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Zusammenfassung

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen sind in den letzten Jahrzehnten insbesondere
endophytische Pilze in den Mittelpunkt der Betrachtung geriickt. Es wurde bereits vielfach
gezeigt, dass endophytische Pilze eine Quelle von chemisch diversen Naturstoffen sind, welche
iiber ein breites Wirkungspotential verfiigen. Insbesondere Stimme endophytischer Pilze, welche
extremen Habitaten entspringen, wie beispielsweise Wiistenregionen oder Mangrovenwildern,
scheinen besonders vielversprechend zu sein. Der 6kologische Druck, sich an diese Nischen im
Wettbewerb mit anderen Organismen anzupassen, wird hierfiir als entscheidender Grund

angesehen.

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung von Sekundédrmetaboliten aus endophytischen Pilzen,
welche aus terrestrischen Pflanzen extremer Habitate stammten. Die isolierten Substanzen wurden
strukturell aufgeklédrt und systematisch auf ihr biologisches Potential hin untersucht. Insgesamt
wurden fiinf endophytische Pilze als Quelle ausgewéhlt: Rhizoctonia sp., Pleospora sp.,
Penicillium glabrum, Fusarium lateritium und Nigrospora sphaerica. Diese Pilze wurden
aufgrund ihrer positiven Ergebnisse in vorausgehenden Bioassays ausgewihlt. Das pflanzliche
Ursprungsmaterial wurde im Falle von Rhizoctonia sp. in Usbekistan, von Pleospora sp. sowie
Penicillium glabrum in Marokko und im Falle der letzten zwei in China gesammelt. Die
Pilzkulturen wurden auf festem Reismedium fiir die Dauer von ca. vier Wochen stehend kultiviert
und nach ihrer Extraktion mit organischem LoOsungsmittel einer Auftrennung mittels

unterschiedlicher chromatographischer Verfahren unterzogen.

Die Strukturaufkldrung erfolgte mittels moderner instrumenteller Analytik, wie z.B.
Massenspektrometrie (MS) und Kernresonanzspektroskopie (NMR). Zudem wurden die Substanz
mittels HPLC-DAD charakterisiert und optisch aktive Substanzen mittels Polarimetrie untersucht.

Alle isolierten Substanzen wurden in zytotoxischen und antimikrobiellen Assays untersucht.

1. Rhizoctonia sp.
Der Pilz Rhizoctonia sp. wurde aus den Wurzeln von Mentha asiatica (Lamiaceae)
isoliert. Die Pflanze wurde im Stadtgebiet von Taschkent, Usbekistan gesammelt.
Insgesamt wurden zehn Substanzen isoliert, welche zu den Stoftklassen der Indolderivate
und Benzoesdurederivate gehoren. Von den isolierten Verbindungen zeigten die
Phenylessigsdure und das Protocatechualdehyd einen leichten antibiotischen Effekt
gegeniiber S. aureus mit einem MIC von 32 pg/mL.

2. Pleospora sp.
Der Endophyt Pleospora sp. wurde aus den Bléttern von Thymelaea I[ythroides
(Thymelaeacae) isoliert. Das Pflanzenmaterial wurde am Stadtrand von Rabat, Marokko
gesammelt. Insgesamt wurden 28 Substanzen aus diesem Pilz isoliert, welche

hauptsédchlich der Klasse der Anthrachinone zuzuordnen waren. Neben diesen konnte



auch eine Vielzahl von Pyron-, Cumarin-, Isocumarin- und Naphtalenonderivaten
beobachtet werden. In den biologischen Untersuchungen zeigten vor allem die
Anthrachinonderivate Altersolanol A und Altersolanol C signifikante Wirkungen, sowohl
gegen diverse Krebszelllinien, als auch gegen grampositive Problemkeime wie MRSA.
Um eine Strukturwirkungsbeziehung herzustellen, wurden die Derivate Altersolanol A

und C zusétzlich semisynthetisch modifiziert.

Penicillium glabrum

Der Pilz Penicillium glabrum wurde aus Carpobrotus rossii (Aizoaceae) isoliert. Die
Pflanze wurde im botanischen Garten von Rabat, Marokko gesammelt. Insgesamt wurden
sechs Verbindungen isoliert, welche den Stoffklassen der Anthrachinone,
Benzoesdurederivate und Pyrone zugeordnet werden konnten. In den Bioassaysystemen
zeigt insbesondere das Sulochrin einen signifikanten Effekt auf die murine

Lymphomzelllinie L5178Y.

Nigrospora sphaerica

Nigrospora sphaerica ist ein Isolat aus Bruguiera sexangula var. rhynchopetala
(Rhizophoraceae), welche wie auch Sonneratia apetala in Hainan, China, gesammelt
wurde. Insgesamt konnten aus diesem Pilz vier Verbindungen isoliert werden, welche alle
der Stoffklasse der Benzofurane entstammen. Insbesondere das isolierte Griesofulvin

zeigte stark zytotoxische Effekte gegen die murine Lymphomzelllinie L5178Y.

Fusarium lateritium

Der Pilzstamm Fusarium lateritium konnte, wie auch Nigrospora sphaerica, aus
Bruguiera sexangula var. rhynchopetala (Rhizophoraceae), ebenfalls in Hainan
gesammelt, isoliert werden. Aus diesem Pilz konnten insgesamt zwei Verbindungen
isoliert werden, welche zu den Isocumarin- und Anthrachinonderivaten gehdren. Das
isolierte Acylmacrosporin zeigte einen selektiven antibiotischen Effekt gegeniiber S.

aureus mit einer MHK von 32 pg/mL.



Summary

In the ongoing search for new drugs, especially endophytic fungi move to center of focus in the
last decades. It has been demonstrated that endophytic fungi can form a variety of chemically
diverse secondary metabolites, which have a broad pharmacologic potential. In particular, strains
of endophytic fungi living in extreme habitats, such as desert regions or mangrove forests appear
to be a promising source. The ecological pressure to conform in these niches, in a competition

with other organisms, is considered to be a crucial reason for this.

The aim of this work was the isolation of secondary metabolites from plant derived endophytic
fungi. The isolated compounds were structurally elucidated and systematically investigated for
their biological potential. A total of five endophytes were selected as the source: Rhizoctonia sp.,
Pleospora sp., Penicillium glabrum, Fusarium lateritium and Nigrospora sphaerica. These fungi
were chosen based on their positive results in preliminary bioassays. In the case of Rhizoctonia
sp. the plant material was collected in Uzbekistan, in the case of Pleospora sp. and Penicillium
glabrum in Morocco and in the case of the last two, in China. The fungal cultures were fermented
static on solid rice medium for about four weeks, extracted with organic solvents and the extracts

subjected to chromatographic separation methods.

The structure elucidation was carried out by modern analytical methods, such as mass
spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). In addition, the
substances were characterized by HPLC -DAD and optically active substances were evaluated by
polarimetry. All isolated compounds were systematically examined in cytotoxic and antimicrobial

assays.

1. Rhizoctonia sp.
The fungus Rhizoctonia sp. was isolated from the roots of Mentha asiatica (Lamiaceae).
The plant was collected in the urban area of Tashkent, Uzbekistan. Ten compounds were
isolated, which belong to the classes of indole and benzoic acid derivatives. From the
isolated compounds, phenylacetic acid and protocatechualdehyde showed a slight

antimicrobial effect against S. aureus with a MIC of 32 ug/mL.

2. Pleospora sp.
The endophyte Pleospora sp. was isolated from the leaves of Thymelaea lythroides
(Thymelaeacae). The plant material was collected on the outskirts of Rabat, Morocco. A
total of 28 substances were isolated from this fungus, which mainly consisted of
anthraquinones. In addition, pyrone, coumarin, isocoumarin and naphtalenone derivatives
were observed. In the biological studies especially the anthraquinones altersolanol A and

C showed significant effects, both against various cancer cell lines, as well as against



gram-positive bacteria like MRSA. For an evaluation of structure-activity relationships,

altersolanol A and C were modified semisyntheticly.

Penicillium glabrum

The fungus Penicillium glabrum was isolated from Carpobrotus rossii (Aizoaceae). The
plant was collected in the botanical garden of Rabat, Morocco. A total of six compounds
were isolated which were assigned to the classes of anthraquinones, benzoic acid
derivatives and pyrones. In particular, sulochrin showed a significant effect on the murine

lymphoma cell line L5178Y.

Nigrospora sphaerica

Nigrospora sphaerica is an isolate from Bruguiera sexangula var. rhynchopetala
(Rhizophoraceae), which was collected in Hainan, China. Overall four compounds were
isolated from this fungus, which belong to the class of benzofurans. In particular, the
isolated griesofulvin showed a strong cytotoxic effect on the murine lymphoma cell line

L5178Y.

Fusarium lateritium

The fungal strain Fusarium lateritium was isolated, like Nigrospora sphaerica, from
Bruguiera sexangula var. rhynchopetala (Rhizophoraceae), which was also collected in
Hainan. For this fungus yielded in total two compounds, which belonged to classes the
isocoumarin and anthraquinone derivatives. The isolated acylmacrosporin showed a

selective antibiotic effect against S. aureus with a MIC of 32 pg/mL.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Naturstoffe

Der Begriff ,,Naturstoff definiert sich als Stoff, welcher von Pflanzen, Tieren, Bakterien oder
Pilzen produziert wird. Naturstoffe lassen sich in zwei grof3e Kategorien unterteilen, die priméren
Naturstoffe und die sekundiren Naturstoffe. Unter priméiren Naturstoffen versteht man chemische
Verbindungen, wie Aminosduren, Fettsduren, organische Sduren und Kohlenhydrate, welche
artiibergreifend in allen Organismen zu finden sind. Diese spielen fiir das Wachstum und die
Reproduktion eine entscheidende Rolle (Drew and Demain, 1977). Ein Wegfall dieser Stoffe
wiirde unweigerlich zum Absterben des Organismus fiihren (Croteau, et al., 2000). Im Gegensatz
dazu sind sekunddre Naturstoffe spezifisch fiir Familien oder Arten. Thre Produktion ist fiir den
produzierenden Organismus nicht zwingend notwendig (Williams, et al., 1989), verbessert jedoch
eine Anpassung an einen Standort, unterstiitzt die Reproduktion oder dient der Abwehr von
Schéadlingen (Drew and Demain, 1977), wobei nicht immer alle Funktionen bekannt sind
(Croteau, et al., 2000). Oftmals gehen die strukturell vielféltigen sekundiren Naturstoffe, die fiir
bestimmte Taxa hiufig einzigartig sind aus den priméren Naturstoffen hervor. Die molekulare
Grofe dieser Stoffe ist meist kleiner als 3000 Da (Williams, et al., 1989), welche sie auf der Basis
ihres biologischen Potentials und der Anwendung der ,,Lipinski rule of five* (Lipinski, ef al.,
1997) bereits in der Vergangenheit zu erfolgreichen Wirkstoffen in der Arzneimitteltherapie

machte oder dazu fiihrte, dass sie als Leitstrukturen Pate standen.

1.2 Naturstoffe in der Arzneimitteltherapie

Zu Beginn der Naturstoffforschung beschrankten sich die Untersuchungen oftmals auf Pflanzen.
Mit der Entdeckung des Morphins aus Papaver somniferum durch den deutschen Apotheker
Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner um 1803/1804 und dessen Beobachtung der Wirkung auf den
Menschen, welche er 1817 publizierte, wurde erstmals das Potential von rein isolierten
Naturstoffen erkannt. Wenig spéter konnten durch die franzdsischen Apotheker Pierre-Joseph
Pelletier und Joseph Bienaimé Caventou Strychnin (1818) und Chinin (1819) isoliert werden
(Jurna, 2003). Spétestens mit der Entdeckung des Salicins durch den Pharmazieprofessor Johann
Buchner im Jahre 1828, dessen strukturelle Aufklarung 1859 durch Hermann Kolbe und der
Modifizierung durch den franzosischen Chemielehrer Charles Frederic Gerhardt 1853 zur heute
noch weitverbreitet eingesetzten Acetylsalicylsdure, war das Potential von Naturstoffen deutlich
geworden. Am 10.August 1897 konnte diese Verbindung schlieBlich durch den Chemiker Felix
Hoffmann der Firma Bayer erstmals rein dargestellt werden und wurde zwei Jahre spiter als
Aspirin ® vermarktet. Noch heute betrdgt der Umsatz mit acetylsalicylsdurehaltigen Produkten

mehr als 350Mio. Euro pro Jahr (Kuhnert, 1999).
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Mit der Zufallsentdeckung des Antibiotikums Penicillin durch Sir Alexander Fleming im Jahre
1928 (Fleming, 1944) wurde der Blick zunehmend auf Mikroorganismen als Produzenten
arzneilich relevanter Stoffe gerichtet. Wenig spéter, im Jahre 1945, gelang es Giuseppe Brotzu
aus Acremonium chrysogenum (frither: Cephalosporium acremonium) eine Substanz zu isolieren,
welche ebenfalls das bakterielle Wachstum einzuschranken vermochte (Abraham, 1962). Die
Substanz konnte jedoch erst zu Beginn der 1950er Jahre durch den Briten Burton isoliert und als
Cephalosporin C identifiziert werden (Burton and Abraham, 1951). Spétestens jedoch mit der
Entdeckung des Immunsuppressivums Ciclosporin A aus dem Schlauchpilz Trichderma
polysporum im Jahre 1969 (Dreyfuss, et al., 1976) zeigte sich das groBBe Potential von Pilzen als
Produzenten von Arzneistoffen. Mit der Entdeckung der Ivermectine und deren Wirkung auf
Milben, sowie auf pflanzliche Parasiten, zeigte sich, dass pilzliche Sekundérmetabolite nicht nur
eine Anwendbarkeit im Bereich der Humanmedizin, sondern auch im veterindrmedizinischen
Bereich haben (Campbell, et al., 1983). Die Tatsache, dass rund 64 % aller zwischen 1981 und
2010 zugelassenen Arzneimittel biologischen Ursprungs sind oder aus natiirlichen Verbindungen
abgeleitet wurden (Newman and Cragg, 2012), zeigt dass die Untersuchung von Naturstoffen

noch immer vielversprechend ist.
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Abb. 1.1: Einige Naturstoffe oder deren Derivate in der Arzneimitteltherapie.

1.3 Pilze als Symbionten

Breits 1885 konnte Janse et al. eine Symbiose zwischen Pilzen und Pflanzen durch die
Entdeckung der Mykorrhiza beweisen (Janse, 1897). Diese Verflechtung zwischen Pilz und
Pflanze auf Ebene der Wurzeln ldsst sich in die zwei groBen Gruppen Ekto- und Endomykorrhiza
unterteilen. Die Ektomykorrhiza tritt hauptsdchlich im Bereich der apikalen Wurzeln auf und
penetriert nicht die pflanzlichen Zellen. Insgesamt kann sie bis zu 90 % der Wurzelmasse
ausmachen. Endomykorrihza, welche fast nie im apikalen Bereich der Wurzel vorzufinden ist,
tritt durch Eintrittsstellen in den Pflanzenkodrper ein, um mit ihm zu interagieren (Marschner and
Dell, 1994). Hierbei kann die Wurzel bis zu 2000 x pro cm von den Hyphen des Pilzes
durchdrungen werden (Meyer, 1989). In beiden Féllen profitieren Pilz und Pflanze voneinander:
die Mykorrhiza vermogen Phosphor, Nitrat, Kalium, Calcium, Sulfat, Kupfer, Zink, Eisen,

Ammonium und Wasser aus einem groflen Bereich um die Wurzeln herum fiir die Pflanze
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zugéinglich zu machen. Im Gegenzug erhalten die Pilze bis zu 20 % der durch Photosynthese
hergestellten Kohlenhydrate (Marschner and Dell, 1994). Dariiber hinaus konnte beobachtet
werden, dass Endomykorrhiza die pflanzliche Terpen-Biosynthese induzieren kann (Zhao, et al.,
2006). Es konnte iiber fossile Funde bereits nachgewiesen werden, dass sowohl Endophyten
(Krings, ef al., 2007), als auch Mykorrhiza (Redecker, ef al., 2000) mindestens seit 400 Mio.
Jahren mit Pflanzen assoziiert sind. Weltweit sind Gréser und verholzte Pflanzen mit Endpohyten
besiedelt (Bills, et al., 1996, Kowalski and Kehr, 1996, Petrini, 1986, Saikkonen, et al., 1998).
Untersuchung der biologischen Vielfalt konnten zeigen, dass die taxonmoische Varietdt von
Pilzen in verholzten Pflanzen groBer ist, als in Gréasern (Petrini, 1991, Petrini, et al., 1993).
Hierbei treten die Endophyten insbesondere in den Blittern, den Blattstielen, Stéingeln oder der

Rinde auf (Saikkonen, ef al., 1998).

Diese Art der engen Verflechtung wird nur noch durch Flechten und beispielsweise von der
Blattschneiderameise {iibertroffen. Die Blattschneiderameise (Acromyrmex sp.) ernédhrt sich von
dem Pilz Leucoagaricus sp., welchen sie in ihrem Bau kultiviert. Hierzu zerschneidet sie frisches
Blattmaterial, zerkaut dieses und fiihrt es dem Pilz als Substrat zu. Erstaunlich ist die Tatsache,
dass die Blattschneiderameise sich ausschlieBlich von dem Pilzmaterial erndhren kann. Um eine
Kontamination ihrer Pilzkultur zu vermeiden, wird das Pflanzenmaterial, wie auch die
Arbeiterinnen selber durch den sdurehaltigen Speichel der Tiere desinfiziert. Die einmal rein
gewonnene Kultur des Pilzes wird von einer Generation zur néchsten durch eine junge Konigin,
welche ein kleines Stiick der Kultur in ihrer Maultasche in eine neue Kolonie iberfiihrt,

fortgefiihrt (Cherrett, et al., 1989).

Eine weitere Moglichkeit der pilzlichen Symbiose ist das Vorkommen des Pilzes in einem
pflanzlichen Vegetationskdrper. Diese Pilze werden als ,,Endophyt™ bezeichnet, was sich aus dem
griechischen Wort ,.endon“ = ,jinnen“ und ,,phyton“ = ,Pflanze“ ableitet. Hierdurch wird
eindeutig die Art und Weise des Lebensraums von endopytischen Pilzen charakterisiert. Neben
endophytischen Pilzen umfasst der Sammelbegriff ,,Endophyt* auch im Inneren von pflanzlichen
Vegetationskorpern lebende Bakterien (Chanway, 1996). Dieses Zusammenleben kann als eine
mutalistische Symbiose gesehen werden. Sie beschreibt ein gegenseitiges Nutzenverhiltnis,
welches auf einer sensiblen Balance beruht, ndmlich dem Gleichgewicht zwischen pflanzlicher
Abwehrkraft und pilzlicher Pathogenitit. Kommt es beispielsweise zu einer Schwiéchung des
pflanzlichen =~ Abwehrsystems, konnen einige endophytische Pilze auch  selber
Krankheitssymptome hervorrufen (Schulz, et al., 2002). Prominente Beispiele sind Alternaria sp.
(Nishimura and Kohmoto, 1983), Fusarium sp. (Matsuo and Ueno, 1983) und Stemphylium sp.
(Trigos, et al., 2011), die als Faulnispilze aus Degradationsprozessen von abgestorbenem

Pflanzenmaterial bekannt sind.
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1.4 Interaktionen zwischen Pflanze und Pilz

Dieses Zusammenleben der Mikro- und Makroorganismen kann als mutalistische Symbiose
gesehen werden (Saikkonen, ef al., 1998). Die Wirtspflanze schiitzt die Mikroorganismen vor
duBeren Finflussfaktoren, wie UV-Strahlung (Van de Staaij, et al, 2001) und anderen
Mikroorganismen und stellt Nahrstoffe zur Verfiigung (Marschner and Dell, 1994). Im Gegenzug
bieten die Mikroorganismen der Wirtspflanze Stoffe an, welche vor FraB3feinden wie Insekten
(Saikkonen, et al., 1998) und Infektionen mit anderen Mikroorganismen schiitzen. Stellvertretend
konnen hierfiir die zytotoxischen Substanzen Paclitaxel (Stierle, et al., 1993) und Camptothecin
(Rehman, et al., 2008), die antibiotischen Substanzen Talaromanin A und B (Bara, et al., 2013)
und Griseofulvin (Xia, et al., 2011), sowie die insektiziden Substanzen 3-Hydroxypropionséure
(Schwarz, et al., 2004) und Cummunesin C (Hayashi, et al., 2004) gesehen werden. Durch die
Produktion von hygroskopischen und osmotisch aktiven Substanzen wie Manitol, Inositol,
Arabitol und Glycerol kénnen Standortvorteile in besonders trockenen Regionen geschaffen
werden (Bacon, 1993). Ein beeindruckendes Beispiel fiir Standortvorteile, die durch eine
mutalistische Symbiose zwischen Pilz und Pflanze geschaffen werden konnen, ist die Besiedelung
von Dichanthelium lanuginosum mit Curvularia languginosum. Sowohl Pflanze, als auch Pilz
ermdglicht dies auf geothermalen Quellen zu wachsen, wohingegen die axenischen Organismen
keine Temperatur iiber 38 °C tolerierten (Redman, ef al, 2002). Die Produktion von
zytotoxischen, antibiotischen und insektiziden Substanzen durch die Endophyten kann als eine
Art erworbene Abwehr der Pflanze angesehen werden. Pflanzen sind Standort gebunden und
besitzen eine relativ geringe Zellteilungsrate. Im Gegensatz zu den Pflanzen besitzen
Mikroorganismen i.d.R. jedoch eine hohe Zellteilungsrate und ein hohes genetisches
Rekombinationsvermogen, welches ihnen hilft sich schnell an &ndernde Umweltfaktoren
anzupassen. Diese Vorteile konnen von der Pflanze ,,gezielt“ genutzt werden um sich gegen
Kompetitoren durchzusetzen (Carroll, 1988). Es bleibt jedoch die Frage offen, ob die Infektion
der Pflanze mit endophytischen Pilzen systemisch ist, oder nicht. Das individuelle Vermdgen der
endophytischen Pilze Stoffe zu bilden, welche als Mediatoren der Verteidigung eingesetzt werden
konnen, ist an die mdglichst breite Distribution dieser Stoffe im pflanzlichen Organismus
gekniipft. Einige Autoren gehen von einer generellen, nicht systemischen (Petrini, et al., 1993)
Infektion aus, andere wiederrum von einer systemischen (Schulthess and Faeth, 1998). Dies
deutete darauf hin, dass beide Formen wahrscheinlich simultan vorliegen. Die Bewertung des
Nutzens und der Bedeutung von pilzlichen Metaboliten ist jedoch an die Verteilung des Pilzes im
pflanzlichen Organismus gekniipft. Systemisch verteilte endophytische Pilze kdnnen iiber zwei
Wege von einer Pflanze auf eine andere itibertragen werden. Zum einen besteht die Mdglichkeit
eines vertikalen Transfers durch das EinschlieBen der Hyphen in die Samen der Pflanze, zum
anderen die eines horizontalen Transfer durch Sporen (Carroll, 1988, Schardl and Clay, 1997).

Dies bedeutet reproduktionsbiologisch betrachtet die klonale oder die sexuelle Vermehrung mit
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der Moglichkeit einer genetischen Rekombination. Horizontale Transfers konnen unter anderem
durch herbivore Insekten ermoglicht werden. Dies ist sowohl durch die Weitertragung von
Sporen, als auch durch die Wundbildung und damit verbundene Penetration der Sporen moglich
(Faeth and Hammon, 1997a, b, Saikkonen, et al., 1998). Insbesondere die vertikale Verbreitung
zeigt damit eine Wirtspraferenz, welche den Standortvorteil des Pilzes in der Pflanze
unterstreicht. Dies in Kombination mit der fehlenden genetischen Rekombination zeigt aber auch,
dass die so verbreiteten endophytischen Pilze nur begrenzt als eine Art des adaptiven
Immunsystems der Pflanze gesehen werden konnen. Jedoch koénnen die durch horizontalen
Transfer tibertragenen Pilze die mikrobielle Gemeinschaft einer Pflanze stindig verdndern und
damit eine Art des erworbenen Immunsystems darstellen (Faeth and Hammon, 1997a, b,
Saikkonen, et al., 1998). Betrachtet man insbesondere die Endophyten von verholzten Pflanzen,
so zeigt sich, dass die meisten von ihnen mit pathogenen Pilzen verwandt sind, jedoch iiber eine
reduzierte Virulenz oder verldngerte Latenzphase verfligen (Petrini, ef al., 1993, White Jr, ef al.,
1993). Neben diesen Interaktionen wird diskutiert, ob ein genetischer Transfer zwischen Pflanzen
und Pilzen stattfinden kann. So gibt es die Beobachtung, dass einige typische Pflanzenmetabolite,
wie beispielsweise Taxol (Stierle, et al., 1993, Strobel, et al., 1996a), Podophyllotoxin (Puri, et
al., 2006), Hypericin (Kusari, et al., 2008) und Camptothecin (Pur, et al, 2007) auch von
endophytischen Pilzen gebildet werden kdnnen. Hieraus kann die Hypothese abgeleitet werden,
dass eine genetische Rekombination zwischen Wirt und Symbiont stattfindet - der sogenannte
horizontale Gentransfer - so dass die Pilze die Féhigkeit zur Biosynthese pflanzlicher Metabolite
erlangen (Strobel, et al., 1996b). Es konnte bereits gezeigt werden, dass in einem solchen
Gentransfer die iibertragenen DNA Fragmente komplex variiert werden konnen (Khaldi, ef al.,
2008). Daneben konnen endophytische Pilze auch die Genexpression in ihrer Wirtspflanze
beeinflussen (Bailey, et al., 2006). Auf der anderen Seite konnte aber auch gezeigt werden, dass
das sowohl aus Hypericum perforatum wie auch Thielavia subthermophila isolierte Hypericin
(Kusari, et al., 2008) in beiden Organismen iiber unterschiedliche Biosynthesewege dargestellt
wird (Kusari, et al., 2009). Ein aus Camptotheca accuminata isolierter Fusarium solani zeigte die
Fahigkeit zur Biosynthese von Camptothecin, welche jedoch im Laufe der Zeit verloren ging.
Eine Reinfektion der Pflanze mit dem Endophyten und der erneuten Isolierung konnte den
urspriinglichen Zustand nicht mehr herstellen, welches auf die Instabilitit einiger
Biosynthesegene zuriickzufiihren ist (Kusari, et al., 2011). Diese Beobachtungen zeigen, dass die
Interaktionen zwischen den Organismen noch nicht vollstindig verstanden sind. Auch bleibt die
Frage offen, wie eine Interaktion im natiirlichen Habitat zwischen mehreren involvierten

Organismen beschaffen ist.
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Abb. 1.2: Einige bioaktive Stoffe aus endophytischen Pilzen.

1.5 Arzneilich relevante Metabolite aus endophytischen Pilzen
Sekundirmetabolite endophytischer Pilze spielen heute eine zunehmende Rolle in der Therapie

von Krebserkrankungen, Fettstoffwechselstorungen und Organtransplantationen.

Das bekannteste und kommerziell erfolgreichste Produkt aus endophytischen Pilzen ist das
Diterpen Paclitaxel. Paclitaxel wurde erstmals in den 1970er Jahren aus der pazifischen Eibe
Taxus brevifolia isoliert (Wani, et al., 1971). Durch die Polymerisierung von Tubulin, ohne die
Anwesenheit von weiteren Co-Faktoren, kommt es durch Paclitaxel zu einer Stérung beim
Aufbau des zur Zellteilung essentiellen Spindelapparates. Hierdurch verweilt die Zelle in der G2-
Phase, unfihig sich zu teilen (Horwitz, 1992). Diese Eigenschaften ermdglichten den Einsatz von
Paclitaxel (Taxol®) in der Therapie von Ovarial-, Bronchial, Prostata- und Mammakarzinomen.
Als problematisch erwies sich jedoch der geringe Gehalt an Paclitaxel in der pazifischen Eibe. In
der Kombination mit einem sehr langsamen Wachstum, hitte dies in seiner Konsequenz zur
Ausrottung der pazifischen Eibe gefiihrt (Horwitz, 1992). Auf der Suche nach neuen Quellen zur
Darstellung von Paclitaxels wurde unter anderem die Kalluskultur von Taxus baccata, wie auch
die semisynthetische Abwandlung von 10-Deacetylbaccatin III aus den Nadeln der européischen
Eibe (Lavelle, et al., 1993) erschlossen. 1993 konnte Paclitaxel erstmals auch aus dem
endophytischen Pilz Taxomyces andreanae isoliert werden, welcher aus dem Phloem von Taxus

brevifolia isoliert wurde (Stierle, et al., 1993). In den darauf folgenden Jahren folgten weitere
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Endophyten, wie Pestalotiopsis microspora (Strobel, et al., 1996a), Phyllosticta spinarum
(Senthil Kumaran, et al., 2008), Cladosporium cladosporides (Zhang, et al., 2009a) und
Aspergillus candidus (Zhang, et al., 2009b). Als weitere Beispiele fiir Naturstoffe, die zunachst
im Pflanzenreich endeckt wurden, sind Vincristin und Vinblastin aus Catharanthus roseus zu
nennen. Die dimeren Alkaloide binden, genau wie das Paclitaxel an die Mikrotubuli und
verhindern durch die Interaktion mit dem Spindelapparat die Zellteilung (Owellen, ef al., 1972).
Daher haben diese beiden Substanzen ebenfalls Einzug in die Behandlung von
Krebserkrankungen gehalten. Mittlerweile konnten auch diese Verbindungen bereits aus
endophytischen Pilzen, wie z.B. Mycelia sterilia 97CY3 (Xianzhi, et al., 2003) und Fusarium
oxysporum (Kumar, et al., 2013) isoliert werden. Ahnlich verhilt es sich mit Podophyllotoxin.
Erstmals 1880 rein dargestellt, wurde es aus Podophyllum pelatum isoliert und zeigte in ersten
Tierversuchen bereits eine hohe Toxizitdt (Podwyssotzki, 1880). Das Spindelgift, das aufgrund
seiner hohen Toxizitdt heute nur noch in der Behandlung von Feigwarzen eingesetzt wird
(Condylox ®), diente als Vorlage fir die Entwicklung der Topoisomerase-II-Hemmstoffe
Etoposid und Teniposid. Diese fithren neben der Inhibierung der Topoisomerase Il zusétzlich
durch eine Fixierung des Enzym-DNA-Komplexes und der damit verbundenen fehlenden
Wiederverkniipfung der DNA zu DNA Doppelstrangbriichen (Van Maanen, et al., 1988). Spéter
konnte Podophylltoxin auch aus den endophytischen Pilzen Trametes hirsuta (Puri, et al., 2006),
Phialocephala fortinii (Eyberger, et al., 2006) und Fusarium oxysporum (Kour, et al., 2008)
isoliert werden. Analog zum Beispiel von Podophyllotoxin wurde Camptothecin 1966 zunichst
aus Camptotheca accuminata isoliert (Wall, et al., 1966). Durch die Inhibierung der
Topoisomerase 1 fithrt Camptothecin zu DNA FEinzelstrangbriichen (Hsiang, et al, 1985).
Aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit und des starken Nebenwirkungspotentials wurden
die halbsynthetischen Derivate Irinotecan und Topotecan dargestellt (Houghton, et al., 1995),
welche heute noch in der Behandlung von metastasierendem Kolonkarzinom bzw.
Ovarialkarzinom und kleinzelligem Bronchialkarzinom eingesetzt werden. Wie auch bei allen
zuvor beschriebenen Verbindungen konnte das Camptothecin auch aus endophytischen Pilzen
gewonnen werden. So sind als Quelle Entrophospora infrequens (Pur, et al., 2007), Trichoderma
atroviride (Pu, et al., 2013), Neurospora sp. (Rehman, et al., 2008), Nodulisporium sp. (Rehman,

et al., 2009) und Fusarium solani (Shweta, et al., 2010) beschrieben worden.

Neben den Beispielen von zytotoxischen Substanzen gibt es weitere Beispiele von bioaktiven
Verbindungen, welche in der Arzneimitteltherapie eingesetzt werden. Ein Beispiel hierfiir ist
Lovastatin. Das im Jahre 1980 als Sekundérstoffwechselmetabolit aus Aspergillus terreus
entdeckte Lovastatin war neben dem 1976 aus Penicillium citrinum isoliertem Mevastatin
(Compactin) einer der ersten Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
(HMG-CoA-Reduktase). Durch die Inhibierung der HMG-CoA-Reduktase, einem

Schliisselenzym des Acetat-Mevalonat Weges, kommt es zunéchst zu einer verringerten Bildung
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von Isoprenecinheiten, was sich im Rahmen der Terpenbiosynthese in einer Senkung der
Triterpene, insbesondere des Cholesterins bemerkbar macht (Alberts, 1988). Viele Derivate dieser
urspriinglichen Verbindungen aus der Klasse der Statine sind daher heute zur Behandlung von
Fettstoffwechselstorungen als Fertigarzneimittel erhéltlich. Lovastatin und dessen Derivate
wurden zudem aus den endophytischen Pilzen Aspergillus terreus aus Taxus baccata (Goswami,
et al., 2012) und Diaporthe sp. aus Camptothecea acuminata (Liu, et al., 2013) isoliert.
Hypericin, welches auch als Bestandteil des Extraktes von Hypericum perforatum bekannt ist, der
zur Behandlung von leichten bis mittleren Depressionen eingesetzt wird, konnte aus dem
endopytischen Pilz Thielavia subthermophila isoliert werden (Kusari, et al., 2008).
Interessenterweise konnte nachgewiesen werden, dass im Gegensatz zu der lichtkatalysierten
Umsetzung von Protohypercicin zu Hypericin, die Umsetzung im Pilz lichtunabhéngig stattfindet

(Kusari, et al., 2009)
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1.6 Interaktion von Mikroorganismen untereinander

Auf der stindigen Suche nach neuen Naturstoffen, die in der Arnzeimitteltherapie eingesetzt
werden konnen, wurde eine Vielzahl von Anstrengungen unternommen die Produktivitét, sowie
das Sekundérstoffwechselprofil von endophytischen Pilzen im LabormaBstab zu beeinflussen. Ein
wichtiger Ansatz hierzu war die OSMAC Strategie (One strain many compounds), welche durch
die Verinderung von pH, Nihrstoffangebot, Beliiftung, Salinitit, Anderung des
Fermentationstyps und der Fermentationszeit das Sekundérmetabolitenprofil verdndern kann. So
kénnen aus einem axenisch kultivierten Pilzstamm aus jeder Kultivierungsbedingung
unterschiedliche Sekundidrmetabolite isoliert werden (Bode, et al., 2002, Knight, et al., 2003).
Weitere Ansitze wie die UV-induzierte Genommutation (Bode, et al., 2002), Stressinduktion
durch Hitzeschock (Doull, et al., 1993), sowie epigenomische Manipulationen, beispielsweise
durch Modifizierung des Histon-Acetylierungsgrades (Cichewicz, 2010, Fisch, et al., 2009,
Henrikson, et al., 2009, Shwab, et al., 2007), stellen weitere wichtige Methoden dar. Jedoch
beriicksichtigte keiner dieser Ansétze die Gegebenheiten des natiirlichen Habitats. In einem neuen
Ansatz der Co-Kultivierung von Pilzen untereinander oder Pilzen mit Bakterien konnte in
zahlreichen Studien gezeigt werden, dass der Versuch eines Mimikry des natiirlichen
Lebensraumes zur Entdeckung neuer Substanzen fithren kann. Als interessante Beispiele hierfiir
sind die Kultivierungen des endophytischen Pilzes Fusarium tricintctum mit Fusarium begoniae
(Wang, et al., 2013) oder mit dem Bodenbakterium Bacillus subtilis (Ola, et al., 2013) zu nennen.
Wang et al. konnten hierbei die Induktion der neuen Stoffwechselmetaboliten Subenniatin A und
B beobachten, Ola et al. isolierte auf diese Weise die neuen Verbindungen Macrocarpon C, 2-
(Carboxymethylamino)benzoesdure und (-)-Citreoisocoumarinol, welche jeweils in den
axenischen Kulturen nicht zu beobachten waren. Ein weiteres Beispiel ist die Produktion der
Lipoaminopeptide Acremostatin A, B und C, welche aus einer gemischten Fermentierung des
Endophyten Acremonium sp. mit dem Mycoparasiten Mycogone rosae isoliert wurden
(Degenkolb, et al., 2002). Neben der Induktion von neuen Stoffwechselmetaboliten konnte auch
gezeigt werden, dass eine Co-Kultivierung zur vermehrten Bildung bereits vorhandener Stoffe
fiihren kann. So fiihrte beispielsweise die Co-Kultivierung des endophytischen Pilzes
Paraconiothyrium sp., isoliert aus der pazifischen Eibe, zusammen mit den Endophyten
Alternaria sp. und Phomopsis sp. aus derselben Quelle, zu einer exponentiellen Zunahme des
konstitutiv  vorkommenden Paclitaxels (Soliman and Raizada, 2013). Detaillierte
molekularbiologische Untersuchungen des vollstindig sequenzierten Modelorganismus
Aspergillus nidulans mit dem Bakterium Streptomyces rapamycinicus zeigte, dass die Induktion
neuer Naturstoffe auf einer Modifizierung des Histon-Acetylierungsgrades, dhnlich dem der durch
den Histon Deacetylase Inhibitor SAHA verursacht wird (Konig, et al., 2013, Niitzmann, et al.,
2011). Es konnte durch mehrere Studien gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen den

Mikroorganismen durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt werden kann. Zum einen
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konnte die Notwendigkeit eines direkten Zell-Zell-Kontaktes nachgewiesen werden (Konig, ef al.,
2013, Niitzmann, et al., 2011, Oh, et al., 2005), zum anderen konnte aber auch eine Induktion von
neuen Naturstoffen iiber niedermolekulare Stoffe beobachtet werden (Sonnenbichler, ez al., 1994).
Neben diesen Aspekten sollte jedoch nicht aus dem Auge verloren werden, dass auch ein
horizontaler Gentransfer zwischen den Mikroorgansimen eine Rolle spielen kann, wie er z.B. fiir
die Bakterien Rhodococcus facians und Streptomyces padanus beschrieben ist (Kurosawa, ef al.,
2008), was das Interaktionspotential zusétzlich vergrofert. Auch der horizontale Gentransfer
zwischen Pilzen und Bakterien, durch welchen beispielsweise eine Polykedtidsynthase zwischen
den Organsimen ausgetauscht werden kann, wurde bereits beschrieben (Schmitt and Lumbsch,
2009). Dies zeigt eindrucksvoll die vielseitigen Facetten mikrobieller Gemeinschaften und die
damit verbundene schwere Vorhersagbarkeit optimaler Fermentationssbedingungen. Es zeigt aber
auch, dass die Fermentation im Labormafistab bei weitem noch nicht das volle Potential an

Sekundirmetaboliten ausschopft.

1.7 Die Wahl des Pflanzenmaterials

Weltweit, sowohl in den arktischen (Rosa, ef al., 2009) und tropischen Regionen (Arnold, ef al.,
2003), wie auch den Wiistenregionen (Bashyal, et al., 2005) sind Pflanzen von endphytischen
Pilzen besiedelt. Das zeigt, dass die Symbiose zwischen Pflanzen und Pilz ein Erfolgskonzept ist,
von dem beide Partner profitieren. Da nahezu alle Pflanzen Endophyten enthalten (Petrini, 1986,
Strobel and Daisy, 2003) muss es das Ziel sein, moglichst vielversprechende Pilzstimme zu
isolieren. Um diese hohe Diversitdt an Endophyten zu erhalten schlagen einige Autoren vor,
Pflanzen aus einzigartigen Habitaten oder mit ungewdhnlichen Figenschaften als Quelle zu
wiihlen. Insbesondere Pflanzen mit einzigartigen Uberlebensstrategien, ethnobotanisch schon seit
Jahrhunderten in Gebrauch, endemisch verbreitet sind, oder aus biodiversen Habitaten eignen sich

im Besonderen zur Isolierung von endophytischen Pilzen (dui al Banerjee, 2011).
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1.8 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es endophytische Pilze aus Pflanzen extremer Habitate zu isolieren und sie
unter der besonderen Beriicksichtigung einer potentiellen medizinischen Anwendung auf ihr
biologisches Potential hin systematisch zu untersuchen. Hierzu wurden endophytische Pilze aus
Pflanzen des subtropischen (Hainan, China), des kontinentalen (Taschkent, Usbekistan) und
mediterranen Klimas (Rabat, Marokko) isoliert, aufgereinigt und aus ihnen gewonnene Extrakte
systematisch auf ihr zytotoxisches und antibiotisches Potential hin untersucht. Aus diesem
Screening heraus zeigten sich sechs interessante Pilze, Rhizoctonia sp., Pleospora sp., Penicillium
glabrum, Aureobasidium pullulans, Fusarium lateritium und Nigrospora sphaerica, welche im

Rahmen dieser Arbeit auf ihre Sekundirstoffwechselprodukte untersucht wurden.

Zur Isolierung der Sekundirmetaboliten wurden die Pilze zunichst fiir einen Zeitraum von ca.
vier Wochen auf einem Feststoffmedium, wie Reis oder Bohnen kultiviert und die Kultur
anschlieBend mit organischen Losungsmitteln erschopfend extrahiert. Die so gewonnenen
Extrakte wurden zundchst mittels HPLC-DAD und LC-MS charakterisiert, bevor sie durch

chromatographische Methoden bis zu den Reinstoffen aufgetrennt wurden.

Gewonnene Reinsubstanzen wurden neben der Untersuchung mittels HPLC-DAD und LC-MS,
durch ein- und zweideminsionale Kernresonanzspektroskopie, hochauflésende
Massenspektrometrie und Polarimetrie charakterisiert und in ihrer Struktur aufgeklart.
Dariiberhinaus wurden die identifizierten Substanzen ausgewédhlten Bioassays zugefiihrt, welche
in Kooperation mit Prof. M. Kassack (Universitit Diisseldorf), Prof. W.E.G. Miiller (Universitét
Mainz), Prof. H. Brotz-Oesterhelt (Universitit Diisseldorf) und Dr. A. Pretsch (SeaLifePharma,
Tulln) durchgefiihrt wurden. Hierbei wurde sowohl der Effekt auf murine und humane

Krebszelllinien, als auch auf klinisch relevante Problemkeime untersucht.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Biologische Materialien

2.1.1.1 Pflanzenmaterial
Ein Teil des Pflanzenmaterials aus welchem die endophytischen Pilze isoliert wurden, stellte Frau
Prof. Elena Kamillova (Universitdt Taschkent, Usbekistan) zur Verfiigung. Die Pflanzen wurden

durch sie selbst und Prof. Peter Proksch identifiziert.

Ein anderer Teil wurde im Rahmen einer Exkursion von Prof. Peter Proksch in den

Mangrovenwildern in Hainan in China gesammelt.

Weiteres Pflanzenmaterial wurde im Rahmen einer Exkursion von Dr. Abdessamd Debbab und
mir im botanischen Garten von Rabat, Marokko, gesammelt. Die Identitdt der Pflanzen wurde mit

Hilfe der Beschilderung und zusétzlichem Abgleich mit der Fachliteratur bestimmt.

Das Pflanzenmaterial wurde frisch in Form von Bliiten, Blittern, Stingeln, Rinden und Wurzeln
gesammelt und unmittelbar in Falcon Reaktionsgefdlle verpackt, mit Parafilm versiegelt und bei 4

°C gelagert bis die Endophyten isoliert wurden.
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2.1.1.2 Isolierte endopyhtische Pilze

Quelle Stamm Code Identitit
Mentha asiatica EK11 2 Chaetonium globosum
7.1 Chaetonium globosum
8.2 unidentifiziert
8.5 Rhizoctonia sp.
Thymelaea Iythroides MMI10F L1 Epicoccum nigrum
MMI10L L2 unidentifiziert
MM10S L3 unidentifiziert
L4 unidentifiziert
L5-1 Epicoccum nigrum
L5-2 Alternaria alternate
F1 unidentifiziert
F2 Pleospora sp.
F3 Cladosporium sp.
S1 unidentifiziert
S2 unidentifiziert
S3 unidentifiziert
S3-1 Cladosporium sp.
Carpobrotus rossii MMI11FTop FTopl unidentifiziert
MM11FBottom | FTop2 unidentifiziert
MMI11L FTop3 Penicillium glabrum
MMI11S FTop4 unidentifiziert
FBottom1 unidentifiziert
Bruguiera sexangula BS S Fusarium lateritium
var. Rhynchopetala L Nigrospora sphaerica
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2.1.2 Kulturmedien

Alle Kulturmedien wurden vor Gebrauch bei 121 °C 20 min autoklaviert.

2.1.2.1 Malz-Agarplatten zur Kultivierung und Aufreinigung

Dieses Medium wurde zur Isolierung, Aufreinigung und Kurzzeitkultivierung verwendet. Das

Medium setzt sich wie folgt zusammen:

Agar-agar: 150 g

Malz-Extrakt: 150¢g

Destiliertes Wasser: ad 1000,0 mL

pH 7,4-7,8 (eingestellt mit NaOH oder HCI)

Medium, das zur Isolierung und Aufreinigung verwendet wurde, enthielt zusétzlich
Chloramphenicol (0,1 g/L) und Streptomycin (0,2 g/L) um eine Kontamination mit Bakterien zu
vermeiden. Aufgrund seiner Thermolabilitit wurde das Streptomycin erst nach dem

Autoklavieren des Mediums unter einer Sterilbank zugesetzt.

2.1.2.2 Agar-Medium zur permanenten Lagerung
Um eine permanente Lagerung der Pilze bei -86 °C zu ermoglichen wurde ein Medium mit

folgender Komposition hergestellt:

Agar-agar: 13,0 g
Malz-Extrakt: 200 g
Weizen-Extrakt: 0,1g
Glycerin: 50 mL
Destiliertes Wasser: ad 1000,0 mL

2.1.2.3 Reismedium

Dieses Medium wurde zur large-scale-Kultivierung eingesetzt. Es setzt sich wie folgt zusammen:
Milchreis (ORYZA): 100,0 g

Destilliertes Wasser: 110,0 mL

Der Reis wurde zur Quellung ca. 24 Stunden im Wasser stehen gelassen bevor dieser autoklaviert

wurde.
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2.1.2.4 Kartoffelmedium

Zwei Varianten wurden verwendet:

Variante 1:

Kartoffel, ungeschalt: 140,0 g
Destilliertes Wasser: 60,0 mL
Variante 2:

Kartoffel, geschalt: 140,0 g
Destilliertes Wasser: 60,0 mL

Verwendet wurde Solara (festkochend) von Sonnenstrahl L-05/01 W-580. In beiden Féllen
wurden die Kartoffeln in etwa 5x5 mm grofe Stiicke zerschnitten, in einen Erlenmeyerkolben
(1000 mL) gegeben, mit Wasser iiberschichtet und unmittelbar autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurde das iiberschiissige Wasser unter einer Sterilbank mittels einer Pipette

entfernt.

2.1.2.5 Riibenmedium

Dieses Medium wurde zur large-scale-Kultivierung eingesetzt. Es setzt sich wie folgt zusammen:
Riibe: 130,0 g
Destilliertes Wasser: 70,0 mL

Die Riibe wurde zunéchst geschilt und in Stiicke der GroBe von 5x5Smm zerschnitten. Die Stiicke
wurden in einen Erlenmeyerkolben (1000 mL) gegeben, mit Wasser iiberschichtet und
unmittelbar autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde das iiberschiissige Wasser unter einer

Sterilbank mittels einer Pipette entfernt.

2.1.2.6 Bohnenmedium

Dieses Medium wurde zur large-scale Kultivierung eingesetzt. Es setzt sich wie folgt zusammen:
Weille Bohnen: 80,0 g
Destilliertes Wasser: soviel, bis die Bohnen vollstdndig bedeckt sind

Die Bohnen wurden zunichst in einen Erlenmeyerkolben (1000 mL) gegeben und mit Wasser
iiberschichtet. Der Ansatz wurde iiber Nacht stehen gelassen um den Bohnen eine Quellung zu
ermoglichen. AnschlieBend erfolgte die Anpassung des Wasserspiegels auf Oberflichenhdhe

gefolgt von der Autoklavierung.
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2.1.2.7 Wickerhammedium

Dieses Medium wurde fiir Kultivierungsexperimente und fiir die Lagerung der Kulturen bei -86

°C eingesetzt. Es setzt sich wie folgt zusammen:

Weizen Extrakt 30g

Malz-Extrakt 30g

Pepton 50¢

Glukose-Monohydrat 10,0 g

Destilliertes Wasser ad 1000,0 mL

pH: 7,2-7,4 (eingestellt mit NaOH oder HCI)

Fiir die Verwendung des Mediums als Dauerkultur wurde dem Medium 20 % Glycerol zugesetzt.
2.1.3 Chemikalien

2.1.3.1 Laborchemikalien

2-Butanol Merck
Aceton Aus dem Chemikalienlager der HHU
Ameisensiure Merck
Ammoniak konzentriert Griinewald
Anisaldehyd Merck
Dimethylsulfoxid Merck
Eisessig Merck
Essigsdureanhydrid Merck
Natriumhydroxid (Pldtzchen) Merck
o-Phosphorsiure 85 % Merck
Pyridin Merck
Salzséure 36 % Merck
Schwefelsaure 95 % Merck
Trifluoressigsdure Merck
Vanillin Merck
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Verwendet wurden ausschlieBlich Chemikalien des Reinheitsgrades p.a..

2.1.3.2 Chemikalien zur Herstellung der Kulturmedien

Agar-Agar
Chloramphenicol

Destilliertes Wasser

Glukose-Monohydrat
Malz-Extrakt

Pepton

Streptomycin

Weizen-Extrakt

Galke
Sigma-Aldrich

Gewonnen aus einer NANOPURE ®-Anlage

von Barnsted
Caelo

Merck

BD
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

2.1.3.3 Chemikalien fiir molekularbiologische Arbeiten

Agarose

Qiagen Gelextraction-Kit
SBYR Safe

TBE-Puffer

Zymo Research DNA Isolation -Kit

Biozym
Qiagen
Invitrogen
Merck

Zymo Research
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2.1.4 Chromatographie

2.1.4.1 Stationére Phasen fiir die Chromatographie
Diinnschichtchromatographieplatten Kieselgel 60 F254, Schichtdicke 0,2 mm  Merck

Kieselgel, Porengrofe 0,04 mm — 0,063 mm Merck
Diinnschichtchromatographieplatten RP-18, F254, Schichtdicke 0,2 mm Merck

RP-18, PorengroBe 0,04 mm - 0,063 mm Merck

Sepahdex LH20 Sigma-Aldrich
Diaion HP20 Mitsubishi-Chemicals

2.1.4.2 Spriihreagenzien

Die Sprithreagenzien wurden erst zur unmittelbaren Verwendung hergestellt, so dass eine
Zersetzung der Chemikalien ausgeschlossen werden konnte. Die DC-Entwicklung mittels
Spriithreagenzien wurde eingesetzt um die Trennung nach einer Sdulenchromatographie aber auch
den Reinheitsgrad von Reinsubstanzen beurteilen zu konnen. Daneben konnten durch den
gezielten  Einsatz  von  Diinnschichtchromatographie  FlieBmittelsysteme  fir  die

Saulenchromatographie entwickelt werden.

Anisaldehyd-Spriihreagenz

Methanol: 85,0 mL
Eisessig: 10,0 mL
Schwefelsdure 95 %: 5,0 mL
Anisaldehyd: 0,5 mL

Vanillin-Spriihreagenz

Methanol: 85,0 mL
Schwefelsaure 95 %: 15,0 mL
Vanillin: 1,0g
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2.1.5 Losungsmittel

2.1.5.1 Losungsmittel fiir die Diinnschichtchromatographie

Destilliertes Wasser
Ethanol

Ethylacetat
Dichlormethan*
n-Hexan*

Methanol*

NANOPURE®-Anlage von Barnsted
Merck
Merck

*Bezogen wurden alle diese Losungsmittel
vom Zentralen Chemikalienlager der HHU in
technischer Qualitit und im Institut durch

Destillation weiter aufgereinigt

2.1.5.2 Losungsmittel fiir die Sdulenchromatographie

Aceton

Destilliertes Wasser
Ethanol

Toloul

Ethylacetat
Dichlormethan*
Hexan*

Methanol*

2.1.5.3 Losungsmittel fiir HPLC

Acetonitril
Methanol
Wasser

Ameisensiure konz.

Merck
NANOPURE®-Anlage von Barnsted
Merck
Merck
Merck

*Bezogen wurden diese Losungsmittel vom
Zentralen Chemikalienlager der HHU in
technischer Qualitdt und im Institut durch

Destillation weiter aufgereinigt

LiChroSolv HPLC grade Merck
LiChroSolv HPLC grade Merck
NANOPURE®-Anlage von Barnsted

Merck
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2.1.5.4 Losungsmittel fiir LC/MS

Acetonitril LiChroSolv HPLC grade Merck
Methanol LiChroSolv HPLC grade Merck
Wasser NANOPURE®-Anlage von Barnsted
Ameisensdure konz. Merck

2.1.5.5 Losungsmittel fiir die Polarimetrie

Aceton AlfaAesar
Chloroform AlfaAesar
Ethanol AlfaAesar
Methanol AlfaAesar

2.1.5.6 Losungsmittel fiir NMR

Aceton-ds Uvasol, Merck
Chloroform-d Uvasol, Merck
DMF-d; Uvasol, Merck
DMSO-ds Uvasol, Merck
Methanol-d. Uvasol, Merck
Pyridin-ds Uvasol, Merck
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von endophytischen Pilzen aus pflanzlichem Material

Das Pflanzenmaterial, befordert in einer Kiihlkette bis in das Labo, wurde zunédchst unter einer
Sterilbank oberfldchendesinfiziert. Dafiir wurde das Material in eine 70 %ige ethanolische Losung
eingelegt und dort fiir ein bis zwei Minuten belassen. Die Dauer wurde in Abhédngigkeit der
morphologischen Auspriagung des Pflanzenmaterials gewéhlt: xeromorphe Pflanzen wurden
langer desinfiziert als Hygrophyten, da eine zu lange Desinfektionszeit zum Abtdten der
Endophyten gefiihrt hétte. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Desinfizierung wurde das
Pflanzenorgan bzw. die gesamte Pflanze auf eine Agarplatte aufgelegt. Diese wurde unmittelbar

verschlossen und nach sieben Tagen auf eine Kontaminierung hin untersucht.

Die Pflanzenorgane bzw. die gesamte Pflanze wurde anschlieBend in einer sterilisierten
Petrieschale in kleine Stiicke zerschnitten. Die Pflanzenstiicke wurden dann auf antibiotikahaltige
Agarplatten aufgebracht, so dass die Schnittstellen in unmittelbarem Kontakt zum Agar standen.

Der unmittelbare Kontakt ist wichtig, um ein optimales Herauswachsen der Pilze zu ermdglichen.

Es erfolgte eine tdgliche Sichtpriifung um die herauswachsenden Hyphen zu erkennen und sofort
mittels eines Verdiinnungsausstrichs auf neue Agarplatten zu iibertragen. Alle Platten wurden
gemeinsam mit einer Kontrolle angefertigt um eine Kontamination auszuschlieBen. Reinkulturen

wurden durch wiederholtes Ausstreichen gewonnen (s. Abb. 2.1).
2.2.2 Kultivierung der endophytischen Pilze

2.2.2.1 Kultivierung der endophytischen Pilze fiir die unmittelbare Verwendung

Pilze wurden zur unmittelbaren Verwendung auf MA-Platten mit einer GroBe von 70 mm
kultiviert. Sobald die Platte nahezu vollstandig bewachsen war, wurde diese fiir eine maximale
Dauer von sechs Monaten in einem Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. War eine unmittelbare
Wiederverwendung nétig, wurde eine frische Kopie dieser Platte angefertigt. Im Falle einer

dauerhaften Lagerung wurde nach 2.2.2.2 verfahren.

2.2.2.2 Kultivierung zur dauerhaften Aufbewahrung von endophytischen Pilzen

Pilzekulturen zur dauerhaften Aufbewahrung wurden nach einem kiirzlich beschriebenen
Verfahren angelegt (Kitamoto, et al., 2002). Anstelle des dort beschrieben Mediums wurde
Wickerham-Medium verwendet. In diesem wurden die Pilze fiir zwei bis drei Tage kultiviert,
anschliefend mit 10 % Glycerol versetzt, in Kryotubes {iberfiihrt und bei -86 °C tiefgefroren. Zur
Kontrolle, ob die Pilze erneut angezogen werden kénnen, wurden die Proben nach zwei Wochen
aufgetaut und auf MA-Platten ausgestrichen. Plattendoppel erfolgreich konservierter Proben

wurden anschlieBend vernichtet.

Eine weitere Moglichkeit fiir die dauerhafte Lagerung der Pilze besteht in der Verwendung des

unter 2.1.2.2 beschriebenen Mediums. Der Pilz wird auf dem Medium herangezogen bis ungeféhr
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3 bis 4 cm? bewachsen sind. AnschlieBend wird der Pilz mit autoklavierten Strohhalmen mit
einem Durchmesser von 4 mm ausgestochen. Der Strohhalm wird ungeféhr einen Zentimeter
hoch mit Pilzmaterial befiillt und anschlieBend abgeschnitten. Das Strohhalmstiick wird in ein
Kryorohrchen iiberfithrt und eingefroren. Die Kontrolle erfolgte analog nach dem oben

beschriebenen Verfahren.

2.2.2.3 Kultivierung von Pilzen zur Durchfiihrung von Screenings und Isolierung von
Sekundirmetaboliten

Zur Kultivierung von Pilzen wurden grundsitzlich 1000 mL Erlenmeyerkolben verwendet,
welche mit denen unter 2.1.2 beschriebenen Medien befiillt wurden. Die Kolben wurden nach
dem Animpfen bei 21 °C solange kultiviert, bis das Medium vollstindig mit Myzelium durch-

und uberwuchert war.

Im Falle eines Screenings wurde eine sogenannte small-scale-Kultivierung durchgefiihrt bei der
lediglich ein Kolben pro Pilz verwendet wurde. Zur Isolierung und Identifizierung von
Sekundirmetaboliten wurde eine large-scale-Kultivierung in 10 bis 30 Kolben durchgefiihrt. Die

Anzahl der Kolben richtete sich nach der Ergiebigkeit der small-scale-Kultivierung.
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Abb. 2.1: Schema der Isolierung von Endophyten aus pflanzlichem Material bis hin zur
Reinkultur.

2.2.3 Extraktion der Kulturen

2.2.3.1 Extraktion der Pilzkulturen

Die Rohextrakte wurden durch Uberschichten der Pilzkulturen mit 400 mL Ethylacetat gewonnen.
Es folgte eine Inkubation fiir 8 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Medien mit Hilfe
von Spatel und Messer zerkleinert. Die Extraktion der Kolben erfolgte durch schiitteln mit 150
rpm auf einer Schiittelplatte fiir 24 h. Das Ethylacetat wurde mit Hilfe einer Nutsche und
Filterpapier von den festen Bestandteilen getrennt. Der Riickstand wurde zwei weitere Male mit

diesem Verfahren extrahiert.
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Die gewonnene Ethylacetatfraktion wurde anschlieBend durch Ausschiitteln mit Wasser weiter
aufgereinigt. Beide Fraktionen wurden danach getrocknet. Der Ethylacetat-Riickstand wurde
durch eine weitere fliissig/fliissig Aufarbeitung mit 90 %igen wasserigen Methanol und n-Hexan

weiter getrennt. Das Extraktionsverfahren ist im Flussdiagramm dargestellt (s.Abb. 2.2)

Rohextrakt
I
1 1
Wasser- Ethylacetat-
Fraktion Fraktion

zur Trockene| |zur Trockene

Uberfuhren Uberfihren
Methanol J_ n-Hexan-
90%-Fraktion Fraktion

zur Trockene| |zur Trockene
Uberfihren Uberfihren

Abb. 2.2: Schema der fliissig/fliissig Verteilung des Rohextraktes.

2.2.4 Fliissig/Fliissig Extraktion

Die fliissig/fliissig Extraktion ist ein Verfahren, das es ermdglicht, Substanzgemische nach ihren
chemischen und physikalischen Eigenschaften zu trennen. Die zu trennenden Substanzen miissen
dazu in Losung vorliegen. Dabei wird ausgenutzt, dass unter der Verwendung zweier nicht
miteinander mischbarer Fliissigkeiten unterschiedlicher Polaritdt, die Substanzen sich in der Phase
anreichern, in der sie am besten 16slich sind. Die Verteilung einer Substanz kann durch den

Verteilungskoeffizienten [K] angegeben werden:

_ [Konzentration Substanz obere Phase]

- [Konzentration Substanz untere Phase]

Die Voraussetzungen fiir dieses Verfahren sind die Nicht-Mischbarkeit der beiden Phasen, die
Inertheit gegeniiber den Analyten und nach Moglichkeit ein niedriger Siedepunkt damit die

Loésungsmittel anschlieBend einfach wieder entfernt werden kdnnen.

Wihrend dieser Studie wurde dieses Verfahren routineméfig angewandt, um in einem ersten
Schritt - durch eine Wasser-Ethylacetat Extraktion - storende polare Komponenten wie z.B. Salze
und Zucker und im zweiten Schritt durch die Methanol-n-Hexan Extraktion Fette und andere

lipophile Stoffe von semipolaren Substanzen abzutrennen.
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2.2.5 Identifizierung und Taxonomie der endophytischen Pilze

2.2.5.1 Identifizierung der endophytischen Pilze

Zur Identifizierung der endophytischen Pilze erfolgte eine Amplifizierung und Sequenzierung der
ITS Region (internal transcribed spacer) nach Protokoll. Die Amplifizierung mittels PCR wurde
in unserem Institut durchgefiihrt, die Sequenzierung erfolgte durch das BMFZ (Biomedizinisches
Forschungszentrum der HHU) bzw. durch die Firma GATC nach dem Kettenabbruchverfahren
nach Sanger. Die Auswertung der Basensequenz erfolgte mittels BioEdit und NCBI BLAST-
Vergleich.

DNA Isolierung

Die DNA wurde mittels unterschiedlicher Kits der Firma Hiss Diagnostics isoliert und
aufgereinigt. Es handelte sich um die Kits ,,Zymoclean* und ,,ZR Fungal Bacterial DNA
MiniPrep*. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte geméf Hertsellerprotokoll.

DNA Amplifizierung
Die isolierte DNA wurde mittels einer Polymerase Kettenreaktion Reaktion (PCR) amplifiziert.

Die Primer ITS1 (Basensequenz: TCCGTAGGTGAACCTGCGG) und ITS4 (Basensequenz:
TCCTCCGCTTATTGATATGC) wurden mit dem HotStarTaq Mastermix (QIAGEN) und dem
DNA Template gemischt. Die Gesamtkonzentration der einzelnen Bestandteile betrug 1 U
HotStarTaq, 5 bis 10 ng genomischer DNA und 1 pM der beiden Primer ITS1 und ITS4 in einem
Gesamtvolumen von 50 pL. Anschliefend erfolgte die PCR mittels folgenden Programms in

einem Thermocycler (BIORAD):

1. Initiale Denaturierung der DNA bei 95 °C fiir 15 min

2. Denaturierung: 1 min bei 95 °C, Anneling: 1 min 56 °C, Extension: 1 min 72 °C (35
Wiederholungen)

3. Finale Extension 10 min 72 °C

4. Kihlen auf 6 °C bis zur Probenentnahme
Aufreinigung der PCR Produkte

Die PCR Produkte wurden mittels einer Gelelektrophorese aufgereinigt. Hierzu wurde ein 1%iges
Agarose-Gel verwendet, welches mittels SYBR-SAFE® (Invitrogen) angefirbt wurde. Als
Referenz wurde eine 1 kb DNA-Leiter (Invitrogen) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 75
V fiir 45 min. durchgefiihrt. Produkte, die eine GréBe von 550 bp hatten, wurden ausgeschnitten
und mittels des Gelextraktions Kits ,,Zymoclean* (HISS Diagnostics) aufgereinigt. Die
Aufreinigung erfolgte nach Herstellerprotokoll.

Das Kit beruht auf einer Bindung der DNA an Silicamembranen. Im finalen Schritt wurde die

DNA mittels eines Elutionspuffers oder sterilem Wasser eluiert. Das Volumen der DNA-L§sung
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betrug zwischen 10 und 30 pL. Um die Konzentration der DNA zu bestimmen wurde mit 10 pL.
der Probe eine weitere Gelelektophorese, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Die Intensitit der
Bande wurde mit der Referenzbande der DNA-Leiter mit Hilfe des Progamms ,,GelQuant®
verglichen und die Konzentration durch Dreisatz bestimmt. Die so aufgereinigte DNA wurde

anschliefend zur Sequenzierung verschickt.

BLAST-Suche

Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden zundchst mit der Software ,,BioEdit“ auf ihre
Vollstindigkeit hin {iberpriift und eventuell auftretende Lesefehler manuell korrigiert. Die
komplette Sequenz wurde anschliefend mit Hilfe von BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) mit Sequenzen in GenBank, RefSeq Nucleotides, EMNL, DDBJ und PDB verglichen.
Durch die ausgegebene Ergebnisliste und der Priifung der Allignments konnte in der Regel die
Identitit des Pilzes durch den Eintrag mit hochster prozentualer Ubereinstimmung festgestellt

werden.
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2.2.5.2 Taxonomie

Rhizoctonia sp.

Der Pilz Rhizoctonia sp. wurde aus den frischen Wurzeln von Mentha asiatica (Lamiaceae)

isoliert. Die Pflanze wurde Mai 2011 in Taschkent, Usbekistan, gesammelt.
Taxonomie

Klasse: Agaricomycetes

Unterklasse: incertae sedis

Ordnung: Cantharellales

Familie: Thanatephorus

Gattung: Rhizoctonia sp. (anamorphe Form von Thanatephorus cucumeris)

A Mentha asiatica, Lamiaceae

(Doronenko))

Platte

C Reinkultur des Pilzes auf Riiben

(Quelle: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mentha_ asiatica_flowers.jpg

B Reinkultur des Pilzes auf einer Malz-Agar

Abb. 2.3: Rhizoctonia sp.
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Pleospora sp.

Der Pilz Pleospora sp. wurde aus den Bliiten von Thymelaea lythroides (Thymelaeaceae) isoliert.

Die Pflanze wurde als Ganzes im Oktober 2011 in Rabat, Marokko, gesammelt.
Taxonomie

Klasse: Dothideomycetes

Unterklasse: Pleosporomycetidae

Ordnung: Pleosporales

Familie: Pleosporaceae

Gattung: Stemphylium

Art: Pleospora sp.

A Thymelaea lythroides, Thymelacaceae

B Reinkultur des Pilzes auf einer Malz-
Agar Platte

C Reinkultur des Pilzes auf Reis

Abb. 2.4: Pleospora sp.
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Penicillium glabrum

Der Pilz Penicillium glabrum wurde aus den Bléttern von Carpobrotus rossii (Aizoaceae) isoliert.

Die Pflanze wurde im Oktober 2011 am Wegesrand in Rabat, Marokko, gesammelt.
Taxonomie

Klasse: Eurotiomycetes

Unterklasse: Eurotiomycetidae

Ordnung: Eurotiales

Familie: Trichocomaceae

Gattung: Penicillium

Art: Penicillium glabrum

A Carpobrotus rossii, Aizoaceae

B Reinkultur des Pilzes auf einer Malz-Agar
Platte

C Reinkultur des Pilzes auf Riben

Abb. 2.5: Penicillium glabrum
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Nigrospora sphaerica

Der Pilz Nigrospora sphaerica wurde aus den frischen Bléttern von Bruguiera sexangula var.
Rhynchopetala (Rhizophoraceae) isoliert. Die Pflanze wurde Mai 2013 in Hainan, China,

gesammelt.

Taxonomie

Klasse: Sordariomycetes
Ordnung: Trichosphaeriales
Familie: Incertae sedis

Gattung: Nigrospora

Art: Nigrospora sphaerica

A Bruguiera sexangula var. rhynchopetala,

Rhizophoraceae

(Quelle: http://www.mytho-

fleurs.com/images/Fleurs_du_Vietnam/Bruguiera_sexangula.jpg)

B Reinkultur des Pilzes auf einer Malz-Agar
Platte

C Reinkultur des Pilzes auf Reis

Abb. 2.6: Nigrospora sphaerica
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Fusarium lateritium

Der Pilz Fusarium lateritium wurde aus den frischen Blittern von Bruguiera sexangula var.
Rhynchopetala (Rhizophoraceae) isoliert. Die Pflanze wurde Mai 2013 in Hainan, China,

gesammelt.

Taxonomie

Klasse: Sordariomycetes
Unterklasse: Hypocreomycetidae
Ordnung: Hypocreales

Familie: Nectriaceae

Gattung: Fusarium

Art: Fusarium lateritium

A Bruguiera sexangula var. rhynchopetala,

Rhizophoraceae

(Quelle: http://www.mytho-

fleurs.com/images/Fleurs_du_Vietnam/Bruguiera_sexangula.jpg)

B Reinkultur des Pilzes auf einer Malz-Agar
Platte

C Reinkultur des Pilzes auf Reis

Abb. 2.7: Fusarium lateritium
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2.2.6 Isolierung der Sekundirmetabolite aus endophytischen Pilzen

2.2.6.1 Isolierung von Sekundirmetaboliten aus Rhizoctonia sp.

Ethylacetat Extrakt

5-Methyl-4-Hexensaure
(=

1,6mg

Semipraparative

HPLC

Abb. 2.8: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Rhizoctonia sp.
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Methanol 90%-Fraktion Hexanfraktion Flusslg/ﬂusslg Verteilung
1
1 | | 1
40%-Methanol Fraktion 60%-Methanol Fraktion 80%-Methanol Fraktion Diaion HP20
|
1 | | 1
Fraktion 4 +5 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 6 + 7
p-Hydroxybenzoesédure - Indol-3-carbonsaure e Indolacetamid Indol-3-aldehyd Indol-3-amin
2,6mg 14,1mg 2,2mg 8,5mg 8,5mg
p-Hydroxyb Idehyd p-Hydroxy Idehyd Phenylessi e
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2.2.6.2 Isolierung und Modifizierung von Sekundéirmetaboliten aus Pleospora sp.

2.2.6.2.1 Isolierung von Sekunddrmetaboliten aus Pleospora sp.

Rohextrakt
17g
Hexan 6g 90%- Methanol 11g
L
| 1 | 1 |
P60H 1,26g P20H 1,56g POH 1,5g
| L 1 | I I
P60H-2 P60H-3 . Sephadex
HP20 7 Fraktionen
869mg 171mg 6 Fraktionen
1
| | [ T ] |
Sephadex 7 Sephadex 6 Fraktion 5 Fraktion 6 Fraktion 7 Fraktion 2
Fraktionen Fraktionen 41,5mg 112mg 533mg
[ i 2 | | | L
Sephadex
Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 4 Isoscleron Sepahdex i . Altersolanal B
7,9mg S Fraktionen 1,9mg
etrahydroalt Altersolanol AJAItersoIanoI Al B Altersolanol C & Altersolanol Al  [Altersolanol C
ersolanol B e ol Hydroxyscytal Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4
2,5mg 115,6mg 42,6mg 15mg 2,5mg
1,0mg on 0,8mg l l
etrahydroa Chloramphen [Tetranydroalt) - [Difiydroalters Altersolanol C Orthosporin Altersolanol C|} | Stemphyltoxi LStemphyperyI
ersolanol F icol 2,7mg [ €reolanol B olanol B 7,1m, 3,4m, 19,8m, nl17,2m enol 72,8m,
3.0mg »/me 9,1mg 0,9mg ~me e ,5me l »cme -SMe
Alterporriol N Dihydroalters Alterporriol [Tetrahydroalt Dihydroalters L Stemphyltoxi
1 4m - olanol A = A+B 2.4m ersolanol B olanol C 0 1122.6m
e 3.9mg ME 5,7mg 7.1mg ome
Alterporriol PL Macrosporin _ Orthosporin
1,0mg 2,Amg 9,3mg

Abb. 2.9a: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Pleospora sp.
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Rohextrakt 17g

Hexan 6 90% Methanol
e 11g
|
| | | |
P80 2,5g P60D+20D+0D
HP20 HP20

7 Fraktionen 5 Fraktionen

Fraktion 5 Fraktion 3+4

Sephadex 4 Sephadex
Fraktionen 8Fraktionen

Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 6

Alterporriol D N Alterporriol E - Altersolanol A L Xanaltericacid |
1,8mg 1,2mg 6,4mg 1,5mg

Infectopyron i 2Z-Infectopyron o Altersolanol K

1,2mg 1,5mg 5,6mg
4Z-Infectopyron e L Methylaltertanin
1,8mg 1,2mg

Abb. 2.9b: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Pleospora sp.

2.2.6.2.2 Modifizierung von Sekundirmetaboliten aus Pleospora sp.
Um eine Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen den isolierten Naturstoffen aufbauen zu kdnnen

wurden zwei der isolierten Derivate, Altersolnaol A und Altersolanol B, semisynthetisch
modifiziert. Hierzu wurde analog zu bekannten Protokollen von Kanamaru et a/. und Suemitsu et
al. verfahren (Kanamaru, et al., 2012, Suemitsu, et al., 1989b) (s. Abb. 2.12). 20 mg der zu
modifizierenden Substanz wurde in 4,5 mL wasserfreiem Aceton gelost und mit 45 pL
wasserfreier Perchlorsidure versetzt. Der Ansatz wurde 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
resultierende Acetonid wurde in einer Ausbeute von ca. 90 % gewonnen und mittels préparativer
HPLC aufgereinigt. Zu einer Mischung von 15 mg Natriumhydrid und 0,25 mL Methyliodid in
2,5 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran wurden 10 mg des aufgereinigten Acetonides, geldst in 2
mL wasserfreiem Tetrahydrofuran, tropfenweise in einer Argonatmosphire zugesetzt und das
Reaktionsgemisch 20 h unter Riickfluss erhitzt. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Das Reaktionsgemisch wurde dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden anschliefend mit einer 0,2 M
Natriumhydroxidlosung gewaschen und {iber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem trocknen der
Ethylacetatphase konnte die vollstindig O-methylierten Verbindungen mittels préparativer HPLC

isoliert werden.
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Aceton
HCIO,
2h RT

NaH

THF

CH;l

20h 100°C
unter Argon

Abb. 2.10: Schematische Darstellung der semisynthetischen Modifikationen von Altersolanol C.
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2.2.6.3 Isolierung von Sekundirmetaboliten aus Penicillium glabrum

Rohextrakt VLC
|
1 1
100% EtOAc kominiert Sephadex 50/50
40%-Hexan Fraktion mit 100% DCM
Fraktion MeO H/DCM
I | |
1 1
100%-Methanol inra i
Fraktion 2 Fraktion 2 Fnraktion Semlpraparatlve HPLC
Sulochrin - Sulochrin - - Sulochrin
20,7mg 24,8mg 2,6mg
Methylastericacid Questinol . Methylastericacid
14,9mg 10,3mg 8,2mg
Desmethylyangoning - Questin - - Desmethylyangonin
20,2mg 2,8mg 3,7mg
Questin
. -
Questin - 1,3mg
5,5mg

Abb. 2.11: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Penicillium glabrum.
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2.2.6.4 Isolierung von Sekundirmetaboliten aus Nigrospora sphaerica

Rohextrakt Sephadex 100% Methanol
Fraktion 2 Semipraparative HPLC

Dechlorogriseofulvin
=
8,9mg

Griseofulvin
2,9mg

Griseophenone B
=
2,0mg

Griseophenone C
_—
1,3mg

Abb. 2.12: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Nigrospora sphaerica.

2.2.6.5 Isolierung von Sekundirmetaboliten aus Fusarium lateritium

Rohextrakt flussig/flussig Verteilung
|
| |
Hexan 90%-Methanol VLC
|
| |

Semipraparative
60%-Hexan Fraktion 100%-DCM Fraktion
HPLC

7-hydroxy-2-[(25)-2-
hydroxypropyl]-5-methyl-
4H-1-Benzopyran-4-one
1,6mg

Acylmacrosporin 1,2mg

Abb. 2.13: Isolierungsschema der Verbindungen gewonnen aus Fusarium lateritium.
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2.2.7 Chromatographische Methoden

2.2.7.1 Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie stellt ein Verfahren dar, das auf der Verteilung von Substanzen
zwischen stationdrer und mobiler Phase beruht. Die Substanzen in einem Stoffgemisch werden
hierbei durch ihre unterschiedlichen Affinititen zu diesen Phasen aufgetrennt, was sich in einer

unterschiedlichen Fliegeschwindigkeit duf3ert.
Die Diinnschichtchromatographien wurden auf vorgefertigten Platten durchgefiihrt (s.2.1.4.1).

Als FlieBmittel kamen unterschiedliche Losungsmittelgemische zum Einsatz, die je nach Polaritét

der Stoffe ausgewéhlt wurden.

Fiir polare Stoffe: EtOAc:MeOH:H,0 (30:5:4, 30:6:5 und 30:7:6)

Fiir semipolare Stoffe: DCM:MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20 und 70:30)

DCM:MeOH:EtOAc (90:10:5 und 80:20:10)

Fiir unpolare Stoffe: n-Hexan:EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20 und 70:30)

n-Hexan:MeOH (95:5 und 90:10)

Des Weiteren wurden zur Auftrennung polarer Substanzen DCs auch auf RP18 F254 Platten
durchgefiihrt (s. 2.1.4.1). Hierbei wurden folgende FlieBmittelsysteme verwendet:

MeOH:HO (90:10, 80:20, 70:30 und 60:40).

Nach der Auswertung der DC-Platten unter einem UV-Betrachter bei den Wellenlédngen von 254
nm und 366 nm, erfolgte die Entwicklung der Platten mit Anisaldehyd- oder Vanilin-
Spriithreagenz. Nach dem Besprithen wurden die Platten zur Auswertung auf einer Heizplatte bei

110° C erwérmt bis die Farbentwicklung abgeschlossen war.
2.2.7.2 Sidulenchromatographie

2.2.7.2.1 Siulenchromatographie
Saulenchromatographische Aufarbeitungen wurden in Glassiulen, die an ihrem unteren Ende mit
einer Glasfritte der PorengroBe 3 und einem Hahn versehen waren, durchgefiihrt. Dies

ermoglichte das Séulenmaterial in der Sdule zurlickzuhalten und eine optimale

40



Material und Methoden

Tropfgeschwindigkeit einzustellen. Verwendet wurden die Materialien Sephadex LH-20
(GroBenausschlusschromatographie), RP-18, Kieselgel und Diaion HP-20 (Ionentauscher) (s.
2.1.4.1). Das Sidulencluat wurde im Fall der ersten drei Materialen mittels eines
Fraktionssammlers aufgefangen, welcher in zeitlich individuell definierten Intervallen eine neue
Fraktion sammelte. Die Fraktionen der HP-20 Sédulen wurden in Rundkolben aufgefangen. Die
verwendeten Losungsmittelgemische wurden anhand des HPLC Profils der analytischen HPLC

oder Diinnschichtchromatographie bestimmt.

2.2.7.2.2 Vakuum Fliissigkeitschromatographie - Vacuum Liquid Chromatography

Die Vakuum Fliissigkeitschromatographie (VLC) ist ein Verfahren, welches als eine initiale
Auftrennugsmethode verwendet werden kann um grofere Extraktmengen vorzufraktionieren.
Hierbei wurde eine 50 cm lange Glassdule mit 12 cm Durchmesser verwendet, die am unteren
Ende mit einer Glasfritte versehen ist, iiber einen Normschliff am Auslass verfiigte und einen
Vakuumanschluss besitzt. Fiir kleinere Fraktionen wurde eine 25 cm lange Sdule mit 5 cm

Durchmesser verwendet.

Zunéchst wurde mittels Vakuum ein 5 bis 10 cm hoher Kuchen von Silicagel 60 oder RP-18 in
die Sdule gepackt. Das Material wurde verdichtet und mit n-Hexan, bzw. Wasser gewaschen. Die
Probe wurde in geldster Form separat auf eine kleine Menge Silicagel aufgebracht. Nachdem die
Probe getrocknet war, wurde sie auf die Sdule gegeben. Um wihrend der Auftrennung die
Oberflache der Saule vor Verwirbelungen zu schiitzen, wurde die Probe mit einer Seesandschicht

von 2 cm und einem Glaswollpfropf versehen.

Zum Eluieren der einzelnen Fraktionen wurde im Fall des Kieselgels schrittweise ein elutroper
Gradient mit Losungsmitteln von apolar nach polar erzeugt. Hierbei wurde in der Regel mit n-
Hexan begonnen, mit Ethylacetat polarisiert und mit Methanol polarisiertem DCM fortgefahren.

Im Fall des RP-18 Materials wurde ein FlieBmittelgradient von Wasser nach Methanol verwendet.

Nachdem ein Losungsmittelgemisch durch die Sdule gegeben wurde, wurde sie vollstandig
trocken laufen gelassen. Eventuell verbleibende Riickstinde auf dem Saulenmaterial konnten

durch den Zusatz von 1% Trifluoressigsdure in Methanol oder DMF von der Séule eluiert werden.

2.2.7.3 Praparative HPLC

Dieses Verfahren wurde angewendet um Verbindungen aus einer Fraktion zu isolieren und
aufzureinigen, welche zuvor in groferen Mengen als Fraktionen einer Séulenchromatographie
angefallen waren. Ublicherweise wurde als Losungsmittelsystem Methanol und Nanopure®-—
Wasser verwendet, welches gegebenenfalls mit 0,01 oder 0,1 % TFA angesduert war. Der
Gradient der Losungsmittelkonzentration bzw. die Konzentration der Ldsungsmittel in einem

1sokratischen Gemisch wurde anhand der Retentionszeit und damit der Polaritit der Substanzen

41



Material und Methoden

auf der analytischen HPLC bestimmt. In einer Injektion konnten bis zu 80 mg Probe, in einem
totalen Volumen von bis zu 1000 pL, auf die Sdule aufgebracht werden. Es erwies sich jedoch als
vorteilhaft kleinere Volumen von maximal 400 pL einzusetzen um ein Tailing zu vermeiden. Die
Flussrate betrug 20 mL/min. Die Substanzen wurden mittels UV-Detektor detektiert und in

Erlenmeyerkolben gesammelt.

Das System wies folgende Spezifikationen auf:

Pumpe Varian, PrepStar 218

Detektor Varian, ProStar 320 UV-Vis detector

Software Varian Star (V. 6)

Saulen Varian Dynamax (250 x 4,6 mm und 250 x 21,4 mm),

gefiillt mit Microsorb 60-8 C18 mit integrierter Vorséule

2.2.8.4 Semipriparative HPLC

Dieses Verfahren wurde angewendet um Verbindungen aus einer Fraktion zu isolieren und
aufzureinigen, welche zuvor in kleineren Mengen als Fraktionen einer Séulenchromatographie
angefallen waren. Ublicherweise wurde als Losungsmittelsystem Methanol und Nanopure®-—
Wasser verwendet, welches gegebenenfalls mit 0,01 oder 0,1 % TFA angesduert war. Der
Gradient der Losungsmittelkonzentration, bzw. die Konzentration der Losungsmittel in einem
isokratischen Gemisch wurde anhand der Retentionszeit und damit der Polaritdt der Substanzen
auf der analytischen HPLC bestimmt. In einer Injektion konnten bis zu 3 mg der Probe, in einem
totalen Volumen von 100 pL, auf die Sdule aufgebracht werden. Die Flussrate betrug 5 mL/min.

Die Substanzen wurden mittels UV-Detektor detektiert und in Reagenzglasern gesammelt.
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Die Systeme wiesen folgende Spezifikationen auf:

Pumpe

Detektor

Rekorder

Saulen

Oder

Pumpe

Detektor

Software

Sédulen

Oder

Pumpe

Detektor

Software

Sédulen

Merck Hitachi L-7100

Merck Hitachi UV detector L-7400

Kipp & Zonen

Knauer (300 x 8 mm), gefiillt mit Eurospher

100-10 C18 mit integrierter Vorsdule

LabAlliance Series 111

LabAlliance Model 201

CSChrome Plus V3.6

Grace Alltima (250 mm x 10 mm), gefiillt mit Eurospher 100-10 C18
mit integrierter Vorsiule

Merck Hitachi L-7400

Merck Hitachi UV detector L-7400

Chromstar V6.1

Knauer (300 x 8 mm), gefiillt mit Eurospher

100-10 C18 mit integrierter Vorséule

2.2.7.5 Analytische HPLC

Die analytische HPLC wurde sowohl verwendet um Stoffmuster in Extrakten und Fraktionen zu

erkennen, als auch um die Reinheit von isolierten Verbindungen zu bestimmen. Ublicherweise

wurde hierzu ein Gradient aus Methanol und mit 0,1 % Ameisensidure angesduertem Wasser

verwendet, der sich wie folgt beschreiben lasst:
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min Verhéltnis (MeOH: Wasser)
0-5 10:90
5-35 100:0
35-50 100:0
50-60 10:90

Bei Bedarf wurde dieses Programm variiert. Das Injektionsvolumen konnte zwischen 5 pL und

250 uL. gewdhlt werden. Die Flussrate betrug 1 mL/min. Folgende Komponenten kamen zum

Einsatz:

Pumpe Dionex LPG 3400SD

Detektor Dionex DAD 3000RS

Autosampler Dinoex ASI-100T

Séulenofen Dionex STH 585

Reservoir Dionex Solvent Rack

Software Chromeleon V6.80 SR10

Saule Knauer (125 % 4 mm), gefiillt mit Eurosphere

100-5 C18, mit integrierter Vorsdule

Zusitzlich verfiigt die analytische HPLC {iiber eine interne Datenbank, welche den Abgleich mit
bereits isolierten Substanzen ermdglicht. Hierbei wurden insbesondere die UV-Spektren

miteinander verglichen.
2.2.8 Strukturaufkliarung der isolierten Sekundirmetabolite

2.2.8.1 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie stellt ein elementares Werkzeug fiir die Strukturaufkldrung dar. Das
grundlegende Prinzip der Massenspektrometrie ist die Erzeugung von lonen, zumeist im
Hochvakuum, die Trennung der lonen nach dem Masse/Ladungsverhiltnis und die anschlie3ende
Detektion der Ionen. Die Massenfeinbestimmung kann neben der Ermittlung des

Molekulargewichtes ebenfalls zur Berechnung der Summenformel genutzt werden.

Zur Analyse der lonen ist es immer notwendig die Ionen in die Gasphase zu iiberfiithren. Der

urspriingliche Aggregatszustand kann sowohl fest, fliissig als auch gasférmig sein.
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2.2.8.1.1 ESI-MS

Als standardméfiges Verfahren der Massenspektrometrie wurde die ESI-MS in unserem Institut
verwendet. Das Prinzip weicht gegeniiber den anderen Verfahren dadurch ab, dass die lonisierung
bei Atmosphérendruck erfolgt. Die Ionen werden durch eine Wechselspannung von 2 bis 5 kV
von einer Sprithnadel in eine Heizkapillare beschleunigt. Mittels eines variierenden Magnetfelds
im Quadrupol werden die Ionen nach ihrem Masse/Ladungsverhéltnis aufgetrennt. Die lonen
treffen hinter dem Quadrupol auf einen Sekundirionenvervielfdltiger, wodurch das Signal
kaskadenartig verstarkt wird. Das verstirkte Signal wird von einem Datenverarbeitungssystem in
ein MS-Spektrum umgerechnet. Das System zeichnet sich durch einen breiten Polaritdts- und
Massenbereich aus und bietet auch die Moglichkeit Ionen hoher Massen zu detektieren. Die
Injektionsmenge lag standartmiBig bei 5 pL Analytenldsung mit einer Konzentration von 0,5

mg/mL, bei einem totalen Fluss von 0,25 mL/min.

Verwendet wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Quadrupol-lontrap LCQ Deca
Massenspektrometer der Firma ThermoFisher in Kombination mit der

Datenverarbeitungssoftware Xcalibur 6.0.

2.2.8.1.2 LCMS

Die LCMS stellt eine Kopplung einer HPLC mit einem ESI oder APCI Massenspektrometer dar.
Hierdurch konnen komplexe Substanzgemische aufgetrennt und die einzelnen Molekulargewichte
analysiert werden. Hierdurch konnen Extrakte und Fraktionen bereits frithzeitig charakterisiert
werden. Diese Methode wurde eingesetzt um neben der Ermittlung von Molekulargewichten aus
Mischungen auch die Reinheit von isolierten Substanzen beurteilen zu kdnnen. Verwendet wurde
eine Kopplung von HPLC und ESI-MS. Der Fliemittelgradient wurde analog 2.2.7.5 verwendet
um eine Vergleichbarkeit zwischen analytischer HPLC und LCMS zu gewihrleisten. Als HPLC

Komponenten kamen zum Einsatz:

Pumpe Agilent HP1100series

Detektor Agilent HP1100series

Autosampler Agilent HP1100series

Degaser Agilent HP1050series

Reservoir Agilent HP1100series

Software Xcalibur V6.0

Sdule Knauer (100 x 2,5 mm), gefiillt mit Eurospher

100-3 C18 mit integrierter Vorsdule
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2.2.8.1.3 EI-MS

Die EI-MS stellt insbesondere fiir niedermolekulare und polare Substanzen eine gute alternative
Methode zur ESI dar. In diesem Fall wird die Probe durch den Beschuss von Elektronen im
Hochvakuum ionisiert. Die Elektronen werden durch das Beheizen einer Glithkathode, welche im
rechten Winkel zur Probe angeordnet ist, erzeugt und durch die Probe auf eine Kollektoranode
geleitet. Die auf die Probe auftreffenden Elektronen fiihren in der Regel zu einer
Elektronenaufnahme oder deren Abgabe. Das lonisierungspotential bei dieser Methode liegt
zwischen 8 und 15 eV. Dieses Verfahren kann besonders gut zur Strukturaufkldrung genutzt
werden, da sich nach strikten Regeln Fragmente bilden. Als wichtigste Reaktionen, welche in der
Gasphase stattfinden, sind die McLafferty-Umlagerung und die alpha-Spaltung zu nennen. Durch
diese Fragmentierung weisen alle Substanzen ein charakteristisches Fragmentationsmuster auf,

welches mit Datenbanken abgeglichen werden kann.

Verwendet wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Triple-Quadrupol TSQ700 Finnigan MAT. Die
Messungen wurden von Ralf Biirgel von der Abteilung Massenspektrometrie der Anorganischen

und Organischen Chemie an der Heinrich-Heine Universitdt durchgefiihrt.

2.2.8.1.4 MALDI-TOF

In der MALDI Massenspektrometrie konnen insbesondere Molekiile hoher Masse analysiert
werden. Bei diesem Verfahren wird eine Losung der Probe mit einer Losung einer Matrix, die in
der Regel aus Benzoesdurederivaten besteht, vermischt. Nach dem Verdampfen des
Losungsmittels entsteht eine polykirstalline Schicht, welche mit einem gepulsten Stickstofflaser
(337 nm, 1 ns) beschossen wird. Das Prinzip der Ionisierung ist bis heute noch nicht vollig
verstanden, man geht jedoch davon aus, dass die Energie des Lasers {iber die Matrix an die Probe
weitergegeben wird. Bei diesem Verfahren gehen alle Ionen unter der Bildung von
Quasimolekiilionen gleichzeitig in die Gasphase iliber (Desorption). Die Trennung der Ionen
erfolgt durch einen ,,Time of Flight“ (TOF) Analysator. Hierbei werden leichte Ionen schneller

beschleunigt als schwere und treffen somit frither auf den Detektor auf.

Verwendet wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Bruker UltraFlex I mit einem
Auflésungsvermogen von 25.000. Die Messungen wurden von Dr. Peter Tommes von der
Abteilung Massenspektrometrie der Anorganischen und Organischen Chemie an der Heinrich-

Heine Universitit durchgefiihrt.

2.2.8.1.5 HR-MS

Die hochauflosende Massenspektrometrie, auch als Massenfeinbestimmung bekannt, ist ein
Verfahren, welches eingesetzt wird um Massen so hoch aufzulésen, dass Substanzen einwandfrei
identifiziert und deren Summenformel ermittelt werden kann. Die hohe Auflésung wird durch

unterschiedliche Systeme ermdglicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden TOF-Systeme verwendet.
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Die Messungen wurden auf einem Micromass QTOF II am Helmholtz Institut fiir
Infektionserkrankung in Braunschweig, oder auf einem Bruker Daltonics maXis g4 in der
Abteilung fiir Massenspektrometrie der Anorganischen und Organischen Chemie an der Heinrich-

Heine Universitit von Herrn Dr. Peter Tommes durchgefiihrt.

2.2.8.2 Kernspinresonanzspektroskopie - Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)

Kernspinresonanz ist ein physikalischer Effekt der auftritt, wenn Atome in einem statischen
magnetischen Feld befindlich einem zweiten oszillierenden Magnetfeld ausgesetzt sind. Hierbei
richten sich die Kerne im magnetischen Feld aus und werden von auflen durch ein senkrecht dazu
angelegtes Feld, in der Regel ein Radiowellenfeld, bestrahlt. Kerne welche iiber eine ungerade
Spinzahl verfiigen, z.B. 'H, '*C, oder '°N, nehmen die elektromagnetische Energie auf und dndern
ihre Orientierung im elektromagnetischen Feld. Kurze Zeit nach Beendigung des Energieeintrags
nehmen die Kerne ihre urspriingliche Orientierung im Hauptmagnetfeld wieder ein und geben die
aufgenommene Energie wieder frei. Diese freigesetzte Energie (FID = freier Induktionsabfall)
wird durch auBenliegende Spulen in Form einer induktiven Energie detektiert. Die
aufgenommenen Signale werden mittels einer Fouriertransformation von einer zeitabhédngigen
Darstellung in eine frequenzabhingige Darstellung umgerechnet. Da der Resonanzfall der
einzelnen Kerne immer von ihrer chemischen Umgebung abhingig ist, lassen sich durch diese
Methode Erkenntnisse iiber die Umgebung der einzelnen Kerne erhalten. Dieses macht die
Kernresonanzspektroskopie zu einem Verfahren, welches im Bereich moderner chemischer und

biologischer Analytik unverzichtbar geworden ist.

NMR Spektren wurden in der Abteilung fiir Anorganische und Strukturchemie an der Heinrich-
Heine Universitit von Herrn Behm und Herrn Dr. Amadeo vermessen bzw. am Helmholtz Institut

fiir Infektionserkrankung in Braunschweig durch Frau C. Karkoschke und Herrn Dr. V. Wray.

2.2.8.3 Optische Aktivitit

Optische Aktivitit zeigen Verbindungen, welche iiber mindestens ein chirales Zentrum verfiigen.
Diese Verbindungen vermdgen linear polarisiertes Licht in seiner Ebene zu drehen. Der mit Hilfe
eines Polarimeters (Jasco P-2000) gemessene Wert bezeichnet man auch als Drehwert. Dieser
wird bei einer Wellenlinge von 546 nm und 589 nm unter Verwendung einer
Natriumdampflampe bestimmt. Weitere Einflussfaktoren, welche den Drehwert verdndern konnen
sind Temperatur, Schichtdicke der Kiivette, pH-Wert und Losungsmittel. Entsprechend der
Abweichung der Drehrichtung gegeniiber der Leerprobe wird der gemessene Wert mit ,,+* oder

- gekennzeichnet. Die spezifische optische Rotation berechnet sich wie folgt:

_ [a]583%3.199

[ ]TD— 4199_[(1]583
) [a]ls46

T = Temperatur
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D = Schichtdicke

Die optische Rotation bei der entsprechenden Wellenldange berechnet sich wie folgt:

_100a
Ixc

[a]
Wobei a = gemessener Winkel der Rotation
I = Schichtdicke der Kiivette

¢ = Konzentration der Losung in g/L™!

2.2.9 Testung der biologischen Aktivitit

2.2.9.1 Antibakterielle Testungen

Die antibakteriellen Testungen wurden durch zwei Kooperationspartner durchgefiihrt. Zum einen
durch das Unternehmen SeaLife Pharma aus Tulln (Osterreich), zum anderen durch den AK Brotz
Oesterhelt vom Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie an der Heinrich-Heine

Universitit Diisseldorf.

Das Unternehmen Seal.ife Pharma fiihrte direkt eine Verdiinnungsreihe der Substanzen durch und
testete gegen gingige grampositive und gramnegative Problemkeime. Die 1:2 Verdiinnungsreihen
starteten mit 125 pg/mL. Die kleinste Konzentration bei der kein Wachstum mehr mit bloem
Auge detektierbar war, wurde als MHK (minimale Hemmkonzentration) bestimmt. Zusétzlich

wurde die ODsoo mittels Tecan Reader gemessen, um das Wachstum zu kontrollieren.

Der AK Brotz Oesterhelt fiihrte zunédchst einen Agardiffusionstest durch, in dem eine mit 128 ug
besetzte Filterscheibe auf den zuvor mit Bakteriensuspension iliberschichteten Agar aufgelegt
wurde. Besitzt eine Substanz ein antibiotisches Potential, so kann durch diese Methode ein
Hemmhof detektiert werden in dem kein Bakterienwachstum stattfindet. Die Probe wurde zuvor
in ca. 20 uL Methanol gelost und auf den Filter aufgetragen und zwei Tage getrocknet. Fiel der
Agardiffusionstest positiv aus, wurde analog dem Verfahren von Sealife Pharma eine 1:2
Verdiinnungsreihe erstellt und so die MHK bestimmt. Die Verdiinnungsreihen starteten bei einer

Konzentration von 64 pg/mL.

Die MHK wurde nach den Richtlinien des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI M7-A8, 2008) durch die ,,broth microdilution method* bestimmt. Fiir die Herstellung des
Inokulums eines Bakterienstammes wurde die ,,direct colony suspension method* verwendet. Bei
den verwendeten Bakterienstimmen handelt es sich um Vertreter antibiotikaempfindlicher CLSI
Qualitatskontrollstimme, Standard-Labor-Stdmme, High-Level-Chinolon-resistenter
Laborstimme und (multi-) resistenter, klinisch relevanter Keime von FEscherichia coli,

Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumoniae .
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Die Stimme wurden fiir 18 - 24 h bei 37 °C auf Mueller-Hinton-Agar und Streptokokken-Arten
(5 % COy) auf Columbia-Blutagar kultiviert. 3 - 5 morphologisch dhnliche Kolonien wurden in
0,9 % NaCl-Losung und Streptokokkenarten in Mueller-Hinton-Medium (supplementiert mit 5%
lysiertem Pferdeblut) resuspendiert und auf eine optische Dichte (ODsoo) von 0,1 eingestellt. Die
Zellzahl wurde anschlieBend durch Verdiinnung in  Mueller-Hinton-Medium  (bei
Streptokokkenarten mit 5% lysiertem Pferdeblut supplementiert) auf 2 x 10° KbE / ml eingestellt.
50 pL jeder in Mueller-Hinton-Bouillon hergestellten Probenlésung (64 — 0,04 pg/mL) wurden in
einer seriellen Verdiinnungsreihe in einer 96-well-Mikrotiterplatte (Sarstedt) vorbereitet und mit
50 pL der Bakteriensuspension beimpft. Die finale Konzentration der Bakterien von ca. 1 x 10°
KbE / mL in einem Volumen von 100 pL. Mueller-Hinton-Bouillon wurde durch Plattieren einer
1:10 Verdiinnungsreihe auf Mueller-Hinton Platten bestétigt. Es wurden folgende Kontrollproben
angefertigt: Wachstumskontrolle (nur Bakteriensuspension), Sterilkontrolle (nur Mueller-Hinton-
Bouillon) und Probenkontrolle (nur Testsubstanz und Mueller-Hinton-Bouillon um falsch positive

Ergebnisse bei Konzentrationsproblemen der Substanz im Medium (Prézipitation) zu vermeiden).

Fiir die Assayauswertung wurde die MHK fiir Antibiotika mit bekannten, bakteriellen Targets
(Ciprofloxacin (Fluka), Rifampicin (AppliChem), Tetracyclin (Sigma-Aldrich) und Vancomycin
(AppliChem)) parallel bestimmt. Die Mikrotiterplatten wurden fiir 16 - 20 h bei 37 °C an der Luft
und im Falle von Streptokokken-Arten in 5%iger CO,-Atmosphére inkubiert.

2.2.9.2 Antifungale Tests
Antifungale Assays wurden ebenfalls durch die Sealife Pharma analog zu den antibakteriellen

Assays durchgefiihrt.

2.2.9.3 Zytotoxische Testungen

Die zytotoxischen Aktivitidten wurden gegen unterschiedliche humane und nicht humane Zellinien
bestimmt.

Im Fall der nicht humanen Zelllinien wurden die Messungen mit murinen Lymphomzellen
(L5178Y) im Arbeitskreis von Prof. W.E.G. Miiller am Institut fiir Physiologische Chemie an der
Universitdt Mainz durchgefiihrt.

Die L5178Y-Zellen wurden in ,,Eagle’s Minimal Essential Medium®™ unter Zusatz von 10 %
Pferdeserum unter Standardbedingungen kultiviert und die Aktivitit mittels des MTT-Assay
ermittelt. Hierbei wurde photometrisch die reduktive Umsetzung des wasserloslichen 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) durch vitale Zellen mittels der
mitochondrialen Dehydrogenase in das violette wasserunlosliche Formazan detektiert.

Dazu wurden je 50 pL der Zellsuspension, die etwa 3750 lebende Zellen enthielt, in eine
Vertiefung einer 96-well Microtiterplatte gegeben und mit weiteren 50 pL Medium in der
verschiedene Verdiinnungen der vorliegenden Testsubstanz enthalten waren, aufgefiillt. Die

Ansitze wurden 72 h lang bei 37 °C unter Zusatz von 5% (v/v) CO, inkubiert. Nach Zugabe von

49



Material und Methoden

20 pL der 0,5 % MTT-Losung wurden die Zellen fiir weitere 4 h inkubiert. Nach abgeschlossener
Inkubation wurden die Zellen mit DMSO lysiert und photometrisch bei 520 nm mittels
Mikrotieterplattenmessgerit vermessen.

EDso Werte wurden durch Logit-Regression ermittelt.

Die zytotoxische Testung gegen die Zelllinien HCT116, A2780 und K562 wurden durch die
Arbeitsgruppe von Prof. M. Kassack an der HHU wie folgt durchgefiihrt:

Am ersten Tag wurden die Zellen in eine 96-well Platte mit einer Zellzahl von 9.000 (A2780-
Zellen), 35.000 (K562-Zellen) und 6.000 (HCT116-Zellen) Zellen pro well in einem Volumen
von 100 pL ausgesdht. Die Zellen wurden anschlieBend bei 37 °C in einer 5%igen CO>
Atmosphiére inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die adhéirenten Zellen mit 90 puL/well
neuem Nihrmedium versorgt. Im Falle der A2780 und K562-Zellen wurde RPMI Medium mit
einem Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum sowie den Antibiotika Streptomycin (120 pg/mL)
und Penicillin (120 U/mL) verwendet. Die HCT116 wurden mit Ausnahme der Verwendung von
DMEM Medium identisch behandelt. Nach dem Medienwechsel wurden die zu untersuchenden
Substanzen in DMSO geldst. Eine Mischung aus Medium und in DMSO geldster Substanz wurde
in einem Volumen von 10 pL den Zellen zugesetzt. Eine Gesamtkonzentration von 1 % DMSO
wurde hierbei nicht liberschritten und der Effekt auf die Viabilitdt der Zellen durch eine dreifache
Kontrolle iiberpriift. Die Zellen wurden anschlieBend unter den zuvor beschriebenen Bedingungen
fiir 72 h inkubiert. Die fertig inkubierten Zellen wurden mit 25 pL. MTT Losung (50 mg/mL in
PBS) versetzt und fiir weitere 10 bis 20 min inkubiert. Das Medium der A2780 und K562-Zellen
wurde daraufhin abgesaugt und die Zellen in 75 uL DMSO lysiert. AnschlieBend erfolgte eine
photometrische Vermessung in einem Mikrotiterplattenleser bei 544 nm und 690 nm. Erfasst
wurden bei 544 nm sowohl das Formazan, als auch die Zelltriimer, wohingegen bei 690 nm nur
Zelltrimmer erfasst wurden. Durch die Subtraktion der Absoption bei 690 nm von jener bei 544
nm ergab sich die Absorption des Formazans. Im Falle der K562-Zellen wurde das Medium auf
den Zellen belassen und die Zellen durch die Zugabe von 150 pL einer Mischung aus Isopropanol
und Salzsdure lysiert. Die Ermittlung der Absorption des Formazans wurde hierbei durch die

Subtraktion der Absorptionen bei 690 nm und 595 nm ermittelt.

2.2.9.4 Hsp90 Testungen

Der in vitro Progesteron-Rezeptor-Rekonstitutions-Assay ist ein Model, welches zur
Identifizierung von Substanzen genutzt wird, welche die Hsp90 Aktivitdt inhibieren konnen. Als
Quelle fiir die Chaperone wurde RRL (rabbit reticulocyte lysate) verwendet, welches bereits fiir
das Verstindnis des Wirkungsmechanismus von Geldanamycin und verwandten Verbindungen

verwendet wurde (Morishima, ef al., 2003).

Mit diesem Assay wurde das Vermdgen der Chaperone gemessen, den durch Hitze denaturierten

Progesteron-Rezeptor in seine hormonbindende Form zuriick zu {berfithren. Die
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Hormonbindungsaktivitit des Progesteron-Rezeptors reflektiert somit direkt die molekulare
Integritit der Chaperone. Daher wurde die wiedergewonnene Hormonbindungsaktivitit der
Progesteron-Rezeptoren nach Hitzedenaturierung und Inkubation mit den entsprechenden

Substanzen getestet.

Fir den Progesteron-Rezeptor-Rekonstitutions-Assay wurde der aufgereinigte Progesteron
Rezeptor auf PR22-Anikérper A-Sepharose Harz absorbiert und in einen wie kiirzlich
beschriebenen Komplex eingebracht (Kosano, ef al., 1998). 0,05 uM des Progesteron-Rezeptors
wurde mit RRL kurz inkubiert und zweifach mit dem Reaktionspuffer verdiinnt (20 mM Tris/HCI,
pH 7,5, 10 mM MgCl,, 4 mM DTT, 0,02% NP-40, 100 mM KCI and 10 mM ATP). Nach 30 min
bei 30 °C wurde 0,1 uM [*H]-Progesteron (American Radiolabeled Chemicals, Inc #ART 0063)
hinzugefiigt. Die Proben wurden anschlieBend fiir 3 h bei 4 °C weiter inkubiert. Die fertig
inkubierten Proben wurden dreimal mit 1 mL des Reaktionspuffers gewaschen und die
Progesteron Bindung unter Verwendung der Fliissigkeitsszintillation (PerkinElmer Microbeta)

bewertet.

2.2.9.5 Hemmung der TNFa induzierten Aktivierung von NFkB

Die Hemmung der TNFa induzierten Aktivierung von NFkB wurde durch die Gruppe von Dr. M.
Diederich an der Seoul National University durchgefiihrt. Verwendet wurden K562-Zellen welche
vor jedem Experiment mit je 5 mg Luciferase Reportergen (Stratagen, Genomics Agilent,
Diegem, Belgien), welches fiinf identische Wiederholungen des NFxB Gens enthilt, und 5 mg des
Renilla Luciferase Plasmides (ph-RG-tk, Promega, Leiden, Niederlande) durch Elektroporation
transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in RPMI Medium resuspendiert
und auf eine Konzentration von10® Zellen/mL verdiinnt. Die so behandelten Zellen wurden
anschliefend zunédchst 2 Stunden mit den zu priifenden Substanzen inkubiert, und anschlieend
mit 20 ng/mL TNFa. Um die Renilla Aktivitit zu messen, wurde 75 uL Dual-Glo™ Luciferase
Reaktionsgemisch (Promega) fiir 10 min bei 22 °C mit den Zellen inkubiert. Die Reaktion wurde
mit 75 pL Dual-Glo™ Stop&Glo ® (Promega) bei gleichen Versuchsparametern gestoppt. Die
Luciferase und Renilla  Aktivititen wurden mit einem Orion Mikrotiterplatten-
Luminiszensmessgerdt vermessen. Die Aktivititen werden als Verhéltnis der Leuchtkéfer
Luciferasenaktivitit zur Renilla Aktivitit angegeben. Die reine Behandlung der Zellen mit TNFa

wird als 100%ige Aktivierung der NFxB Transkription betrachtet.

Zusétzlich wurde in einem zweiten Experiment die Zellviabilitit gemessen. K562-Zellen wurden
hierfir in RPMI Medium, welches mit 10 % fetalem Kélberserum supplementiert war, in einer
5%igen CO, Atmosphire inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit unterschiedlichen
Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz fiir weitere 24, 48 und 72 Stunden inkubiert.
Die Bestimmung der Zellviabilitit erfolgte mit Hilfe von Typanblau. Da der anionische

Diazofarbstoff ausschlieBlich von toten, perforierten Zellen aufgenommen wird, welche sich
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dadurch dunkelblau anférben, ist die Farbung der Zellen ein direktes Maf fiir Viabilitit der

Zellen. Die Quantifizierung erfolgte photometrisch bei 600nm.

2.2.11 Generelle Laborgeriite
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Trockenschrank Heraeus Kalvitron t
Vakuumzentrifuge mit Pumpe  Savant/Edwards Speed-Vac/RV3
Vortexer IKA VEF2

Zentrifuge Heraeus Biofuge pico
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3. Ergebnisse
3.1 Isolierte Verbindungen aus endophytischen Pilzen

3.1.1 Isolierte Verbindungen aus Rhizoctonia sp.
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3.1.1.1 Isolierte Verbindungen aus dem Bohnenextrakt von Rhizoctona sp.

Indol-3-carbonsiure

Synonyme Indol-3-carboxylsdure; 3-Carboxyindol;
3-Indolameisensdure; 3-Indolylcarboxylséure;
Indol-f-carboxylsdure; f-Indolylcarboxylsdure

Probencode RB60-2-3

Quelle Rhizoctonia sp.

Menge 14,1 mg

Physikalische Beschreibung Gelbe Nadeln

Summenformel CoH7NO;

Molekulargewicht 161 g/mol

HPLC-Retentionszeit 17,1 min
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Indol-3-carbonsdure wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia sp.

gewonnen (14,1 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax
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(MeOH) 215 nm und 281 nm auf. Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch ein EI
Experiment bei 120 °C. Im Massenchromatogramm lieB sich m/z 161 [CoH/NO,]* beobachten,
wodurch das Molekulargewicht auf 161 g/mol festgelegt werden konnte.

Die strukturelle Aufkldrung erfolgte durch massenspektrometrische Analysen, 'H NMR
Experimente und Literaturvergleich der gewonnenen Daten (Hiort, 2003). Die Untersuchung des
"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.1), aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte die Anwesenheit
von insgesamt sechs Protonen, von welchen eines bei du 11,83 ppm auftrat und dem sekundéren
Amin in Position H-1 zugeordnet wurde. Neben diesem lieB3 sich ein ABCD-System beobachten,
welches mit den Protonen H-4 bei du 8,00 ppm, H-5 und H-6 als Multiplett iiberlappend bei du
7,16 ppm und mit H-7 bei du 7,46 ppm resonierte. H-7 und H-4 zeigten jeweils eine
Kopplungskonstante von 6,8 Hz, was die ortho-Standigkeit der Protonen H-5 und H-6 indizierte.
Zusitzlich mit H-7 iiberlappend zeigte sich ein Singulett bei du 8,02 ppm, welches aufgrund der

starken Entschirmung durch den benachbarten Stickstoff, H-2 zugeschrieben wurde.

Bisher wurde Indol-3-carbonsédure aus den Pilzen Annulohypoxylon ilanense (W, et al., 2013),
Aspergillus versicolor (Liu, et al., 2012), Botryosphaeria rhodina (Abdou, et al., 2010) und
Chaetomium sp. (Aly, et al., 2009) isoliert.

Tab. 3.1: 'H NMR Daten von Indol-3-carbonséure.

Position Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 600 MHz »
ou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy)
1 11,83 (1H, s) 11,43 (1H, s)
2 8,02 (1H, s) 7,70 (1H, s)
4 8,00 (1H, d, /=6,8Hz) 8,14 (1H, d, J/=7,6Hz)
5 7,16 (1H, m) 7,02 (1H, dt, J=6,9, 1,3Hz)
6 7,16 (1H, m) 7,05 (1H, dt, J=6,9, 1,3Hz)
7 7,46 (1H, d, J=6,8Hz) 7,35 (1H, d, J/=7,6Hz)

a) (Hiort, 2003)
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Indol-3-aldehyd

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht

HPLC-Retentionszeit

Indol-3-carboxaldehyd; 1H-Indol-3-aldehyd;
1H-Indol-3-carbaldehyd; 1H-Indol-3-methanal;
3-Formyl-1H-indol; 3-Formylindol;
3-Indolylformaldehyd; Indol-3-aldehyd;
Indol-3-carbaldehyd; f-Indolylaldehyd

RB80-4-1
Rhizoctonia sp.
8,5 mg

Gelbes Pulver
CoH/NO

145 g/mol

18,0 min
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Indol-3-aldehyd wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia sp.

gewonnen (8,5 mg). Die Substanz wies

drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 242, 262 und 299 nm auf. Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch ein
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EI Experiment bei 75 °C. Im Massenchromatogramm lief3 sich m/z 145 [CoH;NO]" beobachten,
wodurch das Molekulargewicht auf 145 g/mol festgelegt werden konnte.

Die Struktur des 3-Indolaldehyds wurde anhand der massenspektrometrischen Daten, der 'H

NMR Experimente, sowie anhand des Vergleichs mit Literaturwerten (Ebrahim, 2012) aufgeklért.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.2), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte ein Signalset mit insgesamt sieben Protonen. Im Vergleich zur 3-Indolcarbonsiure zeigte
sich auch ein ABCD-System, welches bei du 7,22 ppm, du 7,26 ppm, ou 7,51 ppm und du 8,08
ppm resonierte und den Protonen H-6, H-5, H-7 und H-4 zugeordnet wurde. Die Protonen H-4
und H-7 waren hierbei als Dublett aufgespalten, mit einer Kopplungskonstante von 7,2 Hz, die
Protonen H-5 und H-6 als Dublett vom Triplett mit denen fiir ortho- und meta-stindigen protonen
typischen Kopplungskonstanten von 7,2 und 1,6 Hz, was einen zusétzlichen Beweis fiir das
ABCD-System darstellte. Ebenfalls waren die Signale fiir das Proton des Stickstoffes als breites
Singulett im Tieffeldbereich bei du 12,16 ppm, wie auch H-2 als scharfes Singulett bei ou 8,29
ppm zu erkennen. Als zusitzliches Signal lieB sich im Gegensatz zur 3-Indolcarbonsédure ein
weiteres scharfes Singulett bei du 9,93 ppm beobachten, welches als das aldehydische Proton H-1'

identifiziert wurde.

Bisher wurde Indol-3-aldehyd als Stoffwechselmetabolit von Aspergillus versicolor (Liu, et al.,
2012), Leptosphaeria maculans (Pedras and Ahiahonu, 2012), Plasmodiophora brassicae
(Pedras, et al., 2008), Lactarius sp. (Ayer and Trifonov, 1994, Wang, et al., 2004b) und Taphrina
sp. (Barthe, 1968, Kern, 1975) isoliert.

Tab. 3.2: '"H NMR Daten von Indol-3-aldehyd.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 600 MHz
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Position
ou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy)
1 12,16 (1H, s)
2 8,29 (1H, s) 8,22 (1H, s)
4 8,08 (1H, d, J/=7,1Hz) 8,05 (1H, d, J/=7,9Hz)
5 7,26 (1H, dt, J=7.5, 1,6Hz) 7,21 (1H, dt, J/=7.,2, 1,3Hz)
6 7,22 (1H, dt, J=7.5, 1,6Hz) 7,16 (1H, dt, /=7.2, 1,3Hz)
7 7,51 (1H, d, J=7,1Hz) 7,48 (1H, d, J/=7,6Hz)

9,93 (1H, s)

9,88 (1H, s)

a) (Ebrahim, 2012)
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Indol-3-amin

Synonyme 3-Aminoindol
Probencode RB80-7
Quelle Rhizoctonia sp.
Menge 8,5 mg
Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver
Summenformel CgH;sN»
Molekulargewicht 132 g/mol
HPLC-Retentionszeit 17,4 min
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Indol-3-amin wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia sp.
gewonnen (8,5 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax
(MeOH) 209, 254 und 326 nm auf. Im positiven ESI Massenspektrum lie sich ein
pseudomolekulares Ton bei m/z 132,9 [M+H]" detektieren, wodurch das Molekulargewicht auf

132 g/mol festgelegt werden konnte.
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Die Struktur des Indol-3-amins konnte anhand von massenspektrometrischen Daten,
Datenbankabgleich (ACD LABs) und ein- und zweidimensionalen NMR Experimenten (s. Tab.
3.3) bestitigt werden.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte die
Anwesenheit von acht Protonen, welche dhnlich dem Muster der Indol-3-carbonsiure, bzw. des
Indol-3-aldehyds verschoben vorlagen. So lieB sie ein ABCD-System mit den Protonen H-4 bis
H-7 feststellen, welche bei on 8,22 ppm (H-4), o 7,25 ppm (H-5 und H-6) und ou 7,53 ppm (H-7)
resonierten. Bei ou 8,69 ppm war ein scharfes Singulett zu erkennen, das als H-2 interpretiert
wurde, sowie ein breites Singulett bei du 12,20 ppm, das dem Proton H-1 des Stickstoffes
zugeschrieben wurde. Neben diesen Signalen lieBen sich im Vergleich zur Indol-3-carbonséure
zwel weitere, breitere Singuletts erkennen, welche bei du 7,71 ppm und Ju 8,07 ppm auftraten.
Die Signale wurden in Kombination mit dem Fehlen von 13 amu, bzw. 29 amu zum
Molekulargewicht des Indol-3-aldehyds, bzw. der Indol-3-carbonsdure den Protonen der
Aminofunktion zugeordnet. Dieses konnte auch durch das Fehlen der HMQC und HMBC
Korrelationen dieser Signale zu Kohlenstoffatomen bestdtigt werden. Die Konstitution konnte
durch die HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.1) bestitigt werden. Hierbei konnten die *J
Korrelationen von H-2 zu C-3a und C7a, H-4 zu C-6 und C-7a, H-5 zu C3a und C-7, H-6 zu C-4
und C-7a, sowie jene von H-7 zu C-3a und C-5 beobachtet werden. Die %J Korrelation von H-2 zu
C-3 vervollstindigte das Bild. Die Verkniipfung der Aminogruppe an C-3 konnte durch das im
COSY Spektrum beobachtete Spinsystem zwischen H-1 und H-2, sowie durch das Spinsystem

zwischen H-4 bis H-7 begriindet werden.

Indol-3-amin wurde bisher z.B. aus Sambucus adnata (Sasaki, et al., 2011) isoliert.
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Abb. 3.1: HMBC Spektrum von Indol-3-amin, aufgenommen in DMSO-ds bei 500 MHz.

Tab. 3.3: NMR Daten von Indol-3-amin.

Isolierte Substanz 500 MHz (DMSO-ds)

Position
on oc COSY HMBC
1 12,20 (1H, s) 2
2 8,69 (1H, s) 1379 1 3,3a,7a
3 112,3
3a 126,7
4 8,22 (1H,d,J=5,1Hz) 1214 5 6, 7a
5 7,25 (1H, m) 122,77 4,6 7,3a
6 7,25 (1H, m) 123,8 5,7 4,7a
7 7,53 (1H,d, J=5,1Hz) 112,8 6 5,3a
Ta 136,3
NH» 7,71 (1H, br s)

8,07 (1H, br s)
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N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid

Synonyme N-[2"-(1H-Indol-3-yl)-2'-oxoethyl]acetamid
Probencode RB8&0-3-2

Quelle Rhizoctonia sp.

Menge 2,2 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci2H12N202

Molekulargewicht 216 g/mol

HPLC-Retentionszeit 17,2 min
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N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes

von Rhizoctonia sp. gewonnen (2,2 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV

Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH)
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Molekulargewichtes erfolgte durch ein EI Experiment bei 150 °C. Im Massenchromatogramm
lieB sich m/z 216 [C12H12N20,]" beobachten, wodurch das Molekulargewicht auf 216 g/mol

bestimmt wurde.

Die Struktur von N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid wurde durch massenspektrometrische
ein- und zweidimensionale NMR Experimente (s. Tab. 3.4), sowie Datenbankvergleich der

gewonnen Daten (ACD LABs) gelost.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte wie
auch bei den anderen Indolderivaten typische Resonanzen bei du 7,48 ppm, du 7,28 ppm, du 7,21
ppm und Ju 8,16 ppm mit einer Integration von insgesamt vier Protonen, welche dem ABCD-
System als H-7 bis H-4 zugeordnet wurden. H-4 koppelte mit H-5 und H-6 und H-5 mit H-6 und
H-7 in jeweils ortho- und meta-Position, wodurch sich die typischen Kopplungskonstanten eines
ABCD-Systems von 7,0 und 1,6 Hz ergaben. Uberlappend mit H-4 konnte NH-1' durch die
COSY Korrelationen (s. Abb. 3.2) von du 8,17 ppm zu CH»-1' bei Jdu 4,45 ppm detektiert
werden. Neben diesen Protonen waren erneut ein scharfes Singulett bei du 8,42 ppm, sowie ein
breites Singulett bei du 12,02 ppm zu identifizieren, welche H-2 und H-1 zugeordnet wurden. Im
Vergleich zur Indol-3-carbonsdure konnten zwei weitere Signale identifiziert werden, welche als
Dublett mit einer Integration von zwei Protonen bei du 4,45 ppm und als Singulett mit einer
Integration von drei Protonen bei ou 1,92 ppm zu erkennen waren. Diese wurden der CH»-Gruppe
CHs-1', sowie der Methylgruppe H-2" der endstindigen Acetylgruppe zugeschrieben. Die so
erkannten Substrukturen konnten zum einen durch die im COSY Spektrum identifizierten
kontinuierlichen Spinsysteme von H-4 bis H-7, von NH-1' bis H-1' und von H-1 bis H-2, sowie
den HBMC Korrelationen (s. Abb. 3.3) von H-2 zu C-3, C-3a und C-7a, H-4 zu C-6, H-5 zu C-3a,
H-6 zu C-7 und H-7 zu C-5 bestitigt werden. Die Konstitution der Seitenkette konnte durch die
HMBC Korrelationen von H-1' zu C-2' und C-2" und von H-2" zu C-1" bestétigt werden. Die
Verkniipfung der aliphatischen Seitenkette an C-3 des Indolgrundkorpers konnte anhand der im
COSY identifizierten Spinsysteme zwischen H-1 und H-2 und H-4 bis H-7 und dem detektierten
Molekulargewicht festgelegt werden.

Bisher wurde N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid aus /nonotus vaninii (Yang, et al., 2013a),
Bacillus sp. (Li, et al., 2007) und Streptomyces ramulosus (Chen, et al., 1983) isoliert.
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Abb. 3.2: COSY Spektrum von N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid, gemessen in DMSO-

ds bei 500 MHz.

64

f1 (ppm)



Ergebnisse

H-2 H-4 H-7 H-5/6
3
g
7 |
6 &
5 | 1
* 3a ol R 3a
» 3a
- 7a

e

i

L 110

120

130

|- 140

{150

L 160

L170

|- 180

L 190

5 50
f2 (ppm)

T T
45 40

T T
35 30

25 20

Abb. 3.3: HMBC Spektrum von N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid, gemessen in DMSO-

ds bei 500 MHz.

Tab. 3.4: NMR Daten von N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid.

Isolierte Substanz 500 MHz (DMSO-ds)

Lit. 80 MHz »

Position

on oc COSY HMBC o6u (MeOD-dy)
1 12,02 (1H, s) 2
2 8,42 (1H, s) 1339 1 3,3a,7a 8,15 (1H, s)
3 114,2
3a 125,7
4 8,17 (1H, d, J/=7,0Hz) 1124 5 6 8,15 (1H, m)
5 7,21 (1H, dt, /=70, 1,6Hz) 122,7 4,6 3a 7,15 (1H, m)
6 7,28 (1H, dt, /=7,0, 1,6Hz) 122,77 5,7 7 7,15 (1H, m)
7 7,48 (1H, d, J/=7,0Hz) 121,9 6 5,3a 7,35 (1H, m)
Ta 136,7
I' 4,45 (2H, d, J=5,7Hz ) 45,7  NH-1' 21" 4,54 (2H, s)
2' 190,7
NH-1' 7,15 (1H) '
1" 169,9
2" 1,92 (3H, s) 22,3 " 2,04 (3H, s)

a) (Chen, et al., 1983)
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p-Hydroxybenzoesiure

Synonyme 4-Hydroxybenzoesiure; p-Salicylsiure;
p-Oxybenzoeséiure
Probencode RB40-4-2
Quelle Rhizoctonia sp.
Menge 2,6 mg
Physikalische Beschreibung WeiBes Pulver
Summenformel C/HO;
Molekulargewicht 138 g/mol
HPLC-Retentionszeit 12,1 min
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p-Hydroxybenzoesiure wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia
sp. gewonnen (2,6 mg). Die Substanz wies ein charakteristisches UV Absorptionsmaximum bei

Amax (MeOH) 255 nm auf. Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch ein EI
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Experiment bei 60 °C. Im Massenchromatogramm lieB sich m/z 138 [C;HsO3]" beobachten,
wodurch das Molekulargewicht auf 138 g/mol festgelegt werden konnte.

Die strukturelle Aufklarung von p-Hydroxybenzoeséure erfolgte durch massenspektrometrische-,
"H NMR Experimente und Datenbankabgleich der chemischen Verschiebungen (SBDS No.
1376HSP-02-898).

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.5), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte deutlich die typischen Signale eines AA'BB' Systems bei du 6,81 ppm und Ju 7,79 ppm,
welche mit einer typischen Kopplungskonstante von 8,6 Hz koppelten und je iiber eine Integration
von zwei Protonen verfligten. Die Signale wurden daher H-2 und H-6, bzw. H-3 und H-5
zugeordnet. Neben den Signalen des Aromaten lieBen sich zwei weitere breite Singuletts im
Tieffeld beobachten, welche bei du 10,27 ppm und Jdu 12,37 ppm resonierten. Die Resonanz bei
ou 10,27 ppm wurde der phenolischen Hydroxylgruppe in Position 4 zugeordnet; ou 12,37 ppm
aufgrund des entschirmenden Effekts der benachbarten Carbonylfunktion der Hydroxylgruppe der

Siurefunktion.

p-Hydroxybenzoesédure wurde bisher unter anderem aus den Pilzen Nocardiopsis gilva (Tian, et
al., 2013), Penicillium sp. (Ying, et al., 2013, Zhuang, et al., 2012), Microsphaeropsis arundinis
(Sommart, et al., 2012), Nigrospora sp. (Rukachaisirikul, et al., 2010), Lecythophora sp.
(Sugijanto, et al., 2009), Calodon suaveolens (Wang and Liu, 2004), Gloeophyllum trabeum
(Varela, et al., 2003), Guanomyces polythrix (Macias, et al., 2001), Alternaria tagetica (Gamboa
Angulo, et al., 2001) und Discula sp. (Venkatasubbaiah and Chilton, 1991) isoliert.

Tab. 3.5: '"H NMR Daten von p-Hydroxybenzoesiure.

Position Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 400 MHz ®
Su (DMSO-ds) Sn (DMSO-ds)

2 7,79 (1H, d, J=8,6Hz) 7,80 (1H, d)
3 6,82 (1H, d, J=8,6Hz) 6,84 (1H, d)
5 6,82 (1H, d, J=8,6Hz) 6,84 (1H, d)
6 7,79 (1H, d, J=8,6Hz) 7,80 (1H, d)
4-OH 10,27 (1H, br s) 10,2%

1-COOH 12,37 (1H, br s) 12,4%*

a) SBDS No.1376HSP-02-898 *keine Angaben der Mulitpilzitét (Kopplungskonstanten

nicht angegeben)
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p-Hydroxybenzaldehyd

Synonyme 4-Formylphenol; 4-Hydroxybenzaldehyd,;
Parahydroxybenzaldehyd; p-Formylphenol,
p-Oxybenzaldehyd

Probencode RB60-2-1, RB40-4-1

Quelle Rhizoctonia sp.

Menge 11,2 mg

Physikalische Beschreibung Weilles Pulver

Summenformel C7H6O2

Molekulargewicht 122 g/mol

HPLC-Retentionszeit 8,4 min.

H o
1
6 2
5 3
4
OH
600 AM131029 #2 RB40-4-1 Uv_VIS 1
mAU 3 WVL:235 nm|
250 | s igaatalias. 199 UB013 1:25:04 Pt Warmarn, A8 40-4-1

€ ¥calburluses
El, Prabantemp; <00 " C
535030 851 RT: 1.34 AV: 1 NL: 1.38E7
T+ ¢ EI [ 34.06-809.69)

100 b

Relatve Abundance

- 50
— |
700 Peak#1 100% at 8.36 min a0
) No spectra library hits found} | |
EY
|
2974 | .
i 20|
1 65 | |
107 39 | | | 122 185
2250 || % g 73 0| o4 ; 17 |
40 80 20 100 120 140 " 160 180 200
miz
9
B A o B e e e oA
200 250 300 350 400 450 500 550 595

p-Hydroxybenzaldehyd wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia
sp. gewonnen (11,2 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei

Amax (MeOH) 225 nm und 297 nm auf. Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch
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ein EI Experiment bei 80 °C. Im Massenchromatogramm lie sich m/z 121 [C7HsO-]" beobachten,

wodurch sich das Molekulargewicht von 121 g/mol ergab.

Die strukturelle Aufklidrung des p-Hydroxybenzaldehyds erfolgte mittels 'H NMR Experimenten,
massenspektrometrischen Analysen, sowie Datenbankvergleich der gewonnen Daten (SBDS

No.3444HSP-44-684).

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.6) zeigte, wie auch im Fall der p-
Hydroxybenzoesaure das typische Muster eines AA'BB' Systems, welches bei dy 6,90 ppm und du
7,86 ppm mit 8,5 Hz miteinander koppelnd, resonierte. Die Signale bei du 6,90 ppm konnten H-3
und H-5 und Ju 7,86 ppm H-2 und H-6 zugeordnet werden. Neben diesen Signalen waren ein
scharfes Singulett bei du 8,19 ppm, sowie ein breites Singulett bei du 10,86 ppm zu beobachten,
welche als das aldehydische Proton und die Hydroxylgruppe 4-OH identifiziert wurden.

Bisher wurde p-Hydroxybenzaldehyd aus Pleurotus ostreatus (Papaspyridi, et al, 2011),
Trametes versicolor (Ramirez Bribiesca, et al., 2011), Embellisia eureka (Ebrahim, 2012),
Pestalotiopsis sp. (Xu, et al., 2011), Cochliobolus sp. (Wang, et al., 2010), Phoma exigua var.
exigua (Cimmino, et al., 2008), Epichloe typhina (Seto, et al., 2005), Penicillium janczewskii
(Schmeda Hirschmann, et al., 2005), Phellinus igniarius (Mo, et al., 2004), Gloeoohyllum
odoratum (Rosecke and Konig, 2000), Ophiostoma crassivaginata (Ayer, et al., 1995),

Heterobasidion annosum (Sonnenbichler, et al., 1993) und Botrytis cinerea (Suga, 1984) isoliert.

Tab. 3.6: '"H NMR Daten von p-Hydroxybenzaldehyd.

Position Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 400 MHz ®
Su (DMSO-ds) Sn (DMSO-ds)
2 7,86 (1H, d, J=8,5Hz) 7,79 (1H, d)
3 6,90 (1H, d, J=8,5Hz) 6,97 (1H, d)
5 6,90 (1H, d, J=8,5Hz) 6,97 (1H, d)
6 7,86 (1H, d, J=8,5Hz) 7,79 (1H, d)
4-OH 10,68 (1H, br s) 10,6 (1H, s)
I-CHO 8,19 (1H, s) 9,82 (1H, s)

b) SBDS No.3444HSP-44-684 (Kopplungskonstanten nicht angegeben)
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Phenylessigsiure

Synonyme Benzenessigsédure; 2-Phenylessigsaure;
Phenylethanolsédure; a-Toluolséure;
w-Phenylessigsdure

Probencode RB80-3-3

Quelle Rhizoctonia sp.

Menge 103 mg

Physikalische Beschreibung Weilles Pulver

Summenformel CsHsz0;

Molekulargewicht 136 g/mol

HPLC-Retentionszeit 17,3 min
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Phenylessigsdure wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia sp.
gewonnen (103,0 mg). Die Substanz wies ein charakteristisches UV Absorptionsmaximum bei

Amax (MeOH) 213 nm auf. Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch ein EI
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Experiment bei 30 °C. Im Massenchromatogramm lie8 sich m/z 136 [C;HsO]" beobachten,
wodurch das Molekulargewicht auf 136 g/mol festgelegt werden konnte.

Die Struktur der Phenylessigsiure wurde anhand von 'H NMR Experimenten,

massenspektrometrischer Daten, sowie Datenbankabgleich bestitigt (ACD LABs).

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte (s. Tab.
3.7) die Anwesenheit eines mono-substituierten aromatischen Systems, welches bei dy 7,20 ppm
als breites Multiplett resonierte und eine Integration von fiinf Protonen zeigte. Neben dem Signal
des aromatischen Systems lief3 sich ein scharfes Singulett bei du 3,60 ppm identifizieren, welches
tiber eine Integration von zwei Protonen verfiigte und daher als die CH»-Gruppe CH»-1'
interpretiert wurde, sowie ein breites Singulett bei du 12,35 ppm, das der Hydroxylgruppe der

Carbonséure zugeordnet wurde.

Bisher wurde Phenylessigsdure aus den Pilzen Rhizoctonia solani (Bartz, et al, 2012),
Burkholderia sp. (Mao, et al., 2006), Fistulina hepatica (Wu, et al., 2005), Biscogniauxia
mediterranea (Evidente, et al., 2005), Glomerella cigulata (Hirota, et al., 1993) und

Cladosporium sp. (Ling, et al., 2008) isoliert.

Tab. 3.7: '"H NMR Daten von Phenylessigsiure.

Isolierte Substanz 500 MHz

Position
ou (DMSO-dy)

2 7,20 (1H, m)

3 7,20 (1H, m)

4 7,20 (1H, m)

5 7,20 (1H, m)

6 7,20 (1H, m)

I 3,60 (2H, s)

2-OH 12,35 (1H, brs)
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5-Methyl-4-hexensdure

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht

HPLC-Retentionszeit

v-Isoheptenolséure; y-iso-Heptenolsdure
RB60-5-1

Rhizoctonia sp.
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5-Methyl-4-Hexensdure wurde aus der Ethylacetatfrakion des Bohnenextraktes von Rhizoctonia

sp. gewonnen (1,6 mg). Die Substanz wies ein charakteristisches UV Absorptionsmaximum bei

Amax (MeOH) 233 nm auf. Im ESI Massenspektrum lassen sich sowohl im positiven,

bezichungsweise im negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 129,8 [M+H]" oder

126,9 m/z [M-H] erkennen, durch welche auf ein Molekulargewicht von 128 g/mol geschlossen

werden konnte.

Die strukturelle Aufkldrung von 5-Methyl-4-hexenséure erfolgte mittels massenspektrometrischer

und 'H NMR Experimente, sowie durch Datenbankabgleich der gewonnenen Daten (ACD

LAB:).
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Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums, (s. Tab. 3.8) aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte die Anwesenheit von zwei Methylgruppen bei du 1,99 ppm und du 2,10 ppm, welche
aufgrund ihrer chemischen Verschiebung den Protonen CH3-6, bzw. CH3-7 zugeordnet wurden.
AuBlerdem lieBen sich zwei CH,-Gruppen und eine CH-Gruppe identifizieren. H-2 wurde der
Verschiebung du 4,15 ppm zugeordnet, du 2,41 ppm H-3 und du 5,63 ppm H-4. Neben diesen
Signalen war ein weiteres breites Singulett bei du 11,98 ppm zu erkennen, welches der

Hydroxylgruppe der Sdurefunktion zugeschrieben wurde.

Bisher wurde 5-Methyl-4-hexensdure unter anderem aus Eugenia uniflora (El Alfy, et al., 2003)

1soliert.

Tab. 3.8: '"H NMR Daten von 5-Methyl-4-hexenséure.

Isolierte Substanz 500 MHz
ou (DMSO-ds)

1-OH 11,98 (1H, br s)

4,15 (2H, m)

2,41 (2H, m)

5,63 (1H, t)

2,10 (3H, s)

1,99 (3H, s)

Position

~N N AW
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3.1.1.2 Isolierte Verbindungen aus dem Reisextrakt von Rhizoctonia sp.

t-Ferulasiure

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

RR-4
Rhizoctonia sp.
3,0 mg

Weilles Pulver
CioH1004

194 g/mol

18,3 min

4-Hydroxy-3-methoxyzimtsdure; Koniferenséure

Andreas985 #715 RT: 19.67 AV: 1 NL: 251E7

4743

ABL9 5e57 By12

e

1 AM131105 #2 F UV VIS 4 = 1000 (
10 AU L340 il .-c_IFqu‘nlsg[dIgDUDHUUJU]
100+
1-18,303 1
3 80
50 5
2 0]
Elas
=
2 407
i ERE
£ 2] 2089 | |327.6
] Lo
a“Tw o ikasll
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o

3224
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No spectra library hits found}

10,0

e e
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Keine lonisierung

t-Ferulasdure wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Rhizoctonia sp. gewonnen

(3,0 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Maxima bei Amx (MeOH) 216, 236 und

322 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnte im positiven lonisierungsmodus der Basispeak bei
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m/z 194,9 [M+H]" beobachtet werden, welcher eine Bestimmung des Molekulargewichtes auf 194

g/mol ermdglichte.

Die strukturelle Aufklarung der #-Ferulasdure erfolgte durch massenspektrometrische, sowie ein-

und zweidimensionalen NMR Analysen (s. Tab. 3.9).

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem Methanol, zeigte die
Anwesenheit von insgesamt acht Protonen, repréisentiert durch sechs Signale. Drei der Signale
zeigten die typische Aufspaltung eines ABx-Systems mit den Kopplungskonstanten von 8,2 und
1,9 Hz. Die Protonen resonierten bei du 7,22 ppm, Ju 6,85 ppm und du 7,10 ppm und wurden den
Protonen H-5, H-8 und H-9 zugeordnet. Des Weiteren konnte ein scharfes Singulett mit einer
Integration von drei Protonen bei einer chemischen Verschiebung von Ju 3,94 ppm beobachtet
werden, welches der aromatischen Methoxygruppe H-10 zugeordnet wurde. Zudem konnten zwei
weitere Signale bei du 7,64 ppm und du 6,35 ppm, mit jeweils einer Kopplungskonstante von 15,9
Hz, beobachtet werden, welche der trans-Doppelbindung H-2/H-3 zugeschrieben wurden. Die
Hydroxylgruppen konnten aufgrund des gewdéhlten Losungsmittels nicht detektiert werden. Die
drei beobachteten Substrukturen wurden mittels ihrer HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.4)
zusammengefiigt. Der aromatische Ring konnte durch die J Korrelationen von H-5 zu C-7 und C-
9, von H-8 zu C-4 und C-6, sowie von H-9 zu C-5 und C-7 bestitigt werden. Die Korrelation von
H-10 zu C-6 bestitigt die Annahme der Verkniipfung der Methoxygruppe mit dem aromatischen
System. Die *J Korrelationen von H-5, bzw. H-9 zu C-7, welches bei einer Verschiebung von dc
150,5 ppm vorlag, indizierte die Substitution von C-7 mit einer Hydroxylgruppe. Die Konstitution
der Seitenkette konnte durch die Korrelationen von H-2 zu C-1 und C-3, sowie von H-3 zu C-2
bestitigt werden. Durch die chemische Verschiebung von C-1 bei dc 171,0 ppm konnte die
Annahme einer endstindigen Saurefunktion bekriftigt werden. Die Verkniipfung der Seitenketten
mit dem aromatischen System erfolgte durch die °J Korrelationen von H-3 zu C-5 und C-9 und
H-2 zu C-4, sowie durch die @ Korrelationen von H-2 zu C-5 und C-9, H-5 zu C-2 sowie H-9 zu
C-2.

t-Ferulasdure wurde bisher aus den Pilzen Aspergillus unilateralis (Capon, et al., 2005),
Pycnoporus cinnabarinus (Krings, et al., 2001), Sporotrichum pulverulentum (Grupta, 1981) und

Cleviceps purpurea (Teuscher and Teuscher, 1965) isoliert.
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Abb. 3.4: HMBC Spektren von #-Ferulasdure gemessen in MeOD-d, bei 500 MHz.
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Tab. 3.9: NMR Daten von #-Ferulaséure.

Isolierte Substanz 500 MHz (MeOD-d,)

Position

on oc COSY HMBC
1 171,0
2 7,64 (1H, d, J=15,9Hz) 146,9 3 1,3,4,5,9
3 6,35 (1H, d, J/=15,9Hz) 116,5 2 2,59
4 127,8
5 7,22 (1H, d, J/~=1,9Hz) 11,8 9 2,6,7,9
6 149,4
7 150,5
8 6,85 (1H, d, J/=8,2Hz) 1159 9 4,6
9 7,10 (1H, dd, /=8,2, 1,.9Hz) 124,0 5,8 2,5,7
10 3,94 (3H, s) 56,5 6
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Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht

HPLC-Retentionszeit

Protocatechualdehyd

Synonyme 3.,4-Dihyroxybenzaldehyd
Probencode Decomp.

Quelle Rhizoctonia sp.

Menge 2,0 mg

Amorphes weilles Pulver
C7H03

138 g/mol

12,9 min

HO

HO

600_AM120704 #2 Decom U VIS 3
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- ©
@
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250 Tz sz R
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Protocatechualdehyd wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Rhizoctonia sp.

gewonnen (2,0 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 201, 212 und 281 nm auf Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch ein EI

Experiment bei 80 °C. Im Massenchromatogramm lief sich der durch a-Spaltung entstandene

Molekularpeak m/z 123 [CeHsO,]" beobachten, wodurch das Molekulargewicht auf 138 g/mol

festgelegt werden konnte.
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Die Aufkldrung der Struktur von Protocatechualedehyd erfolgte durch 'H NMR- und MS
Analysen, sowie den Vergleich der gewonnenen Messwerte mit Datenbanken (SBDS
No.5661HSP-45-702).

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.10), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte die Anwesenheit eines ABx-Systems. Die Protonen des ABx-Systems, H-5 und H-6
resonierten bei on 6,90 ppm und Jdu 7,27 ppm und H-2 bei ou 7,23 ppm. Sie zeigten dabei die fiir
ortho- und meta-Stindigkeit typischen Kopplungskonstanten von 8,1 und 2,0 Hz. Neben den
aromatischen Protonen war ein stirker tieffeldverschobenes Singulett bei du 9,70 ppm zu
erkennen, welches dem stark entschirmten aldehydischen Proton zugeschrieben wurde. Ahnlich
weit tieffeldverschoben lieBen sich zudem zwei breite Singuletts erkennen, welche bei du 9,54
ppm und Jduy 10,10 ppm auftraten und in Kombination mit dem Fehlen von 32 amu zum
detektierten Molekulargewicht als die beiden phenolischen Hydroxylgruppen 3-OH und 4-OH

interpretiert wurden.

Bisher wurde Protocatechualdehyd aus den Pilzen Inonotus obliquus (Nakajima, et al., 2007),

Phellinus igniarius (Mo, et al., 2004) und Aspergillus fumigatus (Jones, et al., 1993) isoliert.

Tab. 3.10: '"H NMR Daten von Protocatechualdehyd.

Position Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 400 MHz »
ou (DMSO-ds) ou (DMSO-dy)

2 7,23 (1H, d, J/=2,0Hz) 7,28 (1H, d)

5 6,90 (1H, d, J=8,1Hz) 6,94 (1H, dd)

6 7,27 (1H, dd, J=8,1, 2,0Hz) 7,30 (1H, d)
7 9,70 (1H, s) 9,73 (1H, s)
3-OH 9,54 (1H, br s) 9,60 (1H, br s)
4-OH 10,10 (1H, brs) 10,10 (1H, br s)

c) SBDS No.5661HSP-45-702 (Kopplungskonstanten nicht angegeben)
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3.1.2 Isolierte Verbindungen aus Pleospora sp.

3.1.2.1 Naturstoffe aus Pleospora sp.

Altersolanol A

Synonyme 1,2,3,4-Tetrahydro-1,2,3,4,5-pentahydroxy-7-methoxy-2-
methyl-[ 1R-(1a,2/,3,4a)]-10-anthracendion;
1,2,3,4-Tetrahydro-1a,2/,35,4a,5-pentahydroxy-7-
methoxy-2-methyl-anthrachinon; Stemphylin

Probencode P60H2S3-4

Quelle Pleospora sp.

Menge 121,9 mg

Physikalische Beschreibung

Rotes Pulver

Summenformel CisH160s
Molekulargewicht 336 g/mol
HPLC-Retentionszeit 14,2 min

Drehwert

-192° (¢ = 0,5; MeOH)

@)

OH
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Altersolanol A wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(121,9 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH)
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219, 270 und 433 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, als auch
negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 337,0 [M+H]" und m/z 335,3 [M-H]
erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 336 g/mol schlieen lieBen. Ebenfalls lie} sich

ein pseudomolekularer Peak bei m/z 670,8 [2M-H] erkennen, der die Aussage festigte.

Die strukturelle Aufkldrung von Altersolanol A erfolgte durch massenspektrometrische, sowie

NMR Experimente und Literaturabgleich der gemessenen Werte.

Die Untersuchung des in deuteriertem Methanol gemessenen 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.11)
zeigte die Anwesenheit von insgesamt elf Protonen. Es konnten zwei scharfe Singuletts mit einer
Integration von je drei Protonen identifiziert werden: du 1,43 ppm wurde als Methylgruppe in
Position 2 interpretiert, sowie du 3,91 ppm, interpretiert als Methoxyfunktion in Position 7. Des
Weiteren konnte ein meta-protonierter Aromat, bestehend aus den Protonen H-6 (du 6,72 ppm)
und H-8 (du 7,13 ppm), identifiziert werden, welcher mit einer fiir meta-Positionierung typischen
Kopplungskonstante von 2,4 Hz koppelte. Die bei ou 4,52 ppm, du 3,85 ppm und Ju 4,74 ppm
resonierenden Protonen konnten den Positionen H-1, H-3 und H-4 des aliphatischen Rings
zugeordnet werden. H-1 trat als Singulett auf, H-3 und H-4 als Dublett mit einer
Kopplungskonstante von je 7,4 Hz. Dies indizierte die axiale Positionierung der Protonen
zueinander. Aufgrund des verwendeten deuterierten Methanols lieBen sich die Hydroxylgruppen
nicht beobachten. Der Vergleich der gemessenen Werte mit den Literaturwerten (s. Tab. 3.11)
(Yagi, et al., 1993) fiihrte zur der Identifizierung als Altersolanol A.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene

Wert betrug -192° (c = 0,5; MeOH), der Literaturwert -200° (¢ = 0,01; EtOH) (Yagi, et al., 1993).

Altersolanol A wurde bereits aus den Pilzen Phomopsis foeniculi (Evidente, et al., 2011),
Stemphylium globuliferum (Debbab, et al., 2009), Stemphylium botryosum (Assante and Nasini,
1987), Ulocladium sp. (Andersen and Hollensted, 2008), Cladosporium sp. (Holler, et al., 2002)
und Alternaria porri, Alternaria solani und Alternaria tomatophila (Andersen, et al., 2008)

isoliert.
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Tab. 3.11: NMR Daten von Altersolanol A.

82

Isolierte Substanz 600 MHz

Lit. 100 MHz (DMSO-ds) ®

Position

ou (MeOD-d,) on oc
1 4,52 (1H, d, J=6,6Hz) 4,38 (1H, s) 68,3
2 72,7
3 3,85 (1H.d, J=7,4Hz) 3,64 (1H, m) 73,6
4 4,74 (1H, d, /=7,4Hz) 4,54 (1H, m) 68,3
5 162,9
6 6,72 (1H, d, J/=2,4Hz) 6,72 (1H, d, /=2,0Hz) 105,6
7 165,1
8 7,13 (1H, d, J/=2,4Hz) 6,93 (1H, d, /=2,0Hz) 106,7
9 183,3
10 188,1
11 109,2
12 132,9
13 141,8
14 1442
2-Me 1,43 (3H, s) 1,24 (3H, s) 22,2
7-OMe 3,91 (3H,s) 3,90 (3H, s) 56,1
1-OH 5,30 (1H, s)
2-OH 4,48 (1H, br s)
3-OH 5,00 (1H, d, J=7,0Hz)
5-OH 12,15 (1H, s)

a)(Yagi, et al., 1993)



Ergebnisse

Altersolanol B
Synonyme 1,2,3,4-Tetrahydro-2,3,5-trihydroxy-7-methoxy-2-methyl-,
(2S-cis)-9,10-anthracendion; 1,2,3,4-Tetrahydro-2§,35,5-
trihydroxy-7-methoxy-2-methyl-anthrachinon; Dactylarin
Probencode POH2-4
Quelle Pleospora sp.
Menge 1,9 mg
Physikalische Beschreibung Oranges Pulver
Summenformel CisH1606
Molekulargewicht 304 g/mol
HPLC-Retentionszeit 22,5 min
Drehwert -160° (¢ = 0,2; EtOH)
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Altersolanol B wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen
(1,9 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 217,
267 und 289 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieen sich sowohl im positiven, als auch im

negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 630,9 [2M+Na]* und m/z 303,2 [M-H]
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erkennen, die auf ein Molekulargewicht von 304 g/mol schlielen lieBen. Diese Annahme konnte
durch die Beobachtung der pseudomolekularen Ionen m/z 304,9 [M+H]"und m/z 608,8 [2M+H]*

untermauert werden.

Die Struktur wurde anhand von 'H, C und HMBC NMR Daten und deren Vergleich mit
Literaturwerten (s. Tab. 3.12) aufgeklart. Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums,
aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte die Anwesenheit von sechszehn Protonen. Hierbei
lieBBen sich zwei CH,-Gruppen erkennen, die bei du 2,54 ppm (CHz-4) und Jn 2,70 ppm (CHz-1)
resonierten, sowie die aliphatische CH-Gruppe (H-3) bei ou 3,55 ppm. Weiter tieffeldverschoben
konnten die aromatischen Protonen bei du 7,00 ppm und du 6,80 ppm identifiziert werden, welche
aufgrund ihrer Kopplungskonstante von 2,5 Hz als meta-stindig zueinander eingeordnet wurden.
Im Hochfeld konnten zwei scharfe Singuletts bei du 1,16 ppm und Ju 3,56 ppm beobachtet
werden, welche jeweils eine Integration von drei Protonen aufwiesen und somit den Positionen 2-
Me, bzw. 7-OMe zugeordnet werden konnten. Die Konstitution des aromatischen Rings konnte
durch die HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.5) von H-6 (du 6,80 ppm) zu C-5, C-7, C-8 und C-10a,
von H-8 (du 7,00 ppm) zu C-6, C-7, und C-10a, sowie von 7-OMe zu C-7 bestitigt werden.
Zudem lieB sich die 7J Korrelation des aromatischen H-8 zum Carbonylkohlenstoff C-9 der
Chinonpartialstruktur beobachten. Die Verkniipfung des ungesittigten Rings iiber die
Chinonstruktur konnte ebenfalls durch *J Korrelation von H-1 (du 2,70 ppm) zu C-9 bestitigt
werden. Des Weiteren wurden von H-1 die Korrelationen zu C-2, C-9a und 2-Me festgestellt.
CH:-4 (6n 2,54 ppm) zeigte °J Korrelationen zu C-3 und C-4a. Die Positionierung von 2-Me (dn
1,16 ppm) konnte durch die Korrelationen zu C-1, C-2, C-3 und C-9a eindeutig festgelegt werden.
Ebenso konnte 5-OH, welche aufgrund ihrer Wasserstoffbriicke zu C-10 als scharfes Singulett
erschien, durch die Korrelationen zu C-5, C-6, C7 und C-10a eindeutig positioniert werden. Die
Positionierung von 2-OH und 3-OH erfolgte anhand der typischen chemischen Verschiebung C-2
und C-3 von dc 69,0 ppm und Jc 70,2 ppm. Eine HMBC Korrelation zu C-10 konnte nicht
beobachtet werden, jedoch konnte im '*C NMR Spektrum neben dem Carbonyl-Kohlenstoff C-9
ein weiteres, weiter tieffeldverschobenes Kohlenstoffatom bei dc 187,7 ppm identifiziert werden,

welches C-10 zugeordnet wurde.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug -160° (c = 0,2; EtOH), der Literaturwert betrdgt -160° (c = 0,025; EtOH) (Yagi, et
al., 1993).

Altersolanol B wurde bereits aus den Pilzen Pleospora sp. (Ge, et al., 2005), Alternaria solani
(Yagi, et al., 1993), Alternaria porri (Suemitsu, et al., 1990) und Dichotomophthora lutea
(Hosoe, et al., 1990) isoliert.

84



Ergebnisse

n

Hassan. 1603.ser . ' )
POH2-4 . .
— ‘ SRR
— i :
1 .
—_— b Q
& O ' :
' 0
i *"N 10a J @ ‘B
]
! '
— ' ! 1] )
&« .
5 '~ | L : ,
1 '
t
— , ' .
1 |
' ‘ r . -+ !
T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 6 4 3 2 1 0
f2 (ppm)
H-8 H6 2-Me
H-1/4
Hassan.1603.ser :
POH2-4 L Pt
-3 ' we=Y s
- \ .
W
1 v ] :
_ ' .
[ ) b
— w0 ‘)'4
, v -3, 5 n'\ 3
2 , . !
— e }@0@“@4’ \
10a ¥~ 10a
_ ' ° 0% «
9a -V - 4 92 -V
— QA’ 3 . .
;e e, el “
: U
9 /'a ' ‘ glﬂ'
i ' k
70 65 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 10
f2 (ppm)

Abb. 3.5: HMBC Spektrum von Altersolanol B aufgenommen in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.12: NMR Daten von Altersolanol B. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Lit. 100 MHz (DMSO-d5) ¥

Position

ou oc HMBC ou oc
1 2,70 (2H, m) 35,8 2,9,9a,2-Me  2,5-2,7 (2H, m) 35,8
2 69,0 68,8
3 3,55 (1H, m) 70,2 3,55 (1H, m) 69,9
4 2,54 (2H, m) 29.4 3,4a 2,5-2,7 (2H, m) 28,9
5 163,3 163,4
6 6,80 (1H, d, J/=2,5Hz) 105,6 5,7,8,10a 6,77 (1H,d, J/=2,0Hz) 105,4
7 165,3 165,5
8 7,00 (1H, d, J/=2,5Hz) 106,9 6,7,9,10a 6,97 (1H, d, /=2,0Hz) 106,8
9 183,1 182,9
10 187,7 187,1
10a 108,9 108,2
8a 1333 132,7
9a 1423 141,9
4a 1427 142,9
2-Me 1,16 (3H, s) 25,2 1,2,3,9a 1,19 (3H, s) 25,1
7-OMe 3,56 (3H, s) 56,2 7 3,88 (3H, s)
2-OH 4,44 (1H, br s) 4,49 (1H, br s)
3-OH 4,78 (1H, br s) 4,76 (1H, t, J=5Hz)
5-OH 12,25 (1H, s) 5,6,7,10a 12,31 (1H, s)

a) (Yagi, et al., 1993)
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Altersolanol C

Synonyme 1,2,3,4-Ttetrahydro-1,2,3,5-tetrahydroxy-7-methoxy-2-methyl-
[1R-(10,28,3)]-9,10-anthracendion;
1,2,3,4-Tetrahydro-1,2,3,5-tetrahydroxy-7-methoxy-2-methyl-
(1R,2R,4R)-9,10-anthracendion; Dactylariol

Probencode P20H-70M-7

Quelle Pleospora sp.

Menge 72,4 mg

Physikalische Beschreibung Gelb-rote Kristalle

Summenformel Ci6H1607

Molekulargewicht 320 g/mol

HPLC-Retentionszeit 28,8 min

Drehwert -22° (¢ =0,5; MeOH)
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Altersolanol C wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(72,4 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH)
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218, 269 und 429 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieSen sich sowohl im positiven, als auch im
negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 321,0 [M+H]" und m/z 319,2 [M-H]

erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 320 g/mol schlieBen lieBen.

Die Struktur von Altersolanol C wurde mit Hilfe von 'H, *C und HMBC NMR Experimenten
und deren Vergleich mit Literaturwerten (s. Tab. 3.13) aufgekldrt. Die Untersuchung des '"H NMR
Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte eine dhnliche Signalverteilung wie
bereits zuvor fiir das Altersolanol B beschrieben. Die Ausnahme war, dass das Signal von CH,-1
fehlte, jedoch ein zusétzliches Dublett bei Ju 4,33 ppm (H-1) auftrat. Die Tieffeldverschiebung
des neuen Signals deutete auf die Substitution von C-1 mit einer Hydroxylgruppe hin. Analog
zum Altersolanol B lieBen sich zwei aromatische Protonen beobachten, H-6 (du 6,82 ppm) und H-
8 (du 7,03 ppm), welche ebenfalls mit 2,5 Hz koppelten und somit als zueinander meta-stindig
identifiziert wurden. Die Protonen des geséttigten Ringsystems traten bei du 3,75 ppm (H-3, dd,
J=16,1, 6,3 Hz), Ju 4,33 ppm (H-1, d, J/=6,6 Hz), du 2,35 ppm (H-4 &q, dt, J/=19,4, 5,9 Hz) und Ju
2,79 ppm (H-4 ax, dd, J/=19,4, 5,9 Hz) auf. Zusitzlich lieBen sich zwei Singuletts bei ou 1,27
ppm und Ju 3,91 ppm beobachten, welche iiber eine Signalintensitit von je drei Protonen
verfiigten und der Methylgruppe in Position 2, bzw. der Methoxygruppe in Position 7 zugeordnet
wurden. Daneben konnten durch die Messung in deuteriertem DMSO die Hydroxylgruppen in
Position 1 (du 5,50 ppm), 2 (Ju 4,38 ppm), 3 (du 4,67 ppm, d, J/=6,8 Hz) und 5 (du 12,19 ppm)
beobachtet werden. Letztere konnte, begriindet durch die starke Tieffeldverschiebung in
Kombination mit der Ausbildung eines scharfen Singuletts, in beta-Postion zu C-10 positioniert
werden. Die Verkniipfung der Ringsysteme wurde durch die HMBC Korrelationen bestétigt (s.
Abb. 3.6a & b). Die Konstitution des aromatischen Rings konnte, wie auch beim Altersolanol B,
durch die Korrelationen von H-6 (du 6,82 ppm) zu C-5, C-7, C-8 und C-10a, von H-8 (du 7,03
ppm) zu C-6, C-7 und C-10a, sowie von den Protonen der Methoxygruppe zu C-7 bestitigt
werden. Zudem lieB sich die Korrelation des aromatischen H-8 zum Carbonylkohlenstoff in
Position C-9 der Chinonpartialstruktur beobachten. Die Verkniipfung des ungeséttigten Rings
konnte durch die Korrelation von H-1 (du 4,33 ppm, d, J=6,6 Hz) zu C-9 als auch von H-4 (4q du
2,35 ppm, dt, J/=19,4, 9,8 Hz; ax Ju 2,79 ppm, dd, J/=19,4, 5,9Hz) zu C-9 und C-10 bestitigt
werden. Des Weiteren konnten von H-1 die Korrelationen zu C-2, C-3, C-9a und C-2Me
festgestellt werden. Die Protonen CH,-4 zeigten Korrelationen zu C-2, C-3, C-4a und C-9a. Die
Positionierung von 2-Me (du 1,27 ppm) konnte durch die Korrelationen zu C-1, C-2 und C-3
eindeutig vorgenommen werden. Ebenso konnte 5-OH (du 12.19 ppm) durch die Korrelationen zu
C-5, C-6, C-7 und C-10a eindeutig positioniert werden. Auch 1-OH (du 5,50 ppm) konnte durch
die Korrelationen zu C-1, C-2 und C-9a, 2-OH (Ju 4,38 ppm) durch die Korrelationen zu C-1, C-
2, C-3 und C-2Me und 3-OH (dn 4,38 ppm, d, /=6,8 Hz) durch die Korrelationen zu C-2, C-3

und C-4 eindeutig positioniert werden.
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Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene

Wert betrug -22° (¢ = 0,5; MeOH), der Literaturwert -14,3° (¢ = 0,12; EtOH) (Yagi, et al., 1993).

Altersolanol C wurde bereits aus den Pilzen Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012), Alternaria solani

(Yagi, et al., 1993) und Dichotomophthora lutea (Hosoe, et al., 1990) isoliert.

2-0OH

H—s H-6 JLLOH 3-OH H-1

2Me W= ¥ Ne
4 ’@ 130

I - .
3 \ «3 e
>, 1 $ﬁ
: ;¥ e,
- 90
8 L 100
&
o ,V@ ° B 108 ‘ L 110
. : L 120
130
& L 140
9a e S AN [ 150
& 5 L 160
Sw
7 1170
S 180
%
- 9 190

T T T T T T
65 60 55 50 45 40
f2 (ppm)

Abb. 3.6a: HMBC Spektrum von Altersolanol C aufgenommen in DMSO-ds bei 600 MHz
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Tab. 3.13: NMR Daten von Altersolanol C. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz/150 MHz (DMSO-ds)

Lit. 100 MHz/25 MHz (DMSO-ds) ¥

Position
on dc HMBC On oc
1 4,33 (1H, d, J=6,6Hz) 69,2 2,3,9,9a,2-Me 4,38 (1H, br's) 68,9
2 71,9 71,7
3 3,75 (1H,dd, J=16,1, 6,3Hz) 66,7 4 3,80 (1H, m) 66,5
4 2,35 (1H, dt, J=19,4, 9,8Hz) 29,0 2,3,9,10,4a,9a 2,30 (1H, dd, /=20, 9Hz) 28,6
2,79 (1H, dd, J=19,4, 5,9Hz) 2,80 (1H, dd, /=20, 9Hz)
5 1633 162,7
6 6,82 (1H, d, /=2,5Hz) 105,6 5,7,8,10a 6,80 (1H, d, /=2Hz) 105,2
7 165,6 165,1
8 7,03 (1H, d, J/=2,5Hz) 106,9 6,7,9,10a 7,02 (1H, d, J/=2Hz) 106,8
9 182,9 182,5
10 188,1 187,5
10a 109,1 108,7
4a 143,8 143,8
8a 1334 133,0
9a 143,0 142,1
2-Me 1,27 (3H, s) 21,8 1,2,3 1,27 (3H, s) 21,6
7-OMe 3,91 (3H, s) 56,3 7 3,90 (3H, s) 56,0
1-OH 5,50 (1H, s) 1,2,9a 5,51 (1H, s)
2-OH 4,38 (1H, s) 1,2,3,2-Me 4,32 (1H, brs)
3-OH 4,67 (1H, d, J=6,8Hz) 2,34 4,56 (1H, dd, J=9, 6Hz)
5-OH 12,19 (1H, s) 5,6,7,10a 12,20 (1H, s)
a) (Yagi, etal., 1993)
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Altersolanol L
Synonyme 1,3,4,4a,9,9a-Hexahydro-1,2,3,5,9-pentahydroxy-7-
methoxy-2-methyl-(1R,2R,3R,4aS,9aR,10R)-9(2H)-
anthracenon
Probencode P80D60MS3-4
Quelle Pleospora sp.
Menge 5,6 mg
Physikalische Beschreibung Rote Nadeln
Summenformel Ci6H1507
Molekulargewicht 324 g/mol
HPLC-Retentionszeit 17,5 min
Drehwert -65° (¢ = 0,56; MeOH)
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Altersolanol L wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen
(5,6 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 215

nm und 283 nm auf. Das UV Spektrum erinnerte in seiner Auspragung an die ebenfalls
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beschriebenen Verbindungen Isoscleron und Cis-3,4-Dihydro-3.4,6,8-tetrahydroxy-naphtalen-
1(2H)-on. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, als auch im negativen
Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 325,1 [M+H]" und m/z 369,2 [M+CH;COO7
erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 324 g/mol schliefen lieBen. Neben den
Basispeaks war im negativen ESI-Modus ein weiterer Peak bei m/z 323,5 [M-H] zu erkennen,

welcher die Aussage festigte.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte die
Anwesenbheit eines meta-koppelnden aromatischen Systems, welches bei on 6,34 ppm und Jy 6,74
ppm mit der typischen Kopplungskonstante von 2,4 Hz auftrat. Ein Proton, resonierend bei Jy
3,81 ppm, teilweise liberlagert von einer Methoxygruppe bei du 3,82 ppm, wurde, wie auch das
bei ou 4,88 ppm auftretenden Dublett der Hydroxylgruppe in Position 1 zugeordnet. Zudem
konnten bei Ju 1,43 ppm und Ju 2,10 ppm weitere, komplex als Dublett vom Dublett
aufgespaltene Signale, identifiziert werden, welche CH,-4 zugeordnet wurden. Ein weiteres bei du
3,54 ppm als Dublett vom Dublett auftretendes Signal wurde H-3 zugeordnet, wobei die typischen
dquatorialen-axialen und axialen-axialen Kopplungskonstanten von 4,7 und 11,7 Hz zu CH»-4
beobachtet werden konnten. Im Vergleich zu Altersolanol C unterschied sich das Altersolanol L
durch eine Massendifferenz von 4 amu und durch das Auftreten weiterer Protonensignale im
Tieffeld. Diese konnten drei weiteren CH-Gruppen bei du 2,66 ppm (H-4a), ou 2,20 ppm (H-9a)
und ou 4,63 ppm (H-9) zugeordnet werden. H-9 war hierbei zum Dublett vom Dublett mit den
Kopplungskonstanten 10,9 und 7,2 Hz aufgespalten, H-9a als komplexes Multiplett und H-4a zum
Triplett vom Dublett mit den Kopplungskonstanten 12,4 und 3,4 Hz. Dies indizierte die axiale-
dquatoriale Stellung der Protonen H-9 zu H-9a, sowie die dquatoriale-dquatoriale Stellung der
Protonen H-9a zu H-4a. Das beobachtete Signalmuster entsprach damit einer reduzierten Form

des Altersolanol C in den Positionen 4a, 9 und 9a.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug -65° (¢ = 0,5; MeOH), der Literaturwert -73° (¢ = 0,3; MeOH) (Debbab, et al., 2009).
Der Vergleich der Kopplungskonstanten von H-4a und H-9a mit denen des spéter beschrieben
Dihydroaltersolanol B, zeigte eine groBe Ubereinstimmung. Im Fall des Altersolanol L zeigt H-4a
Kopplungskonstanten von 12,4 und 3,4 Hz und H-9a von 10,9 und 2,9 Hz. Dihydroaltersolanol B
zeigte an den gleichen Positionen Kopplungskonstanten von 12,2 und 3,5 Hz. Die Stereochemie
konnte bei letzterem zusitzlich durch ROESY Experimente bestétigt werden. Daher konnte die in
der Literatur beschriebene trans-Stindigkeit revidiert werden und anstatt dessen die

Konfiguration zwischen H-4a und H-9a als cis-stindig bestimmt werden.

Altersolanol L wurde bisher nur aus Stemphyllium globiferum (Debbab, et al., 2009) und
Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.14: NMR Daten von Altersolanol L. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Position Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 600 MHz (DMSO-ds) ¥
ou (DMSO-dy) on oc
1 3,81 (1H, br s) 3,81 72,1
2 72,2
3 3,54 (1H, dd, J=11,9, 4,7Hz) 3,54 (1H, m) 69,5
4 ax. 1,43 (1H, dd, /=24,3, 11,9Hz),  ax. 1,42 (1H, q,J=12,1Hz) 29,5
aq. 2,10 (1H, m) iq. 2,10 (1H, dt)
4a 2,66 (1H, td, J/=12,4, 3,4Hz) 2,65 (1H, m) 41,5
5 164,3
6 6,34 (1H, d, J/=2,4Hz) 6,33 (1H, d, J/=2,4Hz) 98,8
7 165,7
8 6,74 (1H, dd, /=2,4, 1,1Hz) 6,74 (1H, dd, /=2,4, 1,0Hz) 104,2
8a 151,9
9 4,63 (1H, m) 4,63 (1H, m) 66,1
9a 2,20 (1H, m) 2,19 (1H, td, J/=10,9, 2,.9Hz) 45,7
10 2044
10a 108,8
2-Me 1,23 (3H, s) 1,22 (3H, s) 23,6
7-OMe 3,82 (3H, s) 3,81 3H, s) 55,6
1-OH 4,88 (1H, d, /=4,8Hz) 4,94 (1H, d, J=5,3Hz)
2-OH 3,96 (1H, s)
3-OH 4,22 (1H, br s)
5-OH 12,98 (1H, s) 12,96 (1H, s)
9-OH 5,30 (1H, d, J=3,7Hz)
10-OH 5,37 (1H, d, J=7,8Hz) 5,42 (1H, d, J=7,8Hz)

a) (Debbab, et al., 2009)
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Dihydroaltersolanol A

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

P60H2S4-4

Pleospora sp.

3,9 mg

Oranges Pulver
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Dihydroaltersolanol A wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (3,9 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 243, 292 und 348 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, als

auch im negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 339,1 [M+H]" und m/z 337,3 [M-H]

erkennen, die eine Bestimmung des Molekulargewichts auf 338 g/mol zulieen. Diese Annahme

lie3 sich durch die Beobachtung des m/z -Wertes von 698,9 [2M+Na]" verifizieren.
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Die Struktur von Dihydroaltersolanol A wurde mit Hilfe von 'H, *C und HMBC NMR
Experimenten (s. Tab. 3.15) aufgeklart.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte eine fiir

die Altersolanolderivate typische Signalverteilung.

Analog zum Altersolanol A lieBen sich zwei aromatische Protonen, H-6 (du 6,80 ppm) und H-8
(du 6,95 ppm) beobachten, welche mit 2,5 Hz koppelten und somit als meta-stindig zueinander
identifiziert wurden. Die Protonen des geséttigten Ringsystems traten bei dy 3,23 ppm (H-4a, m),
ou 3,45 ppm (H-9a, m), Ju 3,65 ppm (H-3, m), du 3,99 ppm (H-4, m) und du 4,47 ppm (H-1, m)
auf. Die Tieffeldverschiebung der letzteren deutet auf die Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom
hin. AuBlerdem lieBen sich zwei Singuletts bei ou 1,21 ppm und du 3,56 ppm beobachten, welche
tiber eine Signalintensitit von je drei Protonen verfiigten und der Methylgruppe in Position 2,
bzw. der Methoxygruppe in Position 7 zugeordnet wurden. Daneben konnte durch die Messung in
deuteriertem DMSO die Hydroxylgruppe in Position 5 (du 12,25 ppm) beobachtet werden. Diese
konnte durch die starke Tieffeldverschiebung in Kombination mit der Ausbildung eines scharfen
Singuletts eindeutig in beta-Position zu C-10 positioniert werden. Im Vergleich zum Altersolanol
A konnten zusétzlich zwei weitere Multiplettts bei du 3,23 ppm und Ju 3,45 ppm beobachtet
werden, welche jeweils iiber eine Integration von einem Proton verfiigten. Dies, in Kombination
mit dem im Vergleich zum Altersolanol A um 2 amu erhohten Molekulargewichts, deutete auf die
Hydrierung einer Doppelbindung hin. Die Verkniipfung der Ringsysteme wurde durch die HMBC
Korrelationen bestitigt (s. Abb. 3.7a & b). Die Konstitution des aromatischen Rings konnte durch
die Korrelationen von H-6 zu C-5 (dc 163,5 ppm), C-7 (dc 165,2 ppm), C-8 (¢ 106,8 ppm) und
C-10a (dc 108,9 ppm), von H-8 zu C-6 (dc 105,6 ppm) und C-10a, sowie von den Protonen der
Methoxygruppe zu C-7 bestitigt werden. Die Struktur des geséttigten Rings konnte durch die
Korrelation von H-1 zu C-2 (d¢ 71,0 ppm) und C-3 (dc 74,1 ppm), von H-3 zu C-4 (dc 70,0 ppm)
und von H-4 zu C-3 und C-4a (Jdc 48,8 ppm) bestitigt werden. Die Positionierung von 2-Me
konnte durch die Korrelationen zu C-2 und C-3 eindeutig vorgenommen werden. Ebenso konnte
5-OH (du 12,25 ppm) durch die Korrelationen zu C-5, C-6, C-7 und C-10a eindeutig positioniert
werden. Die Korrelationen von du 3,23 ppm (H-4a) zu C-3, C-4, C-9a (dc 49,0 ppm) und C-10 (dc
202,9 ppm) sowie von on 3,45 ppm (H-92a) zu C-1 (dc 74,0 ppm), C-2Me (dc 25,2 ppm), C-4a und
C-9 (oc 198,8 ppm) erlaubten im Vergleich zum Altersolanol A die Identifizierung einer
Hydrierung der Chinonpartialstruktur zwischen C-4a und C-9a. Zudem konnte durch diese
Korrelationen die gesittigte Partialstruktur mit der hydrierten Chinonstruktur verkniipft werden.
Die Korrelation von H-8 zu C-9 vervollstindigte das Bild und ermoglichte die Verkniipfung mit
der aromatischen Teilkomponente. Aufgrund mangelnder Reinheit konnte die Stereochemie der

chiralen Kohlenstoffe nicht bestimmt werden.

Dihydroaltersolanol A ist ein neuer Naturstoff.
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Abb. 3.7a: HMBC Spektrum von Dihydroaltersolanol A in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Abb. 3.7b: HMBC Spektrum von Dihydroaltersolanol A in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.15: NMR Daten von Dihydroaltersolanol A. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Position
On oc HMBC
1 4,47 (1H, m) 74,0 2,3
2 71,0
3 3,65 (1H, m) 74,1 4
4 3,99 (1H, m) 70,0 3,4a
4a 3,23 (1H, m) 48,8 3,4,9a, 10
5 163,2
6 6,80 (1H, d, J/=2,5Hz) 105,6 5,7,8,10a
7 165,2
8 6,95 (1H, d, J/=2,5Hz) 106,8 6,9, 10a
8a n.d.
9 198,8
Oa 3,30 (1H, m) 49.0 1, 2-Me, 4a, 9
10 202,9
10a 108,9
2-Me 1,16 (3H, s) 25,2 2,3
7-OMe 3,56 (3H, s) 56,2 7
5-OH 12,25 (1H, s) 5,6,10a
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Dihydroaltersolanol B

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

P60H3S4-7
Pleospora sp.

1,0 mg

gelbes Pulver
Ci6Hi1306

306 g/mol
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Dihydroaltersolanol B wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (1,0 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 219, 240 und 284 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieen sich sowohl im positiven, als

auch im negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 307,0 [M+H]" und m/z 305,4 [M-H]

erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 306 g/mol schlieBen lieen.
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Die strukturelle Aufklidrung von Dihydroaltersolanol B erfolgte durch massenspektrometrische,
sowie NMR Experimente und deren Vergleich mit noch nicht publizierten Daten aus unserer

Arbeitsgruppe (Yang, 2013).

Die Untersuchung des in deuteriertem Methanol gemessenen '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.16)
zeigte die Anwesenheit von insgesamt achtzehn Protonen. Es konnten zwei scharfe Singuletts mit
einer Integration von je drei Protonen identifiziert werden: Jdu 1,33 ppm wurde als Methylgruppe
in Position 2 und du 3,94 ppm als Methoxyfunktion in Position 7 interpretiert. Des Weiteren
konnte ein Aromat mit den Protonen H-6 (du 6,72 ppm) und H-8 (du 7,00 ppm) identifiziert
werden, welche mit einer meta-Positionierung typischen Kopplungskonstante von 2,5 Hz
koppelten. Wie auch beim Altersolanol B lieBen sich zwei CH,-Gruppen identifizieren, welche
jeweils in die axialen und dquatorialen Protonen aufgespalten vorlagen. CHa-1 resonierte bei du
1,61 ppm und du 2,26 ppm, aufgespalten zum Dublett vom Dublett mit den Kopplungskonstanten
14,4 und 11,7 Hz. CH2-4 resonierte bei du 1,85 ppm und Ju 2,37 ppm, ersteres zum Dublett vom
Dublett und letzeres zum Multiplett aufgespalten. Das Dublett vom Dublett koppelte mit 24,5 und
11.7 Hz zu den benachbarten Protonen. Dieses Aufspaltungsmuster zeigte an, dass die
benachbarte Position ebenfalls hydriert vorliegen musste. Zwei weitere Signale bei du 2,96 ppm
und Ju 3,13 ppm lagen als Triplett vom Dublett aufgespalten vor und koppelten mit 12,2und 3,5
Hz, bzw. mit 12,2 und 3,5 Hz zu den benachbarten Protonen. Dies ermdglichte die Positionierung
dieser beiden Protononen neben CH,-1 und CH)-4, sowie die Positionierung direkt
nebeneinander. In Kombination mit dem Vergleich zum Altersolanol B um 2 amu erhohten
Molekulargewicht konnte die Hydrierung der Doppelbindung weiter untermauert werden.
Dementsprechend wurden du 2,96 ppm H-4a und Ju 3,13 ppm H-9a zugeordnet. Durch die
Kopplungskonstante von 3,5 Hz konnten die beiden Protonen axial-axial zueinander angeordnet
werden. Die ROESY NMR Experimente von Yang et al bestitigten die gleichseitige
Ausrichtung,.

Dihydroaltersolanol B ist ein neuer Naturstoff.
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Tab. 3.16: NMR Daten von Dihydroaltersolanol B. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

a)

102

Isolierte Substanz

Dihydroaltersolanol B Yang et al. ¥

Position S500MHz (MeOD-d,) 600 MHz/150 MHz (Aceton-ds)
on ou oc
1 ax. 1,61 (1H, dd, /~14,4, 11,7Hz)  ax. 1,60 (1H, dd, J=14,2, 11,6Hz) 38,4
dq. 2,26 (1H, dd, /=144, 3,5Hz) 4q. 2,27 (1H, dd, J=14,2, 3,5Hz)
2 70,7
3 3,45 (1H, m) 3,48 (1H, dd, J=11,5, 4,6Hz) 74,2
4 ax. 1,85 (1H, dd, /=24,5, 11,7Hz)  ax. 1,84 (1H, dd, J=24,5, 11,8Hz) 30,8
aq. 2,37 (1H, m) 4q. 2,39 (1H, m)
4a 2,96 (1H, td, J=12,2, 3,5Hz) 3,03 (1H, td, J=12,5, 3,5Hz) 48,6
5 165,0
6 6,72 (1H, d, J=2,5Hz) 6,71 (1H, d, J=2,5Hz) 106,4
7 167,1
8 7,00 (1H, d, J=2,5Hz) 6,95 (1H, d, J=2,5Hz) 105,3
8a 113,2
9 197,7
9a 3,13 (1H, td, J=12,2, 3,5Hz) 3,20 (1H, td, J=12,2, 3,6Hz) 46,8
10 203,1
10a 105,6
2-Me 1,33 (3H, s) 1,31 (3H, s) 27,2
7-OMe 3,94 3H, s) 3,94 (3H, s) 56,7

(Yang, 2013)
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Dihydroaltersolanol C

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

P20H80MS2-9-2
Pleospora sp.

7,1 mg

Oranges Pulver
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322 g/mol
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Dihydroaltersolanol C wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (7,1 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 242, 289 und 347 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieen sich sowohl im positiven, als

auch im negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 323,1 [M+H]" und m/z 321,3 [M-H]

erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 322 g/mol schlieffen lieBen. Dieses liel sich

zudem durch die Beobachtung des m/z -Wertes von 667,0 [2M+Na]* untermauern.
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Die Struktur von Dihydroaltersolanol C wurde mit Hilfe von 'H, 3C, HMBC und ROESY NMR
Experimenten (s. Tab. 3.17) aufgeklart.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte eine fiir

die Altersolanolderivate typische Signalverteilung.

Analog zum Altersolanol C lieBen sich zwei aromatische Protonen beobachten, H-6 (Ju 6,80 ppm)
und H-8 (du 6,95 ppm), welche eine Kopplungskonstante von 2,5 Hz aufwiesen und somit als
meta-stindig zueinander identifiziert wurden. Die Protonen des geséttigten Ringsystems traten bei
ou 4,12 ppm (H-1, br s), du 3,51 ppm (H-3, m), du 1,64 ppm (H-4 4q, dt, /=12,2, 10,8, 4,3 Hz)
und Jy 2,15 ppm (H-4 ax, m) auf. AuBerdem lieBen sich zwei Singuletts bei dy 1,21 ppm und Jy
3,88 ppm beobachten, welche iiber eine Signalintensitit von je drei Protonen verfiigten und der
Methylgruppe in Position 2 bzw. der Methoxygruppe in Position 7 zugeordnet wurden. Daneben
konnte durch die Messung in deuteriertem DMSO die Hydroxylgruppe in Position 5 (du 12,20
ppm) beobachtet werden. Diese konnte durch die starke Tieffeldverschiebung in Kombination mit
der Ausbildung eines scharfen Singuletts eindeutig positioniert werden. Im Vergleich zum
Altersolanol C konnte zusétzlich ein weiteres Multiplett bei ou 3,30 ppm und ein weiteres Signal
bei du 3,35 ppm beobachtet werden, welche jeweils fiir ein Proton integrierten. Dies, in
Kombination mit dem im Vergleich zum Altersolanol C um 2 amu erh6hten Molekulargewicht,
deutete auf die Hydrierung einer Doppelbindung hin. Die Verkniipfung der Ringsysteme wurde
durch die HMBC Korrelationen bestitigt (s. Abb. 3.8a & b). Die Konstitution des aromatischen
Rings konnte wie auch beim Altersolanol C durch die Korrelationen von H-6 zu C-7 (dc 165,1
ppm), C-8 (dc 104,0 ppm) und C-10a (dc 112,1 ppm), von H-8 zu C-6 (éc 105,6 ppm), C-7 und
C-10a, sowie von den Protonen der Methoxygruppe zu C-7 bestétigt werden. Zudem lief} sich die
Korrelation des aromatischen H-8 zum Carbonylkohlenstoff in der Position C-9 (dc 195,4 ppm)
der Chinonpartialstruktur beobachten. Die Verkniipfung des ungesittigten Rings konnte durch die
Korrelation von H-1 (du 4,12 ppm) zu C-9 und C-10 (dc 203,6 ppm) bestdtigt werden. Des
Weiteren konnten von H-1 die Korrelationen zu C-2 (dc 71,9 ppm), C-3 (dc 70,4 ppm), C-4a (dc
42,2 ppm) und C-9a (éc 42,3 ppm) festgestellt werden. Die Protonen CH»-4 zeigten Korrelationen
zu C-2, C-3, C-4a und C-9a. Die Positionierung von 2-Me konnte durch die Korrelationen zu C-1
(0c 69,4 ppm), C-2 und C-3 eindeutig vorgenommen werden. Ebenso konnte 5-OH durch die
Korrelationen zu C-5 (dc 162,8 ppm), C-6, C-7 und C-10a eindeutig positioniert werden. Die
Korrelationen von du 3,30 ppm und Ju 3,35 ppm zu C-4, C-4a, C-9, und C-10 erlaubte die
Identifizierung einer Hydrierung in der Chinonpartialstruktur im Vergleich zum Altersolanol C.
Die Korrelationen zu C-4, C-9, C-9a und C-10 verkniipften damit die geséttigte Partialstruktur mit
der hydrierten Chinonstruktur. Im ROESY Spektrum (s. Abb. 3.9) konnten die Korrelationen
zwischen H-1, 2-Me und H-9a, sowie zwischen H-3, H-2-Me und H-4 4q. und H-4 4q./ax. zu H-
4a und H-9a beobachtet werden, jedoch keine zwischen H-1 und H-4a, wie es im Fall des

Dihaydroaltersolanol B zu erkennen war. Dies deutet darauf hin, dass die Protonen H-4a und H-9a
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trans-stindig zueinander angeordnet sind. Da H-4a und H-9a jedoch teilweise mit Methanol
iiberlagert sind, konnten die Kopplungskonstanten nicht berechnet werden und die Frage der

relativen Konfiguration ist nicht eindeutig zu kléren.

Dihydroaltersolanol C ist ein neuer Naturstoff.
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Abb. 3.8a: HMBC Spektrum von Dihydroaltersolanol C in DMSO-ds bei 600MHz.
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Tab. 3.17: NMR Daten von Dihydroaltersolanol C. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Position

on oc HMBC ROESY
1 4,12 (1H, br s) 69,4 2,3,4a,9,9a,10 H-2-Me
2 71,9
3 3,51 (1H, m) 70,4 4 H-4 4q, H-2-Me
4 ax. 1,64 (1H, tdd, 12,2, 10,8, 4,7Hz) 29,3 2,3,4a,9a, 10 H-4a/9a

aq. 2,15 (1H, m) H3
4a 3,35 (1H, m)* 42,2 4,4a,9, 10 H-4ax/dq
5 162,8
6 6,80 (1H, d, J/=2,5Hz) 105,6 7,8, 10a H-8, H-7-OMe, 5-OH
7 165,1
8 6,95 (1H, d, J/=2,5Hz) 104,0 6,7,9,10a H-6, H-7-OMe
8a 136,4
9 195.,4
9a 3,30 (1H, m)* 423 4,4a,9,9a, 10 H-1, H-2Me
10 203,6
10a 112,1
2-Me 1,21 (3H, s) 22,9 1,2,3 H-1, H-3, H-9a
7-OMe 3,88 (3H, s) 56,1 7 H-6, H-8
5-OH 12,20 (1H, s) 5,6,7,10a H-6

* vom Losungsmittel teilweise liberlagert
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Tetrahydroaltersolanol B

Synonyme 1,3,4,4a,9a,10-Hexahydro-2,3,8,10-tetrahydroxy-6-
methoxy- 3-methyl-[2R-(2a,3a,4a0,9af3,100)]-9(2H)-
anthracenon

Probencode P60H3S4-5
P60H2S4-7.2

Quelle Pleospora sp.

Menge 9,2 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel C16H2006

Molekulargewicht 308 g/mol

HPLC-Retentionszeit 19,0 min

Drehwert -20° (¢ =0,25; MeOH)
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Tetrahydroaltersolanol B wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.
gewonnen (9,2 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax
(MeOH) 215 nm und 283 nm auf. Das UV Spektrum erinnerte in seiner Auspriagung, wie auch

das Altersolanol L, an die ebenfalls beschriecbenen Verbindungen Isoscleron und 4-
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Hydroxyscylaton. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, wie auch negativen
Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 309,1 [M+H]" und m/z 353,1 [M+CH;COO7
erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 308 g/mol schliefen lieBen. Neben den
Basispeaks waren im negativen ESI Modus weitere pseudomolekulare lonen m/z 307,6 [M-H]
und m/z 660,7 [2M+CH3;COO] zu erkennen, sowie im positiven ESI Modus m/z 639,0
[2M+Na]*. Diese Beobachtungen ermdoglichten die eindeutige Bestimmung des

Molekulargewichtes.

Die Struktur des Tetrahydroaltersolanol B wurde mit Hilfe eines Abgleichs der aufgenommen 'H

NMR Daten mit Literaturwerten aufgeklart.

Die Untersuchung des in deuteriertem DMSO aufgenommen 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.18)
zeigte die Anwesenheit von achtzehn Protonen. H-5 (du 6,71 ppm, dd, J = 2,3, 1,1 Hz) und H-7
(0u 6,36 ppm, d, J = 2,3 Hz) wurden entsprechend ihrer chemischen Verschiebung und der
Kopplungskonstante dem meta-koppelnden aromatischen System zugeordnet. Ebenfalls dem
aromatischen System konnte das scharfe Singulett bei Ju 3,82 ppm zugeordnet werden, als 6-
OMe. Zusitzlich zu den aromatischen Signalen konnten die Hydroxylgruppen in Position 2 (du
4,46 ppm), 3 (du 3,90 ppm) und 10 (du 5,64 ppm) beobachtet werden. Im Gegensatz zu den nicht
hydrierten oder nur zweifach hydrierten Altersolanol-Derivaten lie sich im Fall des
Tetrahydroaltersolanol B keine Wasserstoftbriicke zwischen der aromatischen Hydroxylgruppe
und dem in S-Position befindlichen Kohlenstoffatom erkennen, was auf eine Hydrierung der
Chinonpartialstruktur hindeutete. Ebenfalls lieBen sich die Protonen des geséttigten Ringsystems
beobachten, welche sich als vier CH-Gruppen und zwei CH>-Gruppen darstellten, wobei die
axialen und dquatorialen Protonen deutlich aufgespalten vorlagen. Die beiden CH,-Gruppen CH;-
1 und CH»-4 resonierten bei on 1,47 ppm (ax, q, J = 12,0, 12,0, 12,0 Hz) und du 2,15 ppm (dq, m),
bzw. bei du 1,22 ppm (ax, m) und du 2,15 ppm (dq, m). Die CH-Gruppen H-4a resonierte bei du
1,95 ppm als Multiplett. Ebenfalls dem geséttigten Ringsystem konnte die Methylgruppe, welche

bei du 1,17 ppm resonierte, als 2-Me zugeordnet werden.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug -22° (¢ = 0,25; MeOH), der Literaturwert betrdgt -41,2° (¢ = 0,068; EtOH)
(Okamura, et al., 1996).

Tetrahydroaltersolanol B wurde zuvor bereits aus den endophytischen Pilzen Stemphylium
globiferum (Teiten, et al., 2013), Alternaria solani (Okamura, et al., 1996) und Alternaria sp.
(Zheng, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.18: NMR Daten von Tetrahydroalterolanol B. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 600 MHz (DMSO-de)”

Position
ou (DMSO-dy) on oc
1 ax 1,47 (1H, q, /=12,0, 12,0, 12,0Hz) ax. 1,47 (1H, m, J=12,5, 12,1, 11,7Hz) 29,2
dq. 2,15 (1H, m) dq. 2,13 (1H, m, J/=12,5, 4,4, 4,0Hz)
la Uberlagert von DMSO 2,46 (1H, m, J=12,3, 12,1, 4,0Hz) 46,9
2 3,28 (1H, dd, J=11,7, 4,4Hz) 73,4
3 69,5
4 ax. 1,22 (1H, m) ax. 1,21 (1H, dd, J=13.4, 12,1Hz) 41,1
aq. 2,15 (1H, m) aq. 2,17 (1H, dd, /=134, 3,6Hz)
4a 1,95 (1H, m) 1,96 (1H, m, J=12,3,12,1, 10,9, 3,6Hz) 41,6
5 6,71 (1H, dd, J/=2,3, 1,1Hz) 6,71 (1H, dd, /22,4, 1,2Hz) 103,9
6 165,7
7 6,36 (1H, d, J/=2,3Hz) 6,35 (1H, d, /=2,4Hz) 98,9
8 164,3
9 203,1
9a 109,1
10 4,28 (1H, m) 4,29 (1H, br d) 70,7
10a 151,6
3-Me 1,17 (3H, s) 1,17 (3H, s) 26,9
6-OMe 3,82 (3H, s) 3,82 (3H, s) 55,5
2-OH 4,46 4,43
3-OH 3,90 3,78
10-OH 5,64 5,62

a) (Okamura, et al., 1996)
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Tetrahydroaltersolanol F

Synonyme

Probencode
Quelle

Menge

Summenformel

Molekulargewicht

Physikalische Beschreibung

HPLC-Retentionszeit

P60H2S2-3-7
Pleospora sp.
1,5 mg

CisH2,07

350 g/mol

22,5 min

-21° (¢ =0,3; Aceton)

Weil3-gelbliches Pulver

2-(Acetyloxy)-1,3,4,4a,9a,10-hexahydro-3,8,10-trihydroxy-6-
methoxy-3-methyl-(2R,3S,4a8,9aS,10R)-9(2H)-anthracenon

Drehwert
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Tetrahydroaltersolanol F wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (1,5 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 215, 233 und 286 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieSen sich sowohl im positiven, als

auch im negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 351,0 [M+H]" und m/z 395,1
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[M+CH3COO] erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 350 g/mol schlieBen lieen.
Zudem konnte das pseudomolekulare Ion m/z 349,5 [M-H] beobachtet werden.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.19), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
ergab erneut das typische Signalmuster eines Anthrachinonderivates. Es zeigten sich die beiden
mit 2,4 Hz koppelnden Protonen des meta-substituierten aromatischen Systems bei du 6,37 ppm
und Jdu 6,72 ppm. Die als scharfes Singulett ausgepragte Wasserstoftbriicke zwischen 5-OH und
der benachbarten Ketofunktion in Position 10 wurde bei oy 12,82 ppm identifiziert. Neben diesen
Signalen konnten drei weitere Methylgruppen identifiziert werden, welche bei ou 1,11 ppm, du
2,07 ppm und Ju 3,82 ppm resonierten. Wie bei allen bisher beschrieben Verbindungen, wurde
die Methylgruppe bei du 1,11 ppm Position 2 und die bei Jn 3,82 ppm der Methoxygruppe der
Position 7 zugeordnet. Im Unterschied zum Signalset des Tetrahydroaltersolanol B zeigte sich
jedoch eine zusitzliche Methylgruppe, was in Kombination mit dem um 42 amu erhohten
Molekulargewicht auf eine Acetylgruppe schlieBBen lieB. Die Positionierung der Acetylgruppe an
Position 3 lieB sich durch die Tieffeldverschiebung des Protons in Position 3 von dy 3,28 ppm, im
Fall des Tetrahydroaltersolanol B, zu du 4,64 ppm begriinden. Die beiden CH»-Funktionen in den
Positionen 1 und 4, wie auch die Methylgruppe 2-Me, zeigten gegeniiber dem
Tetrahydroalterolanol B kaum verdnderte chemische Verschiebungen und traten bei dx 1,37 ppm

und Ju 2,17 ppm, bezichungsweise bei du 1,64 ppm und du 2,04 ppm auf.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestitigt. Der gemessene
Wert betrug -21° (¢ = 0,3; Aceton), der Literaturwert betrdgt -33,1° (¢ = 0,45; Aceton) (Zheng, et
al., 2012).

Tetrahydroaltersolanol F wurde bisher nur aus einer mit einer Weichkorrale assoziierten

Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.19: NMR Daten von Tetrahydroaltersolanol F. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 600 MHz (CDCl;) ®

Position
ou (DMSO-ds) on oc
1 ax. 1,37 (1H, m) ax.1,40 (1H, dd, J=13,8,12,6Hz) 40,7
4q. 2,16 (1H, m) aq. 2,48 (1H, dt, J=13,6, 3,6Hz)
2 70,2
3 4,64 (1H, dd, J=11,8,4,4Hz) 4,79 (1H, dd, J~=12,0, 4,8Hz) 76,9
4 ax. 1,64 (1H, m) ax. 1,77 (1H, ddd, J=12,6, 12,0, 12,0Hz) 25,9
4q. 2,04 (1H, m) 4q. 2,36 (1H, ddd, J=12,6, 4,8, 3,6Hz)
4a 2,16 (1H, m) 2,45 (1H, ddd, J=12,0, 12,0, 3,6Hz) 46,9
5 165,5
6 6,37 (1H, d, J/=2,4Hz) 6,31 (1H, d, J/=2,4Hz) 99,9
7 166,5
8 6,72 (1H, d, J/=2,4Hz) 6,73 (1H, br s) 104,3
9 4,34 (1H, d, /=10,7Hz) 4,39 (1H, d, /=10,8Hz) 72,6
Oa 2,04 (1H, m) 2,21 (1H, dddd, J=12,6, 12,0, 10,8, 3,6Hz) 149,0
10 200,7
10a 109,4
2-Me 1,11 (3H, s) 1,26 (3H, s) 27,0
7-OMe 3,83 (3H, s) 3,82 (3H, s) 55,7
3-Acetyl 2,07 (3H,s) 2,14 (3H, s) 170,2
5-OH 12,82 (1H, s) 12,70 (1H, s) 21,1

a) (Zheng, et al.,2012)
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/O

4
3 10 9
4a
9a
9 8
1

Macrosporin
Synonyme 1,7-Dihydroxy-3-methoxy-6-methyl-anthrachinon
Probencode P60H-1
P60H2S4-13

Quelle Pleospora sp.
Menge 3,6 mg
Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver
Summenformel Ci6H1205
Molekulargewicht 284 g/mol
HPLC-Retentionszeit 32,0 min
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Macrosporin wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(3,6 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 224,

284 und 383 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieen sich sowohl im positiven, als auch im

negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 2852 [M+H]"

und m/z 283,3 [M-HJ

erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 284 g/mol schlieen lie3en.
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Die Struktur des Macrosporins wurde mit Hilfe eines Literaturvergleichs der aufgenommenen 'H
NMR Daten, sowie den gewonnenen massenspektrometrischen Daten aufgekldrt. Die
Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.20), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte die Anwesenheit von zwei aromatischen Systemen, wobei es sich um ein meta-koppelndes
System mit den Protonen H-2 (du 6,84 ppm) und H-4 (du 7,18 ppm) mit einer
Kopplungskonstante von je 2,5 Hz, sowie um ein para-koppelndes System mit den Protonen H-5
(0u 7,94 ppm, s) und H-8 (du 7,58 ppm, s) handelte. Neben den aromatischen Protonen konnten
zwei Singuletts mit der Integration von je drei Protonen beobachtet werden. Ein
tieffeldverschobenes Signal lag bei du 3,93 ppm vor und wurde der aromatischen Methoxygruppe
in Position 3 zugeordnet, sowie ein hochfeldverschobenes Signal bei Jou 2,29 ppm, welches als die

aromatische Methylgruppe in Position 6 identifiziert wurde.

Macrosporin wurde bereits aus Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012), Ampelomyces sp. (Aly, et al.,
2008), Stemphylium sp. (Debbab, et al., 2009), Phomopsis sp. (Evidente, et al., 2011, Wheeler, et
al., 1975) und Ulocladium sp. (Andersen and Hollensted, 2008) isoliert.

116



Ergebnisse

Tab. 3.20: NMR Daten von Macrosporin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 300 MHz/75 MHz (DMF-d,) ®

Position
ou (DMSO-dy) ou oc

1 165,8
2 6,84 (1H, d, J/=2,5Hz) 6,80 (1H, d, J/=2,5Hz) 106,0
3 167,0
4 7,18 (1H, d, J=2,5Hz) 7,19 (1H, d, J/=2,5Hz) 107,8
4a 136,0
5 7,94 (1H, s) 7,95 (1H, s) 130,8
6 133,0
7 162,5
8 7,58 (1H, s) 7,67 (1H, s) 111,8
8a 134,1
9 187,6
9a 111,1
10 181,2
10a 126,0
CH3 2,29 (1H, s) 2,37 (1H, s) 16,4
OCH3 3,93 (1H, s) 4,00 (1H, s) 56,7

a) (Suemitsu, et al., 1989a)
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Methylalaternin

Synonyme 3,4,5-Trihydroxy-7-methoxy-2-methyl-anthrachinon
Probencode P8OD60MS3-6

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,2 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci6H1206

Molekulargewicht 300 g/mol

HPLC-Retentionszeit 33,5 min
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Keine lonisierung

Methylalaternin wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(1,2 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 228,

282 und 438 nm auf. Das UV Spektrum erinnert in seiner Auspriagung an die bereits beschriebene

Verbindung Macrosporin, wobei das Absorptionsmaximum im langwelligen Bereich deutlich

bathochrom verschoben vorlag.
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Ionisierungsmodus eine schwache lonisierung beobachten. Durch das pseudomolekulare lon mit

m/z 301,2 [M+H]" konnte auf ein Molekulargewicht von 300 g/mol geschlossen werden.

Die Struktur wurde anhand von NMR- und massenspektrometrischen Experimenten, sowie des

Abgleichs der gewonnenen Daten mit Literaturwerten aufgeklart.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.21), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte drei Signale, die dem aromatischen Bereich zugeordnet wurden. Hierbei handelte es sich
um ein meta-koppelndes aromatisches System mit Protonen, die bei dx 6,86 ppm und du 7,20 ppm
resonierten und mit 2,5 Hz koppelten. Zusétzlich lieB sich ein weiteres aromatisches Singulett bei
ou 7,59 ppm beobachten, welches auf einen weiteren, fiinffach substituierten Aromaten schlieBen
lieB. Zudem konnte ein Singulett bei Jduy 2,28 ppm mit einer Integration von drei Protonen
beobachtet werden, welches als die aromatische Methylgruppe in Position 2 interpretiert wurde.
Ebenfalls mit einer Integration von drei Protonen resonierend bei du 3,94 ppm, konnte ein
Singulett detektiert werden, welches als die aromatische Methoxygruppe 7-OMe interpretiert
wurde. Der Vergleich der gemessenen Daten mit den Literaturwerten (Hassan, 2007) ermoglichte

die eindeutige Identifizierung der isolierten Substanz als Methylalaternin.

Methylalaternin wurde bereits aus den Pilzen Stemphylium sp. (Debbab, et al., 2009) und
Ampelomyces sp. (Aly, et al., 2008), sowie der Pflanze Cassia tora (Lee, et al., 1998) isoliert.

Tab. 3.21: NMR Daten von Methylalaterin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz  Lit. 500 MHz ¥

Position

oun (DMSO-dy) ou (DMF-d>)
2 6,86 (1H, d, J/=2,5Hz) 6,84 (1H, d, J/=2,0Hz)
4 7,20 (1H, d, J/=2,5Hz) 7,24 (1H, d, J/=2,0Hz)
5 7,59 (1H, s) 7,62 (1H, s)
2-Me 2,28 (3H, s) 2,34 (3H, s)
7-OMe 3,94 (3H, s) 4,01 (3H, s)

a) (Hassan, 2007)
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Physikalische Beschreibung

Rote Kristalle

Alterporriol A+B

Synonyme 546',7',8-Tetrahydro-4,4',5',6,6',7',8'-heptahydroxy-
2,2'- dimethoxy-7,7'-dimethyl-[ 1,1'-bianthracen]-9,
9',10,10'-tetron

Probencode P60H2S4-9.1.4

Quelle Pleospora sp.

Menge 2,4 mg

Summenformel C3,Ho6013
Molekulargewicht 618 g/mol
HPLC-Retentionszeit 25,8 min
o — .
Drehwert -88° (¢ = 0,2; EtOH)
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Alterporriol A und B wurden als ein Gemisch im Verhéltnis 2:1 aus der Ethylacetatfrakion des

Reisextraktes

von Pleospora

sp. gewonnen (2,4 mg). Die Substanzen wiesen drei

charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amx (MeOH) 226, 281 und 441 nm auf, die typisch

120




Ergebnisse

fiir Anthrachinonderivate sind (vgl. Altersolanol A-C). Im ESI Massenspektrum lieen sich
sowohl im positiven, als auch im negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 619,0
[M+H]" und m/z 617,3 [M-H] erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 618 g/mol

schlief3en lielen.

Die strukturelle Aufkldrung von Alterporriol A und B erfolgte mittels 'H NMR-, sowie

massenspektrometrischen Experimenten und dem Literaturabgleich der gewonnenen Daten.

Bei der Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.22) zeigte sich ein doppeltes Set an
Signalen, welche ihrer Integration nach in dem bereits beschriebenen Mengenverhéltnis von ca.
2:1 zueinander standen. Insgesamt lielen sich je vier aromatische Protonen erkennen, welche im
Fall des Alterporriol A bei du 6,95 ppm, du 7,56 ppm, du 7,71 ppm und du 6,93 ppm auftraten,
bezichungsweise bei du 6,95 ppm, du 7,55 ppm, du 7,70 ppm und du 6,93 ppm im Fall des
Alterporriol B. Diese Signale konnten den Positionen 4, 5, 8 und 3' zugeordnet werden. Neben
den aromatischen Protonen konnten je zwei aromatische Methoxygruppen, die bei du 3,70 ppm
und Ju 3,72 ppm, beziehungsweise du 3,69 ppm und Ju 3,71 ppm resonierten, den Positionen 2-
OMe und 2'-OMe zugeordnet werden. Neben diesen Signalen waren je eine aromatische
Methylgruppe bei Jdu 2,20 ppm zu erkennen, sowie eine aliphatische Methylgruppe bei oy 1,13
ppm, welche den Positionen 7-Me und 7'-Me entsprachen. Bemerkenswerterweise war hier kein
Unterschied zwischen den beiden Verbindungen zu erkennen. Des Weiteren lielen sich drei
aliphatische Signale bei du 5,48 ppm, du 4,04 ppm und Jn 4,47 ppm, beziehungsweise bei du 5,63
ppm, ou 4,04 ppm und Jdu 4,48ppm, beobachten, die aufgrund ihrer chemischen Verschiebung in
unmittelbarer Nachbarschaft zu Sauerstoffatomen liegen mussten. Sie wurden daher als 5', 6' und
8' identifiziert. Der Vergleich der chemischen Verschiebungen mit den Literaturwerten erlaubte
die Identifizierung als Gemisch von Alterporriol A und B, Anthrachinon-Heterodimeren, welche
aus den Untereinheiten Macrosporin und Altersolanol A aufgebaut sind. Die unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen lieB3en sich trotz identischer HPLC Retentionszeit durch eine axiale

Chiralitdt der Biarylachse erklaren.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug -88° (c = 0,2; EtOH), der Literaturwert betrigt -235° (¢ = 0,05; EtOH) (Suemitsu, et
al., 1987).

Alterporriol A und B wurden bereits aus Alternaria sp. (Ohnishi, ef al., 1992, Yagi, et al., 1993)
und Stemphylium sp. (Debbab, et al., 2009) isoliert.
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Tab. 3.22: NMR Daten von Alterporriol A und B. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanzen 500 MHz

Lit. 400 MHz »

Position Alterporriol A Alterporriol B Alterporriol A Alterporriol B

Jou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy) ou (THF-d;) ou (THF-dj)
4 6,95 (1H, s) 6,95 (1H, s) 6,80 (1H, s) 6,77 (1H, s)
5 7,56 (1H, s) 7,55 (1H, s) 7,50 (1H, s) 7,50 (1H, s)
8 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, s) 7,70 (1H, s) 7,69 (1H, s)
3 6,93 (1H, s) 6,93 (1H, s) 6,78 (1H, s) 6,77 (1H, s)
5! 5,48 (1H,d,J=7,2Hz) 5,63 (1H, d, J=6,7Hz) 4,63 (1H, d, J=6,5Hz) 4,70 (1H, d, J/=6,5Hz)
6' 4,04 (1H, d, /=7,2Hz) 4,04 (1H, d, J=6,7Hz) 3,69 (1H, d, J/=6,5Hz) 3,76 (1H, d, /=6,5Hz)
8' 4,47 (1H, s) 4,48 (1H, s) 4,26 (1H, s) 4,29 (1H, s)
7-Me 2,20 (3H, s) 2,20 (3H, s) 2,23 (3H, s) 2,54 (3H, s)
2-OMe 3,70 (3H, s) 3,69 (3H, s) 3,63 (3H, s) 3,68 (3H, s)
6-OH 13,06 (1H, s) 13,05 (1H, s) 13,10 (1H, s) 13,06 (1H, s)
4/4-OH 13,67 (1H, s) 13,60 (1H, s) 13,74 (1H, s) 13,70 (1H, s)
7'-Me 1,13 (3H, s) 1,13 (3H, s) 1,27 (3H, s) 1,26 (3H, s)
2'-OMe 3,72 (3H, s) 3,71 (3H, s) 3,69 (3H, s) 3,67 (3H, s)

a) (Suemitsu, et al., 1987)
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Drehwert

-100° (c = 0,1; EtOH)

Alterporriol D

Synonyme 6,6'-Dimethoxy-3,3'-dimethyl-1,2,3,4,8,1',2",3",4',8'-
decahydroxy-1,1',2,2',4,4'-hexahydro-5,5'-bianthrachinon

Probencode P8OD60MS2-1

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,8 mg

Physikalische Beschreibung Rote Nadeln

Summenformel C3:H30016

Molekulargewicht 670 g/mol

HPLC-Retentionszeit 14,6 min
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Alterporriol D wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(1,8 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 225,

276 und 460 nm auf. Das UV Absorptionsspektrum erinnert in seiner Ausprigung an die

strukturverwandten Verbindungen Altersolanol A und Altersolanol C. Im ESI Massenspektrum
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lieBen sich sowohl im positiven, als auch im negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z
671,1 [M+H]" und m/z 669,3 [M-H] erkennen, durch welche auf ein Molekulargewicht von 670
g/mol geschlossen werden konnte. Neben den Basispeaks war auch das pseudomolekulare lon m/z

714,6 [2M+CH3;COO]" zu erkennen, was die Aussage bekriftigte.

Die Struktur wurde mit Hilfe eines 'H NMR Experimentes, sowie durch Vergleich des
literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Die Untersuchung des in deuteriertem Methanol
aufgenommenen '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.23) zeigte die Anwesenheit von insgesamt nur
zehn Protonen, was jedoch unter Beriicksichtigung des Molekulargewichtes von 670 g/mol als das
Signalset eines Homodimers interpretiert wurde. Die Untersuchung des aromatischen Bereiches
zeigte ein aromatisches Proton bei dy 6,85 ppm, welches aufgrund des Aufspaltungsmusters als
Singulett der Position 7, bzw. 7' zugeordnet wurde. Ebenfalls dem Aromaten zugeordnet wurde
ein Singulett bei du 3,73 ppm und einer Integration von drei Protonen, als aromatische
Methoxyfunktion in Position 6, bzw. 6'. Neben den aromatischen Signalen konnten vier Signale
des aliphatischen Bereichs gefunden werden. Eines davon, resonierend bei du 1,38 ppm und
ebenfalls mit einer Integration von drei Protonen, konnte der Methylgruppe in Position 3, bzw. 3'
zugeordnet werden. Des Weiteren lieB3 sich ein Singulett bei du 4,32 ppm beobachten, welches
aufgrund der Tieffeldverschiebung in einer unmittelbaren Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom
stehen musste und, da es kein Aufspaltungsmuster zeigte, als H-4, bzw. H-4' identifiziert wurde.
Die beiden {iibrigen Signale, die bei du 4,75 ppm und Ju 3,80 ppm auftraten, zeigten eine
Kopplungskonstante von 7,4 Hz, was auf eine axiale-axiale Positionierung der Protonen
zueinander hindeutet. Die chemische Tieffeldverschiebung zeigte auch hier die unmittelbare
Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom an. Die beiden Signale konnten somit den Positionen 1
und 2, bzw. 1' und 2' zugeordnet werden. Aufgrund dieser Zuordnung und des Fehlens eines
Signals von H-5 der Altersolanol A Untereinheit, mussten die beiden Substrukturen iiber eine
Biarylachse zwischen 5 und 5' miteinander verkniipft sein. Ein weiteres Indiz hierfiir war der
Vergleich mit den chemischen Verschiebungen des Altersolanol A, was ebenfalls in deuteriertem
Methanol gemessen wurde. H-6 von Altersolanol A lag dort mit einer chemischen Verschiebung
von ou 6,72 ppm vor, welches dquivalent zum H-7 des Alterporriol D ist. Letzteres liegt jedoch

bei ou 7,13 ppm.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug -100° (¢ = 0,1; EtOH), der Literaturwert betragt -800° (c = 0,01; EtOH) (Suemitsu, et
al., 1989b).

Bisher wurde Alterporriol D aus Stemphyllium globiferum (Debbab, et al., 2009), Ampelomyces
sp. (Aly, et al., 2008), Alternaria porrii (Ohnishi, et al., 1991) und Pleospora herbarum

(Kanamaru, ef al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.23: NMR Daten von Alterporriol D. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz  Lit. 400 MHz (THF-ds)

Position
ou (MeOD-dy) on oc
/1 4,75 (1H, d, J/=7,4Hz) 4,74 (1H, d, /=6,5Hz) 684
la/1a’' 144,5
2/2' 3,80 (1H, d, J/=7,4Hz) 4,32 (1H, d, J/=6,5Hz) 73,7
3/3' 72,8
4/4' 4,32 (1H, s) 4,26 (1H, s) 68,2
4a/4a' 1427
5/5' 121,4
6/6' 163,6
7T 6,85 (1H, s) 6,77 (1H, s) 104,1
8/8' 163,5
9/9' 188,8
9a/9a' 109,3
10/10' 184,0
10a/10a’ 129,8
3-Me/3'-Me 1,38 (3H, s) 1,33 (3H, s) 22,2
6-OMe/6'-OMe 3,73 (3H, s) 3,71 (3H, s) 56,7

a) (Hassan, 2007)
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Alterporriol E

Synonyme 6,6'-Dimethoxy-3,3'-dimethyl-1,2,3,4,8,1',2',3",4',8'-
decahydroxy-1,1',2,2',4,4'-hexahydro-5,5'-bianthrachinon

Probencode P8OD60MS2-3

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,2 mg

Physikalische Beschreibung Rote Nadeln

Summenformel C32H30016

Molekulargewicht 670 g/mol

HPLC-Retentionszeit 16,6 min

Drehwert -384° (¢ =0,1; EtOH)
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Alterporriol E wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen
(1,2 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 225,
276 und 459 nm auf. Das UV Spektrum erinnert in seiner Ausprdagung, wie auch das des

Alterporriol D, an die strukturverwandten Verbindungen Altersolanol A und Altersolanol C. Im
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ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, als auch im negativen Ionisierungsmodus
die Basispeaks bei m/z 671,1 [M+H]" und m/z 669,3 [M-H] erkennen, durch welche auf ein
Molekulargewicht von 670 g/mol geschlossen werden konnte. Neben den Basispeaks war auch

das pseudomolekulare Ion m/z 714,9 [2M+CH3;COQ] zu erkennen.

Die Struktur wurde, wie auch die des Alterporriol D mit Hilfe von '"H NMR Daten, sowie dem
Vergleich des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Die Untersuchung des in deuteriertem
Methanol aufgenommenen 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.24) zeigte die Anwesenheit von nur
zehn Protonen, welches jedoch unter Beriicksichtigung des gleichen Molekulargewichtes wie
beim Alterporriol D von 670 g/mol, als das Signalset eines Homodimers interpretiert wurde. Die
Untersuchung des aromatischen Bereiches zeigte die Anwesenheit von einem aromatischen
Proton bei du 6,79 ppm, welches aufgrund der Auspriagung als Singulett der Position 7, bzw. 7'
zugeordnet wurde. Ebenfalls dem Aromaten wurde ein Singulett, auftretend bei Jdx 3,70 ppm und
mit einer Integration von drei Protonen, als die aromatische Methoxyfunktion in Position 6, bzw.
6' zugeordnet. Neben den aromatischen Signalen konnten vier Signale des aliphatischen Bereiches
identifiziert werden. Eines davon, resonierend bei du 1,36 ppm und mit einer Integration von drei
Protonen, konnte der Methylgruppe in Position 3, bzw. 3' zugeschrieben werden. Des Weiteren
lieB sich ein Singulett bei du 4,29 ppm beobachten, welches aufgrund der Tieffeldverschiebung in
einer unmittelbaren Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom stehen musste und somit, ebenfalls
durch die fehlende Aufspaltung begriindet, der Position 4 bzw. 4' zugeordnet werden konnte. Die
beiden iibrigen Signale bei du 4,75 ppm und Ju 3,80 ppm zeigten eine Kopplungskonstante von
7,2 Hz, die auf eine axiale-axiale Positionierung der Protonen zueinander hindeutete, wie es
bereits beim Alterporriol D zu beobachten war. Die chemische Tieffeldverschiebung zeigt auch
hier erneut die unmittelbare Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom. Die beiden Signale konnten
somit den Positionen 1 und 2, bzw. 1' und 2' zugeordnet werden. Mit Ausnahme eines fehlenden
Signals fiir H-5 entsprach das Signalmuster erneut dem des Altersolanol A. Die Verkniipfung der
beiden Altersolanols A Untereinheiten musste mit gleicher Begriindung identisch zu der des
Alterporriol D beschaffen sein. Die voneinander abweichende Retentionszeit der beiden
Alterporriolderivate, trotz chemisch identischer Teilstrukturen, kann auf die unterschiedliche
Orientierung der Biarylachse zuriickgefilhrt werden, wie es bereits durch NOESY NMR
Experimente (Suemitsu, et al, 1989b) und CD-Spektrometrie (Kanamaru, et al., 2012)

nachgewiesen wurde.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug -384° (¢ = 0,1; EtOH), der Literaturwert -695° (¢ = 0,01; EtOH) (Suemitsu, et al.,
1989b).

Alterporriol E wurde bisher aus Stemphyllium globiferum (Debbab, et al., 2009), Ampelomyces

sp. (Aly, et al., 2008), Alternaria porri und Alternaria solani (Suemitsu, et al., 1990), sowie
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Pleospora herbarum (Kanamaru, et al., 2012) isoliert. Auffillig ist das grundsitzlich immer

simultane Vorhandensein von Alterporriol D und E.

Tab. 3.24: NMR Daten von Alterporriol E. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz Lit. 400 MHz (THF-ds) ®
Position 500 MHz

ou (MeOD-d,) on oc
/1 4,75 (1H, d, J/=7,2Hz) 4,75 (1H, d, J/=6,4Hz) 68,3
la/la’ 143,5
2/2' 3,80 (1H, d,/=72Hz) 4,35 (1H,d, J=6,4Hz) 73,8
3/3' 72,9
4/4 4,29 (1H, s) 4,26 (1H, s) 68,3
4a/4a’ 1428
5/5' - - 122,5
6/6' 164,7
7/7 6,79 (1H, s) 6,77 (1H, s) 103,9
8/8' 163,9
9/9' 188,8
9a/9a’ 109,3
10/10' 183,8
10a/10a' 128,9
3-Me/3'-Me 1,36 (3H, s) 1,36 (3H, s) 222
6-OMe/6'-OMe 3,70 (3H, s) 3,67 3H, s) 56,8

a) (Hassan, 2007)
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Alterporriol N
Synonyme 5,5',6,6',7,7',8,8'-Octahydro-1',2,2',3",4',8,8'- octahydroxy-2,2'-
dimethoxy-3,3'-dimethyl-(1'R,2'R,3'R, 4'R)-1,5"-bianthracen
Probencode P60H2S2-3-11
Quelle Pleospora sp.
Menge 1,4 mg
Physikalische Beschreibung Rote Kristalle
Summenformel C3H26013
Molekulargewicht 618 g/mol
HPLC-Retentionszeit 27,0 min
Drehwert +121° (¢ = 0,3; MeOH)
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Alterporriol N wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen
(1,4 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 225,

283 und 408 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven als auch im negativen
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Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 619,1 [M+H]" und m/z 617,3 [M-H] beobachtet

werden, welche auf ein Molekulargewicht von 618 g/mol schlielen lieen.

Die Struktur wurde anhand des Abgleiches der 'H NMR Spektraldaten und des Drehwerts
aufgeklart. Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.25), aufgenommen in
deuteriertem DMSO, zeigte die Prdsenz von vier aromatischen Protonen welche bei Ju 8,04 ppm,
ou 7,17 ppm, ou 6,77 ppm und du 6,96 ppm auftraten. Die beiden als Singulett erscheinenden
Signale bei ou 8,04 ppm und Jdy 6,96 ppm wurden den Positionen 4 und 7' zugeordnet, die beiden
anderen Signale, mit 2,1 Hz koppelnd, den Positionen 5 und 7 des meta-koppelnden Aromaten.
Ebenfalls dem Aromaten konnte ein Singulett bei dy 2,32 ppm, mit einer Integration von drei
Protonen, als die aromatische Methylgruppe in Position 3 zugeordnet werden. Insgesamt konnten
drei weitere Methylgruppen identifiziert werden, welche bei du 3,71 ppm, Jdu 3,90 ppm und Jou
1,39 ppm resonierten und den Positionen 6, 6' und 3' zugeschrieben wurden. Neben diesen
Signalen konnten drei weitere Signale im tieffeldverschobenen aliphatischen Bereich bei Jy 4,48
ppm, Jou 3,57 ppm und Jdu 4,05 ppm beobachtet werden, welche als die in unmittelbarer
Nachbarschaft zu Sauerstoffatomen liegenden Positionen 1', 2' und 4' identifiziert wurden. Die
Kopplungskonstanten von 7,2 Hz zwischen den Protonen 1' und 2' deuteten auf eine axiale
Positionierung der Protonen zueinander hin. Im Tieffeld lieBen sich zudem drei scharfe Singuletts
mit einer Integration von je einem Protonen erkennen, welche bei du 9,46 ppm, du 13,09 ppm und
ou 12,52 ppm auftraten. Diese wurden den Wasserstoffbriicken ausbildenden Hydroxylgruppen in
den Positionen 2, 8 und 8' zugeordnet. Die Tatsache der Ausbildung einer Wasserstoffbriicke der
Hydroxylgruppe in Position 2 zur Ketogruppe in Position 10' zeigt die unmittelbare rdumliche
Néhe dieser beiden Gruppen zueinander. Die Struktur konnte daher als ein Heterodimer aus
Macrosporin und Altersolanol A beschrieben werden. Die Verkniipfung iiber eine Biarylachse
zwischen C-1 und C-5 konnte durch den Vergleich der chemischen Verschiebung der Protonen
zwischen dem Alterporriol N und den Untereinheiten bestétigt werden. So konnte das Fehlen von
H-8 der Macrosporin-, sowie der Altersolanol A Untereinheit beobachtet werden, wohingegen

die tibrigen Signale mit nahezu identischer chemischer Verschiebung vorlagen.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug +121° (¢ = 0,3; MeOH), der Literaturwert +203,2° (¢ = 0,033; MeOH) (Yagi, ef al.,
1993).

Bisher wurde Alterporriol N nur aus Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.25: NMR Daten von Alterporriol N. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz  Lit. 500 MHz (MeOD-d) ¥

Position
ou (DMSO-dy) on oc

1 132,6
2 160,5
3 131,1
4 8,04 (1H, s) 8,07 (1H, s) 130,8
4a 126,8
5 7,17 (1H, d, J=2,1Hz) 7,22 (1H, d, J=2,2Hz) 107,6
6 167,3
7 6,77 (1H, d, J=2,1Hz) 6,59 (1H, d, J/=2,2Hz) 106,8
8 166,2
8a 112,0
9 189,2
9a 128,0
10 183,2
10a 136,2
I’ 4,48 (1H, d, J=7,2Hz) 4,74 (1H, d, /=7,6Hz) 70,6
2’ 3,57 (1H, d, J=7,2Hz) 3,69 (1H, d, J/=7,6Hz) 75,2
3 74,7
4 4,05 (1H, s) 4,26 (1H, s) 70,0
4a' 143,8
5' 124,8
6' 166,3
7 6,96 (1H, s) 6,87 (1H, s) 105,0
8 166,5
8a' 113,4
9 190,7
9a' 143,9
10' 185,6
10a' 132,9
3-Me 2,32 (3H, s) 2,32 (3H, s) 17,3
6-OMe 3,71 (3H, s) 3,74 (3H, s) 57,1
3‘-Me 1,39 (3H, s) 1,32 (3H, s) 223
6°-OMe 3,90 (3H, s) 3,87 (3H, s) 56,2
2-OH 9,46 (1H, s)

8-OH 13,09 (1H, s)

8’-OH 12,52 (1H, s)

a) (Debbab, et al., 2012)
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Physikalische Beschreibung

Drehwert

rotes Pulver

Summenformel C32H26012
Molekulargewicht 602 g/mol
HPLC-Retentionszeit 27,5 min

-120° (¢ = 0,1; Aceton)

Alterporriol P

Synonyme 1'2',3',4'-Tetrahydro-1',2,3,3',5,5'-hexahydroxy-7,7'-
dimethoxy-2,2'-dimethyl-(1'R,2'R,3'R)-[4,62'-bianthracen]-
9,9',10,10'-tetron

Probencode P60H2S2-2-12

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,2 mg
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Alterporriol P wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen
(1,2 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 201,

223 und 283 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, wie auch negativen
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Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 603,1 [M+H]" und m/z 601,3 [M-H] beobachtet
werden, welche auf ein Molekulargewicht von 602 g/mol schlieBen lieBen. Dieses konnte durch

die Beobachtung des pseudomolekularen Ions bei m/z 585,2 [M+H-H,O]" untermauert werden.

Die Struktur wurde anhand des Abgleichs der '"H NMR Spektraldaten und des Drehwerts
aufgekldrt. Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.26), aufgenommen in
deuteriertem DMSO, zeigte wie auch bei den anderen Alterporriolderivaten vier aromatische
Protonen, von denen zwei als Singuletts bei du 8,05 ppm und Ju 6,95 ppm, interpretiert als H-1
und H-8', sowie zwei als Dubletts, mit 2,6 Hz koppelnd, auftraten. Letztere wurden den meta-
koppelnden Protonen des Aromaten in Position 6 und 8 zugeschrieben. Neben den aromatischen
Protonen lieBen sich zwei Signale aromatischer Methoxygruppen bei du 3,91 ppm und du 3,71
ppm beobachten, welche den Positionen 12 und 12' zugeordnet wurden. Des Weiteren zeigte das
"H NMR Spektrum die Anwesenheit von zwei weiteren Methylgruppen bei du 1,15 ppm und Ju
2,33 ppm, welche sich als die aliphatische Methylgruppe 11', sowie die aromatische
Methylgruppe in Position 11 darstellten. Im Hochfeldbereich zeigten sich zudem zwei Signale mit
einer Verschiebung von dx 4,06 ppm und du 3,97 ppm, die den Positionen 1' und 3' angerechnet
wurden. Typischerweise zeigten sich auch bei diesem Alterporriolderivat drei scharf ausgeprégte
Singuletts im Tieffeld bei du 9,40 ppm, Ju 13,16 ppm und Ju 12,55 ppm, welche als die
Hydroxylgruppen 3-OH, 5-OH und 8'-OH festgelegt wurden. Die Verschiebung von 5-OH und 5'-
OH konnte durch die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zu der in fS-Position befindlichen
Ketogruppe erklirt werden. Die Struktur konnte daher als ein Heterodimer aus Macrosporin und
Altersolanol C beschrieben werden. Die Verkniipfung iiber eine Biarylachse zwischen C-4 und C-
6' konnte iiber den Vergleich der chemischen Verschiebung der Protonen zwischen dem
Alterporriol P und den Untereinheiten bestétigt werden. So konnte das Fehlen von H-8 des
Macrosporins, sowie des Altersolanol C beobachtet werden, wohingegen die iibrigen Signale mit

nahezu identischer chemischer Verschiebung vorlagen.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug -120° (¢ = 0,1; Aceton), der Literaturwert betragt -28° (¢ = 0,35; Aceton) (Zheng, et
al., 2012).

Alterporriol P wurde bisher nur aus Alternaria sp. (Zheng, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.26: NMR Daten von Alterporriol P. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 500 MHz (Aceton-ds) ¥

Position
ou (DMSO-ds) on oc
1 8,05 (1H, s) 8,14 (1H, s) 1314
la 127,1
2 133,0
3 160,2
4 129,1
4a 132,4
5 168,0
6 6,78 (1H, d, J/=2,6Hz) 6,66 (1H, d, J/=2,4Hz) 107,6
7 166,8
8 7,18 (1H, d, J=2,6Hz) 7,26 (1H, d, J=2,4Hz) 108,7
9 183,1
9a 133,3
10 191,1
10a 112,7
11 2,33 (3H, s) 2,40 (3H, s) 18,1
7-OMe 3,91 (3H, s) 3,96 (3H, s) 58,1
3-OH 9,40 (1H, s)
5-OH 13,16 (1H, s)
I 4,06 (1H, br s) 4,29 (1H, s) 71,5
la' 144,7
2' 74,3
3 3,97 (1H, br s) 3,93 (1H, dd, J=9,0, 5,4Hz) 69,6
4 Uberlagert von DMSO ax. 2,54 (1H, dd, J=19,8, 9,0Hz) 28,5
dq. 2,98 (1H, dd, J=19,8, 5,4Hz)
43’ 145,5
5 168,0
6' 123,8
7 166,8
8 6,95 (1H, s) 6,88 (1H, s) 105,6
9 185,8
9a' 137,0
10' 189,0
10a’ 111,9
I 1,15 (3H, s) 1,36 (3H, s) 23,1
7'-OMe 3,71 (3H, s) 3,78 (3H, s) 57,6
5'-OH 12,55 (1H, s)

a) (Zheng, et al., 2012)
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Isoscleron

Synonyme 3,4-Dihydro-4,6,8-trihydroxy-1(2H)-naphthalenon;
(-)-Regiolon; (45)-4,8-Dihydroxy-a-tetralon;
(S)-(+)-Isoscleron; (S)-Isoscleron; Regiolon

Probencode P20H-70M-4

Quelle Pleospora sp.

Menge 5,8 mg

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

Weil3-gelbliches Pulver
Ci0H10O4

194 g/mol

27,0 min

-17° (¢ =0,79; MeOH)
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Isoscleron wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen (7,9

mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 218, 232
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und 282 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im negativen
Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 195,1 [M+H]" und m/z 193,4 [M-H] beobachtet
werden, welche auf ein Molekulargewicht von 194 g/mol schlieBen lieBen. Des Weiteren lie3 sich

im negativen ESI Modus das pseudomolekulare Ion m/z 386,9 [2M-H] beobachten.

Die strukturelle Aufkldrung des Isoscleron erfolgte mittels ein- und zweidimensionalen NMR

Experimenten, massenspektrometrischen Analysen und Drehwertbestimmung.

Das 'H NMR Spektrum (s. Tab. 3.27), aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte acht
Resonanzen. Zwei Resonanzen, auftretend bei du 6,13 ppm (d, 1,7 Hz) und Jx 6,53 ppm (d, 1,7
Hz) deuteten auf einen meta-protonierten Aromaten hin. Zusidtzlich konnten die drei
Hydroxylgruppen 4-OH (du 5,53 ppm, d, 6 Hz), 6-OH (du 10,65 ppm, s) und 8-OH (Ju 12,83
ppm, s) beobachtet werden. Die fiinf beobachteten aliphatischen Protonen wurden CH»-2 (dy 2,63
ppm, 2H, m), CH»-3 (du 1,88-2,12 ppm, 2H, m) und H-4 (Ju 4,62 ppm, 1H, dt, 9,6, 4,9 Hz)
zugeordnet. Die Struktur konnte weiterhin durch den Abgleich der chemischen Verschiebungen
im *C NMR Spektrum mit Literaturwerten, wie auch durch ein HMBC Experiment (s. Abb. 3.10)
bestitigt werden. Hierbei konnten in der aliphatischen Partialstruktur die 2/ Korrelationen von
CH;z-2 zu C-1 und C-3, die >J Korrelationen zu C-4 und C-9, sowie die °J und °J Korrelationen
von H-3 zu den Kohlenstoffen C-2 und C-4, bzw. zu C-1 und C-10 beobachtet werden. Auflerdem
waren die Korrelationen von H-4 zu C-2, C-3, C-5 und C-10 zu erkennen, wie auch jene von 4-
OH zu C-3, C-4 und C-10, welches die Positionierung der Hydroxylgruppe an C-4 erlaubt. Die
aromatischen Protonen H-5 und H-7 zeigten beide eine °J Korrelation zu C-6, welches aufgrund
seiner chemischen Verschiebung von dc 165,1 ppm eine Hydroxylgruppe tragen musste, sowie
eine °J Korrelation zu C-9 und C-5 bzw. C-7. Diese Korrelationen, sowie die o Korrelationen von
H-5 und H-7 zu C-1 und H-5 zu C-4, erlaubten die sichere Verkniipfung der beiden
Teilstrukturen. Die Positionierung von 8-OH erfolgte zum einen durch die °J Korrelation von H-
7 zu C-8 und die Ausbildung eines scharfen Singuletts bei on 12,83 ppm, welches sich durch die
Bildung einer Wasserstoftbriicke zum in S-Position befindlichen Carbonylkohlenstoff begriindete
und zum anderen durch die Korrelationen zu C-1, C-7, C-8 und C-9. 6-OH konnte durch die

Korrelationen zu C5, C-6 und C-7 eindeutig positioniert werden.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug -17° (¢ = 0,79; MeOH), der Literaturwert betrigt -53,78° (c = 0,44; EtOH) (Dong, et
al., 2008).

Bisher wurde Isoscleron aus den Pflanzen Carya tonkinensis (Nguyen and Nguyen, 1999),
Cytospora eucalypticola (Kokubun, et al., 2003), Carya cathayensis (Liu, et al., 2009), Melia
azedarach (Liu, 2011), Artemisia rupestris (Xie, et al., 2013), sowie den Pilzen Botrytis cinerea

(Suga, 1984), Penicillium diversum var. aureum (Fujimoto, et al., 1986), Discula sp.
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(Venkatasubbaiah and Chilton, 1991), Tubakia dryina (Venkatasubbaiah and Chilton, 1992),
Diplogelasinospora grovesii (Fujimoto, et al., 1998), Phaeoacremonium aleophilum (Evidente,
2000), Urnula craterium (Ayer, et al., 2000), Humicola fucoatra (Joshi, et al., 2002), Aspergillus
fumigatus (Zhao, 2007), Neofusicoccum parvum (Evidente, 2010), Pyrenochaeta sp. (Lin, et al.,
2011), Xylaria cubensis (Klaiklay, et al., 2012) isoliert.
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Abb.3.10: HMBC Spektrum von Isoscleron in DMSO-ds bei 600 MHz
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Tab. 3.27: NMR Daten von Isoscleron. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Lit. 400 MHz/100 MHz (MeOD-dy)

Position oJu dc HMBC on oc

1 202,3 203,7
2 2,63 (2H, m) 349 1,3,4,9 2,63-2,80 (2H, dt, J=18,2,9,9, 4,8Hz) 35,7
3 1,88 —2,12 (2H, m) 31,6 1,2,4,10 2,04 -2,26 (2H, m) 32,7
4 4,62 (1H, dt, J=9,6,4,9Hz) 66,2 2,3,5,10 4,73 (1H, w, J=10,0Hz) 68,5
5 6,53 (1H, d, J=1,7Hz) 1059 1,4,6,7,9 6,54 (1H,s) 107,4
6 165,1 166,8
7 6,13 (1H, d, J=1,7Hz) 100,8 1,5,8,9 6,17 (1H, s) 102,5
8 164,6 166,7
9 108,5 110,2
10 151,0 151,0
4-OH 5,53 (1H, d, J=6,0Hz) 3,4,10

6-OH 10,65 (1H, s) 5,6,7

8-OH 12,83 (1H, s) 1,7.8,9 12,87 (1H, s)

a) (Dong, et al., 2008)
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4-Hydroxyscytalon

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

0,9 mg

9,3 min

P60H3S4-1

CioH100s
210 g/mol

Pleospora sp.

WeiB3-gelbliche Kristalle

-5° (¢ =0,225; MeOH)

Cis-3,4-Dihydro-3,4,6,8-tetrahydroxy-naphtalen-1(2H)-on

OH

0]

o AM120731-1 49 P6OH3S4-1 WV VIS 1 Andreast62#485 RT: 1354 AV:1 NL 7.36E7
80 mAU WVL:235 nm| F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
~ 2111
= 100+
o ] +
3 T [M-H]
500- : 2 607
5
£ o
3 3 4751
g 40]
g 7 4742
i T 3428 A
€ 203 207.0 761 6846
. J 19821014 | 1344-5 452 6100 6337| 7390 g5, e
min| L A | \ 1
200-—— S S S ] . S o e N L e
00 00 200 300 00 500 600 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
: ' ' ' ! ! | miz
 Peak#t 100% at 932 min Andreass62#491 RT: 1367 AV: 1 NL: 481E6
1004 No pecta Toray s ound] F: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
i 2093
1004 )
2150 2829 ] [M-H] 4190
3 807 e
g = [2M-H]
5 7
5 607
3
< 7
2 4]
ERE
2 5 . 4733
| 1 : 4818 6230
1 8 |2 asro | L 8287 1 7a00 7044 s083 o840
-10,0- HH‘HH‘HH“H“HH‘HH‘HH“HHEH WUI"‘Eéﬂl"I3UIO"II4(‘)0‘II‘5(|]0II"S(IJOI"‘7(‘)0‘“‘B[‘m““gf‘lo‘l“ﬂo‘ﬂﬂ
200 250 300 350 400 450 500 550 595 iz

4-Hydroxyscytalon wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (0,9 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 215 und 283 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im

negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 211,1 [M+H]" und m/z 209,3 [M-H]
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beobachtet werden, welche auf ein Molekulargewicht von 210 g/mol schlieBen lieBen. Ebenfalls

lief3 sich das pseudomolekulare Ion m/z 419,0 [2M-H]" beobachten.

Die strukturelle Aufkldrung erfolgte anhand der Untersuchungen der '"H NMR Spektraldaten und

Vergleich des Drehwertes mit Literaturwerten.

Das 'H NMR Spektrum (s. Tab. 3.28), aufgenommen in deuteriertem Methanol, zeigte die
Anwesenheit von insgesamt sechs Protonen. Die Resonanzen, auftretend bei du 6,56 ppm und du
6,19 ppm wurden aufgrund ihrer Kopplungskonstante von 2,3 Hz den Protonen H-5 und H-7 des
meta-koppelnden aromatischen Systems zugeordnet. Neben den aromatischen Signalen lieBen
sich auerdem zwei weiter hochfeldverschobene Signale bei du 4,22 ppm und Ju 4,72 ppm
beobachten, welche aufgrund ihrer chemischen Verschiebung in einer unmittelbaren
Nachbarschaft zu Sauerstoffatomen liegen mussten und daher als die Positionen H-3 und H-4
identifiziert wurden. Die Kopplungskonstante von 2,4 Hz zwischen diesen beiden Protonen
deutete auf die dquatoriale-dquatoriale Positionierung der Protonen zueinander hin. Neben diesen
Signalen konnten zudem die Signale der CH,-Funktion CH,-2 identifiziert werden, welche mit du

2,78 ppm und du 2,87 ppm verschoben vorlagen.

Bisher konnte 4-Hydroxyscytalon aus Daldinia eschscholzii (Zhang, et al., 2011) und Xylaria
polymorpha (Jang, et al., 2009) isoliert werden.

Tab. 3.28: NMR Daten von 4-Hydroxyscytalon. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 400 MHz ?

Position
ou (MeOD-d,) ou (MeOD-dy)

2 2,87 (1H, dd, J=17.3, 3,85Hz) 2,88 (1H, dd, J=13,0, 4,2Hz)
2,78 (1H, dd, J=17.3, 6,9Hz) 2,81 (1H, dd, J=13,0, 4,2Hz)

3 4,22 (1H, m) 4,21 (1H, ddd, J=2,8, 4,2, 6,8Hz)

4 4,72 (1H, d, J=2,4Hz) 4,70 (1H, br d, J/=2,8Hz)

5 6,56 (1H, d, J/=2,3Hz) 6,60 (1H, dd, J=2,2, 1,0Hz)

7 6,19 (1H, d, J/=2,3Hz) 6,18 (1H, d, J/=2,2Hz)

a) (Biirki, et al., 2003)
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Stemphyperylenol
Synonyme 1,2,6b,7,8,12b-Hexahydro-1,4,7,10-tetrahydroxy-
[15-(1a,6ba,7a,12ba)]-3,9-perylenedion
Probencode P20H-3
Quelle Pleospora sp.
Menge 1,5 mg
Physikalische Beschreibung Gelb-rétliches Pulver
Summenformel CooH 1605
Molekulargewicht 352 g/mol
HPLC-Retentionszeit 32,5 min
Drehwert +400° (¢ = 0,3;MeOH)
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Stemphyperylenol wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (1,5 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax
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(MeOH) 220, 262 und 342 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, wie
auch im negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 353,1 [M+H]" und 351,2 [M-H]

beobachtet werden, welche auf ein Molekulargewicht von 352 g/mol schlieBen lie3en.

Die Struktur von Stemphyperylenol wurde anhand von ein- und zweidimensionalen NMR

Experimenten und Literaturvergleich der gewonnenen Daten aufgeklért.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.29), gemessen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt sieben Signale, welche sowohl dem aromatischen, als auch dem aliphatischen
Bereich entstammten. Dies und die Tatsachen, dass das Molekulargewicht bei 352g/mol lag und
im *C NMR Spektrum nur zehn Signale zu identifizieren waren, deute auf das Vorhandensein
eines symmetrischen Dimers hin. Die Substrukturen konnten wie folgt beschrieben werden: Zwei
aromatische Protonen bei Jdu 6,87 ppm und Ju 8,02 ppm, welche mit einer fiir ortho-stindige
Protonen typischen Konstante von 8,7 Hz koppelten wurden H-5 und H-6 bzw. H-11 und H-12
zugeordnet. Die iibrigen Signale lieBen sich der aliphatischen Partialstruktur zuordnen. Ein
Proton, resonierend bei du 3,73 ppm wurde als H-12b, du 4,61 ppm als H-1, sowie eine CH»-
Gruppe, bei Jou 2,93 ppm und Ju 3,16ppm als CH,-2  identifiziert. Ein scharfes
tieffeldverschobenes Singulett bei du 12,03 ppm, das wie beim Isoscleron auf die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen einer Hydroxylgruppe und einem in f-Position befindlicher
Carbonylfunktion hindeutete, wurde als 4-OH festgelegt. Die Substrukturen wurden mittels der
HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.11) zusammengefiigt. Hierbei lieBen sich die %/ und °J
Korrelationen der aromatischen Protonen H-5 zu C-3a und C-6a, sowie von H-6 zu C-6b, C-9b,
C-12c und C-4 beobachten. C-4 wies aufgrund seiner chemischen Verschiebung von dc 159,1
ppm auf eine Sauerstoffsubstitution hin. Neben diesen Korrelationen konnten zudem einige
Korrelationen des aliphatischen Bereiches beobachtet werden. So zeigte die CH,-Funktion CH;-2
?J Korrelationen zu C-1 und C-3, als auch *J Korrelationen zu C-3a und C12b. H-6b zeigte starke
7] Korrelationen zu C-12a und C-9b, sowie eine starke °J Korrelation zu C-1. Hinzu kam die *J
Korrelation zu C-3a und die @ Korrelationen zu C-12 und C-10. Die Positionierung von 4-OH
konnte durch die Korrelationen zu C-4 und C-5 bestitigt werden. Insbesondere die starken
Kopplungen von H-6 zu C-6b, welche fiir eine w Korrelation zu C-12b deutlich zu stark
ausgepragt war, wie auch jene von H-12b zu C-9, bestdtigten den Aufbau der Struktur. Die
beschriebenen HMBC Korrelationen waren daher fiir beide Untereinheiten ebenfalls als identisch
zu betrachten, welche in ihrer Konsequenz die Verkniipfung iiber C-12a/12b und C-6a/6b

erlaubten.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene

Wert betrug +400° (¢ = 0,3; MeOH), der Literaturwert +411° (¢ = 0,2; MeOH) (Hassan, 2007).
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Bisher wurde Stemphyperylenol aus Talaromyces sp. (Liu, et al., 2010), Alternaria sp. (Gao, et
al., 2009, Hradil, et al., 1989, Kjer, et al., 2009) und Stemphylium sp. (Andersen, et al., 1995)

1soliert.
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Tab. 3.29: NMR Daten von Stemphyperylenol.

Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

600 MHz/150 MHz Lit. 300 MHz/75 MHz *
Position 5y (DMSO-ds) OH (Aceton-d) Jc (DMSO-d;) HMBC OH (Aceton-ds)  Oc
(DMS0-do) (Aceton/
DMSO-d)
1 4,61 (1H, m) 4,78 (1H, m) 66,5 476 68,32
2 2,93 (1H, dd, J=15,5 4,4Hz) 3,07(1H, dd, J=16,5, 4,5Hz) 46,9 1,3,3a, 12b 3,07 47,84
3,16 (1H, m) 3,19 (1H, dd, J=15.4, 12,3Hz) 3,17
3 203,5 204,01
3a 114,8 115,92
4-OH 12,03 (1H, s) 12,08 (1H, s) 159,1 3a,4,5 12,09 161,03
5 6,87 (1H, d, J=8,7Hz) 6,84 (1H, d, J=8,8Hz) 14,4 3a,4, 6a 6,81 115,55
6 8,02 (1H, d, J=8,8Hz) 8,16 (1H, d, J=8,8Hz) 134,6 4,5, 6b, 12¢ 8,14 135,58
6a 129.9 130,90
6b 3,73 (1H, d, J=8,9Hz) 3,78 (1H, d, J=8,8Hz) 44,6 7,9b,10,12,12a 3,75 46,05
7 4,61 (1H, m) 4,78 (1H, m) 66,5 4,67 68,32
8 2,93 (1H, dd, J=15,5,44Hz) 3,07 (1H,dd, J=16,5,4,5Hz) 46,9 6b,7,9,9 3,07 47,84
3,16 (1H, m) 3,19 (1H, dd, J=15.4, 12,3Hz) 3,17
9 203,5 204,01
9a 114,8 115,92
9b 142,8 143,73
10-0H 12,03 (1H, s) 12,08 (1H, s) 159,1 9a, 10, 11 12,09 161,03
11 6,87 (1H, d, J=8,7Hz) 6,84 (1H, d, J =8,8Hz) 114,4 9a, 10, 12a 6,81 115,55
12 8,02 (1H, d, J=8,8Hz) 8,16 (1H, d, J=8,8Hz) 134,6 9b, 10, 11, 12b 8,14 135,58
12a 129,9 130,90
12b 3,73 (1H, d, J=8,9Hz) 3,78 (1H, d, J=8,8Hz) 44,6 1, 4,6,6a,9,12¢ 3,75 46,05
12¢ 142,8 143,73
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Altertoxin I

Synonyme 1,2,11,12,12a,12b-Hexahydro-1,4,9,12a-tetrahydroxy-(1S,12aR,
12bS)-3,10-perylenedion

Probencode P20H100M3-2

Quelle Pleospora sp.

Menge 17,2 mg

Physikalische Beschreibung

Summenformel C20H1605
Molekulargewicht 334 g/mol
HPLC-Retentionszeit 24.2 min

Drehwert

Oranges Pulver

+173° (¢ =0,2; MeOH)

OH
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Altertoxin I wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(17,2 mg). Die Substanz wies zwei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax 214 und 260

nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im negativen
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Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 317,3 [M-2H,O]" und m/z 333,1 [M-H>O] beobachtet
werden, welches eine Bestimmung des Molekulargewicht auf 352 g/mol zulie. Dieses konnte
durch die Beobachtung der pseudomolekularen Tonen m/z 335,0 [M-H.O]", m/z 352,9 [M+H]"
und m/z 351,2 [M-H] untermauert werden.

Die strukturelle Aufkldrung des Altertoxin I erfolgte anhand massenspektrometrischer- und NMR

Experimente, sowie des Literaturabgleichs mit den aufgezeichneten Daten.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.30), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt sechszehn Protonen. Im aromatischen Bereich konnten bei du 8,06 ppm, du 7,04
ppm, du 6,95 ppm und Ju 8,00 ppm die aromatischen Protonen H-1, H-2, H-11 und H-12
identifiziert werden. Die Protonen traten als Dublett mit einer Kopplungskonstante von 8,8 Hz,
bzw. 8,7 Hz auf, wodurch sie in ortho-Position zueinander angeordnet werden konnten. Die
aromatischen Hydroxylgruppen 3-OH und 10-OH traten, bedingt durch die Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zu den Ketofunktionen in Position 4 und 9, als scharfe Singuletts bei du 12,74
ppm und Jx 12,33 ppm auf. Bei den aliphatischen Protonen CH-5, CH,-6 und CH»-8 lagen die
axialen und &dquatorialen Protonen komplex aufgespalten vor. CH»-5 resonierte bei du 3,09 ppm
(ax.) und Ju 2,58 ppm (4q.), CH2-6 bei du 2,31 ppm (ax.) und du 3,09 ppm (4q.). Hierbei zeigte
sich eine axiale Kopplung von 14,3 Hz, sowie eine dquatoriale Kopplungskonstante von 3,9 Hz.
CH>-8 resonierte bei du 3,09 ppm (ax.) und Jou 2,88 ppm (4q.), jeweils komplex als Multiplett
aufgespalten. Weiter tieffeldverschoben konnte H-7 bei du 4,53 ppm identifiziert werden,
aufgespalten zum Dublett vom Dublett, mit der axialen Kopplungskonstante von 11,3 Hz, sowie
einer dquatorialen von 4,6 Hz. H-6b konnte als Multiplett bei du 2,88 ppm identifiziert werden.

Die Substanz konnte daher eindeutig als Altertoxin I identifiert werden.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug +173° (c = 0,2; MeOH), der Literaturwert betriagt +484° (¢ = 0,002; CHCls) (Stack,
et al., 1986).

Altertoxin I wurde bereits aus der Pflanze Aristolochia sp. (Yang, et al., 2012) und den Pilzen
Alternaria sp. (Andersen, et al., 2008, Gao, et al., 2009, Kjer, et al., 2009) und Uldocladium sp.
(Andersen and Hollensted, 2008) isoliert.
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Tab. 3.30: NMR Daten von Altertoxin I. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz S00MHz Lit. 360 MHz/90 MHz
(DMSO-d;) ¥
Position
on (DMSO-dy) on oc
1 8,06 (1H, d, J=8,8 Hz) 8,10 (1H, d) 132,9
2 7,04 (1H, d, J=8,8 Hz) 7,10 (1H, d) 117,8
3 161,0
3a 113,8
4 206,0
5 ax. 3,09 (1H, m) ax. 3,00 (IH,m) 33,5
aq. 2,58 (1H, dt, J=14,3,3,9Hz)  &q. 2,59 (1H, dt)
6 ax. 2,31 (1H, dt, J=14,3,3,9Hz) ax.2,30 (1H,dt) 34,8
aq. 3,09 (1H, m) dq. 3,00 (1H, m)
6a 68,0
6b 2,88 (1H, m) 2,86 (1H, m) 51,4
7 4,53 (1H, dd, J=11,3, 4,6Hz) 4,50 (1H, d) 64,7
8 ax. 3,09 (1H, m) ax. 3,00 (IH, m) 47,5
4q. 2,88 (1H, m) 4q. 2,86 (1H, m)
9 204,2
Oa 116,5
9b 140,7
10 160,4
11 6,95 (1H, d, J=8,7Hz) 6,90 (1H, d) 115,5
12 8,00 (1H, d, J/=8,7Hz) 8,00 (1H, d) 132,5
12a 124,8
12b 123,5
12¢ 138,4
3-OH 12,74 (1H, s) 12,70 (1H, s)
6a-OH
10-OH 12,33 (1H, s) 12,30 (1H, s)

a) (Stack, et al., 1986) (Kopplungskonstanten nicht angegeben)
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Stemphyltoxin II

Synonyme 7a,82a,8b,8¢,9,10-Hexahydro-1,6,8c-trihydroxy-(7aR,
8aR,8bS,8cR)-Perylo[1,2-b]oxiren-7,11-dion

Probencode P20H100M3-4

Quelle Pleospora sp.

Menge 22,6 mg

Physikalische Beschreibung

Oranges Pulver

Summenformel C20H1406
Molekulargewicht 350 g/mol
HPLC-Retentionszeit 26,8 min
Drehwert +363° (¢ =0,1; MeOH)
AM121119 #5 P20H-100M-3-4 L vis_1 Eg‘f"é'E’Sﬂ"’gj“‘m‘;‘g{gﬁ"}‘)ﬁ%ng‘é&‘ WL s.5786
1o
« [M-OH]*
200
«
100 1-26,777 8 :
é 5i
0 % 4 [T +
i [M+H]
4859 578.8 7250
-100 2
1 TS gsis s
mi AT ; )
- - prp o i o . A VAL L L Y uX
70 Pk 100%at 2678 min B
) No spectra library hits found] 1005 92
- ] [M-H]
T 2M45 3
o
g a0
% 50+
5 4]
362.8 L
4 2 ‘Sg:"‘i 3949 553535553853 7051 772.8 11574
. e poore 0 0 o s s
2 0 250 300 350 400 450 500 550 5 5 200 400 600 &00 1000 . 1200 1400 1600 1200 2000

Stemphyltoxin II wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(22,6 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Maxima bei Amx (MeOH) 215, 261 und

150




Ergebnisse

363 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im negativen
Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 333,1 [M-OH]" und m/z 349,2 [M-H] beobachtet
werden, was eine Bestimmung des Molekulargewichtes auf 350 g/mol zulieB. Zudem konnte das

pseudomolekulare Ton m/z 351,0 [M+H]* beobachtet werden.

Die strukturelle Aufklidrung des Stemphyltoxins II erfolgte anhand von 'H NMR- und
massenspektrometrischen Experimenten, sowie einer Drehwertbestimmung in Abgleich mit den

Literaturwerten.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.31), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt zwolf Signale. Vier Signale bei du 7,08 ppm, du 8,17 ppm, du 8,09 ppm und ou
7,00 ppm konnten den aromatischen Protonen H-5, H-6, H-7 und H-8 zugeordnet werden. Die
ortho-Positionierung der Protonen konnte durch die typische Kopplungskonstante von 8,8 Hz
bestdtigt werden. Die aromatischen Hydroxylgruppen 4-OH und 9-OH konnten durch ihre
Ausprdgung als scharfe Singuletts bei du 12,73 ppm und du 11,90 ppm, bedingt durch die
Ausbildung einer Wasserstoftbriicke zur in S-Position befindlichen Ketofunktion, identifiziert
werden. Die aliphatischen Protonen H-1 und H-2 lagen bei du 2,76 und Jy 2,70 ppm als Multiplett
aufgespalten vor. Die Signale der Epoxid-Protonen H-11 und H-12 konnten aufgrund ihrer
Sauerstoffsubstitution weiter tieffeldverschoben bei Jdu 3,77 ppm und Jdu 4,38 ppm detektiert
werden. Durch ihre Kopplung von 3,7 Hz konnte eine dquatoriale Positionierung der Protonen
zueinander bestitigt werden. Das in a-Position dazu befindliche H-12a konnte als breites

Singulett bei du 3,60 ppm detektiert werden, wie auch 12b-OH bei du 5,59 ppm.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug +363° (¢ = 0,1; MeOH), der Literaturwert betrdgt +355,9° (¢ = 0,05; MeOH)
(Arnone, ef al., 1986).

Stemphyltoxin II wurde bereits aus Alternaria cassiae (Hradil, et al., 1989) und Stemphylium

botryosum (Arnone, et al., 1986) isoliert.

151



Ergebnisse

Tab. 3.31: NMR Daten von Stemphyltoxin II. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 300 MHz

Position
ou (DMSO-ds) ou (Aceton- dc)
1 2,76 (2H, m) 2,95
2,59
2 2,70 (2H, m) 2,25
2,77
5 7,08 (1H, d, /=8,8Hz) 7,06
6 8,17 (1H, d, J =8,8Hz) 8,13
7 8,09 (1H, d, J =8,8Hz) 8,04
8 7,00 (1H, d, J=8,8 Hz) 6,99
11 3,77 (1H, d, J=3,7 Hz) 3,72
12 4,38 (1H, d, J=3,7 Hz) 4,44
12a 3,60 (1H, brs) 3,62
4-OH 12,73 (1H, s) 12,79
6-OH 5,59 (1H, s) 4,80
9-OH 11,90 (1H, s) 12,09

a) (Arnone, ef al., 1986) (Kopplungskonstanten und Multiplizititen nicht angegeben.)
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Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

Oranges Pulver
C20H1207

366 g/mol

22,2 min

-118° (¢ =0,3; MeOH)

Xanalteric Acid 1

Synonyme 1,10-Dihydro-1,4,9-trihydroxy-10-oxo0-2H-benz[5,
10]anthra[ 1,9-bc]pyran-2-carboxylsdure

Probencode P60DK2040-6-1

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,5 mg
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Xanalteric Acid 1 wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp.

gewonnen (17,2 mg). Die Substanz wies vier charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 201, 230, 263 und ca. 400 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im

positiven, als auch im negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 365,1 [M+H]" und
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363,1 [M-H] beobachtet werden, was eine Bestimmung des Molekulargewichts bei 364 g/mol
ermoglichte. AuBlerdem liel3 sich das pseudomolekulare Ion m/z 727,0 [2M-H] beobachten.

Die strukturelle Aufklarung von Xanalteric Acid I wurde anhand von ein- und zweidimensionalen
NMR Experimenten, Drehwertbestimmung und Literaturabgleich der gewonnen Daten

vorgenommen.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.32), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt zwoOlf Protonen. Sechs der Signale waren dem aromatischen Bereich
zuzuordnen. Sie resonierten bei du 8,36 ppm, ou 7,49 ppm, ou 9,15 ppm, du 7,49 ppm, ou 7,05
ppm und du 8,69 ppm und wurden den Protonen H-5, H-6, H-7, H-8, H-11 und H-12 zugeordnet.
Typischerweise zeigten sie eine Kopplungskonstante von 9,1, bzw. 9,8 Hz, was ihre
Positionierung in ortho-Stellung zueinander belegte. Des Weiteren konnten zwei phenolische
Hydroxylgruppen bei du 9,69 ppm und du 15,09 ppm beobachtet werden, die 4-OH und 9-OH
zugeordnet wurden. 9-OH zeigte die charakteristische Tieffeldverschiebung einer chelatisierten
Hydroxylgruppe, wie sie bereits bei Stemphyperylenol und den Stemphyltoxinen beobachtet
wurde. Die chemische Hochfeldverschiebung von 4-OH zeigte das Fehlen einer Carbonylfunktion
in f-Position an. Im aliphatischen Bereich lieBen sich auBerdem drei weitere Signale bei oy 5,97
ppm, du 5,39 ppm und Ju 6,36 ppm beobachten, welche als die in unmittelbarer Nachbarschaft zu
Sauerstoffatomen befindlichen Protonen H-1 und H-2, sowie als 1-OH identifiziert wurden. Die
beobachteten Substrukturen wurden mit Hilfe von COSY und HMBC Experimenten
zusammengefiigt. Im HMBC Spektrum (s. Abb 3.12) zeigte H-6 die °/ und  J Korrelationen zu
C-4, C-5, C-3b und C-6a, H-5 zu C-4, C-3a und C-6a, H-7 zu C-6b, C-9 und C-9b und H-8 zu C-
9, C6b und C-9a und die w Korrelation zu C-10. Die Korrelationen von H-6 und H-8 zu C-6b
ermdglichte die Verkniipfung der beiden phenolischen Ringsysteme iiber C-6a/C-6b. Die
Protonen H-11 und H-12 des dritten aromatischen Systems zeigten ebenfalls 2/ und J
Korrelationen zu C-12a und C-9a, bzw. C-12a, C-9b und C-10. Durch die °J Korrelation von H-
12 und die w Korrelation von H-8 zu C-10, welches bei dc 187,9 ppm resonierte, ermoglichten die
Bestitigung der Naphtalenonpartialstruktur. H-2 zeigte Korrelationen zu C-1, C-3 und C-3a.
Letztere Korrelation bewies die Verkniipfung der phenolischen Partialstruktur mit den Protonen
H-5/H-6 und dem Oxanring. Die chemische Verschiebung von C-3 bei dc 168,8 ppm zeigte die
endstindige Sdurefunktion an. Von H-1 konnte, wie auch von H-11 und H-12, die Korrelation zu
C-12b  beobachtet werden, welche die Verkniipfung zwischen der Oxan- wund
Naphtalenonpartialstruktur bestétigte. Durch die COSY und HMBC Korrelationen zwischen 1-
OH und H-2 konnten C-1 und C-2 unmittelbar nebeneinander positioniert werden und der
Oxanring geschlossen werden. Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten
Drehwertes bestitigt. Der gemessene Wert betrug -118° (¢ = 0,3; MeOH), der Literaturwert -120°
(c=0,03; MeOH) (Kjer, et al., 2009).

Xanalteric Acid I wurde bisher nur aus Alternaria alternata (Kjer, et al., 2009) isoliert.
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Tab. 3.32: NMR Daten von Xanalteric Acid I. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Lit. 500 MHz (DMSO-d;)

Position
oH e COSY HMBC oH Jc COSY HMBC
1 5,97 (1H,d,J=3,3Hz) 61,9 1-OH 12b 5,93 (1H,d, J/=2,3Hz) 65,1 2,1-OH 3b, 12a, 12b, 2-
COOH
2 539 (1H, s) 77,8 1,3-COOH 4,74 (1H, brs) 81,7 1 1, 3a, 12b, 2-COOH
3
3a 138,3 140,6
3b 117,4 119,3
4 142,1 143,6
5 7,49 (1H, d, /=9,1Hz) 121,8 5 3a, 4, 6a 7,35 (1H,d, J=7,4Hz) 1233 6 3a, 4, 6a
6 8,36 (1H, d, /=9,1Hz) 114,7 6 3b, 4,5, 6a 8,16 (1H, d, /=9,3Hz) 1159 5 3a, 3b, 4, 6a, 6b
6a 124,6 126,9
6b 120,7 122,9
7 9,15(1H, d, J/=9,1Hz)  133,3 8 6b, 9, 9b 9,04 (1H,d, /~7,5Hz) 1340 8 6a, 6b, 9, 9a, 9b, 12a
8 7,49 (1H, d, J/=9,1Hz) 118,5 7 6b,9,9a,10 7,35(1H,d,J<7,4Hz) 119,6 7 6b, 9, 9a, 9b
9 165,6 167,1
9a 111,4 112,9
9b 124,2 126,4
10 187,9 191,0
11 7,05 (1H, d, /=9,8Hz)  126,3 12 9a, 12a 6,94 (1H, d, J=9,4) 127,312 9, 9a, 9b, 12a
12 8,09 (1H, d, /=9,8Hz)  138,5 11 9b, 10, 12a, 8,62 (1H,d,J~7,3Hz) 140,44 11 6b, 9a, 9b, 10, 12a,
12b 12b
12a 119,7 121,6
12b 134,8 137,1
3-COOH 13,20 (1H, s) 168,8 8,73 (1H, s) 174,7
1-OH 6,36 (1H, d, J=5,1Hz) 1 5,75 (1H, d, J=3,3Hz) 1
4-OH 9,69 (1H, s)
9-OH 15,09 (1H, s) 8,9,9a, 10 15,12 (1H, s)
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Orthosporin

Synonyme 6,8-Dihydroxy-3-(2-hydroxypropyl)-(S)-1H-2-
benzopyran-1-on; (+)-Orthosporin;
De-O-methyldiaporthin

Probencode P20H-70M-9
P20H80MS2-11

Quelle Pleospora sp.

Menge 9,8 mg

Physikalische Beschreibung

WeilB3-gelbe Kristalle

Summenformel C12H 1205
Molekulargewicht 236 g/mol
HPLC-Retentionszeit 30,0 min
Drehwert +20° (¢ =0,7; MeOH)
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Orthosporin wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen (9,8

mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 244, 278

und 326 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im negativen
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Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 237,0 [M+H]" und m/z 235,3 [M-H] beobachtet
werden, welche auf ein Molekulargewicht von 236 g/mol schliefen lieBen. Zudem konnten die
pseudomolekularen Tonen m/z 494,6 [2M+Na]" und m/z 470 [2M-H] beobachtet werden, welche

die Evidenz erhohten.

Die strukturelle Aufklarung des Orthosporins erfolgte anhand ein- und zweidimensionalen NMR

Experimenten, massenspektrometrischer Analysen und Drehwertbestimmung.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.33), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte die Anwesenheit eines meta-protonierten aromatischen Systems, was durch die Protonen
H-5 und H-7 bei du 6,32 ppm und du 6,37 ppm mit einer Kopplungskonstante 2,1 Hz koppelnd
bestitigt wurde. Des Weiteren war eine Resonanz bei du 6,49 ppm als Singulett zu beobachten,
welche als H-4 identifiziert wurde. Im Tieffeldbereich konnten die aromatischen
Hydroxylgruppen 6-OH und 8-OH bei du 10,81 ppm und du 11,00 ppm detektiert werden. Im
aliphatischen, weiter hochfeldverschobenen Bereich, konnten insgesamt sechs Protonen detektiert
werden. Mit einer Integration von drei Protonen wurde das Signal mit der chemischen
Verschiebung Ju 1,14 ppm der Methylgruppe 11 zugeordnet. Das Auftreten als Dublett mit einer
Kopplungskonstante von 6,2 Hz bestitigte, dass die als Dublett vom Dublett aufgespaltene CH-
Gruppe H-10 bei Jdu 3,99 ppm mit der gleichen Kopplungskonstante in direkter Nachbarschaft
positioniert war. Die beiden iibrigen Protonen konnten bei du 2,50 ppm als Multiplett detektiert
werden und wurden der CH,-Gruppe H-9 zugeordnet. Die so identifizierten Substrukturen wurden
anhand ihrer HMBC Korrelationen (s Abb. 3.13a & b) zusammengefiigt. H-5 zeigte die %/
Korrelation zu C-6, die 7J Korrelationen zu C-4, C-7 und C-8a. H-7 zeigte die J und J
Korrelationen zu C-6, C-8, C-8a und C-5. H-4 konnte durch die *J Korrelationen zu C-5 und C-8a
in B-Position zu H-5 positioniert werden. Die Korrelation zu C-9 ermdglichte die Verkniipfung
der Seitenkette an C-3. Die Konstitution der Seitenkette wiederrum konnte durch die
Korrelationen von H-11 zu C-10 und C-9 und H-10 zu C-3 bestétigt werden. Die chemische
Verschiebung von C-3 bei dc 155,3 ppm deutete auf die Priasenz eines Lactonringes hin, was
ebenfalls durch die Summenformel und die Massendifferenz eines Sauerstoffatoms bestatigt

werden konnte.

Die Stereochemie konnte als S anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt werden. Der
gemessene Wert betrug +20° (¢ = 0,7; MeOH), der Literaturwert +22° (¢ = 0,09; MeOH)
(Hallock, et al., 1988).

Orthosporin wurde bisher aus Rhychnosporum orthosporum (Ichihara, et al., 1989), Mollisia sp.
(Weber, 2007), Staganospora sp. (Nicolet, et al., 1999) und Ceratocystis fimbriata (Gremaud and
Tabacchi, 1994) isoliert.

158



Ergebnisse

]

|

LI

[ UL

L 100

110

120

130

L 140

|- 150

8 |- 160

W 1/6

170

S c——n]

T T T T T
10.85 10.80 10.75 10.70 10.65

T
10.95

T T T T
11.15 11.10 11.05 11.00

T
10.90
f2 (ppm)

|- 100

110

120

130

|- 140

|- 150

8 L 160

Abb.3.13a: HMBC Spektrum von Orthosporin in DMSO-ds bei 600 MHz.

159

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Ergebnisse

UL_J Ak

= =D ‘ = <) _ g
11 L3

- 56 = AR

- i o
—3 o= ?
Y10 107 % L7

» 4 & L 100

L 110

Ly

=D

L 120
L 130
—4 : [~ > L 140
L 150

(=2 L 160

L 170

Abb.3.13b: HMBC Spektrum von Orthosporin in DMSO-ds bei 600 MHz.

160

f1 (ppm)



Ergebnisse

Tab. 3.33: NMR Daten von Orthosporin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Position Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds) Lit. 400 MHz/100 MHz (Aceton-ds)
on dc HMBC OH dc
1 165,6 167,0
3 155,3 156,4
4 6,49 (1H, s) 1053 3,4a,5,8,8,9 6,54 (1H,s) 106,3
4a 139,6 140,9
5 6,37 (1H, d, J=2,1Hz) 102,5 4,6,7,8a 6,49 (1H, d, /=1,8Hz) 103,3
6 165,6 166,4
7 6,32 (1H, d, J=2,1Hz) 101,3  5,6,8,8 6,53 (1H, d, J=1,8Hz) 102,1
8 162,5 164,3
8a 98,2 99,7
9 2,50 (2H, m) 426 3,410, 11 2,72 (2H, m) 43,8
10 3,99 (1H, dd, J=12,6, 6,2Hz) 63,9 3 4,28 (1H, m, J=6,18Hz) 69,6
11 1,14 (3H, d, J=6,2Hz) 233 9,10 1,35 3H, d, J=6,18Hz) 27,7
6-OH 10,81 (1H, s) 56,7
8-OH 11,00 (1H, s) 1,7,8, 8a

a) (Gremaud and Tabacchi, 1994)
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(+)-Aloesol

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

7-Hydroxy-2-(2'-hydroxypropyl)-5-methyl-(S)-4H-1-
benzopyran-4-on

P60H2S4-7.4
Pleospora sp.

1,4 mg

gelbliches Pulver
Ci3H1404

234 g/mol

20,4 min

-15° (¢ =0,1; MeOH)
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Aloesol wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen (1,4

mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Maxima bei Amax (MeOH) 243, 279 und 288 nm

auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im negativen

Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 2352 [M+H]" und m/z 233,4 [M-H] beobachtet
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werden, welches eine Bestimmung des Molekulargewichts auf 234 g/mol zulieB3. Dieses konnte

durch die Beobachtung des pseudomolekularen Tons m/z 468,7 [2M+H]" untermauert werden.

Die Struktur wurde anhand eines 'H NMR Experimentes und des Vergleichs der chemischen

Verschiebungen, sowie des Drehwerts mit Literaturwerten aufgeklart.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.34) zeigte die Anwesenheit meta-
koppelnder Protonen bei du 6,61 ppm und du 6,63 ppm mit einer Kopplungskonstante von 2,0
Hz. Diese Resonanzen konnten H-6 und H-8 zugeordnet werden. Ebenfalls dem aromatischen
Bereich zugeordnet wurde das Singulett bei du 2,66 ppm, das mit einer Integration von drei
Protonen als die aromatische Methylgruppe in Position 5 identifiziert wurde. Neben den
aromatischen Signalen liel sich ein weiteres tieffeldverschobenes Singulett bei du 5,97 ppm
beobachten, welches als das olefinische H-3 festgelegt wurde. Komplexer aufgespalten lagen die
Signale der aliphatischen Seitenkette vor: Die endstindige Methylgruppe konnte als breites
Singulett bei du 1,14 ppm beobachtet werden, die Methylengruppe CH,-1' bei du 2,64 ppm und
die benachbarte CH-Gruppe H-2', aufgrund des entschirmenden Effektes durch das benachbarte
Sauerstoffatom, bei Jou 4,01 ppm. Neben den Signalen des Aloesols enthielt das Spektrum
zusitzlich die Signale des Orthosporin (s. Anhang 34), welche durch den Vergleich mit dem
isolierten Orthosporins (s.0.) subtrahiert wurden und die verbleibenden Signale so dem Aloesol
zugeordnet werden konnten. Eine zusétzliche Evidenz konnte durch das Fehlen von HMBC
Korrelationen zwischen den Signalen des Orthosporins und denen des Aloesols geschaffen

werden.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug -15° (¢ = 0,1; MeOH), der Literaturwert -9,1° (¢ = 0,23; MeOH) (Kashiwada, ef al.,
1984).

Bisher wurde Aloesol aus Pestalotiopsis sp. (Xu, et al., 2009, Yang, et al., 2013b), Rhei rhizoma
(Kashiwada, et al., 1984), Penicillium griseofulvum (Zhan, et al., 2013), Trichoderma aureoviride
(Khamthong, et al., 2012) und den Samen von Cassia fistula (Kuo, et al., 2002) isoliert.
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Tab. 3.34: NMR Daten von Aloesol. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

164

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 100 MHz/25 MHz (DMSO-ds) ¥

Position

on (DMSO-dy) on oc
2 73,2
3 5,97 (1H, s) 5,97 (1H, s) 44,6
4 191,2
5 139,5
6 6,61 (1H, d, J/=2,0Hz) 6,62 (1H, s) 114,0
7 164,0
8 6,63 (1H, d, J/=2,0Hz) 6,62 (1H, s) 101,6
9 162,6
10 111,9
I 2,64 (2H, m) 2,67 (2H, d, /=6Hz) 40,5
2 4,01 (1H, d, J=6,7Hz) 4,02 (1H, m) 172,1
3 1,14 (3H, br s) 1,14 3H,d, J=6Hz) 204
7-OH 10,49 (1H, s) 10,48 (1H, s)
5-Me 2,66 (3H, s) 2,65 (3H, s) 22,2

a) (Kashiwada, et al., 1984)
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Infectopyron
Synonyme 5-(4'-Methoxy-3'-methyl-2'-oxo-pyran-6'-yl)-3-methyl-
(2E,AE)-2,4-hexadienséure
Probencode P40M-4
P8OD60MS2-7
Quelle Pleospora sp.
Menge 17,4 mg
Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver
Summenformel Ci4H1605
Molekulargewicht 264 g/mol
HPLC-Retentionszeit 31,8 min
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Infectopyron wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(17,4 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amx (MeOH)

220, 264 und 341 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im

negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 265,1 [M+H]" und m/z 263,1 [M-H]
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beobachtet werden, was eine Bestimmung des Molekulargewicht auf 264 g/mol ermdglichte.
Zudem konnten die pseudomolekularen Ionen m/z 528,8 [2M+H]", m/z 308,9 [M+CH3;COO]
sowie m/z 526,9 [2M-H] beobachtet werden.

Die Struktur des Infectopyrons wurde durch ein- und zweidimensionale NMR und

massenspektrometrische Experimente aufgeklért werden.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.35), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte deutlich die Anwesenheit von vier Methylgruppen bei Ju 2,25 ppm, du 2,08 ppm, du 1,82
ppm und Ju 3,97 ppm. Diese wurden den Positionen 3-CHj3, 5-CHs, 3'-CH3 und 4'-OCH3
zugeordnet. Neben den Methylgruppen konnten drei weitere Singuletts detektiert werden, welche
bei Ju 5,78 ppm, du 6,85 ppm und Ju 6,69 ppm resonierten und den olefinischen Positionen H-2,
H-4 und H-5' zugeordnet wurden. Zudem konnte die Hydroxylgruppe in Position 1 bei on 12,25
ppm identifiziert werden. Der Zusammenbau der Struktur erfolgte anhand der HMBC
Korrelationen (s. Abb. 3.14). Die Seitenkette konnte durch die 27 und *J Korrelationen von H-2
zu C-3 und Cl1, bzw. C-4 und C-3Me, von 3-CH3 zu C-3, bzw. C-2 und C-4, von H-4 zu C-5,
bzw. C-2 und 5-Me und jenen von 5- CHj3 zu C-5, bzw. C-4 bestitigt werden. Die Konstitution
des Pyronringes konnte ebenfalls durch die HMBC Korrelationen bestimmt werden. 3'-CHj3 zeigte
2Jund °J Korrelationen zu C-2', C3', C4' und C-5', H-5' zu C-3' und C-4'. Gleichzeitig konnte die
Korrelation von 4-OCHs zu C-4' beobachtet werden, welches die Positionierung der
Methoxygruppe in Position 4' erlaubte. Die Untersuchung der chemischen Verschiebung von C-2'
und C-6' zeigte eine starke Entschirmung der Kerne, so dass diese bei dc 167,1 ppm und Jc 158,3
ppm resonierten. Diese Verschiebungen und die verbleibende Differenz von 32 amu zum
bestimmten Molekulargewicht indizierten den Lactonring. Die Verkniipfung der offenkettigen
Partialstruktur und dem Pyronkdrper konnte durch die Korrelationen von H-5' zu C-5, sowie den

Korrelationen von H-4 und 5-CH3 zu C-6' bestétigt werden.

Der Stereochemie der Doppelbindungen konnte durch die NOESY Korrelationen (s. Abb. 3.15)

von H-5' zu 4'-OMe und 5-Me, sowie den Korrelationen von 5-Me zu 3-Me bestatigt werden.

Bisher wurde Infectopyron aus Alternaria sp. (Ostenfeld Larsen, et al., 2003, Pedras, et al., 2009)
und Ulocladium sp. (Andersen and Hollensted, 2008) isoliert.
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Tab. 3.35: NMR Daten von Infectopyron. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Position Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds) Lit. 500 MHz (DMSO-ds) ®
oH Jc HMBC oH dc HMBC

1 12,25 (1H, br s) 167,1 167,3

2 5,78 (1H, br s) 121,1 1,3,4,3-Me 5,90 (1H, m, J=1,5Hz) 121,5 1,4,5,3-
Me

3 150,7 150,5

4 6,85 (1H, br s) 133,1 2,5,6',3-Me, 5-Me 6,96 (1H, br s) 1333 2,5,6,
5-Me

5 129,6 129,6

2! 163,2 163,3

3 101,3 101,4

4 165,8 165,9

5! 6,09 (1H, s) 95,3 53,46 6,79 (1H, m, J/=1,5Hz) 95,5 5,3, 4,
6',3'-Me

6' 158,3 158,5

3-Me 2,25 (3H, s) 18,7 1,2,3,4 2,36 (3H, m, J=1,5Hz) 18,8 1,2,3,4

5-Me 2,08 (3H, s) 13,9 2,3,4,5,6', 3-Me 2,19 (3H, m, J=1,5Hz) 14,1 4,5,6',
3-Me

3'-Me 1,82 (3H, s) 8,7 2,345, 6' 1,93 (3H, s) 8,8 3,45

4'-OMe 3,97 (3H, s) 56,8 4 4,08(3H, s) 57,0

a) (Ostenfeld Larsen, et al., 2003)
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4Z-Infectopyron

Synonyme 5-(4'-Methoxy-3'-methyl-2'-oxo-pyran-6'-yl)-3-
methyl-(2E,47)-2,4-hexadiensdure

Probencode P40M-3

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,5 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci4H1605

Molekulargewicht 264 g/mol

HPLC-Retentionszeit 29,5 min
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4Z-Infectopyron wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(1,5 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 224,

262 und 336 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im
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negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 265,0 [M+H]" und m/z 263,1 [M-H]
beobachtet werden, welche eine Bestimmung des Molekulargewichts auf 264 g/mol zulieen.
Zudem wurden die pseudomolekularen Ionen m/z 550,9 [2M+Na]*, m/z 308,8 [M+CH;COO]
sowie m/z 526,9 [2M-H] detektiert.

Die Struktur des 4Z-Infectopyrons wurde anhand von ein- und zweidimensionalen NMR
Experimenten aufgeklart. Wie auch beim Infectopyron zeigten sich im '"H NMR Spektrum (s.
Tab. 3.36), aufgenommen in deuteriertem DMSO, vier Methylgruppen, eine davon durch die
Verschiebung von dy 3,91 ppm als Methoxygruppe interpretiert, sowie drei Singuletts im Bereich
von Ju 2,08 ppm, du 2,07 ppm und du 1,81 ppm, welche 3-Me, 5-Me und 3'-Me zugeordnet
werden konnten. Neben den Signalen der Methylgruppen konnten drei weitere olefinische Signale
bei du 5,70 ppm, du 6,43 ppm und Ju 6,62 ppm beobachtet werden, welche den Positionen H-2,
H-4 und H-5' zugeordnet wurden. Beim Vergleich der chemischen Verschiebungen, insbesondere
von H-4 und 3-Me, mit denen des all trans-Infectopyrons konnte eine starkere Entschirmung von
H-4 um Adu 0,41 ppm, sowie eine stirkere Abschirmung der Methylgruppe von rund Ady 0,20
ppm beobachtet werden. Dem gegeniiber standen die nahezu unverdnderten chemischen
Verschiebungen der {ibrigen Positionen, welches auf eine Anderung der Konfiguration an C-4
hindeutete. Die Untersuchung des NOESY NMR Spektrums (s. Abb. 3.16) zeigte deutliche
Korrelationen von H-5' zu 4'-OMe, sowie 5-Me. 5-Me wiederrum zeigte deutliche Korrelationen
zu H-4 und dieses zu H-2. Dies lieB den Schluss zu, dass alle Protonen rdumlich gleich
ausgerichtet waren und damit die Doppelbindung in Position 4 eindeutig als z-konfiguriert
identifiziert werden konnte. Andernfalls hitte H-4, wie auch im Fall des Infectopyrons, keine

Korrelation zu 5-Me zeigen diirfen.

4Z-Infectopyron wurde bisher aus Alternaria infectoria (Andersen, et al., 2009, Christensen, et

al., 2005) isoliert.
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Tab. 3.36: NMR Daten von 4Z-Infectopyron. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.
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Abb.3.16: NOESY Spektrum von 4Z-Infectopyron in DMSO-dsbei 600 MHz.
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Isolierte Substanz 600 MHz

Lit. 500 MHz/125 MHz (Aceton-ds) ¥

Position

ou (DMSO-ds) NOESY on oc
1 168,2
2 5,70 (1H, s) H-4 5,87 (1H, m) 121,1
3 154,2
4 6,43 (1H, s) H-2, H-5Me 6,50 (1H, s) 136,8
5 133,7
2' 164,9
3 103,2
4 166,7
5' 6,62 (1H, s) H-5-Me, H-4'-OMe 6,64 (1H, m) 98,2
6 160,6
3-Me 2,08 (3H, d, J=1,0Hz) 2,27 (3H, m) 19,1
5-Me 2,07 (3H, d, J=1,0Hz) H-4, H-5 2,20 (3H, d, /=1,5Hz) 23,3
3'-Me 1,81 (3H, s) 1,93 (3H, s) 9,3
4'-OMe 3,91 (3H, s) H-5' 4,05 (3H, s) 57,7

a) (Christensen, et al., 2005)
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2Z-Infectopyron

Synonyme 5-(4'-Methoxy-3'-methyl-2'-oxo-pyran-6'-yl)-3-methyl-
(2Z,4E)-2,4-hexadiensiure

Probencode P40M-2

Quelle Pleospora sp.

Menge 1,2 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci4H1605

Molekulargewicht 264 g/mol

HPLC-Retentionszeit 27,4 min
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2Z-Infectopyron wurde aus der Ethylacetatfrakion des Reisextraktes von Pleospora sp. gewonnen

(1,2 mg). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 220,

268 und 326 nm auf. Im ESI Massenspektrum konnten sowohl im positiven, als auch im

negativen lonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 264,8 [M+H]|" und m/z 263,1 [M-H]
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beobachtet werden, welche eine Bestimmung des Molekulargewichts auf 264 g/mol ermdglichten.
Zudem lieBen sich die pseudomolekularen Ionen bei m/z 308,8 [M+CH3COO] und m/z 526,9
[2M-H] beobachten.

Die Struktur des 2Z-Infectopyrons wurde anhand von 'H-NMR- und massenspektrometrischen

Experimenten und Literaturvergleich bestitigt.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.37), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte ein dhnliches Muster, wie es bereits bei den anderen Infectopyronderivaten beobachtet
worden war: insgesamt traten vier Methylgruppen bei du 2,04 ppm, du 1,92 ppm, du 1,83 ppm und
ou 3,97 ppm auf, welche den Positionen 3-Me, 5-Me, 3'-Me und 4'-OMe zugeordnet wurden.
Neben diesen Signalen waren ebenfalls drei weitere, weiter tieffeldverschobene olefinische
Signale bei Ju 5,87 ppm, du 7,28 ppm und Jdu 6,62 ppm zu beobachten, welche als die Protonen
H-2, H-4 und H-5' interpretiert wurden. Im Vergleich zu den anderen bereits beschrieben
Infectopyronderivaten zeigte sich eine deutliche Tieffeldverschiebung von Adu 0,59 ppm bis Adu
0,66 ppm des Protons H-5', das auf eine stidrkere Entschirmung hindeutet, wohingegen 3-Me und
5-Me stirker abgeschirmt waren. Als mogliche Erklarung hierfiir kann die rdumlich verkiirzte
Distanz zwischen der Sdurefunktion und H-5' gesehen werden. Die chemischen Verschiebungen
des Pyronteils waren nicht beeinflusst. Diese Beobachtungen erlaubten, im Vergleich mit den

Literaturwerten, die Identifizierung als 2Z-Infectopyron.

Bisher wurde 2Z-Infectopyron nur synthetisch hergestellt (Geiseler and Podlech, 2012) und wurde

hier erstmals als Naturstoff isoliert.
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Tab. 3.37: NMR Daten von 2Z-Infectopyron. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz

Lit. 400 MHz/100 MHz (DMSO-d5) ®

Position

ou (DMSO-ds) on oc
1 12,10 (1H, s) 12,18 (1H,s) 166,2
2 5,87 (1H, m) 5,86 (1H,s) 120,7
3 150,3
4 6,62 (1H, m) 6,61 (1H,s) 131,0
5 127,8
2' 163,2
3 100,8
4' 165,8
5! 7,28 (1H, s) 7,27 (1H,s) 943
6' 158,3
3-Me 2,04 (3H, s) 2,03 (3H,s) 13,7
5-Me 1,92 (3H, s) 1,91 3H,s) 23,9
3'-Me 1,83 (3H, s) 1,82 (3H,s) 8.6
4-OMe 3,97 (3H,s) 3,96 3H,s) 56,7

a) (Geiseler and Podlech, 2012)
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3.1.3.2 Semisynthetische Verbindungen aus Pleospora sp. Metaboliten

Altersolanol A Acetonid

Probencode Altersolanol A Acetonid
Quelle Semisynthetisch aus Altersolanol A aus Pleospora sp.
Menge 18,0 mg
Physikalische Beschreibung Rotes Pulver
Summenformel C1oH200s
Molekulargewicht 376 g/mol
HPLC-Retentionszeit 27,7 min
Drehwert +164 ° (¢ =0,5; MeOH)
O OH

12
11
13
AM|31208#2 A Acetonid UV VIS 1 \nureassmxsou HID 2402 AVI1 NL 1.¥3E8
WVL:235 nm : + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
1-27,733 77449
. 103 .
> ] [2M+Na]
o 80
250 E -
!
g 1
125-] é 60: 763.2
< 7
o
2 4
£ 7 ¥ 7759
*] 4 [M+H]
£ 20] 3772 —_
E Jioer 2383 3193 | amo gga B ppn £485 9506
LIS L L L I O
00 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
e ———————————————————————————————————————
Andreasor4 #867 RT: 24.08 AV:1 NL: 1.87E7
700 Peaktﬂ 100% at 27.73 min o e T T F: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
0 spectra library nits foun
P Iy 100 3754
220.1 q [M‘H]_
2 80
g 807
% 4
2 &
E=f
] 750.8
2702 ¢ 4]
4363 3 s 4209 [2M-H]
i B 751.9
B 1894 615 upg| 4219 5665 6690 7528 gig5
10,0 : — — — — : L e o o LA e e s et e |
%0 "o "9 " " 5 100 200 300 400 500 . 600 700 800 %00 1000

Altersolanol A Acetonid wurde aus Altersolanol A semisynthetisch hergestellt (18,0 mg) (s.
2.2.6.2.2). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH)
220, 270 und 436 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieen sich sowohl im positiven, bzw. im

negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 774,9 [2M+Na]® und m/z 375,4 [M-H]
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erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 376 g/mol schlieen lieBen. Ebenfalls lieBen sich

die pseudomolekularen Peaks bei m/z 377,2 [M+H]" und m/z 750,8 [2M-H] erkennen.

Die strukturelle Aufklarung von Altersolanol A Acetonid erfolgte durch massenspektrometrische

sowie NMR Experimente.

Die Untersuchung des in deuteriertem DMSO gemessenen 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.38)
zeigte die Anwesenheit von insgesamt zwanzig Protonen. Im direkten Vergleich zu Altersolanol
A konnten zwei zusitzliche Signale bei du 1,31 ppm und du 0,97 ppm beobachtet werden, welche
jeweils {iiber eine Integration von drei Protonen verfiigten. Diese Signale wurden den
Methylgruppen des Acetonids zugeordnet. Durch die Untersuchung des HMBC Spektrums (s.
Abb. 3.17) konnte die Substitution des ungeséttigten Ringsystems bestétigt werden. Als wichtige
Korrelationen sind hierbei jene von H-1 zu C-2Me und C-9a, H-2Me zu C-1, C-2 und C-3, H-3 zu
C-2 und C-2Me uund H-4 zu C-3, C-4a, C-9a und C-10, sowie von H-12 und H-13 zu C-11
identifiziert werden. Insbesondere der Vergleich der chemischen Verschiebungen von C-2 und C-
3 bei dc 64,5 ppm und Jc 82,6 ppm mit denen des Altersolanol A zeigten an, dass die
Hydroxylgruppen substituiert vorliegen mussten. In Kombination mit dem im Vergleich zum
Altersolanol A um 40 amu erhdhten Molekulargewicht, konnte das Altersolanol A Acetonid so

eindeutig identifiziert werden.
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Abb. 3.17: Ausgewihlte HMBC Korrelationen des Altersolanol A Acetonid gemessen in
DMSO-dsbei 600MHz.
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Tab. 3.38: NMR Daten von Altersolanol A Acetonid.

Altersolanol A Acetonid 600 MHz Altersolanol A Lit. 100 MHz

Position (DMSO-d;) (DMSO-dg) »

ou dc OH oc
1 440 (IH, brs) 64,5 438 (1H, 5) 633
2 82,8 72,7
3 431 (1H,brs) 82,6 3,64 (1H, m) 73,6
4 495 (1H,brs) 613 4,54 (1H, m) 68,3
4a 146,3 1442
5 164,1 162,9
6 6,99 (1H,brs) 1044 6,72 (1H, d, J=2,0Hz)  105,6
7 164,2 165,1
8 7,03 (1H, brs)  104,5 6,93 (1H, d, J=2,0Hz) 1067
8a 122,6 132,9
9 182,5 183,3
9a 143,4 141,8
10 186,5 188,1
10a 108,6 109,2
11 107,9
12 1,31 GH,s) 269
13 097 GH,s) 273
2-Me 1,53(3H,s) 258 1,24 3H, 5) 222
7-OMe  375(GH,s) 569 3,90 (3H, 5) 56,1
1-OH 5,30 (1H, s)
2-OH 4,48 (1H, br s)
3-OH 5,00 (1H, d, J=7,0Hz)
5-OH 12,97 (1H, s) 12,15 (1H, s)

) (Yagi, et al., 1993)
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Altersolanol A Acetonidtrimethylether

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

Probencode Altersolanol A Actonidtrimethylether
Quelle Semisynthetisch aus Altersolanol A Acetonid
Menge 3.4 mg

Rotes Pulver
Ca2Ha605
418 g/mol
28,1 min

+49° (c=0,1; MeOH)
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Altersolanol A Acetonidtrimethylether wurde aus Altersolanol A Acetonid semisynthetisch

hergestellt (mg) (s. 2.2.6.2.2). Die Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima
bei Amax (MeOH) 218, 269 und 423 nm auf. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im

positiven, als auch negativen Ionisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 419,1 [M+H]" und m/z
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403,3 [M-CH3]" erkennen, welche auf ein Molekulargewicht von 418 g/mol schlieBen lieen.
Ebenfalls lie sich das pseudomolekulare Ion mit m/z 836,8 [2M+H]" beobachten, das die
Aussage festigte.

Die Struktur wurde aufgrund der massenspektrometrischen und UV spektroskopischen Analysen

bestitigt.
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Altersolanol C Acetonid

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

P20H-70M-7

Semisynthetisch aus Altersolanol C
16,4 mg

Gelb-rote Kristalle

Ci9H2007

360 g/mol

28,3 min
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Altersolanol C Acetonid wurde aus Altersolanol C aus Pleospora sp. hergestellt (16,4 mg). Die

Substanz wies drei charakteristische UV Absorptionsmaxima bei Amsx (MeOH) 218, 271 und 433

nm auf. Im ESI Massenspektrum lieBen sich sowohl im positiven, bzw.

im negativen

Tonisierungsmodus die Basispeaks bei m/z 361,4 [M+H]" und m/z 359,3 [M-H] erkennen, welche
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auf ein Molekulargewicht von 360 g/mol schlieBen lieBen. Ebenfalls lieBen sich die

pseudomolekularen Peaks bei m/z 742,8 [2M+Na]* und m/z 718,8 [2M-H] erkennen.

Die Struktur von Altersolanol C Acetonid wurde mit Hilfe von 'H, *C und HMBC NMR
Experimenten bestétigt (s. Tab. 3.39).

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums, aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte eine
dhnliche Signalverteilung wie bereits zuvor fiir das Altersolanol C (s. 3.1.2) beschrieben. Im
Gegensatz zu diesem zeigten sich jedoch zwei zusétzliche Signale bei dy 1,28 ppm und Jy 0,91
ppm, welche den Methylgruppen des Acetonids zugeordnet wurden. Die Struktur konnte durch
die Untersuchung des HMBC Spektrums (s Abb. 3.18) eindeutig identifiziert werden. Die
wichtigsten Korrelationen zur Bestétigung der ungesittigten Ringstruktur sind jene von H-1 zu C-
2, C-3, C-9, C-2Me und C-9a, von H-2Me zu C-1, C-2 und C-3, von H-3 zu C-1, C-4a und C-
2Me, sowie von H-4 zu C-2, C-3, C-4a und C-10. C-2 (éc 83.3 ppm) und C-3 (d¢c 79.6 ppm)
zeigten eine deutliche Tieffeldverschiebung im Vergleich zu den beiden Kohlenstoffatomen des
Altersolanol C, welche bei dc 71,9 ppm bzw. dc 66,7 ppm vorlagen und deuteten damit eine
Substitution der Hydroxylgruppen an. Dieses, in Kombination mit der HMBC Korrelation von H-
12 zu C-3 und dem im Vergleich zum Altersolanol C um 40 amu vergréferten Molekulargewicht

bestitigte eindeutig die Struktur des Altersolanol C Acetonids.
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Abb. 3.18: Ausgewihlte HMBC Korrelationen des Altersolanol C Acetonid gemessen in DMSO-
dsbei 600 MHz.
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Tab. 3.39: NMR Daten von Altersolanol C Acetonid.

184

Altersolanol C Acetonid 600 MHz/150 MHz

Altersolanol C 600 MHz/150 MHz

Position (DMSO-ds) (DMSO-ds)
on oc on dc
1 4,63 (1H, d, 4,5 Hz) 65,0 4,33 (1H, d, J=6,6Hz) 69,2
2 83,3 71,9
3 4,43 (1H, dt, 16,4, 2,0 Hz) 79,6 3,75 (1H,dd, J=16,1, 6,3Hz) 66,7
4 2,55 (1H, dd, J=20,0, 2,0Hz) 28,6 2,35 (1H, dt, J=19,4, 9,8Hz) 29,0.
3,15 (1H, dd, J=20,0, 9,0Hz) 2,79 (1H, dd, J=19,4, 5,9Hz)
4a 144,6 1438
5 164,1 163,3
6 6,86 (1H, br s) 106,4 6,82 (1H, d, /=2,5Hz) 105,6
7 165,5 165,6
8 7,10 (1H,br s) 108,0 7,03 (1H, d, /=2,5Hz) 106,9
8a 133,6 1334
9 181,7 182,9
9a 1452 143,0
10 1874 188,1
10a 109,3 109,1
11 108,3
12 1,28 3H, s) 27,5
13 0,91 (3H, s) 27,5
2-Me 1,50 (3H, s) 24,9 1,27 (3H, 5) 21,8
7-OMe 3,92 (3H,s) 56,9 3,91 (3H, s) 56,3
1-OH 5,60 (1H, d, 4,0 Hz) 5,50 (1H, s)
2-OH 4,38 (1H, s)
3-OH 4,67 (1H, d, J=6,8Hz)
5-OH 12,15 (1H, s) 12,19 (1H, s)
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Altersolanol C Acetoniddimethylether

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht
HPLC-Retentionszeit

Drehwert

P20H-70M-7

3.8 mg

Gelb-rote Kristalle
C219H2407

388 g/mol

35,8 min

+45° (c=0,1; MeOH)

Semisynthetisch aus Altersolanol C aus Pleospora sp.
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Altersolanol C Acetoniddimethylether wurde aus Altersolanol C Acetonid semisynthetisch

hergestellt (mg) (s. 2.2.6.2.2). Die Substanz wies vier charakteristische UV Absorptionsmaxima
bei Amax (MeOH) 222, 268, 300 und 434 nm auf. Das ESI Massenspektrum liel im positiven
Modus der Basispeak m/z 797,2 [2M+Na]" erkennen, welcher auf ein Molekulargewicht von 388

g/mol schliefen lieB.
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Die Struktur wurde aufgrund der massenspektrometrischen und UV spektroskopischen Analysen

bestétigt.
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3.1.3 Isolierte Verbindungen aus Penicillium glabrum

Desmethoxyyangonin

Synonyme 4-Methoxy-6-(2-phenylethenyl)-(£)-2 H-pyran-2-on;
4-Methoxy-6-styryl-(£)-2 H-pyran-2-on;
Demethoxy-Yangonin; 5,6-Dehydrokavain;
5,6-Dehydrokawain; trans-5,6-Dehydrokawain

Probencode PG40H2-4

Quelle Penicillium glabrum

Menge 20,2 mg

Physikalische Beschreibung WeiBes Pulver

Summenformel C14H1,04

Molekulargewicht 228 g/mol

HPLC-Retentionszeit 27,9 min
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Desmethoxyyangonin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum {iber

eine Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer

semipraparativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei
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charakteristische Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 209, 230 und 343 nm, welche typisch fiir
Zimtsdurederivate sind. Im Massenchromatogramm lief3 sich der Basispeak m/z 478,7 [2M+Na]"
detektieren, sowie m/z 229,1 [M+H]’, wodurch auf ein Molekulargewicht von 228g/mol
geschlossen werden konnte. Eine Ionisierung im negativen ESI Modus konnte nicht beobachtet

werden.

Die Struktur des Desmethoxyyangonins wurde anhand eines '"H NMR Spektrums aufgenommen

in deuteriertem DMSO und Literaturabgleich aufgeklart.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.40) zeigte deutlich die Prisenz eines
AA'BB'C-Systems, welches bei du 7,64 ppm und Ju 7,41 ppm resonierte, wobei du 7,64 ppm
durch seine Integration von zwei Protonen H-10 und H-14 zugeordnet wurde und du 7,41 ppm
den Protonen H-11 bis H-13. Eine weitere Evidenz fiir die Positionierung von H-10 und H-14 war
durch die Kopplungskonstante von 7,6 Hz gegeben, welche ortho-stindige Protonen indizierte.
Neben den aromatischen Protonen lieen sich die Protonen einer ¢rans-Doppelbindung bei du 7,01
ppm und Ju 7,32 ppm identifizieren, welche den Positionen H-7 und H-8 zugeordnet wurden.
Zudem konnten dem Spektrum zwei weitere Signale mit der Integration von einem Proton
entnommen werden, welche mit 1,9 Hz zueinander koppelten und bei Ju 5,65 ppm und dy 6,32
ppm resonierten. Diese Signale wurden den Protonen H-3 und H-5 des Pyronteils zugeordnet. Als
letztes verbleibendes Signal konnte eine aromatische Methoxygruppe bei du 3,83 ppm beobachtet
werden, welche 4-OMe zugeschrieben wurde. Im Vergleich zu den Literaturwerten ist eine
Differenz, insbesondere der aromatischen Protonen, von rund du 0,50 ppm zu beobachten, welche
sich durch den stdrkeren Anisotropieeffekt des deuterierten Chloroforms im Vergleich zum

DMSO und geritespezifischen Abweichungen erklaren lésst.

Bisher wurde Desmethoxyyangonin aus Piper methysticum (Dharmaratne, et al., 2002),
Scorzonera austriaca (Jiang, et al., 2007) und Boesenbergia rotunda (Morikawa, et al., 2008)
isoliert. Soweit bekannt ist, wurde Desmethoxyyangonin bisher weder aus endophytischen Pilzen

noch aus Pilzen generell isoliert.
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Tab. 3.40: NMR Daten von Desmethoxyyangonin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz Lit. 500 MHz/125 MHz (CDCl;) »

Position
ou (DMSO-ds) ou oc

2 164,2
3 5,65 (1H, d, J/=1,9Hz) 5,44 (1H, d, J=1,4Hz) 89,2
4 171,4
5 6,32 (1H, d, J/=1,9Hz) 5,90 (1H, s) 101,8
6 158,9
7 7,01 (1H, d, J=16,3Hz) 6,54 (1H, d, J=15,9Hz) 119,1
8 7,32 (1H, d, J=16,3Hz) 7,44 (1H, d, J=15,9Hz) 135,8
9 135,6
10 7,64 (1H, d, J/=7,6Hz) 7,48 (1H, m) 127,8
11 7,41 (1H, m) 7,35-7,31 (1H, m) 129,2
12 7,41 (1H, m) 7,35-7,31 (1H, m) 129,8
13 7,41 (1H, m) 7,35-7,31 (1H, m) 129,2
14 7,64 (1H, d, J/=7,6Hz) 7,48 (1H, m) 127,8
4-OMe 3,83 (3H, s) 3,76 (3H, s) 56,3

a) (Dharmaratne, et al., 2002)
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Asterricacid

Synonyme 3'4-Dihydroxy-6-methoxy-5'-methyl-1,1'-oxydi-
2,2'-benzoesédure-7-methylester

Probencode PG40+20D-1-4

Quelle Penicillium glabrum

Menge 10,0 mg

Physikalische Beschreibung Gelbliches Pulver

Summenformel Ci7H160s

Molekulargewicht 348 g/mol

HPLC-Retentionszeit 24,1 min

Andreas898 #1137 RAT: 28.47 AV:1 NL: 1.42E9
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Asterricacid konnte

aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum iiber eine

Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer

semipreperativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei

Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 217, 252 und 316 nm. Beobachtet werden konnten im
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Massenchromatogramm die Basispeaks m/z 348,7 [M+H]" sowie m/z 694,8 [2M-H]". Zusitzlich
wurden die pseudomolekularen Ionen m/z 718,3 [2M+Na]" und m/z 347,1 [M-H] detektiert,

welche eine Bestimmung des Molekulargewichtes auf 348 g/mol zulieBen.

Die strukturelle Aufklirung der Asterricacid erfolgte mittels eines 'H NMR Experimentes,

massenspektrometrischer Analysen und Literaturvergleich der gewonnen Daten.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.41), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt neun Signale, welche aufgrund ihrer Integration als sechszehn Protonen zu
identifizieren waren. Im Hochfeldbereich waren insgesamt drei Methylgruppen zu erkennen,
welche bei du 2,08 ppm, du 3,61 ppm und du 3,69 ppm resonierten und daher der aromatischen
Methylgruppe 5'-Me, bzw. den aromatischen Methoxygruppen 6-OMe und 7-OMe zugeordnet
wurden. Im Tieffeldbereich lieBen sich drei Signale bei du 5,75 ppm, Ju 6,32 ppm und Ju 6,77
ppm (zwei Signale iiberlappend) beobachten, welche den aromatischen Protonen H-6' und H-4',
bzw. H-3 und H-5 zugeordnet wurden. Noch weiter tieffeldverschoben traten die Signale der

Hydroxylgruppen 4-OH (du 9,88 ppm), 3'-OH (du 11,20 ppm) und 7'-OH (du 12,98 ppm) auf.

Asterricacid wurde bisher aus Penicillium glabrum (Hammerschmidt, et al., 2012), Aspergillus
sp. (Lin, et al., 2009, Park, et al., 2002, Wu, et al., 2008), Dothideomycetes sp. (Chomcheon, et
al., 2009), Geomyces sp. (L, et al., 2008), Scytalidium sp. (Stermitz, et al., 1973), Chrysosporium
sp. (Slater, et al., 1971) und Phoma sp. (Fang, et al., 2012) isoliert.
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Tab. 3.41: NMR Daten von Asterricacid. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz  Lit. 500 MHz/125 MHz (Aceton-ds) »

Position
ou (DMSO-dy) ou oc

1 134,6
2 125,6
3 6,77 (1H, s) 7,04 (1H, d, J=2,8Hz) 109,3
4 156,9
5 6,77 (1H, s) 6,92 (1H, d, J=2,8Hz) 105,6
6 154,8
7 165,6
6-OMe 3,61 (3H, s) 3,73 (3H, s) 52,7
7-OMe 3,69 (3H, s) 3,81 (3H, s) 56,7
4-OH 9,88 (1H, s) 9,06 (1H, s)
I 164,3
2' 100,5
3 159,4
4' 6,32 (1H, s) 6,47 (1H, dq, J=1,5, 0,6Hz)  106,0
5! 147,8
6' 5,75 (1H, s) 5,91 (1H, dq, J=1,5, 0,6Hz) 112,6
7 171,7
5'-Me 2,08 (3H, s) 2,16 (3H, t, J/=0,5Hz) 22,0
3'-OH 11,20 (1H, br s) 11,32 (1H, s)
7'-OH 12,98(1H, br s) 11,96 (1H, s)

a) (Park, et al., 2002)
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Methylasterricacid
Synonyme 2-Hydroxy-6-[3'-hydroxy-1'-(methoxycarbonyl)-5'-
methoxyphenoxy]-4-methyl-benzoeséduremethylester
PG40H-2-2
Probencode
Penicillium glabrum
Quelle
14,9 mg
Menge .
Gelbliches Pulver
Physikalische Beschreibung
CisHi50s
Summenformel
362 g/mol
Molekulargewicht ]
24,1 min
HPLC-Retentionszeit
8 8

1 AM121018 #3 PG40H2-2 UV VIS 1 Ahdrea§686#1 148 RT:28.21 AV:1 NL: 1.51E9
mAU WVL:235 nm| F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
1.000] 1004 382.2

1-24,140

! 374.2
750 g &0
3 7
5 607
500 a |
< 7
o
z 407
250 ] [M+H]
2 207
1 1e0s rass
o] bl .
o
. . . . min 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 mz
-_—
9 Andreas88 #1150 RT: 28.25 AV: 1 NL:1.83E7
70,0 Peaki#1_100% at 24.14 min . - F: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
Q No spectra library hits found} 2811
100
21 ] [M-H]
§ 80]
H ]
2 a0
3 3
2492 2 a0
3147 3
o - -
2 27 2622 [2M-H]
7 ] 1834 2543 8367
o3 .
W 100 200 00 400 500 00 700 200 a00 100(
200 250 300 350 400 450 500 550 595

Methylasterricacid konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum tber eine
Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer
semipriparativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei

Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 215, 249 und 315 nm. Im negativen ESI Modus lie3 sich
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der Basispeak bei m/z 361,1 [M-H] sowie das pseodomolekulare lon m/z 722,8 [2M-H] erkennen,
welches in Kombination mit m/z 362,8 [M+H]" im positiven ESI-Modus auf ein

Molekulargewicht von 362 g/mol schlielen lieB3.

Die strukturelle Aufklirung der Methylasterricacid erfolgte mittels eines '"H NMR Experimentes,

massenspektrometrischer Analysen und Literaturvergleich.

Das '"H NMR Spektrum (s. Tab. 3.42), aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte insgesamt
vier Signale im aromatischen Bereich, wobei zwei von ihnen als breites Singulett bei dy 6,31 ppm
und Jdu 5,63 ppm resonierten, die beiden anderen Signale als Dublett bei du 6,75 ppm mit einer
Kopplungskonstante von 3,4 Hz vorlagen. Die Singuletts konnten anhand des Literaturabgleiches
H-3 und H-5 zugeordnet werden, die beiden iibrigen Signale den meta-stindigen Protonen H-2'
und H-4'. Neben den aromatischen Signalen lieBen sich insgesamt vier Methylgruppen
beobachten: eine aromatische Methylgruppe bei du 2,06 ppm, sowie drei Methoxygruppen, die bei
ou 3,76 ppm, du 3,61 ppm und Jdu 3,69 ppm. Die Signale wurden daher entsprechend den
Positionen H-9, bzw. H-8, H-8' und H-9' zugeordnet. Zudem konnten dem Spektrum die Signale
der Hydroxylgruppen 2-OH und 3'-OH bei du 10,07 ppm und Jdu 9,88 ppm entnommen werden.
Die Zuordnung von 2-OH zum weiter tieffeldverschoben Signal konnte durch die Prdsenz der
Ketofunktion in p-Position und der damit verbundenen stirkeren Entschirmung begriindet

werden.

Bisher wurde Methylasterricacid aus Phoma sp. (Fang, et al., 2012), Dothideomycete sp.
(Chomcheon, et al., 2009), Aspergillus sp. (Park, et al., 2002) und Geomyces sp. (Li, et al., 2008)

1soliert.
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Tab. 3.42: NMR Daten von Methylasterricacid. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 300 MHz »

Position
ou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy)

3 6,31 (1H, brs) 6,31 (brs)
5 5,63 (1H, br s) 5,63 (brs)
8 3,76 3H, s) 3,76 (s)
9 2,06 (3H, s) 2,06 (s)
2 6,75 (1H, d, J=3,4Hz) 6,74 (d, /=2,9Hz)
4' 6,75 (1H, d, J/=3,4Hz) 6,76 (d, J=2,9Hz)
8' 3,61 (3H, s) 3,61 (s)
9 3,69 (3H, s) 3,69 (s)
2-OH 10,07 (1H, s) --
3'-OH 9,88 (1H, s) --

a) (Lee, etal.,2002)
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Sulochrin

Synonyme 7-(4'-Hydroxy-6'-methoxy-2'-benzoylsiure-
methylester)-1,5-dihydroxy-3-methyl-benzoesdure

Probencode PG40H-2-1

Quelle Penicillium glabrum

Menge 48,8 mg

Physikalische Beschreibung Gelbliches Pulver

Summenformel Ci7H1607

Molekulargewicht 332 g/mol

HPLC-Retentionszeit 20,7 min

uv_VIs_1 Andreas685 #3986 RT: 24.29 AV: 1 NL: 5.22E8
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Sulochrin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum  iiber eine

Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer

semipreperativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte zwei

Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 211 und 285 nm. Das Molekulargewicht konnte durch die
Basispeaks m/z 332,7 [M+H]" und m/z 331,1 [M-H] im ESI Massenspektrum auf 332 g/mol

festgelegt werden.
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Die Struktur des Secoanthrachinons Sulochrin wurde anhand von eindimensionalen NMR

Spektren und Literaturabgleich der gewonnenen Daten aufgeklart.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.43) zeigte die Anwesenheit von vier
aromatischen Protonen, von denen zwei bei dn 6,08 ppm iiberlagerten vorlagen und den Protonen
des symmetrisch substituierten Rings, an den Positionen H-2 und H4 zugeordnet wurden. Die
beiden iibrigen Signale resonierten bei on 6,90 ppm und Ju 6,68 ppm, und koppelten jeweils mit
1,4 Hz, was eine meta-Positionierung der Protonen anzeigte und daher als die Positionen H-3'/5'
identifiziert wurden. Neben den aromatischen Signalen konnten drei Methylgruppen detektiert
werden, welche bei du 2,15 ppm, Ju 3,63 ppm und du 3,64 ppm auftraten und aufgrund ihrer
chemischen Verschiebung der aromatischen Methylgruppe 3-Me und den Methoxyfunktionen 6'-
OMe und 2'-OMe zugeordnet werden konnten. Durch die Aufnahme des Spektrums in
deuteriertem DMSO konnten auflerdem die Hydroxylgruppen 1-OH, 5-OH und 4'-OH bei Ju
11,44 ppm, ou 11,44 ppmund Ju 9,98 ppm als Singuletts identifiziert werden.

Bisher wurde Sulochrin aus Penicillium sp. (Hammerschmidt, et al., 2012, Smetanina, et al.,
2011), Aspergillus sp. (Bizukojc and Ledakowicz, 2009, Zhao, 2007) Dothideomycete sp.
(Chomcheon, et al., 2009) und Aureobasidium sp. (Shimada, et al., 2003) isoliert.

Tab. 3.43: NMR Daten von Sulochrin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. 80/100 MHz

Position
ou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy)

2 6,08 (1H, s) 6,08 (1H, s)

4 6,08 (1H, s) 6,08 (1H, s)

3 6,90 (1H, d, J=1,4Hz) 6,89 (1H, d, /=2Hz)
5! 6,68 (1H, d, J=1,4Hz) 6,65 (1H, d, /=2Hz)
1-OH 11,44 (1H, s) -

5-OH 11,44 (1H, s) -

3-Me 2,15 (3H, s) 2,15 (3H, s)
6'-OMe 3,63 (3H, s) 3,64 (3H, s)
2'-COOCH; 3,64 (3H,s) 3,64 (3H, s)

4'-OH 9,98 (1H, s) -

a) (Inamori, et al., 1983)
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Questin

Synonyme 1,6-Dihydroxy-8-methoxy-3-methyl-
anthrachinon; Methylemodin

Probencode PG40H-2-5

Quelle Penicillium glabrum

Menge 8,3 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci6H120s

Molekulargewicht 284 g/mol

HPLC-Retentionszeit 29,9 min

PGA40H2-5
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Questin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum durch eine

Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer

semipreperativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei

charakteristische Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 222, 285 und 436 nm, welche typisch fiir

Anthrachinonderivate sind (Vgl. Altersolanol A). Das Molekulargewicht konnte durch die
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Beobachtung der pseodomolekularen Massenpeaks von m/z 285,2 [M+H]", m/z 590,7 [2M+Na]*,
m/z 283,3 [M-H], sowie m/z 566,8 [2M-H] auf 284 g/mol festgelegt werden.

Die strukturelle Aufklirung des Questins erfolgte mit Hilfe wvon NMR- und

massenspektrometrischer Experimente und deren Literaturabgleich.

Die Untersuchung des '"H-NMR Spektrums (s. Tab. 3.44) zeigte insgesamt sieben Signale, von
denen zwei im Hochfeldbereich und fiinf im Tieffeldbereich zu finden waren. Die beiden Signale
im Hochfeld traten bei du 2,39 ppm und du 3,90 ppm auf, zeigten eine Integration von je drei
Protonen und wurden daher der aromatischen Methylgruppe 3-Me und der aromatischen
Methoxygruppe 8-OMe zugeordnet. Im aromatischen Signalbereich konnten insgesamt vier
Signale identifiziert werden, welche bei du 6,84 ppm, du 7,12 ppm, du 7,20 ppm und Ju 7,42 ppm
auftraten. Diese Signale wurden den Protonen H-7, H-4, H-5 und H-2 zugeschrieben. Die
Protonen H-5 und H-7 zeigten die fiir eine meta-Stindigkeit typische Kopplungskonstante von 2,0
Hz. Noch weiter tieffeldverschoben bei ou 13,25 ppm konnte ein weiteres scharfes Singulett
beobachtet werden, welches als 1-OH identifiziert wurde. Die Schirfe des Signals konnte durch

die Ausbildung einer Wasserstoftbriicke zur benachbarten Ketogruppe erklart werden.

Questin wurde bisher aus Aspergillus sp. (Du, et al., 2008, Inamori, et al., 1983, Lin, et al., 2009,
Liu, et al., 2006, Wang, et al., 2007, Xue, et al., 2012), Eurotium robrum (Li, et al., 2009),
Dothideomycetes sp. (Chomcheon, et al., 2009) und Chrysosporium sp. (Slater, et al., 1971)

1soliert.

Tab. 3.44: NMR Daten von Questin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz Lit. ? MHz »

Position
ou (DMSO-dy) ou (DMSO-dy)

2 7,42 (1H, d, J/=2,0Hz) 7,37 (1H, d, J/=2,0Hz)
4 7,12 (1H, d, J/=2,0Hz) 7,03 (1H, d, J/=2,0Hz)
5 7,20 (1H, d, J/=2,0Hz) 7,14 (1H, d, J/=3,0Hz)
7 6,84 (1H, d, J/=2,0Hz) 6,76 (1H, d, J/=3,0Hz)
3-Me 2,39 (3H, s) 2,33 (3H, s)
8-OMe 3,90 (3H, s) 3,86 (3H, s)
1-OH 13,25 (1H, s)
6-OH n.d.

a) (Inamori, et al., 1983)
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Questinol

Synonyme 1,6-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl)-8-methoxy-
anthrachinon; w-Hydroxymethylemodin

Probencode PGOH+100D-2-4

Quelle Penicillium glabrum

Menge 10,3 mg

Physikalische Beschreibung Gelbes Pulver

Summenformel Ci6H1206

Molekulargewicht 300 g/mol

HPLC-Retentionszeit 24,4 min

AM121018 #9 PGOH+100D-2-4
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WVL:235 nm
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Questinol konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Penicillium glabrum durch eine
Aufreinigung mittels VLC, gefolgt von einer Grofenausschlusschromatographie und einer
semipraparativen HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei
charakteristische Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 222, 285 und 436 nm, welche typisch fiir
Anthrachinonderivate sind (Vgl. Questin, Altersolanol A). Das Molekulargewicht konnte durch
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die Beobachtung des Basispeaks m/z 299,3 [M-H] auf 300 g/mol festgelegt werden. Eine

Ionisierung im positiven ESI Modus konnte nicht beobachtet werden.

Die Struktur des Questinols wurde anhand von ein- und zweidimensionalen NMR Experimenten,

sowie Massenchromatogrammen und Literaturvergleichen aufgeklrt.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.45) zeigte insgesamt vier aromatische
Protonen, eine aromatische Methoxygruppe bei du 3,90 ppm, eine aliphatische CH,-Gruppe bei dn
4,58 ppm, sowie drei Hydroxylgruppen. Die aromatischen Signale traten bei du 6,84 ppm, du 7,20
ppm und Jy 7,57 ppm auf, wobei Ju 7,20 ppm eine Integration von zwei Protonen aufwies. Die
Protonen koppelten mit 2,2 Hz zueinander, welches die meta-Positionierung zueinander
indizierte. Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Signale H-5, H-2, H-7 und H-4
zugeordnet. Die drei Signale der Hydroxylgruppen konnten aufgrund ihrer chemischen
Verschiebung den beiden aromatischen Hydroxylgruppen 1-OH (Jdu 13,27 ppm) und 6-OH (Jdu
11,22 ppm), sowie dem aliphatischen 1'-OH (du 5,51 ppm) zugeschrieben werden. Die
Positionierung von 1'-OH neben der CH»-1' konnte durch die Aufspaltung der CH»-Gruppe zum
Dublett und der Hydroxylgruppe zum Triplett, welche mit 5,7 Hz koppelten, bewiesen werden.
Die Substrukturen konnten anhand von HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.19a & b)
zusammengefiigt werden. Der Anthrachinongrundkérper konnte durch die *J Korrelationen von
H-2 zu C-4 und C-9a, H-4 zu C-2, C-9a und C-10, H-5 zu C-7 und C-8a und H-7 zu C-5 und C-8a
in seiner Konstitution bestitigt werden. Zusitzlich konnten die 2/ Korrelationen von H-7 zu C-6
und C-8, H-5 zu C-6 und 8-OMe zu C-8 beobachtet werden, welches die Positionierung von 6-
OH zwischen den beiden Protonen H-5 und H-7 eindeutig festlegte. Ebenfalls konnte die °J
Korrelation von H-2 zu C-1 beobachtet werden, sowie jene von 1-OH zu C-1, C-2 und C-9a.
Diese Beobachtung und die Ausbildung eines scharfen Singuletts von 6-OH ermdglichte die
Positionierung der Hydroxylgruppe an C-1 in S-Position zur Ketogruppe C-9. H-2, H-4 und H-7
zeigten zudem @ Korrelationen zu C-9, welche die Verkniipfung der beiden aromatischen
Systeme iiber eine Chinonstruktur bestitigte. Die aliphatische Seitenkette konnte durch die *J
Korrelationen von H-2 und H-4 zu C-1', I'-OH zu C-3 sowie den °J Korrelationen H-1' zu C-3

und 1'-OH zu C-1' an C-3 verkniipft werden.

Bisher wurde Questinol aus Penicillium glabrum (Hammerschmidt, et al., 2012), Aspergillus sp.
(Arai, et al., 1989, Wang, et al., 2007), Chrysosporium sp. (Slater, et al., 1971) und Polygonum

cuspidatum (Kimura, et al., 1983) isoliert.
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Abb.3.19a: HMBC Spektrum von Questinol in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.45: NMR Daten von Questinol. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

204

600 MHz DMSO-ds

Lit. 500 MHz ®

Position
oH Joc HMBC ou (DMSO-dy)
1 161,7
2 7,20 (1H, d, J=2,2Hz)  120,9 1,4,9,9a,1' 7,24 (1H, d, J=2,0Hz)
3 151,3
4 7,57 (1H, d, J=2,2Hz)  115,8 2,9,9a,10,1' 7,61 (1H, d, J/=2,0Hz)
4a 132,1
5 6,84 (1H, d, /<2,2Hz)  105,0 6,7,8a,9 6,85 (1H, d, J/=2,0Hz)
6 164,4
7 7,20 (1H, d, J2,2Hz) 107,0 5,8,8a,9 7,24 (1H, d, J=2,0Hz)
8 163,5
8a 112,7
9 186,4
9a 115,1
10 182,3
10a 136,8
8-OMe 3,90 (3H, s) 56,3 8 3,91 (3H, s)
1-OH 13,27 (1H, s) 1,2,9a 13,37 (1H, s)
6-OH 11,22 (1H, s)
I 4,58 (1H, d, J=5,7Hz) 2,3,4 4,60 (2H, s)
1'-OH 5,51 (1H, t, J=5,7Hz) 3,1

a) (Kimura, et al., 1983)
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3.1.4 Isolierte Verbindungen aus Nigrospora sphaerica

Griseofulvin

Synonyme 7-Chloro-2',4,6-trimethoxy-6'-methyl-(1'S-trans)-
spiro[benzofuran-2(3H)1'-[2]cyclohexen]-3,4'-dion;
7-chloro-2',4,6-trimethoxy-6'f-methyl-spiro[benzofuran-
2(3H) 1'-[2]cyclohexen]-3,4'-dion; (+)-Griseofulvin;
Amudane; Curling factor; Fulcin; Fulvicin; Fulvicin
Bolus; Fulvidex; Fulvina; Fulvinil; Fulvistatin; Gricin;
Grifulin; Grifulvin; Spirofulvin; Sporostatin; Xuanjing

Probencode BSL-C-2-7

Quelle Nigrospora sphaerica

Menge 8,9 mg

Physikalische Beschreibung WeiBes Pulver

Summenformel Cy7H;,C10s

Molekulargewicht 352 g/mol

HPLC-Retentionszeit 23,5 min

Drehwert

+200° (c = 0,29; CHCl3)

Andreas82g #825 AT: 23.20 AV: 1 NL: 1.48E9
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Griseofulvin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Nigrospora sphaerica durch eine

Aufreinigung mittels GroBenausschlusschromatographie gefolgt von einer semiprdeparativen

HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei charakteristische UV
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Absorptionsmaxima bei Amax (MeOH) 245, 294 und 336 nm. Beobachtet werden konnte im ESI
Massenchromatogramm der Basispeak m/z 705,0 [2M+H]", sowie die pseudomolekularen Tonen
m/z 353,4 [M+H]" und m/z 355,3 [M+H]", wobei die beiden zuletzt genannten in einem
Verhiltnis von 1:3 zu den zuvor aufgefiihrten detektiert wurden. Dieses typische Isotopencluster
wies auf das Vorhandensein eines Chloratoms hin. Das Molekulargewicht konnte somit auf 352

g/mol festgelegt werden.

Die Strukturaufklirung des Griseofulvins erfolgte mittels Drehwertbestimmung, '"H NMR

Experimenten, sowie Literaturabgleich der gewonnenen Daten.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.46), aufgenommen in deuteriertem
Chloroform, zeigte insgesamt siebzehn Protonen. Vier Signale konnten aufgrund ihrer Integration
von drei Protonen der Methyl- und den drei Methoxygruppen zugeordnet werden. lhre Signale
traten bei du 0,94 ppm, ou 3,60 ppm, du 3,96 ppm und Ju 4,01 ppm auf und wurden den
Positionen 6'-Me, 2'-OMe, 2-OMe und 4-OMe zugeordnet. 6'-Me koppelte mit 6,7 Hz als Dublett
mit dem benachbarten H-6', welches wiederum komplex zum Dublett vom Triplett vom Dublett,
aufgespalten vorlag. Die Kopplung erfolgte mit der benachbarten CH,-Gruppe CH,-5', wobei die
axiale Kopplung mit 13,4 Hz und die axiale-dquatoriale Kopplung mit 4,7 Hz zu beobachten war.
Des Weiteren waren zwei Singuletts zuerkennen, welche bei du 6,11 ppm und Jdu 5,55 ppm

resonierten und den Protonen H-5 und H-3' zugeordnet wurden.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestétigt. Der gemessene
Wert betrug +200° (¢ = 0,2; CHCls), der Literaturwert betragt +355,4° (¢ = 0,05; CHCI3) (Diesel,
2009).

Bisher wurde Griseofulvin aus den Pilzen Penicillium sp. (Saykhedkar and Singhal, 2004, Xue, et
al., 2006, Zain, 2009, Zhan, et al., 2013), Xylaria sp. (Rukachaisirikul, et al., 2013), Aspergillus
sp. (Zain, 2009), Nigrospora sp. (Shang, et al., 2012, Xia, et al., 2011, Zhao, et al., 2012) und
Massrison sp. (Sun, et al., 2011) isoliert.
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Tab. 3.46: NMR Daten von Griseofulvin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 500 MHz »

Position

Jou (CDCls) ou (DMSO-dy)

5 6,11 (1H, s) 6,51 (1H, s)

3 5,55 (1H, s) 5,61 (1H, s)

5! 3,01 (1H, dd, J=16,7, 13,4Hz) 2,68 (1H, dd, J=16,6, 8,3, 4,7Hz)
2,42 (1H, dd, J=16,7, 4,7Hz) 2,35 (1H, dd, J=16,6, 13,0, 4,7Hz)

6' 2,82 (1H, dtd, J=13,4, 6,7,4,7Hz) 2,80 (1H, m)

6'-Me 0,94 (3H, d, J=6,7Hz) 0,85 (3H, d, J/=6,6Hz)

4-OMe 3,96 (3H, s) 3,95 (3H, s)

6-OMe 4,01 (3H, s) 4,05 (3H, s)

2'-OMe 3,60 (3H, s) 3,63 (3H, s)

a) (Diesel, 2009)
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Dechlorogriseofulvin

Synonyme 2'.4,6-Trimethoxy-6'-methyl-spiro[benzofuran-
2(3H),1'-[2]cyclohexen]-3,4'-dion;
2'.4,6-Ttrimethoxy-6'-methyl-(1'S-trans)-
spiro[benzofuran-2(3H),1'-[2]cyclohexen]-3,4'-
dion; 7-Dechlorogriseofulvin

Probencode BSL-C-2-5

Quelle Nigrospora sphaerica

Menge 2,9 mg

Physikalische Beschreibung WeiBes Pulver

Summenformel C17H,506

Molekulargewicht 318 g/mol

HPLC-Retentionszeit 22,5 min

Drehwert +886° (¢ = 0,89; CHCls)
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Dechlorogriseofulvin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Nigrospora sphaerica durch
eine Aufreinigung mittels einer GroBenausschlusschromatographie und einer semipreperativen
HPLC gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigt drei Absorptionsmaxima bei Amax

(MeOH) 220, 252 und 298 nm. Beobachtet werden konnte im ESI Massenchromatogramm der
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Basispeak m/z 319,8 [M+H]" sowie die pscodomolekularen Ionen m/z 636,9 [2M+H]" und m/z
317,1 [M-HJ, welche eine Bestimmung des Molekulargewichtes auf 318 g/mol ermdglichten. Die
Differenz von 34 amu und das Fehlen des Chlorclusters, trotz sehr dhnlichen UV-Spektrums,

deuteten bereits an, dass es sich um ein nicht chloriertes Griseofulvinderivat handelte.

Die Struktur wurde mittels '"H NMR- und massenspektrometrischer Daten und Literaturvergleich

bestitigt.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.47), aufgenommen in deuteriertem
Chloroform, zeigte wie auch beim Griseofulvin die Prdsenz von insgesamt vier Methyl- bzw.
Methoxygruppen, welche bei du 0,95 ppm, Ju 3,62 ppm sowie zwei Signale tiberlagert bei Jou 3,88
ppm resonierten. Die aliphatische Methylgruppe zeigte ein identisches Aufspaltungsmuster im
Vergleich zum Griseofulvin: 6'-Me koppelte mit 6,7 Hz als Dublett mit dem benachbarten H-6',
welches wiederum komplex zum Dublett vom Triplett vom Dublett aufgespalten, vorlag. Die
Kopplung erfolgte mit der benachbarten CH»-Gruppe CH»-5', wobei die axiale Kopplung mit 13,4
Hz und die axial-dquatoriale Kopplung mit 4,7 Hz zu beobachten war. Ebenfalls mit einer
dhnlichen chemischen Verschiebung lielen sich die beiden Protonen H-5 und H-3' bei du 6,21
ppm und Ju 5,59 ppm beobachten. Im Unterschied zum Griseofulvin lie} sich ein zusétzliches
Singulett bei du 6,03 ppm beobachten, welches H-7 zugeschrieben wurde. Dies in Kombination
mit einer Massendifferenz von 34 amu zum Griseofulvin identifizierte die untersuchte Substanz

einwandfrei als Dechlorogriseofulvin.

Die Stereochemie wurde anhand des literaturbekannten Drehwertes bestdtigt. Der gemessene
Wert betrug +886° (¢ = 0,2; CHCls), der Literaturwert betragt +373,3° (¢ = 0,05; CHCI3) (Diesel,
2009).

Bisher wurde Dechlorogriseofulvin aus Penicillium sp. (Nicoletti, et al., 2007, Wang, et al.,
2004a, Wubshet, et al., 2013), Xylaria sp. (Park, et al., 2005, Rukachaisirikul, et al., 2013),
Nigrospora sp. (Xia, et al., 2011, Zhao, et al., 2012) und Aspergillus versicolor (Kingston, et al.,
1976) isoliert.
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Tab. 3.47: NMR Daten von Dechlorogriseofulvin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

210

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 500 MHz »

Position

Jou (CDCls) ou (CDCls)

5 6,21 (1H, d, J/~=1,8Hz) 6,15 (1H, d, J/=2,0Hz)

7 6,03 (1H, d, J=1,8Hz) 5,97 (1H, d, J=2,0Hz)

3 5,59 (1H, s) 5,47 (1H, s)

5! 3,07 (1H, dd, J=16,7, 13,4Hz) 2,99 (1H, dd, J=17,0, 13,0Hz)
2,42 (1H, dd, J=16,7, 4,7Hz) 2,33 (1H, dd, J=17,0, 5,0Hz)

6' 2,75 (1H, dtd, /=134, 6,7,4,7Hz) 2,68 (1H, m)

6'-Me 0,95 (3H, d, J=6,7Hz) 0,89 (3H, d, J/=6,5Hz)

4-OMe 3,88 (3H, s) 3,82 (3H, s)

6-OMe 3,88 (3H, s) 3,83 (3H, s)

2'-OMe 3,62 (3H, s) 3,55 (3H, s)

a) (Caféu, et al., 2005)
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Griseophenon B

Synonyme

Probencode

Quelle

Menge

Physikalische Beschreibung
Summenformel
Molekulargewicht

HPLC-Retentionszeit

benzophenon
BSL-C-5-2
Nigrospora sphaerica
1,9 mg

Weilles Pulver
Ci6Hi15Cl1Os

338 g/mol

20,8 min

3'-Chloro-2',4,6'-trihydroxy-2,4'-dimethoxy-6-methyl-

ndreas825#858 RT: 24.59 AV: 1 NL: 1.63E8
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Griseophenon B konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Nigrospora sphaerica durch eine

Aufreinigung mittels einer GréBenausschlusschromatographie und einer semipriparativen HPLC

gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei Absorptionsmaxima bei Amax 201,

297 und 338 nm. Beobachtet werden konnten im ESI Massenchromatogramm die Basispeaks m/z

339,1 [M+H]" sowie m/z 337,2 [M-H]. Zusitzlich konnten die pseudomolekularen Ionen m/z
698,6 [2M+Na]" und m/z 674,7 [2M-H] beobachtet werden. Zudem lieB sich wie auch beim
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Griseofulvin ein typisches Chlorisotopencluster in Form der Signale m/z 341,0 [M+H]", m/z 700,7
[2M+Na]* im positiven ESI Modus und m/z 339,1 [M-H] im negativen ESI Modus erkennen.
Hierdurch lie sich das Molekulargewicht auf 338 g/mol festlegen.

Die Struktur des Griseophenon B wurde anhand von ein- und zweidimensionalen NMR
Experimenten, massenspektrometrischen Versuchen und Literaturvergleich der gewonnen Daten

aufgeklart.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.48), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt flinfzehn Protonen, welche durch ihre chemische Verschiebung drei
Hydroxylgruppen, drei aromatischen Protonen, einer aromatischen Methylgruppe und zwei
aromatischen Methoxygruppen zugeordnet werden konnten. Zwei der Hydroxylgruppen
resonierten bei du 9,50 ppm und Jdu 10,90 ppm und wurden daher den phenolischen
Hydroxylgruppen 4-OH und 6'-OH zugeschrieben. Das verbleibende weiter tieffeldverschobene
Signal zeichnete sich als scharfes Singulett bei Ju 13,73 ppm aus und wurde daher als 2'-OH
identifiziert, welches sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu einer Ketogruppe befand. Zwei der
aromatischen Protonen bei du 6,20 ppm und Ju 6,24 ppm koppelten mit 2,0 Hz, was auf eine
meta-Positionierung zueinander hindeutete, wohingegen Ju 6,03 ppm als scharfes Singulett einen
monosubstiuierten Aromaten anzeigte. Die Methylgruppe 6-Me resonierte bei du 1,99 ppm, das
auf die Positionierung an einem Aromaten hindeutete. Schlielich konnten die Methoxygruppen
bei ou 3,58 ppm und du 3,84 ppm identifiziert werden und wurden den Positionen 2-OMe und 4'-
OMe zugeordnet. Die so identifizierten Substrukturen wurden durch die Untersuchung des
HMBC Spektrums (s. Abb. 3.20a & b) zusammengefiigt. Die °J Korrelationen von H-3 zu C-1
und C-5, H-5 zu C-1 und C-3 und H-5' zu C-1' und C-3' bestitigten die Grundstrukturen der
aromatischen Ringsysteme. Die Positionierung von 4-OH erfolgte durch die Korrelationen zu C-
3, C-4 und C-5, sowie die °J Korrelatioen von H-3 zu C-4. 6-Me konnte durch die Korrelationen
zu C-1, C-5 und C-6 und °J Korrelation von H-5 zu C-6 positioniert werden. Ebenso wurden 6'-
OH durch ihre Korrelationen zu C-1', C-5' und C-6', wie auch 4'-OMe durch ihre Korrelationen zu
C-4' im Zusammenspiel mit der °J Korrelation von H-5' zu C-4' eingeordnet. Die Verkniipfung
der beiden Ringsysteme iiber die Ketogruppe konnte durch die Tatsache, dass C-1 wie auch C-1'
quarternire Kohlenstoffe waren und durch das Fehlen von 28 amu zum Molekulargewicht erklart

werden.

Bisher wurde Griseophenon B nur aus Penicillium sp. (Cacho, et al., 2013, Harris, et al., 1976,

Sato, et al., 1978, X%, et al., 2012) isoliert.
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Abb.3.20a: HMBC Spektrum von Griseophenon B in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Abb.3.20b: HMBC Spektrum von Griseophenon B in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.48: NMR Daten von Griesophenon B. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Lit. 300 MHz/75 MHz (CDCl;) ®

Position
ou dc HMBC 6u dc HMBC
1 123,8 121,6
2 156,7 157,9
3 6,24 (1H, d,J=2,0Hz) 96,4 1,4,5 6,36 (1H,brs) 97,6 1,2,4,5
4 157,8 159,5
5 6,20 (1H, d,/=2,0Hz) 1083 1,3,4 6,36 (1H,brs) 110,1 1,3,4,6-Me
6 134,5 137,7
7 199,2 198,3
' 106,2 106,4
2' 160,8 n.d.
3 98,0 100,9
4 162,4 162,1
5 6,03 (1H, s) 91,2 13,4 6,14(1H,brs) 93,1 13,46
6' 161,7 163,8
2-OMe 3,58 (3H, s) 55,1 2 3,71 (3H, s) 56,1 2
6-Me 1,99 (3H, s) 18,6 1,5,6 2,16 (3H, s) 19,1 1,5,6
4'-OMe 3,84 (3H, s) 56,0 4' 3,93 (3H,s) 56,6 4
4-OH 9,50 (1H, s) 3,4,5
6'-OH 10,90 (1H, s) 1,56

2-OH 13,73 (1H, s)

a) (XIJi%, etal., 2012)
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Griseophenon C

Synonyme 4,2'.6'-Trihydroxy-2,4'-dimethoxy-6-methyl-benzophenon
Probencode BSL-C-5-1
Quelle Nigrospora sphaerica
Menge 1,6 mg
Physikalische Beschreibung Weilles Pulver
Summenformel Ci6H160s
Molekulargewicht 304 g/mol
HPLC-Retentionszeit 19,3 min
HO 2
\ o) OH
| B
mAU ® WVL:235 nm| 305.0
i 8 100:
o J
T g 807
4000 - L.
£ ooy
<
2000 :
£ 207
] C i (08 ars ges sen SO e ree s s
:nnoo 10‘0 " 20‘,0 30‘0 50“0 " 80,0 100 280 ; ; ‘ . 6(‘30 7(‘30 850 930 10‘00
0. ekt 100%at 1930 min - Andreassas 4776 [lﬂ;%:;ﬂﬂﬂ* NL: 87387
n No spectra library hits found!] 100 303.2
2064 1
, ) 5 5]
% ] SOG.S[ZM_H]_
3 40
ERE 2715
* 20: 2566 607.9
B ] 15?3 605.3 | 608.8 909.6
P . A g..
20 % 0 350 40 50 595 W L

mz

Griseophenon C konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Nigrospora sphaerica durch eine

Aufreinigung mittels einer GréBenausschlusschromatographie und einer semipriparativen HPLC

gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte zwei Absorptionsmaxima bei Amax 206

nm und 300 nm. Beobachtet werden konnten im ESI Massenchromatogramm die Basispeaks m/z

305,0 [M+H]" und m/z 303,2 [M-H]. Zusitzlich konnte ein pseudomolekularer Peak bei m/z

606,8 [2M-H] festgestellt werden, welches eine Bestimmung des Molekulargewichtes auf 304
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g/mol zulieB. Im Vergleich zum Griseophenon B zeigte das Griseophenon C kein
Chlorisotopencluster und ein um 34 amu verringertes Molekulargewicht, welches, in
Kombination mit der hohen Ahnlichkeit der UV Spektren vermuten lie3, dass es sich um ein nicht

chloriertes Griseophenon B Derivat handelte.

Die Struktur des Griseophenon C wurde anhand von massenspektrometrischen, wie auch ein- und

zweidimensionalen NMR Experimenten und Literaturvergleich aufgeklért.

Die Untersuchung des 'H NMR Spektrums (s. Tab. 3.49), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt sechzehn Protonen, welche durch ihre chemische Verschiebung drei
Hydroxylgruppen, vier aromatischen Protonen, einer Methylgruppe und zwei Methoxygruppen
zugeordnet werden konnten. Insgesamt dhnelte das Spektrum dem des Griseophenon B. Zwei der
Hydroxylgruppen resonierten bei dy 11,94 ppm und wurden daher den symmetrischen
phenolischen Hydroxylgruppen 2'-OH und 6'-OH zugeschrieben. Das verbleibende weiter
hochfeldverschobene Signal zeichnete sich als Singulett bei du 9,42 ppm ab und wurde daher als
4-OH identifiziert. Die vier aromatischen Protonen resonierten bei du 6,22 ppm, du 6,18 ppm und
ou 5,85 ppm, wobei das Signal bei du 5,85 ppm eine Integration von zwei Protonen aufwies. Die
Signale wurden den Protonen H-3, H-5 und H-3'/H-5' zugeordnet. Die beiden Protonen H-3 und
H-5 koppelten mit 2,0 Hz zueinander, wodurch sie in meta-Position zueinander angeordnet
werden konnten. Die Uberlagerung der Signale bei du 5,85 ppm deutete auf eine chemische
Aquivalenz hin, welche durch ein symmetrisch substituiertes System zu erkliren war. Die
Methylgruppe 6-Me resonierte bei ou 1,98 ppm, was auf die Positionierung an einem Aromaten
hindeutete. SchlieBlich konnten die Methoxygruppen bei du 3,58 ppm und Jdu 3,74 ppm den
Positionen 2-OMe und 4'-OMe zugeordnet werden. Die so identifizierten Substrukturen wurden
durch die Untersuchung des HMBC Spektrums (s. Abb. 3.21a & b) zusammengefiigt. Die *J
Korrelationen von H-3 zu C-1 und C-5, H-5 zu C-1 und C-3 und H-5' zu C-1' und C-3' und H-3'
zu C-1' und C-5' bestitigten die Grundstrukturen der aromatischen Ringsysteme. Die
Positionierung von 4-OH erfolgte durch die Korrelationen zu C-3, sowie die °J Korrelationen von
H-3 und H-5 zu C-4. 6-Me konnte durch seine Korrelationen zu C-1, C-5 und C-6 und die °J
Korrelation von H-5 zu C-6Me positioniert werden. Ebenso konnte 6'-OH durch die Korrelationen
zu C-1', wie auch 4-OMe durch die Korrelationen zu C-4' im Zusammenspiel mit der °J
Korrelation von H-5' zu C-4' und C-6' eingeordnet werden. 2'-OH konnte ebenfalls durch die
Korrelation zu C-1', sowie die %/ Korrelation von H-3' zu C-2' eindeutig positioniert werden. Die
Verkniipfung der beiden Ringsysteme konnte wie auch beim Griseophenon B durch die Tatsache,
dass C-1 und C-1' quarternire Kohlenstoffe waren, das Fehlen von 28 amu zum
Molekulargewicht, sowie die w Korrelationen von H-3'/5' zur Ketogruppe in Position 7, erklért

werden.

Bisher wurde Griseophenon C aus Penicillium sp. (Cacho, et al., 2013, Harris, et al., 1976, Sato,
et al., 1978, Xi#%, et al., 2012) und Nigrospora sp. (Shang, et al., 2012) isoliert.
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Abb.3.21a: HMBC Spektrum von Griseopheon C in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Abb.3.21b: HMBC Spektrum von Griseopheon C in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.49: NMR Daten von Griseophenon C. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 600 MHz (DMSO-ds)

Lit. 300 MHz CDCl;

Position
ou dc HMBC ou dc HMBC
1 124,3 120,4
2 156,7 158,1
3 6,22 (1H, d, J/=2,0Hz) 96,3 1,4,5 6,38 (IH,brs) 98,0 1,2,4,5
4 158,0 159,4
5 6,18 (1H, d, J/=2,0Hz) 1083 1,3,4,6-Me 6,38 (1H,brs) 110,5 1,3,4,6-Me
6 134,4 138,3
7 199,9 196,6
' 106,3 106,1
2' 164,3 n.d.
3 5,85 (1H, s) 92,9 7,1,4.5 598 (1H, brs) 94,7
4 166,1 167,6
5 5,85 (1H, s) 92,9 7,1,3,4,6' 598 (1H,brs) 94,7
6' 164,3 n.d.
2-OMe 3,58 (3H, s) 55,4 2 3,73, s 56,2 2
6-Me 1,98 (3H, s) 18,7 1,5,6 2,17,s 19,1 1,5,6
4'-OMe 3,74 (3H, s) 55,4 4' 3,81, s 55,7 4'
4-OH 9,42 (1H, s) 3

2-OH 11,94 (1H, s)
6-OH 11,94 (1H, s)

a) (XIJi%, et al., 2012)
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3.1.5 Isolierte Verbindungen aus Fusarium lateritium

7-Hydroxy-2-[(2S5)-2-hydroxypropyl]-5-methyl-4 H-1-benzopyran-4-on

Probencode Bs-S-2M-100D-1
Quelle Fusarium lateritium
Menge 1,6 mg

Physikalische Beschreibung Gelblich amorph

Summenformel Ci3H1404
Molekulargewicht 234 g/mol
HPLC-Retentionszeit 20,8 min

Drehwert +23° (¢ =0,10; MeOH)

2
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8 1 3
Andreassd0 #752 RT: 20.47 AV:1 NL:1.05E8
4.000-AM130606 #3 BsS-2M-100D-1 UV_VIS 1 F: + ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
T mAU ~ WVL:235 nm| 2352 ;
0 100 R
0 ]
S . [M+H]
N 3 8
2.500 - 5 7
2 0]
Fs!
< 7
1.250 L 4
2 223.2
T 7
T 2362
3 217.2| (2532 467.0
7 Juass | Il 3170 4551 0. 4050 5856 6851 7817 8665 008.8 9679
500 : : — : : in L e e v e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
00 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 miz
Peaki1 100% at 20.76 min Andreass40#762 RT: 2070 AV: 1 NL: 421E7
70,0 . F: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1000.00]
o No spectra library hits found!] 467.0
1007 :
2197ste 1 [2M-H]
3 803
s 7
2 oo 2334
o ] -
o M-H
V)
ER
2 2] 270.1 4680
4 ] 455.3
3" Lz [} 527 sgpp 7008 938.0
00 I B i e e B o B B
200 % e R s & s s o5 100 200 300 400 500 . 600 700 800 900 1000

7-Hydroxy-2-[(2S5)-2-hydroxypropyl]-5-methyl-4H-1-benzopyran-4-on konnte aus der
Ethylacetatfraktion des Pilzes Fusarium lateritium durch eine Aufreinigung mittels
GroBenausschlusschroamtographie, gefolgt von einer semipraparativen HPLC gewonnen werden.
Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei Absorptionsmaxima bei Amax 217, 252 und 290 nm.

Beobachtet werden konnten im ESI Massenchromatogramm die Basispeaks m/z 235,2 [M+H]"
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und m/z 233,4 [M-H] sowie der pseudomolekulare Peak m/z 467,0 [2M-H], was eine

Bestimmung des Molekulargewichtes auf 234 g/mol zulief3.

Die Struktur wurde anhand von '"H NMR Experimenten und dem Vergleich der chemischen

Verschiebungen mit Literaturwerten aufgeklart.

Die Untersuchung des '"H Spektrums (s. Tab. 3.50), aufgenommen in deuteriertem DMSO, zeigte
die Anwesenheit von meta-positionierten aromatischen Protonen, welche bei du 6,60 ppm und Ju
6,62 ppm resonierten und H-6 und H-8 zugeordnet wurde. Bei du 2,66 ppm konnte ein scharfes
Singulett mit der Integration von drei Protonen beobachtet werden, welches der aromatischen
Methylgruppe 5-Me zugeordnet wurde. Neben den aromatischen Signalen lieB sich ein weiteres
tieffeldverschobenes Singulett bei du 5,96 ppm beobachten, welches als das olefinische H-3
festgelegt wurde. Komplexer aufgespalten lagen die Signale der aliphatischen Seitenkette wie
folgt vor: Die endstindige Methylgruppe konnte als Dublett bei du 1,14 ppm, die Methylengruppe
CH>-1' bei Ju 2,65 ppm und die benachbarte CH-Gruppe H-2' aufgrund des entschirmenden
Effektes des benachbarten Sauerstoffatoms bei du 4,02 ppm beobachtet werden. H-2' lag zum
Quartett aufgespalten vor und koppelte mit 6,5 und 6,5 Hz zu den Protonen der Methylengruppe
CH3-1' und der Hydroxylgruppe 2'-OH (du 4,83 ppm) und mit 6,2 Hz mit der endstéindigen
Methylgruppe H-3'. Das NMR Signalmuster war nahezu identisch mit dem bereits zuvor
beschriebenen des Aloesol. Der Drehwert wurde jedoch bei gleichen Messbedingungen (c = 0,1;
MeOH) mit +23° statt -15° bestimmt und die HPLC Retentionszeit wich unter Verwendung
deselben Gradienten und Gerdtes um 0,8 min ab. Hieraus liel sich ableiten, dass die rdumliche

Orientierung am chiralen Kohlenstoffatom C-2' umgekehrt vorliegen musste.

Bisher wurde  7-Hydroxy-2-[(25)-2-hydroxypropyl]-5-methyl-4H-1-benzopyran-4-on  aus
Pestalotiopsis sp. (Xu, et al., 2009, Yang, et al., 2013b), Rhei rhizoma (Kashiwada, et al., 1984),
Penicillium griseofulvum (Zhan, et al., 2013), Trichoderma aureoviride (Khamthong, et al., 2012)

und den Samen von Cassia fistula (Kuo, et al., 2002) isoliert.
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Tab. 3.50: NMR Daten von 7-Hydroxy-2-[(25)-2-hydroxypropyl]-5-methyl-4H-1-benzopyran-4-

on. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz 500 MHz

Lit. 100 MHz/25 MHz (DMSO-ds)

Position

ou (DMSO-dy) on oc
2 73,2
3 5,96 (1H, s) 5,97 (1H, s) 44,6
4 191,2
5 139,5
6 6,60 (1H, d, J/=2,3Hz) 6,62 (1H, s) 114,0
7 164,0
8 6,62 (1H, d, J/=2,3Hz) 6,62 (1H, s) 101,6
9 162,6
10 111,9
' 2,65 (2H, d, J=6,5Hz) 2,67 (2H, d, J=6Hz) 40,5
2' 4,02 (1H, q,J=6,5, 6,5, 6,2Hz) 4,02 (1H, m) 172,1
3 1,14 (3H, d, J=6,2Hz) 1,14 (3H, d, J=6Hz) 20,4
7-OH 10,52 (1H, s) 10,48 (1H, s)
5-Me 2,66 (3H, s) 2,65 (3H, s) 22,2

2-0H 4,83 (1H,s)

a) (Kashiwada, ef al., 1984)
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Acylmacrosporin

Probencode Bs-S-2M-60H-4
Quelle Fusarium lateritium
Menge 1,2 mg
Physikalische Beschreibung | Gelbe Kristalle
Summenformel Ci6H100s
Molekulargewicht 298 g/mol
HPLC-Retentionszeit 30,8 min
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Acylmacrosporin konnte aus der Ethylacetatfraktion des Pilzes Fusarium lateritium durch eine
Aufreinigung mittels Grofenausschlusschromatographie und einer semipriparativen HPLC
Aimax
(MeOH) 233, 281 und 345 nm. Beobachtet werden konnte im Massenchromatogramm der
Basispeak bei m/z 297,5 [M-HJ.
[M+H]", m/z 618,6 [2M+Na]"

gewonnen werden. Das UV Spektrum der Substanz zeigte drei Absorptionsmaxima bei

Zusitzlich konnten die pseudomolekularen Ionen m/z 299,1
und m/z 594,5 [2M-H] beobachtet werden, welche eine

Bestimmung des Molekulargewichtes auf 298 g/mol zulieBen. In dem hochauflésenden ESI
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Massenspektrum konnte ein Basispeak bei m/z 299,0548 [M+H]" detektiert werden und somit die

Summenformel auf C16H10O¢ berechnet werden.

Die Untersuchung des '"H NMR Spektrums (s. Tab. 3.51), aufgenommen in deuteriertem DMSO,
zeigte insgesamt sechs Signale, unter welchen sich eine wasserstoffbriickenausbildende
Hydroxylgruppe bei du 12,06 ppm befand. Die Signale dy 7,11 ppm und Ju 6,61 ppm wurden
aufgrund ihrer Kopplungskonstante von 2,4 Hz in meta-Position zueinander angeordnet, sowie die
Signale, auftretend bei on 8,43 ppm und du 7,54 ppm, in para-Position zueinander. Zusétzlich war
eine Methylgruppe bei du 2,68 ppm zu beobachten. Die Teilstrukturen konnten mithilfe von
HMBC Korrelationen (s. Abb. 3.22) zusammengefiigt werden. So lieBen sich die Partialstruktur
des meta-protonierten Aromaten durch die %/ Korrelationen von H-5 als auch von H-7 zu C-6 (Jc
164.,9 ppm), die %/ Korrelation von H-7 zu C-8 (6c 164,7 ppm) sowie die *J Korrelation zu C-8a
bestitigen. Das Bild konnte durch die Korrelationen von 8-OH zu C-7 (dc 107,9 ppm), C-8 (dc
164,7 ppm) und C-8a (dc 109,0 ppm) vervollstdndigt werden. Ein Vergleich mit der von Brauers
(Brauers, et al., 2000) isolierten Substanz (s. Abb. 3.23), zeigte eine weitgehende Deckung der
chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome in den Positionen 5 bis 8a sowie 10 und 10a
und erhohte somit die Evidenz fiir die Konstitution der Teilstruktur. Die weitergehende Analyse
des HMBC Spektrums bestitigte durch die *J Korrelation von H-1 zu C-3 (éc 164,8 ppm), C-4a
(c 137,2 ppm), C-9 (c 184,4 ppm) und C-11 (éc 200,2 ppm), sowie die 2/ Korrelationen von H-
4 zu C-4a, bzw. °J Korrelationen zu C-2 (éc 127,9 ppm), C-9a (éc 122,6 ppm) und C-10 (Jc
181,7 ppm) die Konstitution des para-protonierten aromatischen Systems. Die Methylgruppe
CH3-12 bei du 2,68 ppm konnte mittels der 2/ und °J Korrelationen zu C-11 (5¢ 200,2 ppm) und
C-2 (6c 127,9 ppm) mit dem aromatischen System verkniipft werden. Ein Vergleich der
chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome der para- protonierten Partialstruktur mit
denen des Macrosporins zeigte eine groBe Ubereinstimmung in den Positionen 1 bis 4a, mit
Ausnahme der Verschiebung in Position 2, hervorgerufen durch den stark entschirmenden Effekt
des Carbonylkohlenstoffes in a-Position. Die Verkniipfung der beiden aromatischen Systeme

erfolgte mittels der Korrelation von H-4 und H-5 zu C-10, sowie von H-1 zu C-9.

Acylmacrosporin ist ein neuer Naturstoff.
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Abb.3.22: HMBC Spektrum von Acylmacrosporin in DMSO-ds bei 600 MHz.
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Tab. 3.51: NMR Daten von Acylmacrosporin. Alle chemischen Verschiebungen in ppm.

Isolierte Substanz

600 MHz/150 MHz (DMSO-ds)

1,3,6,8-Tetrahydroxy-2-[(1R)-1-
hydroxyethyl]-9,10-anthracendion

Macrosporin
300 MHz/75 MHz (DMF-d;)

Position ? MHz (DMSO-ds)
OH dc HMBC OH dc OH oc
1 8,43 (1H, s) 130,4  3,4a,9,11 160,6 7,95 (1H, s) 130,8
2 127,9 122,8 133,0
3 164,8 63,3 162,5
4 7,54 (1H, s) 116,1  2,4a,9a,10 7,07 (1H,s) 109,4 7,67 (1H, s) 111,8
4a 137,2 132,9 134,1
5 7,11 (1H, d, /=2,4Hz)  107,9  6,8a, 10 7,09 (1H, d, /=2,3Hz)  108,6 165,8
6 164,7 165,0 6,80 (1H, d, /=2,5Hz)  106,0
7 6,61 (1H,d,/=2,4Hz)  107,9 6,8, 8a 6,57 (1H, d, /=2,3Hz)  108,0 167,0
8 164,7 164,1 7,19 (1H, d, /=2,5Hz)  107,8
8a 109,0 108,8 136,0
9 184,4 188,6 187,6
9a 122,6 107,9 111,1
10 181,7 181,2 181,2
10a n.d. 134,9 126,0
11 200,2 529 (1H, q, J=6,5Hz) 632 16,4
12 2,68 (3H, s) 304 2,11 1,44 3H, d, J=6,6Hz) 22,2
8-OH 12,06 (1H, s) 7,8, 8a 12,10 (1H, s)
11-OH 12,70 (1H, s)

a) (Brauers, et al., 2000) b) (Hassan, 2007)

Abb. 3.23: Struktur von Brauers et al. Anthrachinon

3.2 Bioaktivititen der isolierten Substanzen

Alle isolierten Substanzen wurden entsprechend ihrer Ausbeute auf ihr zytotoxisches und

antibakterielles Potential untersucht. Hierzu wurden die murine Zellline L5178Y und die
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humanen Zelllinien K562, A2780sens, A2780CisR und HCT116 verwendet. Die antibakteriellen
Testungen mit den klinisch relevanten Gram-positiven Bakterien Staphylococcus aureus,
inklusive Methicilllin-resistentem S. aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae und
Enterococcus faecalis und den Gram-negativen Bakterien Escherichia coli und Pseudomonas
aeruginosa durchgefiihrt. Zusitzlich wurden einige der Verbindungen auf eine Inhibierung von
HSP90 im Progesteron Rezeptor Rekonstitutions Assay untersucht. Die FErgebnisse sind
tabellarisch  aufgelistet. ~Fir L5178Y  verstehen sich die Prozentangaben als
Wachstumsinhibierung bei einer fixen Konzentration von 10 pg/mL. Bei K562, A2780sens und
A2780CisR wurden die ICso Werte in uM ausgedriickt. Detektierte MHKs gegeniiber den
aufgelisteten Mikroorganismen sind in pg/mL angegeben. Felder, die mit ,,n.a.“ gekennzeichnet
sind, zeigen an, dass die betreffende Substanz getestet wurde, jedoch bei der entsprechenden

13

Maximalkonzentration inaktiv war, die mit ,-“ gekennzeichneten, dass die entsprechende

Substanz nicht getestet wurde (Grenzwerte s. 2.2.10).

3.2.1 Bioaktivititen der aus Rhizoctonia sp. isolierten Substanzen

Tab. 3.52: Bioaktivitdten isolierter Verbindungen aus Rhizoctonia sp.

Substanz L5178Y!  S. aureus* E. coli* P. aeruginosa®
Indol-3-carbonsiure 0% n.a. n.a. n.a.
Indol-3-aldehyd -1,2% n.a. n.a. n.a.
Indol-3-amin 0% n.a. n.a. n.a.
N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid 0% n.a. n.a. n.a.
p-Hydroxybenzoeséure -6,2% n.a. n.a. n.a.
p-Hydroxybenzaldehyd -25,2% n.a. n.a. n.a.
Phenylessigsiiure 99,3% 32 pg/mL n.a. n.a.
5-Methyl-4-hexensiure -4,2% n.a. n.a. n.a.
t-Ferulasiure - n.a. n.a. n.a.
Protocatechualdehyd -17,1% 32 pg/mL n.a. n.a.

"'Wachstumsinhibierung bei 10 pg/mL bestimmt durch MTT-Assay

2MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 pg/mL

Lediglich die Phenylessigsdure zeigte eine zytotoxische Aktivitit gegeniiber der Zelllinie
L5178Y. Zusitzlich zeigte sie moderate antibakterielle Eigenschaften gegen S. aureus mit einer
MHK von 32 pg/mL. Diesen antibakteriellen Effekt gegen S. aureus zeigte auch
Protocatechualdehyd, ebenfall mit einer MHK von 32 pg/mL, jedoch keine zytotoxischen

Eigenschaften.
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3.2.2 Bioaktivititen der aus Pleospora sp. isolierten Substanzen

Tab. 3.53: Zytotoxizititen und HSP90 Inhibierung isolierter Verbindungen aus Pleospora sp.

Substanz L5178Y! A2780sens’ A2780CisR?> K562’ HCT116> HSP90?
Altersolanol A 100% 1,45uM 4,00uM 3,64uM  1,37uM n.a.
Altersolanol A Acetonid 89,4% - - - - -
Altersolanol B - - - - - -
Altersolanol C 96,6% 3,90uM 5,01uM 6,71uM  3,74uM n.a.
Altersolanol C Acetonid 90,3% - - - - -
Altersolanol L 38,2% - - - - -
Tetrahydroaltersolanol B 18,8% n.a. n.a. n.a. - -
Tetrahydroaltersolanol F 51% - - - - n.a.
Macrosporin 48,1% - - - - -
Methylalertanin -8,8% - - - - -
Alterporriol A/B 82,4% - - - - n.a.
Alterporriol D 8,3% - - - - n.a.
Alterporriol E 99,2 - - - - -
Alterporriol N 27,7% - - - - n.a.
Alterporriol P 91,2% - - - - -
Isoscleron 27,7% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
4-Hydroxyscylaton 21,6% - - - - -
Stemphyperylenol 64,6% n.a. n.a. n.a. - n.a.
Altertoxin I 36,4% n.a. n.a. n.a. - n.a.
Stemphyltoxin 1T 44,8% n.a. n.a. n.a. - n.a.
Xanalteric Acid I 8,4% - - - - n.a.
(+) Aloesol 11,1% - - - - -
Orthosporin 17,7% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
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Substanz L5178Y"  A2780sens’> A2780CisR*> K562> HCT116*> HSP90?
Infectopyron 3,0% - - - - n.a.
4Z-Infectopyron 8,5% - - - - -
2Z-Infectopyron 0,3% - - - - -

"'Wachstumsinhibierung bei 10 pg/mL bestimmt durch MTT-Assay

2 Zytotxizitit bestimmt mittels MTT Assay mit einer maximalen Konzentration von 100 uM

3 Progesteronrezeptor Rekonstitutions Assay mit einer maximalen Konzentration von 50 uM

Tab. 3.54: Antibiotische Eigenschaften isolierter Verbindungen aus Pleospora sp.

Substanz S. aureus'  E. coli'  P. aeruginosa®  MRSA?  S. pneumoniae* E. faecalis*
Altersolanol A 64pg/ml n.a. n.a. 3,91 pg/ml 3,91 pg/ml 15,63 pg/ml
Altersolanol A Acetonid 64pg/ml n.a. n.a. - - -
Altersolanol B n.a. n.a. n.a. - - -
Altersolanol C 64pg/ml n.a. n.a. 1,95 pg/ml 1,95 pg/ml 15,63 pg/ml
Altersolanol C Acetonid 32pg/ml n.a. n.a. - - -
Altersolanol L n.a n.a. n.a - - -
Tetrahydroaltersolanol B n.a n.a n.a n.a n.a n.a
Tetrahydroaltersolanol F n.a. n.a. n.a. - - -
Macrosporin n.a n.a. n.a - - -
Methylalertanin 64pg/ml n.a. n.a. - - -
Alterporriol A/B 64pg/ml n.a. n.a. - - -
Alterporriol D n.a. n.a. n.a. - - -
Alterporriol E n.a n.a. n.a - - -
Alterporriol N n.a. n.a. n.a. - - -
Alterporriol P n.a n.a. n.a - - -
Isoscleron n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
4-Hydroxyscylaton n.a n.a. n.a - - -
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Substanz S. aureus'  E. coli! P. aeruginosa®  MRSA? 8. pneumonia® E. faecalis®
Stemphyperylenol n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Altertoxin I n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Stemphyltoxin 1T n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Xanalteric Acid I n.a. n.a. n.a. - - -

(+) Aloesol n.a. n.a. n.a. - - -
Orthosporin n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Infectopyron n.a. n.a. n.a. - - -
4Z-Infectopyron n.a. n.a. n.a. - - -
2Z-Infectopyron n.a. n.a. n.a. - - -

"MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 pg/mL

2MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 pg/mL

Neben den oben tabellarisch aufgefiihrten Assays wurde auflerdem die Hemmung der TNFa
induzierten Hemmung von NF«B untersucht und dieses im Verhéltnis zur Viabilitit von K562
Zellen betrachtet. Hierbei zeigte sich, dass insbesondere die Verbindungen Altersolanol A,
Altersolanol B, Alterporriol E und Tetrahydroaltersolanol B einen stark inhibierenden Effekt auf
die TNFa vermittelte Inhibierung von NF«B haben (s. Abb. 3.24). Dihydroaltersolanol B und C
zeigten ebenfalls einen solchen Effekt, welcher jedoch schwécher ausgepragt war. Altersolanol A,
Altersolanol C und Alterporriol E zeigten zusitzlich einen stark zytotoxischen Effekt auf K562
Zellen, bei einer Konzentration von 10 pM, wohingegen Tetrahydroaltersolanol B diesen Effekt
nicht aufwies. Trotz des gleichen inhibierenden Effektes auf NFxB konnte zwischen zwei
resultierenden Effekten unterschieden werden: einem zytotoxischen und einem nicht
zytotoxischen (s. Abb 3.25). Diese Effekte korrospondierten mit den Ergebnissen auf L5178Y,
K562, A2780sens undA2780CisR Zellen. Keine der untersuchten Verbindungen zeigte eine
Inhibierung der HSP90.

231



Ergebnisse

1502

1407
o 1302
s 1202
2 1108
3 1008 F
o .S 90a
N T 80
Sp 702
S = 60m
JE 507
© G 402
2 S 302
< 2081
o 1081
oz
CEREC S SR S S S S S S g
SIS SRS SRR SR SR »,&Q'$e RIS s‘?@'&o
R 4, 5 9,
(‘"o /%@ Y%, A O%J* ey
n %0 %"m %, %% »°e/
% Gy %, (A %, %
b/ (o] /6‘ %, ".;\o '@o
%, %, %
O/s O/Q O/O

8h
K562

TNFa(20 ng/mL)

N=1

Abb. 3.24: Effekte von Altersolanol A, Altersolanol C, Alterporriol E, Tetrahydroaltersolanol B,
Dihydroaltersolanol B und Dihydroaltersolanol C auf die NFkB Aktivitdit nach 8 h in der
Zelllinie K562. Als Negativkontrolle wurde Medium mit 1% DMSO und als Positivkontrolle

20ng/mL TNFa verwendet.
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Abb. 3.25: Zytotoxischer Effekt von Altersolanol A, Altersolanol C, Alterporriol E,
Tetrahydroaltersolanol B, Dihydroaltersolanol B und Dihydroaltersolanol C {iber 72 h bei 1 pM
und 10 uM gegeniiber K562. Als Kontrolle diente 1% DMSO.
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3.2.3 Bioaktivititen der aus Penicillium glabrum isolierten Substanzen

Tab. 3.55: Zytotoxizititen und HSP90 Inhibitierung isolierter Verbindungen aus Penicillium
glabrum.

Substanz L5178Y! A2780sens> A2780CisR?> K562> HCT116> HSP90?
Desmethoxyyangonin | 22,6% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Asterricacid 0% n.a. n.a. n.a. n.a. -
Methylasterricacid 27,9% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sulochrin 99,9% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Questin 28.,4% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Questinol 37,1% n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

"'Wachstumsinhibierung bei 10 pg/mL bestimmt durch MTT-Assay
2 Zytotoxizitit bestimmt mittels MTT Assay mit einer maximalen Konzentration von 100 uM

3 Progesteronrezeptor Rekonstitutions Assay mit einer maximalen Konzentration von 50uM

Tab. 3.56: Antibiotische Eigenschaften isolierter Verbindungen aus Penicillium glabrum.

Substanz S. aureus' E. coli' P. aeruginosa® MRSA? S. pneumoniae®E. faecalis®
Desmethoxyyangonin n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Asterricacid - - - n.a. n.a. n.a.
Methylasterricacid n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sulochrin n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Questin n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Questinol n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

"MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 ug/mL

2MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 125 pug/mL

Lediglich Sulochrin zeigte einen signifikanten Effekt auf L5178Y. Darauf aufbauende
Untersuchungen auf BAEC Zellen zeigten keinen Effekt, so dass der zytotoxische Effekt auf
L5178Y begrenzt zu sein scheint. Keine der Verbindungen zeigte in den gewéhlten Testsystemen

weder ein antibiotisches Potential, noch eine Inhibierung der HSP90.
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3.2.4 Bioaktivititen der aus Nigrospora sphaerica isolierten Substanzen

Tab. 3.57: Bioaktivitdten isolierter Verbindungen aus Nigrospora sphaerica.

Substanz L5178Y! S. aureus* E. coli* P. aeruginosa*
Griseofulvin 82,3% n.a. n.a. n.a.
Dechlorogriseofulvin 15,9% n.a. n.a. n.a.
Griseophenon B -4,0% n.a. n.a. n.a.
Griseophenon C -14,0% n.a. n.a. n.a.

Wachstumsinhibierung bei 10 pg/mL bestimmt durch MTT-Assay

2MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 ug/mL

Lediglich Griseofulvin zeigte einen signifikanten Effekt auf die Zelllinie L5178Y. Keine der

Verbindungen zeigte in den gewéhlten Testsystemen ein antibiotisches Potential.

3.2.5 Bioaktivitiaten der aus Fusarium lateritium isolierten Substanzen

Tab. 3.58: Bioaktivitdten isolierter Verbindungen aus Fusarium lateritium.

Substanz L5178Y* S. aureus® E. coli* P. aeruginosa®
(-) Aloesol 4,2% n.a. n.a. n.a.
Acylmacrosporin 0% 32-64ug/ml  n.a. n.a.

Wachstumsinhibierung bei 10 pg/mL bestimmt durch MTT-Assay

2MHK in pg/mL, bestimmt durch 1:2 Verdiinnungsreihen ausgehend von 64 ug/mL

Nur Acylmacrosporin zeigte eine Wirkung gegen S. aureus mit einem MHK von 32-64 ng/mL,

jedoch kein zytotoxisches Potential. (-)-Aloesol war in allen gewéhlten Testsystemen inaktiv.
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4. Diskussion

4.1 Isolierte Naturstoffe aus Rhizoctonia sp.
Rhizoctonia sp. wurde aus den Wurzeln von Mentha asiatica isoliert, welche in Taschkent in

Usbekistan gesammelt wurde. Mentha asiatica gehort zur groen Gattung der Minzen, welche
auch heute noch weltweit pharmazeutisch fiir unterschiedliche Erkrankungen wie
Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Erkéaltungskrankheiten und Fieber, sowie allgemeines
Unwohlsein eingesetzt werden (Kunnumakkara, et al., 2009). Rhizoctonia sp., die anamorphen
Formen von Thanatephorus cucumeris, sind als phytopathogene Pilze bekannt, welche unter
anderem wichtige Nutzpflanzen wie Riiben, Kartoffeln und Reis befallen und dort Erkrankungen
der Wurzeln hervorrufen konnen (Baker, 1970). Neben diesem Auftreten als Phytopathoge sind
Rhizoctonia sp. allerdings auch als Endophyten bekannt (de Barros, et al., 2011, Marlida, et al.,
2010). Die Umstdnde der Krankheitsauslosung sind noch nicht vollstandig geklart, jedoch ist der
Pilz weltweit grof3flichig verbreitet (Yuen, et al., 1994), fiihrt aber nicht immer zu Infektionen.
Dies kann zum einen auf die Produktion von Phytoalexinen (Smith, et al., 1975) wie auch die

Umweltbedingungen Feuchtigkeit und Temperatur (Dorrance, et al., 2003) zuriickgefiihrt werden.

Bisher wurden aus Rhizoctonia sp. die beiden toxischen Indolizidinalkaloide Swainosin und
Salframin (Harris, et al., 1988), Phenylessigsdure, m-Hydroxyphenylessigsaure, S-Furoicsdure
(Aoki, et al, 1963) sowie trans-Zimtsiure, p-Coumarsdure, p-Hydroxybenzaldeyd, p-
Hydroxybenzoesdure und L-Phenylalanin (Sutherland, ef al., 1992) isoliert. In dieser Arbeit
konnten insgesamt zehn Verbindungen aus dieser Art isoliert werden, welche in drei grofie
Klassen unterteilt werden konnen: die Indolderivate Indol-3-carbonséure (1), Indol-3-aldehyd (2),
Indol-3-amin (3), N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid (4), die Benzoesdurederivate p-
Hydroxybenzoesaure (5), p-Hydroxybenzaldehyd (6), Phenylessigsdure (7), Protocatechualdehyd
(10), sowie die Siduren, 5-Methyl-4-hexensdure (8) und trans-Ferulasdure (9). Insgesamt
betrachtet zeigt sich damit eine groBe Ubereinstimmung zwischen bereits bekannten und in dieser

Arbeit 1solierten Substanzen.

Betrachtet man die bereits publizierten Bioaktivitdten dieser Verbindungen, zeigt sich folgendes
Bild: Bei dem Derivat des Phytohormons Indolessigsdure, Indol-3-carbonsiure, konnte ein
antifungaler Effekt (Kavitha, ef al., 2010) beobachtet werden, fiir die librigen Indolverbindungen
wurden bisher noch keine Bioaktivititen publiziert, welches ihre Inaktivitdt vermuten lasst. Der
Phenylessigsdure konnte neben schwachen antibiotischen Eigenschaften (Burkhead, et al., 1998,
Hwang, et al., 2001) auch keimungshemmende Wirkungen bei Tomaten- und Bohnensamen
(lacobellis and DeVay, 1987), sowie phytohormon-dhnliche Effekte (Muir, et al., 1967,
Wightman and Lighty, 1982) nachgewiesen werden. Den iibrigen phenolischen Verbindungen p-
Hydroxybenzoesiure, p-Hydroxybenzaldehyd und trans-Ferulasdure konnte ebenfalls eine

keimmungshemmnde Wirkung auf Weizensamen nachgewiesen werden (Bdrner, 1960). Das
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Auftreten dieser einfachen Verbindungen konnte bereits mit Degradationsprozessen von Lignin in
Verbindung gebracht werden (Bbauns, 1952). Die Isolierung der Indolderivate, welche als
biosynthetische Modifizierung der Indolessigsidure gesehen werden kdnnen (Bartel, 1997), zeigt
die massive Produktion des Phytohormons Indolessigsdure auf. Dies kann dhnlich wie bei
Agrobacterium  tumefacians oder anderen Pilzen (Hodges, 1960) als Induktor des
Pflanzenwachstums insbesondere des Wurzelwachstums dienen (Hirata, 1960). Die Kombination
dieser beschriebenen Effekte zeigt, dass durch die Kultivierung der Pilzkultur auf Reis und
Bohnen Degradationsprozesse und in natiirlichem Umfeld Wachstumsprozesse der Wirtspflanze
ausgelost werden kdnnen. Die Kombination aus Wachstum und Degradation zeigt die Destruktion
des Wirtsgewebes auf. Die phytopathogene Wirkung von Rhizoctonia sp. wird somit

unterstrichen.

Die im Rahmen dieser Arbeit systematisch durchgefiihrten Bioaktivitéitstudien zur Uberpriifung
des antibiotischen, antifungalen und zytotoxischen Potentials zeigten, dass mit Ausnahme der
moderaten antibakteriellen Eigenschaften der Phenylessigsdure und des Protocatechualdehyds,
sowie der zytotoxischen Eigenschaft der Phenylessigsdure gegen L5178Y-Zellen, alle anderen
Verbindungen inaktiv in den gewihlten Bioassays waren. Daher kann auf eine selektive Wirkung

der oben beschriebenen Verbindungen auf pflanzliche Gewebe vermutet werden.
Biosynthese von Indolderivaten

Die biosynthethischen Moglichkeiten (s. Abb. 4.1) zur Darstellung von Indolderivaten sind
vielfaltig, wobei alle Biosynthesewege Tryptophan als Ursprung gemeinsam haben (Bartel, 1997).
Der hier dargestellte ,,Weg A“ verlduft zundchst {iber eine Oxygenierung mittels einer
Monoxygenase zu Indol-3-acetamid, welches in einem zweiten Schritt durch eine Hydrolase zur
Indol-3-essigsdure umgesetzt wird. ,,Weg B“ beginnt mit einer Transaminierung zur Indol-3-
brenztraubensdure, gefolgt von einer Umsetzung durch eine Decarboxylase zu Indol-3-
brenzaldehyd. Dieses wird in einem weiteren Schritt durch eine Dehydrogenase ebenfalls zur
Indol-3-essigsdure umgesetzt. Auch ,,Weg C* resultiert in Indol-3-essigsédure, gebildet iiber eine
Decarboxylierung von Tryptophan zu Tryptamin mit anschlieBender Aminooxidierung zum
Indol-3-brenzaldehyd, gefolgt von einer Dehydrierung (Bartel, 1997). Die Synthese von Indol-3-
carbonséure wie auch Indol-3-aldehyd erfolgt durch den Abbau der Indol-3-essigsdure (Sagee, et
al., 1990). Eine Moglichkeit hierfiir besteht in der oxidativen Decarboxylierung der Indol-3-
essigséure, eine andere in einer nicht oxidativen Decarboxylierung, welche beide zur Bildung der
Oxoindol-3-essigsédure fithren (Bandurski and Schulze, 1977, Sembdner, et al., 1980). Im Rahmen
der oxidativen Decarboxylierung entstehen durch Peroxidasen Indol-3-Aldehyd aus Oxoindol-3-
essigsdure (Sembdner, ef al., 1980), wohingegen die Indol-3carbonsiure aus der Vorstufe Indol-3-
methanol hervorzugehen scheint (Langenbeck-Schwich and Grainbow, 1984). N-[(Indol-3-

ylcarbonyl)methyl]-acetamid koénnte durch eine Umsetzung von Tryptamin mittels einer
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Hydratase und einer Dehydrogenase zunichst zum Oxo-Tryptamin und anschlieBend durch

Laccasen zu N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid umgesetzt werden.
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Abb. 4.1: Biosyntheseweg von Indolderivaten
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Biosynthese der Benzoesiurederivate

Benzoesdurederivate konnen sich in einem fiinfstufigen Prozess (s. Abb. 4.2) iber die
enzymatische Desaminierung durch die Phenylalaninammoniaklyase (PAL) bzw. durch die
Tyrosinammoniaklysae (TAL) bilden. Anschliefend findet eine Kopplung mit Acetyl-CoA
mittels einer Ligase statt. Das intermedidre Produkt wird iiber eine Hydratase an der Seitenkette
hydriert und eine zusitzliche Hydroxyfunktion eingefiihrt. Dieses Zwischenprodukt kann {iber
zwei unterschiedliche Wege zu Benzoesdure umgewandelt werden. Die erste Moglichkeit (Weg
A) besteht in der Degradation zu Benzaldehyd iiber eine Retro-Aldolase gefolgt von einer
Oxidation zu Benzoesdure. Die zweite Mdglichkeit (Weg B) fiihrt {iber eine Oxidation der
Hydroxylgruppe und anschlieBender Umsetzung mittels einer f-Ketothiolase zu Benzoeséure
(Jarvis, et al., 2000, Lee, et al., 1995, Ribnicky, et al., 1998). Die Umsetzung des Cinnamomyl-
CoA zu Benzaldehyd, bzw. zu Benzoesdure entspricht damit der aus dem Fettstoffwechsel
bekannten f-Oxidation (Hertweck, ef al., 2001). Die daran beteiligte Enoyl-CoA-Hydratase mit
ihrem katalytischen Zentrum Gly!'®, Glu'" und Glu'*’ ist ein stark konserviertes Enzym, welches
in vielen Organismen mit hoher Homologie zu finden ist (Gasson, et al., 1998, He and Yang,
1997, Preisig-Miiller, et al., 1994, Yang, et al., 1991). Die Umwandlung von Coumaryl-CoA
mittels einer Coumaryl-CoA Hydratase/Lyase erfolgt iiber den bereits beschriebenen ,,Weg A“
(Gasson, et al., 1998).

Weitere Maoglichkeiten flir die Biosynthese von einfachen Phenolsduren bestehen im
Shikimsdureweg, dem Acetat-Mevalonatweg und dem Isoprenoidweg (Hénsel, et al, 1999).
Para-substituierte phenolische Verbindungen werden oftmals iiber den Shikimisdureweg
dargestellt (Hénsel, et al., 1999). Dies kann iiber eine Degradation der Propanseitenkette in der
Art einer f-Oxidation (Dingermann and Schneider, 2004), oder iiber die Chorismatlyase aus der

Chorisminséaure (Barker and Frost, 2001) erfolgen.
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Abb. 4.2: Biosyntheseweg von Benzoesiurederivaten

Biosynthese der Phenylessigsiure

Der Biosyntheseweg der Phenylessigsdure (s. Abb. 4.3) wird iiber eine Transformation des
Phenylalanins postuliert (Krings, et al., 1996). Durch eine Aminotransferase, wie sie auch aus
anderen Organismen wie z.B. E. coli und P. aeruginosa bekannt ist (Mavrides and Orr, 1975,
Whitaker, et al., 1982), wird Phenylalanin zunichst in Phenylpyruvat umgesetzt. Die Bedeutung
des Enzyms in der Biosynthese von Indol-3-essigsdure und Phenylessigsdure konnte bereits bei
mehreren Pilzen und Bakterien nachgewiesen werden (Gummalla and Broadbent, 2001, Kishore,
et al., 1976, Kittell, et al., 1989, Schneider, et al., 1997). Die Indol-3-pyruvat-Decarboxylase
(IpdC) konnte als ein mogliches Enzym fiir die Decarboxylierung von Phenylpyruvat zu
Phenylacetaldehyd identifiziert werden. Die biosynthetische Modifizierung zu Phenylessigsdure

wird iiber eine Oxidase angenommen (Somers, et al., 2005).
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Abb. 4.3: Biosyntheseweg der Phenylessigséure
Biosynthese der Ferulasiure

Die Ferulasdure wird wie auch alle anderen Zimtséurederivate aus den Aminosiuren Phenylalanin
bzw. Tyrosin nach Desaminierung dargestellt (Back, 2001, Rice-Evans, et al., 1996) (s. Abb. 4.4).
Die beiden aromatischen Aminosduren werden wiederum aus FErytrose-4-phosphat und
Phosphoenolpyruvat, welche aus dem Pentosephosphatweg, bzw. der Glykolyse und
Gluconeogense hervorgehen, iiber einen mehrschrittigen, enzymatisch katalysierten
Biosyntheseweg mit den Intermedidrprodukten Shikimisdure und Chorisminséure gewonnen
(Herrmann and Weaver, 1999). Die initial aus Phenylalanin dargestellte Zimtsaure, wie auch die
aus Tyrosin dargestellte p-Coumarsdure, stellen ein Zwischenprodukt dar, welches in weiteren
Biosyntheseschritten in Chalkone, Flavonoide, Anthocyanidine, Lignine, Coumarine, Lignane
und Stilbene {iberfiihrt werden kann (EI-Seedi, ef al., 2012, Kroon and Williamson, 1999). Neben
der Synthese von p-Coumarsdure aus Tyrosin, ist auch der Syntheseweg iiber Phenylalanin durch
eine Hydroxylierung der resultierenden Zimtsdure moglich. Ausgehend von p-Coumarsdure kann
die Ferulasdure durch eine Hydroxylierung zur Kaffeesdure und anschlieBender Methylierung der

Hydroxylgruppe gewonnen werden (Boudet, 1998).
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4.2 Isolierte Naturstoffe aus Pleospora sp.
Pleospora sp. wurde aus den Bléttern von Thymelaea lythroides, welche in Rabat in Marokko

gesammelt wurden, isoliert. Thymelaea ist einem Genus angehorend, welches sich in 31 Spezies
aufteilt. Alle haben eine xeromorphe Gestalt gemein (Galicia-Herbada, 2006). Volksmedizinisch
wird die Pflanze zur Behandlung von Diabetes, rheumatischen Erkrankungen,
Mittelohrentziindungen, Gebdrmutterkrebs und Entziindungen der Prostata eingesetzt (Gmira, et
al., 2007). In Tiermodellen an Ratten konnte bereits ein antidiabetischer und blutdrucksenkender
Effekt von Thymelaea-Extrakten bewiesen werden (Bnouham, ef al., 2010, Bnouham, et al.,
2012). Bisher wurde aus Thymelaea lythroides Bassiatin, Daphneon, Daphnelon, Daphnoretin, J-

Sesamin, Wikstromol, trans-Tilirosid und Rutarensin isoliert (Kabbaj, et al., 2013).

Pleospora sp. stellen die teleomorphen Formen von Stemphylium sp. dar (Inderbitzin, et al.,
2009). Sie wurden bereits sowohl als Pflanzenpathogene (Farr, et al., 2000, Kohl, et al., 2009,
Leach, 1960), als auch als Endophyten beschrieben (Aly, et al., 2010, Krohn, et al., 1999). Eine
Vielzahl der bereits aus Pleospora sp., bzw. Stemphylium sp. isolierten Sekundirmetaboliten
gehoren den Klassen der Anthrachinone, Isocoumarine und prenylierten Chinone an. So wurden
bereits 7-Methoxy-2-methyl-3,4,5-trihydroxyanthrachinon, Physcion, Macrosporin,
Deoxybostrycin, Altersolanol B, Dactylariol, Pleospdione (Ge, et al., 2005), Herbarulid (Krohn,
et al., 1999), Stemphol (Marumo, et al., 1985), Altersolanol A (Teiten, et al., 2013), Alterporriol
C-E, Alterporriol G, Alterporriol N, Altersolanol N (Debbab, et al., 2012), Alterporriol A,
Alterporriol B, Alterporriol H, Altersolanol J, Altersolanol K, Altersolanol L , Stemphypyron, 6-
O-Methylalaternin (Debbab, et al., 2009), Infectopyron (Ostenfeld Larsen, et al., 2003),
Stemphyltoxin I & II (Arnone, et al., 1986), Stemphyltoxin III (Stack and Mazzola, 1989),
Stemphon (Huber, et al., 1974), Pyrenophorol, Dehydrocurvularin, 2-Hydroxy-2,4-dimethyl-5-
trans-propenyl-3(2H)-furanon (Grove, 1971) und Radicinin (Clarke, 1955) isoliert. Ein Vergleich
der bereits aus Thymelaea lythroides und Pleospora sp. isolierten Verbindungen zeigt, dass bisher

keine der Verbindungen aus dem jeweils anderen Organismus bekannt sind.

Obwohl viele der genannten Verbindungen wie z.B. das Altersolanol A auch aus Alternaria sp.
isoliert wurden, konnte keine direkte Verwandtschaft von Alternaria sp. und den anamorphen
Formen Stemphylium sp. nachgewiesen werden (Pryor, et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit
konnten insgesamt 28 Verbindungen isoliert werden, darunter die Anthrachinonderivate
Altersolanol A (11), Altersolanol B (12), Altersolanol C (13), Altersolanol L (14),
Dihydroaltersolanol A (15), Dihydroaltersolanol B (16), Dihydroaltersolanol C (17),
Tetrahydroaltersolanol B (18), Tetrahydroaltersolanol F (19), Macrosporin (20), Methylalaterin
(21), die dimeren Anthrachinonderivate Alterporriol A + B (22/23), Alterporriol D (24),
Alterporriol E (25), Alterporriol N (26) und Alterporriol P (27), die Naphtalenonderivate
Isolscleron (28), 4-Hydroxyscylaton (29), Stemphyperylenol (30), Altertoxin [ (31),
Stemphyltoxin Il (32) und Xanalteric Acid I (33), die Pyronderivate Infectopyron (36), 4Z-
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Infectopyron (37) und 2Z-Infectopyron (38), sowie das Coumarin und Isocoumarin Aloesol (35)
und Orthosporin (34). AuBerdem wurden die Derivate Altersolanol A und Altersolanol C
semisynthetisch in die korrospondierenden Acetonide und in die vollstindig O-methylierten

Acetonide tiberfiihrt (39 - 42).

Betrachtet man die bereits untersuchten biologischen Wirkungen der isolierten Verbindungen, so
zeigt sich folgendes Bild: Altersolanol A zeigte sowohl eine NF-kB Inhibierung (Teiten, et al.,
2013), Zytotoxiztét (Debbab, ef al., 2009), Inhibierung von Proteinkinasen (Debbab, et al., 2009),
und Phytotoxizitdt (Holenstein and Stoessl, 1983, Suemitsu, ef al, 1984), als auch eine
antibiotische Wirkung (Suemitsu, et al., 1984, Yagi, et al., 1993). Altersolanol B und C zeigten
ebenfalls eine antibiotische Wirkung (Suemitsu, et al., 1984, Yagi, et al., 1993) und zytotoxische
Wirkungen gegen K562 und SW1116 und HCT-116, MCF-7/ADR, PC-3, HepG2 und Hep3B-
Zellen (Ge, et al., 2005). Zusitzlich konnte eine anitprotozoische Aktivitidt von Altersolanol B
gegeniiber Leishmania braziliensis und Entamoeba invadens detektiert werden (Becker, et al.,
1978). Altersolanol L zeigte bisher lediglich eine schwach zytotoxische Wirkung gegeniiber
L5178Y-Zellen (Debbab, ef al., 2009). Zu den Tetrahydroaltersolanolen B und F wurden bisher
keine Bioaktivitdten publiziert. Das im Vergleich zu den Altersolanolen weiter dehydrierte
Anthrachinonderivat Macrosporin kann in Pflanzen UV-induziert zu Nekrosen fithren (Trigos, et
al.,2011) und ist zytotoxisch gegeniiber L5178Y-Zellen (Aly, et al., 2008, Debbab, et al., 2009),
wohingegen fiir das oxidierte Macrosporinderivat Methylalaternin keine biologischen Daten
vorliegen. Dies ist ebenfalls fiir die Alterporriol Derivate A, B und N der Fall, wohingegen fiir
Alterporriol P eine zytotoxische Aktivitdt gegeniiber HCT-116, MCF-7/ADR, PC-3, HepG2 und
Hep3B-Zellen beschrieben ist (Zheng, et al., 2012). Fiir die Atropisomere Alterporriol D und E
sind antibiotische Aktivitdten gegeniiber klinisch relevanten Problemkeimen wie MRSA, sowie
eine schwach zytotoxische Wirkungen gegeniiber L5178Y-Zellen (Aly, et al., 2008, Debbab, et
al., 2012) beschrieben, wobei das Alterporriol E eine stidrkere Aktivitit zeigte. Das Pentaketid
Isoscleron wurde bereits als phytotoxisch (Bruno, et al., 2006, Evidente, 2000) beschrieben, fiir
das zusétzlich hydroxylierte Derivat 4-Hydroxyscylaton wurden bisher jedoch keine biologischen
Aktivititen publiziert. Im Vergleich dazu zeigten die dimeren Pentaketide Stemphyperylenol,
Altertoxin I und Stemphyltoxin II eine ausgeprdgte Phytotoxizitdt (Hradil, et al, 1989). Im
Gegensatz zu Stemphyperylenol (Gao, et al., 2009) zeigte Xanalteri Acid I sowohl gegeniiber
MRSA, wie auch gegen L5178Y (Kjer, et al., 2009), KB und KBv200-Zellen (Liu, et al., 2010)
eine schwache Aktivitdt. Orthosporin zeigte wie auch die anderen vinylogen Carbonsduren eine
phytotoxische Aktivitdt (Gremaud and Tabacchi, 1994, Hallock, et al., 1988), wohingegen fiir das
Chromonderivat Aloesol keine biologischen Aktivititen beschrieben sind. Betrachtet man die
isolierten Pyrone, so ist lediglich fir ein Pyronderivat, das all-trans-Infectopyron, eine
Untersuchung der biologischen Aktivitit durchgefiihrt worden. In dieser wurde festgestellt, dass

faulende Tomaten eine hohe Konzentration von all-frans-Infectopyron enthalten, was somit als
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Marker von Degrationsprozessen interpretiert werden kann (Ostenfeld Larsen, et al., 2003). All-
trans-Infectopyron zeigte kein zytotoxisches Potential (Ivanova, et al., 2010). Zusammenfassend
kann festgehalten werden, dass einige biologische Aktivititen entdeckt wurden, jedoch
Wirkungsmechanismen und Strukturwirkungsbeziehungen nicht oder nur rudimentér aufgeklért

wurden.

Durch die Vielzahl an isolierten strukturverwandten Metaboliten im Rahmen dieser Arbeit konnte
durch primédr durchgefiihrte Screenings auf Zytotoxizitit, Antibiose und HSP90 Inhibition

folgendes Gesamtbild gewonnen werden:

Bezogen auf die Zytotoxizitit gegeniiber L5178Y-Zellen zeigten die Anthrachinonderivate,
welche iiber einen hydrierten C-Ring verfiigen und eine intakte Chinonstruktur besitzen, die
hochste Aktivitit, welche mit einer Verringerung des Hydroxylierungsgrades abnimmt, bis sie
schlieBlich im Fall des Tetrahydroaltersolanols B und Methylalertanins vollig verschwindet.
Interessanterweise zeigten die dimeren Anthrachinonderivate keine Aktivitdt, mit Ausnahme der
Alterporriolderivat A/B und E. Dies ist umso erstaunlicher, da Alterporriol D, im Gegensatz zu
seinem Atropisomer Alterporriol E keine Aktivitit zeigte, obwohl beide Strukturen mit Ausnahme
der Orientierung der Biarylachse identisch sind. Dies ist denkungsgleich mit den publizierten
Ergebnissen von Debbab et al. (Debbab, et al., 2009). Ahnliche Unterschiede in der zytotoxischen
Aktivitit von Atropisomeren wurden auch fiir die Alterporriole G und H beschrieben, welche aus
den Untereinheiten Altersolanol A und Macrosporin aufgebaut sind. In diesem Fall, zeigte das
Alterporriol G eine deutlich stirkere zytotoxische Wirkung gegeniiber der Zellinie L5178Y
(Debbab, et al., 2012, Debbab, ef al., 2009).

Die Pentaketide Isoscleron und 4-Hydroxyscylaton zeigten keine zytotoxische Aktivitét, jedoch
nahm die Wirkung durch die Dimerisierung zu Stemphyperylenol, Altertoxin I und Stemphyltoxin
II zu, wobei Stemphyperylenol die hochste und Altertoxin I die geringste Aktivitdt zeigte. Diese
Wirkung kann durch das Entstehen von zwei vinylogen Carbonsduren bzw. durch die zusétzliche
Bildung eines Epoxids erkldrt werden, welche durch Licht induziert reaktive Sauerstoffspezies
bilden konnen. Fehlt eines dieser Strukturmerkmale, wie z.B. bei Xanalteric Acid I, so entfallt die
Wirkung vo6llig. Hieraus konnte abgeleitet werden, dass nicht allein die GroBe der Struktur,
sondern auch das simultane Vorliegen von mindestens zwei vinylogen Carbonséuren fiir die

Wirkung essentiell sind.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in Kooperation mit der AG von Dr. Marc Diederich diese
elementaren Beobachtungen beziiglich der Bioaktivititen von Altersolanolderivaten in einen
klaren Zusammenhang gestellt werden, Wirkungsmechanismen aufgeklart und eine Hypothese
zur Strukturwirkungsbeziehung aufgestellt werden (s. Abb. 4.5). Die TNFa induzierte NF-xB
Inhibierung in K562-Zellen und die dadurch vermittelte Zytotoxizitit konnte als

Wirkmechanismus identifiziert werden und scheint wie auch bei der murinen Lymphomzelllinie,
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L5178Y, von drei Faktoren abhidngig zu sein: Zum einen zeigen die Verbindungen Altersolanol A
und C eine hohere Aktivitit als die hydrierten Derivate Dihydroaltersolanol B und C, was auf die
Notwendigkeit der Chinonstruktur hinweist. Dies konnte durch den volligen Aktivititsverlust von
Tetrahydroaltersolanol B, welches tiiber eine zweifach hydrierte Chinonstruktur verfiigt,
untermauert werden. Zum anderen scheint gleichzeitig der Cyclohexanring von entscheidener
Bedeutung zu sein, da mit der Dehydrierung zum Macrosporin die Aktivitidt verloren geht.
Vergleicht man die Aktivititen von Altersolanol A und C untereinander, so kann hier als dritte
Hypothese abgeleitet werden, dass der Hydroxylierungsgrad der Cyclohexanstruktur ebenfalls die
Wirkung beeinflusst: Je hoher der Hydroxylierungsgrad, desto groer die Aktivitit. Altersolanol
C zeigte im Vergleich zu Altersolanol A eine um ca. 40% verminderte Aktivitit. Auch beziiglich
der dimeren Verbindungen der Klasse der Alterporriole konnte eine Strukturwirkungsbeziehung
gefunden werden. Aus der Gruppe Alterporriol A, B, D, E, N und P zeigte lediglich Alterporriol E
eine TNFa induzierte NF-kB Inhibierung, obgleich alle der genannten Verbindungen iiber
mindestens eine Altersolanol A Untereinheit verfiigen. Dies lieB in Kombination mit den
Ergebnissen des primiren Screenings an der Zelllinie L5178Y den Schluss zu, dass neben den
oben genannten strukturellen Voraussetzungen auch die Konfiguration der Dimere eine essentielle

Rolle spielt.

Um die Strukturwirkungsbeziehung zu festigen, wurden partialsynthetische Modifikationen von
Altersolanol A und C zum Altersolanol A Acetonid und Altersolanol C Acetonid durchgefiihrt.
Diese wurden weiter zu den vollstindig O-methylierten Verbindungen umgesetzt, um den
Einfluss der Hydroxylgruppen auf die Bioaktivitit zu beweisen. Hierbei konnte beobachtet
werden, dass die alkoholischen Hydroxylgruppen in Position 2 und 3 offensichtlich nicht von
entscheidender Bedeutung sind, da eine Wachstumshemmung von rund 90% der L5178Y-Zellen
bei 10 pg/ml fiir beide Verbindungen detektiert wurde. Zieht man die Bioaktivititen des Questins
und Questinols hinzu, welche beide nicht {iber alkoholische, jedoch fiber phenolische
Hydroxylgruppen verfiigen, kann festgehalten werden, dass die alkoholische Hydroxylgruppe der

Altersolanole in Position 1 essentiell fiir die Wirkung ist.

Betrachtet man im Vergleich die antibiotischen Wirkungen, so kann festgestellt werden, dass mit
Ausnahme von Altersolanol A und C keine der Substanzen eine signifikante Wirkung auf die
getesteten Mikroorganismen zeigte, wobei auch hier ausschlieBlich eine Wirkung gegen die
Gram-positiven Bakterien S. aureus (inklusive MRSA), S. pneumoniae und E. faecalis zu
beobachten war. Das verminderte Wirkspektrum gegeniiber Gram-negativen Bakterien lédsst sich
durch die hohe Polaritét der Substanzen begriinden, welche vermutlich zu einer verminderten oder
fehlenden Aufnahme in die Zellen fiihrt. Die Acetonide des Altersolanol A und C zeigten trotz
erhohter Lipophilie keine verdnderte Wirkung, was die Polaritéit als einzigen Grund fiir die
fehlende Wirkung ausschliet. Denkbar wire auch, dass dhnlich zum Budesonid eine Abspaltung

der Acetonidgruppe durch CYP3A4 Enzyme erfolgt. Die dimeren Alterporriole, welche
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zumindest aus einer Untereinheit der beiden Altersolanolderivate A und C aufgebaut sind, zeigten
interessanterweise weder eine antibiotische, noch eine zytotoxische Wirkung. Beriicksichtigt man
jedoch die Lipinski ,,Rule of Five®, so ist festzuhalten, dass die Alterporriolderivate alle mehr als
fiinf Wasserstoffdonatoren besitzen und mehr als 500 g/mol wiegen, was sie als Arzneistoffe

potentiell unbrauchbar macht.

OH

OH

OH o

Altersolanol L
o oH INAKTIV

Macrosporin
INAKTIV

Dihydroaltersolanol C
INAKTIV

Tetrahydroaltersolanol B
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zytotoxischen Effekt

Alterporriol E

AKTIV, aber nur
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vollstindig O-substitierte
Acetonides Verbindungen
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Abb.4.5: Schema zu Strukturwirkungsbeziehungen von Altersolanolderivaten, bezogen auf die

Kombination von Zytotoxizitit und NFkB Inhibierung
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Biosynthese von Anthrachinonderivaten

Anthrachinone entstehen durch die Kopf-Schwanz-Reaktion der Einheiten Actely-CoA und
Manoyl-CoA. Aus insgesamt sieben Einheiten Manoyl-CoA und einer Einheit Acetyl-CoA
entsteht zundchst ein Oktaketid, an welchem die terminale Siurefunktion abgespalten wird
(Dewick, 2011, Stoessl, et al., 1983, Suemitsu, et al., 1989a) (s. Abb. 4.6). In einem weiteren
Schritt wird der Ringschluss durch Enolisierung und damit verbundene Wasserabspaltung
vollzogen. Die zusitzliche O-Methylierung wird durch eine Methyltransferase eingefiihrt
(Dewick, 2011, Threlfall, ef al., 1968).

Das so zundchst initial gebildete Altersolanol A wird vermutlich {iber unterschiedliche
Biosynthesewege in die Derivate Altersolanol B, Altersolanol C und Macrosporin durch
enzymatische Dehydrierung tiberfiihrt (Stoessl and Unwin, 1979). Methylalaternin kann auf Basis
dieser Beobachtungen als ein Zwischenprodukt in der biosynthetischen Modifizierung des
Altersolanol A zum Macrosporin verstanden werden. Die Frage nach der Biogenese sechsfach
hydrierter Verbindungen, wie beispielsweise Tetrahydroalterolanol B, lésst sich nicht eindeutig
beantworten. Sowohl die Moglichkeit, dass es sich hierbei um ein Zwischenprodukt auf dem
Biosyntheseweg von Altersolanol B handelt, als auch, dass es sich um ein Produkt der
biosynthetischen Modifizierung von diesem handelt, wird diskutiert (Stoessl and Stothers, 1983).
Ahnlich kann die biosynthetische Verflechtung von Altersolanol C und Altersolanol L betrachtet
werden. Die erstmals isolierten Verbindungen Dihydroaltersolanol A — C kdnnten eine
biosynthetische Schliisselrolle darstellen: hier liegen die Kohlenstoffatome C-9 und C-10 zur
Ketofunktion oxidiert vor, jedoch ist die Chinonpartialstruktur zwischen den Kohlenstoffen C-1a
und C-4a hydriert. Zieht man die Biosynthese der Norsolorinsdure heran, welche aus Aspergillus
parasiticus isoliert wurde, ist zu erkennen, dass der Ringschluss bei Polyketiden zunichst iiber die
Ausbildung einer einfachen C-C Bindung, gefolgt von einer Dehydrierung zur Doppelbindung
verlaufen kann (Crawford, et al, 2009). Diese Beobachtung legt nahe, dass
Tetrahydroaltersolanol B, gefolgt vom Dihydroaltersolanol B als Vorstufe des Altersolanol B zu
fungiert. Die Acetylierung von Tetrahydroaltersolanol B zum Tetrahydroaltersolanol F stellt eine
weitere biosynthetische Abwandlung dar. Eine Dimerisierung von Altersolanol A zu den
Homodimeren Alterporriol D und E wird durch eine oxidative Kopplung zwischen den beiden
Kohlenstoffen C-8 der Altersolanol A Untereinheiten vollzogen (Ohnishi, et al., 1991). Die
gleiche Beobachtung konnte auch bereits fiir Alterporriol A gemacht werden: hier kommt es zu
einer oxidativen Kupplung der Untereinheiten Macrosporin und Altersolanol A zwischen den
Kohlenstoffen C-4 und C-8 (Ohnishi, et al., 1992). Dieser beschriebene Mechanismus kann auch
auf das ebenfalls isolierte Heterodimer Alterporriol B iibertragen werden, da es sich hierbei um
das Atropisomer des Alterporriol A handelt (Debbab, et al., 2009). Auf der Basis dieser
Beobachtungen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass sowohl Alterporriol N als auch
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Alterporriol P, aufgebaut aus den Untereinheiten Macrosporin und Altersolanol A, bzw.

Altersolanol C, durch einen vergleichbaren Biosyntheseweg gebildet werden.
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Abb. 4.5: Biosyntheseweg von Anthrachinonderivaten.
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Biosynthese der reduzierten prenylierten Chinone

Prenylierte Chinone, eine Substanzklasse, die hdufig in Alternaria sp., Stempyhlium sp. und
Pleospora sp. gefunden wird, werden aus einem aus Acetly-CoA FEinheiten aufgebauten
Pentaketid gebildet, welches zunédchst zu Tetralon zyklisiert (Okuno, et al., 1983) (s. Abb. 4.6).
Als weitere aus diesem Biosyntheseweg entstammende Verbindungen konnten Isoscleron und 4-
Hydroxyscylaton durch die Inkorporierung von radioaktiv markiertem Natriumacetat identifiziert
werden (Sankawa, ef al., 1981). Durch ein intermediédr entstehendes 1,8-Dihydroxynaphtalen
kommt es zu einer oxidativen Phenolkopplung, welche in einer Kopf-Schwanz, oder Schwanz-
Schwanz Reaktion ablaufen kann. Aus ersterem, der selteneren Variante, entsteht iber weitere
Epoxidierungs- und Reduktionsprozesse das Stemphyperylenol. Aus der zweiten
Reaktionsvariante, der Schwanz-Schwanz Reaktion, gehen die Stemphyltoxine hervor, die
ebenfalls weiter durch Epoxidierungs- und Reduktionsprozesse modifiziert werden (Arnone, et
al., 1986). 1,8-Dihydroxynaphtalen stellt neben dem Ausgangsprodukt zur Biosynthese der
Stemphyltoxine auch ein Zwischenprodukt zur Synthese von Melanin dar (Wheeler and
Stipanovic, 1979). Eine mdgliche biosynthetische Modifizierung des intermedidr entstandenen
Kopf-Kopf-Kondensationsproduktes ist die Bildung der Xanalteric Acid I, welche iiber eine
Epoxidierung und Hydrierung, gefolgt von einer Ringdffnung, der Abspaltung von Methanol,
erneutem Ringschluss und Hydrierung erfolgt. Dies wurde bereits von Kjer 2010 hypothetisch
dargelegt (Kjer, 2010).
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Abb. 4.6: Biosyntheseweg von prenylierten Chinonen.

Biosynthese von Orthosporin

Orthosporin, dass zur Klasse der Isocoumarine gehort, wird im Gegensatz zu den Coumarinen

nicht aus der Vorstufe Zimtsdure, sondern aus Acetyl-CoA Einheiten aufgebaut. Hierbei kommt

es zum Schluss des Lactonringes durch eine Reaktion des endstindigen Thioesters mit der

Hydroxylgruppe der Startergruppe (Dewick, 2011). Die dort postulierte Biosynthese fiir 6-

Hydroxymellein kann auf die Biosynthese von Orthosporin, unter der Annahme von sieben statt

fiinf Acetyl-CoA Einheiten und einer Oxidation durch NADPH an mehreren Positionen,

tibertragen werden (Kurosaki, 1995).
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Biosynthese von Aloesol

Die Biosynthese von Aloesol ist noch unbekannt, jedoch gibt es fiir andere Chromonderivate, wie
das 5,7-Dihydroxy-2-methylchromon, 5-Hydroxy-7-methoxy-2-methylchromon und Lathodoratin
bestdtigte Biosynthesewege. Daher sind zwei Biosynthesewege hypothetisch denkbar (s. Abb.
4.7). Die erste Moglichkeit besteht in der Umsetzung von fiinf Malonyl-CoA Einheiten zu einem
Pentaketid, welches in einem zweistufigen Prozess zyklisiert. Der zweite Schritt des
Zyklisierungsprozesses wird durch eine Reaktion, welche der Michael-Addition dhnelt, iiber einen
nukleophilen Angriff einer Hydroxylgruppe auf das Enol-Tautomer in Form eine Enolisierung
durchgefiihrt. Das entstandene Produkt wird durch Dehydrierung in das Chromon iiberfiihrt
(Dewick, 2011, Sarkar, et al., 1975). Dieses konnte durch die Inkorporierung von radioaktiven
Acetat Einheiten bereits mehrfach bestétigt werden (Al-Douri and Dewick, 1988, Sarkar, et al.,
1975). Durch eine mogliche Modifizierung des Biosyntheseweges, ausgehend von sechs Malonyl-
CoA Einheiten wire durch den gleichen Zyklisierungsprozess, verbunden mit einer terminalen
Decarboxylierung und Oxidierung der aliphatischen Ketogruppe, eine Darstellung des Aloesols
denkbar.

Die zweite Moglichkeit zur Darstellung von Chromonen konnte in Rheum palmatum beobachtet
werden. Chromone entstehen hier durch die Zusammenfiigung einer Acetyl-CoA Einheit und
sechs Einheiten Malonyl-CoA, was durch die Aleosonsynthase katalysiert wird (Abe, et al.,
2004). Dieses Enzym, eine Polyketidsynthase (PKS) der Klasse III, konnte in Pilzen selbst noch
nicht identifiziert werden, jedoch sind zahlreiche PKS der gleichen Klassifizierung bekannt
(Austin and Noel, 2003, Funa, et al., 2007). Dies lasst die Hypothese zu, dass Aloesol auch iiber
ein #@hnliches pilzliches Enzym gebildet werden konnte, wobei es zu einer anschlieBenden

Oxidation des Aloesons zu Aloesol kommen konnte.
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1. Enolisierung
2. Michael-Addition
3. Dehydrierung

1.Decarboxylierung HO
2. Oxidierung
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Abb. 4.7: Biosyntheseweg von Aloesol.
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Biosynthese von Pyronen

Pyrone werden wie auch andere Polyketide aus der Vorstufe f-Polyketosdure gebildet. Hierbei
kommt es zum Schluss des Lactonrings durch die terminale Carboxylfunktion (s. Abb. 4.8). Diese
Zyklisierungsreaktion steht neben den bereits beschriebenen Zyklisierungsmechanismen von
Polyketosduren vermutlich simultan zur Verfiigung (Douglas and Money, 1967). Der Autbau aus
Acetateinheiten konnte durch Studien mit radioaktiv markierten Vorstufen bestétigt werden
(Avent, et al., 1992a, Avent, et al., 1992b, Pedras and Chumala, 2005). Die Methylierung der
alipathischen Seitenkette, sowie die Methoxylierung der freien Hydroxylgruppe des Lactonringes

erfolgt durch eine Methyltransferase aus SAM (Pedras and Chumala, 2005).

1. Zyklisierung
2.SAM

— >
—_

R o SCoA
o}

Infectopyron
2Z-Infectopyron
4Z-Infectopyron

Abb. 4.8: Biosyntheseweg von Pyronen.

254



Diskussion

4.3 Isolierte Naturstoffe aus Penicillium glabrum
Penicillium glabrum wurde aus den Bliiten von Carpobrotus rossii isoliert. Die Pflanze wurde am

Wegesrand in Rabat, Marokko, nahe der Bab el Oudaia (alte Festungsanlage) gesammelt. Die
Pflanze, welche auch als ,pig face bekannt ist, hat ihren Verbreitungsschwerpunkt im
afrikanischen und australischen Raum, wo deren Sifte seit Jahrhunderten als Heilmittel gegen
gastrointestinale Beschwerden, Insektenstiche, Ekzeme, Quallenstiche, Spinnenbisse und offene
Wunden genutzt werden (Martins, et al., 2005, Springfield, et al., 2003). Daneben wird die
Pflanze als Nahrungsmittel verwendet, wodurch die Annahme entstand, dass die Pflanze ein
grofles antioxidatives Potential besitzt (Cane, ef al., 1979, Watson, 2007). Bisher wurden
ausschliefflich Flavonoidderivate der Pflanze, nach Verabreichen eines Pflanzenextraktes an

Ratten, im Blut der Tiere detektiert (Lean, ef al., 2010).

Die Gattung Penicillium umfasst insgesamt rund 800 verschiedene Spezies und Subspezies mit
einer groBen Bandbreite an Sekuddrmetaboliten. Hierunter fallen auch die pharmazeutisch
relevanten Arzneistoffe Penicillin G (Morikawa, et al., 1979) und Griseofulvin (Oxford, et al.,
1948). Neben den pharmazeutischen Anwendungsgebieten kommen Pilze der Gattung Penicillium
auch in der Nahrungsmittelindustrie, beispielsweise in der Herstellung von Wurst (Diaz, et al.,
2002) und Kése (Kinsella, et al., 1976) zum Einsatz. Insgesamt ist das Inhaltsstoffmuster von
Penicillium sp. sehr vielfaltig, jedoch wurden bisher aus der Gattung Penicillium, noch aus einer
anderen Gattung, Flavonoidderivate isoliert. Dies schliefit jedoch nicht aus, dass die Wirtspflanze
Carpobrotus rossii eventuell dazu in der Lage ist, die im Rahmen dieser Arbeit isolierten
Verbindungen zu produzieren, zumal das isolierte Desmethoxyyangonin eine groBe Ahnlichkeit
zu den Kavalactonen aus Piper methysticum (Dharmaratne, et al., 2002) zeigt. Insgesamt wurden
sechs Verbindungen aus Penicillium glabrum isoliert: Das Styrylpyron Desmethoxyyangonin
(43), die Biphenylether Asterricacid (44), Methylasterricacid (45), das Secoanthrachinon
Sulochrin (46) und die Anthrachinone Questin (47) und Questinol (48).

Bisher wurde insbesondere Desmethoxyyangonin eingehend untersucht. So zeigte die
Verabreichung von 30 mg/kg/d bei Kiiken einen stark ausgeprédgten anxiolytischen Effekt, &hnlich
dem des Chlorpromazins (Smith, ef al., 2001). AuBlerdem konnte eine Hemmung der Freisetzung
von TNFa aus BALB/3T3-Zellen mit einem ICsp Wert von 17 uM beobachtet werden
(Hashimoto, et al., 2003). Neben dieser Inhibierung konnte im Rattenlebermodel eine signifikante
Induktion von Cyp3A23 (Cytochrom P450 3A23) (Ma, et al., 2004), ferner eine Inhibierung von
P-Glykoprotein (P-gp) (Weiss, ef al., 2005) sowie ein Einfluss auf Entziindungsreaktionen (Chou,
et al., 2013) beobachtet werden. Jedoch konnten weder zytotoxische Effekte gegen HepG2-Zellen
beobachtet werden (Nerurkar, et al., 2004), noch eine Inhibierung der Alkoholdehydrogenase
(ADH) (Anke, et al., 2006). Asterricacid ist sowohl als Endothelin (ET-1) Inhibitor bekannt
(Ohashi, et al., 1992) als auch als Inhibitor iiber VEGF induzierten GefaB3bildung bei HUVEC-
Zellen (Lee, et al., 2002). Ebenfalls wurde ein schwach zytotoxischer Effekt gegen MCF-7-Zellen
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beobachtet (Nicoletti, et al., 2008). Auch fiir Methylastericacid wurde eine Inhibierung der VEGF
induzierten GefaB3bildung beobachtet (Lee, et al., 2002), sowie zytotoxische Effekte auf HepG2,
HL-60 und MOLT-3-Zellen (Chomcheon, et al., 2009). Sulochrin, das ein intermedidres Produkt
in der Biosynthese zu Biphenylethern darstellt, zeigte ebenfalls eine Inhibition der VEGF
induzierten GefaBbildung (Lee, et al., 2002) und ein breiteres zytotoxischen Potential gegeniiber
MCF-7 (Nicoletti, et al., 2008), MD1-MB231, HL-60 und MOLT-3-Zellen (Chomcheon, et al.,
2009). Zudem konnte eine Hemmung der Degranulation von eosinophilen Granulozyten mit
einem ICso von 0,1 uM detektiert werden (Ohashi, et al., 1997). Mit Sulochrin behandelte Zellen
zeigten auflerdem eine Zunahme in der Expression von HSP70 (Hitze-Schock-Protein 70)
(Smetanina, et al., 2011). Dariiber hinaus konnte belegt werden, dass Sulochrin die Einwanderung
des Hepatitis C-Virus (HCV) in Leberzellen verhindern kann (Nakajima, ef al., 2013). Die beiden
Anthrachinonderivate Questin und Questinol sind unterschiedlich gut untersucht. Fiir Questin sind
schwach zytotoxische Effekte gegen HepG2, HL-60 und MOLT-3-Zellen (Chomcheon, et al.,
2009), schwache Radikalfangereigenschaften (Li, et al., 2009) und eine fehlende Hemmung des
Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE) beschriecben (Hyun, et al., 2009). Eine
Konzentration von 10 uM fiihrte in vitro an mesangialen Zellen zu einer Inhibition der Bildung
von Kollagen IV und Fibronectin, sowie einer verminderten Bildung von IL-6 (Yang, et al.,

2013c). Fiir Questinol hingegen liegen keine Literaturwerte beziiglich Bioaktivitéten vor.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die zytotoxische Eigenschaften von Sulochrin gegeniiber
L5178Y Zellen mit einem ICso Wert 17,2 uM beobachtet werden. Jedoch konnten gegen die
bovine BAEC Zelllinie keine apoptotischen Effekte nachgewiesen werden, obwohl fiir BAEC
Zellen eine Signaltransduktion via VEGF beschrieben ist (Takahashi, ef al., 2001). Dieses steht in
klarem Widerspruch zu dem in der Literatur genannten Effekt der VEGF Inhibierung. Eine
mogliche Begriindung fiir diesen Effekt konnte darin liegen, dass sowohl Sulochrin, als auch
Asterricacid und Methylastericacid zu polar sind, um von den Zellen aufgenommen zu werden,
wohingegen die Literaturwerte von einem zellfreien Assay ausgehen. Questin und Questinol
zeigten beide eine schwache zytotoxische Aktivitit gegeniiber L5178Y Zellen, wobei die
Wirkung von Questin stirker ausfiel. Dies deutet daraufhin, dass die zusétzliche Hydroxylgruppe
einen aktivitdtssteigernden Effekt ausiibt. Die Wirkung von Questinol wurde im Zuge dieser

Arbeit zum ersten Mal beschrieben.
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Biosynthese von Desmethoxyyangonin

Durch Fiitterungsstudien mit '“C Acetat und '*C L-Phenylalanin konnte gezeigt werden, dass der
biosynthetische Ursprung des Pyronteils auf zwei Acetateinheiten zuriickzufiihren ist und jener
der Styryleinheit auf ein Phenylpropanoid (s. Abb. 4.9). Ebenso konnte gezeigt werden, das eine
Substitution des Phenylrings des Styrylteils auf unterschiedliche Edukte wie Zimtsdure,

Kaffeesiure, p-Cumarsdure und Tyrosin zuriickgefiihrt werden (Perrin and Towers, 1973).

o (o} (o}
OH —_— N OH — g N SCoA
NH,
Phenylalanin Zimtsdure o
+ SCoA
[¢] OH

Desmethoxyyangonin

Abb. 4.9: Biosynthese von Styrylpyronen (Lee and Yun, 2011)

Biosynthese von Diphenylethern und Secoanthrachinonen

Wie die Anthrachinone leiten sich auch die Biphenylether und die Secoanthrachinone nicht nur
aus dem Polyketidstoffwechsel ab, sondern stellen vielmehr eine biosynthetische Modifizierung
der Anthrachinone dar (s. Abb. 4.10). So kann ausgehend vom Emodin durch eine O-
Methyltransferase das Questin dargestellt werden. In einem zweiten Schritt kommt es zunéichst
zur Ringdffnung, welche durch die Questin Oxygenase katalysiert wird. Es folgt eine
Methylierung durch die Desmethylsulochrin O-Methyltransferase, wodurch Sulochrin entsteht.
Uber eine Oxidase kommt es zur Bildung der Spiroverbindung Geodin (Chen, et al., 1995,
Huang, et al., 1995), das in Asterricacid und Methylasterricacid umgelagert werden kann (Park, et
al., 2002). Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Verbindungen stellen damit die meisten der

biosynthetischen Zwischenstufen dar. Lediglich die Spiroverbindung konnte nicht isoliert werden.
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Abb.4.10: Biosyntheseweg von Biphenylethern und Secoanthrachinonen.
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4.4 Isolierte Naturstoffe aus Nigrospora sphaerica
Nigrospora sphaerica wurde aus Bruguiera sexangula var. rhynchopetala isoliert. Die Rinde der

Mangrovenpflanze, welche in Hainan in China gesammelt wurde, wurde urspriinglich
volksmedizinisch zur Behandlung von Tumorerkrankungen verwendet (Loder, et al., 1966).
Bisher wurden aus der Pflanze Verbindungen wie Sexangulasdure (Li, et al., 2010), Rhyncoside
A-F (Bao, et al., 2007), Lupeol, Lupeon, Taraxeron , f-Amyrilpalmitat, Squalen, S-Sitosterol,
Daucosterol, 7a-Hydroxysitosterol (Bao and Lin, 2006), 17-Hydroxy-16-oxobeyeran-19-al,
16,17-Dihydroxy-ent-kaur-9(11)-en-19-al, Methyl-16,17-dihydroxy-ent-kaur-9(11)-en-19-oat,
Methyl-(16R)-13,17-epoxy-16-hydroxy-ent-kaur-9(11)-en-19-oat, Ceriopsin F, (15,15R)-ent-
pimar-8(14)-en-1,15,16-Triol, Brugierol, Isobrugierol, 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (Bao, et
al., 2005) und  Tropin-1,2-dithiolan-3-carboxylat (Loder, et al., 1966) isoliert. Die
volksmedizinische Anwendung konnte durch die in vitro Aktivitdt des Tropinalkaloids Tropin-
1,2-dithiolan-3-carboxylat gegen Lungenzellkarzinomzellen bestétigt werden (Loder, et al.,

1966).

Aus dem Pilz Nigrospora sphaerica wurden bisher die Verbindungen (+)-(25,35,4aS)-Altenuen,
(—)-(28,3S,4aR)-Isoaltenuen,  (—)-(2R,3R,4aR)-Altenuen,  (+)-(2R,3R,4aS)-Isoaltenuen,  5'-
Methoxy-6-methyl-biphenyl-3,4,3'-triol, Alternariol, Alternariol-9-methylether, 4-
Hydroxyalternariol-9-methylether (He, et al., 2012), Griseofulvin, Dechlorogriseofulvin, 8-
Dihydroramulosin, Mellein (Zhao, et al., 2012), Aphidicolin (Lopes, et al., 2011),1-(5-
Oxotetrahydrofuran-2-yl)-ethyl-2-phenylacetate, 3-Hydroxybutan-2-yl-2-hydroxy-3-
phenylpropanoat (Zhang, et al., 2009c), Phomalacton (Kim, et al., 2001), Nigrosporolid
(Harwooda, et al., 1995) und Epoxyexserohilon (Cutler, et al., 1991) isoliert. Es zeigt sich, dass

es keine Uberschneidung von pflanzlichen und pilzlichen Metaboliten gibt.

Wihrend dieser Arbeit konnten vier Verbindungen, welche aus dem Polyketidstoffwechsel
stammen, isoliert werden. Hierbei handelte es sich um Griseofulvin (49), Dechlorogriseofulvin

(50), Griseophenon B (51) und Griseophenon C (52).

Griseofulvin, welches erstmal aus Penicillium grisofulvum isoliert wurde, wurde in der Literatur
bereits als zytotoxisch beschrieben. So wurde gezeigt, dass Griseofulvin iiber eine Inhibierung
von NF-xB zu einem Zellzyklusarrest und Apoptose in HL-60 Zellen fiihren kann (Uen, ef al.,
2007), sowie zu einer Hemmung des Zentromer Clusterings in entarteten Zellen fiihrt, jedoch
nicht in gesunden Zellen mit normalem Zentromergehalt (Rebacz, et al, 2007).
Dechlorogriseofulvin zeigte bisher nur schwache antifungale Eigenschaften (Zhao, ef al., 2012),
wohin gegen es einen stirkeren keimungshemmenden Effekt auf Kopfsalat besitz als Griseofulvin
(Kimura, ef al., 1992). Fiir die beiden intermediédren Stoffwechselprodukte Griseophenon B und C

sind bisher noch keine biologischen Wirkungen publiziert.
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Keine der isolierten Verbindungen zeigte antibiotische Eigenschaften, jedoch zeigte das
Griseofulvin einen ausgepriagten zytotoxischen Effekt gegen L5178Y Zellen. Die drei iibrigen
Verbindungen zeigten diesen Effekt nicht. Dies ist umso erstaunlicher, da das

Dechlorogriseofulvin sich nur durch das Fehlen des Chloratoms vom Griseofulvin unterscheidet.
Biosynthese der Griseofulvinderivate

Alle Griseofulvinderivate entstammen dem Polyketidstoffwechsel. Als Substrat dient die
Heptaessigsdure, welche durch eine Aldol-Zyklisierung, Methylierung, Dehydrierung und eine
Claisen Zyklizierung zunichst in Griseophenon C umgesetzt wird (s. Abb. 4.11). Darauf
aufbauend kommt es zunichst zu einer weiteren Methylierung, gefolgt von einer oxidativen
Kopplung der Phenylstrukturen, so dass es zur Ausbildung des Grisankorpers kommt. Das
gebildete Dehydrodechlorogriseofulvin - wird schlielich in einem letzten Schritt zum
Dechlorogriseofulvin hydriert (Harris, ef al., 1976). Durch Halogenasen wird Griseophenon C zu
Griseophenon B umgesetzt und unter gleicher biosynthetischer Modifikation wie Griseophenon C
zum Griseofulvin umgelagert (Cacho, ef al, 2013). Fiir die quantitative Umsetzung von
Griseophenon C zu B scheint die Konzentration an Chloridionen im Néhrmedium der limitierende

Faktor zu sein (Yu, ef al., 2002).
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Abb. 4.11: Biosyntheseweg von Griseofulvinderivaten.
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4.5 Isolierte Naturstoffe aus Fusarium lateritium
Wie auch Nigrospora sphaerica, wurde Fusarium lateritium aus Bruguiera sexangula var.

rhynchopetala isoliert. Das Pflanzenmaterial wurde ebenfalls in Hainan in China gesammelt.

Aus Fusarium lateritium wurden bisher Lateropyron (Bushnell, et al., 1984), 2-(1-hydroxyethy1)-
4(3N)-Quinazolinon, 2-Acety-4(3H)-quinazolinon und die Enniatine B , B; und A; (Tsantrizos, et
al., 1994) isoliert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Verbindungen aus Fusarium lateritium isoliert werden:
das Chromonderivat 7-Hydroxy-2-[(25)-2-hydroxypropyl]-5-methyl-4H-1-benzopyran-4-on ((-)-
Aloesol) (53), und das Anthrachinon Acylmacrosporin (54).

Acylmacrosporin zeigte gegeniiber dem Gram-positiven Bakterium S. aureus einen MHK von 32
pg/mL, jedoch keinen zytotoxischen Effekt gegeniiber L5178Y-Zellen. Dieser selektive Effekt ist
dem des Macrosporins genau entgegengesetzt und zeigt, dass eine kleine Anderung des Molekiils,

zu einer groBen Anderung in der Wirkung fiihren kann.

Biosynthese von Acylmacrosporin

Die Biosynthese von Acylmacrosporin wurde bisher noch nicht untersucht, jedoch kann auf der
Basis des Polyketidstoffwechsels, welcher zur Bildung von Endocrocin und Macrosporin fiihrt,
die Hypothese aufgestellt werden, dass als biosynthestische Vorstufe ein Octaketid dienen konnte.
Durch eine Aldolkondensation konnte es auch hier zum Ringschluss kommen. Die VergroBerung
des Grundkorpers um eine C1-Einheit kann, wie auch bei anderen pilzlichen Polyketiden durch
eine Methyltransferase aus SAM erkléart werden. Die Alternative des Einbaus von einer Einheit
Propionyl-CoA, anstelle von Acetyl-CoA, erscheint unwahrscheinlicher, da Propionyl-CoA einen
inhibierenden Effekt auf den Polyketidstoffwechsel hat (Zhang, et al., 2004). Auf der anderen
Seite wird {iber Entgiftungsreaktionen von Propionyl-CoA durch die Ubertragung von SCoA auf
eine Acetateinheit diskutiert (Brock and Buckel, 2004). Die Einbindung in die Biosynthese wiirde
ebenfalls zu einem Abbau der Propionyl-CoA Einheiten und somit zu einer Entgiftung fiihren.
Betrachtet man zusitzlich die Biosynthese von Anthrazyklinen und Derivaten, so zeigt sich auch
hier, dass aliphatische Seitenketten durch Propionyl-CoA oder langkettige Verbindungen gebildet
werden konnen (Dewick, 2011). Die Produktion von Anthrazyklinen ist zwar weitverbreitet unter
Streptomyceten (Grein, 1987), jedoch gibt es auch Beispiele fir anthrazyklinproduzierende Pilze
(Shigemori, et al., 1999). Daher kann der biosynthetische Ursprung ohne eine Isotopenanalyse

nicht eindeutig geklart werden.
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5. Schlussfolgerung

Endophyten haben in der Vergangenheit bereits eindrucksvoll prisentiert, dass sie ein grofBes
Potential als Produzenten von chemisch heterogenen und bioaktiven Naturstoffen besitzen. Auch
in dieser Studie konnte dieses Potential erneut gezeigt werden. Insgesamt konnten fiinfzig
sekundére Stoffwechselmetabolite aus fiinf endophytischen Pilzen isoliert werden. Strukturell
betrachtet, zeichneten sich diese Strukturen durch eine hohe chemische Diversitidt aus. Der
Literaturvergleich mit bereits isolierten Naturstoffen aus der jeweiligen Wirtspflanze zeigte, dass
die in dieser Studie gewéhlten Endophyten ein von ihrer Wirtspflanze abgesetztes und diverses
Inhaltstoffmuster produzieren. Durch die systematische Untersuchung der Bioaktivitéten, unter
Beriicksichtigung des zytotoxischen und antibiotischen Potentials, konnten insgesamt elf aktive
Naturstoffe identifiziert werden. Vier von diesen, Alterporriol P, Stemphyperylenol, Sulochrin
und Griesofulvin zeigten einen selektiven zytotoxischen Effekt, drei weitere, das Methylalaternin,
Protocatechualdehyd und Acylmacrosporin einen selektiven antibakteriellen Effekt. Hinzu kamen
die vier Verbindungen Phenylessigsiure, Altersolanol A, Altersolanol C und Alterporriol A/B, die
beide Effekte zeigten. Dieses liel sich auch auf die semisynthetischen Produkte Altersolanol A-
und C-Acetonid iibertragen. Die Hypothese, dass endophytische Sekundirmetabolite der
Wirtspflanze als Abwehrstoffe dienen, konnte somit bekraftigt werden. Auf der anderen Seite darf
nicht aus den Augen verloren werden, dass einige der Stoffe, insbesondere aus der Gruppe der
Altersolanole, eine hohe Toxizitdt aufweisen, welche sie zu potentiellen Mediatoren der pilzlichen
Pathogenitit macht. Auch die isolierten dimeren vinylogen Carbonsiduren Stemphyperylenol,
Altertoxin I und Stemphyltoxin II kénnen aufgrund ihrer Féhigkeit reaktive Sauerstoffspezies zu
bilden als solche gesehen werden. Aber auch hier muss das Gegenteilige in Erwdgung gezogen
werden, ndmlich, dass reaktive Sauerstoffspezies mogliche Krankheitserreger der Pflanze abtdten
konnen. Da fiir viele der Verbindungen noch keine Bioaktivititen publiziert sind oder die
Wirkungsmechanismen noch nicht aufgekliart wurden, ldsst sich diese Frage nicht eindeutig
beantworten. Um dies zu kléren, ist es in Zukunft wichtig, die hier isolierten Substanzen

systematisch auch auf ihr phytotoxisches Potential hin zu untersuchen.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Altersolanol C, Dihydroaltersolanol B,
Dihydroaltersolanol C und Alterporriol E spezifisch iiber eine Inhibierung von NFxB ihre
Zytotoxizitdt vermitteln. Dariiber hinaus verdeutlichten die vorliegenden Ergebnisse, dass auch
Substanzen wie das Tetrahydroaltersolanol B, die in zelluldren Assays kein positives Resultat
zeigen, nicht zwingend effektfrei sind. Dies verdeutlicht, dass bedingt durch die Wahl des Assays
und der Gesamtausbeute der Substanz moglicherweise entscheidende Details nicht beobachtet
werden kdnnen. Daher sollte auf Basis bekannter Bioaktivitdtsdaten immer sorgféltig nach einem
geeigneten Testsystem gesucht werden und mogliche Neuerung der Assaysysteme berlicksichtigt

werden.
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Ebenfalls konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass spezielle Verbindungsklassen in
bestimmten Organismen zu finden sind; so konnten Indolderivate gehéuft aus Rhizoctonia sp. und
Anthrachinonderivate vermehrt aus Pleospora sp. isoliert werden. AuBlerdem konnten durch die
Isolierung von Intermediaten aus Extrakten von Rhizoctonia, Pleospora sp., Penicillium glabrum
und Nigrospora sphaerica die Biosynthesewege der Hauptmetabolite klar darstellt werden. Dies
ermoglichte zudem im Fall der Altersolanolderivate, Zwischenprodukte hypothetisch in die

Stoffwechselwege einzufiigen.

Die hohe Redundanz der hier isolierten Verbindungen mit denen bereits in der Literatur
beschriebenen Verbindungen zeigt, dass die Suche nach neuartigen Verbindungen einer Suche
nach der Nadel im Heuhaufen gleicht. Um in Zukunft das biosynthetische Potential
endophytischer Pilze und damit die Wahrscheinlichkeit neue bioaktive Substanzen zu entdecken,
zu erhohen, wire es beispielsweise denkbar Fermentationsbedingung zu verdndern. Eine der
vielversprechendsten Moglichkeiten hierfiir ist die Co-Kultivierung mehrerer Mikroorganismen
oder eine chemisch vermittelte Stressinduktion. Die Simulation des natiirlichen Habitats wére
dabei die hypothetisch denkbar beste Mdglichkeit zur Aktivierung stiller Biosynthesewege. Eine
vorherige molekularbiologische Untersuchung des Genoms zur Identifizierung moglicher
biosynthetischer Enzyme konnte dariiber hinaus eine Moglichkeit darstellen, vielversprechende
Kandidaten vorzuselektieren. Alternativ wire auch eine metabolomische Analyse des pilzlichen
Extraktes und der damit verbundenen Identifizierung von Biosynthesewegen eine gute

Moglichkeit der Vorselektion.
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nm Nanometer

OD Optische Dichte

PAL Phenylalaninammoniaklyase

PBS Phosphate Puffered Saline

PC-3 Humane Prostatakarzinom Zelllinie

PDB Protein Data Bank

pH Negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
ppm Parts per Million

q Quartett

ROESY Rotating-frame Overhauser Effect Spectroscopy
RP 18 Reversed phase C18

rpm Rounds per Minute

RPMI Roswell Park Memorial Institut

s Singulet

SAM S-Methyladenosin

SWI1116 Kolon Adenokarzinom Zelllinie

t Triplett
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Abkiirzungen

TAL
TBE
TFA
TFA
THF

TNFa

Trp

U/mL

uv

\7A%

VEGF

Thyrosinalaninammoniaklyase
Tris-Borat-EDTA
Triflouressigséure
Trifluoressigséure
Tetrahydrofuran
Tumornekrosefaktor alpha
Tryptophan

Units

Einheiten pro Milliliter
Ultraviolett

Volt

Volumenkonzentration

Vascular Endothelial Growth Factor

Delta

Lambda

289



Anhiinge

8. Anhinge

Anhang 1: "H NMR von Indol-3-carbonsiure gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 2: '"H NMR von Indol-3-aldehyd gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 3: '"H NMR Indol-3-amin gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 4: '"H NMR von N-[(Indol-3-ylcarbonyl)methyl]-acetamid gemessen bei 500MHz in
DMSO-ds
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Anhang 5: '"H NMR von p-Hydroxybenzoesdure gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 6: '"H NMR von p-Hydroxybenzaldehyd gemessen bei 500MHz in DMSO-d;s
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Anhang 7: "H NMR von Phenylessigsdure gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 8: '"H NMR von 5-Methyl-4-hexensdure gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 9: '"H NMR von ¢-Ferulasdure gemessen bei 500MHz in MeOD-d
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Anhang 10: "H NMR von Protocatechualdeyd gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 11: "H NMR von Altersolanol A gemessen bei 500MHz in MeOD-d,
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Anhang 12: '"H NMR von Altersolanol B gemessen bei 500MHz in DMSO-d;s
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Anhang 13: '"H NMR von Altersolanol C gemessen bei 600MHz in DMSO-ds
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Anhang 14: "H NMR von Altersolanol L gemessen bei 500MHz in DMSO-d;s
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Anhang 15: '"H NMR von Dihydroaltersolanol A gemessen bei 600MHz in DMSO-d;s
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Anhang 16: '"H NMR von Dihydroaltersolanol B gemessen bei 500MHz in MeOD-d
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Anhang 17: "H NMR von Dihydroaltersolanol C gemessen bei 600MHz in DMSO-ds
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Anhang 18: '"H NMR von Tetrahydroaltersolanol B gemessen bei 600MHz in DMSO-d6
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Anhang 19: '"H NMR von Tetrahydroaltersolanol F gemessen bei 600MHz in DMSO-d6
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Anhang 20: '"H NMR von Macrosporin gemessen bei 500MHz in DMSO-d;s
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Anhang 21: '"H NMR von Methylalaternin gemessen bei 500MHz in DMSO-d;
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Anhang 22: '"H NMR von Alterporriol A+B gemessen bei 500MHz in MeOD-d,
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Anhang 23: '"H NMR von Alterporriol D gemessen bei 500MHz in MeOD-d,
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Anhang 24: '"H NMR von Alterporriol E gemessen bei 500MHz in MeOD-d
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Anhang 25: '"H NMR von Alterporriol N gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 26: '"H NMR von Alterporriol P gemessen bei 500MHz in DMSO-d;
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Anhang 27: '"H NMR von Isoscleron gemessen bei 600MHz in DMSO-ds
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Anhang 28: 'H NMR von 4-Hydroxyscylaton gemessen bei S00MHz in MeOD-d
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"H NMR von Stemphyperylenol gemessen bei 600MHz in DMSO-d;s

Anhiinge
Anhang 29

|- 340000
|- 320000
L 300000
L 280000
|- 260000
L 240000
|- 220000
L 200000
L 180000
|- 160000
L 140000
L 120000
|- 100000

|- 80000
|- 60000
| 40000
|- 20000
|- -20000
L 1400
1300
L 1200
L 1100
| 1000

L 900
| 800
L 700
L 600
| 500
L 400
| 300
L 200
L 100
| -100

0.5

OSWA €26¥°C

OSWa 096¢°C
L F2 OSWA 966+ §

10

OSIWQ £€0S°C
OSWa z£05°C
- OSWA 6€15°C
OSWQ 92715
R OSWa €Tes2
8167 96€5°C )
0ze6' " £/56°7

06 ¢ S =
wor e ——
4538 u.l/ QI Tt |2 A —

K (td)
2.3067

il 60T

Ful
PET
— 7 8¢

F 160

F/[m)
2.9841
7 (dbid)
2.5810
(td)
?769

b

STST'E TSt ———
695T°E \ SIS | —
e izt
17275 3 S — 8665°C |
896L'% 84097 |
12687 ]
(4144 |
¥EL8'T
86497 |
0€88'C ]
LT¥6C
LE¥6'T |
LL56'T ]
£096°C |
99£6°C |
9646°C |
£886°C |
$€66°C ]
TL00°€ ]
ST10°€ |
0£10°¢ ﬁ
0020°€ |
£zt
1920°€ ]
8€€0°€ |
85L0°€ | ﬁ
8780°¢
£580°¢
9760°€
L011°E ]
PICTE ]
69z1°¢ |
00€SY
6€ESY |
+8€6'9 ]
£0v6°9 |
£556'9
1156'9
50969
750 ]
92507
7566°L |
€210'8 =
8€50'8 3
2 €108
olEETTI
STTEECT
S T6686TT ™
o

L TE byt

T Eweet

SL85'%
9¥6S'Y
1209
€809
W9t
Wy
6097

607

H (ddd)
45319

1€ 7F 090€'T

T
6.0

65
f1 (ppm)

889> —
¥2i89 -

9T 619zt

PN
w%
s

0T
7

60T 888CT[

B(d)
8.0216
0

08 Se—on !
692087 E il

4

"H NMR von Altertoxin I gemessen bei 500MHz in DMSO-d;

T
115
.
.

(s)
251

-2

120

1520TT T 00'T 0000T

A
12
fid

M

g(s)
123312

LrArAt

Anhang 30
Anpal.89fi0.
Ingtitut PB1P

A(s)
12377

5 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

125 120 11.5 11.0 10.5 100 95

304



Anhéiinge

Anhang 31: "H NMR von Stemphyltoxin II gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 32: '"H NMR von Xanalteric Acid I gemessen bei 600MHz in DMSO-d;s
Hassan.330.fid
PEDDK2040-6-1 2 382823 SEIEWEIISS 0 2323 9B
S EE88E8% 3ILISHRLYRR  S8&BE HE
s} D v v M PN SN NS R B2 V! IS EEF T x [ 4500
! | DRI .
| 4000
| 3000
Bs) | [D(@ Fd) 1@ || te de©
96780 | | 8.6818 7.4877 6.3429 | || 5.3799 1633 2500
A(s) ‘ c@ [ E@ H (d) ‘ 1 M (q) ‘ [B)
1540750 9.1382 | 8.3574 7.0349 5.9631 4.0919 710
| 2000
¥
7.4675 5.7540
| 1500
| 1000
| 500
u LL«L—JAJJL/\‘A_ 70
J B B o I e A g
T T T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 2 1 10 9 6 5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)

305



Anhiinge

Anhang 33: '"H NMR von Orthosporin gemessen bei 600MHz in DMSO-d;
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Anhang 34: '"H NMR von Aloesol gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhéiinge

Anhang 35: '"H NMR von Infectopyron gemessen bei 600MHz in DMSO-ds
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Anhiinge

Anhang 37: '"H NMR von 2Z-Infectopyron gemessen bei 600MHz in DMSO-d;
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Anhang 38: '"H NMR von Altersolanol A Acetonid gemessen bei 600MHz in DMSO-d;s
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Anhéiinge
Anhang 39: '"H NMR von Altersolanol C Acetonid gemessen bei 600MHz in DMSO-ds
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Anhang 41: '"H NMR von Asterricacid gemessen bei 500MHz in DMSO-d;
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Anhéiinge

Anhang 43: '"H NMR von Sulochrin gemessen bei 500MHz in DMSO-d;
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Anhiinge

Anhang 45: '"H NMR von Questinol gemessen bei 500MHz in DMSO-d;
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Anhéiinge

Anhang 47: '"H NMR von Dechlorogriseofulvin gemessen bei 500MHz in CDCl;
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Anhang 48: '"H NMR von Griseophenon B gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 49: '"H NMR von Griseophenon C gemessen bei 500MHz in DMSO-ds
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Anhang 51: "H NMR von Acylmacrosporin gemessen bei 500MHz in DMSO-d;s
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