viridicatin zeigt eine
starke  antimikrobielle = Aktivitit  gegenliber =~ Gram-positiven  Bakterien sowie
wachstumshemmende Eigenschaften auf Blétter und Wurzeln von Reiskeimlingen (Taniguchi
und Satomura, 1970). Beide Chinolinon-Derivate sowie ihre biogenetischen Vorstufen zeigen
eine hemmende Wirkung auf die Larvalentwicklung des Schadinsekts Spodoptera littoralis,
wobei Viridicatol die stirkste Aktivitit aufweist (Proksch et al., 2008). Dariiber hinaus zeigt
Viridicatol eine moderate Hemmwirkung des Enzyms Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
(IMPDH), ein Target fiir Immunsuppressiva, sowie auf die Proliferation von

Milzlymphozyten nach Gabe von Concanavalin A (Lin et al., 2008).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Terrestrinsdure, Viridicatin und Viridicatol auf ihre
Zytotoxitit untersucht, wobei keine Wachstumshemmung gegeniiber der Tumorzelllinie L-

5178Y nachgewiesen wurde.

4.3. Der Pilz Botryosphaeria rhodina (BT-3) und seine Naturstoffe

Der Pilz Botryosphaeria rhodina ist ein kosmopolitischer Pilz, der haufig als
Endophyt auftritt, aber auch als opportunistisches Pathogen in mehr als 500 Pflanzenarten in
den Tropen und Subtropen beschrieben wurde. Der pathogene Pilz Lasiodiplodia theobromae,
ein asexuelles Entwicklungsstadium von B. rhodina, verursacht Trieb- und Zweigsterben an
tropischen und subtropischen Bdumen und Strauchern sowie Blidue (Mohali et al., 2005;

Burgess et al., 2006).

Zu den bisher beschriebenen Naturstoffen von B. rhodina gehoren u.a. Verbindungen
wie das ubiquitére Phytohormon Jasmonséure und seine Derivate (Matsuura et al., 1998), das
antileukdmische Lasiodiplodin sowie seine Derivate (Lee et al, 1982) und die fungiziden
Depsidone Botryorhodin A-D (Abdou et al, 2010). Dariliber hinaus wurden aus diesem Pilz
vier Exopolysaccharide isoliert, darunter Botryosphaeran, das antimutagene und

immunmodulatorische Wirkung besitzt (Vasconcelos et al, 2008; Miranda et al, 2008).

In der vorliegenden Arbeit konnte aus B. rhodina (BT-3), ein endophytischer Pilz aus
dem Lebermoos Bazzania trilobata, die Naturstoffe Griseofulvin, Dechlorgriseofulvin,
Sclerotigenin und Cycloaspeptid A gewonnen werden. Bei friiheren Untersuchungen in
unserer Arbeitsgruppe ist bereits ein Stamm von B. rhodina isoliert worden, allerdings aus
einem indonesischen Ditabaum Alstonia scholaris (Diesel, 2009). Trotz der unterschiedlichen
Herkunft der einzelnen Pilzstimme wurde auch von Diesel (2009) die Benzofuranderivate

Griseofulvin und Dechlorgriseofulvin aus diesem Endophyt erhalten.

Griseofulvin, ein wichtiges Antimykotikum, wurde erstmals im Jahr 1939 aus dem
Mycel von Penicillium griseofulvum isoliert. Seitdem wurde das chlorhaltige Polyketid vor
allem aus mehreren Penicillium-Arten gewonnen (Grove et al., 1952; Harris et al., 1976;
Simpson und Holker, 1977). Dennoch sind andere Pilzarten, wie Aspergillus versicolor, A.

lanosus, Memnoniella echinata, Xylaria spp., Khauskia (Nigrospora) oryzae, K. sacchari,
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Nigrospora musae, N. sphaerica und Phomopsis sp., sowie der Actinomycet Streptomyces
albolongus, ebenso in der Lage diesen Naturstoff zu produzieren (Kingston ef al., 1976; Jarvis
et al., 1996; Park et al., 2005; Caféu et al., 2005; Rezanka und Spizek, 2005; Larsen et al.,
2005).

Griseofulvin findet Anwendung hauptsédchlich in der Human- und Veterindrmedizin
gegen pilzliche Hauterkrankungen und gelegentlich in der Rheumatologie (Cohen et al.,
1960; Ferri et al., 1986; Dubost et al., 2003). Die fungistatische Wirkung der Substanz
gegeniiber Dermatophyten (7richophyton, Microsporum und Epidermophyton) beruht
vorwiegend auf der Storung der Funktion der Mikrotubuli und somit auf einer
Mitosehemmung. Dariiber hinaus stort Griseofulvin bei empfindlichen Pilzen den Aufbau
chitinhaltiger Zellwidnde und ruft dabei charakteristische Kriuselung (,,curling effect") und
Wandverdickungen hervor (Finkelstein et al., 1996; Dingermann et al., 2002). Des Weiteren
wurden in der Literatur fiir die Substanz eine Hemmwirkung der Replikation des Hepatitis-C-
Virus sowie eine antiproliferative Aktivitit auf Krebszellen beschrieben (Ho et al., 2001;

Panda et al., 2005; Rebacz et al., 2007; Jin et al., 2008; Rennest et al., 2010).

Dechlorgriseofulvin, ein halogenfreies Derivat des Griseofulvins, wurde erstmals 1951
aus Penicillium griseofulvum und P. janczewskii isoliert (MacMillan, 1951). Im Vergleich zu
Griseofulvin zeigte Dechlorgriseofulvin sowohl in vitro als auch in vivo eine viel schwéchere

antimykotische Aktivitdt (MacMillan, 1951; Park et al., 2005).

Bei dem EtOAc-Extrakt (BT-3 EtOAc) von B. rhodina wurde in durchgefiihrten
antibiotischen Tests eine ausgeprigte antimykotische Aktivitit gegeniiber Cladosporium
curcumerinum und C. herbarum nachgewiesen. Der Extrakt zeigte aulerdem eine leichte
zytotoxische Wirkung auf die Tumorzelllinie L-5178Y. Die antimykotische sowie
zytotoxische Wirkung konnten auf die Anwesenheit von Griseofulvin in dem Extrakt
zuriickgefiihrt werden, da sich die genannten biologischen Aktivititen in Ubereinstimmung
mit entsprechenden Literaturangaben befinden. Auf Grund der geringen Probenmenge
konnten Griseofulvin und Dechlorogriseofulvin keinen weiteren Bioassays unterzogen

werden.

Das zyklische Pentapeptid Cycloaspeptid A wurde zum ersten Mal aus einem
Aspergillus-Stamms isoliert (Kobayashi et al., 1986), spiter ebenfalls aus Stimmen von
Penicillium spp. und Tricothecium sp. (Dalsgaard et al., 2004; Dalsgaard et al., 2005; Lewer
et al., 2006; Frisvad et al., 2006). Cycloaspeptid A wurde in unserem Arbeitskreis hinsichtlich

seiner Zytotoxitdt untersucht. Dabei zeigte die Substanz einen zytostatischen Effekt
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gegeniiber humanen Leukdmie-Zellen mit einer halbmaximalen Hemmkonzentration
abhingig von der Zellart zwischen 2 und 9 pg/ml (Hiort, 2002). Dariiber hinaus zeigt
Cycloaspeptid A eine moderate Aktivitidt (ICsp 3.5 g/ml) gegen den Erreger der Malaria
Plasmodium falciparum (Dalsgaard et al., 2005). Im Rahmen dieser Dissertation wurde
Cycloaspeptid A hinsichtlich seiner Bioaktivitit auf Grund der geringeren Probenmenge nicht

untersucht.

Sclerotigenin wurde erstmalig als synthetische Verbindung bekannt (Harrison et al.,
1977; Mhaske et al., 2006). Spiter wurde dieser Benzodiazepin-Chinazolinon Derivat als
Hauptkomponente eines Dichlormethan-Extrakts aus Sklerotien von P. sclerotigenum isoliert
(Joshi et al., 1999). Da die Verbindung eine stark insektizide Wirkung in Tests mit dem
Baumwollkapselwurm Helicoverpa zea zeigte, schlugen Joshi et al. (1999) fiir Sclerotigenin
eine Rolle bei der Langlebigkeit der Sklerotien vor. Larsen et al. (2000) konnten in einem
UV-geleiteten Screening Sclerotigenin aus Myzelien und Sporen von insgesamt sechs
verschiedenen Penicillium-Arten identifizieren, was sie ebenfalls zu dem Schluss veranlasste,
dass die Substanz zum chemischen Schutz von Myzelien und Sporen beitragen konnte. Bei
den in Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen auf biologische Aktivitdt zeigte
Sclerotigenin mit einem ECsp-Wert von 1.8 pug/ml eine sehr starke zytotoxische Wirkung

gegen die murine Lymphomazelllinie L-5178Y.

4.4. Der Pilz Neurospora discreta (NE-8) und seine Naturstoffe

Wihrend die bisher beschriebenen Pilzarten in der Forschung als Produzenten fiir
bioaktive Naturstoffe beschrieben wurden, dient die Gattung Neurospora traditionell als
Modellorganismus fiir molekularbiologische Entwicklungsprozesse (Fuchs, 2007). Vor allem
die Leitart N. crassa entwickelte sich zum Lehrbuchbeispiel und wird ausgiebig fiir
genetische, biochemische und molekulare Studien verwendet. N. crassa ist schlieBlich auch
der erste Schlauchpilz (Ascomycet), fir den 2003 einen vollstindige Genomsequenz

verdffentlicht wurde (Turner et al., 2001; Galagan et al., 2003; Kiick, 2004).

Die Gattung Neurospora ist ubiquitir verbreitet in feuchten tropischen und

subtropischen Regionen (Turner et al., 2001). Allerdings kénnen Vertreter dieser Gattung
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auch in den gemaBigten Zonen als primédre Kolonisatoren von Bdumen und Strduchern, die

durch Waldbréinde gestorben sind, vorkommen (Jacobson ef al., 2004a und 2004b).

Der Name der in dieser Arbeit untersuchte Neurospora-Art, N. discreta, deutet auf
ihre charakteristische strenge reproduktive Isolation von anderen Arten dieser Gattung hin
(Perkins und Raju, 1986). N. discreta eignet sich besonders gut fiir populationsgenetische
Untersuchungen (Jacobson et al., 2004a und 2004b), wohingegen Sekundirstoffe aus M.

discreta bislang nur wenig untersucht wurden (Sowemimo et al., 2008).

Aus der Kultivierung der Stamm NE-8 von N. discreta auf Wickerham-
Flissigmedium wurde ein EtOAc-Extrakt gewonnen, welcher das y-Pyron Kojisdure als
dominierenden Inhaltstoff enthielt. Diese bekannte Verbindung wurde bereits 1907 von Saito
aus Aspergillus oryrae (japanisch: ,Koji®) aus geddmpftem Reis isoliert. Die Struktur der
Kojisdure wurde erst in 1924 von Yabuta aufgeklédrt. Die Substanz wird von verschiedenen
Pilzen gebildet, darunter Aspergillus spp., Penicillium spp. und Lecytophora sp., sowie
einigen Vertretern der Bakteriengattung Acetobacter (Yabuta, 1916; Parrish et al., 1966;
Brtko et al., 2004; Diesel, 2009; Mohamad et al., 2010).

Kojisdure ist ein multifunktioneller sauerstofthaltiger Heterocyclus mit mehreren
wichtigen Reaktionszentren, die Additionsreaktion, Oxidation und Reduktion, Alkylierung
und Acylierung, nukleophile und elektrophile Substitution sowie eine Ringdffnungsreaktion
ermOglichen. Dariiber hinaus bildet Kojisdure stabile, wasserunldsliche Metallchelate. Ferner
ist sie leicht 10slich in Wasser, Ethanol, Aceton und Ethylacetat. All diese Eigenschaften
machen aus Kojisdure eine vorteilhafte Leitstruktur fiir die Gewinnung neuer Wirkstoffe

(Wilson, 1966; Brtko et al., 2004).

Kojisdure hat viele industrielle Anwendungen und das Interesse an ihr und ihren
Derivaten steigt enorm, insbesondere in der Kosmetikindustrie. Mohamad et al. (2010) haben
in einem Artikel die verschiedenen Anwendungen der Kojisdure zusammengefasst. Sie wird
in erster Linie weltweit als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von hautaufhellenden
Cremes, Hautschutz-Lotionen, Bleichseifen und Zahnpflegeprodukten verwendet. Ihre
bleichende Eigenschaft wird durch ihre starke hemmende Wirkung auf das Enzym
Tyrosinase, und somit die Einschrinkung der Melanin-Bildung, verursacht. Des Weiteren
wird in der Literatur fiir Kojisdure fungizide, antibakterielle, insektizide und antioxidative
Aktivitidt angegeben (Brtko et al., 2004; Bentley, 2006; Mohamad et al., 2010). In den im

Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Tests auf antimikrobielle Aktivitdt wies
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Kojisdure lediglich eine schwache antibakterielle Wirkung gegeniiber dem gram-positiven

Bakterium Bacillus subtilis auf.

4.5. Der Pilz Fusarium incarnatum (MGC-1.3) und seine Naturstoffe

Die Gattung Fusarium ist weltweit im Boden und an unter- und oberirdischen
Pflanzenteilen, Pflanzenresten oder anderem organischen Substraten verbreitet. Sie kommt
vor allem in tropischen und geméBigten Gebieten vor, aber auch dort wo raueste klimatische
Bedingungen herrschen, wie in Wiisten oder in alpinen und arktischen Gebieten (Nelson et
al., 1994; Zain, 2010). Diese Gattung enthélt neben saprophytischen Vertretern auch einige
wirtschaftlich bedeutsame Pflanzenparasiten, sowie einige opportunistische Endophyten. Weil
Fusarium-Arten imstande sind Zellulose zu zersetzen, besitzen sie zudem auch eine gewisse
Bedeutung fiir den Humushaushalt des Bodens (Gerlach und Nirenberg, 1982; Adler und
Lew, 1995).

Fusarium-Arten spielen ebenso als Mykotoxin-Produzenten eine wichtige Rolle. In
den letzten Jahrzehnten wurden ihre Sekundirstoffe ausfiihrlich untersucht, weil sie
Naturstoffe produzieren, die eine Gefdhrdung fiir die tierische und menschliche Gesundheit
darstellen (Zain, 2010). Aus der Gattung Fusarium wurden fast 450 unterschiedliche
Verbindungen isoliert und charakterisiert, darunter Mykotoxine, Pigmente, Antibiotika und
Phytotoxine (DNP Online, Jan. 2011). Zu den haufigsten von Fusarium spp. gebildeten
Toxinklassen gehoren die Trichothecene (darunter T-2 Toxin, Diacetoxyscirpenol,
Deoxynivalenol, Fusarenon X und Nivalenol), die Fumonisine (insbesondere Fumonisin By),
die Cyclopeptide (Enniatin, Fusaproliferin und Beauvericin) und die Zearalenone (Nelson et

al., 1993; Bottalico, 1998; Hornbogen et al., 2000; Fotso et al., 2002).

Fusarium incarnatum (Synonym: F. semitectum) ist eine kosmopolitische Pilzart in
tropischen bis subtropischen Klimazonen. Sie ist von grofler wirtschaftlicher Bedeutung als
Erreger der Lagerfdule an tropischen Nutzpflanzen, besonders an Obst und Kartoffeln (Khoa
et al., 2004). Als Mykotoxinbildner wurde F. incarnatum dagegen bisher nur wenig
untersucht. Li et al. (2008) isolierten aus einem Stamm dieser Art, der aus der chinesischen

Mangrovepflanze Aegiceras cornilatum stammte, zwei neue Pyrrolalkaloide und ein neues
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Indolderivat, sowie die drei bekannten Substanzen (-)-3a-Hydroxyfuroindolin, (3aR,8aS)-1-
Acetyl-1,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo-[2,3-b]-indol-3a-0l und N-Acetyltryptamin A. Rukmini
und Bhat (1978) berichten von der Isolierung des T2-Toxins aus F. incarnatum, der aus einer
verschimmelten Hirse isoliert wurde. Des Weiteren bildet F. semitectum die Toxine
Beauvericin, Fusapyron und Desoxyfusapyron (Gupta et al., 1991; Evidente et al., 1994;
Altomare et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus dem Stamm MGC-1.3 aus der
chinesischen =~ Mangrovenpflanze  Heritiera littoralis die  Naturstoffe =~ Fusapyron,

Desoxyfusapyron und Equisetin isoliert.

Das Pyron Fusapyron wurde erstmals von Chaiet et al. (1989) aus Fusarium sp.
isoliert. Wenige Jahre spiter beschrieben Evidente et al. (1994) aus einem Stamm von F.
semitectum diesselbe Verbindung sowie ihr 33-Desoxy-Derivat Desoxyfusapyron und
belegten fiir beide eine antifungale Aktivitdt. Fusapyron und Desoxyfusapyron wurden
urspriinglich als a-Pyron-Derivate beschrieben (Chaiet et al. 1989; Evidente et al., 1994).
Allerdings wiesen Hiramatsu et al. (2006) nach, dass sie in der Tat y-Pyrone darstellen, als sie
mit Neofusapyron ein weiteres Derivat isolierten, dessen Struktur der des urspriinglichen
Fusapyrons entsprach. Anstelle der frither postulierten Struktur als 4-Hydroxy-2-pyron-
Derivat wurde in Ubereinstimmung mit spektroskopischen Daten fiir Fusapyron eine 2-
Hydroxy-4-pyron-Grundstruktur vorgeschlagen, wihrend Neofusapyron auf der Grundlage
empirischer IR-Daten, insbesondere der Streckschwingung der C=O-Bindung, einen 4-

Hydroxy-2-pyron-Ring besitzen muss (Hiramatsu ef al. 2006; Honma et al. 2010).

In der Literatur wird fiir die beiden y-Pyrone eine bemerkenswert antifungale Aktivitét
sowie ein breites Wirkungsspektrum beschrieben (Chaeit et al., 1989; Evidente et al., 1994;
Altomare et al., 2004; Hiramatsu et al. 2006). Im Bouillondilutionstest wies Desoxyfusapyron
die niedrigsten minimale Hemm-Konzentrationen (MHK in pg/ml) auf, was darauf hinweist,
dass die Anwesenheit einer Hydroxygruppe an Position 33 eine Verminderung der
antifungalen Aktivitidt bewirkt (Altomare et al., 2004; Hiramatsu et al. 2006). Die mittels
Agardiffusionmethode erhobenen Ergebnisse (Hemmhof in mm) ergaben dagegen stets

Fusapyron als die aktivere der beiden Verbindungen (Altomare et al., 2000).
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Tabelle 48. Antifungale Aktivitit von Fusapyron und Desoxyfusapyron™”

Art (Stamm) conf;f:cltc:t;méllqug\i‘: 49) Aspergillus flavus (ITEM 9) | A. flavus (3)
H(;rr:nn)%}(c)f (J\;IE;() a Hemmbhof (mm)®™ ¢ (J\;I/I;Il() b
Fusapyron 30.0 1.56 273 1.56
Desoxyfusapyron 10.5 0.78 12.4 1.56
Nystatin 18.3 - 29.0 -
Benomyl - 0.19 - -
Dicloran - 3.12 - -

* Altomare et al., 2004 ° Altomare et al., 2000 © 15pg/Disk

Da die beiden Methoden unter unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt werden,
féllt es schwer die Ergebnisse zu vergleichen (s. Tab. 48). In erster Linie ist das Verhalten der
Wirkstoffe in den jeweiligen Néhrmedien als wichtiger Faktor zu beriicksichtigen, da der
Kontakt zwischen Wirkstoff und Testorganismus in einer Bouillon eine andere Kinetik als auf
einer Agar-Oberfliche zeigt. Wahrend im Agardiffusionsmethode die Wirkstoffe durch den
festen = Néhrboden zum  Mikroorganismus  diffundieren miissen, werden im
Bouillondilutionstest beide in einer Suspension in direktem Kontakt vermischt. Somit liegt es
nahe, dass das unterschiedliche Diffusionsverhalten der Substanzen einen Einfluss auf die
Ergebnisse des Agardiffusionstests hat. Die unterschiedliche Solubilitit der Substanzen
konnte ebenso die Ergebnisse in beiden Methoden beeinflussen. Eine schwer 16sliche
Substanz bzw. ein ungeeignetes Losungsmittel konnten dazu fithren, dass die tatséchliche

Konzentration der Wirkstoffe unterschiedlicher ausfallen wurde.

Die beiden y-Pyrone wurden auBerdem auf ihre antiproliferative Wirkung in vitro
gegen sechs verschiedene Krebszelllinien mit Hilfe des MTT-Test untersucht, wobei lediglich
gegeniiber einer Zellline eine schwache Aktivitit (ICso <100 pM) beobachtet wurde (Balde et
al., 2010). Weiterhin wurde fiir die beiden Substanzen eine moderate Toxizitdt im Bioassay
mit Artemia salina beschrieben, wohingegen im ,,Tomato Cutting Assay* keine Phytotoxizitét
auftrat (Altomare et al., 2000). Des Weiteren zeigte Fusapyron keine akute oder chronische
Toxizitdt in Test mit weiblichen Charles River CD-1®-Mausen (100 mg/kg, i.p.) (Chaeit et
al., 1989). Darliber hinaus zeigte Desofusapyron eine regulierende Wirkung auf das

Pflanzenwachstum, wie beispielsweise die Forderung des Wachswachstums von
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Tomatenkeimlingen. Aufgrund ihrer bemerkenswerten antimykotische Aktivitdt sowie ihre
geringe Phyto- und Zootoxizitét stellen y-Pyrone deshalb interessanten Modellsubstanzen fiir
die Entwicklung von neuen umweltvertriglichen Fungiziden mit vielféltigen
Anwendungsmoglichkeiten in der Landwirtschaft dar (Chaeit et al., 1989; Altomare et al.,
2000).

Equisetin wurde erstmals aus dem Schimmelpilz Fusarium equiseti und spéter aus
weiteren Fusarien wie F. heterosporum und F. pallidoroseum isoliert (Burmeister et al., 1974;
Singh et al., 1998; Wheeler et al., 1999). Dieses Toxin der Tetramsédureklasse ist ein aus N-
Methylserin gebildeter Heterozyklus, der wiederum ein substituiertes Octalin-Geriist mit fiinf
Stereozentren enthilt (Burke et al., 2000; Burke et al., 2005). Wie andere Acyl-Tetramsdure-
Derivate besitzt auch Equisetin bemerkenswerte biologische Eigenschaften, wie ausgeprigte

antibiotische, phytotoxische, zytotoxische und antivirale Aktivititen.

Equisetin ist aktiv gegen gram-positive Bakterien, inklusive Mycobakterien, jedoch
nicht gegen Hefen, Pilze und gram-negative Bakterien, auller Neisseria perflava (Burmeister
et al., 1974; Vesonder et al., 1979). Des Weiteren zeigten Untersuchungen zu phytotoxischen
Effekten, dass Equisetin bei Konzentrationen zwischen 2.5 und 10 pg/ml eine signifikante
Reduktion der Keimrate sowie die Hemmung des Wachstums der Keimlinge von
verschiedenen monokotylen und dikotylen Pflanzen bewirkt. Zusétzlich verursacht Equisetin
Nekrosen an den Wurzeln, Kotyledonen und Koleoptilen der getesteten Sdmlinge. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Equisetin an der Phytopathogenitdt von Fusarium-Arten

beteiligt sein konnte (Wheeler et al., 1999).

Weiterhin wurde die akute Toxizitit LDsy von Equisetin durch intraperitoneale
Applikation bei Miusen zu 63 mg/kg Korpergewicht bestimmt (Burmeister et al., 1974),
wobei der Wirkmechanismus seiner Toxizitét auf einer spezifischen Hemmung der Anionen-
Carrier fiir ATP, Orthophosphat und Succinat innerhalb der inneren Mitochondrienmembran
beruht (Konig et al., 1993). Dariiber hinaus zeigt Equisetin eine stark inhibitorische Wirkung
auf die HIV-1 Integrase. Equisetin bindet spezifisch an die HIV-Integrase, verhindert
dadurch den Einbau der Provirus-DNA ins Wirts-Zellgenom und somit die Replikation des
HIV-Virus (Singh et al., 1998; Savarino, 2007).

Fir den EtOAc-Extrakt des Pilzes Fusarium incarnatum (MGC-1.3) konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine antibiotische Aktivitit gegen den verwendeten gram-
positiven Stamm nachgewiesen werden. Gegen die Testorganismen Cladosporium

curcumerinum und C. herbarum wurde eine bedeutende antifungale Aktivitit beobachtet. Die
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antimikrobielle Aktivitit des Extraktes ist sehr wahrscheinlich auf Fusapyron und
Desoxyfusapyron zuriickzufiihren, da sich beide Inhaltsstoffe als stark aktiv im antifungalen
Test erwiesen. Ebenso konnten die durchgefiihrten Bioassays die starke antimikrobielle
Wirkung von Equisetin und Fusapyron gegen das gram-positive Testbakterium bestétigen.
Weiterhin erwies sich der EtOAC-Extrakt auch als zytotoxisch aktiv gegen Maus-Lymphom-
Zellen (L-5178Y), was auf der Anwesenheit von Fusapyron oder Equisetin begriindet sein

konnte.

4.6. Der Pilz Neurospora terricola (MGC-5.1) und seine Naturstoffe

Neurospora wird in Genforschung sehr geschitzt. Erstens ist diese Gattung einfach zu
kultivieren, zum anderen besitzt dieser Pilz einen einfachen Lebenszyklus, der besonders
geeignet flir genetische Studien ist. Weil seine Eigenschaften ideal fiir wissenschaftliche
Forschung sind, gelten Neurospora-Arten, insbesondere N. crassa, als ein Modellorganismus

(s. weitere Diskussionen iiber Neurospora unter 4.4.).

Sekundirstoffe aus N. terricola wurden zum ersten Mal von Zhang et al. (2009)
beschrieben. Es handelte sich dabei um die neue Allenylphenylether Terricollenen A-C und
die ebenso neuen Alkynylphenylether Terricolynen. N. ferricola wurde als endolichenischer
Pilz aus der chinesischen Flechte Everniastrum cirrhatum isoliert. Endolichenische Pilze
besiedeln, analog zu den endophytischen Arten, asymptomatisch die Interzellularriume von

Flechtenthalli (Zhang ef al., 2009).

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden aus dem Stamm MGC-5.1 von
Neurospora terricola, der aus der Rinde der chinesischen Mangrovenpflanze Bruguiera
gymnorhiza stammte, erstmalig die Isocoumarine Diaportinsdure, Diaportinol und der neuen
Naturstoff 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol isoliert. Weiterhin wurden
Dichlordiaportin, Indol-3-carbaldehyd und p-Hydroxybenzaldehyd anhand spektroskopischer
Methoden im EtOAc-Extrakt identifiziert.
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R, =0CH;/R,=0H Diaportinol
R, =0CH;/R,=C,H4,OH 6-Methoxy-3-(2,4- dihydroxypentyl)-isocoumarinol
R;=0OH /R,=C,H;OH Citreoisocoumarinol

Der neue Naturstoff 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol stellt im
Vergleich zum Diaportinol ein Dihomologes dar. Zu einem anderen bekannten Isocoumarin,
Citreoisocoumarinol, zeigt die neue Verbindung ebenfalls eine weitgehende strukturelle
Ubereinstimmung; an C-6 besitzt sie eine Methoxygruppe anstelle der Hydroxygruppe des
Citreoisocoumarinols (Lai et al., 1991). Citreoisocoumarinol und andere verwandte
Verbindungen stellen Heptaketide dar und entstammen somit dem Polyketid-Stoffwechsel,
wobei die Carbonylgruppe in ihrer Seitenketten unterschiedliche Reduktionsgrade aufweisen

(Watanabe et al., 1998; Crawford et al., 2008).

Diaportinsdure, Diaportinol und Dichlordiaportin wurden erstmals aus einem mit Kése
assoziierten Lebensmittelpathogen, dem Pilz Penicillium nalgiovense, isoliert (Larsen und
Breinholt, 1999). Organische Extrakte aus P. nalgiovense, welche mehrheitlich Diaportine
enthielten, wurden mittels MTT-Zellkulturtest untersucht und zeigten eine starke zytotoxische
Wirkung (Larsen et al., 2002). Die biologische Aktivitdt der Reinsubstanzen wurde bisher
nicht bestimmt (Serensen et al., 2010). Dennoch besitzen Isocoumarine bekannterweise ein
breites Spektrum an biologischen Aktivititen wie antifungale (Authrine et al., 1996),
genotoxische (Varanda et al.,, 1997), antitumorale (Yin et al., 2001), Anti-Helicobacter-
pylori-, entziindungshemmende, antitumorale (Pinchuk ef al., 2001), Antimalaria-,
Antituberkulose- (Kongsaeree et a/.,2003), antimikrobielle (Deviennea et al., 2005), herbicide
(Qadeer et al., 2007), algizide (Zhang et al., 2008) und zytotoxische Wirkung (Aly et al.,
2008).

Der Ethylacetat-Extrakt des Pilzes N. terricola (MGC-5.1) zeigte bei den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten antibiotischen und zytotoxischen Tests keine
biologische Aktivitit. Auf Grund der geringeren Probenmengen und den vorherigen negativen
Ergebnissen wurden Diaportinsdure, Diaportinol und 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-

isocoumarinol keinen weiteren Bioassays unterzogen.
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4.7. Die Xylariaceae spp. und ihre Naturstoffe

Die Ascomyceten-Familie Xylariaceae ist bekannt fiir die grofle Biodiversitdt vieler
threr Arten und Gattungen. Die rund 70 Gattungen umfassende Familie zeigt ihre grofite
Vielfalt in den Tropen, obwohl sie generell weltweit vertreten ist (Whalley, 1996; Lumbsch
und Huhndorf, 2007). Vertreter der Xylariaceae sind in der Regel Saprophyten, kommen aber
auch hiufig als Endophyten und in einigen Fillen als Pflanzenpathogen vor (Tang et al.,
2009). Im Hinblick auf die Produktion von Sekundirstoffen gehoren die Xylariaceae zu den
am besten untersuchten filamentdsen Pilzen. Sie produzieren eine beeindruckende Reihe von
Naturstoffen, von denen viele sich als neuartige Strukturen erwiesen (Chen et al., 1974;
Steglich et al., 1974; Pedersen et al., 1980; Gunawan et al., 1990). Die wichtigsten
Substanzen aus den verschiedenen untersuchten Vertretern der Xylariaceae lassen sich in
folgenden Klassen zusammenfassen: Dihydroisocoumarine und Derivate (Anderson et al.,
1983; Whalley und Edwards, 1998), Bernsteinsdure und Derivate (Anderson et al., 1985;
Adeboya et al., 1996; Whalley und Edwards, 1998), Butyrolactone (Edwards und Whalley,
1975; Anderson et al., 1982; Whalley und Edwards, 1998), Cytochalasine (Edwards et al.,
1989a; Whalley und Edwards, 1998), Azaphilone (Steglich et al., 1974),
Sesquiterpenalkohole (Punctaporonine) (Anderson et al., 1988; Edwards et al., 1989b;
Whalley und Edwards, 1998), Griseofulvin und Derivate (Whalley und Edwards, 1995 und
1998), Naphthalin-Derivate (Whalley und Edwards, 1995 und 1998) sowie langkettige
Fettsduren (Adeboya et al., 1995; Edwards et al., 1991; Whalley und Edwards, 1998). Die
zahlreichen Berichte liber neue biologisch aktiven Verbindungen mit Potenzial fiir die
Anwendung in der Veterindr- und Humanmedizin oder als Pflanzenschutzmittel, sowie die
groB3e Zahl von neuen Taxa, die bisher noch unerforscht bleiben, machen diese Familie von
Ascomyceten zu einem sogenannten ,,Hotspot™ der molekularen Vielfalt. Dariiber hinaus sind
die Sekundirstoffe sehr wichtig fiir die taxonomische Einordnung der Xylariaceae (Whalley

und Edwards, 1995; Whalley, 1996; Stadler und Hellwig, 2005).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zwei endophytische Pilze der Familie
Xylariaceae chemisch und biologisch untersucht. Der Pilz Xylaria sp. (Stamm MGC-12.3)
wurde aus der Rinde der chinesischen Mangrovenpflanze Aegiceras cornilatum isoliert,
wiahrend der Stamm BT-IIl.1 von Hypoxylon fragiforme aus dem Lebermoos Bazzania

trilobata aus Deutschland erhalten wurde.
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4.7.1. Der Pilz Xylaria sp. (MGC-12.3) und seine Naturstoffe

Xylaria ist die erste beschriebene Gattung der Xylariaceae. Sie bilden in der Regel
aufrechte lingliche schwarze holzige Stromata (Sammelfruchtkdrper) mit in dem oberen Teil
eingebette Perithezien. Thre geographische Verteilung ist wahrscheinlich weltweit und reicht
von tropischen Wildern bis zur arktischen und alpinen Tundra (Rogers, 1979; Petrini, 1984).
Die Xylaria-Arten leben meist saprobiontisch an abgestorbenen Holzteilen, manchmal auch
schwach bis stark parasitir an Geholzen (Lee ef al., 2000). Xylaria-Arten konnen auch
endophytisch in gesunden pflanzlichen Geweben leben und eine Vielzahl von Wirtspflanzen
besiedeln, darunter Araceae, Bromeliaceae, Coniferen, Ericaceae, Orchidaceae, Poaceae,
Palmae, Fagaceae, Betulaceae oder Bryophyta, Pteridophyta und Flechten (Brunner und
Petrini, 1992). Die endophytische Existenz von Xylaria wird manchmal als opportunistisch
angesehen, d.h. seine Anwesenheit in lebenden Pflanzen gibt dem Pilz einen Vorteil
gegeniiber anderen Saprotrophen, nachdem der Wirt gestorben ist (Whalley, 1993 und 1996;
Petrini et al., 1995; Bayman et al., 1997). Doch immer mehr Hinweise deuten darauf hin, dass
einige Xylariaceae nur als Endophyten existieren konnen (Rogers, 2000). Die Produktion von
aktiven Naturstoffen, die toxisch gegen Herbivore oder Pflanzenpathogene sind, ist ein
allgemeines Merkmal vieler endophytischen Mutualismen. /n vitro-Untersuchungen
bestdtigen Xylaria-Arten als Produzenten von verschiedenen aktiven Sekundirstoffen, wie
Multiplolide, Xyloketale, Depudecin, Phaseolinon, Phomenon, Epoxycytochalasine,
Xylarenale und Griseofulvine. Diese Produktion kénnte auch in den Geweben des lebenden
Pflanzenwirts stattfinden. Dennoch wurde bislang keine offensichtlichen Nutzen aus der
Association mit Xylariaceae fiir die Wirtspflanzen dokumentiert (Davis et al., 2003; Park et

al., 2005).

Aus dem Xylaria-Stamm MGC-12.3 wurden im Rahmen dieser Arbeit die Naturstoffe
1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-carbonséure, Methyl 3-(4-

methoxyphenoxy)-propenoat, Cytochalasin E und 5-Carboxymellein isoliert.

Mit dem Isobenzofuran-Derivat 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxo-
isobenzofuran-5-carbonsdure konnte ein neuer Naturstoff der Klasse der Phthalide isoliert
werden. Das chemische Grundgeriist der Phthalide stellt ein 1(3H)-Isobenzofuranon dar,
welches aus einem mit einem y-Lacton (Ring B) zwischen den Positionen C-1 und C-3

fusionierten Benzolring (Ring A) besteht. Die Strukturen der Derivate besitzen entweder das
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substituierte Grundgeriist mit einer oder mehreren Gruppen an verschiedenen Positionen oder
enthalten eine reduzierte Form mit einer, zwei oder gar keiner Doppelbindung(en) im
Benzolring und verschiedenen Substituenten an unterschiedlichen Positionen. Dennoch
gehoren etwa zwei Drittel der natiirlich vorkommenden Phthalide zu den 3-substituierten

Phthaliden (Lin et al., 2005).

In der Literatur finden sich nur wenige Angaben zur Biosynthese der Phthalide; es ist
aber anzunehmen, dass die Phthalide aus Acetat-Einheiten durch Kopf-Schwanz-

Kondensation iiber den Polyketid-Weg entstehen (Beck und Chou, 2007).

Mehr als 180 natiirlich vorkommende Phthalid-Derivate wurden bisher identifizier, die
meisten davon aus Pflanzen. Dennoch kommt diese Klasse von Naturstoffen auch in
Lebermoosen, Pilzen und Bakterien vor (Lin et al., 2005). Die meisten der Phthalide zeigen
sich biologisch aktiv mit einer Vielzahl von pharmakologischen Aktivititen, darunter
antibiotische und antileukemische (Fuska et al., 1979), anti-tumorale (Mullady et al., 2004;
Yoshikawa et al., 2010), antifungale (Holler et al., 2002; Ding et al., 2008), zytotoxische
(Prachyawarakorn et al., 2008), antioxidative (Strobel, et al., 2002; Yoshikawa et al., 2010)
und entziindungshemmende (Yoshikawa ef al., 2010). Im Rahmen dieser Dissertation wurde
flir das neue Phthalid 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-
carbonsdure eine starke zytotoxische Wirkung gegeniiber den Maus-Lymphom-Zellen (L-

5178Y) mit einem ECsp-Werte von 1.0 pg/ml festgestellt.

Eine Untersuchung zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Phthaliden zeigte, dass
die antikonvulsive Eigenschaft von 3-substituierten Phthaliden mit einem aromatischen Ring
A von verschiedenen Faktoren abhéngt, darunter der Konfiguration des 3-Substituenten, der
Lipophilie und der Elektronendichte an der Position 6 des Benzolringes. Demnach wiesen
Verbindungen mit einer R-Konfiguration an Position 3, sowie diejenigen mit gréferer
Lipophilie hohere antikonvulsive Aktivitdt auf. Dariiber hinaus schienen elektronenziehende
Substituenten an Position 6 die antikonvulsive Eigenschaft der Phthalide ebenfalls zu
erhohen, wobei kritisch anzumerken ist, dass in dieser Untersuchung nur eine begrenzte

Anzahl von Phthaliden analysiert wurde (Guo, 1995; Lin, 2005).
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Dariiber hinaus haben Kobayashi und Mitarbeiter die Struktur-Aktivitits-Beziehung
von zehn natilirlich vorkommenden Phthaliden auf Kulturen von glatten Muskelzellen
untersucht (Kimura et al. 1989; Kobayashi ef al. 1992, 1993). Die Substanzen, die an Position
3 mit einer Hydroxygruppe oder einer hydroxylierte Seitenkette substituiert waren, zeigten
keine anti-proliferativen Eigenschaften. Eine 3-Alkylseitenkette zeigte sich dagegen essentiell
fiir die anti-proliferative Wirkung auf die Migration und Proliferation der glatten
Muskelzellen. Dariiber hinaus scheinen eine 6,7-Disubstitution sowie ein hoherer
Sattigungsgrad in Ring A sich positiv auf die anti-proliferative Aktivitit auszuwirken

(Kimura et al., 1989; Kobayashi et al., 1992 und 1993; Lin, 2005).

(E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)-propenoat wurde erstmals als Naturstoff aus dem
Pilz Poronia punctata beschrieben, der zu einer mit Xylaria eng verwandten Gattung gehdrt
(Anderson et al., 1988). Spiter wurde dieser Ester zusammen mit Cytochalasinen und anderen
Mykotoxinen aus Stimmen von Xylaria isoliert (Abate et al., 1997; Isaka et al., 2000).
Allerdings war die Substanz vorher bereits als Syntheseprodukt bekannt (Kajimoto et al.,
1973). Die Verbindung wurde auf biologische Aktivititen getestet und zeigte dabei eine
moderate Antimalaria-Aktivitdt in vitro (ECsop-Wert 19 pg/ml), jedoch keine Zytotoxizitét in
Tests mit humanen epidermoiden Karzinom- (KB) und humanen Brustkrebs- (BC-1) Zellinien
(Isaka et al., 2000). Dagegen besal} (E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy)-propenoat gegeniiber
den L-5178Y-Zelllinien eine potente zytotoxische Aktivitit mit einem ECsp-Werte von 0.5
ug/ml sowie eine bedeutende Hemmwirkung gegen einige humane tumorrelevante

Proteinkinasen, wie im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelt wurde.

Die Cytochalasine sind biosynthetisch eng miteinander verwandte makrozyclische
Polyketide aus Pilzen. Sie besitzen eine hochsubstituierte hydrierte Isoindolon-Einheit, die
verkniipft ist mit einem 11- bis 14-gliedrigen Makrozyklus, wobei sich vier
Grundstrukturtypen A-D unterscheiden lassen (siche S. 205). Der grofe Ring kann
carbozyklisch oder heterozyklisch (Lacton oder Kohlensdurediester) sein. In
Fiitterungsexperimenten wurden Acetat, Propionat, Methionin, Phenylalanin und Tryptophan
als Biosynthesevorstufen der Cytochalasine nachgewiesen (Binder und Tamm, 1973;

Williams und Stocking, 2003).

Seit ihrer ersten Isolierung wurde diese Naturstoffenklasse zum Gegenstand intensiver
Forschung, die zur Entdeckung vieler neuer Eigenschaften sowie einen groen Anzahl von
Cytochalasin-Derivaten gefiithrt hat. Alle Vertreter dieser Klasse zeigen eine mehr oder

weniger ausgeprigte spezifisch zytostatische Wirkung. Zu den wichtigsten biologischen
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Wirkungen der Cytochalasine gehdren die Hemmung der Spaltung des Zytoplasmas,
reversible Hemmung der Zellbewegung, Induktion der AusstoBung der Zellkerne (Carter,
1967; Krishan, 1971), Hemmung von Phagozytose (Allison et al., 1971; Malawista et al.,
1971; DeFife et al., 1999), Hemmung der Aggregation der Blutpléttchen und des Abbaus von
Blutgerinnseln (Haslam et al., 1975; Carroll et al., 1981), Hemmung des Glukosetransports
(Bloch, 1973), Hemmung der Schilddriisensekretion (Williams und Wolff, 1971); Hemmung
der Ausschiittung von Wachstumshormonen (Schofield, 1971) und die Hemmung der HIV-1
Protease (Lingham et al.,1992).

R R
HN HN
[¢] A (0] B (0]
R = Phenyl, Indol-3-yl R = Phenyl, Indol-3-yl
R R
HN 0 HN o o
O O T
c (¢] D [¢]
R = Phenyl R = Phenyl

Cytochalasin E wurde erstmalig als Produkt von Rosellinia necatrix beschrieben
(Aldridge et al., 1972) und wurde somit zum ersten Vertreter des Grundtypus D der
Cytochalasine (Binder und Tamm, 1973). Cytochalasin E zeigte sich toxisch bei Ratten mit
einem LDsp-Wert von 2.6 mg/kg (i.p.) und fiihrte zu Kreislaufkollaps aufgrund massiven

extravaskuldren Ergusses des Plasmas (Biichi et al., 1973).

Dariiber hinaus erwies sich Cytochalasin E als ein wirksamer und selektiver
Hemmstoff der Zellproliferation in Tests mit bovinen Kapillarendothel-Zellen (BCE - bovine
capillary endothelial). Mittels Phalloidin-Farbung wurde gezeigt, dass die Storung des Aktin-
Zytoskeletts durch Cytochalasin E nur bei relativ hohen Konzentrationen auftrat. Die
Untersuchung zeigte ebenfalls, dass bei niedrigeren Konzentrationen des Wirkstoffes eine

Hemmung der BCE-Zellproliferation ohne Zerstorung des Aktinzytoskeletts stattfindet. /n
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vivo hemmte dieses Mykotoxin die durch basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)
induzierte Angiogenese um 40-50% im Maus-Hornhaut-Assay, und hemmte das Wachstum
von Lewis-Lungentumoren um etwa 72%. Cytochalasin E zeigte sich somit als ein potenter
antiangiogener Wirkstoff mit vielversprechendem Potential zur Behandlung von Krebs und
anderen Arten von pathologischer Angiogenese (Udagawa et al., 2000).Im Rahmen dieser
Arbeit konnte fiir Cytochalasin E die starke Zytotoxitit der Cytochalasine bestétigt werden. In
Tests mit den Maus-Lymphom-Zellen (L-5178Y) wurde einen ECsop-Wert von <0.1 pg/ml

ermittelt.

5-Carboxymellein ist ein typisches Isocoumarin, das bereits aus verschiedenen
Ascomyceten isoliert wurde, beispielsweise Phomopsis oblonga aus der Familie
Diaporthaceae (Claydon et al., 1985), Valsa ceratosperma aus der Familie Valsaceae (Okuno
et al., 1986), Tubercularia sp. aus der Familie Nectriaceae (Wang et al., 2000), sowie
Hypoxylon illitum (Anderson et al., 1983), Nummulariella marginata (Whalley und Edwards,
1985) und Halorosellinia oceanica (Chinworrungsee et al., 2001) aus der Familie
Xylariaceae. In Studien zur Bioaktivitdt von 5-Carboxylmellein wurden neben einen starken
Phytotoxizitit (Okuno et al., 1986) eine moderate zytotoxische Wirkung gegen KB- und BC-
1-Zelllinien, sowie eine moderate Antimalaria-Aktivitit gegen einen multiresistenten Stamm

von P. falciparum festgestellt (Chinworrungsee et al., 2001).

4.7.2. Der Pilz Hypoxylon fragiforme (BT-I11.1) und seine Naturstoffe

Mit derzeit mindestens 130 anerkannten Arten und Varietiten ist Hypoxylon eine der
grofiten Gattungen innerhalb der Xylariaceae. Die Gattung ist weltweit verbreitet, obwohl sie
die hochste Diversitdt in den Tropen und Subtropen zeigen. Die meisten Arten wurden,
wahrscheinlich wegen ihrer asymptomatischen Kolonisierung der lebenden Wirtsgewebe, als
Saprobioten aus abgestorbenem Holz beschrieben. Allerdings berichteten verschiedene
Autoren iiber viele Arten, die als Endophyten lebende Pflanzen bewohnen. H. fragiforme ist
in der Nordhemisphire weit verbreitet, lebt als Endophyt in einer groBlen Diversitit von
Wirtspflanzen, bilden aber Fruchtkoérper in erster Linie auf Fagus spp. (Sanchez-Ballesteros

et al., 2000; Hellwig et al., 2005).
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Aus dem Stamm BT-III.1 wurden die fiir H. fragiforme typischen Naturstoffe
Mitorubrinol, Mitorubrinsdure, Orsellinsdure und Cytochalasin H (Stadler ef al., 2006), sowie
die biogenetisch verwandten Scytalon, 4-Hydroxyscytalon und das Antibiotikum RF-3192-C
(Bode and Zeeck, 2000), isoliert. Dariiber hinaus wurde mit 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-

2-benzofuran-1-on ein neuer Naturstoff isoliert.

Mitorubrinol wurde zusammen mit Mitorubrin erstmalig als Pigment eines Stammes
von Penicillium rubrum beschrieben (Biichi et al., 1965). Ein dritter Vertreter dieser
Substanzengruppe, Mitorubrinsdure, wurde spéter aus einer Kultur von P. funiculosum
isoliert, wobei Mitorubrin und Mitorubrinol ebenfalls vorhanden waren (Locci et al., 1967).
Das gemeinsame natiirliche Vorkommen der drei Azaphilon-Derivate weist offensichtlich auf
einen gemeinsamen Biosyntheseweg mit unterschiedlichen Oxidationsgraden hin (Chong et
al., 1971). Azaphilone sind eine strukturell vielfdltige Klasse pilzlicher Pigmente, die eine
hoch oxidierte bicyclische Pyron-Chinon-Kernstruktur sowie ein chirales quartires Zentrum

besitzen (Osmanova et al., 2010).

Azaphilon-Derivaten zeigen ein breites Spektrum an interessanten biologischen
Aktivitdten, wie antimikrobielle, antimykotische, antivirale, antioxidative, zytotoxische,
nematizide und entziindungshemmende Wirkungen. Diese starken, aber meist unselektiven
biologischen Aktivititen der Azaphilone konnten mit der Produktion von vinylogen y-
Pyridonen in Verbindung stehen (Osmanova et al., 2010). Fiir Mitorubrinol und
Mitorubrinsdure werden antifungale, antimikrobielle, und nematizide Wirkungen sowie
hemmende Aktivitdt auf Stickstoffmonoxid-Produktion in RAW 264.7-Zellenlinien
beschrieben (Stadler et al., 2006; Quang et al., 2006; Osmanova et al., 2010). Ferner erwies
sich Mitorubrinsdure als Trypsinhemmer (ICsop 41.05 upmol/l) sowie als eine
morphogenetische Substanz, wobei sie die Bildung von Chlamydosporen bei Cochliobolus
lunatus induziert (Lesova et al., 2000; Natsume et al., 1985). Dariiber hinaus wurde im
Rahmen dieser Arbeit fiir Mitorubrinsdure ein starker inhibitorischer Effekt gegentiber den

Proteinkinasen IGF1-R, SRC, VEGF-R2 und SAK festgestellt.

Orsellinsdure, ein moglich biogenetischer Prikursor der Mitorubrine (Biichi et al.,
1965; Zhu und Porco, 2006), gehort zu den ersten Sekunddrmetaboliten, bei dem die Kopf-
Schwanz-Kondensation von Acetat-Einheiten nach der ,,Acetattheorie® gezeigt wurde
(Mosbach, 1960). Von allen polyketidartigen Phenolen ist Orsellininsdure biogenetisch eine
der einfachsten (Gaucher und Shepherd, 1968). Orsellinsdure weist unter anderem

Pflanzenwachstum hemmende (Nishitoba et al., 1987), antifungale (Woodward et al., 1983),
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antibakterielle (Gomes et al., 2003) und , antioxidative Eigenschaften (Lopes et al., 2008) auf,

und hemmt zudem die neuronale Apoptose (Ryan et al., 2007) .

Cyotochalasin H (Kodo-Cytochalasin-1, Paspalin P1) ist ein Stoffwechselprodukt von
Phomopsis paspali, ein Phytopathogen aus der indischen Kodohirse Paspalum scrobiculatum
(Patwardhan et al., 1974). Dieser Vertreter der Cytochalasine gehdrt dem Grundtypus A an (s.
Abb.), bei dem an die Stelle des 13-gliedrigen Lactonringes von Cytochalasin E (s.
Diskussion in 5.7.1) ein 11-gliedriger Carbocyclus vorhanden ist. Cytochalasin H zeigte mit
einem LDso-Wert von 12.5 mg/kg bei Eintagskiiken eine hohe Toxizitdt (Wells et al., 1976)
sowie eine starke Zytotoxizitit mit ICsp-Werten < 1.25 pg/ml™ gegen die aus humanen oralen
Epidermoidkarzinom entstammten KB- und KBv200-Zellen (Tao et al., 2008). In Tests mit
Tabak, Weizen und Bohnen wurden auBlerdem signifikante wachstumshemmende oder
phytotoxische Wirkungen der Substanz gezeigt (Wells et al., 1976). Dariiber hinaus wies eine
Studie der Struktur-Aktivitits-Beziehungen des Cytochalasins H darauf hin, dass die
Hydroxygruppen an Position C-18, sowie in geringerem Umfang der NH-Gruppe an N-2,
notwendig sind fiir die hemmende Wirkung des Pflanzenwachstums im Weizen-Koleoptil-
Test (Cox et al., 1983). Weiterhin weisen die in der Literatur publizierten pharmakologischen
Tests der Substanz auf antibakterielle, antifungale, nematozide und antitumorale Aktivititen
hin (Bottalico ef al., 1990). Die starke Zytotoxizitdt von Cytochalasin H konnten im Rahmen
dieser Arbeit auch bestétigt werden. Die Substanz zeigte im Test mit den L-5178Y-Zellinien

99.3%ige Hemmungswirkung auf die Zellproliferation.

Stadler et al. (2006) vermuten, dass sowohl die Cytochalasine als auch die Azaphilone
an unspezifischen chemischen Abwehrreaktionen im Fruchtkorper der Hypoxyloideae
beteiligt sein konnten, da sie nicht-selektive biologische Wirkmechanismen besitzen, viele
dieser Verbindungen in auflerordentlich groen Mengen gebildet werden, und da sich diese
sich in den peripheren Teilen der Stromata befinden, die am ehesten potentiellen FraB3feinden

ausgesetzt sind. .

Scytalon ist ein Zwischenprodukt aus der pilzlichen Biosynthese von Melanin, einem
wichtigen schwarzen Pigment von Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen (Bell und Wheeler,
1986). Fiir die Pilze stellt Melanin sowohl einen Protektiv- wie einen Pathogenitits-Faktor
dar. Die stark melanisierte Zellwand schiitzt das Pathogen sowohl vor den
Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus als auch vor DNA-schddigendem UV-Licht. Die
Bildung von melanisierten Appressorien ist von entscheidender Bedeutung fiir die

erfolgreiche Penetration des Wirtsgewebes (Wheeler und Stipanovic, 1985). Scytalon ist
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ebenso eine Vorstufe im Biosyntheseweg des mit RF-3192C (siehe folgender Absatz)
strukturell verwandten Bisnaphthalin-Derivates Sphaerolon (Bode und Zeeck, 2000). Dieses
Dihydronaphthalin-Derivat wurde erstmals aus Scytalidium spp. beschrieben (Findlay und
Kwan, 1973a und 1973b) und spiter aus verschieden pilzlichen Quellen wie Ceratocystis
minor, Phialophora lagerbergii, Penicillium carneolutescens und Verticillium dahliae isoliert
(Bell und Wheeler, 1986). 4-Hydroxyscytalon wurde erstmalig aus einem Stamm von
Pyricularia oryzae isoliert (Iwasaki et al., 1973). Im Gegensatz zu Scytalon stellt 4-
Hydroxyscytalon keine Vorstufe der Melanin-Biosynthese dar, sondern entsteht durch

biologische Reduktion von Scytalon (Bell et al., 1976).

Die Bisnaphthalin-Derivate RF-3192 A-C wurden erstmals von Yoshida et al. (1994)
aus dem Stamm Chaetomella circinoseta RF-3192 isoliert. Die drei patentgeschiitzten
Substanzen werden als Aldose-Reduktase-Inhibitoren beschrieben, wobei RF-3192C die
schwichste inhibitorische Wirkung (ICsy 130 ng/ml) zeigte. RF-3192C wurde zuvor in
unserem Arbeitskreis aus Kulturen von Aspergillus niger (Rusman, 2006) und Nodulisporium
sp. (Riebe, 2009) isoliert. Die Verbindung wies eine starke antiproliferative Aktivitit gegen
L-5178Y-Zellinien sowie hemmenden Eigenschaften gegeniiber verschiedenen
Proteinkinasen auf:

Das als Naturstoff bisher unbekannte 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on
ist ein mit Isoochracein (Isoochracin) strukturell verwandtes Phthalid, das bereits als
Syntheseprodukt beschrieben wurde (Clayden et al., 2005). Die beiden Verbindungen
unterscheiden sich lediglich an die Position 7, wo Isoochracein eine Hydroxygruppe und das
neue Phthalid-Derivat eine Methoxygruppe triagt. Isoochracein ist ein Sekundérstoff aus H.
fragiforme, u. a. Hypoxylon spp., der eine chemotaxonomische Relevanz aufweist (Anderson
und Edwards, 1983). Dagegen wird Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on im
Rahmen der vorliegenden Untersuchungen zum ersten Mal als pilzlicher Sekundirstoff
beschrieben. Wie im Fall des aus Xylaria sp. MGC-12.3 isolierten Phthalids gehort auch
Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-on zu den 3-substituierten Phthaliden (s.
Diskussion unter 5.7.1.). Die Substanz zeigte eine starke zytotoxische Aktivitét gegeniiber L-
5178Y-Zellinien (ECsy 7.8 pg/ml). Dennoch beruht ihre diese offensichtlich nicht auf einer
Interaktion mit Proteinkinasen, da in den entsprechenden Assays keine signifikanten
inhibitorischen Wirkungen gegeniiber den 24 verschiedenen humanen tumorrelevanten

Proteinkinasen festgestellt wurde.
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4.8. Der Pilz Eurotium rubrum (BT-1) und seine Naturstoffe

Die Gattung FEurotium enthdlt mehrere Arten, die hervorragend bei niedriger
Wasseraktivitét (a,-Wert) wachsen konnen. Sie treten daher relativ hdufig als Kontaminanten
in Lebensmitteln und Futtermitteln mit hohen Konzentrationen von NaCl oder Zucker auf
(Butinar et al., 2005). Dennoch gibt es keine systematischen 6kologischen Untersuchungen
tiber die Biodiversitit von Vertretern dieser Gattung in natiirlichen Habitaten mit niedriger
Wasseraktivitdt. Gelegentlich wurden unterschiedliche Eurotium spp. aus méBig salinen
Boden und Gewdssern isoliert. Neuerdings wurden bei Untersuchungen mykologischer
Diversitét in hypersalinen Gewésser Eurotium spp., darunter E. rubrum, aus dem Toten Meer
sowie aus einem aktiven slowenischen Solarteich mit einem hohen Salzgehalt isoliert (Kis-
Papo et al., 2001; Butinar et al., 2005). E. rubrum (anamorphe Form: Aspergillus
rubrobrunneus) ist ein weit verbreiteter xerophiler Pilz, der etwas hiufiger in wirmeren
Regionen vorkommt. Er besiedelt einer Vielzahl ay-wert-reduzierter Lebensmittel wie
getrocknete Pflaumen, Kokosniisse und Pfannkuchensirup, sowie verschiedene Getreide,

insbesondere Weizen, Mais und Reis (Pitt und Hocking, 2009).

Mehrere Veroffentlichungen belegen, dass FEurotium-Arten eine Reihe an
Mykotoxinen produzieren, wobei sie dennoch eine bisher sicherlich unvollstindig erforschte
Quelle biologisch aktiver Substanzen darstellen (Pitt und Hocking, 2009). Chemische
Untersuchungen iiber einen mit marinen Algen assoziierten E. rubrum zeigten, dass dieser
Stamm drei verschiedene Klassen von Sekundirstoffen produzierte, nimlich prenylierte
Hydrochinone (wie Flavoglaucin), Diketopiperazin-Indolalkaloide (wie Neoechinulin A) und
aromatische Polyketide (wie Physcion) (Davies-Coleman und Beukes, 2004). Aus einem
endophytischen Stamm aus der Mangrovenpflanze Hibiscus tiliaceus wurden vier neue und
sieben bekannte Benzaldehyd-Derivate isoliert, von denen die neue Verbindung Eurotirumin
ein neuartiges Kohlenstoffgeriist mit einem Cyclopentabenzopyran-Ringsystem aufwies (Li e?
al., 2008a). Aus demselben Pilz wurden auflerdem neben acht bekannten Diketopiperazinen
die neuen Vertreter Dehydrovariecolorin L und Dehydroechinulin, sowie das neue
spirozyklisches Diketopiperazinalkaloid 7-O-Mmethylvariecolortid A, zusammen mit

Variecolortid A-C isoliert und identifiziert (Li et al., 2008b; Li et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus dem Lebermoos Bazzania trilobata isolierten E.

rubrum die Naturstoffe Cochliodinol und Chaetomin erhalten.
Cochliodinol war erstmals 1968 aus Chaetomium cochliodes und C. globosum
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Stamme isoliert worden (Brewer et al., 1968). Die chemische Struktur dieses
Bis(indolyl)chinons wurde dennoch erst spiter von derselben Arbeitsgruppe aufgeklért
(Jerram et al., 1975). Untersuchungen iiber den Biosyntheseweg von Cochliodinol mittels
Fiitterungsversuchen mit °C- und '*C-markierten Vorstufen bestitigten die Vermutung, dass
die Substanz aus der Aminosdure Tryptophan und einer von Mevalonsidure abgeleiteten
Isopentenyleinheit gebildet wird, wobei zugleich gezeigt wurde, dass der Benzochinonring

aus den Seitenketten der Tryptophanmolekiile gebildet wird (Taylor und Walter, 1978).

Fiir Cochliodinol werden antibiotische Aktivititen beschrieben, unter anderem
antibakterielle gegen das humanpathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa, fungizide
gegen Botrytis allii und Fusarium moniliforme und fungistatische gegen F. oxysporum
(Brewer et al., 1970; Meiler und Taylor, 1971). Ferner wirkt die Substanz zytotoxisch auf
HeLa-Zellen mit einer Dosis von 10 pg/ml (Brewer et al., 1975). Im Zytotoxizititstest, der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, wies Cochliodinol eine 98.8%ige
Hemmwirkung des Wachstums der L-5178Y-Zelllinien sowie dariiber hinaus eine

inhibitorische Wirkung gegeniiber Proteinkinasen auf.

Waksman und Bugie gelang es im Jahr 1944 einen Stamm von Chaetomium
cochliodes zu isolieren, der eine antibakterielle Substanz produzierte, welche Chaetomin
(auch Chetomin) genannt wurde. Geiger et al. (1944) untersuchten spéter die isolierte
Verbindung chemisch und biologisch, aber die endgiiltige Strukturaufklirung gelang erst 30
Jahre spiter (Safe und Taylor, 1972). Chaetomin, ein Epipolythiodioxopiperazin (ETP), zeigt
eine starke antibakterielle Aktivitit und hemmt spezifisch die virale Ribonukleinsdure-
Synthese in einigen Zelllinien (Safe und Taylor, 1972). Epipolythiodioxopiperazine sind
toxische Sekunddrstoffe, die ausschlieBlich von Pilzen produziert werden. Die Toxizitét der
ETPs beruht auf dem Vorhandensein von Disulfidbriicken, die Proteine durch Reaktion mit
Thiolgruppen inaktivieren und reaktive Sauerstoffverbindungen durch Redox-Reaktionen

produzieren kénnen (Gardiner et al., 2005).

Weiterhin zeigt Chaetomin eine stark immunsuppressive Aktivitit gegeniiber
Milzlymphozyten der Maus nach Gabe von Con A (T-Zellen) und LPS (B-Zellen) (Fujimoto
et al., 2004). Ferner agiert Chaetomin als Antagonist des Chemokinezeptors CCR2 (Herath et
al., 2005). Die Chemokine MCP-1 sowie CCL2 und deren Rezeptor CCR2 scheinen
Entziindungen in der Lunge und einigen anderen Organen zu regulieren. Der MCP-1/CCR2
Komplex wird auch mit einer Reihe von anderen Krankheitstargets wie

Autoimmunerkrankungen,  darunter = rheumatoider  Arthritis,  Arteriosklerose  und
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Infektionskrankheiten, in Verbindung gebracht (Herath et al., 2005). In einer Konzentration
von 10 pg/ml bewirkte Chaetomin eine komplette Hemmung der Testzellen. Im Rahmen
dieser Arbeit zeigte Chaetomin im Proteinkinaseassay eine starke inhibitorische Wirkung. So
wurden beispielsweise fiir die Proteinkinasen B-RAF-VE, IGF1-R, SRC, VEGF-R2 und MET
Hemmungen zwischen 85 und 96% beobachtet (siche Tab. 46).
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hat eine aktuelle und wichtige Fragestellung der
Wirkstoffforschung zum Gegenstand: Mit den endophytischen Pilzen wurde eine bisher nur
unvollstindig erschlossene Quelle neuer biologisch aktiver Substanzen nédher untersucht. Die
Vorteile der Gewinnung neuer Wirkstoffe aus endophytischen Mikroorganismen bestehen
gegeniiber Makroorganismen vor allem darin, dass die Gewinnung nahezu beliebiger
Substanzmengen durch Fermentierung ohne Belastung natiirlicher Ressourcen moglich ist
und somit das Problem des Substanznachschubs, das die Entwicklung von Naturstoffen zu
Arzneistoffen bereits in vielen Fillen stark behindert hat, prinzipiell einfacher 16sbar ist.
Dieser Forschungszweig wird in Zukunft einen signifikanten Beitrag bei der Suche nach
neuen Wirkstoffen zur Behandlung von menschlichen Krankheiten oder zur natiirlichen
Entgegnung von Schédlingen in der Landwirtschaft leisten, was von erheblicher 6kologischer
und gesellschaftlicher Relevanz sein wird. Somit stellen endophytische Pilze bei der
Entwicklung neuer Arzneistoffe und anderer biologisch aktiver Substanzen besonders
wertvolle Ressourcen mit wachsender Bedeutung dar. Aus diesen Griinden ist eine
Intensivierung der Erforschung von Sekunddrstoffen aus Endophyten besonders

aussichtsreich und bildete demzufolge den Schwerpunkt dieser Dissertation.

Der Sammlung von Proben aus terrestrischen Habitaten (Pflanzen und Moosen) sowie
aus chinesischen Mangrovenpflanzen folgte eine Isolierung der endophytischen Pilze aus den
Wirtsorganismen. Auf Basis der Biostoffverordnung und den Regeln der guten
mikrobiologischen Praxis wurde dann die eindeutige Identitdt des Stammes festgestellt. Das
nachfolgende Primérscreening diente der Ermittlung biologisch bzw. chemisch relevanter
Extrakte. Das biologische Screening wurde dabei vorwiegend auf Basis des
Agarplattendiffusionstests zur Ermittlung antimikrobieller und antifungaler Aktivititen sowie
des ,,brine shrimp assay* zur Ermittlung zytotoxischer Wirkungen durchgefiihrt. Insgesamt
wurden biologische sowie chemisch analytisch aussichtsreich erscheinende Extrakte aus neun
Pilzstimmen zur weiteren Untersuchung ausgewéhlt. Nachster Schritt war dann die Isolierung
biologisch aktiver Verbindungen. Die Isolierung erfolgt mittels verschiedener
chromatographischer Methoden. Unter Einsatz moderner spektroskopischer Verfahren
erfolgte dann die Strukturaufkldrung der isolierten Naturstoffe, insbesondere mittels HPLC-
UV/VIS-  und  LC/MS-Spektren,  Abgleich  mit  kommerziell  erhiltlichen
Naturstoffdatenbanken, Ion Trap-LC/MS (ESI und APCI), sowie eindimensionale (‘H-, "*C-
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NMR, DEPT) und zweidimensionale (COSY, HMQC, HMBC, NOESY, ROESY) NMR-
Experimente. Durch Fraktionierung der Extrakte und anschlieBende Isolierungsschritte
wurden insgesamt 33 Verbindungen gewonnen und identifiziert, von denen drei neue
Sekundérstoffe darstellen. AbschlieBend fand die biologische bzw. pharmakologische
Charakterisierung der isolierten Reinsubstanzen statt, vor allem mittels Untersuchungen ihres
hemmenden Potentials gegeniiber der Tumorzelllinie L-5178Y (Lymphomzellen der Maus)

und Proteinkinasen.

Aus dem Pilz Pleurophoma cava SL-5 wurde das Chroman-4-on Derivat Aposphaerin
A isoliert. Die aus dem EtOAc-Extrakt isolierte Substanz zeigte keine deutliche zytotoxische
Wirkung gegeniiber der Tumorzelllinie L-5178Y. Dagegen zeigte die Verbindung eine

ausgepriagte Hemmwirkung auf 4 von 24 der getesteten Proteinkinasen.

Aus dem Ethylacetat-Extrakt des Pilzes Penicillium chrysogenum HN-B2 konnten die
bekannten Mykotoxine Terrestrinsdure, Viridicatol, Roquefortin C und Viridicatin isoliert
werden. Gegeniiber der Tumorzelllinie L-5178Y zeigten die isolierten Verbindungen
Terrestrinsdure, Viridicatin und Viridicatol keine signifikante Wachstumshemmung.
Lediglich Roquefortin C fiihrte in dem genannten Bioassay zu einer moderaten Hemmung der
L-5178Y-Zellen. Dennoch wies diese Substanz keine nennenswerte Hemmungswirkung

gegen die getesteten Proteinkinasen auf.

Aus dem Pilz Botryosphaeria rhodina BT-3 wurden die zwei miteinander verwandten
Benzofuran-Derivate Griseofulvin und Dechlorgriseofulvin sowie das Peptid Cycloaspeptid A
und das Benzodiazepin-Derivat Sclerotigenin erhalten. Auf Grund der geringen Probemenge
wurde Griseofulvin, Dechlorgriseofulvin und Cycloaspeptid A nicht den Bioassays
unterzogen. Sclerotigenin zeigte gegeniiber den murinen Lymphomazellen eine sehr starke

Wachstummhemmung, aber keine deutliche Hemmwirkung auf die Proteinkinasen.

Die bekannte Verbindung Kojisdure wurde aus dem EtOAc-Extrakt des Pilzes
Neurospora discreta NE-8 isoliert. Der gewonnene Metabolit wies im Test eine schwache

antibakterielle Wirkung gegeniiber dem gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis auf.

Die Mykotoxine Equisetin, Fusapyron und Desoxyfusapyron wurden aus Fusarium
incarnatum MGC-1.3 erhalten. In den Bioaasays zeigten sowohl Fusapyron wie
Desoxyfusapyron eine starke Aktivitit im antifungalen Test sowie eine bedeutende
antibakterielle Wirkung. Auch Equisetin zeigte eine starke antimikrobielle Wirkung allerdings

lediglich gegen das gram-positive Testbakterium.
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Aus dem EtOAc-Extrakt des Pilzes Neurospora terricola MGC-5.1 wurden drei
Isocoumarine isoliert. Es handelte sich um die Substanzen Diaportinséure, Diaportinol und
der neue Naturstoff 6-Methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol. Des Weiteren wurden
in demselben Extrakt bereits anhand der UV-Spektren und ESI-Massenspektren die
Verbindungen Dichlordiaportin, Indol-3-carbaldehyd und p-Hydroxybenzaldehyd detektiert.
Der Ethylacetat-Extrakt wurde den bisher beschriebenen antibiotischen und zytotoxischen
Assays unterzogen. Der Extrakt zeigte bei den Bioassays keine biologische Aktivitit. Auf
Grund der geringen Probenmenge und den vorherigen negativen Ergebnissen wurden die

isolierten Verbindungen nicht auf ihre Bioaktivitdt untersucht.

Aus Xylaria sp. MGC-12.3 wurden der Ester (£)-Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-
propenoat, die Mykotoxine Cytochalasin E und 5-Carboxymellein sowie der neue Naturstoff
1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-carbonséure isoliert. Die
isolierten Reinsubstanzen (£)-Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoat, Cytochalasin E und
der neue Naturstoff 1,3-Dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-
carbonsdure wiesen eine potente Zytotoxitdt gegeniiber der L-5178Y-Zelllinie mit ECsp-
Werten < 1.0 pg/ml auf. Dagegen zeigte lediglich (E£)-Methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-

propenoat eine ausgepriagte Hemmungswirkung gegen die getesteten Proteinkinasen.

Aus dem endophytischen Pilz Hypoxylon fragiforme BT-II1.1 wurden die Mykotoxine
Scytalon, 4-Hydroxyscytalon, das Antibiotikum RF-3192-C, Mitorubrinsdure, Mitorubrinol,
Cytochalasin H, Orsellinsdure und der neue Naturstoff 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-
benzofuran-1-on gewonnen. In Untersuchungen zur Zytotoxizitit mit der L-5178Y-Zellinie
wiesen die Verbindungen Cytochalasin H, RF-3192-C und 3-Ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-
benzofuran-1-on eine starke antiproliferative Aktivitdt auf. Orsellinsdure und Mitorubrinol
konnten dagegen das Wachstum der Testzellen nicht hemmen, wéhrend Mitorubrinséure eine
mifBige Aktivitdt aufwies. Neben den genanten Tests wurden die isolierten Reinsubstanzen
RF-3192-C, Orsellinsdure, Mitorubrinsdure und Cytochalasin H ebenso hinsichtlich ihrer
inhibitorischen Wirkung gegeniiber Proteinkinasen untersucht. Dabei zeigten Cytochalasin H
und Orsellinsdure keine ausgeprigte Aktivitit; RF-3192-C und Mitorubrinsdure waren

dagegen am aktivsten.

Aus dem EtOAc-Extrakt des Pilzes Eurotium rubrum (BT-1) wurden die bekannten
Mykotoxine Cochliodinol und Chaetomin erhalten. Beide Substanzen bewirkten im

Zytotoxizititstest eine sehr starke Hemmung des Wachstums der L-5178Y-Zelllinien. Auch
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beim Proteinkinaseassay zeigten beide inhibitorische Wirkungen gegeniiber Proteinkinasen,

wobel Chaetomin am aktivsten war.

Summary

The present study is dealing with the current and important topic in the field of
bioactive compounds. Endophytic fungi were subjected to in depth scrutiny since so far, they
represent a hardly explored source for discovering new biologically active secondary
metabolites. In general terms, endophytic microorganism have certain benefits over
macroorganisms, since production of almost unlimited quantities of a given compound by
fermentation in principle should be possible without harm to fragile natural resources, thereby
tackling the supply issue which has hampered the development of natural products into drugs
in the past on many occasions. This field of research will deliver significant contributions in
the search for new agents to treat human diseases or to combat pests in agriculture by natural
means, and this will be of considerable ecological and social relevance. Thus, endophytic
fungi represent a particularly valuable resource of growing importance for the development of
new drugs and other biologically active agents. For these reasons, research into secondary

metabolites appears rewarding and consequently was in the focus of the present dissertation.

Collection of samples from terrestrial habits (plants and mosses) as well as Chinese
mangrove plants was followed by isolation of endophytic fungal strains from their respective
host organisms. In accordance with the Ordinance on Biological Agents
(,,Biostoffverordnung®) and the rules of Good Microbiological Laboratory Practice, the
identity of any strain was established. Subsequently, a primary screening was conducted to
pinpoint biologically or chemically interesting extracts. Biological screening was based
mainly on agar plate diffusion assay to establish antimicrobial or antifungal activity,
accompanied by the ,,brine shrimp assay* to detect cytotoxic properties. In total, nine extracts
were identified as biologically or chemically/analytically promising, and were selected for
further investigation. The next step was the isolation of biologically active compounds. This
was achieved by different chromatographic methods. Structure elucidation of individual
natural products involved modern spectroscopic techniques, including HPLC-UV/VIS and
LC/MS analysis, comparison of spectral properties with commercially available data bases of
natural products; ion trap LC/MS (ESI and APCI), and one-dimensional (‘H, °C NMR,
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DEPT) as well as two-dimensional (COSY, HMQC, HMBC, NOESY, ROESY) NMR
experiments. Fractionation of individual extracts and subsequent isolation efforts resulted in
the a total of 33 compounds identified compounds, out of which three represent new
secondary metabolites. Finally, isolated pure compounds were subjected to biological or
pharmacological characterisation, especially with regard to their inhibitory potential towards

the tumour cell line L-5178Y (murine lymphoma cells) and protein kinases.

From the fungus Pleurophoma cava SL-5 the chroman-4-one derivative aposphaerin A
was isolated. The compound which was obtained from the EtOAc extract did not display
significant cytotoxic activity towards the L-5178Y tumour cell line, but exhibited pronounced

inhibitory activity against 4 out of 24 protein kinases tested.

From the ethyl acetate extract of the fungus Penicillium chrysogenum HN-B2, the
known mycotoxins terrestric acid, viridicatol, roquefortin C and viridicatin were obtained.
Terrestric acid, viridicatol, and viridicatin did not show significant inhibitory properties
towards the L-5178Y tumour cell line , while in the same bioassay, roquefortin C led to a
moderate growth inhibition of L-5178Y cells. However, the compound did not display

relevant inhibitory properties towards the various protein kinases.

The fungus Botryosphaeria rhodina BT-3 yielded two related benzofuran congeners
griseofulvin and dechlorogriseofulvin in addition to the peptide cycloaspeptide A and the
benzodiazepine derivative sclerotigenin. Due to the small amounts of compounds available,
griseofulvin, dechlorogriseofulvin and cycloaspeptide A were not subjected to biological
testing. On the other hand, sclerotigenin was found to exhibit a strong activity towards murine

lymphoma cells, but was devoid of noticeable activity against protein kinases.

The known compound kojic acid was isolated from the EtOAc extract of the fungus
Neurospora discreta NE-8. The isolated pure compound was found to display weak

antibacterial properties against the gram-positive bacterium Bacillus subtilis.

The myctotoxins equisetin, fusapyrone and deoxyfusapyrone were obtained from
Fusarium incarnatum MGC-1.3. When tested for biological activity, both fusapyrone and
deoxyfusapyrone exhibited strong antifungal activity and a remarkable antibacterial profile.

Likewise, equisetin was strongly active, albeit only towards the gram-positive test bacterium.

From the EtOAc extract of the fungus Neurospora terricola MGC-5.1, three
isocoumarins were isolated. This included diaportic acid, diaportinol and the new natural
product 6-methoxy-3-(2,4-dihydroxypentyl)-isocoumarinol. Furthermore, in the same extract
dichlorodiaportin, indole-3-carbaldehyde and p-hydroxybenzaldehyde were detected based on
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their UV spectra and ESI mass spectra. The ethyl acetate extract was subjected to the different
assays for antibiotic and cytotoxic activity as described above, but proved inactive. Based on
these negative results and due to the low yield of compounds, no further biological testing of

isolated pure compounds was conducted.

From Xylaria sp. MGC-12.3 the ester (E)-methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoate,
the mycotoxins cytochalasin E and 5-carboxymellein as well as the new natural product 1,3-
dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-5-carboxylic acid were isolated.
The isolated pure compounds (E)-methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoate, cytochalasin E
and the new natural product 1,3-dihydro-4-hydroxy-1-(1-hydroxyethyl)-3-oxoisobenzofuran-
S-carboxylic acid displayed potent cytotoxicity towards the L-5178Y cell line with ECs
values < 1.0 pg/ml. However, only (£)-methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propenoate exhibited

pronounced inhibitory activity towards the various protein kinases.

From the endophytic fungus Hypoxylon fragiforme BT-III.1 the mycotoxins scytalon,
4-hydroxyscytalon, the antibiotic RF-3192-C, mitorubrinic acid, mitorubrinol, cytochalasin H,
orsellinic acid as well as the new natural product 3-ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-
benzofuran-1-one were obtained. When assayed for cytotoxicity towards the L-5178Y cell
line, cytochalasin H, RF-3192-C and 3-ethyl-7-methoxy-1,3-dihydro-2-benzofuran-1-one
were found to exhibit a strong antiproliferative activity. Orsellinic acid and mitorubrinol were
unable to inhibit the growth of the cells tested, while mitorubrinic acid displayed moderate
activity. In addition to these tests, the pure compounds RF-3192-C, orsellinic acid, mitorubric
acid and cytochalasin H were also investigated with regard to their inhibitory profiles against
protein kinases. Cytochalasin H and orsellinic acid did not display pronounced activity,

whereas RF-3192-C and mitorubric acid were identified as the most active compounds.

From the EtOAc extract of the fungus Eurotium rubrum (BT-1) the known mycotoxins
cochliodinol and chaetomin were obtained. In the cytotoxicity assay, both compounds
resulted in a very strong growth inhibition of the L-5178Y cell line. Also, in the protein
kinase assay both compounds proved active, with chaetomin displaying a higher degree of

activity.
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8. Anhang

DICHLORDIAPORTIN

Systematischer Name:

Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

3-(3,3-Dichlor-2-hydroxypropyl)-8-hydroxy-6-methoxy-1H-
isochromen-1-on

MGC-5.1ER-EC7

Neurospora terricola (aus Bruguiera gymnorhiza)

0.7 mg

braunliches Pulver

Ci3Hi2 CLOs

319 g/mol

27.3 min (Standard-Gradient)

OH 0]

ESI-MS (+)

MGC-5-1ERECT #825 RT: 2342 AV:1 NL: 7.91E5
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]
1963

Relative Abundance
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Ol

1480 [M+H]]

2 2369 3192 4074 9369
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ESI-MS (-)
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p-HYDROXYBENZALDEHYD

Systematischer Name:
Probencode:

Quellorganismus:

Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

4-Hydroxybenzaldehyd
MGC-5.1ER-EC13

Neurospora terricola (aus Bruguiera
gyvmnorhiza)

0.8 mg

weille Kristalle

C7HsO2

122 g/mol

14.0 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC-92EMHP4 #232 RT:737 A1 NL: 1595
T: +CESIsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]

3645
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2804
8
80
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3 60
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mz

*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden

UV-Spektrum

deda211#1445 RT:9.88 A1 NL: 2.22E5 microAU
100, 2840

o7

Relative Absorbance

3380 3500 3620 3720 3800 3920

ESI-MS (-)

clecia211#344 RT:984 A1 NL: 1.86E6
T: - cESlsid=25.00 Full ms [ 100.00-1000.00]

1212
1

Relative Abundance

1223
4192 540.1
1470 1752 9751 2992 344.1 4353 | 5568 eoas 0867 7627 7941 8072 0744

T T T
L e s s e e s s ) s S B B B B S B B RS L B ] 100 20 300 400 500 600 700 800 90 1000
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 mz

wavelength (nm)

246




Anhang

INDOL-3-CARBALDEHYD

Systematischer Name:
Probencode:
Quellorganismus:
Substanzmenge:
Beschreibung:
Summenformel:
Molekulargewicht:
Retentionszeit HPLC:

1H-Indol-3-carbaldehyd

MGC-5.1ER-EC10

Neurospora terricola (aus Bruguiera gymnorhiza)
2.2 mg

gelbliches Ol

CoH;0ONO

145 g/mol

14.7 min (Standard-Gradient)

ESI-MS (+)

MGC5-1EREC10#507 RT: 1443 A£1 NL: 1.34E6
T: +cESIsid=2500 Full ms [ 100.00-1000.00]
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*Im positiven Modus konnte keine Ionisation erzielt werden
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Tabelle 49. Im Rahme dieser Arbeit isolierte bzw. identifizierte Reinsubstanzen

Substanz

Struktur

Herkunft
Summenformel
Molekular-
Gewicht

APOSPHAERIN A

Pleurophoma cava
C17H2006
MW 320

TERRESTRINSAURE

\\\\\“\\\

Penicillium
chrysogenum
Ci1H1404
MW 210

VIRIDICATIN

Penicillium
chrysogenum
CisH11NO,
MW 237

VIRIDICATOL

Penicillium
chrysogenum
CisHiINO;3
MW 253

ROQUEFORTIN C

Penicillium
chrysogenum
CyH33N50,
MW 389

DECHLOR-
GRISEOFULVIN

Botryosphaeria
rhodina
Ci7H1506
MW 318
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GRISEOFULVIN

Botryosphaeria
rhodina
C7H,7ClO¢
MW 352

SCLEROTIGENIN

Botryosphaeria
rhodina
Ci6H1iN;0,
MW 277

CYCLOASPEPTID A

Botryosphaeria
rhodina
C36HazNsO
MW 641

KOJISAURE

Neurospora discreta
C6H604
MW 142

FUSAPYRON

Fusarium incarnatum
C34Hs40,
MW 606
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Fusarium incarnatum

DESOXYFUSAPYRON
C34Hs404
MW 590
Fusarium incarnatum
EQUISETIN CyH;3NOy
MW 373
. Y OH 1
DIAPORTINSAURE : Neurospora terricola
E Ci3H120
OH MW 280
Neurospora terricola
DIAPORTINOL Ci3H1406
MW 266
p-HYDROXY- Neurosgo;la Ct)errzcola
71602
BENZALDEHYDE MW 120
INDOL-3- Neurog(ﬁ’a I\%fmcola
97
CARBOXALDEHYDE MW 145
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8-HYDROXY-3-(2,4-

Neurospora terricola

DIHYDROXYPENTYL)-6- C,sH;505
METHOXYISOCHROMEN- MW 294
1-ON
Neurospora terricola
DICHLORDIAPORTIN

Ci3H,CLL05

MW 319

(E)-METHYL-3- Xg l"}rl’a Cs)p'

(4-METHOXY-PHENOXY) NRN ‘220§

PROPENOAT

Xylaria sp.
CYTOCHALASIN E C,sH33NO;

MW 495

1,3-DIHYDRO-4-

HYDROXY-1- Xylaria sp.
(1-HYDROXYETHYL)-3- C,1H,00¢

OXOISOBENZOFURAN-5- MW 238

CARBOXYLSAURE
(o] OH
neuer Naturstoff
[e) OH

5-CARBOXYMELLEIN Xylaria sp.
C1 lHIOOS

MW 222
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ORSELLINSAURE

HO

OH

Hypoxylon fragiforme
C 3H8N04
MW 168

3-ETHYL-7-METHOXY-
1,3-DIHYDRO-2-
BENZOFURAN-1-ON

OCH; ©

neuer Naturstoff

Hypoxylon fragiforme
Ci1H120;
MW 192

RF-3192-C

(0] OH

Hypoxylon fragiforme
CyH 1205
MW 380

MITORUBRINOL

Hypoxylon fragiforme
Cy1Hi505
MW 398

MITORUBRINSAURE

Hypoxylon fragiforme
C21H;609
MW 412

SCYTALON

Hypoxylon fragiforme
C1oH1004
MW 194
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Hypoxylon fragiforme
CioH10Os
MW 210

4-HYDROXYSCYTALON

Ol s

Hypoxylon fragiforme
C30H39NOs

CYTOCHALASIN H
MW 493

Eurotium rubrum

COCHLIODINOL C3,H30N,0,
MW 506
FEurotium rubrum
CHAETOMIN C31H30NO6S4
MW 710

12 CH,OH
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