Naturstoffe aus endophytischen Pilzen

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
der Fakultat fir Chemie der Universitét Bielefeld
vorgelegt von

Sebastian Maschke (geb. Gohlke)

geboren in Bad Saarow-Pieskow

Bielefeld, Juli 2019



1. Gutachter: Prof. Dr. Norbert Sewald
Lehrstuhl fir Organische und Bioorganische Chemie
Fakultat fir Chemie

Universitat Bielefeld

2. Gutachter: Prof.in Dr. Caroline Muller
Lehrstuhl fiir Chemische Okologie
Fakultat fr Biologie
Universitat Bielefeld

Eingereicht am: 31.07.2019

Tag der mundlichen Prufung: 27.09.2019



- Eidesstattliche Erklarung -

Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, Sebastian Maschke (geb. Gohlke), an Eides statt, dass ich die vorliegen-
de Arbeit mit dem Titel "Naturstoffe aus endophytischen Pilzen" selbststdndig, ohne uner-
laubte Hilfe angefertigt und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel ver-
wendet habe, sowie die den Quellen woértlich und inhaltlich entnommenen Informationen als
solche kenntlich gemacht habe. Diese Arbeit ist weder in gleicher noch in &hnlicher Form

komplett oder auszugsweise im Rahmen einer anderen Priifung vorgelegt worden.

Bielefeld, den 31.07.2019

Sebastian Maschke (geb. Gohlke)




- Danksagung -

Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde im Arbeitskreis Organische und Bioorganische Chemie der
Fakultat fir Chemie an der Universitat Bielefeld unter der Leitung von Prof. Dr. Norbert Se-
wald angefertigt, dem ich ganz herzlich fur die Mdglichkeit an diesem spannenden Thema
Arbeiten zu kénnen und fur die gute Betreuung danken mdchte.

Frau Prof.in Dr. Caroline Miller danke ich sehr fur die Ubernahme des Zweitgutachtens.

Des Weiteren mochte ich mich herzlich bei Anke Niel3 fir Bestellungen, Organisation und
Hilfe rund ums Labor, bei Marco Wil3brock fiir die hervorragende Instandhaltung der Labor-
gerate, schnelle Reparaturen und Spezial-NMR-Messungen, bei Carmela Michalek fir die
Durchfiihrung von Bioaktivitatstests und die Einweisung in molekular-biologische Methoden
und bei Peter Mester fir extra lange NMR-Messungen, sowie bei Iris Dopheide fir die Hilfe
bei der Uniburokratie und ebenfalls Dr. Marcel Frese fir die Kl&rung organisatorischer Ange-
legenheiten und der Hilfe bei wissenschaftlichen Fragestellungen bedanken.

Zudem danke ich meinem Labornachbarn Nils G. Janson fir die Hilfe bei chemischen Syn-
thesearbeiten, geduldige Erklarungen fir ein tieferes chemisches Verstandnis und das Kor-
rekturlesen, Dr. Pia Neubauer und Dr. Daniel Wibberg fur die Einfihrung in Bioinformatik und
phylogenetischen Analysen, dem Chemikalienlager fur die immer freundliche Versorgung mit
Chemikalien und Glasgeraten, der Massenspektrometrie-Abteilung fir die Messung schwie-
riger Proben, sowie Jannik Paulus fur Drehwert-Notfallmessungen und die Korrekturlesung
und den vielen internationalen Naturstoff-Gastwissenschaftlern (Prof. Dr. Bruno Ndjakou
Lenta, Prof. Dr. Mohamed Shaaban, Dr. Negera Abdissa Ayana, Dr. Abdelaaty Hamed Mona
etc.) fur die Einfuhrung in das spannende Feld der Naturstoffforschung und die fruchtvollen
Diskussion von NMR-Spektren.

Nicht zuletzt mochte mich ich mich auch bei allen aktuellen und ehemaligen Mitarbeitern,
Doktoranden und Studierenden der OCIII fur die vielen positiven Erfahrungen und Erlebnisse
im und abseits des Labors bedanken. Ebenfalls danke ich meinen Eltern fir die Unterstit-
zung wahrend des Studiums und der Promotion. Des Weiteren danke ich meiner Tochter
Johanna, welche die gréf3te Motivation war diese Arbeit abzuschlieRen.

Abschlie3end danke ich besonders meiner Frau Juliane Maschke fur das sorgféltige Korrek-
turlesen, aufmerksames Zuhoren bei Vortragen und fachlichen Ausfihrungen und nicht zu-
letzt fur die Liebe, aufmunternde Worte und Zuspruch, welche zum Gelingen der Arbeit we-

sentlich beigetragen haben.




- Inhaltsverzeichnis -

Inhaltsverzeichnis
Eidesstattliche ErKIArUNG. ... .. ... [
DAINKSAIGUIND. e i
INNAIESVEIZEICNINIS ... e iii
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS ... viii
TaADEIENVEIZEICNNIS ...ttt e et e et e e e e e eeseneeees XVii
SYMDBDOIVEIZEICANIS ....ccviiiiiiiiiii e XiX
Abbkirzungs- und BegriffSVerzeiChnis ... XX
ADSITACt (ENGHSCN) ... XXiv
ADSITACT (DEUESCR) ... e XXV
L. EINFURIUNG .. 1
L1 EINIBIUNG e 1
1.2. Aufgaben und Ziel der ArDeit.........ooo oo 2
2. Theoretischer HINTEIgIUNG .........cooooii e s 3
2.1 NALUISTOTTE et 3
2.1.1. Der Begriff NatUISTOf . ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb ennenes 3
2.1.2. Naturstoffe als Quelle von Wirkstoffen............cccoiiiiiiiiiiiiie e, 4
2.1.3. Bioaktive Inhaltstoffe aus PilZEN ..............uuiiiiiiiiiiiiiiiie e 6

2.1.4. Das Potenzial zur Endeckung neuer Arten, Produktion bioaktiver Naturstoffe und

biotechnologischen Nutzung endophytischer Pilze ... 8
2.2, ENAOPNYIEN. ..ot 11
2.2.1. Der Begriff ENJOPNYL .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s seeenanee 11
2.2.2. Verbreitung und Vorkommen von ENdOPNYteN .............uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 12
2.2.3. Klassifizierung endophytischer Pilze................uuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeies 12
2.2.4. Funktion der Pflanzen-Endophyt Wechselwirkung.............cccccvvimiiiiiiinnns 13
2.2.5. Besiedlung und Lebenszyklus von Endophyten............ccccouviimiiiimiiiiieens 15
2.2.6. Nachweis und Isolierung endophytischer Pilze ..............cccciiiiiiiiiiiiiiis 18
2.2.7. Identifizierung und taxonomische Einordnung von endophytischen Pilzen........... 20
2.2.8. Rationale Pflanzenwahl, Aspekte der Beprobung und Diversitat der Endophyten-
OEMEINSCNATT. ...ttt e 23
2.3, TrenNNECNNIKEN ....coiiiiiiiiiii e 26
2.3.1. Chromatographische TrennteChNIKEN .............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.3.2. Flussigkeits-Adsorptionschromatographie .................euueveemimimmmnmmniiiiiiiennennnn 28
2.3.3. GroRRenausschlusschromatographie ................eveeeeiiieiiiiieiiiiiiiiiiiieieee e 32
2.4. Analytik zur Strukturaufklarung von Naturstoffen............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiee 34
2.4.1. MaSSENSPEKITOMETIIE ... .uuuiiiiiiiiiiiiiitiiei ettt eenennnes 34




- Inhaltsverzeichnis -

2.4.2. NMR-SPEKIIOSKOPIE .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitette e 36
2.4.3. Erstellung der MOoleKUISTIUKLU ............uuuieiiiiiiiiiiiiiei e 38
2.4.4. DereplikatiONSSIrAtEGIEN .........uuuuuiuritiirtiirtiteie bbb beeesees e ennnennnnes 39
3. Material Und MeEThOTEN ... .. 43
3.1, PHIANZENPIODEN......coiiiiiiiii 43
3.2. Isolierung endophytiSCher Pilze............oooiie 44
3.3. Stammbhaltung und KUIGIVIEIUNG .....oovviiiiiiiiiiiiiiii e 46
3.3.1. SUDMEIS-FEIMENTATION .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie bbb eeennees 46
3.3.2. KIYOKONSEIVIEIUNG. ...ttt nnennnes 47
3.3.3. Solid-State-Fermentation...............uuuuuuuiiiiiiiiieii bbb 48
3.4, StammMIdentifiZIEIUNG.......cooiiiiiiii e 49
3.4.1. Gewinnung und Aufreinigung der DNA ....... ... 49
3.4.2. Amplifizierung der DNA-Barcode REQION............uuuuuiurumiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiniieennnenes 49
3.4.3. Sequenzierung und SequenzabgleiCh ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 52
4.4, PRYIOGENIE. ... .ttt 53
3.5. Extraktion der Pilzmetaboliten............oovviiiiiiiiiiii e 54
3.6. BIOAKLIVITALSIESTS .....eeiiiiiiiiiiiii ittt 55
3.6.1. AQArdiffUSIONSIEST. ... .uuuuiitiiiiiiiiiiitteeeeee bbb snnnnee 55
3.6.2. Inhibitorkonzentrationen (ICso, MIC)...........uuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 57
3.6.3. ZYLOLOXIZITALS TEST......uuuuututiiiiitiiiutteeetee bbbttt nnnnes 60
3.7, SUDSIANZISOlIEIUNG ....ceiiiiiiiiiii ittt 61
3.7.1. FIUSSIg-FIUSSIg- EXIrakLioN. ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiiiieeeeesseees e 61
3.7.2. Flussigkeitssaulenchromatographie. ..............uueuiuuuiuimriiieiiiiiiieeneeeneeenes 62
3.7.3. Reversed-Phase-Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (RP-HPLC).......... 64
3.7.4. GroRenausschlusschromatographie ................eeveveeiieiiiiieiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeaens 65
3.7.5. Praparative-Dinnschichtchromatographie...............ccouuvvviiiiieiiieeens 65
3.7.6. KIISTAIISATION ...ttt s 66
38 ANAUYLIK .. 67
3.8.1. DUNNschichtchromatographie ................ueueeiiiiiiiiiie e 67
3.8.2. RP-HPLC-(IMS) ...tttittieee ittt ettt ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e st e eeees 68
3.8.3. MS-ANGIYLIK ... 71
3.8.4. NMR-ANGIYEIK ...ttt 72
3.8.5. KristallStrUKIUIANAIYSE .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit e 72
3.8.6. Computer und Datenbank assistierte Strukturidentifizierung................cccccuvvennnns 73
3.9. SYNthESEAIDEITEN ....covviiiiiiiiii e 74
3.9.1. Methylierung vON AUTANTICIN A ... ...uueiiiiiiiiiiiiieeee bbb nnne 74




- Inhaltsverzeichnis -

3.10. Sonstige Materialen UNd GErAtE............cuvviiiiiiiiiiiiiiii i 75
4. Ergebnisse und DiSKUSSION .........ooooiiiiiiiii 77
4.1. Isolierte eNdOPhYLiSCNE PiIlZE.........ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 77
4.1.1. Kultivierte und identifizierte ENdophytenStamme ...........cccccoviiiiimiiiiiineens 78
4.1.2. Diversitat der isolierten ENdOphyten ..........ccooooiiii e 81

4.1.2.1. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Abteilung ....81

4.1.2.3. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Ordnung .....83
4.1.2.4. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Familie........ 85
4.2. T26B (PurpureoCillium lilaCiNUMY)...........uueiiiiiiiiiieiiiiiee ettt 89
4.2.1. Stammidentifizierung und AUSWaRN]...........cccooii s 90
4.2.2. EXraktbearDItUNQ ........coooi e 92
4.2.3. Isolierte und charakterisierte Verbindungen aus Stamm T26B................cccccuvvnnne 95
4.2.3.1. LEUCINOSTALINE .....eeeeeeeeeeeieeeeieeeeee ettt ettt e et e e et e eaaes e e e e e e ee e e e e e e e eeeeeeeees 95
4.2.3.2. Leucinostatinderivate und deren Produktionsorganismen ...........ccccccevevvveee.e. 99
4.2.3.3. Biologische Aktivitat der LeuCiNOSLatiNg .............oevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeen 100
4.2.3.4. Alternariol (T26B2-203@) .......ueeeeerriieieiiiiieieiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 102
4.2.3.5. Lilacinolid (T26B2-205) ......cuueeiiieiiiiiiiiiiiiiieeeiieiiieeeeeeeeeeeee et ee e ee e e eeeeeeeeeeeeees 105
4.2.3.6. Weitere aus Stamm T26B isolierte Verbindungen ............ccccccvvvveevieeeeennnnn. 111
4.2.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm T26B und vergleichende Dis-
kussion mit anderen Naturstoffstudien von Purpureocillium-Arten ...........ccccccvvvvvveeenn. 112
4.3. Stamm TS7 (Xylaria CUDENSIS) ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciieeeee ettt 115
4.3.1. Stammidentifizierung und AUSWaNL............cooiiii s 116
4.3.2. EXtraktbearDeItUNQ ........ccooo e 118
4.3.3. Isolierte und charakterisierte Verbindung aus Stamm TS7 .........ccccccccvvvvninnnnnnns 120
4.3.3.1. (R)-5-Methoxycarbonylmellein (TS7-202)..........cuueeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 120
4.3.3.2. AKONESENN (TS7-230-1) ..eeeeeeieeiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeees 123
4.3.3.3. (+)-GriSEOfUIVIN (TST7-207)....eueeeeeeieieieiiiiiiiieeieeeaiieeeeee et e e e e e e e e e e e aeeeeeeeees 125
4.3.3.4. Cytochalasin C (TS7-218) ....uuuuuueeeeiiiiiiiieiiiieiieeieeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeees 129
4.3.3.5. Cytochalasin D (TS7-232-2) .....uuuuuiieiiiiiiieiieiiiieeeeiieeieeeeeeee e eeeeeeeeeeeeaeeeeees 132
4.3.3.6. 19,20-Epoxycytochalasin D (TS7-235) ......cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 135
4.3.3.7. HIrSULALIN (TST7-2328) ....uuuueeeeeeiiiiiiiieiiiiieeeeiiiieeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeaseeseeeeeeeeeeees 137
4.3.4. Vergleichende Diskussion der Cytochalasing ............ccccooummimiimiiiiiinens 141
4.3.4.1. Die Struktur der Cytochalasine und Cytochalasane...........cccccccvvveveviiiieennnne. 141
4.3.4.2. Biologische Aktivitat von Cytochalasanen und zytotoxischen TS7 Metaboliten
................................................................................................................................ 145
4.3.4.3. Produktionsorganismen und 0kologische Funktion von Cytochalasinen...... 148




- Inhaltsverzeichnis -

4.3.5. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm TS7 und vergleichende Dis-

kussion mit anderen Naturstoffstudien von Xylaria-Arten...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiennnnne. 150
4.4, Stamm SGL (DAIAINIA SP.).ueveereeeeeeeeiiiiiiiiiiieieeee ittt e e e e e e e e et e eeeeeseeee e eeeeeeeeees 153
4.4.1. Stammidentifizierung und AUSWaNL............cooiiii s 154
4.4.2. EXraktbearDItUNQ ........ccoooi e 158
4.4.3. Isolierte und charakterisierte Verbindung aus Stamm SG1...........cccccccuvvvivnnnnns 160
4.4.3.1. (+)-OrthoSPOrin (SGL-202) ......euveeeeeiieiiiieiiiieiieeeieeieeieeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeees 160
4.4.3.2. 1,8-Dimethoxynaphthalen (SG1-203) ........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee 164
4.5.3.3. Hept-6-en-2,4,5-tr0l (SGL-2128).......cuuummmeereeeeeieieieiieeiiiiinieeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 167
4.5.3.4. Daldiniapyron (SGL-219).......cuuuiuiiiiiiiiiiiieiiieeeiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesreeeeeeeeees 171
4.4.3.5. N-Acetylphenylalanin (SGL1-230) .........uuuueerrmimmieiiiieeeeeiiiiiieeesreeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 174
4.4.3.6. Weitere aus Stamm SG1 isolierte Verbindungen............cccccvvvvvveeeeieeeiinnnnne. 177
4.4.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG1 und vergleichende Dis-
kussion mit anderen Naturstoffstudien von Daldinia-Arten.............ccoccveeeiiiiiiinnneennnn. 179
4.5. Stamm SG8C (Cf. TrE&MALEIA SP.) ..vvvrrrrrrrrrieeiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeee e ereeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeees 181
4.5.1. Stamm Identifizierung und AUSWaNL...........ccooiiiii 182
4.5.2. EXtraktbearDeIitUNQ ........ccooo e 185
4.5.3. Isolierte Depsidon- und Depsidverbindungen ............cccccooiiiiiiiiiiiniieens 187
4.5.3.1. AUranticin A (SG8C-102) ......eurrrieeiiiiiiiiieeiiieieeiiiieeeeeee e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 187
4.5.3.2. Tremateiasidon A (SG8C-106).........uuurrririiiiiiiiiiieiiiiieiieieeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeees 191
4.5.3.3. Pilob0OIUSON C (SGBC-107)....cuueeieeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeneeeeeees 195
4.5.3.4. Auranticin B (SG8C-108) .......uurrirriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeneeeeeeees 197
T R TS T € {0 B TP RT S PPPRR 199
4.5.3.6. Tremateiasidon B (SG8C-122).........cuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee e eee e 201
A.5.3.7. SGBC-128.....ceeeeeiiiiiie ettt e e e ettt a e ae s 204
4.5.3.8. Tremateiasidon C (SGBC-132).......cuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeees 206
4.5.3.9. SGBC-149.... ettt a e aaenees 209
4.5.3.10. Tremateiasid A (SG8C-105)........uurriiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiieieieeeeeee e e e e e e e e aeeeees 211
4.5.4. Vergleichende Diskussion der Depsidone und Depside...........cccccccuviiiiiiiiinnnnnnns 214
4.5.4.1. Isolierungsquellen von Depsidonen und Depsiden............cccccvvveeeveeeeieeennnne. 214
4.5.4.2. Pharmakologische Eigenschaften der Depsidone und Depside................... 215
4.5.4.3. Antibakterielle und antiproliferative Eigenschaften der isolierten Depside und
DEPSIAONE ... e 217
4.5.5. Neue Verbindungen aus Stamm SG8C........cccooiuummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiineees 220
4.5.5.1. Tremateiajulin A (SGBC-114) ........euumiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiieieeeeee e ee e e e e e aeeeees 220
4.5.5.2. 3S-Norgliovictin (SG8C-140) .....cc.eeiiueeirieiieeitieeite e eeeeee e stee et sre e e 226
4.5.5.3. Tremachroman A (SGB8C-143) .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieieeeee et 231




- Inhaltsverzeichnis -

4.5.5.4. Tremagquin A (SGBC-146a) ........uuurruiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeieeeeeeeeee e e eeeeeeee e 235
4.5.6. Weitere aus Stamm SG8c isolierte Verbindungen ............cccccevviviviniiiiinninnnns 239
4.5.6.1.: (-)-GlIOVICHN (SGBC-L14L) ...eeriiieieiiiiiiiiiiieieiieeeeiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 239
4.5.6.2. RIPAINN C (SGBC-126@).....ccuuueeeeiieiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeees 241
4.5.6.3. SGBC-133.. . iiiiieiiiiiie et et et a e e e et e e e nnar e e e nenees 244
4.5.6.4. GymNOASCOIId A (SGBC-148).....cuuurieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeiieeeee e eeeeeeeeeaeeeees 246
4.5.6.5. Haufig isolierte Metabolite ..............oevviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 249
4.5.7. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG8C ...........ccoeeeveiinnnnnnn. 250
4.6. Stamm SG25 (BiSCOGNIAUXIA SP.)..vvvrrrrrrrrrrerrrereeereeeeeeesssssessesseeeeeeeeeeeeeeereeeeesnsreeeeeeee 251
4.6.1. Stammidentifizierung und AUSWaNL...........ccooiiii s 252
4.6.2. EXtraktbearDeItUNQ ........ccooooi e 255
4.6.3. Isolierte und charakterisierte Verbindungen aus Stamm SG25................cccvveee 257
4.6.3.1. (R)-5-Methylmellein (SG25-105) .......uuuuurrrmmiieiiiiieieieeeiiiiieieeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 257
4.6.3.2. Methyltriaceticlacton (SG25-1108) .....vvvvvrrrrrrriiiiiiiiiiiiiieiiieieeieeieeeeeeeeeeeeeeeees 260
4.6.3.3. SG25-112 . .oeeiiie ittt e et a e e naeaes 262
4.6.3.4. 5-O-Acetylmevalonsaure (SG25-1168) .......eeverrrreiiieeiiiiiiiiieeiiiieireeeeeeeeeeeeees 265
4.6.3.5. (+)-trans-4-Hydroxyscytalon (SG25-119)........cuuvviiiiiriiiiiiiiiiiieiiiieieeieeeeeeeeeen 267
4.6.3.6. SG25-136 ...uvvviieiiiiiiie et e ettt e e e et e e e e nnr e e e e e e 270
4.6.3.7. Weitere isolierte Metaboliten aus Stamm SG25 ...........covvvviviiiiviiiiiiiiiiiinnne, 274
4.6.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG25 und vergleichende Dis-
kussion mit anderen Naturstoffstudien von Biscogniauxia-Aren.................eeeeveeeeeeeeeens 275
5. Zusammenfassung UNd AUSDIICK ... e 277
5.1, ZUSAMMENTASSUNG ..eeiiiiiiiiiiieiieiiee ettt e e e e e e e e e e 277
5.2 AUSDIICK oo 280
Quellen und LIteratuUrNacChWEISE ..........uuuuuiiiiie e e e e e e e e e e 283

Vii



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1.: Antibakteriell wirksame Naturstoffe aus Pilzen: a) Benzylpenicillin, b) Cepha-
losporin C, c) Fusidinséaure (eigene Darstellung). .........ccccccuuuuuimmimimmmieiiiieeieeens 6

Abbildung 2.2.: In der Humanmedizin eingesetzte Wirkstoffe aus Pilzen: a) Cyclosporin A, b)
Griseofulvin, c) Lovastatin (eigene Darstellung). ..........ooooeiiieiiiiii, 7

Abbildung 2.3.: Beispiele fur industriell wichtige pflanzliche Metaboliten welche auch von En-
dophyten produziert werden: a) Paclitaxal (Taxol) b) Diosgenin c¢) Hypericin (eigene
D =TS (=] 1 1U] o o | PP PP PPPPPPPPPPPPPP 9

Abbildung. 2.4.: Lebenszyklus und Transmission von Endophyten zum und vom Wirt (eigene
(D=1 (=] 11U ] oo | TP PP PPPPPPPPPPPPPPPP 15

Abbildung 2.5: Schema zur Anordnung der nrDNA Gene und der ITS-Region mit Position der
Primer (eigene Darstellung modifiziert nach Toju et al. 2012). ........covvvvviiiiiiiiiiiiiineennne. 20

Abbildung: 2.6.: Prinzipskizze eines chromatographischen Trennungsvorgangs mittels Ad-
sorption an der stationaren Phase und Losemittelelution: a) Auftragung des Kompo-
nentengemisches b) Unterschiedliche Retention der Komponenten und Transport mit
der mobilen Phase c) Elution der Komponente mit der geringsten Wechselwirkung zur
stationédren Phase. | Flussrichtung, - - - stationaren Phase (eigene Darstellung).......... 28

Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung von beteiligten Wechselwirkungen zwischen Elu-
ent und stationaren Phase am Beispiel von RP-Materialtyp als stationédre Phase, — Flu-
ssrichtung, § Phasenwechsel, - - - sorbierter Losemittelfilm: a) Adsorption und Desorp-
tion b) Verteilung am Flussigkeitsfilm und sorbierten Losemittelmolekulen c) solvopho-
be-Interaktion (eigene Darstellung). ............uuuuuuummmmmmmiiiiitbee e 30

Abbildung 2.8.: FlieRdiagramm zur Trennung mittels Sdulenchromatographie (eigene Dar-
SERIUNG). e 31

Abbildung 2.9.: Schema zur Grof3enausschlusschromatographie, | Flussrichtung: a) Beginn
des Trennvorgangs b) Unterschiedliche Retention der Gemischkomponenten c) Elution
der Verbindung mit dem gréf3ten hydrodynamischen Volumen (eigene Darstellung, an-
gelehnt an Wu et al. 1995). ..o 32

Abbildung 2.10.: Prinzipskizze zu Bestandteilen von Massenspektrometern (eigene Dar-
stellung, angelehnt an GroSS 2013)........uiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e eeaanees 34

Abbildung 3.1.: Isolierung von Endophyten: a) Pflanzenmaterial (Blatter, Carpobrotus rossii)
nach Oberflachensterilisierung b) Kultivierung auf Kartoffel-Dextrose-Agar mit Zusatz
von Chloramphenicol c) Transferierung von auftretendem Mycelgeflecht d) separierte
Kultivierung als axenische Kultur (eigene Darstellung). ...........cceevvvvieieiiiiiiiiiiiiiiiiiiineenen, 45

Abbildung 3.2.: Submers-Fermentation am Beispiel von: a) SG14ba (Umbelopsis sp.), b)
SG18e (Penicillium sp.), c) SG16 (Gelasinospora sp.), d) SG21 (Peziza sp.) (eigene
(D=1 (=] 11U ] oo | PP PPPPPPPPPPPPPPP 46

Abbildung 3.3.: Festphasen-Fermentation am Beispiel von: a) SG10 (Coniothyrium sp.), b)
SG14c (Mucor sp.), ¢) SG17a (Biscogniauxia sp.), d) SG18d (Pseudoplectania sp.)
(€1gENE DArSTEIIUNG). ...ttt 48

Abbildung 3.4.: Visualisierung amplifizierter ITS-nrDNA aus genomischer DNA nach Trenn-
ung durch Gelelektrophorese am Beispiel verschiedener Stamme der SG-Reihe (eigene
(DTS (=] 11U ] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPPP 51

viii



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 3.5.: Phylogenetischer Baum erstellt durch Maximum-Likelihood Methode und
1000 Bootstrap-Replikationen am Beispiel von SG25 zur Absicherung der Klassifizier-
ung als Biscognauxia sp. mit ITS-Vergleichssequenzen aus der Familie Xylariaceae
(€IgENE DArSTEIIUNG). ... 53

Abbildung 3.6.: Farbvariation von Extrakten am Beispiel von: a) SG1 (Daldinia sp.), b) SG3
(Penicillium sp.), ¢) TS5 (Khuskia sp.), d) SG8c (cf. Tremateia sp.) (eigene Darstellung).

Abbildung 3.7.: Beispiel eines Agar-Diffusions-Assay gegen Staphylococcus warneri (eigene
D=1 (=] 11U ] oo | TP PP P PPPPPPPPPPPPPPP 56

Abbildung 3.8.: Farbentwicklung einer Testreihe zur MIC-Bestimmung nach Resazurinzu-
gabe am Beispiel isolierter Depsidone aus Stamm SG8c¢ gegen Bacillus subtilis (eigene
D=1 (=] 11U ] oo | TP PP P PPPPPPPPPPPPPPP 58

Abbildung 3.9.: Dose-Response Kurve und Messwerte aus einer Verdiinnungsreihe zur Be-
stimmung der ICso- und MIC-Konzentration am Beispiel von Verbindung SG8c-105 ge-
geniber B. subtilis (eigene Darstellung).........oooeeeeiiiiii i 59

Abbildung 3.10.: Flissig-Flussig-Extraktion: a) Vorbehandlungsschema, b) Phasentrennung
im Scheidetrichter (eigene Darstellung)..........cccoouuuummiiimiiiiiii e 61

Abbildung 3.11.: Sdulenchromatographische Auftrennung am Beispiel von EtOAc Rohextrakt
des Stammes SG25 (eigene Darstellung). .......ooooeeeeeiiiiii e 62

Abbildung 3.12.: Aufreinigung durch Kristallisation am Beispiel einer Unterfraktion des EtOAc
Extraktes von Stamm SG25 (Biscogniauxia sp.) (eigene Darstellung)............cccvvvvvveeeee. 66

Abbildung 4.1.1.: Abbildungszusammenstellung einiger isolierter Endophytenstamme auf
Kartoffel-Dextrose-Agar (von links): 1. Reihe: Dothiorella sp. (SG4), Stemphylium sp.
(SG6), Pestalotiopsis sp. (SG7); 2. Reihe: Verrucoconiothyrium sp. (SG10), Preusssia
sp. (SG11), Waydora sp. (SG12); Reihe 3: Khusia sp.(SG14a), Pyronema sp. (SG15b),
Gelasinospora sp. (SG16); Reihe 4: Biscogniauxia sp. (SG17a), Pseudoplectania sp.
(SG18d), Xylariaceae sp. (SG19); Reihe 5: Daldinia sp. (SG22), Valsa sp. (SG23),
Penicillium sp. (SG24) (eigene Darstellung). ...........uuueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeees 77

Abbildung 4.1.2.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Klasse (eig-
ENE DArStelIUNG). ..o 82

Abbildung 4.1.3.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Ordnung
(€1gENE DArSTEIUNG). ...t 83

Abbildung 4.1.4.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Familie (ei-
geNe DArstellUNg).....ccoooiiieieeee e 85

Abbildung 4.2.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm
T26B (Purpureocillium lilacinum): Submers-Fermentation in Kartoffel-Dextrose-Medium
(oben links), Solid-State-Fermentation auf Reismedium (oben rechts), Initiale Saulen-
chromatographie (unten links) DCM-H-O Flussig-Flissig-Extraktion (unten), nach RP-
HPLC isolierte Verbindung T26B2-203a (unten rechts) (eigene Darstellung). ............... 89

Abbildung 4.2.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes T26B und Ver-
gleichsreferenzen aus der Ordnung Hypocreales mit 1000 Bootstrap Replikationen und
Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung). ............ccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieiiiieenee. 90

Abbildung 4.2.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fir Stamm T26B
(€1gENE DArSTEIIUNG). ... it 94




- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.2.4.: Struktur von Verbindung T26BI-106 (Leucinostatin B2, R =H, R? = -,
R3 = -), T26BI-107 (Leucinostatin B, R! = H, R? = OH, R® = H), T26BI-108 (Leucinostatin
A, R! = CH3, R? = OH, R® = H), T26BI-110 (Leucinostatin A2, R = CH;, R?=-, R®=-)
(€IgENE DArSTEIIUNG). ... 95

Abbildung 4.2.5.: Vergleich des *H-NMR von T26BI-109 (oben, putatives neues Leucino-
statin) und T26BI-106 (unten, Leucinostatin B2) im Bereich der amidischen und olefi-
TESTod A T=T T e (0] (o] =T o R 97

Abbildung 4.2.6.: Chromatographisches Profil der Leucinostatinfraktion (eigene Darstellung).

Abbildung 4.2.7.: Struktur von Verbindung T26B2-203a (eigene Darstellung). ................... 102

Abbildung 4.2.8.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von T26B2-203a in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Abbildung 4.2.9.: Struktur von Verbindung T26B2-205 (eigene Darstellung). ..............co..... 105

Abbildung 4.2.10.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (—),
HMBC- (—) und NOESY- (- -5) Schlusselkorrelationen von T26B2-205 in MeOH-D4 (eig-

ENE DArStellUNG).....cooe i 107
Abbildung 4.2.11.: CD-Spektrum von Lilacinolid A (T26B2-205) in MeOH und ACN bei
C =1 mM (eigene Darstellung). .......coooiiiiiiiiiieeee e 108

Abbildung 4.2.12.: Derivate und Strukturanaloga von T26B2-205: a) 3-Hydroxy-4,4,7a-
trimethyl-5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on, b) (-)-Loliolid, ¢) N-Acetylhomoserin-
lacton (R = C4-Cus-Kette, Substitution an Position 3 der Kette méglich) (eigene
D=1 (=] 1] o o | PP PP PPPPPPPPPPPPPP 109

Abbildung 4.2.13.: Struktur von den haufig isolierten Verbindungen: a) 1-Linolyglycerol, b)
Hexadecanséure, c) Ergosterolperoxid (eigene Darstellung)............cceevvveveeveeiieeeeennnne. 111

Abbildung 4.2.14.: In der Literatur neu isolierte Metabolite aus P. lilacinum (P. lilacinus): a)
Paecilomid, b) Paecilopyron A, c) Phomaligol B, d) Purpureon (eigene Darstellung)...113

Abbildung 4.3.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm TS7
(Xylaria sp.): Axenische Kultur auf Kartoffel-Dextrose-Agar (oben), Submers-Ferment-
ation in Kartoffel-Dextrose-Medium (mitte links), Solid-State-Fermentation auf Reisme-
dium (mitte rechts), Rohextrakte nach EtOAc-H20 Flissig-Flussig-Extraktion (EtOAc-
Fraktion unten links, H.O-Fraktion unten rechts) (eigene Darstellung). ...............coee.... 115

Abbildung 4.3.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes TS7 und Ver-
gleichsreferenzen aus der Ordnung Xylariales mit 1000 Bootstrap Replikationen und

Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung). ............cvvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiennene. 117
Abbildung 4.3.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fir Stamm TS7

(€IgeNE DArSEIIUNG). ... s 119
Abbildung 4.3.4.: Struktur von Verbindung TS7-202 (eigene Darstellung). .........ccccccvvvvveeeee. 120

Abbildung 4.3.5.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-202 in CDCls (eigene Darstellung). ....... 121

Abbildung 4.3.6.: Struktur von Verbindung TS7-230 (eigene Darstellung). .........cccccvvvvveeee. 123

Abbildung 4.3.7.: Chemische Verschiebung von *H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-230-1 in CDClIs (eigene Darstellung). ....124




- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.3.8.: Struktur von Verbindung TS7-207 (eigene Darstellung). .........ccccvvvveenee. 125

Abbildung 4.3.9.: a) Chemische Verschiebung von *H-und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-207 in CDCls (eigene Darstellung). ....... 126

Abbildung 4.3.10.: Kristallstruktur von Griseofulvin (C - grau, H - weil3, O - rot, CI - griin)
(€IgEeNE DArSTEIIUNG). .. .. s 127

Abbildung 4.3.11.: Struktur von Verbindung TS7-218 (eigene Darstellung). ............cccvveeee. 129

Abbildung 4.3.12.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-218 in CDCls (eigene Darstellung). ....... 131

Abbildung 4.3.13.: Struktur von Verbindung TS7-223-2 (eigene Darstellung). .................... 132

Abbildung 4.3.14.: Kristallstruktur von Cytochalasin D (TS7-223-2): a) Pyrrolring in Zeichen-
ebene (oben), b) Cyclohexanring in Zeichenebene (unten), (C - grau, H - weil, O - rot,
N- blau) (eigene Darstellung). ........eeeeeeeeiiiiiiiiiiieiieeiiieiie ettt eeeees 133

Abbildung 4.3.15.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-223-2 in CDClI; (eigene Darstellung). ....134

Abbildung 4.3.16.: Struktur von Verbindung TS7-235 (eigene Darstellung). ...........ccceeveee.. 135

Abbildung 4.3.17.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von TS7-235 in CDCI; (eigene Darstellung). ....... 136

Abbildung 4.3.18.: Struktur von Verbindung TS7-232a (eigene Darstellung). ............cccee.... 137

Abbildung 4.3.19.: COSY- (—) und HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-232a in
CDClz (eigene Darstellung). ....coooeeee oo 139

Abbildung 4.3.20.: Chemische Verschiebung von H- und **C-Signalen von TS7-232a in
CDClz (eigene Darstellung). .....oooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 140

Abbildung 4.3.21.: a) Strukturvielfalt der Cytochalasansubgruppen: a) Cytochalasin B, b) As-
pochalasin A, ¢) Chaetoglobosin A, d) Alachalasin C, e) Cytochalasin E (eigene Dar-
stellung, angelehnt an Scherlach et al. 2010).........coooviiiiiiiiiii e, 142

Abbildung 4.3.22.: Beispiele fur Cytochalasane mit Ersatz fur den Makrozyklus: a) Cytochala-
sin Z10, b) Spicochalasin A, ¢) Phomopsichalasin, d) Penochalasin B (eigene Darstell-
ung, angelehnt an Scherlach et al. 2010). ........cccooiiiiiiiii 143

Abbildung 4.3.23.: Struktur von kirzlich neu isolierten Cytochalasinderivaten: a) Cytochala-
sin P, b) 18-Methoxy-Cytochalsin J, ¢) Xylochalasin, d) Cytochalasin Js (eigene
D=1 (=] 1U] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 144

Abbildung 4.3.24.: Kurzlich in der Literatur neu beschriebene Naturstoffe aus Xylaria-Arten:
a) Cubentriol, b) Aminoamidinderivat, c) Xylaritriol, d) Xylarianin A, e)
Hydroxyldecandrin G, f) Xylaridin A (eigene Darstellung). ............ceevvvveeiieieiiiiiiinnennnne. 151

Abbildung 4.4.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm SG1
(Daldinia sp.): Stamm der Wirtspflanze (Sequoiadendron giganteum, oben), axenische
Kultur auf Kartoffel-Dextrose-Agar (mitte oben), Solid-State-Fermentation auf Reismedi-
um (mitte unten), Rohextrakt nach Extraktion mit Essigsaureethylester (eigene
D=1 (=] 1U] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 153

Abbildung 4.4.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit LSU-Sequenz des Stammes SG1 und Ver-
gleichsreferenzen aus der Xylariaceaen-Familie mit 1000 Bootstrap-Replikationen und
Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung). ............coevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiennene. 155

Xi



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.4.3.: Maximum-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes SG1 und Ver-
gleichsreferenzen aus Xylariaceaen-Familie mit 2000 Bootstrap-Replikationen und

Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung). ............covvvvvviiiiiiiiiiiiiiineennnne. 156
Abbildung 4.4.4.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fiir Stamm SG1

(€IgEeNE DArSTEIIUNG). .. .. s 159
Abbildung 4.4.5.: Struktur von Verbindung SG1-202 (eigene Darstellung)...........cccccvvvvveeee. 160

Abbildung 4.5.6.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von SG1-202 in MeOH-D, (eigene Darstellung). .161

Abbildung 4.4.7. Struktur von Verbindung SG1-203 (eigene Darstellung)...........ccccvvvvvveneee. 164

Abbildung 4.4.8.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen fiir eine Seite der Symmetrieebene von SG1-203 in
CDClz (eigene Darstellung). ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeee e 165

Abbildung 4.4.9. Struktur von Verbindung SG1-212a (eigene Darstellung)............cccvvveeeeee. 167

Abbildung 4.4.10.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen fliir SG1-212a in CDCI; bzw. ¢) und d) in MeOH-Ds

(€IgeNE DArSTEIIUNG). ... s 168
Abbildung 4.4.11. Struktur von Verbindung SG1-219 (eigene Darstellung)............cccvvveeeee. 171
Abbildung 4.4.12.: a) Chemische Verschiebung von *H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und

HMBC- (—) Schlusselkorrelationen fur SG1-219 in CDCls (eigene Darstellung). ........ 172
Abbildung 4.4.13.: Strukturell &hnliche Verbindungen zu Daldiniapyron (SG1-219): a) Annu-

larin B, b) Annularin F, c) Pestalotin, d) Scipyrone D (eigene Darstellung). ................. 173
Abbildung 4.4.14. Struktur von Verbindung SG1-230 (eigene Darstellung)............ccevvvveeee. 174

Abbildung 4.4.15.: a) Chemische Verschiebung von *H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen fiir SG1-230 in MeOH-D, (eigene Darstellung)....175

Abbildung 4.4.16.: Weitere isolierte Verbindungen aus Daldinia-Stamm SG1: a) N-2-Hydr-
oxylignoceroylphytosphingosin, b) Hexadecansaure (Palmitinsdure), ¢) Ergosterolper-
oxid, d) 5-Campestenon (eigene Darstellung). .........coooviviiiiiiiii e, 178

Abbildung 4.4.17.: Bekannte chemotaxonomische Marker fir Daldinia-Arten: a) Daldinon A,
b) Concentricol A, c) 1,1"-Binaphthalene—4,4'-5,5-tetrol und in der Literatur neu iso-
lierte Metaboliten, d) (+)-Selesconol, e) Daldionin, f) Childinin B, g) Daldinan C (eigene
D=1 (=] 1U] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 180

Abbildung 4.5.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm
SG8c: Wirtspflanze (Carpobrotus sp., oben links), Submers-Fermentation in Kartoffel-
Dextrose-Medium (oben rechts), Solid-State-Fermentation auf Reismedium (unten
links), Rohextrakt mit Essigsaureethylester (unten rechts) (eigene Darstellung).......... 181

Abbildung 4.5.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit: a) LSU- und b) ITS-Sequenz des Stammes
SG8c und Vergleichsreferenzen aus Didymosphaeriaceae Familie mit 1000 Bootstrap

Replikationen (eigene Darstellung). ..........eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee et 183
Abbildung 4.5.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fir Stamm SG8c

(€IgeNE DArSTEIUNG). ... s 186
Abbildung 4.5.4.: Struktur von Verbidnung SG8c-102 (eigene Darstellung)...........cccccevveeeee. 187
Abbildung 4.5.5.: COSY (—) und HMBC (—) Korrelation fiir die beiden etablierten Unterein-

einheiten a) und b) (eigene Darstellung). .......ooooeiiiiiiiiiii 188

xii



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.5.6.: Zuordnung der chemischen Verschiebung der *H- und *3C-Signale von

SG8c-102 in DMSO-Ds (eigene Darstellung)........coooeveeeiiieiiieeeee e 189
Abbildung 4.5.7.: COSY- (=), HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von

Auranticin A (SG8c-102) in DMSO-Ds (eigene Darstellung). ..........cceevvveeviievieieeeeennnne. 189
Abbildung 4.5.8.: Kristallstruktur von Auranticin A (C - grau, H - weil3, O - rot) (eigene Dar-

SERIUNG. ). oo 190
Abbildung 4.5.9.: Struktur von Verbindung SG8c-106 (eigene Darstellung)..........cccccvvveeeee. 191

Abbildung 4.5.10.: HMBC (—) Korrelationen der etablierten Substrukturen a) und b) fur Ver-
bindung SG8¢-106 mit Zuordnung der chemischen Verschiebung fur *H- und **C-Kerne

iNn DMSO-Ds (€igene Darstellung)...........uuuuuuumummmiemiiiiiiniiiieeeeneeennene e 193
Abbildung 4.5.11.: COSY- (=), HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von

SG8c-106 in DMSO-Ds (eigene Darstellung)........cooovveeeiiieieeieeeee e 194
Abbildung 4.5.12.: Struktur von Verbindung SG8c-107 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 195

Abbildung 4.5.13.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -5) Schlusselkorrelationen von SG8c-107 in MeOH-D4
(€IgENE DArSTEIUNG). ... s 196

Abbildung 4.5.14.: Struktur von Verbindung SG8c-108 (eigene Darstellung)..........cccceee.... 197

Abbildung 4.5.15.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-108 (Auranticin B) in
CDClz (eigene Darstellung). ....coooeeeeeeeeeeeeeeeee e 198

Abbildung 4.5.16.: Struktur von Verbindung SG8c-110a (eigene Darstellung).................... 199

Abbildung 4.5.17.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-110a in MeOH-D4

(€IgENE DArSTEIUNG). ... s 200
Abbildung 4.5.18.: Struktur von Verbindung SG8c-122 (eigene Darstellung).........cccccceee.... 201
Tabelle 4.5.3.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-122 in DMSO-D6 und

MeOH-D4. Signalzuordnung UneindeULIg...........cccveiivieiieiiiee e 202

Abbildung 4.5.19.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-122 in DMSO-De
(€IgEeNE DArSTEIIUNG). ... s 203

Abbildung 4.5.20.: Struktur von Verbindung SG8c-128 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 204

Abbildung 4.5.21.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC-(—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-128 in CDCls (eigene
D=1 (=] 1] o o | PP PP PPPPPPPPPPPPPP 205

Abbildung 4.5.22.: Struktur von Verbindung SG8c-132 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 206

Abbildung 4.5.23.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -5) Schlusselkorrelationen von SG8c-132 in DMSO-Ds (eig-
ENE DArStellUNG)....ccoo i 208

Abbildung 4.5.24.: Struktur von Verbindung SG8c-149 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 209

Abbildung 4.5.25.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -5) Schlusselkorrelationen von SG8c-149 in CDCl; (eigene
D=1 (=] 1] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 210




- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.5.26.: Struktur von Verbindung SG8c-105 (eigene Darstellung)............c.ceee.... 211

Abbildung 4.5.27.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-105 in DMSO-Ds

(€IgeNE DArStElUNG). .. ... s 213
Abbildung 4.5.28.: Strukturell zur Verbindung SG8c-105 verwandte Depsidderivate: a) Ago-
nodepside B, b) Aspergiside B/ Aspergillusidone G (eigene Darstellung).................... 216
Abbildung 4.5.29.: Grundgerust der fur die Bioaktivitatstests untersuchten Depsidone und
Depside (eigene Darstellung). ..........eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiee ettt 217
Abbildung 4.5.30.: Struktur von a) L-Usninsaure, b) Chrysophaentin A (eigene Darstellung).
.................................................................................................................................... 219
Abbildung 4.5.31.: Struktur von Verbindung SG8c-114 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 220

Abbildung 4.5.32.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-114 in MeOH-D;4 (eig-
ENE DArStellUNG)....ccoo i 223

Abbildung 4.5.33.: Strukturelle Vielfalt der Furano- und Pyranocoumarine: a) Psoralen, b)
Angelicin, c) Xanthyletin, d) Seselin, e) Bothrioclinin, f) Monankarin F (eigene Darstell-

Abbildung 4.5.34.: Verbindung von Verbindung SG8c-140 (eigene Darstellung). ............... 226

Abbildung 4.5.35.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c¢-140 in DMSO-Ds (eigene Da-
FSERIIUING) . e 228

Abbildung 4.5.36.: Bekannte, strukturell verwandte Vertreter der Verbindung SG8c-140: a)
(+)-Hyalodendrin (3S,6S), b) (-)-Gliovictin (3R,6R), c) Gliotoxin (eigene Darstellung)..230

Abbildung 4.5.37.: Struktur von Verbindung SG8c-143 (eigene Darstellung)..........ccccceeee... 231

Abbildung 4.5.38.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von Verbindung SG8c-143 in CDCL; (eigene Dar-
SERIUNG). e 233

Abbildung 4.5.39.: Isochroman Vergleichsverbindungen: a) Annulohypoxyloman, b) Colle-
tobredin A (R = aRha), c) Pseudoanuillosporin A (R = H), B (R = COOH) (eigene Dar-
SERIUNG). e 234

Abbildung 4.5.40.: Struktur von Verbindung SG8c-146a (eigene Darstellung).................... 235

Abbildung 4.5.41.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -5) Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-146a in
CDClz (eigene Darstellung). .....oooeeeeeeeeeeeeeeeee e 237

Abbildung 4.5.42.: Struktur von Verbindung SG8c-141 (eigene Darstellung)..........ccccceee.... 239

Abbildung 4.5.42.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-141 in DMSO-Ds (eigene
DTS (=] 18] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 240

Abbildung 4.5.43.: Struktur von SG8c-126a (eigene Darstellung). ........cccvvvvvvviiiiiiiiiiieennnne. 241

Abbildung 4.5.44.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-126a in CDCl; (eigene
D=1 (=] 1] o o | PP PP PP PPPPPPPPPPPP 242

Xiv



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.5.45.: Struktur von Verbindung SG8c-133 (eigene Darstellung).........ccccceeeee... 244

Abbildung 4.5.46.: a) Chemische Verschiebung von *H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c¢-133 in DMSO-Ds (eigene
D=1 (=] 18] o o | PP PP PPPPPPPPPPPPPP 245

Abbildung 4.5.47.: Struktur von Verbindung (eigene Darstellung).........ccccccvvvviiiiiiiieiencnnne. 246

Abbildung 4.5.48.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—), und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-148 in

CDClz (eigene Darstellung). ....ooooeeeeeeeeeeeeeee e 247
Abbildung 4.5.49.: Weitere Butenolide mit Strukturmotiv von SG8c-149: a) Eutypoid, b)
Microperfuranon, c) Carbonarin H (eigene Darstellung). ...........cccevvvvviiiiiiiiiiiiiiieneennnne. 248

Abbildung 4.5.50.: Haufig ebenfalls aus anderen Quellen berichtetet Metaboliten aus Stamm
SG8c: a) Vanillinsaure, b) 4-Hydroxyzimtsaure, ¢) Ferulasaure, d) Monocaprin e)
Linols&ure (eigene Darstellung)..........uuueeeeeeeiiiiiiiiiiiieiiiiiiieieeeeeeee et 249

Abbildung 4.6.1: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm
SG25 (Biscogniauxia sp.): Wirtspflanze (Eucalyptus sp., oben links), Rindenproben (ob-
en rechts), Submers-Fermentation in Kartoffel-Dextrose-Medium (unten links), Solid-
State-Fermentation auf Reismedium (unten rechts) (eigene Darstellung).................... 251

Abbildung 4.2.2: Maximum-Likelihood-Baum mit LSU (a) und ITS (b)-Sequenz des Stammes
SG25 und Vergleichsreferenzen aus Xylariaceaen Familie mit 1000 Bootstrap Replika-

tionen und Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).............ccceeeeeennn. 253
Abbildung 4.6.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fiir Stamm SG25
(€IgeNE DArStElUNG). .. .. s 256
Abbildung 4.6.4.: Struktur von Verbindung SG25-105 (eigene Darstellung)............cccvveeeeee. 257

Abbildung 4.6.5.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von SG25-105 in CDClI; (eigene Darstellung)......258

Abbildung 4.6.6.: Struktur von Verbindung SG25-110a (eigene Darstellung)...................... 260

Abbildung 4.6.7.: a) Chemische Verschiebung von *H- und **C-Signalen, b) COSY, (—) und
HMBC, (—) Schllsselkorrelationen von SG25-110a in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Abbildung 4.6.8.: Struktur von Verbindung SG25-112 (eigene Darstellung)............cccevveeee.. 262

Abbildung 4.6.9.: a) Chemische Verschiebung von H- und *C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von SG25-112 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

.................................................................................................................................... 263
Abbildung 4.6.10.: Struktur von Vergleichsverbindung a) Asperlon B und b) RF 3192C. ....264
Abbildung 4.6.11.: Struktur von SG25-116a (eigene Darstellung).........ccccccvvvvviviiiiiieieennnnn. 265

Abbildung 4.6.12.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von SG25-116a in CDCI; (eigene Darstellung)....265

Abbildung 4.6.13.: Struktur von SG25-119 (eigene Darstellung)..........cccccvvvvviviiiiiiiiiiinnnnnne. 267

Abbildung 4.6.14.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) COSY- (-),
HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG25-119 in DMSO-Ds
(€IgeNE DArStElUNG). .. .. s 268

Abbildung 4.6.15. Struktur von Verbindung SG25-136 (eigene Darstellung)...............ccee.... 270

XV



- Abbildungsverzeichnis -

Abbildung 4.6.16.: a) Chemische Verschiebung von *H- und *3C-Signalen, b) HMBC- (—)
und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG25-119 in CDCl; (eigene Darstellung).

.................................................................................................................................... 271
Abbildung 4.6.17.: Weitere diskutierte aber verworfene Strukturisomere von SG25-136

(€IgeNE DArSElUNG). .. .. s 272
Abbildung 4.6.18.: Struktur von Mycophenolsaure (eigene Darstellung). ..........ccccvvvvvveennee. 273
Abbildung 4.6.19.: Struktur von: a) SG25-107 (4-Hydroxybenzoesdaure), b) SG25-124 (3,4-

Hydroxybenzoesaure) (eigene Darstellung). ............eeevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee 274

Abbildung 4.6.20.: In der Literatur neu beschriebene bioaktive Naturstoffe aus Biscogniauxia-
Arten: a) Biscogniauxon, b) Xylaranon, ¢) Dimerichiscognienyn A, d) Biscognienyn B, e)
Biscopyran (eigene Darstellung). ...........eueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee et e e 276

Abbildung 5.1.: Neu isolierte Naturstoffe: a) Tremateiasidon A, b) Tremateiasidon B, c) Tre-
mateiasidon C, d) 3S-Norgliovictin, e) Lilacinolid, f) Tremateiajulin A, g) Tremateiasid A,
h) Tremachroman A, i) TremaguUIN A. ... 279

XVi



- Tabellenverzeichnis -

Tabellenverzeichnis

Tabelle 3.1.: Zur Isolierung verwendetes Pflanzenmaterial.............ccccccvviieiii i, 43
Tabelle 3.2.: Standardprozedur der OberflachensterilisSierung. .........ccccooeeeiiiiieee, 44
Tabelle 3.3.: Verwendetes Material bei der Stammisolierung. ...........cccoeeeviiiii e, 45
Tabelle 3.4.: Verwendetes Material bei der Submers-Fermentation...............cccccoovviiiineennn. 46
Tabelle 3.4.: Zusammensetzung des Kryomediums. .........ooooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 47
Tabelle 3.5.: Zusammensetzung des ReiSMediUmS. ........coooviiiiiiiiii e, 48
Tabelle 3.6.: Verwendete PCR-PIMET........coooiiiii e, 49
Tabelle 3.7.: Reaktionsmischung PCR. ..., 50
Tabelle 3.8.: PCR Bedingungen bei der Amplifizierung der ITS-Region..............cccoeeeeeeen. 50
Tabelle 3.9.: PCR Bedingungen bei der Amplifizierung der LSU-Region. ............cccoeeeeeeenn. 50
Tabelle 3.10.: Zusammensetzung des TAE-Gelelektrophorese-Puffers............ccccceeveeeennn. 51
Tabelle 3.11.: Verwendete Stamme fur antimikrobiellen Tests. ........cccovviiiii, 55
Tabelle 3.12.: Zusammensetzung des Mediums fiir antibakterielle Test..........cccccccveeeeeeennn. 55
Tabelle 3.13.: Praparative RP-HPLC Methodik (Hitachi-Gerat)............ccccevieiiiiii e, 64
Tabelle 3.14.: Zusammensetzung der Anfarbereagenzien fur die Dinnschichtchromato-

[0 =T o 1= SRR 67
Tabelle 3.15.: HPLC-MS Methodik (AgIlent-Gerat). .........coooveiiiiiiiii e, 68
Tabelle 3.16.: HPLC-Methodik (Shimadzu-Gerat)...........ccooeeiiiiiiiii, 69
Tabelle 3.17.: HPLC-Methodik (Thermo Scientific-Gerat). ..., 70
Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und GEeraten. ............uveeiiiieeeiiieeiie e 75
Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und Geréaten (Fortsetzung). ........cccoeeeeveiiiiiieeeee e, 76
Tabelle 4.1.1: Endophyten Stammsammlung und taxonomische Klassifizierung.................. 79
Tabelle 4.1.1.: Endophyten Stammsammlung und taxonomische Klassifizierung

(FOTESEEZUNG ). .t e 80

Tabelle 4.1.2: Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Abteilung ...81

Tabelle 4.1.3.:
Tabelle 4.1.4.:
Tabelle 4.1.5.:
Tabelle 4.2.1.:
Tabelle 4.2.2.:
Tabelle 4.2.3.:

Stamm

Tabelle 4.2.4.: Zuordnung der *H, **C und HMBC-Signale von T26B2 in MeOH-D,

82

Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Klasse
Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Ordnung....84
Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Familie......86
Antiparasitére und zytotoxische Ergebnisse des T26B2-Rohextrakts............

Massenspektrometrische Daten der isolierten Leucinostatine. ...................... 96

Antiplasmodiale und zytotoxische Aktivitat der isolierten Leucinostatine aus
L IPZ45] 2 TP PUUTR T OUPPUPPPPPPRRR 100

Tabelle 4.2.5.: Vergleich der 3C NMR Daten von T26B2-205 und 3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-
5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-0N. ........coooiiiiiii e 107

xXvii



- Tabellenverzeichnis -

Tabelle 4.3.1.: Vergleich der NMR-Daten von TS7-230-1, Akolitserin und Xylarellein......... 124

Tabelle 4.3.2.: ICso-Werte Cytochalasin-haltiger Fraktionen des Pilzstammes TS7 gegen die
[ - |11 =P 146

Tabelle 4.4.1.: Chemische Verschiebung der *3C-Signale von Verbindung SG1-212a im Ver-
glich zu Literaturwerten natirlicher und synthetischer Hept-6-en-2,4,5-triole in CDCls.

.................................................................................................................................... 169
Tabelle 4.5.1.: Ergebnis der SG8c-Rohextrakte im Agardiffusionstest................cccceeeeeennn. 184
Tabelle 4.5.2.: Zuordnung der *H-, *3C- und HMBC-Signale von SG8¢-106 in DMSO-Ds und

Y T @ I ORI 192
Tabelle 4.5.3.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-122 in DMSO-D6 und

IMEOH-DA. ...ttt e e e ettt e e e e e s e e e e e e e e e e eaa s 202

Tabelle 4.5.4.: Zuordnung der *H-, *3C- und HMBC-Signale von SG8c-132 in DMSO-De. ..206

Tabelle 4.5.5.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-105 in DMSO-D6,
CDCI3, und MeOH-D4. * Signalliberlagerung zweier als Quartett aufgespaltener *H,
erscheint hier als PENLELt.........ooo i 212

Tabelle 4.5.6.: Antibakterielle und zytotoxische Kennwerte (MIC, ICso) isolierter Depsidone
und Depside gegentber B. subtilis, P. agarici und der Zervix-Karzinom Zelline KB-3-1. !
Butenylgruppe (1-Methyl-prop-enyl) an C-4 ersetzt durch Methylgruppe; 2 Depside: 6a-

(@ IR - T O @ @ ] PRSP 217
Tabelle 4.5.7.: Zuordnung der *H-, *3C- und HMBC-Signale von SG8c-114 in DMSO-Dg und

IMEOH-DIA. ©.eiiiiitiie ettt ettt e ettt e e ettt e e e et bt e e e e nta e e e e e abr e e e anaeeaeaas 221
Tabelle 4.5.8.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat von Verbindung SG8c-114. ......... 225
Tabelle 4.5.9.: Zuordnung der *H-, *3C- und HMBC-Signale von SG8c-140 in DMSO-De und

Y 10 I PRSP PRPPPRPROPRI 226
Tabelle 4.5.10.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat von *S-Norgliovictin (SG8c-140).

.................................................................................................................................... 230

Tabelle 4.5.11.: Zuordnung der *H-, 3*C- und HMBC-Signalen von SG8c-143 in CDCls. ....231
Tabelle 4.5.12: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat des Isochromans SG8c-143a. ....234

Tabelle 4.5.13.: Zuordnung der *H-, *C- und HMBC-Signalen von SG8c-146a.................. 235
Tabelle 4.5.14.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitéat von des Benzochinons SG8c-146a.
.................................................................................................................................... 238
Tabelle 4.6.1.: Ergebnis der SG25 Rohextrakte im Agardiffusionstest...............ccccceeeeeennn. 254
Tabelle 4.6.2.: Vergleich der chemischen *C-Verschiebungen (CDCls) mit Literatur (*
Schneider et al. 1997, CDCIz/MeOH-Da, 95/5, YoVIV). ..cccooviiiiiiiiiii e, 272

Xviii



- Symbolverzeichnis -

Symbolverzeichnis

Symbol Bedeutung

°C Grad Celsius
Durchmesser

o chemische Verschiebung

A untere Asymptote

Az obere Asymptote

Da Dalton

J Kopplungskonstante

g Fallbeschleunigung

h Hohe

K Kelvin

m Gewicht

M Multiplizitat

M Molmasse

n Stoffmenge

N Anzahl, Menge

p Steigung Wendepunkt

t Zeit

T Temperatur

u atomare Masseneinheiten

Y, Volt

V Volumenstrom/Durchflussrate

w Massenanteil

z Ladung

XiX



- Abbkirzungs- und Begriffsverzeichnis -

Abbklrzungs- und Begriffsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

ACN Acetonitril

ADCs Antibody Drug Conjugates

ATCC American Type Culture Collection

AUS Australien (Iso 3166-1, Alpha 3)

BCC BIOTEC Culture Collection

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

Bp Basenpaare

ca. circa

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures
CD Circulardichroismus

CHE Schweiz (Iso 3166-1, Alpha 3)

Cl chemische lonisation

CITES Convention on International Trade in Endangered Species of Wild

Fauna and Flora

cm Zentimeter

co1 Cytochrom C Oxidase 1

COosy Correlation Spectroscopy

d Dublett

dd Doppeldublett bzw. Dublett von Dublett

ddd Dublett von Dublett von Dublett

ddt Dublett von Dublett von Triplett

dq Dublett von Quartett

dt Dublett von Triplett

DAD Dioden Array Detektor

DART Direct Analysis in Real Time

DC Dunschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DESI Desorption Electrospray lonization

dest. destiliert

DEU Deutschland (Iso 3166-1, Alpha 3)

DNS/DNA Desoxyribonukleinséure/ Deoxyribonucleic acid
dest. Destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

XX



- Abbkirzungs- und Begriffsverzeichnis -

EDTA
EH
engl.
EtOAc
El

ESI
ESP
etc.

et al.
FAB
FBS
FDA
FID
Ftsz
HILIC
HMQC
HPLC
HR-MS
HSQC
JPN

GBR

Grad.
GRAS
ar.

h

H
HPLC
ICs0

i.d.R.

ITS

IR
INADEQUATE
INSDC

KNAW

Ethylendiamintetraessigsaure

Enghals

englisch

Ethylacetat/Essigsaureethylester

Electron (impact) ionization

Electron Spray lonization

Spanien (Iso 3166-1, Alpha 3)

et cetera (lat. und weitere)

et alia (lat., und andere)

Fast Atom Bombardment

Fetal Bovine Serum

Food and Drug Administration (USA)

Free Induction Decay/ freier Induktionsabfall

Filamenting Temperature-Sensitve Mutant Z

Hydrophilic Interaction Chromatography

Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy
High Performance Liquid Chromatography

High Resolution Mass Spectrometry

Heteronuclear Quantum Coherence Spectroscopy
Japan (Iso 3166-1, Alpha 3)

Gramm

Vereinigtes Konigreich Grof3britannien und Nordirland
(Iso 3166-1, Alpha 3)

Gradienten

Generally Recognized As Safe

griechisch

Stunde

Hohe

High Performance Liquid Chromatography

Inhibitory Concentration 50% (Konzentration bei 50% des maximalen
Effektes)

In der Regel

Internal Transcribed Spacer

Infrarot

Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer
International Nucleotide Sequence Database Collaboration

Koninklijke Nederlandse Akademie van Wetenschappen

XXi



- Abbkirzungs- und Begriffsverzeichnis -

lat.
LC
LCso

LR-MS
LVA
MAO
MALDI
MCM
mi

MIC
min
MRSA
MS
nat.
NARP
NCBI
NMR
nrDNA
NOESY
NRPS
MeOH
oD
org.
OSMAC
OTU
p.a.
PCR
PDA
PD

PE

Pl
PKS
PTLC

ppm

RDP

lateinisch (ISO 639-2)

Liquid Chromatography

Letal Concentration 50% (Umgebungskonzentration die fir 50% der
Organsimen einer Population tddlich ist)

Low Resolution Mass Spectrometry

Lettland (Iso 3166-1, Alpha 3)
Monoaminoxidase

Matrix assistierte Laser Desorption lonisierung
Minichromosome Maintenance

ml

Minimum Inhibitory Concentration

Minute

Methicillin/Multi resistenter Staphylococcus aureus
Massenspektrometrie

national

Non Aqueous Reversed Phase

National Center for Biotechnology Information
Nuclear Magnetic Resonance

nuclear ribosomal Deoxyribonucleic Acid
Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Nichtribosomale Peptidsynthase

Methanol

Optische Dichte

organisch

One Strain Many Compounds

Operational Taxonomic Unit

pro analysi

Polymerase Chain Reaction
Potato-Dextrose-Agar

Potato-Dextrose

Petrolether

Photoionisation

Polyketidsynthase

Preparative Thin Layer Chromatography

parts per million

Quartett

Ribosomal Database Project

xxii



- Abbkirzungs- und Begriffsverzeichnis -

RefSeq
RP
RPB
rpm
ROS
ROU
ROESY
RT

SAR
SEC
SM
SMDCs
SSF
SSuU
Syn.

techn.
TMS
TAE
TEF
TLC
TOCSY
TOF
TRBA
TRIS
UNITE
USA
UV-VIS
VE

VIC

VS.

z.B.

Reference Sequence Database

Reversed Phase

RNA Polymerase

rotation per minute

Reactive Oxygen Species

Rumaénien (Iso 3166-1, Alpha 3)

Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Raumtemperatur

Sekunde

Structure Activity Relationship

Size Exclusion Chromatography
Submers-Fermentation

Small Molecule Drug Conjugates
Solid-State-Fermentation

Small Subunit

Synonym

Triplett

technisch

Tetramethylsilan

TRIS-Acetat-EDTA

Translation Elongation Factor

Thin Layer Chromatography

Total Correlation Spectroscopy

Time of Flight

Technische Regeln fur Biologische Arbeitsstoffe
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
User-friendly Nordic ITS Ectomycorrhiza Database
Vereinigte Staaten von Amerika (Iso 3166-1, Alpha 3)
Ultraviolet-Visible

vollentsalztes (Wasser)

Victoria

versus (lat. gegen)

zum Beispiel

xxiii



- Abstract (Englisch) -

Abstract (Englisch)

Surface sterilisation of plant material from various host species and tissue types, collected
from different habitats, with subsequent cultivation of the arising fungal mycelia as axenic
cultures resulted in the isolation of 55 fungal endophytes. The strains were identified via
nriITS-DNA (ITS-barcoding). A broad taxonomical distribution within these strains was ob-
served with a focus on ascomycotous fungi and an emphasis on members of the Sordari-
omycetes und Dothideomycetes classes. Some of the cultivated fungal strains showed low
sequence identity to the reference species in the databases. Therefore they were recognized
as potential new or underexplored species.

Antibacterial and cytotoxic activities were observed in crude extracts of ethyl acetate after
cultivation through solid-state-fermentation on rice. Due to phylogenetic considerations and
bioactive properties five strains, were chosen for a detailed mycochemical investigation, Pur-
pureocillium lilacinum (T26B), Xylaria cubensis (TS7), Daldinia sp. (SG1), Didymosphaeria-
ceae sp. (SG8c, cf. Tremateia sp.), Biscogniauxia sp. (SG25).

These mycochemical investigation of endophytic fungal crude extracts resulted in the isola-
tion, identification and characterisation of nine new, previously undescribed and 55 already
literature known compounds. The new described molecules were comprised of three dep-
sidones (Tremateiasidon A - C), one depside (Tremateiasid A), one pyranocoumarin (Trema-
teiajulin A) with an unusual molecular scaffold, one monosulfated diketopiperazine
(3S-Norgliovictin), one quinone (Tremaquin A) und one isochromane (Tremachroman), as
well as a butenolide (Lilacinolid A). Some of the new molecules show strong antibacterial
activity, comparable or exceeding the potency of the reference drug (Gentamicin). The previ-
ously published metabolites, some of which were ascertained in their respective fungal spe-
cies or genera for the first time, represent different compound classes (depsidones, isocou-
marines, cytochalasines, linear, non-ribosomal peptides, cyclic depsipeptides, butenolides,
lipids, etc.), which underlined the biosynthetic potential of endophytic fungi. In addition, vari-
ous fractions and pure isolated compounds showed bioactive properties. These mycochemi-
cal investigations were able to prove that endophytic fungi are a good source for new and

bioactive natural products.
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- Abstract (Deutsch) -

Abstract (Deutsch)

Die Behandlung von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Wirtspflanzen und Gewebetypen
durch Oberflachensterilisierung und die anschlieRende Kultivierung der entstehenden My-
zelien resultierte in der Isolierung von 55 endophytischen Pilzen, welche mittels nriTS-DNA
(ITS-Barcoding) klassifiziert wurden. Feststellbar war eine breite Verteilung auf viele ver-
schiedene Taxa mit dem Fokus auf Ascomycota, insbesondere innerhalb der Klasse der
Sordariomyceten und Dothideomyceten. Einige der isolierten Stamme zeigten bei der Klassi-
fizierung wenig Ubereinstimmung zu den Arten der Referenzsequenzen. Diese Stamme stel-
len potenziell neue Pilzarten oder wenig studierte Stamme dar.

Bei der Erstellung von Essigsdureethylester-Rohextrakten aus den Pilzkulturen nach Solid-
State-Fermentation auf Reis konnten unter anderem antibakterielle und zytotoxische Eigen-
schaften der Extrakte festgestellt werden. Funf Stamme, identifiziert als Purpureocillium lila-
cinum (T26B), Xylaria cubensis (TS7), Daldinia sp. (SG1), Didymosphaeriaceae sp. (SG8c,
cf. Tremateia sp.), Biscogniauxia sp. (SG25), wurden anhand phylogenetischer Erwagungen
und bioaktiver Eigenschaften der Rohextrakte fir eine detaillierte Untersuchung des Metabo-
litprofils ausgewahilt.

Diese detaillierten mykochemischen Untersuchungen von Extrakten aus endophytischen
Pilzen resultierten in der Isolierung, ldentifizierung und Charakterisierung von neun neuen,
zuvor unbeschriebenen und 55 bereits literaturbekannten Metaboliten. Neu entdeckt wurden
drei Depsidone (Tremateiasidon A - C), ein Depsid (Tremateiasid A), ein Pyranocoumarin
(Tremateiajulin A) mit ungewohnlichem Grundgerust, ein monosulphatiertes Diketopiperazin
(®S-Norgliovictin), ein Chinon (Tremaquin A) und ein Isochroman (Tremachroman A), sowie
ein Butenolid (Lilacinolid A). Einige der neuen Verbindungen zeigten starke antibakterielle
Aktivitat, welche vergleichbar mit dem Referenzantibiotikum (Gentamicin) war oder dessen
Wirksamkeit sogar Uberstieg. Die bereits bekannten Verbindungen, von denen einige zudem
erstmalig fur die entsprechende Pilzart bzw. Pilzgattung nachgewiesen wurden, reprasentier-
ten unterschiedliche Strukturklassen (Depsidone, Isocoumarine, Cytochalasine, lineare, nicht
ribosomale Peptide, zyklische Depsipetide, Butenolide, Lipide, etc.) und unterstreichen somit
die Biosyntheseleistung endophytischer Pilze. Viele der Fraktionen und isolierten Reinstoffe
verfugten zudem Uber bioaktive Eigenschaften. Diese Arbeit konnte zeigen, dass endophyti-

sche Pilze eine gute Quelle neuer und bioaktiver Naturstoffe darstellen.
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1. EinfGhrung

1.1. Einleitung

Sekundarmetaboliten aus Mikroorganismen, insbesondere Pilzen, waren und sind fir einige
der bekanntesten Erfolgsgeschichten der Wirkstoffentdeckung verantwortlich. Dies zeigt sich
nicht nur an der verbreiteten Nutzung des Antibiotikums Penicillin, des Immunsuppressivums
Cyclosporin, des Antimykotikums Griseofulvin und des Lipidsenkers Lovastatin. Gerade vor
dem Hintergrund vermehrter Resistenzbildung bei der Antibiotikanutzung, steigender Krebs-
inzidenzen und starker Verbreitung von parasitéaren Infektionserkrankungen (Malaria,
Leishmaniasis, Chagas-Krankheit, etc.) in einigen Teilen der Welt ist der Wunsch nach Ent-
deckung neuer Wirkstoffe gro3. Bioaktive Komponenten aus natirlichen Quellen sind entwe-
der als Einzelverbindungen bzw. in Kombination mit anderen Verbindungen in Extraktformu-
lierungen interessant oder kdnnen als Leitstruktur bei der Wirkstoffentwicklung dienen. Das
Interesse an Naturstoffen ist nicht nur in der pharmazeutischen Industrie fir den humanme-
dizinischen Einsatz, sondern auch in anderen Bereichen der chemischen Industrie zum Bei-
spiel bei Agrarchemikalien, Kosmezeutika und Nutrazeutika evident. Im weiteren Sinne ist
ebenfalls das Interesse an Naturstoffen zur Bereitstellung von Plattformchemikalien im Rah-
men von Bioraffenriekonzepten vorhanden. Aufgrund von langwierigen Isolierungs- und
Strukturaufklarungsprozessen haben viele pharmazeutische Betriebe ihren Naturstofffor-
schungsbereich zugunsten synthetischer Substanzbibliotheken zuriickgefahren. Dennoch
sind ein hoher Anteil der neu zugelassen und bestehenden Wirkstoffpraparate kleiner Mole-
kule entweder direkte Naturstoffe oder von diesen abgeleitet. Teilweise ist wieder eine Rick-
besinnung auf Verbindungsdatenbanken mit erhéhtem Anteil an Naturstoffen, deren struktu-
relle Vielfalt und Komplexitéat nach wie vor unerreicht ist, fir Wirkstoffssuchen feststellbar.
Zudem werden viele Verbindungen (B-Lactam-Antibiotika, Taxane, Echinocandine, Cyclos-
porine, Statine, etc.) aufgrund ihrer anspruchsvollen Struktur weiterhin aus natirlichen Quel-
len gewonnen oder partialsynthetisch hergestellt.

Unbeschriebene Arten und Organismen aus einzigartigen oder extremen Habitaten sind mit
der Produktion von neuen und aktiven Verbindungen assoziiert. Dies trifft besonders auf en-
dophytische Pilze zu, welche symptomlos, wenigstens in einem Teil ihres Lebenszyklusses,
das inter- und intrazellularen Geweben von Pflanzen besiedeln kénnen. Die Vielfalt und die
Interaktionen von Endophyten mit ihren Wirtspflanzen sind vielfach noch unerforscht. Die
Verbindung zwischen Endophyt und Wirt ist in der Regel mit erhhtem Biomassewachstum
und der Vermittlung von abiotischer und biotischer Stresstoleranz verknipft. Der generierte
Vorteil fur die Wirtspflanze wird unter anderem durch die vom Pilz produzierten Molekile
erhalten. Pilz-Endophyten erscheinen demnach als interessante Studienobjekte fir myko-

chemische Untersuchungen.
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1.2. Aufgaben und Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es neue, bisher unbekannte, méglicherweise bioaktive Ver-
bindungen aus endophytischen Pilzen zu isolieren, zu charakterisieren und gegebenenfalls
bereits bekannte Verbindung fur die Beschreibung des Metabolitprofils fur den jeweiligen
Pilzstamm aufzunehmen.

Dies beinhaltet die Aufgaben der Isolierung des Pilzmycels aus behandeltem Pflanzenmate-
rial (Oberflachensterilisierung), Vereinzelung und axenische Kultivierung der Stamme, sowie
die Identifizierung und taxonomische Klassifizierung anhand DNA-basierter Methoden (ITS-
Barcoding). Die Beachtung taxonomischer Gesichtspunkte, die Ergebnisse der Literatur-
recherche zu bestehenden Naturstoffstudien verwandter Taxa und die Bioaktivitaten der
Rohextrakten aus der Kultivierung im kleinem Maf3stab sollten fiir die Auswahl der Stamme
in Betracht gezogen werden. Eine Auswahl von funf Stammen ist fur eine detaillierte myko-
chemische Untersuchung vorzubereiten. Das weitere Vorgehen umfasst die Kultivierung der
ausgewahlten Stamme als Solid-State-Fermentation (Reis) in groRerem MaRstab und die
Festphasenextraktion des besiedelten Substrats mit organischem Ldsemittel (Ethylacetat).
Die Aufgabe der Metabolitenreinigung und -isolierung ist in der Regel durch verschiedene
chromatographische Trennverfahren (RP-HPLC, Saulenchromatographie, GréfRenaus-
schlusschromatographie, etc.), Kristallisation und extraktive Verfahren (flussig-flissig, fest-
flussig) zu erzielen. Die Uberprifung der biologischen Aktivitat von Extraktfraktionen wéah-
rend des Isolierungsprozesses ist unter anderem zur zielgerichteten Isolierung der effektbe-
stimmten (antibakteriell, zytotoxisch, etc.) Verbindungen einzusetzen (bioaktivitatsgefiihrte
Isolierung). Die Charakterisierung der isolierten Molekile ist durch eine Kombination von
spektrometrischen (ESI-MS, EI-MS, MALDI-MS) und spektroskopischen Methoden (NMR:
IH, 3C, COSY, HMQC, HMBC, NOESY, etc.; UV/VIS, CD, IR) zu erreichen. AbschlieRend ist
fur die Charakterisierung ebenfalls die Erhebung von Bioaktivitditskennzahlen (ICso, MIC)
gegen verschiedene Ziele (Zervixkarzinom Zelllinie KB-3-1, gram-positive und gram-negative

Bakterien z.B. Bacillus subtilis und Pseudomonas agarici) vorzunehmen.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1. Naturstoffe

2.1.1. Der Begriff Naturstoff

Fir den Begriff Naturstoff existiert keine scharfe abgegrenzte Definition. Im allgemeinen Sin-
ne kdnnen Produkte und Inhaltsstoffe aus natiirlichen Quellen als Naturstoffe bezeichnet
werden. Dies kann entweder ganze Organismen (Pflanze, Tier oder Mikroorganismus), Teile
eines Organismus (z.B. Fruchtkérper von Pflanzen oder Pilzen, Organ eines Tieres), Extrak-
te (Losemittelauszug aus z.B. Blattern), Exsudate/Exometaboliten oder isolierte Substanzen
(z.B. Terpene, Polysaccharide, Alkaloide) aus Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen um-
fassen. Im engeren Sinne werden in der Naturstoffforschung darunter aber meist kleinere
Molekile mit einer Molekularmasse im Bereich bis ca. 2000 u bezeichnet, welche dem se-
kundaren Stoffwechsel (Sekundarmetaboliten) entstammen (Sarker et al. 2006). Der Begriff
Naturstoff und Sekundarmetabolit wird meist synonym verwendet.

Sekundarmetaboliten kommen im Gegensatz zu Primarmetaboliten nicht ubiquitar in allen
Lebensformen vor, meist sind sie sogar spezifisch fur eine Art oder Gruppe von Organismen.
Sie werden nicht unmittelbar zum Uberleben benétigt, die Organismen kénnen aber Selekti-
onsvorteile durch deren Produktion (z.B. Antibiotika, Allelochemikalien) erlangen. Die biolo-
gische Funktion der produzierten Substanz ist allerdings oftmals nicht genau geklart, unbe-
kannt oder auch nicht vorhanden, weshalb hierbei manchmal auch von der "Spielwiese der
Evolution" gesprochen wird (Cannell 1998, Sticher & Hansel 2010).

Die generierten Substanzen kdnnen vom Menschen isoliert und genutzt werden, wobei eini-
ge Naturstoffe grol3e gesellschaftliche und dkonomische Bedeutung (siehe Kapitel 2.1.2)

erlangt haben.
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2.1.2. Naturstoffe als Quelle von Wirkstoffen

Naturstoffe sind weiterhin eine wichtige Quelle bei der Suche nach Wirkstoffen (Li & Vederas
2009, Newman & Cragg 2012). Die Erfolgsgeschichte von Substanzen wie Morphin (Analge-
tikum), Penicillin (Antibiotikum), Cyclosporin (Immunsuppressivum), Taxol (Zytostatikum),
Artemisin (Antihelminthikum) etc. ist allgemein bekannt und unterstreichen die Bedeutsam-
keit von bioaktiven Naturstoffen aus den verschiedensten Quellen.

In vielen Teilen der Welt sind Extrakte aus Pflanzen und Formulierungen der "traditionellen
Medizin" nach wie vor die wichtigste bzw. alleinige Quelle fir den Zugang zu Wirkstoffen
gegen verschiedenste Krankheiten (DeCorte 2016). Je nach Region (z.B. China 40%, Japan
60-70%, Chile 71%) wird "traditionelle Medizin" trotz Verfugbarkeit von "westlicher Medizin"
oftmals komplementar verwendet. In Afrika stellt sie fir bis zu 80% der Bevolkerung sogar
die primare Gesundheitsversorgung dar (Bussman 2013).

Auch wenn das Interesse der pharmazeutischen Industrie an bioaktiven Substanzen aus
natirlichen Quellen durch die Verflgbarkeit von High-Throuput-Screening Techniken und
kombinatorischer Chemie, welche zur Generierung riesiger synthetischer Substanzbibliothe-
ken fuhrte, abgenommen hat, so bleiben die Mdglichkeiten der Naturstoffe als Ideengeber fiir
Leitsubstanzen weiterhin unbegrenzt (Li & Vederas 2009, Shen 2015).

Teilweise ist beim Screening nach Wirkstoffen bereits wieder eine Rickbesinnung zu kleine-
ren spezialisierten Stoffbibliotheken mit erhéhter, Naturstoff-ahnlicher, struktureller Variabili-
tat festzustellen (Newmann & Cragg 2012). Dies soll den mdglichen "biological-relevant-
chemical-space" bessere abdecken (Bohlin et al. 2010, Harvey et al. 2015).

Der substanzielle Riickgang von zum Beispiel in den USA zugelassenen Medikamenten zwi-
schen 1981 bis 2010, welche neu chemische Entitéten darstellen (exkludiert Kombinationen
von bereits friher zugelassenen Medikamenten und zugelassenen Medikamenten mit neuer
Indikation) im Bereich der "kleinen Molekile" (exkludiert Proteine und Impfstoffe) lasst sich
mit dem abnehmenden Interesse der pharmazeutischen Industrie an Naturstoffen korrelieren
(Li & Vederas 2009, Newann & Cragg 2012, Shen 2015).

Allerdings ist, nach den genannten Rahmenbedingungen, der Anteil an zugelassenen Medi-
kamenten, welche entweder modifizierte oder unmodifizierte Naturstoffe sind, mit 25 bis 50%
pro Jahr, nach wie vor hoch (Newmann & Cragg 2012). Je nach Kategorisierung (Antiinfekti-
va, Antitumor, etc.), Zeitraum, Definition (semisynthetisches Naturstoffderivat vs. von Natur-
stoff "inspiriert") und Autor werden sogar 70 bis 80% der zugelassenen Medikamente zu den
von Naturstoffen abgeleiteten bzw. nicht synthetischen Substanzen gezéhlt (Li & Vederas
2009, Newmann & Cragg 2012).

Das vorhandene Potenzial zur Nutzung von Naturstoffen oder Naturstoffanaloga aus ver-
schiedensten Organismen ist nicht nur bei den Therapeutika fur die Humanmedizin, sondern

auch bei Erzeugnissen aus anderen Bereichen der chemischen Industrie, wie Kosmezeutica
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(z.B. Davis & Perez 2009, Hyde et al. 2010, Agatonovic-Kustrin 2013), Nutrazeutica (z.B.
Dillard & German 2000, Alesani et al. 2015) und Agrochemikalien (z.B. Pillmore et al. 1993,
Cantrell et al. 2012) zu finden.

Es sind allgemein einige Nachteile bei der Wirkstoffsuche aus naturlichen Quellen im Ver-
gleich zur Suche in synthetischen Substanzbibliotheken evident. Zu den Herausforderungen
zahlen unter anderem der restriktive Zugang durch gesetzliche Beschrankung (z.B. Conven-
tion of Biodiversity, Nagoya Protokoll), umwelt- und zeitabhangige Variabilitat der biologi-
schen Matrix bzw. Zusammensetzung der Extraktkomponenten, Inkompatibilitat von Extrak-
ten mit Hoch-Durchsatz-Screening-Systemen (HTS-Systemen) und Bioassays, synergisti-
sche oder antagonistische Effekte verschiedener Substanzen in Mischungen, Schwierigkei-
ten bei der Strukturaufklarung sowie die Reisolierung von bekannten Substanzen (Li & Vede-
ras 2009). Dennoch wird doch eine signifikante Anzahl an Leitstrukturen von Mikroorganis-
men produziert (Newmann & Cragg 2012), die zudem oftmals einzigartig sind und Eigen-
schaften vereinen, welche mit der synthetischen Chemie nur schwer zugénglich sind (Bohlin
et al. 2010). Demnach sollte das Feld der Naturstoffforschung erheblich ausgebaut werden
(Newmann & Cragg 2012).
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2.1.3. Bioaktive Inhaltstoffe aus Pilzen

Wahrend die altesten Aufzeichnungen zur Nutzung von Pflanzen in der traditionellen Medizin
ca. 4600 Jahre zuriickreichen, kann die zuféllige Enddeckung des Penicillins in den spaten
1920er Jahren als Startsignal fur die intensive Untersuchung mikrobieller Naturstoffe ange-
sehen werden (Butler 2004, Cragg & Newmann 2013).

Die allgemeine Nutzung von antibakteriellen Substanzen, wie zum Beispiel Penicilline und
Cephalosporine (B-Lactam-Antibiotika) oder Fusidinsdure (tetrazyklische Triterpene) pilzli-
chen Ursprungs (Abbildung 2.1.) wird als einer der gro3en Durchbriiche in der Medizin be-
zeichnet und setzt den Rahmen fiir die Ara der Antibiotika (DeCorte 2016, Aly et al. 2011b),

welche trotz verstarkt beobachteter Resistenzbildung bis heute andauert.
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Abbildung 2.1.: Antibakteriell wirksame Naturstoffe aus Pilzen: a) Benzylpenicillin, b) Cepha-
losporin C, ¢) Fusidinsaure (eigene Darstellung).

Eine weitere wichtige Entdeckung im Bereich der Mykometaboliten wurde durch die Isolie-
rung der Cyclosporine erreicht, welche neue Mdglichkeiten in der Immunpharmakologie und
Organtransplantation zur Verfigung stellte (Aly et al. 2011b).

Pilze sind allgemein als Produzenten vielfaltiger Naturstoffe bekannt. Als weitere Beispiele
fur interessante Wirkstoffe mit ebenfalls 6konomischer Bedeutung kann das Antimykotikum
Griseofulvin und Lipid modulierende Statine (Mevastatin, Lovastatin) aufgezahlt werden (Ab-

bildung 2.2.). Daneben unterstreicht auch die Moglichkeit der Biotransformation von Sterolen




2. Theoretischer Hintergrund - 2.1. Naturstoffe -

zu Steroidhormonen durch Pilzstamme fir verschiedenste Indikationen (Antiphlogistika,
Contrazeptiva, etc.) das Potenzial zur Produktion und Modifikation von wichtigen Naturstof-
fen (Aly et al. 2011b).

b)

Abbildung 2.2.: In der Humanmedizin eingesetzte Wirkstoffe aus Pilzen: a) Cyclosporin A, b)
Griseofulvin, c) Lovastatin (eigene Darstellung).

Die Erforschung von Naturstoffen aus Pilzen hat ebenfalls weitere wertvolle Substanzen in
anderen Industriebereichen hervorgebracht. Dies reicht von Agrochemikalien (z.B. Strobi-
lurin-Fungizide), tber Kosmetika und Kosmezeutica bis hin zu Nutrazeutica und ,Functional
Foods" (Aly et al. 2011b, Hyde et al. 2010, Chang & Buswell 2009, Giavasis 2014).

Dadurch, dass viele Pilze noch unentdeckt, ungetestet oder noch nicht kultivierbar sind, wird
ihnen grol3es Potential beigemessen (siehe Kapitel 2.1.4.). Demnach sind weiterer Entde-

ckungen in der Naturstoffforschung zu erwarten (Aly et al. 2011b, Hyde et al. 2010).
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2.1.4. Das Potenzial zur Endeckung neuer Arten, Produktion bioaktiver Natur-
stoffe und biotechnologischen Nutzung endophytischer Pilze

In Anbetracht neuer Schatzungen zur potenziellen Artenzahl von Pilzen im Vergleich zu der
tatsdchlich wissenschaftlich beschriebenen Anzahl von ca. 100.000 Arten (Blackwell 2011),
kann ihnen ein grofl3es Potenzial bei der Produktion und somit auch der Entdeckung von bio-
aktiven Naturstoffen zugesprochen werden (Gond et al. 2010). So werden je nach Autor
Schatzungen von wenigstens 0.7 Millionen, als unter Grenze der Artenvielfalt (Schmit &
Mueller 2007), uber 1.5 Millionen (Hawksworth 2001) bis hin zu 5.1 Million (O’Brien et al.
2005) existierende Pilzarten weltweit postuliert.

Generell sollte sich die Suche nach neuen und bioaktiven Naturstoffen vorwiegend auf Or-
ganismen konzentrieren, die einzigartige Habitate bewohnen (Schulz et al. 2002, Strobel &
Daisy 2003, Strobel et al. 2004, Pye et al. 2017). Das innere von Pflanzengewebe kann als
ein solches, spezielles Habitat angesehen werden (Gond et al. 2010). Zusatzlich gilt, dass
die besiedelten Pflanzen wiederum einzigartige Lebensraume bewohnen und extremen Um-
weltbedingungen ausgesetzt sein kdnnen. Als Beispiel flr die Anpassung an extreme Um-
weltbedingung gelten unter anderem thermo-, halo-, psychrophile bzw. -tolerante Pflanzen
aber auch Pflanzen, die erhdhtem Nahrstoff- und Konkurrenzdruck ausgesetzt sind, wie es
zum Beispiel in Regenwaldern der Fall ist. Da das Uberleben von Organismen in speziellen
Lebensraumen durch Selektionsdruck und konstanter Umweltinteraktion mit speziellen Ei-
genschaften assoziiert ist, wird wiederum von der verstarkten Produktion von Naturstoffen,
sowohl quantitativ als auch qualitativ, ausgegangen (Strobel et al. 2004). Endophytische Pil-
ze sind allgemein eine Gruppe von Organismen, die wenig erforscht sind und zudem eine
reichhaltige Quelle genetischer Vielfalt und unbeschriebener Arten darstellen (Strobel & Dai-
sy 2003). Diese unbekannten Pilzarten wiederum sind oftmals mit neuartigen Naturstoffen
assoziiert (Strobel and Daisy 2003, Strobel et al. 2004), weshalb die Chance neue und bio-
aktive Substanzen aus ihnen isolieren zu kdnnen vergleichsweise grof3 und vielversprechend
ist (Aly et al. 2011a).

Nach Schulz et al. (2002) konnte bei einem Vergleich der Bioaktivitat (antibakteriell, antimy-
kotisch, etc.) von Kulturextrakten, welche aus Organismen verschiedener Isolierungsquellen
(endophytischen Pilze aus Landpflanzen (N = 6300), endophytische Pilze aus Algen (N =
300), Bodenpilze (N = 2800)) gewonnen wurden gezeigt werden, dass ein signifikant hoherer
Anteil (80-83% vs. 64%) an aktiven Extrakten bei endophytischen Pilzen gefunden werden
konnte. Weiterhin wurden hierbei die isolierten und strukturaufgeklarten Metaboliten (N =135)
verglichen, wobei sich ein héherer Prozentsatz (51% vs. 38%) an neuen Strukturen, gegen-
Uber bereits in der Literatur bekannten Verbindungen, bei den aus Endophyten isolierten
Metaboliten zeigte. Die betrachtete Basis der Verbindungen aus dieser Studie ist relativ klein

im Vergleich zur unglaublichen Anzahl an 300000 dokumentierten Naturstoffen (Hubert et al.
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2017) bzw. im Vergleich zu den jahrlich neu beschriebenen Metaboliten. In den Jahren let-
zen 20 Jahren (1995-2015) wurden etwa 32000 neue Naturstoffe allein aus mikrobiellen
Quellen publiziert (Pye et al. 2017). Dennoch lasst sich aus der Studie von Schulz et al.
(2002) der Trend ableiten, dass Endophyten ein interessantes und vielversprechendes For-
schungsobjekt zur Endeckung vielfaltiger Naturstoffe darstellen.

Die Vielzahl weltweit vorhandeneren Studien zu neuen, aus Endophyten isolierten Verbin-
dungen unterstreicht die Bedeutung dieses Themas (Dissertationen: z.B. Root 2001, Teu-
scher 2005, Schlorke 2005, Gentzsch 2007, Khan 2007, Riebe 2009, Abdou 2011, Freitas-
Richard 2011, Marmann 2014, El Amrani 2016; Reviews: (z.B. Tan & Zou 2001, Schulz et al.
2002, Strobel & Daisy 2003, Gou et al. 2008, Suryanarayanan et al. 2009, Jalgaonwala et al.
2011, El-Khayat et al. 2012, Nisa et al. 2015, Gouda et al. 2016). Bei den beschriebenen
Strukturen aus Endophyten handelt es sich haufig um neue und wirksame Metaboliten unter-
schiedlichster Strukturklassen, wie zum Beispiel Alkaloide (Zhang et al. 2012a), Peptide (Ab-
dalla & Matasyoh 2014), Terpenoide (Souza et al. 2011) und Polyketide (Shi et al. 2017) mit
nachgewiesenen Bioaktivitaten. Diese umfassen unter anderem antiproliferative (Kharwar et
al. 2011, Chandra 2012), antiplasmodiale (Ibrahim et al. 2018a), antimikrobielle (Martinez-
Klimova et al. 2017) und antivirale (Selim et al. 2012) Eigenschaften.

Ein nicht zu unterschatzender Fakt ist, dass einige Endophyten in der Lage sind, dieselben
Substanzen wie die Wirtspflanze bzw. andere Verbindungen, welche urspriinglich von Pflan-
zen bekannt sind, zu produzieren (Zhao et al. 2010, Aly et al. 2013, Jia et al. 2016). Dies
lasst Pilzendophyten als ein alternatives Produktionssystem fur in der Industrie gefragte
Komponenten, wie zum Beispiel Paclitaxel (Taxol) (Strobel et al. 1996), eines der bekanntes-
ten Praparate zur Behandlung von Tumoren, Diosgenin (Zhou et al. 2004), ein Prakursor zur
Produktion von Steroidhormonen (z.B. Cortison), oder Hypercin (Kusari et al. 2008), einer
der postulierten Wirkstoffe des als Antidepressivum eingesetzten Johanniskrautes, interes-

sant erscheinen (Abbildung 2.3.).
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Abbildung 2.3.: Beispiele fur industriell wichtige pflanzliche Metaboliten, welche auch von En-
dophyten produziert werden: a) Paclitaxal (Taxol) b) Diosgenin c) Hypericin (eigene Darstel-

lung).
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Mitunter ist der eigentliche Produzent einer aktiven Verbindung oder beschriebener Wirkung
aus einer naturlichen Quelle nicht immer klar, wie sich dies zum Beispiel bei den ethnobota-
nisch beschriebenen Effekten von Kennedia nigriscans zeigt (Strobel et al. 2004). Teilweise
sind beschriebene Effekte und Verbindungen sogar in erster Line dem Mykobionten, wie bei
den Lolinalkaloiden in SuRRgréasern (Poaceae) (Schardl et al. 2007) oder den assoziierten
Mikroorganismen in Schwammen (Mehbub et al. 2014) zu zurechnen.

Nicht nur die Verwendung der Extrakte oder isolierter Metaboliten aus Endophyten sind inte-
ressant, sondern auch der Einsatz des ganzen, lebenden Organismus als "Biokontrollstamm"
in der Agrartechnik zum Pflanzenschutz. In der Literatur beschriebene Beispiele hierfur sind
unter anderem der entomopathogene Pilz Beauveria bassiana (McKinnon et al. 2017, Lohse
et al. 2017), die mykopathogenen Stdmmen von Trichoderma harzianum (Chaverri et al.
2015) oder nematizidale Formulierung mit Purpureocillium lilacinum (Wang et al. 2016). Des
Weiteren sind andere Endophyten zur Pflanzenstarkung bekannt, welche das Biomasse-
wachstum erhdhen oder abiotische und biotische Stresstoleranz vermitteln (Haggag 2010,
Jia et al. 2016, Lugtenberg et al. 2016).

Von einigen Autoren hingegen wird das Potenzial fur die biotechnologische Nutzung von
Endophyten weniger optimistisch gesehen, da die Stdimme und deren Produkte noch nicht,
Uber den Labormaf3stab hinaus, in der Industrie angekommen sind (Priti et al. 2009, Kusari
et al. 2014). Neuere Publikationen wiederum berichten von einigen Metaboliten und Endop-
hytenstammen, die bereits kommerzialisiert sind oder kurz vor dem Markteintritt stehen (Lug-
tenberg et al. 2016). Allerdings sind noch viele Fragen bei der biotechnologischen Nutzung
von Endophyten ungeklart und bedurfen weiterer, insbesondere interdisziplinarer, Forschung
(Kusari et al. 2014). Unabhéngig von der dargelegten Entwicklung wird allgemein das Sam-
meln und Kultivieren von Pilzen aus Umweltproben weithin wichtig bleiben, um neue Stam-
me fur die industrielle Gewinnung von Wirkstoffen, die Modifikation von Metaboliten (Bio-
transformation), Biokontrollorganismen fir den Pflanzenschutz und Rekultivierungsmaf3nah-
men, sowie allgemein fur die Forschung zur Klarung von biologischen Funktionen und taxo-
nomischen Fragestellungen, bereitzustellen (Blackwell 2011).

AbschlieRend kann konstatiert werden, dass endophytische Pilze als eine vielversprechende
Quelle neuer, bioaktiver Metaboliten und nitzlicher Stdimme angesehen werden kann, die

einen wichtigen Beitrag in verschiedenen Bereichen der Biotechnologie leisten kénnen.
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2.2. Endophyten

2.2.1. Der Begriff Endophyt

Je nach Autor und Quelle existieren enger und weiter gefasste Definitionen des Begriffes
Endophyt (Hyde & Soytong 2008). Die urspriingliche Definition geht allerdings auf den deut-
schen Botaniker und Mykologen Heinrich Anton De Bary zurlick (De Bary 1866), welcher den
Begriff Endophyt einfihrte und ihn auf jegliche Organismen, die in Pflanzen gefunden wer-
den konnen, bezieht (Wilson 1995). Nicht verwechselt werden sollte der Begriff mit der Defi-
nition nach Ainsworth & Bisby (1971), welcher Endophyten als Pflanzen versteht, welche in
anderen Organismen leben (Wilson 1995).

Eine weit verbreitete Definition bezeichnet Endophyten als Organismen (Bakterien oder Pil-
ze), die in der Lage sind, in wenigstens einem Teil ihres Lebenszyklusses, das innere Gewe-
be (inter- oder intrazellular) von lebenden Pflanzen zu besiedeln und dabei keine offensichtli-
chen Krankheitssymptome beim Wirt (Pflanze) auszulésen (Petrini 1991, Wilson 1995). Eine
Ubersicht tber die Definition des Begriffes Endophyt nach verschiedenen Autoren liefern
Hyde & Soytong (2008).

Bezogen auf einen Pilz ware zum Beispiel der Nachweis von Hyphen in lebenden Pflanzen-
gewebe die Voraussetzung fur die Bezeichnung als Endophyt (Nisa et al. 2015). Diese weit
gefasste Definition des Begriffes Endophyt beinhaltet alle Arten von mdglichen Pflanzen-
Mikroorganismen Interaktionen von Mutualismus (Interaktion beider Partner zum gegenseiti-
gen Vorteil), Uber Kommensalismus (ein Partner profitiert, der andere wird nicht beeinflusst)
bis hin zu Parasitismus (Schadigung eines Partners zum Vorteil des anderen). Die oben ge-
nannte Definition schlie3t ebenfalls Organismen mit epiphytischer Phase sowie latente Pa-
thogene ein (Petrini 1991, Wilson 1995, Schulz et al. 1998, Schulz et al. 1999). Im engeren
Sinne, als "wahre Endophyten" (Mostert 2000), werden allerdings von einigen Autoren nur
symbiotisch bzw. mutualistisch lebende Pilze dazugerechnet, was Pathogene ausschlief3t
(Grimire & Hyde 2004, Schulz & Boyle 2005).

Diese funktionelle Abgrenzung erweist sich allerdings als schwierig, da sich die Interaktion
zwischen Pflanze und besiedelndem Organismus mit der Zeit der Kolonisierung, wechseln-
den Umweltbedingungen oder Seneszenz der Pflanze verandern kann. So kann derselbe
Pilz je nach Autor bzw. Beobachtungsfokus als Saprophyt, Pathogen oder als Endophyt be-
schrieben werden (Hammon & Faeth 1992, Wilson 1995, Ghimire & Hyde 2008).
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2.2.2. Verbreitung und Vorkommen von Endophyten

Endophyten konnten bisher in hahezu allen studierten Pflanzengruppen (z.B. Baume, Gra-
ser, Farne, Moose, Algen) nachgewiesen werden und sind damit weltweit verbreitet (Ghimire
& Hyde 2008, Haggag 2010). Dabei sind sie in der Lage, jegliches Pflanzengewebe (Stamm,
Blatter, Wurzeln, Samen, etc.), sowohl inter- als auch intrazellular (Schulz & Boyle 2005),
unabhéngig von der Klimazone (Tundra bis Tropen) zu kolonisieren (Nisa et al. 2016). Pilze
sind neben heterotrophen Bakterien die dominierenden Endophyten in héheren Pflanzen,
wobei aber auch phototrophe Mikroorganismen (Algen) als Endophyten nachgewiesen wur-
den (z.B. Trémouillaux-Guiller 2002) und weitere Mikrobenformen (z.B. Archaeen) vorstellbar
sind (Strobel et al. 2004, Gond et al. 2010, Haggag 2010).

2.2.3. Klassifizierung endophytischer Pilze

Formal lassen sich Endophyten nach Wirt (z.B. Grasendophyten) oder Pflanzengewebe (z.B.
Wourzel-, Rinden- oder Blatterendophyten) einteilen (Nisa et al. 2015). Ebenfalls kénnen sie
nach taxonomischen bzw. 6kologischen Gesichtspunkten in zwei verschiedene Hauptgrup-
pen (,Clavicipitacean-, Balansiaceaen- bzw. Grasendophyten“ oder ,Non-clavicipitacae-
Endophyten, Nicht-Balansiaceaen, bzw. Nicht-Grasendophyten) unterschieden werden
(Schulz & Boyle 2005, Rodriguez et al. 2009, Mishra et al. 2014). Nicht verwechselt werden
sollten endophytische Pilze mit Mykorrizapilzen. Auf diese trifft die unter Kapitel 2.2.1. ge-
nante Definition ebenfalls zu, allerdings unterscheiden sie sich generell durch die synchroni-
sierte Pflanzen-Pilz-Entwicklung und dem Nahrstofftransfer tUber spezialisierte Schnittstellen
(Schulz & Boyle 2005).

Die beiden genannten Hauptgruppen lassen sich noch weiter (Klasse 1 bis 4) nach Besied-
lungsstrategie (Wirtsbreite und -gewebe), Transmissionsmechanismus zwischen den Wirts-
generationen (vertikal vs. horizontal), Biodiversitat (ein bis wenige vs. hunderte Stamme) und
Verbreitung innerhalb des Wirts (lokal vs. systemisch) oder der 6kologischen Funktion (gene-
rierter Vorteil fur den Wirt) klassifizieren (Rodriguez et al. 2009, Mishra et al. 2014). Weitere
Kategorisierungen innerhalb der Endophytenklassen sind mdglich, zum Beispiel Klasse 1
Type 1 bis 3 (Clay & Chardl 2002). Allerdings sind die genannten Einteilungen teilweise nicht

konsistent oder von allen Autoren akzeptiert (Nisa et al. 2015).
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2.2.4. Funktion der Pflanzen-Endophyt Wechselwirkung

Die Pflanzen-Endophyten-Assoziation kann sowohl fir den Wirt als auch fur den Gast von
Vorteil sein. Der besiedelende Mikroorganismus erhalt physischen Schutz, Néahrstoffe und
hat eine groRere Wirtsabdeckung im Vergleich zur nekrotrophen Infektion. Fur die besiedel-
ten Pflanzen wurde, abhangig von der Endophytenart, erhéhte abiotische und biotische
Stresstoleranz beobachtet (Rodriguez et al. 2004, Schardl et al. 2004, Ghimire & Hyde 2008,
Rodriguez et al. 2009). Abiotische Stresstoleranz umfasst zum Beispiel Protektion vor Stress
aufgrund von Trockenheit, Temperatur, Salzkonzentration, pH-Wert, Schwermetallbelastung
und Nahrstoffmangel (z.B. Stickstoff). Ebenfalls wurde im Vergleich zu nicht besiedelten
Pflanzen ein erhohtes Biomassewachstum festgestellt. Endophyten kénnen biotische
Stresstoleranz vermitteln, was sich in erhdhter Resistenz gegen Nematoden, Viren, phytopa-
thogene Bakterien und Pilze, sowie herbivore Insekten und S&ugetiere duf3ern kann.

Als Mechanismus dieser Effekte werden vor allem die von den Endophyten produzierten Me-
taboliten, welche entweder als Induktoren fir das Pflanzendefensivsystem, Wachstumsfakto-
ren, Radikalfanger (ROS) oder als toxische Wirkstoffe gegen Pathogene bzw. Herbivoren
fungieren, diskutiert (Rodriguez et al. 2009, Gond et al. 2010). Bekannt sind hierbei vor allem
weltweite Bespiele von Alkaloide produzierenden Endophyten aus Grasern (z.B. Epichloé sp.
bzw. Neotyphodium sp.), welche toxisch fur Insekten (z.B. Peramin, Lolinalkaloide) und S&au-
getieren (z.B. Lolitrem B, Ergovalin) sind (Schulz & Boyle 2005, Schardl et al. 2007, Rodri-
guez et al. 2009). Einige Beziehungen zwischen Endophyten und Pflanzen sind so eng und
spezifisch, dass sie sogar fiir die normale Entwicklung und das Uberleben in bestimmten
Habitaten des Pilzes oder der Pflanze benétigt werden. Als Beispiel hierfir lasst sich die feh-
lende Halotoleranz beim amerikanischen Diunengrass (Leymus mollis) ohne die Kolonisie-
rung durch den Pilz Fusarium culmorum (Rodriguez et al. 2008) oder die vornehmliche Ver-
breitung bestimmter Pilze (Epichloé sp. bzw. Neotyphodium sp.) durch Pflanzensamen
(Schardl et al. 2004) anfuihren. Ein weiteres Beispiel zeigt sich in der verlorenen Thermotole-
ranz, sowohl des Endophyts als auch des Wirts, im nativen Habitat der geothermalen Pflan-
ze Dichanthelium lanuginosum, wenn diese nicht symbiotisch bzw. nicht zusammen mit dem
Endophyt Curvularia protuberata kultiviert wurde (Redman et al. 2002). Die genauen Mecha-
nismen und Steuerungsmoglichkeiten bei der Kommunikation zwischen Wirt und Endophyt,
welche zur Stresstoleranz fuihren sind gré3tenteils noch ungeklart (Rodriguez et al. 2004).
Ein weiterer Vorteil, der sich fur Pilze aus der Endophyt-Wirt-Beziehung ergibt, ist die Nut-
zung der Nahrstoffe von abgestorbenem Pflanzengewebe bei Seneszenz oder Tod des
Pflanzengewebes als Saprophyt.

Die Interaktion zwischen Endophyt und Pflanze ist allerdings keinesfalls statisch und kann
sich je nach Umweltbedingungen, Alterung der Pflanze, sowie weiteren Faktoren verdndern

(Wilson 1995). Die funktionelle Einteilung von Endophyten in Mutualisten, Kommensalisten
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und Parasiten ist daher, wie bereits in Kapitel 2.2.1 aufgezeigt, schwierig. Einige Autoren
beschreiben die Endophyt-Pflanzen-Interaktion daher als "ausgeglichenen Antagonismus"
(Schulz et al. 1999) bzw. als Netzwerk multipler, ausgeglichener Antagonismen zwischen
Pathogenen, Wirtspflanzen und anderen Endophyten (Schulz et al. 2015).

Durch Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Pathogenitat einer Art durch Mutation in
einem einzigen Genlocus verdndern kann (Freeman & Rodriguez 1993). Einige Autoren
vermuten deshalb, dass sich mutualistische Endophyten aus Pflanzenpathogenen entwickelt
haben kdnnten. Weiter wird vermutet, dass eine Evolution auch von Pilzen, welche als Insek-
ten und Saugetierparasiten lebten, stattgefunden hat (Spatafora et al. 2004, Rodriguez et al.
2009). Fest steht allerdings, dass Pflanzen und Pilze eine lang andauernde gemeinsame
Evolution vorweisen konnen. Fossilienfunde zeigen bereits eine Endophyten-Pflanzen-
Interaktion, die mehr als 400 Millionen Jahre zuriickreicht (Krings et al. 2007). Dies lasst
vermuten, dass Pilze eine grof3e Rolle bei der terrestrischen Kolonisierung durch die ersten

Landpflanzen gespielt haben (Redecker et al. 2000)
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2.2.5. Besiedlung und Lebenszyklus von Endophyten

Die Kolonisation des Pflanzengewebes kann intra- oder interzellular, lokal begrenzt, (teilwei-
se nur in oder um eine einzelne Pflanzenzelle) oder systemisch sein (Schulz & Boxyle 2005,
Ghimire & Hyde 2008). Die Transmission zur Pflanze kann hierbei tber Sporen, Insekten
oder den Pflanzensamen, wobei die Besiedlung hierbei bereits tiber die Samenanlage der
Elternpflanzen stattgefunden hat, erfolgen (Petrini 1991, Rodriguez et al. 2009). Die Besied-
lungen, welche bereits Gber Samen erfolgte, werden zudem mit einer gréReren Wahrschein-
lichkeit assoziiert, dass es sich dabei um eine Kolonisation mit einen mutualistischen Endop-
hyten handelt, da die Weiterverbreitung des Pilzes hierbei direkt mit dem Uberleben des
Keimlings verbunden ist (Ghimire & Hyde 2008).

Einige Wirt-Endophyten-Interaktionen sind so eng, dass sich Wirt und Endophyt den kom-
pletten Lebenszyklus teilen (Abbildung 2.4.).

Vegetatives Fruktifikation
Wachstum
. 4
Seneszenz
%—_
& A
Keimung Samenbildung
4 <«

--------> Horizontale Transmission

~~ N Entwicklungdes Hostes
——> Vertikale Transmission

Abbildung. 2.4.: Lebenszyklus und Transmission von Endophyten zum und vom Wirt (eigene
Darstellung).
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Die Endophyten-Pflanzen-Interaktion kann mit der Keimung des Samens beginnen und sich
von der vegetativen Wachstumsphase tber die Fruktifikation bis hin zur Seneszenz und dem
Tod der Pflanze (Apoptose/Nekrose) erstrecken. Dabei kann der Endophyt entweder Uber
die Infektion der Samenanlage der Pflanzen Uber eine neue Samengeneration verbreitet
werden (Jalgaonwala et al. 2011) oder bei abgestorbenen Pflanzengewebe als primérer Des-
truent (Saprophyt) am Abbau des Pflanzengewebes beteiligt sein (Hyde 2008, Zhou & Hyde
2001, Ghimire & Hyde 2008). Beim Abbau des Pflanzenmaterials wiederum kénnen die Pilze
sporulieren und so als Ausgangspunkt an der Transmission zu neuen Wirtspflanzen beteiligt
sein.

Mit der Alterung der Pflanze kdnnen viele Infektionsereignisse auftreten, weshalb haufig viele
verschiedene Endophyten isoliert werden kdnnen. Einigen Autoren berichten, dass oft, zu-
mindest fur Grass- bzw. Mutterkornpilzverwandte-Endophyten (Clavicipitaceae), eine domi-
nante Endophytenspezies im Wirt vorhanden ist (Wille 1999). Bei Endophyten die allein oder
sehr extensiv vorkommen wird eine grof3ere Wahrscheinlichkeit angenommen, dass es sich
um einen mutualistischen Endophyten handelt (Hammon & Faeth 1992). Aus Nicht- Clavici-
pitaceaen-Wirten hingegen konnen haufig viele verschiedene Endophyten isoliert werden,
die taxonomisch sehr divers sind (Schulz & Boyle 2005, Rodriguez et al. 2009). Die domi-
nanten Endophyten eines Wirts kdnnen je nach Pflanzenspezies, Standort und Zeitpunkt der
Untersuchung variieren. Die Zusammensetzung der Endophytengemeinschaft ist zudem
starken raumlichen (Wirtsorgan und -standort) und temporalen (saisonale) Variationen un-
terworfen (Mishra et al. 2012, Ek-Ramos et al. 2013, Rather et al. 2018). Der dominante En-
dophyt, daher das haufigste Pilzisolat einer Beprobung, kann zu einem spateren Zeitpunkt
sogar bei derselben Wirtspflanze eventuell nicht mehr nachweisbar sein (Suryanarayanan &
Thennarasan 2004, Thongsandee et al. 2012). Meist lassen sich einige dominant vertretene
Geno- bzw. Morphospezies identifizieren, wahrend die Hauptdiversitat durch Einzelisolate
("singeltons") repréasentiert ist (Arnold & Lutzoni 2007). Diese Beobachtung ist mit zuneh-
menden Alter des Pflanzengewebes ausgepragter, da sich Infektionsereignisse anhaufen
kénnen (Arnold et al. 2000). Im Extremfall kann sich die Endophytenzusammensetzung so-
gar signifikant von Wirtsindividuum zu Wirtsindividuum am gleichen Standort oder sogar von
Blatt zu Blatt desselben Wirtes unterscheiden (Arnold et al. 2003, Rodriguez et al. 2009).
Allgemein ist bei der Beprobung von Pflanzen aus artenreichen Habitaten (z.B. tropischen
Regenwaélder) beobachtet worden, dass pro Pflanzenspezies generell mehr als zehn bis
mehrere hundert unterscheidbare Endophytentaxa je Pflanzenart isoliert werden konnten.
Aus diesem Grund ist postuliert worden, dass tropische Pilzendophyten hyperdivers sind
(Arnold et al. 2000, Rodriguez et al. 2009). Die Inzidenz bzw. Kolonisierungshaufigkeit,
Diversitat und Wirtsbreite der Endophyten nimmt dabei von den arktischen Uber die gema-

Bigten zu den tropischen Habitaten zu (Arnold & Lutzoni 2007). Teilweise wird berichtet,
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dass die Variation in der Endophytengemeinschaft durch saisonale Effekte und den Gewebe-
typ starker beeinflusst ist als durch Standortfaktoren der Wirtspopulationen (Mishra et al.
2012). Diese Ausfuihrungen verdeutlichen erneut die komplexe Interaktion von Endophyt und
Wirt und implizieren ebenfalls die Probleme, die bei der Reisolierung bzw. Reproduzierbar-
keit der Isolierung eines Produktionsstammes bioaktiver Metaboliten auftreten kénnen.

Trotz der zeitlichen und raumlichen Variabilitdt in der Endophytenzusammensetzung inner-
halb von Individuen einer Pflanzenart wurden signifikante Unterschiede bei den dominanten
Endophyten bei zusammen auftretenden Pflanzenarten entdeckt. Diese Ungleichverteilung
der Endophytendiversitat innerhalb verschiedener Wirtsarten und Gewebetypen lasst auf
Wirtsspezifitéat bzw. Gewebespezifitdt oder zumindest Wirtspraferenz bzw. Gewebepréferenz
schlieBen (Arnold & Lutzoni 2007). Einige Endophyten werden als wirtsspezifisch angese-
hen, beispielsweise Rhizoctonia sp. als Endophyten von Orchideen (Orchidaceae) (Jia et al.
2016) oder Epichloé sp. und Balansia sp. als Endophyten von Grasern (Poales sp.) (Schulz
& Boyle 2005). Andere wiederum weisen ein breites Wirtsspektrum auf und sind ubiquitar
vorhanden, wie beispielsweise verschiedene Fusarium-, Xyalaria-, Colleotrichium-, Phomop-
sis- und Pestalotiopsis-Arten (Strobel & Daisy 2003, Arnold & Lutzoni 2007, Hyde & Soytong
2008). Trotz des Vorkommens von Generalisten sind die meisten Endophyten einzigartig fur
ihre biogeographische Region (Arnold & Lutzoni 2007). Problematisch bleibt jedoch, dass die
Endophytenisolierung (siehe Kapitel 2.2.6.) und die daraus abgeleitete Diversitat generell ein
methodenabhangiger Prozess ist (Gou et al. 2000, Hyde & Soytong 2008). Dies lasst vermu-
ten, dass die interessanten Endophyten, insbesondere mit Blick auf neue und bioaktive Na-
turstoffe, mit hoher Wirtsspezifitat und potenziell grof3er Diversitat eben nicht diejenigen En-

dophyten sind, welche sich problemlos kultivieren lassen (Arnold & Lutzoni 2007).
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2.2.6. Nachweis und Isolierung endophytischer Pilze

Fir die Identifizierung von Endophyten in Pflanzengewebe lassen sich verschiedene Metho-
den nutzen (Stone et al. 2004, Schulze & Boyle 2005).

Bei der histologischen Untersuchung des Pflanzengewebes lassen sich die Kolonisierung
und das Ausmalfi der Besiedlung durch Pilzhypen mit Mikroskopietechniken und Anfarbung
nachweisen. Allerdings ist die taxonomische Einstufung der Pilze insbesondere bei (morpho-
logisch) ahnlichen Arten nicht bzw. nur schwer méglich. Zusatzlich kdbnnen Pilzstrukturen im
Pflanzengewebe leicht Gbersehen werden, da die Besiedlung haufig lokal begrenzt ist.

Eine weitere Methode zum Nachweis von Endophyten ist die direkte Amplifizierung von Pilz-
DNA aus homogenisierten, oberflachensterilisierten Pflanzengewebe. Diese Art der Untersu-
chung bietet eher generelle Informationen zur Zusammensetzung der Endophytengemein-
schaft und taxonomischer Komposition (Stone et al. 2004). Allerdings kann hierbei die Unter-
scheidung zwischen Endo- und Epiphyten problematisch sein, da unklar ist, ob die DNA der
Epiphyten bei den generell angewendeten Oberflachensterilisierungstechniken dennoch in-
takt bleibt (Schulze & Boyle 2005).

Die Standardmethode beim Studium von Endophyten beinhaltet die Eliminierung von Epiphy-
ten mittels Oberflachensterilisierung, Auslegen des behandelten Pflanzengewebes auf ge-
eignetem Agar-Nahrmedium und die anschlieRende Subkultivierung als axenisches Isolat bei
Raumtemperatur. Die am haufigsten genutzten Methoden zur Oberflachensterilisierung be-
stehen aus einer Kombinationsbehandlung chemischer und physikalischer Sterilisation mit
wassriger Natriumhypochloritldbsung (NaOCI) als starkes Oxidationsmittel und wassriger
Ethanollésung (70-100%), welche zusatzlich als Benetzungsmittel wirkt, sowie die abschlie-
Benden Spillungen mit sterilem Wasser zur Entfernung von zuriickbleibenden Desinfekii-
onsmittel (Hallmann et al. 2006). Je nach zu behandelndem Pflanzengewebe und Autoren-
praferenz werden variierende Einwirkzeiten und Konzentration genutzt. Dartber hinaus sind
noch weitere, weniger gebrauchliche desinfizierende Agenzien in der Literatur beschrieben,
unter anderem Silbernitrat, Formaldehyd, Quecksilberchlorid und Wasserstoffperoxid, sowie
der Zusatz von Detergenzien (z.B. Tween 20, Tween 80, Triton-X-100) (Stone et al. 2004,
Hallmann et al. 2006).

Einen Uberblick gebrauchlicher Methoden, Agenzienkonzentration und Einwirkungszeit der
Oberflachensterilisierung zur Endophytenisolierung bieten Schulz et al. (1993), Stone et al.
(2004), Hallmann et al. 2006, sowie Jalgaonwala et al. (2011). Eine Erstellung des Pflanzen-
abdrucks nach der Oberflachensterilisierung wird nach Schulz & Boyle (2005) zur Uberprii-
fung der Elimination von Epiphyten empfohlen. Ebenfalls sollten nach Bacon & White (1994),
je nach Pflanzengewebe, verschiedene Einwirkzeiten getestet werden. Oberflachensterilisa-

tionen mit der Kombination von Ethanol und Natriumhypochlorid zur Eliminierung von E-
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piphyten bzw. Isolierung von Endophyten werden als geeignet angesehen (Schulz et al.
1993) und wurden daher fur die Isolierungsprozedur der vorliegenden Arbeit verwendet.

Ein weiterer Aspekt bei der Isolierung von Endophyten ist die Medienwahl. Es sind definierte
bzw. synthetische oder minimal Medien fir die Isolierung spezifischer Organismengruppen
beschrieben (z.B. Bacon & White 1994). Um Restriktionen bei der Anzahl der isolierten Arten
zu minimieren, werden hingegen Komplex- oder Vollmedien verwendet. Am gebrauchlichs-
ten fur Pilze sind Kartoffel-Dextrose-Agar oder Malzextrakt-Agar (Stone et al. 2004, Hall-
mann et al. 2006). Um das Uberwachsen der Kolonien durch sich rasch ausbreitende Pilze
oder die generelle Kontaminationsgefahr zu verringern, verwenden einige Autoren Minimal-
Medien, Wasser-Agar (Strobel & Daisy 2003) oder Komplexmedien mit reduziertem Nahr-
stoffgehalt (Stone et al. 2004).

Eine weitere Mdglichkeit zur Restriktion bzw. Beeinflussung der isolierbaren Endophytenar-
ten ist die Zugabe von Additive in Form von antibakteriellen Substanzen (Chloramphenicol,
Ampicillin, etc.), welche zur Vermeidung des Wachstums endophytischer Bakterien bzw. zur
Verringerung genereller Kontamination beitragen. Ebenfalls beschrieben ist die Zugabe von
Antimykotika (Cyclosporin A, Rose-Bengal, etc.) in geringer Konzentrationen, um schnell-
wachsende Pilzspezies an der Ausbreitung zu hindern. Auf ein generelles Verwerfen dieser
Zeitig isolierbaren Pilze indem zum Beispiel alle Pilze, die sich bereits nach unter 14 Tagen
Inkubationszeit mit dem oberflachensterilisierten Pflanzenmaterial isolieren lie3en, eliminiert

werden (Stone et al. 2004), wurde in der vorliegenden Arbeit verzichtet.
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2.2.7. Identifizierung und taxonomische Einordnung von endophytischen Pilzen

Die klassische Methode zur Identifizierung von Pilzendophyten ist, wie bei anderen Mikroor-
ganismen auch, die morphologische Beschreibung und Klassifizierung anhand von Zell-
merkmalen und Zelldifferenzierung (Muller & Loffler 1992, Aly et al. 2011a). Pilze verfligen
Uber komplexe Erscheinungsformen und Entwicklungsstadien (Anamorphe- vs. Teleo-
morpheform). Die taxonmische Einordnung anhand von Morphologie erfolgt in erster Linie
durch die Fruchtkérpermerkmale. Da gerade bei Endophytenstudien hé&ufig Pilze ohne
Fruchtmerkmale (mycelia sterilia) isoliert werden bzw. die Bedingungen zur Induktion der
Fruktifikation unbekannt sind und eine Unterschatzung der Endophytendiversitat (Morphotyp
vs. Genotyp) moglich ist, wird die morphologische Klassifizierungsmethodik zunehmend
durch DNA-basierte Methoden komplementiert bzw. allmahlich abgelést (Sun & Guo 2012,
Raja et al. 2017).

Etabliert ist die Sequenzierung und der Vergleich bestimmter, relativ kurzer (200 bis
1500Bp), Markerregionen, wie die ribosomalen Kern-DNA (nrDNA) Regionen ITS (Internal
Transcript Spacer), LSU (Large Subunit), SSU (Small Subunit) oder Protein kodierenden
Genen, wie RPB1 (Untereinheit von RNA Polymerase II), RPB2, CO1 (Cytochrom C Oxidase
Untereinheit 1), MCM7 (Minichromosome Maintenance), B-Tubulin, welche als eine Art Bar-
code zur Speziesbestimmung dient. Bei diesem Barcoding-Ansatz hat sich unter den Myko-
logen die ITS-Region (ITS1, 5.8S, ITS2) als universelle Barcoderegion durchgesetzt (Schoch
et al. 2012, Raja et al. 2017). Diese Region der ribosomalen Kern-DNA lasst sich in drei Be-
reiche einteilen, die jeweils von den Genen, LSU und SSU flankiert wird (siehe Abbildung
2.5)).

ITS1 ITS3
E— R
nrSSU (18S) Bereich ITS1 5.8S Bereich ITS2 nrLSU (28S)
-— -
ITS2 ITS4

Abbildung 2.5: Schema zur Anordnung der nrDNA Gene und der ITS-Region mit Position der
Primer (eigene Darstellung modifiziert nach Toju et al. 2012).

Je nach Autor, Sequenziertechnik und Studie werden entweder ITS1, ITS2, der komplette
ITS-Bereich, LSU oder SSU allein oder in Kombination fir die Artbestimmung und phyloge-
netische Studien verwendet. SSU-, ITS- und LSU-Regionen haben dabei im Vergleich zuei-
nander andere evolutiondre Veranderungsraten. Sie lassen sich demnach fir verschiedene
phylogenetische Fragestellungen nutzen. Dabei bietet der ITS-Bereich (schnellste evolutio-
nare Veradnderungsrate) Auflosungen bis auf Arten- und Gattungsebene, der LSU-Bereich

Vergleichsmdglichkeiten auf Gattungs- und Familienebene und der SSU-Bereich (geringste
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evolutiondre Veranderungsrate) Informationen fur Studien auf héheren taxonomischen Ebe-
nen (Familie, Ordnung, Klasse, Phylum) (Raja et al. 2017)

Ebenfalls wichtig fiir eine DNA basierte Identifizierung, unabhangig von der verwendeten
Region, ist die Nutzung universeller Primer mit breiter Phylumabdeckung. Die Forscher um
White et al. (1990) publizierten bereits im Jahr 1990 mit den Primern ITS1 und ITS4 die bis
heute am weitesten verbreiteten universellen Primer der ITS-Region (Stielow et al. 2015).
Einige Autoren bevorzugen den Primer ITS5 Uber ITS1 wegen der besseren Phylumabde-
ckung (Eberhardt 2012). Mit der Zeit wurden Beitrdge veroffentlicht, die Kombinationen von
Primern evaluieren und neue Primer mit verdnderter Phylumtabdeckung vorstellen (z.B. Mar-
tin & Rygiewicz 2005, Bellemain et al. 2011, Toju et al. 2012, Bokulich & Mills 2013, Op De
Beeck et al. 2014). Allerdings ist nach wie vor ein Bias Uber verschiedene taxonomische
Gruppen beobachtbar, womit diese Gruppen entweder ausgeschlossen oder unterreprasen-
tiert sind. Dennoch kann die Nutzung unterschiedlicher Primerkombinationen bei gewissen
Isolaten zu einer Identifizierung beitragen. Weiterhin ist der Barcodingansatz mit der ITS-
Region interessant, da die fir den Sequenzvergleich bendétigte Informationen in 6ffentlichen
Sequenzdatenbanken (z.B. INSDC) hinterlegt sind, welche in den letzten Jahren einen
enormen Eintragszulauf erhalten haben (Begerow et al. 2010, Strielow et al. 2015). Proble-
matisch bei der Spezieszuordnung anhand o&ffentlicher Datenbanken ist aber wiederum die
hohe Anzahl an unbenannten oder falsch zugeordneten Sequenzen, haufige Revision bzw.
unaktuelle taxonomische Zuordnung, sowie der hohen Synonymrate (etwa 2.5 zu 1) bei den
akzeptierten Spezies (Hawksworth 2001, Raja et al. 2017). Bis zu 20% der eingetragenen
Sequenzen kdnnten falsch zugeordnet (Bridge et al. 2003, Nilsson et al. 2006) bzw. unaktu-
ell sein oder andere Probleme aufweisen (Hawksworth 2003, Holsten-Jensen et al. 2003).
Verbesserungen stellen kuratierte und editierte Datenbanken dar (z.B. CBS-KNAW, UNITE,
RDP Warcup training set V2, RefSeq), allerdings beinhalten diese deutlich weniger Ver-
gleichssequenzen. Weiterhin bleibt die Identifizierung anhand von Vergleichsequenzen her-
ausfordernd, da nur ein kleiner Teil der beschriebenen Pilze (ca. 30%) Giberhaupt Giber Refe-
renzsequenzen verfugt (Vilgalys 2003, Raja et al. 2017).

Eine weitere Schwierigkeit der bei der Verwendung des Barcodeansatzes ist die Definition
der Operational Taxonomical Unit (OTU). Daher besteht im Fall der Artenidentifizierung einer
unbekannten Pilzkultur die Problematik, bis zu welchem Anteil der Ubereinstimmung einer
Sequenz zu einer Typenspeziessequenz bzw. Referenzsequenz diese noch zur selben Art
zugeordnet werden kann. In der Regel wird, wie auch bei Phylogeniestudien fir Bakterien,
die Ubereinstimmung von 97% bzw. 3% Unterschied als Grenzwert fur die OTU angewendet
(Arnold & Lutzoni 2007, Sanchez Marquez et al. 2008, Begerow et al. 2010, Op De Beeck et
al. 2014). Allerdings ist dieser feste Wert fiir verschiedene Pilzgenera unterschiedlich prakti-

kabel. So kann die 97% Schwelle fir Arten innerhalb einiger Gattungen zu hoch sein fir an-
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dere, besonders innerhalb der artenreichen Genera, wie Aspergillus, Penicillium, Trichoder-
ma oder Fusarium mit Ubereinstimmungen von tber 99% flr verschiedene Arten, zu niedrig
(O Brien et al. 2005, Begerow et al. 2010). Im Extremfall sind die ITS-Sequenzen sogar iden-
tisch und die Isolate auch morphologisch nicht voneinander unterscheidbar (Chaverri et al.
2015). Diese Isolate lassen sich gegebenenfalls nur mit Hilfe einer weiteren Markerregion
(z.B. TEF fur Trichoderma sp., CO1 fur Penicillium sp.) unterscheiden. Eine weitere univer-
sell nutzbare Barcoderegion, welche komplementar neben der ITS-Sequenzierung zur Art-
bestimmung eingesetzt werden kann, ist im Moment Gegenstand der aktuellen wissenschaft-
lichen Diskussion (Strielow et al. 2015). Allerdings kann diese zweite Barcoderegion eben-
falls, wie bei der ITS-Region auch, die Probleme der unterschiedlichen interspezifischen und
intraspezifischen Sequenzvariabilitéat, der unvollstandigen Primerabdeckung und der variie-
renden Lange der zu sequenzierenden Barcoderegion fur verschiedene taxonomische Grup-
pen innerhalb des Pilzreiches, aufweisen. Die genannten Problematiken der Speziesidentifi-
zierung mittels Markerregion werden eventuell erst geldst sein, wenn komplette Genomse-
guenzierungen zum Standardrepertoire gehéren. Auch wenn die Klassifizierung eines
Stammes auf den ersten Blick eher eine biologisch interessante Fragestellung ist, hat diese
ebenfalls Implikationen fiir die Naturstoffisolierung. Grund dafir ist, dass von den vielen ver-
schiedenen Stdmmen einer Morpho- oder Genospezies, die als Endophyten isoliert werden
konnen, oftmals nur einige in der Lage sind bestimmte bioaktive Komponenten entweder
Uberhaupt oder in ausreichender Menge wahrend der Kultivierung zu produzieren (Li et al.
1996).

Beide genannte Methoden zur Artenidentifizierung, die morphologische und die DNA-
basierte Methode, sollten nach Moglichkeit komplementar verwendet werden (Raja et al.
2017). Jedoch bleibt die morphologische Klassifizierung und das Involvieren aktueller taxo-
nomischer Erkenntnisse aufgrund fehlender Spezialisten und begrenzter Verfigbarkeit von
Typmaterial sowohl bei der morphologischen Identifizierung als auch bei der Uberpriifung
der Eintradge aus Sequenzdatenbanken unpraktikabel (Bridge et al. 2004). Demnach wird der
Barcodingansatz, trotz der genannten Einschrankungen, auf unabsehbare Zeit unverzichtbar

fur die Artenidentifizierung von Pilzendophyten bleiben.
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2.2.8. Rationale Pflanzenwahl, Aspekte der Beprobung und Diversitat der En-
dophytengemeinschaft

Trotz der komplexen Verteilung von Endophyten tGber Regionen, Wirte, Zeitpunkte und Ge-
webearten (siehe Kapitel 2.2.4. und 2.2.5.) und obwohl sich Endophyten generell aus jeder
Pflanze und jedem Pflanzengewebe isolieren lassen (siehe Kapitel 2.2.2.), ist die Suche
nach interessanten Naturstoffproduzenten dennoch kein "zufalliger Lauf durch einen zufalli-
gen Wald" (Schulz et al. 2002). Durch eine geeignete Pflanzenwahl kann sich bereits eine
verringerte Reisolierung bereits bekannter Naturstoffe aus Endophyten erreichen lassen
(Strobel et al. 2004).

Die Autoren um Strobel et al. (2004) haben Leitlinien fur die rationale Pflanzenwahl zur Iso-
lierung von neuen Pilzarten und einzigartigen Stammen/Biotypen beschrieben, welche in der
Regel (siehe Kapitel 2.1.4.) als vielversprechenden Quellen neuer Sekundarmetaboliten gel-
ten. Demnach sind Pflanzen mit besonderer Biologie, aus speziellen oder extremen Habita-
ten, sogenannte Extremophile, gute Ausgangsobjekte flr Endophytenstudien mit dem Ziel
der Isolierung neuer und bioaktiver Naturstoffe. Beispiele extremophiler Pflanzen sind Ther-
mophyten (Pflanzen aus geologisch aktiven Quellen), Halophyten (Pflanzen aus hochsalinen
Gebieten, z.B. Kustenstreifen, Salzseen) Acidophyten und Basiphyten bzw. Alkaliphyten
(Pflanzen aus stark vom neutralem pH-Wert abweichenden pH-Bereichen, z.B. Moore, Berg-
bau- und Vulkanregion) oder Psycrophyten (Pflanzen von kalten Stadtorten, z.B. Tundra,
Hochgebirge, Polarregionen). Ebenso sind Pflanzen mit ethnobotanischem Hintergrund bzw.
in der traditionellen Medizin genutzte Gewéachse oder bekannte Medizinalpflanzen als Aus-
wahl interessant, da die endophytischen Mikroorganismen gegebenenfalls dieselben oder
ahnliche Metaboliten wie die Pflanze produzieren (siehe Kapitel 2.1.4) und mitunter die ei-
gentliche Quelle der wirksamen Komponenten darstellen. Des Weiteren sind Pflanzen aus
Regionen friiher evolutionsgeschichtlicher Trennung (z.B. Gondwana), abgetrennte und iso-
lierte Regionen (Madagaskar, Australien, Neuseeland, Galapagos Inseln, etc.), sowie ende-
mische Pflanzen mit eingeschranktem Verbreitungsgebiet und allgemein besonders langle-
bige Pflanzen vielversprechend. Hierbei wird angenommen, dass sich durch die raumlich
getrennte Entwicklung der Pflanzen und des gemeinsamen evolutiondren Prozesses mit den
Endophyten eine eigene, spezialisierte Biologie entwickelte, die demnach auch einzigartige
Mykobionten hervorbringt. Ebenfalls sind Pflanzen aus Regionen mit hoher Biodiversitat und
Konkurrenzdruck (z.B. Regenwaélder) von Interesse, da hier ebenfalls von einer Korrelation
zur Endophytenbiodiversitat und der resultierenden Konkurrenzfahigkeit der mutualistischen
Interaktion mit den Endophyten ausgegangen wird (Strobel et al. 2004).

Die beobachtete Artendiversitat der isolierbaren Endophyten ist abhéngig von der Wirts-
pflanze, Gewebetyp (Blatter, Wurzel, Rinde etc.), Gewebealter (Anzahl der Besiedlungser-

eignisse steigt mit dem Expositionszeit), ProbengréfRe (je kleiner das praparierte Gewe-
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besegment desto mehr verschiedene Pilze lassen sich isolieren), Probenanzahl (z.B. Blatter
verschiedener individueller Pflanzen der selben Art und vom selben Standort) und Pflanzen-
standort (z.B. Hochebene vs. Tiefland, gemaRigte Region vs. Tropen), sowie weitere ortspe-
zifische Charakteristika (z.B. benachbarte Vegetation, Position in der Baumkrone) der indivi-
duellen Pflanze. Ebenfalls sind jahreszeitliche und rdumliche Unterschiede innerhalb dersel-
ben Pflanze und desselben Gewebetyps bei der Kolonisierungshaufigkeit und Artenkomposi-
tion beschrieben (Stone et al. 2004). Einige Studien berichten zudem von Unterschieden in
der Endophytengemeinschaft bei der Kultivierungs-basierten Identifizierung im Vergleich zur
Identifizierung durch Metagenomstudien. Als Resultat lieBen sich die Sequenzen von Orga-
nismen nachweisen, die nicht in den Kulturen wiedergefunden wurden oder umgekehrt Or-
ganismen, die als Endophytenkultur isoliert wurden aber nicht als Sequenz im Metage-
nomansatz nachgewiesen wurden (Arnold et al. 2007, Sun & Gou 2012). Dies kann durch
die unterschiedlichen Isolierungs- und Kultivierungsbedingungen einerseits (siehe Kapitel
2.2.6.), sowie abweichende Primerabdeckung einzelner Taxa, unterschiedliche Sequenzier-
techniken und deren Limitationen (siehe Kapitel 2.2.7.) andererseits, erklart werden. Dies
Zeigt aber, dass die beobachtete Endophytendiversitat ebenfalls durch die genutzten Techni-
ken beeinflusst wird und somit ein weiterer zu beachtender Aspekt ist. Endophytenstudien
sind daher generell als methodenabhangiger Prozess zu verstehen (Gou et al. 2001).

Der uberwiegende Teil der isolierbaren Pilze kann verschiedenen Taxa innerhalb der Asco-
myceten zugerechnet werden (Stone et al. 2004, Sun & Guo 2012) obwohl, wenn auch ver-
gleichsweise selten, endophytische Basidiomyceten beschrieben sind, sowie Arten aus an-
deren "nicht Dikarya" Abteilungen (z.B. Gloeromycota) und Unterabteilungen (z.B. Mucoro-
mycotina) der bestehenden Pilzsystematik (Hibbet et al. 2007) isoliert wurden. Verglichen mit
den systemischen Endophyten aus Grasern, welche sich hauptsachlich zwei Gattungen (E-
pichloé und Balansia) zuordnen lassen, sind Endophyten aus einjahrigen und perennierende
Pflanzen taxonomisch vielfaltig und umfassen viele verschiedene Familien und Gattungen
aus dem gesamten Reich der Pilze. Die meisten Arten lassen sich aus Blattern und Rinde
isolieren, weniger artenreiche Pflanzenstrukturen sind Wurzeln und verholzte Pflanzenteile
(Sprossachse, Leitbiindel, Stamm, etc.). Allerdings ist dieser Befund nicht einheitlich und es
lasst sich mitunter je nach Wirtspflanze eine andere Verteilung des Artenreichtums in den
verschiedenen Pflanzengeweben ausmachen (z.B. Su et al. 2010, Nisa et al. 2015). Die Ar-
tenzusammensetzung der Endophytengemeinschaft in Blattern eines bestimmten Wirtes
besteht in der Regel aus wenigen dominanten Spezies (Carrol 1995), die den Hauptteil der
isolierten Endophyten stellen und viele verschiedene zuféllige Arten, deren Varietat eher
durch die Sammelstelle (Petrini 1986), Blattalter (Arnold & Herre 2003) und die Beprobungs-
intensitat (Anzahl und Gréf3e der Blattsegmente) bestimmt wird, als durch die Wirtspflanze
(Stone et al. 2004, Arnold & Lutzoni 2007). Ebenfalls lasst sich die Gewebespezifitat der be-
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siedelnden Endophyten durch Unterschiede in der Artenzusammensetzung zum Beispiel
Blatt vs. Zweig (z.B. Sieber & Dorworrth 1994); Rinde vs. Stamm (z.B. Fisher & Petrini 1990),
Blatt vs. Stamm (z.B. Mishra et al. 2012), Blatt vs. Frucht (z.B. Ek-Ramos et al. 2013), ober-
irdische Pflanzenteile vs. Wurzeln (Comby et al. 2016) nachweisen. Jedoch sind hierbei
ebenfalls Uberschneidungen zu beobachten. Trotz der hohen Anzahl an verschiedenen Ar-
ten, die selbst von einer einzigen Wirtsspezies isoliert werden kénnen (z.B. Arnold et al.
2000, Stone et al. 2000, Nisa et al. 2015) und Pilzarten, welche eine breites Wirtsspektrum
und ubiquitarer Verbreitung haben, kann dennoch konstatiert werden, dass Wirtspraferenz
bis hin zu Wirtsspezifitat unter Endophyten verbreitet ist (Schulz & Boyle 2006, Arnold & Lut-
zoni 2007).

Die Diversitat der isolierbaren Endophyten nimmt mit steigendem Breitengrad (Tropen zu
Arktis) ab, wobei die Endophytengemeinschaft verschiedener Okozonen (polare Zone, bore-
ale Zone, etc.) allerdings einigartig ist (Arnold & Lutzoni 2007, Higgins et al. 2007). Daten
aus verschiedenen Studien lassen annehmen, dass das Verhéltnis von endemischen Endo-
phyten zur Wirtspflanzenart, zumindest fur Pflanzen aus gemalRigten Klimazonen, groR3er
eins ist (Stone et al. 2004). In den Tropen ist dieses Verhéltnis eventuell héher, auch wenn
die Wirtspraferenz aufgrund von wenigen verfigbaren Studien, unterschiedlich zu interpretie-
rende Ergebnissen und hohem Beprobungsaufwand schwerer nachweisbar ist (Arnold et al.
2000, Arnold & Lutzoni 2007). Auch wenn die Tropenregion als "Biodiversitatshotspots" an-
gesehen werden, was ebenfalls auch auf Pilze aus diesen Gegenden zutrifft (Arnold & Lut-
zoni 2007), sind auch in gemafigten Regionen noch viele unbeschriebene Pilz- bzw. Endop-
hytenarten erwartbar. Zudem sind viele wirkstoffproduzierende Pilze in der Industrie Stamme
aus gemaRigten Klimazonen (Blackwell 2011). Die Betrachtung der Endophytendiversitat
und deren Wirtsspezifitdat und hat nicht nur Implikationen fir die Schatzungen zur weltweit
insgesamt vorhandenen Anzahl an Pilzarten (Ghimire & Hyde 2004, Stone et al. 2004) und
Beprobungsbetrachtungen allgemein, sondern auch fir Suche nach vielversprechenden Na-
turstoffproduzenten, da neue Pilzarten, wie bereits dargelegt, oft mit neuen Sekundarmeta-

boliten assoziiert werden.
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2.3. Trenntechniken

Naturstoffextrakte sind in der Regel komplexe Gemische aus hunderten verschiedener Kom-
ponenten (Latif 2006) von denen nur wenige Uber eine gesuchte bioaktive Eigenschaft verfi-
gen oder neue Strukturen darstellen. Zudem sind diese oftmals, im Vergleich zu verbreitet
vorkommenden Verbindungen (z.B. Fettsauren), in geringer Konzentration vorhanden. Rein-
stoffe interessanter Verbindungen aus biologischen Extrakten lassen sich daher oft nur mit
erheblichem Aufwand durch Kombination verschiedener Trenntechniken und der Variation
der Trennbedingungen gewinnen (Sarker et al. 2006, Cannel 1998, Gibbons 1998). Im fol-
genden Kapitel werden einige Trenntechniken vorgestellte, die bei der Naturstoffisolierung

relevant sind.

2.3.1. Chromatographische Trenntechniken

Chromatographie (gr. chroma - Farbe, graphein - schreiben) ist eine chemisch-physikalische
Trenntechnik, die am Anfang der 1900er Jahre vom russischen Botaniker Mikhail Tswett
(auch Tsvett, Tswet, Zwet, oder Cvet geschrieben) fiir die Trennung von Farbstoffen aus
Pflanzenextrakten beschrieben und angewendet wurde. Diese Methode stellt die klassische
Saulenchromatographie dar (Snyder et al. 2012). Seitdem wurden viele verschiedene Trenn-
techniken entwickelt, die unter dem Oberbegriff Chromatographie zusammengefasst werden
konnen. Als Gemeinsamkeit lassen sich bei ihnen eine stationédre Phase definieren, die von
einer mobilen Phase um und durchstrémt wird. Dabei werden die einzelnen Komponenten
des zu trennenden Stoffgemisches durch verschiedene Wechselwirkungen mit der stationa-
ren und der mobilen Phase unterschiedlich stark zuriickgehalten und demnach unterschied-
lich entlang der stationare Phase mit der mobilen Phase weiter transportiert. Die Komponen-
ten kdnnen am Ende der Trennstrecke nach einer Retentionszeit (aufReres Chromatogramm)
detektiert bzw. in Fraktionen aufgefangen oder anhand des Laufweges (inneres Chromato-
gramm) an der stationaren Phase detektiert werden. Beide Varianten kbénnen sowohl analy-
tisch als auch im préaparativen Maf3stab genutzt werden. Je nach Art der beteiligten Phase
und daraus resultierenden Wechselwirkungen und Betriebsbedingungen, lassen sich die
einzelnen Chromatographietechniken klassifizieren. So lassen sich die Techniken nach dem
Aggregatzustand der mobilen Phase als Gas-, Flissig- oder uberkritische Fluid-
Chromatographie oder nach dem Prinzip der Trennung, beispielsweise Adsorptions-, Vertei-
lungs-, GroRenausschluss-, lonenaustausch- oder AffinitAitschromatographie, unterteilen.
Anhand weiterer Faktoren, wie Polaritat des Saulenmaterials und des Laufmittels (Normal-
und Umkehrphasen-Chromatographie), Form der stationaren Phase (planare Chromatogra-
phie vs. Saulenchromatographie (gepackte und Kapilarsaulen), PartikelgroRe und Betriebs-
druck (Flash-Chromatographie, High Performance Liquid Chromatographie (HPLC), Ultra
High Performance Liquid Chromatographie (UHPLC)), lassen sich die Chromatographie-
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techniken noch weiter spezifizieren. Samtliche Chromatographietechniken sind fur die analy-
tische und praparative Naturstofftrennung angewendet worden. Jedoch wird die Flissigkeits-
Adsorptionschromatographie (siehe Kapitel 2.3.1.) und die GréRenausschlusschromatogra-
phie (siehe Kapitel 2.3.2.) mit fliissiger mobiler Phase wegen des weiten nutzbaren Polari-
tatsbereichs und der daraus resultierenden breiten Anwendbarkeit fur viele Naturstoffklas-
sen, sowie des geringen apparativen Aufwands und der Skalierbarkeit vorwiegend zur Isolie-
rung von Sekundarmetaboliten aus komplexen Stoffgemischen genutzt.

Weitere chromatographische Methoden zur Trennung sind die lonenaustauschchromatogra-
phie, welche geladene bzw. ionisierbare Molekile trennt (Durham 2006) und die Gegen-
stromverteilungschromatographie (Flissig-Flissig-Chromatographie), welche Verbindungen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Verteilung in zwei nicht mischbaren Flussigkeiten trennt
(McAlpine & Morris 2006). Die Gegenstromverteilungschromatographie kann dabei als Multi-
kaskaden-Variante der klassischen flissig-flissig-Extraktion gesehen werden. Wegen der
Beschrankung auf Verbindungen mit ionisierbaren funktionellen Gruppen, vorwiegend sol-
che, im Falle der lonenaustauscherchromatographie, mit Carbonsauren oder Aminen und
des groReren apparatetechnischen Aufwands, bei der Gegenstromverteilungschromatogra-

phie, sind diese Methoden allerdings weniger verbreitetet.
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2.3.2. Flussigkeits-Adsorptionschromatographie

Die Flussigkeits-Adsorptionschromatographie (Flissig-Fest-Chromatographie, LC), insbe-
sondere in ihrer hochauflésenden Ausfihrung als ,High Perfomance Liquid Chromatogra-
phie* (HPLC) und mit dem Reversed-Phasen (RP-(HP)LC) Modus, stellt die am meisten ver-
breite Technik zur Isolierung von Verbindungen aus komplexen Naturstoffextrakten dar (Latif
2006, Barrow 2006). Wie bei allen Chromatographietechniken lasst sich eine stationare und
mobile Phase, welche die stationdre Phase Uber bzw. durchstromt und die zu trennenden
Verbindung weiter transportiert, definieren. Je nach Affinitat der einzelnen Komponenten im
Gemisch zur jeweiligen Phase weisen sie ein unterschiedliches Retentions- und Elutionsver-
halten auf (Abbildung 2.6.).
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Abbildung: 2.6.: Prinzipskizze eines chromatographischen Trennungsvorgangs mittels Adsorp-
tion an der stationdren Phase und Ldsemittelelution: a) Auftragung des Komponentengemi-
sches b) Unterschiedliche Retention der Komponenten und Transport mit der mobilen Phase c)
Elution der Komponente mit der geringsten Wechselwirkung zur stationéren Phase. | Fluss-
richtung, - - - stationaren Phase (eigene Darstellung).

Die mobile Phase ist dabei eine Flissigkeit, bei der sich Losemittel tGiber einen weiten Polari-
tatsbereich von unpolar (z.B. Hexan, Petrolether) tber intermediér polar (z.B. Dichlormethan,
Ethylacetat) bis hin zu polaren Losemitteln (z.B. Methanol, Acetonitril, Wasser) einsetzten
lassen. Als Zusatz zur pH-Einstellung fir einen einheitlichen Ladungszustand der Eluenten
werden Ameisensaure, Essigsaure, Trifluoressigsdure oder Trimethylamin verwendet. Die
stationdre Phase besteht aus porgsen, feinen Partikeln (& =10-200 ym) mit einer hohen
spezifischen Oberflache (5-800 m?/g) (Reid & Sarker 2006). Das Material liegt entweder ge-
packt als vollstdndig porose Partikel, teilweise portse Partikel mit festem Kern (Core-Shell-

Partikel) oder als verbundener Block (Monolith) vor, wobei letztere jedoch nur in HPLC-
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Systemen genutzt werden (Hayes et al. 2014). Uberwiegend wird Kieselgel oder modifizier-
tes Kieselgel, zum Beispiel mit unpolarer Beschichtung Cgs bzw. Cis oder polarer Beschich-
tung, unter anderem C,, Amin oder Diol funktionalisiert, eingesetzt. Fir spezielle Fragestel-
lungen, aber weniger verbreitet genutzt, sind Aluminiumoxid- oder Polystyrenpartikel (Reid &
Sarker 2006). Die Form der stationdren Phase liegt dabei entweder gepackt, als Zylinder
(Saulenchromatographie) oder planar, als dinne Schicht aufgebracht an einem Tragermate-
rial (Glas oder Aluminiumfolie), vor. Die Dunnschichtchromatographie (DC) findet dabei eher
in der Analytik Anwendung, lasst sich aber auch praparativ im kleinen MaRRstab (wenige Mil-
ligramm) fir spezielle Trennproblematiken mit wenig apparativem Aufwand umsetzen (Gib-
bons 2006).

Durch Verfligbarkeit und apparattechnische Fortschritte verbreiteten sich seit den 1970er
Jahren zunehmend HPLC-Systeme. Durch Reduktion der Partikelgrof3e (3-10um) der statio-
naren Phase lie’ sich, bei gleichbleibender Saulenlange, die Interaktion mit den Eluenten
erh6hen und somit bessere Resolution erreichen und die Trennleistung erhéhen. Allerdings
erfordert die damit verbundene Verringerung des Durchflusses erhéhte Betriebsdriicke, um
die Retentionszeiten zu senken (Latif 2006, Stead 1998).

Als Betriebsmodus fur die Trennung sind zum einen die Kombination von polarer stationarer
Phase (meist Kieselgel) mit unpolarem bis semipolarem Laufmittel, in der Regel Petro-
lether/Ethylacetat- oder Dichlormethan/Methanol-Mischungen, gebréuchlich. Dies wird als
Normalphasen-Chromatographie (NP-Chromatographie) bezeichnet. Zum anderen werden
unpolare stationdre Phasen (meist Cis-Kieselgel) mit semipolaren bis polaren Laufmitteln, in
der Regel Wasser in Kombination mit organischen Laufmitteln (z.B. Acetonitril oder Metha-
nol), fir die chromatographische Trennung genutzt. Dies wird als Reversed-Phasen-
Chromatographie (RP-Chromatographie) bezeichnet. Neben diesen beiden Techniken sind
mit der "Non Aqueous Reversed Phase"-Chromatographie (NARP-Chromatographie) und
der "Hydrophilic Interaction Chromatographie" (HILIC), sowie der "Aqueous Normal Phase"-
Chromatographie (ANP-Chromatographie) ebenfalls Techniken bekannt, die sich zwischen
den beiden zuvor genannten Methoden (NP- und RP-Chromatographie) einordnen lassen.
Die NARP-Chromatographie verwendet typisches RP-Saulenmaterial als stationare Phase
(z.B. Cs- bis Csp-Kieselgel) mit nicht wassrigen, semipolaren Losemittelsystemen (z.B. Me-
OH/DCM). Diese Trenntechnik eignet sich fur komplexe Gemische unpolarer Naturstoffe
(Fettsauren, Triacylglyceride, Isoprenoide, etc.), die sich schwer unter NP-Chromatographie
trennen oder sich nicht unter RP-Chromatographie Standardbedingungen eluieren lassen
(Parris 1978, Pérez-Fernandez et al. 2018). HILIC und ANP-Chromatographietechniken hin-
gegen nutzen polare NP stationdre Phasen in Verbindung mit wassrig-organischen Lésemit-
telsystemen, die typischerweise in RP-Chromatographiesystemen Anwendung finden

(Hemstrom & Irgum 2006, Pesek et al. 2013). Diese Techniken eignen sich zur Trennung
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von polaren Metaboliten (z.B. Glykosiden), die auf RP-S&aulen nur ungeniigende Retention
zeigen oder fur Komponentengemische, welche in normalen RP-Lésemittelsystemen nicht
I8slich sind. Bei den zuletzt genannten Techniken NARP, HILIC und ANP werden allerdings
neben der Adsorption verstarkt auch noch weitere Wechselwirkungs- und Trennmechanis-
men, wie solvophobe-Interaktion und Verteilung an zwei flissigen Phasen, diskutiert (Abbil-
dung 2.7.). So wird bei den HILIC- und ANP-Chromatographietechniken die Présenz eines
Wasserfilms, adsorbiert als Schicht um die stationdre Phase, an dem Verteilungsprozesse

stattfinden konnen, diskutiert (Snyder et al. 2012).

a) b) c)

Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung von beteiligten Wechselwirkungen zwischen Eluent
und stationdren Phase am Beispiel von RP-Materialtyp als stationére Phase, — Flussrichtung, ]

Phasenwechsel, - - - sorbierter Lésemittelfilm: a) Adsorption und Desorption b) Verteilung am
Flussigkeitsfilm und sorbierten Lésemittelmolekiilen c) solvophobe-Interaktion (eigene Darstel-

lung).

Dies verdeutlicht die Vielseitigkeit der Flissigchromatographie als Trenntechnik Uber einen
weiten Polaritéatsbereich und zeigt aber auch gleichzeitig die komplexen Interaktionen zwi-
schen den Eluenten, sowie stationarer und mobiler Phase.

Die Elution bzw. die Retention einer Komponente an einer gegeben stationaren Phase lasst
sich anhand der Polaritat der Laufmittel und der Polaritat der Eluenten mittels elutroper Rei-
hen abschéatzen. So eluieren bei der NP-Chromatographie unpolare Substanzen vor polaren
Substanzen. Mit Erhohung der Polaritéat des Losungsmittelgemisches wird die Retention der
Gemischkomponenten gegentiber der stationaren Phase verringert, sodass diese ebenfalls
von der stationdren Phase gespllt werden. Die Elutionsreihenfolge bei der RP-
Chromatographie ist dabei entgegengesetzt. Hierbei zeigen polare Komponenten weniger
Retention. Mit Erhéhung des unpolareren Lésungsmittelanteils im Laufmittelgemisch werden
diese verstarkt entlang der Flussrichtung weiter transportiert und so ebenfalls aus der statio-
naren Phase eluiert. Die Polaritat des Losemittelgemisches ist allerdings nur ein Aspekt bei

der Retention der Gemischkomponenten.
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Anderungen der Bestandteile des Laufmittelgemisches mit vergleichbarer Elutionsstarke
konnen dennoch zu beachtlichen Retentionszeit bzw. R--Wert Unterschieden fiihren und so
dennoch zum Trennerfolg zwischen verschiedenen Verbindungsklassen oder sogar zwi-
schen strukturell ahnlichen Substanzen derselben Verbindungsklasse fiihren, welche sich im
anderen Laufmittelsystem nicht trennen lieBen. Der Begriff Polaritat in Zusammenhang mit
den zu eluierenden Substanzen ist demnach eine komplexe Funktion aus der Molekulstruk-
tur und Arten der Interaktion mit der stationdren und mobilen Phase (Snyder et al. 2012).
Weitere Moglichkeiten zur Methodenentwicklung bestehen in der Fahrweise, entweder isok-
ratisch (gleichbleibende) oder als Gradient (kontinuierlich oder stufenweise), der Laufmittel-
zusammensetzung.

Die Detektion der eluierenden Komponenten erfolgt bei der praparativen Saulenchromato-
graphie entweder nachtraglich auRerhalb der Saule beispielsweise anhand fester Fraktions-
groRen mit analytischer DC und Farbereagenzien bzw. analytischer HPLC oder online wah-
rend der Elution. Fur Online-Monitoring sind die UV-VIS-, Brechungsindex- (RI) oder Licht-
streudetektoren (ELS) als Hauptdetektortypen verfligbar (Latif 2006). Fur die Nutzung der
praparativen Dunnschichtchromatographie muss die Detektionsmethode allerdings zersto-
rungsfrei sein (in der Regel UV-VIS), weshalb gangige Farbereagenzien (z.B. Vanillin, Kali-
umpermanganat) zur Visualisierung der Banden ausscheiden (Gibbons 2006). Abbildung

2.8. stellt die prinzipiellen Bestandteile einer sdulenchromatographischen Trennung dar.

Detektion
Losemittel- Pumpe/ .| Proben- Jd Trennsiule 7
vorrat Schwerkraft aufgabe
Fraktions-
sammlung

Abbildung 2.8.: FlieRdiagramm zur Trennung mittels Saulenchromatographie (eigene Darstel-
lung).

Die Probenauftragung erfolgt entweder geldst in nach Mdglichkeit minimaler Menge Laufmit-
tel oder, bei ungeniigender L6slichkeit, gebunden an einem Tragermaterial (z.B. Kieselgel,
Kieselgur) direkt am S&aulenkopf oder mittels separater Injektionsschleife bzw. Injektionskar-
tusche. Versorgung mit und Transport des Laufmittels erfolgt durch entsprechende Lésemit-
telreservoirs und Pumpe bzw. Schwerkraft. Die Fraktionssammlung wird in festen Volumina
mit anschlieRender Analytik und Zusammenfiihrung von Fraktion &hnlicher Komposition oder

anhand Online-Detektion vorgenommen.
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2.3.3. GrolRenausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie (SEC), auch als Gelpermeations- bzw. Gelfiltration-
schromatographie bezeichnet, stellt eine weitere Chromatographie Trenntechnik dar. Das
Trennprinzip basiert auf den unterschiedlichen hydrodynamischen Volumen, welche ver-
schiedene Molekile in Losungen einnehmen (Reid & Sarker 2006). Diese Molekiile werden
durch eine inerte feinporige Matrix (stationdre Phase) gefiihrt. Dabei eluieren Molekile mit
einem grofRen hydrodynamischen Volumen zuerst, da diese durch ihre Gré3e von dem Zu-
gang zu feineren Poren ausgeschlossen werden. Kleinere Molekile eluieren hingegen ver-
z6gert, da diese in die kleineren Poren eindringen oder sie durchdringen kénnen, womit die-
se einen langeren Weg bzw. eine langere Verweilzeit haben (Houssen & Jaspars 2006,
Cannell 1998, Stead 1998) (Abbildung 2.9.).
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Abbildung 2.9.: Schema zur GrdRRenausschlusschromatographie, | Flussrichtung: a) Beginn
des Trennvorgangs b) Unterschiedliche Retention der Gemischkomponenten c) Elution der
Verbindung mit dem grof3ten hydrodynamischen Volumen (eigene Darstellung, angelehnt an
Wu et al. 1995).

Das hydrodynamische Volumen korreliert mit dem Molekulargewicht, weshalb bei dieser Me-
thode haufig auch von einer Trennung nach Molekulargewicht gesprochen wird. Diese Tech-
nik wird daher ebenfalls zur Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung von Polymeren
angewendet (Malwar 1995, Stead 1998).

Je nach Molmassenbereich und Polaritat der zu trennenden Komponenten existieren ver-
schiedene Typen von stationdren Phasen in Form von quervernetzten Polymerkugeln (z.B.
Dextrangele, Agarosegele, Polyacrylamidgele, Kieselgele, Styren-Divinylbenzencopolymere)
(Cannell 1998, Stead 1998, Houssen & Jaspars 2006, Latif 2006). Diese Trenntechnik wird
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haufig bei der Trennung von Proteinen, Peptiden, Poly- und Oligosacchariden, sowie ande-
ren Polymere angewendet (Wu et al. 1995, Latif 2006, Houssen & Jaspars 2006). Fir die
Trennung niedermolekularer Naturstoffe ist die Nutzung von Sephadex LH-20 als stationare
Phase verbreitet (Reid & Sarker 2006, Cannell 1998). Diese Trennmatrix besteht aus hydro-
xypropyliertem mit Epichlorhydrin quervernetztem Dextran mit sowohl hydrophilem als auch
hydrophobem Charakter, welches die Verwendung von organischen Losemittelsystemen
erlaubt (Houssen & Jaspars 2006).

Bei Stoffen mit vergleichsweise geringem Molekulargewicht werden, neben dem bereits oben
beschriebenen Trennprinzip des GroRRenausschlusses, insbesondere bei der Verwendung
von bindren Losungsmittelsystemen, des Weiteren das Trennprinzip der Verteilungschroma-
tographie (Houssen & Jaspars 2006) und der Adsorption (Cannell 1998), sowie weitere Ef-
fekte (Stead 1998) diskutiert. Beim Verteilungseffekt wird angenommen, dass sich das Po-
renvolumen und das Auf3envolumen in seiner Losemittelzusammensetzung unterscheiden
und sich Stoffe je nach Affinitat unterschiedlich verteilen. Die anderen Trennprinzipien und
Effekte hingegen kdnnen aus den zuséatzlichen Wechselwirkungen der Substanzen mit der
stationdren Phase und dem Losemittel einerseits und den Wechselwirkungen der zu tren-
nenden Komponenten untereinander andererseits, resultieren. Die genannten Effekte stellen
somit weitere Parameter zur Trennung und eréffnen demnach theoretisch die Trennung von
Substanzen, welche dasselbe hydrodynamische Volumen aufweisen. Je nach Molekileigen-
schaft und Losemittelsystem sind die einzelnen Trenneffekte allerdings unterschiedlich stark
ausgepragt.

Da Naturstoffextrakte in der Regel viele Komponenten mit &hnlichen Molekularmassen ent-
halten, ist diese Technik vor allem nitzlich bei der Entfernung von unerwiinschten hochmo-
lekularen Stoffen (z.B. Chlorophylle, Zellwandfragmente) (Reid & Sarker 2006) oder bei Be-
standteilen mit divergierenden Molekularmassen in spéateren Phasen der Separation der Ex-
traktkomponenten (Latif 2006). Zudem ist die Probenriickgewinnung durch das inerte Pa-

ckungsmaterial in der Regel sehr hoch (Salituro & Dufresne 1998, Houssen & Jaspars 2006).
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2.4. Analytik zur Strukturaufklarung von Naturstoffen

Fur die Identifizierung und Strukturaufklarung von Naturstoffen ist generell eine Kombination
von analytischen Techniken notwendig. Die wichtigsten sind die NMR-Spektroskopie und die
Massenspektrometrie (Bross-Walch et al. 2005). Bei speziellen Fragestellungen oder
Abgleich mit bestehenden Referenzspektren sind ebenfalls weitere spektroskopische
Methoden wie IR- oder UV-VIS Spektroskopie nitzlich. Fir die Aufklarung der Konfiguration
eines Molekiils ist dariberhinaus die Kristallstrukuranalyse mittels Rontgenstrahlung eine

wertvolle Methode.

2.4.1. Massenspektrometrie

Im Bereich der Naturstoffcharakterisierung werden generell Information aus der Massen-
spektrometrie genutzt. Entweder werden diese zur Bestatigung des etablierten Strukturvor-
schlags mittels niedrig bzw. hochauflosenden Massespektren, als Teil der Dereplikationsstra-
tegie (siehe Kapitel 2.4.4.) bei der Extraktbearbeitung oder zur Absicherung bzw. zum Erhalt
zusatzlicher Strukturinformationen anhand von Fragmentierungsmustern oder prominenten
lonenaddukten verwendet (Bouslimani et al. 2014). Wegen der geringen bendtigten Menge
im Vergleich zu spektroskopischen Methoden wie der NMR-Spektroskopie und der Kombina-
tionsmdoglichkeit mit verbreiteten Trenntechniken (i.d.R. RP-HPLC) ist die Massenspektro-
metrie oftmals der erste Zugang zu Strukturinformationen in Naturstoffstudien (Hubert et al.
2017). Die Massenspektrometrie ist eine relativ alte Technik deren Wert fur die Naturstoff-
aufklarung bereits friih erkannt und spatestens seit der Mitte der 1950er Jahre auf verschie-
dene Naturstoffklassen (z.B. Peptide und Alkaloide) angewendet wurde (Biemann 2015).
Massenspektrometer bestehen prinzipiell aus den Bestandteilen eines Probenaufgabensys-
tems, einer lonenquelle, eines Massenseparators bzw. -analysators, eines Detektors sowie
einem System zur Datenverarbeitung (Abbildung 2.10.). Die lonisierung, Massenseparation

und Detektion findet dabei im Hochvakuum statt.

Proben- » lonenquelle | Massen- »  Detektor » Datensystem
aufgabe separator

Abbildung 2.10.: Prinzipskizze zu Bestandteilen von Massenspektrometern (eigene Darstellung,
angelehnt an Gross 2013).

Uber die Jahre wurden verschiedene Massenseparationsprinzipien bzw. Massenanalysator-
typen (TOF-, Sektorfeld-, Quadrupol-, lonenfallenanalysatoren) und lonisierungstechniken
(El, ESI, MALDI, FAB, PI, CI etc.) entwickelt, welche den Anwendungsbereich fur bestimmte
Naturstoffklassen erweitern. Die gebrduchlichsten lonisierungstechniken sind die ESI- und

MALDI-Techniken. Grinde hierfiir liegen in ihrer, im Vergleich zu anderen lonisierungstech-
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niken (z.B. El), schonenden lonisierung und der Anwendbarkeit auch fir groRe Molekile
(z.B. Proteine, Polysacharide). Die Elektronenstof3-lonisierung (El) als klassische lonisie-
rungsmethode ist fur kleine organische Molekule weiterhin stark verbreitet. Entsprechend der
genutzten lonisierungstechnik und Massenseparation kdnnen die massenspektrometrischen
Verfahren klassifiziert werden (z.B. ESI-TOF-MS, EI-IT-MS). In der Praxis sind Massenspekt-
rometer haufig mit einem Chromatographie-Trennsystem (z.B. RP-HPLC-TOF-MS) gekop-
pelt. Durch Erweiterungen der Instrumentation konnen Tandem-MS- bzw. MS/MS-
Experimente oder multiple Fragmentierungsuntersuchungen (MS") ausgefuhrt werden. Tan-
dem MS-Experimente kénnen besonders fir die Strukturaufklarung von Naturstoffen von
Interesse sein. Hierbei wird die Probe zunédchst durch eine weiche lonisierungsmethode
nach Masse/Ladungsverhdltnis (m/z) selektierte Vorlauferionen getrennt. Dies liefert in der
Regel die m/z-Werte der Molekil- bzw. Pseudomolekilionen. In einem zweiten MS-
Experiment (raumlich oder zeitlich getrenntes Tandem-MS) werden aus den zuvor selektier-
ten Vorlauferionen, Frakmentionen generiert, die wiederum nach m/z-Werten selektiert wer-
den. Dies wird entweder durch die spontane Dissoziation metastabiler lonen oder durch den
induzierten Zerfall mittels Kollision mit inertem Tragergas (CID - Collision Induced Dissociati-
on) oder an einer Oberflache (SID - Surface Induced Dissociation) erreicht (Gross 2013).
Durch die Kombinationsmdglichkeiten der unterschiedlichen lonisierungstechniken, Mas-
senseparatoren und Dissoziationsaktivierungen existieren sehr viele Varianten und Parame-
ter eines MS/MS-Experimentes. Die daraus resultierenden Spektren kdnnen anhand des
Fragmentierungsmusters Rickschliisse auf strukturelle Merkmale des Analyten geben oder
die Unterscheidung von Substanzen mit derselben Summenformel bzw. ahnlicher Masse
ermdglichen. Je nach Massengenauigkeit des Spektrometers (Low Resolution (LR-MS) bzw.
High Resolution (HR-MS)), lonisierungstechnik und Instrumentierung (Generierung von
Fragmentierungsmustern entweder aus harter lonisierung oder MS/MS-Experimenten), so-
wie dem Zugang zu Spektrendatenbanken (Verbindungs- (Antibase, SciFinder, etc.) bzw.
Spektren-basiert (Massbank, LipidMAPS, etc.)) und Analyseprinzipien (Fragmentation Pre-
diction, Molecular Networking) kénnen MS-Experimente bereits in friihen Stadien der Ex-
traktbearbeitung zur Dereplikation (siehe Kapitel 2.4.4.) genutzt werden (Bouslimani et al.
2014). Neuere MS-Techniken, welche unter anderem die Vermessung von Naturstoffen di-
rekt aus Umweltproben und biologischen Material (z.B. Blattern, Mycel) mittels Atmospha-
rendruck-lonisationstechniken (DART, DESI) erméglichen oder komplexen Naturstoffextrakte
mit hunderten von bekannten Verbindung identifizieren bzw. die Strukturklasse bisher unbe-
kannter Verbindungen anhand von Fragmentationsbdumen einordnen, sind in der Entwick-

lung (Bouslimani et al. 2014).
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2.4.2. NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanz (engl. Nuclear Magnetic Resonance) stellt die wichtigste Methode zur
Strukturaufklarung organischer Molekile dar. Bestimmte Isotope chemischer Elemente ver-
fugen Uber einen Eigendrehimpuls, welche Uber eine Spinquantenzahl (I) abweichend von
Null verfiigen und somit in NMR-Experimenten zugéngig sind. Einige der am haufigsten vor-
kommenden Isotope, wie *C und *O (I = 0), sind hingegen NMR unempfindlich. Die wich-
tigsten NMR zugéanglichen Kerne (*H, *C) fur die Strukturaufklarung verfigen tber eine
Spinnquantenzahl von | = 1/2. Anhand der chemischen Verschiebung bekannter Struktu-
relemente aus Tabellenwerken lassen sich Rickschliisse auf die Molekulstruktur, wie zum
Beispiel das Vorhandensein und die Néhe bestimmter funktioneller Gruppen, ableiten. Nicht
nur Uber die chemische Verschiebung, sondern auch tber die Integrale der Signalgruppen,
die Signalform (z.B. scharf/breit, Dacheffekt) und die Signalfeinaufspaltung (Multiplizitat, M)
durch indirekte- bzw. skalare Spin-Spin-Kopplung und die zugehdrigen Kopplungskonstanten
(J) lassen sich im *H-NMR Aussagen Uber Struktur des vermessenen Molekiils erhalten. Der
Betrag der Kopplungskonstante ist unabhangig vom aufReren Magnetfeld und nimmt in der
Regel mit zunehmender Bindungsentfernung zum Kopplungspartner ab. Bestimmte Kopp-
lungskonstanten sind darliiber hinaus charakteristisch fir beispielsweise Geometrien von
Doppelbindungen (cis: 3Jun = 6-11 Hz, trans: 3Juy = 12-19 Hz) oder Substitutionsmuster am
Aromaten (ortho: -®Jun = 6-10 Hz, meta: “Jyn = 1-3 Hz, para: 3Jyn = 0-1,5 Hz) und liefern
daher weitere wertvolle Strukturinformationen (Field et al. 2008).

In 3C-NMR werden aufgrund der geringen natirlichen Haufigkeit im Vergleich zu *2C-Kernen
generell keine 3C-1*C-Kopplungen beobachtet. Die *C-'H-Kopplungen hingegen sind be-
obachtbar und folgen den Multiplizitatsregeln. Die Signale werden allerdings in der Regel
mittels Breitbandentkopplung durch Einbringen von Strahlung im Resonanzbereich der H-
Kerne unterdriickt, weshalb die *C-Signale als Singuletts erscheinen. Dies vereinfacht die
Interpretation des *C-Spektrums und erhoht unter anderem durch die Unterdriickung der
Aufspaltung die Intensitéat der beobachteten Signale, wobei die einzelnen Signale nach Ent-
kopplung keine korrekten Integrale ausweisen (Field et al. 2008). Der Informationsverlust
durch Entfallen der Kopplungsmuster, wie zum Beispiel die Anzahl der *H-Kopplungspartner
durch Jc-Kopplung oder Strukturinformationen durch weiterreichende *C-*H-Kopplungen
(z.B.3cch, 3Jccc), konnen durch andere NMR-Experimente (z.B. DEPT, Heteronukleare
2d-Spektren) oder durch redundante Informationen aus *H-Spektren gewonnen werden.

Die vorgestellten *H- und *C-Spektren liefern bereits wichtige Strukturinformationen. Neben
den erweiterten technischen Entwicklungen, wie Kryomagnete, mit denen deutlich hohere
Magnetfeldstéarken generiert werden konnen oder gekihlte Probenkopfe bzw. Sender-
[Empfangerspulen ("Cryoprobes"), welche das thermisches Rauschen minimieren und damit

die Sensitivitét des Signals erhdhen, die Messzeit verkirzt bzw. die Anforderungen an Pro-
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benmenge der oftmals substanzlimitierten Naturstoffproben verringert, wird ein deutlicher
Fortschritt fur die strukturelle Charakterisierung von Naturstoffen in den seit den 1970er Jah-
ren entwickelten Homo- und Heteronuklearen 2d-Experimenten gesehen (Bross-Walch et al.
2006). Besonders fur die Strukturaufklarung hervorzuheben ist das homonukleare *H-'H-
NMR-Experiment COSY (Correlation Spectroscopy), welches Kopplungspartner, in der Re-
gel in geminaler (*Ju) und vinicinaler (3Jun) Position, in konjugierten oder rigiden Systemen
auch Uber 4 (*Jun) oder sehr selten 5 (°3Jun) Bindungen, aufzeigt. Weiterhin sind TOCSY
(Total Correlation Spectroscopy) Experimente, welche Kopplungen innerhalb eines komplet-
ten Spinnsystems ansprechen, hervorzuheben. Zuletzt genanntes Experiment ist besonders
natzlich bei Verbindungen mit vielen separaten Spinnsystemen, wie Peptiden oder Sacchari-
den. Ebenfalls zu den 2d-homonuklearen *H,'H-Spektren zéhlen NOESY (Nuclear Overhau-
ser Enhancement Spectroscopy) und ROESY (Rotating Frame Overhauser Effect
Spectroscopy). Diese NMR-Experimente visualisieren allerdings direkte Spin-Spin-Kopplung
durch NOE-Differenzspektren. Die Kopplungen sind daher nicht bindungsvermittelt, sondern
zeigen Korrelation durch den Raum (~5A). Die Ausnutzung des Kern-Overhauser-Effektes
(NOE) kann demnach hilfreich zur Aufklarung der Molekilkonfiguration, sowie der Verknip-
fung getrennter Spinsysteme sein (Friebolin 1999, Mitchell & Costisella 2007).

Bei den heteronuklearen 2d-Korrelation sind vor allem HSQC- (Heteronuclear Quantum Cor-
relation) bzw. HMQC-Experimente (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), welche die
1Jcn-Kopplung, somit das direkt am Kohlenstoffatom gebundene Wasserstoffatom, identifi-
ziert und HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) Experimente, welche 2Jc - und
3Jcn-Korrelationen hervorheben, fur die strukturelle Aufklarung von Naturstoffen relevant.
Ahnlich zum H-H-COSY sind in konjugierten Systemen und bei besonderen Konformationen
auch “4J-Kopplungen, seltener 5J-Kopplungen beobachtbar. Insbesondere HMBC-
Experimente sind unerlasslich bei der Verknipfung von separaten Spinnsystemen lber qua-
ternare C-Atome und Heteroatome (N, O, S) hinweg (Bross-Walch et al. 2006).

Weiterhin existieren einige NMR-Experimente bzw. Kombination von Pulsfolgen, die fir be-
stimmte Fragestellungen oder Naturstoffklassen relevant sein kénnen. Als Bespiel lasst sich
das Kombinationsexperiment HSQC-TOCSY fir Molekile (z.B. Steroide, Terpenoide) mit
enger Dispersion der chemischen Verschiebung bzw. starker *H-NMR Signaliiberlappung
nennen. Des Weiteren lasst sich das 2d-INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Dou-
ble Quantum Transfer) Experiment mit Beobachtung der Jc c-Kopplungen aufzéhlen, wel-
ches fir Verbindungen mit stark substituiertem Kohlenstoffgeriisten, zum Beispiel bei po-
lyzyklischen Aromaten, wie Antracenen oder Flavonoiden, geeignet ist (Bross-Walch et al.
2006). Letzteres Experiment stellte durch die geringe Haufigkeit von benachbarten *C-
Atomen (ca. 0,01% im Vergleich zu *2C) allerdings besondere Anforderungen an Proben-

menge und Messzeit (Friebolin 1999).
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2.4.3. Erstellung der Molekulstruktur

Zur Erstellung eines Strukturvorschlages werden die Information aus den einzelnen vorge-
stellten NMR-Experimenten (Kapitel 2.4.2.) kombiniert und gegebenenfalls durch aquivalente
Informationen aus verschiedenen NMR-Experimenten zusatzlich abgesichert. Die chemi-
schen Verschiebungen aus den 1d-NMR-Experimenten (*H-NMR und **C-NMR) liefern an-
hand von Tabellenvergleichswerken (z.B. Pretsch et al. 2010) typische Verschiebungsberei-
che, die bereits auf das Vorhandensein bestimmter funktioneller Gruppen oder Strukturele-
mente schlie3en lassen (z.B. ~6-9ppm - aromatisches Proton, ~50-60ppm - Methoxykohlen-
stoff). Die Verschiebungsbereiche vieler funktioneller Gruppen und Strukturelemente Uberla-
gern allerdings bzw. kénnen je nach elektronischer Umgebung sehr breit sein, weshalb er-
ganzende Strukturinformationen aus 2d-NMR-Korrelationen unerldsslich sind. Ohne Vorwis-
sen zur Naturstoffklasse der isolierten Verbindung bietet sich die fragmentbasierte Struktur-
erstellungen an. Dazu werden Substrukturen anhand von vereinzelten Spin-Systemen durch
!H-, COSY-, TOCSY- und HMQC-Spektren erstellt. Diese Substrukturen bzw. Molekiilfrag-
mente werden mittels *3C-Spektren und HMBC-Korrelationen verknlpft. Die Bestimmung der
funktionellen Gruppen und der verbundenen Heteroatome erfolgt tber die chemische Ver-
schiebung und anhand des Massenspektrums. Zur Bestimmung der relativen Konfiguration
und zur Unterscheidung von Regioisomeren kdnnen NOESY- oder ROESY-Spektren heran-
gezogen werden. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration hingegen sind Vergleichsda-
ten aus Drehwert- bzw. CD-Messungen oder die Kristallstruktur nétig.

Haufig lassen sich allein aus dem *H-NMR-Spektrum bereits Vorschlage zur Naturstoffklasse
unterbreiten. Ist die Klasse des isolierten Naturstoffes entweder durch Literaturrecherchen zu
den zu erwartenden Metaboliten in verwandten Organismen ableitbar oder bereits durch das
H-NMR offensichtlich, so kann mitunter das Kohlenstoffgerist direkt bestimmt und das Sub-
stitutionsmuster bei reduziertem NMR-Spektrensatz etabliert werden (Bross-Walch et al.
2005).
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2.4.4. Dereplikationsstrategien

Ein grof3es Problem in der Naturstoffforschung stellt die Reisolierung von bereits bekannten
Metaboliten dar. Ansatze und Strategien zur Verhinderung dessen werden als Dereplikation
bezeichnet und zielen darauf ab, bereits bekannte Verbindungen zu einem mdglichst friihen
Zeitpunkt der Organismenauswahl und der Extraktbearbeitung zu identifizieren (EI-Elimat et
al. 2013, Hubert et al. 2017). Wie bereits in Kapitel 2.1.4. und 2.2.7. diskutiert, liegt eine ge-
nerelle Moglichkeit zur Dereplikation in der Auswahl von Mikroorganismen aus speziellen
Habitaten oder taxonomisch wenig erforschten Organismengruppen. Neue Mikroorganismen
werden in der Regel mit neuen Metaboliten assoziiert (Strobel et al. 2005) bzw. es sind bei
eng verwandten Arten fur gewdhnlich ahnliche Naturstoffe zu erwarten (El-Elimat et al.
2013). Dieser Ansatz wird als Taxonomy- oder Gensequenz-basierte Dereplikation bezeich-
net. Hierbei werden meist aus kurzen nrDNA-Sequenzen phylogenetische Baume generiert,
welche nach der Clusteranalyse die Auswahl eines vielversprechenden Stammes unterstiit-
zen kdnnen (Hubert et al. 2017). Einen alternativen Ansatz bietet das "genome mining", wel-
ches sich ebenfalls zur genbasierten Art der Dereplikationsstrategie zahlen lasst und bei se-
guenzierten Genomen isolierter Organismen oder Metagenomen aus Umweltproben genutzt
werden kann. Hierbei wird gezielt nach DNA-Bereichen gesucht, welche fir Enzyme oder
Multienzymkomplexe des Sekundarmetabolitstoffvechsels codieren (z.B. Polyketidsynthase
(PKS), Nichtribosomale Petptidsynthase (NRPS)). Organismen, mit vielen verschiedenen
oder ungewoéhnlichen Kombinationen solcher Biosynthesegene, kdnnen als produktive oder
privilegierte Stamme gesehen und bei der Auswahl bevorzugt werden. Ein bekanntes Pro-
gramm zur Vorhersage von potenziell generierbaren Metaboliten anhand von DNA-
Sequenzen der Mikroorganismen ist beispielsweise antiSMASH (Medema et al. 2011, Blin et
al. 2019). Allerdings ist zu beachten, dass solche Betrachtungen vorwiegend fir gut charak-
terisierte modulare Biosynthesesysteme funktionieren. Hingegen kdnnen Metaboliten mit
unbekanntem oder gemischtem biosynthetischem Ursprung tbersehen werden und den
Prognosen aus der Genomanalyse entgehen. Demnach sind fir die Naturstoffforschung wei-
terhin Vorgehen notig, welche auf Kultivierung des Produktionsstammes, Isolierung der Me-
taboliten und deren anschlieRender struktureller Aufklarung basieren (Bachmann et al.
2014).

Neben den Dereplikationsstrategien, welche auf taxonomischen (morphologisch- und DNA-
basiert) Gesichtspunkten beruhen oder die auf der Analyse von Sekundarmetabolit-
Biosynthesegenen aufbauen, existieren Strategien, welche unabhangig von der Quelle des
Extrakts bleiben. Diese stitzen sich auf Metabolitdatenbanken mit spektroskopischen und
spektrometrischen Dateneintréagen. Je nach Ziel der Untersuchung lassen sich die Dereplika-
tionsansatze, welche auf Verbindungsdatenbanken basieren, weiter in vier Kategorien unter-

gliedern (Hubert et al. 2017). In einfachsten Féllen besteht die Dereplikationstechnik aus
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einer Flussigkeitschromatographie, als verbreitetste Trenntechnik fir Rohextrakte und Sub-
fraktionen, in Verbindung mit einem UV/VIS-Detektor. Die Kombination von Absorptionsspek-
tren aus DAD (Dioden Array Detektor) und Retentionszeiten liefert einfache Parameter zur
Identifizierung bekannter Metaboliten. Dies erfolgt im Vergleich zu mitgefiihrten Referenz-
verbindungen. Ebenfalls kdnnen UV/VIS-Profile und Retentionszeiten zur Erkennung von
Verbindungen in &hnlichen Fraktionen desselben Extraktes verwendet werden. Die Aussa-
gekraft zur Diskriminierung von Metaboliten, insbesondere bei struktureller Ahnlichkeit, ist bei
UV-VIS-Signaturen allerdings sehr begrenzt. Die meisten Dereplikationsstrategien setzten
demnach zusétzlich auf andere analytische Methoden wie MS oder NMR.

Durch Kopplung von LC und MS, der Schlisseltechnik vieler Dereplikationsmethodiken,
konnen Nominalmasse und exakte Masse, wovon sich wiederum die Summenformel bzw.
Elementarzusammensetzung der Verbindung ableiten lasst, sowie Addukte und Fragmentie-
rungsmuster, insbesondere bei MS/MS-Experimenten generiert, als Parameter zur Unter-
scheidung herangezogen werden. Ebenfalls genutzte Dereplikationstechniken sind auf Basis
von 'H- oder ¥ C-Spektren vorhanden (Hubert et al. 2017). Allerdings ist die direkte Kopplung
mit der Flissigkeitschromatographie (LC-NMR) apparatetechnisch deutlich aufwendiger und
erfordert je nach Ausfuihrung (stop flow, LC-SPE-NMR, etc.) einen hoheren Grad an Automa-
tisierung (Bross Walch et al. 2005, Halabalaki et al. 2014).

Aufwendigere Dereplikationsanspriiche nutzen eine Kombination von erfassten Parametern
zur Unterscheidung von Metaboliten, wie zum Beispiel die Kombination von UV/VIS-
Spektren und hochaufldsenden Pseudomolekularionenmassen (ESI+/ESI-) und Adduktsigna-
turen (LC-DAD-TOFMS) in Abgleich mit einer "inhouse" Datenbank (Nielsen et al. 2011). Des
Weiteren sind Kombinationen von Retentionszeiten, UV/VIS und hochauflosende MS/MS-
Profile (UPLC-DAD-HRESIMS-MS/MS) mit einer Datenbank basierend auf zytotoxischen
Metaboliten (El-Elimat et al. 2013) beschrieben. Ebenfalls wurde die Kombination von Infor-
mationen aus UV/VIS-Spektren, Retentionszeiten, MS und *H-NMR Daten mit kommerziellen
Datenbanken spezialisiert auf mikrobielle Naturstoffe (AntiBase) oder Verbindungen marinen
Ursprungs (MarinLit) als Dereplikationsprotokoll genutzt (Lang et al. 2008). Ein weiterer An-
satz besteht in der Analyse von *C-NMR-Spektren aus Roh- oder semigereinigten Fraktio-
nen mit hierarchischer Clusteranalyse im Vergleich zu einer beschréankten Auswahl von be-
rechneten *C-Referenzsubstanzspektren (Hubert et al. 2014, Bakiri et al. 2017).

Je nach Zahl der erfassten Parameter, Moglichkeiten und Genauigkeit der Datenabfrage,
sowie des Umfangs der genutzten Datenbank kénnen die potenziellen Trefferzahlen sehr
hoch sein. Die Molekularmasse bzw. die Elementarzusammensetzung ist der am leichtesten
zugangliche und in den meisten Datenbanken (z.B. Chemical Abstract Service
(CAS)/SciFinder, PubChem, Antibase, MarinLit, Spectral Database for Organic Compounds
(SDBS), Dictionary of Natural Products (DNP)) abfragbare Parameter (Lang et al. 2008). Am
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Beispiel des 5-Methylmellin, ein Pilzmetabolit mit der Summenformel C11H1.O3, generiert aus
hochaufldsender LC-MS-Messung, zeigen sich allerdings aus der Datenbankabfrage mittels
SciFinder Gber 5900 Verbindungen (N = 5975) mit derselben Elementarzusammensetzung.
An einem anderen Molekul mit der Summenformeln C.sH240g¢ werden neben der isolierten
Verbindung (Auranticin A) noch an die 500 weitere Treffer (N = 499) angezeigt. Eine eindeu-
tige Diskriminierung und Festlegung auf ein zu erwartendes Molekl ist hierbei sehr schwie-
rig und ohne weitere Parameter manuell kaum zu bewerkstelligen. Dies gilt umso mehr, da
die aus hochauflésenden MS-Spektren abgeleiteten Molekularmassen und Summenformeln
eine mogliche Falschzuweisung zulassen. Grinde liegen in der Unsicherheit bei der Zuord-
nung der gefundenen lonenaddukte oder der Uberlagerung durch gering konzentrierte Ver-
bindungen, welche aber deutlich besser ionisierbar sind als die Zielverbindung (Lang et al.
2008). Ein weiterer Punkt in diesem Zusammenhang ist die erreichte Massengenauigkeit, die
bei der Diskriminierung verschiedener Molekule bzw. Elementarzusammensetzungen eine
Rolle spielt (Nielson et al. 2011). Die Zahlen der méglichen Isotopenkombinationen aus den
gemessenen m/z-Werten kann, je nach angesetzter Massengenauigkeit (Am < 10ppm, Am <
5ppm, etc.) und getroffener Einschrankungen, wie beispielsweise Ausschluss bestimmter
Elemente, Beschrankung der Elementarzusammensetzung und Beachtung des Isotopen-
musters, dennoch sehr hoch sein (Gross 2013).

Eine Mdoglichkeit die Anzahl potenzieller Strukturkandidaten zu reduzieren, ist die Verwen-
dung von spezialisierten Datenbanken. Diese kdnnen zum Beispiel auf Organismen (z.B.
Mikroorganismen (Datenbank: Antibase)), Stoffklassen (z.B. nicht ribosomale Peptide (Da-
tenbank: Norine)) oder die Umwelt bzw. das Habitat (z.B. fir Meereshabitate (Datenbank:
MarinLit)) bezogen sein. Ebenfalls moglich ist die Kreation einer internen Datenbank bei
speziellen Fragestellungen, wie die Beschrankung auf bekannte Metaboliten derselben Fa-
milie oder Gattung bei der Extraktbearbeitung eines Organismus oder die Erstellung von Ein-
tragen mit haufigen Mykotoxinen bei der Suche nach neuen Zytostatika aus Pilzen. Eine an-
dere Option, die Treffer an mdglichen Verbindungen zu verringern, besteht in der Einbezie-
hung weiterer Parameter, wie bereits identifizierte funktionelle Gruppen und Strukturelemen-
te aus den 'H- oder 3C-Spektren. Die Nutzung von NMR-Messungen kann allerdings, je
nach vorhandener Gerétetechnik und Molekuilgréi3e, die Isolierung von substantiellen Men-
gen (~ m > 1mg bei MW < 500, 500MHz NMR) erfordern. Dies steht jedoch dem Dereplikati-
onsanspruch, daher der Erkennung von Substanzen zu einem moéglichst friihen Zeitpunkt
ohne aufwendige Isolierung, teilweise entgegen. Die NMR-Spektroskopie gilt als effizienteste
Methode zur unzweifelhaften Molekulidentifizierung und erfuhr zudem bedeutende techni-
sche Fortschritte (cryoprobes, capillaryprobe, Magnetfeldstérke, etc.), welche unter anderem
die nétigen Substanzenmengen reduzieren (Hubert et al. 2017). Aus diesen Grinden und da

NMR-Spektren ohnehin integraler Bestandteil der Strukturaufklarung sind, kénnen 'H- oder

41



2. Theoretischer Hintergrund - 2.4. Analytik zur Strukturaufkl&rung von Naturstoffen -

13C-NMR-Messungen bei Naturstoffuntersuchungen routinemafig ausgefiihrt werden. Dem-
nach entféllt bei der Dereplikation anhand von 'H- oder *3*C-Spektren zumindest die zeitauf-

wendige Generierung von 2d-NMR Spektren und die Strukturaufklarung tber diese (siehe
Kapitel 2.4.3.).
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3. Material und Methoden

3.1. Pflanzenproben

Fur die Isolierung von Pilzendendophyten wurden verschiedene Pflanzen und Gewebetypen

(Rinde, Blatter, etc.) aus unterschiedlichen Regionen und Habitaten der Welt verwendet (Ta-

belle 3.1.). Das Pflanzenmaterial aus Kamerun wurde von Prof. Bruno Ndjakou Lenta (Uni-

versitat Yaoundé |, Kamerun) zur Verfligung gestellt. Die Proben aus Schottland wurden im

August 2015 genommen. Weiteres Material wurde in Victoria (VIC), Australien (AUS) im No-

vember/Dezember 2016 gesammelt. Die Pflanzen wurden mittels Fachliteratur und wenn

moglich Uber Beschilderung vor Ort identifiziert. Des Weiteren wurden die Richtlinien des

Nagoya-Protokolls fir die Probenentnahme befolgt und nationale Bestimmungen nach bes-

ten Wissen und Gewissen beachtet. Australien war zum Zeitpunkt der Probenenthnahme und

Verfassen der Arbeit nicht Mitglied des Nagoya-Protokolls. Es wurden keine seltenen und

exotischen Arten oder Pflanzen nach CITES-Liste (Convention on International Trade in

Endangered Species of Wild Fauna and Flora) beprobt. Zudem erfolgte die Beprobung ohne

Schadigung der Pflanze bzw. Pflanzenpopulation vor Ort und nicht abseits von Wegen.

Tabelle 3.1.: Zur Isolierung verwendetes Pflanzenmaterial.

Art Gewebe Sammelort Habitat Datum
Rauvolfia Rinde Kamerun Regenwald, )
macrophylla _ tropisch
Seqt_10|adendron Rinde Cawdor Castel, Cawdor, Nairn, Wald 29.08.2015
giganteum Schottland
Carpobrotus . Kuste ndhe Princetown, Great Kistendunen,
rossii Blatter Ocean Rd., VIC, AUS Felsklippen 26.11.2016
. . N Reeves Beach, 90 Miles Beach, . .
Atriplex cinerea Blatter Gibbsland, VIC, AUS Kistendiinen 16.12.2016
Lophozonia | gisyer Rinde Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, | 3 15 9916
cunninghamii kuhl geméaRigt
Eucalyptus Rinde Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, | 43 15 5916
regnans kuhl geméaRigt
Diksonia Wedel, Rha- Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, | 3 15 9916
antarctica chis kuhl geméaRigt
. . Stamm R Regenwald,
Dicksonia sp. (Caudex) Ta-rra Yalley, VIC, ATUS kihl gemaRiat 03.12.2016
Trlstan_|0p5|s Rinde McKenzie River/Bemm River, VIC, Regenwe.llldz 06.12.2016
laurina AUS warm gemaigt
zi?r';st:‘ Blatter Point Ricardo, Marlo, Vic, AUS Diinenwald | 10.12.2016
Exocarpus Blatter, Rinde Double Creek, Mallacoota, VIC, Regenwa.llldz 06.12.2016
cupressiformis AUS warm gemaigt
Banksia sp. Blatter Genoa River, Genoa, VIC, AUS Flussbett 05.12.2016
Allocasuarina Blatter Kiiste nahe Yanakie, VIC, AUS Kistenwald | 30.11.2016
verticillata
Eucalyptus sp. | Rinde Secret BeachAltJ/lgllacoota, VIC, Kistenwald 06.12.2016
: Wulgumerang East, Little River,
Eucalyptus sp. Il Rinde VIC. AUS Wald 08.12.2016
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3.2. Isolierung endophytischer Pilze

Das gesammelte Pflanzenmaterial (Blatter, Rinde, etc.) wurde von oberflachlich gesund er-
scheinenden Individuen entnommen und nach Méglichkeit bis zur Bearbeitung dunkel, kihl
und trocken gelagert. Die Oberflachen der so erhaltenen Pflanzenteile wurden nach einer
modifizierten Methode nach Luginbuhl & Miiller (1980) bzw. nach Petrini & Dreyfuss (1981)
sterilisiert. Diese adaptierte Methode (Tabelle 3.2.) umfasste das Einlegen der zu sterilisie-
renden Pflanzenteile in Ethanol (70%, v/v) fur 30 Sekunden, weiteres Einwirken in Natrium-
hypochloritiosung (NaCIO, 5.25%, v/v, 5% verfigbares Chlor), erneutes Einlegen in Ethanol
(70% (v/v)) fur weitere 30 Sekunden und abschlieBendem Waschen mit sterilem Wasser
(3x1 ml).

Tabelle 3.2.: Standardprozedur der Oberflachensterilisierung.

Reihenfolge Sterilisationslésung [%)] Einwirkzeit [min]
1. Ethanol (70) (v/v) 0.5
2. NaClO (5.25) (w/w) 3
3. Ethanol (70) (v/v) 0.5
4 VE-Wasser (100) -

Das behandelte Pflanzenmaterial wurden auf sterilem Zellstofftuch fiir wenige Minuten (3-
5 min) getrocknet, gegebenenfalls in kleinere Sticke (ca. 1 cm x 1 cm) geschnitten und auf
Kartoffel-Dextrose-Agar Petrischalen (@ =10 cm, Sarstedt, DEU) gelegt und leicht ange-
driickt. Die so praparierten Agarplatten wurden am Rand abgedichtet (Parafilm, Bemis, USA)
und in Dunkelheit bei Raumtemperatur (25 °C) inkubiert.

Je nach Pflanzenmaterial und Pilzstamm konnte im Agar (Tabelle 3.3.), in der Regel nach
ein bis 14 Tagen, vom behandelten Pflanzenmaterial ausgehend, Hyphenwachstum beo-
bachtet werden. Makromorphologisch unterscheidbare Kolonien wurden subkultiviert. Hierzu
wurde mittels sterilisiertem Pulverspatel an der Hyphenfront quadratische Bldcke
(0.5 mm x 0.5 mm) ausgestochen und auf Petrischalen mit Kartoffel-Dextrose-Agar transfe-
riert. Gegebenenfalls wurden die so transferierten Kolonien erneut umgesetzt und auf einer
neuen Agarplatte weiter kultiviert. Das allgemeine Vorgehen bei der Endophytenisolierung

und Kultivierung ist in Abbildung 3.1. am Beispiel von Blattern (Carpobrotus sp.) illustriert.
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Abbildung 3.1.: Isolierung von Endophyten: a) Pflanzenmaterial (Blatter, Carpobrotus rossii)
nach Oberflachensterilisierung b) Kultivierung auf Kartoffel-Dextrose-Agar mit Zusatz von
Chloramphenicol c¢) Transferierung von auftretendem Mycelgeflecht d) separierte Kultivierung
als axenische Kultur (eigene Darstellung).

a)

Zur Kontrolle der Effektivitat der Oberflachensterilisierung wurde stichprobenartig ein Ab-
druckt des behandelten Materials auf Kartoffel-Dextrose-Agar erstellt und der Bewuchs kon-
trolliert. Chloramphenicol wurde zur Unterdriickung bakterieller Kontamination bzw. zur se-
lektiven Isolierung von Pilzendophyten wahrend der Inkubation des Pflanzenmaterials als
Zusatz im Agarmedium mitgefiihrt. Die Zugabe des Antibiotikums zum Medium erfolgte dabei
vor der Autoklavierung. Zur Reduzierung der thermischen Belastung von Chloramphenicol
wurde die Sterilisierung des Mediums in kleine Volumina (V < 250 ml) vollzogen. Die Kultivie-
rung der axenischen Kulturen wurde allerdings ohne Antibiotikum weitergefihrt.

Tabelle 3.3.: Verwendetes Material bei der Stammisolierung.

Medium

Material Konzentration [g/l] Produzent
Kartoffel-Dextrose Extrakt 24 Sigmar-Aldrich, USA
Agar (fur Molekularbiologie) 15 AppliChem, DEU
Chloramphenicol 0.1 AppliChem, DEU
VE-Wasser ad 1000 ml Millipore, USA

Einstellung auf pH 7.0 mittels HCI (1M) bzw. NaOH (1M)

Oberflachensterilisierung

Material

Konzentration [%]

Produzent

Ethanol (techn.) 70 (VIv) Stockmeier Chemie, DEU
NaClO (techn.) 5.25 (w/w) Stockmeier Chemie, DEU
VE-Wasser 100 Millipore
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3.3. Stammbhaltung und Kultivierung

Samtliche Kultivierungsarbeiten wurden unter Sterilbedingungen (Sterilbank: Uniflow, UVUB
1200 Biohazard, UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs GmbH, DEU) durchgefuhrt. Medi-
en und Gerate wurden vor der Benutzung autoklaviert (121 °C, 20 min; Vapour-Line 80-M,
VWR International, USA).

3.3.1. Submers-Fermentation

Erfolgreich subkultivierte Isolate wurden in Kartoffel-Dextrose Flissigmedium (Tabelle 3.4.)

weiterkultiviert.

Tabelle 3.4.: Verwendetes Material bei der Submers-Fermentation.

Kartoffel-Dextrose-Flissigmedium

Material Konzentration [g/l] Produzent
Kartoffel-Dextrose Extrakt 24 Sigmar-Aldrich, USA
Wasser ad 1000 ml Millipore, USA

Einstellung auf pH 7.0 mittels HCI (1M) bzw. NaOH (1M)

Wie zuvor in Kapitel 3.2. beschrieben, wurden diese Isolate unter Sterilbedingungen mittels
Spatel direkt aus den Agarpetrischalen ausgeschnitten, in 50 ml Erlenmeyerkolben (Enghals
und Weithals, ca. 20-30 ml Medium) transferiert und im Dunkeln kultiviert (25 °C). Die daraus
resultierende Kultursuspension (Abbildung 3.2.) diente als Inokolum fir die Solid-State-
Fermentation (SSF) und das Anlegen der Kryokulturen.

a) b) c) d)

Abbildung 3.2.: Submers-Fermentation am Beispiel von: a) SG14ba (Umbelopsis sp.), b) SG18e
(Penicillium sp.), ¢) SG16 (Gelasinospora sp.), d) SG21 (Peziza sp.) (eigene Darstellung).
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3.3.2. Kryokonservierung

Fir die dauerhafte Stammhaltung wurden Kryokulturen angelegt. Dies erfolgte in Anlehnung
an die bei Marmann (2016) bzw. Kitamoto et al. (2002) beschriebenen Methoden.

Die Kultursuspension (0.75 ml) (siehe Kap. 3.3.1.) wurde mit 20%iger bzw. 30%iger (w/w)
wassriger Glycerin-Losung (0.75 ml) mit gleichem Volumenverhéltnis in Reagiergefalien
(2 ml, Sarstedt, DEU) pipettiert und vermischt (Tabelle 3.4.). Wenn vorhanden wurden zu-
satzlich Oberflachen- bzw. Substratmyzel (0.5 cm x 0.5 cm) per Spatel abgetrennt und zur
Losung hinzugefligt. Die Kryokulturen wurden bei -80 °C (Tieftemperaturschrank, MDF-
U5386F, Panasonic, JPN) ohne Temperaturkontrolle eingefroren und bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert. Die Vitalitat der Kulturen wurde durch erneutes Animpfen auf Petrischalen
(Kartoffel-Dextrose-Agar) oder in Erlenmeyer-Kolben (Reismedium) nach einer Mindestlage-

rungszeit (t > 24 h) getestet.

Tabelle 3.4.: Zusammensetzung des Kryomediums.

Kryomedium

Material Konzentration Produzent
Glycerin 10-15% (w/w) Carl Roth, DEU
VE-Wasser 35-40% (w/w) Millipore, USA
Kultursuspension 50% (v/Vv) -
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3.3.3. Solid-State-Fermentation

Die Kultierung der Stamme zur Produktion und Extraktion von Sekundéarmetaboliten erfolgte
als Festphasen-Fermentation auf Reismedium (Oryza sativa ssp. indica) (Tabelle 3.5.).

Tabelle 3.5.: Zusammensetzung des Reismediums.

Reismedium

Material Konzentration Produzent
Reis 1 g/1.2 g Wasser Bon-Ri, Euryza, DEU
Wasser 1.2 g/ g Reis Millipore, USA

Fur die Extraktgewinnung der Bioaktivitatstests wurde in kleinerem MaRstab in Enghals-
Erlenmeyerkolben (100 ml, 10 g Substrat) kultiviert. Die Extraktgewinnung zur Isolierung der
Sekundarmetaboliten wurde hingegen in Weithals-Erlenmeyerkolben (500 ml, 50 g Substrat
bzw. 1000 ml, 100 g Substrat) ausgefiihrt. Fir die Standardkultivierung wurde dem Substrat
(parboiled Reis) Wasser (1.2 g je g Substrat) hinzugegeben und fiir mindestens 3 h bei
Raumtemperatur quellen gelassen. Die Kolben wurden zum Schutz vor Kontamination mit
Aluminiumfolie oder Watte und Aluminiumfolie verschlossen und autoklaviert. Das Inokulie-
ren des Mediums erfolgte entweder von Agarpetrieschalen (Kapitel 3.2.), der Kultursuspen-
sion (Kapitel 3.3.1.) oder dem Kryomedium (Kap. 3.3.2.). Der jeweilige Stamm wurde bei
Raumtemperatur (25 °C), in Dunkelheit lagernd, fir mindestens 28 Tage bis zur Extraktion
(Kapitel 3.5.) kultiviert (Abbildung 3.3.).

a) b) c) d)

Abbildung 3.3.: Festphasen-Fermentation am Beispiel von: a) SG10 (Coniothyrium sp.), b)
SG1l4c (Mucor sp.), ¢) SG17a (Biscogniauxia sp.), d) SG18d (Pseudoplectania sp.) (eigene Dar-
stellung).
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3.4. Stammidentifizierung

3.4.1. Gewinnung und Aufreinigung der DNA

Fir die Identifizierung der isolierten Pilzendophyten wurde der Flussigkultur (Kapitel 3.3.1.),
je nach Bewuchscharakteristik, entweder Oberflachenmyzel (ca. 0.5 cm x 0.5 cm) per Spatel
oder Kultursuspension (1.5 ml) enthommen und in ReagiergefaRe (2 ml, Sarstedt, DEU)
Uberfihrt. Diese wurden zentrifugiert (10 min, 12000 g (13400 rpm), MiniSpin, Eppendorf,
DEU), der Uberstand abpipettiert und das Pellet bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert.

Der Zellaufschluss erfolgte durch Mérsern in flissigem Stickstoff (Linde, DEU). Fur die Ex-
traktion und Reinigung der genomischen DNA wurde ein kommerziell erhéltliches Kit
(DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, DEU) verwendet. In Abweichung zum Protokoll wurde nach
dem Waschschritt zusatzlich zentrifugiert und die Elution der DNA mit 2 x 25 yL H>O statt
2 x 100 pL Elutionspuffer vollzogen.

3.4.2. Amplifizierung der DNA-Barcode Region

Als universelle Barcode Region (Schoch et al. 2012) wurde die gesamte ,Internal Transskript
Spacer“-Region (ITS-Region; ITS1, 5.8S, ITS2) der ribosomalen Kern-DNA (nrDNA) gewahlt.
Die ITS-Region wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus der isolierten genomi-
schen DNS amplifiziert. Bei der Standardamplifikation wurde die korrekturlese Polymerase
Pfu (Promega, USA) und das Primerpaar ITS5 und ITS4 (Eurofins Genomics, DEU) bzw. fur
den LSU-Bereich LROR und LR5 verwendet. Die Details der genutzten Primer sind in Tabelle
3.6. beschrieben. Bei negativem Amplifizierungsergebnis wurden andere Primerkombinatio-
nen (z.B. ITS1-F_KYOL1/ITS4), ITS5/ITS4_KYO2, etc.) getestet.

Tabelle 3.6.; Verwendete PCR-Primer.

Vorwartsprimer

Primerbezeichnung

Sequenz 5'— 3’

Referenz

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al. 1990
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. 1990
ITS1-F_KYO1 CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA Toju et al. 2012
ITS1-F_KYO2 TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA Toju et al. 2012
ITSO9mun TGTACACACCGCCCGTCG Egger 1995
BITS ACCTGCGGARGGATCA Bokulich & Mills 2013
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Rehner & Samuels 1994

Ruckwaértsprimer

Primerbezeichnung

Sequenz 5'— 3’

Referenz

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
ITS4 _KYO2 RBTTTCTTTTCCTCCGCT Toju et al. 2012
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Vilgalys & Hester 1990
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Beim Screening nach geeigneten Primern wurde dabei entweder der Vorwarts- oder der
Ruckwartsprimer variiert.

Die DNA-Amplifizierung wurde in RegiergefaRen (0.2 ml, Sarstedt, DEU) im Thermocycler
(Primus 25 advanced, PEQLAB Biotechnologie, DEU) vorgenommen. Die Bedingungen wah-
rend der PCR sind Tabelle 3.7. und 3.8. zu entnehmen.

Tabelle 3.7.: Reaktionsmischung PCR.

Komponente V [ul] Produzent
Wasser 18.5 Millipore
10x Puffer (20 mM, MgSOa) 25 Promega, USA
Pfu-Polymerase 0.5 Promega, USA
Vorwarts-Primer (10 pmol/ul) 0.5 Eurofins Genomics, DEU
Ruckwarts-Primer (10 pmol/pl) 0.5 Eurofins Genomics, DEU
dNTPs 0.5 Promega, USA
DNA-L8sung (genomische) 2.0 -

Tabelle 3.8.: PCR Bedingungen bei der Amplifizierung der ITS-Region.

T [°C] t [min] Zyklen
95 15 x1
95 0.75
52 0.5 x35
72 2.5
72 5.0 x1

Bei Stammen, die sich anhand der ITS-Region phylogenetisch nicht ausreichend einordnen
lieRen, wurden eine zusatzliche Barcoding-Region (nrDNA large subunit (LSU); 28S) amplifi-
ziert (Eberhardt 2012). Konzentration und Komponenten sind wie bei der ITS-Amplifikation
(Tabelle 3.7.) identisch. Bis auf die reduzierte Primerhybridisierungstemperatur und die ver-
langerte Elongationszeit (Tabelle 3.9.) wurden fir die LSU-Amplifizierung ebenfalls dieselben

Bedingungen gewahlt.

Tabelle 3.9.: PCR Bedingungen bei der Amplifizierung der LSU-Region.

T [°C] t [min] Zyklen
95 15 x1
95 0.75
48 0.5 x35
72 35
72 5 x1

Der Erfolg der DNA-Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese tberpruft. Fir die Proben
(5 ul) versetzt mit Ladepuffer (1 pl, Loading Dye Purple (6x), New England BioLabs, USA),
wurden Agarosegele (1% bzw. 1.5% (w/v), Agarose Standard, low EEO, AppliChem, DEU) in
TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer, Tabelle 3.10.) verwendet.
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Tabelle 3.10.: Zusammensetzung des TAE-Gelelektrophorese-Puffers.

Komponente ¢ [mmol/l] Produzent
TRIS 40 Fisher Chemical, USA
Essigsaure 20 VWR, USA
EDTA x 2Na x 2H20 1 Karl Roth, DEU

Diese wurden fir 30 bis 45 min (150 V, 110 mA, 20 W) unter Spannung (EPS601, Ame-
rsham Bioscience, GBR) entwickelt. Die Visualisierung der Banden erfolgte entweder Uber
Ethidiumbromid-Lésung (Karl Roth, DEU) oder Uber In-Gel-Staining (5 pl/ 25 ml Agarose)
mit einem Benzimidazolderivat (1,1'3,3',5,5'6,6'-Octamethyl-2,2'-spiro(2,3-dihydro -1H-
Benzimidazol) (Roti-GelStain, Karl Roth, DEU) unter UV-Licht (Transilluminator TI4, Biomet-
ra, DEU). Die Visualisierung nach Anfarbung der Banden im Gel unter UV-Licht ist beispiel-
haft in Abbildung 3.4. dargestellt. Die Proben, bei denen, im Vergleich zum Bandenstandard
(100 bp DNA ladder, New England BioLabs, USA), einzelne Banden im Bereich von 500-700
Basenpaaren (bei LSU-Region 800-1000 bp) beobachtet werden konnten, wurden aufgerei-
nigt (QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen, DEU), aliquotiert (2 x 20 ul) und gelagert (-
20 °C). In Abweichung zum Aufreinigungsprotokoll wurde die DNA in H>O eluiert (2 x 20 uL).
Der eine Teil der Probe wurde zur Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Qualitét
photometrisch vermessen (NanoDrop Spectrophotometer, ND-1000, PEQLAB Biotechnolo-
gie, DEU), der andere zur Sequenzierung verschickt.

100bp SG8c SG10c SGl4ba SGl7a SG1l7e SG24 SG24b
ladder

Agarosegel:1,5% (m/v), 150V, 30min, Primer: ITS5, ITS4, Polymerase: Pfu, Annealing: T = 52°C

Abbildung 3.4.: Visualisierung amplifizierter ITS-nrDNA aus genomischer DNA nach Trennung
durch Gelelektrophorese am Beispiel verschiedener Stamme der SG-Reihe (eigene Darstel-
lung).
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3.4.3. Sequenzierung und Sequenzabgleich

Die in Wasser eluierten ITS-DNA bzw. LSU-DNA aufgereinigten Proben (20 ul) und die je-
weiligen Vorwarts-Primer wurden zur Sequenzierung (GATC Biotech, DEU) versendet. Die
verwendete Ketten-Abbruch Methode nach Sanger lieferte ein Elektropherogramm. Die er-
haltenen Nukleotidsequenzen wurden mit dem Programm ,Chromatogramm-Explorer*
(v4.0.0, Heracle BioSoft SRL2011, ROU) auf Lesefehler untersucht und per Hand editiert.
Die so bearbeiteten Sequenzen wurden mit verschiedenen Programmen gegen Sequenzen
in verschiedenen Datenbanken abgeglichen.

Verwendet wurden der BLAST-(Basic Local Alignment Search Tool) Algorithmus (Altschul et
al. 1990) als Nukleotid-BLAST (BLASTn) mit den Datenbanken GenBank, EMBL, DDBJ,
PDB und RefSeq (Auswahl: ,nucleotide collection” (nr/nt)) und dem Programm megablast
(Zhang et al. 2000, Morgulis et al. 2008). Bei nicht aussagekraftigen Ergebnissen (z.B. viele
Treffer mit Kennzeichnung ,uncultured®, ,environmental samples”) wurde die Suche mit der
Restriktion (Auswahl: Exclude: ,uncultured/environmental sample sequences” oder Auswahl:
limit to: ,type material“) ausgefihrt (Federhen 2015).

Fur zusatzliche Sicherheit bei der Zuordnung der Sequenzen zu den vorgeschlagenen Gat-
tungen bzw. Arten wurde ebenfalls das internetbasierte Programm ,Ribosomal Database
Project-classifier (RDP-classifier, Naive Bayesian rRNA Classifier Version: 2.11) mit dem
Datensatz "Warcup Fungal ITS trainset 2" (Deshpande et al. 2015) und der Datenbank ,,UNI-
TE" (Kdljalg et al. 2013) genutzt.

Der Abgleich der Sequenzen Uber verschiedene Algorithmen anhand von Referenzsequen-
zen in den genannten Datenbanken lieferte eine prozentuale Sequenzabdeckung bzw. einen
Punktwert in Abh&ngigkeit zur Sequenzlange und -Ubereinstimmung. In der Regel wurde der
Eintrag mit der héchsten Sequenzibereinstimmung zur Klassifizierung des Isolats in Gattung
bzw. Spezies verwendet. Bei = 97% Sequenzibereinstimmung (bzw. 0 bis 3% Sequenzab-
weichung) konnte die Klassifizierung bis zum taxonomischen Rank "Spezies" Ubernommen
werden. Zwischen 95-96.9% Ahnlichkeit zur vorgeschlagenen Vergleichssequenz wurde die
Einteilung bis zur "Gattung" akzeptiert (Marquez et al. 2008, Raja et al. 2017). Unter 95%
Sequenzibereinstimmung konnte meist nur noch eine grobe Einteilung bis zum taxonomi-
schen Rank "Familie" oder "Ordnung" mittels RDP-classifier vorgenommen werden. Eine
Absicherung bzw. Verfeinerung der taxonomischen Zuordnung erfolgte gegebenenfalls Gber
einen zweiten Barcodemarker (LSU, TEF1, etc.).

Fur artenreiche Gattungen, wie Penicillium, Aspergillus, Fusarium und Trichoderma, wurde
trotz Ubereinstimmung von 99% Sequenzidentitat beim Abgleich der ITS-Region nur eine

taxonomische Einstufung bis zur "Gattung" vorgenommen.
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3.4.4. Phylogenie

Bei unzureichender Sequenzabdeckung und zur Absicherung der Spezieszuordnung wurden
zudem phylogenetische Analysen durchgefiihrt. Die Ausrichtung der Sequenzen wurde Uber
den ,CLUSTEL W*- (Thompson et al. 1994) oder ,CLUSTEL Omega“-Algorithmus (Sievers
et al. 2014) vorgenommen. Die Erstellung der phylogenetischen Baume erfolgte durch das
Programm ,MEGA X" (Kumar et al. 2018a) mit dem "Maximum-Likelihood"- (Tamura & Nei
1993) oder "Neighbor-Joining"-Evolutionsmodel (Saitou & Nei M. 1987, Tamura et al. 2004)
unter Absicherung durch "Bootstrapping”-Wiederholungen (N = 1000, Felsenstein 1985). In
Abbildung 3.5. ist als Beispiel ein phylogenetischer Baum mit ITS-Vergleichssequenzen zur

Unterstitzung der Klassifizierung des Stammes SG25 angegeben.

Xylaria enteroleuca strain CBS 128357 (MH864898.1)
Xylaria longipes strain CBS 148.73 (AY909013.1)
Astrocystis bambusicola MFLUCC 17-0127 (NR 158350.1)
Emarcea eucalyptigena strain CPC 24914 (KR476733.1)
Anthostomella leucospermi CBS 110126 (EU552100.1 )
Anthostomella brabeji Type material (NR 153509.1)

Daldinia loculatoides isolate CBS 113279 (KU684019.1)
Daldinia dennisii var. dennisii strain CBS 114741 (MH862968.1)
Entosordaria perfidiosa strain EPE (MF488993.1)

Entosordaria quercina strain RQ (MF488994.1)

Barrmaelia rappazii strain Cr2 (MF488989.1)

Barrmaelia rhamnicola strain BR (MF488990.1)
Cryptostroma corticale CBS .217.52 (HG934111.1)

Biscogniauxia petrensis strain LC5751 (KU746671.1)

:fr Biscogniauxia sp. UFMGCB 3834 (JQ327868.1)

63

44

95

% I Biscogniauxia sp. GHA03 (HM752510.1)

SG25-ITS
—— Biscogniauxia anceps strain EGIMP19 (KF192824.1)
Biscogniauxia nummularia MUCL 51395 (NR 153649.1)
Hypoxylon punctulatum strain CBS 128.56 (MH857541.1)
Biscogniauxia mediterranea strain CBS 129074 (MH865189.1)
54 Camillea obularia culture ATCC:28093 (KY610384.1)
Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NG 055739.1)

54

23

30

—
0.10
Abbildung 3.5.: Phylogenetischer Baum erstellt durch Maximum-Likelihood Methode und 1000

Bootstrap-Replikationen am Beispiel von SG25 zur Absicherung der Klassifizierung als Bis-
cognauxia sp. mit ITS-Vergleichssequenzen aus der Familie Xylariaceae (eigene Darstellung).

53



3. Material und Methoden - 3.5. Extraktion der Pilzmetaboliten -

3.5. Extraktion der Pilzmetaboliten

Die Standardextraktion der Pilzmetaboliten aus dem Reismedium bzw. Pilzgewebe erfolgte
durch zweifache Extraktion mit Ethylacetat, wie nachfolgend beschrieben. Die Innenwand
der Kolben wurde mit Losemittel (EtOAc) gespult und die Reiskultur mit Lésemittel (4 ml/g
Substrat (Reis)) Uberschichtet. Nach mechanischer Zerkleinerung (Spatel) und Aufenthalt im
Ultraschallbad (t ~ 10-15 min, Sonorex Super 10P, Bandelin, DEU) wurden die Kolben auf
Rotationsschattlern (t > 12 h, 150 rpm; Tabelle 3.18.) platziert. Nach erneuter Behandlung im
Ultraschallbad (t ~ 10-15 min, 40 °C) wurde die Suspension mittels Faltenfilter (MN 6151/4,
27 cm, Macherey-Nagel, DEU) filtriert. Der Medien-Rickstand wurde, wie oben beschrieben,
erneut mit EtOAc behandelt und extrahiert. Die vereinigten Filtrate wurde Uber einen Rotati-
onsverdampfer (Laborota 4000, Heidolph, DEU; CVC 2, Vakuubrand, DEU) bei 40 °C zum
Rohextrakt eingeengt. Das Retentat wurde in einigen Fallen (z.B. bei SG8c, SG25) zusatz-
lich mit Methanol Uberschichtet (1.5 ml/g Substrat (Reis)), insgesamt einmal extrahiert und
wie zuvor bei der Behandlung mit Essigsaureethylester bearbeitet. Es wurde ein separates
Extrakt (MeOH-Rohextrakt) erhalten. Beide Rohextrakte wurden abschlieRend nach einen-

gen am Rotationsverdampfer zusatzlich lyophilisiert (Christ Alpha 2-4, DEU; Pumpe: Va-
cuubrand PC8RC6, DEU) und bis zur Verwendung gelagert (T = -20 °C).

Abbildung 3.6.: Farbvariation von Extrakten am Beispiel von: a) SG1 (Daldinia sp.), b) SG3 (Pe-
nicillium sp.), ¢) TS5 (Khuskia sp.), d) SG8c (cf. Tremateia sp.) (eigene Darstellung).
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3.6. Bioaktivitatstests

3.6.1. Agardiffusionstest

Die antibakterielle Aktivitat von Rohextrakten und Reinstoffen wurde durch Agardiffusions-,
Plattendiffusions- bzw. Hemmbhoftests bestimmt. Die Testorganismen (Tabelle 3.11.) wurden
aus Kryokulturen (V =100 pl) in Nutrient-Broth (NB) Medium (V ~ 25-50 ml, Zusammenset-
zung siehe Tabelle 3.12.) fur 24 h bei 30 °C (M. luteus, P. agarici, B. subtilis) bzw. 37 °C
(E. coli, S. minor, S. ferus, S. warneri) im Rotationsschuttler (Innova 4000, New Brunswick
Scientific, USA) kultiviert.

Tabelle 3.11.: Verwendete Stamme fiir antimikrobiellen Tests.

Organismus Stamm gram-Farbung
Escherichia coli DSMZ 1058 Negativ
Pseudomonas agarici DSMZ 11810 Negativ
Micrococcus luteus DMSZ 1605 Positiv
Bacillus subtilis DSMZ 704 Positiv
Streptococcus minor DSMZ 17118 Positiv
Streptococcus ferus DSMZ 20646 Positiv
Staphylococcus warneri DSMZ 20036 Positiv

Diese Ubernachtkultur (100 pl) wurden mit frischem NB-Medium (10 ml) gemischt, per UV-
VIS-Spektrometer (UV-3100PC Spectrophotometer, VWR, USA) vermessen und die opti-
sche Dichte (OD) durch gegebenenfalls weiteres Verdiinnen eingestellt (Asoonm = 0.05 - 0.1).
Davon abgenommenes Volumen (200 ul) diente als Inokulum fur mit NB-Agar gefiilite Pet-
rischalen (J =10 cm, Sarstedt, DEU), welches mittels sterilem Glasstab gleichméaRig auf

dem NB-Agar ausgestrichen wurde.

Tabelle 3.12.: Zusammensetzung des Mediums flir antibakterielle Test.

Nutrient-Broth-No. 1

Material Konzentration [g/l] Produzent
Peptone 15 Sigmar-Aldrich, USA
NaCl 6 Sigmar-Aldrich, USA
Hefe-Extrakt 3 Sigmar-Aldrich, USA
D(+)-Glucose 1 Sigmar-Aldrich, USA
Agar (fur Molekularbiologie) 15 AppliChem, DEU
Wasser ad 1000 ml Millipore, USA

Einstellung auf pH 7.0 mittels HCI (1M) bzw. NaOH (1M)
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Aufzutragendes Testmaterial (Rohextrakt (c = 40 mg/ml), Fraktion (c =20 mg/ml), Reinstoff
(c =1-10 mg/ml)), geldst in Dimethylsulfoxid (DMSO, V =25 uL; VWR International, USA)
wurde auf Zelluloseplattchen (& = 6 mm, Rotilabo-Testblattchen, Roth, DEU), welche wiede-
rum auf den angeimpften Agarplatten platziert waren, pipettiert. Die so praparierten Testplat-
ten wurden im Inkubator (Function line 60Il, Heraeus, DEU) kultiviert (T =30 °C bzw. 37 °C,
t =24 h). Der bakterielle Bewuchs konnte als Tribung auf dem Agar-Medium beobachtet
werden. Die antibakterielle Aktivitdt wurde als Durchmesser der bewuchsfreien Zone um die
mit dem Testmaterial getrankten Zelluloseplattchen gemessen und qualitativ bewertet (Ab-
bildung 3.7.). Proben mit fehlendem Hemmhof Bereich (@ = 6mm) wurden als inaktiv be-
zeichnet. Bei einer bewuchsfreien Zone (@ = 7-9 mm) wurde die Probe als leicht aktiv bzw.
als moderat aktiv (@ = 10 mm) klassifiziert. Proben, die einen Inhibitionsbereich gleich oder
groBBer der Referenzsubstanz aufwiesen, wurden als stark aktiv eingeordnet. Als Positivkon-
trolle bzw. Referenzsubstanz diente Ampicillin (¢ = 0.5 mg/ml, V = 25 pl; Fisher BioReagents,
USA) oder Gentamycinsulfat (c = 0.5 mg/ml, V = 25 pl; Applichem GmbH, DEU) als Negativ-
kontrolle DMSO (V =25 ul). Eine Unterscheidung zwischen bakteriostatisch (Zone mit ver-
mindertem bakteriellem Wuchs) und bakteriotoxisch (Zone ohne bakteriellen Bewuchs) wur-
de bei der Bestimmung des Hemmhofdurchmessers nicht vorgenommen.

Abbildung 3.7.. Beispiel eines Agar-Diffusions-Assay gegen Staphylococcus warneri (eigene
Darstellung).
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3.6.2. Inhibitorkonzentrationen (ICso, MIC)

Von isolierten und charakterisierten Reinstoffe deren Fraktionen im Agardiffusiontest (siehe
Kapitel 3.6.1.) antibakteriell aktiv waren, wurden die 1Cso- (half maximal inhibitory concentra-
tion) und die MIC-Werte (minimum inhibitory concentration) bestimmt. Diese Kennwerte wur-
den gegen die Testorganismen Bacillus subtilis (DSMZ 704, gram-positiv) und Pseudomonas
agarici (DSMZ 11810, gram-negativ) in einer Verdiinnungsreihe mit 96well Mikrotiterplatten
(TC-Plate, 96well, Suspension F, Sarstedt, DEU) bestimmt. Die genannten Testorganismen
wurden als Ubernachtkulturen aus Kryokulturen (1:1 (v/v), Glycerol/NB-Medium, gelagert bei
T =-80 °C) in NB-Medium (25 ml, siehe Tabelle 3.12.) im Rotationschuttler (T = 30 °C, 120-
150 rpm) kultiviert (Erlenmeyerkolben, EH V =50 ml). Die Bakteriensuspension wurde mit
NB-Medium verdinnt, photometrisch (UV-3100PC Spectrophotometer, VWR, USA) bei
600 nm vermessen und die OD (ODsoo = 0.05) durch weiteres verdiinnen eingestellt. Diese
verdinnte Suspension diente als Inokulum in der Verdunnungsreihe. Zu testende Substan-
zen wurden in DMSO geldst und als Stammlésung (c = 20 mg/ml) verwendet. Fir die Test-
reihe wurde diese Stammlosung mit NB-Medium auf die Arbeitskonzentration (i.d.R. ¢ =0.1 -
1 mg/ml) gebracht und in der Mikrotiterplatte seriell verdiinnt, sodass sich die Arbeitskon-
zentration der Testsubstanz in jeder Reihe halbierte. Die Testreihen wurden in doppelt oder
dreifach Bestimmungen mit zehn Messpunkten bzw. zehn verschiedenen Konzentrationen
ausgefuhrt. Die erste Reihe enthielt dabei nur NB-Medium ohne Bakterienzellen, die Reihen
2 bis 11 die Testsubstanz in den zehn verschiedenen, sich in jeder Reihe halbierenden Kon-
zentrationen und die letzte Reihe nur NB-Medium und Bakterienzellen, jedoch keine
Testsubstanz. So praparierte Mikrotiterplatten wurden fiir 8 h bei 30 °C im Rotationsschittler
inkubiert und bis zum Vermessen bei 8 °C im Kihlraum per Schittler weiter agitiert. Bei den
Mikrotiterplatten wurde sowohl die optische Dichte (ODewo) als auch die Fluoreszenz (Exzita-
tionwellenlange: 530 nm, Emissionswellenlange: 588 nm) nach Zugabe von Resazurin
(V = 30 pl/well, Cresazuin = 0.175 mM, Arcos Organics, USA) in Natriumhydrogencarbonatpuf-
fer: Cnarcos = 26 MM, Cnaci = 116 mM) und Inkubation (t=0.5-1 h, T =25 °C) im Rotations-
chuttler (150-400 rpm) vermessen (Spark 10M, TECAN, CHE; Software: Sparkcontrol, Versi-
on: 2.1, CHE). Zum Vergleich als Positivkontrolle wurde das Antibiotikum Gentamicin
(c =0.5 mg/ml, V =25 ul; Applichem GmbH, DEU) mit derselben Methodik bearbeitet und
vermessen. Die Farbentwicklung in der Mikrotiterplatte nach Resazurinzugabe ist exempla-
risch in Abbildung 3.8. visualisiert. Der Farbumschlag bei niedrigeren Substanzkonzentratio-

nen zeigt die metabolische Aktivitat der Bakterien an.
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Abbildung 3.8.: Farbentwicklung einer Testreihe zur MIC-Bestimmung nach Resazurinzugabe
am Beispiel isolierter Depsidone aus Stamm SG8c gegen Bacillus subtilis (eigene Darstellung).

Die Auswertung der Messwerte und Bestimmung der Inhibitorkonzentration wurden durch die
Auftragung der Testsubstanzkonzentration (Abzisse bzw. x-Achse) als unabhangige Variable
Uber die jeweiligen ODeoo bzw. Fluoreszenzmessung (Ordinate bzw. y-Achse) ermittelt. Die
Konzentration (x-Werte) wurde dabei als dekadischer Logarithmus dargestellt. Die y-Werte
(ODsoo bzw. Fluoreszenz) hingegen wurden, mit Abzug des Messwertes mit reinem Medium
(ohne Testsubstanz und Testorganismus) und Normierung auf den Messwert ohne Testsub-
stanz aber mit Testorganismus, aufgetragen (Gleichung 3.1.).

¥e, = ¥ Madium

¥uormiere =

Yenzetien — YeaMedium (Gleichung 3.1)

Sofern die Messwerte einen sigmoidalen Verlauf abbildeten konnte eine Kurvenanpassung
vorgenommen werden. Eine Kurvenanpassung (sigmoidaler Fit, Funktion: Dose Response)
durch die Messwerte mit der Software Origin (Origin 2018b, OriginLab, USA) lieferte den
ICs0. Die Konzentration bei halbmaximalem Effekt (x = ICso, y = 0.5 bzw. (A1+A2)/2) ergab
sich nach der Anpassungsfunktion (A:-untere Asymptote, A,-obere Asymptote,
p - Steigung am Wendepunkt) aus Gleichung 3.2. (Abbildung 3.9.).

+ Az _‘41
171 + 100egxt-=)p (Gleichung 3.2)

y=4
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Der MIC ergab sich aus dem Schnittpunkt der Gerade durch die Tangente am Wendepunkt
(berechnet als Gerade durch Punkte ICg und ICy) mit der unteren Asymptote (i.d.R.

y-Achse).
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Abbildung 3.9.: Dose-Response Kurve und Messwerte aus einer Verdinnungsreihe zur Be-
stimmung der ICso- und MIC-Konzentration am Beispiel von Verbindung SG8c-105 gegenlber
B. subtilis (eigene Darstellung).
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3.6.3. Zytotoxizitats Test

Der Zellviabilitats- bzw. Antiproliferationstest wurde gegenuber der Zervix-Karzinom-Zelllinie
KB-3-1 (DSMZ: ACC-158, Dauerlagerung in Medium mit 20% Glycerol bei = -196 °C in flus-
sigem Stickstoff) bzw. gegentber der medikamentenresistenten Zelllinie KB-V-1 (DSMZ:
ACC-149) vollzogen. Beide Zelllinien sind wahrscheinlich Abkommlinge der Hela-Zellinie,
wobei die KB-V-1 zusatzlich durch Vinblastin selektiert wurde (Akiyama et al. 1985, Ronin-
son et al. 1986). Die Zellen wurden in einer Verdinnungsreihe in Mikrotiterplatten (TC-Platte,
96 Well, Standard, K) mit den Testsubstanzen im CO; Inkubator (Model 311, Forma Scienti-
fic, USA) in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Pan Biotech, DEU) mit 10% (v/v, bei
KB-3-1) bzw. 15% (v/v, bei KB-V-1) Zusatz an fotalem Kalberserum (FBS, Pan Biotech,
DEU) kultiviert (t=72 h, T =37 °C, 5.3% CO>). Nach der Zugabe von Resazurin (30 uL, Ar-
cos Organics, USA) und Inkubation (t=4-6 h, T = 37 °C) wurden die Fluoreszenz (Exzitati-
onswellenléange: 530 nm, Emissionswellenl&nge: 588 nm) per Photometer (Spark 10M, TE-
CAN, CHE; Software: Sparkcontrol V2.1, CHE) vermessen. Die Bestimmung erfolgte entwe-
der mit der Software Origin (Origin 2018b, OriginLab, USA) Uber eine Funktionsanpassung
(sigmoidaler Fit, Funktion: Dose Response, siehe Kap. 3.6.2.) oder Uber das Programm
GraphPad Prism (Version: 4.03, USA) mit der Wendepunktbestimmung mittels nicht linearem
Fit. Die Ausfiihrung der Testreihen erfolgte durch Frau Carmela Michalek (Organische Che-
mie, Fakultat fir Chemie, Universitét Bielefeld) als Doppelbestimmung. Eine detaillierte Be-
schreibung der Kultivierung, Handhabung der Zellen und Hinweise zur Ausfiihrung des Tes-
tes findet sich bei Bogner (2011).
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3.7. Substanzisolierung

Fur die Reinigung und Isolierung der Substanzen wurden Kombinationen verschiedener
Trenntechniken verwendet. Die Uberpriifung der Substanzreinheit und die Wahl der Trenn-
technik, sowie das Zusammenlegen von Fraktionen wurde anhand von DC- und RP-HPLC-

(MS)-Profilen vorgenommen (siehe Kapitel 3.8.).

3.7.1. Flussig-Flissig- Extraktion

Die Flussig-Flussig-Extraktion wurde bei einigen der Rohextrakte (SG1, TS7 und T26BI) zur
Vorbehandlung fiir die initiale Trennung durch Saulenchromatographie und zur "Entfettung”
genutzt. Das getrocknete EtOAc-Rohextrakt (ca. 10-25 g) wurde in Essigsaureethylester
(250-500 ml) erneut geldst und mit HO im Verhdltnis 1:1 (v/v) extrahiert. Nach der Phasen-
trennung wurde die organische Phase erneut mit HO extrahiert und die eventuell auftreten-
de Interphase (schmale, grauliche Bande zwischen organischer und wassriger Phase) ver-
worfen. Die wassrige Phase wurde lyophilisiert (Christ Alpha 2-4, DEU; Pumpe: Vacuubrand
PC8RC6, DEU), die organische getrocknet (Rotationsverdampfer, T = 40 °C, Laborota 4000,
Heidolph, DEU; CVC 2, Vakuubrand, DEU) und in einem Methanol/Wasser-Gemisch (95/5,
% v/v) aufgenommen. Diese Losung wurde mit n-Hexan extrahiert (2x) und nach der Pha-

sentrennung getrocknet. Die Prozedur ist mit Abbildung 3.10. visualisiert.

Rohextrakt (EtOAc)

l

H,O
Flussig-Flussig-Extraktion  [polare Fraktion
EtOAc/H,0 —>
EtOAcy 11 (viv) (H,0-Phase)
organische Phase
A4
Trocknung
A
H,O
MeO Flussig-Flussig-Extraktion | unpolare Fraktion
Hexan/MeOH-H,0 —>
Hexan| 1:0.95:0.05 (V/VIV) (Hexan-Phase)

l

semipolare Fraktion
(MeOH/H,0O-Phase)

a)

Abbildung 3.10.: Flussig-Flissig-Extraktion: a) Vorbehandlungsschema, b) Phasentrennung im
Scheidetrichter (eigene Darstellung).
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3.7.2. Flussigkeitssaulenchromatographie

Der initiale Trennschritt fir Rohextrakte und vorbehandelte Rohextrakte (m ~ 5-25 g) wurde
Uber eine Flussigkeitssaulenchromatographie (Séule: @ =5 cm, h = 50 cm) mit Kieselgel (60,
0.04-0.063 mm Sieb, Merck, DEU) als stationdre Phase ausgefihrt. Die Auftragung des zu
trennenden Materials erfolgte als Feststoffauftragung gebunden an Kieselgel. Dafir wurde
zum Rohextrakt Kieselgel (1:1, w/w) und Aceton (5:1, v/iw) hinzugefligt. Die entstandene
Suspension wurde am Rotationsverdampfer (T = 40 °C, Laborota 4000, Heidolph, DEU; CVC
2, Vakuubrand, DEU) unter vermindertem Druck getrocknet und als Pulver am Saulenkopf
aufgetragen. Durch Gradienten verschiedener nachfolgend genannten Lésemittelsysteme
wurden die Substanzen nacheinander von der Saule eluiert (Abbildung 3.11.).

Abbildung 3.11.: Saulenchromatographische Auftrennung am Beispiel von EtOAc Rohextrakt
des Stammes SG25 (eigene Darstellung).

Fur unpolare bis intermediar unpolare Komponenten wurden Petrolether/Ethylacetat-
(PE/EtOAC) oder Petrolether/Dichlormethan-Gemische (PE/DCM), fir intermediar polare bis
polare Komponenten hingegen Ethylacetat/Methanol (EtOAc/MeOH), DCM/MeOH oder Me-
OH/H20 genutzt. Die standardméaRige Trennung des Rohextraktes umfasste den Beginn der
Elution mit reinem PE Uber Mischungen aus PE/EtOAc bzw. PE/DCM Uber reinem EtOAc
bzw. DCM bis hin zu EtOAc/MeOH bzw. DCM/MeOH mit jeweils steigendem Anteil des
Laufmittels mit der héheren Elutionskraft. Am Ende der Trennung erfolgte das Spiilen der
Séaule mit Methanol/Wasser/Essigsaure (75/20/5, % viviv).
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Das Eluat wurde fraktioniert (Verakion/Vsaue ~ 0.1), per Rotationsverdampfer (T =40 °C, |p)
unter vermindertem Druck eingeengt (V ~ 1/10) und mittels Dunnschichtchromatographie
analysiert. Anhand des Elutionsprofils wurde qualitativ die weitere Anpassung des Losemit-
telgradienten bestimmt und &hnliche Fraktionen zu Ubergeordneten Fraktionen vereinigt.
Diese grob getrennten, Ubergeordneten Fraktionen (Hauptfraktionen) wurden getrocknet
(Druckluftstrom), fur weitere Analysen (RP-HPLC-Profil, Bioaktivitétstest, etc.) genutzt und
weiteren Trenntechniken (RP-HPLC, SEC, etc.) unterworfen.

Im weiteren Verlauf der Extraktauftrennung wurden gegebenenfalls weitere Saulenchroma-
tographien Uber Kieselgel (Mkieseigel/Merakion ~ 25-150) vorgenommen. Hierbei wurden an das
Trennproblem angepasste Laufmittelgemische (R:~ 0,2-0,5) der zuvor genannten Ldsemit-
telsysteme (PE/EtOAc, DCM/MeOH, etc.) als isokratische Elution verwendet. Die Auftragung
des zu trennenden Substanzgemisches erfolgte als Flissigkeitsauftragung im jeweiligen Elu-
tionslésemittelgemisch. Weiterhin wurde eine Schicht Sand (40-100 um Sieb, Acros Orga-

nics, USA) am Saulenkopf und am Saulenauslass aufgetragen.
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3.7.3. Reversed-Phase-Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (RP-HPLC)

Zur Trennung polarer Substanzgemische wurde eine préaparative RP-HPLC (LaChrom, Inter-
face (D-7000), UV-VIS-Detektor (L-7420), Pumpe (L-7150), Hitachi/Merck, Jap/DEU) ge-
nutzt. Je nach Materialmenge stand eine praparative (Hypersil Gold Cis, 8 uM Partikel,
250 x 21.2 mm, Thermo Fischer Scientific, USA) bzw. semipraparative (Nucleosil 100-7 C18,
7 um Partikel, 250 x 10 mm, Macherey-Nagel, DEU) Cig-Séule zur Verfuigung. Als mobile
Phase wurden Wasser/Acetonitril -Gemische (Laufmittel A: 94.9/5/0.1, % viviv,
H.O/ACN/TFA), Laufmittel B: 94.9/5/0.1, % viviv, ACN/HO/TFA) mit Trifluoressigsaure
(TFA) als Protonierungszusatz verwendet. Standardmafig wurden die Substanzen je nach
Trennproblem entweder Uber Gradientenfahrweise nach Standardmethode 1 bzw. Standart-
methode 2 (Tabelle 3.13) oder isokratisch getrennt. Ausgehend von der vorhandenen Menge
wurden bei der praparativen Saule (Startmaterial m =50-150mg in Vi <1.5ml,
V =8-10 ml/min) und bei der semipréaparative Saule (Startmaterial: m=5-25mg in
Vini. £ 0.5ml, V = 3-4 ml/min) verschiedene Bedingungen eingehalten. Einige Fraktionen er-
forderten (z.B. wegen schlechter Loslichkeit) den Austausch des Losemittels in den Laufmit-
teln A und B von Acetonitril durch Methanol (Eluent C bzw. D). Die Flussraten (héherer Ge-
gendruck) wurde dabei allerdings jeweils fir die praparative (V = 6-8 ml/min) und semiprépa-

rative (V = 2-3 ml/min) S&ule reduziert.

Tabelle 3.13.: Praparative RP-HPLC Methodik (Hitachi-Gerat).

Standardmethode 1

Zeit [min] Eluent A [% v/IV] Eluent B [% v/V]

0.0 100 0

100.0 0 100

110.0 0 100

Standartmethode 2

0.0 100 0

5.0 100 0

55.0 0 100

60.0 0 100

Der Trennlauf wurde per Software (HPLC-System-Manager, Version: 4.1, Hitachi, JAP)
Uberwacht und ausgewertet. Das Eluat wurde manuell in Fraktionen aufgefangen und mittels
Lyophilisierung (Christ Alpha 2-4, DEU; Pumpe: Vacuubrand PC8RC6, DEU) getrocknet.
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3.7.4. GrolRenausschlusschromatographie

Eine weitere genutzte Chromatographietechnik war die Gelpermeations-, Gelfiltrations- bzw.
GroRRenausschlusschromatographie (SEC) mit lipophilem Sephadex (Sephadex LH-20, GE
Healthcare, USA) als stationare Phase. Kommerziell erhaltliches Sephadex LH-20 Pulver
wurde in Methanol quellen lassen (3 h), in die Saule Uberflhrt, unter Loésemittel gelagert und
dauerhaft fur Trennungen verwendet. Als mobile Phase diente Methanol (S&ule: h ~ 80 cm,
@innen = 1 cm) oder DCM/MeOH-Mischungen (Saule: h ~ 50 cm, Binen = 2 cm; 50/50, % v/v
bzw. 75/25, % viv).

Zur Reinigung wurden die Saulen entweder mit DMSO (5 ml) im entsprechenden Ldsungs-

mittelsystem oder mit Wasser als Laufmittel gespuilt.

3.7.5. Praparative-Dinnschichtchromatographie

Praparative-Dunnschichtchromatographie (PTLC) wurde auf selbst beschichteten (Kieselgel
F60, Merck, DEU) Glasplatten (20 x 20 cm) ausgefihrt. Die in Losemittel geldsten Substan-
zen (m~3-5mg je Platte) wurden als Linie aufgetragen und mit zuvor per analytischer
Dunnschichtchromatographie getesteten Laufmittelgemisch (R~ 0.3-0.7) in mit Losemittel-
dampf gesattigten Glaskammern entwickelt. Nach zerstérungsfreier Detektion der Substanz-
banden mittels UV-Lampe (MinUVIS, Desaga, DEU) bei 254 nm und 366 nm wurden diese
mechanisch per Spatel von der Glasplatte entfernt. Die an Kieselgel gebundenen Substan-
zen wurden abschlieRend per Filtration (Faltenfilter oder Saulenfiltration) ausgewaschen und

getrocknet.
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3.7.6. Kristallisation

Die Kristallisation der Proben fiur die Kristallstrukturanalyse erfolgte hauptséchlich in binaren
Ldsemittelsystemen (bevorzugt in Hexan/Aceton, Hexan/Ethylacetat oder Hexan/DCM) unter
langsamer Evaporation der leichter fliichtigen Komponente bei reduzierter Temperatur
(T =4 °C). Bei ungenigender Kristallqualitat wurden gegebenenfalls Gemische hdher sie-
dender Ldsemittel (Toluol, Methanol, Ethylacetat, etc.) oder die Verdampfung bei tieferen
Temperaturen (T = -20 °C) zur Eignung der Kristallgenerierung getestet. Teilweise konnten
Komponenten direkt aus verunreinigten Fraktionen mittels Kristallisation bzw. Fallung unter
Losemittelverdampfung oder Umkristallisation unter Erwarmung und Abkudhlung nach an-
schlieBendem Waschen aufgereinigt werden (Abbildung 3.12.).

Abbildung 3.12.: Aufreinigung durch Kristallisation am Beispiel einer Unterfraktion des EtOAc
Extraktes von Stamm SG25 (Biscogniauxia sp.) (eigene Darstellung).
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3.8. Analytik

3.8.1. Dunnschichtchromatographie

Die Entwicklung der Dunnschichtchromatographielaufe wurde auf kommerziell erhéltlicher
mit Kieselgel beschichteter Aluminiumfolie (TLC Silica gel 60, Fzss, Aluminium roll
500 x 20 cm, Merck, DEU) in mit Losemittel gesattigten Glaskammern mit verschiedensten
bindren bzw. ternaren Losemittelgemischen vollzogen. Das Elutionsprofil wurde erst zersto-
rungsfrei mit UV-Lampe (Min UVIS, Desaga, DEU) bei 254 und 366 nm untersucht und da-
nach mittels Farbereagenzien behandelt. Die Anfarbung erfolgte hauptsachlich mit den Uni-
versalfarbeldsungen Anisaldehyd-Schwefelsdure, Ceriumammoniummolybdat (CAM bzw.
Hanessians stain), oder Kaliumpermanganat als Tauchlésung mit anschlieBender Erhitzung
(HeiBluft Pistole, BHA 2000/1, Bavaria, DEU). Fir die Anfarbung von Aminen wurde Nin-
hydrin-Losung verwendet. Die Rezepte der Farbeldsungen (Jork 1990) sind in Tabelle 3.14.
angegeben. Die Aufbewahrung erfolgte mdglichst lichtgeschiitzt in Braunglas im Kihlschrank
(T=4°C).

Tabelle 3.14.: Zusammensetzung der Anférbereagenzien fir die Dinnschichtchromatographie.

Anisaldehyd-Schwefelsdure-Losung

Komponente Menge Produzent
Methanol 85 ml VWR international, USA
Essigsaure konz. "Glacial" 14 mi VWR international, USA
Schwefelsaure konz. (> 95%, H2S04%) 1mil Carl Roth, DEU
Anisaldehyd (4-Methoxybenzaldehyd) 1ml Merck-Schuchardt, DEU
Ceriumammoniummolybdat / Hanessians stain-L6sung
H20 90 ml Millipore, USA
Ammo?hiTM\éLl\rlT; nggzzt:'t:g?hydrat 59 Arcos Organics, USA
Cerium IV sulfat tetrahydrat .
(Ce(SOa)2 X 4 H0) 19 AppliChem, DEU
Schwefelsaure konz. (>95%, H2S04) 10 ml Carl Roth, DEU
Kaliumpermanganat-L6sung
H20 112.5 ml Millipore, USA
Natriumhydroxyd (NaOH) 125¢g Carl Roth, DEU
Kaliumpermanganat (KMnOa) 15¢g Carl Roth, DEU
Kaliumcarbonat (K2CO3) 109 Carl Roth, DEU
Ninhydrin-Lésung
Ethanol 100 ml VWR international, USA
Essigséure konz. (>95%, AcOH) 3ml VWR international, USA
Ninhydrin (p.A.) 159 Merck, DEU
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3.8.2. RP-HPLC-(MS)

Verschiedene Gerate standen fir die Verbindungsanalytik Uber Reversed-Phasen-
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (RP-HPLC) zur Verfiigung. RP-HPLC gekoppelt
mit hochauflésender "time of flight" Massenanalyse (RP-HPLC-HR-TOF-MS) wurde auf ei-
nem Agilent Gerat (Agilent Technologies, USA) der Serie 1200 bestehend aus DAD (SL
G1315C), Autosampler (HiP-ALS SL, G1367C), Saulenofen (TCC SL, G1316B und FC/ALS
Therm, G1330B), Pumpe (SL G1312B), Entgaser (C1379B) und TOF-Detektor (LCMS 6220
accurate mass) mit einer RP-Saule (Hypersil Gold Cis, 3 um, 150 x 2.1 mm Thermo Scienti-
fic, USA) ausgefuhrt. Die lonisierung erfolgte tber eine duale Elektronenspray-Quelle (Dual-
ESI) mit 2500 V und N; als Tragergas (Generator: NGM 11, cmc-Instruments GmbH, DEU).
Eine Trennung der Verbindung wurde durch eine Gradientenmethode (Tabelle 3.15.,
V = 0.3 mli/min, T = 40 °C) mittels dualem Laufmittelgemischen (Eluent A: 94.9/5/0.1, % v/viv,
H.O/ACN/Ameisensaure; Eluent B: 94.9/5/0.1, % v/viv, ACN/H,O/Ameisensaure) als Stan-
dardmethode vollzogen. Bei problematischer Trennung und Signaluberlagerung wurde ent-
weder eine verlangerte Standartmethode gewdahlt oder eine isokratische Methode (X = fester
Anteil Eluent B) entwickelt (Tabelle 3.15.). Die Datensammlung (LC-MS Data Acquisition)
und Bearbeitung (Qualitative Analysis, Version: B.07.00) erfolgte Uber das "MassHunter

Workstation" Programm.

Tabelle 3.15.: HPLC-MS Methodik (Agilent-Gerat).

Standardmethode
Zeit [min] Eluent A [% v/IV] Eluent B [% v/V]

0.0 100 0
10.0 2 98
13.0 2 98
135 100 0
18.0 100 0

Standartmethode verlangert
0.0 100 0
30.0 2 98
33.0 2 98
33.5 100 0
35.0 100 0

Standartmethode isokratisch
0.0 100-X X
10.0 100-X X
10.5 2 98
13.0 2 98
135 100 0
15.0 100 0
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Ein weitere RP-HPLC-Maschine stand mit einem Shimadzu-Gerat (Shimadzu Corp., JPN)
der Serie NexeraXR bestehend aus DAD (SPD-M20A), Séaulenofen (CTO-20A), Autosampler
(SIL-20A XR), Pumpe (LC-20AD XR), Kommunikationsmodul (CBM-20A) und Entgaserein-
heit (DGU-20A 5R) mit einer Cig Trennsaule (Hypersil Gold, 1.9 uM, 50 x 2.1 mm, Thermo
Scientific, USA) zur Verfiigung. Die Trennmethodik mit Laufmittelzusammensetzung (Eluent
A: 99.9/0.1, % viv, H,O /TFA; Eluent B: 99.9/0.1, % v/v, ACN/H,O/TFA) bei konstanter
Durchflussrate (V = 0.5 ml/min) und bei konstanter Temperatur (T = 40°C) ist in Tabelle 3.16.
angegeben. Die Daten wurden mit dem Programm LabSolution (Version: 5.87, Shimadzu,

USA) aufgenommen und bearbeitet.

Tabelle 3.16.: HPLC-Methodik (Shimadzu-Gerét).

Standardmethode
Zeit [min] Eluent A [% v/IV] Eluent B [% v/V]

0.0 95 5
105 5 95
115 5 95
11.6 95 5
15.0 95 5

Standardmethode isokratisch
0.5 100-X X
105 100-X X
115 5 95
125 5 95
12.6 95 5
155 95 5

Ebenfalls zur Analytik genutzt wurde ein HPLC-Gerét der Accela-Serie (Thermo Scientific,
USA) mit DAD (Accela PDA Detector), Pumpe (Pump 600), Autosampler (Accela Auto-
sampler oder Spectra Series AS100) und der Kommunikationseinheit (SN 4000 Spectra Sys-
tem). Als Trennsystem fand entweder eine Cis Sadule (Hypersil Gold, 3 um Partikel,
150 x 2.1 mm, Thermo Scientific, USA) oder eine Cig "core-shell"-Saule (Nucleoshell RP18,
5 um Partikel, 150 x 4 mm, Macherey-Nagel, DEU) mit zwei verschiedenen Laufmittelgemi-
schen (Eluent A: 94.9/5/0.1, % v/vlv, ACN/H;O/TFA; Eluent B: 94.9/5/0.1, % vivlv,
H.O/ACN/TFA), gefahren als Gradient oder in isokratischer Fahrweise (X = fester Anteil
Elutent A, % v/v) bei konstanter Durchflussrate (V = 0.7 ml/min) Anwendung (Tabelle 3.17.).
Datenmanagement und Bearbeitung erfolgt Uber die Software ChromQuest5 (Version: 3.2.1.,
Thermo Fisher Scientific, USA).
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Tabelle 3.17.: HPLC-Methodik (Thermo Scientific-Gerét).

Standardmethode
Zeit [min] Eluent A [% v/IV] Eluent B [% v/V]

0.0 0 100
10.0 100 0
11.0 100 0
115 0 100
135 0 100

Standardmethode isokratisch
0.0 X 100-X
15.0 X 100-X
16.0 100 0
16.5 100 0
175 0 100
18.0 0 100

Abhéngig vom Elutionsprofil wurden die Standardmethoden gegebenenfalls bei der Dauer

des Gradienten bzw. Elutionskraft und Dauer bei den isokratischen Laufen angepasst.
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3.8.3. MS-Analytik

Neben HPLC-gekoppelten Massenanalysatoren (Kapitel 3.8.2. Agilent-Gerat) standen zwei
niedrig auflésende Massenanalysatoren in Form eines NanoESI-Gerats (Esquire 3000 ion
trap, Bruker Daltonik GmbH, DEU) und eines MALDI TOF-Gerats (Ultraflex MALDI-
TOF/TOF, Bruker Daltonik, DEU) in der Regel als Auftragsmessung (Abteilung Massenspek-
trometrie, Fakultat fur Chemie, Universitat Bielefeld) zur Verfligung.

Proben fur das NanoESI wurden in geeignetem Loésemittel (i.d.R. MeOH, ACN, DCM) geldst
und unter Umgebungsdruck per "inhouse" gezogener Glaskapillare zum Emitter gefihrt (sta-
tic nano-ESI). Stickstoff (Stickstoffgenerator NGM 11, cmc Instruments, DEU) diente als Zer-
stauber- und Trocknergas. Die Kalibrierung wurde durch eine Standardmixtur (ESI-L Tuning
Mix, Agilent Technologies, USA) vorgenommen. Die Aufnahme der Messwerte und die Aus-
wertung der Spektren erfolgte durch die Software esquireNT (Version 5.2, esquireControl,
Bruker Daltonik) bzw. DataAnalysis (Version 3.4).

Proben flur die MALDI-MS-Untersuchung (V = 0.5 ul) wurden direkt auf dem MALDI-Target
(Stahlplatte) mit 2,5-Dihydroxybenzoeséaure (2,5-DHB, V = 0.5 ul) gemischt. Die lonisierung
erfolgte im "reflectron mode" mit einem Stickstofflaser (MNL 200, LTB Laser Technik, DEU)
bei 337 nm und Wiederholungsraten von 50 Hz im Vakuum. Die Spektrenaufnahme wurde
durch das Programm "FlexControl" (Version 3.0, Bruker Daltonik, DEU) und die Prozessie-

rung durch das Programm "FlexAnalysis" (Version 3.4, Bruker Daltonik, DEU) vorgenommen.
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3.8.4. NMR-Analytik

Getrocknete Proben wurden je nach Loslichkeit in 400-500 pL deuteriertem Ldsemittel
(DMSO-Dg¢, MeOH-D4. MeOH,-Ds, CDCls, Pyridin-Ds, D>O, Aceton Ds; Deutero GmbH, DEU)
gelost und in NMR-Rohrchen dberfuhrt (@ =5 mm). Fur *H-, 13C-, COSY-, HMQC-, HMBC-,
NOESY- und ROESY-Standardmessungen wurde entweder das Bruker Avance Il 500 aus-
gestattet mit einem 5 mm BBFO-Probenkopf oder das Bruker Avance Ill 500HD ausgestattet
mit einem 5 mm TBO-Probenkopf verwendet. Die Messfrequenzen lagen je nach beobachte-
tem Kern demnach bei 500 MHz (*H) bzw. 126 MHz (**C). Gering konzentrierte oder kom-
plexe Proben wurde dagegen am Bruker Avance 600 (*H: 600 MHz; *3C: 151 MHz) mit 5 mm
TXO-Probenkopf vermessen.

Die Auswertung der erhaltenen FID-Daten erfolgte Giber das Programm "MestReNova" (Ver-
sion: 8.1.0-11315, Mestrelab Research, ESP) mit der Referenzierung auf das Signal des
jeweiligen zu geringen Teilen enthalten und nicht vollstandig deuterierten Losemittels. Che-
mische Verschiebungen und Signale haufiger Verunreinigungen, wie Losemittelriickstande
vom Separationsprozess, wurden gegebenenfalls mit Literatur identifiziert (Gottlieb et al.
1997, Fulmer et al. 2010, Babij et al. 2016).

3.8.5. Kristallstrukturanalyse

Rontgenbeugungsuntersuchungen wurden mit einem von zwei Diffraktometern (Supernova,
Single source at offset, Eos, Rigaku, JPN bzw. Supernova, Dual, Cu at zero, Atlas, Rigaku,
JPN) bei fester Kristalltemperatur (T = 100 K) vermessen. Die Daten wurden mit der Soft-
ware ,CrysAlisPro* (Version: 1.171.38.41 bzw. Version: 1.171.38.43) aufgenommen, im Pro-
gramm ,OLEX2* (Version: 1.2. OlexSys, GBR) mit ,ShelXT* (Sheldrick 2008) zur Molekul-
struktur geldost und mit ,ShelXL" (Sheldrick 2015) unter Verwendung der "kleinsten Quadrate
Methode" verfeinert (Dolomanov et al. 2009). Die Messungen und Auswertung der Daten
erfolgte durch Frau Beate Neumann und Herrn Dr. Hans-Georg Stammler (Abteilung Anor-
ganische Chemie und Struktur Chemie, Fakultat fir Chemie, Universitat Bielefeld). Bildbear-

beitung und Visualisierung der Struktur wurde mit der Software OLEX2 ermdglicht.
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3.8.6. Computer und Datenbank assistierte Strukturidentifizierung

Die generelle Literatur- und Informationssuche wurde tber "PubMed" (PubMed 2019), Sci-
enceDirekt (Elsevier 2019) oder "Google" bzw. "Google Scholar" als Suchmaschine vollzo-
gen. Spezielle Suchen zu Pilzorganismen, Taxonomy und Synonymen wurde Uber
"Mycobank" (Mycobank 2019, Crous et al. 2004, Robert et al. 2013) und "NCBI-Taxonomy"
(Federhen 2011) bewerkstelligt. Je nach bereits vorhandenen spektroskopischen Daten
(Masse, 1d-NMR-Spektren, etc.), Bearbeitungsstand (bereits etablierte Substrukturen, exak-
te Struktur) und Abfragemdglichkeiten innerhalb der Suchmaske (Summenformel, Masse,
Strukturmerkmale, chemische Verschiebungen, etc.) lieferten Offentliche Datenbanken
(Spectral Database for Organic Compounds (SDBSWeb 2019), NIST Chemistry WebBook,
SRD 69 (Linstrom 1997), NMRShiftDB2 (Steinbeck & Kuhn 2004)) und kommerzielle Daten-
banken (SciFinder 2019) Unterstitzung bei der aufwendigen Strukturidentifizierung. Fur eine
Verbindung wurden Informationen durch die auf Naturstoffe spezialisierte, kommerzielle Da-
tenbank "AntiBase" (Laatsch & Wiley-VCH 2017) abgefragt.
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3.9. Synthesearbeiten

3.9.1. Methylierung von Auranticin A

Abbildung 3.13.: Dimethyliertes Auranticin A (SS02.02).

Auranticin A (SG8-102, m=56.3 mg, n=0.128 mmol, 1Aq) und K.COs; (m =72 mg,
n=0.52 mmol, 4.1 Aq.) wurden in Aceton (V =89.4 ml) vorgelegt. Dimethylsulfat (DMS,
V =40 ul, n=0.42 mmol, 3.3 Ag.) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung geruhrt
(t = 1.5h, RT). AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung mit gesattigter NaHCOs-L6sung
(V = 10.2 ml) versetzt und mit Ethylacetat (3 x 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden einer Saulenchromatographie (95/5/1, viviv, DCM/MeOH/AcOH) unterzogen
und das dimethylierte Produkt (SS02.02)als farbloser Feststoff erhalten (m = 8.03 mg,
n = 13%).

!H-NMR (500 MHz, CDCI3): & [ppm] 6.59 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 5.81 (s, 1H) 5.66 (q,
J =6.8 Hz, 1H), 4.78 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 2.22 (s,
3H), 2.13 (s, 3H), 1.85 (d, J = 6.8Hz, 3H). **C-NMR ({*H}, 126 MHz, CDCI3): 3[ppm] 166.6,
163.3, 161.4, 161.3, 156.8, 154.9, 150.1, 143.4, 142.6, 135.9, 134.5, 126.7, 120.2, 119.2,
118.2, 113.8, 108.1, 107.8, 56.4, 56.1, 54.5, 51.4, 21.0, 18.1, 14.2, 9.3. HR-ESI-MS: m/z =
486.2022 [M+NH,]*, 469.1769 [M+H]*, 451.1681 [M-H,O+H]+, berechnet fiir CasH2s0s+H?*,
469.1857.
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3.10. Sonstige Materialen und Geréate

Generelle Materialen und Gerate sind in Tabelle 3.18. angeben. Sofern nicht anders be-

schrieben, wurden technische Losemittel vor Benutzung destilliert.

Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und Geréaten.

Material/Geréat

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Aceton techn.

Stockmeier Chemie, DEU

Aceton

Aceton p.A.

VWR International, USA
Fisher Scientific, GBR

Acetonitril (ACN)

Acetonitril HiPerSolv, Chromanorm
Acetonitril HPLC Grade

VWR International, USA
Fisher Scientific, GBR

Autoclav

Vapour-Line 80-M

VWR International, USA

Dichlormethan (DCM)

Dichlormethan techn.

Stockmeier Chemie, DEU

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid, p.a.

Fisher Scientific, GBR

Essigsaure (AcOH)

Essigsaure p.a.

VWR International, USA

Ethylacetat (EtOAC)

Ethylacetat techn.

Stockmeier Chemie, DEU

Ethanol (EtOH)

Ethanol techn.

Stockmeier Chemie, DEU

Glycerol Glycerol = 98%, Phar. EU Carl Roth, DEU
Handschuhe, einweg Nitril Gloves VWR Internationa,| USA
Hexan n-Hexan p.A. VWR Internationa,l USA
Inkubator Function line 60I, Heraeus, DEU
Inkubator (COz) Model 311 Forma Scientific, USA
Alpha 2-4 Christ, DEU

Gefriertrocknung

Pumpe: PC8RC6, DEU

Vacuubrand, DEU

Pipetten (Kolbenhub)

Research plus

Eppendorf, DEU

Pipetten (Kolbenhub)

Transferpette

Brand, DEU

Kuhlraum

Kuhlzelle

Viessmann, DEU

Methanol (MeOH)

Methanol techn.

Stockmeier Chemie, DEU

Methanol (MeOH)

Methanol HiPerSolv, Chromanorm
Methanol HPLC Grade

VWR International, USA
Fisher Scientific, GBR

Parafilm Parafilm M Bemis, USA
Petrolether Petrolether techn. Stockmeier Chemie, DEU
pH-Sonde MP220 pH Meter Mettler-Toledo, USA

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (10, 200, 1000ul)

Sarstedt, DEU

Digitalpolarimeter DIP360 Jasco, DEU
Polarimeter Polarimeter Model 341 Perkin Elmer, USA
Spektropolarimeter J-810 Jasco, DEU
Reagiergefalie Mikro-ReagiergefalRe (1.5ml, 2ml) Sarstedt, DEU
Rotationsverdampfer Laborota 4000, Heidolph, DEU
P Pumpe: CVC 2 Vakuubrand, DEU
Schiuittler (Kipp-) Mini Rocker MR-1 Biosan, LVA
Schiuittler (Platten-) Titramax 1000/ Incubator 1000 Heidolph, DEU
Schiittler (Reagiergefaf3s-) Thermomixer compact Eppendorf, DEU
KS 130 Basic IKA, DEU
Schittler (Rotations- TH15/ KS-15 Edmund Bihler, DEU
chittler (Rotations-) Innova 4000 New Brunswick Scientific, USA
Ecotron Infors HT, CHE
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Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und Geréaten (Fortsetzung).

Material/Geréat

Bezeichnung

Hersteller

Sand Sand, acid washed Fisher Scientific, GBR
Spannungsversorger EPS601 Amersham Bioscience, GBR
Spektrometer (IR) Nicolet 380 FT-IR Thermo Electron, USA

Spektrometer (UV-VIS) UV-3100PC VWR International, USA
Spektrophotometer ND-1000, Nanodrop PEQLAB Biotechnologie, DEU
Tieftemperaturschrank MDF-U5386F Panasonic, JPN

Trifluoressigséaure (TFA)

Trifluoressigsaure (TFA) p.a.

Fisher Scientific, GBR
Carl Roth, DEU

Thermocycler

PeqgStar XS
Primus 25 advanced

PEQLAB Biotechnologie, DEU

Ultraschallbad

Sonorex Super 10P

Bandelin electronic, DEU

UV-Lampe MinUVIS Desaga, DEU
Waage (Analyse-) XS105 Dual Range Mettler-Toledo, USA
9 Y FA-210-41 Faust, DEU

Zentrifuge MiniSpin Eppendorf, DEU
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Isolierte endophytische Pilze

T

Abbildung 4.1.1.: Abbildungszusammenstellung einiger isolierter Endophytenstamme auf Kar-
toffel-Dextrose-Agar (von links): 1. Reihe: Dothiorella sp. (SG4), Stemphylium sp. (SG6), Pesta-
lotiopsis sp. (SG7); 2. Reihe: Verrucoconiothyrium sp. (SG10), Preusssia sp. (SG11), Waydora
sp. (SG12); Reihe 3: Khusia sp.(SG14a), Pyronema sp. (SG15b), Gelasinospora sp. (SG16); Rei-
he 4: Biscogniauxia sp. (SG17a), Pseudoplectania sp. (SG18d), Xylariaceae sp. (SG19); Reihe 5:
Daldinia sp. (SG22), Valsa sp. (SG23), Penicillium sp. (SG24) (eigene Darstellung).
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4.1.1. Kultivierte und identifizierte Endophytenstamme

Im Rahmen der Stammsuche fur die mykochemischen Untersuchungen wurden insgesamt
55 Stamme aus verschiedenen Wirtspflanzen, unterschiedlicher Gewebearten und Habitate
isoliert und per ITS- bzw. LSU-Sequenzierung und Sequenzabgleich mit Referenzdaten
klassifiziert (siehe Kapitel 3.4.3.). Viele Stamme, insbesondere die der artenreichen Gattun-
gen (z.B. Penicillium (SG3, SG17c, etc.), Pestalotiopsis (SG7, SG17b), Fusarium (SG18b,
SG18c)), welche sehr hohe oder die komplette Sequenzidentitat in der ITS-Region fur ver-
schiedene Arten aufwiesen, lieBen sich ohne detaillierte phylogenetische Untersuchungen
und weitere Markerregionen nur bis zur Gattung bestimmen (Tabelle 4.1.). Dies stellte eine
Limitierung des ITS-Barcodings dar, welche bereits in anderen Studien angemerkt worden
war (z.B. O'Brien et al. 2005, Begerow et al. 2010). Auf der anderen Seite war auffallig, dass
sich fur einige der Stdmme nur hohe Sequenzidentitdten zu nicht genau klassifizierten
Stammen fanden (z.B. bei SG8c, SG19) oder nur relativ schlechte Sequenziibereinstimmun-
gen zu den Referenzen finden lieBen (z.B. bei SG13, SG24b). Dies erschwerte die Arten-
(Sequenzibereinstimmung > 97%) oder sogar die Gattungszuordnung (Sequenziberein-
stimmung > 95%). Solche Stamme waren prinzipiell von hohem Interesse fir die Untersu-
chung von Metabolitprofilen. Es kdnnte sich bei diesen Stammen entweder um neue Arten
oder um mykochemisch wenig erforschte Arten, deren genetische Markerregionen noch nicht
sequenziert wurden, handeln. Neue Arten werden in der Regel mit neuen Sekundarmetaboli-
ten in Verbindung gesetzt (Strobel et al. 2005). Die Restriktion der Suche auf Uberprifte und
referenzierte Eintrage ("type material", Federhen 2015) sollte zwar eine verlassliche Klassifi-
zierung ermoglichen, erwies sich héufig aber auch als unpraktikabel, da in einigen Fallen
(z.B. Lanzia sp. (SG10c), Biscogniauxia sp. (SG17a, SG25), Ascobolus sp. (SG13, SG15a),
Hypoxylon sp. (SG19, SG28)) deutlich schlechtere Sequenziuberibereinstimmung (< 95%)
erreicht wurden. Fur die Klassifizierung wurden Sequenzen von Typspezies bzw. Typmateri-
al generell praferiert, wenn vergleichbare Sequenzlange und -tbereinstimmung bei den Da-
tenbankeintragen vorhanden waren. Zwei vielversprechende Stamme von Ascobolus-
(SG13) und Peziza-Arten (SG21) waren nach der Kryopraservation nicht mehr vital. Bei die-
sen Kulturen wurde stattdessen das Auftreten anderer Pilze festgestellt (SG13-2, SG21-2).
Ob diese Proben bei der Kultivierung kontaminiert wurden oder bereits bei der Isolierung aus
dem oberflachensterilisierten Pflanzenmaterial nicht axenisch waren, lie3 sich nicht klaren.
Zumindest sind Clonostachys rosea und Trichoderma lixii (= Hypocrea lixii bzw. Trichoderma
harzianum-Artenkomplex, Chaverri et al. 2015) als verbreitete endophytische Isolate bekannt
(Sutton et al. 2008, Nordstrom 2014, Katoch et al. 2019).

78



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.1. Isolierte endophytische Pilze -

Tabelle 4.1.1: Endophyten Stammsammlung und taxonomische Klassifizierung.
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Tabelle 4.1.1.: Endophyten Stammsammlung und taxonomische Klassifizierung (Fortsetzung).
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4.1.2. Diversitat der isolierten Endophyten

Bei der Identifizierung und Klassifizierung der Stamme fiel generell auf, dass fir die Daten-
banksuche vieler Stamme (z.B. Preussia sp. (SG11, SG15c), Verrucoconiothyrium (SG10),
Ascobolus sp. (SG13, SG15a), Pyronema sp. (SG15b) und Biscogniauxia sp. (SG17a,
SG25)) einige Sequenzeintrage mit hoher Ubereinstimmung vorhanden waren, deren Orga-
nismen zusatzlich als Endophyten annotiert waren. Dies lasst sich als ein Indiz fur die Funk-
tionsfahigkeit der gewéhlten Isolierungsmethode und der vornehmlichen Kultivierung von

Endophytenstammen werten.

4.1.2.1. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Abteilung

Die isolierten Pilzstdmme waren Uberwiegend Ascomyceten. Daneben wurden zwei Vertreter

der Mucoromycota (Umbelopsis sp. SG14ba, Mucor sp. SG14c) registriert (Tabelle 4.1.2.).

Tabelle 4.1.2: Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Abteilung

Abteilung Anzahl Isolate Anteil [%]
Ascomycota 53 96.4
Mucoromycota 2 3.6

Mucor- und Umbelopsis-Arten sind in der Regel als Bodenisolate oder auf abgestorbenem
Pflanzenmaterial vorhanden (Walker 1913, Meyer & Gams 2003, Wang et al. 2013, Ziaee et
al. 2016). Arten aus dieser Gattung wurden aber ebenfalls als Endophyten mykochemischer
Studien beschrieben (z.B. U. dimorpha, Qin et al. 2018; M. fuscus, Selim et al. 2018), wes-
halb es sich bei diesen Stammen wahrscheinlich nicht um versehentlich isolierte bzw. nicht
eliminierte Epiphyten oder Kontaminationen handelte. Basidiomyceten, die als Isolate auch
nur selten in anderen Endophytenstudien berichtet werden und eher mit der Beprobung hol-
ziger Pflanzenteilen assoziiert sind (Rodriguez et al. 2009), konnten trotz eines hohen Bear-
beitungsanteils von Rindengewebe nicht isoliert werden. Zudem wurde festgestellt, dass Ba-
sidiomyceten haufiger in nicht-kultivierungsabhangigen Methoden identifiziert werden, wes-
halb sie in Endophytenstudien unterreprasentiert sein konnten bzw. deren Verbreitung als
Endophyten eventuell unterschétzt wird (Arnold et al. 2007). Ob die Isolierung eines domi-
nanten oder wirtsspezifischen Endophyten unter den isolierten Stdmmen in der jeweiligen
Pflanzen bzw. Pflanzengewebes vollzogen wurden, lasst sich nicht bestimmen, da die Pro-
benmenge mit maximal zehn Segmenten je Pflanze und Gewebe nicht ausreichend fur Aus-
sage zur Endophytengemeinschaft einer Pflanzenart war. Der Untersuchungsfokus war al-
lerdings auch nicht zur Klarung diesbeziglicher Fragestellungen ausgelegt. Die Darstellun-
gen zur taxonomischen Diversitat der Pilzisolate nach Klassen, Ordnungen und Familien
zeigte dennoch eine breite Verteilung Uber verschiedene Taxa (siehe Kapitel 4.1.2.2.-
4.1.2.4)
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4.1.2.2. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Klasse
Die hautpsachliche Reprasentation nach Klassen erfolgte durch Sordariomyceten, Dothidio-

myceten, Eurotiomyceten und Pezizomyceten (Abbildung 4.1.2.).

Saccharomycetes

Umbelopsidomycetes Dothideomycetes

Pezizomycetes

— Eurotiomycetes

Leotiomycetes

L

Sordariomycetes Mucoromycetes

Abbildung 4.1.2.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Klasse (eigene
Darstellung).

Von &hnlichen Ergebnissen der Verteilung von Endophyten innerhalb verschiedener Klassen
ist bereits in anderen Studien berichtet worden (Higgins et al. 2007, Rodriguez et al. 2009),
auch wenn Organismen der Leotiomyceten zumindest in kultivierungsbedingten Identifizie-
rungsmethoden stérker vertreten waren (Arnold et al. 2007). Diese wurden im vorliegenden

Fall nur durch ein Isolat (Lanzia griseliniae, SG10c) reprasentiert (Tabelle 4.1.3.).

Tabelle 4.1.3.: Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Klasse.

Klasse Anzahl Isolate Anteil [%]
Dothideomycetes 9 16.4
Eurotiomycetes 9 16.4
Leotiomycetes 1 1.8
Mucoromycetes 1 1.8
Sordariomycetes 26 47.3
Pezizomycetes 7 12.7
Umbelopsidomycetes 1 1.8
Saccharomycetes 1 1.8
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4.1.2.3. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Ordnung

Bezogen auf die taxonomische Stufe Ordnung waren Stdmme der Xylariales, Eurotiales,

Hypocreales, Pleosporales und Pezizales stark vertreten (Abbildung 4.4.3.).

Amphisphaeriales
Xylariales Botryosphaeriales
Capnodiales
Chaetothyriales

Sordariales
Diaporthales

Saccharomycetales _
Helotiales

Umbelopsidales
Hypocreales
Pleosporales

Pezizales Eurotiales
Mucorales

Abbildung 4.1.3.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Ordnung (eige-
ne Darstellung).

Der vergleichesweise hohe Prozentsatz der erhaltenen Endophytenstimme aus der Ord-
nung Xylariales war eventuell durch einen hohen Anteil von Rindenproben als Wirtsgewebe-
typ bei der Pflanzenbeprobung bedingt (siehe Tabelle 4.1.1.). Arten der Xylariales sind hau-
fig als Holz-besiedelnde, saprophytische Pilze anzutreffen (Helaly et al. 2017). Demnach war
ihre Isolierung aus Rinden und Xylemgewebe naheliegend. Die teilweise Ubereinstimmung
der Pilzgemeinschaft von Saprophyten und Endophyten wurde bereits in einigen Artikeln
diskutiert (siehe Ghimire & Hyde 2008, Hyde & Soytong 2008; Rodriguez et al. 2009). Dabei
wird Endophytismus bei einigen Arten als Ubergangsphase bzw. Zwischenstufe der ansons-
ten saprotrophen Erndhrung interpretiert, die es erméglicht das Substrat bereits zu einem
moglichst frihen Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung zu okkupieren. Jedoch zeigt die Veran-
derung der Organismengemeinschaft im Laufe der Zersetzung des Pflanzematerials, dass
diese sich von der urspringlichen Endophytengemeinschaft, daher zum Zeitpunkt der Se-
neszenz des Pflanzenmaterials, unterscheiden und graduell durch saprotrophe Pilze ersetzt
werden (Stone et al. 2004). Des Weiteren werden auch zunehmend Arten gefunden, die
nicht zu den saprotrophen Pilzen gezahlt werden (Rodriguez et al. 2009). Demnach ist nahe-
liegend, dass Endophyten nicht generell mit Saprophyten identisch sind und von Saprophy-
ten abzugrenzen sind. Dass die in dieser Arbeit isolierten Stamme aber Uber saprotrophe
Lebensabschnitte verfiigen bzw. zwischen diesen Trophiemodi wechseln kénnen (Promputt-
ha et al. 2007), kann damit nicht ausgeschlossen werden.

Unabhangig von der 6kologischen Funktion der Xylariales-Arten sind diese fir Naturstoffun-
tersuchungen generell interessant, da sie bekannt fiir ihre bioaktiven Verbindungen sind

(Helaly et al. 2018) und ihre Extrakte h&dufig moderate bis hohe antiparasitéare und antiprolife-
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rative Wirkung zeigen (Higginbotham et al. 2013). Dementsprechend gehdren drei der flnf
Stamme (TS7 (Xylaria sp.), SG1 (Daldinia sp.), SG25 (Biscogniauxia sp.)), welche fur detail-
lierte mykochemische Untersuchungen ausgewahlt worden waren, der Ordnung Xylariales
an (siehe Kapitel 4.3.-4.6.). Diese Stdmme reprasentieren zudem drei verschiedene Familien
(Xylariaceae, Hypoxylaceae (Wendt et al. 2018), Graphostromataceae (Smith et al. 2003)).
Im Vergleich zu den Stammen der Ordnung Xylariales waren hingegen kaum Vertreter von
Pilzen der Ascomyceten aus zum Beispiel der Ordnung Capnodiales und Botyriosphaeriales
(Tabelle 4.1.4.) kultiviert worden, obwohl diese Ordnungen in anderen Studien durch haufi-
gere Isolierung prasenter vertreten waren (z.B. Arnold & Lutzoni 2007, Higginbotham et al.
2013).

Tabelle 4.1.4.: Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Ordnung.

Ordnung Anzahl Isolate Anteil [%]
Amphisphaeriales 3 55
Botryosphaeriales 2 3.6

Capnodiales 1 1.8
Chaetothyriales 1 1.8
Diaporthales 5 9.1
Helotiales 1 1.8
Hypocreales 6 10.9

Eurotiales 8 14.5

Mucorales 1 1.8

Pezizales 7 12.7

Pleosporales 6 10.9
Umbelopsidales 1 1.8
Saccharomycetales 1 1.8
Sordariales 1 1.8
Xylariales 11 20.0

Unterschiede in der taxonomischen Verteilung der Endophyten auch bei niedrigem taxono-
mischem Rank (Klasse, Ordnung) waren sicher durch die verschiedenen Regionen, Wirtsbio-
logie bzw. Wirtsarten, Umweltbedingungen und saisonale Effekte bestimmt, welche sich nur
schwer vergleichen lieBen. Fir verschiedene Wirtsabstammungslinien und grob definierte
biogeographische Regionen wurden aber merkliche Unterschiede in der Endophytenzusam-
mensetzung, welche zudem einzigartig fir ihre jeweilige Region ist, festgestellt (Arnold &
Lutzoni 2007, Higgins et al. 2007, U'Ren et al. 2012). Ein weiterer Punkt, der Endophyten-
diversitat beeinflussen kann, ist der Beprobungsaufwand an isolierten Arten und behandelten
Pflanzensegmenten. Dieser Beprobungsaufwand ist fir Studien zur Beurteilung der Endop-
hytengemeinschaft mehrerer Regionen und Wirtspflanzen deutlich héher (z.B. Isolate N =
1403 (Arnold & Lutzoni 2007), N = 558 (Higgins et al. (2007), N = 4154 (U'Ren et al. 2012), N
= 3307 (Higginbotham et al. 2013)) als es in der vorliegenden Arbeit mit dem Fokus auf ex-

tensive mykochemische Untersuchungen der Stamme moglich war.
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4.1.2.4. Verteilung der Endophytendiversitat nach taxonomischer Stufe Familie

Die graphische Darstellung der Endophytendiversitat getrennt nach Familienzugehdrigkeit
zeigte eine breite Aufteilung auf viele verschiedene Familien (Abbildung 4.1.4.).

Xylariaceae Apiosporaceae
Valsaceae Ascobolaceae

Umbelopsidaceae

Sporocadaceae .
Aspergillaceae

Sordariaceae

Sarcosomataceae . .
Bionectriaceae
. Botryosphaeriaceae
Rutstroemiaceae—{ ryosp
Cladosporiaceae
Pleosporaceae
Cytosporaceae
Pezizaceae
Debaryomycetaceae
Pyronemataceae

Di haeri
Ophiocordycipitaceae idymosphaeriaceae

Endomelanconiopsidaceae

Nectriaceae
Graphostromataceae
Mucoracea Hypocreaceae p. .
Hypoxylaceae Herpotrichiellaceae

Abbildung 4.1.4.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Familie (eigene
Darstellung).

Mit Ausnahme der Aspergillaceae, deren Isolate nur durch nicht ndher klassifizierte Penicilli-
um Stamme reprasentiert waren, waren viele Familien nur durch wenige (N < 4) Isolate cha-

rakterisiert. Davon waren viele Familien sogar nur durch Einzelisolate vertreten (Tabelle
4.15).
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Tabelle 4.1.5.: Verteilung der isolierten Endophyten nach taxonomischen Rank Familie.

Familie Anzahl Isolate  Anteil [%] Anzahl Genera Stammcode
Apiosporaceae 2 3.6 1 TS5-2, SG14a
Ascobolaceae 2 3.6 1 SG13, SG15a
Aspergillaceae 8 145 1 zgisieslgisi(;slégfs%;
Bionectriaceae 1 1.8 1 SG13-2

Botryosphaeriaceae 1 1.8 1 SG4
Cladosporiaceae 1 1.8 1 SG10b
Cytosporaceae 3 55 2 SG11, SG12, SG15¢
Debaryomycetaceae 1 1.8 1 SG26
Didymosphaeriaceae 2 3.6 2 SG8c, SG10
Endomelanconiopsidaceae 1 1.8 1 TS3-2
Graphostromataceae 2 3.6 1 SG17a, SG25
Herpotrichiellaceae 1 1.8 1 TS6-2
Hypocreaceae 2 3.6 1 SG5, SG21-2
Hypoxylaceae 4 7.3 2-3 SG1, SG14bb, SG22, SG24b
Mucoracea 1 1.8 1 SG1l4c
Nectriaceae 2 3.6 1 SG18b, SG18c
Ophiocordycipitaceae 1 1.8 1 T26B
Pyronemataceae 1 1.8 1 SG15b
Pezizaceae 1 1.8 1 SG21
Pleosporaceae 3 55 2 SG6, SG8b, SG9b
Rutstroemiaceae 1 1.8 1 SG10c
Sarcosomataceae 3 55 1 SG18d, SG24c, SG24d
Sordariaceae 1 1.8 1 SG16
Sporocadaceae 3 55 2 SG7, SG9, SG17b
Umbelopsidaceae 1 1.8 1 SG14ba
Valsaceae 2 3.6 1 SG23, SG23b
Xylariaceae 3 55 1-3 TS7-2, SG19, SG28

Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der generell beobachteten hohen Diversitat der Klasse 3
Endophyten, welche teilweise hunderte unterscheidbare Morpho- bzw. Genotypen je Wirts-
pflanze aufweisen kdnnen (Rodriguez et al. 2009). Einige Familien und Gattungen der hier
isolierten und kultivierten Pilze sind bekannt fiir pathogene Stamme (z.B. Pestalotiopsis (Ma-
harachchikumbura et al. 2011), Pleospora/Stemphylium (Brahamanage et al. 2018). Das
Ausmall der Stammklassifizierung anhand des ITS-Barcodings ist allerdings nicht ausrei-
chend fir eine Aussage zur Funktion der isolierten Pilze als Mutualisten ("true endophyt™)
oder latente Pathogene. Die genetischen Unterschiede zwischen endophytischen und pa-
thogenen Isolaten einer Art bzw. naheverwandter Arten kann sehr gering sein (Xu et al.
2014, Wheeler et al. 2019). Minimale genetische Veranderungen, sowohl bei Wirtspflanze
als auch beim endophytischen Pilz, kdnnen Uber den Ausgang der Wirt-Endophyten-
Interaktion entscheiden (Fesel & Zuccaro 2016). Teilweise kann die Konversion eines patho-
genen Stammes zu einem mutualistischen Endophyten durch die Mutation innerhalb eines
einzigen Genlocus vollzogen werden (Freeman & Rodriguez 1993). Zudem kann die Wirt-
Endophyt-Interaktion je nach Pflanzenart verschieden sein, wie sich am Beispiel von Verti-

cillium dahliae Stammen zeigt, die in Senfgewéachsen und Grésern als mutualistische Endo-
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phyten wachsen, in Kartoffeln hingegen als Pathogene auftreten. Ebenfalls ist vorstellbar,
dass einige Pilze, wie es bereits fiir die Saprophyten diskutiert worden ist (Promputtha et al.
2007), generell zwischen biotrophem bzw. perthotrophem und endophytischem Lebensstil
wechseln kdnnen. Die unklare Funktion bzw. der nicht direkt feststellbare generierte Vorteil
fur den Wirt und die hohe taxonomische Diversitat der Endophytenisolate ist ein generelles
Phanomen der Klasse 3 Endophyten und ist Gegenstand andauernder Diskussionen und
Forschungen (Rodriguez et al. 2009). Allerdings zeigte die Isolierung vieler Metaboliten (sie-
he Kapitel 4.2-4.6.) aus den fur die mykochemische Untersuchung ausgewdahlten Endophy-
tenstammen, dass diese Uber bioaktive Eigenschaften verfligen. Diese Wirkungen sind unter
anderem gegen phytopathogene Pilze, Bakterien und Nematoden, sowie Herbivoren gerich-
tet. Obwohl sich die Produktion der Verbindungen in der Kultivierung unter Laborbedingun-
gen nicht direkt auf das Metabolitprofil beim Wachstum innerhalb des Pflanzengewebes (in
planta) Ubertragen lasst, so kann doch vermutet werden, dass diese Verbindungen ebenfalls
wahrend der Endophyten-Wirt-Interaktion gebildet werden kénnen und gegebenenfalls vom
Wirtsmetabolismus verandert werden (Ludwig-Miller 2015). Die so erzeugten Molekile
konnten den besiedelten Pflanzen Selektionsvorteile verschaffen.

Abschliel3end kann konkludiert werden, dass mutualistische Endophyten aus nicht Graswir-
ten (nicht Clavicipitaceae) taxonomisch sehr divers sind. Insbesondere die niedrige Uberein-
stimmung des genetischen Markers (ITS-Barcoding) gegeniiber den Referenzsequenzen flr
einige der isolierten Stamme lasst vermuten, dass die genetische Diversitat und die Arten-
vielfalt weiterhin durch Endophytenstudien erweitert werden kann. In Konsequenz konnte
dies in der Isolierung biotechnologisch nitzlicher Stamme resultieren. Darliber hinaus sollten
endophytische Pilze gerade wegen der komplexen Interaktion und unklaren bzw. nicht voll-

standig verstandenen dkologischen Funktion weiter im Forschungsfokus bleiben.
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4.2. T26B (Purpureocillium lilacinum)

Abbildung 4.2.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm T26B
(Purpureocillium lilacinum): Submers-Fermentation in Kartoffel-Dextrose-Medium (oben links),
Solid-State-Fermentation auf Reismedium (oben rechts), Initiale Sdulenchromatographie (unten

links) DCM-H-0 Flissig-Flussig-Extraktion (unten), nach RP-HPLC isolierte Verbindung T26B2-
203a (unten rechts) (eigene Darstellung).
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4.2.1. Stammidentifizierung und Auswabhl

Die Kultur T26B, isoliert als Endophyt aus Rauvolfia macrophylla, und die Ergebnisse der
antiparasitaren Tests wurde von Prof. Bruno Lenta (Universitdt Yaoundé |, Kamerun) zur
Verfugung gestellt. W&hrend der Kultivierung waren vor allem die makroskopisch beobacht-
bare rosa-lila Farbung des Oberflachenmycels auffallig (Abbildung 4.2.1. oben links). Die
ITS-Amplifizierung (Zugangsnummer NCBI: LR584023) aus genomischer DNA und der Se-
guenzabgleich lieferte sehr gute Sequenziibereinstimmungen (99.5%) zu vielen Purpure-
ocillium lilacinum (syn.: Paecilomyces lilacinus, Penicillium lilacinus) Stdmmen. Die phyloge-
netische Analyse der nriITS-DNA bestatigte die Zuordnung als Purpureocillium lilacinum-Art
durch entsprechende Clusterung und geringer evolutionarer Distanz in Maximum Likelihood-
Analysen (Abbildung 4.2.2.).

26 | Purpureocillium lilacinum strain CBS 128806 (MH865154.1)
Purpureocillium lilacinum strain CBS 129474 (MH865347.1)
T26B - ITS
Paecilomyces lilacinus ATCC 10114 (AY213665.1)

8 [ Purpureocillium lilacinum HT011 (MH512954.1)
Purpureocillium lilacinum ICE121 (KX609400.1)
Purpureocillium sodanum IBRC-M 30175 (KX668542.1)

Purpureocillium takamizusanense TCTeb01 (MK592777.1)
% Purpureocillium lavendulum strain CBS 128677 (MH864976.1)
2 { Drechmeria campanulata IMI 356051 (NR 155045.1)
99 Drechmeria zeospora CBS 335.80 (NR 155046.1)
Tolypocladium album CBS 869.73 (NR 155018.1)
® K':ﬂypocladium cylindrosporum ARSEF 2920 (MG228381.1)
99 Lecanicillium kalimantanense BTCC F23 (NR 121200.1)
—|—— Lecanicillium araneicola NBRC 105407 (NR 121208.1)
© o | Ij Paracremonium contagium CBS 110348 (NR 154313.1)
99 Paracremonium binnewijzendii CBS 143277 (NR 157491.1)
Cladobotryum cubitense CBS 416.85 (NR 111427.1)

i Hypomyces australasiaticus TFC 03-8 (NR 121428.1)
a7 [ Hypomyces samuelsii CBS 127157 (MH864448.1)
98 — Cladobotryum tchimbelense CBS 127166 (MH864455.1)
Trichoderma auranteffusum CBS 119284 (NR 134383.1)
{ Trichoderma ochroleucum CBS 119502 (NR 134401.1)

Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NR 133684.1)

—

0.050

Abbildung 4.2.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes T26B und Ver-
gleichsreferenzen aus der Ordnung Hypocreales mit 1000 Bootstrap Replikationen und Asper-
gillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).
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Die Amplifikation des ITS-Bereichs aus genomischer DNA und damit die Spezieszuordnung
war zu Beginn der mykochemischen Untersuchung zunéchst nicht erfolgreich. Demnach war
die Auswahl anhand phylogenetischer Gesichtspunkt und eine Literaturrecherche zu bereits
bestehenden Naturstoffstudien zu anderen P. lilacinum Stammen nicht mdglich. Das Rohex-
trakt zeigte allerdings antiparasitare Aktivitdt mit bemerkenswerter Wirkung gegen Trypano-
soma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani und Plasmodium falciparum (Tabelle
4.2.1)).

Tabelle 4.2.1.: Antiparasitare und zytotoxische Ergebnisse des T26B2-Rohextrakts.

T. brucei T. cruzi L. donovani P. falciparum L6 KB3-1
Probenbezeichnung ICs [ug/ml] ICs [ug/ml] ICs [ug/ml] ICs [ug/ml] ICs [ug/ml] ICs [ug/ml]
T26B Rohextrakt < 0.002 1.18 0.077 0.086 2.92 > 800
Melarsoprol (Referenz) 0.003 - - - -
Benznidazol (Referenz) - 0.541 - - - -
Miltefosin (Referenz) - - 0.057 - - -
Chloroquin (Referenz) - - - 0.002 - -
Podophylltoxin (Referenz) - - - - 0.007 -
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - . 8.7x10°

Die ICso-Werte sind im Falle der Trypanosoma und Leishmania-Parasiten ahnlich potent wie
die in der Behandlung eingesetzten Referenzwirkstoffe. Gleichzeitig offenbarte sich in den
Testreihen gegen L6 (Myoblast, Rattus norvegicus) und KB 3-1 (Cervixkarzinom, Homo sa-
piens) Zelllinien nur vergleichsweise geringe Zytotoxizitat, was auf das mogliche Vorhanden-
sein von selektiv wirksamen, antiparasitdren Verbindungen im Extrakt hinwies. Die Evaluati-
on der Inhaltstoffe und der zu bestimmenden aktiven Komponenten sollten Hinweise liefern
inwiefern Extrakte aus Pilzstamm T26B einfache Formulierungen zur Applikation in Landern
mit hohen Inzidenzen an Trypanosoma-Infektionen ergeben kdnnten. Die ,traditionelle Medi-
zin“ mit simplen Formulierungen in Form von Extrakten und getrockneten Medizinalpflanzen
bzw. -pilzen stellt fir viele Menschen in diesen Landern zudem meist den einzigen Zugang

medikamentdser Behandlung und medizinischer Versorgung dar (Bussmann 2013).
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4.2.2. Extraktbearbeitung

Die T26B-Rohextrakte (T26BI und T26B2) wurden in zwei getrennten mykochemischen Un-
tersuchungen aufgearbeitet. Das erste Extrakt (T26Bl, m =4.71 g) wurde von Prof. Bruno
Lenta (Universitat Yaoundé |, Kamerun) nach Soldi-State-Fermentation (SSF) auf Reis zur
Verfigung gestellt. Das zweite Extrakt (T26B2, m = 19.0 g) wurde aus zwei aufeinanderfol-
genden Kultivierungsrunden (t =57 d bzw. t =63 d) ebenfalls durch SSF auf Reissubstrat
(meesamt = 1.25 k@) erhalten. Das Behandlungs- und Aufreinigungsschema der beiden Extrak-
te ist mit Abbildung 4.2.3. gegeben.

Extrakt eins (T26BI) wurde direkt einer Gradienten-Saulenchromatographie (Sau-
le: msiica ~ 200 g, @ = 3 cm, h = 30 cm, PE/EtOACc) als initialem Trennschritt unterzogen. Die
abschlieRende Elution der auf dem Kieselgel verbliebenen Verbindungen erfolgte durch Spu-
len mit Methanol bzw. Methanol/Wasser/Essigsaure (75/20/5, % viv/v). Diese Behandlung
lieferte elf Gber DC eingeteilte Hauptfraktionen (T26BI-F1 bis T26BI-F11). Weitere Behand-
lung von Fraktion F2 (T26BI-F2) durch Saulenchromatographie, Grof3enausschlusschroma-
tographie (SEC) und abschlieBendem Umkristallisieren lieferte Palmitinsdure bzw. Hexade-
cansaure (T26BI-14, m = 46.4 mg). Aus Fraktion F4 (T26BI-F4, m = 48.0 mg) konnte nach
weiterer Aufreinigung (LC, SEC) Ergosterolperoxid (T26BI-20, m = 14.1 mg) erhalten wer-
den. Die neunte Fraktion (T26BI-F9, m = 250 mg), welche als scharfe, grin-braunliche Ban-
de nach dem Spiulen (75/20/5, % viviv, MeOH/H,O/AcOH) eluierte, lieferte nach praparativer
RP-HPLC Leucinostatin A (T26BI-108, m = 8 mg), Leucinostatin B (T26BI-107, m = 7.3 mg),
Leucinostatin A2 (T26BI-110, m = 9.1 mg), Leucinostatin B2 (T26BI-106, m = 9.5 mg) und ein
putatives, bisher unbeschriebenes Leucinostatin (T26BI-109, m = 4.2 mg).

Beim zweiten Extrakt (T26B2) erfolgte eine Vorbehandlung durch eine zweistufige Flissig-
Flissig-Extraktion in der drei Subfraktionen (T26B2-F1 bis T26B2-F3) erhalten wurden. Die
H.O-Fraktion enthielt hauptséchlich polare Komponenten (T26B2-F1, m=1.38Q),
die EtOAc- bzw. MeOH-Fraktion semipolare Verbindungen (T26B2-F2, m =4.52 g) und die
n-Hexan-Fraktion hauptsachlich unpolare Molekile (T26B2-F3, m = 12.6 g). Die Fraktion mit
den Uberwiegend intermediar polaren Komponenten (T26B2-F2, m = 4.52 g) wurde ebenfalls
der Auftrennung durch eine Gradienten-Saulenchromatographie (Saule: msiica ~ 450 g,
@=5cm, h=36cm, PE/EtOAc) und abschlieBRendem Spilen (90/9/1, % v/viv, Me-
OH/H>O/AcOH) als initialem Trennschritt unterworfen. Diese Behandlung resultierte in 17 per
DC unterscheidbaren Hauptfraktionen (T26B2-F2-1 bis T26B2-F2-17). Die Hauptfraktion 10
(m =127 mg), 11 (m = 159 mg) und 15 (m = 344 mg) wurden weiter mittels praparativer RP-
HPLC aufgearbeitet und ergaben die Verbindungen Alternariol (T26B2-203, m = 15.7 mg), 1-
Linolyglycerol (T26B2-211, m = 27.3 mg) und ein bisher nicht beschriebenes Butenolid "Lila-
cinolid A" (T26B2-205, m = 7.3 mg). LC-MS-Analysen ergaben, dass die Hauptfraktion 17 die

gesuchten Leucinostatine enthielt. Wegen der geringen Léslichkeit und der Gesamtmenge
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von Hauptfraktion 17 (T26B2-F2-17, m = 2.22 g), bei der aber nur geringe Konzentrationen
bzw. isolierbare Mengen von Leucinostatinen in einem préaparativen RP-HPLC-Testlauf fest-
gestellt worden war, wurde diese zuvor extrahiert (1 g Fraktion/10 ml MeOH) und filtriert.
Dies ermdglichte die Entfernung von zuvor in der Saulenchromatographie eluiertem Kiesel-
gel und reduzierte die zu trennende Menge. Mehrere L&ufe der praparativen RP-HPLC resul-
tierten in der Isolierung einer Leucinostatin-haltigen Fraktion (T26B2-F2-17-20). Die Tren-
nung der einzelnen Leucinostatine erforderte zudem einen weiteren RP-HPLC-Trennlauf.
Des Weiteren wurden diese Fraktionen aufgrund von vorhandenen Verunreinigungen weite-
ren Trennschritten (SEC, RP-HPLC) ausgesetzt. Dies wirkte sich allerdings negativ auf die
isolierten Mengen aus, sodass vom gewinschten putativ neuen Leucinostatin T26BI-109 am
Ende nur ungeniigende Mengen (m < 0.5 mg) fur weitere Analysen (NMR) erhalten wurden.

Weitere Haupt- und Unterfraktionen, wie beispielsweise T26B2-F2-8 (m =37 mg) und
T26B2-F2-9 (m = 68.8 mg), wurden bearbeitet aber ergaben keine charakterisierbaren Ver-
bindungen oder wurden durch zu geringe Mengen in der weiteren Trennung bzw. Analyse

limitiert.
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Kultivi SS
vierun .
ulivierung (SSP) | o Reis, m=1.25 kg
t=57-63d, T=25°C
v 1. 2x HOAC,
Extraktion c=4mlg Substrat
Ethylacetatextrakt
v m =19.0 g (T26B2-Rohextrakt)
Fl.-Fl.-Extraktion
Ty T26B2-F1 (H,0-Phase), m= 1.38 q_
: b
EtOAC/H,0
F.-Fl.-Extraktion -
11 T26B2-F3 (n-Hexan-Phase), m= J§2.6 g Ethylacetatextrakt
Hexan/MeOH m =4.71 g (T26BI-Rohextrakt)
T26B2-F2, m=4.52g
v
Gradienten LC Gradienten LC
PE/EtOAC PE/EtOAC
T26B2-F2-10-4
Fraktion 10 | Grad. RP-HPLC T26B2-203, m = 15.7 mg 9I0_/(iO _ Fraktion 2
60/40 PE/EtOAC H,O/MeOH (Alternariol) PE/EtOAC 95/5 PE/EtOAC
T26B2-F2-11-19 SEC
50/50
Fraktion 11 Grad. RP-HPLC T26B2-211, m = 27.3 mg DCM/MeOH
50/50 PE/EtOAC H,0/MeOH (1-Linolyglycerol)
Fraktion 1-17
Umkristallisation
T26B2-F2-15-4 (n-Hexan)
Fraktion 15 .|  Grad. RP-HPLC T26B2-205, m = 7.30 mg ¢T263|-F2-3-SE3—R
w H,O/MeOH I Lilacinolid A” - =
20/80 PE/EtOAC 2 (sLilacinolid A") T26BI-14, m = 46.4 mg Fraktion 1-11
(Palmitins &ure)
|
1
¥ Fraktion 17 Lc Fraktion 4
Filtration (MeOH) 65/35
90/9/1 MeOH/H,0/AcOH PE/BIOAC 80/20 PE/EtOAC
| T26BIFA-2-SEL &
T26BI-20, m = 14.1 mg SEC
Grad. RP-HPLC : P
' (Ergosterolperoxid) 50/50
H,0/MeCH DCM/MeOH
Grad. RP-HPLC Grad. RP-HPLC Fraktion 9
70/30 A/B>100 B HO/ACN
H,0/MeOH 75/20/5 MeOH/HZ(?/AcOH
SEC T26B2-F2-17-20-1 T26BI-107, m = 7.30 mg T26B2-F9-1 !
50/50 ¥ (Leucinostatin B) v
DCM/MeOH
T26BI-108, m = 8.00 mg T26B2-F9-2
(Leucinostatin A) T
SEC lsokr. RP-HPLC 20-3
50/50 Lp 60/40 203 T268B1-109, m =4.20 My ¢-—
DCM/MeOH H20/ACN
T26BI-106, m =9.50 mg _, T26B2-F9-4
(Leucinostatin B2)
T26B2-F2-17-20-4T26B2-110, m=9.10 mg,  T26B2-FO-5 |

»

(Leucinostatin A2)

Abbildung 4.2.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fur Stamm T26B
(eigene Darstellung).
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4.2.3. Isolierte und charakterisierte Verbindungen aus Stamm T26B

4.2.3.1. Leucinostatine

ZT

Abbildung 4.2.4.: Struktur von Verbindung T26BI-106 (Leucinostatin B2, R'=H, R?=-, R®=-),
T26BI-107 (Leucinostatin B, R'=H, R?=0H, R®=H), T26BI-108 (Leucinostatin A, R!= CHjs,
R? = OH, R® = H), T26BI-110 (Leucinostatin A2, R! = CH3, R? = -, R® = -) (eigene Darstellung).

Die Verbindungen T26BI-106 (m=9.5mg), T26BI-107 (m=7.3mg), T26BI-108
(m=8.0mg), T26BI-109 (m=4.2 mg) und T26BI-110 (m =9.1 mg) wurden als farblose
Feststoffe aus Fraktion F9 (m =250 mg) nach praparativer RP-HPLC (tr =63.0 min
(T26BI-107), tr = 65.0 min (T26BI-108), tr = 66.2 min (T26BI-109), tr = 67.7 min (T26BI-106),
tr = 69.5 min (T26BI-110), Standardmethode 1, Eluent A/B, V = 10 ml/min) isoliert. Aufgrund
geringer Mengen und der daraus resultierenden geringen Signalintensitat in den NMR-
Spektren war eine Identifizierung der Verbindung mittels NMR zun&chst nicht méglich. Aller-
dings lieferten Untersuchungen mittels hochauflosender Massenspektrometrie die Pseu-
domolekularionen bei positiver lonisierung (Tabelle 4.2.2.).
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Tabelle 4.2.2.: Massenspektrometrische Daten der isolierten Leucinostatine.

Verbindungscode m/z Addukt Elementarzusammensetzung  m/z kalkuliert, Am [ppm] Identitét
T26BI-106 1186.81704  [M+H[" CeH107N1 O H+ 1186.817344, 0.26 Leucinostatin B2
T26BI-107 1204.82772  [M+H[" CeiH10oN11015H+ 1204.827909, 0.16 Leucinostatin B
T26BI-108 1218.84329 [M+H]* CgoH111N1,045H+ 1218.843559, 0.22 Leucinostatin A
T26BI-109 1216.82776 [M+H]" CeoH109N11013H+ 1216.827909, 0.12 Leucinostatin (putativ)
T26BI-110 1200.83271  [M+H] CeH10oN11 O, H+ 1200.832994, 0.24 Leucinostatin A2

Eine Abfrage der erhaltenen Massen in spezialisierten Naturstoffdatenbanken zeigte die
Leucinostatine als in Frage kommende Stoffklasse mit sehr guter Ubereinstimmung
(Am < 0.3 ppm) beim Abgleich der gemessenen und kalkulierten Massen der jeweiligen Ele-
mentarzusammensetzung. Trotz der geringen Signalintensitét in den NMR-Spektren konnten
fur Leucinostatine charakteristische chemische Verschiebungen beobachtet werden. Dazu
zahlten zum Beispiel die Verschiebungen im *C-NMR fur die Ketogruppe in der Octylseiten-
kette (6C [ppm] = 210.1 (Leucinostatin A,B), 200.0 (Leucinostatin A2/B2)) und die zehn Car-
bonyl-Verschiebungen der Amidfunktionen (6C [ppm] = 165-175), sowie zwei Signale fiir sp?-
hybridisierte C-Atome, die der Doppelbindung am N-Terminus zugeordnet werden konnten
oC [ppm] = 151.1, 120.3). Des Weiteren lieBen sich die im *H-NMR erwartbaren Kopplungs-
muster fur die Amidprotonen der Leucinostatine detektieren. Demnach waren beispielsweise
die drei Singuletts der a-Aminoisobuttersdure- und das Triplett der B-Alanin-Gruppe be-
obachtbar. Zudem war die Ubereinstimmung des **C-NMR-Profils von Leucinostatin A, wel-
ches von Strobel et al. (1997) publiziert wurde, offensichtlich, auch wenn die Carbonylgrup-
pen-Zuordnung in dieser Quelle abweicht bzw. inkorrekt ist. Die geringen isolierten Mengen
und daraus resultierenden geringen Signalintensitaten, zusétzliche Signalaufspaltung durch
Konformere und Signallberlagerung der Seitenkettenprotonen (Cg-Protonen, Methylgruppen,
etc.) erlaubten allerdings keine vollstandige Zuordnung der chemischen Verschiebungen.
Leucinostatine wurden bisher hauptséchlich nur in Paecilomyces lilacinus- Stammen (Syn.:
Purpureocillium lilacinum) (Isogai et al. 1980, Mori et al. 1982), in einigen Studien in Paeci-
lomyces marquandii (Syn.: Metarhizium marquandii) (z.B. Rossi et al. 1983, Crebelli et al.
1988) und einzeln in einer endophytischen Acremonium sp. (Strobel et al. 1997) nachgewie-
sen (Ricci et al. 2000). Dieses enge taxonomische Spektrum an Produktionsorganismen und
die Identifizierung des Stammes T26B als P. lilacinum war ein zusétzliches Indiz fir die Leu-
cinostatin-ldentitat der isolierten Verbindungen. Teilweise werden diese aufgrund ihrer anti-
mikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften zu den Mykotoxinen gezéhlt (Mikami et al.
1984, Mikami et al. 1989). Diese generelle Einteilung wird allerdings von anderen Autoren in
Frage gestellt (Rossi et al. 1993).

Leucinostatine bzw. Paecilotoxine sind nicht ribosomal gebildete (Nona) Peptide (NRP) mit
ungewoOhnlichen Strukturelementen. Der C-Terminus ist im Falle von Leucinostatin A (Syn.:
Leucinostatin I, Paecilotoxin, Antibiotic P168, Antibiotic 1907-11) mit
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N,N-Dimethylpropan-1,2-diamin (DPD) modifiziert. Der N-Terminus ist hingegen mit
(4S,2E)-4-Methylhex-2-enyl (MeHA) derivatisiert. Neben der proteinogenen Aminosauren L-
Leucin (L-Leu) sind ebenfalls die nichtkanonischen Aminosauren a-Aminoisobuttersaure
(AiB), 2-Amino-2-methylpropansaure ((a-Me)Ala)), B-L-Alanin (B-Ala), B-Hydroxy-L-leucin
(HyLeu) und (4R)-4-Methyl-L-prolin  (MePro), sowie die einzigartige Aminosaure
(2S,4S)-2-Amino-6-hydroxy-4-methyl-8-oxodecansédure (AHMOD) vorhanden (Mori et al.
1982, Isogai et al. 1984, Isogai et al. 1992).

Einige Leucinostatine (z.B. Leucinostaine A2 und B2) sind bisher ausschlie3lich als gering
abundante Verbindungen per MS-Untersuchungen identifiziert worden (Isogai et al. 1992).
Ein weiteres, bisher nicht beschriebenes Leucinostatin, lieR sich mit der Verbindung
T26BI-109 und dessen gemessener monoisotopischer Masse (Tabelle 4.2.2.) postulieren.
Das 'H-NMR zeigte die vier Signale fir die olefinischen Protonen, welche fiir Leucinostatin
A2 und B2 vorhanden waren. Weiterhin war ein ahnliches Signalmuster im Bereich der
Amidprotonen prasent, was die Identitat als Leucinostatin bekraftigte (Abbildung 4.2.5.).
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Abbildung 4.2.5.: Vergleich des H-NMR von T26BI-109 (oben, putatives neues Leucinostatin)
und T26BI-106 (unten, Leucinostatin B2) im Bereich der amidischen und olefinischen Protonen

Weitergehende Aussagen zur Unterscheidung bezuglich bekannter Derivate lie3 sich auf-
grund der geringen isolierten Menge und der schlechten NMR-Spektrenqualitét nicht vor-

nehmen. Die Probe enthielt zudem, feststellbar durch Begleit-Peaks in der LC-MS-Analytik,

97



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.2. T26B (Purpureocillium lilacinum) -

die Leucinostatine A und B2, welche die benachbarten Substanz-Peaks wéahrend der prapa-
rativen Aufreinigung waren (Abbildung 4.2.6.). Die Reihenfolge der Peaks bei der Auftren-
nung Uber RP-HPLC entspricht den Literaturbeobachtungen bei Isogai et al. (1992).

Praparative RP-HPLC T26BI-F9

£ 350 _ _

S 300 Leucinostatin A2 (T26BI-110)
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Abbildung 4.2.6.: Chromatographisches Profil der Leucinostatinfraktion (eigene Darstellung).

Eine erneute Kultivierung im grof3eren Mal3stab unter Erweiterung der Kultivierungszeit, wel-
che die Idiophase bzw. die stationare Wachstumsphase verlangern sollte, wurde durchge-
fuhrt (Abbildung 4.4.3.). Ziel war es demnach die Menge der produzierten Leucinostatine zu
erhéhen, um eine ausreichende Menge fur weitere Analysen isolieren zu kénnen. Die myko-
chemische Untersuchung des neuen Extraktes, bezogen auf die Isolierung von Leucinostat-
inderivaten, war allerdings nicht erfolgreich. Das gesuchte Leucinostatin mit der lonen-
adduktmasse m/z = 1216.8 [M+H]" konnte nach der Aufreinigung und Fraktionierung wieder
nur mit sehr geringen Mengen (m < 0.5 mg) isoliert werden. Weiterhin wurden die Leucino-
statine B2 und B als Hauptprodukte der Substanzklasse nachgewiesen, jedoch nicht Leuci-
nostatin A. Spekulativ bleibt, ob bereits durch die veréanderten Kultivierungsbedingungen ge-
ringere Mengen an Leucinostatine produziert wurden oder die abgewandelte Aufreinigungs-
strategie, wie zum Beispiel die Flussig-Flissig-Extraktion als Vorbehandlung und die nétigen
zusatzlichen Trennschritte, nicht zielfihrend waren. Eine weitere Erklarung fur das verander-
te Metabolitenprofil und die Metabolitenmenge kénnte in einer Verdnderung oder Beschadi-
gung des Stammes wahrend der Kryostammhaltung liegen. Bei der zweiten Kultivierung war
bemerkt worden, dass die Besiedlung des Substrates in geringerer Geschwindigkeit erfolgte
und die makromorphologische Beobachtung der intensiven schwarzen Pigmentierung aus
der ersten Kultivierung nicht mehr vorhanden war. Stattdessen war die fur die Spezies cha-
rakteristische rosa-lila Farbung des Oberflachenmycels offensichtlich. Eine weitere Charakte-
risierung des postulierten neuen Leucinostatins mit der Nominalmasse von 1215 Dalton, so-
wie die angestrebte, bisher nicht literaturbekannte vollstandige Zuordnung der chemischen

Verschiebung von Leucinostatin A und B blieb demnach erfolglos.
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4.2.3.2. Leucinostatinderivate und deren Produktionsorganismen

Leucinostatine wurde bisher, wie bereits im vorherigen Kapitel (Kapitel 4.4.3.2.) ausgefihrt,
nur in den drei Pilzarten Purpureocillium lilacinum (urspringlich: Paecilomyces lilacinus,
Isogai et al. 1980, Mori et al. 1982 bzw. Penicillium lilacinus, Arai et al. 1973), Metarhizium
marquandii (urspriinglich: Paecilomyces marquandii, Rossi et al. 1983) und in einer endop-
hytischen Acremonium-Art (Strobel et al. 1997) nachgewiesen. Es ergibt sich demnach ein
enges taxonomisches Verteilungsspektrum im Vergleich zu anderen komplexen Naturstof-
fen, wie beispielsweise den Cytochalasinen. In mykochemischen Studien wurden in der Re-
gel Leucinostatin A, welches als erstes von Arai et al. (1973) beschrieben wurde, sowie Leu-
cinostatin B, welches urspriinglich zusammen mit Leucinostatin A isoliert und fir dieselbe
Verbindung gehalten wurde (Mori et al. 1983, Fukushima et al. 1983a, Fukushima et al.
1983b), als Hauptprodukte isoliert. Die Strukturaufklarung erfolgte einige Jahre spéater in kur-
zen Abstéanden, unabhéngig in vier verschiedenen Arbeitsgruppen, jeweils aus unterschiedli-
chen P. lilacinus Stammen (Sato et al. 1980, Isogai et al. 1980 Mori et al. 1982) bzw. P. mar-
quandii (Rossi et al. 1983). Weiterhin wurden einige weniger abundante Leucinostatin Deri-
vate (Leucinostatin C-H, K) aus P. marquandii isoliert und biologischen Tests unterzogen
(Crebelli et al. 1988). Aus einer endophytischen Acremonium sp. wurde zudem ein diglykosy-
liertes Leucinostatin A nachgewiesen (Strobel & Hess 1997). Nachfolgend beschriebene,
gering abundante Derivate (Leucinostatin A2, B2, L-X) wurden nur tber MS/MS basierte Ver-
fahren detektiert und strukturell bestimmt (Isogai et al. 1992, Martinez & Moraes 2015).
Demnach sind bisher etwa 33 natirliche Leucinostatinderivate beschrieben. Diese Derivate
unterscheiden sich in der Regel nur in geringem Maf3e durch die vorhandene bzw. nicht vor-
handene Methylierung des Prolins und des N-Terminuses, sowie in starkerem Mal3e an der
zweiten Aminosaure durch die Lange der aliphatischen Kette und deren Sauerstofffunktiona-
lisierung. Die Konstitution ist bei einigen Derivaten zudem nicht abschlieRend geklart (Marti-
nez & Moraes 2015). Die zuvor als einzigartiges Strukturelement angesehene Aminosaure
AHMOD (Isogai et al. 1992) wurde spater auch in anderen Peptiabiotika bzw. Lipoaminopep-
tiden, wie Helioferinen, Roseoferinen und Acremostatinen belegt (Degenkolben et al. 2003).
Obwohl Syntheserouten fir die Totalsynthese, beispielsweise von Leucinostatin D (Kuwata
et al. 1992) und Leucinostatin A (Abe et al. 2017), bekannt sind, sind Leucinostatin A und
Mischungen aus und Leucinostatin A und B die einzigen Derivate, die kommerziell vertrieben

werden. Diese sind jedoch nur als Kulturisolate bzw. Fermentationsprodukte erhaltlich.
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4.2.3.3. Biologische Aktivitat der Leucinostatine

Leucinostatine kdnnen zur Strukturklasse der Peptiabiotika, Lipoaminopeptide, bzw. Peptai-
boltyp-Peptide gezahlt werden. Dies sind amphiphile Penta- bis Eikosapeptide, die Uberwie-
gend Aminosauren mit unpolaren Seitenketten enthalten und einen hohen Anteil der Amino-
saure a-Aminoisobuttersédure (Aib), weitere ungewdhnliche Aminosauren, sowie modifizierte
N-, C-Termini aufweisen (Degenkolben et al. 2003, Walton et al. 2004, Zeilinger 2015). Das
meist studierte Peptaibol ist Alamethecin aus Trichoderma viride (Zeilinger 2015). Die biolo-
gische Aktivitat von Peptaibolen liegt unter anderem in der Fahigkeit Kanale bzw. Poren in
biologische Membranen zu implementieren. Leucinostatin A wurde ebenfalls als lonophor
bzw. als Porenbildner beschrieben (Csermely et al. 1994), welches zur Selbst-Aggregation
(molecular self-assembley) in Phospholipiddoppelschichten neigt (Fresta et al. 2000). Andere
Mechanismen beinhalten die Inhibierung der mitochondrialen ATP-Synthese und verschie-
dener Phosphorylierungspfade (Csermely et al. 1994, Park et al. 2004). Demnach sind Leu-
cinostatine fur ihre breite antibiotische Wirkung gegen Bakterien (z.B. MIC: ~ 5 pg/ml, Bacil-
lus subtilis), insbesondere gegen gram-positive Bakterien und Pilze (z.B. MIC: ~ 5-10 ug/ml,
Candida albicans, MIC: 0.5-1 pg/ml, Cryptococcus neoformans) (Arai et al. 1973, Sato et al.
1980, Rossi et al. 1983, Fukushima et al. 1983a), sowie sehr potente Wirkung gegen ver-
schiedene Tumorzelllinien (z.B. 1Cso = 2.3 nM, BT-20 Brustkrebszelllinie, Strobel et al. 1997)
bekannt. Erstaunlicherweise wurde ebenfalls fiir Leucinostatin A eine spezifische antivirale
Aktivitat durch Blockade der Zelloberflachenexpression von viralen Glycoproteinen beim
"Newcastle Disease"-Virus (Moroi et al. 1996) und die Stérung der Tumor-Stroma-
Zellinteraktion belegt (Kawada et al. 2010). Letzteres wird als interessantes Target in der
Krebstherapie gesehen (Abe et al. 2018). Des Weiteren sind phytotoxische (Rossi et al.
1983) und die in vitro und in vivo bestimmte antiparasitare Aktivitdt gegen Plasmodium-
(Otoguro et al. 2003) und Trypanosoma-Stamme (Ishiyama et al. 2009) im niedrigen, nano-
molaren Bereich beschrieben. Die Literaturergebnisse spiegeln die Wirkung gegen einen
Chloroquin-resistenten Plasmodium falciparum Stamm (PfINDO) in eigenen, extern durchge-

fuhrten Messreihen (Lenta 2016 pers. Kommunikation) wieder (Tabelle 4.2.3.).

Tabelle 4.2.3.: Antiplasmodiale und zytotoxische Aktivitat der isolierten Leucinostatine aus
Stamm T26B.

PfINDO HEK239T
Probenbezeichnung IC5, [nM] CCsg [UM] SI (CCsy/ICs) [-]
T26BI-106 17 > 674 > 400
T26BI-107 + T26BI-108 16 > 656 > 400
T26BI-109 33 > 658 > 200
T26BI-110 25 > 666 > 267
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Ein Vergleich der zytotoxischen Wirkung gegen menschliche Embryonierenzellen (HEK -
Human Embryonic Kidney) zeigte deutliche héhere halbmaximale inhibitorische Werte als
gegenuber P. falciparum, was zu einer guten Selektivitat fihrte. Die Leucinostatine zeigten
sich bei der Behandlung von Malariainfektionen auch gegen Plasmodiumstamme wirksam,
welche gegen den Standardwirkstoff Chloroquin resistent sind. Sie sind damit vermutlich die
Extraktkomponenten, welche fir die antitrypanosomale und antiplasmodiale Aktivitat des
Rohextraktes verantwortlich waren.

Zusatzlich zu den bereits erlauterten umfassenden biologischen Beeinflussungen verschie-
denster Organismengruppen wurden ebenfalls nematizidale Effekte beschrieben (Park et al.
2004), sodass der Einsatz von P. lilacinum als Biokontrollstamm gegen Nematoden und Phy-
topathogene patentiert und kommerzialisiert ist (Wang et al. 2016). Interessanterweise wurde
von Park et al. (2004) gezeigt, dass die nematizidale Aktivitat mit der Produktion der Leuci-
nostatine in P. lilacinus Stammen korreliert. Fur einen anderen Biokontrollstamm (P. lilacinus
P251) hingegen wurden keine detektierbaren Paecilotoxin- bzw. Leucinostatinkonzentratio-
nen gemessen (Khan et al. 2003).

Um die zwar teilweise vorhandene Selektivitat der Leucinostatine gegeniber verschiedenen
pathogenen Mikroorganismen und Tumorzelllinien (Strobel et al. 1997) aber der dennoch
nicht zu vernachlassigenden unspezifischen toxischen Wirkung der Leucinostatine Rech-
nung zu tragen, wurden unterschiedliche Formulierungskonzepte vorgeschlagen. Die akute
Toxizitat der Leucinostatine (z.B. LDso = 0.8 mg/kg (i.V.), LDso = 5.4 mg/kg (oral) fur Leucino-
statin A) ist relativ hoch, was ihre Anwendung limitiert (Fukushima et al. 1983a, Ricci et al.
2000). Konzepte zur direkten Adressierung in Form von Antikérperkonjugaten (Dosio et al.
1994) und verbesserten Formulierungen dber Liposome (Ricci et al. 2000) und Nanopatrtikel
(Ricci et al. 2002, Ricci et al. 2004) zur Reduzierung der akuten Toxizitat und Verbesserung
der pharmakologischen Eigenschaften sind bekannt. Weiterhin wurde keine relevante Ge-
notoxizitat festgestellt (Crebelli et al. 1988).

In Anbetracht der breiten antibiotischen Aktivitat liegt die biologische Funktion und der gene-
rierte Vorteil fir den Endophyten Stamm T26B und dessen Wirtspflanze sicherlich in der
Schwéachung konkurrierender bzw. pathogener Organismen. Vor dem Hintergrund der Endo-
phyt-Pflanzen-Wechselwirkung und der ebenfalls generellen phyto- und mykotoxischen Ef-
fekte der Leucinostatine ist die Isolierung eines diglykosylierten Leucinostatin A mit verringer-
ter biologischer Aktivitat (Strobel & Hess 1997) bemerkenswert. Es lasst sich vermuten, dass
die Glykosylierung ein Mechanismus ist, der Endophyt und Wirt vor den negativen Effekten

der eigenen Metaboliten schiitzt und resistenzbildend wirkt.
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4.2.3.4. Alternariol (T26B2-203a)

HsC,,

Abbildung 4.2.7.: Struktur von Verbindung T26B2-203a (eigene Darstellung).

Die Verbindung T26B2-203 wurde als farbloser Feststoff (m = 15.7 mg) nach praparativer
RP-HPLC (ir = 83.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V =2 ml/min) aus Fraktion 10
(m =127 mg) gewonnen.

Das 'H-NMR zeigte insgesamt acht klar getrennte Signalgruppen. Drei davon
(6H [ppm] = 11.77 (s, 1H, 7-OH), 10.89 (s, 1H, 9-OH), 10.32 (s, 1H, 3-OH)) waren stark ins
Tieffeld verschoben und zeigten dariiber hinaus keine Resonanzen im HMQC-Spektrum.
Demzufolge waren diese Protonen Uber Heteroatome gebunden und liel3en sich als Hydro-
xylprotonen identifizieren. Des Weiteren waren vier weitere Protonen (dH [ppm]=7.24
(d, J = 2.0 Hz, 1H, H-10), 6.72 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-2), 6.64 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-4), 6.37
(d, J=2.0Hz, 1H, H-8)) im aromatischen Verschiebungsbereich jeweils als Dublett aufge-
spalten. Die Kopplungskonstanten wiesen dabei auf jeweils zwei Protonen in meta-Stellung
hin. Das letzte *H-NMR Signal lieR sich einer Methylgruppe (8H [ppm] =2.70 (s, 3H, H-11)
zuordnen, welche an ein olefinisches bzw. aromatisches System gebunden war.

Im BC-NMR waren insgesamt 14 Signale fur Kohlenstoffatome ersichtlicht von denen, an-
hand ihrer chemischen Verschiebung, 13 sp? hybridisiert waren. Zusatzlich wiesen funf Koh-
lenstoffe eine Verschiebung von >150ppm auf, was, neben den bereits beschriebenen Alko-
holgruppen (6C [ppm] = 165.4 (C-9), 164.1 (C-7), 158.4 (C-3)), zwei weitere Kohlenstoffato-
me mit Bindung zu Heteroatomen (6C [ppm] = 164.7 (C-6), 152.6 (C-4a)), erwarten liel3. Die-
se chemischen Verschiebungen in Verbindung mit der starken Tieffeldverschiebung des
Hydroxylprotons bei 11.77 ppm liel3en eine Carbonylgruppe als Ester bzw. Laktonfunktion in
peri-Stellung zur Hydroxylfunktion vermuten (vgl. auch Melleinderivate TS7-202 (Kapitel
4.3.3.1.) und SG25-105 (Kapitel 4.6.3.1.)).

Die bisher vorgestellten Strukturelemente wiesen auf ein nicht lineares, annelliertes Dreiring-
system mit Heterocyclus als Grundstruktur hin. Die Uberprifung aller HMBC-Korrelationen
(Abbildung 4.2.8b.) ermoglichte die Etablierung eines Benzolc]lisocumarin- (Ben-

zo[c]chromen-one), Dibenzo[b,d]pyranon- bzw. Phenanthrenderivates und die vollstdndige
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Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.2.8a.). Anhand massenspektro-
metrischer Untersuchungen (HR-ESI-MS: m/z = 259.0576, [M+H]*, m/z = 281.0389 [M+Na]")
konnte die Elementarzusammensetzung (Ci14H100s) des Strukturvorschlages bestétigt wer-

den.

10.89
H

Abbildung 4.2.8.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und *3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von T26B2-203a in DMSO-D¢ (eigene Darstellung).

Die Verbindung konnte als die literaturbekannte Verbindung Alternariol (3,7,9-Trihydroxy-1-
methyl-6H-dibenzo[b,d]pyran-6-on) identifiziert werden. Alternariol ist ein bekanntes Mykoto-
xin und hauptsachlich mit der Nahrungsmittelkontamination durch Alternaria-Arten assoziiert.
Unter den Alternaria-Toxinen gehort es zu den am besten studierten Mykotoxinen. Zudem
wird die Pravalenz der Kontamination aufgrund der weiten Verbreitung der Alternaria-Arten
auf agrikulturellen Produkten im Vergleich zu anderen Mykotoxinen als hoch eingeschétzt.
(Brzonkalik 2005, Escriva et al. 2017). Kirzlich konnte eine Alternariol produzierende Po-
lyketidsynthase identifiziert werden (Saha et al. 2012). Der Metabolit weist im Gegensatz zu
anderen verbreiteten Mykotoxinen (z.B. Aflatoxin LDso ~ 7.2 mg/kg, Rattenmodel, Dhanase-
karan et al. 2011) eine vergleichsweise geringe akute Toxizitat auf (LDso > 400 mg/kg,
Mausmodel, Pero et al. 1973). Jedoch gilt Alternariol als mutagen und relativ zytotoxisch
gegen verschiedene Testorganismen (z.B. Bacillus mycoides, Pero et al. 1973) und Zelllinien
(Brzonkalik 2011, Escriva et al. 2017). Interessanterweise zeigt sich Alternariol mit dem oft
zusammen auftretenden Alterariolmonomethylether (9-OMe-Alternariol) als stark synergis-
tisch im antibakteriellen Agardiffusions-Assay (Pero et al. 1973).

Neben der Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Alternariolmetabolisie-
rung mit direkter DNA-Schéadigung wird die Genotoxizitat hauptsachlich durch die Inhibierung
der Topoisomerase, welche in Doppel- und Einzelstrangbriichen resultiert, assoziiert (Sol-

haug et al. 2016). Die Zytotoxizitdt gegentiber Krebszelllinien wurde unter andern von Pero
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und Mitarbeitern (1973) gegen HelLa-(ICso = 6 pug/ml) und von Tan et al. (2008) gegen KB-
Zelllinie (ICso = 3.7 pyg/ml) ermittelt. Aufgrund der bereits literaturbekannten Effekte und viel-
faltigen Bioassays wurde auf die Erhebung eigener zytotoxischer Kennzahlen verzichtet.

Neben dem Nachweis von Alternariol in verschiedenen Alternaria-Arten (A. alternata, A. te-
nuissima, A. brassicae, etc., Brzonkalik 2005) wurde diese Verbindung aus anderen bekann-
ten Mykotoxin produzierenden Taxa, wie Penicillium sp. (Ali et al. 2017), Trichoderma sp.
(Zhang et al. 2017), Phomopsis sp. (Chapla et al. 2014, Jouda et al. 2016) isoliert. Ebenfalls
wurde die Verbindung auch in mykochemischen Untersuchungen weniger studierter
Gattungen, wie beispielsweise Rhizopycnis vagum (Lai et al. 2016), Peyronellaea glomerata
(Zhao et al. 2016) und Pestalotiopsis uvicola (Hou et al. 2018) festgestellt. Viele von diesen
angefuhrten Beispielen wurden zudem als Endophyten isoliert. Nach bisherigen Recherchen
ist dies die erste mykochemische Untersuchung, welche die Isolierung des Mykotoxins Al-
ternariol aus der Gattung Purpureocillium im Allgemeinen und aus P. lilacinum im Speziellen

nachweist.

104



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.2. T26B (Purpureocillium lilacinum) -

4.2.3.5. Lilacinolid (T26B2-205)

H O///, ",

6

E OH

Abbildung 4.2.9.: Struktur von Verbindung T26B2-205 (eigene Darstellung).

Die Verbindung T26B2-205 wurde als weilRer Feststoff (m=7.30 mg) nach RP-HPLC
(tr = 43.5 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V =6 ml/min) aus der Hauptfraktion 15
(m = 344 mg) isoliert.

Im *H-NMR lieRen sich neun Signalgruppen beobachten. Darunter wurden zwei aliphatische
Methylgruppen (dH [ppm] = 1.34 (d, J = 7.5 Hz, 3H, H-8), 0.77 (t, J = 7.3 Hz, 3H, H-10)) iden-
tifiziert (Tabelle 4.2.4.). Die Kopplungsmuster der anderen Signalgruppen und die COSY-
Korrelationen zeigten zwei getrennte Spinsysteme. Eines davon lie3 sich durch das Kopp-
lungsmuster und dem Integralverhéltnis als Ethylgruppe (H-9, H-10) interpretieren. Das
HMQC-Experiment verdeutlichte zusatzlich das Vorhandensein von zwei weiteren diastere-

otopen Methylengruppen.

Tabelle 4.2.4.: Zuordnung der H, *3C und HMBC-Signale von T26B2 in MeOH-Da.
T26B2-205 (MeOH-D,,)

Position

3 *H (m, J [Hz]) 5 3¢ HMBC (H —C)
1 - - -O- -
2 - 171.3 0O=C-O-
3 - 137.8 =C-OH
3a - 139.8 qC= -
4 3.21 (m) 28.8 -CH- 3,3a,5,6,73,8
5 1.81-1.78 (m) 39.5 -CH,- 3a,4,6,7,8
6 4.11 (pseudo p) 68.0 -CH-OH 4,5,7,7a
7 2.30 (dd, 13.8, 4.4), 1.76 (dd, 13.8, 4.6) 45.4 -CH,- 3a,5,6,7a, 9
7a - 86.3 qC-O- -
8 1.34(d, 7.5) 19.2 -CHjs 3,33, 4,5
9 2.25 (dg, 14.7, 7.3), 2.03 (dq, 14.7, 7.3) 33.7 -CH,- 3a,7,7a 10
10 0.77 (t, 7.3) 7.9 -CH, 73,9

Aus dem 3C-MNR lieRen sich insgesamt elf Signale fiir Kohlenstoffatome ausmachen. Ne-
ben den sieben Kohlenstoffen, die bereits aus dem HMQC-Spektren offensichtlich waren,
fielen vier quaternare, tieffeldverschobene Signale (8C [ppm] =171.3 (C-2), 139.8 (C-3a),
137.8 (C-3), 86.3 (C-7a)) auf. Aufgrund der Verschiebungen liel3 sich fur ersteres eine Car-
bonylkohlenstoff in Esterfunktion und fir letzteres eine Sauerstofffunktionalisierung vermu-

ten. Die anderen beiden Signale lieRen C-Atome mit sp?-Hybridisierung in einer Doppelbin-
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dung erwarten. Die, anhand des COSY-Spektrums nachvollziehbaren, geminalen und vicina-
len Kopplungspartner der Protonen an C4, C5, C6, C7 und die Ubereinstimmenden, intensi-
ven HMBC-Signale der Methylprotonen an Position C-8 und der Methylenprotonen an C-7
jeweils zu 8C = 139.8 ppm (C-3a) und &C = 39.5 ppm (C-5) ermdglichten die Etablierung
eines Cyclohexanrings. Die Tieffeldverschiebung von C-6 bzw. H-6 lieR dabei eine Oxo-
Funktionalisierung an dieser Position des Cyclohexanrings vermuten. Des Weiteren offen-
barten die HMBC-Korrelationen der Ethylgruppe (Methylenprotonen zu C-3a, C-7 und C-7a,
Methylprotonen zu C-7a) Verbindung zum Cyclohexanring und ermdglichten die Positionie-
rung an den quaternaren Kohlenstoff an C-7a. Das Proton H-4 zeigte durch sein HMBC-
Spektrum als einziges eine Resonanz zum quaternéren Kohlenstoffe bei 6C = 137.8 ppm (C-
3), sodass eine Doppelbindung zwischen C-3a und C-3 platziert wurde. Leider wurde das
Signal mit der Verschiebung bei 6C =171.3 ppm nicht durch eine Korrelation im HMBC-
Spektrum abgedeckt.

Weitere und bestatigende Informationen fur den Strukturvorschlag wurden durch MS-
Untersuchungen erhalten. LR-MS mittels Nano-ESI ergab verschiedene Molekulionenadduk-
te (m/z=447.1, [2M+Na]", m/z =246.9, [M-CI]), welche zunéchst die Nominalmasse
(M = 212 Da) lieferten. Die Uberprifung mittels HPLC-HR-ESI-TOF bestatigte die Nominal-
masse durch die Messung des Pseudomolekularions (m/z =213.1101, [M+H]*, berechnet
213.1121, Am = 9.55 ppm), eines Fragmentions (m/z = 195.0996, [M-H,O+H]) und zweier
Natriumaddukte (m/z = 235.0921, [M+Na]*; m/z = 447.1964, [2M+Na]*) bei positiver lonisie-
rung. Dartiber hinaus erlaubte es die Ableitung der Elementarzusammensetzung (C11H1604),
in guter Ubereinstimmung zu den Messwerten des Pseudomolekularions (Ci1:H1s04H*, be-
rechnet 213.1121, Am = 9.55 ppm). Die Bildung eines Fragmentions mit der formalen Entfer-
nung von H>O suggeriert zudem das Vorhandensein einer Hydroxyfunktion, welche trotz der
relativ schonenden ESlI-lonisierung haufig Wasser als Neutralteilchen abspalten.

Der Abgleich aller HMBC- und COSY-Korrelationen (Abbildung 4.2.10b.) unter Einbeziehung
der Elementarzusammensetzung aus den MS-Experimenten resultierte in einem Strukturvor-

schlag und der vollstandigen Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.2.10a.).
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Abbildung 4.2.10.: a) Chemische Verschiebung von H- und **C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von T26B2-205 in MeOH-D4 (eigene Darstellung).

Die geringe chemische Verschiebung von C-3 (6C = 137.8 ppm) im Vergleich zu anderen
sp?-hybridisierten und hydroxylierten Kohlenstoffatomen, die normalerweise eine Verschie-
bung 6C > 150 ppm erwarten liel3e, konnte durch den schirmenden Effekt der Carbonylgrup-
pe in a-Position erklart werden. Diese chemische Verschiebung, wie auch die Ubereinstim-
mung der chemischen Verschiebungen an anderen Positionen (Tabelle 4.2.5.), wurden aller-
dings auch fur ein strukturell verwandtes synthetisches Derivat (3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-
5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on) (Abbildung 4.2.12a.) beschrieben (Kamat et al.
2007).

Tabelle 4.2.5.: Vergleich der *C NMR Daten von T26B2-205 und 3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-
5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on.

- T26B2-205 (MeOH-D,) Referenz: Kamat et al. 2007 (CDCl5)
Position 5
5 °C

1 R R

2 171.3 170.1
3 137.8 133.9
3a 139.8 141.3
4 28.8 35.8
5 395 39.0
6 68.0 19.9
7 454 41.6
7a 86.3 85.1

Bestehende Unterschiede in der chemischen Verschiebung des *C-NMR-Spektrums sind
durch die Substituenten (Abbildung 4.2.12.) am Cyclohexanylring (z.B. Hydroxylierung an
C-6) und durch die Messung in einem anderen Losemittel (MeOH-D4 vs. CDCls) erklarbar.
Bezlglich der relativen Stereochemie gibt das NOESY Spektrum Auskunft. Kreuzkorrelatio-
nen zwischen den Protonen der Ethylgruppe an C-7a und den Protonen der Methylgruppe

(H-8), aber nicht zum Proton an C-4, implizieren die gleichseitige Ausrichtung der Methyl-
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und Ethylgruppe. Gleiches gilt fir ein, wenn auch mit geringer Intensitat, beobachtetes
Kreuzsignal zwischen dem Proton H-6 und H-4, aber nicht zwischen H-6 und den Protonen
der Methylgruppe (H-8) bzw. den Ethylprotonen (H-9). Dies bedeutet, dass die Hydro-
xylgruppe, wie auch die Methyl- und die Ethylgruppe relativ zum planaren Furanring in die-
selbe Richtung orientiert sind. Die Klarung der absoluten Konfiguration wurde durch einen
Vergleich der CD-Spektren mit (-)-Loliolid als Referenz vorgenommen. Beide weisen einen
positiven Cotton-Effekt sowie eine negative molare Eliptizitat (gemessen: ([©]227 = -2690,
MeOH; [©]24 = -494, ACN; Literatur: [©]219 = -53089, MeOH (Uchida & Kuriyama 1976),
[©]218 = -67609 MeOH Chin et al. 2008) bei etwa 225 nm auf (Abbildung 4.2.11.). Uchida &
Kuriyama (1976) berichteten, dass die Chiralitat des y-Kohlenstoffes (hier C-7a) in a,(B-
ungesattigten Lactonen (Butenolide (y-Lacton)) der bestimmende Faktor flr das Vorzeichen
des m-m*-Ubergangs in CD-Spektren ist. Die Stereochemie und das Vorzeichen (negativ)
von T1-T1* von (-)-Loliolid ist bekannt. Demnach kann auch die Konfiguration fir die Butenolid
Verbindung T26B2-205 an C-7a abgleitet werden. In Anlehnung der Stereoinformation aus

dem NOESY-Spektrum ergibt sich die absolute Konfiguration.

CD-Spektren T26B2-205
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Abbildung 4.2.11.: CD-Spektrum von Lilacinolid A (T26B2-205) in MeOH und ACN bei ¢ =1 mM
(eigene Darstellung).

Die dargelegten experimentellen Daten sprechen demnach fir die Identitt des Strukturvor-
schlages, sodass Verbindung T26B2-205 als Benzofuranon- ((4R,6S,7aR)-7a-Ethyl-3,6-
dihydroxy-4-methyl-5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on) bzw. 3-Hydroxybutenolidderivat
identifiziert werden konnte. Ein Datenbankabgleich Uber SciFinder zeigte, dass es sich um
eine bisher nicht beschriebene Verbindung handelt. Als Name wurde Lilacinolid A vorge-
schlagen (Maschke et al. 2019b).

Bekannte Verbindungen mit dem 3-Hydroxybutenolid (3-Hydroxy-2(5H)-furanon) Struktu-
relement sind zum Beispiel das Vitamin Ascorbinsaure oder der Aromastoff Sotolon, welcher

als geruchsbestimmende Komponente vor allem in Liebstockel (Levisticum officinale),
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Bockshornklee (Trigonella foenum-graecum), Curry und Ahornsirup vorhanden ist (Podebrad
et al. 1999).

Fur die strukturell verwandte Verbindung (3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-5,6,7,7a-
tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on), welche von Kamat et al. (2007) und zuvor von Brooks et al.
(1961), durch Oxidierung von B-Jonon (B-lonon) mit KMnOa hergestellt und spektroskopisch
untersucht wurde, liegen wenige Bioaktivitatsdaten vor. In vitro-Tests gegentber Chro-
mobacterium violaceum (Martinelli et al. 2004) und in silco-Berechnungen (Sun et al. 2009)
zeigen, dass diese Verbindung Interaktion und Inhibition bei der Interspezieskommunikation
(Quorum Sensing) als Analogon zu N-Aceylhomoserinlacton (AHL, Abbildung 4.2.12c.) aus-
Ubt. Die Inhibierung des bakteriellen Wachstums durch das Quorum-Sensing-System (Quo-
rum-Quenching) wird als interessanter Ansatzpunkt bei der Bekdmpfung von Infektionen in
Medizin, Aquakulturen, Agrikulturen und zur Kontrolle von ungewiinschten Biofilmen gese-
hen (Galloway et al. 2012, Grandclément et al. 2016).

o H O///, ",

OH
a) b) C)

Abbildung 4.2.12.: Derivate und Strukturanaloga von T26B2-205: a) 3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-
5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on, b) (-)-Loliolid, ¢) N-Acetylhomoserinlacton (R = C4-Cis-
Kette, Substitution an Position 3 der Kette méglich) (eigene Darstellung).

Ein weiteres strukturell sehr ahnliches Molekdl ist das Terpen Loliolid (Abbildung 4.2.12b.).
Dieses hat breite, weltweite, hauptsachlich in verschiedenen Baumen (z.B. Alchornea glan-
dulosa (Conegro et al. 2003), Rollinia emarginata (Colom et al. 2007), Juglans regio
(Schwindl et al. 2019)), Strauchern (z.B. Penstemon campanulatus, (z.B. Zajdel et al. 2012))
Grasern (Lolium perenne (Hodges & Porte 1964); Digitaria sanguinalis (Zhou et al. 2013))
und Algen (z.B. Jolyna laminarioides (Khan et al. 2011), Ulva australis (Li et al. 2017b)) vor-
kommende Verbreitung. Nach Literaturrecherchen stammt der bisher einzige Bericht zur Iso-
lierung von Loliolid aus einem Pilz, welcher zugleich als Endophyt (Annulohypoxylon ilanen-
se) aus einer Cinnamomum sp. isoliert wurde (Wu et al. 2013). Diese Verbindung und deren
Derivate scheinen demnach nicht besonders in Pilzen verbreitet zu sein. Neben der von Sun
et al. (2016) beschriebenen starken Wachstumsinhibierung gegenuber Rotalgen wurde weli-
terhin keine breite antibiotische Wirkung des Loliolids berichtet. Die ermittelten antibakteriel-
len und antimykotischen Effekte gegenuber einzelnen Zellen kdnnen als unwesentlich ge-
wertet werden, da MIC-Werte erst ab millimolaren-Konzentrationen (~ 3-15 mM) beschrieben

werden (Zajdel et al. 2012). Interessanterweise wird von weiteren Autoren auch fir Loliolid
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ein Einfluss als Allelochemikalie mit Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft und das Bio-
massewachstum anderer Pflanzen beobachtet (Zhou et al. 2013, Bich & Kato-Noguchi
2014). Eine weitere Funktion dieses Molekils wird in der Induzierung der Pflanzenabwehr
gegenuber Insektenherbivoren, ohne direkt toxisch fur diese zu sein, festgestellt (Murata et
al. 2019). Andere Autoren beschreiben zusétzlich potenziell nitzliche humanmedizinische
Effekte, die eine Anwendung in dermalen Applikationen nahelegen (Park et al. 2019). Diese
reichen zum Beispiel von schwacher zytotoxischer Wirkung gegen Krebszellen
(ICso = 141 yM, Caco-2-Zelllinie, Machado et al. 2012) Uber antioxidative und zellprotektive
Wirkung, sowie weiteren Effekten (z.B. antiinflammatorisch). Die Enantiomer ((+)-Loliolid
(6R/7aS)) bzw. die Diastereomere Isololiolid bzw. Epilolioid ((+)-Epiloliolid (6S/7aS),
(-)-Epiloliolid (6R/7aR)) sind ebenfalls aus naturlichen Quellen verfiigbar, auch wenn diese in
weniger Literaturstellen beschrieben wurden (z.B. Colom et al. 2007, Ren et al. 2013, Chen
et al. 2019).

Die Ubertragung der beschriebenen Bioaktivititen von 3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-5,6,7,7a-
tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on und (-)-Loliolid auf den neu beschriebenen Metaboliten Lila-
cinolid A sind spekulativ. Allerdings ist aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit ein vergleichba-
res Aktivitatsspektrum denkbar. Weitere Untersuchungen insbesondere zur Phytotoxizitéat
und der Auswirkung auf die bakterielle Kommunikation zur Klarung der biologischen Rele-

vanz waren fur zukunftige Studien von Interesse.
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4.2.3.6. Weitere aus Stamm T26B isolierte Verbindungen

Wahrend der mykochemischen Untersuchung des Endophytenstammes T26B wurden neben
den bereits beschriebenen Verbindungen weitere Metaboliten isoliert, welche generell weit
verbreitet sind bzw. sehr hdufig aus Pilzen gewonnen werden kénnen (Abbildung 4.2.13.). Zu
diesen gehoren die Fettsdure Hexadecansaure (Palmitinsdure) (T26BIl-14, m =46.4 mg),
sowie das Lipid 1-Linolyglycerol (T26B2-211, m = 27.3 mg) und das Sterol Ergosterolperoxid
(T26BI-20, m = 12.0 mg). Die Verbindungen wurden nicht eingehender charakterisiert, da sie
nicht spezifisch fir P. lilacinum-Stamme sind, jedoch der Vollstandigkeit wegen dargestellt.
lhre NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen-Daten sind aber in Uberein-
stimmung mit der Literatur (Kim et al. 1997, De Queiroz et al. 2001). Interessanterweise wur-
de bereits in den 1960er Jahren die Vermutung geaul3ert, dass Ergosterolperoxid als Arte-
fakt bei der Extraktaufarbeitung durch Oxidation von Ergosterol entsteht (Adam et al. 1967)
und nicht als echtes Produkt der pilzlichen Biosynthese zu bewerten ist. Spater erschienene
Literatur kommt hingegen zu dem Schluss, dass es sich nicht um ein Artefakt des Isolie-
rungsprozesses handelt (Nemec et al. 1997). Trotz des breiten Vorkommens und langer Be-
kanntheit wird Ergosterolperoxid als interessante Verbindung mit vielen biologischen Effek-
ten gesehen, die als eine der gesundheitsférdernden Komponenten in Medizinalpilzen gilt

und nach wie vor Gegenstand aktueller Forschungen ist (Medivan & Lindequist 2017).

Abbildung 4.2.13.: Struktur von den haufig isolierten Verbindungen: a) 1-Linolyglycerol, b) He-
xadecansaure, c) Ergosterolperoxid (eigene Darstellung).
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4.2.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm T26B und vergleichen-
de Diskussion mit anderen Naturstoffstudien von Purpureocillium-Arten

In mykochemischen Untersuchungen des als Endophyten isolierten und als Purpureocillium
lilacinum identifizierten Stammes T26B konnten zehn Verbindungen isoliert und charakteri-
siert werden. Darunter konnte ein bisher nicht literaturbekanntes Butenolid mit Hydroxylie-
rung an der 3-Position und anneliertem Cyclohexanring ((4R,6S,7aR)-7a-Ethyl-3,6-
dihydroxy-4-methyl-5,6,7,7a-tetrahydrbenzofuran-2(4H)-on) gefunden werden. Als Trivialna-
me wurde Lilacinolid A vorgeschlagen. Zusatzlich wurde ein putativ neues Leucinostatinderi-
vat identifiziert. Trotz MaRRstabsvergroRerung der Kultivierung und erneuter Bearbeitung des
Extrakts konnte nicht genug Material fir eine genauere Charakterisierung erhalten werden.
Des Weiteren wurden die bekannten Peptibiotika Leucinostatin A, B, A2 und B2, die Fettsau-
re Palmitinsaure, das Lipid 1-Linolyglycerol und das Sterol Ergosterolperoxid, sowie das My-
kotoxin Alternariol isoliert. Die zu den antiplasmodialen und antitrypanosomalen Effekten
gehdrigen Verbindungen, welche die beobachtete Aktivitdt des Rohextraktes erklaren, konn-
ten mit den Leucinostatinen gefunden werden.

Die Eignung des Rohextraktes von T26B als einfache Formulierung zur Behandlung parasi-
tarer Erkrankungen, wie Malaria, Leishmaniasis, oder der Chagaskrankheit, in LAndern mit
vorwiegendem Zugang zur ,traditionellen Medizin“ ist nur bedingt gegeben. Die antiparasita-
ren Komponenten konnten zwar identifiziert werden, allerdings weisen diese unter anderem
auch ein sehr breites zellschadigendes Aktivitatsspektrum auf. Die in vitro bestimmte, hohe
Selektivitat der isolierten Leucinostatinen (Tabelle 4.2.3.) gegenuber P. falciparum Zellen im
Vergleich zur humanen Nierenzellenlinie HEK deutet daraufhin hin, dass diese Wirkung am
Parasiten zeigen, ohne vorher Wirtszellen zu schadigen, und somit prinzipiell medizinisch
nutzbar sind. Dennoch sind nach bisherigen Erkenntnissen keine in vivo Studien an Men-
schen verfugbar, die Uber eine Vertraglichkeit oder schadigende Effekte von Leucinostatinen
Aufschluss geben kdnnen. Tierstudien in M&usen weisen allerdings auf die Wirksamkeit des
Leucinostatins A bei der Behandlung bei T. brucei rhodesiense Infektionen in vivo hin
(Ishiyama et al. 2009). Bedenklich ist allerdings der Nachweis von Alternariol als generelles
Mykotoxin. Demnach wéren weitere Studien zu Kultivierungsbedingungen nétig, welche die
Produktion von Leucinostatinen maximieren und die anderer Mykotoxine minimieren. Ein
Patent beschaftigt sich zum Beispiel bereits mit einer Optimierung der Leucinostinostatin A
Bildung durch Veradnderung der Mediumzusammensetzung (Yang et al. 2017). Neben der
Kommerzialisierung (Wang et al. 2016) und dem starker werdenden Interesse an neuen
Purpureocillium lilacinum bzw. Paecilomyces lilacinus Stdmmen (z.B. Lan et al. 2017,
Nguyen et al. 2017) zur Nutzung als Biokontrollstamm gegen pathogene Nematoden und
Pilze ist gleichzeitig verstarkt von Mykosen beim Menschen im Zusammenhang mit P. lilaci-

num berichtet worden. Obwohl die Virulenz des Pilzes als niedrig bis moderat eingestuft wird
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und Infektionsfélle hauptsachlich bei immundefizienten Patienten und Patientinnen berichtet
worden sind, werden P. lilacinum Stdmme zunehmend als Klinisch relevante Pathogene ge-
sehen (Pastor & Guarro 2006, Luang-Ard et al. 2011). Die Aufwertung des biologischen Si-
cherheitslevels bzw. die Einstufung in eine hohere Risikogruppe (siehe TRBA 460, 2016), die
nach den Kultivierarbeiten zu Stamm T26B erfolgte, unterstreicht die Problematik.

Da die Art Purpureocillium lilacinum bzw. Paecilomyces lilacinus vor kurzem, wegen beacht-
licher Unterschiede von genetischen Markern (ITS, TEF) zu anderen Paecilomyces Arten,
aus der Gattung Paecilomyces ausgegliedert und in die neue, bis dahin nicht bestehende
Gattung Purpureocillium eingliedert wurde (Luangsa-Ard et al. 2011), existieren generell we-
nig Naturstoffstudien zu Arten der Gattung Purpureocillium. Ebenfalls sind nur wenige myko-
chemische Untersuchungen unter dem vorherigen Synonym (Paecilomyces lilacinus) vor-
handen. Neben den seit den 1970er Jahren bekannten Literaturstellen zur Isolierung ver-
schiedener Leucinostatine (siehe Kapitel 4.2.3.2.) wurde Paecilomid (Abbildung 4.2.13.), ein
neues Pyridonderivat, als neuer Naturstoff mit vielversprechender Acetylcholinesterase-
Inhibition aus P. lilacinus beschrieben (Teles & Takahashi 2013). Des Weiteren isolierten
Elbandy et al. (2009) zwei neue a-Pyrone (Paecilopyrone A und B), sowie zwei neue Cyclo-

hexenonderivate (Phomaligol B und C).

HO

O, Ol

d)

Abbildung 4.2.14.. In der Literatur neu isolierte Metabolite aus P. lilacinum (P. lilacinus): a)
Paecilomid, b) Paecilopyron A, c) Phomaligol B, d) Purpureon (eigene Darstellung).
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Naturstoffuntersuchungen zu anderen Arten der Gattung Paecilomyces sind mannigfaltig
vorhanden (z.B. Paecilomyces variotii (Zhang et al. 2015)), wurden aber wegen ungeklarter
bzw. divergierender Verwandtschaftsverhaltnisse (Luangsa-Ard et al. 2004, Luangsa-Ard et
al. 2011) nicht in die Ausfihrungen mit einbezogen. Dies erschwert einen Vergleich und eine
Einordnung der eigenen isolierten Metaboliten zu anderen Metaboliten aus Purpureocilli-
um/Paecilomyces-Arten. Nur zwei andere mykochemische Untersuchungen mit jeweils als P.
lilacinum klassifizierten Stdmmen behandeln isolierte Verbindungen aus Purpureocillium Ar-
ten. Madariaga-Mazén et al. (2013) isolierten zwei bekannte Xanthon-Anthrachinon-
Heterodimere (Acremonidin A und Acremoxanthon C) mit starker inhibitorischer Wirkung auf
Calmodulin. Des Weiteren isolierten Lenta und Mitarbeiter (2016) ein neues Ergochromderi-
vat (Purpureon) mit guter antiparasitarer Wirkung (z.B. 1Cso = 0.87 uM, Leishmania donovani)
und weitere bekannte Verbindungen, darunter die Anthrachinonderivate Emodin,
Chrysophanol, und Aloe-Emodin, ebenfalls die Fettsaure Palmitinsdure und zwei Ergosterol-
derviate. Interessanterweise wurden keine Leucinostatine von diesem Stamm gewonnen,
obwohl es sich um einen Endophyten handelt, der im Rahmen derselben Untersuchung vom
gleichen Pflanzenmaterial (Rinde von Rauvolfia macrophylla) isoliert worden war. Stattdes-
sen wurde das neue, dimere Xanthonderivat (Purpureon) als antiparasitare Verbindung be-
stimmt. Diese Beobachtung bestatigt die Erfahrung von Li et al. (1996), dass aus den vielen
Stammen eines Morpho- oder Genotyps oftmals nur wenige Stamme eine bestimmte Ver-
bindungsklasse mit entsprechenden biologischen Eigenschaften Uberhaupt bzw. in ausrei-
chender Menge bilden. Zudem zeigt sich, dass die Applikation von Extrakten als einfache
Formulierung durch mégliche synergistische Effekte verschiedener Verbindungsklassen ge-
genuber der aufwendigen Isolierung und Applikation von definierten Einzelsubstanzen wei-
terhin interessant erscheint. Die genaue Definition von Kultivierungsbedingungen, die Be-
stimmung der Stammidentitat, sowie die Uberprifung der quantitativen und qualitativen Ex-
traktzusammensetzung, wie sich an der problematischen Bildung von ungewiinschten My-

kotoxinen zeigt, sind dennoch unerlasslich.
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4.3. Stamm TS7 (Xylaria cubensis)

Abbildung 4.3.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm TS7
(Xylaria sp.): Axenische Kultur auf Kartoffel-Dextrose-Agar (oben), Submers-Fermentation in
Kartoffel-Dextrose-Medium (mitte links), Solid-State-Fermentation auf Reismedium (mitte

rechts), Rohextrakte nach EtOAc-H20 Flussig-Flissig-Extraktion (EtOAc-Fraktion unten links,
H,O-Fraktion unten rechts) (eigene Darstellung).
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4.3.1. Stammidentifizierung und Auswahl

Die Stammidentifizierung wurde genbasiert mittels ITS-nrDNA vorgenommen (ITS-
Barcoding). Ein Abgleich der aus genomischer DNA amplifizierten ITS-Sequenz (Zugangs-
nummer NCBI: LR584022) mittels Blast-Algorithmus innerhalb des kompletten Entrez-
Suchbereiches fir Nukleotidsequenzen lieferte nahezu ausschliefilich Eintrage (98 von 100
Eintrdgen) mit hoher Sequenzibereinstimmung (98.7-99.5%) zu Pilzendophyten, die aller-
dings nicht ndher klassifiziert waren. Weitere Eintrage entfielen auf Xylaria sp. genauer Xyla-
ria cubensis (98.0%). Die Restriktion der Suchergebnisse auf "type material" resultierte hin-
gen nur in Treffern mit deutlich herabgesetzter Sequenzibereinstimmung (~ 88%). Diese
wurden daher fir eingehendere Betrachtungen nicht weiter herangezogen. Uberprifungen
der Sequenz in ,BOLDSystems" (Ratnasingham et al. 2007) und im ,RDP-classifier* unter-
strichen ebenfalls die Einordnung als Xylaria cubensis mit guter Sequenziibereinstimmung
(jeweils 97-98%). Zur Absicherung wurden weiterhin phylogenetische Analysen durchgefiihrt
(Abbildung 4.3.2.). Der phylogenetische Baum bestéatigte die Clusterung innerhalb der Xyla-
ria sp. und erlaubte darliber hinaus eine genaure Klassifizierung als Xylaria cubensis Stamm.
Die Auswahl des Stammes erfolgte primér anhand der bemerkenswerten Zytotoxizitat gegen
die Zervix-Karzinom-Zelllinie KB-3-1 (ICso = 5.1 pyg/ml), die sich im Rohextrakt nach der
Mal3stabsvergrof3erung noch ausgepréagter (ICso = 1.4 pg/ml) zeigte.

Die Stammeinordnung anhand der Sequenzibereinstimmung, die wegen Problemen bei der
Amplifizierung der ITS-Sequenz aus genomischer DNA erst wahrend der Extraktbearbeitung
vorgenommen werden konnte, zeigt Uber die Sequenzabweichung (2%) dennoch genug
Diversitat zu bereits beschriebenen Xylaria cubensis-Stammen, sodass die Isolierung neuer
Metaboliten fir moéglich eingeschétzt wurde. Zudem sind Xylaria-Staémme bzw. die Stamme
aus der Ordnung Xylariales allgemein bekannt fur bioaktive Metaboliten (Helaly et al. 2018).
Das als Xylaria cubensis identifizierte Isolat TS7 wurde demnach fur die mykochemische

Untersuchung und Kultivierung in groRerem Mal3stab ausgewahlt.
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Xylaria cubensis BCC 20957 (AB625440.1)

Xylaria cubensis MEL 2382916 (KP012785.1)
TS7-1TS

Xylaria cubensis BCC 20964 (AB625441.1)

Xylaria cubensis ARIZ AZ0336A (HM123078.1)
Xylaria longipes CBS 148.73 (AY909013.1)

Nemania abortiva ATCC MYA-4108 (NR 121350.1)
Xylaria enteroleuca CBS 128357 (MH864898.1)
Anthostomella leucospermi CBS 110126 (EU552100.1)
Nemania serpens var. serpens strain CBS 659.70 (MH859890.1)
Anthostomella brabeji type material (NR 153509.1)

67

69

65

38

46

62
100 [ Emarcea castanopsidicola (AY603496.1)
Emarcea eucalyptigena CPC 24914 (KR476733.1)

76 Muscodor albus (AY244622.1)
100 | Muscodor oryzae JCM18231 (LC132715.1)

Dicyma olivacea strain CBS 194.71 (MH860063.1)

34

15 " Dicyma funiculosa CBS 124.80 (NR 132072.1)
25 {estalotiopsis arceuthobii CBS 434.65 (KM199341.1)
. 9% Pestalotiopsis guepinii strain CBS 399.71 (MH860183.1)

Daldinia loculatoides isolate CBS 113279 (KU684019.1)
TL Daldinia palmensis CBS 113039 (JX658510.1)

Hypoxylon pulicicidum strain MUCL53764 (JX183077.1)
Hypoxylon papillatum ATCC 58729 (KC968919.1)

Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NR 133684.1)

—

0.050

Abbildung 4.3.2.: Maximume-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes TS7 und Ver-
gleichsreferenzen aus der Ordnung Xylariales mit 1000 Bootstrap Replikationen und Aspergil-
lus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).
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4.3.2. Extraktbearbeitung

Das getrocknete Essigsaureethylester-Rohextrakt (m=17.4g), gewonnen nach SSF
(2x28d, T= 25°C,m=1.2kg Reissubstrat), wurde einer zweistufigen Flussig-Flissig-
Extraktion (1. 2x H2O/EtOAc 1:1,% v/v; 2. 2x MeOH-H,O (95/5, % v/v)/Hexan, 1:1, % v/v)
unterzogen. Als Ergebnis wurden drei Unterextrakte, welche sich grob in eine polare
(TS7-F3, H,O-Phase), eine unpolaren (TS7-F1, n-Hexan-Phase) und semipolare Fraktion
(EtOAc- bzw. MeOH-Phase) unterteilen lieR3, erhalten. Die Uberprifung der biologischen Ak-
tivitat zeigte, dass die zytotoxisch aktiven Wirkstoffe hauptsachlich in der Fraktion mit den
EtOAc- bzw. MeOH-l6slichen Substanzen konzentriert waren. Die Fraktion F2 wurde folglich
fur eine detailliertere Untersuchung und Substanztrennung ausgewahlt. Initiale Trennung
(NP-LC) an einer Kieselgelsaule (Saule: msiica = 250 g, @ =5 cm, h =20 cm) Uber Gradien-
tenfahrweise beginnend mit Petrolether Uber PE/EtOAc-Mischungen gefolgt von E-
tOAc/MeOH-Gradienten und abschlieBendem Spulen (75/20/5, MeOH/H,O/AcOH, % viviv)
ergab 23 per DC unterscheidbare Fraktionen (Abbildung 4.3.3.). Der bioaktivitatsgefiihrten
Isolierungsstrategie folgend wurden die um Fraktion 12 liegenden Fraktionen als die zytoto-
xisch auffalligsten Fraktionen registriert. Fraktion 12 (m = 88.6 mg) selbst zeigte dabei deut-
lich geringere halbmaximale Effektkonzentration (ICso = 75 ng/ml) als das Rohextrakt und die
angrenzenden Fraktionen (ICso > 0.8 ug/ml). Sie wurde mittels RP-HPLC in Gradientenfahr-
weise weiterbearbeitet und abschlielRend durch zuvor Uber analytische RP-HPLC festgeleg-
te, isokratische Laufmittelzusammensetzung praparativ getrennt. Dieses Vorgehen lieferte
Griseofulvin (TS7-207, m = 9.98 mg) und Cytochalasin C (TS7-218, m < 2.00 mg). Dieselbe
Trennstrategie wurde flur Fraktion 14 (m = 141 mg), welche zuvor allerdings noch tber SEC
behandelt wurde, angewendet. Dies lieferte die Metaboliten 19,20-Epoxyctochalasin D
(TS7-235, m = 7.80 mg) und Hirsutatin A (TS7-232, m = 5.10 mg). Der Hauptmetabolit (be-
zogen auf die isolierte Menge) Cytochalasin D (TS7-223, m = 202 mg) wurde aus Fraktion 13
(m = 354 mqg) nach GroRRenausschlusschromatographie Uber Sephadex LH20 und optionaler
isokratischer RP HPLC (TS7-223-2, m = 12.0 mg) erhalten.

Weiterhin wurden nicht zytotoxisch aktive Fraktionen (z.B. Fraktion 4 (m = 34.7 mg), Frakti-
on 8 (m = 80.2 mg)) anhand des klaren analytischen RP-HPLC Profils getrennt. Diese liefer-
ten nach weiteren praparativen RP-HPLC Trennschritten die Melleinderivate
5-Methoxycarbonylmellein (TS7-202, m <30 mg) und Akolitserin (TS7-230-1, m = 1.05 mg)
(Abbildung 4.3.3.). Weitere Fraktionen wurden untersucht und bearbeitet. Allerdings konnten
bei diesen entweder aus Mangel an Ausgangsmaterial, wenig vielversprechender, vorausge-
gangener Analytik bzw. suboptimalem Substanzprofil oder nicht erfolgreicher Trennung, kei-

ne weiteren Metaboliten isoliert werden.
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v m = 17.4 g (TS7-Rohextrakt)

Fl.-A. Ii)f{raktion TS7-F3 (H,0-Phase)
EtOAc/H,O

A4

A
FI-F. Extraidon TS7-F1 (n-Hexan-Phase)
Hexan/MeOH

A4

TS7-F2, m=2.37¢g

Gradienten LC

PE/EtOAC/MeOH
Frakton 4 | Grad. RP-HPLC TS7-F2-4-1 TS7-202, m < 30 mg
90/10 PE/EtOAC H,O/ACN = (5-Methoxycarbonylmellein)
Fraktion 8 Grad. RP-HPLC e |TsTr2eag TST-230-,m=105mg
> Akolitserin
80/20 PE/EtOAC H,O/ACN H,O/ACN ( )
Fraktion 12 |  Grad. RP-HPLC 'SOkr%;;‘sHPLC TS7-F2-12-10.7  TS7-207, m = 9.98 mg
60/40 PE/EtOAC H,O/ACN H,O/ACN ((+)-Griseofulvin)
Fraktion 1-23 Isokr. RP-HPLC
70/30 TS7-F2-12-1265  TS7-218, m < 2.65 mg
H,O/ACN (Cytochalasin C)
Fraktion 13 6%'/55) 'SOkr'752'5HPLC TS7-F2-13-SE2-2  TS7-223-2, m= 12.0 mg
> = ———> :
50/50 PE/EtOAC DCM/MeOH H,O/ACN (Cytochalasin D)
TS7-F2-13-SE2  757-223, m = 202 mg
(Cytochalasin D)
Fraktion 14 7?)'/52(:5 . Grad. RP-HPLC
30/70 PEIEOAC e H,O/MeOH
! DCM/MeOH 2
1
]
M Grad. RP-HPLC 'SOM%SEQHPLC TS7-F2-14-SE2-3-2757.235, m = 7.80 mg
—’ ] )
H,O/MeOH H,O/ACN (19,20-Epoxycytochalasin D)
ISOkré(;Z-OHH'C TS7-F2-14-SE2-6-1757-232a, m = 5.10 mg
H,O/ACN (Hirsutatin A)

Abbildung 4.3.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fir Stamm TS7
(eigene Darstellung).
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4.3.3. Isolierte und charakterisierte Verbindung aus Stamm TS7

4.3.3.1. (R)-5-Methoxycarbonylmellein (TS7-202)

OH O

11

Abbildung 4.3.4.: Struktur von Verbindung TS7-202 (eigene Darstellung).

Die Verbindung TS7-202 (Abbildung 4.3.4.) wurde als farbloser Feststoff (m < 30 mg) nach
praparativer RP-HPLC (tr = 46.5 min, Standardmethode 1, V = 10ml/min) aus Hauptfraktion
vier (m = 34.7 mq) isoliert. ESI-MS-Analysen resultierten in der Bestimmung des Pseudomo-
lekularions (m/z = 234.8, [M-H]") bei negativer lonisierung. Das 'H-NMR offenbarte insge-
samt acht Signalgruppen. Von diesen lieen sich, anhand der Verschiebungen und Sig-
nalaufspaltung, zwei als ortho-koppelnde aromatische Protonen (6H[ppm]= 8.13 (d,
J =9.0 Hz), 1H, H-6), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-7)), zwei Methylgruppen (6H [ppm] = 3.89 (s,
3H, H-11) 1.56 (d, J = 6.3 Hz), 3H, H-9)) von denen eine oxygeniert ist, und ein stark ent-
schirmtes Proton (&H [ppm] = 11.83 (s, 1H, 8-OH)), welches wiederum auf ein Heteroatom-
proton in peri-Stellung zu einer Carbonylgruppe deutetet, identifizieren. Kreuzsignale
im COSY-Spektrum zeigten zudem, dass die restlichen Signalgruppen (&H [ppm] = 4.67
(dgd, J = 12.6, 6.3, 3.2 Hz, 1H, H-3), 3.89 (dd, J = 17.8, 3.2 Hz, 1H, H-4), 3.05 (dd, J = 17.8,
11.8 Hz), 1H, H-4%)), inklusive der bereits erwahnten Methylgruppe ein zusammenhéangen-
des, koppelndes Spinsystem darstellen. HMQC-Signale (*Jcn) erlaubten die Zuordnung der
angrenzenden Kohlenstoffatome und offenbarten, dass die Protonen mit der Verschiebung
bei 6H = 3.89 pmm bzw. &H = 3.05 ppm zu einer diastereotopen Methylengruppe gehdrten.
Zudem bestatigten sie die Bindung des stark entschirmten Wasserstoffatoms
(dH = 11.83 ppm) an ein Heteroatom. Das *C-NMR in Kombination mit dem DEPT135-
Experiment erlaubte die Bestimmung von zwdlf Kohlenstoffatomen insgesamt, von denen
sechs quaternare Kohlenstoffatome waren. Durch die chemische Verschiebung von diesen
lieBen sich wiederum zwei Carbonylgruppen einer Esterfunktion (6C [ppm]=170.2 (C-1),
166.3 (C-10)) formulieren. Anhand der Verschiebung von H-3 bzw. C-3 war zudem eine Oxo-
Funktionalisierung zu vermuten. Anhand der HMBC-Korrelationen lief3 sich die Position der

bereits identifizierten Strukturelemente eindeutig festlegen. Die Entschirmung des Protons
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(®H = 11.83 ppm) durch Wasserbriicken zur Carbonylgruppe in peri-Stellung liel3 zunachst
ein 8-Hydroxynapthalin-1-on bzw. Isochroman-1-on als Grundgertst formulieren. Durch nur
eine vorhandene Korrelation der Methylgruppe (C-11) zu &C = 166.3 ppm lie3 sich diese
einer Methylesterfunktion zuordnen. Die fehlende *Jc -Kopplung der aromatischen Protonen
zu den sp3-hybridisierten Kohlenstoffen (Methin- und Methylengruppe), sowie deren ortho-
Kopplung legten die Hydroxygruppe in para-Stellung zum Methylester-Substituenten fest.
Der Ringschluss zum Lacton gegentiber der Formulierung einer freien Carbonsaure und ei-
nes 2-Hydroxypropylsubstituenen lie3 sich anhand der oben beschriebenen Molekilmasse
und der dazu passenden Summeformel (Ci2H120s) belegen. Die Schlisselkorrelation aus
dem HMBC-Spektrum (Abbildung 4.3.5b.) unterlegten den Strukturvorschlag und erméglich-
ten die komplette Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.3.5a.).

11.83

CHs

a) b)

Abbildung 4.3.5.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und *3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-202 in CDCl3 (eigene Darstellung).

TS7-202 konnte als bekanntes 1-Oxobenzopyran- bzw. Isochroman-1-on-Derivat mit dem
Trivialnamen  Methoxycarbonylmellein  (8-Hydroxy-3-methyl-1-oxoisochroman-5-methyl-
carboxylat) identifiziert werden. Die spektroskopischen Daten waren dabei in sehr guter
Ubereinstimmung zu den Literaturwerten (Klaiklay et al. 2012). Dieser Naturstoff wurde
erstmals von Anderson und Mitarbeitern 1983 aus Hypoxlon mammatum (Syn. Entoleuca
mammata, Mycobank 2019), eine Art, die ebenfalls zur Familie der Xylariaceaen gehort, be-
richtet. Seitdem, wenn auch nicht haufig, wurde der Metabolit hauptséchlich aus Arten der
Gattung Xylaria (Sumarah et al. 2008, Rukachaisirikul et al. 2013, Ibrahim et al. 2014, Zhang
et al. 2018), welche in zwei Arbeiten sogar direkt Xylaria cubensis Stammen (Klaiklay et
al. 2012, Fan et al. 2014) zugeordnet werden konnten, isoliert. Des Weiteren wurde von der
Verbindung ebenfalls aus Aspergillus allahabadii (Sadorn et al. 2016) und ungew®éhnlicher-

weise von dem Basidiomyceten Marasmiellus ramealis (Yang et al. 2015) berichtet. Bemer-
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kenswert ist, dass bis auf die Gewinnung aus dem Basidiomyceten und Hypoxylon mamma-
tum samtliche Produktionsstdmme als Endophyten isoliert wurden. Da aus den genannten
Quellen, insbesondere der Xylaria sp. (Ordnung: Xylariales) bisher ausschlief3lich das Enan-
tiomer mit negativem Drehwert (R-Konfiguration) berichtet wurde, wird diese Konfiguration
ebenfalls fur die eigene Verbindung vermutet. Das S-Enantiomer ist zwar als Naturstoff be-
kannt, wurde aber bisher als einziges aus einer phylogenetisch entfernten Tubercularia sp.
(Ordnung: Hypocreales) beschrieben (Wang et al. 2003). Auf die Bestimmung des Drehwer-
tes oder der Kristallstruktur wurde daher verzichtet.

Melleinderivate sind typische Polyketide aus der Familie der Xylariaceae und wurden eben-
falls aus weiteren Stammen (siehe Biscogniauxia Stamm, SG25 Kapitel 4.6.3.1.) gewonnen.
Uber die Performance in Bioaktivitatstests ist wenig berichtet. Sumarah und Mitarbeiter
(2008) beschrieben eine insektizidale Wirkung des Xylaria sp. Extrakts gegentber Choris-
toneura fumiferana-Larven, einem Schadling der Wirtspflanze des Endophyts, wobei die iso-
lierten Komponenten leider nicht separat getestet wurden. Die Verbindung zeigte sich wei-
terhin unauffallig in Zytotoxizitdtsassays (KB-Zelllinie bis 50 ug/ml), antibakteriellen Tests
(Staphylococcus aureus (MRSA), bis 200 pg/ml) (Klaiklay et al. 2012) und antioxidativen
Tests (DPPH-Radikal-Assay) (Rukachaisirikul et al. 2013). Im Gegensatz dazu wurde das
strukturell verwandte (-)-Mellein jedoch in Agardiffusionstests als antimykotisch (Ustilaga
vialacea, Euratium repens) und antialgal (Chlorella fusca), sowie phytotoxisch in Samenkei-
mungstests (Lepidium sativum (Gartenkresse), Medicago sativa (Alfalfa)) bewertet
(Schulz et al. 1995). Sumarah et al. (2008) stellen fir Carboxymethylmellin ebenfalls antimy-
kotische Wirkung. Diese wurde allerdings gegeniiber den Testorganismen (Saccharomyces
cerevisiae) nicht genauer quantifiziert. Aus den genannten Effekten lasst sich in erster Linie
eine Funktion als Allelochemikalie in der Kompetition mit anderen Endophyten oder patho-

genen Pilzen um denselben Lebensraum und Ressourcen ableiten.
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4.3.3.2. Akolitserin (TS7-230-1)

11

Abbildung 4.3.6.: Struktur von Verbindung TS7-230 (eigene Darstellung).

Die Verbindung TS7-230 (Abbildung 4.3.6.) wurde als farbloser Feststoff (m = 1.05 mg) aus
Hauptfraktion 8 (m = 80.2 mg) nach zweifacher RP-HPLC (1. tr = 34.5 min, Standardmetho-
de 1,V =3 ml; 2. tr = 45.0 min, 90/10, % v/v, Eluent A/B isokratisch, V = 3 ml) gewonnen.
Das Isolat wies ein &hnliches Signalmuster, wie die zuvor beschriebene Verbindung TS7-202
(Kapitel 4.3.3.1.), im *H-NMR auf. Demnach waren unter anderem ein auffalliges, tieffeldver-
schobenes Proton (6H [ppm] = 11.98 (s, 1H, 8-OH)), eine Methoxygruppe (dH [ppm] = 3.95
(s, 3H, H-11), zwei ortho-koppelnde Protonen im aromatischen Verschiebungsbereich
(®H [ppm] = 8.13 (d, J =9.0 Hz, 1H, H-6), 7.06 (d, J =9.0 Hz,1H, H-7)) und ein als Dublett
aufgespaltenes aliphatisches Methylsignal (dH [ppm] = 1.36 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-9)) vor-
handen. Das **C- und HMQC-Spektrum verdeutlichte jedoch das Fehlen einer diastereoto-
pen Methyleneinheit und zeigte stattdessen ein Oxymethin (dH [ppm] = 5.10 (d, J = 1.5 Hz,
1H, H-4), &6C [ppm] = 65.3 (C-4)). Aus den COSY- und HMBC-Korrelationen (Abbildung
4.3.7.) lieB sich die Verbindung als ein in vierter Position (C-4) hydroxyliertes
5-Methylcarboxymelleinderivat ableiten. Massenspektrometrische Daten aus LR-ESI-MS
(m/z =527.1, [2M+Na]") belegten dies als einen validen Strukturvorschlag.

Die Konfiguration an C-3 war durch das ebenfalls isolierte Melleinderivat (TS7-202) als
R-konfiguriert festgelegt. Im Rahmen der Literaturrecherche zur Stereochemie an C-4 ergab
sich, dass erst kirzlich zwei diastereomere, mit den Trivialnamen Xylarellein (cis-(3R,4R)-5-
Carbomethoxy-4-hydroxymellein, Rukachaisirikul et al. 2013, Zhang et al. 2018) und Akolits-
erin ((3R,4S)-5-Carbomethoxy-4-hydroxymellein; Fan et al. 2014) beschrieben wurden. Von
diesen Melleinderivaten wurde bisher nur aus endophytischen Xylaria Arten berichtet, wobei
der Produktionsorganismus aus einer Studie ebenfalls als Xylaria cubensis-Stamm
(Fan et al. 2014) klassifiziert wurde. Ein Vergleich der chemischen Verschiebung und Kopp-
lungskonstanten der beiden Diastereomere zeigte sehr gute Ubereinstimmung zu den eige-
nen NMR-Daten (Tabelle 4.3.1.).
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11.98
H

CH,
a) b)

Abbildung 4.3.7.: Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und HMBC-
(—) Schlisselkorrelationen von TS7-230-1 in CDClIs (eigene Darstellung).

Nach der Karplus-Beziehung sind Kopplungskonstanten zwischen vicinalen-Protonen in Ab-
hangigkeit zum Bindungswinkel (Dieder-Winkel) in bestimmten Wertebereichen vorzufinden.
Sie kdnnen damit zur Ableitung der Konfigurationen herangezogen werden. Im vorliegenden
Fall waren die Werte der Kopplungskonstanten zwischen den Protonen an C-3 und C-4 al-
lerdings sehr &hnlich und lieBen daher keine Aussage zum Bindungswinkels bzw. der Konfi-
guration zu. Ein Vergleich der spezifischen Drehwerte von TS7-230-1 (ap* = +107, ¢ = 0.1,
CDCl3) zur den Referenz Verbindungen Akolitserin (ap®® = +126, ¢ =0.05, CDCls) bzw.
Xylarellein (ap® =-58, ¢ = 0.04, CDCly) zeigte eindeutig, dass die isolierte Verbindung als
Akolitserin  ((3R,4S)-4,8-Dihydroxy-3-methyl-1-oxoisochroman-5-methylcarboxylat) identifi-

ziert werden konnte.

Tabelle 4.3.1.: Vergleich der NMR-Daten von TS7-230-1, Akolitserin und Xylarellein.

Fan et al. 2014 Rukachaisirikul et al. 2013
Position TS7-230-1 (CDCly) Akolitserin (3R ,4S )(CDCl5) Xylarellein (3R ,4R )(Aceton-Dg)
5™ (m, J [Hz]) 5C 5 ™H (m, J [HzZ]) 5C 5 ™H (m, J [Hz]) 5C
1 - 168.0 - 167.9 - 168.0
2 - - - - R R
3 5.05 (qd, 7.0, 1.6) 79.7 5.05 (qd, 6.9, 1.5) 79.5 5.00 (dd, 7.0, 2.0) 80.4
4 5.10(d, 1.6) 65.3 5.10 (dd, 3.6, 1.5) 65.1 5.59 (dd (4.0, 2.0) 64.0
4a - 142.3 - 142.1 - 142.5
- 119.9 - 120.0 - 120.3
6 8.13 (d 9.0) 138.6 8.13(d, 8.7) 138.5 8.17 (d, 9.0) 138.4
7 7.06 (d 9.0) 118.2 7.06 (d, 8.7) 118.1 7.08 (d, 9.0) 117.3
- 165.6 - 165.4 - 166.0
8a - 107.8 - 107.6 - 107.9
9 1.36 (d, 7.0) 18.9 1.39(d, 6.9) 18.8 1.30(d, 6.5) 171
10 - 167.2 - 167.0 - 166.0
11 3.95(s) 52.9 3.95(s) 52.7 3.89 (s) 51.7
4-OH 3.90 (s, breit) - 3.91 (breit, dd, 3.6 - 4.89 (d, 4.0) -
8-OH 11.98 (s) - 11.98 (s) - 11.94 -
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4.3.3.3. (+)-Griseofulvin (TS7-207)

Cl &

Abbildung 4.3.8.: Struktur von Verbindung TS7-207 (eigene Darstellung).

Die in Abbildung 4.3.8. dargestellte Verbindung (TS7-207) wurde als farbloser Feststoff
(m =9.98 mg) nach zweifacher praparativer RP-HPLC (1. tr = 42.0 min, Standardmethode 1,
V =10 ml/min; 2. tr = 25.5 min, 75/25 % v/v, Eluent A/B isokratisch, V =4 ml/min) aus der
zytotoxisch aktivsten Hauptfraktion 12 (ICso = 75 ng/ml, m = 88.6 mg) isoliert. Spektroskopi-
sche Untersuchungen lieferten fir das *H-NMR zwei Signale im aromatischen bzw. olefini-
schen Protonenbereich (6H [ppm] = 6.13 (s, 1H, H-5), 5.58 (s, 1H, H-9) und drei Resonan-
zen, die oxygenierte Methylgruppen erwarten lieen (6H [ppm] = 4.03 (s, 3H, H-8), 3.98 (s,
3H, H-9), 3.63 (s, 3H, H-7)), sowie eine aliphatische Methylgruppe (6H [ppm] = 0.96 (s, 3H,
H-8")) und ein drei-Protonen Spinsystem (8H [ppm] = 3.04 (dd, J =16.8, 13.4 Hz, 1H, H-5),
2.84 (dqd, J=13.4, 6.7, 4.7 Hz, 1H, H-6"), 2.45 (dd, J = 16.8, 4.7 Hz, 1H, H-5")), welches
mit der aliphatischen Methylgruppe koppelte. Durch das HMQC-Spektrum lieRen sich zwei
Protonen des Spinsystems einer diastereotopen Methylengruppe (8C [ppm] = 40.0 (C-5Y))
zuordnen. Im C-NMR wurden Resonanzen fiir insgesamt 17 Kohlenstoffatome beobachtet.
Besonders aufféllig waren die stark entschirmten Carbonylkohlenstoffe (6C [ppm] = 198.0 (C-
4%); 192.5 (C-3)) uber 190 ppm, sowie die hochfeldverschobenen sp2-hybridisierten Kohlen-
stoffe, die auf Sauerstofffunktionen in a- bzw. ortho-Position hinwiesen. Ebenfalls auffallig
waren die Signalmuster der Isotopenpeaks in der massenspektrometrischen Analyse. Die
Isotopenverteilung mit einem intensiv prasenten [M+2]-Isotop lie3 auf eine Monochlorierung
der Verbindung schlieRen. Die HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.3.9b.) erméglichten die
Etablierung eines Strukturvorschlages. Entscheidend fiir die Generierung der Benzofuranon-
Substruktur waren die schwach intensiven *Jc y-Korrelationen zur Carbonylgruppe (C-3) und
zu C-7a (6C = 169.7 ppm), welche die Ankipfungspunkte zum Furanonteil festlegten. Die
ebenfalls schwachen *Jcn Kopplung der Methoxygruppen an C-4 (5C = 164.8 ppm) und C-6
(6C = 157.9 ppm) zum aromatischen Proton verdeutlichten die jeweilige ortho-Position zu
diesem. Die diortho-Oxygenierung des aromatischen Protons wurde auch durch schwache
Kreuzsignale im COSY zu den Methoxyprotonen, sowie durch die starke Abschirmung bzw.
Hochfeldverschiebung (8C[ppm] = 89.6 (C-5)) unterlegt (vgl. 8C =128.5 ppm in Benzol,
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Pretsch et al. 2010). Der noch fehlende Substituent am aromatischen Ring wurde mit dem
Halogenatom besetzt. Die andere Substruktur wurde mafgeblich durch HMBC-Signale des
stark aufgespaltenen Protonensignals (H-57) zum Carbonyl an C-3, welches zudem die Ver-
bindung der beiden Substrukturen erméglichte, sowie durch dessen Kreuzsignale im COSY,
etabliert. Des Weiteren waren die HMBC-Signale des olefinischen Protons an C-3° (6C =
104.9) fur die Etablierung des Cyclohexenon Ringes wichtig. Die Identitat der Struktur wurde
durch die Masse der Natriumadduktionen (m/z = 375.1 [M+Na]" und m/z = 727.0 [2M+Na]"),
welche die Elementarzusammensetzung der vorgeschlagenen Verbindung (C17H17ClOg) be-
statigte, bewiesen. Die starke Entschirmung des Kohlenstoffatoms mit der Methoxygruppe
an C-7° (6C =171.5 ppm) lasst sich durch die beiden Carbonyle in 8-Position erklaren. Die

chemischen Verschiebungen wurden in Abbildung 4.3.9a. vollstandig zugeordnet.

403
HsC 56.5,CH3

572N /

b)

Abbildung 4.3.9.: a) Chemische Verschiebung von *H-und 3C-Signalen, b) COSY- (-) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-207 in CDCl3 (eigene Darstellung).
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Die Uberprufung des Drehwertes ([a]p?? = +235, ¢ = 0.499, CHCIs), welcher allerdings auffal-
lige Abweichung zu den Literaturwerten ([a]o*’ = +370, CHCI; (Milne 2000)) zeigte, lieR ver-
muten, dass es sich um die literaturbekannte Verbindung (+)-Griseofulvin handelt. Griinde
fur die Unterschiede der gemessenen Drehwerte zu den Literaturdaten kénnten in abwei-
chenden Messbedingungen (z.B. Temperatur) oder in der Prasenz des Enantiomers liegen.
Zur Uberpriifung der Konfiguration an beiden Stereozentren wurden Einkristalle durch Ein-
dampfen von einer Hexan/Acetonmischung gewonnen und einer Kristallstrukturanalyse un-
terzogen (Abbildung 4.3.10.).

Abbildung 4.3.10.: Kristallstruktur von Griseofulvin (C - grau, H - weil3, O - rot, Cl - griin) (eigene
Darstellung).

Trotz der Abweichung zu den in der Literatur verfugbaren Drehwerten zeigte die Kristallstruk-
tur eindeutig, dass es sich um die Spiroverbinung (+)-Griseofulvin ((2S,6'R)-7-chloro-2',4,6-
trimethoxy-6'-methyl-3H-spiro[benzofuran-2,1'-cyclohexan]-2'-en-3,4'-dion) handelt.

Das Enantiomer (-)-Griseofulvin ist ebenfalls bekannt, allerdings nur als Syntheseprodukt
(Brossi et al. 1962) bzw. nach Biotransformation durch Streptomyces sp. (Sato et al. 1981).
(+)-Griseofulvin wurde bereits im Jahr 1939 aus Penicillium griseofulvum beschrieben
(Oxford et al. 1939) und danach teilweise unter einem anderem Namen (“curling factor"),
nach Beobachtung der Verdrehung von Pilzhyphen aus Penicillium janczewskii erneut ent-
deckt (Petersen et al. 2014). Die Bildung von Griseofulvin scheint weit verbreitet in Penicilli-
um sp., denn sie ist wenigstens fur 16 verschiedene Penicillium-Arten beschrieben. Weiter-
hin, wenn auch in vereinzelten Arten der Gattung, ist die Produktion von (+)-Griseofulvin in
Aspergillus (A. lanosus), Phomopsis und Memnoniella (M. echinata) belegt. Hingegen ist das
Auftreten von (+)-Grisoefulvin durchgehend in Khuskia-Arten und deren anamorphen Vertre-
tern (Nigrospora) als monophyletisches Merkmal bekannt. Ein genauer taxonomischer Ver-

gleich der Produzenten lasst den Schluss zu, dass die Griseofulvin-Biosynthesefahigkeit we-
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nigstens 13 Mal in separaten evolutionaren Ereignissen aufgetreten ist (Larsen et al. 2005).
Neuere Studien nennen sogar die Verbreitung in weiteren Taxa, unter anderem in Stachyb-
otrys levispora (Ribeiro et al. 2018, Ord.: Hypocreales, Fam.: Stachybotryaceae), Arthrinium
sp. (Elissawy et al. 2017, Ord.: Xylariales, Fam.: Apiosporaceae) und ebenfalls Xylaria sp.
(Rukachaisirikul et al. 2013, Ord.: Xylariales, Fam.: Xylariaceae). Bei vielen Griseofulvin-
produzierenden Stammen handelt es sich ebenfalls um endophytische Pilze (z.B. Xue et al.
2006, Rukachaisirikul et al. 2013, Ali et al. 2017).

Hauptsachlich ist Griseofulvin durch seine fungizide Wirkung als eines der ersten antimykoti-
schen Naturstoffen aus filamentdsen Pilzen bekannt (Larsen et al. 2005). Auf dieser Grund-
lage wird es je nach Quelle seit 1956 bzw. 1959 kommerziell als Medikament gegen Faden-
pilze (Dermatophyten) bei Tieren und Menschen genutzt und ist bis heute in der Anwendung
(Hector et al. 2005, Peterson et al. 2014). Erneutes Interesse und weitere mogliche Anwen-
dungen generieren Berichte Uber antimitotische und antivirale Eigenschaften. Obwohl der
antiproliferative Effekt nicht stark ausgepragt ist und erst bei hohen mikromolaren-Dosen
auftritt, wurde die Inhibierung der Tubulinpolymerisation und die Stérung der Mikrotubu-
lusdynamik beobachtet (Panda et al. 2005, Petersen et al. 2014). In Kombination mit ande-
ren antimitotischen Medikamenten (z.B. Nodcodazole, Ho et al. 2001) lasst sich die Wirkung
allerdings potenzieren, was den Einsatz als Supplement in der Antitumortherapie wiederum
interessant erscheinen lasst (Panda et al. 2005). Der synergistische Effekt zusammen mit
anderen antimitotischen Verbindungen (siehe Kapitel 4.3.1.) erklart somit eventuell die be-
reits im Rohextrakt festgestellte hohe zytotoxische Aktivitdit gegen die KB-3-1 Zelllinie
(ICs0 = 5.1 pg/ml). Der ICso-Wert von isoliertem Grisoefulvin (ICsp = 14 uM) wurde gegeniber
der KB-3-1 Zelliline bestimmt und ist damit in Ubereinstimmung zu den Literaturwerten (z.B.
HelLa-Zelllinie, ICso = 20 uM, Bladt et al. 2013).

Griseofulvin ist gutes Beispiel fur die Produktion bioaktiver Metaboliten durch Endophyten.
Da die Isolierung des Metaboliten sehr oft von verschiedensten Taxa berichtet wurde, wére
die Entwicklung einer Dereplikationstrategie zur Verhinderung der Reisolierung innerhalb
mykochemischer Untersuchungen winschenswert. Aktuelle Studien zeigen, dass das Inte-
resse und die Entwicklung von verbesserten Griseofulvinanaloga nicht abgeschlossen ist
(Hamdy et al. 2017). Die Isolierung von Griseofulvinderivaten im Rahmen mykochemischer

Studien ware demnach weiterhin relevant.

128



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.3. Stamm TS7 (Xylaria cubensis) -

4.3.3.4. Cytochalasin C (TS7-218)

Abbildung 4.3.11.: Struktur von Verbindung TS7-218 (eigene Darstellung).

Die Verbindung mit der Struktur aus Abbildung 4.3.11. wurde als farbloser Feststoff
(m <256 mg) aus der potentesten Fraktion des Zytotoxizitdtstest (Hauptfraktion 12,
m = 88.6 mg, ICso = 75 ng/ml) nach zweifacher RP-HPLC (1. tr = 47.5 min, Standardmetho-
de 1, V=10 ml/min; 2. tr =30.5 min, 30/70, % v/v, Eluent A/B, isokratisch, V =4 ml/min)
gewonnen.

Das 'H-NMR zeigte komplexe Signalmuster mit vielen Signalgruppen (n = 22). Unter ande-
rem lieBen sich funf Protonen im aromatischen Bereich ausmachen, welche teilweise vom
Ldsemittelsignal (CDCIs) Uberdeckt waren. Die Signalaufspaltung von diesen fihrte zur Er-
scheinung eines Tripletts (OH [ppm] = 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-3" und H-5")), eines weiteren
Tripletts (6H [ppm] = 7.23 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-4")) und eines Dubletts (&H [ppm] = 7.17 (d,
J=7.0 Hz, 2H, H-2" und H-6")). Die Kopplungsmuster und relativen Integralverhéltnisse wie-
sen folglich auf eine Phenylgruppe hin. Zusatzlich waren finf Methylgruppen
(5H [ppm] = 2.26 (s, 3H, H-25), 1.68 (s, 3H, H-12), 1.51 (s, 3H, H-23), 1.46 (s, 3H, H-11),
1.20 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-22)) und vier Protonen im olefinischen Verschiebungsbereich au-
genscheinlich (dH [ppm] = 6.02 (dd, J = 15.6, 2.5 Hz, 1H, H-20), 5.89 (dd, J = 15.8, 2.5 Hz,
1H, H-13), 5.34 (ddd, J = 15.8, 10.6, 5.4 Hz, 1H, H-14), 5.16 (dd, J = 15.6, 2.3 Hz, 1H, H-
19)). Weitere zwei Signale aus dem olefinischen Verschiebungsbereich (&H [ppm] = 5.90, (d,
J=2.7Hz, 1H, H-21),5.56 (s breit, 1H, NH)) konnten im HMQC-Spektrum durch die chemi-
sche Verschiebung des Kohlenstoffatoms (86C [ppm] = 75.2 (C-21)) einem oxygenierten Me-
thin bzw. durch die Abwesenheit des HMQC-Signals einem Heteroatomprotonen, zugeordnet
werden.

Zwischen den genannten Verschiebungen der Methylgruppen und der olefinischen Protonen
zeigten sich noch weitere Signalgruppen (N = 7) mit deutlicher Feinaufspaltung, welche sich
verschiedenen Methingruppen (&H [ppm] = 3.78 (m, 1H, H-7), 3.34 (m, 1H, H-3), 2.74 (m,
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1H, H-14), 2.47 (s breit, 1H, H-4)) und zwei Methyleneinheiten (dH [ppm] = 2.96 (m, 2H, H-10
und H-10%), 2.53 (m, 1H, H-15), 2.02 (m, 1H, H-15")) zuordnen lieRen. Das *C-NMR zeigt 28
Signale, wobei zwei Signale (6C [ppm] = 129.2 (C-2" und C-6); 127.0 (C-3'und C-5")) etwa
die doppelte Signalintensitat aufwiesen (Symmetrieeigenschaft der Phenylgruppe). Damit
ergaben sich flr das Molekil insgesamt 30 Kohlenstoffatome. Aufféllig waren die chemi-
schen Verschiebungen im Tieffeld, welche als Carbonylgruppen, davon eine als Keto-
(8C [ppm] = 210.1 (C-17)) und zwei als Ester- (dC [ppm] = 170.1 (C-24)) bzw. Amidfunktion
(8C [ppm] = 174.5 (C-1)) vorliegend, zu identifizieren waren. Die geradzahligen Nominal-
massen der lonenaddukte im Nano-ESI (m/z = 530.3 [M+Na]*, m/z = 1032.4, [2M+Na]"),
wiesen auf das Vorhandensein von Stickstoff hin. Zusammen mit der Anzahl der Wasser-
stoff- und Kohlenstoffatome aus den 1d-NMR-Experimenten lie3 sich die Elementarzusam-
mensetzung (CsoH37NOg) ableiten. Ein intensiver Abgleich der vielfachen HMBC- und COSY-
Korrelationen als nahezu ein grof3es Spinsystem (Abbildung 4.3.12b.) fihrte zur kompletten
Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.3.12a.). Kritisch fur Strukturerstel-
lung waren die HMBC-Korrelationen der beiden Protonen bei 6C = 2.47 ppm (H-4) und &C =
2.43 ppm (H-8) zum Amidcarbonyl, da diese die Etablierung des zentralen Perhydroisoindo-
lon-Gerusts ermdglichten. Des Weiteren waren die tUbereinstimmenden Signale der Protonen
H-4, H-8 und H-21 im HMBC, insbesondere die Korrelationen zum zentral verbriickenden
guaternaren Kohlenstoff bei 8C = 52.6 (C-9), fur die Erstellung des Grundgeristes wichtig.
Diese ermdbglichte die Positionierung eines elfgliedrigen Makrozyklusses an das zentrale
Perhydroisoindolon-Gertst.

Die Verbindung mit den dargelegten Strukturelementen (Perhydroisoindolon-Grundgerust,
elfgliederiger Makrozyklus, Phenylring, etc.) konnte als die literaturbekannte Verbindung Cy-
tochalasin C identifziert werden. Die Stereochemie wurde aus der Kristallstruktur (Abbildung
4.3.14.) eines Cytochalasin C Derivats (Cytochalasin D, TS7-223, siehe Kapitel 4.3.3.4.),
welches ebenfalls aus Stamm TS7 isoliert wurde, abgeleitet. Die bioaktiven Eigenschaften
und Organismen aus denen Molekile der Verbindungsklasse der Cytochalasine isoliert wur-

den, werden nachfolgend in Kapitel 4.3.3.6 diskutiert.
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7.31

b)

Abbildung 4.3.12.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-218 in CDCl3 (eigene Darstellung).
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4.3.3.5. Cytochalasin D (TS7-232-2)

25

Abbildung 4.3.13.: Struktur von Verbindung TS7-223-2 (eigene Darstellung).

Die Verbindung TS7-223 (Abbildung 4.3.13.) wurde als farbloser Feststoff (m = 202 mg) aus
der biologisch aktiven Hauptfraktion 13 (m =354 mglCso = 3.2ug/ml) nach SEC (60/40,
% v/v, DCM/MeOH) mit Sephadex LH-20 gewonnen. Die Verbindung wurde danach teilweise
noch weiter Gber RP-HPLC (tr = 40.0min, 75/25, % vlv, Eluent A/B isokratisch, V = 3 ml/min)
gereinigt. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit (~ 15 mg/ml in ACN), des komplexen Eluti-
onsverhaltens ("Peakfronting™) in den RP-HPLC Trennlaufen und der bereits fir die NMR-
Auswertung ausreichenden Reinheit der Ausgangsfraktion wurde nur ein kleiner Teil der
Fraktion durch RP-HPLC weiter aufgereinigt. Die Substanz (TS7-223-2, m ~ 12. mg) aus
diesen Trennlaufen wurde aufgrund der besseren Qualitat der Messdaten zur Strukturaufkla-
rung genutzt.

Die Substanz zeigte deutliche Ahnlichkeit bei der Signalverteilung im *H-NMR und **C-NMR
zu TS7-218 (Cytochalasin C). Im Unterschied war allerdings die Abwesenheit einer Methyl-
gruppe bei gleichzeitigem Vorhandensein zweier zusétzlicher Protonen im olefinischen Ver-
schiebungsbereich (8H [ppm] = 5.30 (s breit, 1H, H-12), 5.09 (s breit, 1H, H-12")) und eines
weiteren Protons, wenn auch tberlagert, im aliphatischen Verschiebungsbereich (&H [ppm] =
2.73 (m, 1H, H-5)) des *H-NMR nachvollziehbar. Gleiches war im *C-NMR zu beobachten.
Auffallig waren die drei prasenten Verschiebungen (86C [ppm] = 147.7 (C-6), 114.6 (C-12),
32.8 (C-5)) bei zu TS7-218 gleichbleibender Kohlenstoffanzahl von insgesamt 30 C-Atomen.
Die bereits bei TS7-218 diskutierten Verschiebungen und abgeleiteten Strukturelemente
(Phenylgruppe: doppelte Intensitat der Signale (8C [ppm] = 129.2 (C-2'und C-6), 129.1 (C-
3" und C-5%); Carbonylgruppen (8C [ppm] = 210.4 (C-17), 173.8 (C-1), 169.8 (C-24))) waren
dennoch weiterhin vorhanden. Im HMQC-Spektrum konnten die neuen Protonen im olefini-
schen Bereich einer terminalen Doppelbindung zugeordnet werden. Massenspektrometri-

sche Untersuchungen mit niedrig aufgeloster ESI-MS-Messung (m/z = 530.3, [M+Na];
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m/z = 1037.5, [2M+Na]*) zeigten wiederum nicht nur eine geradzahlige Nominalmasse aus
der sich das Vorhandensein von Stickstoff abzeichnete, sondern auch die Ableitung dersel-
ben elementaren Zusammensetzung (CsoHs7NOs). Dies fiihrte zur Etablierung eines zu
TS7-218 sehr &hnlichen Grundgerustes als Konstitutionsisomer mit ebenfalls kompletter Zu-
ordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.3.15a.). Dennoch wurden alle Korrelati-
onen insbesondere die zahlreichen COSY- und HMBC-Resonanzen erneut tberprift (Abbil-
dung 4.3.15b.). Die Konfiguration an den Stereozentren konnte durch eine Kristallstruktur-

analyse (Abbildung 4.3.14.) geklart werden.

b)

Abbildung 4.3.14.: Kristallstruktur von Cytochalasin D (TS7-223-2): a) Pyrrolring in Zeichen-
ebene (oben), b) Cyclohexanring in Zeichenebene (unten), (C - grau, H - weil3, O - rot, N- blau)
(eigene Darstellung).
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Der Metabolit wurde als die ebenfalls literaturbekannte Verbindung Cytochalasin D (syn.:
Zygosporine A) identifiziert. Es handelt sich demnach nicht um das ebenfalls aus naturlicher
Quelle isolierte Diastereomer Hypoxylin A (Wang et al. 2005). Die Verbindung stellte neben
den ubiquitar vorhandenen Fettsdauren mengenmafilig den Hauptmetabolit des Extraktes dar.
Die im Vergleich zu anderen isolierten Verbindungen hohen Metabolitmengen scheinen die
Relevanz der Verbindungen fir den Organismus zu unterstreichen. Die biologischen Eigen-

schaften und weitere Produktionsstamme werden in Kapitel 4.3.4.6. diskutiert.
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Abbildung 4.3.15.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-223-2 in CDCl; (eigene Darstellung).
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4.3.3.6. 19,20-Epoxycytochalasin D (TS7-235)
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Abbildung 4.3.16.: Struktur von Verbindung TS7-235 (eigene Darstellung).

Die Verbindung TS--235 (Abbildung 4.3.16.) wurde ebenfalls als farbloser Feststoff
(m=7.80mg) nach SEC (75/25, % v/v, DCM/MEOH) und zweifacher RP-HPLC (1.
tr = 73.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V = 2 ml/min; 2. tr = 33.0 min, 75/25, % vlv,
Eluent A/B, isokratisch) isoliert. Die Verbindung zeigte erneut &hnliche spektroskopische Ei-
genschaften wie sie auch schon fir die anderen beiden oben genannten Molekile (Kapitel
4.3.3.3. und 4.3.3.4.) beobachtet und diskutiert wurden. Der Unterschied im *H-NMR im Ver-
gleich zu Cytochalasin D war allerdings durch den Verlust zweier Protonen-Signale im olefi-
nischen Bereich deutlich, was die Veranderung an einer der Doppelbindungen nahelegte.
Der Befund bestétigte sich durch die Abwesenheit zweier Signale fir sp2-hybridisierte Koh-
lenstoffatome im Bereich von 125-135 ppm.

Die Strukturaufklarung und die Formulierung der chemischen Zuordnung waren dennoch
zunéachst nicht zielfihrend, da zwei Signale (6C [ppm] = 174.0 (C-1), 52.8 (C-9)) aus der
zentralen Perhydroisoindolonstruktur im Vergleich zu den anderen Signalen sehr geringe
Intensitaten aufwiesen und folglich nicht in die Strukturaufklarung mit einbezogen wurden.
Die somit abgeleitete Kohlenstoffanzahl und Strukturvorschlage lieBen sich nicht mit den
Daten (m/z = 546.3, [M+Na]") aus den LR-ESI-Experimenten in Einklang bringen. Eine Mes-
sung des ®C-NMR in MeOH-D. zeigte allerdings die in CDClI; fehlenden Signale fiir diese
Kohlenstoffe und fuhrte zur Zuordnung der chemischen Verschiebung anhand der COSY-
und HMBC-Schliusselkorrelationen (Abbildung 4.3.17.). Durch spéatere durchgefihrte HR-LC-
MS (m/z = 524.2665 [M+H]", m/z = 1047.5177, [2M+H]") konnte zudem die Summenformel
(Cs0H37NO7) bestétigt werden. Die Verbindung zeigte eine Epoxidierung an Position C-19
bzw. C-20. Das isolierte Molekil war damit allerdings bereits als 19,20-Epoxycytochalasin D
literaturbekannt. Die Konfiguration der Stereozentren wurde vom Hauptmetabolit Cytocha-

lasin D anhand der Kristallstruktur (Abbildung 4.3.14) abgeleitet. Speziell am Epoxid wurde
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die ermittelte Konfiguration nach Shi & Zhan (2007), welche die Konfiguration am Epoxid vor
kurzem durch intensive Uberprifung von NOESY-Korrelationen und Kristallstrukturanalysen
revidieren konnten, ibernommen. Die Diskussion und Einordnung der Verbindung erfolgt im
nachfolgenden (Kapitel 4.3.4.).
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Abbildung 4.3.17.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von TS7-235 in CDClI;3 (eigene Darstellung).
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4.3.3.7. Hirsutatin (TS7-232a)
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Abbildung 4.3.18.: Struktur von Verbindung TS7-232a (eigene Darstellung).

Die als farbloser Feststoff (m =5.10 mg) mit dem Verbindungscode TS7-232a (Abbildung
4.3.18.) isolierte Verbindung, wurde nach SEC (75/25, % v/v, DCM/MeOH) und zweifach
praparativer RP-HPLC (1. tr = 95.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V =2 ml/min; 2.
tr = 33.5 min, 75/25 % vlv, Eluent A/B, isokratisch, V =3 ml/min) aus der zytotoxisch zweit-
aktivsten Fraktion 14 (m = 141 mg, ICso = 0.8 pg/ml) gewonnen.

Spektroskopische Untersuchungen ergaben ein komplexes *H-NMR mit Gber 30 koppelnden
Signalgruppen. Prominenten Gruppen waren die sieben aliphatischen Methylgruppen zwi-
schen 0.82 - 1.19 ppm (&H [ppm] = 1.19 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-24), 1.06 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-
20), 1.04 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-21), 0.94 (d, J = 3.7 Hz, 3H, H-38), 0.92 (d, J = 3.7 Hz, 3H, H-
39), 0.86 (d, J=6.5Hz, 3H, H-27), 0.82 (d, J=6.5Hz, 3H, H-28)), sowie eine tieffeldver-
schobene Methylgruppe (8H [ppm] = 3.06 (s, 3H, N-CHs3)). Die vergleichsweise geringe Tief-
feldverschiebung des Kohlenstoffs dieser Methylgruppe (6C [ppm] = 40.8 (C-40)), zum Bei-
spiel gegenlber Methoxygruppen aus dem HMQC-Spektrum, lie3 eine N-Methylierung als
strukturelles Element erwarten. Des Weiteren fielen sieben tieffeldverschobene Signale zwi-
schen 3.5 und 5.5ppm auf (6H [ppm]= 5.50 (dd, J=7.8, 4.7 Hz, 1H, H-18), 5.34 (ddd,
J=10.3, 8.6, 4.8 Hz, 1H, H-15), 4.73 (d breit, J = 7.2 Hz, 1H, H-6), 4.67 (d, J = 5.3 Hz, 1H,
H-3), 4.66 (q, J = 9.5Hz, 1H, H-23), 4.41 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-9), 4.21 (dd, J = 12.3, 2.0 Hz,
1H, H-22), 4.18 (dd, J =12.3, 1.8 Hz, 1H, H-22"), 3.49 (dd, J = 5.4, 9.3 Hz, 1H, H-12)), wel-

che auf die nahe Bindung zu Heteroatomen (Oxymethin- und Aminomethingruppe) hinwie-
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sen. Zusatzlich zeigten sich acht Protonen im Verschiebungsbereich fir aromatische Was-
serstoffatome. Uberpriifung der HMQC-Signale zeigten, dass drei Signale (dH [ppm] = 8.18
(d, J=7.1 Hz), 1H, 6-NH), 7.56 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 15-NH), 6.71 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 9-NH))
von diesen Heteroatomen zugewiesen werden konnten. Die anderen Protonen im aromati-
schen Bereich konnten, trotz der teilweisen Uberlagerung durch zuriickbleibendes nicht deu-
teriertes Losemittelsignal, einer Phenylgruppe zugeordneten werden. Die zuvor schon bei
anderen Verbindungen beschriebene und zu erwartende Verdopplung der Signalintensitat
von zwei Positionen (3C [ppm] = 129.6 (C-31 und C-35), 128.7 (C-32 und C-34)) im 3C-
NMR, aufgrund von Symmetrieeigenschaften des Phenylrings, konnten erganzend beobach-
tet werden. Bezogen auf das *C-NMR zeigten sich des Weiteren insgesamt 32 Signale (34
Kohlenstoffatome) und sechs tieffeldverschobene Kohlenstoffe, welche vom Verschiebungs-
bereich Carbonylgruppen in Amid- und Esterfunktionen entsprechen. Bisher hervorgehobene
spektroskopische Merkmale liel3en ein Peptid vermuten. Aufgrund von nur drei registrierten
Amidprotonen und einer N-Methylierung sind demnach zwei Positionen im Peptidbackbone
durch Esterfunktionen besetzt.

Die Schlisselkorrelationen (Abbildung 4.3.19.) der Amidprotonen und der a-Kohlenstoffe zu
den Carbonylkohlenstoffen im HMBC-Spektrum lieferten die Zuordnung der chemischen
Verschiebung (Abbildung 4.3.20.) im Peptidrickrat und die Reihenfolge der Aminoséauren.
Diese Korrelationen zeigen zudem, dass die Verbindung zyklisch ist. COSY-Kreuzsignale
genauso wie die HMBC-Resonanzen halfen bei der Bestimmung der Seitenkette. Die voll-
standige Analyse aller 2d-NMR-Korrelationen lieferte die Struktur eines zyklischen Hexadep-
sipeptides (cyclo[-OVal, OLeu-Phe-(NMe)Leu-Thr-Ser-]. welche durch die LR-ESI-
Messungen bei positiver (m/z = 699.4, [M+Na]*, m/z = 366.2, [M+Na]?**) und negativer loni-
sierung (m/z = 675.3, [M-HJ]) bestatigt wird.

Die Datenbanksuche mittels SciFinder ergab die bekannte Struktur Hirsutatin A. Besagte
Verbindung wurde bisher nur von Isaka und Mitarbeitern (2005b) aus dem entomopathogen
Pilz Hirsutella nivea (BCC 2594) beschrieben. Dabei wurden ebenfalls Hirsutatin B
(p-Methoxy-Hirsutatin A) isoliert. Die Stereochemie der a-Aminosaureposition wurden durch
das Saurehydrolysat und einem Vergleich zu Referenzmischungen mit L- und
D-Aminosauren in chiralen RP-HPLC-Laufen eindeutig an allen Positionen als S-konfiguriert
bestimmt (Isaka et al. 2005b). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf eine eigene Konfigura-

tionsanalyse verzichtet.
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HsC CH3

Abbildung 4.3.19.: COSY- (=) und HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von TS7-232a in CDCls
(eigene Darstellung).

Sy-Cordero et al. 2011 isolierten d&hnliche Verbindungen (Trichodepsipeptide A und B) aus
Trichothecium sp., welche sich allerdings an einer Aminoséureposition (Leu bzw. Val statt
Thr an Position 9) unterschieden. Fir diese Verbindungen wurde bis zu 10 yM keine Zytoto-
xizitat gegen verschiedene Krebszelllinien berichtet. Isakak et al. (2005b) stellten allerdings
eine antiparasitare Wirkung fur Hirsutatin B (ICso = 8.6 uM, Plasmodium falciparum) und
schwache antibakterielle Eigenschaften (MIC = 74 yM, Mycobacterium tuberculosis) fur bei-
de Hirsutatine fest. Allerdings wurden ebenfalls keine zytotoxischen Effekte gegen Verozel-
len (african green monkey kindney cells) bis zu einer Konzentration von 75 yM detektiert.
Weiterhin konnten keine Studien gefunden werden, die sich mit Hirsutatinen befassen. Dem-
nach sind die biologische Zielstruktur und die Funktion fur den produzierenden Pilz unbe-

kannt.
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Abbildung 4.3.20.: Chemische Verschiebung von H- und *3C-Signalen von TS7-232a in CDCl;
(eigene Darstellung).

Die "similarty search" in SciFinder zeigte interessanterweise strukturell &hnliche Cyclodep-
sipeptide wie N-Methylsansalvamid A (cyclo[-Leu-OLeu-Val-(NMe)Leu-Phe-Leu-], Cueto et
al. 2000) und Guangomide A bzw. Spicellamide B (cyclo[-Ala-OVal-Ala-(NMe)Ala-D-Ala-D-
Phe-OLeu-], Amagata et al. 2006, Kralj et al. 2007), isoliert von Pilzen als Algen- und
Schwammsymbionten mariner Herkunft, welche zumindest moderate antiproliferative Aktivi-
téat (ICso = 8.3 uM und 6.2 uM) gegen verschiedene Krebszelllinien aufwiesen. Demnach lie-
3en sich eventuell auch, wie fur die Kombination von Cytochalasin C und Griseofulvin (siehe
Kapitel 4.3.4.2.), synergistische Effekte vermuten, welche die robuste antiproliferative Aktivi-
tat der Elternfraktion erklaren kdnnte. In der Literatur sind viele zyklische Depsipeptide be-
schrieben die antitumorale Wirkung mit unterschiedlichen Wirkmechanismen aufwei-
sen (Kitagaki et al. 2015). Abseits der zytotoxischen Wirkung sind zyklische Peptide, insbe-
sondere zyklische Depsipeptide interessante Metaboliten mit breiter biologischer Wirkung
und Funktion (Lemmens-Gruber et al. 2009, Lee et al. 2017, Abdalla & McGaw 2018), wes-

halb flr Hirsutatin A weitere biologische Aktivitatstests vollzogen werden sollten.
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4.3.4. Vergleichende Diskussion der Cytochalasine
4.3.4.1. Die Struktur der Cytochalasine und Cytochalasane

Die isolierten Verbindungen Cytochalasine C, D und 19,20-Epoxycytochalasin kénnen der
Strukturklasse der Cytochalasane zugeordnet werden. Aufgrund von Konfusion durch ver-
schiedene Namen fir dieselben Verbindungen und unterschiedlicher Nummerierungen wur-
de eine einheitliche Nomenklatur und der generische Name Cytochalasane als Strukturklas-
se vorgeschlagen (Binder et al. 1973, Binder & Tamm 1973). Die Trivialnamen, abgeleitet
nach den Herkunftsorganismen (z.B. Phomine aus Phoma sp., Zygosporine aus Zygospori-
um sp.) bzw. nach der biologischen Aktivitat (Cytochalasine (gr. cytos - Zelle, chalasis- Re-
laxation)) sind allerdings weiterhin in Gebrauch (Scherlach et al. 2010). Als gemeinsames
Hauptstrukturmerkmal wurde der hochsubstituierte perhydrierte Isoindolonring mit Makrozyk-
lus definiert. Seit den bei Binder & Tamm (1973) beschriebenen zehn Cytochalasanen sind
bis heute tber 60 Vertreter bekannt (Van Goietsenoven et al. 2011). Diese konnen je nach
GrofRe (C11-C14) und funktioneller Gruppe innerhalb des Makrozyklusses (Lacton (z.B. Cy-
tochalasin B), Carbozyklus (z.B. Cytochalasin D), cyclisches Carbonat (z.B. Cytochalasin E),
sowie nach in das Polyketidriickgrat eingebaute Aminoséure (Phenylalanin, Tyrosin, Tryp-
tophan, Alanin oder Leucin) in weitere Untergruppen klassifiziert werden. Je nach Aminosau-
re ergeben sich demnach an C-3 Position Benzyl- (Cytochalasine), p-methoxybenzyl- (Py-
richalasine), 3-methyl-indolyl-, (Chaetoglobosine), Methyl- (Alachalasine), 2-Methylpropyl-
(Aspochalasine) Gruppen (Abbildung 4.3.21.).
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Abbildung 4.3.21.: a) Strukturvielfalt der Cytochalasansubgruppen: a) Cytochalasin B, b) As-
pochalasin A, ¢) Chaetoglobosin A, d) Alachalasin C, e) Cytochalasin E (eigene Darstellung,
angelehnt an Scherlach et al. 2010).

Dazu kdnnen vielfaltige Variationen am Makrozyklus auftreten, was folglich in breiter chemi-
scher Diversitat und biologischen Eigenschaften resultiert (Trendowski 2015, Scherlach et al.
2010). Im weiteren Sinne werden auch Verbindungen zu den Cytochalasanen gezahlt, die
formal nicht in die urspriuinglichen von Binder et al. (1973) genannten Kriterien fallen. Dazu
gehdren zum Beispiel Spicochalasin A mit ungewdhnlichem Hexanon-Heptanon-Bizyklus,

Phomopsichalasin mit 13-gliedrigem Dreiringsystem und die Cytochalasine Z10-Z15 mit of-
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fenkettiger, achtgliedriger Kohlenstoffkette statt eines Makrozyklusses, sowie Penochalasine,
die einen Pyrrolring im Makrozyklus eingebaut haben (Scherlach et al. 2010) (Abbildung
4.3.22.)

HO

,
1y,
Z

c) d)

Abbildung 4.3.22.: Beispiele fiur Cytochalasane mit Ersatz fiir den Makrozyklus: a) Cytochalasin
Z10, b) Spicochalasin A, c) Phomopsichalasin, d) Penochalasin B (eigene Darstellung, ange-
lehnt an Scherlach et al. 2010).

Noch einmal erweitert wird die strukturelle Vielfalt durch mégliche Diastereomere der Cy-
tochalasane. Wang et al. (2005) und Lui et al. (2015) berichteten zum Beispiel von der Isolie-
rung von Hypoxylin A und Hypoxylin B aus marinen Pilzen (Halorosellinia oceanicum), wel-
che Diasteromere von Cytochalasin D bzw. Cytochalasin C darstellen. Die identifizierte Ste-
reochemie von Hypoxylin A und Hypoxylin B scheint allerdings ungewohnlich, da die be-
schriebenen naturlich isolierten Cytochalasine alle mit Ubereinstimmender Konfiguration bei-
spielsweise an den Fusionpunkten am Makrozyklus zum Isoindolonring beschrieben sind.
Weiterhin wirde die Biosynthese von Hypoxylin den Einbau von D-Phenylalanin vorausset-
zen. Eine Kiristallstruktur, welche die postulierte absolute Konfiguration der Hypoxyline besta-
tigt, konnte leider nicht in der Literatur gefunden werden.

Auch wenn die Strukturklasse der Cytochalasane seit dem Ende der 1960er Jahre bekannt
ist, werden bis heute konstant neue Cytochalasin und Cytochalasanderivate isoliert. Dies

erweitert bestandig die strukturelle Vielfalt, biologische Zielstrukturen und die Bioaktivitat
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(siehe Kapitel 4.3.4.2.). Als Beispiele sind Cytochalasine mit geringfligigen Modifikationen zu
zuvor bekannten Cytochalasine, wie zum Bespiel Cytochalasin P (Chen et al. 2017) und
18-Methoxy-Cytochalasin J (Shen et al. 2014). Weiterhin existieren zudem auch mehrfache
Variationen am Grundgerist beispielsweise bei Xylochalasin (Noppawan et al. 2018), Cy-
tochalasin Js (Shang et al. 2017) und Curtachalasine (Wang et al. 2018) (Abbildung 4.3.23.).

iy
n aanll

c) d)

Abbildung 4.3.23.. Struktur von klrzlich neu isolierten Cytochalasinderivaten: a) Cytocha-
lasin P, b) 18-Methoxy-Cytochalsin J, ¢) Xylochalasin, d) Cytochalasin Js; (eigene Darstellung).
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4.3.4.2. Biologische Aktivitat von Cytochalasanen und zytotoxischen TS7 Metaboliten

Cytochalasanen und speziell Cytochalasine sind mit einer ganzen Reihe biologischer Effekte
(zytotoxisch, phytotoxisch, antimykotisch, etc.) assoziiert. Diese Effekte werden hauptséch-
lich Uber die Interaktion der Cytochalasane mit Aktinfilamenten (MacLean-Fletcher & Pollard
1980, Brown & Spudich 1981, Casella et al. 1981) in Verbindung gebracht. Die Auswirkung
auf die Mikrofilamentdynamik ruft demnach prominente Effekte in allen eukaryotischen Zellen
hervor (Scherlach et al. 2015). Cytochalasane zeigen daher generell Zytotoxizitat gegeniber
verschiedensten Krebszellinien, wie zum Beispiel HeLa (Epithel Zervixkarzinom), HT29 (Co-
lon Adenokarzinom), P388 (Murines Lymphom), und U373 (humanes Gliom) im niedrigen
mikromolaren-Bereich (ICso-Werte) (Sekita et al. 1982, Alvi et al. 1997, Jiao et al. (2004), Van
Goietsenoven et al. 2010). Durch SAR-Vergleiche naturlicher und modifizierter Zygosporine
(Cytochalasine) konnte gezeigt werden, dass die Benzylgruppe an C-3 und Hydroxylgruppe
an C-7 zytotoxizitatsdeterminierende Elemente darstellen. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass der Isoindolkern und der Makrozyklus aktivititsbestimmend sind, auch wenn die Grol3e
des Makrozyklusses von untergeordneter Natur ist. Zusatzlich sind Effekte durch Variationen
der eingebauten Aminosaure beobachtet worden. Cytochalasane mit aromatischen Resten
(Benzyl, Indolyl) sind dabei antiproliferativ potenter als ihre aliphatischen Derivate (Methyl,
Isopropyl) (Scherlach et al. 2015).

Des Weiteren sind antiparasitare Eigenschaften gegeniiber Entamoeba invadens
(ICs0 < 10 uM, Makioka et al. 2004), antimykotische Effekte unter anderem gegenuber fila-
mentésen Pilzen (z.B. Botrytis cinerea) und Hefepilzen (z.B. Saccharomyces cerevisia-
e, Betina et al. 1972), sowie gegen Dermatophyten (Microsporum gypseum, Pongcharoen et
al. 2006) nachgewiesen. Uberaschenderweise sind auch antibakterielle Effekte beispielswei-
se gegen Bacillus subtilis and Escherichia coli (Betina et al. 1972) als auch antivirale Wir-
kung als HIV-1-Proteaseinhibitor (Ondeyka et al. 1992) beschrieben. Die beschriebenen Ef-
fekte gegen Mikroorganismen sind anders als bei den zytototoxischen Effekten gegeniber
Mammaliazellen aber sehr unterschiedlich ausgepragt. Cytochalasin A wirkt inhibitorisch auf
das Wachstum von Bakterien und Pilzen. Cytochalasin D zeigt sich hingegen nur gegen Pil-
ze wirksam, wéahrend Cytochalasin B inaktiv gegentiber beiden Organismengruppen ist (Be-
tina et al. 1972). Ahnliches ist bei dem Parasiten Entamoeba invadens zu beobachten. Hier-
bei zeigt Cytochalasin A keinerlei Inhibition bei 10 uM wahrend der Testorganismus bei Cy-
tochalasin B und Cytochalasin D stark am Wachstum gehindert wird.

Aufgrund der guten Datenlage bei Cytochalasinen bezlglich der zytotoxizitatsbestimmenden
Kennzahlen wurden keine eigenen ICso-Werte fir die als Reinstoffe isolierten Cytochalasine
C, D und 19,20-Epoxycytochalasin D bestimmt (vgl. z.B. Sekita et al. 1982, Shi & Zhan 2007,
Klaiklay et al. 2012, Wei et al. 2015). Der ICso-Wert von 3.2 yg/ml (Tabelle 4.3.2.) der unge-
reinigten Vorfraktion TS7-F2-13, die aber lberwiegend Cytochalasin D enthielt, ist gegen-
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uber der Zelllinie KB-3-1 in Ubereinstimmung mit den Literaturwerten fiir reines Cytocha-
lasin D (ICso = 3.99 pg/ml, KB-Zelllinie (Zervixkarzinom), Klaiklay et al. 2012). Gleiches gilt
fur den ICse-Literaturwert von 19,20-Epoxycytochalasin D (ICso = 0.16 uM, P-388 Zelllinie
(Mauslymphom), Shi & Zhan 2007) aus Hauptfraktion 14, auch wenn dieser von einer ande-

ren Zelllinie ermittelt wurde.

Tabelle 4.3.2.: ICso-Werte Cytochalasin-haltiger Fraktionen des Pilzstammes TS7 gegen die
KB-3-1 Zelllinie.

Fraktionsbezeichnung Enthaltene Komponenten 1C50 [ug/ml]
TS7-F2-12 Cytochalasin C (TS7-218), Griseofulvin (TS7-207) 0.075
TS7-F2-13 Cytochalasin D (TS7-223) 3.2
TS7-F2-14 19,20 Epoxycytochalasin D (TS7-235), Hirsutatin A (TS7-232) 0.8

Aufféllig ist der deutlich geringere ICso-Wert der Cytochalasin C-beinhaltenden Fraktion ge-
genlber Cytochalasin D. Dies ist in sofern erstaunlich, da die Werte der Einzelkomponenten
gegen die KB-3-1 Vorgéangerzelllinie (vgl. Sekita et al. 1982, HelLa, ICso = 0.32-1 pg/ml) und
andere Krebszelllinien (vgl. Wei et al. 2015, z.B. PC-3M Zelllinie (Prostatakarzinom),
ICs0 = 1.65 M (Cytochalasin C), I1Cso = 1.03 uM (Cytochalasin D)) vergleichbar sind und in
derselben GroRRenordnung liegen. Griseofulvin allein kann ebenfalls nicht fr den verstarkten
zytotoxischen Effekt verantwortlich sein, da der ICso-Wert von Griseofulvin gegen KB-3-1 bei
5 ug/ml (14 uM) liegt. Demnach lasst sich vermuten, dass eine Kombination beider Stoffe
einen groRReren Effekt als die Summe ihrer Einzelwirkungen hervorruft. Ahnliches wurde be-
reits von Ho et al. (2001) fur die Kombination des Tubulinpolymerisierungsinhibitors Nodo-
cazol mit Griseofulvin, welches ebenfalls die Mikrotubulindynamik (Panda et al. 2005) beein-
flusst, angezeigt. Des Weiteren wurde Uber die positiven Auswirkungen der Kombination von
Cytochalasin B mit den klinisch eingesetzten Zytostatika Doxorubicin (DNA-Interkalator) und
Paclitaxel (Tubulin-Depolymerisierungsinhibitor) berichtet (Trendowsky et al. 2015). Dem-
nach kann sich ebenfalls ein bisher nicht beschriebener synergistischer Effekt durch die
Kombination von Cytochalasinen und Griseofulvin postulieren lassen. Weitere Untersuchun-
gen mit den kombinierten Reinstoffen in unterschiedlicher Konzentration waren wiinschens-
wert, um die Erklarung fur den beobachteten Effekt zu festigen.

Obwonhl der Nutzen von Cytochalasanen, hauptsachliche als Modelkomponenten aus biolo-
gischen Studien fir die Erforschung der Cytoskelettfunktion und des Zellzyklus, schon lange
bekannt ist (Scherlach et al. 2010), wird aktuell eine Nutzung in der Krebstherapie diskutiert
(Trendowsky 2015). Aufgrund der generellen und nicht selektiven Zytotoxizitat ist eine An-
wendung nicht direkt mdglich. Bisher sind zudem keine Aktininhibitoren in der Krebstherapie
bzw. in klinischen Studien im Einsatz (Scherlach et al. 2010, Trendowsky 2015). Denkbar ist
allerdings der Einsatz gegeniber Tublininhibitor-resistenten Tumoren oder die Kombination

mit Zytostatika, welche andere Wirkmechanismen als Cytochalasane aufweisen (z.B. Vin-
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blastin, Cryptophycin (Tubulin-Polymerisierungsihibitoren), Paclitaxel (Tubulin-
Depolymerisierungsihibitor), Doxorubicin (DNA-Interkalator)). Dies konnte die notwendige
therapeutische Daosis senken. Das direkte Adressieren des Tumorgewebes per Antikorper
(Antibody Drug Conjugates (ADCs), Jerijan et al. 2016, Beck et al. 2018) oder selektiven
Liganden (Small Molecule Drug Conjugates (SMDCs), Casi & Neri 2015, Zhuang et al. 2019)
als "homing device", welche bi- oder multifunktionale Beladung mit zytotoxischen Agenzien
erlauben, sind vielversprechende Ansétze in der Krebstherapie, welche die unselektive
Schadigung normalen Gewebes umgehen (Tang et al. 2016, Levengood et al. 2017, Kumar
et al. 2018b). Speziell Cytochalasin D wére als "Payload" fir SMDCs oder ADCs interessant,
da es sich als deutlich potenterer Aktinpolymerisierungs-Inhibitor als beispielsweise Cytocha-
lasin B gezeigt hat und zusatzlich Apoptose via p53-Proteine induzieren kann. Zudem ist es
ein potenter Zytokineseinhibitor, welches die Zielzellen teilweise zu vergroRerten, mehrkerni-
gen Zellen veréandert, was diese wiederum empfanglicher fir mit DNA-interagierende Agen-
zien macht (Trendowsky 2015).

Trotz der vielfach beschriebenen biologischen Effekte werden nach wie vor unbekannte Wir-
kungen und biologische Ziele fir neue Cytochalasane gefunden. Ein Beispiel hierflr ist die
beobachtete Herabsetzung der Fluconazol-Resistenz bei human pathogenen Candida albi-

cans-Stammen durch Curtachalasin D-E (Wang et al. 2019).
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4.3.4.3. Produktionsorganismen und 6kologische Funktion von Cytochalasinen

Die ersten Cytochalasane, hamentlich Cytochalasin A (Dehydrophomin) und Cytochalasin B
(Phomin) wurden nahezu zeitgleich unabhéngig von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen aus
Helminthosporium dematioideum (Aldridge et al. 1967) bzw. Phoma sp. (Rothweiler & Tamm
1966) isoliert und beschrieben (Binder & Tamm 1973). Dieselbe Publikation von Aldridge und
Mitarbeitern (1967) beschreibt ebenfalls die Gewinnung von Cytochalasin C, sowie Cytocha-
lasin D aus Metarhizium anisopliae, das kurze Zeit spéter erneut aus Zygosporium masonii
(Hayakawa et al. 1968) berichtet wird. Einige Jahre spater wurde 19,20-Epoxycytochalasin D
erstmals aus Xylaria hypoxylon (Espada et al. 1997) beschrieben. Deren Stereochemie wur-
de inzwischen Uberarbeit und durch Kristallstrukturanalyse geklart (Shi & Zhan 2007). Seit
dem wurde Cytochalasane aus vielen Pilzen, hauptséchlich aus den Gattungen Penicillium,
Aspergillus, Zygosporium, Chaetomonium, Phoma, Hypoxylon, Xylaria und Phomopsis be-
richtet (Scherlach et al. 2010). Die Fahigkeit fir die Biosynthese von Cytochalasanen ist
demnach Uber auch taxonomisch wenig verwandte Gruppen verteilt. Interessant ist zudem,
dass die Cytochalasan-Produzenten sowohl von terrestrischen, als auch aus mariner Umge-
bung isolierten Pilzen stammen und verschiedene ©kologischen Funktionen besetzten (Sa-
prophyten z.B. Penicillium expansum (Andersen et al. 2004), Endophyten z.B. Aspergillus
allahabadii (Sadorn et al. 2016), Entomopathogene z.B. Metarhizium anisopliae (Vilcinskas
et al. 1997)). Speziell die isolierten Metaboliten Cytochalasin C, Cytochalasin D und
19,20-Epoxycytochalasin D wurden bereits aus einigen Xylaria sp. (z.B. Silva et al. 2010,
Rukachaisirikul et al. 2013, Wei et al. 2015, Chapla et al. 2018) gewonnen. Der Uberwiegen-
de Teil der Pilze ist endophytischen Ursprungs. Zudem wurde Cytochalasin D bereits direkt
aus als Xylaria cubensis identifizierten Stammen isoliert (Edwards et al. 1991, Klaiklay et al.
2012, Sawadsitang et al. 2015). Andere Xylaria-Arten, wie X. mellisii (Pittayakhajonwut et al.
2005) und X. arbusculata (Amarala et al. 2014) sind ebenfalls bekannt fir die Fahigkeit Cy-
tochalasin D zu produzieren. Weiterhin werden auch in aktueller Literatur bestandig neue
Cytochalasin- und Cytochalasanderivate aus natirlichen Quellen, unter anderem aus Xyla-
ria- (Chen et al. 2017, Noppawan et al. 2018) und Phomopsis-Arten (Shen et al. 2014,
Shang et al. 2017), berichtet.

Fur Cytochalasane allgemein wurden aufgrund der strukturellen Variabilitat verschiedene
Bioaktivitditen und Wirkorte (siehe Kapitel 4.3.4.2.) beschrieben. Dementsprechend ist die
Okologische Funktion der Cytochalasine sicherlich dahingehend zu interpretieren, dass diese
einen Vorteil (antimykotische und antibakterielle Effekte) fir den produzierenden Stamm in
der Kompetition mit anderen Mikroorganismen generieren. Bei dem Entomopathogen Metar-
hizium anisopliae gibt es zudem Hinweise, dass Cytochalasin D in Kombination mit anderen
Verbindungen durch die Inhibierung der Plasmatocytenanhaftung als Virulenzfaktor funktio-

niert (Vilcinskas et al. 1997) und demnach eine Rolle bei der Besiedlung und dem Wachstum
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des Pilzes in den Wirtsinsekten spielt. Cytochalasin D weist ein engeres und schwéacheres
Wirkspektrum gegen Bakterien und andere Pilze auf, als zum Beispiel Cytochalasin A (Beti-
na et al. 1972), ist aber ein sehr potenter Aktinpolymersierungs-Inhibitor (Trendowsky 2015).
Speziell in Endophyten ist die Bildung von Cytochalasin D daher als Schutz vor Herbivoren
denkbar. Der Schutz vor Insekten-Herbivoren ist zum Beispiel fur Lolin- und Ergotalkaloide-
bildende Endophyten in Grasern beschrieben (Schardl et al. 2004). Adverse Effekte auf die
Entwicklung und Zellfunktionen von Insekten durch Cytochalasin D sind zumindest Gegen-
stand einiger Publikationen (Sauman & Berry 1993; Gvakharia et al. 2003). Demnach kdnn-
ten die Cytochalasine diese Funktionen ebenfalls innerhalb der Pflanzen-Endophyten-

Interaktion erfillen.
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4.3.5. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm TS7 und vergleichende
Diskussion mit anderen Naturstoffstudien von Xylaria-Arten

In der mykochemischen Untersuchung des als Xylaria cubensis identifizierten Stammes TS7
konnten insgesamt sieben Metaboliten isoliert und charakterisiert werden. Identifiziert wur-
den die beiden Melleinderivate 5-Methoxycarbonylmellein und Akolitserin, die chlorierte Spi-
roverbindung Griseofulvin und drei Cytochalasinderivate Cytochalasin C, Cytochalasin D und
19,20-Epoxycytochalasin D, sowie das zyklische Depsipetid Hirsutatin A. Die fur die im
Rohextrakt und bearbeiteten Fraktionen beobachtete antiproliferative Wirkung gegen die
Zervixkarzinomzellinie KB-3-1 verantwortlichen Verbindungen konnten mit den Cytocha-
lasinderviaten und Griseofulvin identifiziert werden. Die in der Vorfraktion ermittelten teilwei-
se im Vergleich zu den Einzelsubstanzen deutlich geringere halbmaximale inhibitorische
Konzentration kann wahrscheinlich auf einen synergistischen Effekt der die Aktinfilamentdy-
namik verédndernden Cytochalasane und des die Mikrotubulindynamik stérenden Griseo-
fulvins zuriickgefuhrt werden. Da bestandig neue Cytochalasane, welche neue therapeuti-
sche Zielstrukturen adressieren oder potentere Wirkung an bereits bekannten Zielen aufwei-
sen kdnnen besonders in Xylaria-Arten entdeckt werden (siehe Kapitel 4.3.4.2. und 4.3.4.3.),
stellen endophytische Xylaria sp. gutes Ausgangmaterial fir mykochemische Studien dar.
Leider wurden keine strukturell neuen Cytochalasinderivate aus dem untersuchten Stamm
TS7 isoliert. Modifizierung der Kultivierungsbedingungen kdnnten wahrscheinlich weitere
Metaboliten liefern. Vom Stamm TS7 wird allerdings Cytochalasin D als bioaktiver Metabolit,
selbst unter nicht optimierten Bedingungen, in robusten Mengen gebildet, weshalb dieser
einen interessanten Produktionsstamm fir Cytochalasin D darstellt. Obwohl verschiedene
Syntheserouten fir die Totalsynthese von Cytochalasinen existieren, umfassen diese, je
nach Komplexitat der Edukte, Herangehensweise und des Fokus auf bestimmte Cytocha-
lasane, 9 bis 24 Syntheseschritte (Stork et al. 1978, Merifield & Thomas 1999, Haidle &
Myers 2004, Scherlach et al. 2010). Daher wird Cytochalasin D kommerziell nach wie vor als
Kulturisolat aus zum Beispiel Zygosporium mansonii gewonnen und kostenintensiv angebo-
ten (138 Euro/mg, www.sigmaaldrich.com, 15.04.2019). Die Verbindung stellt demnach ei-
nen wertvollen Wirkstoff dar.

Des Weiteren sind Xylaria-Arten allgemein als Produzenten vielfaltiger Naturstoffe bekannt
(Helaly et al. 2018). RegelmélRig werden zuvor nicht beschriebene Metaboliten, wie bei-
spielsweise Cubentriol, Xylaritriol (Fan et al. 2014) und ein Aminoamidinderivat (Sawadsitang
et al. 2017), direkt aus einem als Endophyt identifiziertem Xylaria cubensis-Stamm gewon-
nen. Aktuellere Beispiele umfassen des Weiteren Xylarianin A (Zhang et al. 2018), Hydroxyl-
decandrin G (Han et al. 2019) und (z)-Xylaridin A (Li et al. 2019), welche aus anderen Xyla-
ria-Arten berichtet worden sind (Abbildung 4.3.24.).
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Abbildung 4.3.24.: Kirzlich in der Literatur neu beschriebene Naturstoffe aus Xylaria-Arten: a)
Cubentriol, b) Aminoamidinderivat, c) Xylaritriol, d) Xylarianin A, e) Hydroxyldecandrin G, f)
Xylaridin A (eigene Darstellung).

Demnach sind insbesondere endophytische Xylaria-Arten als Quelle neuer Verbindungen
interessant und valide Ziele detaillierter Naturstoff- und Pharmakognosieuntersuchungen.
Dies gilt auch fur zukunftige Arbeiten, insbesondere wenn beispielsweise das Biosynthese-
Repertoire durch spezielle Kultivierungstechniken und Zuséatzen mittels ,co-cultivation* bzw.
»mixed-cultivation* (Marmann et al. 2014, Wu et al. 2015), Kultivierung mit Wirts- bzw. Pflan-
zenextrakt (Eevers et al. 2014) oder Submersfermentation mit Resin (Tsueng & Lam 2007)

angeregt und erweitertet wird.
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4.4. Stamm SG1 (Daldinia sp.)

Abbildung 4.4.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm SG1
(Daldinia sp.): Stamm der Wirtspflanze (Sequoiadendron giganteum, oben), axenische Kultur
auf Kartoffel-Dextrose-Agar (mitte oben), Solid-State-Fermentation auf Reismedium (mitte un-
ten), Rohextrakt nach Extraktion mit Essigsaureethylester (eigene Darstellung).
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4.4.1. Stammidentifizierung und Auswahl

Die unbeschrankte Suche und der Abgleich der ITS-Sequenz (Zugangsnummer NCBI:
LR585032) innerhalb des kompletten Entrez-Suchbereiches fur Nukleotidsequenzen Uber
den BLAST-Algorithmus ergab Sequenziibereinstimmungen zu einigen Isolaten, die als Dal-
dinia-Arten klassifiziert wurden (z.B. Daldinia cf. loculatoides (Stamm: PRM885050), Zu-
gangsnummer NCBIl: AM407726.1 und Daldinia grandis, Zugangsnummer NCBI:
AF176982.1), sowie zu einer Reihe nicht ndher bestimmter Sordariomyceten bis zu einer
Sequenzibereinstimmung von 95.5%. Die auf "typ material" beschrankte Abfrage zeigte ein
ahnliches Bild mit der Auflistung weiterer Daldinia-Arten (z.B. Daldinia dennisii var. dennisii
strain (Stamm: CBS 114741), Zugangsnummer NCBI: MH862968.1 und Daldinia loculatoi-
des (Stamm: CBS 113279), Zugangsnummer NCBI: KU684019.1), allerdings mit weiterhin
relativ schlechter Sequenziberreinstimmung von lediglich 93.3%. Zur Absicherung fir die
Einstufung als Stamm der Gattung Daldinia wurde ebenfalls die LSU-Region amplifiziert und
ein Sequenzabgleich durchgefuhrt. Dieser ergab, ebenso wie fir den ITS-Bereich, Eintrage
zu verschiedenen Daldinia-Arten, allerdings mit Gber 99% Ubereinstimmung in der Se-
guenzidentitat. Phylogenetische Analysen mit Vergleichsequenzen fir Daldinia und weitere
Arten aus der Klasse der Sordariomyceten tber das Maximum-Likelihood-Model ergab fur
die LSU-Barcodingregion eine Clusterung innerhalb des Daldinia-Arten-Komplexes (Abbil-
dung 4.4.2.). Die gleiche Analyse fir den ITS-Bereich mit weiteren Arten der fur die Gattung
Daldinia annotierten Sequenzen zeigte eine Gruppierung mit dem D. loculata, D. novae-
zelandiae bzw. D. vernicosa-Artenkomplex (Abbildung 4.4.3.). Das Grundgerist des phylo-
genetischen Baumes der ITS-Region fur den Daldinia-Artenkomplex bzw. fiir verschiedene
Daldinia-Kladen (D. eschscholtzii, D. concentrica, etc.) ist statistisch wenig abgesichert (Ma-
ximum-Likelihood-Bootstrap 12-61%). Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung zu den
phylogenetischen Studien von Stadler et al. (2014). Die geringe interspezifische und die vor-
handene intraspezifische Sequenzvariabilitét innerhalb des Daldinia-Artenkomplexes ermog-
licht nur selten die sichere taxonomische Klassifizierung bis auf Artlevel. Die generelle Topo-
logie der phylogenetischen Baume basierend auf nrITS-DNA, ist allerdings konsistent mit der
Unterscheidung der einzelnen Daldinia-Kladen bzw. -Gruppen anhand morphlogischer Cha-
rakteristika (Stadler et al. 2014). Nach den phylogenetischen Analysen lasst sich als
Schlussfolgerung formulieren, dass es sich bei dem Stamm SG1 um eine Spezies des Dal-
dinia-Artenkomplex mit Affinitat zur D. loculata-, D. novae-zelandiae-, bzw. D. vernicosa-
Klade handelt. Chemotaxonomische Betrachtungen einiger isolierter Metabolite (siehe Kapi-
tel 4.4.3.2. (1,8-Dimethoxynapthalen), 4.4.3.3. (Hept-6-en-2,4,5-triol) und 4.4.3.4. (Daldinia-

pyron)) unterlegen zudem die Zugehdérigkeit zur Gattung Daldinia.
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Abbildung 4.4.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit LSU-Sequenz des Stammes SG1 und Ver-
gleichsreferenzen aus der Xylariaceaen-Familie mit 1000 Bootstrap-Replikationen und Asper-
gillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).

Gemal der generell angewandten "Operational Taxonomic Unit" (OTU) als Artengrenze bei
Sequenzidentitaten von = 97% bzw. < 3% Sequenzunterschied kdnnte der Stamm SG1 mit
maximal 95.5% Sequenzidentitdt zu bestehenden Sequenzen in der Datenbank als neue
bzw. bisher nicht beschriebene Art gewertet werden. Die Mdglichkeit der Beschreibung einer
neuen Art allein anhand von DNA-Sequenzen ist allerdings nicht generell akzeptiert bzw. in
der wissenschaftlichen Diskussion (z.B. Santos & Faria 2011, Page & Hughes 2011). Dem-
nach wurde auf die Artbeschreibung ohne eine Betrachtung der morphologischen Merkmale
verzichtet. Es konnte zumindest gezeigt werden, dass die Sequenz einer nahverwandten

Vergleichsart bisher nicht in den Datenbanken erfasst ist.
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Abbildung 4.4.3.: Maximum-Likelihood-Baum mit ITS-Sequenz des Stammes SG1 und Ver-

gleichsreferenzen aus Xylariaceaen-Familie mit 1000 Bootstrap-Replikationen und Aspergillus
nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).
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Die Testung des Rohextrakts auf zytotoxische (ICso > 500 pg/ml) und antibakterielle (kein
Hemmhof bei 1000 yg je Plattchen) Aktivitat war nicht auffallig. Eine bioaktivitatsgefiihrte
Isolierung der Verbindungen war daher nicht moglich. Die Auswahl zur Kultivierung im gro-
Berem Mal3stab fir die mykochemische Untersuchung erfolgte demnach allein anhand einer
putativen neuen Daldinia-Art. Neue Arten von Endophyten werden generell eher mit dem
vorhandensein von neuen, bisher nicht beschriebenen Sekundéarmetaboliten assoziiert (sie-
he Kapitel 2.1.4.). AuRerdem war zum Zeitpunkt der Auswahl nach einer Literaturrecherche
nur eine Uberschaubare Anzahl an mykochemischen Untersuchungen (N ~ 20), welche die
Gattung Daldinia als Gegenstand der Untersuchung hatten, verfigbar (i.d.R. Daldinia con-
centrica (Feng et al. 2013) oder Daldina eschscholtzii (z.B. Hu et al. 2014). Die evolutionare
Distanz zu den beiden am h&ufigsten studierten Daldinia-Arten D. eschscholtzii und D. con-
centrica zeigte zudem im Vergleich zu anderen Daldinia-Vertretern nur geringe Verwandt-
schaft (Abbildung 4.5.3.). Demnach wurde die mykochemische Untersuchung des Daldinia-

Stammes SG1 als gute Moglichkeit zur Isolierung neuer Metaboliten eingeschétzt.
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4.4.2. Extraktbearbeitung

Das aus der Kultivierung (t =28 d, T = 25 °C) durch Solid-State-Fermentation (SSF) auf Reis
(m=1.8 kg) erhaltene getrocknete Rohextrakt (m =19.7 g, Essigsdureethylester) von
Stamm SG1 (Daldinia sp.) wurde durch eine zweistufige Flissig-Flissig-Extraktion (1. E-
tOAC/H0, 1:1, % vl/v; 2. MeOH/Hexan, 1:1, % v/v) vorbehandelt (Abbildung 4.4.4.). Die erste
Phasentrennung lieferte eine wassrige Fraktion mit Uberwiegend polaren Komponenten
(SG1-F1, m =5.51 g, H.O-Fraktion). Die organische Phase wurde getrocknet, in Methanol
aufgenommen und mit Hexan extrahiert. Die Hexanfraktion beinhaltete Gberwiegend unpola-
re (SG1-F3, m=4,41 g) und die Methanolfraktion hauptsachlich intermediar-polare Verbin-
dungen (SG1-F2, m=7.89g). Letztere der Fraktionen wurde einer groben Trennung
(NP-LC) Uber Gradientenelution in einer Kieselgelsédule (Saule: msiica, = 4009, @ =5cm,
h =40 cm) unterworfen und lieferte 19 Hauptfraktionen. Die Gradientenelution wurde begin-
nend mit Petrolether Uber Petrolether/Ethylacetat- gefolgt von Ethylacetat/Methanol-
Mischungen und abschlieBenden Spilen mit einem Methanol/Wasser/Essigsaure-Gemisch
(75/20/5, % v/viv) vollzogen. Die Bearbeitung von Hauptfraktion 3 (SG1-F2-3, m = 398 mg),
7 (SG1-F2-7, m = 68.5 mg) und 10 (SG1-F2-10, m = 62.0 mg) mittels praparativer RP-HPLC
lieferte die Verbindungen 1,8-Dimethoxynaphtalen (SG1-203, m = 18.7 mg), Hexadecansau-
re (SG1-205, m =16.2 mg) und (+)-Orthosporin (SG1-202, m = 8.10 mg). Nach funfstufiger
Trennungssequenz der vierten Hauptfraktion (SG1-F2-4, m =778 mg) bestehend aus LC,
SEC, préaparativer Dinnschichtchromatographie, sowie wiederholter SEC und LC konnte das
Ergosterolderivat 5-Campestenon (SG1-213b, m = 4.02 mg) gewonnen werden. Die Bearbei-
tung von Fraktion 6 (SG1-F2-6, m = 1.21 g) durch SEC und LC resultierte in der Isolierung
des Hauptmetaboliten Heptentriol (Hept-6-en-2,4,5-triol, SG1-212a, m = 337 mg). Da nur ein
Teil des Ausgangsmaterials bearbeitet worden ist, ware etwa die doppelte der angegeben
Menge isolierbar gewesen. Mit derselben Trennstrategie (SEC und LC) gefolgt von einer
abschlieRenden praparativen RP-HPLC erfolgte die Isolierung von Daldiniapyron (SG1-219,
m = 4.20 mg) aus Fraktion 6. Die Ceramide enthaltene Fraktion wurden direkt aus dem Eluat
der initialen Saule aus Hauptfraktion 14 (m = 164 mq) préazipitiert. Bedingt durch die schlech-
te Resolvatisierung wurde das Préazipitat gewaschen (PE, EtOAc, DCM, MeOH, ACN) und
erbrachte ein Ceramidgemsich (SG1-201b, m = 3.21 mg). Die durch Spilen (EtOAc/MeOH)
erhaltene Fraktion 17 (SG1-F2-17, m = 125 mg) wurde einer Flussig-Flissig-Extraktion (1:1,
% viv, DCM/H,0) unterworfen. Die N-Acetylphenylalanin (SG1-230, m = 2.5 mg) enthalte
wassrige Phase wurde per RP-HPLC aufgereinigt. Weitere Haupt- und Unterfraktion wurden
bearbeitet (z.B. SG1-F2-8, SG1-F2-16) lieferten aber entweder kein sauberes Endprodukt in
fur Analysen ausreichender Menge oder enthielten bereits im Laufe der Extraktbearbeitung
isolierte Metaboliten (z.B. SG1-208 (SG1-F2-3-5-SE1-1) = 1,8-Dimethoxynaphtalen
(SG1-203) oder SG1-216b (SG1-F2-6-SE2-3-S2-SE1-5) = Ergosterolperoxid (SG1-209)).
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Abbildung 4.4.4.:. Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fur Stamm SG1

(eigene Darstellung).
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4.4.3. Isolierte und charakterisierte Verbindung aus Stamm SG1

4.4.3.1. (+)-Orthosporin (SG1-202)

Abbildung 4.4.5.: Struktur von Verbindung SG1-202 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG1-202 wurde als farbloser Feststoff (m =7.97 mg) nach préaparativer
RP-HPLC (t, = 27.7 min, Standardmethode 1, Eluent A/B, V = 10 ml/min) aus Hauptfraktion
10 (m = 62.0 mg) gewonnen.

Im *H-NMR waren vier Signalgruppen beobachtbar, von denen drei Protonen im aromati-
schen bzw. olefinischen Bereich (8H [ppm] = 6.63 (s, 1H, H-4), 6.31 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-7),
6.30 (d, J=2.2 Hz, 1H, H-5)), ein oxymethin Proton (&H [ppm] = 4.15 (m, 1H, H-10)) und
eine aliphatische Methylgruppe (&H [ppm] = 1.25 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-11)) identifiziert wer-
den konnten. Trotz der teilweisen Signallberlagerung der aromatischen Protonen H-5 und
H-7 liel sich anhand der Kopplungskonstante eine meta-Stellung ableiten. Des Weiteren
deutete die Hochfeldverschiebung bzw. Abschirmung der aromatischen Protonen im Ver-
gleich zum Benzol (8H = 7.16 ppm) auf eine Funktionalisierung durch Heteroatome in ortho-
Position am Ring hin. Anhand der HMQC-Resonanz konnte die noch verbliebene Signal-
gruppe des H-NMR Spektrums (3H [ppm] = 2.63 - 2.55 (m, 2H, H-9 und H-9")) einer dias-
tereotopen Methyleneinheit zugeordnet werden. Im COSY-Spektrum lie3en sich zwei sepa-
rate Spinsysteme ausmachen, wobei das Kreuzsignal zwischen H-4 und H-9 wenig intensiv
ist und auf eine “J-Kopplung hinweist. Des Weiteren lieferte es die Reihenfolge der Verkniip-
fung von Methyl-, Methylen- und Oxymethineinheit.

Das C-NMR zeigte insgesamt zwolf zum Molekil gehodrige Kohlenstoffatome. Neben den
bereits bekannten Elementen der Methylgruppe (8C [ppm] = 23.3 (C-11)), des Oxymethins
(6C [ppm] = 66.1 (C-10)), der diastereotopen Methyleneinheit (8C [ppm] = 43.8 (C-9)) und
der aromatischen bzw. olefischen Protonen (8C [ppm] = 107.0 (C-4), 102.6 (C-5), 103.7 (C-
7)) waren sechs quarternare Kohlenstoffatome ersichtlich. Vier dieser quarternaren
C-Signale wiesen chemische Verschiebungen auf, die eine Sauerstofffunktionalsierung als
Carbonyl- bzw. Hydroxylgruppe (6C [ppm] = 167.8 (C-1), 167.2 (C-8), 164.8 (C-6), 156.1 (C-
3)) vermuten lieRen.

Obwohl keine Korrelation von Protonen zu C-1 (6C = 167.8 ppm) im HMBC sichtbar waren,
wurde diese Gruppe als zum Molekil gehérige Carbonylgruppe gewertet. Die Ubereinstim-

menden HMBC-Signale (Abbildung 4.5.5b.) der aromatischen Protonen ermdglichten die
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Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.5.5a.) und die Etablierung der Struk-
tur. Aufgrund der ahnlichen chemischen Verschiebung der aromatischen Protonen H-5 und
H-7 und der mitunter mangelnden Unterscheidbarkeit der Signalintensitat zwischen 2Jc 4 und
4Jcn Kopplungen in rigiden Gertisten kann die chemische Verschiebungszuordnung der Po-
sitionen an C-5 und C-7 und der Hydroxylkohlenstoffe (C-6, C-8) bzw. des Carbonylkohlen-
stoffs (C-1) vertauscht sein. Die Uberpriifung der Summenformel (C12H120s) des Strukturvor-
schlages gelang durch den Nachweis passender Pseudomolekularionen bei positiver
(m/z=237.0716, [M+H]", m/z=219.0610 [M-H>O]") wund negativer lonisierung
(m/z = 235.0591, [M-H]) in HR-MS-Untersuchungen. Die Massenanalyse, welche die Anzahl
vorhandener Sauerstoffatome verifizierte, zeigte zudem, dass der Carbonylester an C-1 Uber
ein Lacton mit dem Kohlenstoff an C-3 verbunden ist und nicht als Hydrolyseprodukt mit

Carbonsaure- bzw. Alkoholfunktion vorlag.

6.31

HO

HO

b)

Abbildung 4.5.6.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und *3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von SG1-202 in MeOH-D4 (eigene Darstellung).

Die Verbindung konnte als das literaturbekannte Isocoumarinderivat (+)-Orthosporin ((S)-6,8-
dihydroxy-3-(2-hydroxypropyl)-1H-isochromen-1-on) identifiziert werden. (-)-Orthosporin ist in
Naturstoffuntersuchungen bisher nur in einer einzigen Literaturstelle aus dem Pilz Ascotricha
sp. (Familie: Xylariaceae) bekannt (Zhang et al. 2016). Hingegen (+)-Orthosporin wurde un-

ter anderem schon als Isolat mehrerer mykochemischer Untersuchungen aus den verwand-
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ten Daldina-Arten D. concentrica (Familie: Hypoxylaceae) (Quang et al. 2002, Lee et al.
2006) und D. eschscholtzii (Zhang et al. 2011, Barnes et al. 2016) berichtet. Ein Vergleich
der spezifischen Drehwerte (SG1-202: ap®* = +36,c = 1.0, MeOH) zu der von Hallock et al.
(1988) isolierten Verbindung (ap® = +22,c =0.09, MeOH) zeigte ebenfalls eine positiven
Drehwert in guter Ubereinstimmung zu den Werten bei Hallock et al. (1988). Somit handelt
es sich bei dem isolierten Metabolit um das S-konfigurierte Enantiomer (+)-Orthosporin.
(+)-Orthosporin wurde erstmals von Hallock et al. (1988) aus dem Phytopathogen Drechslera
siccans (Pleosporaceae) isoliert und charakterisiert. Weiterhin wurde dieses Polyketid in di-
versen Pilztaxa (Rhynchosporium sp. (Ichihara et al. 1989), Ceratocystis sp. (Gremaud &
Tabacchi 1996), Stagonospora sp. (Nicolett et al. 1999), Penicillium sp. (Malmstrgm et al.
2000), Mollisia sp. (Weber et al. 2007), Aspergillus sp. (A. ochraceus, Harris & Mantle 2001,
A. oryzae, Nakazawa et al. 2012), Phomopsis sp. (Abreu et al. 2012), Mucor sp. (Feng et al.
2014), Elaphocordyceps sp. (Yuan 2014), Botryosphaeria sp. (Ju et al. 2016), Peyronellaea
sp. (Zhao et al. 2016), Alternaria sp. (Orfali et al. 2017), Graphostroma sp. (Niu et al. 2018))
verschiedener Ordnungen (Botryosphaeriales, Diaporthales Eurotiales, Helotiales, Hypocrea-
les, Microascales, Mucorales, Pleosporales, Xylariales) nachgewiesen, sodass sich fiir das
Auftreten der Verbindung keine Fokussierung bzw. Spezialisierung auf bestimmte Familien
oder Ordnungen erkennen lasst. Auch ist eine breite Verteilung tUber verschiedene Habitate
und 6kologische Funktionen beobachtbar. Einigen der Pilze aus den genannten mykochemi-
schen Studien wurden als Endophyten (Barnes et al. 2016, Ju et al. 2016, Orphali et al.
2017, Abreu et al. 2012) aus terrestrischen Habitaten und andere aus marinen Habitaten
(Malmstrgm et al. 2000, Zhao et al. 2016) isoliert. Wiederum andere sind beispielsweise als
Erdbodenisolate (Feng et al. 2014), als Saprophyten auf Totholz (Weber et al. 2007), als
Pflanzenpathogene (Hallock et al. 1988, Gremaud & Tabacchi 1996) oder mit Insekten asso-
ziiert (Zhang et al. 2011) beschrieben.

Uber die Bioaktivitat der Verbindung und die 6kologische Funktion sind kaum Daten verfug-
bar. Weber et al. (2007) stellte geringe zytotoxische Aktivitat (ICso = 212 uM, Jurkat-Zelllinie)
fest. Zhao et al. (2016) berichten zusatzlich Uber die antibakterielle Wirkung gegeniber dem
gram-negativen Pflanzenpathogen Ralstonia solanacearum (MIC = 32 uyM), sowie antioxida-
tiven Effekten durch Regulation des Transkriptionsfaktors Nrf2 (nuclear factor E2-related
factor 2). Des Weiteren wurden phytotoxische Effekte, wie zum Beispiel die Inhibition des
Wourzelwachstums von Salat (Lactuca sativa, Ichihara et al. 1989) und nekrotische Sympto-
me bei Blattern des Kaffebaums (Coffea arabica, Gremaud & Tabacchi 1996) festgestellt.
Die Sensitivitdten bzw. beobachteten nekrotisierten Flachen sind aber je nach Pflanzenlinie
unterschiedlich stark ausgepréagt (Hallock et al. 1988). Weitere Bioaktivitaten (z.B. antimyko-
tisch, Repellent bei Insektenlarven), die bei den strukturell verwandten Isocoumarin- bzw.
Melleinderivaten (vergleiche TS7-202 (Kapitel 4.3.3.1.) und SG25-105 (Kapitel 4.6.3.1.))
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festgestellt wurden, sind wahrscheinlich ebenfalls fur (+)-Orthosporin erwartbar, auch wenn
dies bisher nicht getestet wurde. Die phytotoxischen Eigenschaften des von SG1 produzier-
ten Metaboliten verdeutlichen ein moglicherweise ambivalentes Verhaltnis der Wirtspflanze
zum Endophytenstamm SG1. Die Produktion von Phytotoxinen durch einen mutualisitischen
Pilzendophyten erscheint zunachst widerspriichlich, da die Endophytenkolonisierung als
symptomlos ohne offensichtlich schadigende Effekte definiert ist. Ein erhéhter Anteil an her-
bizidaler Extraktaktivitat von endophytischen gegeniber beispielweise Erdbodenisolaten ist
bereits in der Literatur dokumentiert (Schulz et al. 2002). Diese Beobachtung schlief3t eine
mutualistische bzw. symbiotische Interaktion zwischen Endophyt und Wirt nicht aus (Schulz
et al. 1999), denn die Produktion des phytotoxischen Metaboliten in geringerer Konzentration
konnte die Anregung der Abwehrfahigkeit gegentiber pathogenen Mikroorganismen férdern
bzw. verstarken. Dies kbénne sich aus der beobachteten starkeren Abwehrreaktion (Schulz et
al. 1999) der Pflanzen gegenlber der Endophyten- im Vergleich zu Pathogeninfektion ablei-
ten lassen. Des Weiteren konnte ein starkerer Nutzen fur den Wirt durch die endophytische
Produktion antimikrobieller Substanzen, welche gegen andere potenzielle Pathogene gerich-
tet sind, bestehen, als durch die schadigende Wirkung der ebenfalls endophytisch produzier-
ten Phytotoxine entsteht. Zudem ist nicht klar, ob und in welchen Mengen phytotoxische
Verbindungen auch innerhalb der Endophyt-Pflanzen-Interaktion gebildet werden. Die Endo-
phyt-Wirts-Beziehungen kénnen sehr komplex und zeitlich variabel sein. Demnach werden
Netzwerke von multiplen, ausgeglichenen Antagonismen zwischen Wirtspflanze und ver-

schiedenen Endophyten, sowie Pathogenen postuliert (Schulz et al. 2015).
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4.4.3.2.1,8-Dimethoxynaphthalen (SG1-203)

6 4a 3

Abbildung 4.4.7. Struktur von Verbindung SG1-203 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG1-203 wurde als leicht braunlicher, farbloser Feststoff (m = 18.7 mg) aus
der dritten Hauptfraktion (m =398 mg) nach RP-HPLC (tr = 73.9 min, Standardmethode 1,
Eluent C/D, V = 6 ml/min) gewonnen.

Das 'H-NMR zeigte eine wenig-komplexe Resonanzverteilung, die nur vier Signalgruppen
insgesamt umfasste. Drei davon (6H [ppm} = 7.40 (dd, J=8.2, 1.2 Hz, 2H, H-4 und H-5),
7.36 (t, J=7.4 Hz, 2H, H-3 und H-6), 6.85 (dd, J= 7.4, 1.0 Hz, 2H, H-2 und H-7)) waren im
Verschiebungsbereich flr aromatische Protonen vorzufinden. Deren Kopplungsmuster und
Kopplungskonstanten sind charakteristisch fiir ortho-meta-koppelnde (zwei doppel Dubletts)
bzw. diortho-koppelende (pseudo Triplet) aromatische Protonen und legten somit als Ele-
ment des Grundgeristes ein tri-substituierten Phenylring (ortho-, meta-, para-substituiert)
nahe. Das verbliebene Signal im *H-NMR (3H [ppm] = 3.98 (s, 3H, H-9 und H-10)) war an-
hand der Verschiebung und dem Integralverhéltnis als Methoxyfunktion zu identifizieren. Das
HMQC-Spektrum lieferte die vier Korrelationen und die Zuordnung der chemischen Ver-
schiebung fir die mit Wasserstoff verbundenen Kohlenstoffe (6C [ppm] = 126.5 (C-3 und C-
6), 121.0 (C-4 und C-5), 106.3 (C2 und C-7), 56.6 (C-9 und C-10)). Das *C-NMR-Spektrum
enthielt insgesamt sieben Signale fir Kohlenstoffatome, wonach drei Signale quaternaren
Kohlenstoffen (6C [ppm] = 157.2 (C-1 und C-8), 137.5 (C-4a), 117.7 (C-8a)) zuzuordnen wa-
ren. Letztere Beiden der drei Signale verflgten Uber eine, selbst fir die bei quaternaren Koh-
lenstoffen oft beobachtetet Signalintensitatsabschwachung hinaus, auffallig geringe Signal-
starken. Dies lieferte einen Hinweis fur eine mogliche Symmetrieebene und das Vorhanden-
sein von chemisch und magnetisch aquivalenten Kernen. Massenspektrometrische Analysen
(HR-MS-TOF: m/z = 189.0938, [M+H]*, NanoESI: m/z = 211.0, [M+Na]" lieferten die Elemen-
tarzusammensetzung der Verbindung (C12H1202) und damit die Bestatigung fur eine groliere
Struktur als die NMR-Spektren zunédchst vermuten lieRen. Die Auswertung der Schlissel
COSY- und HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.5.6b.) ermdglichten die komplette Zuordnung
der chemischen Verschiebung der *H- und *C-Kerne (Abbildung 4.4.8a.).
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6.85

Abbildung 4.4.8.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und *3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen fir eine Seite der Symmetrieebene von SG1-203 in CDCls
(eigene Darstellung).

Die Verbindung konnte als 1,8-Dimethoxynaphtalen bestimmt werden. Vermutlich handelt es
sich bei dieser Verbindung um ein Nebenprodukt der pilzlichen Melaninsynthese ausgehend
von 1,8-Dihydroxynaphtalen, einem zentralen Intermediat der Melaninbildung (Anke et al.
1995, Thines et al. 1995, Cordero & Casadevall 2017). 1,8-Dimethoxynaphtalen wird Uber
den Polyketidweg (Pentaketid) gebildet und wurde erstmals 1960 aus einer Daldinia con-
centrica-Mutante berichtet (Allport & Bu'Lock 1960). Zuvor war die Verbindung bereits als
Syntheseprodukt bekannt (Heller & Kretschmann 1921, Buu-Hoi & Lavit 1956). Die Verbin-
dung wurde weiterhin natdrlich vorkommend in Leptographium wageneri (Ophiosto-
mataceae, Ayer et al. 1989), endophytischen Nodulisporium sp. (Xylariaceae, Dai et al.
2006, Dai et al. 2009), endophytischen Sporothrix sp. (Ophiostomataceae, Wen et al. 2009),
Hypoxylon sp. (Hypoxylaceae, H. investiens, Chang et al. 2014; H. invadens, Dickschat et al.
2018), endophytischen Daldinia eschholtzii (Hypoxylaceae, Kongyen et al. 2015, Yang et al.
2018b) und einer endophytischen Cladosporium sp. (Cladosporiaceae, Wu et al. 2019)
nachgewiesen. Der Giberwiegende Teil der Pilze aus den genannten Studien wurde dabei als
Endophyt isoliert. Der taxonomische Fokus der Produktionsorganismen liegt in der Familie
Hypoxylaceae, wobei es sich bei den von Dai et al. (2006, 2009) identifizierten Nodulispori-
um-Stammen aufgrund ihres Metabolitprofils um anamorphe Daldinia-Stamme handeln
konnte (Stadler et al. 2014). Das demethylierte Derivat (1-Hydroxy-8-methoxynaphtalen) gilt
zudem als chemotaxonomischer Marker fir Daldinia und assoziierte Genera (Entonaema,
Phylacia, Ruwenzoria, Rhopalostroma, Thamnomyces) (Stadler et al. 2011, Stadler et al.
2014). Dies unterstreicht erneut, dass es sich bei dem Stamm SG1 wahrscheinlich um einen
Pilz handelt, welcher der Gattung Daldinia zugeordnet werden kann.

Studien, welche die Bioaktivitdt der Verbindung evaluieren, sind vorhanden. Chang et al.
(2014) ermitteln immunmodulatorische Effekte durch die Inhibierung der NO»- (ICso = 13 pM)
und der Interleukin-6-Produktion (ICso = 2 uM) in Makrophagen (RAW?264.7), welche sogar

den Effekt der Positivkontrolle Quercetin Ubertraf. Des Weiteren stellten Rauf und Mitarbeiter
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(2014) im Rattenmodel eine antihyperglykédmische Wirkung und eine Modulation des Lipid-
stoffwechsels, d@hnlich des als Antidiabetikum eingesetzten Referenzmedikamentes Gliben-
clamid, fest. Ebenfalls wurde eine dosisabhangige Zytotoxizitat gegen die beiden Krebszellli-
nien HelLa (Zervixkarzinom) und L1210 (Mauslymphom) ermittelt (Rauf et al. 2014, Anke et
al. 1995). Die angegebenen Kennzahlen (ICso = 133 yM, HeLa und MIC =53 uM, L1210)
sind im Vergleich zu anderen Zytostatika (Taxol, Doxorubicin, etc.) aber als wenig potent
anzusehen.

Darlber hinaus wurden antimykotische (z.B. MIC =133 uM, Saccharomyces cerevisiae),
antibakterielle (MIC =133 uyM, Staphylococcus aureus) und nematizidale Tests (z.B.
LCso = 133 uM, Caenorhabditis elegans) durchgefiihrt (Anke et al. 1995). Der nematizidale
Effekt der Substanz ist gegen verschiedene Fadenwurmarten aber unterschiedlich ausge-
pragt. Das mono-demethylierte Derivat zeigte ebenfalls nematizidale und antimikrobielle Ak-
tivitat in der gleichen GroRRenordnung (Anke et al. 1995), war allerdings in spéater erfolgten
antibakteriellen und antimykotischen Testreihen gegen ein anderes Set von Testorganismen
(Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride, Yarrowia lipolytica) nahezu inaktiv (MIC = 500 pM)
(Stadler et al. 2007).

Die antimikrobielle Wirkung, abgeleite aus den MIC-Werten, ist insgesamt als wenig potent
einzuschatzen. Demnach ist die 6kologische Funktion des 1,8-Dimethoxynaphtalens nicht in
der direkten Hemmung des Wachstums anderer Organismen zu sehen. Interessanterweise
berichtete Thines et al. (1995), dass 1,8-Dimethoxynaphtalen als Inhibitor der pilzlichen Me-
lanin-Biosynthese wirkt. Die Melanisierung in Daldinia und verwandten Gattungen ist omni-
prasent (Stadler et al. 2014). Es koénnte sich bei der Produktion der methylierten
1,8-Dihydroxynaphtalene demnach einerseits um eine interne Regulationsmdglichkeit zur
Melanin-Biosynthese handeln (Thines et al. 1995). Die Melanisierung der Pilzzellwand er-
madglicht den Schutz vor vielen physischen und chemischen Umweltstressoren (z.B. UV-
Strahlung, Temperatureffekte, mechanische Belastung) (Cordero & Casadevall 2017). Aller-
dings ist sie auch als Virulenzfaktor bei der Pathogenitat von Pilzen involviert (Nosanchuk et
al. 2015). Die Blockierung der Melaninsynthese ist unter anderem mit der Stérung der Zell-
wandpenetration von Pflanzengewebe durch die Pathogene Pyricularia oryzae (“rice blast
fungy", Syn.. Magnaporthe oryzae), Colleototrichium lagenarium (Pathogen von Kirbisge-
waéchsen (Cucurbitaceae) Syn.: C. orbiculare) und Colleototrichium lindemuthianum ("Brenn-
fleckenkrankheit") assoziiert (Thines et al. 1995). Insbesondere im Kontext der Endophyt-
Wirts-Wechselwirkung, konnte demnach andererseits vermutet werden, dass ein protektiver
Effekt durch die endophytische Produktion methylierter 1,8-Dihydroxynaphatalene besteht,

welche die Verhinderung der Zellwandpenetration pathogener Pilze ermdglicht.
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4.5.3.3. Hept-6-en-2,4,5-triol (SG1-212a)

Abbildung 4.4.9. Struktur von Verbindung SG1-212a (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG1-212a (Abbildung 4.4.9.) wurde als farbloses Ol (m = 337 mg) nach SEC
(50/50, % v/iv, DCM/MeOH) und konsekutiver S&ulenchromatographie (99/1, % vlv,
DCM/MeOH) aus der sechsen Hauptfraktion (m = 1.21 g) isoliert.

Im *H-NMR waren insgesamt zehn Signalgruppen mit teilweise ausgepragter Signalaufspal-
tung zu beobachten. Drei Signale waren dem olefinischen Protonenverschiebungsbereich
zuzuordnen (6H [ppm] = 5.94 (ddd, J=17.4, 10.7, 5.8 Hz, 1H, H-6), 5.43 (ddd, J =17.4, 1.5,
1.5 Hz), 1H, H-7), 5.34 (ddd, J =10.7, 1.5, 1.5 Hz, 1H, H-7")). Zwei der Signalgruppen traten
dabei aufgrund ahnlicher Kopplungskonstanten als Pseudo-Tripletts auf. Die drei Signale
wurden zudem aufgrund ihrer Ubereinstimmenden Kopplungskonstanten als Kopplungs-
partner eines Spinsystems erkannt. Die Korrelationen im COSY-Spektrum bestéatigten diese
Annahme. Das HMQC-Spektrum dieser Protonen verdeutlichte dartber hinaus, dass eine
terminale Doppelbindung vorliegen musste (6C [ppm] = 133.7 (C-6), 118.8 (C-7)). Des Wei-
teren waren im 'H-NMR eine Resonanz fiir eine tieffeldverschobene aliphatische Methyl-
gruppe (6H [ppm] = 1.34 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-1)), sowie drei weitere Sighale vorhanden, die
aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung (6H [ppm] = 4.26 (ddd, J=6.4, 3.4, 3.4 Hz, 1H, H-4),
4.17 (dddd J = 6.6, 3.0, 1.2, 1.2 Hz, 1H, H-5), 4.02 (dqd J = 12.8, 6.2, 1.1 Hz), 1H, H-2)) drei
Wasserstoffe von Oxymethinen vermuten lie3en. Die ersten beiden Resonanzgruppen er-
schienen dabei im *H-NMR aufgrund ahnlicher Kopplungskonstanten wiederum als pseudo
dt- bzw. pseudo ddt-Signalmuster. Die restlichen drei Resonanzgruppen offenbarten in Kom-
bination mit den HMQC-Korrelationen eine diastereotope Methyleneinheit (8H [ppm] = 2.39
(ddd, J =13.5, 7.7, 6.4 Hz, 1H, H-3), 1.58 (ddd, J = 13.5, 6.8, 2.7 Hz, 1H- H-3")) und ein brei-
tes Signal (6H [ppm] = 1.82 (s breit, 1H)), welches allerdings Uber keine weiteren Korrelatio-
nen in anderen Spektren (COSY, HMQC, HMBC) verfuigte. Das *C-NMR zeigte insgesamt
sieben Verschiebungen fur Kohlenstoffatome, welche die getroffenen Annahmen der identifi-
zierten Strukturelemente unterstitzten (Methyl (8C [ppm]= 22.1 (C-1)), Methylen-
(6C [ppm] = 42.7 (C-3)), Oxymethine (6C [ppm] = 84.0 (C-5), 74.0 (C-2), 73.9 (C-4)), termina-
le Doppelbindung (3C [ppm] = 133.7 (C-6) 118.8 (C-7))). Die intensive Uberpriifung der 2d-
NMR-Spektren (COSY und HMBC) lieferte die Zuordnung der chemischen Verschiebungen
(Abbildung 4.4.10a.) und die Schlusselkorrelationen (Abbildung 4.4.10b.) zur Erstellung ei-

nes Strukturvorschlages. Um mdgliche Resonanzen der OH-Protonen zu erhalten, wurde ein
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Satz Spektren zur Vollcharakterisierung ebenfalls in MeOH-Ds; aufgenommen. Diese ergaben
ahnliche chemische Verschiebungen fiir die bereits erlauterten Strukturelement (Abbildung
4.4.10.c), beinhalteten aber auch zwei zusatzliche Signale im *H-NMR (3H [ppm] =5.29 (s
breit, 1H, 4-OH), 4.60 (s breit, 1H)) unter Abwesenheit des nicht identifizierbaren, vormaligen
Protonensignals bei 6H = 1.82 ppm. Ersteres der neu vorhandenen Signale konnte anhand
der HMBC-Korrelation einem Hydroxylproton an C-4 zugeordnet werden (Abbildung
4.4.10d.). Das zweite Signal verfugte allerdings Uber keine weiteren Korrelationen in den
2d-NMR-Spektren und konnte demnach nicht zur weiteren Strukturaufklarung beitragen. Die
Komplexitat der Kopplungsmuster und die mangelnde Intensitat von NOESY-Signalen ver-

hinderten die Etablierung der relativen Konfiguration an den Stereozentren C-2, C-4 und C-5.

Abbildung 4.4.10.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen fiir SG1-212a in CDClI3 bzw. ¢) und d) in MeOH-Ds (eigene
Darstellung).

HR-LC-MS-Messungen ergaben erstaunlicherweise keine detektierbare lonisierung bei der
entsprechenden Retentionszeit der Verbindung sowohl fir den Positiv- als auch fur den Ne-
gativ-Modus. Massenspektrometrische Untersuchungen mittels Nano-ESI zeigten einerseits
m/z-Werte (m/z =293.2, [2M+H], m/z = 129.0, [M-H20]), die sich lonenaddukten der dedu-
Zierten Struktur zuordnen lieRen und somit eine lineare Struktur Gber einer ebenfalls mogli-
chen zyklisierten Verbindung préaferiert werden konnte. Andererseits waren viele weitere m/z-
Werte vergleichbarer Intensitat vorhanden, die sich nicht zuordnen lie3en.

Die Struktur wurde dennoch als Hept-6-en-2,4,5-triol identifiziert. Zwei nicht genauer be-
stimmte Stereoisomere dieser Verbindung wurden zuvor bereits von Wang & Liu (2004) aus
Daldinia concentrica postuliert. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration dieser nattirlich

isolierten Heptentriole synthetisierten Jiang et al. (2011) verschiedene Stereo- und Konstitu-
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tionsisomerer. Allerdings fanden sie fir die vier hergestellten Vergleichs-Diastereomere von
Hept-6-en-2,4,5-triol keine hinreichende Ubereinstimmung zu den chemischen Verschiebun-
gen und Drehwerten der isolierten Naturstoffe aus der Primarpublikation. Ebenso ergaben
die vier Diastereomere des Konstitutionsisomers Hept-6-en-2,3,5-triol keine Ubereinstim-
mung. Die Autoren um Jiang et al. (2011) empfahlen daher fir eine Revision der von Wang
& Liu (2004) vorgestellten Struktur. Ein Vergleich der chemischen *C-Verschiebungen zeigte
dennoch eine relativ gute Ubereinstimmung zu einer der postulierten Heptentriol des Natur-
stoffextraktes von D. concentrica (Tabelle 4.4.1.).

Tabelle 4.4.1.: Chemische Verschiebung der *C-Signale von Verbindung SG1-212a im Verglich
zu Literaturwerten natirlicher und synthetischer Hept-6-en-2,4,5-triole in CDCls.

Wang & Liu 2004 Jiang et al. 2011
Position SG1-212a Isomer 1 Isomer 2 2S ,4S 55 2S ,4S 5R 2R ,4S ,5S 2R ,4S 5R
5 ™°C [ppm] (CDCly)
6 133.7 133.6 136.7 137.3 136.2 137.2 139.0
7 118.8 117.9 1154 117.6 117.4 117.8 116.6
5 84.0 83.9 87.2 76.4 75.7 76.2 77.6
2 74.0 73.6 76.0 74.9 74.7 71.8 72.4
4 73.9 73.2 74.2 68.2 68.4 65.5 65.4
3 42.7 42.0 41.1 40.5 38.7 40.1 42.4
1 221 21.0 20.1 23.9 241 23.6 24.4
ap ,T[°C],c (CDCl3) +24,30,1.0 +22,25,0.75 -52,26,0.75 -1,25,0.76 +18, 26,0.76 -38,24,0.55 -18, 26, 0.74
Erscheinung farbl. Ol farbl. Ol farbl. Ol farbl. Ol farbl. Ol farbl. Festst. farbl. Festst.

Die in der Tabelle angegebenen Werte waren wiederum schwer zu vergleichen, da einerseits
Wang & Liu (2004) fur die NMR-Daten-Akquise ein Losungsmittelgemisch (CDCls/MeOH-Dyg,
2:1) angegeben hatten. Jiang und Mitarbeiter (2011), welche Zugang zu den Originalspek-
tren der Verbindungen von Wang & Liu (2004) hatten, konnten hingegen keinen Hinweis fir
eine Messung mit MeOH-Zusatz finden. Anderseits sind die Beschriftungen fir die Daten der
synthetisierten Diastereomere in Jiang et al. (2011) inkonsistent, sodass die Zuordnung der
experimentellen Daten zum jeweiligen Isomer eventuell fehlerhaft ist.

Die Identitat der Struktur und deren Stereochemie lieRen sich somit nicht abschlieRend an-
hand der Literaturwerte klaren. Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen ergab aller-
dings Hinweise, dass es sich um ein bereits von Wang & Liu (2004) (Isomer 1), ebenfalls aus
einer Daldinia-Art, isolierte Verbindung handelte. Ein Vergleich der Drehwerte legte diese
Vermutung ebenfalls nahe (Tabelle 4.4.1.). Die NMR-Korrelationen und chemischen Ver-
schiebungen stiitzten die Annahme, dass es sich trotz der fehlenden Ubereinstimmung der
Messwerte zu den synthetischen Vergleichsverbindungen entweder um die Verbindung
Hept-6-en-2,4,5-triol oder um ein Molekul mit Heptenol als Symmetrieeinheit handelte. Letz-
teres konnte allerdings wegen der schlechten lonisierung der Verbindung in HR-LC-MS-

Messungen nicht validiert werden.
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Daten zur Bioaktivitat sind bisher nicht verfigbar, da dieser Metabolit bisher nur in zwei Pub-
likationen (Wang & Lui 2004, Jiang et al. 2011) behandelt wurde und keine Bioaktivitatstests
durchgefuhrt wurden. Das Rohextrakt zeigte in den Voruntersuchungen keine nennenswer-
ten antibakteriellen und zytotoxischen Eigenschaften. Die isolierte Reinsubstanz wurde da-
her nicht gesondert getestet. Ein antibakteriell oder zytotoxisch potenter Effekt ware als
Hauptmetabolit aufgrund der isolierten Menge aber bereits bei der Untersuchung des Rohex-
traktes aufféllig geworden. Die biologische Funktion des Metaboliten bleibt insbesondere
wegen der vergleichsweise hohen Abundanz (w ~ 3.5% des Rohextraktes), die eine beson-
dere Relevanz der Verbindung fur den Organismus erwarten liel3, ungeklart. Es kénnte sich
bei dem Molekil entweder um einen akkumulierten, nicht umgesetzten Prakursor fir die Bio-
synthese weiterer, komplexerer Verbindungen oder um einen als Speicherstoff gebildetes
Depot fur eine spéatere Nahrstoffverfigbarkeit bei suboptimaler Versorgungslage, handeln.

Die dargelegten Vermutungen bleiben jedoch ohne weitere Untersuchungen spekulativ.
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4.5.3.4. Daldiniapyron (SG1-219)

Abbildung 4.4.11. Struktur von Verbindung SG1-219 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG1-219 (m =4.20 mg) wurde als farbloser Feststoff aus der sechsten
Hauptfraktion (m = 1.21 g) nach SEC (50/50, % v/v, DCM/MeOH), Saulenchromatographie
(95/5, % viv, DCM/MeOH) und abschlielRender Reinigung durch RP-HPLC (tr = 9.5 min, Me-
thode: 50-100% Eluent B in 100 min, Eluent A/B, V = 4 ml/min) gewonnen.

Im *H-NMR waren insgesamt sieben Signalgruppen erkennbar. Zwei von diesen wurden di-
rekt als Methoxygruppe (6H [ppm] = 3.86 (s, 3H, H-13), 3.83 (s, 3H, H-14)) identifiziert. Ein
weiteres Proton (6H [ppm] = 5.45 (s, 1H, H-3)) war einem aromatischen bzw. olefinischen
Verschiebungsbereich zuzuordnen. Die verbliebenden Signale lieRen eine aliphatische Kette
mit einer terminalen Methylgruppe (&H [ppm] = 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-11)) und der Anbin-
dung an ein aromatisches oder olefinisches System bzw. an ein sp-hybridisierten Kohlen-
stoff erwarten. Das COSY-Experiment verdeutlichte Kopplungen innerhalb der aliphatischen
Kette und half die Konnektivitéat der einzelnen Positionen zu bestimmen. Daneben war, wenn
auch mit sehr geringer Intensitat, ein zweites Spinsystem, welche die Methoxygruppe (H-13)
und das aromatische Proton (H-3) involvierte, bemerkbar. Daraus lie3 sich eine ortho-
standige Positionierung zwischen den beiden Gruppen vermuten. Das *C-NMR zeigte indes
Signale fur dreizehn Kohlenstoffatome insgesamt. Aus einem Vergleich der chemischen Ver-
schiebungen der C-Atome im HMQC- und **C-NMR-Spektrum wurden finf quaternéare Koh-
lenstoffe ermittelt. Augenscheinlich waren vier Signale, die Anhand ihrer chemischen Ver-
schiebung sp?-hybridisiert und sauerstofffunktionalisierte Kohlenstoffatome (8H [ppm] =
168.3 (C-4), 167.0 (C-2), 164.5 (C-12), 163.0 (C-6)) erwarten lieRen. Aus massenspektro-
metrischen Analysen in Kombination mit einer Eingrenzung der Kohlen- und Wasserstoffan-
zahl konnte die Summenformel (CisH1s0s) anhand des Pseudomolekularions

(m/z = 255.1291, [M+H]") bei positiver lonisierung abgeleitet werden. Im Negativmodus lie-
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Ben sich leider keine erkennbaren Adduktionen zur zusatzlichen Absicherung der abgeleite-
ten Summenformel generieren.

Das HMBC-Spektrum ermdglichte die Verknipfung der einzelnen Substrukturen. Entschei-
dend fur die Etablierung der Molekulstruktur waren die Schlisselkorrelationen (Abbildung
4.4.12b.) und deren zugehdrige Signalintensitaten der Methoxyfunktionen (C-13, C-14), des
aromatischen Protons (C-3) und der Methylengruppe (C-7) mit der gré3ten Tieffeldverschie-
bung. Das Proton an C-3 zeigte dabei drei Korrelationen zu den tieffeldverschobenen, oxo-
funktionalisierten Kohlenstoffatomen (C-2, C-4 und C-12), die Methylengruppe an C-7 hinge-
gen Korrelation zu einem anderen der vier oxygenierten, sp?-hybridiserten C-Atome (C-6).
Die signalintensiven 3Jcu- und schwachen *Jcp-Kopplungen der Methoxygruppen legten
deren Position am Pyron-Kern fest (C-4 bzw. C-5). In Ubereinstimmung mit der Summenfor-
mel und den chemischen Verschiebungen wurden die Carbonylfunktion als Methylester bzw.
als Lacton erkannt. Auffallig ist die starke Hochfeldverschiebung des Ringprotons
(®H [ppm] = 5.45 (H-3), 6C [ppm] = 87.8 (C-3)) und die starke Tieffeldverschiebungen der
quaternaren, oxygenierten, sp?-hybridisierten Kohlenstoffe an C-4 (5C = 168.3 ppm) und C-6
(6C = 167.0 ppm). Diese Beobachtung ist allerdings durch den Mesomerieffekt der Sauer-
stofffunktionen (Methoxy bzw. Carbonyl) in zweifacher a- (Hochfeldverschiebung) bzw. zwei-

facher B-Position (Tieffeldverschiebung) erklarbar.

CHs
a) b)

Abbildung 4.4.12.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen fiir SG1-219 in CDCl; (eigene Darstellung).

Das Molekil konnte als das bereits publizierte Daldiniapyron (Methyl-4-methoxy-2-0x0-6-
pentyl-2H-pyran-5-carboxylat) identifiziert werden. Die spektroskopischen Daten sind in
Ubereinstimmung mit der Literatur (Quang et al. 2002, Kurdymov et al. 2008), auch wenn die

chemische Verschiebung der einzelnen Positionen zur eigenen Zuordnung abweicht (Abbil-
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dung 4.4.12a.). Die Verbindung wurde bisher nur zweimal in Metabolitprofil-Untersuchungen
durch Quang et al. (2002) und Stadler et al. (2007) jeweils aus Daldinia concentrica regis-
triert. Daruber hinaus wurde eine Totalsynthese publiziert (Kurdymov et al. 2008). Bisher
sind wenige Bioaktivitatsdaten ermittelt worden. Stadler et al. (2007) berichtete eine nicht
feststellbare Wachstumsinhibierung gegen Bacillus subtilis und Yarrowia lipolytica im Agar-
diffusionstest bis 50 pg/Plattchen. Des Weiteren wurde eine schwache nematizidale Aktivitat
(LCso = 395 uM, Caenorhabditis elegans) ermittelt. Interessanterweise zeigte Daldiniapyron
bei sublethalen Konzentrationen (40-200 uM) eine sofortige Paralyse der Nematoden, wel-
che etwa drei Stunden anhielt und von den meisten Organismen ohne weitere Motilitatssto-
rungen Uberstanden wurde (Stadler et al. 2007). Die strukturell &hnlichen Verbindungen An-
nularin B und Annularin F aus dem SufRwasserpilz Annulatascus triseptatus (Annulatascales)
zeigten allerdings geringe antibakterielle Aktivitat (Bacillus subtilis) im Agardiffusionsassay
(200 pg/Plattchen). Interessanterweise wurden fur einige weitere strukturell ahnliche Pyrone
aus dem Schwamm-assoziierten Pilz Xylaria feejeensis (Xylariales) signifikante inhibitorische
Aktivitat auf die Osteoklastogenese im Bereich von 0.5-1 uM berichtet (Wang et al. 2018b),
was einen moglichen Einsatz bei Erkrankung des Knochengewebes (z.B. Osteoporose,

rheumatoide Arthritis) nahelegt.

(o]
(0]
NP
OH

Abbildung 4.4.13.: Strukturell &hnliche Verbindungen zu Daldiniapyron (SG1-219): a) Annularin
B, b) Annularin F, c) Pestalotin, d) Scipyrone D (eigene Darstellung).

Im Kontext der Pflanzen-Endophyt-Wechselwirkung ist vor allem der nematizidale und anti-
bakterielle Effekt hervorzuheben. Diese Effekte sind aber im Vergleich zu anderen Daldinia-
Metaboliten (z.B. Daldinin C) nur sehr schwach ausgeprégt. Demnach bleiben die biologi-
sche Funktion bzw. die Zielstruktur des Metaboliten, insbesondere vor der dem Hintergrund

der zeitlich beschrankten Motilitatsstérung von Nematoden, unklar.
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4.4.3.5. N-Acetylphenylalanin (SG1-230)

Abbildung 4.4.14. Struktur von Verbindung SG1-230 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG1-230 (Abbildung 4.4.14.) wurde als gelblicher Feststoff (m = 2.50 mg)
aus der 17. Hauptfraktion (m =125 mg) nach Flussig-Flissig-Extraktion (1:1, % vlv,
DCM/MeOH) und RP-HPLC (tr = 24.7 min, Standardmethode 1, Eluent A/B, V = 10 ml/min)
isoliert.

In HR-LC-MS Messungen konnten die Pseudomolekularionen fir die positive
(m/z = 208.0975, [M+H]*, Am = 3.27 ppm) und negative lonisierung (m/z = 206.1586, [M-HJ")
ermittelt werden. Die ungerade Nominalmasse deutete dabei das Vorhandensein von einem
bzw. 2n+1 Stickstoffatomen an ("Stickstoffregel”). Die Einschrankung der mdglichen Ele-
mentkombination durch Information aus den *H-NMR- und *C-NMR-Spektren ermdglichten
die Deduzierung der Elementarzusammensetzung (C11H13NO3).

Spektroskopische Messungen im 'H-NMR zeigten die Anwesenheit von fiinf Gruppen von
Protonen, darunter finf tGberlagerte Wasserstoffatome (6H [ppm] = 7.30-7.17 (m, 5H, H-6 bis
H-10)) im aromatischen Bereich und eine im Vergleich zu Aliphaten tieffeldverschobene Me-
thylgruppe (dH [ppm] = 1.90 (s, 3H, H-13)). Des Weiteren offenbarten sich drei weitere Pro-
tonen anhand ihrer Kopplungskonstanten als Kopplungspartner eines Spinsystems
(5H [ppm] = 4.65 (dd, J=9.1, 5.1 Hz, 1H, H-2) 3.20 (dd, J = 13.9, 5.1 Hz, H-3), 2.94 (dd,
13.9, 9.1 Hz, 1H, H-3")) von denen zwei in Kombination mit dem HMQC-Spektrum als dias-
tereotope Methyleneinheit erkannt wurden. Zudem konnten die aromatischen Protonen durch
HMQC-Korrelationen drei Kohlenstoffverschiebungen (6C [ppm] = 130.2 (C-6 und C-10),
129.4 (C-7 und C-9), 127.8, C-8) zugeordnet werden. Diese Beobachtung implizierte das
Vorhandsein einer Phenylgruppe, deren Achsensymmetrie weniger 3C-Signale erwarten
lieR. Diese Einschatzung wurde ebenfalls durch die nahezu doppelte Signalintensitat bei
zwei chemischen Verschiebungen (6C = 130.2 ppm und 8C = 129.4 ppm) im **C-NMR unter-

legt. Das *C-NMR zeigte dartiber hinaus noch sechs weitere Signale, die insgesamt elf Koh-
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lenstoffatome erwarten lieRen. Aufféallig waren drei Verschiebungen, die quaternaren
C-Atomen zuordenbar waren. Zwei davon deuteten, anhand ihrer Verschiebung ins Tieffeld,
auf Carbonylgruppen in Ester- oder Amidfunktion hin (8C [ppm] = 174.7 (C-1), 173.1 (C-12)).
Das HMBC-Spektrum ermdglichte die Verknipfung der beschriebenen Strukturelemente
(Abbildung 4.4.15a.) mit der jeweiligen chemischen Verschiebungszuordnung (Abbildung
4.4.15b.).

7.25

Abbildung 4.4.15.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen fiir SG1-230 in MeOH-D, (eigene Darstellung).

Schlusselkorrelationen waren unter anderem die Korrelationen der diastereotopen Methylen-
einheit zum Phenylring, welche sie in Benzylstellung positionierte. Auf3erdem waren die Kor-
relationen des Protons bei 8H = 4.65 ppm (H-2) zu beiden Carbonylfunktionen entscheidend.
Die tieffeldverschobenen Methylprotonen hatten eine intensive 2Jcn-Korrelation zu einer der
Carbonylgruppen, sowie eine schwache *Jcn-Korrelation zu C-2, sodass diese als Teil einer
Acetylgruppe etabliert wurde. Die Verbindung SG1-230 wurde daraufhin als N-
Acetylphenylalanin identifiziert. Die abgeleitete Summenformel (C11H13NOs3) bestétigte dieses
Ergebnis. Eine ebenfalls mogliche Struktur in der die elfte Position als Ester und der Stick-
stoff als terminales, primares Amin an C-1 vorliegt, wurde aufgrund der dann héheren zu
erwartenden chemischen Verschiebung an C-2 (Oxymethin 8C ~ 70-90 ppm) verworfen. Die
Daten der chemischen Verschiebungen sind zudem in hervorragender Ubereinstimmung zur
Literatur (Koshti et al. 2005). N-Acetyl-geschiitztes Phenylalanin ist hauptséchlich als synthe-
tisch hergestellte Verbindung als Edukt zur Synthese von anderen Molekulen bekannt. Ver-
einzelt wurde von der Verbindung jedoch auch als Naturstoff aus Pilzen (Wu et al. 2011) und
Pflanzen (Zengin et al. 2018, Farag & Shakour 2019, Bene et al. 2019) berichtet. Beim
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Nachweis der Verbindung in Pflanzen wurde diese allerdings nicht isoliert sondern lediglich
in Metabolomstudien per LC-MS registriert. Bei der isolierten Verbindung SG1-230 kdnnte es
sich eventuell auch um ein Artekfakt der Extrakt-Aufarbeitung oder der Trennschritte han-
deln. Dabei wird die mdgliche Acetylierung durch Ethylacetat oder durch Spuren von Essig-
saure wahrend der Extraktion oder der initialen Kieselgelsaule aber als sehr unwahrschein-
lich eingeschatzt. Aufgrund der synthetischen Verfugbarkeit und der geringen Relevanz als
bioaktiver Naturstoff wurde auf weitere Analysen, welche zum Beispiel die Konfiguration der

Position am a-C-Atom klart, verzichtet.
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4.4.3.6. Weitere aus Stamm SGL1 isolierte Verbindungen

Neben den im vorherigen Abschnitt (Kapitel 4.4.3.1-4.4.3.5.) ausfuhrlich diskutierten Verbin-
dungen wurden ebenfalls andere Metaboliten isoliert, welche haufig in mykochemischen Un-
tersuchung gewonnen werden und daher nicht spezifisch fir eine Gruppe von Pilzen sind
oder, wie im Fall des Ceramids (SG1-201b), nicht abschliel3end strukturell bestimmt werden
konnte bzw. eventuell als Gemisch von Verbindungen mit unterschiedlicher Lange der
aliphatischen  Ketten vorlag. Aufgrund von  biosynthetischen  Betrachtungen
(C18-Dihydrosphingosin, Singh & Del Poeta 2016) und weiteren abgeleiteten Strukturele-
menten, wie beispielsweise das Vorhandensein einer a-hydroxylierten Fettsdure, sowie der
Abschatzung der Kohlenstoffe und Protonen aus dem *C- und *H-NMR (Nc ~ 42, Ny ~ 85),
konnte eine Struktur abgeleitet werden. Es handelte sich bei der isolierten Verbindung
(SG1-201b) wahrscheinlich um ein a-OH-Phytoceramid (t18:0) mit Tetracosanséure (C24:0)
als amidierten Fettsaurerest. Der Strukturvorschlag fur dieses Phytoceramid (N-2-
Hydroxylignoceroylphytosphingosin) lie3 sich allerdings nicht abschlieBend durch massen-
spektrometrische Untersuchungen (Nano-ESI) verifizieren. Weitere MS-Untersuchungen
(HR-HPLC-MS) lieRen sich aufgrund der Unldslichkeit in géngigen organischen Losemitteln
(eine Loslichkeit wurde nur in Pyrdin-Ds registriert) nicht ausfihren.

Ceramide und andere Sphingolipide (Cerebroside, Sphingomyeline, etc.) sind integrale Be-
standteile biologischer Membranen und zudem in vielen verschiedenen biologischen Prozes-
sen, wie zum Beispiel der Hyphenbildung, Endozytose, Sporolierung, Signaltransduktion,
Apoptose und der Virulenz involviert (Singh & Del Poeta 2016). Interessanterweise wurden
des Weiteren, in Abhéngigkeit von weiteren Substituenten und der aliphatischen Kettenlan-
ge, zytotoxische Effekte gegen Krebszelllinien und antimikrobielle Wirkung (gram-positive
und gram-negative Bakterien, Pilze, Mikroalgen) in niedrigen mikromolaren-Bereich publiziert
(Becam et al. 2017). Unabhangig zum generellen Vorkommen von Verbindungen aus der
Klasse der Ceramide und anderen Sphingolipide in Pilzen wurde diese Verbindung bereits
aus endophytischen Pilzen isoliert (z.B. Yu et al. 2002, Tao et al. 2010).

Hexadecansaure (SG1-205) und Ergosterolperoxid (SG1-209) (Abbildung 4.4.16b. und
4.4.16¢.) wurden ebenfalls aus dem Stamm T26B isoliert und wurden demnach bereits dis-
kutiert (Kapitel 4.2.3.4). Daneben wurde mit Campestenon (SG1-213b) ein weiteres Er-
gosterolderivat (Abbildung 4.4.16d.) gewonnen.
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Abbildung 4.4.16.. Weitere isolierte Verbindungen aus Daldinia-Stamm SG1. a) N-2-
Hydroxylignoceroylphytosphingosin, b) Hexadecanséaure (Palmitinsdure), c) Ergosterolperoxid,
d) 5-Campestenon (eigene Darstellung).
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4.4.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG1 und vergleichende
Diskussion mit anderen Naturstoffstudien von Daldinia-Arten

In mykochemischen Untersuchungen des zur Gattung Daldinia klassifizierten Endophyten-
stammes SG1 konnten neun Verbindungen gewonnen und strukturell charakterisiert werden.
Unter diesen befanden sich mit (+)-Orthosporin (SG1-202), 1,8-Dimethoxynaphthalen
(SG1-203), Hept-6-en-2,4,5-triol (SG1-212a) und Daldiniapyron (SG1-219) Molekile, welche
zuvor bereits aus Daldinia-Arten isoliert wurden. Letztere beiden wurden bisher exklusiv fir
Daldinia-Pilze beschrieben und scheinen spezifisch fir die Gattung Daldinia oder speziell fur
bestimmte Daldinia-Kladen (z.B. D. concentrica, D. eschscholtzii) zu sein. Die Isolierung die-
ser Metaboliten unterlegte die Klassifizierung des Stammes SG1 als Daldinia-Art. Andere
chemotaxonomische Marker (Stadler et al. 2007, Stadler et al. 2014), wie Daldinone, Con-
centricole und Binapthalenole (z.B. Daldinon A (Abbildung 4.4.17a.), Concentricol A (Abbil-
dung 4.4.17b.), 1,1"-Binaphthalene—4,4'-5,5—tetrol (Abbildung 4.4.17c.)) bzw. bereits haufi-
ger isolierte Metaboliten (z.B. Cytochalasine, Daldinale) wurden nicht isoliert. Komplexere
Polyketide mit ungewdhnlichem Grundgerist, wie sie beispielsweise von Barnes et al. (2014)
und Zhang et al. (2016b) mit Daldionin (Abbildung 4.4.17e.) bzw. (+)-Selesconol (Abbildung
4.4.17d) aus Daldinia eschscholtzii isoliert worden sind, konnten ebenfalls nicht identifiziert
werden. Diese Literaturbeispiele von Verbindungen zeigen jedoch deutlich, dass Biosynthe-
sepotenzial der Gattung Daldinia. Weitere neue und bioaktive Molekille aus Daldinia-Arten
werden regelmafig publiziert (z.B. Daldinon E (Du et al. 2014), Childinin A-G (Zhao et al.
2017a), Daldinan B und C, Daldinolid A und B, Daldiquinon A (Kamauchi et al. 2018)). Auch
wenn aus Stamm SG1 keine neuen Verbindungen isoliert und charakterisiert wurden, kénn-
ten in Zukunft noch interessante Verbindungen mit vielversprechenden Bioaktivitaten aus
endophytischen Daldinia sp. zu erwarten sein. Nachweise fur als neu berichtete Molekile
aus Daldinia-Endophyten sind beispielweise mit Barnes et al. (2014) und Hu et al. (2019)

gegeben.
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Abbildung 4.4.17.. Bekannte chemotaxonomische Marker fur Daldinia-Arten: a) Daldinon A, b)
Concentricol A, c) 1,1"-Binaphthalene—4,4'-5,5'-tetrol und in der Literatur neu isolierte Metabo-
liten, d) (+)-Selesconol, e) Daldionin, f) Childinin B, g) Daldinan C (eigene Darstellung).
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4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.)

Abbildung 4.5.1.: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm SG8c:
Wirtspflanze (Carpobrotus sp., oben links), Submers-Fermentation in Kartoffel-Dextrose-

Medium (oben rechts), Solid-State-Fermentation auf Reismedium (unten links), Rohextrakt mit
Essigsaureethylester (unten rechts) (eigene Darstellung).
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4.5.1. Stamm Identifizierung und Auswabhl

Der Abgleich der aus genomischer DNA amplifizierten ITS-Sequenz (Zugangsnummer NCBI:
LR585034) via BLAST innerhalb von Nukleotidsequenzdatenbanken (Entrez) ergab eine
sehr gute Ubereinstimmung (99%) mit einer Referenzsequenz (Zugangsnummer NCBI:
AM922221.1). Der zur Referenz gehorige Stamm wurde als Endophyt von einem Kistengras
(Elymus farctus) in Spanien isoliert, der allerdings leider nicht eingehender als Schlauchpilz
(Ascomycota) bzw. Coelomycet (fungi imperfecti) klassifiziert wurde (Sanchez Marquez et al.
2008). Weitere Treffer mit deutlich schlechterer Sequenzabdeckung (~ 89-93%) zeigten Ver-
treter aus der Ordnung Pleosporales speziell aus der Familie Didymosphaeriaceae (Syn.
Montagnulaceae). Der Wert der Ubereinstimmung bei der ITS-Region ist deutlich niedriger
als die generell angesetzte Schwelle von > 97% oder > 95% Sequenzibereinstimmung bzw.
<3% oder <5% Sequenzdivergenz (Arnold & Lutzoni 2008, Raja et al. 2017) und erlaub da-
her keine Zuordnung auf Artniveau. Fur die Absicherung und Einstufung in intermediaren
taxonomischen Stufen (Familie, Gattung) ist die nrLSU-Region (28S-Region) als zweiter
Barcodemarker etabliert (Raja et al. (2017), vgl. Kapitel 2.2.6.).

Die Familienzugehdrigkeit der angezeigten Referenzstdmme nach dem Abgleich der LSU-
Sequenzidentitat Gber den BLAST-Algorithmus in Nukleotid-Datenbanken mit bis zu 98%
unterstreicht zudem die Zugehdrigkeit zur Familie der Didymosphaeriaceae. Phylogenetische
Analysen anhand ITS- und LSU-Sequenzen mit Vertretern der Didymosphaeriaceae-Familie
aus aktueller Literatur (Ariyawansa et al. 2015, Tanaka et al. 2015, Tennakoon et al. 2016)
ergaben ebenfalls eine Clusterung innerhalb dieser Familie. Genauere Betrachtung der phy-
logenetischen Analyse der LSU- (Abbildung 4.5.2a.) und der ITS-Sequenzen (Abbildung
4.5.2b.) ergibt eine Gruppierung zusammen mit Tremateia-Arten. Bei dem untersuchten
Stamm konnte es sich demnach um eine bisher nicht beschriebene Art aus der Gattung
Tremateia handeln. Da allerdings keine morphologischen Untersuchungen des Stammes
SG8c vorgenommen wurden und die im phylogenetischen Baum angezeigte evolutionére
Distanz im Vergleich zu anderen Spezies derselben Gattung dennoch relativ hoch ist, bleibt
dieses Ergebnis spekulativ. Die Etablierung als Schwester-Taxon zur Gattung Tremateia ist

aber wahrscheinlich.
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Paracamarosporium psoraleae strain CPC 21632 (KF777199.1)

s | Paracamarosporium hawaiiense strain CBS 120025 (MH874624.1 )
Pseudocamarosporium corni MFLUCC 13-0541 (KJ813279.1)
Pseudocamarosporium lonicerae MFLUCC 13-0532 (KJ813278.1)

L—— Paraconiothyrium estuarinum CBS 109850 (MH874432.1)

Paraconiothyrium archidendri CBS 168.77 (NG 057964.1)

Paraphaeosphaeria michotii MFLUCC 13-0349 (NG 059522.1)
sz_{:araphaeosphaeria rosicola strain MFLUCC 15-0042 (MG829047.1)

Kalmusia variispora CBS 121517 (MH874668.1)

+ Kalmusia ebuli strain CBS 123120 28S (JN644073.1)

Dendrothyrium longisporum strain CBS 582.83 (MH873371.1)

Laburnicola muriformis MFLUCC 16-0290 (NG 059666.1)

Laburnicola hawksworthii MFLUCC 13-0602 (NG 059665.1)

Montagnula aloes CBS 132531 (NG 042676.1)

Montagnula opulenta UTHSC:DI16-208 (LN907351.1)

Neokalmusia brevispora strain CBS 120248 (MH874633.1)

Neokalmusia scabrispora KT 1023 (AB524593.1)

Pseudopithomyces karoo CBS 804.72 28S (NG 057865.1)

Pseudopithomyces atro-olivaceus MUCL 33112 (LT671617.1)

Bimuria novae-zelandiae strain CBS 107.79 (MH872950.1)

———— Deniquelata vittalii isolate PUFD39 (MF182395.1)

[y S— Deniquelata barringtoniae MFLUCC 110422 (NG 042696.1)

SG8c - LSU
Tremateia arundicola strain MFLUCC 16-1275 (KX274248.1)
99 | Tremateia guiyangensis GZAASO01 (KX274247.1)
Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NG 055739.1)

87

a7

0.020

Pseudocamarosporium lonicerae MFLUCC 13-0532 (NR 154307.1)
Pseudocamarosporium corni MFLUCC 13-0541 (NR 154308.1)
Paracamarosporium hawaiiense CBS 120025 (NR 154287.1)
Paracamarosporium psoraleae CPC 21632 (KF777143.1)
Paraconiothyrium estuarinum CBS 109850 (NR 137669.1)
Paraconiothyrium archidendri CBS 168.77 (NR 155630.1)
Paraphaeosphaeria rosicola MFLU 18-0108 (NR 157528.1)

Paraphaeosphaeria michotii MFLUCC 13-0349 (NR 155640.1)
Pseudopithomyces karoo CBS 804.72 (MH860610.1)

Pseudopithomyces atro-olivaceus MUCL 33112 (LT671627.1)

95 100

100 [ Laburnicola muriformis MFLUCC 16-0290 (NR 154128.1)
Laburnicola hawksworthii MFLUCC 13-0602 (NR 154127.1)
2% 59 Kalmusia variispora CBS 121517 (NR 145165.1)
495! Kalmusia ebuli CBS 123120 (KF796674.1)
100 | Dendrothyrium longisporum CBS 824.84 (MH861838.1)
Bimuria novae-zelandiae CBS 107.79 (MH861181.1)
Neokalmusia scabrispora KT1023 (LC014575.1)

1 - Neokalmusia brevispora CBS 120248 (MH863078.1)
@ata barringtoniae MFLUCC 110422 (NR 111779.1)
9 Deniquelata vittalii PUFD39 (MF406218.1)
Montagnula opulenta UTHSC:DI16-208 (LT796834.1)

—WEMontagnula aloes CBS 132531 (NR 111757.1)
SG8c - ITS
o r Tremateia arundicola MFLUCC:16-1275 (KX274241.1)

10 | Tremateia guiyangensis GZAASO01 (KX274240.1)
Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NR 133684.1)

b)

Abbildung 4.5.2.: Maximum-Likelihood-Baum mit: a) LSU- und b) ITS-Sequenz des Stammes
SG8c und Vergleichsreferenzen aus Didymosphaeriaceae Familie mit 1000 Bootstrap Replika-
tionen (eigene Darstellung).
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4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) -

Der Stamm wurde aufgrund der breiten und potenten antibakteriellen Aktivitat (Tabelle
4.5.1.) und der geringen Ubereinstimmung zu bekannten Referenzorganismen fiir die myko-
chemische Untersuchung ausgewdahlt. Zudem waren nach einer Literaturrecherche keine
Naturstoffstudien von Tremateia-Arten gefunden worden. Demnach wurde die Mdglichkeit zu

Isolierung neuer und bioaktiver Verbindungen als hoch eingeschatzt.

Tabelle 4.5.1.: Ergebnis der SG8c-Rohextrakte im Agardiffusionstest.

E. coli B. subtillis P. agarici M. luteus  S. warneri
Sample Name c[mg/ml] V[ul] @ [mm]
Gentamycin (pos. control) 0.5 25 15 25 20 24 185
SG8c (EtOAc Rohextrakt) 40 25 7 15 18 30 14
Gentamicin (positv Kontrolle) 0.5 25 15 20 15 21 20
SGB8c-E1 scale up (EtOAc Rohextrakt) 20 25 8 13 14 18 10

SGB8c-E2 scale up (MeOH Rohextrakt) 20 25 - - - - -
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4.5.2. Extraktbearbeitung

Das Methanolrohextrakt wurde nach anfanglichem Trennversuch mittels RP-HPLC wegen
mangelhafter Trennbarkeit der enthaltenen Komponenten und deutlich geringerer antibakte-
rieller Aktivitat nicht weiterbearbeitet (Abbildung 4.5.3.). Als initiale Trennung wurde das mit
Essigsaureethylester extrahierte und getrocknete Rohextrakt (m = 21.3 g) einer Gradienten-
Séaulenchromatographie (Saule: Mgieseigel = 450 g, @ =5 cm, h =43 cm) beginnend mit Petro-
lether (SG8c-E1-1) und PE/DCM-Mischungen (SG8c-E1-2 bis SG8c-E1-9) iiber DCM/MeOH-
Mischungen (SG8c-E1-10 bis SG8c-E1-20) und abschlieRendem Spilen mit Methanol
(> 20%, SG8c-E1-S1 bis SG8c-E1-S2) und MeOH/HO/AcOH (75/20/5, % viviv,
SG8c-E1-S3) unterworfen. Die Bearbeitung der Fraktionen wurde anhand der biologischen
Aktivitat ("bioguided fractionation”) und der Trennbarkeit vorgenommen. Der Hauptmetabolit
Auranticin A (SG8c¢-102, 899 mg), konnte aufgrund seiner Abundanz und schlechten Lslich-
keit ohne weitere chromatographische Trennverfahren durch Ausfallen und Waschen in DCM
und Methanol aus Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) gewonnen werden. Die fettséure-
haltigen unpolaren bis semipolaren Fraktionen (SG8c-E1-8, SG8c-E1-11, SG8c-E1-12) wur-
den in nachgeschalteter, isokratischer LC mit Essigsdure als Laufmittelzusatz und anschlie-
Render Reinigung mittels SEC mit Sephadex LH-20 in Methanol bearbeitet. Dies resultierte
in der Isolierung und Charakterisierung von Riparin C (SG8c-126a, m = 3.54 mg), einem
Chinonderivat (SG8c-146a, m = 5.85 mg), Gymnoascolide A (SG8c-148, m =99.0 mg) und
einem Depsidonderivat (SG8c-149, m = 137 mg). Die stark antibakteriell aktiven Fraktionen
(SG8c-E1-14, m=5.39¢g, SG8c-E1-15, m=771 mg, SG8c-E1-16, m=1.03g, SG8c-
E1-17A, m =967 mg) wurden mittels praparativer RP-HPLC (Standardmethode 2) weiter
getrennt, was die Gewinnung von weiteren Depsidonderivaten (SG8c-106, m = 36.1 mg),
Piloboluson C, (SG8c-107, m = 94.0 mg), Auranticin B (SG8¢-108, m = 361 mg), (SG8c-110,
m = 208 mg)), sowie von Vanilinsdure (SG8c-119, m =4.39 mg), 1-Monodecanoylglycerol
(SG8c-136, m=5.72 mg), Linolsdure (SG8c-139, m =66.8 mg), einem Gliovictinderivat
(SG8c-140, m = 2.19 mg) und (-)-Gliovictin (SG8c-141, m = 7.33 mg) ergab.

Weitere Molekile - ein Depsidderivat (SG8c-105b, m = 215 mg), ein Pyranocoumarinderivat
(SG8c-114, m = 3.64 mg), ein Depsidonderivat, (SG8c-122, m = 2.33 mg),
p-Hydroxyzimtsdure (SG8c-130, m =5.49 mg), ein weiteres Depsidonderivat (SG8c-132,
m = 28.6 mg), ein Pyronderivat (SG8c-13, m = 2.33 mg) und ein Benzopyranderivat (SG8c-
143, m = 39.1 mg) lieferte die SEC uber Sephadex LH-20 mit Methanol als Laufmittel. Fur
die Trennung des Depsidonderivats (SG8c-128, m=1.44 mg) und E-Ferularsiure
(SG8c-131, m = 3.54 mg) war ein zusatzlicher chromatographischer Trennschritt notig. Von
Fraktion 14 (SG8c-E1-14, m = 5.39 g) wurde nicht das komplette Ausgangsmaterial getrennt,
sodass etwa die finffache-Menge der Verbindungen aus dieser Fraktion isolierbar gewesen

ware.
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H,O, m=1.8 kg
Kultivierung (SSF) i =1.5 k
lRels, m=1.5kg
t=30d, T=25°C
v 1. 2x EtOAc, hanol "
c=4mlg Substrat Methanolextral
. 0 (SG8c-E2) .| Grad. RP-HPLC
Extraktion H.O/ACN
4— 2
2. 1x MeOH,
c=1.5ml/g Substrat
Ethylacetatextrakt
m =21.3 g (SG8c-E1)
Grad. LC
PE, DCM, MeOH
Frakiion 8 9;;,(;,1 . SEC SC8c-E1-8-4 582 sGgc-126a,3.54 mg
Lol (a8 H . .
55/45 DCM/IPE PE/EOAC/ACOH MeO (Riparin C)
. LC
Fraktion 11 99/1/1.5 N SEC SG80-FJ.-11-$-SE2 SG8c-148,99.1 mg
99/1 DCMIMeOH | DCM/IMeOH/ACOH MeOH (Gymnoascolide A)
SEC SG8c-E1-12-9-SE2
—— — » -
) c 3 MeOH SG8c-1464a, 5.85 mg
Fraktion 12 98/2/0.5
97/3 DCM/MeOH DCM/MeOH/AcOH 3 SEC SG8c-E1-12-6-SE3
— ) _
VROH SG8c-149, 137 mg
P SG8c-140, 2.19 mg
SGBe-El-14 % (S-Norgliovictin)
Fraktion 14 > Grad. RP-HPLC SG8C-FJ.-14-6; SG8c-141, 7.33 my
96/4 DCMIMeOH HO/ACN SG8c-E1-14-21 () Gliovictin)
v SG8c-139, 66.8 mg
R SEC SG8c-E1-14-15-Sg4 (Linolsaure)
- MeOH > SG8c-143,39.1 mg
. SG8c-E1-15-21 > SG8c-136,5.72
Fraktion 15 > ' mg
Fraktion 1-20 p| Grad RP-HPLC (1-Monodecanoylglycerol)
95/5 DCM/MeOH H,O/ACN - SEC SG8c-E1-15-6-SE1 SG8C-133. 2.33
» | — - .
MeOH -39, 2.35mg
- SEC SG8c-E1-15-12-SE2
L —-> -
MeOH SG8c-132,28.6 mg
SGSC-El-lﬁ'J; SG8c-119,4.39 mg
c (Vanilinsaure)
90/10 SG8c-E1-16-2-SE3-1 5Ggc-131, 3.54 myg
DCM/MeOH (E-Ferularsaure)
SEC [SCBC-EL-16-2SE2 55gc-130,5.49 mg
» MeOH - imts
Fraktion 16 _|  Grad. RP-HPLC (p-Hydroxyzimisaure)
94/6 DCMIMeOH H.O/ACN »
g SEC SG8c-E1-16-11-SE2 )
Voo SG8c-122,2.33 mg
LC SG8c-E1-16-11-SE1-1
93/7 —> SG8c-128,1.44 mg
DCM/MeOH
Fraktion 17 Prézipitation SCEc-EI1TR, SG8c-102, 899 mg
i 92/8 DCM/MeOH (Auranticin A)
]
i SEC -E1-17A-10-SE2
v - FiLHPL > MeOH SC8e O-SE2 5 58¢-105b, 215 mg
S1,82, 83 GraH .O/ACN ¢
2 N SEC SG8c-E1-17 -6.3-SE‘LSG8 114.3.64
i MeOH ci 2t
SG8c-E1-17A-5

> SG8c-106, 36.1 mg
SG8c-E1-17A-9 SG8c-107, 94.0 mg
g (Piloboluson C)

SG8c-E1-17A-11  gG8c-108, 361 mg

SG8c-E1-17A-7  (Auranticin B)
> SG8c-110, 208 mg

Abbildung 4.5.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fur Stamm SG8c
(eigene Darstellung).
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4.5.3. Isolierte Depsidon- und Depsidverbindungen

4.5.3.1. Auranticin A (SG8c-102)

Abbildung 4.5.4.: Struktur von Verbidnung SG8c-102 (eigene Darstellung).

Das Molekil SG8c-102 (Abbildung 4.5.4.) wurde als farbloser Feststoff (m =900 mg) aus
Fraktion 17 (m = , SG8c-E1-17) durch Ausfallen gewonnen. Das Prazipitat wurde aufgrund
seiner schlechten Ldslichkeit mehrfach in DCM und Methanol gewaschen und ohne weitere
Aufreinigung NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch vermessen. Aus LC-MS
Untersuchungen bei positiver lonisierung (m/z = 458.1879, [M+NH4]*; m/z = 441.1616,
[M+H]*; m/z = 423.1508, [M-H,O+H]") und bei negativer lonisierung (m/z = 439.1374, [M-H])
konnte die Summenformel (C24H240s) abgeleitet werden. Das *H-NMR Spektrum zeigte vier
Methyl- (&H [ppm] = 2.26 (d, J =1.2 Hz, 3H, H-16), 2.10 (s, 3H, H-17), 2.04 (s breit, 3H, H-
22), 1.79 (dd, J = 6.8, 0.9 Hz, 3H, H-21)); eine Methoxygruppe (&H [ppm] = 3.78 (s, 3H, H-
18)) und jeweils zwei Protonen im aromatischen (dH [ppm] = 6.63 (s, 1H, H-3), 6.57 (s, 1H,
H-9)) bzw. olefinischen Bereich (dH [ppm] = 5.60 (m, 1H, H-14), 5.56 (qd, J=6.8, 1.3 Hz,
1H, H-20). Des Weiteren ist eine Methylengruppe (8H [ppm] = 4.57 (s, 2H, H-12), die auf-
grund der beobachteten Tieffeldverschiebung an Sauerstoffgebunden war, sowie eine brei-
tes, stark entschirmtes Signal bei 6H = 12.29 ppm (H-15), welches einer Carboxylgruppe
zuzuordnen war, zu beobachten. Das *C-NMR-Spektrum zeigte insgesamt 24 Signale, da-
runter 14 quaternare, sp*-hybridisierte Kohlenstoffatome. Die COSY- und HMBC-Signale des
olefinischen Protons an H-20 zu zwei Methylgruppen (8C [ppm] = 13.9 (C-21), 17.7 (C-22))
zeigten das Vorhanden sein einer Butenylgruppe (1-Methyl-prop-1-enyl). Das aromatische
Proton an 8C = 107.7 ppm (C-9) zeigte HMBC-Korrelation zu den Kohlenstoffen dieser Bute-
nylgruppe, weshalb es der Position in ortho-Stellung zugeordnet worden ist. Die Hochfeld-

verschiebung am Kohlenstoff des aromatischen Protons im Vergleich zur Verschiebung im
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Benzol wies zudem auf Sauerstoffsubstitution in ortho- bzw. para-Stellung hin. Die Uberein-
stimmenden HMBC-Signale der Methoxygruppe (6C [ppm]=56.0 (C-18)) an C-8
(6C = 154.2 ppm), der Methylgruppe (8C [ppm] =8.9 (C-17)) an C-7 (6C =116.3 ppm) und

des aromatischen Protons an C-9 lieferte die Substruktur in Abbildung 4.5.5a..

a) b)

Abbildung 4.5.5.: COSY (=) und HMBC (—) Korrelation fiir die beiden etablierten Untereinein-
heiten a) und b) (eigene Darstellung).

Die COSY-, HMQC- und HMBC-Resonanzen der verbliebenen Signale lieferten eine weitere
Untereinheit (Abbildung 4.5.5b.), vergleichbar mit der bereits erlauterten (Abbildung 4.5.5a.).
Im Unterschied zeigte sich allerdings eine Hydroxymethyleneinheit (8C [ppm] = 52.1 (C-12))
an C-1 statt einer Methylgruppe und eine Hydroxylierung statt einer Methoxylierung an C-2
(6C = 160.8 ppm). Zudem wies die Butenylgruppe dieser Untereinheit, bestatigt durch
HMBC-Korrelationen des olefinischen Protons an C-14 (8C = 119.5) und der Methylgruppe
(®C [ppm] = 20.0 (C-16)), eine Carboxylfunktion (6C [ppm] = 166.8 (C-15)) statt einer Me-
thylgruppe auf. Aufgrund der Tieffeldverschiebung wurde das bereits durch das *H-NMR
vermutete Saureproton dieser Gruppe zugeordnet. Weiterhin auffallig war eine “J-Kopplung
des aromatischen Protons an C-3 (6C =112.8 ppm) zum Kohlenstoff bei 6C = 163.0 ppm
(C-5). Diese chemische Verschiebung und die Kombination der HMBC-Signale deutete auf
eine Esterfunktion hin. In Analogie zur anderen Untereinheit wurden die Positionen der Sub-
stitutionen am aromatischen Ring durch Ubereinstimmende COSY- und HMBC-Korrelationen
benachbarter Substituenten bestimmt (Abbildung 4.5.5b.).

Die Kombination der Untereinheiten anhand der Elementarzusammensetzung ergab das
komplette Molekul mit der Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.6.).

Die Verbindung konnte als das literaturbekannte Auranticin A identifiziert werden.
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12.29HO

Abbildung 4.5.6.: Zuordnung der chemischen Verschiebung der *H- und **C-Signale von SG8c-
102 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Die spektroskopischen Daten sind dabei in Ubereinstimmung mit der Primarpublikation von
Poch & Gloer (1991).

Die Position der Substrukturen zueinander und die Stereochemie an der Doppelbindung
wurde durch NOESY-Korrelationen zwischen der Hydroxymethyleneinheit an C-12 und der
Methyleinheit an C-22 einerseits und zwischen den beiden Methylgruppen an C-21 bzw.

C-22 andererseits, wie in Abbildung 4.5.7. dargestellt, bestétigt.

Abbildung 4.5.7.: COSY- (<), HMBC- (—) und NOESY- (- ->) Schlisselkorrelationen von Auranti-
cin A (SG8c-102) in DMSO-Ds (eigene Darstellung).
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Die Konfiguration der beiden Doppelbindungen wurde, wie in der Originalpublikation, jeweils
als E-konfiguriert angenommen. Die Strukturidentitat dieser Annahme wurde allerdings erst
kirzlich durch eine Kristallstruktur bewiesen (Maschke et al. 2019a, Abbildung 4.5.8.).

Abbildung 4.5.8.: Kristallstruktur von Auranticin A (C - grau, H - weil3, O - rot) (eigene Darstel-
lung.).

Von Auranticin A war mit m =899 mg die grof3te Menge, mit deutlichem Abstand zu allen
anderen gewonnen Metaboliten, isoliert worden und kann damit als Hauptmetabolit angese-
hen werden. Der relativ hohe Anteil am Gesamtextrakt scheint zudem die Relevanz dieses
Depsidon-Metaboliten fir den Organismus zu unterstreichen. Die Diskussion der biologi-
schen Aktivitat sowie der Produktionsorganismen erfolgt zusammen mit den anderen Dep-
sidonen in Kapitel 4.5.4..
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4.5.3.2. Tremateiasidon A (SG8c-106)

OH
Abbildung 4.5.9.: Struktur von Verbindung SG8c-106 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-106 (Abbildung 4.5.9.) wurde als gelblich-weil3er Feststoff
(m = 36.1mg) aus der antibakteriell aktiven Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) nach pra-
parativer RP-HPLC (tr = 32.0 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, V =8 mi/min) isoliert.
Das 'H-NMR zeigte das Vorhandensein von vier aromatischen bzw. olefinischen Methyl-
gruppen (®H [ppm] = 2.07 (s, 3H, H-17), 1.99 (s, 3H, H-21), 1.79 (s, 3H, H-16), 1.76 (d,
J = 6.7 Hz, 3H, H-20)), zwei olefinische Protonen (&H [ppm] = 5.48 (g, J = 6.7 Hz, 1H, H-19),
5.38 (t, J =5.8 Hz, 1H, H-14)), sowie zwei Protonen im aromatischen Bereich (8H [ppm] =
6.60 (s, 1H, H-3), 6.41 (s, 1H, H-9)) und zwei oxygenierte Methyleneinheiten (dH [ppm] =
4.53 (s, 2H, H-12), 4.04 (t, J = 4.9 Hz, 2H, H-15)) (Tabelle 4.5.2.).

Weitere 'H-NMR Signale (dH [ppm] = 8H = 10.57 (s, 1H, 2-OH), 9.67 (s, 1H, 8-OH), 4.73 (s,
1H, 15-OH), 4.66 (s breit, 1H, 12-OH)) in Kombination mit fehlender Korrelation im
HMQC-Spektrum wiesen auf vier Protonen hin, die an Heteroatome gebunden waren. Das
13C-Spektrum verfligt insgesamt Uber 23 Signale. Anhand der chemischen Verschiebung
bestatigte sich die zuvor durch das 'H-NMR implizierten vier Methyl- und zwei oxo-
funktionalisierten Methylengruppen. Dartber hinaus war die Existenz von 15 quaternéren
Kohlenstoffen im *C-NMR ersichtlich. Eine der Methylgruppen (H-20) zeigte eine Kopplung
(3J =6.7 Hz) mit einem der olefinischen Protonen (H-19), welche wiederum COSY- und
HMBC-Signale zu einer weiteren Methylgruppe (8C [ppm] = 17.7 (C-21)) aufwies. Dadurch
liel3 sich eine Butenylgruppe (1-Methylpropyl-1-en) als Strukturelement zuordnen. Die Abwe-
senheit eines COSY-Kreuzsignals und gemeinsamer Korrelationen der zwei aromatischen
Protonen fuhrte zur Etablierung von zwei getrennten, vollstandig substituierten Phenylringen.
Die HMBC-Signale des aromatischen Protons an C-9 (6H = 6.41 ppm, 6C = 111.0 ppm), der
Methylgruppe (6H [ppm] = 2.07 (H-17)) an C-7 (d8C = 114.6 ppm) und des Hydroxylprotons
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(®H =9.67 ppm) an C-8 zu den quaternaren Kohlenstoffen des Rings und der Butenylgruppe

fuhrten zur Formulierung einer Unterstruktur (Abbildung 4.5.10a.).

Tabelle 4.5.2.: Zuordnung der *H-, **C- und HMBC-Signale von SG8c-106 in DMSO-Ds und Me-
OH-Da.

. SG8c-106a (DMSO-Dg) SG8c-106 (MeOH-D,)
POSItIOn 1 13 1 13 1 13, 1 13
S "H (m, J [Hz]) 5°C HMBC (‘"H —»C) S "H (m, J [Hz]) 5°C HMBC (‘"H —»C)
1 - 117.6 qC (An) - 117.9 -
2 - 160.1  gC-OH (Ar) - 162.2 -
3 6.60 (s) 112.6 CH(A) 1,2 4a,5,12,13 6.60 (s) 1140 1,2, 4a,5,11a, 12,13, 14
4 - 149.1 qC (An) - - 151.8
4a - 111.1 qC (An) - - 112.8
163.5 0O=C-O- - - 166.4
6 - - -O- - -
6a - 1432  qC-O- (Ar) - - 144.8
7 - 114.6 qC (An) - - 116.5
8 - 152.6  qC-OH (Ar) - - 154.1 -
9 6.41 (s) 111.0 CH (Ar) 7,8, 104, 17, 18 6.40 (s) 112.6 6a, 8, 7, 10, 10a, 18, 19
10 - 135.7 qC (An) - - 137.6 -
10a - 141.6  qC-O- (Ar) - - 1434
11 - - -O- -
11a - 162.1  qC-O- (Ar) - - 163.7 -
12 4.53 (s) 52.2 -CH,-OH 1,2,11a 4.80 (s) 55.1 1,2,11a
13 - 1345 gC= - - 138.3 -
14 5.38 (t,5.8) 131.1 =CH 4,16 5.46 (dt, 6.4, 1.3) 130.5 4,13, 16
15 4.04 (t, 4.9 58.1 -CH,-OH 13,14 4.20 (d, 6.4) 59.8 3,4,13,14
16 1.79 (s) 17.6 -CH3 (Ar) 4,13, 14 1.92 (s) 18.2 3,4,13,14
17 2.07 (s) 9.1 -CHj; (Ar) 6a, 7, 8, 10 2.16 (s) 9.3 6a, 7, 8, 9, 10, 10a
18 - 133.4 qC - - 135.2 -
19 5.48 (q, 6.7) 125.2 =CH 10, 20, 21 5.55(qd, 6.7, 1.3) 126.7 10, 20, 21
20 1.76 (d, 6.7) 13.8 -CH3 9, 104, 18, 19 1.83(dd, 6.7, 0.8) 14.1 9, 10, 104, 18, 19, 21
21 1.99 (s) 17.7 -CHj3 10, 18, 19 2.06 (s) 18.1 10, 18, 19
2-OH 10.57 (s) - - 1,2,3 -
8-OH 9.67 (s) - - 6a,7,8,9
12-OH  4.66 (s, breit) - -
15-OH 4.73 (s) - - 14,15

Der zweite Ring zeigte ein vergleichbares Substitutionsmuster mit dem Unterschied, dass
jeweils eine Hydroxymethyleneinheit (6C [ppm] = 52.2 (C-12), 58.1 (C-15)) statt einer Me-
thylgruppe vorhanden war. Des Weiteren war fir das aromatische Proton an C-3
(dH = 6.60 ppm) im HBMC-Spektrum ein weiteres Signal (*J-Kopplung) zu einem quaterna-
ren Kohlenstoff bei 6C = 163.5 ppm (C-5) sichtbar (Abbildung 4.5.10b). Dadurch lieR3 sich ein
Ester bzw. Lacton als funktionelle Gruppe an C-5 formulieren. Den anderen beiden tieffeld-
verschobenen Kohlenstoffen (8C [ppm] = 160.1 (C-2), 162.1 (C-11a)) lieRen sich ebenfalls

Sauerstofffunktionalisierungen zuordnen.
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a) b)

Abbildung 4.5.10.: HMBC (—) Korrelationen der etablierten Substrukturen a) und b) fur Verbin-
dung SG8c-106 mit Zuordnung der chemischen Verschiebung fiir *H- und *C-Kerne in DMSO-
Ds (eigene Darstellung).

In hochauflésenden massenspektrometrischen Untersuchungen konnte das Pseudomoleku-
larion (m/z = 411.1417 ([M-H], berechnet 411.1443) im Negativmodus und Fragmentionen im
Positivmodus (m/z = 395.1560, [M-H.O+H], berechnet 395.1494), welches zur korrespondie-
renden Elementarzusammensetzung (C23H2407) fuhrte, gefunden werden. Demnach konnten
die beiden bereits etablierten Unterstrukturen zu einem Depsidon verknipft werden. Eine der
zwei moglichen Orientierungen der beiden Ringe zueinander konnte durch ein NOESY-
Signal zwischen den Protonen der hydroxylierten Methyleneinheit an C-12 zu den Protonen
der Methylgruppe an C-21 bestatigt werden (Abbildung 4.5.11.). Demnach waren die beiden
raumfordernden Butenylgruppen, 1-Methylprop-1-enyl an C-10 bzw. 3-Hydroxy-1-Metylprop-
l-enyl an C-4, an entgegensetzten Seiten des Depsidongeriistes gelegen (Abbildung
4.5.11.). Die Konfiguration an den beiden Doppelbindungen (C-13, C-14 und C-18, C-19)
wurde durch die NOESY-Protonenkreuzsignale zwischen den Methylgruppen (H-20, H-21)
und zwischen Methylen (H-15) und Methylgruppe (H-16) jeweils als E-konfiguriert bestimmt.
Die Konfiguration an den Doppelbindungen und die Positionierung der beiden Substrukturen
zueinander wurde auch durch die Kristallstruktur des ebenfalls isolierten, strukturell-

verwandten Derivats Auranticin A zusétzlich bekraftigt (siehe Abbildung 4.5.8.).
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Abbildung 4.5.11.: COSY- (—), HMBC- (—) und NOESY- (- -») Schliisselkorrelationen von SG8c-
106 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Die vorgestellte Verbindung zeigte strukturelle Ahnlichkeit (Methoxy an C-8, Carbonsaure an
C-15) zu dem bereits beschriebenen Depsidon Auranticin A (Poch & Gloer 1991). Dennoch
stellte das Molekil ein in der Literatur bisher nicht beschriebenes Depsidonderivat dar
(Maschke et al. 2019a). Als Trivialname der Verbindung wurde Tremateiasidon A vorge-
schlagen.
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4.5.3.3. Piloboluson C (SG8c-107)

Abbildung 4.5.12.: Struktur von Verbindung SG8c-107 (eigene Darstellung).

Verbindung SG8c-107 (Abbildung 4.5.12.) wurde als weil3er Feststoff (m =94.0 mg) eben-
falls aus der antibakteriell aktivsten Hauptfraktion (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) nach RP-HPLC
(tr = 45.0 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, V = 8 ml/min) isoliert. Das *H-NMR zeigte ein
sehr &hnliches Signalmuster zu Auranticin A (SG8c-102) verfiigte aber Uber ein zusatzliches
Signal (6H [ppm] = 3.40 (s, 3H, H-23)), welches eine weitere Methoxygruppe anzeigte. Das
13C-NMR bestatigte diese zusatzliche Methoxyfunktion (8C [ppm] = 58.4 (C-23)). Zusammen
mit den  massenspektrometrischen  Untersuchungen bei  positiver lonisierung
(m/z = 455.1836, [M+H]"; m/z = 472.2112, [M+NH.]*; m/z = 437.1722, [M-H20O+H]*) und ne-
gativer lonisierung (m/z = 453.1567, [M-H]) ergab sich die elementare Zusammensetzung
der Verbindung (C2sH260s). Die Position der zusatzlichen Methyl- bzw. Methoxygruppe liel3
sich durch deren HMBC-Korrelation zu C-12 (8C =64.1 ppm) eindeutig bestimmen. Die
Doppelbindungsgeometrie und Position der Substrukturen erfolgte in Analogie zu Verbin-
dung SG8c-102 (Auranticin A). Die Zuordnung aller Verschiebungen zum Molekil (Abbildung
4.5.13a.) und deren Schlusselkorrelation (Abbildung 4.5.13b.) sind in den nachfolgenden mit
Abbildungen gegeben.

Die anhand der spektroskopischen Daten erstellte Struktur war bereits in der Literatur be-
kannt und wurde kirzlich von Rajachan et al. (2014) unter dem Namen Piloboluson C von

dem koprohilen Pilz Pilobolus heterosporus isoliert und charakterisiert.
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b)

Abbildung 4.5.13.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-107 in MeOH-D, (eigene Darstellung).
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4.5.3.4. Auranticin B (SG8c-108)

Abbildung 4.5.14.: Struktur von Verbindung SG8c-108 (eigene Darstellung).

Eine weitere Komponente aus Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) wurde mit Verbindung
SG8c-108 (Abbildung 4.5.14.) als gelb-oranger Feststoff (m =361 mg) nach praparativer
RP-HPLC (tr =50.0 min, Standartmethode 2, Eluent A/B, V =8 ml/min) isoliert. Die
HR-LC-MS Untersuchungen lieferten unterschiedliche Addukt- und Fragmentionen im positi-
ven (m/z = 439.1444 ([M+H]"), m/z = 456.1710 ([M+NH4]* und m/z = 421.1336 ([M-H2O+H]")
und im negativen Modus (m/z = 437.1115 (M-H]) mit der korrespondierenden Summenfor-
mel (C24H220s). Das H- und *C-NMR-Spektrum zeigte, wie auch bei den zuvor vorgestellten
Verbindungen (siehe Kapitel 4.5.3.1.-4.5.3.3.), ein &hnliches Signalmuster, was wiederum
auf strukturelle Ahnlichkeit schlieRen lasst. Im Gegensatz zu den NMR-Daten der Verbin-
dung Auranticin A (Kapitel 4.5.3.1.) war das Vorhandensein eines tieffeldverschobenen Pro-
tons (6H [ppm] = 10.29 (H-12)) mit der fur eine Aldehydfunktion charakteristische Carbonyl-
kohlenstoffverschiebung (ca. 190-200 ppm) von 8C = 194.4 ppm (C-12) offensichtlich. Ob-
wohl die direkte Zuordnung dieses Protons zum Carbonylkohlenstoff durch eine fehlende
Korrelation im HMQC-Spektrum nicht mdglich war, zeigte sich im HMBC-Spektrum ein geteil-
ter Signalsatz mit einer Kopplungskonstante von etwa J = 100 Hz. Diese lieR sich einer *Jc -
Kopplung zuordnen. Weiterhin, im Vergleich zu den bereits diskutierten spektroskopischen
Daten von Auranticin A, war die Abwesenheit der CH»>-Einheit auffallig, womit sich vermuten
lie3, dass sich die besagte Aldehydfunktion an der Stelle der vormaligen Hydroxymethylen-
einheit befand. Ein weiteres Indiz fur diese Einschatzung war in dem stark tieffeldverschobe-
nen Hydroxylproton (&H [ppm] = 12.24 (s, 1H, 2-OH)) an C-2, welches durch die rdumliche
Nahe zum Carbonylsauerstoff chelatisiert wird bzw. Wasserstoffbriicken ausbildet (Bildung

eines sechsgliederigen Ringes). Letztendlich lie sich die Position der Aldehydfunktion an
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C-1 durch die HMBC-Korrelationen des Aldehydprotons unter anderem zu den Kohlenstoffen
C-1 (6C =111.5 ppm), C-2 (6C = 165.8 ppm) und C-11a (6C = 166.0 ppm) bestatigen. Die
vollstandige Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.15a.) wurde durch
sorgfaltige Uberprifung der Signale aus 2d-NMR-Experimenten vorgenommen (Abbildung
4.5.15b.). Eine Verbindung mit dieser Struktur konnte dem bereits literaturbekannten Auran-

ticin B (Poch & Gloer 1991), isoliert aus dem Pilz Preussia aurantiaca, zugeordneten werden.

1.79
14.0 CH3

b)

Abbildung 4.5.15.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG8c-108 (Auranticin B) in CDCl; (eigene
Darstellung).
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45.3.5. SG8c-110a

Abbildung 4.5.16.: Struktur von Verbindung SG8c-110a (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-110a (Abbildung 4.5.16.) wurde aus der Hauptfraktion 16 und 17
(SG8c-E1-16, m=1.03g, SG8c-E1-17, m=1449g) nach praparativer RP-HPLC
(tr = 39.6 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, V =8 ml/min) als farbloser Feststoff
(m = 208 mgq) isoliert. Spektroskopische Daten zeigten hier, wie bei den anderen vorgestell-
ten Verbindungen, ebenfalls ein Depsidon-Grundgerist. Im *H-NMR war als Auffalligkeit, im
Unterschied zu den vorher beschriebenen Depsidonen, allerdings eine weitere Methylgruppe
vorhanden (6H [ppm] = 1.71 (dd, J = 6.8, 0.8 Hz, 3H, H-15)), deren Signal als Doppeldublett
aufgespalten war. Dies liel3 vermuten, dass das Strukturelement der Butenylgruppe
(1-Methyl-prop-enyl) zweimal vorhanden war. Zusatzlich war das Fehlen von Singulettsigna-
len mit einem Integral von drei Protonen im Bereich der chemischen Verschiebung von
0C =3.4 ppm bis 8C = 3.9 ppm beobachtbar. Dies schloss das Vorhandensein von Me-
thoxygruppen aus und fuhrte zu der Erkenntnis, dass diese funktionellen Gruppen stattdes-
sen als Hydroxyleinheiten vorlagen. Die Anzahl der C-Atome im *C-NMR und die LC-MS
Untersuchungen (m/z = 397.1718 ([M+H]* und m/z = 395.1475 (M-HJ) lieferten Hinweise zur
Elementarzusammensetzung (C23H240s). Die Zuordnung der chemischen Verschiebung (Ab-
bildung 4.5.17a.) und die Positionsanordnung der funktionellen Gruppen wurden wiederum
durch intensiven Abgleich der C,H-Korrelationen im HMBC-Spektrum vorgenommen (Abbil-
dung 4.5.17b.). Das strukturell bestimmte Molekill ist literaturbekannt, verflgt aber tber kei-
nen Trivialnamen (1,6-di((E)-But-2-en-2-yl)-3,8-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)-9-methyl-11H-
dibenzo[b,e]-1,4-dioxepin-11-on) und wurde zuvor bereits von Pittayakhajonwut et al. (2006)

aus einem nicht ndher bestimmten Pilz aus der Ordnung Pleosporales isoliert.
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b)

Abbildung 4.5.17.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-110a in MeOH-D, (eigene Darstellung).

200



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) -

4.5.3.6. Tremateiasidon B (SG8c-122)

Abbildung 4.5.18.: Struktur von Verbindung SG8c-122 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-122 (Abbildung 4.5.18.) konnte aus der Hauptfraktion 16
(SG8c-E1-16, m = 1.03 g) nach praparativer RP-HPLC (tr = 43.3 min, Standardmethode 2,
Eluent A/B, V =8 ml/min) und GroRRenausschlusschromatographie (100, % v, MeOH) als
farbloser Feststoff (m =2.33 mg) gewonnen werden. Durch Massenspektrometrie wurden
Pseudomolekular-, Addukt- und Fragmentionenmassen bei positiver lonisierung
(m/z=432.1223 [M+H]", Dberechnet 425.1230; m/z=442.1486 [M+NH4]*, und
m/z = 407.1116 [M-H>O+H]") und bei negativer lonisierung (m/z = 423.1180, [M-H]) gefun-
den. Diese konnte einer Elementarzusammensetzung (C23H200g) zugeordnet werden. Die
!H- und BC-NMR-Daten zeigten vergleichbare Signalmuster zu anderen Depsidon-
Verbindungen (Tabelle 4.5.3.).

Unterschiede zeigten sich im Vergleich zu beispielsweise Verbindung SG8c-106 (Tre-
mateiasidon A) in der Abwesenheit von zwei Hydroxymethylengruppen und dem Vorhanden-
sein einer Aldehyd- (6H [ppm] = 10.17 (H-12), 8C [ppm] = 191.5 (C-12)) und einer Cabon-
saurefunktion (6H [ppm] = 12.37 (H-15), 8C [ppm] = 166.6 (C-15)). Die Zuordnung der che-
mischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.19a.) und deren Schlisselkorrelationen (Abbildung
4.5.19b.) wurden grafisch aufbereitet in den nachfolgenden Abbildungen angegeben. Die
Doppelbindungsgeometrie und die Positionen der Substrukturen zueinander wurden wieder
in Anlehnung an die anderen Depsidonderivate, ebenfalls impliziert durch die Kristallstruktur
von Auranticin A (SG8c-102), festgelegt (Abbildung 4.5.8.).
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Tabelle 4.5.3.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-122 in DMSO-D6 und Me-
OH-D4. Signalzuordnung uneindeutig

i SG8c-122a DMSO-Dg SG8c-122 MeOH-D,
POSItIOn 1 13 1 13 1 13 1 13
5 ™H (m, J [Hz]) dC HMBC (*H -»2C) 5 (m J[HzZ) &¥C HMBC (*H ¥ C)
1 - 112.1 qc (Ar) - - 112.5 -
2 - 164.3  qC-OH (Ar) - - 167.1 -
3 6.78 (s) 115.2 CH (Ar) 1,2, 4a,5,13 6.75 (s) 116.0 1,2, 4a,13
4 - 154.4 qcC (Ar) - - 157.8 -
4a - 111.4 qcC (Ar) - - 112.7 -
5 - 162.3 0=C-0- - - 163.9 -
6 - - -O- - - - -
6a - 142.7  qC-O- (Ar) - - 144.3 -
7 - 115.3 qcC (Ar) - - 117.3 -
- 153.3  (C-OH (Ar) - - 155.0 -
9 6.43 (s) 110.5 CH(Ar)  6a,7, 8,10a, 17, 18 6.41 (s) 112.8  6a, 7,8, 10a, 18
10 - 135.8 qcC (Ar) - - 137.6 -
10a - 1405  qC-O- (Ar) - - 1425 -
11 - - -O- - - - -
1la - 165.6 qC-O (Ar) - - 167.1* -
12 10.17 (s) 1915 CHO 1,2,3 10.32 (s) 195.2 1,2,3, 11a
13 - 153.7 qcC= - - 155.8 -
14 5.65 (d, 1.2) 120.3 =CH 4,15, 16 5.72 (s) 121.6 4,16
15 - 166.6 COOH - - 167.01 -
16 2.28(d, 1.2) 19.5 -CHjg (Ar) 4,13, 14, 15, 2.37(s) 20.3 4,13, 14, 15
17 2.10 (s) 9.0 -CHjg (Ar) 6a, 7, 8, 10, 10a 2.18(s) 9.3 6a,7,8,9,10
18 - 132.3 qc= - - 134.2 -
19 540(dq,6.7,1.4)  125.8 =CH 10, 20, 21 5.45 (q, 6.7) 127.4 10, 20, 21
20 1.70 (s, 6.7) 13.6 -CHs 9,10, 18, 19 1.77 (d, 6.7) 13.9 18, 19
21 1.92 (s) 18.0 -CHj 18, 19, 10 2.01(s) 18.5 10, 18, 19
2-OH 9.89 (s, breit) - - - - - -
8-OH - - - - - - -

COOH 12.37 (s breit) - - - - - -

Die vorgeschlagene Molekulstruktur ist &hnlich zu dem bereits in der Literatur bekannten
Auranticin B (SG8c-108) (Poch & Gloer 1991). Ihr fehlt allerdings die Methoxygruppe an Po-
sition (8-OH). Die Verbindung wurde daher als neues Depsidon-Derivat beschrieben
(Maschke et al. 2019a). Fur die Verbindung SG8c-122 wurde der Trivialname Tre-

mateiasidon B vorgeschlagen.
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Abbildung 4.5.19.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-122 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).
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4.5.3.7. SG8c-128

Abbildung 4.5.20.: Struktur von Verbindung SG8c-128 (eigene Darstellung).

Verbindung SG8c-128 (Abbildung 4.5.20.) wurde als weil3-beiger Feststoff (m = 1.44 mg) aus
Fraktion 16 (SG8c-E1-16, m=1.03 g) nach praparativer RP-HPLC (ir = 43.3 min, Stan-
dardmethode 2, V =8 ml/min), SEC (100, % v, MeOH) und abschliel3ender Saulenchroma-
tographie gewonnen (93/7, % v/v, DCM/MeOH).

Das 'H- und ¥C-NMR zeigt ein sehr ahnliches Signalmuster zu Verbindung SG8c-110a.
Auféllig gegenuber Verbindung SG8c-110a war allerdings ein zusétzliches Signal
(®H [ppm] = 3.48 (s, 3H, H-23), d8C[ppm] = 58.9 (C-23)), dass sich einer Methoxygruppe zu-
ordnen lie3. Deren Zugehdorigkeit zum Molekll und die Position innerhalb der Verbindung
wurde durch die HMBC-Korrelation zu C-12 (6C = 69.0 ppm) bewiesen. Hochauflosende
Massenspektrometrie lieferte die Summenformel (C24H2606) anhand der Pseudomolekulario-
nen im Positiv- (m/z = 411.1873, [M+H]"), sowie im Negativ-Modus (m/z = 409.1827, [M-H]).
Die Identitat des Strukturvorschlages wurde zusétzlich unter sorgféltiger Betrachtung der
Korrelationen aus den 2d-NMR-Experimenten bestatigt (Abbildung 4.5.21b.). Die Verbindung
ohne vergebenen Trivialnamen (1,6-Di((E)-But-2-en-2-yl)-3,8-dihydroxy-4-(methoxymethyl)-
9-methyl-11H-dibenzo[b,e]-1,4-dioxepin-11-on) wurde zuvor bereits in einer Naturstoffunter-
suchung aus einem Pilz der Ordnung Pleosporales (Stamm: BCC 8616) isoliert und be-
schrieben (Pittayakhajonwut et al. 2006). Die Literaturwerte sind dabei in sehr guter Uberein-
stimmung mit den gesammelten spektroskopischen Daten (Abbildung 4.5.21a.). Stereoche-
mische Aspekte sind in Anlehnung an die Kristallstrukturanalyse von Verbindung SG8c-102

(Auranticin A) Ubernommen worden.
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b)

Abbildung 4.5.21.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-128 in CDCl3 (eigene Darstellung).
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4.5.3.8. Tremateiasidon C (SG8c-132)

17

o}
Abbildung 4.5.22.: Struktur von Verbindung SG8c-132 (eigene Darstellung).

Das Molekil SG8c-132 (Abbildung 4.5.22.) wurde als farbloser Feststoff (m = 28.6 mg) nach
praparativer RP-HPLC (tr = 38.5 min, Standardmethode, Eluent A/B, V =8 ml/min) und ab-
schlieBender Reinigung durch SEC (100, % v, MeOH) aus der Hauptfraktion 15 gewonnen
(SG8c-E1-15, m =771 mg). Die Verbindung zeigte wiederum das bereits bekannte Signal-
muster der bereits vorgestellten Depsidone. Abweichungen hierbei ergaben sich in der Ab-
wesenheit eines olefinischen Protonensignals im *H-NMR, sowie beispielweise im Vergleich
zu Verbindung SG8c-106, bei drei Signalen im 3 C-NMR (Tabelle 4.5.4.).

Tabelle 4.5.4.: Zuordnung der *H-, *C- und HMBC-Signale von SG8¢-132 in DMSO-De.
SG8c-132 (DMSO-Dg)

Position

5 'H (m, J [Hz]) 5 c HMBC (*H —»C)

1 - 117.0 qcC (Ar)

2 - 160.4 gC-OH (Ar) -

3 6.60 (s) 115.1 CH (A 1,2 4a5, 12, 13
4 - 142.7 qcC (Ar)

4a - 112.0 qcC (Ar)

5 - 163.0 0=C-O-

6 - - -O-

6a - 143.2 gC-O- (Ar)

7 - 114.7 qC

8 - 152.5 gC-OH (Ar)

9 6.39 (s) 1111 CH (Ar) 6a, 7, 8, 10a
10 - 135.6 qcC (Ar) -
10a - 141.0 gC-O- (Ar)

11 - -O-
1la - 161.8 gC-O- (Ar) -

12 4.55 (s) 52.3 CH,-OH 1,2, 11a

13 2.31 (s) 20.7 -CH3z (Ar) 3,4,4a,5,11a
14 2.06 (s) 9.2 -CHs (Ar) 6a, 7,8

15 - 1335 qcC= -

16  5.45(dq 1.4, 6.8) 125.0 C=CH 15,17, 18

17 1.76 (dd 0.9, 6.8) 13.8 -CH; 9, 104, 15, 16, 18
18 1.98 (s) 17.7 -CHs 10, 15, 16
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Die fur die bisherige Strukturaufklarung der Depsidon-Substitutionsmuster relevanten aroma-
tischen Protonen lieferten ebenfalls wieder wichtige Signalkorrelationen. So zeigte das Pro-
ton bei OH=6.60ppm (H-3) ein Kreuzsignal im COSY-Spektrum und starke
HMBC-Korrelation zu einer Methylgruppe (6H [ppm] = 2.31 (s, 3H, H-13), 6C [ppm] = 20.7
(C-13)). Dartiber hinaus fehlte eine der sonst vorhandenen signalintensiven 3J-Kopplungen
zu quaternaren Kohlenstoffen im HMBC-Spektrum. Die bereits erwahnte Methylgruppe an
C-4 hatte wiederum eine starke Korrelation im HMBC-Spektrum zum Carbonylkohlenstoff
(C [ppm] = 163.0 (C-5)) der Lactonverbrickung. Diese Beobachtungen fihrten zu dem
Schuss, dass in der vorliegenden Verbindung, die sonst bei den anderen isolierten Depsido-
nen an C-4 vorhandene, derivatisierte Butenylgruppe (z.B. 1-Methyl-propyl-1-enyl,
SG8c-110a) durch eine Methylgruppe substituiert war. Die zweite Unterstruktur war identisch
zu anderen bereits beschriebenen Depsidonen (z.B. SG8c-106, SG8c-122) und wurde ana-
log gel6st. Die vollstandige Zuordnung der chemischen Verschiebung ist in Abbildung
4.5.23a. gegeben.

Der Strukturvorschlag wurde durch Daten aus HR-HPLC-MS-TOF (m/z = 357.1326, [M+H]*,
berechnet 357.1333; m/z = 339.1217, [M-H20+H]" und m/z = 355.1298 [M-H]) und der damit
abgeleiteten Elementarzusammensetzung (C20H2006) bestatigt. Die Konfiguration der Dop-
pelbindung und die Position der separierten HMBC-Spinsysteme zueinander ergaben sich
durch die NOESY-Kreuzsignale (Abbildung 4.5.23b). Die Verbindung SG8c-132 stellte ein
bisher nicht beschriebenes Depsidon dar (Maschke et al. 2019a). Fir das Molekil wurde der

Trivialname Tremateiasidon C vorgeschlagen.
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b)

Abbildung 4.5.23.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-132 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).
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4.5.3.9. SG8c-149

Abbildung 4.5.24.: Struktur von Verbindung SG8c-149 (eigene Darstellung).

Als letzte Komponente mit Depsidon-Grundgerist wurde die Verbindung SG8c-149 (Abbil-
dung 4.5.24)) als weilRer Feststoff (m =137 mg) aus der zwodlften Hauptfraktion
(SG8c-E1-12, m=1.70 g) nach zusatzlicher Saulenchromatographie (98.5/1/0.5, % vivlv,
DCM/MeOH/AcOH) zur Entfernung von Fettsauren und abschlieBender SEC (50/50, % vi/v,
DCM/MeOH) isoliert. Die so isolierte Verbindung zeigte zu den Molekiilen SG8c-110a (Kapi-
tel 4.5.3.5.) und SG8c-128 (Kapitel 4.5.3.7.) vergleichbare Daten im *H-NMR. Im Unterschied
zu diesen war allerdings keine Methylengruppe vorhanden. Dafir zeigten sich zwei scharfe,
stark ins Tieffeld verschobene Signale (dH [ppm]=12.10 (s, 1H, 2-OH), 10.22 (s, 1H, H-12)).
Weiterhin war im *C-NMR ebenfalls ein stark entschirmtes Signal bei dC =194.2 ppm
(C-12) vorhanden. In Analogie zu den Ausfihrungen fir Auranticin B (SG8c-108, Kapitel
4.5.3.4.) liel3 sich eine Aldehydfunktion an C-12 ableiten. Des Weiteren wurde ein durch
Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylfunktion entschirmtes Protonsignal fir das Hy-
doxylproton an Kohlenstoff C-2 deduziert. Die Jcn Kopplung fir C-12 bzw. H-12 lieR sich
wiederum nur im HMBC- (Signalaufspaltung: *Jcx ~ 100 Hz) und nicht im HMQC-Spektrum
beobachten. LC-MS-Messungen lieferten mit m/z = 395.1556, [M+H]* und m/z = 393.2380,
[M-H]" die Absicherung fur die Elementarzusammensetzung (C23H2206). Vollstandige Aus-
wertungen der COSY-, HMQC-, HBMC- und NOESY-Spektren insbesondere der Schllissel-
korrelationen (Abbildung 4.5.25b.) erlaubten eine vollstandige Zuordnung der chemischen
Verschiebung (Abbildung 4.5.25a). Ein Datenbanksuche (SciFinder) zeigte, dass sich die
Verbindung ohne vergebenen Trivialnamen (1,6-Di((E)-but-2-en-2-yl)-3,8-dihydroxy-9-
methyl-11-oxo-11H-dibenzo[b,e]-1,4-dioxepine-4-carbaldehyd) als literaturbekannt heraus-
stellte und bereits von Pittayakhajonwut et al. (2006) im Rahmen einer Naturstoffuntersu-

chung des Pilzstammes BCC 8616 (Pleosporales) beschrieben wurde. Die spektroskopi-
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schen Daten zeigten dabei in sehr guter Ubereinstimmung mit den eigenen Messwerten. Die
Diskussion der antibakteriellen und zytotoxischen Aktivitdt der Depsidonderivate erfolgt im

Ubernachsten Kapitel (Kapitel 4.5.1.).

b)

Abbildung 4.5.25.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-149 in CDCl3 (eigene Darstellung).
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4.5.3.10. Tremateiasid A (SG8c-105)

Abbildung 4.5.26.: Struktur von Verbindung SG8c-105 (eigene Darstellung).

Die in Abbildung 4.5.26. dargestellte Komponente (SG8c¢-105) wurde als farbloser Feststoff
(m=215mg) aus der antibakteriell aktivsten Hauptfraktion (Fraktion 17, SG8c-E1-17,
m = 1.44 mg) durch praparative RP-HPLC (tr =47.0 min, Standardmethode 2, Eluent A/B,
V = 8 ml/min) gewonnen und dann teilweise weiter durch SEC (50/50, % v/v, DCM/MeOH)
aufgereinigt. Die Verbindung zeigte, wie auch bereits beschriebene Depsidonverbindungen
(Kapitel 4.5.3.1.-4.5.3.9.), Ahnlichkeiten im *H- und *C-NMR. Jedoch verfugte sie im 1H-
NMR allerdings Uber zwei olefinischen und zwei aromatische Protonen, sowie sechs Methyl-
gruppen (Tabelle 4.5.5.).

Das Signalprofil im *H- und *C-NMR-Spektrum erschien dabei hauptsachlich als ein doppel-
ter Satz an Signalen. Dies deutete auf eine Verbindung, welche aus sehr ahnlichen Grund-
bausteinen aufgebaut sein musste. Des Weiteren zeigte sich im Vergleich zu den Depsido-
nen ein zusatzlicher, ins Tieffeld-verschobener Kohlenstoff (6C [ppm]= 171.8 (C-77)) im
BC-NMR und im H-NMR ein stark verbreitertes, tieffeldverschobenes Signal
(6C [ppm] = 10.22 (s breit, 1H, COOH)) ohne HMQC-Korrelation. Diese Beobachtungen lie-
Ren auf eine Carboxylgruppe schlieRen. Die Substitutionsmuster an den Phenylringen, etab-
liert durch HMBC-Korrelationen, lieRen sich zusammen mit der Summenformel (Cz4H2607),
bestimmt aus hochauflésenden LC-MS-Messungen im Positiv- (m/z = 427.1817, [M+H]+,
berechnet 427.1751) und Negativ-Modus (m/z = 425.1593, [M-H]), zu einem Depsid zusam-

menfuhren.
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Tabelle 4.5.5.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-105 in DMSO-D6, CDCI3,
und MeOH-D4. * Signalliberlagerung zweier als Quartett aufgespaltener H, erscheint hier als pentett

bosition SG8c-105b (DMSO-Dy) SG8c-105 (CDCly) SG8c-105a (MeOH-D,)
5 *H (m, J [HZ]) 5 °c HMBC (*H -»**C) 8*H(m,J[Hz]) 8*C HMBC(H-¥C) &'H(m,J[Hz]) dC
1 - 104.8 qC (A7) - 103.0 - - 103.0
2 159.4 qC-O- (Ar) - - 163.1 - - 163.8
3 109.5 qC (Ar) - - 109.8 - - 110.9
4 - 159.9 qC-O- (Ar) - - 159.1 - - 162.3
5 6.26 (s) 108.4 CH (Ar) 1,3,4,7,8,9 6.21 (s) 109.8 2,3,4,6,7,8,9,10 6.17 (s) 110.4
6 - 146.0 qC (A7) - - 148.9 - - 149.5
7 - 168.1 0=C-O- - - 169.5 - - 170.1
8 2.00 (s) 82  -CH,(Ar) 1,2,3,4,6 2.14 (s) 7.9 1,2,3,4,5,6 2.01 (s) 8.0
9 - 137.4  qC=C - - 138.2 - - 139.9
10 5.33(q,6.7)' 1212  =CH 6,11, 12 537(q,6.7) 1216 6,11, 12 530 (q, 6.7 121.8
11 163(d,6.7) 136 -CHj 6,9, 10 166(d, 6.7) 13.9 1,5,6,9,10 161(d, 6.7) 13.8
12 1.88 (s) 18.4 -CHj 6,9, 10 1.93 (s) 19.0 1,5,6,9,10 1.88 (s) 19.1
1 1122 qC (A7) - - 107.2 - - 110.0
2 159.0 qC-O- (Ar) - - 162.9 - - 162.9
3 116.7 qC (A7) - - 118.4 - - 118.1
4 - 1515 qC-O- (Ar) - - 153.6 - - 153.8
5 6.39 (s) 1136 CH(A) 12,347,899 6.42 (s) 1148 1,2,347.,8.,9 6.60 (s) 115.3
6 - 1455  qC (A7) - 1475 - - 149.0
7 - 171.8  0O=C-O- - 174.0 - - 174.2
8 1.95 (s) 9.1  -CH, (Ar) 2,346 2.05 (s) 9.3 1,2°,3,5,4,6" 1.94 (s) 9.3
9’ - 137.1 qc= - - 137.6 - - 139.4
100 531(q, 6.7 1216 =CH 6,11 ,12" 555(q,6.7) 124.8 6,11°,12" 527 (q.6.7)' 1224
11 1.66(d, 6.7) 13.8 -CH; 6°,9',10° 1.77(d6.7) 141 1,5,6,9',10° 1.64(d, 6.7) 139
12° 1.85 18.2 -CH; 6°,9',10" 1.96 (s) 18.9 1,56,9,10° 1.86 (s) 18.7
2-OH 10.50 (s) - - 1,2,3 11.38 (s) - 1,2,3 - -
COOH 10.22 (s, breit) - - - 11.58 (s, breit)
jf%Hé 6.97 (s, breit)

Die Argumentation einer Verbindung des Esters Uber C-7 (6C =168.1 ppm) zu C-2°
(6C = 159.0 ppm) entgegen der anderen mdglichen Variante von C-7°(6C = 171.8 ppm) zu
C-2 (6C =159.4 ppm) liel3 sich Uber die relative chemische Verschiebung der beiden Car-
bonylgruppen fuhren. Die starkere Tieffeldverschiebung an C-7" liel3 dort demnach die S&au-
refunktion erwarten. Ein anderes mogliches Regioisomer mit der Esterverknipfung von C-7
zu C-4°, wie es bereits mit Agonodepside B beschrieben war (Cao et al. 2002), wurde trotz
der sehr ahnlichen chemischen Verschiebung im *H- und *C-NMR nicht als Struktur favori-
siert. Begrunden lie sich dies durch die chemische Verschiebung der Hydroxylprotonen.
Das Hydroxylproton an C-2 (®H =10.50 ppm), dessen Position durch die
HMBC-Korrelationen zu C-1, C-2, und C-3 nachgewiesen war (Abbildung 4.5.27b.), war
durch Wasserstoffbrickenbindung mit dem Carbonylkohlenstoff der Saurefunktion in ortho-
Position chelatisiert und damit ins Tieffeld verschoben. Dieser Effekt wurde ebenfalls in
1, 4, 5 oder 8-Position hydroxylierten Anthrachinonen (z.B. Francis et al. 1998, Shao et al.
2007) beobachtet. Das Vorhandensein eines zweiten tieffeldverschobenen OH-Protons, wie
es fur Agonodepside B beschrieben war, wirde mit einem weiteren Hydroxylproton in ortho-
Stellung zu einer Carboxylfunktion erwartet werden koénnen. Im vorliegenden Fall mit der

Hydroxylgruppe in para-Position zur Carbonsaure war dies nicht zu beobachten. Stattdessen
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ist in CDCls ein breites Signal (8H = 6.97 ppm) mit dem Integral von zwei Protonen zu sehen.
Da diese chemischen Verschiebungen nicht fir Carbonsaure-Protonen beschrieben sind,
jedoch fur Hydroxylgruppen, wurden diese den verbliebenen Hydroxyl-Protonen zugeordnet.
Das Ubrige tieffeldverschobene, breite Signal bei 6C = 10.22 ppm wurde daher der freien

Saure zugewiesen (Abbildung 4.5.27a.).

b)

Abbildung 4.5.27.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-105 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Ein Molekil mit der dargelegten Struktur konnte nach einer Literatur- bzw. Datenbanksuche
(SciFinder) nicht gefunden werden. Es wurde daher als neue Verbindung gewertet und der
Trivialnamen Tremateiasid A vorgeschlagenen.

Eine vergleichende Diskussion der Depsid- und Depsidonproduzenten, berichtete Bioaktivi-
tat, sowie die antibakterielle und zytotoxische Aktivitdt des isolierten Depsids, wird verglei-

chend mit den Depsidonen im nachsten Kapitel gefiihrt (Kapitel 4.5.4.).
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4.5.4. Vergleichende Diskussion der Depsidone und Depside
4.5.4.1. Isolierungsquellen von Depsidonen und Depsiden

Depsidone sind hauptséchlich als Stoffwechselprodukte vom Mykobionten der Flechten be-
kannt. Neben der Produktion innerhalb der Flechtensymbiose wurden Depsidone, wenn auch
nicht weit verbreitet (Ibrahim et al. 2018), aus einer Reihe weiterer Pilze von unterschiedli-
chen Habitaten isoliert. Unter diesen sind als Endophyten isolierte Pilze wie zum Beispiel
Simplicillium sp. (Simplicildone A-1; Seatang et al. 2017), Talaromyces stipitatus (Talaromyo-
ne A-B, Cai et al. 2017), Cordyceps dipterigena (Cordycepsidone A-B, Varughese et al.
2012), Corynespora cassiicola (Corynesidone A-D, Chomcheon et al. 2009), Chaetomium
sp. (Chaetosidone A, Talontsi et al. 2013), Phomopsis sp. (Phomopsidone A, Zhang et al.
2014b) Botryosphaeria rhodina (Botryorhodine A-D, Abdou et al. 2010) und Meyerozyma
guilliermondi (Botryorhodine E-G, Chen et al. 2015). Weitere terrestrische Quellen von Dep-
sidonproduzenten sind Erdbodenisolate von Chaetomium brasiliense (Mollicellin B-N, Khum-
komkhet et al. 2009) und kropophile Pilze wie Pilobolus heterosporus (Pilbolusone A-D,
Rajachan et al. 2014). Am Ubergang von terrestrischer zu mariner Umwelt, aus einem Mang-
rovenwald, wurde die Kultivierung von Preussia aurantiaca mit den Depsidonen Auranticin A
und Auranticin B berichtet (Poch & Gloer 1991). Des Weiteren wurden Depsidon-
generierende Pilze aus speziellen Meereshabitaten, wie beispielsweise aus Tiefseesediment
(Spiromastix sp., Spiromastixone A-O, Niu et al. 2014), sowie von der Oberflache von Rotal-
gen (Zhang et al. 2014a) und Schwammen isoliert (Aspergillus unguis (Teleomorph: Emeri-
cella unguis); Aspergillusidone A-F, Nidulin, Unguinol, Sureram et al. 2012). Die aus der
Meeresumgebung isolierten Pilze produzieren dabei hdufig halogenierte Depsidone. Interes-
santerweise wurden ebenfalls chlorierte Depsidone aus Erdbodenisolaten von E. unguis
(Klaiklay et al. 2016) und C. brasiliense beschrieben (Khumkomkhet et al. 2009).

Depside, genauso wie Depsidone auch, sind bekannte Metabolite aus Flechten, wurden je-
doch, wenn auch selten, als Isolate von Pflanzen (z.B. Hillebrand et al. 2004, Reynertson et
al. 2006) und Pilzendophyten publiziert (z.B. Cao et al. 2002, Nazir et al. 2011, de Medeiros
et al. 2011). Depside mit ahnlicher Struktur wie Verbindung SG8c-105 wurden aus Aspergil-
lus unguis (Teleomorph: Emericella unguis), sowohl als Erdboden- (Aspergisid A-B, Phainu-
phong et al. 2018) als auch als Meeresisolat von Makroalgen (Aspergillusidon G, Yang et al.
2018), und aus einem nicht sporulierenden, nicht naher klassifizierten, als Endophyt isolier-

ten Pilz aus der Pflanze Derris thyrsiflora berichtet (Agonodepside A-B, Cao et al. 2002).
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4.5.4.2. Pharmakologische Eigenschaften der Depsidone und Depside

Depsidonderivate sind Gegenstand aktueller Literatur und werden derzeit als wertvolles
Pharmakophor mit vielen, relevanten biologischen Eigenschaften (antineoplasiv, antioxidativ,
antibakteriell, antimykotisch, entzindungshemmend, etc.) angesehen (lbrahim et al. 2018).
An Derivaten mit vergleichbarem Substitutionsmuster, wie die Verbindungen der Auranticin-
bzw. Piloboluson-Reihe, welche ebenfalls im Laufe der Extraktbearbeitung isoliert wurden,
konnten bereits antibakterielle (Poch & Gloer 1991), sowie schwache bis moderat antiparasi-
tare und antiproliferative (Rajachan et al. 2014) Eigenschaften gezeigt werden. Einige der
Depsidone die von Rajachan et al. (2014) isoliert worden waren, sind zuvor in einem endop-
hytischen Pilz nachgewiesen worden und waren dort ebenfalls als schwach zytotoxisch be-
funden worden (Pittayakhajonwut et al. 2006). Antibakterielle Untersuchungen dieser Ver-
bindungsserie wurden allerdings entweder nicht oder bisher nur mit nicht quantitativen Tests
(Hemmbhof- bzw. Agar-Diffusionstests) vorgenommen.

Da Depside mit den Depsidonen strukturell und biosynthetisch verwandt sind (Legaz et al.
2011, Ibrahim et al. 2018), sind bei den Depsiden ebenfalls eine ganze Reihe von biologi-
schen Eigenschaften bekannt (z.B. antibakteriell (Piovano et al. 2002, Phainuphong et al.
2018), entzindungshemmend (Studzinska-Sroka & Dubino 2018), antimykotisch (Smeda-
Hirschmann et al. 2008), antioxidativ (Goutam et al. 2018), photoprotektiv und antiproliferativ
(Molnér & Farkas 2009). Verbindungen mit einem vergleichbaren Substitutionsmuster zum
selbst isolierten Depsid SG8c-105b (Abbildung 4.5.28.) wurden mit Agonodepsid A-B (Cao et
al. 2002), Aspergillusidon G (Yang et al. 2018) und Aspergisid A-B (Phainuphong et al. 2018)
berichtet. Diese wurden neben weiteren pharmakologischen Eigenschaften (z.B. Enzyminhi-

bition: Acetylcholinesterase) als moderat bis stark antibiotisch bewertet.
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Abbildung 4.5.28.: Strukturell zur Verbindung SG8c-105 verwandte Depsidderivate: a) Agono-
depside B, b) Aspergiside B/ Aspergillusidone G (eigene Darstellung).

Aspergisid B und Aspergillusidon G sind dabei strukturell identisch. Je nach Vergleichstamm
und Verbindung lagen die MIC-Werte in einem Bereich von 8-200 uM (z.B. MIC = 8 yM As-
pergisid A, methicillin resistent Staphylococcus aureus; MIC = 102 yM Aspergillusidon G,
Pseudomonas aeruginosa). Die Isolierung der Depsid-Verbindung (Tremateiasid A,
SG8c-105) aus einer im Vortest antibakteriell wirksamen Fraktion lief3 ebenfalls vergleichba-
re Aktivitat erwarten. Demnach war es fur einen Vergleich ebenfalls wichtig die antibakterielle
und antiproliferative Aktivitat der Komponente in Reinform festzustellen (siehe Kapitel
4.5.4.3.).
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4.5.4.3. Antibakterielle und antiproliferative Eigenschaften der isolierten Depside und
Depsidone

Die Depsidone Auranticin A und Auranticin B wurden bereits als antibakteriell wirksame Ver-
bindungen beschrieben (Poch & Gloer 1991). Die Aktivitatsbestimmung erfolgte dabei aller-
dings bisher nur tUber die semi-quantitative Agardiffusionsmethode, was einen Vergleich mit
anderen Verbindungen erschwert. Fur die anderen zuvor isolierten Depsidone (Pilobolu-
son C, SG8c-110a, SG8c-128, SG8c-149) wurden hingegen gar keine antibakteriellen Un-
tersuchungen vorgenommen (Pittayakhajonwut et al. 2006; Rajachan et al. 2014). Die Best-
immungen der MIC- und ICso-Werte (Tabelle 4.5.6.) zeigten bemerkenswerte antibakterielle
Aktivitat bei dem isolierten Depsid Tremateiasid A (SG8c-105) und dem Depsidone
SG8c-149 (Maschke et al. 2019a).

Tabelle 4.5.6.: Antibakterielle und zytotoxische Kennwerte (MIC, ICsp) isolierter Depsidone und
Depside gegenuber B. subtilis, P. agarici und der Zervix-Karzinom Zelline KB-3-1. ! Bute-
nylgruppe (1-Methyl-prop-enyl) an C-4 ersetzt durch Methylgruppe; ? Depside: 6a-OH, 4a-COOH

B. subtilis P. agarici KB-3-1 Substituenten
Trivialname Verbindung I1Cso [UM] MIC [uM] ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM] R? R? R3 R*
Auranticin A SG8c-102 173 245 69 115 101 CH; CH»-OH H COOH
Auranticin B SG8c-108 18 19 33 36 120 CHj;3 CHO H COOH

- SG8c-110a 14 19 9 16 50 H CH,-OH H CHj;

- SG8c-128 19 20 11 16 91 H CH,O-CH; H CHj;

- SG8c-149 5 5 5 5 55 H CHO H CH;
Pilobolusone C SG8c-107 21 25 17 19 249 CH; CH,-O-CH; H COOH
Tremateiasidon A SG8c-106 153 165 133 145 50 H CH,-OH H CH,-OH
Tremateiasidon B SG8c-122a 35 38 18 20 >236 H CHO H COOH

Tremateiasidon C*  SG8c-132 46 66 82 88 96 H CH,-OH H -

- S$S02.02 >1000 >1000 >1000 > 1000 69 CHjs CH,-OH CH; COO-CH;
Tremateiasid A  SG8c-105 2 3 2 2 156 H CHj H CHj
Gentamicinsulfat Referenz 1 2 12 16 - - - - -
(+)-Grisoefulvin Referenz - - - - 20 - - - -
Cryptophycin 52 Referenz - - - - 1.3x10° - - - -

Abbildung 4.5.29.: Grundgertst der fur die Bioaktivitatstests untersuchten Depsidone und
Depside (eigene Darstellung).
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Die ermittelten Werte waren vergleichbar mit den Werten fir das Referenzantibiotikum
Gentamicin gegentber B. subtilis (gram-positiv) und Ubertrafen diese sogar gegeniiber dem
gram-negativen Bakterium P. agarici. Die meisten anderen Depsidone zeigten ebenfalls re-
solute MIC-Werte im Bereich von 19-66 uM fur B. subtilis bzw. 16-88 uM fir P. agarici. Eines
der neu beschriebenen Depsidonderivate (Tremateiasidon A, SG8c-106) und Auranticin A
(SG8c-102) zeigte hingegen nur moderate bis schwache Aktivitat (165-245 uM, B. subtilis;
115-1455 uM, P. agarici) gegeniiber den getesteten Stammen.

Das an R® und R* (Abbildung 4.5.29.) methylierte Derivat von Auranticin A (SS02.02) war
hingegen im getesteten Bereich (> 1000 uM) komplett inaktiv. Es kann daher vermutet wer-
den, dass die Hydroxylgruppe an R® wichtig fur die Interaktion mit der Zielstruktur im Bakteri-
um ist. Eine andere Erklarung fir die Inaktivitat wéare die durch Methylierung stark herabge-
setzte Loslichkeit im wassrigen Nahrmedium. Bis zu einer Konzentration von etwa 250 yM
(125 mg/ml) wurden Tribungen wahrend der MIC-Bestimmung durch ungeltste Testsub-
stanz beobachtet. Die erforderliche Konzentration fir einen wachstumsinhibierenden Effekt
lage somit Uber der Loslichkeitsgrenze. Auffallig war, dass besonders die Depsidonderivate
mit einer Aldehydfunktion an R? gegenuber der Hydroxy- bzw. Methoxyfunktionalisierung zu
den aktivsten Verbindungen gehérten. Die funktionelle Gruppe (OH bzw. O-CH3) an R?!
schien hingegen keine oder nur geringe Auswirkungen auf die antibakterielle Aktivitat der
Verbindungen zu haben (vgl. Auranticin B (SG8c-108) und Tremateiasidon B (SG8c-122a)).
Bei der Struktureigenschaftsbeziehung (SAR) fur R* begunstigte ein hydrophober Rest in
Form einer Methylgruppe die antibakterielle Wirkung (siehe SG8c-110a, R* = CHjs), da die
Aktivitat bei Auranticin A (R* = COOH) und Tremateiasidon A (R* = CH,-OH) deutlich gerin-
ger ausgepragt war. Bei der Abwesenheit der kompletten Seitenkette an C-4 lagen die MIC-
und ICso-Werte hingegen zwischen denen der Depsidone mit hydrophilem bzw. hydropho-
bem Rest an R*. Fir eine weiterfiihrende Analyse und Diskussion zur Struktur-Eigenschafts-
Beziehungen der antibakteriellen Aktivitdt waren allerdings weitere Ergebnisse anderer Deri-
vate notig. Interessanterweise wurde Auranticin A von Poch & Gloer (1991) als deutlich star-
ker antibakteriell als Auranticin B beschrieben. Die selbst ausgefihrten und vorgestellten
Messreihen zeigten hingegen die gegenteilige Beobachtung, sogar gegeniiber derselben
Referenz-Art B. subtilis.

Von Pittayakhajonwut et al. (2006) und Rajachan et al. (2014) wurde bereits fir die von
ihnen isolierten Depsidone eine schwache zytotoxische Aktivitat im niedrigen mikromolaren-
Bereich gegenuber verschiedenen Zelllinien berichtet. In den Testreihen gegentuber der Zer-
vix-Karzinom Zelllinie KB-3-1 konnte ebenfalls eine moderat bis schwache antineoplasive
Aktivitat (vgl. Referenzverbindung (+)-Griseofulvin (ICso = 20 yM)) im Bereich von 50-250 uM
gezeigt werden. Diese Aktivitat ist allerdings sehr gering im Vergleich zu der extrem zytotoxi-

schen Referenz-Verbindung Cryptophycin 52 (1.3 x 10° uM).
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Die Starke der antibakteriellen Aktivitat innerhalb der Depsidonreihe ist nicht in Ubereinstim-
mung mit den Werten fir die zytotoxische Wirksamkeit. Dies deutet auf einen anderen Wirk-
ort bzw. Wirkmechanismus, statt des Vorliegens einer generellen Zellschadigung, hin. Honda
et al. (2010) zeigten, dass die physiko-chemischen Eigenschaften (logP und pKa) wichtig fur
die antibakterielle Aktivitat sind. Shrestha (2015) beobachtete Membran-schadigende Effekte
durch Kulturextrakte von Flechten. Dieser Bakterienmembran-schadigende Effekt, der zuvor
schon von Gupta et al. (2012) fur L-Usninsdure (Abbildung 4.5.30) berichtet wurde, sei aller-
dings nicht der einzige antibakterielle Effekt. Des Weiteren wurden Hinweise, die eine Sto-
rung bei der Zellteilung anzeigen, gefunden (Shrestha 2015). Diese Untersuchungen wurden
allerdings nur mit Kulturextrakten aus Flechten und nicht mit einzeln-isolierten Depsid- bzw.
Depsidonderivaten vorgenommen. Dies schlief3t jedoch mdgliche synergistische Effekte oder
die Wirkung anderer Komponenten des Extrakts nicht aus. Der genaue Wirkort und der
Wirkmechanismus, welcher die antibakterielle Aktivitat von Depsidonen erklart, ist der Litera-
tur bisher nicht bekannt (Shrestha & St. Clair 2013). Als mégliches Ziel kommt allerdings das
FtsZ-Protein (filamenting temperature-sensitve mutant Z-Protein) als bakterielles Tubulinho-
molog infrage, da bereits eine Interaktion und Stérung der FtsZ-Polymerisation durch Poly-
phenolverbindungen (z.B. Viriditoxin & Chrysophaentin A) nachgewiesen wurde (Schaffner-
Barbero et al. 2011).

HO OH ol
Z o
cl OH
o
!
o
HO o HO HO
o
OH o
cl OH
a) b)

Abbildung 4.5.30.: Struktur von a) L-Usninsaure, b) Chrysophaentin A (eigene Darstellung).
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4.5.5. Neue Verbindungen aus Stamm SG8c

4.5.5.1. Tremateiajulin A (SG8c-114)

Abbildung 4.5.31.: Struktur von Verbindung SG8c-114 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-114 (Abbildung 4.5.31.) wurde als gelber Feststoff (m = 3.64 mg) aus
Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m =1.44 g) nach préaparativer RP-HPLC (tr = 37.7 min, Stan-
dardmethode 2, Eluent A/B, V = 8 ml/min) und SEC (100, % v, MeOH) mit der Pseudomole-
kularionenmasse im Positiv-Modus (m/z = 471.2327, [M+H]) und im Negativ-Modus
(m/z = 469.2192, [M-H]) isoliert. Die lonenmassen in Kombination mit weiteren Information
aus den NMR-Spektren lieferten die Elementarzusammensetzung (C27H3407).

Anhand der chemischen Verschiebungen im *H- und *C-NMR-Spektrum konnten vier aro-
matische bzw. olefinische Methylgruppen, eine aliphatische Methylgruppe, zwei aromatische
bzw. olefinische Protonen, zwei sauerstoffverbriickte Methine, sowie eine aliphatische Kette
und elf quaternare Kohlenstoffatom beobachtet werden (Tabelle 4.5.7.). Gemeinsame
HMBC-Signale der beiden Methylgruppenprotonen am Aromaten (&H [ppm] = 2.29 (s, 3H, H-
22), 6C [ppm] =13.0 (C-22); dH [ppm] = 2.28 (s, 3H, H-23), 8C [ppm] = 8.5 (C-23)) und der
Methyleinheit (dH [ppm] = 3.04 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H-15), 8C [ppm] = 37.5 (C-15)) der alipha-
tischen Kette lieBen einen komplett substitutierten Phenylring mit zwei Oxo-
Funktionalisierungen (6C [ppm] = 161.4 (C-7), 6C [ppm] = 154.5 (C-8a)) erwarten.
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Tabelle 4.5.7.: Zuordnung der *H-, 3C- und HMBC-Signale von SG8c-114 in DMSO-Ds und Me-
OH-D..

N SG8c-114b (MeOH-Dy,) SG8c-114a (DMSO-Dg)
Position 1 13 1 13 1 13 1 13
S "H (m, J [Hz]) 5 °C HMBC (‘"H —°C) S "H (m, J [Hz]) 5 °C HMBC (‘H—-"C)
1 - - - - - - -
2 160.3 0O=C-O- - - 157.8
3 - 1133  qC (An) - - 111.2 -
4 8.76 (s) 1445 CH(Ar) 2,3,5,8,839 8.65 (s) 142.5 2,3,58,8a9
4a - 1125 qC (Ar) - - 110.8 -
137.4  qC (Ar) - - 136.4
6 - 124.0 qC (Ar) - - 122.4
7 - 161.4 qC (Ar) - - 159.8
110.3 qC (Ar) - - 108.6
8a - 1545 qC (Ar) - - 152.5
9 - 166.8 =C-O- - - 163.5
10 - - - - - - -
11 4.97 (dd, 13.9, 2.9) 85.1 CH 13, 24, 25, 27 4.96 (d, 13.7) 82.5 13,24, 25, 26, 27
2.87 (dd, 16.8, 13.9 2.78 (dd, 16.4, 13.9
12 2.47((dd, 16.8, 2.9)) 40.9 -CH, 11, 13,14, 24 2.41( (dd, 2.9, 16.2)) 39.7 11, 13,14, 24
13 - 197.1 C=0 - - 192.8 -
14 6.76 (s) 106.3 C=CH 3,9,12,13 6.55 (s) 105.0 3,912
15 3.04 (d, 6.5) 375 -CH, 43,5, 6, 16, 17 2.90 (m) 36.2 43,5, 6, 16, 17
16 3.71 (p, 6.5) 73.2 CH - 3.55 (s, breit) 70.8 -
17 1.55 (m) 38.8 -CH, - 1.44 (m) 37.9
18 1.57 (m), 1.41 (m) 26.8 -CH, - 1.42 (m) 25.2 -
19 1.39 (m) 27.1 -CH, - 1.27 (m) 25.8 18
20 1.52 (m) 33.6 -CH, 18,21 1.39 (m) 32.6 -
21 3.54 (t, 6.6) 62.9 -CH,-OH 19, 20 3.37 (t, 6.5) 60.7 19, 20
22 2.29 (s) 13.0 -CH3(Ar) 4a,5,6,7,16 2.21(s) 12.7 56,7
23 2.28 (s) 8.5 -CHj3 (Ar) 7,8, 8a 2.21(s) 8.6 7,8, 8a,
24 - 134.1 qC= - - 132.8 -
25 5.79 (g, 6.7) 125.1 =CH 11, 26, 27 5.71 (q, 6.6) 122.6 11, 26, 27
26 1.75(d, 6.7) 135 -CH; 11, 24, 25 1.68 (d, 6.6) 131 11, 24, 25
27 1.87 (s) 12.6 -CHs 11, 24, 25 1.78 (s) 12.4 11, 24, 25
16-OH - - - - 4.59 (d, 4.2) - 15, 16, 17
21-OH - - - - 4.32 (s, breit)

Die aliphatische Kette an C-5 (6C = 137.4 ppm) trug zusatzlich zwei Hydroxylgruppen. Eine
der Hydroxylfunktionen war terminal an C-21 (6H [ppm] =3.54 (t, J=6.6 Hz, 2H, H-21),
oC [ppm] = 62.9 (C-21)) und die andere an C-16 positioniert (6H [ppm] 3.71 (p, J = 6.5 Hz,
2H, H-16), 6C [ppm] = 73.1)). Zusammen mit COSY-, HMQC- und ausgewéhlten HMBC-
Korrelationen war es unzweifelhaft moglich die Zuordnung der chemischen Verschiebungen
innerhalb der aliphatischen Kette vorzunehmen (Abbildung 4.5.32a).

Ebenfalls war in den Spektren eine Butenylgruppe, ahnlich der in den Depsidon-
Verbindungen (z.B. SG8c-106, SG8c-122a, SG8c-132), die allerdings an ein Oxymethin an
C-11 (6H [ppm] =4.97 (dd, J=13.9, 2.9 Hz, 1H, H-11), &6C [ppm] = 85.1 (C-11)) gebunden
war, erkennbar. Dieses Oxymethingruppe hatte wiederum starke COSY-Kreuzsignale zu
einer Methylengruppe an C-12 (6H [ppm] = 2.87 (dd, J = 16.8, 13.9 Hz, 1H, H-12), 2.47 (dd,
J=16.8, 2.9 Hz, 1H, H-12°), &8C [ppm] =40.9 (C-12)). Von den HMBC-Korrelation dieser
Methyleneinheit ausgehend, zeigten sich weitere Signale zu einer Carbonylfunktion
(8C [ppm] =197.1 (C-13)) und einem weiteren Proton (&H [ppm]=6.76 (s, 1H, H-14),
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dC [ppm] = 106.3 (C-14)), welches wiederum Verkniipfungen zu zwei sp2-hybridisierten, qua-
ternaren Kohlenstoffen aufwies (6C [ppm] = 113.3 (C-3), 166.8 (C-9)).

Das Pyranocoumarin-Grundgerist wurde durch starke HMBC-Korrelationen des zentralen
Protons an C-4 (6H [ppm] = 8.76 (s, 1H, H-4), 86C [ppm] = 144.5 (C-4)) zu C-5 (Anbindungs-
punkt zur aliphatischen Kette), zu C-8a und ebenfalls zu C-3 und C-9, was auf eine Anbin-
dung zur bereits beschriebenen Untereinheit mit der Butenylgruppe hindeutete, bestimmt.
Zusatzlich war mit dem HMBC-Signal zum Kohlenstoff an C-2 (6C = 160.3 ppm), welches
sonst keine Korrelation mit einem anderen Proton zeigte und das aufgrund der chemischen
Verschiebung eine Esterfunktion bzw. ein Lacton erwarten lie3, eine Korrelation vorhanden.
Die Ringschlusse Uber einen Ester bzw. ein Lacton (C-2 zu C-8a) und einen Ether (C-9 zu
C-11), statt des Vorhandenseins der freien Saure bzw. des Alkohols wurde zusatzlich durch
die Elementarzusammensetzung verdeutlicht. Dies schloss eine lineare Struktur aus und
etablierte ein ungewdhnliches Pyranocoumarin-Grundgeriist. Die vergleichsweise starke
Tieffeldverschiebung des sauerstofffunktionalisierten Kohlenstoffes an C-9 im Vergleich zum
Carbonylkohlenstoff an C-2 lief3 sich durch die beiden S-standigen Carbonylgruppen, welche
einen entschirmenden bzw. Elektronen-ziehenden Effekt haben, erklaren. Interessanterweise
waren die Kohlenstoffe an C-3 und C-7 im *C-Spektrum nicht mit dem Losemittel DMSO-Ds,
beobachtbar, sondern nur durch deren HMBC-Korrelation erkennbar. Dies erschwerte die
Zuordnung. In Methanol-Ds hingegen waren die *C-Signale fur diese Kohlenstoffe klar zu
erkennen.

Die Geometrie der Doppelbindung wurde durch die Beobachtung eines starken NOESY-
Kreuzsignals von H-11 (&H = 4.97) zu H-25 (8H = 5.79) bei gleichzeitigem Fehlen der Korre-
lation von H-11 zu den Methylprotonen H-26 (8H = 1.75) bestimmt. Vorliegender Befund liel3
sich mit der Doppelbindung in E-Konfiguration in Ubereinstimmung bringen. Zur Verdeutli-
chung sind ausgewahlte COSY-, HMBC-, und NOESY-Korrelationen in Abbildung 4.5.32b.
dargestellt. Aufgrund der geringen isolierten Menge und fehlgeschlagenen Bemiihungen bei
der Kristallisation konnte die absolute Konfiguration des Molekils nicht abschlieend be-
stimmt werden. Fir die etablierte Struktur konnte dennoch keine Referenzen in den Daten-
banken gefunden werden, sodass die Verbindung als neues Pyranocoumarinderivat ((E)-3-
(2-(But-2-en-2-yl)-4-o0x0-3,4-dihydro-2H-pyran-6-yl)-5-(2,7-dihydroxyheptyl)-7-hydroxy-6,8-
dimethyl-2H-chromen-2-on) gewertet wurde. Fir die Verbindung wurde der Trivialname Tre-

mateiajulin A vorgeschlagen.
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Abbildung 4.5.32.: a) Chemische Verschiebung von *H- und '3C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG8c-114 in MeOH-D, (eigene Darstellung).
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Die aus den NMR-Spektren abgeleitete Struktur zeigte das ungewdhnliche Pyranocoumarin-
Gerist der Monankarin Serie. Monankarine (A-F) wurden zuvor nur aus dem "Rotschimmel-
pilz" Monascus anka (syn. Monascus purpureus (Mycobank 2019, Crous et al. 2004)) isoliert
(Hossain et al. 1997). Bei diesen Verbindungen ist der Pyranring nicht direkt an die Couma-
rin-Einheit anelliert. Im Unterschied dazu existieren die angularen, die linearen Pyranocoum-
arine der Xanthyletin-Reihe (6,7-Pyranocoumarin bzw. Pyrano[3,2-g]coumarin), Pyranoco-
umarine der Seselin-Reihe (7,8-Pyranocoumarin bzw. Pyrano[3,2-flcoumarin) und die eben-
falls gewinkelten Pyranocoumarine der Bothrioclinin-Reihe (3,4-Pyranocoumarin bzw. Pyra-
no[3,2-c]jcoumarin) (Abbildung 4.5.33.), welche in verschiedenen Pflanzen nachgewiesen
worden sind (z.B. Hansel & Sticher 2010, Chen et al. 2007). Die isolierte Verbindung unter-
scheidet sich jedoch noch weitergehend von den zuvor isolierten Monankarinen in der Lange
der alipahtischen Kette (Heptyl vs. Propyl) an C-5 und dem Substituenten des Pyranringes
an C-11 (Butenyl vs. Methyl).

e) f)

Abbildung 4.5.33.: Strukturelle Vielfalt der Furano- und Pyranocoumarine: a) Psoralen, b) Ange-
licin, c) Xanthyletin, d) Seselin, e) Bothrioclinin, f) Monankarin F (eigene Darstellung).
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Furano- und seltener Pyranocoumarine sind allgemein bekannt fir ihr Vorkommen als se-
kundare Pflanzeninhaltstoffe in Apiaceaen (Doldengewéchse, z.B. Barenklau- und Engel-
wurzarten) sowie Rutaceaen (Rautengewdachse, z.B. Zitrusfriichte), sowie dem Auslésen von
Photoreaktivat in Epidermalzellen (Photodermatitis) beim Menschen (Hansel & Sticher 2010,
Dugrand-Judek et al. 2015). Ihr Vorkommen in Pilzen ist hingegen selten und hauptsachlich
bei endophytischen Pilzen beschrieben (Huang et al. 2012, Nicoletti & Fiorentino 2015). Fur
Furano- und Pyranocoumarine verschiedener Klassen wurden unter anderem antimykotische
(Song et al. 2017), antibakterielle und antivirale Wirkung (Venugopala et al. 2013) sowie Zy-
totoxitat gegen verschiedene Krebszelllinien beschrieben (Magiatis et al. 1998, Hung et al.
2017). Des Weiteren wurden ebenfalls antiinflammatorische (Kirsch et al. 2016) und antioxi-
dative Eigenschaften berichtet (Hung et al. 2017).

Ihre Rolle in Pflanzen wird vor allem als Pflanzenabwehrstoff (Phytoalexine) gegen pathoge-
ne Pilze und herbivore Insekten gesehen (Hadadek et al. 1994, Bougraud et al. 2006). Uber
die bioaktiven Eigenschaften der Pyranocoumarine aus der Monankrin-Reihe ist hingegen
wenig bekannt. Hossain et al. (1996) berichteten tiber MAO-hemmende Aktivitét im niedrigen
mikromolaren-Bereich fir Monankarin A (ICso = 10.7 yM) and Monankarin B (ICso = 15.5 pyM),
die fir Monankarin E und Monankarin F hingegen deutlich verringert ist (ICso > 100 uM). Ei-
gene Untersuchungen zeigten keine antibakterielle Aktivitat im getesteten Bereich (ca. 1-
1000 uM) gegenuber dem gram-positiven Bacillus subtilis und dem gram-negativen Bakteri-
um Pseudomonas agarici. Zudem wurde ebenfalls eine, wenn auch nur sehr schwach aus-

gepragte, zytotoxische Wirkung gegentber der Zelllinie KB-3-1 festgestellt (Tabelle 4.5.8.).

Tabelle 4.5.8.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat von Verbindung SG8c-114.

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici KB-3-1
Probenbezeichnung ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM]
Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-114 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 425
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°
I1Cs [Mg/l] MIC [mg/l] I1C5 [Mg/l] MIC [mg/l] ICso [mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -
SG8c-114 > 500 > 500 > 500 > 500 > 200
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°

Uber die Funktion der linearen und angularen Pyranocoumarine in Pflanzen ist wenig be-
kannt, jedoch wird aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit eine &hnliche Relevanz als Phy-
toalexin gegen Insekten und pathogene Pilze, wie bei den Furanocoumarinen erwartet (Bou-
graud et al. 2006). Ob dies ebenfalls fir die strukturell abweichenden Pyranocoumarine der
Monankarin-Reihe gilt ist mdglich, bleibt aber spekulativ und sollte daher in weiteren Studien

untersucht werden.
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4.5.5.2. 3S-Norgliovictin (SG8c-140)

(G

/

O

Abbildung 4.5.34.: Verbindung von Verbindung SG8c-140 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-140 (Abbildung 4.5.34.) wurde als farbloser Feststoff (m =2.19 mg)
durch praparative RP-HPLC (tr = 24.1 min), Standardmethode 2, Eluent A/B, V =8 ml/min)
aus der 14. Fraktion (SG8c-E1-14, m = 5.39 g) gewonnen.

Die spektralen Eigenschaften der Verbindung (Tabelle 4.5.9.) zeigten im *H-NMR sechs Pro-
tonen in der Aromatenregion (&H [ppm] = 7.24-7.17 (m, 3H, H-11, H-12, H-13), 7.08 (s, 1H,
3-SH), 7.06 (d, J=6.6 Hz, 2H, H-10 und H-14)) und zwei diastereotope Methylengruppen,
von denen eine anhand ihrer chemischen Verschiebung einem Sauerstoffsubstituenten zu-
geordnet werden kann (6H [ppm] = 3.46 (dd, J=11.3, 5.4 Hz, 1H, H-17), 3.30 (dd, J =11.3,
6.4 Hz, 1H, H-17")), sowie drei Methylgruppen (6H [ppm] = 2.93 (s, 3H, H-7), 2.86 (s, 3H, H-
15), 1.86 (s, 3H, H-16)).

Tabelle 4.5.9.: Zuordnung der *H-, **C- und HMBC-Signale von SG8c-140 in DMSO-Ds und Me-
OH-Da.

- SG8c-140a (DMSO-Dy) SG8c-140 (MeOH-Dy)
POSItlon 1 13 1 13 1 13 1 13
5 'H (m, J [Hz]) 5 °C HMBC (H —°C) 6 'H(m,J[Hz) _ 6°C_HMBC (H —=C)
1 R R R R R R R
2 1664 O=C-N- . . 169.0
3 851 qC(N,S) . ; 87.2
4 - - .
5 1640 O=C-N- . . 166.9
6 . 752 qC(N,S) . 76.9 .
7 2.93(s) 288  -N-CH, 2,6 3.02 (s) 20,6 2,6
3.42 (d, 14.0 3.47 (d,13.7
8 e Ed, 14_0; 442  CH,  2,3,914 S Ed, 13_7)) 457 2,39 14
9 - 134.7 qC (Ar) - - 135.6 -
10 7.06 (d, 6.6) 1207 CH(A) 911,13 14 712 (d, 6.7) 131.2 9,11
1 724-717(m) 1281 CH(A) 911,13, 14 729-722(m) 1295 9,11
12 724-717(m) 1267 CH(A) 911,13, 14 729-722(m) 1283 9,11
13 724-717(m) 1281 CH(A) 911,13, 14 729-722(m) 1295 9,11
14 7.06 (d, 6.6) 1207 CH(A) 810,12, 14 712 (d, 6.7) 1312 8,10, 12, 14
15 2.86 (s) 283  -N-CHs 3,5 3.05 (s) 20.4 3,5
16 1.86 (s) 111 -S-CHs 6 1.92 (s) 116 6
17 2:;8 Egg: ﬂg 2:2 638 -CH,-OH 5,6 3.45 (s) 65.3 5,6
3-SH 7.08 (s) . . 2,38
17-OH 5.3 (dd, 5.4, 6.4) ; ; 6,17
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Die Signale dieser Methylgruppen zeigten dabei im HMQC-Spektrum die charakteristische
chemische Verschiebung einer N-Methylierung (6H [ppm] = 2.93 (s, 3H, H-7), 2.86 (s, 3H, H-
15), 6C [ppm] = 28.8 (C-7), 28.3 (C-15)) und einer S-Methylierung (6H [ppm] = 1.86 (s, 3H,
H-16), 6C [ppm] = 11.1 (C-16)). Das Vorhandensein der S-Methylierung an C-16 wurde zu-
dem durch nur eine beobachtbare Kopplung (3J) zu C-6 in HMBC-Spektrum unterlegt. Die
Uber Stickstoff gebundenen Methylgruppen zeigten im HMBC-Spektrum wiederum
3J-Kopplungen zu jeweils einer Carbonylfunktion (3C [ppm] = 166.4 (C-2), 164.0 (C-5)) und
zu den Kohlenstoffen an Position C-6 bzw. C-3. Dadurch lie3 sich eine Diketopiperazin als
Kernstruktur etablieren. Gemeinsame HMBC-Signale der finf aromatischen Protonen und
die fast doppelte Signalintensitdt bei zwei Kohlenstoffatomen (8C [ppm] = 126.7 (C-10,
C-12), 128.1 (C-11, C-13)) aufgrund von Symmetrie innerhalb der Substruktur, lie3 einen
monosubstituierten Phenylring vermuten. Weitere HMBC-Korrelationen der diastereotopen
Methylengruppe zum Phenylring (&H [ppm] = 3.42 (d, J = 14 Hz, 1H, H-8), 3.10 (J = 14 Hz,
1H, H-8") einerseits und zur Carbonylgruppe an C-2 andererseits liel3 diese die Benzylstel-
lung mit Verkniipfung zum C-3 Kohlenstoff am Diketopiperazine einnehmen. Die Position der
anderen, hydroxylierten Methyleneinheit (C-17) war durch deren HMBC-Signal zum Car-
bonylkohlenstoff bei 6C = 164.0 ppm (C-5) an C-6 gegeben. Die Bindung des noch fehlen-
den Substituenten am Diketopiperazin Uber ein Heteroatom war anhand des fehlenden Sig-
nals des tieffeldverschobenen Protons (8H [ppm] = 7.08 (s, 1H, 3-SH) im HMQC-Spektrum
und an dessen HMBC-Korrelationen zu C-2, C-3 und C-8, nachweisbar (Abbildung 4.5.35.).
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Abbildung 4.5.35.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen von Verbindung SG8c-140 in DMSO-Ds¢ (eigene Darstellung).
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Die Thiolfunktion bestétigte sich hierbei durch die massenspektrometrischen Untersuchun-
gen. Obgleich das Molekil selbst bei der Vergleichsweise milden lonisierung mittels ESI
fragmentierte und andere lonenpeaks (z.B. m/z = 277.1179 (C14H17N20S), m/z = 231.1126
Ci3H1sN202) im Positiv-Modus und im Negativ-Modus (m/z = 275.1082, C14H15sN20,S) deut-
lich intensivere Signale lieferten, konnte das Pseudomolekularion (m/z = 339.1085 [M-HJ,
CisH20N203S2-H*) mit geringer Signalstarke bei entsprechender Retentionszeit gefunden
werden. Die Identitt der vorgeschlagenen Struktur konnte zuséatzlich Uber die Isolierung des
in der Literatur bekannten dithiomethylierten Derivates (-)-Gliovictin (siehe SG8c-141, Kapitel
4.5.6.1.) bekraftigt werden.

Die Konfiguration an beiden Stereozentren wurden durch einen Vergleich des spezifischen
Drehwerts (ap® = -5, ¢ = 0.36, MeOH) zur Verbindung (-)-Gliovictin ([a]o® = -39, ¢ = 0.20,
MeOH, Isaka et al. 2005; [a]o -65, ¢ = 1.88 CHCIs, Shin & Fenical 1987) als R,R-konfiguriert
bestimmt. Unabhangig von der stereochemischen Betrachtung wurden Varianten von Glio-
victin (3R,6R-Reihe) bzw. Dimethylthio-Hyalodendrin (3S,6S-Reihe (Strunz et al. 1975) mit
einer Demethylierung am Schwefelatom bisher nicht beschrieben. Das vorliegende Derivat
(-)®S-Norgliovictin (SG8c-140) stellte daher die bisher nicht beschriebene Struktur dar
(3R,6R)-3-Benzyl-6-(hydroxymethyl)-3-mercapto-1,4-dimethyl-6-(methylthio)piperazine-2,5-
dion) (Maschke et al. 2019a). Als Trivialname wurde 3S-Norgliovictin vorgeschlagen.
Sulfatierte 2,5-Diketopiperazine auf Basis von Serin und Phenylalanin (Pita Boente et al.
1991) wurden aus einer ganzen Reihe von Pilzen zum Beispiel Verticillium hemipterigenum
(Isaka et al. 2005a) Asteromyces cruciatus (Shin & Fenical 1987, Gulder et al. 2012), Hel-
minthosporium victoriae (Dorn-Arigioni 1973, Syn. Bipolaris victoriae, Mycobank 2019), Peni-
cillium janczewskii (Smeda-Hirschmann 2005), P. bilaii (Savard et al. 1994, Syn. P. bilaiae,
Mycobank 2019), P. turbatum (Michel et al. 1978), Hyalodendron sp. (Strunz et al. 1975),
Giocadium virens (Kirby et al. 1988, Syn. Trichoderma virens, Mycobank 2019) aus ver-
schiedenen 6kologischen Nischen (marin, terrestrisch, endophytisch, entomopathogen, etc.)
isoliert. Sie sind dabei klassenlbergreifend (Eurotiomycetes, Sordiomycetes, etc.) innerhalb
der Schlauchpilze (Ascomycota) weit verbreitet. Insbesondere das strukturell verwandte Gli-
otoxin ist durch seine Zytotoxizitat gegentber verschiedenen Krebszelllinien aber auch ge-
genluber Phagozyten und T-Lymphozyten bekannt (Borthwick 2012). Dieses Toxin gilt zudem
als Virulenzfaktor bei der Aspergillose durch Aspergillus fumigatus (Hof & Kupfahl 2009).

Die immunmodulatorischen, zytotoxischen, sowie antibakteriellen und antiviralen Aktivitaten
der Thiodiketopiperazine sind in erster Linie mit der Disulfid- bzw. Polysulfidbriicke assoziiert
(Mullbacher et al. 1986, Michel 1988). Die S-methylierten Verbindungen zeigten sich daher
entweder als nicht aktiv gegeniiber Bakterien-, Plasmodium-, Pilz- und Algenteststimmen
(Gulder et al. 2012, Isaka et al. 2005) oder sind im Zytotoxizitatstest gegentiber verschiede-

nen Krebszelllinien nur moderat bis wenig aktiv (ICso: z.B. 19 ym, NCI-H187 (Isaka et al.
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2005); 113 yM, MCF7 (Zhang et al. 2009); 475 uym, AGS, 681 uM, MRC-5 Fibroblasten
(Smeda-Hirschmann 2005), wie sich am Beispiel von (-)-Gliovictin (3R,5R-Reihe) zeigte.

OH

a)

Abbildung 4.5.36.: Bekannte, strukturell verwandte Vertreter der Verbindung SG8c-140: a)
(+)-Hyalodendrin (3S,6S), b) (-)-Gliovictin (3R,6R), c) Gliotoxin (eigene Darstellung).

Die stark verringerte antibakterielle und zytotoxische Aktivitdt konnte auch in eigenen Unter-
suchungen gegenuber B. subtilis, P. agarici und der Zervix-Karzinom-Zelllinie KB-3-1 festge-
stellt werden (Tabelle 4.5.10.) und ist damit in Ubereinstimmung mit den Erwartungen aus

der Literatur.

Tabelle 4.5.10.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat von 3S-Norgliovictin (SG8c-140).

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici KB-3-1
Probenbezeichnung ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM]
Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-140 > 1469 > 1469 634 1446 > 587
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°
I1Cs [Mg/l] MIC [mg/l] I1Cso [Mg/l] MIC [mg/l] ICso [mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -
SG8c-140 > 500 > 500 216 492 > 200
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°

Unklar bleiben hingegen die biologische Funktion bzw. der generierte Vorteil aus der Produk-
tion dieses Metaboliten flr den Pilz. Aufgrund der relativ geringen Menge an isoliertem Mate-
rial kdnnte es sich hierbei eventuell um ein Abbauprodukt von (-)-Gliovictin (SG8c-141) oder
des biologisch aktivieren Disulfidbriickenderivats (-)-Hyalodendendrin (3R,5R-Reihe) han-

deln, welches allerdings nicht isoliert wurde.
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4.5.5.3. Tremachroman A (SG8c-143)

Abbildung 4.5.37.: Struktur von Verbindung SG8c-143 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-143 (Abbildung 4.5.37.) wurde als farbloser Feststoff (m = 31.1 mg)
aus Fraktion 14 (SG8c-E1-14, m =5.39 g) nach préaparativer RP-HPLC (tr = 45.0 min, Stan-
dardmethode 2, Eluent A/B, V =8 ml/min) und Grof3enauschlusschromatographie (100, % v,
MeOH) mittels Sephadex LH-20 gewonnen. LC-MS-Messungen ergaben als Pseodumoleku-
larionenpeak m/z = 265.2140, [M+H] bei positiver lonisierung und m/z = 263.2105, [M-H] bei
negativer lonisierung. Durch das *H-NMR-Spektrum waren eine aliphatische und zwei aro-
matische Methylgruppen, sowie fiinf Protonen mit Sauerstoffverbindung und acht aliphati-
sche Protonen, welche das Vorhandensein einer Pentylkette anzeigten, ersichtlich. Das *C-
NMR zeigte insgesamt 16 Kohlenstoffatome, von den sechs sp2-hybridisiert waren. Zwei
davon waren, anhand der Tieffeldverschiebung (6C [ppm] = 150.6 (C-6), 148.0 (C-8)), wiede-
rum mit Heteroatomen verbunden, was das Vorkommen eines Phenylrings erwartet liel3 (Ta-
belle 4.5.11.).

Tabelle 4.5.11.: Zuordnung der *H-, *C- und HMBC-Signalen von SG8c-143 in CDCls.
SG8c-143 (CDCly)

Position 5 'H (m, J [Hz]) 5 %c HMBC (*H —»C)
1 4.92 (d, 14.8), 4.60 (d, 14.8) 64.9  -O-CH,-Ar 3,6,8, 4,4a,7,8,8a
2 - - -O- -

3 3.56 (dddd 10.7, 8.3, 4.9, 3.4) 75.0 -O-CH 1, 4a, 11,12

4 2.58 (dd, 16.3, 2.8), 2.41 (dd, 16.3, 10.7) 32.3 -CH,- 3,4a,5, 6, 8a, 11,

4a - 130.9 qcC (Ar) -

113.2 qC (Ar)

6 - 150.6  qC-OH (Ar)

7 - 107.2 qC (Ar)

8 - 148.0 qC-OH (Ar)

8a - 114.6 qC (Ar) -

9 2.05 (s) 10.6 -CHjs (Ar) 4a,5,6,7,8

10 2.11 (s) 8.2 -CHj (Ar) 6,7,8

11 1.70 (m), 1.59 (m) 36.2 -CH,- 3,4,12,13

12 1.52 (m), 1.44 (m) 25.4 -CH,- 3,11, 13, 14

13 1.38-1.29 (m) 32.1 -CH,- 12,13, 14

14 1.38-1.29 (m) 22.8 -CH,- 12,13, 14

15 0.91 (t, 6.9) 14.2 -CHj 13, 14
6-OH 4.75 (s) - - 56,7
8-OH 4.67 (s) - - 7,8, 8a
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Des Weiteren waren zwei oxygenierte sp3-Kohlenstoffatome offensichtlich (3C [ppm] = 64.9
(C-1), 75.0 (C-3)). Anhand von HMQC- und COSY-Korrelationen bestatigte sich die bereits
vermutete Pentylkette, welche dartiber hinaus mit einem Oxymethin (8H [ppm] = 3.56 (dddd,
J=10.7, 8.3, 4.9, 3.4 Hz, 1H, H-3), 6C [ppm] = 75.0 (C-3)) und diastereotopen Methylenpro-
tonen verknupft war (6H [ppm] = 2.58 (dd J=16.9, 2.8 Hz, 1H, H-4), 2.41 (dd, J=16.9,
10.7 Hz, 1H, H-4"), 6C [ppm] = 32.2 (C-4)). Zudem war eine sauerstoffverbriickte, diastere-
otope Methyleneinheit (6H [ppm] = 4.92 (d, J =14.8 Hz, 1H, H-1), 4.60 (d, J = 14.8 Hz, 1H,
H-1%), oC [ppm] = 64.9 (C-1)) und die Abwesenden Signale von zwei Wasserstoffen
(®H [ppm] = 4.75 (s, 1H, 6-OH), 4.67 (s, 1H, 8-OH)) im HMQC-Spektrum auffallig, was auf
zwei Hydroxylgruppen schlief3en lief3. Das Substitutionsmuster am Phenylring liel3 sich zwei-
felsfrei durch die HMBC-Korrelationen aufklaren (Abbildung 4.5.38.). Die 3J-Kopplungen der
aromatischen Methylgruppe (8H [ppm] = 2.11 (s, 3H, H-10), 8C[ppm] = 8.2 (C-10)) zu beiden
ins Tieffeld-verschobenen sp?-Kohlenstoffen (C-6, C-8), sowie das Signal der anderen aro-
matischen Methylgruppe (&H [ppm] = 2.05 (s, 3H, H-9), 8C [ppm] = 10.6 (C-9)) zum Kohlen-
stoffatom an C-6 konnten beobachtet werden. Dies flhrte zu einer diortho-Positionierung der
Methylgruppe an C-7, bezogen auf die beiden tieffeldverschobenen Kohlenstoffe, und einer
meta-Position in Bezug zur Methylgruppe an C-5. Diese Methylgruppe (C-9) hatte Korrelatio-
nen zum Kohlenstoff C-4a (6C = 130.9 ppm), welche wiederum ebenfalls beim Oxymethin
(C-3) und den diastereotopen Methylenprotonen (C-4) vorhanden war. Dies flihrte zu einer
ortho-Positionierung der Methylgruppe zur aliphatischen Kettenanbindung an C-4a. Die be-
reits erwahnten diastereotopen Oxymethylenprotonen zeigten Kopplungen zum ins Tieffeld-
verschobenen Kohlenstoffatom C-8 und zum Kohlenstoff der Alkylketten-Anbindung (C-4a).
Dies legte die Ubrig geblieben Position am Phenylring (C-8a) fest. Zusatzlich war eine weite-
re Korrelation zum Oxymethin sichtbar. Dies liel3 eine Etherverbriickung vermuten und fiihrte
zu einem Isochroman-Grundgerist. Die Verbindung von C-1 zu C-3 Uber einen Ether statt
des Vorhandenseins zweier Hydroxylgruppen wurde zusatzlich Uber die Summenformel
(C16H2403), abgeleitet aus der LC-MS-Messung, verdeutlicht and bestatigte zudem das Vor-
handensein von Hydoxylgruppen an den tieffeldverschobenen sp?-Kohlenstoffen C-6 und
C-8. Die so aufgeklarte Struktur konnte durch Datenbank- (SciFinder) und Literaturrecherche
keiner bekannten Verbindung zugeordnet werden und stellte somit ein neues Isochromande-
rivat ((R)-6,8-Dihydroxy-5,7-dimethyl-3-pentylisochroman) dar. Der Trivialname Tremachro-

man A wurde fir Verbindung SG8c-143 vorgeschlagen.
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Abbildung 4.5.38.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen von Verbindung SG8c-143 in CDCL3 (eigene Darstellung).

Die Konfiguration an C-8 wurde durch einen Vergleich des spezifischen Drehwertes
(ap?® = -65.3, ¢ = 1.0, MeOH) mit den strukturell verwandten Verbindungen Pseudoanguillos-
porin A (ap?®® = -72.5, ¢ =0.65, MeOH), welches an Position C-7 demethyliert (Kock et al.
2009) und Pseudoanguillosporin C (ap?® = -116, ¢ = 0.065, MeOH), welches carboxyliert ist
(Rusman et al. 2015), als R-konfiguriert bestimmt. Beide Pseudoanguillosporine weisen zu-
satzlich zur isolierten Verbindung eine verlangerte aliphatische Kette (Heptyl vs. Pentyl) auf,
verfigen aber ebenfalls Uber einen negativen Drehwert (Abbildung 4.5.39.). Annulohypoxy-
loman A, ein weiteres Isochromanderviat (Demethyliert an C-5 und C-7, Methyl statt Pentyl
an C-3), weist ebenfalls einen negativen Drehwert (ap®® = -72.6, ¢ =0.1, MeOH) bei R-
Konfiguration auf (Li et al. 2015). Dies fuhrte zur Vermutung, dass die Konfiguration am ein-
zigen Stereozentrum identisch zur Verbindung SG8c-143 war. Ein weiteres Isochromanderi-
vat (ap?® = +103, ¢ = 0.36, CH3CN) ohne Alkykette (Methyl statt Pentyl an C-3) wurde aus
dem Pappelpathogen Stachybotrys cylindrospora, reklasssifiziert als S. chartum (Li 2007),
berichtet, obwohl hierbei keine absolute Konfiguration angegeben wurde (Ayer & Miao 1993).
Verschieden glykosylierte Varianten (Glc, Rha), mit Namen Colletobredin A-D, allerdings
S-konfiguriert, sind vom endophytischen Pilz Colletotrichum aotearoa beschrieben worden
(Hsaio et al. 2015).
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Abbildung 4.5.39.: Isochroman Vergleichsverbindungen: a) Annulohypoxyloman, b) Colletob-
redin A (R = aRha), ¢) Pseudoanuillosporin A (R = H), B (R = COOH) (eigene Darstellung).

In biologischen Tests an Lipopolysaccharid-aktivierten Makrophagen zeigte sich Colletobre-
din A als schwacher (ICso = 182 yM) NO-Radikal-Inhibitor (Hsiao et al. 2015). Annulohypoxy-
loman A, isoliert aus dem Endophyten Annulohypoxylon truncatum, zeigte hingegen keine
Wirkung in antiinflammatorischen und Zytotoxizitéatstests (Li et al. 2015). Pseudoanguillospo-
rin A wurde ebenfalls aus einer endophytischen Pseudoanguillospora sp. Pilzspezies, Pseu-
doanguillosporin C hingegen aus einem Pilz der Gattung Cadophora, isoliert aus einer Ei-
senmine, gewonnen. Beide Verbindungen weisen antimykotische (MIC =35 ug/ml, Cryp-
tococcus neoformans) Pseudoanguillosporin A zusatzlich antibakterielle und antialgale Ei-
genschaften auf (Kock et al. 2009, Rusman et al. 2015). Diese beschriebenen biologischen
Aktivitaten lie3en fur das neu isolierte und strukturell etablierte Isochromanderivat ebenfalls
vergleichbare antimykotische Aktivitaten und regulatorische Funktionen als Allelochemikalie
vermuten. Die antibakterielle Wirkung gegen die ausgewdhlten Teststamme im Vergleich
zum Referenzantibiotikum war hingegen nur schwach ausgepragt (Tabelle 4.5.12.). Gleiches
gilt fir die Zytotoxizitat die mit einem ICso von 540 uM sehr schwach gegeniber der KB-3-1

Zelllinie ausgepragt ist.

Tabelle 4.5.12: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat des Isochromans SG8c-143a.

Bacilllus subtlis Pseudomonas agarici KB-3-1
Probenbezeichnung ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM]
Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-143 267 366 244 257 540
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°
I1Cs [Mg/l] MIC [mg/l] I1Cso [Mg/l] MIC [mg/l] I1C5o [Mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -
SG8c-143 71 97 65 68 143
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°
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4.5.5.4. Tremaquin A (SG8c-146a)

Abbildung 4.5.40.: Struktur von Verbindung SG8c-146a (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-146 (Abbildung 4.5.40.) wurde als gelber Feststoff (m = 5.85 mg) aus
Fraktion 12 (SG8c-E1-12, m=1.70g) nach NP-Chromatographie (97.5/2/0.5, % vivlv,
DCM/MeOH/AcOH) und Sephadex LH-20 SEC (100, % v, MeOH) isoliert. Die Elementarzu-
sammensetzung (CisH2204) konnte mit Hilfe von Massenanalyse im Positiv-Modus
(m/z = 249.1545, [M-H,O+H]" und im Negativ-Modus (m/z = 265.2377, [M-H]") bestétigt wer-
den. Im 'H-NMR-Spektrum, war wie bei der Verbindung SG8c-143 eine aliphatische
(®H [ppm] = 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-15)) und zwei aromatische Methyleinheit (dH [ppm] =
2.10 (s, 3H, H-8), 1.94 (s, 3H, H-7)), sowie eine Pentylkette beobachtbar. Die Verknipfung
und Zuordnung der aliphatischen Kette wurde mittels COSY- und HMBC-Spektren vorge-
nommen. Im ¥C-NMR waren eine Oxymethingruppe (3C [ppm] = 71.6 (C-9)) und ebenfalls
sechs sp?-hybridisierte Kohlenstoffatome sichtbar (Tabelle 4.5.13.).

Tabelle 4.5.13.: Zuordnung der *H-, *C- und HMBC-Signalen von SG8c-146a.
SG8c-146a (CDCl3)

Position 5 'H (m, J [Hz]) 3 c HMBC (*H —»C)

1 - 1842  C=0 (Ar)
2 150.8  qC-OH (Ar)
3 117.3 qC (Ar)
4 187.8  C=0 (Ar)
5 145.3 qC (Ar)
6 - 137.4 qC (Ar)
7 1.94 (s) 8.4 -CH, (Ar) 2,34
8 2.10 (s) 134 -CH, (Ar) 4,5,6
9 2.69 (dd, 13.5, 4.3), 2.64 (dd, 13.5, 8.5) 34.3 -CH, (Ar)  1,5,6,10,11
10 3.74 (m) 71.6 CH-OH 12
11 1.52 (m) 38.3 -CH,- 9,10,11, 12
12 1.46 (m), 1.36 (m) 255 -CH,- 13, 14
13 1.34-1.28 (m) 31.9 -CH,- 12,13, 14, 15
14 1.34-1.28 (m) 22.8 -CH,- 12,13, 14, 15
15 0.90 (t, 6.9) 14.2 -CH, 13, 14

2-OH 6.99 (s) - - 2,3

Dies lie3 ebenfalls wieder auf einen Phenylring schlieBen. Im Gegensatz zu Verbindung

SG8c-143 waren hier allerdings zwei der sp?-hybridisierten Kohlenstoffe stark ins Tieffeld
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verschoben (6C [ppm] = 184.2 (C-1) 187.8 (C-4)) und insgesamt 15 statt 16 Signale sichtbar.
Kohlenstoffe mit Verschiebungen zwischen etwa 175-190 ppm sind charakteristisch fir Car-
bonyle in konjugierten Systemen, wie zum Beispiel bei Antrachinonen (Arnone et al. 1977)
und Flavonen (Yoon et al. 2011). Dies lieR zusammen mit der Anzahl der sp2-Kohlenstoffe
auf  ein unsymmetrisch  substituiertes  Chinon als  Grundgerist  schlieRen.
HMBC-Korrelationen liefern das Substitutionsmuster am Chinonring (Abbildung 4.5.40b.).
Beide aromatischen Methyleinheiten (8C [ppm] =8.4 (C-7), 13.4 (C-8)) zeigten dabei ein
starkes Signal zur selben Carbonylgruppe (6C [ppm]= 187.8 C-4), was auf eine meta-
Stellung zueinander hindeutete. Gleichzeitig klarte dies die relative Position der Car-
bonylgruppen in para-Positionierung zueinander (1,4-Benzochinon). Die Methylgruppe an
C-3 (dC =117.3 ppm) wies dabei eine 3Jcy-Korrelation zum Tieffeld-verschobenen Kohlen-
stoff (6C =150.8 ppm) an C-2 auf. Zusammen mit der Summenformel ergab sich an dieser
Position somit eine Hydroxygruppe. Deren Position und Identitat wurde zuséatzlich durch
HMBC-Signale des Protons bei 6H = 6.99 ppm (2-OH) zu C-2 und C-3 unterlegt. Der noch
fehlende Substituend an C-6 (6C =137.4ppm) wurde durch Ubereinstimmende
HMBC-Signale (3Jcn und 3Jcn Kopplung) der Methylgruppe an C-5 (8C = 145.3 ppm) und
der diastereotopen Methyleneinheit (6H [ppm] = 2.69 (dd, J =13.5, 4.3 Hz, 1H, H-9), 2.64
(dd, J=13.5, 8.5 Hz, 1H, H-9") der aliphatischen Kette zu C-5 und C-6 bestéatigt. Die raumli-
che Néhe der Methyleinheit an C-5 zur aliphatischen Kette wurde ebenfalls durch NOESY-
Kreuzsignale zu H-9 und H-10 unterstutzt.

Aufgrund der fehlenden 3Jc y-Signalintensitat des Oxymethin-Protons zu C-6 und der zwei-
felsfreien Unterscheidbarkeit zwischen 2Jcn und 3Jc 4 Kopplung von H-8 und H-9 zu C-5 bzw.
C-6 im HMBC-Spektrum kann die Zuordnung der chemischen Verschiebung an C-6 und C-5
vertauscht sein. Diese chemische Verschiebung, wie in Abbildung 4.5.41a. dargestellt, wurde
aufgrund der relativen HMBC-Signalintensitat zwischen 2J- und 3J-Kopplungen (2] > 3J) der
anderen Methylgruppen an C-3 zugeordnet und ebenfalls fir die Methylgruppe an C-5 ange-
nommen.

Die stark unterschiedliche chemische Verschiebung an den beiden Methylgruppenanknip-
fungen C-3 (6C = 117.3 ppm) und C-5 (8C = 145.3 ppm bzw. 137.4 ppm) liel3 sich durch den
abschirmenden Effekt der Hydroxygruppe in a-Position zum C-3 erklaren.

Die Bestimmung der Stereochemie an Position C-10 wurde durch einen Vergleich zur struk-
turell verwandten Struktur (+)-Anserinone B, welche mit positivem spezifischem Drehwert
(ap® = +41.5, ¢ = 0.1, MeOH) in R-Konfiguration gemessen wurde, vorgenommen (Whisen-
ant et al. 2016, Wang et al. 2004, Gautschi et al. 2004b). Da die Verbindung SG8c-146a mit
negativem Drehwinkel (ap?° = -57.9, ¢ = 0.975, MeOH) gemessen wurde, konnte das Stereo-

zentrum als S-konfiguriert festgelegt werden.
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Abbildung 4.5.41.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-146a in CDClIs (eigene Dar-
stellung).

Zu dieser aus den Spektren abgeleiteten Struktur konnte keine literaturbekannte Verbindung
gefunden werden. Demnach stellt das identifizierte (S)-2-Hydroxy-6-(2-hydroxyheptyl)-3,5-
dimethylcyclohexa-2,5-dien-1,4-dion ein neue Benzochinonverbindung dar. Der Trivialname

Tremaquin A wurde fur die Verbindung vorgeschlagen (Maschke et al. 2019a).
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Die strukturell Vergleichbare Substanz (+)-Anserinone B wurde in biologischen Tests als
antimykotisch gegen Sordaria fimicola und Ascobolus furfuraceus und antibakteriell gegen
Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus (Wang et al. 1997), sowie moderat zytotoxisch
gegenuber verschiedenen Tumorzelllinien beschrieben (z.B. 1Cs0 =21 uyM (NCT 60),
ICs0 =17 uM (MDA-MB-435), Wang et al. 1997, Gautschi et al. 2004a). Im Vergleich dazu
ergaben sich in eigenen Testreihen flr SG8c-146a ebenfalls moderate antibakterielle Aktivi-
taten gegen Bacillus subtilis und Pseudomonas agarici und im Vergleich zu den Referenzen
(+)-Griseofulvin und Cryptophycin 52 relativ schwach ausgeprégte zytotoxische Aktivitat ge-
genuber der Zervix-Karzinom Zelllinie KB-3-1 (Tabelle 4.5.14.).

Tabelle 4.5.14.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivitat von des Benzochinons SG8c-146a.

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici KB-3-1
Probenbezeichnung ICso [UM] MIC [uM] ICso [UM] MIC [uM] I1Cs0 [UM]
Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-146a 70 107 121 168 150
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3x10°
I1C5 [Mg/l] MIC [mg/l] I1Cs [Mg/l] MIC [mg/l] I1C5 [Mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -
SG8c-146a 19 28 32 45 40
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 8.7 x10°
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4.5.6. Weitere aus Stamm SG8c isolierte Verbindungen

4.5.6.1.: (-)-Gliovictin (SG8c-141)

/

e
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13

[GILD

O \17

Abbildung 4.5.42.: Struktur von Verbindung SG8c-141 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-141 (Abbildung 4.5.42.) wurde als farbloser Feststoff (m = 7.33 mg)
aus Hauptfraktion 14 (SG8c-E1-14, m =5.39 g) mit praparativer RP-HPLC (tr = 33.3 min,
Standardmethode 2, Eluent A/B, V = 8 ml/min) isoliert und zeigte eine &hnliche Signalvertei-
lung im *H-NMR-Spektrum, wie die weiter vorn besprochenen Verbindung SG8c-140. Die
Spektren unterschieden sich lediglich durch Vorhandensein einer weiteren Methylgruppe
(®H [ppm] = 2.24 (s, 3H, H-8)) und der Abwesenheit eines tieffeldverschobenen Protons. Die
zusatzliche Methylgruppe (8C[ppm] = 13.9 (C-8)) mit charakteristischer Verschiebung einer
S-Methylierung wurde durch das *C-NMR bestétigt. lhre Position zeigt sich in Analogie zur
anderen S-Methylierung mit einem einzelnen HMBC-Signal zur Position C-3
(6C = 71.4 ppm), statt der in SG8c-140 beobachten Thiolfunktion (Abbildung 4.5.43a.). Durch
die HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.5.43b.) konnte gezeigt werden, dass die vorliegende
Verbindung in allen anderen Positionen identisch zu SG8c-140 ist. Die absolute Konfigurati-
on konnte durch einen Vergleich des Drehwertes (ap®° = -47.9, ¢ = 1.0, CHCI3) mit der Litera-
tur (ap?* = -43, ¢ = 0.235, CHCIs, Isaka et al. 2005) zu 3R,5R-konfiguriert bestimmt werden.
Besagte Verbindung konnte damit als (-)-Gliovictin ((3R, 6R)-3-Benzyl-6-(hydroxymethyl)-
1,4-dimethyl-3,6-bis(methylthio)piperazin-2,5-dion) identifiziert werden. Trotz dem die S-
methylierten Thiodiketopiperazine in antimikrobiellen, antiviralen und zytotoxischen Tests als
inaktiv oder deutlich weniger aktiv als di- oder polysulfidverbriickte Derivate beschrieben
worden sind (Michel et al. 1988, Miillbacher et al.), zeigte (-)-Gliovictin dennoch schwache
bis moderate Aktivitdit gegentiber verschiedenen Krebszelllinien (z.B. 1Cso = 19 ym, NCI-
H187 (Isaka et al. 2005); ICso = 113 uM, MCF7 (Zhang et al. 2009); ICso = 475 pm, AGS,
ICs0 = 681 uM, MRC-5 Fibroblasten (Smeda-Hirschmann 2005). Interessanterweise wurde
trotz der beschriebenen Inaktivitat in antimikrobiellen Tests gegentiber Escherichia coli, Ba-
cillus megaterium (Bakterien), Microbotryum violoaceum, Eurotium repens, Mycothypha
microsporum (Pilze), Chlorella fusca (Alge) (Gulder et al. 2012) eine moderate Aktivitat ge-

genuber Mycobacterium tuberculosis (MIC = 71uM) festgestellt (Isaka et al. 2005).

239



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) -

H3C

b)

Abbildung 4.5.42.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen von Verbindung SG8c-141 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Daten zur Aktivitat des ebenfalls in der Literatur beschriebenen Enatiomers
(+)-Bisdethiodi(methylthio)-hyalodendrin (3S,5S-Reihe), isoliert aus einer Hyalodendron sp.,
(Strunz et al. 1974) liegen leider nicht vor. Uber die Funktion von (-)-Gliovictin fur den Pilzor-
ganismus kann wie beim 3S-Norglivictin (SG8c-140) nur spekuliert werden. Obwohl entspre-
chende Verbindung nicht isoliert wurde, handelt es sich eventuell um ein Abbauprodukt des
deutlich starker antibiotisch wirksamen Epidithiodiketopierazines (-)-Hyalodendrin (3R,5R-
Reihe)" (z.B. MIC = 0.6 uM, Pseudomonas aeruginosa; MIC = 6 uM Staphylococcus aureus,
Michel et al. 1988) oder des ebenfalls antibiotisch Wirksamen (+)-Hyalodendrins (3S,5S-
Reihe) (Strunz et al. 1973, Stillwell et al. 1974, Strunz et al. 1975).
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4.5.6.2. Riparin C (SG8c-126a)

Abbildung 4.5.43.: Struktur von SG8c-126a (eigene Darstellung).

Das Molekll SG8c-126a (Abbildung 4.5.43.) wurde als brauner, amorpher Feststoff
(m = 3.5 mg) aus achten Hautpfraktion (SG8c-E1-8, m =1.88 g) hach Saulenchromatogra-
phie (94/5/1, % v/viv, PE/EtOAc/AcOH, R:~ 0.16) und SEC (100, % v, MeOH) gewonnen.
Das 'H-NMR zeigte trotz leichter Verunreinigungen deutlich mehrere Signalgruppen im aro-
matischen Bereich (6H [ppm] = 7.83 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H-6), 7.33-7.26 (m, 5H, H-4, H-
2°, H-3",H-5",H-6"), 7.25 (m, (d teilw. CDClI; Uberlagert), 1H, H-4%), 6.67-6.61 (m, 2H, H-3, H-
5)), sowie ein verbreitertes Signal (&H [ppm] = 5.69 (s breit, 2H, 2-OH und NH) und zwei
koppelnde Methlyengruppen (8H [ppm]=4.49 (t, J=7.0 Hz, 2H, H-8%), 3.07 (t, J= 7.0 Hz,
2H, H-7%)). Breitband entkoppeltes *C-NMR offenbarte, dass Vorhandensein von 13 Signa-
len insgesamt. Davon sind neun Signale mit chemischen Verschiebungen zwischen 110-
140 ppm enthalten, was somit auf zwei aromatische Ringe hindeutete. Zwei der Signale von
nicht quaternaren C-Atomen wiesen nahezu die doppelte Signalintensitat (6C [ppm] = 129.1 (
C-2" und C-67), 128.7 (C-3" und C-5")) auf. Dies lieferte einen Hinweis auf einen Phenylring
mit Symmetrieebene. Die Signale bei 6C = 168.2 ppm (C-7) und dC = 150.6 ppm (C-2) deu-
teten ferner auf eine Sauerstofffunktionalisierung mit einer Carbonyl- (Carbonséaure-, Ester-,
oder Amidfunktion) und einer Hydroxy- bzw. Ethergruppe an einem sp?-hybridisierten Koh-
lenstoff hin. COSY-, HMQC- und HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.5.44b.) halfen in der
Identifizierung der zwei verbunden Substrukturen Ethylphenyl und 2-Hydroxybenzyl. Die
massenspektrometrische Analyse (m/z =242.1232, [M+H]") lieferte die Summenformel
(C1sH1sNO2) und zeigte damit allerdings, dass die Verbindung der Substrukturen nicht, wie
erst angenommen, Uber eine Ester sondern Uber ein Amid realisiert war. In Abbildung

4.5.44a. wurde die Zuordnung der *H- und **C-Signale visualisiert.
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b)

Abbildung 4.5.44.. a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von Verbindung SG8c-126a in CDCI; (eigene Darstellung).

Das vorliegende Salicylamid wurde als Riparin C identifiziert. Verbindungen der Riparin-
Serie (Riparin I-lll (Tyraminderivate) wurden bisher natirlich aus unreifen Friichten der im
Amazonasgebiet beheimateten Medizinalpflanze Aniba riparia isoliert (Barbosa-Filiho et al.
1987, Silva et al. 2015). Des Weiteren wurden synthetische Riparinderivate (Riparin A-F)
beschrieben (Nunes et al. 2014, Araujo et al. 2016). Auf der einen Seite waren in den letzten
Jahren Riparinderivate im Fokus verschiedener Studien, in welchen interessante pharmako-
logischen Eigenschaften zum Tragen kamen, wie beispielsweise antimikrobielle (De Souza
et al. 2007, Catéo et al. 2010), antiparasitare (Araujo et al. 2016, Mafud et al. 2018), antide-
pressive (Teixeira et al. 2013), anxiolytische (De Souza et al. 2005, De Souza et al. 2007),
antiinflammatorische (De Carvalo et al. 2014, Santiago et al. 2015, Silva et al. 2015, antioxi-
dative und zytotoxische (Nunes et al. 2014). Auf der anderen Seite ist speziell Riparin C
(N-Phenethyl-salicylamid) bereits seit ilber 50 Jahren als Syntheseprodukt bekannt und teil-

weise pharmakologisch charakterisiert (z.B. Way et al. 1953, Davidova et al. 1965). Interes-
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santerweise werden die Phenylethyl- (1-10 t/a) und Benzyl-salicylester (> 1000 t/a) im gro-
Ren MaRRstab weltweit als Duft und Aromastoffe in der Nahrungsmittel- und Kosmetikindust-
rie eingesetzt. Sie werden von der FDA (U.S. Food and Drug Administration) als "sicher"
bewertet (GRAS - Generally Recognized As Safe) (Belsito et al. 2007) aber aufgrund der
weit verbreiteten Anwendung und dem Potenzial als endokriner Disruptor eben auch als Re-
gulierungswirdig eingestuft (Zhang et al. 2012b).

Die 6kologische Funktion von Riparin C, Uber eine mogliche Pathogenabwehr durch den
antimikrobiellen Effekt hinaus, ist unbekannt. Nach bisherigem Kenntnisstand ist allerdings
hervorzuheben, dass dies der erste Bericht Giber Riparin C ist, welches aus einer natirlichen

Quelle im Allgemeinen und im speziellen aus einem Pilz isoliert wurde.

243



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) -

4.5.6.3. SG8c-133

Abbildung 4.5.45.: Struktur von Verbindung SG8c-133 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG8c-133 (Abbildung 4.5.45.) wurde aus Hauptfraktion 15 (SG8c-E1-15,
m =771 mg) nach praparativer RP-HPLC (tr = 32.2 min, Standardmethode 2, Eluent A/B,
V =8 ml/min) und SEC (100, % v, MeOH) als farbloser Feststoff (m = 2.33 mg) isoliert. Das
'H-NMR-Spektrum zeigte lediglich finf Signalgruppen. Eines war ein Quartett (SH [ppm] =
6.42 (g, J = 6.3 Hz), 1H, H-8)) im aromatischen Bereich, das allerdings noch weitere Peaks
in der Feinstruktur der Signalaufspaltung zeigte. Ein weiteres Signal zeigte ein Singulett
(®H [ppm] = 6.12 (s, 1H, H-5)) ebenfalls im aromatischen Bereich. Des Weiteren waren drei,
im Vergleich zu aliphatischen Methylgruppen, entschirmte Signale fur Methyleinheiten zu
erkennen. Die Signale fir die Methylgruppen (&H[ppm] = 1.80 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-10), 1.80
(s, 3H, H-11), 1.77 (s, 3H, H-7)) waren dabei teilweise Uberlagert. Sie liel3en sich aber den-
noch im HMQC-Spektrum eindeutig zuordnen. Die Verschiebung der Methylgruppen wies
zudem auf Anbindung an einen aromatischen Ring oder an ein Doppelbindungssystem hin.
Das *C-NMR zeigte insgesamt zehn Signale, wobei die drei Signale (6C [ppm] = 164.2
(C-2), 165.0 (C-4), 157.7 (C-6)) sp>-hybridisierte Kohlenstoffe mit Sauerstofffunktionalisie-
rung anzeigten. Das Korrelationsmuster in COSY- und HMBC-Spektren von H-9, H-10 und
H-11 bzw. der entsprechenden Kohlenstoffe (6C [ppm] = 126.9 (C-8), 127.7 (C-9), 14.0 (C-
10), 11.8 (C-11)) zeigten wieder das Strukturelement der Butenylgruppe (1-Methyl-prop-1-
en) die auch schon bei den Depsidonen/Depsiden (Kapitel 4.5.3.1-4.5.3.10) prasent waren.
Die intensive 3Jcn-Kopplung von H-9 zum quaternaren Kohlenstoff C-6 legte diesen als An-
knipfungspunkt zum Ringsystem fest. Die verbleibende Anzahl an funf zuzuordnenden Koh-
lenstoffen wies entweder auf ein finf-Ringsystem oder auf einen Heterozyklus hin. LC-
MS-Untersuchungen offenbarten das Pseudomolekularion (m/z = 181.0875, [M+H]*) bei po-
sitiver und bei negativer lonisierung (m/z = 179.0755, [M-H]") mir der korrespondierenden
Summenformel (C10H1203). Durch die Anzahl der Heteroatome und die HMBC-Korrelationen
von H-5 und H-7 (Abbildung 4.5.46b.) wurde die Struktur der Verbindung als Lacton etabliert.
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Die andere mdgliche Struktur bei der die Position der Carbonylgruppe und des Sauerstoffs
im Ring ausgetauscht ist, wurde durch die dann auftretende, unwahrscheinliche *Jcu-
Kopplung von H-7 zum Carbonyl-Kohlenstoff tiber ein Heteroatom hinweg, nicht weiter in
Betracht gezogen. Die zugeordneten chemischen Verschiebungen ergaben sich somit wie in
Abbildung 4.5.46a. dargestellt. Der abschirmende Effekt in ortho-Position zur Hydroxyl- bzw.
Carbonylfunktion erklart zudem die fuir sp®-hybridisierte Kohlenstoffe geringe Verschiebung
von C-3 (6C = 97.7 ppm) bzw. C-5 (6C = 97.2 ppm) unter 100 ppm.

6.42

56 CH3

a) b)

Abbildung 4.5.46.. a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schliisselkorrelationen von Verbindung SG8c-133 in DMSO-Ds¢ (eigene Darstellung).

Die Molekulstruktur konnte der literaturbekannten Verbindung (E)-4-Hydroxy-3-methyl-6-(1-
methyl-1-propenyl)-2-pyron, welche Uber keinen Trivialnamen verfiigt, zugeordnet werden.
Sie wurde zuvor und erst kurzlich als natirliches Isolat nur aus dem Pilzen (Aspergillus un-
guis und Graphostroma sp.) marinen Ursprungs isoliert (Sureram et al. 2014, Niu et al.
2018). Allerdings ist die Verbindung als Syntheseprodukt fir das strukturell engverwandte
Nectriapyron bekannt (Abrahmson & Wormser 1981, Burkhardt & Dickschat 2018). Uber die
Bioaktivitat gibt es bis auf eine beschriebene Inaktivitat als antiinflammatiorisches (Pansanit
et al. 2013) und antiallergisches Mittel (Niu et al. 2018) keine Erkenntnisse. Das O-
methylierte Nectriapyron ist als allerdings als MAO-hemmendes (ICso = 8.9 uM, Lee et al.
1999), Melaninsynthese-modulierendes (Thines et al. 1998), antibakterielles (Staphylococ-
cus aureus, 30 ppm, Nair & Carey 1975) und phytotoxisches Molekul (Turkhan et al. 2011),
sowie als Repellent bekannt (Claydon et al. 1985). Die phytotoxische Aktivitat, die auch fir
die Verbindung SG8c-133 angenommen werden kdnnte, und fir viele endophytische Meta-
boliten nachgewiesen ist, lasst sich als weiteres Indiz fur die postulierte "balanced antogo-
nism" Beziehung zwischen Wirtspflanze und Endophyten heranziehen (Schulz et al. 1999,
Schulz et al. 2015, vgl. auch Kapitel 2.2.4.).
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4.5.6.4. Gymnoascolid A (SG8c-148)

Abbildung 4.5.47.: Struktur von Verbindung (eigene Darstellung).

Nach Saulenchromatographie (97.5/1/1.5, % viviv, DCM/MeOH/AcOH, R;~ 0.58) und ab-
schlieBender SEC (100, % v, MeOH) konnte die Verbindung SG8c-148 (Abbildung 4.5.47.)
aus der Hauptfraktion elf (SG8c-E1-11, m = 450 mg) als farbloses Ol (m = 99.1 mg) gewon-
nen werden. LC-MS-Untersuchungen lieferten das Pseudomolekularion bei positiver
(m/z = 251.1247, [M+H]") und negativer lonisierung (m/z = 249.1873, [M+H]").

Die Signalgruppen aus dem 'H-NMR-Spektrum zeigten zwei isolierte tieffeldverschobene
Methlyeneinheiten (8H [ppm] = 4.68 (s, 2H, H-5), 3.96 (s, 2H, H-6)), die aufgrund der Ver-
schiebung an ein Heteroatom gebunden bzw. in einem Doppelbindungssystem eingebunden
sein mussten, sowie sechs Signalgruppen im Verschiebungsbereich fir aromatische Proto-
nen. Deren Integral l&sst insgesamt zehn Protonen erwarten. Die Protonen im aromatischen
Bereich offenbarten des Weiteren eine komplexe Feinstruktur in der Signalaufspaltung,
konnten aber grob jeweils in zwei Dublettgruppen (6H [ppm] = 7.54 (m, 2H, H-2" und H-6"),
7.15 (m, 2H, H-2"" und H-6"")), zwei Triplettgruppen (8H [ppm] = 7.47 (m, 2H, H-3"und H-5"),
7.33 (m, 2H, H-3"" und H-57")) und zwei weiteren Triplettgruppen (6H [ppm] = 7.42 (m, 1H, H-
4%), 7.29 (m, 1H, H-47")) eingeteilt werden. Das Integralverhdltnis in Kombination mit den
Signalmustern deutete demnach auf zwei Phenylringe hin. Das *C-NMR bestatigt diese
Vermutung indem vier Verschiebungen etwa die doppelte Signalintensitat aufwiesen, was
auf die Symmetrieeigenschaften von monosubstituierten Phenylringen zurtickzufihren war.
Des Weiteren ergaben sind zwei, im Vergleich zum Verschiebungsbereich fiir aromatische
Kohlenstoffe, relativ stark entschirmte Kohlenstoffsignale bei 86C =173.4 ppm (C-2) und
6C =160.0 ppm (C-4). Das Signal bei 8C = 173.4 ppm (C-2) wies auf eine Carbonylfunktion
in einem Carboxylester hin. Die Verschiebungen fir die Methylengruppen, dessen Zuord-
nung durch HMQC-Experimente bestétigt wurde, zeigten typische Werte flir Methylene in
Benzylstellung (6C [ppm] = 34.0 (C-6)) und Methylene mit Bindung zu Sauerstoff (8C [ppm] =
71.2 (C-5)). Somit ergeben sich 17 Kohlenstoffatome insgesamt, die zusammen mit den Da-

ten aus der Massenspektrometrie die elementare Zusammensetzung (C17H140>) lieferte.
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HMBC- und andere 2d-NMR-Korrelationen (Abbildung 4.5.48a.) lieferten schlief3lich den
Strukturvorschlag und erméglichten die komplette Zuordnung der chemischen Verschiebun-
gen (Abbildung 4.5.48b.). Die Tieffeldverschiebung von C-4 (6C = 160.0 ppm) lies sich durch

die Carbonylgruppe in B-Position erklaren.

b)

Abbildung 4.5.48.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—), und NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von Verbindung SG8c-148 in CDCl3 (eigene Dar-
stellung).

Die vorliegende Struktur wurde zuvor als erstes von Clark et al. (2005) als Gymnoascolid A,
ein Butenolid aus dem Erdbodenisolat des Pilzes Gymnoascus reessii, beschrieben. Die
spektralen Daten sind in guter Ubereinstimmung zur Primérliteratur und erlaubten im Gegen-
satz zur Orginalquelle durch eine héhere Messfrequenz des NMR-Messgerates sogar eine
zweifelsfreie Zuordnung der chemischen Verschiebungen. Obwohl 2-Furanone (z.B. das
Vitamin Ascorbinsdure, das Mykotoxin Patulin) haufige Strukturelemente in Naturstoffen sind
bzw. die Strukturklasse der Butenolide haufig isoliert wird, ist die direkte Verknupfung einer

Phenyl- und einer Benzylgruppe Uber die 2-Furanoneinheit ein seltenes Strukturmotiv (Clark
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et al. 2005). Lediglich mit Eutypoid A (aus dem Meerespilz Eutypa sp.), Microperfuranon (aus
dem terrestrischem Pilz Anixiella micropertusa) und Microperfuranonanhydrid (aus dem ter-
restrischem Pilz Aspergillus nidulans), sowie Carbonarin A und Carbonarin H (aus dem ter-
restrischem Pilz Aspergillus carbonarius), welche als Insektizid-Komponenten patentiert wur-
den, sind vergleichbare Strukturen bekannt (Clark et al. 2005). Gymnoascolid A (Hosoe et al.
2005) und deren Glykoside (Wakana et al. 2008) wurden kurzlich ebenfalls noch aus dem
Pilz Malbranchea filamentosa isoliert. Weiterhin wurde Gymnoascolid A als Isolat aus Nig-
rospora sphaerica berichtet (Zhang et al. 2010). In Bioaktivitatstests wurde Gymnoascolid A
als Blutgefal3 erweiternd (Vasodilation), sowie als selektiv antimykotisch (MIC = 52 uM) ge-
genuber dem Pflanzenpathogen Septoria hodorum bewertet (Clark et al. 2005). Der antimy-
kotische Effekt konnte allerdings nicht gegenlber anderen getesteten filamentésen Pilzen
(Aspergillus niger, Asperigillus fumigatus) oder Hefen (Candida albicans, Cryptococcus neo-
formans) im getesteten Bereich (100 ug/Testplatichen) des Argar-Diffusionstestes festge-
stellt werden (Hosoe et al. 2005). Als ebenfalls inaktiv wurde die Verbindung gegentuiber Bak-
terien (Bacillus subtilis), Nematoden (Haemonchus contortus) und einer Tumorzelllinie (NS-
1, Mausmyelom) befunden. Die beschriebene selektive antimykotische Wirkung gegen einen
fur Pflanzen pathogenen Pilz lasst eine Funktion des Metaboliten als Allelochemikalie wahr-
scheinlich erscheinen und unterstreicht die mdgliche Rolle des Stammes als mutualistischer

Endoyphyt.

HO

a) b)

Abbildung 4.5.49.: Weitere Butenolide mit Strukturmotiv von SG8c-149: a) Eutypoid, b)
Microperfuranon, c) Carbonarin H (eigene Darstellung).
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4.5.6.5. Haufig isolierte Metabolite

Im weiteren Verlauf der Extraktbearbeitung konnten noch einige Verbindungen isoliert und
charakterisiert werden, die allerdings als Naturstoffe weit verbreitetet sind. Da sie nicht spezi-
fisch fir eine Art oder bestimmte Organismengruppe sind, sondern aus vielen verschiedenen
Quellen gewonnen werden kénnen, werden diese nur der Vollstadndigkeit wegen gezeigt aber
nicht eingehender beschrieben (Abbildung 4.5.50.). Zu diesen haufig isolierbaren Metaboli-
ten gehodren Fettsduren (z.B. Linolséure, Abbildung 4.5.50e.) und Lipide (z.B. Monocaprin,
Abbildung 4.5.50d), die als Speicherstoffe, Signalmolekille und Zellwandbestandteile eine
Rolle spielen, sowie einfache aromatische Verbindungen aus der Gruppe der Phenylpro-
panoide (z.B. Ferulasdure, Abbildung 4.5.50c., p-Hydroxyzimtsaure Abbildung 4.5.50b).
Zimtsaurederivate sind typische Metaboliten aus der pflanzlichen Biosynthese werden jedoch
gelegentlich auch aus Pilzen, zum Beispiel, wie bei Ferulasadure, aus marinen (Wu et al.
2016) und endophytischen Pilzen (Liu et al. 2017), isoliert. Dasselbe gilt fir das ebenfalls
isolierte Benzoesaurederivat Vanillinsaure (Abbildung 4.5.50a.) dessen Gewinnung auch aus
mykochemischen Untersuchungen endophytischer Pilze berichtet wurde (z.B. Cheng et al.
2011, Song et al. 2015). Aufgrund der generell geringen isolierten Menge ist es allerdings
auch moglich, dass es sich bei den aromatischen Metaboliten um Artefakte aus dem zur
Pilzkultivierung genutzten Reismedium handelt. Auffallig ist zumindest, dass bei den genann-
ten Literaturbeispielen ebenfalls ausnahmslos Reismedium zur Kultivierung verwendet wur-
de. Zudem sind einfache Hydroxybenzoesauren und Hydroxyzimtséuren als Inhaltsstoffe von
Reiskdrnern dokumentiert (Shao & Bao 2018)

o)
OH & o
) wﬁ» - S
o\ HO HO
a) b) c)
© o
Ho )J\/\/\/\/\
O OH

OH T T

d) e)

Abbildung 4.5.50.: Haufig ebenfalls aus anderen Quellen berichtetet Metaboliten aus Stamm
SG8c: a) Vanillinsaure, b) 4-Hydroxyzimtsaure, c) Ferulasaure, d) Monocaprin e) Linolséaure
(eigene Darstellung).
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4.5.7. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG8c

Aus Stamm SG8c konnten insgesamt 22 Metaboliten isoliert und charakterisiert werden. Da-
von stellten acht Verbindungen neue, zuvor unbeschriebene Naturstoffe dar. Viele zeigten
daruber hinaus bemerkenswerte antibakterielle Aktivitéaten, die sich mit dem bekannten Refe-
renzantibiotikum (Gentamicinsulfat) vergleichen lieRen. Der beobachtete antibakterielle Ef-
fekt des Rohextraktes und der Unterfraktionen konnte in erster Linie den enthalten Depsido-
nen und dem Depsid als aktive Komponenten zugeordnet werden. Die mykochemische Un-
tersuchung von SG8c zeigt in hervorragender Weise, dass endophytische Pilze, insbesonde-
re aus wenig studierten Gattungen, eine gute Quelle fiir neue und bioaktive Naturstoff sein
koénnen.

Ein Literaturvergleich zu anderen isolierten Metaboliten aus Tremateia-Arten ist nicht mog-
lich, da diese zuvor nicht Gegenstand mykochemischer Untersuchungen waren. Die Haupt-
metaboliten, die Depsidon- und Depsidderivate, wurden allerdings bereits aus anderen
Stammen der Ordnung Pleosporales, wie zum Beispiel Preussia aurantiaca, (Syn.: Pycnidio-
phora aurantiaca) oder Corynespora cassiicola gewonnen. Interessanterweise wurden diese
auch aus phylogenetisch weiter entfernten Arten isoliert, wie z.B. Meyerozyma guilliermondii
(Saccharomycetes), Pilobolus heterosporus (Mucoromycetes), Aspergillus unguis (Syn.:
Emericella unguis ((Eurotiomycetes)), Cordyceps dipterigena (Syn.: Ophiocordyceps dipteri-
gena (Sordariomycetes), Ibrahim et al. 2018). Die Depsidone sind daher keine exklusiv nur in
einer Familie vorkommende Gruppe von Verbindungen, sondern ber verschiedene Pilzklas-
sen verteilt. Dies deutet eventuell auf einen horizontalen Gentransfer der beteiligten Biosyn-
thesegene oder einer wiederholten, separaten Entwicklung zur Depsid- und Depsidonbiosyn-
thesefahigkeit hin. Der Produktstamm SG8c lasst sich trotz des zu anderen isolierten Endo-
phyten vergleichsweise langsamen Wachstums als guter Produktionsstamm fir Depsidone
interpretieren, da diese trotz nicht optimierter Kultivierungs- und Isolierungsbedingungen zu
einem relativ groRen Teil (~ 10% w/w) der Rohextraktmasse isoliert werden konnten. Far
beispielsweise den Hauptmetabolit Auranticin A ist derzeit keine kommerzielle Quelle be-
kannt. Fir andere kommerziell verfligbare Depsidone werden kostenintensive Betrdge ge-
fordert (z.B. Lobarsaure ~ 250 Euro/mg, www.caymanchem.com, 25.03.2019), so dass Dep-
sidone als wertvolle Spezialchemikalien erscheinen.

Auch wenn die anderen neu beschriebenen Metaboliten (SG8c-114, SG8c-143, SG8c-146a)
nicht in derselben Quantitat isoliert werden konnten und sich deutlich weniger potent in den
Bioaktivitatsmessungen (antiabktieriell, cytotoxisch) zeigten, sind diese dennoch von Interes-
se. Weitere Untersuchungen waren notwendig, um die biologische Funktion bzw. die mole-

kulare Zielstruktur mit denen diese Naturstoffe interagieren konnen, ausfindig zu machen.
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4.6. Stamm SG25 (Biscogniauxia sp.)

Abbildung 4.6.1: Abbildungszusammenstellung zur Bearbeitung von Endophytenstamm SG25
(Biscogniauxia sp.): Wirtspflanze (Eucalyptus sp., oben links), Rindenproben (oben rechts),
Submers-Fermentation in Kartoffel-Dextrose-Medium (unten links), Solid-State-Fermentation
auf Reismedium (unten rechts) (eigene Darstellung).
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4.6.1. Stammidentifizierung und Auswabhl

Die Klassifizierung des Stammes erfolgte anhand DNA-basierender Methoden Uber ITS-
nrDNA als fir Pilze akzeptierter Barcodemarker und phylogenetischer Analyse der Sequen-
zen zu Referenzstammen derselben Familie und Gattung. Der Abgleich der ITS-Sequenzen
(Zugangsnummer NCBI: LR585035) mittels BLAST-Algorithmus ergab viele Treffer zu
Stammen aus der Familie der Xylariaceae, insbesondere der Gattung Biscogniauxia. Hohe
Ubereinstimmungen zu Referenzsequenzen ergaben sich bei zwei Biscogniauxia-Stammen
(z.B. 98.7%, Biscogniauxia sp. GHAO3 (Zugangsnummer NCBI: HM752510.1), 98.2%, Bis-
cogniauxia sp. UFMGCB 3834 (Zugangsnummer NCBI: JQ327868.1), die allerdings nicht bis
auf Artlevel klassifiziert wurden. Auffallig war bei den gelisteten Treffern auch die relativ hohe
Anzahl an Stammen (ca. 10%), die als Endophytenisolat annotiert wurden.

Die Restriktion der Suche auf "type material"-Sequenzen (Federhen 2015) ergab ebenfalls
als Haupttreffer Stamme innerhalb der Gattung Biscogniauxia, allerdings mit deutlich gerin-
gerer, fir eine Zuordnung inakzeptabler prozentualer Ubereinstimmung (88.8%, B. nummula-
ria MUCL 51395, Zugangsnummer NCBI: NR_153649.1). Um die Gattungseinstufung des
Stammes abzusichern wurde, demnach zusatzlich der LSU-Genbereich amplifiziert und se-
guenziert. Anschlie3end wurden beide Sequenzbereiche separaten phylogenetischen Analy-
sen unterworfen (Abbildung 4.6.2.). Diese Analysen offenbarten beim LSU-Bereich, dass der
Stamm tatsachlich innerhalb der Xylariaceae Familie clustert (Abbildung 4.6.2a.), auch wenn
die innere Systematik gerade innerhalb der Biscogniauxia sp. (vgl.: B. nummularia und B.
mediterranea) unklar zu seien scheint und somit einer Revision bedarf. Die phylogenetische
Analyse der ITS-Sequenzen (Abbildung 4.6.2b.), zeigten hingegen eine eindeutige Positio-
nierung innerhalb der Biscogniauxia-Clade und legten damit weiterhin die Einordnung des
Stammes als Biscogniauxia-Art nahe. Eine Bestimmung bis auf Artlevel lasst sich anhand

der Daten jedoch nicht formulieren.
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Biscogniauxia nummularia strain MUCL 51395 (KY610427.1
Camillea obularia strain ATCC 28093 (KY610429.1)
Daldinia loculatoides CBS 113279 (KY610438.1)
Daldinia dennisii var. dennisii CBS 114741 (MH874530.1)
Anthostomella brabeji CBS:110128 (UEU552098.1)
5 Astrocystis bambusicola culture MFLUCC 17-0127 (MF467944.1)
Anthostomella leucospermi CBS 110126 (EU552100.1)
Xylaria enteroleuca strain CBS 128357 (MH876349.1)
Xylaria longipes strain CBS 148.73 (MH872351.1)
SG25-LSU
Biscogniauxia mediterranea strain CBS 129074 (MH876626.1)
Hypoxylon punctulatum strain CBS 128.56 (MH869077.1)
Biscogniauxia petrensis strain LC5751 (KU746717.1)
L Cryptostroma corticale strain CBS 217.52 (MH868530.1)
% E Fasciatispora nypae voucher MFLUCC 11-0382 (KP744484.1)
Fasciatispora calami voucher MFLUCC 15-0294 (MF459055.1)
91 Entosordaria perfidiosa strain EPE (MF488993.1)
Entosordaria quercina strain RQ (MF488994.1)
81 Barrmaelia rappazii strain Cr2 (MF488989.1)
95 — Barrmaelia rhamnicola strain BR (MF488990.1)
Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NG_055739.1)
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34
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Xylaria enteroleuca strain CBS 128357 (MH864898.1)
Xylaria longipes strain CBS 148.73 (AY909013.1)
Astrocystis bambusicola MFLUCC 17-0127 (NR 158350.1)
Emarcea eucalyptigena strain CPC 24914 (KR476733.1)
Anthostomella leucospermi CBS 110126 (EU552100.1)
Anthostomella brabeji Type material (NR 153509.1)

Daldinia loculatoides isolate CBS 113279 (KU684019.1)
57 T[ Daldinia dennisii var. dennisii strain CBS 114741 (MH862968.1)
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Biscogniauxia sp. GHA03 (HM752510.1)
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Biscogniauxia anceps strain EGJMP19 (KF192824.1)

Biscogniauxia nummularia MUCL 51395 (NR 153649.1)

Hypoxylon punctulatum strain CBS 128.56 (MH857541.1)

Biscogniauxia mediterranea strain CBS 129074 (MH865189.1)

54 Camillea obularia culture ATCC:28093 (KY610384.1)

Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NG 055739.1)

52
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Abbildung 4.2.2: Maximum-Likelihood-Baum mit LSU (a) und ITS (b)-Sequenz des Stammes
SG25 und Vergleichsreferenzen aus Xylariaceaen Familie mit 1000 Bootstrap Replikationen
und Aspergillus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung).
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Der Stamm SG25 wurde als Kandidat zur genaueren mykochemischen Bearbeitung, einer-
seits aufgrund der Gattungsklassifizierung und andererseits wegen gezeigter antibakterieller
Aktivitat in den Vortests, ausgewahlt. Zum einen waren nach Literaturrecherchen wenige
jedoch aktuelle Naturstoffuntersuchungen fiir die gesamte Gattung Biscogniauxia bekannt
(Evidente et al. 2005, Amand et al. 2012, Cheng et al. 2012, Figueroa et al. 2015, Wu et al.
2016b, Zhao et al. 2017b, Zhao et al. 2019) und zum anderen zeigte sich fir das Rohextrakt
starke antibakterielle Aktivitat gegenuber B. subtilis, M. luteus, und P. agraci im Hemmbhoftest
(z.B. 19 mm, 500 ug/Plattchen, gegenliber M. luteus). Nach der MaRRstabvergrof3erung zur
Kultivierung der fur die mykochemischen Untersuchen bendtigen Menge mittels Solid-State-
Fermentation (SSF) wurde allerdings trotz mehrfacher Vermessung festgestellt, dass die
zuvor ermittelte antibakterielle Aktivitat nicht mehr vorhanden bzw. stark verringert war (Ta-
belle 4.6.1.). Das Extrakt wurde dennoch mit der Intention eine antibakterielle Fraktion nach
dem Initialtrennschritt ermitteln zu kénnen weiterbearbeitet, um die aktive Verbindung bzw.

Verbindungen zumindest in geringer Menge isolieren zu kénnen.

Tabelle 4.6.1.: Ergebnis der SG25 Rohextrakte im Agardiffusionstest.

E. coli B. subtilis P. agarici M. luteus S. warneri
Sample Name c[mg/ml] V[ul] @ [mm]

Gentamicin (Referenz) 0.5 25 15 25 20 24 185

SG25 (EtOAc Rohextrakt) 20 25 7 13 15 16 8.5
Gentamicin (Referenz) 0.5 25 15 24 14 20 16.5
SG25-E1 scale up (EtOAc Rohextrakt) 20 25 7 n.a. n.a. n.a. n.a.
SG25-E2 scale up (MeOH Rohextrakt) 20 25 7 n.a. n.a. n.a. n.a.
Gentamicin (Referenz) 0.5 25 14 19 14 18 17

SG25 (EtOAc Rohextrakt) 20 25 9 10 12 19 8
SG25-E1 scale up (EtOAc Rohextrakt) 20 25 n.a. 7 8 8 n.a.
SG25-E2 scale up (MeOH Rohextrakt) 20 25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
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4.6.2. Extraktbearbeitung

Die Kultivierung des Stammes wurde nach 28 Tagen durch zweifache Extraktion mit Essig-
séureethylester beendet. Das ebenfalls erstellte MeOH-Extrakt (m =71.8 g) wurde wegen
mangelnder antibakterieller Aktivitat (Tabelle 4.6.1.) in den Vortests nicht weitergehend be-
arbeit. Das EtOAc-Rohextrakt (m =21.2g) wurde hingegen, an Kieselgel gebunden
(2:1 w/w) und einer Gradientensaule (Kieselgel: m ~ 450 g, Saule: h=45cm, @ =5 cm),
ausgehend von Petrolether, Uber Dichlormethan/Petrolether- und Dichlormethan/Methanol-
Mischungen mit abschlieRender Spulung durch Methanol/Essigsaure (95/5, % v/v) als initia-
lem Trennschritt, aufgereinigt (Abbildung 4.6.3.). Verbindung SG25-105 konnte direkt als
Kristallisat aus der dligen Hauptfraktion neun (SG25-E1-9, m = 2.37 g) abgeschieden und
charakterisiert werden (Kapitel 4.6.3.1.). Die weitere Bearbeitung der Fraktionen wurde an-
hand der biologischen Aktivitat ("bioguided fractionation") und der Trennbarkeit vorgenom-
men. Die Fraktionen um die Hauptfraktion 17 (SG25-E1-17, m = 863 mg) zeigte dabei die
gréRten Hemmhofe (z.B. @ =7 - 12 mm, gegen P. agarici bei 0.5 mg/Plattchen) im Agardif-
fusionstest und wurden daher zunéchst fir die weitere Bearbeitung favorisiert. Die Frakti-
on 12 (SG25-E1-12, m = 418 mq), 14 - 23 wurden einer GroRenausschlusschromatographie
(50/50, % viv DCM/MeOH) durch Sephadex LH-20 unterworfen. Dadurch konnten die Ver-
bindung p-Hydoxybenzoesaure (SG25-107, m =23.6 mg) und ein Dinaphtalinonderivat
(SG25-112, m = 26.5 mg), sowie (+)-trans-4-Hydroxyscytalon (SG25-119, m = 23.0 mg) und
7-Hydroxy-5-methoxy-4,6-dimetyhlphthalid (SG25-136, m = 20.7 mg) isoliert und charakteri-
siert werden. Ein weiterer Aufreinigungsschritt durch SEC (100, % v, MeOH), wieder Uber
Sephadex LH-20, waren fir die Gewinnung von Methyltriaceticlacton (SG25-110a,
m = 27.2 mg), Protochatechusdure (SG25-124, m =9.89 mg) und 5-O-Acetylmevalonsaure
(SG25-116a, m = 38.4 mg) erforderlich. Letztere Verbindung wurde allerdings erst nach Elu-
tion durch eine Gradienten-RP-HPLC (tr =21 min, Standardmethode 2, V =8 ml/min,
ACN/H,O/TFA) als abschlieBendem Schritt erhalten. Andere Fraktionen (z.B. SG25-E1-14,
SG25-E1-15, SG25-E1-23) wurden weiterbearbeitet. Es wurden allerdings mangels Trenner-

folg keine weiteren reinen Verbindungen erhalten oder strukturell charakterisiert.
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H,0, m=1.8 kg
Kultivierung (SSF) Reis, m = 1.5 kg
t=28d, T=25°C
v 1. 2x EtOAc, Vethanolextrakt
— anolextral
> 4 ml/g Substrat ]
Extraktion (SG25-82)
2. 1x MeOH,
c¢=1.5ml/g Substrat
lEthylacetatextrakt 9
m =21.2 g (SG25-E1)
Gradienten LC
PE, DCM, MeOH
Fraktion 9 > Prazipitation SG25-E1-9-0 » SG25-105, m = 24.3 mg
10/90 PE/DCM ~ ((-)-5-Methylmellein)
Fraktion 12 5%,'55% SG25-E1-12-SE5 5 SG25-136, m = 20.7 mg
99/1 DCM/MeOH DCM/MeOH (Phthalidderivat)
SEC SG25-E1-SE4-SE2
Fraktion 16 50/50 SEC SG25-110a, m = 27.2 mg
> —> S
95/5 DCM/MeOH DCM/MeOH MeOH (Methyltriaceticlacton)
Fraktion 17 5%,E5CO SG25-E1-17-SE2 . SG25-107, m=23.6 mg
94/6 DCM/MeOH DCM/MeOH (p-Hydroxybenzoeséaure)
Fraktion 1-25
Fraktion 18 5%/E5% SG25-E1-18-SE5 » SG25-112, m=26.5mg
93/7 DCM/MeOH DCMMeOH (Dinaphtalinonderivat)
SG25-E1-18-SE3-SE1-3
SEC . Grad. RP-HPLC ) SG25-116a, m = 38.4 mg
MeOH ” H,O/ACN (5-O-Acetylmevalonsaure)
SEC SG25-E1-19-SE6-SE1L
Fraktion 19 50/50 > SEC p SG25-124, m = 9.89 mg
92/8 DCM/MeOH DCM/MeOH MeOH (Protocatechusaure)
Fraktion 20 5%,'55% SG25-E1-20-SE5 » SG25-119, m = 23.0mg
91/9 DCM/MeOH DCM/MeOH (4-Hydroxyscytalon)

A

Abbildung 4.6.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema fiur Stamm SG25
(eigene Darstellung).
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4.6.3. Isolierte und charakterisierte Verbindungen aus Stamm SG25
4.6.3.1. (R)-5-Methylmellein (SG25-105)

OH O

4 11,
6 4a 3 ////3

10

Abbildung 4.6.4.: Struktur von Verbindung SG25-105 (eigene Darstellung).

Die in Abbildung 4.6.4. dargestellte Verbindung (m = 24.3) wurde durch direkte Kristallisation
und Waschen mit Petrolether aus der 6ligen Hauptfraktion neun (SG25-E1-9, m = 3.07 Q)
gewonnen. Im H-NMR-Spektrum waren zwei miteinander koppelnde Kerne im Verschie-
bungsbereich fur aromatische Protonen (&H [ppm] = 7.28 (d, J =8.5 Hz, 1H, H-6) 6.81 (d,
J = 8.5Hz, 1H, H-7)) und drei Signalgruppen mit ausgepragter Kopplung und Signalaufspal-
tung (6H [ppm] = 4.68 (dqd, J = 12.6, 6.3 3.4 Hz), 1H, H-3), 2.94 (dd, 16.6, 3.4 Hz, 1H, H-4),
2.71 (dd, J =16.6, 11.6 Hz, 1H, H-4")), sowie zwei Methylgruppen (&H [ppm] = 2.19 (s, 3H,
H-10), 1.55 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-9)) zu erkennen. Anhand der Kopplungskonstante der aro-
matischen Signale konnte bei einem Sechsring auf eine ortho-Stellung der miteinander kop-
pelnden Protonen geschlossen werden.

Die Verschiebung des entschirmten Methins (H-3) wies zudem auf eine Bindung an Sauer-
stoff hin. Im COSY-Spektrum bestatigte sich, dass die Methylgruppe (H-9), das Oxymethin
(H-3) und die Protonen an C-4 (8C = 32.0 ppm) ein Spinsystem bildeten. Die Protonen an
Position C-4 stellten sich durch das HMQC-Spektrum zudem als diastereotope Protonen
einer Methlylengruppe heraus. Auffallig war zusétzlich ein stark ins Tieffeld verschobenes
Proton (6H [ppm] =10.99 (s, 1H, 8-OH)), welches im HMQC-Spektrum keine Korrelation
aufwies und damit auf ein chelatisiertes bzw. H-Briicken stabilisiertes Hydroxylproton hindeu-
tete.

Das *C-NMR offenbarte elf Signale fiir Kohlenstoffatome, von denen fiinf quaternaren Koh-
lenstoffen zuzurechnen waren. Zwei von diesen Kohlenstoffatomen (8C [ppm] = 170.5 (C-1),
160.6 (H-8)) waren anhand ihrer chemischen Verschiebung wiederum als sp?-hybridisiert
und sauerstofffunktionalisiert (Carbonyl bzw. Hydroxyl) anzusehen. Bisher dargelegte spekt-
roskopische Daten erlaubten die Postulierung eines dimethylierten, hydroxylierten Benzopy-
rons als Kernstruktur. Die Uberpriifung der HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.6.5b.), sowie
die  massenspektrometrischen  Untersuchungen  (m/z=193.0975, [M+H]" und

m/z = 175.0803, [M-H,O+H]*), welche die elementare Zusammensetzung (C1:H1.03) besta-
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tigte, erlaubten die strukturelle Charakterisierung der Verbindung und die unzweifelhafte Zu-

ordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.6.5a.).

10.99

a) b)

Abbildung 4.6.5.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von SG25-105 in CDCI; (eigene Darstellung).

Das Stereozentrum an C 3 konnte durch die Messung des spezifischen Drehwertes
(ap®® =-106.8, ¢ =1.0, CHCIl3) und einem Literaturvergleich (ap?' =-115, CHCI; (De Alva-
renga et al. 1978), ap®® = -118, ¢ = 0.6, CHCI; (Cambie et al. 1991)) eindeutig bestimmt wer-
den. Demnach konnte die Verbindung als das Isocoumarin- bzw. Benzopyronderivat
(-)-5-Methylmellein ((R)-8-Hydroxy-3,5-dimethylisochroman-1-on) identifiziert werden.

Dieses Molekll wurde erstmals von Ballio et al. 1966 aus dem fur Pflanzen pathogenen Pilz
Fusicoccum amygdali berichtet. (-)-5-Methylmellin wird haufig als Verbindung aus Pilzen,
insbesondere aus endophytischen Pilzen aus der Ordnung Xylariales isoliert (z.B. Ortega et
al. 2014, Sorres et al. 2015, Ibrahim et al. 2017). Vereinzelte Isolierungsberichte existieren
auch aus verholzten Pflanzenteilen (Carpenter et al. 1980, Sharif et al. 2011), wobei die Her-
kunft als Pflanzenmetabolit angezweifelt und eher den besiedelnden Pilzen zugeschrieben
wird (De Alvarenga et al. 1978, Cambie et al. 1991). Die Verbindung wurde ebenfalls bereits
aus anderen Biscogniauxia Stdmmen, wie B. mediterranea (Evidente et al. 2005) und B.
nummularia (Amand et al. 2012) isoliert.

Bei Bioaktivitatstest wurde der Metabolit als potenter MAO-Hemmer im niedrigen mikromola-
ren-Bereich (ICso = 1.1 yM, Lee et al. 1999) und als Repellent mit geringer Aktivitdt gegen-
uber Larven von Spodoptera littoralis (Kokubun et al. 2003) angegeben. Uber die des Weite-
ren berichtete phytotoxische Wirkung sind kontrare Aussagen verfigbar. Wéhrend bei Ballio
et al. (1966) keine Auspragung phytotoxischer Effekte festgestellt wurden, wurde in anderen
Abhandlungen unter anderem wachstumsinhibierende Effekte gegenliber Salat-Keimlingen
(Lactuca sativa) und Apfel-Trieben (Malus domestica) beschrieben (Okuno et al. 1986). Die

widersprichlichen Aussagen sind vermutlich auf die eingesetzten Konzentrationen und auf
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die unterschiedlichen Methodiken, die von Ballio et al. 1966 allerdings auch nicht beschrie-
ben wurden, zuriickzufihren. Die phytotoxische Bewertung des produzierten Metaboliten,
wirkt auf den ersten Blick ungewdhnlich, da die Generierung phytotoxischer Metaboliten eher
einem als Pathogen wirkenden Stamm, wie bei z.B. Valsa ceratosperma (Okuno et al. 1986)
zuzuordnen ware. Die Einordnung des Biscognauxia Stammes SG25 als ein Pathogen liel3
sich damit allerdings trotzdem nicht vornehmen, da das Metabolitprofil innerhalb der Pflan-
zen-Endophyten-Interaktion variieren kann. Diese Erkenntnis wurde in kirzlich veréffentlich-
ten Studien zumindest fiur das Pflanzenmetabolom in Interaktion mit Bakterien- (Maggini et
al. 2017, Huang et al. 2018) und Pilzendophyten nachgewiesen (Tian et al. 2014, Quin et al.
2018). Die Veranderung des Metabolitprofils ist dabei prinzipiell einerseits Uber die Biotrans-
formation der Pilzmetaboliten durch die Pflanze oder umgekehrt beeinflusst. Anderseits ist
eine Reglung der Metabolitproduktion Uber die Induzierung von Pilzbiosynthesewege durch
Elicitoren pflanzlichen Ursprungs oder vice versa denkbar (Ludwig-Miller 2015). Obwohl
aktuell noch keine Studien verflgbar sind, die eine direkte Verdnderung des Pilzmetaboloms
in vivo, direkt im Pflanzengewebe dokumentieren, so lassen sich dennoch Hinweise auf eine
gegenseitige Beeinflussung aus der beobachteten Wachstumsstimulation von Endophyten
durch Wirtspflanzenextrakt (Peters et al. 1998, Eevers et al. 2014) oder durch Zusatz von
epigentischen Modulatoren (Gonzalez-Menéndez et al. 2015) ableitet. Des Weiteren zeigen
die Extrakte von Endophyten besonders haufig herbizide bzw. phytotoxische Aktivitat, was
wiederum den ausgeglichenen, antagonistischen Charakter der Endophyten-Pflanzen-

Wechselwirkung unterstreicht (Schulz et al. 2002).
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4.6.3.2. Methyltriaceticlacton (SG25-110a)

Abbildung 4.6.6.: Struktur von Verbindung SG25-110a (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG25 (Abbildung 4.6.6.) wurde als farbloser, amorpher Feststoff (m =
27.2 mg) aus der 16. Hauptfraktion (SG25-E1-16, m = 345 mg) nach zweifacher SEC isoliert
(1. 50/50 % v/iv, DCM/MEOH, 2. 100, % v, MeOH). Im H-NMR-Spektrum waren nur vier
nicht koppelnde Signale zu erkennen. Davon waren zwei Methylgruppen (6H [ppm] = 2.13 (s,
3H; H-7), 1.73 (s, 3H, H-8)), die im Vergleich zu Methylgruppen in aliphatischen Systemen
tieffeldverschoben auftauchen. Diese Beobachtung implizierte die Bindung an ein aromati-
sches System bzw. System mit sp?-hybridisierten Kohlenstoffen. Die anderen beiden Proto-
nen zeigten ein breites Signal (&H [ppm] = 11.11 (s breit, 1H, 4-OH)) und eines im aromati-
schen bzw. olefinischen Bereich (8H [ppm] =5.98 (s, 1H, 5-H)). Das **C-NMR offenbarte
insgesamt sieben Signale fur Kohlenstoffe. Drei davon lieBen anhand der Verschiebung auf
sp?-hybridisierte Kohlenstoffe mit Funktionalisierung durch Heteroatome schlieBen
(C [ppm] = 165.1 (C-4), 165.0 (C-2), 159.4 (C-6)). Im HMQC-Spektrum konnten sich die
Signale der Protonen der Methylgruppen (86C [ppm] = 19.2 (C-8), 8.4 (C-7)) und des aromati-
schen Protons (8C [ppm] = 99.8 (H-5)) zuordnen lassen. Die weitreichenden Kopplungen
(>%J-Kopplungen) im COSY-Spektrum von H-5 zu den beiden Methylgruppen untermauerten
zusatzlich die Vermutung, dass in der Verbindung ein konjugiertes Doppelbindungs- oder
aromatisches Ringsystem vorlag. Die Verschiebungen im **C-NMR (Abbildung 4.6.7a) sowie
die COSY- und HMBC-Korrelation (Abbildung 4.6.7b.) lie3en ein 2-Pyrongerist mit Substitu-
ierung an Position drei (Methyl), vier (Hydroxy) und sechs (Methyl) etablieren. Der Struktur-
vorschlag wurde durch die massenspektrometrischen Messungen (m/z = 141.0939, [M+H]";
m/z = 139.0030, [M-H]) und der abgeleiteten Summenformel (C;HsO3) unterlegt. Das breite
Protonensignal aus dem H-NMR-Spektrum konnte so auch ohne weitere Korrelationen in

anderen NMR-Experimenten der Hydroxygruppe an C-4 zugeordnet werden.
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Abbildung 4.6.7.. a) Chemische Verschiebung von 'H- und *3C-Signalen, b) COSY, (—) und
HMBC, (—) Schlisselkorrelationen von SG25-110a in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Die vorliegende Struktur wurde als 3-Hydroxy-2,6-dimethyl-2H-pyran-2-on (Methyltriacetic-
lacton) identifiziert und ist bereits von Brenneisen et al. (1964) aus Penicillium stipitatum iso-
liert und charakterisiert worden. Wenige weitere Nachweise der Verbindung stammen aus
weiteren Pencillium-Stammen (z.B. Savard et al. 1994) isoliert von besonderen Habitaten,
wie hypersalinen Seen (Orfali et al. 2015) und epiphytisch von der Makrobraunalge Padina
sp. (Smetanina et al. 2017). Des Weiteren wurde dieser Metabolit aus dem antarktischen Pilz
Aspergillus ochraceopetaliformis (Wang et al. 2017), vom Grasspathogen Leptosphaeria
herpotrichoides (Ayer et al. 1993b) und ebenfalls aus dem als Endophyten isolierten Pilz
Ampelomyces sp. aufgefuhrt (Aly et al. 2008). Die Verbindung scheint demnach ausschlief3-
lich in Pilzen produziert zu werden. Eine Literaturquelle hingegen beschreibt die Detektion in
Extrakten aus Tabakblattern (Zhang et al. 2012c), wobei die pflanzliche Herkunft aber be-
zweifelt werden darf, da es sich bei dem Blattmaterial um aussortierte, daher qualitativ weni-
ger hochwertige Blatter handelt, die bereits eine starkere Besiedlung mit Pilzen erwarten
lassen. Zusatzlich wurde die Verbindung im Vergleich zu anderen identifizierten Metaboliten
der Studie in sehr geringer Menge nachgewiesen, was die Vermutung als Kontaminante der
Pflanzeninhaltsstoffe unterstreicht.

Uber die Funktion des Metaboliten fiir den Pilz kann nur spekuliert werden, da keine heraus-
ragende Bioaktivitdt bzw. Zielstruktur bekannt ist. In Zellviabilitéts-Tests gegen verschiedene
Zelllinien (Spleonzyten, Erythrocyten, Maus-Lymphom L5178Y) und Bakterienstamme (E.
coli, S. aureus, P. aeroginosa, etc.) konnte entweder keine (ICso > 100 mM, Smetanina et al.
201 bzw. MIC > 50 mM, Aly et al. 2008) oder nur eine sehr schwache Wirksamkeit (Orfali et
al. 2015) nachgewiesen werden. Allerdings lasst sich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
zum Nectriapyron (vgl. Kapitel 4.5.6.3, SG8-133) eine phytotoxische Aktivitat und eine Wir-
kung als Repellent vermuten.

Der isolierte Metabolit ist ebenfalls sowohl Uber neuere (Burkhard & Dickschat 2018) als

auch lange bekannte (Acker et al. 1966) Syntheserouten zugénglich.
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4.6.3.3. SG25-112

Abbildung 4.6.8.: Struktur von Verbindung SG25-112 (eigene Darstellung).

Das Molekill SG25-112 (Abbildung 4.6.8.) wurde als rot-brauner Feststoff (m = 26.5 mg) aus
Hauptfraktion 18 (SG25-E1-18, m = 702 mg) nach SEC (50/50, % v/v, DCM/MeOH) isoliert.
Das 'H-NMR-Spektrum zeigte vier stark entschirmte, teilweise verbreiterte Signale
(6H [ppm] = 13.84 (s, 1H, 8-OH), 12.56 (s, 1H, 8-OH), 11.32 (s breit 1H, 6™-OH), 10.71 (s
breit, 1H, 6-OH)). Die starke Tieffeldverschiebung zusammen mit den Signalen und Kopp-
lungsmustern im aromatischen Protonenbereich (6H [ppm]=7.50 (d, J=2.1 Hz, 1H, H-5),
7.12 (d, J=2.1 Hz, 1H, H-5), 6.48 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-7"), 6.36 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-7),
5.89 (s, 1H, H-2)) liel als Strukturelement auf mehrere aromatische Hydroxygruppen in peri-
Stellung zur Carbonylgruppen schlieRen. Die Kopplungskonstante von vier aromatischen
Wasserstoffen deutete auf jeweils zwei Protonengruppen in meta-Stellung zueinander hin.
Die COSY-Korrelation von H-5 und H-7 bzw. H-5" und H-7" unterstrich diese Annahme. Des
Weiteren offenbarte das 'H-NMR-Spektrum noch drei weitere Signalgruppen
(5H [ppm] = 8.13 (s, 1H, 3°-OH), 3.42 (d, J = 16.7 Hz), 1H, H-2"), 3.24 (d, J = 16.7 Hz, 1H, H-
2")). Letztere deuteten anhand der Kopplungskonstante und Verschiebungen auf eine dias-
tereotope Methylengruppe mit Néhe zu Heteroatomen hin. Das HMQC-Spektrum bestétigte
eine Bindung der stark entschirmten Protonen im Bereich 8-14 ppm zu Heteroatomen. Das
13C-NMR zeigte insgesamt 20 dem Molekul zugehorige Signale fir Kohlenstoffe. Auffallig
waren vor allem sechs Signale zwischen 160-200 ppm, welche die bereits vermuteten vier
Hydroxylgruppen (6C [ppm] = 164.0 (C-8), 162.5 (C-6), 164.82 (C-67), 164.77 (C-8%)) und
zwei Carbonylfunktion bestatigten (6C [ppm] = 198.7 (C-1°), 189.9 (C-1)). Demnach lief3 sich
ein Dinaphtalinon als Grundgerist annehmen. LC-MS-Untersuchungen lieferten die Pseu-

domolekularionen bei positiver (m/z=381.0724, [M+H]") und negativer lonisierung
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(m/z = 378.8347, [M-H]) mit der abgeleiteten Elementarzusammensetzung (C2oH120s). Eine
Datenbankabfrage Uber SciFinder ergab 62 Strukturen mit dieser Summenformel. Allerdings
beinhalteten nur zwei Verbindungen die bereits durch die NMR-Spektren herausgearbeiteten
Strukturelemente (keine Methylgruppen, Hydroxygruppen in peri-Stellung zur Carbonylfunk-
tion, zwei Gruppen von Protonen in meta-Stellung, etc.). Zur Unterscheidung der beiden
moglichen Strukturen (Asperlon B (Xiao et al. 2015) vs. RF 3192C (Yoshida et al. 1993), Ab-
bildung 4.6.10.) oder sogar der moglichen Etablierung einer bisher nicht dokumentieren Ver-
bindung waren die HMBC-Korrelationen an den diastereotopen Methlyenprotonen entschei-
dend. Diese zeigten eine intensive Korrelation mit der Carbonylgruppe an C-1". Dieser As-
pekt wurde fir Asperlone B nicht berichtet (Xiao et al. 2015). Zudem waren bei einigen Ver-
schiebungen besonders im Bereich der Verknupfungsregion der beiden Naphtalinonsub-
strukturen deutlich Unterschiede zu den Literaturangaben, trotz der Messung im gleichen
Losemittel (DMSO-Dg), offensichtlich. Zu nennen wéren hier zum Bespiel die Verschiebung
am Carbonyl C-1" (6C =198.7 ppm vs. 8C =186.5 ppm) und an den Methylenprotonen
(6C =49.2 ppm vs 6C =41.1 ppm), was auf eine andere elektronische Umgebung hinwies
und somit eine andere Molekulstruktur implizierte. Nach vollstandiger Zuordnung der chemi-
schen Verschiebungen (Abbildung 4.6.9a.) anhand der HMBC-Schlisselkorrelationen (Ab-
bildung 4.6.9b.) konnte die andere bekannte Verbindung (RF 3192C, Yoshida et al. 1993) als

strukturidentisch identifiziert werden.

6.36

10.71

11.32

a) b)

Abbildung 4.6.9.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und 3C-Signalen, b) COSY- (—) und
HMBC- (—) Schlusselkorrelationen von SG25-112 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).
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Obwohl einige der in eigenen Messreihen beobachteten Signale nicht in der Referenzliteratur
notiert sind, stimmen die restlichen chemischen Verschiebungen gut Uberein. Diese Be-
obachtung ist wahrscheinlich auf die wegen der geringeren NMR-Messfrequenz nicht aufge-
I6sten, nahe beieinanderliegenden chemischen Verschiebungen zuriickzufuhren. Die absolu-
te Konfiguration des Halbketals an C-3" wurde nicht bestimmt. Allerdings beschrieben Yoshi-
da et al. (1993) das Vorliegen als Racemat. Ahnliches wurde fiir das Konstitutionsisomer
Asperlon B berichtet (Xiao et al. 2015). Bei Xiao et al. (2015) wurde mangels auswertbaren
Signale im CD-Spektrum und nicht vollzogenere Trennung per chiraler HPLC-Saule eben-
falls auf ein racemisches Vorliegen beider moglicher Enantiomere geschlossen. Die gemes-
sen kaum von null abweichenden Drehwerte von SG25-112 (ap*® = +3, ¢ = 0.5, DMSO) legen
ebenfalls die Vermutung eines racemischen Vorliegens nahe.

Das Dinaphtalinonderivat mit dem systematischen Namen 2,4,6a,10,12-Pentahydroxy-6,6a-
dihydrodinaphtho[2,1-b:1',2'-d]furan-5,9-dion wurde bisher nur aus zwei Quellen berichtet.
Die ein Quelle ist der Pilz Chaetomella circinoseta (Chaetomellales, Leotiomycetes) (Yoshida
et al. 1993) und die andere ein Tiefseeisolat der Pilzgattung Graphostroma (Xylariales,
Sordariomycetes) (Niu et al. 2018). Demnach sind Information Gber biologische Tests, Aktivi-
taten und biologische Funktionen rar. Die Verbindung zeigte sich bis 200 uyM inaktiv gegen-
Uber der Degranulationinhibierung an RBL-2H3 Zellen (Niu et al. 2018), was es als ungeeig-
nete Komponente in antiallergischen Formulierungen darstellt. Allerdings wurde es als Aldo-
se-Reduktaseinhibitor mit 1Cso = 0.35 uM Aktivitat patentiert (Yoshida et al. 1993). Obwohl
keine antibakteriellen Untersuchungen mit der isolierten Reinsubstanz ausgefihrt wurden,
wurde aufgrund der geringen festgestellten antibakteriellen Aktivitat im Hemmhoftest der
Elternfraktion eigener Versuchsreihen (z.B. 9 mm, 500 ug/Plattchen bei P. agarici) ebenfalls

keine herausragende Aktivitat erwartet.
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Abbildung 4.6.10.: Struktur von Vergleichsverbindung a) Asperlon B und b) RF 3192C.
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4.6.3.4. 5-O-Acetylmevalonsaure (SG25-116a)

Abbildung 4.6.11.: Struktur von SG25-116a (eigene Darstellung).

Verbindung SG25-116a (Abbildung 4.6.11.) wurde als farbloses Ol (m = 38.4 mg) aus Frakti-
on 18 (SG25-E1-18, m = 702 mg) nach zweifacher SEC (1. 50/50, % v/v, DCM/MeOH; 2.
100, % v, MeOH) und abschlieRender RP-HPLC (tr = 21.0 min, Standard Methode 2, Eluent
A/B, V =8 ml/min) erhalten. Das *H-NMR-Spektrum zeigte sechs Signalgruppen, darunter
zwei Methyleinheiten (8H [ppm] = 2.04 (s, 3H, H-8), 1.31 (s, 3H, H-6)), und drei Methylenein-
heiten (6H [ppm] = 4.27-4.16 (m, 2H, H-5 und H-5%), 2.60 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-2), 2.53 (d,
J=16.0 Hz, 1H, H-2%), 1.92 (dt, J =6.7, 1.6 Hz, 2H, H-4 und H-4")), sowie ein breites Signal
(®H [ppm] = 6.05 (s breit, 2H). Das HMQC-Spektrum bestatigte zudem das Vorhandensein
der Methylengruppen und die Bindung der Protonen mit dem verbreiterten Signal zu Hete-
roatomen. Im **C-NMR wurden insgesamt acht Kohlenstoffatome angezeigt. Neben den be-
reits durch HMQC-Spektrum zuordenbaren Methyl- (8C [ppm] = 27.1 (C-6), 21.1 (C-8)) und
Methyleneinheiten (6C [ppm] = 60.9 (C-5), 44.9 (C-2), 39.9 (C-4)) waren des Weiteren noch
zwei quaternare Kohlenstoffatome (8C [ppm] =176.5 (C-1), 171.6 (C-7)), deren Verschie-
bungsbereich auf Carbonylgruppen hinwies, auffallig. Ein anderes quaternares Kohlenstoff-
atom (6C[ppm] = 70.4 (C-3)) und die Verschiebung der Methylengruppe (6C [ppm]=60.9
(C-5)) deutete auf die Bindung zu Sauerstoff hin. Aufgrund der HMBC-Korrelationen (Abbil-
dung 4.6.12b.) lieB sich ein acetyliertes Mevalonsdurederivat (5-Acetoxy-3-hydroxy-3-
methylpentansaure) formulieren und die chemischen Verschiebungen eindeutig zuordnen
(Abbildung 4.6.12a.). Die Identitat der etablierten Struktur wurde durch LC-MS-Messungen
im Positiv-Modus (m/z = 173.0858, [M-H,O+H]*) und im Negativ-Modus (m/z = 189.0074,

[M-H]) mit der zuordenbaren Elementarzusammensetzung (CsH140s) bestétigt.

0 131 605 O 0 O
HaC OH ﬂ:C OH
4.21/4.2327'1 i 0
1.92 39.9 44.9 6.05
e 171.6 o 60.9 70.4 176517 HaC o g / OH
211 1.92
)

2.60/2.53

a) b

Abbildung 4.6.12.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) COSY- (=) und
HMBC- (—) Schlisselkorrelationen von SG25-116a in CDClIs (eigene Darstellung).
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Interessanterweise wies das Integral des breiten Signals bei dH = 6.05 ppm den Wert fir
zwei Protonen auf, was vermuten lie3, dass das Hydroxylproton im selben Verschiebungsbe-
reich wie das Carboxylproton erscheint. Das Carboxylproton ware demnach, zum sonstigen
erwartbaren Bereich (8H > 9.5 ppm, Pretsch et al. 2010) stark ins Hochfeld verschoben. Ahn-
liche Verschiebungen lassen sich auch aus den Angaben bei Mori & Okada (1985) entneh-
men.

Die in der Natur ausschlie3lich R-konfiguriert vorliegende Mevalonsaure ist ein verbreiteter
Primarmetabolit und eine Schliisselverbindung zum Beispiel in der Terpenbiosynthese (Me-
valonatweg) (Hansel & Sticher 2009). Die an der fiinften Position acetylierte Variante wurde
hingegen nur in wenigen Quellen als Produktbaustein bzw. Nebenprodukt fur die Synthese
von Verrucarin A (Notegen et al. 1981) und Mevalonolacton beschrieben (Lewer & MacMillan
1983 Mori & Okada 1985). Kirzlich wurde die Verbindung, allerdings ohne Angabe der Ste-
reochemie, in der bisher einzigen Literaturstelle als Naturstoff aus einem Erdbodenisolat von
Aspergillus flavus beschrieben (Eliwa et al. 2017). Die chemischen Verschiebungen des
'H-NMR-Spektrums waren dabei in guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten (Lever &
MacMillan 1983). Die Klarung der Stereochmie an Position C-3 anhand des Drehwertes war
leider nicht zweifelsfrei moglich, da bei Mori & Okada 1985 als einziger Vergleichsquelle ein
positiver Drehwert ([a]po*®® = +0.2, ¢ = 10.4, CHCI3) angefiihrt wurde. Im Gegensatz dazu ist
bei eigenen Messreihen ein negativer Drehwert ([a]p?® = -4.9, ¢ = 1.0, MeOH) festgestellt
worden. Die Unterschiede waren eventuell auf Messungenauigkeiten oder Losemitteleffekte
zuriickzufuhren. Eine weitere Erklarung konnte sich auf einen Fehler in der Literaturstelle
zurtickfuhren lassen, da bei den 'H-NMR-Daten die Methylgruppe der Acetyleinheit nicht
angegeben wurde (Mori & Okada 1985). Demnach kénnte ein anderes Molekul, namlich die
(£)-Mevalonséaure als racemisches Gemisch, vermessen worden sein. Allerdings wurde im
anschlieBenden Syntheseschritt durch Mori & Okada (1985) wieder ein optisch aktives Pro-
dukt ((-)-Mevalonolacton) erhalten. Aufgrund des ausschlie3lich natirlichen Vorkommens
von R-konfigurierter (-)-Mevalonsaure und der vermessenen optischen Eigenschaften wurde
fur die Verbindung ebenfalls die R-Konfiguration angenommen. Eventuell handelte es sich
bei der isolierten Verbindung um ein unter sauren Bedingungen, wahrend der Aufarbeitung in
Ethylacetat entstandenes Artefakt. Bei der Extraktion durch Eliwa et al. (2017) wurde eben-
falls Essisédureethylester verwendet.

In Bioaktivitdts-Tests konnte, des Weiteren keine zytotoxische Aktivitat gegeniber der Zer-
vix-Karzinom-Zellinie KB-3-1 festgestellt werden (Eliwa et al. 2017). Weitere Ergebnisse von

Bioaktivitats-Tests sind bisher nicht literaturbekannt.
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4.6.3.5. (+)-trans-4-Hydroxyscytalon (SG25-119)

OH O

6 4a iy,
HO "/oH

OH
Abbildung 4.6.13.: Struktur von SG25-119 (eigene Darstellung).

Die Verbindung SG25-119 (Abbildung 4.6.13.) wurde als farbloser kristalliner Feststoff
(m =23.0 mg) aus der zwanzigsten Hauptfraktion (SG25-E1-20, m =343 mg) nach SEC
(50/50, % v/v, DCM/MeOH) gewonnen. Das *H-NMR-Spektrum zeigte zwei stark (> 10 ppm)
ins Tieffeld verschobene Protonen (6H [ppm] = 12.71 (s, 1H, 8-OH), 10.69 (s, 1H, 6-OH))
und zwei meta-koppelnde Protonen im aromatischen Verschiebungsbereich (&H [ppm] =
6.53 (dd, J=2.3, 0.7 Hz, 1H, H-5), 6.14 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-7)), sowie sechs weitere Sig-
nalgruppen, deren chemische Verschiebung eine Funktionalisierung durch Heteroatome
aufwies. Das HMQC-Spektrum bestatigte vier Protonensignale (6H [ppm] 12.71 (s, 1H,
8-OH), 10.69 (s, 1H, 6-OH), 5.72 (d, J = 5.7 Hz, 1H, 4-OH), 5.34 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 3-OH))
mit Bindung zu Heteroatomen. Des Weiteren offenbarte es eine diastereotope Methylenein-
heit (3H [ppm] = 2.84 (dd, J = 17.1, 4.1 Hz, 1H, H-2), 2.57 (dd, J=17.1, 8.3 Hz, 1H, H-2),
oC [ppm] = 43.2 (C-2)) und zwei Methine mit Sauerstofffunktionalisierung (&H [ppm] = 4.35,
(dd, J=6.9, 5.7 Hz, 1H, H-4), 3.86 (dddd, J=8.3, 6.9, 4.1, 4.0 Hz), 1H, H-3), &C [ppm] =
71.6 (C-4), 69.8 (C-3)). Das COSY-Spektrum wiederum verdeutlichte, dass die Methylen-,
die beiden Methin- und zwei Heteroatomprotonen eine Spinsystem bildeten, welches eben-
falls die aromatischen Wasserstoffatome inkludierte. Das *C-NMR-Spektrum zeigte neben
den bisher genannten Gruppen insgesamt zwolf Kohlenstoffatome, eine nicht in ein konju-
giertes System eingebundene Carbonylfunktion (8C [ppm]=200.9 (C-1)) und sechs
sp?-hybridisierte C-Atome (6C [ppm] = 148.2 (C-4a), 109.0 (C-8a), 107.5 (C-5), 101.0 (C-7)),
was einen aromatischen sechsgliedrigen Ring als Strukturelement impliziert. Zwei von die-
sen sp?hybridisierten C-Atomen mussten, anhand ihrer chemischen Verschiebung
(6C [ppm] = 165.2 (C-6), 164.2 (C-8)) zudem mit Heteroatomen funktionalisiert sein. Dies
wurde durch die HMBC-Korrelationen der stark ins Tieffeld-verschobenen Protonen
(> 10 ppm) zu jenen Kohelenstoffatomen noch zuséatzlich unterlegt. Das stark entschirmte
Protonensignal bei 8H = 12.71 ppm deutete auf die Chelatisierung eines Hydroxylprotons mit
einer Carbonylfunktion hin. Dies ist charakteristisch fir diese funktionellen Gruppen in peri-

Stellung, wie es zum Beispiel in 8-Hydroxy-naphtalin-1-on-Derivaten anzutreffen ist. Die dar-
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gelegten strukturellen Merkmale, chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.6.14a.) und Kor-
relationsmuster im COSY- und HMBC-Spektrum (Abbildung 4.6.14b.) lieferten einen Struk-
turvorschlag. Die Absicherung der Struktur erfolgte durch Auswertung der lonenspur in der
HPLC-MS (m/z = 211.0654, [M+H]*, m/z = 193.0505, [M-H,O+H]*, m/z = 208.9731, [M-H])
und der Ableitung der Summenformel (CioHi100s). Vorliegendes Molekil wurde als
1-Napathalinonderivat mit dem Trivialnamen 4-Hydroxyscytalon (3,4,6,8-Tetrahydroxy-3,4-
dihydronaphthalin-1(2H)-on) identifiziert.

10.69

Abbildung 4.6.14.: a) Chemische Verschiebung von 'H- und **C-Signalen, b) COSY- (—), HMBC-
(—) und NOESY- (- -») Schlisselkorrelationen von SG25-119 in DMSO-Ds (eigene Darstellung).

Mit Hilfe des NOESY-Spektrums liel3 sich die relative Positionierung der Hydroxygruppen an
den beiden stereogenen Zentren (C-3 und C-4) ableiten. Beobachtung der NOE-
SY-Kreuzsignale zwischen dem Hydroxyproton an C-4 und dem Methinproton an C-3 einer-
seits und der zwischen dem Hydroxyproton an C-3 und dem Methinproton an C-4 anderer-
seits implizierte eine "transartige"- bzw. "anti"-Stellung der Hydroxygruppen, auch wenn zu-
satzlich ebenfalls NOESY-Korrelationen zwischen den beiden Methinprotonen vorhanden
waren. Diese Schlussfolgerung wurde zusatzlich durch den Vergleich der geminalen Kopp-
lungskonstante der Methylenprotonen (trans ~ 17 Hz, cis ~ 13.0 Hz) bestétigt (Burki et al.
2003). Ein Vergleich der Drehwerte (SG25-119: ap®® = +24, ¢ = 1.0, MeOH) zur Verbindung
die von Pittayakhajonwut et al. (2006) isoliert und charaktersiert wurde (ap® = +58, ¢ = 0.07,
MeOH) zeigte ebenfalls einen positiven Drehwert, auch wenn die absoluten Werte divergier-
ten. Grunde dafur konnten in den abweichenden Messbedingungen liegen. Dies Ergebnis
verdeutlichte dennoch, dass es sich bei der Verbindung SG25-119 um das
(3S,4S)-konfigurierte (+)-trans-4-Hydroxyscytalon ((35,45)-3,4,6,8-Tetrahydroxy-3,4-
dihydronaphthalen(2H)-1-on) handelte.

Berichtet wurde 4-Hydroxyscytalon, unabhangig stereochemischer Betrachtungen, erstmali-
gen von lwasaki et al. (1973) aus Pyricularia oryzae und des Weiteren unter anderem von
einem terrestrischen, endophytischen Nigrospora-Stamm (Huang et al. 2016) und einem

Alternaria-Stamm (Wang et al. 2017b). Ebenfalls als Endophyt isoliert, allerdings mariner
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Herkunft, ist als Beispiel Annulohypoxylon stygium (Medina et al. 2018) und ein Xylaria-
Stamm (Arunpanichlert et al. 2015) zu nennen. Interessanterweise wurde als Quelle fiur
4-Hydroxyscytalone aufRerdem ein insektenassoziierter Pilzstamm (Daldinia eschscholzii,
Zhang et al. 2011) und ein Bakterium (Streptomyces sp., Conti et al. 2016) genannt.

In antibakteriellen Tests wird die Verbindung als nur sehr schwach (z.B. MIC = 610 pM ge-
genlber B. subtilis) (Huang et al. 2016) aktiv oder inaktiv gegen human pathogene Bakterien
und Pilze im getesteten Bereich beschrieben (¢ < 1000 uM) (Arunpanichlert et al. 2015). Die
Verbindung wurde aus verschiedenen Kulturfiltraten pflanzenpathogener Pilze isoliert (z.B.
Stierle et al. 1991, Gremaud & Tabacchi 1996, Abou-Mansour et al. 2003). Zudem wurde
Scytalon als generelles Phytotoxin beschrieben (Birki et al. 2003). Die Rolle von
4-Hydoxyscytalon als Phytotoxin ist allerdings umstritten. Wahrend Stierle et al. (1991) signi-
fikante phytotoxische Effekte gegeniber Bananenzichtungen (Musa sp.) feststellte, be-
schrieben Iwasaki und Mitautoren (1973) keine Auswirkung auf das Wachstum bei Reiskeim-
lingen. Zudem wurde von Gremaud et al. (1996) und Burki et al. (2003) keine signifikante
Toxizitat im Testsetup gegentber Kaffeebdumen (Coffea arabica) bzw. Platanen (Platanus
orientalis) festgestellt. Unterschiede in der phytotoxischen Bewertung sind sicherlich auf die
verschiedenen Testbedingungen, eingesetzten Konzentrationen und individuelle Resistenz
der Testpflanzenarten zurtickzufiihren. Die Wirkung als generelles Phytotoxin kann demnach
verneint werden.

Ein anderer interessanter Punkt ist die Involvierung des 4-Hydroxyscytalons in die Melanin-
produktion von Pilzen (Dihydroxynaphthalin (DHN)-Melanin). Melanine kommen in den Zell-
wéanden von Pilzen vor und schitzen dort vor Austrocknung und Auswirkung der
UV-Strahlung bzw. helfen bei der Uberdauerung unwirtlicher Umweltbedingungen. Die Mela-
nisierung von Pilzen tragt des Weiteren als Virulenzfaktor zur Pathogenitat von Pilzen in
Pflanzen (Stierle et al. 1991) und Menschen bei (Nosanchuk et al. 2015). Bei Blockierung der
pilzlichen Melaninsynthese durch zum Beispiel Tricyclazole wurde unter anderem eine Ak-
kumulation von 4-Hydroxyscytalon festgestellt (Dahiya & Rimmer 1988). Daher gilt die Ver-
bindung, ebenfalls aus andern Experimenten abgeleitet, als Nebenprodukt der Melanin-
Biosynthese (Stierle et al. 1991). Stierle et al. (1991), sowie Abou-Mansour et al. (2003) ge-
ben zu bedenken, dass der Einsatz von Fungiziden, welche auf die Blockierung der Melanin-
Biosynthese zur Verringerung der Pathogenitét abzielen gleichzeitig, ungewollt zur Produkti-
on von potenziell phytotoxischen Nebenprodukten fuhren kann. Dies kann wiederum die Pa-
thogenitat anderer Pilze erhdhen, deren Beeinflussung eigentlich ungewunscht ist. Auch
wenn 4-Hydroxyscytalon aus einigen Arten der Familie Xylariaceae isoliert worden ist (z.B.
Daldinia, Annulohypoxylon), so ist dennoch hervorzuheben, dass dies der erste Nachweis fir

4-Hydroxyscytalon aus einer Biscognauxia-Art ist.
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4.6.3.6. SG25-136

Abbildung 4.6.15. Struktur von Verbindung SG25-136 (eigene Darstellung).

Die Verbindung aus Abbildung 4.6.15. (SG25-136) wurde als farbloser Feststoff
(m=20.7mg) nach SEC (50/50, % v/v, DCM/MeOH) aus der zwolften Hauptfraktion
(SG25-E1-12, m =1.59 g) isoliert. Das 'H-NMR-Spektrum lieR funf isolierte Spinsysteme
erkennen. Anhand der chemischen Verschiebung waren ein Proton im aromatischen Bereich
(®H [ppm] = 7.66 (s breit, 1H, 7-OH)), eine oxygenierte Methylengruppe (&H [ppm] = 5.19 (s,
2H, H-3 und H-3%)) und zwei aromatische/olefinische Methylgruppen (8H [ppm] = 2.18 (s, 3H,
10-H), 2.13 (s, 3H, 8-H)), sowie eine Methoxyfunktion (dH [ppm] = 3.76 (s, 3H, 9-H)) zu ver-
muten. Das Proton im aromatischen Verschiebungsbereich lie3 sich durch HMQC-Signale
allerdings eindeutig zu einem Heteroatom zugehdrig einordnen. Das *C-NMR-Spektrum
verdeutlichte neben den bereits vermuteten Gruppen und der Gesamtanzahl an elf Kohlen-
stoffatomen noch sieben quaternare, sp?-hybridisierte Kohlenstoffatome in einem Verschie-
bungsbereich von 105-175 ppm. Zwei Verschiebungen (dC [ppm] = 173.1 (C-1), 163.9 (C-5))
zeigten zudem eine Sauerstofffunktionalisierung an, die bei der ersten zudem eine Carbonyl-
funktion involvierte. Betrachtungen der HMBC-Korrelationen zeigten, dass die Methoxygrup-
pe als Methylether an C-5 (6C 163.9 ppm) positioniert war. Des Weiteren zeigten die Korre-
lation der Methylgruppen an 6C = 116.6 ppm (C-4) und &C =118.6 ppm (C-6) zu C-5, dass
die Methoxygruppe zwischen den beiden aromatischen Methylgruppen liegen musste. Weite-
re Schlisselsignale waren die Korrelationen der oxygenierten Methyleneinheit
(6C =70.2 ppm (C-3)) zum Einen zur Carbonylgruppe (C-2), welche zudem die einzige Kor-
relation zu dieser Funktion darstellte. Zum Anderen waren die Korrelation zum Anknip-
fungspunkt der Methylgruppe an C-4 (dC =116.6 ppm) und die Korrelation zu C-7a
(6C = 106.2 ppm), welches ebenfalls die einzige C,H-Signalverknipfung zu diesem Kohlen-
stoffatom darstellte, wichtige Signale zur Losung der Molekulstruktur (Abbildung 4.6.16.).
Das Proton am Heteroatom lieferte leider keine HMBC-Signal, welches die Paosition der
OH-Gruppe an C-7 (6C = 153.8 ppm) eindeutig festgelegt hétte. Die Hochfeldverschiebung
bzw. der abschirmende Effekt an C-7a (8C = 106.2 ppm) war allerdings in guter Ubereinsti-

mung zur Carbonylfunktion in a-Position und ortho- bzw. para-Position der anderen Sauer-
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stofffunktionalisierungen (Hydroxy-bzw. Methoxyfunktion). Das Selbe galt fur die beobachte-
te Entschirmung bzw. Tieffeldverschiebung an C-3a (6C = 143.5 ppm), hier allerdings be-
grindbar durch Carbonylfunktion in B-Position bzw. dimeta-Position der Hydroxy- bzw. Me-
thoxygruppe. Die LC-MS-Messungen lieferten die Pseudomolekularionen jeweils bei positi-
ver (m/z = 209.0898, [M+H]") und negativer lonisierung (m/z = 207.0411, [M-H]’), welche die
Etablierung der Elementarzusammensetzung (C11H1204) zuliel3.

Die Bestéatigung von vier Sauerstoffatomen aus LC-MS-Messungen liel3 zudem nur den
Ringschluss von C-1 zu C-3 zu einem Lacton und das Vorhandensein einer Hydroxyfunktion
an C-7 zu. Die komplette Zuordnung der chemischen Verschiebungen und der Schlisselkor-

relationen ist in Abbildung 4.6.16. dargestellt.

Abbildung 4.6.16.: a) Chemische Verschiebung von *H- und 3C-Signalen, b) HMBC- (—) und
NOESY- (- -») Schlusselkorrelationen von SG25-119 in CDClI; (eigene Darstellung).

Die vorliegende Struktur (7-Hydroxy-5-methoxy-4,6-dimethylisobenzofuran-1(3H)-on) wurde
bereits von Schneider et al. (1997) als Phthalidderivat aus einem mykophilen Pilz der Gat-
tung Hansfordia isoliert. Allerdings wurde die Verbindung dort im Gegensatz zur eigenen
Gewinnung (farbloser Feststoff) als farbloses Ol beschrieben. Ein Vergleich zeigte leichte
Unterschiede der angegebenen NMR-Daten fiur die 3C-Verschiebungen (Tabelle 4.6.2.).
Zudem wurden die 2d-NMR-Korrelationen, die zur Begriindung der Struktur fihrten nicht
diskutiert bzw. angezeigt.

Nachfolgende Publikationen in denen diese Verbindung isoliert wurde, lieferten leider keine
weiteren NMR-Daten zum Vergleich (vgl. Holler et al. 2000, Xing et al. 2011, Song et al.
2017b). Durch diese Umstande lag es nahe, andere Strukturisomere in Betracht zu ziehen
(Abbildung 4.6.17.).
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Tabelle 4.6.2.: Vergleich der chemischen C-Verschiebungen (CDCls) mit Literatur (* Schneider
et al. 1997, CDCI3/MeOH-Da, 95/5, %v/v).

5 Bc [ppm] 5 Bc [ppm]1 Position
173.1 173.8 0=C-O0 C-1
163.9 163.8 C-O- (Ar) C-5
153.8 155.9 qC-OH (Ar) Cc-7
143.5 143.6 qcC (Ar) C-3a
118.6 118.7 qC (Ar) C-6
116.6 114.9 qcC (Ar) c-4
106.2 105.6 qcC (Ar) C-7a
70.2 69.7 -O-CH, C-3
60.4 60.1 -O-CH3 C-9
115 111 -CHs (Ar) C-8
8.6 8.5 -CHj (Ar) C-10

Die Variante mit dem B-Lacton-Ring (Abbildung 4.6.17a.) wird allerdings ausgeschlossen, da
zwar Verbindungen mit diesem Grundgerist (B-Salicylsdurelacton bzw. Benzoxet-2-on) be-
kannt sind diese aber allgemein instabil bzw. reaktiv sind (z.B. Wentrup et al. 1987). Des
Weiteren war die Kopplung der Methylenprotonen zur Carbonylgruppe sehr intensiv, was bei
einer hierbei vorliegenden “Jcn-Kopplung nicht wahrscheinlich ist. Die Variante in der die
Hydroxylgruppe und die Methylengruppe auf derselben Molekilseite sind (Abbildung
4.6.16b.) wird durch die sehr schwache HMBC-Korrelation der Methylenprotonen zum Koh-
lenstoff mit der Hydroxylgruppe (6C = 153.8 ppm) ebenfalls ausgeschlossen. Diese misste

als *Jc 1-Kopplung eine hohe Signalintensitat aufweisen, was allerdings nicht der Fall war.

OH
O
~_/
| .
N
OH
a) b)

Abbildung 4.6.17.. Weitere diskutierte aber verworfene Strukturisomere von SG25-136 (eigene
Darstellung).

Die bereits von Schneider et al. (1997) vorgestellte Verbindung (7-Hydroxy-5-Methoxy-4,6-
Dimethylisobenzofuran-1(3H)-on) deckte die vorliegenden Korrelationen und Messwerte am
besten ab. Die Unterschiede der Verschiebungswerte zur Literatur sind eventuell durch den
geringen Zusatz an MeOD-Ds zum verwendeten Losemittel CDCIs in der Publikation von
Schneider et al. (1997) erklarbar und bieten vor diesen Hintergrund dennoch gute Uberein-
stimmung zu den erhaltenen chemischen Verschiebungen.

Von der Isolierung der Verbindung wurde bisher exklusiv nur aus Pilzen berichtet. Dabei wa-

ren diese immer mit anderen Organismen, wie Pflanzen (endophytische Pestalopsis sp. von

272



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.6. Stamm SG25 (Biscogniauxia sp.) -

Bruguiera gymnorrhiza bzw. Photinia frasery) (Xing et al. 2011; Song et al. 2017b), marinen
Schwammen (Monochaetia sp. von Callyspongia vaginalis) (Holler et al. 2000) oder anderen
Pilzen (Hansfordia sp. von Tubaria sp. Fruchtkérpern) (Schneider et al. 1997) assoziiert. Das
Molekul zeigte antimykotische Eigenschaften speziell gegentiber Hefen (Nadsonia fulves-
cens, MIC: 48 uyM; Nematospora coryli, MIC: 240 uM; Rhodotorula glutinis, MIC: 240 pM)
und leichte zytotoxische Wirkung gegenuiber verschiedenen Referenzzelllinien (z.B. HeLa
S3, BHK21, etc. ICso > 250 uyM). Sie war allerdings inaktiv (bis > 500 yM) gegenlber Bakte-
rien (z.B. B. subtilis, E. coli, etc.) und Nematoden (Caenorhabditis elegans und Meloidogyne
incognita) (Schneider et al. 1997). Von Holler et al. (2000) wurde die antimykotische Eigen-
schaft bestéatigt und zusatzlich eine algizide Wirkung berichtet. Kontrarerweise konnte
Schneider et al. (1997) keine phytotoxische Aktivitat gegenliber Gartenkresse- (Lepidium
sativum) und Kolbenhirsekeimlingen (Setaria italica) feststellen.

Interessanterweise stellt SG25-136 ein Strukturelement von Mycophenolsdure dar (Abbil-
dung 4.6.18.), welche unter anderem als ein lange bekanntes breitwirksames Antibiotikum
(antibakteriell, antimykotisch, antiviral) mit weiteren pharmakologischen Eigenschaften (Im-

munsuppressivum, Antipsoriatikum) bekannt ist.

Abbildung 4.6.18.: Struktur von Mycophenolsaure (eigene Darstellung).

Es gilt als das Erste in Reinform isolierte Antibiotikum, dass bereits im Jahr 1893 vom Medi-
ziner Bartolomeo Gosio entdeckt wurde. Spater wurde es, viele Jahre vor Beschreibung des
Penicillins durch A. Fleming, von Alsberg und Black in Penicillium stoloniferum (Syn. P. bre-
vicompactum wiederentdeckt (Demain & Zhang 2005). Mycophenolsdure wird derzeit in
Form des Morpholinethylester (Mycophenolat Mofetil) als Prodrug zur Immunosuppression in
Kombination mit Cyclosporinen und Corticosteroiden bei Organtransplantationen eingesetzt
und galt als vielversprechend bei der Behandlung von Psoriasis (Silverman Kitchin et al.
1997).

Dies ist die erste Beschreibung dieses Isobenzofuranonderivats aus einer als Endophyt iso-
lierten Biscogniauxia sp. und ist zudem, nach bisherigem Kenntnisstand, die erste Nennung
eines Metaboliten aus der Strukturklasse der Phthalid- bzw. Isobenzofuranone fur die Gat-

tung Biscogniauxia Gberhaupt.

273



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.6. Stamm SG25 (Biscogniauxia sp.) -

4.6.3.7. Weitere isolierte Metaboliten aus Stamm SG25

Des Weiteren wurden einfache Benzoesaurederivate, wie 4-Hydroxybenzoesaure
(SG25-107, farbloser, kristalliner Feststoff (m = 23.6 mg), Abbildung 4.6.19a) und Protocate-
chusaure (SG25-124, farbloser, kristalliner Feststoff, (m = 9.9 mg), Abbildung 4.6.19b) im
Extrakt detektiert. Sie sind haufige Produkte pflanzlicher Biosynthese und wurden in nahezu
allen Organismengruppen (Pilze, Bakterien, Pflanzen, etc.) nachgewiesen. Sie werden welt-
weit im grofRen Maf3stab synthetisch hergestellt, um als Additive zur Verlangerung der Halt-
barkeit in Kosmetik- und Nahrungsmittelprodukten eingesetzt zu werden. Fir p-
Hydroxybenzoesdure und Protocatechusaure wurde dartiber hinaus von viele biologischen
Eigenschaften berichtet (antibakteriell, antiinflammatorisch, antioxidant, etc.) (Manuja et al.
2013). Vor allem aber sind ihre Ester (Parabene) durch den massiven Einsatz in Haushalts-
produkten und ihre Funktion als endokrine Disruptoren in Verruf geraten (Juliano & Magrini
2017, Patel 2017, Rattan et al. 2017).

Durch ihr ebenfalls bestéatigtes Vorkommen in Reiskdrnern (Shao & Bao 2018) und Reishdil-
len (Cho et al. 1998) konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Isolierung ein Artefakt
aus dem verwendeten Reismedium darstellt. Aufgrund der einfachen synthetischen Zugang-
lichkeit, der geringen isolierten Mengen und der Gewinnungsmdglichkeit aus anderen Quel-

len, sind diese Naturstoffe des Endophyten von untergeordnetem Interesse.

o)
HO
OH OH
HO HO
a) b)

Abbildung 4.6.19.: Struktur von: a) SG25-107 (4-Hydroxybenzoesaure), b) SG25-124 (3,4- Hyd-
roxybenzoesaure) (eigene Darstellung).
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4.6.4. Zusammenfassung der Verbindungen aus Stamm SG25 und vergleichen-
de Diskussion mit anderen Naturstoffstudien von Biscogniauxia-Arten

Aus dem EtOAc-Extrakt konnten insgesamt acht Komponenten isoliert und charakterisiert
werden. Die hohe antibakterielle Aktivitat des Rohextraktes aus kleinem Mal3stab in Vorver-
suchen, welche unter anderem als Entscheidungskriterium fir die mykochemische Untersu-
chung des Stammes diente, konnte bei der erneuten Kultivierung im grof3eren Mal3stab lei-
der nicht reproduziert werden. Trotz der Einhaltung konstanter Kultivierungsbedingungen
(Temperatur, Lichtverhaltnisse, Substrat/H,O-Verhdltnis, etc.) lie3 sich nicht ausschlieRen,
dass Temperaturschwankungen in Raumen (Kultivierung in Winter- vs. Sommermonaten)
Einfluss auf das Metabolitprofil genommen haben kénnten.

Allgemeine Aussagen zum Effekt der Temperatur auf Qualitat und Quantitat der Sekundar-
metaboliten sind schwer mdglich. Patil et al. 2016 beschrieb eine verringerte Metabolitpro-
duktion bei héheren Temperaturen als das Wachstumsoptimum wahrend der Submers-
Fermentation von endophytischen Pilzen. Die Ubertragbarkeit solcher Aussagen auf die So-
lid-State-Fermentation im Speziellen und im Allgemeinen auf die Kultivierung von Pilzen,
insbesondere bei der phylogenetisch sehr vielfaltigen und grof3en Gruppe endophytischer
Pilze, bleibt fraglich. Dass die Kultivierungstemperatur Einfluss auf das Metabolitprofil nicht
nur auf Organismen aus dem Reich der Pilze hat, steht allerdings aufRer Frage und wurde
bei der Produktionsoptimierung fur ausgewdahlte Naturstoffe, Mykotoxine (z.B. Naziri et al.
2014, Prendes et al. 2016), Enzyme (Mendoza et al. 2010, El-Hadi et al. 2014) oder Wirk-
samkeit von Extrakten (z.B. Gogoi et al. 2008, Mathan et al. 2013, Arumgam et al. 2015)
mannigfaltig in Publikationen berichtet. Generelle Studien zur Auswirkung auf die qualitative
Entwicklung des Metabolitprofils durch die Temperatur sind allerdings seltener vorhanden
(z.B. Weinstein et al. 2000, Qui et al. 2018). Die eigenen gewahlten Standard-
Kultivierungsbedingungen (SSF auf Reis, 25 °C, t ~ 30 d) entsprechen aber den Bedingun-
gen (Submers bzw. Soild-State-Fermentation, T = 20-30 °C, t = 7~35 d), die fir viele Natur-
stoffstudien mit Endophyten gewahlt wurden (vgl. Patil et al. 2016). Ein spezieller Metabolit
bzw. eine Gruppe von Metaboliten, welche die hohe antibakterielle Aktivitat, wie zum Beispiel
im Stamm SG8c, erklart, konnte leider nicht, auch nicht, wie anfanglich vermutet, in geringen
Mengen, isoliert werden. Die einzige isolier- und charakterisierbare Verbindung aus der am
starksten antibakteriell aktiven Fraktion 17 war p-Hydroxybenzoesaure (SG25-107). Diese
Verbindung ist zwar als antibakteriell bekannt und untersucht worden, allerdings ist sie wenig
potent (z.B. ICso ~ 7000 uM, B. subtilis, Cho et al. 1998) und erklart damit sicherlich nicht die
beobachtete Aktivitat der Fraktion, bzw. des urspringlichen Extraktes. Méglich, aber schwe-
rer zu reproduzieren, sind synergistische Effekte mit anderen Extraktmetaboliten, welche den
antibakteriellen Effekt deutlich tUber den Effekt der einzelnen Komponenten hinaus verstar-

ken.
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Aus mykochemischen Untersuchungen von anderen Biscognauxi-Arten sind zumindest anti-
bakteriell aktive Verbindungen publiziert worden, wie zum Beispiel die antimykobakteriell
potenten (MIC: 6 - 13 uM) Azaphilonderivate (Biscogniazaphilon A und Biscogniazaphilon B),
isoliert aus Biscogniauxia formosana (Cheng et al. 2012). Ob Verbindungen dieser Struktur-
klasse ebenfalls vom Biscognauxia-Stamm SG25 produziert werden kénnen bzw. wurden
und fur die beobachtete antibakterielle Aktivitat des Rohextraktes aus den Vortests verant-
wortlich ist, bleibt allerdings spekulativ.

Von den kirzlich als neu beschriebenen, bioaktiven und einzigartigen Verbindungen aus
anderen Biscogniauxia-Arten, wie Biscopyran (Evidente et al. 2005), Xylaranon (Amand et al.
2012), Biscogniauxon (Wu et al. 2016b), Biscognienyn (A - C) und Dimericbiscognienyn
(A - C) (Zhao et al. 2017b, Zhao et al. 2019) (Abbildung 4.6.19), konnten weiterhin keine an-
deren strukturell-verwandten Metaboliten isoliert werden.

Dennoch konnten aus dem Stamm SG25 sechs Verbindungen isoliert werden, die zuvor

nicht aus Biscogniauxia Stammen berichtet worden sind.

c) d) e)

Abbildung 4.6.20.: In der Literatur neu beschriebene bioaktive Naturstoffe aus Biscogniauxia-
Arten: a) Biscogniauxon, b) Xylaranon, ¢) Dimericbiscognienyn A, d) Biscognienyn B, e) Bis-
copyran (eigene Darstellung).
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Zusammenfassung

Im Rahmen der Arbeit wurden 55 endophytische Pilze aus verschiedenen Gewebetypen
(Rinde, Blatter, etc.) und Wirtspflanzen unterschiedlicher Habitate (tropischer, gemaRigter
Regenwald, Kistendiinen, etc.) isoliert, kryopraserviert und ber DNA-Barcoding (ITS- und
LSU-nrDNA) klassifiziert. Die Stdmme zeigten eine breite taxonomische Verteilung mit dem
Fokus auf Ascomycota und einem Schwerpunkt innerhalb der Klasse der Sordariomyceten
und Dothideomyceten. Einige der isolierten Stamme verfiigten bei der Identifizierung wenig
Ubereinstimmung zu den Arten der Referenzsequenzen, womit sie als potenziell neue oder
wenig studierte Pilzarten erscheinen und somit interessante Studienobjekte fir Metabolom-
Untersuchungen darstellen.

Von den Endophyten wurden finf Stdmme, welche als Purpureocillium lilacinum (T26B),
Xylaria cubensis (TS7), Daldinia sp. (SG1), Didymosphaeriaceae sp. (SG8c, cf. Tremateia
sp.), Biscogniauxia sp. (SG25) klassifiziert wurden, anhand der antibakteriellen und zytotoxi-
schen Aktivitat ihrer Rohextrakte und aufgrund taxonomischer Gesichtspunkte fir detaillierte
mykochemische Untersuchungen ausgewahlt. Eine MaRRstabsvergroRerung der Kultivierung
durch Solid-State-Fermentation auf Reis und der anschliel3enden Extraktion mit organischem
Losemittel (Essigsaureethylester) lieferte die Rohextrakte.

Die Isolierung und Strukturaufklarung der Pilzmetaboliten aus den Rohextrakten erfolgte
durch kombinierte Bearbeitung mit chromatographischen Trenntechniken (LC, SEC,
RP-HPLC, etc.) und der subsequenten, intensiven Analyse spektroskopischer (*H-NMR,
1BC-NMR, HMBC, UV/VIS, etc.) und massenspektrometrischer Daten (ESI-MS, EI-MS, etc.).
Diese mykochemischen Untersuchungen resultierten in der Isolierung, ldentifizierung und
Charakterisierung von neun neuen, bisher nicht in der Literatur beschriebenen, sowie 55
bekannten Verbindungen. Zu den neu entdeckten Verbindungen gehotren drei Depsidone
(Tremateiasidon A - C), ein Depsid (Tremateiasid A), ein Pyranocoumarin (Tremateiajulin A)
mit ungewohnlichem Grundgerust, ein monosulphatiertes Diketopiperazin (3S-Norgliovictin),
ein Chinon (Tremaquin A) und ein Isochroman (Tremachroman A), sowie ein Butenolid (Lila-
cinolid A) (Abbildung 5.1.). Des Weiteren représentierten die bekannten Verbindungen eine
breite Auswahl chemisch diverser Naturstoffklassen (Depsidone, Peptide, Depsipeptide, Cy-
tochalasane, Isocoumarine, Butenolide, Lipide etc.). Einige von diesen Molekiillen wurden
zudem das erste Mal als Metaboliten flr die entsprechende Pilzart bzw. Pilzgattung be-
schrieben. Acht der neun neuen Verbindungen wurden aus dem schwer zu klassifizierenden
Stamm SG8c der Familie der Didymosphaeriaceae (cf. Tremateia sp.) gewonnen. Die
Hauptmetaboliten waren verschiedene Depsidone. Ein neues Butenolid (Lilacinolid A) wurde

aus dem Stamm T26B (Purpureocillium lilacinum) isoliert. Weitere strukturell interessante
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Verbindungen aus diesem Stamm mit antimikrobieller, insbesondere antiparasitéarer Aktivitat,
waren die Leucinostatine. Das Vorhandensein eines bisher nicht bekannten Leucinostatinde-
rivats (T26BI-106) wurde postuliert. Fir den Stamm TS7 (Xylaria cubensis) wurden Cytocha-
lasine als bestimmende Strukturklasse der isolierten Verbindungen nachgewiesen. Der
Hauptmetabolit war Cytochalasin D. Die Cytochalasine waren maRgeblich fur die beobachte-
te antiproliferative Wirkung des Rohextraktes verantwortlich. Des Weiteren wurde das selten
isolierte, zyklische Depsipeptid Hirsutatin A gewonnen und erstmalig als Metabolit der Gat-
tung Xylaria beschrieben. Fir die Stdmme SG1 (Daldinia sp.) und SG25 (Biscogniauxia sp.)
konnten keine neuen Molekiile oder solche mit auffalliger antibakterieller oder zytotoxischer
Aktivitat erhalten werden. Als Hauptverbindung fir SG1 wurde Hept-6-en-2,4,5-triol und ein
weiterer fur die Gattung Daldinia spezifischer Metabolit (Daldiniapyron) gewonnen. Die star-
ke antibakterielle Wirkung des Rohextraktes von Stamm SG25 konnte in der MaR3stabsver-
groBerung der Kultivierung nicht reproduziert und eine aktive Komponente auch nicht in ge-
ringen Mengen isoliert werden. Allerdings wurde ein strukturell interessantes, selten be-
schriebenes Dinaphtalinonderivat (SG25-112) gewonnen, welches zudem erstmalig fur die
Gattung Biscogniauxia nachgewiesen wurde.

Einige der neuen und bekannten Verbindungen zeigten potente antibakterielle Wirkung ge-
genlber gram-positiven und gram-negativen Bakterien im niedrigen mikromolaren-Bereich,
wie zum Beispiel Tremateiasid A (MIC: 3 uM, 2 uM) oder Tremateiasidon B (MIC: 38 uM,
20 uM) gegenlber Bacillus subtilis bzw. Pseudomonas agarici. Sie erzielten damit &hnliche
Werte wie das Referenzantibiotikum (Gentamicin, MIC: 2 uM, 16 uM) oder Ubertrafen diese
sogar. Bisher nicht verfugbare Kennzahlen (ICso, MIC) zur antibiotischen Wirkung (gegen B.
subtilis und P. agarici) der isolierten aber literaturbekannten Depsidone (z.B. Auranticin A
und Auranticin B, Pilobolusone C) wurden ermittelt. Anhand dieser wurden Struktur-
Aktivitats-Beziehungen der Depsidone aufgezeigt und diskutiert. Die neuen Molekiile wurden
ebenfalls auf zytotoxische Effekte gegentiiber einer Krebszelllinie (KB-3-1, Zervix-Karzinom)
Uberprift. Die Wirkung der Verbindungen war jedoch nur sehr schwach (ICso: 50 - 150 pM)
ausgepragt oder wurden als inaktiv (ICso > 500 uM) bewertet. Dartiber hinaus wurden weitere
Verbindungen mit potenteren zytotoxischen Effekten isoliert. Die Kombination zweier dieser
Metaboliten in einer Fraktion (Cytochalasin C, ICso~ 0.5ug/ml und Griseofulvin,
ICs0 = 7.1 ug/ml) zeigten einen ausgepragten synergistischen Effekt (ICso = 0.075 pg/ml).

Zu den isolierten und charakterisierten Verbindungen wurden andere Produktionsorganis-
men und weitere Bioaktivitdten aufgezeigt, sowie moégliche biologische Funktionen und deren
Relevanz fiir den Organismus diskutiert und im Kontext anderer Naturstoffstudien betrachtet.
Die Arbeit konnte zeigen, dass endophytische Pilze eine gute Quelle strukturell neuer und
bioaktiver Verbindungen sind und diese in zukinftigen Naturstoffuntersuchungen weiter er-

forscht werden sollten.
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Abbildung 5.1.. Neu isolierte Naturstoffe: a) Tremateiasidon A, b) Tremateiasidon B, c) Trema-
teiasidon C, d) 3S-Norgliovictin, e) Lilacinolid, f) Tremateiajulin A, g) Tremateiasid A, h) Trema-
chroman A, i) Tremaquin A.
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5.2. Ausblick

Mdogliche Verbesserungen fur zukinftige Arbeiten auf dem Gebiet der mykochemischen Un-
tersuchungen mit dem Ziel einer erweiterten Metabolitenproduktion und einer umfassende-
ren Erfassung des Metabolitprofils beinhalten mehrere Bereiche.

Von der Kultivierungs- und Produktionsseite kdnnten Modifikationen der Kultivierungsbedin-
gungen vorgenommen werden. Abseits einer Optimierung und Modifikation durch Tempera-
tur, Kohlenstoffquelle, Precusor-Zugabe und der Kultivierungsdauer als klassische Parame-
ter zur Produktionsoptimierung fir die Gewinnung bestimmter Verbindungen, ist der Einsatz
anderer Kultivierungsprinzipien denkbar. Zu diesen gehdren unter anderem Methoden, wie
OSMAC (one strain many compounds) (vgl. z.B. Paranagama et al. 2007, Hewage et al.
2014, Gubiani et al. 2016) oder die ,co-cultivation* mit einem anderen Mikroorganismus, wel-
cher die vielfaltigen mikrobiellen Interaktionen simulieren soll (vgl. z.B. Ola 2014, Schulz et
al. 2015, Vinale et al. 2017). Des Weiteren ergibt sich die Méglichkeit zur Manipulation des
Metabolitprofils Gber den Einsatz von spezifischen Elicitoren und Transkriptionsfaktoren
(Nakazawa et al. 2012, Du et al. 2014). Speziell bei Endophyten besteht zudem eine weitere
MalRnahme in der Stimulation der endophytischen Metabolitsynthese durch den Zusatz von
Wirtspflanzenextrakt (Eevers et al. 2014) oder in ,dual-cultur mit der jeweiligen Wirtspflanze
(Ding et al. 2018). Die genannten Methoden sollen potenziell die Anregung stiller Biosynthe-
segene ermdglichen.

Unabhangig von den Kultivierungs-abhangigen Methoden sind DNA-basierte Methoden
durch "genome mining" wertvolle Werkzeuge bei der Vorhersage und der tieferen Analyse
potenziell erwartbarer Naturstoffe. Insbesondere kann diese Methode die chemische Vielfalt
bisher unkultivierbarer Stammen aufdecken und bei der Auswahl von vielversprechenden
Stammen flir mykochemische Untersuchungen, vor allem bei Naturstoffklassen mit gut cha-
rakterisierten Biosynthesegenclustern (PKS, NRPS, PKS-NRPS), helfen.

Ein anderer Bereich fur zukinftige Optimierungen betrifft die verbesserte Identifizierung und
Dereplikation der Naturstoffe. Stetige Entwicklungen auf dem Gebiet der Mess- und Trenn-
technik reduzieren die fur die Analyse notwendige Stoffmenge (z.B. gekuhlte Probenkdpfe
fur NMR-Gerate) oder erhhen die Trennungsleistung bzw. Auflésung der Metaboliten (z.B.
Verringerung der SaulenpartikelgrofRe (UHPLC), Core-Shell-Saulen (Hayes et al. 2014)).
Ebenso erganzen Computer-assistierte Programme (z.B. NMRFAM-SPARKY, Lee et al.
2015) oder automatisierte Softwarelésungen (z.B.: ACD/Structure Elucidator Suite, ACD
2019) den Strukturaufklarungsprozess. Dies kann bei der Verknipfung der Informationen
aus den einzelnen NMR-Spektren helfen. Weiterentwicklungen in Bezug auf eine bessere
Dereplikation existieren auch bei den online-zugangigen Verbindungs-Datenbanken, deren
Inhalt und Abfrageparameter konstanten Erweiterungen unterliegen. Winschenswert wére

die Maoglichkeit einer plattformibergreifenden, direkten Einspeisung von spektroskopischen
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und spektrometrischen Daten in einer Online-Datenbank mit Spezialisierung auf Naturstoffe
als Open-Access-Losung. Alternative ware der Aufbau einer lokalen, arbeitsgruppeninternen
Datenbank flr zukinftige Arbeiten zu forcieren.

Oftmals werden in Publikationen zu neuen Naturstoffen gering modifizierte Verbindungen
bereits bekannter Strukturen bzw. Strukturklassen berichtet. Die Entdeckung von neuen De-
rivaten bekannter chemischer Grundgeriiste, unabhangig grofRer struktureller Neuerungen,
ist dennoch wichtig, da bereits minimale Variationen am Molekul zu bedeutenden Anderung
in der Aktivitat fihren kdnnen (Pye et al. 2018). Zudem sind die mdglichen Zielstrukturen und
die biologische Interaktion in lebenden Systemen und somit die Nutzung als potenzieller
Wirkstoff fuir die meisten isolierten Metaboliten noch unbekannt.

Die Naturstoffisolierung und Naturstoffcharakterisierung wird demnach weiterhin wichtig far
die Wirkstoffforschung bleiben und vielversprechende Verbindungen und Leitstrukturen her-
vorbringen. Ein weiterer zu betrachtender Punkt ist der Kombinationseffekt von zwei oder
mehreren Komponenten eines Extraktes tber die Summe der Einzelwirkungen hinaus. Die-
ser Umstand lasst Extrakte aus kultivierten Mikroorganismen als Objekte zur Wirkstoffgewin-
nung und Wirkstoffformulierung im Vergleich zu Einzelverbindungen aus synthetischen Sub-
stanzbibliotheken, insbesondere wegen der Mdglichkeit zur Erstellung einfacher Formulie-
rungen, weiterhin als interessant erscheinen. Zudem sind viele Naturstoffe aufgrund ihrer
komplexen Struktur synthetisch schwer zuganglich, sodass deren Produktion und Extraktion
innerhalb mikrobieller Kulturen anzustreben sein kénnte.

Endophytische Pilze und deren Sekundarmetaboliten sind trotz verstarkter Forschungsan-
strengungen immer noch wenig untersucht (Castillo & Strobel 2007, Verma & Gange 2014,
Strobel 2018). Sie sind daher eine interessante Gruppe von Organismen mit dem Potenzial
zur Bildung einzigartiger Naturstoffe und biologischer Interaktionen und sollten demnach wei-
ter erforscht werden. Viele neue und bioaktive Verbindungen aus endophytischen Pilzen

warten auf ihre Entdeckung.

281



5. Zusammenfassung und Ausblick - 5.2. Ausblick -

282



Quellen und Literaturnachweise - -

Quellen und Literaturnachweise

Abdalla, M. A. & Matasyoh, J. C. Endophytes as Producers of Peptides: An overview about
the recently discovered peptides from endophytic microbes. Natural Products and Bio-
prospecting 4, 257-270 (2014).

Abdalla, M. A. & McGaw, L. J. Natural Cyclic Peptides as an attractive modality for therapeu-
tics: A Mini Review. Molecules 23, (2018).

Abdou, R., Scherlach, K., Dahse, H.-M., Sattler, I. & Hertweck, C. Botryorhodines A-D, anti-
fungal and cytotoxic depsidones from Botryosphaeria rhodina, an endophyte of the me-
dicinal plant Bidens pilosa. Phytochemistry 71, 110-116 (2010).

Abdou, R. Bioactive secondary metabolites from the endophytic microorganisms of the me-
dicinal plant Bidens pilosa. Dissetation Friedrich-Schiller-Universitat Jena (2011).

Abe, H., Ouchi, H., Sakashita, C., Kawada, M., Watanabe, T. & Shibasaki, M. Catalytic
Asymmetric total synthesis and stereochemical revision of Leucinostatin A: A modulator
of tumor-stroma interaction. Chemistry - A European Journal 23, 11792-11796 (2017).

Abe, H., Kawada, M., Sakashita, C., Watanabe, T. & Shibasaki, M. Structure-activity rela-
tionship study of leucinostatin A, a modulator of tumor—stroma interaction. Tetrahedron
74, 5129-5137 (2018).

Abou-Mansour, E., Couché, E. & Tabacchi, R. Do fungal naphthalenones have a role in the
development of Esca symptoms? Phytopathologia Mediterranea 43, (2004).

Abramson, H. N. & Wormser, H. C. Synthesis of nectriapyrone. Journal of Heterocyclic
Chemistry 18, 363—-366 (1981).

Abreu, L. M., Costa, S. S., Pfenning, L. H., Takahashi, J. A., Larsen, T. O. & Andersen, B.
Chemical and molecular characterization of Phomopsis and Cytospora-like endophytes
from different host plants in Brazil. Fungal Biology 116, 249-260 (2012).

ACD/Structure Elucidator Suite., Advanced Chemistry Development Inc., www.acdlabs.com,
(2019).

Acker, T. E., Brenneisen, P. E. & Tanenbaum, S. W. Isolation, structure, and radiochemical
synthesis of 3,6-Dimethyl-4-hydroxy-2-pyrone. Journal of the American Chemical Socie-
ty 88, 834-837 (1966).

Adam, H. K., Campbell, I. M. & McCorkindale, N. J. Ergosterol peroxide: a fungal artefact.
Nature 216, 397 (1967).

Ainsworth, G. C. & Bisby, G. R. Ainsworth & Bisby’s dictionary of the fungi. (Commonwealth
Agricultural Bureaux [for the] Commonwealth Mycological Institute, 1971).

Akiyama, S., Fojo, A., Hanover, J. A., Pastan, |. & Gottesman, M. M. Isolation and genetic
characterization of human KB cell lines resistant to multiple drugs. Somatic Cell and
Molecular Genetics 11, 117-126 (1985).

Aldridge, D. C., Armstrong, J. J., Speake, R. N. & Turner, W. B. The cytochalasins, a new
class of biologically active mould metabolites. Chemical Communications (London) 26
(1967).

Ali, T., Inagaki, M., Chai, H., Wieboldt, T., Rapplye, C. & Rakotondraibe, L. H. Halogenated
compounds from directed fermentation of Penicillium concentricum, an endophytic fun-
gus of the liverwort Trichocolea tomentella. Journal of Natural Products 80, 1397-1403
(2017).

Allport, D. C. & Bu’Lock, J. D. 134. Biosynthetic pathways in Daldinia concentrica. Journal of
the Chemical Society 654 (1960).

283



Quellen und Literaturnachweise - -

Alsenani, F., Ahmed, F., Schenk, P.M. Nutraceuticals from microalgae. In: Nutraceuticals
and functional foods in human health and Disease Prevention. (CRC Press, 2015).

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. & Lipman, D. J. Basic local alignment
search tool. Journal of molecular biology 215, 403—-410 (1990).

Alvi, K. A., Nair, B., Pu, H., Ursino, R., Gallo, C. & Mocek, U. Phomacins: Three novel anti-
tumor cytochalasan constituents produced by a Phoma sp. The Journal of Organic
Chemistry 62, 2148-2151 (1997).

Aly, A. H., Edrada-Ebel, R., Wray, V., Miller, W. E. G., Kozytska, S., Hentschel, U., Proksch,
P. & Ebel, R. Bioactive metabolites from the endophytic fungus Ampelomyces sp. iso-
lated from the medicinal plant Urospermum picroides. Phytochemistry 69, 1716-1725
(2008).

Aly, A. H., Debbab, A. & Proksch, P. Fungal endophytes: unique plant inhabitants with great
promises. Applied Microbiology and Biotechnology 90, 1829-1845 (2011a).

Aly, A. H., Debbab, A. & Proksch, P. Fifty years of drug discovery from fungi. Fungal Diversi-
ty 50, 3—19 (2011b).

Aly, A. H., Debbab, A. & Proksch, P. Fungal endophytes—secret producers of bioactive plant
metabolites. Die Pharmazie-An International Journal of Pharmaceutical Sciences 68,
499-505 (2013).

Agatonovic-Kustrin, S. & Morton, D. W. Cosmeceuticals derived from bioactive substances
found in marine algae. Oceanography 1, 2 (2013).

Amagata, T., Morinaka, B. |., Amagata, A., Tenney, K., Valeriote, F. A., Lobkovsky, E.,
Clardy, J. & Crews, P. A chemical study of cyclic depsipeptides produced by a sponge-
derived fungus. Journal of Natural Products 69, 1560-1565 (2006).

Amand, S., Langenfeld, A., Blond, A., Dupont, J., Nay, B. & Prado, S. Guaiane sesquiter-
penes from Biscogniauxia nummularia featuring potent antigerminative activity. Journal
of Natural Products 75, 798-801 (2012).

Amarala, L. da S., Rodrigues-Filho, E., Santos, C. A. A, de Abreu, L. M. & Pfenning, L. H.
An HPLC evaluation of cytochalasin D biosynthesis by Xylaria arbuscula cultivated in
different media. Natural Product Communications9, 1279-1282 (2014).

Andersen, B., Smedsgaard, J. & Frisvad, J. C. Penicillium expansum: Consistent Production
of Patulin, Chaetoglobosins, and Other Secondary Metabolites in Culture and Their
Natural Occurrence in Fruit Products. Journal of Agricultural and Food Chemistry 52,
2421-2428 (2004).

Anderson, J. R., Edwards, R. L. & Whalley, A. J. S. Metabolites of the higher fungi. Part 21.
3-Methyl-3,4-dihydroisocoumarins and related compounds from the ascomycete family
xylariaceae. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions 1 2185 (1983).

Anke, H., Stadler, M., Mayer, A. & Sterner, O. Secondary metabolites with nematicidal and
antimicrobial activity from nematophagous fungi and Ascomycetes. Canadian Journal of
Botany 73, 932-939 (1995).

Arai, T., Mikami, Y., Fukushima, K., Utsumi, T. & Yazawa, K. A new antibiotic, leucinostatin,
derived from Penicillium lilacinum. The Journal of Antibiotics 26, 157-161 (1973).

Araljo, E. J. F. de, Lima, L. K. F., Silva, O. A., JuNior, L. M. R., Gutierrez, S. J. C., Carvalho,
F. A.de A, Lima, F. das C. A., Pessoa, C., Freitas, R. M. de & Ferreira, P. M. P. In vitro
antioxidant, antitumor and leishmanicidal activity of riparin A, an analog of the Amazon
alkamides from Aniba riparia (Lauraceae). Acta Amazonica 46, 309-314 (2016).

284



Quellen und Literaturnachweise - -

Ariyawansa, H. A., Hyde, K. D., Jayasiri, S. C., Buyck, B., Chethana, K. W. T., Dai, D. Q.,
Dai, Y. C., Daranagama, D. A., Jayawardena, R. S., Lucking, R., Ghobad-Nejhad, M.,
Niskanen, T., Thambugala, K. M., Voigt, K., Zhao, R. L., Li, G.-J., Doilom, M., Boon-
mee, S., Yang, Z. L., Cai, Q., Cui, Y.-Y., Bahkali, A. H., Chen, J., Cui, B. K., Chen, J. J.,
Dayarathne, M. C., Dissanayake, A. J., Ekanayaka, A. H., Hashimoto, A., Hongsanan,
S., Jones, E. B. G,, Larsson, E., Li, W. J., Li, Q.-R., Liu, J. K., Luo, Z. L., Maharach-
chikumbura, S. S. N., Mapook, A., McKenzie, E. H. C., Norphanphoun, C., Konta, S.,
Pang, K. L., Perera, R. H., Phookamsak, R., Phukhamsakda, C., Pinruan, U., Randri-
anjohany, E., Singtripop, C., Tanaka, K., Tian, C. M., Tibpromma, S., Abdel-Wahab, M.
A., Wanasinghe, D. N., Wijayawardene, N. N., Zhang, J.-F., Zhang, H., Abdel-Aziz, F.
A., Wedin, M., Westberg, M., Ammirati, J. F., Bulgakov, T. S., Lima, D. X., Callaghan, T.
M., Callac, P., Chang, C.-H., Coca, L. F., Dal-Forno, M., Dollhofer, V., Fliegerova, K.,
Greiner, K., Griffith, G. W., Ho, H.-M., Hofstetter, V., Jeewon, R., Kang, J. C., Wen, T.-
C., Kirk, P. M., Kytévuori, I., Lawrey, J. D., Xing, J., Li, H., Liu, Z. Y., Liu, X. Z., Liima-
tainen, K., Lumbsch, H. T., Matsumura, M., Moncada, B., Nuankaew, S., Parnmen, S.,
de Azevedo Santiago, A. L. C. M., Sommai, S., Song, Y., de Souza, C. A. F., de Souza-
Motta, C. M., Su, H. Y., Suetrong, S., Wang, Y., Wei, S.-F., Wen, T. C., Yuan, H. S.,
Zhou, L. W., Réblova, M., Fournier, J., Camporesi, E., Luangsa-ard, J. J., Tasanathai,
K., Khonsanit, A., Thanakitpipattana, D., Somrithipol, S., Diederich, P., Millanes, A. M.,
Common, R. S., Stadler, M., Yan, J. Y., Li, X., Lee, H. W., Nguyen, T. T. T., Lee, H. B,,
Battistin, E., Marsico, O., Vizzini, A., Vila, J., Ercole, E., Eberhardt, U., Simonini, G.,
Wen, H.-A., Chen, X.-H., Miettinen, O., Spirin, V. & Hernawati. Fungal diversity notes
111-252—taxonomic and phylogenetic contributions to fungal taxa. Fungal Diversity 75,
27-274 (2015).

Arnold, A. E., Maynard, Z., Gilbert, G. S., Coley, P. D. & Kursar, T. A. Are tropical fungal en-
dophytes hyperdiverse? Ecology Letters 3, 267-274 (2000).

Arnold, A. E., Mejia, L. C., Kyllo, D., Rojas, E. I., Maynard, Z., Robbins, N. & Herre, E. A.
Fungal endophytes limit pathogen damage in a tropical tree. Proceedings of the Nation-
al Academy of Sciences 100, 15649-15654 (2003).

Arnold, A. E. & Lutzoni, F. Diversity and host range of foliar fungal endophytes: are tropical
leaves biodiversity hotspots? Ecology 88, 541-549 (2007).

Arnold, A. E., Henk, D. A,, Eells, R. L., Lutzoni, F. & Vilgalys, R. Diversity and phylogenetic
affinities of foliar fungal endophytes in loblolly pine inferred by culturing and environ-
mental PCR. Mycologia 99, 185-206 (2007).

Arnone, A., Fronza, G., Mondelli, R. & Pyrek, J. S. 3C NMR analysis of anthraquinones as
models for anthracycline Antibiotics. Journal of Magnetic Resonance (1969) 28, 69-79
(1977).

Arumugam, G. K., Srinivasan, S. K., Joshi, G., Gopal, D. & Ramalingam, K. Production and
characterization of bioactive metabolites from piezotolerant deep sea fungus Nigrospora
sp. in submerged fermentation. Journal of Applied Microbiology 118, 99-111 (2015).

Arunpanichlert, J., Rukachaisirikul, V., Phongpaichit, S., Supaphon, O. & Sakayaroj, J.
Xylariphilone: a new azaphilone derivative from the seagrass-derived fungus Xylariales
sp. PSU-ES163. Natural Product Research 30, 46-51 (2016).

Ayer, W. A., Browne, L. M. & Lin, G. Metabolites of Leptographium wageneri, the causative
agent of black stain root disease of conifers. Journal of Natural Products 52, 119-129
(1989).

Ayer, W. A. & Miao, S. Secondary metabolites of the aspen fungus Stachybotrys cylindrospo-
ra. Canadian Journal of Chemistry 71, 487-493 (1993).

285



Quellen und Literaturnachweise - -

Ayer, W. A., Gokdemir, T., Miao, S. & Trifonov, L. S. Leptosphaerones A and B, New Cyclo-
hexenones from Leptosphaeria herpotrichoides. Journal of Natural Products 56, 1647—
1650 (1993b).

Babij, N. R., McCusker, E. O., Whiteker, G. T., Canturk, B., Choy, N., Creemer, L. C., Amicis,
C. V. D., Hewlett, N. M., Johnson, P. L., Knobelsdorf, J. A., Li, F., Lorsbach, B. A,
Nugent, B. M., Ryan, S. J., Smith, M. R. & Yang, Q. NMR chemical shifts of trace impu-
rities: Industrially preferred solvents used in process and green chemistry. Organic Pro-
cess Research & Development 20, 661-667 (2016).

Bachmann, B. O., Van Lanen, S. G. & Baltz, R. H. Microbial genome mining for accelerated
natural products discovery: is a renaissance in the making? Journal of Industrial Micro-
biology & Biotechnology 41, 175-184 (2014).

Bacon, C. W. & White, J. F. in Biotechnology of endophytic fungi of grasses 47-56 (CRC
Press, 1994).

Bakiri, A., Hubert, J., Reynaud, R., Lanthony, S., Harakat, D., Renault, J.-H. & Nuzillard, J.-
M. Computer-aided **C-NMR chemical profiling of crude natural extracts without frac-
tionation. Journal of Natural Products 80, 1387-1396 (2017).

Ballio, A., Barcellona, S. & Santurbano, B. 5-Methylmellein, a new natural dihydroisocouma-
rin. Tetrahedron Letters 7, 3723-3726 (1966).

Barbosa-Filho, J. M., Yoshida, M., Gottlieb, O. R., de CSBC Barbosa, R., Giesbrecht, A. M. &
Young, M. C. M. Benzoyl esters and amides, styrylpyrones and neolignans from the
fruits of Aniba riparia. Phytochemistry 26, 2615-2617 (1987).

Barnes, E. C., Jumpathong, J., Lumyong, S., Voigt, K. & Hertweck, C. Daldionin, an unprec-
edented binaphthyl derivative, and diverse polyketide congeners from a fungal orchid
endophyte. Chem. Eur. J. 22, 4551-4555 (2016).

Barrow, R. A. in Natural Products Isolation (eds. Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray, A. I.) 391—
414 (Humana Press, 2006).

Becam, J., Walter, T., Burgert, A., Schlegel, J., Sauer, M., Seibel, J. & Schubert-Unkmeir, A.
Antibacterial activity of ceramide and ceramide analogs against pathogenic Neisseria.
Scientific Reports - Nature 7, 17627 (2017).

Beck, A., Goetsch, L., Dumontet, C. & Corvaia, N. Strategies and challenges for the next
generation of antibody-drug conjugates. Nature Reviews Drug Discovery 16, 315-337
(2017).

Begerow, D., Nilsson, H., Unterseher, M. & Maier, W. Current state and perspectives of fun-
gal DNA barcoding and rapid identification procedures. Applied Microbiology and Bio-
technology 87, 99-108 (2010).

Bellemain, E., Carlsen, T., Brochmann, C., Coissac, E., Taberlet, P. & Kauserud, H. avard.
ITS as an environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach reveals potential
PCR biases. BMC microbiology 10, 189 (2010).

Belsito, D., Bickers, D., Bruze, M., Calow, P., Greim, H., Hanifin, J. M., Rogers, A. E., Saurat,
J. H., Sipes, I. G. & Tagami, H. A toxicologic and dermatologic assessment of salicy-
lates when used as fragrance ingredients. Food and Chemical Toxicology 45, S318—
S361 (2007).

Bene, K., Sinan, K. ., Zengin, G., Diuzheva, A., Jeké, J., Cziaky, Z., Aumeeruddy, M. Z.,
Xiao, J. & Mahomoodally, M. F. A multidirectional investigation of stem bark extracts of
four African plants: HPLC-MS/MS profiling and biological potentials. Journal of Pharma-
ceutical and Biomedical Analysis 168, 217-224 (2019).

Bich, T. T. N. & Kato-Noguchi, H. Isolation and identification of a phytotoxic substance from
the emergent macrophyte Centrostachys aquatica. Botanical Studies 55, 59 (2014).

286



Quellen und Literaturnachweise - -

Biemann, K. Structuredetermination of natural products by mass spectrometry. Annual Re-
view of Analytical Chemistry 8, 1-19 (2015).

Binder, M. & Tamm, C. The Cytochalasans: A new class of biologically active microbial me-
tabolites. Angewandte Chemie International Edition in English 12, 370-380 (1973).

Binder, M., Tamm, C., Turner, W. B. & Minato, H. Nomenclature of a class of biologically
active mould metabolites: the cytochalasins, phomins, and zygosporins. Journal of the
Chemical Society, Perkin Transactions 1 1146 (1973).

Blackwell, M. The Fungi: 1, 2, 3 ... 5.1 million species? American Journal of Botany 98, 426—
438 (2011).

Bladt, T., Frisvad, J., Knudsen, P. & Larsen, T. Anticancer and Antifungal Compounds from
Aspergillus, Penicillium and other filamentous Fungi. Molecules 18, 11338-11376
(2013).

Blin, K., Shaw, S., Steinke, K., Villebro, R., Ziemert, N., Lee, S. Y., Medema, M. H. & Weber,
T. antiSMASH 5.0: updates to the secondary metabolite genome mining pipeline. Nu-
cleic Acids Research 47, W81-W87 (2019).

Bogner, T. Cryptophycin Analoga: Synthese, Konjugation und biologische Studien. Disserta-
tion Universitat Bielefeld (2011).

Bohlin, L., Géransson, U., Alsmark, C., Weden, C. & Backlund, A. Natural products in mod-
ern life science. Phytochemistry Reviews 9, 279-301 (2010).

Boilard, E., Nigrovic, P. A., Larabee, K., Watts, G. F. M., Coblyn, J. S., Weinblatt, M. E.,
Massarotti, E. M., Remold-O’'Donnell, E., Farndale, R. W., Ware, J. & Lee, D. M. Plate-
lets amplify inflammation in arthritis via collagen-dependent microparticle production.
Science 327, 580-583 (2010).

Bokulich, N. A. & Mills, D. A. Improved selection of internal transcribed spacer-specific pri-
mers enables quantitative, ultra-high-throughput profiling of fungal communities. Applied
and Environmental Microbiology 79, 2519-2526 (2013).

Borthwick, A. D. 2,5-Diketopiperazines: Synthesis, reactions, medicinal chemistry, and bioac-
tive natural products. Chemical Reviews 112, 3641-3716 (2012).

Bourgaud, F., Hehn, A., Larbat, R., Doerper, S., Gontier, E., Kellner, S. & Matern, U. Biosyn-
thesis of coumarins in plants: a major pathway still to be unravelled for cytochrome
P450 enzymes. Phytochemistry Reviews 5, 293-308 (2006).

Bouslimani, A., Sanchez, L. M., Garg, N. & Dorrestein, P. C. Mass spectrometry of natural
products: current, emerging and future technologies. Natural Product Reports 31, 718
(2014).

Brahamanage, R., Hyde, K. D., Li, X. H., Zhang, W., Liu, M., Jayawardena, R. S., McKenzie,
E. H. C. & Yan, J. Are pathogenic isolates of Stemphylium host specific and cosmopoli-
tan? PPQ 8, 153-164 (2018).

Brenneisen, P. E., Acker, T. E. & Tanenbaum, S. W. Isolation and structure of a Methyltri-
acetic Lactone from Pennicillium stipitatum. Journal of the American Chemical Society
86, 1264-1265 (1964).

Bridge, P. D., Roberts, P. J., Spooner, B. M. & Panchal, G. On the unreliability of published
DNA sequences. New Phytologist 160, 43—-48 (2003).

Bridge, P. D., Spooner, B. M. & Raoberts, P. J. Reliability and use of published sequence da-
ta: Letters. New Phytologist 161, 15-17 (2004).

Brooks, C. J. W., Eglinton, G. & Magrill, D. S. 55. The constitution of an oxidation product of
B-ionone. Journal of the Chemical Society 0, 308-310 (1961).

287



Quellen und Literaturnachweise - -

Brossi, A., Baumann, M. & Burkhardt, F. Syntheseversuche in der Griseofulvinreihe. 5. Mit-
teilung. Zur Synthese von (-)- und (+)-Griseofulvin und ihrer Diastereomeren. Helvetica
Chimica Acta 45, 1292-1297 (1962).

Bross-Walch, N., Kuhn, T., Moskau, D. & Zerbe, O. Strategies and tools for structure deter-
mination of natural products using modern methods of NMR spectroscopy. Chemistry &
biodiversity 2, 147-177 (2005).

Brown, S. S. & Spudich, J. A. Mechanism of action of cytochalasin: evidence that it binds to
actin filament ends. The Journal of Cell Biology 88, 487-491 (1981).

Brzonkalik, D.-B. K. Process development for the production of Alternaria toxins in a bioreac-
tor. (2011).

Burkhardt, 1. & Dickschat, J. S. Synthesis and absolute configuration of natural 2-pyrones:
European Journal of Organic Chemistry 2018, 3144-3157 (2018).

Barki, N., Michel, A. & Tabacchi, R. Naphthalenones and isocoumarins of the fungus Cerato-
cystis fimbriata f. sp. platani. Phytopathologia Mediterranea 42, 191-198 (2003).

Bussmann, R. W. The globalization of traditional medicine in northern peru: From shaman-
ism to molecules. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 2013, 1—
46 (2013).

Butler, M. S. The role of natural product chemistry in drug discovery. Journal of Natural
Products 67, 2141-2153 (2004).

Buu-Hoi, Ng. Ph. & Lavit, D. 466. 1,8-Dihydroxynaphthalene. Journal of the Chemical Socie-
ty 0, 2412-2415 (1956).

Cai, R., Chen, S., Long, Y., Li, C., Huang, X. & She, Z. Depsidones from Talaromyces stipita-
tus SK-4, an endophytic fungus of the mangrove plant Acanthus ilicifolius. Phytochemis-
try Letters 20, 196-199 (2017).

Cambie, R. C., Lal, A. R., Rutledge, P. S. & Woodgate, P. D. Ent-14[S],16[,17-
trihydroxyatisan-3-one and further constituents from Euphorbia fidjiana. Phytochemistry
30, 287-292 (1991).

Cannell, R. J. P. How to Approach the Isolation of a Natural Product. in Natural products iso-
lation (ed. Cannell, R. J. P.) 4, 1-51 (Humana Press, 1998).

Cantrell, C. L., Dayan, F. E. & Duke, S. O. Natural products as sources for new pesticides.
Journal of Natural Products 75, 1231-1242 (2012).

Cao, S., Lee, A. S. Y., Huang, Y., Flotow, H., Ng, S., Butler, M. S. & Buss, A. D. Agonodep-
sides A and B: Two new depsides from a filamentous fungus F7524. Journal of Natural
Products 65, 1037-1038 (2002).

Carpenter, R. C., Sotheeswaran, S., S. Sultanbanwa, M. U. & Balasubramaniam, S. (-)-5-
Methylmellein and catechol derivatives from four Semecarpus species. Phytochemistry
19, 445-447 (1980).

Carroll, G. Forest endophytes: pattern and process. Canadian Journal of Botany 73, 1316—
1324 (1995).

Casella, J. F., Flanagan, M. D. & Lin, S. Cytochalasin D inhibits actin polymerization and in-
duces depolymerization of actin filaments formed during platelet shape change. Nature
293, 302—-305 (1981).

Casi, G. & Neri, D. Antibody-drug conjugates and small molecule-drug conjugates: opportuni-
ties and challenges for the development of selective anticancer cytotoxic Agents. Jour-
nal of Medicinal Chemistry 58, 8751-8761 (2015).

Castillo, U. & Strobel, G. in Bioactive Natural Products (eds. Molyneux, R. & Colegate, S.)
371-390 (CRC Press, 2007).

288



Quellen und Literaturnachweise - -

Catdo, R. M. R., Barbosa-Filho, J. M., de Oliveira Lima, E., do Socorro, M., Pereira, V., Ra-
mos da Silva, M. A., Antunes de Arruda, T. & Pessoa Antunes, R. M. Evaluation of the
antimicrobial activity and biological effect by riparins about elimination the resistance of
drugs in samples of Staphylococcus aureus. RBAC Revista Brasileira de Andlises Cli-
nicas 42, 9-14 (2010).

Chandra, S. Endophytic fungi: novel sources of anticancer lead molecules. Applied Microbi-
ology and Biotechnology 95, 47-59 (2012).

Chang, C.-W., Chang, H.-S., Cheng, M.-J., Liu, T.-W., Hsieh, S.-Y., Yuan, G.-F. & Chen, |.-S.
Inhibitory effects of constituents of an endophytic fungus Hypoxylon investiens on nitric
oxide and interleukin-6 production in RAW264.7 macrophages. Chemistry & Biodiversity
11, 949-961 (2014).

Chang, S. T. & Buswell, J. A. Nutriceuticals from mushrooms. Biotechnology-Volume VII:
Fundamentals in Biotechnology 7, 53 (2009).

Chapla, V. M., Zeraik, M. L., Ximenes, V. F., Zanardi, L. M., Lopes, M. N., Cavalheiro, A. J.,
Silva, D. H. S., Young, M. C. M., Fonseca, L. M. da, Bolzani, V. S. & Araujo, A. R. Bio-
active secondary metabolites from Phomopsis sp., an endophytic fungus from Senna
spectabilis. Molecules 19, 6597—-6608 (2014).

Chapla, V., Zeraik, M., Cafeu, M., Silva, G., Cavalheiro, A., Bolzani, V., Young, M., Pfenning,
L. & Araujo, A. Griseofulvin, diketopiperazines and cytochalasins from endophytic fungi
Colletotrichum crassipes and Xylaria sp., and their antifungal, antioxidant and anticho-
linesterase activities. Journal of the Brazilian Chemical Society (2018).

Chaverri, P., Branco-Rocha, F., Jaklitsch, W., Gazis, R., Degenkolb, T. & Samuels, G. J.
Systematics of the Trichoderma harzianum species complex and the re-identification of
commercial biocontrol strains. Mycologia 107, 558-590 (2015).

Chen, Y.-J., Li, Y., Chen, J.-J. & Gao, K. Benzofuran Derivatives from Gerbera saxatilis. Hel-
vetica Chimica Acta 90, 176-182 (2007).

Chen, S,, Liu, Z,, Liu, Y., Lu, Y., He, L. & She, Z. New depsidones and isoindolinones from
the mangrove endophytic fungus Meyerozyma guilliermondii (HZ-Y>) isolated from the
South China Sea. Beilstein Journal of Organic Chemistry 11, 1187-1193 (2015).

Chen, Z., Chen, Y., Huang, H., Yang, H., Zhang, W., Sun, Y. & Wen, J. Cytochalasin P1, a
new cytochalasin from the marine-derived fungus Xylaria sp. SOF11. Z. Naturforsch., C,
Journal of Biosciences. 72, 129-132 (2017).

Chen, G.-Y., Zhang, B., Zhao, T., Nidhal, N., Jia-Li, W., Zhou, X.-M. & Chun-Yan, D. A new
triterpenoid glucoside from Leucas zeylanica. Natural Product Research 1-5 (2019).

Cheng, M.-J., Wu, M.-D., Hsieh, S.-Y., Hsieh, M.-T., Chen, |.-S. & Yuan, G.-F. Constituents
of the Endophytic Fungus Annulohypoxylon boveri var. microspora BCRC 34012. Hel-
vetica Chimica Acta 94, 1108-1114 (2011).

Cheng, M.-J., Wu, M.-D., Yanai, H., Su, Y.-S., Chen, I|.-S., Yuan, G.-F., Hsieh, S.-Y. & Chen,
J.-J. Secondary metabolites from the endophytic fungus Biscogniauxia formosana and
their antimycobacterial activity. Phytochemistry Letters 5, 467-472 (2012).

Chin, Y.-W., Chai, H.-B., Keller, W. J. & Kinghorn, A. D. Lignans and other constituents of the
fruits of Euterpe oleracea (Acai) with antioxidant and cytoprotective activities. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 56, 7759-7764 (2008).

Cho, J.-Y., Moon, J.-H., Seong, K.-Y. & Park, K.-H. Antimicrobial Activity of 4-
Hydroxybenzoic Acid and trans 4-Hydroxycinnamic Acid isolated and identified from rice
hull. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 62, 2273-2276 (1998).

289



Quellen und Literaturnachweise - -

Chomcheon, P., Wiyakrutta, S., Sriubolmas, N., Ngamrojanavanich, N., Kengtong, S., Mahi-
dol, C., Ruchirawat, S. & Kittakoop, P. Aromatase inhibitory, radical scavenging, and
antioxidant activities of depsidones and diaryl ethers from the endophytic fungus
Corynespora cassiicola L36. Phytochemistry 70, 407-413 (2009).

Clark, B., Capon, R. J., Lacey, E., Tennant, S., Gill, J. H., Bulheller, B. & Bringmann, G.
Gymnoascolides A-C: Aromatic butenolides from an australian isolate of the soil Asco-
mycete Gymnoascus reessii. Journal of Natural Products 68, 1226-1230 (2005).

Clay, K. & Schardl, C. Evolutionary origins and ecological consequences of endophyte sym-
biosis with grasses. The American Naturalist 160, S99-S127 (2002).

Claydon, N., Grove, J. F. & Pople, M. EIm bark beetle boring and feeding deterrents from
Phomopsis oblonga. Phytochemistry 24, 937-943 (1985).

Colom, O. A., Popich, S. & Bardon, A. Bioactive constituents from Rollinia emarginata (An-
nonaceae). Natural Product Research 21, 254-259 (2007).

Comby, M., Lacoste, S., Baillieul, F., Profizi, C. & Dupont, J. Spatial and temporal variation of
cultivable communities of co-occurring endophytes and pathogens in wheat. Frontiers in
Microbiology 7, (2016).

Conegero, L. de S., Ide, R. M., Nazari, A. S., Sarragiotto, M. H., Dias Filho, B. P., Nakamura,
C. V., Carvalho, J. E. de & Foglio, M. A. Chemical constituents of Alchornea glandulosa
(Euphorbiaceae). Quimica Nova 26, 825-827 (2003).

Conti, R., Chagas, F. O., Caraballo-Rodriguez, A. M., Melo, W. G. da P., do Nascimento, A.
M., Cavalcanti, B. C., de Moraes, M. O., Pessoa, C., Costa-Lotufo, L. V., Krogh, R., An-
dricopulo, A. D., Lopes, N. P. & Pupo, M. T. Endophytic Actinobacteria from the Brazili-
an Medicinal Plant Lychnophora ericoides MART and the biological potential of their
secondary metabolites. Chemistry & Biodiversity 13, 727-736 (2016).

Cordero, R. J. B. & Casadevall, A. Functions of fungal melanin beyond virulence. Fungal
Biology Reviews 31, 99-112 (2017).

Cragg, G. M. & Newman, D. J. Natural products: A continuing source of novel drug leads.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects 1830, 3670-3695 (2013).

Crebelli, R., Carere, A., Conti, G., Conti, L., Rossi, C. & Tuttobello, L. Evaluation of the mu-
tagenic activity of leucinostatins, a novel class of antibiotic peptides produced by Paeci-
lomyces marquandii, in the modul Aspergillus nidulans. Microbiologica 11, 299-305
(1988).

Crous, P. W., Gams, W., Stalpers, J. A., Robert, V. & Stegehuis, G. MycoBank: an online
initiative to launch mycology into the 21st century. Studies in Mycology 50, 19-22
(2004).

Csermely, P., Radics, L., Rossi, C., Szamel, M., Ricci, M., Mihaly, K. & Somogyi, J. The
nonapeptide leucinostatin A acts as a weak ionophore and as an immunosuppressant
on T lymphocytes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research
1221, 125-132 (1994).

Cueto, M., Jensen, P. R. & Fenical, W. N-Methylsansalvamide, a cytotoxic cyclic depsipep-
tide from a marine fungus of the genus Fusarium. Phytochemistry 55, 223-226 (2000).

Dahiya, J. S. & Rimmer, S. R. Accumulation of flaviolin, 4-hydroxyscytalone and 2-
hydroxyjuglone in tricyclazole-treated cultures of Leptosphaeria maculans. Phytochem-
istry 27, 3481-3482 (1988).

Dai, J., Krohn, K., Flérke, U., Draeger, S., Schulz, B., Kiss-Szikszai, A., Antus, S., Kurtan, T.
& van Ree, T. Metabolites from the endophytic fungus Nodulisporium sp. from Juni-
perus cedre. European Journal of Organic Chemistry 2006, 3498—-3506 (2006).

290



Quellen und Literaturnachweise - -

Dai, J., Krohn, K., Draeger, S. & Schulz, B. New naphthalene-chroman coupling products
from the endophytic fungus, Nodulisporium sp. from Erica arborea. European Journal of
Organic Chemistry 2009, 1564-1569 (2009).

Davidova, A., Landi-Vittory, L. G. & Gramiccioni, L. Salicylamides. Bollettino Chimico Farma-
ceutico 104, (1965).

Davis, S. C. & Perez, R. Cosmeceuticals and natural products: wound healing. Clinics in
Dermatology 27, 502-506 (2009).

De Alvarenga, M. A., Fo, R. B., Gottlieb, O. R., de P. Dias, J. P., Magalhdes, A. F.,
Magalhées, E. G., de Magalhaes, G. C., Magalh&des, M. T., Maia, J. G. S. & Marques,
R. Dihydroisocoumarins and phthalide from wood samples infested by fungi. Phyto-
chemistry 17, 511-516 (1978).

De Carvalho, A. M. R., Rocha, N. F. M., Vasconcelos, L. F., Rios, E. R. V., Dias, M. L., Silva,
M. I. G., de Franca Fonteles, M. M., Filho, J. M. B., Gutierrez, S. J. C. & de Sousa, F. C.
F. Evaluation of the anti-inflammatory activity of riparin 1l (O-methil-N-2-hidroxi-benzoyl
tyramine) in animal models. Chemico-Biological Interactions 205, 165-172 (2013).

De Medeiros, L. S., Murgu, M., de Souza, A. Q. L. & Rodrigues-Fo., E. Antimicrobial Dep-
sides Produced by Cladosporium uredinicola, an endophytic fungus isolated from Psidi-
um guajava fruits. Helvetica Chimica Acta 94, 1077-1084 (2011).

De Queiroz, J. H., Barbosa, L. C., Carvalho, M. R. & Howarth, O. W. Complete *H and
13C-NMR signal assignments of ergosterol peroxide isolated from Aspergillus versicolor.
Ciéncia & Engenharia 10, 14-17 (2001).

De Sousa, F. C. F., Monteiro, A. P., de Melo, C. T. V., de Oliveira, G. R., Vasconcelos, S. M.
M., de Franga Fonteles, M. M., Gutierrez, S. J. C., Barbosa-Filho, J. M. & Viana, G. S.
B. Antianxiety effects of riparin | from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in mice.
Phytotherapy Research 19, 1005-1008 (2005).

De Sousa, F. C. F., Leite, C. P., de Melo, C. T. V., de Araujo, F. L. O., Gutierrez, S. J. C.,
Barbosa-Filho, J. M., de Fonteles, M. M. F., de Vasconcelos, S. M. M. & de Barros Vi-
ana, G. S. Evaluation of effects of N-(2-Hydroxybenzoyl) tyramine (Riparin II) from Ani-
ba riparia (NEES) MEZ (Lauracea) in anxiety models in Mice. Biological & Pharmaceu-
tical Bulletin 30, 1212-1216 (2007).

DeCorte, B. L. Underexplored opportunities for natural products in drug discovery: Miniper-
spective. Journal of Medicinal Chemistry 59, 9295-9304 (2016).

Degenkolb, T., Berg, A., Gams, W., Schlegel, B. & Grafe, U. The occurrence of peptaibols
and structurally related peptaibiotics in fungi and their mass spectrometric identification
via diagnostic fragment ions. Journal of Peptide Science 9, 666-678 (2003).

Demain, A. L. & Zhang, L. Natural Products and Drug Discovery. in Natural Products - Drug
Discovery and Therapeutic Medicine 3—29 (Humana Press, 2005).

Deshpande, V., Wang, Q., Greenfield, P., Charleston, M., Porras-Alfaro, A., Kuske, C. R.,
Cole, J. R., Midgley, D. J. & Tran-Dinh, N. Fungal identification using a Bayesian classi-
fier and the Warcup training set of internal transcribed spacer sequences. Mycologia
108, 1-5 (2016).

Dhanasekaran, D., Shanmugapriya, S., Thajuddin, N. & Panneerselvam, A. in Aflatoxins -
Biochemistry and Molecular Biology (ed. Guevara-Gonzalez, R. G.) (InTech, 2011).

Dickschat, J. S., Wang, T. & Stadler, M. Volatiles from the xylarialean fungus Hypoxylon in-
vadens. Beilstein The Journal of Organic Chemistry 14, 734-746 (2018).

Dillard, C. J. & German, J. B. Phytochemicals: nutraceuticals and human health. Journal of
the Science of Food and Agriculture 80, 1744-1756 (2000).

291



Quellen und Literaturnachweise - -

Ding, C., Wang, Q.-B., Guo, S. & Wang, Z. The improvement of bioactive secondary metabo-
lites accumulation in Rumex gmelini Turcz through co-culture with endophytic fungi.
Brazilian Journal of Microbiology 49, 362—-369 (2018).

Dolomanov, O. V., Bourhis, L. J., Gildea, R. J., Howard, J. A. K. & Puschmann, H. OLEX2: a
complete structure solution, refinement and analysis program. Journal of Applied Crys-
tallography 42, 339-341 (2009).

Dorn, F. & Arigoni, D. Gliovictin, ein neuer Metabolit von Helminthosporium victoriae. Experi-
entia 30, 134-135 (1974).

Dosio, F., Ricci, M., Brusa, P., Rossi, C. & Cattel, L. Antibody-targeted leucinostatin A. Jour-
nal of Controlled Release 32, 37-44 (1994).

Du, L., King, J. B. & Cichewicz, R. H. Chlorinated polyketide obtained from a Daldinia sp.
treated with the epigenetic modifier Suberoylanilide Hydroxamic Acid. Journal of Natural
Products 77, 2454-2458 (2014).

Dugrand-Judek, A., Olry, A., Hehn, A., Costantino, G., Ollitrault, P., Froelicher, Y. & Bour-
gaud, F. The distribution of coumarins and furanocoumarins in citrus species closely
matches citrus phylogeny and reflects the organization of biosynthetic Pathways. PLOS
ONE 10, e0142757 (2015).

Durham, D. G. Isolation by lon-Exchange Methods in Natural products isolation (eds. Sarker,
S. D., Latif, Z. & Gray, A. I.) 159-183 (Humana Press, 2006).

Eberhardt, U. in DNA Barcodes (eds. Kress, W. J. & Erickson, D. L.) 858, 183-205 (Humana
Press, 2012).

Edwards, R. L., Maitland, D. J. & Whalley, A. J. S. Metabolites of the higher fungi. Part 26.
Cubensic  acid, 3,7,11,15-tetra  hydroxy-18-(hydroxymethyl)-2,4,6,10,14,16,20-
heptamethyldocosa-4E,8E,12E,16E-tetraenoic acid, a novel polysubstituted C22 fatty
acid from the fungus Xylaria cubensis (Mont.) Fr. with substituents and substitution pat-
tern similar to the macrolide antibiotics. Journal of the Chemical Society, Perkin Trans-
actions 1 1411 (1991).

Eevers, N., Gielen, M., Sanchez-Lopez, A., Jaspers, S., White, J. C., Vangronsveld, J. &
Weyens, N. Optimization of isolation and cultivation of bacterial endophytes through
addition of plant extract to nutrient media: Optimizing isolation of endophytes. Microbial
Biotechnology 8, 707-715 (2015).

Egger, K. N. Molecular analysis of ectomycorrhizal fungal communities. Canadian Journal of
Botany 73, 1415-1422 (1995).

Ek-Ramos, M. J., Zhou, W., Valencia, C. U., Antwi, J. B., Kalns, L. L., Morgan, G. D., Kerns,
D. L. & Sword, G. A. Spatial and temporal variation in fungal endophyte communities
isolated from cultivated cotton (Gossypium hirsutum). PLoS ONE 8, €66049 (2013).

El Amrani, M. Biodiversity analysis of endophytic fungi and chemical investigation of their
secondary metabolites. Dissetation, Heinrich Heine Universitéat Disseldorf (2016).

Elbandy, M., Shinde, P. B., Hong, J., Bae, K. S., Kim, M. A., Lee, S. M. & Jung, J. H. a-
Pyrones and yellow pigments from the sponge-derived fungus Paecilomyces lilacinus.
Bulletin of the Korean Chemical Society 30, 188-192 (2009).

El-Elimat, T., Figueroa, M., Ehrmann, B. M., Cech, N. B., Pearce, C. J. & Oberlies, N. H.
High-resolution MS, MS/MS, and UV database of fungal secondary metabolites as a
Dereplication protocol for bioactive natural products. Journal of Natural Products 76,
1709-1716 (2013).

El-Hadi, A. A., EI-Nour, S. A., Hammad, A., Kamel, Z. & Anwar, M. Optimization of cultural
and nutritional conditions for carboxymethylcellulase production by Aspergillus hortai.
Journal of Radiation Research and Applied Sciences 7, 23-28 (2014).

292



Quellen und Literaturnachweise - -

Elissawy, A. M., Ebada, S. S., Ashour, M. L., Ozkaya, F. C., Ebrahim, W., Singab, A. B. &
Proksch, P. Spiroarthrinols a and B, two novel meroterpenoids isolated from the
sponge- derived fungus Arthrinium sp. Phytochemistry Letters 20, 246251 (2017).

Eliwa, E., El_Metwally, D. M., H. Halawa, A. EI-Agrody, A., Bedair, A. H.& Shaaban M. New
bioactive metabolites from Aspergillus flavus 9AFL. J. Atoms and Molecules 7, 1045
(2017).

El-Khayat, E. S., Mohamed Ibrahim, S. R. & Mohamed, G. A. Plant endophytes, renewable
source of new natural products. The Natural Products Journale 2, 225-234 (2012).

Elsevier B.V., https://www.sciencedirect.com (2019)

Escriv4, L., Oueslati, S., Font, G. & Manyes, L. Alternaria Mycotoxins in food and feed: An
overview. Journal of Food Quality 2017, 1-20 (2017).

Espada, A., Rivera-Sagredo, A., de la Fuente, J. M., Hueso-Rodriguez, J. A. & Elson, S. W.
New cytochalasins from the fungus Xylaria hypoxylon. Tetrahedron 53, 6485-6492
(1997).

Evidente, A., Andolfi, A., Maddau, L., Franceschini, A. & Marras, F. Biscopyran, a Phytotoxic
hexasubstituted pyranopyran produced by Biscogniauxia mediterranea, a fungus path-
ogen of cork oak. Journal of Natural Products 68, 568-571 (2005).

Fan, N.-W., Chang, H.-S., Cheng, M.-J., Hsieh, S.-Y., Liu, T.-W., Yuan, G.-F. & Chen, I.-S.
Secondary metabolites from the endophytic fungus Xylaria cubensis. Helvetica Chimica
Acta 97, 1689-1699 (2014).

Farag, M. A. & Shakour, Z. T. A. Metabolomics driven analysis of 11 Portulaca leaf taxa as
analysed via UPLC-ESI-MS/MS and chemometrics. Phytochemistry 161, 117-129
(2019).

Federhen, S. The NCBI Taxonomy database. Nucleic Acids Research 40, D136-D143
(2012).

Federhen, S. Type material in the NCBI Taxonomy Database. Nucleic Acids Research 43,
D1086—-D1098 (2015).

Felsenstein, J. Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolution
39, 783 (1985).

Feng, T., Li, Z.-H., Yin, X., Dong, Z.-J., Wang, G.-Q., Li, X.-Y., Li, Y. & Liu, J.-K. New ben-
zene derivatives from cultures of ascomycete Daldinia concentrica. Natural Products
and Bioprospecting 3, 150-153 (2013).

Feng, C.-C., Chen, G.-D., Zhao, Y.-Q., Xin, S.-C., Li, S., Tang, J.-S., Li, X.-X., Hu, D., Liu, X.-
Z. & Gao, H. New isocoumarins from a cold-adapted fungal strain Mucor sp. and their
developmental toxicity to zebrafish embryos. Chemistry & Biodiversity 11, 1099-1108
(2014).

Fesel, P. H. & Zuccaro, A. Dissecting endophytic lifestyle along the parasitism/mutualism
continuum in Arabidopsis. Current Opinion in Microbiology 32, 103-112 (2016).

Field, L. D., Sternhell, S. & Kalman, J. R. Organic structures from spectra. (John Wiley and
Sons Ltd, 2008).

Figueroa, M., Fajardo-Hernandez, C., Villedas, O., Gbmez-Lagunas, L. & Aparicio-Cuevas,
M. Fluorescent azaphilonoidal pigments from the endophytic fungus Biscogniauxia sp.
Planta Medica 81, (2015).

Fisher, P. J. & Petrini, O. A comparative study of fungal endophytes in xylem and bark of
Alnus species in England and Switzerland. Mycological Research 94, 313—-319 (1990).

293



Quellen und Literaturnachweise - -

Francis, G. W., Aksnes, D. W. & Holt, @. Assignment of the’H and **C-NMR spectra of an-
thraquinone glycosides from Rhamnus frangula. Magnetic Resonance in Chemistry 36,
769-772 (1998).

Freeman, S. & Rodriguez, R. J. Genetic Conversion of a Fungal Plant Pathogen to a Non-
pathogenic, Endophytic Mutualist. Science 260, 75-78 (1993).

Freitas-Richard, C. M. Bioaktive Sekundarstoffe aus endophytischen Pilzen. Dissertation,
Heinrich Heine Universitat Dusseldorf (2011).

Fresta, M., Ricci, M., Rossi, C., Furneri, P. M. & Puglisi, G. Antimicrobial nonapeptide Leu-
cinostatin A-dependent effects on the physical properties of phospholipid model mem-
branes. Journal of Colloid and Interface Science 226, 222—-230 (2000).

Friebolin, H. Ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie: eine Einfihrung. (Wiley-VCH-
Verl, 1999).

Fukushima, K., Arai, T., Mori, Y., Tsuboi, M. & Suzuki, M. Studies on peptide antibiotics, leu-
cinostatins. |. Separation, physico-chemical properties and biological activities of leu-
cinostatins A and B. The Journal of Antibiotics 36, 1606—1612 (1983a).

Fukushima, K., Arai, T., Mori, Y., Tsuboi, M. & Suzuki, M. Studies on peptide antibiotics, leu-
cinostatins. Il. The structures of leucinostatins A and B. The Journal of Antibiotics 36,
1613-1630 (1983b).

Fulmer, G. R., Miller, A. J. M., Sherden, N. H., Gottlieb, H. E., Nudelman, A., Stoltz, B. M.,
Bercaw, J. E. & Goldberg, K. I. NMR chemical shifts of trace impurities: Common labor-
atory solvents, organics, and gases in deuterated solvents relevant to the organometal-
lic chemist. Organometallics 29, 2176-2179 (2010).

Galloway, W. R. J. D., Hodgkinson, J. T., Bowden, S., Welch, M. & Spring, D. R. Applications
of small molecule activators and inhibitors of quorum sensing in Gram-negative bacte-
ria. Trends in Microbiology 20, 449-458 (2012).

Gautschi, J. T., Amagata, T., Amagata, A., Valeriote, F. A., Mooberry, S. L. & Crews, P. Ex-
panding the strategies in natural product studies of marine-derived fungi: A chemical in-
vestigation of Penicillium obtained from deep water sediment. Journal of Natural Pro-
ducts 67, 362—367 (2004).

Gentzsch, M. Sekundarstoffe aus endophytischen Pilzen mariner Habitate und Abbaureakti-
onen an Simocyclinon D8. Dissertation, Georg-August-Universitat zu Gottingen (2007).

Ghimire, S. R. & Hyde, K. D. in Plant Surface Microbiology (eds. Varma, A., Abbott, L., Wer-
ner, D. & Hampp, R.) 281-292 (Springer Berlin Heidelberg, 2008).

Giavasis, |. Bioactive fungal polysaccharides as potential functional ingredients in food and
nutraceuticals. Current Opinion in Biotechnology 26, 162-173 (2014).

Gibbons, S. Introduction to Planar Chromatography in Natural Products Isolation (eds.
Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray, A. I.) 77-116 (Humana Press, 2006).

Gogoi, D. K., Deka Boruah, H. P., Saikia, R. & Bora, T. C. Optimization of process parame-
ters for improved production of bioactive metabolite by a novel endophytic fungus
Fusarium sp. DF2 isolated from Taxus wallichiana of North East India. World Journal of
Microbiology and Biotechnology 24, 79-87 (2008).

Gond, S. K., Verma, V. C., Mishra, A., Kumar, A. & Kharwar, R. N. 15 Role of fungal endo-
phytes in plant protection. Management of Fungal plant pathogens 183 (2010).

Gonzélez-Menéndez, V., Serrano, R., Mufioz, F., Reyes, F., Genilloud, O. & Tormo, J. Dif-
ferential induction of secondary metabolite profiles in endophyte fungi by the addition of
epigenetic modifiers. Planta Medica 81, (2015).

294



Quellen und Literaturnachweise - -

Gottlieb, H. E., Kotlyar, V. & Nudelman, A. NMR Chemical shifts of common laboratory sol-
vents as trace impurities. The Journal of Organic Chemistry 62, 7512—-7515 (1997).

Gouda, S., Das, G., Sen, S. K., Shin, H.-S. & Patra, J. K. Endophytes: A treasure house of
bbioactive compounds of medicinal importance. Frontiers in Microbiology 7, (2016).

Goutam, J., Singh, R., Vijayaraman, R. S. & Meena, M. in Fungi and their role in sustainable
development: Current perspectives (eds. Gehlot, P. & Singh, J.) 539-551 (Springer
Singapore, 2018).

Grandclément, C., Tanniéres, M., Moréra, S., Dessaux, Y. & Faure, D. Quorum quenching:
role in nature and applied developments. FEMS Microbiology Reviews 40, 86-116
(2016).

Gremaud, G. & Tabacchi, R. Relationship between the fungus Ceratocystis fimbriata coffea
and the canker disease of the coffee tree. Phytochemistry 42, 1547-1549 (1996).

Gross, J. H. Massenspektrometrie - Ein Lehrbuch. (Springer Berlin Heidelberg, 2013).

Gubiani, J. R., Habeck, T. R., Chapla, V. M., Silva, G., Bolzani, V. da S. & Araujo, A. R. One
stain-many compounds (OSMAC) method for production of phenolic compounds using
Camarops sp., an endophytic fungus from Alibertia macrophylla (Rubiaceae). Quim.
Nova (2016).

Gulder, T., Hong, H., Correa, J., Egereva, E., Wiese, J., Imhoff, J. & Gross, H. Isolation,
Structure elucidation and total synthesis of Lajollamide A from the marine fungus Aster-
omyces cruciatus. Marine Drugs 10, 2912—-2935 (2012).

Guo, B., Wang, Y., Sun, X. & Tang, K. Bioactive natural products from endophytes: A review.
Applied Biochemistry and Microbiology 44, 136—-142 (2008).

Guo, L. D., Hyde, K. D. & Liew, E. C. Y. Identification of endophytic fungi from Livistona
chinensis based on morphology and rDNA sequences: RESEARCH Identification of en-
dophytic fungi from Livistona chinensis. New Phytologist 147, 617—630 (2000).

Guo, L. D., Hyde, K. D. & Liew, E. C. Y. Detection and taxonomic placement of endophytic
fungi within frond tissues of Livistona chinensis based on rDNA sequences. Molecular
Phylogenetics and Evolution 20, 1-13 (2001).

Gupta, V. K., Verma, S., Gupta, S., Singh, A., Pal, A., Srivastava, S. K., Srivastava, P. K.,
Singh, S. C. & Darokar, M. P. Membrane-damaging potential of natural L-(-)-usnic acid
in Staphylococcus aureus. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Dis-
eases 31, 3375-3383 (2012).

Gvakharia, B. O., Bebas, P., Cymborowski, B. & Giebultowicz, J. M. Disruption of sperm re-
lease from insect testes by cytochalasin and beta-actin mRNA mediated interference.
Cellular and Molecular Life Sciences 60, 1744-1751 (2003).

Hadacek, F., Miiller, C., Wemer, A., Greger, H. & Proksch, P. Analysis, isolation and insecti-
cidal activity of linear furanocoumarins and other coumarin derivatives from Peuceda-
num (Apiaceae: Apioideae). Journal of Chemical Ecology 20, 2035-2054 (1994).

Haggag, W. M. Role of entophytic microorganisms in bio control of plant diseases. Life Sci-
ence Journal 7, 57-62 (2010).

Haidle, A. M. & Myers, A. G. An enantioselective, modular, and general route to the cyto-
chalasins: synthesis of L-696,474 and cytochalasin B. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101,
12048-12053 (2004).

Halabalaki, M., Vougogiannopoulou, K., Mikros, E. & Skaltsounis, A. L. Recent advances and
new strategies in the NMR-based identification of natural products. Current Opinion in
Biotechnology 25, 1-7 (2014).

295



Quellen und Literaturnachweise - -

Hallmann, J., Berg, G. & Schulz, B. Isolation procedures for endophytic microorganisms. in
Microbial root endophytes 299-319 (Springer, 2006).

Hallock, Y. F., Clardy, J., Kenfield, D. S. & Strobel, G. De-O-methyldiaporthin, a phytotoxin
from Drechslera siccans. Phytochemistry 27, 3123-3125 (1988).

Hamdy, A. K., Sheha, M. M., Abdel-Hafez, A. A. & Shouman, S. A. Design, Synthesis, and
cytotoxicity valuation of novel Griseofulvin analogues with improved water solubility. In-
ternational Journal of Medicinal Chemistry 2017, 1-12 (2017).

Hammon, K. E. & Faeth, S. H. Ecology of plant-herbivore communities: a fungal component?
Natural Toxins 1, 197-208 (1992).

Han, W.-B., Zhai, Y.-J., Gao, Y., Zhou, H.-Y., Xiao, J., Pescitelli, G. & Gao, J.-M. Cytochalas-
ins and an Abietane-Type diterpenoid with allelopathic activities from the andophytic
fungus Xylaria Species. Journal of Agricultural and Food Chemistry . 67, 3643-3650
(2019).

Héansel, R. & Sticher, O. Pharmakognosie-Phytopharmazie. (Springer-Verlag, 2009).

Harris, J. P. & Mantle, P. G. Biosynthesis of diaporthin and orthosporin by Aspergillus
ochraceus. Phytochemistry 57, 165-169 (2001).

Harvey, A. L., Edrada-Ebel, R. & Quinn, R. J. The re-emergence of natural products for drug
discovery in the genomics era. Nature Reviews Drug Discovery 14, 111-129 (2015).

Hawksworth, D. L. The magnitude of fungal diversity: the 1.5 million species estimate revisit-
ed paper presented at the Asian Mycological Congress 2000 (AMC 2000), incorporating
the 2nd asia-pacific mycological congress on biodiversity and biotechnology, and held
at the university of Hong Kong on 9-13 July 2000. Mycological research 105, 1422—
1432 (2001).

Hawksworth, D. L. ‘Misidentifications’ in fungal DNA sequence databanks: Letters. New Phy-
tologist 161, 13-15 (2003).

Hayakawa, S., Matsushima, T., Kimura, T., Minato, H. & Katagiri, K. Zygosporin A, a new
antibiotic from Zygosporium mansonii. The Journal of Antibiotics 21, 523-524 (1968).

Hayes, R., Ahmed, A., Edge, T. & Zhang, H. Core-shell particles: Preparation, fundamentals
and applications in high performance liquid chromatography. Journal of Chromatog-
raphy A 1357, 36-52 (2014).

Hector, R. F. An Overview of antifungal drugs and their Use for treatment of deep and super-
ficial mycoses in animals. Clinical Techniques in Small Animal Practice 20, 240-249
(2005).

Helaly, S. E., Thongbai, B. & Stadler, M. Diversity of biologically active secondary metabo-
lites from endophytic and saprotrophic fungi of the ascomycete order Xylariales. Natural
Product Reports 35, 992-1014 (2018).

Heller, G. & Kretzschmann, H. 1,8-Dihydroxynaphthalene. Berichte der Deutschen Chemi-
schen Gesellschaft [Abteilung] B: Abhandlungen 1098-1107 (1921).

Hemstrom, P. & Irgum, K. Hydrophilic interaction chromatography. Journal of Separation
Science 29, 1784-1821 (2006).

Hewage, R. T., Aree, T., Mahidol, C., Ruchirawat, S. & Kittakoop, P. One strain-many com-
pounds (OSMAC) method for production of polyketides, azaphilones, and an isochro-
manone using the endophytic fungus Dothideomycete sp. Phytochemistry 108, 87-94
(2014).

296



Quellen und Literaturnachweise - -

Hibbett, D. S., Binder, M., Bischoff, J. F., Blackwell, M., Cannon, P. F., Eriksson, O. E.,
Huhndorf, S., James, T., Kirk, P. M., Liicking, R., Thorsten Lumbsch, H., Lutzoni, F.,
Matheny, P. B., McLaughlin, D. J., Powell, M. J., Redhead, S., Schoch, C. L., Spatafora,
J. W., Stalpers, J. A, Vilgalys, R., Aime, M. C., Aptroot, A., Bauer, R., Begerow, D.,
Benny, G. L., Castlebury, L. A., Crous, P. W., Dai, Y.-C., Gams, W., Geiser, D. M., Grif-
fith, G. W., Gueidan, C., Hawksworth, D. L., Hestmark, G., Hosaka, K., Humber, R. A.,
Hyde, K. D., Ironside, J. E., Kéljalg, U., Kurtzman, C. P., Larsson, K.-H., Lichtwardt, R.,
Longcore, J., Miagdlikowska, J., Miller, A., Moncalvo, J.-M., Mozley-Standridge, S.,
Oberwinkler, F., Parmasto, E., Reeb, V., Rogers, J. D., Roux, C., Ryvarden, L., Sam-
paio, J. P., Schiufler, A., Sugiyama, J., Thorn, R. G., Tibell, L., Untereiner, W. A., Walk-
er, C., Wang, Z., Weir, A., Weiss, M., White, M. M., Winka, K., Yao, Y.-J. & Zhang, N. A
higher-level phylogenetic classification of the Fungi. Mycological Research 111, 509—
547 (2007).

Higginbotham, S. J., Arnold, A. E., Ibafiez, A., Spadafora, C., Coley, P. D. & Kursar, T. A.
Bioactivity of fungal endophytes as a function of endophyte taxonomy and the taxonomy
and distribution of their host plants. PLoS ONE 8, 73192 (2013).

Higgins, K. L., Arnold, A. E., Miadlikowska, J., Sarvate, S. D. & Lutzoni, F. Phylogenetic rela-
tionships, host affinity, and geographic structure of boreal and arctic endophytes from
three major plant lineages. Molecular Phylogenetics and Evolution 42, 543-555 (2007).

Hillenbrand, M., Zapp, J. & Becker, H. Depsides from the petals of Papaver rhoeas. Planta
Medica 70, 380—-382 (2004).

Ho, Y.-S., Duh, J.-S., Jeng, J.-H., Wang, Y.-J., Liang, Y.-C., Lin, C.-H., Tseng, C.-J., Yu, C.-
F., Chen, R.-J. & Lin, J.-K. Griseofulvin potentiates antitumorigenesis effects of noco-
dazole through induction of apoptosis and G2/M cell cycle arrest in human colorectal
cancer cells. International Journal of Cancer 91, 393-401 (2000).

Hodges, R. & Porte, A. L. The structure of loliolide. Tetrahedron 20, 1463—-1467 (1964).

Hof, H. & Kupfahl, C. Gliotoxin in Aspergillus fumigatus: an example that mycotoxins are po-
tential virulence factors. Mycotoxin Research 25, 123-131 (2009).

Hoéller, U., Wright, A. D., Matthee, G. F., Konig, G. M., Draeger, S., Aust, H.-J. & Schulz, B.
Fungi from marine sponges: diversity, biological activity and secondary metabolites.
Mycological Research 104, 1354-1365 (2000).

Holst-Jensen, A., Vralstad, T. & Schumacher, T. On reliability: Letters. New Phytologist 161,
11-13 (2003).

Honda, N. K., Pavan, F. R., Coelho, R. G., de Andrade Leite, S. R., Micheletti, A. C., Lopes,
T. I. B., Misutsu, M. Y., Beatriz, A., Brum, R. L. & Leite, C. Q. F. Antimycobacterial activ-
ity of lichen substances. Phytomedicine 17, 328-332 (2010).

Hosoe, T., lizuka, T., Komai, S., Wakana, D., Itabashi, T., Nozawa, K., Fukushima, K. & Ka-
wai, K. 4-Benzyl-3-phenyl-5H-furan-2-one, a vasodilator isolated from Malbranchea fil-
amentosa IFM 41300. Phytochemistry 66, 27762779 (2005).

Hossain, C. F., Okuyama, E. & Yamazaki, M. A new series of coumarin derivatives having
monoamine oxidase inhibitory activity from Monascus anka. Chemical and Pharmaceu-
tical Bulletin 44, 1535-1539 (1996).

Hou, G.-M., Xu, X.-M., Wang, Q., Li, D.-Y. & Li, Z.-L. Hybrid of dehydroergosterol and nitrog-
enous alternariol derivative from the fungus Pestalotiopsis uvicola. Steroids 138, 43—-46
(2018).

Houssen, W. E. & Jaspars, M. in Natural Products Isolation (eds. Sarker, S. D., Latif, Z. &
Gray, A. 1.) 353—-390 (Humana Press, 2006).

297



Quellen und Literaturnachweise - -

Hsiao, Y., Cheng, M.-J., Chang, H.-S., Wu, M.-D., Hsieh, S.-Y., Liu, T.-W., Lin, C.-H., Yuan,
G.-F. & Chen, I.-S. Six new metabolites produced by Colletotrichum aotearoa 09F0161,
an endophytic fungus isolated from Bredia oldhamii. Natural Product Research 30, 251—
258 (2016).

Hu, Z.-X., Xue, Y.-B., Bi, X.-B., Zhang, J.-W., Luo, Z.-W., Li, X.-N., Yao, G.-M., Wang, J.-P. &
Zhang, Y.-H. Five New secondary metabolites produced by a marine-associated fun-
gus, Daldinia eschscholzii. Marine Drugs 12, 5563-5575 (2014).

Hu, M., Yang, X.-Q., Zhou, Q.-Y., Li, S.-Q., Wang, B.-Y., Ruan, B.-H., Yang, Y.-B., Zhang, Z.-
X., Zhou, H. & Ding, Z.-T. Benzopyran derivatives from endophytic Daldinia eschscholzii
JC-15 in Dendrobium chrysotoxum and their bioactivities. Natural Product Research 33,
1431-1435 (2019).

Huang, Z., Yang, J., Cai, X., She, Z. & Lin, Y. A new furanocoumarin from the mangrove en-
dophytic fungus Penicillium sp. (ZH16). Natural Product Research 26, 1291-1295
(2012).

Huang, R., Wang, T., Xie, X.-S., Ma, K.-X., Fang, X.-W. & Wu, S.-H. Secondary metabolites
from an endophytic fungus Nigrospora sp. Chemistry of Natural Compounds 52, 697—
699 (2016).

Huang, L.-H., Yuan, M.-Q., Ao, X.-J., Ren, A.-Y., Zhang, H.-B. & Yang, M.-Z. Endophytic
fungi specifically introduce novel metabolites into grape flesh cells in vitro. PLOS ONE
13, e0196996 (2018).

Hubert, J., Nuzillard, J.-M., Purson, S., Hamzaoui, M., Borie, N., Reynaud, R. & Renault, J.-
H. Identification of natural metabolites in mixture: A pattern recognition strategy based
on ¥ C NMR. Analytical Chemistry 86, 2955-2962 (2014).

Hubert, J., Nuzillard, J.-M. & Renault, J.-H. Dereplication strategies in natural product re-
search: How many tools and methodologies behind the same concept? Phytochemistry
Reviews 16, 55-95 (2017).

Hung, W.-L., Suh, J. H. & Wang, Y. Chemistry and health effects of furanocoumarins in
grapefruit. Journal of Food and Drug Analysis 25, 71-83 (2017).

Hyde, K. & Soytong, K. The fungal endophyte dilemma. Fungal Diversity 163—-173 (2008).

Hyde, K. D., Bahkali, A. H. & Moslem, M. A. Fungi-an unusual source for cosmetics. Fungal
Diversity 43, 1-9 (2010).

Ibrahim, A., Sgrensen, D., Jenkins, H. A., McCarry, B. E. & Sumarah, M. W. New diplosporin
and agistatine derivatives produced by the fungal endophyte Xylaria sp. isolated from
Vitis labrusca. Phytochemistry Letters 9, 179-183 (2014).

Ibrahim, A., Sgrensen, D., Jenkins, H. A., Ejim, L., Capretta, A. & Sumarah, M. W. Epoxyne-
manione A, nemanifuranones A-F, and nemanilactones A—C, from Nemania serpens,
an endophytic fungus isolated from Riesling grapevines. Phytochemistry 140, 16-26
(2017).

Ibrahim, S. R. M., Mohamed, G. A., Al Haidari, R. A., EI-Kholy, A. A. & Zayed, M. F. Potential
anti-malarial agents from endophytic fungi: A Review. Mini-Reviews in Medicinal Chem-
istry 18, 1110-1132 (2018a).

Ibrahim, S. R. M., Mohamed, G. A., Al Haidari, R. A., EI-Kholy, A. A., Zayed, M. F. & Khayat,
M. T. Biologically active fungal depsidones: Chemistry, biosynthesis, structural charac-
terization, and bioactivities. Fitoterapia 129, 317-365 (2018b).

Ichihara, A. et al. Structure, synthesis, and stereochemistry of (+)-Orthosporin, a phytotoxic
metabolite of Rhynchosporium orthosporum. Chemistry Letters. 18, 1495-1498 (1989).

298



Quellen und Literaturnachweise - -

Isaka, M., Palasarn, S., Rachtawee, P., Vimuttipong, S. & Kongsaeree, P. Unique diketop-
iperazine dimers from the insect pathogenic fungus Verticillium hemipterigenum BCC
1449. Organic Letters 7, 2257-2260 (2005).

Isaka, M., Palasarn, S., Sriklung, K. & Kocharin, K. Cyclohexadepsipeptides from the Insect
Pathogenic Fungus Hirsutella n ivea BCC 2594. Journal of Natural Products 68, 1680—
1682 (2005).

Ishiyama, A., Otoguro, K., lwatsuki, M., Namatame, M., Nishihara, A., Nonaka, K., Kinoshita,
Y., Takahashi, Y., Masuma, R., Shiomi, K., Yamada H., Omura S., In vitro and in vivo
antitrypanosomal activities of three peptide antibiotics: leucinostatin A and B, alamethi-
cin 1 and tsushimycin. The Journal of antibiotics 62, 303—308 (2009).

Isogai, A., Suzuki, A., Higashkawa, S., Kuyama, S. & Tamura, S. Structure of a Peptidal An-
tibiotic P168 Produced by Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson. Agricultural and Bio-
logical Chemistry 44, 3033—-3035 (1980).

Isogai, A., Suzuki, A., Tamura, S., Higashikawa, S. & Kuyama, S. Structure of a peptidal an-
tibiotic P168 produced by Paecilomyces lilacinus (Thorn) Samson. Journal of the Chem-
ical Society, Perkin Transactions 1 1405-1411 (1984).

Isogai, A., Nakayama, J., Takayama, S., Kusai, A. & Suzuki, A. Structural elucidation of mi-
nor components of peptidyl antibiotic P168s (leucinostatins) by tandem mass spectrom-
etry. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 56, 1079-1085 (1992).

Iwasaki, S., Muro, H., Sasaki, K., Nozoe, S., Okuda, S. & Sato, Z. Isolations of phytotoxic
substances produced by pyricularia oryzae cavara. Tetrahedron Letters 14, 3537-3542
(1973).

Jalgaonwala, R. E., Mohite, B. V. & Mahajan, R. T. A review: Natural products from plant
associated endophytic fungi. J. Microbiol. Biotech. Res 1, 21-32 (2011).

Jerjian, T. V., Glode, A. E., Thompson, L. A. & O'Bryant, C. L. Antibody-drug conjugates: A
clinical pharmacy perspective on an emerging cancer therapy. Pharmacotherapy 36,
99-116 (2016).

Jia, M., Chen, L., Xin, H.-L., Zheng, C.-J., Rahman, K., Han, T. & Qin, L.-P. A Friendly rela-
tionship between endophytic fungi and medicinal plants: A systematic review. Frontiers
in Microbiology 7, (2016).

Jiang, P., Zhang, S.-M., He, L., Wu, Y. & Li, Y. Synthesis of hept-6-en-2,4,5-triols and hept-6-
en-2,3,5-triols. Tetrahedron 67, 2651-2660 (2011).

Jiao, W., Feng, Y., Blunt, J. W., Cole, A. L. J. & Munro, M. H. G. Chaetoglobosins Q, R, and
T, three further new metabolites from Chaetomium globosum. Journal of Natural Prod-
ucts 67, 1722-1725 (2004).

Jork, H., Thin-layer chromatography: reagents and detection methods. (VCH, 1990).

Jouda, J.-B., Tamokou, J.-D., Mbazoa, C. D., Douala-Meli, C., Sarkar, P., Bag, P. K. &
Wandji, J. Antibacterial and cytotoxic cytochalasins from the endophytic fungus Pho-
mopsis sp. harbored in Garcinia kola (Heckel) nut. BMC Complement Altern Med 16,
462 (2016).

Ju, Z., Qin, X., Lin, X., Wang, J., Kaliyaperumal, K., Tian, Y., Liu, J., Liu, F., Tu, Z., Xu, S. &
Liu, Y. New phenyl derivatives from endophytic fungus Botryosphaeria sp. SCSIO KcF6
derived of mangrove plant Kandelia candel. Natural Product Research 30, 192-198
(2016).

Juliano, C. & Magrini, G. Cosmetic ingredients as emerging pollutants of environmental and
Health Concern. A Mini-Review. Cosmetics 4, 11 (2017).

299



Quellen und Literaturnachweise - -

Kamat, S. P., D'Souza, A. M., Paknikar, S. K., Bhadbhade, M. M. & Gonnade, R. G. Unusual
KMnO, oxidation product of B-ionone. Indian Journal of Chemistry -Section B 1038—
1041 (2007).

Kamauchi, H., Shiraishi, Y., Kojima, A., Kawazoe, N., Kinoshita, K. & Koyama, K. Isoindo-
linones, phthalides, and a naphthoquinone from the fruiting body of Daldinia concentri-
ca. Journal of Natural Products 81, 1290-1294 (2018).

Katoch, M., Singh, D., Kapoor, K. K. & Vishwakarma, R. A. Trichoderma lixii (11IM-B4), an
endophyte of Bacopa monnieri L. producing peptaibols. BMC Microbiol 19, 98 (2019).

Kawada, M., Inoue, H., Ohba, S.-l., Masuda, T., Momose, I. & Ikeda, D. Leucinostatin A in-
hibits prostate cancer growth through reduction of insulin-like growth factor-I expression
in prostate stromal cells. International Journal of Cancer 126, 810-818 (2010).

Khan, A., Williams, K. & Nevalainen, H. Testing the nematophagous biological control strain
Paecilomyces lilacinus 251 for paecilotoxin production. FEMS Microbiology Letters 227,
107-111 (2003).

Khan, R. Isolation, identification and cultivation of endophytic fungi from medical plants for
the production and characterization of bioactive fungal metabolites. International Jour-
nal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences 7, 316-321 (2007).

Khan, A. M., Noreen, S., Imran, Z. P., Atta-ur-Rahman & Choudhary, M. I. A new compound,
jolynamine, from marine brown alga Jolyna laminarioides. Natural Product Research 25,
898-904 (2011).

Kharwar, R. N., Mishra, A., Gond, S. K., Stierle, A. & Stierle, D. Anticancer compounds de-
rived from fungal endophytes: their importance and future challenges. Natural Product
Reports 28, 1208 (2011).

Khumkomkhet, P., Kanokmedhakul, S., Kanokmedhakul, K., Hahnvajanawong, C. & Soy-
tong, K. Antimalarial and Cytotoxic Depsidones from the Fungus Chaetomium brasili-
ense. Journal of Natural Products 72, 1487-1491 (2009).

Kim, D. S., Baek, N.-I, Oh, S. R., Jung, K. Y., Lee, I. S., Kim, J. H. & Lee, H.-K. Anticomple-
mentary activity of ergosterol peroxide from Naematoloma fasciculare and reassign-
ment of NMR data. Archives of Pharmacal Research 20, 201-205 (1997).

Kirby, G. W., Rao, G. V. & Robins, D. J. New co-metabolites of gliotoxin in Gliocladium vi-
rens. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions 1 301 (1988).

Kirsch, G., Abdelwahab, A. & Chaimbault, P. Natural and synthetic coumarins with effects on
inflammation. Molecules 21, 1322 (2016).

Kitagaki, J., Shi, G., Miyauchi, S., Murakami, S. & Yang, Y. Cyclic depsipeptides as potential
cancer therapeutics. Anticancer Drugs 26, 259-271 (2015).

Kitamoto, Y., Suzuki, A., Shimada, S. & Yamanaka, K. A new method for the preservation of
fungus stock cultures by deep-freezing. Mycoscience 43, 143-149 (2002).

Klaiklay, S., Rukachaisirikul, V., Sukpondma, Y., Phongpaichit, S., Buatong, J. & Bussaban,
B. Metabolites from the mangrove-derived fungus Xylaria cubensis PSU-MA34. Ar-
chives of Pharmacal Research 35, 1127-1131 (2012).

Klaiklay, S., Rukachaisirikul, V., Aungphao, W., Phongpaichit, S. & Sakayaroj, J. Depsidone
and phthalide derivatives from the soil-derived fungus Aspergillus unguis PSU-
RSPG199. Tetrahedron Letters 57, 4348-4351 (2016).

Kock, I., Draeger, S., Schulz, B., Elsasser, B., Kurtan, T., Kenéz, A., Antus, S., Pescitelli, G.,
Salvadori, P., Speakman, J.-B., Rheinheimer, J. & Krohn, K. Pseudoanguillosporin A
and B: Two new isochromans isolated from the endophytic fungus Pseudoanguillospora
sp. European Journal of Organic Chemistry 2009, 1427-1434 (2009).

300



Quellen und Literaturnachweise - -

Kokubun, T., Veitch, N. C., Bridge, P. D. & Simmonds, M. S. J. Dihydroisocoumarins and a
tetralone from Cytospora eucalypticola. Phytochemistry 62, 779—782 (2003).

Kdljalg, U., Nilsson, R. H., Abarenkov, K., Tedersoo, L., Taylor, A. F. S., Bahram, M., Bates,
S. T., Bruns, T. D., Bengtsson-Palme, J., Callaghan, T. M., Douglas, B., Drenkhan, T.,
Eberhardt, U., Duefas, M., Grebenc, T., Griffith, G. W., Hartmann, M., Kirk, P. M., Ko-
hout, P., Larsson, E., Lindahl, B. D., Liicking, R., Martin, M. P., Matheny, P. B., Nguyen,
N. H., Niskanen, T., Oja, J., Peay, K. G., Peintner, U., Peterson, M., Pdldmaa, K., Saag,
L., Saar, I., SchuBler, A., Scott, J. A., Senés, C., Smith, M. E., Suija, A., Taylor, D. L.,
Telleria, M. T., Weiss, M. & Larsson, K.-H. Towards a unified paradigm for sequence-
based identification of fungi. Molecular Ecology 22, 5271-5277 (2013).

Kongyen, W., Rukachaisirikul, V., Phongpaichit, S. & Sakayaroj, J. A new hydronaphtha-
lenone from the mangrove-derived Daldinia eschscholtzii PSU-STD57. Natural Product
Research 29, 1995-1999 (2015).

Koshti, N., Naik, S. & Parab, B. Polymer-Bound Cationic Rh(l) Phosphine Catalyst for Homo-
geneous Asymmetric Hydrogenation. Cheminform 37, (2006).

Kralj, A., Kehraus, S., Krick, A., van Echten-Deckert, G. & Kdnig, G. M. Two new depsipep-
tides from the marine fungus Spicellum roseum. Planta Medica. 73, 366—-371 (2007).

Krings, M., Taylor, T. N., Hass, H., Kerp, H., Dotzler, N. & Hermsen, E. J. Fungal endophytes
in a 400-million-yr-old land plant: infection pathways, spatial distribution, and host re-
sponses. New Phytologist 174, 648-657 (2007).

Kumar, S., Stecher, G., Li, M., Knyaz, C. & Tamura, K. MEGA X: Molecular evolutionary ge-
netics analysis across computing platforms. Molecular Biology and Evolution 35, 1547—
1549 (2018a).

Kumar, A., Kinneer, K., Masterson, L., Ezeadi, E., Howard, P., Wu, H., Gao, C. & Dimasi, N.
Synthesis of a heterotrifunctional linker for the site-specific preparation of antibody-drug
conjugates with two distinct warheads. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 28,
3617-3621 (2018b).

Kurdyumov, A., Muiioz, R. & Hsung, R. Total syntheses of Daldiniapyrone, Annularin B, and
(£)-Annularin F. Synthesis 2006, 1787-1790 (2006).

Kusari, S., Lamshoft, M., Zihlke, S. & Spiteller, M. An endophytic fungus from Hypericum
perforatum that produces Hypericin. Journal of Natural Products 71, 159-162 (2008).

Kusari, S., Singh, S. & Jayabaskaran, C. Biotechnological potential of plant-associated en-
dophytic fungi: hope versus hype. Trends in Biotechnology 32, 297-303 (2014).

Kuwata, S., Nakanishi, A., Yamada, T. & Miyazawa, T. Total synthesis of Leucinostatin D.
Tetrahedron Letters 33, 6995-6998 (1992).

Laatsch, H. & Wiley-VCH. AntiBase: The Natural Compound Identifier. (2017).

Lai, D., Wang, A., Cao, Y., Zhou, K., Mao, Z., Dong, X., Tian, J., Xu, D., Dai, J., Peng, Y.,
Zhou, L. & Liu, Y. Bioactive dibenzo-a-pyrone derivatives from the endophytic fungus
Rhizopycnis vagum Nitaf22. Journal of Natural Products 79, 2022—2031 (2016).

Lan, X., Zhang, J., Zong, Z., Ma, Q. & Wang, Y. Evaluation of the biocontrol potential of Pur-
pureocillium lilacinum QLP12 against Verticillium dahliae in eggplant. BioMed Research
International 2017, 1-8 (2017).

Lang, G., Mayhudin, N. A., Mitova, M. ., Sun, L., van der Sar, S., Blunt, J. W., Cole, A. L. J.,
Ellis, G., Laatsch, H. & Munro, M. H. G. Evolving trends in the dereplication of natural
product extracts: new methodology for rapid, small-scale investigation of natural product
extracts. Journal of Natural Products 71, 1595-1599 (2008).

301



Quellen und Literaturnachweise - -

Larsen, T. O., Smedsgaard, J., Nielsen, K. F., Hansen, M. E. & Frisvad, J. C. Phenotypic
taxonomy and metabolite profiling in microbial drug discovery. Natural Product Reports
22,672 (2005).

Latif, Z. Isolation by preparative High-Performance Liquid Chromatography. In Natural Prod-
ucts Isolation (eds. Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray, A. I.) 213-232 (Humana Press,
2006).

Lee, I.-K., Yun, B., Oh, S., Kim, Y. H., Lee, M.-K. & Y00, I.-D. 5-Methylmellein and nectriapy-
rone, two new monoamine oxidase inhibitors. Medical Science Research 27, 463-465
(1999).

Lee, I.-K., Seok, S.-J., Kim, W.-G. & Yun, B.-S. Diaporthin and Orthosporin from the fruiting
body of Daldinia concentrica. Mycobiology 34, 38 (2006).

Lee, W., Tonelli, M. & Markley, J. L. NMRFAM-SPARKY: enhanced software for biomolecular
NMR spectroscopy. Bioinformatics 31, 1325-1327 (2015).

Lee, Y., Phat, C. & Hong, S.-C. Structural diversity of marine cyclic peptides and their molec-
ular mechanisms for anticancer, antibacterial, antifungal, and other clinical applications.
Peptides 95, 94-105 (2017).

Legaz, E. M., de, R. & Vicente, C. in Drug Development - A case study based insight into
modern strategies (ed. Rundfeldt, C.) (InTech, 2011).

Lemmens-Gruber, R., Kamyar, M. R. & Dornetshuber, R. Cyclodepsipeptides - potential
drugs and lead compounds in the drug development process. Current Medicinal Chem-
istry 16, 1122-1137 (2009).

Lenta, B. N., Ngatchou, J., Frese, M., Ladoh-Yemeda, F., Voundi, S., Nardella, F., Michalek,
C., Wibberg, D., Ngouela, S., Tsamo, E., Kaiser, M., Kalinowski, J. & Sewald, N. Pur-
pureone, an antileishmanial ergochrome from the endophytic fungus Purpureocillium li-
lacinum. Zeitschrift fur Naturforschung B 71, 1159-1167 (2016).

Levengood, M. R., Zhang, X., Hunter, J. H., Emmerton, K. K., Miyamoto, J. B., Lewis, T. S. &
Senter, P. D. Orthogonal cysteine protection enables homogeneous multi-drug anti-
body—drug conjugates. Angewandte Chemie International Edition 56, 733—737 (2017).

Lewer, P. & MacMillan, J. Reinvestigation of a synthesis of (R,S)-mevalonolactone. Journal
of the Chemical Society, Perkin Transactions 1 1417 (1983).

Li, J. -y., Strobel, G., Sidhu, R., Hess, W. M. & Ford, E. J. Endophytic taxol-producing fungi
from bald cypress, Taxodium distichum. Microbiology 142, 2223-2226 (1996).

Li, C., Nitka, M. V., Gloer, J. B., Campbell, J. & Shearer, C. A. Annularins A—H: New polyke-
tide metabolites from the freshwater aquatic fungus Annulatascus t riseptatus. Journal
of Natural Products 66, 1302—-1306 (2003).

Li, D.-W. Stachybotrys eucylindrospora , sp. nov. resulting from a re-examination of Stachy-
botrys cylindrospora. Mycologia 99, 332—-339 (2007).

Li, J. W.-H. & Vederas, J. C. Drug discovery and natural products: End of an era or an end-
less frontier? Science 325, 161-165 (2009).

Li, W., Cowley, A., Uludag, M., Gur, T., McWilliam, H., Squizzato, S., Park, Y. M., Buso, N. &
Lopez, R. The EMBL-EBI bioinformatics web and programmatic tools framework. Nucle-
ic Acids Research 43, W580-W584 (2015).

Li, W., Lee, C., Bang, S. H., Ma, J. Y., Kim, S., Koh, Y.-S. & Shim, S. H. Isochromans and
Related constituents from the endophytic fungus Annulohypoxylon truncatum of Zizania
caduciflora and their anti-inflammatory effects. Journal of Natural Products 80, 205-209
(2017).

302



Quellen und Literaturnachweise - -

Li, G.-L., Guo, W.-J., Wang, G.-B., Wang, R.-R., Hou, Y.-X., Liu, K., Liu, Y. & Wang, W. Ster-
ols from the green alga Ulva australis. Marine Drugs 15, 299 (2017b).

Li, J., Wang, W.-X., Chen, H.-P., Li, Z.-H., He, J., Zheng, Y.-S., Sun, H., Huang, R., Yuan,
Q.-X., Wang, X., Feng, T. & Liu, J.-K. (x)-Xylaridines A and B, highly conjugated alka-
loids from the fungus Xylaria longipes. Organic Letters 21, 1511-1514 (2019).

Linstrom, P. NIST Chemistry WebBook, NIST Standard Reference Database 69. (1997).

Liu, Q.-A., Shao, C.-L., Gu, Y.-C,, Lin, Y.-C. & Wang, C.-Y. Bioactive Hypoxylin A and its five
acylates. Chemistry of Natural Compounds 51, 905-909 (2015).

Liu, S., Dai, H., Heering, C., Janiak, C., Lin, W., Liu, Z. & Proksch, P. Inducing new second-
ary metabolites through co-cultivation of the fungus Pestalotiopsis sp. with the bacte-
rium Bacillus subtilis. Tetrahedron Letters 58, 257-261 (2017).

Lohse, R., Jakobs-Schénwandt, D., Vidal, S. & Patel, A. V. Evaluation of new fermentation
and formulation strategies for a high endophytic establishment of Beauveria bassiana in
oilseed rape plants. Biological Control 88, 26—36 (2015).

Luangsa-Ard, J. J., Hywel-Jones, N. L. & Samson, R. A. The polyphyletic nature of Paeci-
lomyces sensu lato based on 18S-generated rDNA phylogeny. Mycologia 96, 773—780
(2004).

Luangsa-ard, J., Houbraken, J., van Doorn, T., Hong, S.-B., Borman, A. M., Hywel-Jones, N.
L. & Samson, R. A. Purpureocillium, a new genus for the medically important Paeci-
lomyces lilacinus: Purpureocillium, a new fungal genus for P. lilacinus. FEMS Microbiol-
ogy Letters 321, 141-149 (2011).

Ludwig-Muller, J. Plants and endophytes: equal partners in secondary metabolite produc-
tion? Biotechnology Letters 37, 1325-1334 (2015).

Luginbuhl, M. & Miller, E. Endophytische Pilze in den oberirdischen Organen von 4 gemein-
sam an gleichen Standorten wachsenden Pflanzen (Buxus, Hedera. llex, Ruscus). in
Sydowia: Annales Mycologici: Editi in Notitiam Scientiae Mycologicae Universalis 185
(Berger, 1979).

Lugtenberg, B. J. J., Caradus, J. R. & Johnson, L. J. Fungal endophytes for sustainable crop
production. FEMS Microbiology Ecology 92, fiw194 (2016).

Machado, F. B., Yamamoto, R. E., Zanoli, K., Nocchi, S. R., Novello, C. R., Schuquel, I. T.
A., Sakuragui, C. M., Luftmann, H., Ueda-Nakamura, T., Nakamura, C. V. & de Mello, J.
C. P. Evaluation of the antiproliferative activity of the leaves from Arctium lappa by a bi-
oassay-guided fractionation. Molecules 17, 1852—-1859 (2012).

MacLean-Fletcher, S. & Pollard, T. D. Mechanism of action of cytochalasin B on actin. Cell
20, 329-341 (1980).

Madariaga-Mazén, A., Gonzélez-Andrade, M., Gonzalez, M. del C., Glenn, A. E., Cerda-
Garcia-Rojas, C. M. & Mata, R. Absolute configuration of Acremoxanthone C, a potent
Calmodulin inhibitor from Purpureocillium lilacinum. Journal of Natural Products 76,
1454-1460 (2013).

Mafud, A. C., Silva, M. P. N., Nunes, G. B. L., de Oliveira, M. A. R., Batista, L. F., Rubio, T. I.,
Mengarda, A. C., Lago, E. M., Xavier, R. P., Gutierrez, S. J. C., Pinto, P. L. S., da Silva
Filho, A. A., Mascarenhas, Y. P. & de Moraes, J. Antiparasitic, structural, pharmacoki-
netic, and toxicological properties of riparin derivatives. Toxicology in Vitro 50, 1-10
(2018).

Maggini, V., De Leo, M., Mengoni, A., Gallo, E. R., Miceli, E., Reidel, R. V. B., Biffi, S.,
Pistelli, L., Fani, R., Firenzuoli, F. & Bogani, P. Plant-endophytes interaction influences
the secondary metabolism in Echinacea purpurea (L.) Moench: an in vitro model. Scien-
tific Reports 7, (2017).

303



Quellen und Literaturnachweise - -

Magiatis, P., Melliou, E., Skaltsounis, A.-L., Mitaku, S., Léonce, S., Renard, P., Pierré, A. &
Atassi, G. Synthesis and cytotoxic activity of pyranocoumarins of the Seselin and
Xanthyletin series. Journal of Natural Products 61, 982—986 (1998).

Maharachchikumbura, S. S. N., Guo, L.-D., Chukeatirote, E., Bahkali, A. H. & Hyde, K. D.
Pestalotiopsis—morphology, phylogeny, biochemistry and diversity. Fungal Diversity
50, 167-187 (2011).

Makioka, A., Kumagai, M., Kobayashi, S. & Takeuchi, T. Different effects of cytochalasins on
the growth and differentiation of Entamoeba invadens. Parasitol. Res. 93, 68-71 (2004).

Malawer, E. G. in Handbook of size exclusion chromatography 1-24 (Dekker, 1995).

Malmstrgm, J., Christophersen, C. & Frisvad, J. C. Secondary metabolites characteristic of
Penicillium citrinum, Penicillium steckii and related species. Phytochemistry 54, 301—
309 (2000).

Manuja, R., Chaudhary, J., Jain, A. & Sachdeva, S. A Comprehensive review on biological
activities of p-hydroxy benzoic acid and its derivatives. 22, (2013).

Marmann, A. Bioaktive Sekundarmetabolite aus endophytischen Pilzen. Dissetation, Heinrich
Heine Universitat Disseldorf (2014).

Marmann, A., Aly, A. H., Lin, W., Wang, B. & Proksch, P. Co-cultivation--a powerful emerging
tool for enhancing the chemical diversity of microorganisms. Marine Drugs 12, 1043—
1065 (2014).

Martin, K. J. & Rygiewicz, P. T. Fungal-specific PCR primers developed for analysis of the
ITS region of environmental DNA extracts. BMC microbiology 5, 28 (2005).

Martinelli, D., Grossmann, G., Séquin, U., Brandl, H. & Bachofen, R. Effects of natural and
chemically synthesized furanones on quorum sensing in Chromobacterium violaceum.
BMC Microbiology 4, 25 (2004).

Martinez, A. F. C. & Moraes, L. A. B. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry
characterization of five new leucinostatins produced by Paecilomyces lilacinus CG—
189. The Journal of Antibiotics 68, 178-184 (2015).

Martinez-Klimova, E., Rodriguez-Pefia, K. & Sanchez, S. Endophytes as sources of antibiot-
ics. Biochemical Pharmacology 134, 1-17 (2017).

Maschke S., Negera A., Zadzik S.J.S:, Sewald N. Publikation in Vorbereitung (2019a)
Maschke S., Lenta B. N., Sewald N. Publikation in Vorbereitung (2019b)

Mathan, S., Subramanian, V. & Nagamony, S. Optimization and antimicrobial metabolite
production from endophytic fungi Aspergillus terreus KC 582297. European Journal of
Experimental Biology 3, 138-144 (2013).

McAlpine, J. B. & Morris, P. Separation by High-Speed Countercurrent Chromatography in
Natural Products Isolation (eds. Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray, A. I.) 185-211 (Humana
Press, 2006).

McKinnon, A. C., Saari, S., Moran-Diez, M. E., Meyling, N. V., Raad, M. & Glare, T. R. Beau-
veria bassiana as an endophyte: a critical review on associated methodology and bio-
control potential. BioControl 62, 1-17 (2017).

Medema, M. H., Blin, K., Cimermancic, P., de Jager, V., Zakrzewski, P., Fischbach, M. A,
Weber, T., Takano, E. & Breitling, R. antiSMASH: rapid identification, annotation and
analysis of secondary metabolite biosynthesis gene clusters in bacterial and fungal ge-
nome sequences. Nucleic Acids Research 39, W339-W346 (2011).

304



Quellen und Literaturnachweise - -

Medina, R. P., Araujo, A. R., Andersen, R. J., Soares, M. A,, Silva, F. de A. & Silva, D. H. S.
Aromatic compounds produced by endophytic fungi isolated from red alga As-
paragopsis taxiformis - Falkenbergia stage. Natural Product Research 1-4 (2018).

Mehbub, M., Lei, J., Franco, C. & Zhang, W. Marine sponge derived natural products be-
tween 2001 and 2010: Trends and opportunities for discovery of bioactives. Marine
Drugs 12, 4539-4577 (2014).

Mendoza-Cal, A., Cuevas-Glory, L., Lizama-Uc, G. & Ortiz-Vazquez, E. Naringinase produc-
tion from filamentous fungi using grapefruit rind in solid state fermentation. African
Journal of Microbiology Research 4, 1964—-1969 (2010).

Merdivan, S. & Lindequist, U. Ergosterol Peroxide: A mushroom-derived compound with
promising biological activities-A Review. Int J Med Mushrooms 19, 93-105 (2017).

Merifield, E. & J. Thomas, E. Total synthesis of cytochalasin D: total synthesis and full struc-
tural assignment of cytochalasin O. Journal of the Chemical Society, Perkin Trans. 1
3269-3283 (1999).

Meyer, W. & Gams, W. Delimitation of Umbelopsis (Mucorales, Umbelopsidaceae fam. nov.)
based on ITS sequence and RFLP data. Mycological Research 107, 339-350 (2003).

Michel, K. H., Chaney, M. O., Jones, N. D., Hoehn, M. M. & Nagarajan, R. Epipolythiopipera-
zinedione antibiotics from Penicillium turbatum. The Journal of Antibiotics 27, 57—64
(1974).

Mikami, Y., Yazawa, K., Fukushima, K., Arai, T., Udagawa, S. & Samson, R. A. Paecilotoxin
production in clinical or terrestrial isolates of Paecilomyces lilacinus strains. Mycopatho-
logia 108, 195-199 (1989).

Mikami, Y., Fukushima, K., Arai, T., Abe, F., Shibuya, H. & Ommura, Y. Leucinostatins, pep-
tide mycotoxins produced by Paecilomyces lilacinus and their possible roles in fungal
infection. Zentralbl Bakteriol Mikrobiol Hyg A 257, 275-283 (1984).

Milne, G. W. A. in Drugs: synonyms and properties. (Ashgate, 2000).

Mishra, A., Gond, S. K., Kumar, A., Sharma, V. K., Verma, S. K., Kharwar, R. N. & Sieber, T.
N. Season and tissue type affect fungal endophyte communities of the indian medicinal
plant Tinospora cordifolia more strongly than geographic location. Microbial Ecology 64,
388-398 (2012).

Mishra, Y., Singh, A., Batra, A. & Sharma, M. M. Understanding the biodiversity and biologi-
cal applications of endophytic fungi: A Review. Journal of Microbial & Biochemical
Technology s8, (2014).

Mitchell, T. N. & Costisella, B. in NMR-From spectra to structures: an experimental approach.
(Springer, 2007).

Molnar, K. & Farkas, E. Current results on biological activities of lichen secondary metabo-
lites: a review. Zeitschrift fir Naturforschung C 65, 157-173 (2010).

Morgulis, A., Coulouris, G., Raytselis, Y., Madden, T. L., Agarwala, R. & Schaffer, A. A data-
base indexing for production MegaBLAST searches. Bioinformatics 24, 1757-1764
(2008).

Mori, Y., Tsuboi, M., Suzuki, M., Fukushima, K. & Arai, T. Structure of leucinostatin A, new
peptide antibiotic from Paecilomyces lilacinus A-267. Journal of the Chemical Society,
Chemical Communications 94 (1982).

Mori, Y., Suzuki, M., Fukushima, K. & Arai, T. Structure of leucinostatin B, an uncoupler on
mitochondria. The Journal of Antibiotics 36, 1084—1086 (1983).

Mori, K. & Okada, K. Synthesis of mevalonolactone (hiochic acid lactone) employing asym-
metric epoxidation as the key-step. Tetrahedron 41, 557-559 (1985).

305



Quellen und Literaturnachweise - -

Moroi, K. & Sato, T. Comparison between procaine and isocarboxazid metabolism in vitro by
a liver microsomal amidase-esterase. Biochemical Pharmacology 24, 1517-1521
(1975).

Mostert, L., Crous, P. W., Petrini, O. Endophytic fungi associated with shoots and leaves of
Vitis vinifera, with specific reference to the Phomopsis viticola complex. Sydowia 52: 46-
58 (2000)

Mullbacher, A., Waring, P., Tiwari-Palni, U. & Eichner, R. D. Structural relationship of
epipolythiodioxopiperazines and their immunomodulating activity. Molecular immunolo-
gy 23, 231-235 (1986).

Mualler, E. & Loffler, W. Mykologie: Grundri3 fir Naturwissenschaftler und Mediziner.
(Thieme, 1992).

Murata, M., Nakai, Y., Kawazu, K., Ishizaka, M., Kajiwara, H., Abe, H., Takeuchi, K.,
Ichinose, Y., Mitsuhara, I., Mochizuki, A. & Seo, S. Loliolide, a carotenoid metabolite, is
a potential endogenous inducer of herbivore resistance. Plant Physiol. 179, 1822-1833
(2019).

Muroi, M., Suehara, K., Wakusawa, H., Suzuki, K., Sato, T., Nishimura, T., Otake, N. & Ta-
katsuki, A. Novel blockade of cell surface expression of virus glycoproteins by Leucino-
statin A. The Journal of Antibiotics 49, 1119-1126 (1996).

Mycobank, http://www.MycoBank.org (2019)

Nair, M. & Carey, S. Metabolites of pyrenomycetes II: nectriapyrone, an antibiotic mono-
terpenoid. Tetrahedron Letters 16, 1655-1658 (1975).

Nakazawa, T., Ishiuchi, K., Praseuth, A., Noguchi, H., Hotta, K. & Watanabe, K. Overex-
pressing transcriptional regulator in Aspergillus oryzae activates a silent biosynthetic
pathway to produce a novel polyketide. ChemBioChem 13, 855-861 (2012).

Nazir, M., Sultan, M., Riaz, N., Hafeez, M., Hussain, H., Ahmed, I., Schulz, B., Draeger, S.,
Jabbar, A., Krohn, K., Ashraf, M. & Saleem, M. Depsitinuside: a new depside galacto-
side from an endophytic fungus isolated from Viburnum tinus. Journal of Asian Natural
Products Research 13, 1056-1060 (2011).

Nazari, L., Pattori, E., Terzi, V., Morcia, C. & Rossi, V. Influence of temperature on infection,
growth, and mycotoxin production by Fusarium langsethiae and F. sporotrichioides in
durum wheat. Food Microbiology 39, 19-26 (2014).

Nemec, T., Jernejc, K. & Cimerman, A. Sterols and fatty acids of different Aspergillus spe-
cies. FEMS Microbiology Letters 149, 201-205 (2006).

Newman, D. J. & Cragg, G. M. Natural products as sources of new drugs over the 30 years
from 1981 to 2010. Journal of Natural Products 75, 311-335 (2012).

Nguyen, H. C., Tran, T. V. A,, Nguyen, Q. L., Nguyen, N. N., Nguyen, M. K., Nguyen, N. T.
T., Su, C.-H. & Lin, K.-H. Newly isolated Paecilomyces lilacinus and Paecilomyces ja-
vanicus as novel biocontrol agents for Plutella xylostella and Spodoptera litura. Not Bot
Hort Agrobot Cluj 45, 280 (2017).

Nicolet, B., Tabacchi, R., Lyr, H., Russell, P. E., Dehne, H. W. & Sisler, H. D. Secondary me-
tabolites produced by Stagonospora sp., a potential biocontrol agent against bind-
weeds. in 12th International Reinhardsbrunn Sympaosium 469-476 (1999).

Nicoletti, R. & Fiorentino, A. Plant bioactive metabolites and drugs produced by endophytic
fungi of Spermatophyta. Agriculture 5, 918-970 (2015).

Nielsen, K. F., Mansson, M., Rank, C., Frisvad, J. C. & Larsen, T. O. Dereplication of micro-
bial natural products by LC-DAD-TOFMS. Journal of Natural Products 74, 2338-2348
(2011).

306



Quellen und Literaturnachweise - -

Nilsson, R. H., Ryberg, M., Kristiansson, E., Abarenkov, K., Larsson, K.-H. & Kéljalg, U. Tax-
onomic reliability of DNA sequences in public sequence databases: A fungal perspec-
tive. PLoS ONE 1, e59 (2006).

Nisa, H., Kamili, A. N., Nawchoo, I. A., Shafi, S., Shameem, N. & Bandh, S. A. Fungal endo-
phytes as prolific source of phytochemicals and other bioactive natural products: A re-
view. Microbial Pathogenesis 82, 50-59 (2015).

Nishida, H., Tomoda, H., Cao, J., Okuda, S. & Omura, S. Purpactins, new inhibitors of acyl-
CoA:cholesterol acyltransferase produced by Penicillium purpurogenum. Il. Structure
elucidation of purpactins A, B and C. The Journal of Antibiotics 44, 144-151 (1991).

Niu, S., Liu, D., Hu, X., Proksch, P., Shao, Z. & Lin, W. Spiromastixones A-O, antibacterial
chlorodepsidones from a deep-sea-derived Spiromastix sp. Fungus. Journal of Natural
Products 77, 1021-1030 (2014).

Niu, S., Liu, Q., Xia, J.-M., Xie, C.-L., Luo, Z.-H., Shao, Z., Liu, G. & Yang, X.-W. Polyketides
from the deep-sea-derived fungus Graphostroma sp. MCCC 3A00421 showed potent
antifood allergic activities. Journal of Agricultural and Food Chemistry 66, 1369-1376
(2018).

Noppawan, S., Mongkolthanaruk, W., Suwannasai, N., Senawong, T., Moontragoon, P.,
Boonmak, J., Youngme, S. & McCloskey, S. Chemical constituents and cytotoxic activi-
ty from the wood-decaying fungus Xylaria sp. SWUF08-37. Natural Product Research
1-10 (2018).

Nordstrom, S. A. Endophytic growth of Clonostachys rosea in tomato and Arabidopsis thali-
ana. Master-Thesis, Swedish University of Agricultural Sciences 35 (2014).

Nosanchuk, J. D., Stark, R. E. & Casadevall, A. Fungal melanin: What do we know about
structure? Frontiers in Microbiology 6, (2015).

Notegen, E.-A., Tori, M. & Tamm, C. Partial Synthesis of 3 -Hydroxy-2"-deoxy-2"",3"",4"",5""-
tetrahydroverrucarin A. Verrucarins and Roridins, 38th Communication [1]. Helvetica
Chimica Acta 64, 316-328 (1981).

Nunes, G., Policarpo, P., Costa, L., da Silva, T., Militdo, G., Camara, C., Barbosa Filho, J.,
Gutierrez, S., Islam, M. & de Freitas, R. In vitro antioxidant and cytotoxic activity of
some synthetic riparin-derived compounds. Molecules 19, 4595-4607 (2014).

O’Brien, H. E., Parrent, J. L., Jackson, J. A., Moncalvo, J.-M. & Vilgalys, R. Fungal communi-
ty analysis by large-scale sequencing of environmental samples. Applied and Environ-
mental Microbiology 71, 5544-5550 (2005).

Okuno, T., Oikawa, S., Goto, T., Sawai, K., Shirahama, H. & Matsumoto, T. Structures and
phytotoxicity of metabolites from Valsa ceratosperma. Agricultural and Biological Chem-
istry 50, 997-1001 (1986).

Ola, A. R. B. Natural products from endophytic fungi: Approaches for activation silent biosyn-
thetic pathways, structure elucidation and bioactivity. Dissertation - Heinrich Heine Uni-
versitat Dusseldorf (2014).

Ondeyka, J., Hensens, O. D., Zink, D., Ball, R., Lingham, R. B., Bills, G., Dombrowski, A. &
Goetz, M. L-696,474, a novel cytochalasin as an inhibitor of HIV-1 protease. Il. Isolation
and structure. The Journal of Antibiotics 45, 679-685 (1992).

Op De Beeck, M., Lievens, B., Busschaert, P., Declerck, S., Vangronsveld, J. & Colpaert, J.
V. Comparison and validation of some ITS primer pairs useful for fungal metabarcoding
Studies. PLoS ONE 9, €97629 (2014).

Orfali, R. S., Aly, A. H., Ebrahim, W., Rudiyansyah & Proksch, P. Isochroman and isocouma-
rin derivatives from hypersaline lake sediment-derived fungus Penicillium sp. Phyto-
chemistry Letters 13, 234-238 (2015).

307



Quellen und Literaturnachweise - -

Orfali, R. S., Ebrahim, W. & El-Shafae, A. M. Secondary metabolites from Alternaria sp., a
fungal endophyte isolated from the seeds of Ziziphus jujuba. Chemistry of Natural
Compounds 53, 1031-1034 (2017).

Ortega, H. E., Shen, Y. Y., TenDyke, K., Rios, N. & Cubilla-Rios, L. Polyhydroxylated macro-
lide isolated from the endophytic fungus Pestalotiopsis mangiferae. Tetrahedron Letters
55, 26422645 (2014).

Otoguro, K., Ui, H., Ishiyama, A., Arai, N., Kobayashi, M., Takahashi, Y., Masuma, R., Shi-
omi, K., Yamada, H. & Omura, S. In vitro antimalarial activities of the microbial metabo-
lites. The Journal of Antibiotics 56, 322—324 (2003).

Oxford, A. E., Raistrick, H. & Simonart, P. Studies in the biochemistry of micro-organisms:
Griseofulvin, C 17 H 17 O ¢ Cl, a metabolic product of Penicillium griseo-fulvum Dierckx.
Biochemical Journal 33, 240-248 (1939).

Page, T. J. & Hughes, J. M. Neither molecular nor morphological data have all the answers;
with an example from Macrobrachium (Decapoda: Palaemonidae) from Australia.
Zootaxa 2874, 65 (2011).

Panda, D., Rathinasamy, K., Santra, M. K. & Wilson, L. Kinetic suppression of microtubule
dynamic instability by griseofulvin: implications for its possible use in the treatment of
cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Amer-
ica 102, 98789883 (2005).

Pansanit, A., Park, E.-J., Kondratyuk, T. P., Pezzuto, J. M., Lirdprapamongkol, K. & Kittak-
oop, P. Vermelhotin, an anti-inflammatory agent, suppresses nitric oxide production in
RAW 264.7 cells via p38 inhibition. Journal of Natural Products 76, 1824-1827 (2013).

Paranagama, P. A., Wijeratne, E. M. K. & Gunatilaka, A. A. L. Uncovering biosynthetic poten-
tial of plant-associated fungi: effect of culture conditions on metabolite production by
Paraphaeosphaeria quadriseptata and Chaetomium chiversii (1). Journal of Natural
Products 70, 1939-1945 (2007).

Park, J.-O., Hargreaves, J. R., McConville, E. J., Stirling, G. R., Ghisalberti, E. L. & Siva-
sithamparam, K. Production of leucinostatins and nematicidal activity of Australian iso-
lates of Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson. Letters in Applied Microbiology 38,
271-276 (2004).

Park, S., Kim, D., Kim, S., Lorz, L., Choi, E., Lim, H., Hossain, M., Jang, S., Choi, Y., Park,
K., Yoon, K., Kim, J.-H. & Cho, J. Loliolide presents antiapoptosis and antiscratching ef-
fects in human keratinocytes. IJMS 20, 651 (2019).

Parris, N. A. Non-aqueous reversed-phase liquid chromatography. Journal of Chromatog-
raphy A 157, 161-170 (1978).

Pastor, F. J. & Guarro, J. Clinical manifestations, treatment and outcome of Paecilomyces
lilacinus infections. Clinical Microbiology and Infection 12, 948-960 (2006).

Patil, R., Patil, M. & Maheshwari, V. in Studies in Natural Products Chemistry 49, 189-205
(2016).

Patel, S. Fragrance compounds: The wolves in sheep’s clothings. Medical Hypotheses 102,
106-111 (2017).

Pérez-Fernandez, V., Spagnoli, M., Rocco, A., Aturki, Z., Sciubba, F., De Salvador, F. R.,
Engel, P., Curini, R. & Gentili, A. Non-aqueous reversed-phase liquid-chromatography
of tocopherols and tocotrienols and their mass spectrometric quantification in pecan
nuts. Journal of Food Composition and Analysis 64, 171-180 (2017).

Pero, R. W., Posner, H., Blois, M., Harvan, D. & Spalding, J. W. Toxicity of metabolites pro-
duced by the ‘Alternaria’. Environ. Health Perspect. 4, 87-94 (1973).

Pesek, J. J., Matyska, M. T., Boysen, R. I., Yang, Y. & Hearn, M. T. W. Aqueous normal-

308



Quellen und Literaturnachweise - -

phase chromatography using silica-hydride-based stationary phases. TrAC Trends in
Analytical Chemistry 42, 64—73 (2013).

Peters, S., Draeger, S., Aust, H.-J. & Schulz, B. Interactions in dual cultures of endophytic
fungi with host and nonhost plant calli. Mycologia 90, 360 (1998).

Petersen, A. B., Rgnnest, M. H., Larsen, T. O. & Clausen, M. H. The Chemistry of Griseoful-
vin. Chemical Reviews 114, 12088-12107 (2014).

Petrini, O. & Dreyfuss, M. Endophytische Pilze in epiphytischen Araceae, Bromeliaceae und
Orchidaceae. Sydowia 135-148 (1981).

Petrini, O. Taxonomy of endophytic fungi of aerial plant tissues in Microbiology of the Phylo-
sphere (eds. Fokkenna, N. J. & Van Den Heuvel, J.) 175-187 (Cambridge University
Press, 1986).

Petrini, O. in Microbial Ecology of Leaves (eds. Andrews, J. H. & Hirano, S. S.) 179-197
(Springer New York, 1991).

Phainuphong, P., Rukachaisirikul, V., Phongpaichit, S., Sakayaroj, J., Kanjanasirirat, P.,
Borwornpinyo, S., Akrimajirachoote, N., Yimnual, C. & Muanprasat, C. Depsides and
depsidones from the soil-derived fungus Aspergillus unguis PSU-RSPG204. Tetrahe-
dron 74, 5691-5699 (2018).

Pillmoor, J. B., Wright, K. & Terry, A. S. Natural products as a source of agrochemicals and
leads for chemical synthesis. Pest Management Science 39, 131-140 (1993).

Piovano, M., Garbarino, J. A., Giannini, F. A., Correche, E. R., Feresin, G., Tapia, A., Zac-
chino, S. & Enriz, R. D. Evaluation of antifungal and antibacterial activities of aromatic
metabolites from lichens. Boletin de la Sociedad Chilena de Quimica 47, (2002).

Pita Boente, M. I, Kirby, G. W., Patrick, G. L. & Robins, D. J. Biosynthesis of hyalodendrin
and didethiobis (methylthio) hyalodendrin, sulphur-containing 2, 5-dioxopiperazines of
the 3 S, 6 S series. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions 1 1283-1290
(1991).

Pittayakhajonwut, P., Suvannakad, R., Thienhirun, S., Prabpai, S., Kongsaeree, P. & Tan-
ticharoen, M. An anti-herpes simplex virus-type 1 agent from Xylaria mellisii (BCC
1005). Tetrahedron Letters 46, 1341-1344 (2005).

Pittayakhajonwut, P., Dramae, A., Madla, S., Lartpornmatulee, N., Boonyuen, N. & Tan-
ticharoen, M. Depsidones from the endophytic fungus BCC 8616. Journal of Natural
Products 69, 1361-1363 (2006).

Poch, G. K. & Gloer, J. B. Auranticins A and B: two new depsidones from a mangrove isolate
of the fungus Preussia aurantiaca. Journal of natural products 54, 213-217 (1991).

Podebrad, F., Heil, M., Reichert, S., Mosandl, A., Sewell, A. C. & Bohles, H. 4,5-dimethyl-3-
hydroxy-2[5H]-furanone (sotolone)--the odour of maple syrup urine disease. Journal of
Inherited Metabolic Disease 22, 107-114 (1999).

Pongcharoen, W., Rukachaisirikul, V., Phongpaichit, S., Rungjindamai, N. & Sakayaroj, J.
Pimarane diterpene and cytochalasin derivatives from the endophytic fungus Eutypella
scoparia PSU-D44. Journal of Natural Products 69, 856—-858 (2006).

PubMed, National Center for Biotechnology Information (NCBI), U.S. National Library of
Medicine, https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/ (2019)

Prendes, L. P., Zachetti, V. G. L., Pereyra, A., Morata de Ambrosini, V. |I. & Ramirez, M. L.
Water activity and temperature effects on growth and mycotoxin production by Alter-
naria alternata strains isolated from Malbec wine grapes. Journal of Applied Microbiolo-
gy 122, 481-492 (2017).

309



Quellen und Literaturnachweise - -

Pretsch, E., Buhlmann, P. & Badertscher, M. Spektroskopische Daten zur Strukturaufklarung
organischer Verbindungen. (Springer Berlin Heidelberg, 2010). 603. Singh, A. &
Del Poeta, M. Sphingolipidomics: An important mechanistic tool for studying fungal
pathogens. Frontiers in Microbiology 7, (2016).

Priti, V., Ramesha, B. T., Shingh, S., Ravikanth, G., Ganeshaiah, K. N., Suryanarayanan, T.
S. & Shaanker, R. U. How promising are endophytic fungi as alternative sources of
plant secondary metabolites. Current Science Vol. 97, 477-478 (2009).

Promputtha, I., Lumyong, S., Dhanasekaran, V., McKenzie, E. H. C., Hyde, K. D. & Jeewon,
R. A phylogenetic evaluation of whether endophytes become saprotrophs at host se-
nescence. Microbial Ecology 53, 579-590 (2007).

Pye, C. R., Bertin, M. J., Lokey, R. S., Gerwick, W. H. & Linington, R. G. Retrospective anal-
ysis of natural products provides insights for future discovery trends. Proceedings of the
National Academy of Sciences 114, 5601-5606 (2017).

Qin, D., Wang, L., Han, M., Wang, J., Song, H., Yan, X., Duan, X. & Dong, J. Effects of an
endophytic fungus Umbelopsis dimorpha on the secondary metabolites of host—plant
Kadsura angustifolia. Frontiers in Microbiology 9, (2018).

Qiu, Z., Wu, X., Zhang, J. & Huang, C. High-temperature induced changes of extracellular
metabolites in Pleurotus ostreatus and their positive effects on the growth of Trichoder-
ma asperellum. Frontiers in Microbiology 9, (2018).

Quang, D. N., Hashimoto, T., Tanaka, M., Baumgartner, M., Stadler, M. & Asakawa, Y.
Chemical constituents of the ascomycete Daldinia concentrica. Journal of Natural Prod-
ucts 65, 1869-1874 (2002).

Raja, H. A., Miller, A. N., Pearce, C. J. & Oberlies, N. H. Fungal identification using molecular
tools: A primer for the natural products research community. Journal of Natural Prod-
ucts 80, 756-770 (2017).

Rajachan, O., Kanokmedhakul, S., Kanokmedhakul, K. & Soytong, K. Bioactive depsidones
from the fungus Pilobolus heterosporus. Planta Medica 80, 1635-1640 (2014).

Rather, R. A., Srinivasan, V. & Anwar, M. Seasonal deviation effects foliar endophyte as-
semblage and diversity in Asparagus racemosus and Hemidesmus indicus. BMC Ecol-
ogy 18, 52 (2018).

Ratnasingham, S. & Hebert, P. D. BOLD: The Barcode of Life Data System (http://www. bar-
codinglife. org). Molecular ecology notes 7, 355-364 (2007).

Rattan, S., Zhou, C., Chiang, C., Mahalingam, S., Brehm, E. & Flaws, J. A. Exposure to en-
docrine disruptors during adulthood: consequences for female fertility. Journal of Endo-
crinology 233, R109-R129 (2017).

Rauf, A., Subhan, H., Abbasi, R., Adhikari, B., Shah, A. H., Rana, U. A., Abbas, Q., Qureshi,
I. Z., Hussain, H., Mazhar, K., Badshah, A., Kraatz, H.-B. & Shah, A. Biological activity,
pH dependent redox behavior and UV-Vis spectroscopic studies of naphthalene deriva-
tives. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 140, 173-181 (2014).

Redecker, D., Kodner, R. & Graham, L. E. Glomalean fungi from the Ordovician. Science
289, 1920-1921 (2000).

Redman, R. S. Thermotolerance generated by plant/fungal symbiosis. Science 298, 1581—
1581 (2002).

Rehner, S. A. & Samuels, G. J. Taxonomy and phylogeny of Gliocladium analysed from nu-
clear large subunit ribosomal DNA sequences. Mycological Research 98, 625-634
(1994).

Reid, R. G. & Sarker, S. D. in Natural Products Isolation (eds. Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray,
A. l.) 117-157 (Humana Press, 2006).

310



Quellen und Literaturnachweise - -

Ren, J., Qin, J. J., Cheng, X. R., Yan, S. K., Jin, H. Z. & Zhang, W. D. Five new sesquiter-
pene lactones from Inula hupehensis. Archives of Pharmacal Research 36, 1319-1325
(2013).

Reynertson, K. A., Wallace, A. M., Adachi, S., Gil, R. R., Yang, H., Basile, M. J., D’Armiento,
J., Weinstein, I. B. & Kennelly, E. J. Bioactive depsides and anthocyanins from Jaboti-
caba ( Myrciaria c auliflora ). Journal of Natural Products 69, 1228-1230 (2006).

Ribeiro, A. I., Costa, E. S., Thomasi, S. S., Brandao, D. F. R., Vieira, P. C., Fernandes, J. B.,
Forim, M. R., Ferreira, A. G., Pascholati, S. F., Gusmao, L. F. P. & da Silva, M. F. das
G. F. Biological and chemical control of Sclerotinia sclerotiorum using Stachybotrys
levispora and its secondary metabolite Griseofulvin. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 66, 76277632 (2018).

Ricci, M., Sassi, P., Nastruzzi, C. & Rdssi, C. Liposome-based formulations for the antibiotic
nonapeptide Leucinostatin A: Fourier transform infrared spectroscopy characterization
and in vivo toxicologic study. AAPS PharmSciTech 1, 9-19 (2000).

Ricci, M., Basta, G., Calafiore, R., Luca, G., Nastruzzi, C., Giovagnoli, S. & Rossi, C. Leu-
cinostatin-A loaded DL-lactide/glycolide-copolymer nanoparticles: incorporation efficien-
cy and in vivo evaluation. Acta Technologiae et Legis Medicamenti 73—79 (2002).

Ricci, M., Blasi, P., Giovagnoli, S., Perioli, L., Vescovi, C. & Rossi, C. Leucinostatin-A loaded
nanospheres: characterization and in vivo toxicity and efficacy evaluation. International
Journal of Pharmaceutics 275, 61-72 (2004).

Riebe, F. Isolierung und Strukturaufklarung bioaktiver Naturstoffe aus schwammassoziierten
Pilzen. Dissertation, Heinrich Heine Universitat Dusseldorf (2009).

Robert, V., Vu, D., Amor, A. B. H., van de Wiele, N., Brouwer, C., Jabas, B., Szoke, S., Dridi,
A., Triki, M., Daoud, S. B., Chouchen, O., Vaas, L., de Cock, A., Stalpers, J. A., Stal-
pers, D., Verkley, G. J. M., Groenewald, M., dos Santos, F. B., Stegehuis, G., Li, W.,
Wu, L., Zhang, R., Ma, J., Zhou, M., Gorjon, S. P., Eurwilaichitr, L., Ingsriswang, S.,
Hansen, K., Schoch, C., Robbertse, B., Irinyi, L., Meyer, W., Cardinali, G., Hawksworth,
D. L., Taylor, J. W. & Crous, P. W. MycoBank gearing up for new horizons. IMA Fungus
4, 371-379 (2013).

Rodriguez, R. J., Redman, R. S. & Henson, J. M. The Role of Fungal Symbioses in the Ad-
aptation of plants to high stress environments. Mitigation and Adaptation Strategies for
Global Change 9, 261-272 (2004).

Rodriguez, R. J., Henson, J., Van Volkenburgh, E., Hoy, M., Wright, L., Beckwith, F., Kim, Y.-
O. & Redman, R. S. Stress tolerance in plants via habitat-adapted symbiosis. The ISME
Journal 2, 404-416 (2008).

Rodriguez, R. J., White Jr, J. F., Arnold, A. E. & Redman, R. S. Fungal endophytes: diversity
and functional roles. New Phytologist 182, 314-330 (2009).

Rojas, E. I., Herre, E. A, Mejia, L. C., Arnold, A. E., Chaverri, P. & Samuels, G. J. Endome-
lanconiopsis, a new anamorph genus in the Botryosphaeriaceae. Mycologia 100, 760—
775 (2008).

Roninson, I. B., Chin, J. E., Choi, K. G., Gros, P., Housman, D. E., Fojo, A., Shen, D. W.,
Gottesman, M. M. & Pastan, I. Isolation of human mdr DNA sequences amplified in mul-
tidrug-resistant KB carcinoma cells. Proceedings of the National Academy of Sciences
83, 4538-4542 (1986).

Root, N. Isolierung und Strukturaufklarung von Sekundarmetaboliten aus endophytischen
Pilzen. Dissertation, Universitat Paderbon (2001).

Rossi, C., Benciari, Z., Casinovi, C. G. & Tuttobello, L. Two phytotoxic, antibiotic peptides
produced by submerged cultures of Paecilomyces marquandii (Massee) Hughes. Phy-
topathologia Mediterranea 22, 209-211 (1983).

311



Quellen und Literaturnachweise - -

Rossi, C., Ricci, M. & Tuttobello, L. Is leucinostatin A a mycotoxin? Acta Technologiae et
Legis Medicamenti 4, 1-6 (1993).

Rothweiler, W. & Tamm, Ch. Isolation and structure of Phomin. Experientia 22, 750-752
(1966).

Rozengurt, E. & Heppel, L. A. A Specific effect of external ATP on the permeability of trans-
formed 3T3 cells. Biochemical and Biophysical Research Communications 67, 1581—
1588 (1975).

Rukachaisirikul, V., Buadam, S., Sukpondma, Y., Phongpaichit, S., Sakayaroj, J. & Hu-
tadilok-Towatana, N. Indanone and mellein derivatives from the Garcinia-derived fungus
Xylaria sp. PSU-G12. Phytochemistry Letters 6, 135-138 (2013).

Rusman, Y., Held, B. W., Blanchette, R. A., Wittlin, S. & Salomon, C. E. Soudanones A-G:
Antifungal isochromanones from the ascomycetous fungus Cadophora sp. isolated from
an iron mine. Journal of Natural Products 78, 1456—-1460 (2015).

Sadorn, K., Saepua, S., Boonyuen, N., Laksanacharoen, P., Rachtawee, P., Prabpai, S.,
Kongsaeree, P. & Pittayakhajonwut, P. Allahabadolactones A and B from the endophyt-
ic fungus, Aspergillus allahabadii BCC45335. Tetrahedron 72, 489-495 (2016).

Saetang, P., Rukachaisirikul, V., Phongpaichit, S., Preedanon, S., Sakayaroj, J., Borworn-
pinyo, S., Seemakhan, S. & Muanprasat, C. Depsidones and an a -pyrone derivative
from Simpilcillium sp. PSU-H41, an endophytic fungus from Hevea brasiliensis leaf.
Phytochemistry 143, 115-123 (2017).

Saha, D., Fetzner, R., Burkhardt, B., Podlech, J., Metzler, M., Dang, H., Lawrence, C. &
Fischer, R. Identification of a polyketide synthase required for alternariol (AOH) and al-
ternariol-9-methyl ether (AME) formation in Alternaria alternata. PLoS ONE 7, e40564
(2012).

Saitou, N. & Nei, M. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing phyloge-
netic trees. Molecular biology and evolution 4, 406425 (1987).

Salituro, G. M. & Dufresne, C. Isolation by Low-Pressure Column Chromatography. in Natu-
ral Products Isolation (ed. Cannell, R. J. P.) 4, 111-140 (Humana Press, 1998).

Sanchez Marquez, S., Bills, G.F. & Zabalgogeazcoa, I. Diversity and stucture of the fungal
endophytic assemblages from two symatric coastal grasse. Fungal Diversity 33, 87-100
(2008).

Santiago, R. F., de Brito, T. V., Dias, J. M., Dias, G. J., da Cruz, J. S., Batista, J. A., Silva, R.
0., Souza, M. H. L. P., de Albuquerque Ribeiro, R., Gutierrez, S. J. C., Freitas, R. M.,
Medeiros, J.-V. R. & dos Reis Barbosa, A. L. Riparin B, a synthetic compound analogue
of Riparin, inhibits the systemic inflammatory response and oxidative stress in mice. In-
flammation 38, 2203-2215 (2015).

Santos, L. M. & Faria, L. R. R. The taxonomy’s new clothes: a little more about the DNA-
based taxonomy. Zootaxa 3025, 66 (2011).

Sarker, S. D., Latif, Z. & Gray, A. |. Natural product isolation, in: Natural Products Isolation —
2nd ed. / edited by Satyajit D. Sarker, Zahid Latif, Alexander I. Gray. p. cm. — (Methods
in biotechnology; 20), Humana Press, (2006).

Sato, M., Beppu, T. & Arima, K. Properties and Structure of a novel peptide antibiotic No.
1907. Agricultural and Biological Chemistry 44, 3037—3040 (1980).

Sato, Y., Oda, T. & Saito, H. Microbial transformation of (+)- and (-)-dehydrogriseofulvin by
Streptomyces species analyzed by 2H nuclear magnetic resonance spectroscopy.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin 29, 2313-2321 (1981).

Sauman, I. & Berry, S. J. Cytochalasin-D treatment triggers premature apoptosis of insect
ovarian follicle and nurse cells. Int. J. Dev. Biol. 37, 441-450 (1993).

312



Quellen und Literaturnachweise - -

Savard, M. E., Miller, J. D., Blais, L. A., Seifert, K. A. & Samson, R. A. Secondary metabo-
lites of Penicillium bilaii strain PB-50. Mycopathologia 127, 19-27 (1994).

Sawadsitang, S., Mongkolthanaruk, W., Suwannasai, N. & Sodngam, S. Antimalarial and
cytotoxic constituents of Xylaria cf. cubensis PK108. Natural Product Research 29,
2033-2036 (2015).

Sawadsitang, S., Suwannasai, N., Mongkolthanaruk, W., Ahmadi, P. & McCloskey, S. A new
amino amidine derivative from the wood-decaying fungus Xylaria cf. cubensis SWUF08-
86. Natural Product Research 32, 2260-2267 (2017).

Schaffner-Barbero, C., Martin-Fontecha, M., Chacén, P. & Andreu, J. M. Targeting the As-
sembly of bacterial cell division protein FtsZ with small molecules. ACS Chemical Biolo-
gy 7, 269-277 (2012).

Schardl, C. L., Leuchtmann, A. & Spiering, M. J. Symbioses of grasses with seedborne fun-
gal endophytes. Annual Review of Plant Biology 55, 315-340 (2004).

Schardl, C. L., Grossman, R. B., Nagabhyru, P., Faulkner, J. R. & Mallik, U. P. Loline alka-
loids: Currencies of mutualism. Phytochemistry 68, 980-996 (2007).

Scherlach, K., Boettger, D., Remme, N. & Hertweck, C. The chemistry and biology of cyto-
chalasans. Natural Product Reports 27, 869 (2010).

Schlérke, O. Isolierung, Strukturaufklarung und Biosynthese von Sekundarmetaboliten endo-
phytischer Pilze aus Algen und Pflanzen mariner Habitate. Dissertation, Universitat Got-
tingen (2005).

Schmeda-Hirschmann, G., Hormazabal, E., Astudillo, L., Rodriguez, J. & Theoduloz, C. Sec-
ondary metabolites from endophytic fungi isolated from the Chilean gymnosperm Prum-
nopitys andina (Lleuque). World Journal of Microbiology and Biotechnology 21, 27-32
(2005).

Schmeda-Hirschmann, G., Tapia, A., Lima, B., Pertino, M., Sortino, M., Zacchino, S., Arias,
A. R. de & Feresin, G. E. A new antifungal and antiprotozoal depside from the andean
lichen Protousnea poeppigii. Phytotherapy Research 22, 349-355 (2008).

Schmit, J. P. & Mueller, G. M. An estimate of the lower limit of global fungal diversity. Biodi-
versity and Conservation 16, 99-111 (2007).

Schneider, G., Anke, H. & Sterner, O. New secondary metabolites from a mycophilic Hans-
fordia species. Natural Product Letters 10, 133-138 (1997).

313



Quellen und Literaturnachweise - -

Schoch, C. L., Seifert, K. A., Huhndorf, S., Robert, V., Spouge, J. L., Levesque, C. A., Chen,
W., Bolchacova, E., Voigt, K., Crous, P. W., Bolchacova E., Voigt K., Crous P.W., Miller
A.N., Wingfield M.J., Aime M.C., An K.D., Bai F.Y., Barreto R.W., Begerow D., Bergeron
M.J., Blackwell M., Boekhout T., Bogale M., Boonyuen N., Burgaz A.R., Buyck B., Cai
L., Cai Q., Cardinali G., Chaverri P., Coppins B.J., Crespo A., Cubas P., Cummings C.,
Damm U., de Beer Z.W., de Hoog G.S., Del-Prado R., Dentinger B., Diéguez-Uribeondo
J., Divakar P.K., Douglas B, Duefias M., Duong T.A., Eberhardt U., Edwards J.E., El-
shahed M.S., Fliegerova K., Furtado M, Garcia M.A., Ge Z.W., Griffith G.W., Griffiths K.,
Groenewald J.Z., Groenewald M., Grube M., Gryzenhout M., Guo L.D., Hagen F.,
Hambleton S., Hamelin R.C., Hansen K., Harrold P, Heller G., Herrera C., Hirayama K.,
Hirooka Y., Ho H.M., Hoffmann K., Hofstetter V., Hognabba F., Hollingsworth P.M.,
Hong S.B., Hosaka K., Houbraken J., Hughes K., Huhtinen S, Hyde K.D., James T.,
Johnson E.M., Johnson J.E., Johnston P.R., Jones E.B., Kelly L.J., Kirk P.M., Knapp
D.G., Kdljalg U., Kovacs G.M., Kurtzman C.P., Landvik S., Leavitt S.D., Liggenstoffer
A.S., Liimatainen K., Lombard L., Luangsa-Ard J.J., Lumbsch H.T., Maganti H., Maha-
rachchikumbura S.S., Martin M.P., May T.W., McTaggart A.R., Methven A.S., Meyer W,
Moncalvo J.M., Mongkolsamrit S., Nagy L.G., Nilsson R.H., Niskanen T., Nyilasi I.,
Okada G., Okane I., Olariaga I., Otte J., Papp T., Park D., Petkovits T., Pino-Bodas R.,
Quaedvlieg W., Raja H.A., Redecker D., Rintoul T.L., Ruibal C., Sarmiento-Ramirez
J.M., Schmitt I., Schu3ler A., Shearer C., Sotome K., Stefani F.O., Stenroos S., Stielow
B., Stockinger H., Suetrong S., Suh S.0O., Sung G.H., Suzuki M., Tanaka K., Tedersoo
L., Telleria M.T., Tretter E., Untereiner W.A., Urbina H., Vagvolgyi C., Vialle A., Vu T.D.,
Walther G., Wang Q.M, Wang Y., Weir B.S., Wei3 M., White M.M, Xu J., Yahr R., Yang
Z.L., Yurkov A., Zamora JC., Zhang N., Zhuang W.Y., Schindel D.. Nuclear ribosomal
internal transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode marker for Fungi.
Proceedings of the National Academy of Sciences 109, 6241-6246 (2012).

Schulz, B., Wanke, U., Draeger, S. & Aust, H.-J. Endophytes from herbaceous plants and
shrubs: effectiveness of surface sterilization methods. Mycological research 97, 1447—
1450 (1993).

Schulz, B., Sucker, J., Aust, H. J., Krohn, K., Ludewig, K., Jones, P. G. & Doring, D. Biologi-
cally active secondary metabolites of endophytic Pezicula species. Mycological Re-
search 99, 1007-1015 (1995).

Schulz, B., Guske S., Dammann U. & Boyle, C. Endophyte- host interactions Il. Defining
symbiosis of the endophyte-host interaction. Symbiosis 25, 213-227 (1998).

Schulz, B., Rdmmert, A.-K., Dammann, U., Aust, H.-Jir. & Strack, D. The endophyte-host
interaction: a balanced antagonism? Mycological Research 103, 1275-1283 (1999).

Schulz, B., Boyle, C., Draeger, S., Rommert, A.-K. & Krohn, K. Endophytic fungi: a source of
novel biologically active secondary metabolites. Mycological Research 106, 996-1004
(2002).

Schulz, B. & Boyle, C. The endophytic continuum. Mycological Research 109, 661-686
(2005).

Schulz, B. & Boyle, C. What are Endophytes? in Microbial root endophytes (eds. Schulz, B.
J. E., Boyle, C. J. C. & Sieber, T. N.) 9, 1-13 (Springer Berlin Heidelberg, 2006).

Schulz, B., Haas, S., Junker, C., Andrée, N. & Schobert, M. Fungal endophytes are involved
in multiple balanced antagonisms. Current Science 109, 39-45 (2015).

Schwindl, S., Kraus, B. & Heilmann, J. Secondary metabolites from the leaves of Juglans
regia L. Biochemical Systematics and Ecology 83, 130-136 (2019).

SciFinder; Chemical Abstracts Service (CAS): Columbus, https://scifinder.cas.org (2019)

314



Quellen und Literaturnachweise - -

Sekita, S., Yoshihira, K., Natori, S., Udagawa, S., Sakabe, F., Kurata, H. & Umeda, M. Chae-
toglobosins, cytotoxic 10-(indol-3-yl)-[13]cytochalasans from Chaetomium spp. I. pro-
duction, isolation and some cytological effects of chaetoglobosins A-J. Chemical and
Pharmaceutical BulletinBull. 30, 1609-1617 (1982).

Selim, K. A,, EI-Beih, A. A., Abdel-Rahman, T. M. & El-Diwany, A. Biology of endophytic fun-
gi. Current Research in Environmental & Applied Mycology 2, 31-82 (2012).

Selim, K., Elkhateeb, W., Tawila, A., EI-Beih, A., Abdel-Rahman, T., EI-Diwany, A. & Ahmed,
E. Antiviral and antioxidant potential of fungal endophytes of egyptian medicinal plants.
Fermentation 4, 49 (2018).

SDBSWeb, (National Institute of Advanced Industrial Science and Technology,
https://sdbs.db.aist.go.jp (2019)

Shang, Z., Raju, R., Salim, A. A., Khalil, Z. G. & Capon, R. J. Cytochalasins from an australi-
an marine sediment-derived Phomopsis sp. (CMB-M0042F): Acid-mediated intramolec-
ular cycloadditions enhance chemical diversity. The Journal of Organic Chemistry 82,
9704-9709 (2017).

Shao, C., She, Z., Guo, Z., Peng, H., Cai, X., Zhou, S., Gu, Y. & Lin, Y. *H and *C NMR as-
signments for two anthraquinones and two xanthones from the mangrove fungus
(ZSUH-36). Magnetic Resonance in Chemistry 45, 434-438 (2007).

Shao, J. & Bao, J. Rice phenolics and other natural products. in Rice: chemistry and technol-
ogy 4.ed. (2018).

Sharif, A., Ahmed, E., Malik, A., Mukhtar-Ul-Hassan, Munawar, M., Farrukh, A., Nagra, S.,
Anwar, J., Ashraf, M. & Mahmood, Z. Antimicrobial constituents from Aerva javanica.
Journal of the Chemical Society of Pakistan 33, 439-443 (2011).

Sheldrick, G. M. A short history of SHELX. Acta Crystallographica Section A Foundations of
Crystallography 64, 112-122 (2008).

Sheldrick, G. M. Crystal structure refinement with SHELXL. Acta Crystallographica Section C
Structural Chemistry 71, 3-8 (2015).

Shen, L., Luo, Q., Shen, Z.-P., Li, L.-Y., Zhang, X.-J., Wei, Z.-Q., Fu, Y., Song, Y.-C. & Tan,
R.-X. A new cytochalasin from endophytic Phomopsis sp. IFB-E060. Chinese Journal of
Natural Medicines 12, 512-516 (2014).

Shen, B. A new golden age of natural products drug discovery. Cell 163, 1297-1300 (2015).

Shi, L.-M. & Zhan, Z.-J. Structural revision of 19,20-Epoxycytochalasin D and its cytotoxic
activity. Journal of Chemical Research 3, 144-145 (2007).

Shi, X.-S., Wang, D.-J., Li, X.-M., Li, H.-L., Meng, L.-H., Li, X., Pi, Y., Zhou, X.-W. & Wang,
B.-G. Antimicrobial polyketides from Trichoderma koningiopsis QA-3, an endophytic
fungus obtained from the medicinal plant Artemisia argyi. RSC Advances 7, 51335-
51342 (2017).

Shin, J. & Fenical, W. Isolation of gliovictin from the marine deuteromycete Asteromyces cru-
ciatus. Phytochemistry 26, 3347 (1987).

Shrestha, G. & St. Clair, L. L. Lichens: a promising source of antibiotic and anticancer drugs.
Phytochemistry Reviews 12, 229-244 (2013).

Shrestha, G. Exploring the antibacterial, antioxidant, and anticancer properties of lichen me-
tabolites. Dissetation Brigham Young University (2015).

Sieber, T. N. & Dorworth, C. E. An ecological study about assemblages of endophytic fungi
in Acer macrophyllum in British Columbia: in search of candidate mycoherbicides. Ca-
nadian Journal of Botany 72, 1397-1402 (1994).

315



Quellen und Literaturnachweise - -

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T. J., Karplus, K., Li, W., Lopez, R., McWilliam, H.,
Remmert, M., Soding, J., Thompson, J. D. & Higgins, D. G. Fast, scalable generation of
high-quality protein multiple sequence alignments using Clustal Omega. Molecular Sys-
tems Biology 7, 539-539 (2014).

Silva, G. H., Oliveira, C. M. de, Teles, H. L., Bolzani, V. da S., Araujo, A. R., Pfenning, L. H.,
Young, M. C. M., Costa-Neto, C. M., Haddad, R. & Eberlin, M. N., Cytochalasins pro-
duced by Xylaria sp., an endophytic fungus from Piper aduncum. Quimica Nova 33,
2038-2041 (2010).

Silva, R. O., Damasceno, S. R. B., Silva, I. S., Silva, V. G., Brito, C. F. C., Teixeira, A. E. A.,
Nunes, G. B. L., Camara, C. A., Filho, J. M. B., Gutierrez, S. J. C., Ribeiro, R. A., Sou-
za, M. H. L. P., Barbosa, A. L. R, Freitas, R. M. & Medeiros, J. V. R. Riparin A, a com-
pound from Aniba riparia, attenuate the inflammatory response by modulation of neu-
trophil migration. Chemico-Biological Interactions 229, 55-63 (2015).

Silverman Kitchin, J. E., Pomeranz, M. K., Pak, G., Washenik, K. & Shupack, J. L. Rediscov-
ering mycophenolic acid: A review of its mechanism, side effects, and potential uses.
Journal of the American Academy of Dermatology 37, 445-449 (1997).

Smetanina, O. F., Yurchenko, A. N., lvanets, E. V., Gerasimenko, A. V., Trinh, P. T. H., Ly,
B. M., Nhut, N. D., Van, T. T. T., Yurchenko, E. A. & Afiyatullov, Sh. Sh. Aromatic me-
tabolites of marine fungus penicillium sp. KMM 4672 Associated with a brown alga
Padina sp. Chemistry of Natural Compounds 53, 600-602 (2017).

Smith, G., C. Y. Liew, E. & Hyde, K. The Xylariales: A monophyletic order containing 7 fami-
lies. Fungal Diversity 185-218. (2003).

Snyder, L. R., Kirkland, J. J. & Dolan, J. W. Introduction to modern liquid chromatography.
(Wiley, 2010).

Solhaug, A., Eriksen, G. S. & Holme, J. A. Mechanisms of action and toxicity of the mycotox-
in Alternariol: A Review. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology 119, 533-539
(2016).

Song, Q.-Y., Nan, Z.-B., Gao, K., Song, H., Tian, P., Zhang, X.-X., Li, C.-J., Xu, W.-B. & Li,
X.-Z. Antifungal, Phytotoxic, and Cytotoxic Activities of Metabolites from Epichloé bro-
micola , a Fungus Obtained from Elymus tangutorum Grass. Journal of Agricultural and
Food Chemistry 63, 8787-8792 (2015).

Song, P.-P., Zhao, J., Liu, Z.-L., Duan, Y.-B., Hou, Y.-P., Zhao, C.-Q., Wu, M., Wei, M.,
Wang, N.-H., Lv, Y. & Han, Z.-J. Evaluation of antifungal activities and structure-activity
relationships of coumarin derivatives: Evaluation of antifungal activities and structure-
activity relationships of coumarin derivatives. Pest Management Science 73, 94-101
(2017).

Song, R.-Y., Wang, X.-B., Yin, G.-P., Liu, R.-H., Kong, L.-Y. & Yang, M.-H. Isocoumarin de-
rivatives from the endophytic fungus, Pestalotiopsis sp. Fitoterapia 122, 115-118
(2017b).

Sorres, J., Nirma, C., Touré, S., Eparvier, V. & Stien, D. Two new isopimarane diterpenoids
from the endophytic fungus Xylaria sp. SNB-GTC2501. Tetrahedron Letters 56, 4596—
4598 (2015).

Souza, J. J. de, Vieira, I. J. C., Rodrigues-Filho, E. & Braz-Filho, R. Terpenoids from endo-
phytic fungi. Molecules 16, 10604-10618 (2011).

Spatafora, J. W., Sung, G.-H., Sung, J.-M., Hywel-Jones, N. L. & White, J. F. Phylogenetic
evidence for an animal pathogen origin of ergot and the grass endophytes. Molecular
Ecology 16, 1701-1711 (2007).

316



Quellen und Literaturnachweise - -

Stadler, M., Fournier, J., Quang, D. N. & Akulov, A. Y. Metabolomic studies on the chemical
ecology of the Xylariaceae (Ascomycota). Natural Product Communications 2, 287-304
(2007).

Stadler, M. Importance of secondary metabolites in the Xylariaceae as parameters for.
CREAM 1, 75-133 (2011).

Stadler, M., Laessge, T., Fournier, J., Decock, C., Schmieschek, B., Tichy, H.-V. & PerSoh, D.
A polyphasic taxonomy of Daldinia (Xylariaceae)l. Studies in Mycology 77, 1-143
(2014).

Stead, P. Isolation by Preparative HPLC. In: Natural Products Isolation (ed. Cannell, R. J. P.)
4,165-208 (Humana Press, 1998).

Steinbeck, C. & Kuhn, S. NMRShiftDB — compound identification and structure elucidation
support through a free community-built web database. Phytochemistry 65, 2711-2717
(2004).

Stielow, J. B., Lévesque, C. A., Seifert, K. A., Meyer, W., Irinyi, L., Smits, D., Renfurm, R.,
Verkley, G. J. M., Groenewald, M., Chaduli, D., Lomascolo, A., Welti, S., Lesage-
Meessen, L., Favel, A., Al-Hatmi, A. M. S., Damm, U., Yilmaz, N., Houbraken, J., Lom-
bard, L., Quaedvlieg, W., Binder, M., Vaas, L. A. |., Vu, D., Yurkov, A., Begerow, D.,
Roehl, O., Guerreiro, M., Fonseca, A., Samerpitak, K., van Diepeningen, A. D., Do-
latabadi, S., Moreno, L. F., Casaregola, S., Mallet, S., Jacques, N., Roscini, L., Egidi,
E., Bizet, C., Garcia-Hermoso, D., Martin, M. P., Deng, S., Groenewald, J. Z., Boek-
hout, T., de Beer, Z. W., Barnes, |., Duong, T. A., Wingfield, M. J., de Hoog, G. S.,
Crous, P. W., Lewis, C. T., Hambleton, S., Moussa, T. A. A., Al-Zahrani, H. S., Alma-
ghrabi, O. A., Louis-Seize, G., Assabgui, R., McCormick, W., Omer, G., Dukik, K., Car-
dinali, G., Eberhardt, U., de Vries, M. & Robert, V. One fungus, which genes? Devel-
opment and assessment of universal primers for potential secondary fungal DNA bar-
codes. Persoonia - Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi 35, 242-263 (2015).

Stierle, A. A., Upadhyay, R., Hershenhorn, J., Strobel, G. A. & Molina, G. The phytotoxins of
Mycosphaerella fijiensis, the causative agent of Black Sigatoka disease of bananas and
plantains. Experientia 47, 853—859 (1991).

Stillwell, M. A., Magasi, L. P. & Strunz, G. M. Production, isolation, and antimicrobial activity
of hyalodendrin, a new antibiotic produced by a species of Hyalodendron. Canadian
Journal of Microbiology 20, 759-764 (1974).

Stone, J. K., Bacon, C. W. & White, J. F. in Microbial endophytes (eds. Bacon, C. W. &
White, J. F.) 1, 3-29 (Marcel Dekker, 2000).

Stone, J. K., Polishook, J. D. & White, J. F. in Biodiversity of Fungi (eds. Mueller, G. M., Bills,
G. F. & Foster, M. S.) 241-270 (Academic Press, 2004).

Stork, G., Nakahara, Y., Nakahara, Y. & Greenlee, W. J. Total synthesis of cytochalasin B.
Journal of the American Chemical Society 100, 7775-7777 (1978).

Strobel, G. A., Hess, W. M., Ford, E., Sidhu, R. S. & Yang, X. Taxol from fungal endophytes
and the issue of biodiversity. Journal of Industrial Microbiology 17, 417-423 (1996).

Strobel, G. A., Torczynski, R. & Bollon, A. Acremonium sp.—a leucinostatin A producing en-
dophyte of European yew (Taxus baccata). Plant Science 128, 97-108 (1997).

Strobel, G. A. & Hess, W. M. Glucosylation of the peptide leucinostatin A, produced by an
endophytic fungus of European yew, may protect the host from leucinostatin toxicity.
Chemistry & Biology 4, 529-536 (1997).

Strobel, G. & Daisy, B. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural products.
Microbiology and Molecular Biology Reviews 67, 491-502 (2003).

317



Quellen und Literaturnachweise - -

Strobel, G., Daisy, B., Castillo, U. & Harper, J. Natural products from endophytic Microorgan-
isms. Journal of Natural Products 67, 257—-268 (2004).

Strobel, G., Daisy, B. & Castillo, U. Novel natural products from rainforest endophytes in
Natural Products 329-351 (Springer, 2005).

Strobel, G., In: Fungal Endophytes in Plants. (MDPI, 2018).

Strunz, G. M., Kakushima, M., Stillwell, M. A. & Heissner, C. J. Hyalodendrin: a new fungitox-
ic epidithiodioxopiperazine produced by a Hyalodendron species. Journal of the Chemi-
cal Society, Perkin Transactions 1 2600 (1973).

Strunz, G. M., Heissner, C. J., Kakushima, M. & Stillwell, M. A. Metabolites of Hyalodendron
sp.: Bisdethiodi(methylthio)hyalodendrin. Canadian Journal of Chemistry 52, 325-326
(1974).

Strunz, G. M., Kakushima, M. & Stillwell, M. A. An Epitetrathiodioxopiperazine with 3 S ,6 S
configuration from Hyalodendron sp. Canadian Journal of Chemistry 53, 295-297
(1975).

Studzinska-Sroka, E. & Dubino, A. Lichens as a source of chemical compounds with anti-
inflammatory activity. Herba Polonica 64, 56—64 (2018).

Su, Y.-Y., Guo, L.-D. & Hyde, K. D. Response of endophytic fungi of Stipa grandis to experi-
mental plant function group removal in inner mongolia steppe, China. Fungal Diversity
43, 93-101 (2010).

Sumarah, M. W., Puniani, E., Blackwell, B. A. & Miller, J. D. Characterization of polyketide
metabolites from foliar endophytes of Picea glauca. Journal of Natural Products 71,
1393-1398 (2008).

Sun, P.-H., Yang, Z.-Q., Li, M.-K., Chen, W.-M., Liu, Q. & Yao, X.-S. 3D-QSAR Study of syn-
thetic furanones as inhibitors of quorum sensing by using CoMFA and CoMSIA Ap-
proach. LDDD 6, 568-574 (2009).

Sun, X. & Guo, L.-D. Endophytic fungal diversity: review of traditional and molecular tech-
niques. Mycology 3, 65-76 (2012).

Sun, Y., Wang, H., Guo, G., Pu, Y., Yan, B. & Wang, C. Isolation, purification, and identifica-
tion of antialgal substances in green alga Ulva prolifera for antialgal activity against the
common harmful red tide microalgae. Environmental Science and Pollution Research
23, 1449-1459 (2016).

Sureram, S., Wiyakrutta, S., Ngamrojanavanich, N., Mahidol, C., Ruchirawat, S. & Kittakoop,
P. Depsidones, aromatase inhibitors and radical scavenging agents from the marine-
derived fungus Aspergillus unguis CRI1282-03. Planta Medica 78, 582-588 (2012).

Suryanarayanan, T. S. & Thennarasan, S. Temporal variation in endophyte assemblages of
Plumeria rubra leaves. Fungal Diversity 197—-204 (2004).

Suryanarayanan, T. S., Thirunavukkarasu, N., Govindarajulu, M. B., Sasse, F., Jansen, R. &
Murali, T. S. Fungal endophytes and bioprospecting. Fungal Biology Reviews 23, 9-19
(2009).

Sutton, J. C., Liu, W., Ma, J., Brown, W. G., Stewart, J. F. & Walker, G. D. Evaluation of the
fungal endophyte Clonostachys rosea as an inoculant to enhance growth, fithess and
productivity of crop plants. Acta Hortic. 279-286 (2008).

Sy-Cordero, A. A., Graf, T. N., Adcock, A. F., Kroll, D. J., Shen, Q., Swanson, S. M., Wani,
M. C., Pearce, C. J. & Oberlies, N. H. Cyclodepsipeptides, sesquiterpenoids, and other
cytotoxic metabolites from the filamentous fungus Trichothecium sp. (MSX 51320).
Journal of Natural Products 74, 2137-2142 (2011).

318



Quellen und Literaturnachweise - -

Talontsi, F. M., Douanla-Meli, C. & Laatsch, H. Depsidones from an endophytic fungus
Chaetomium sp. associated with Zanthoxylum leprieurii. Zeitschrift fir Naturforschung B
68, 1259-1264 (2013).

Tamura, K. & Nei, M. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control re-
gion of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular biology and evolu-
tion 10, 512-526 (1993).

Tamura, K., Nei, M. & Kumar, S. Prospects for inferring very large phylogenies by using the
neighbor-joining method. Proceedings of the National Academy of Sciences 101,
11030-11035 (2004).

Tan, R. X. & Zou, W. X. Endophytes: a rich source of functional metabolites. Natural product
reports 18, 448—-459 (2001).

Tan, N., Tao, Y., Pan, J., Wang, S., Xu, F., She, Z., Lin, Y. & Gareth Jones, E. B. Isolation,
structure elucidation, and mutagenicity of four alternariol derivatives produced by the
mangrove endophytic fungus No. 2240. Chemistry of Natural Compounds 44, 296-300
(2008).

Tanaka, K., Hirayama, K., Yonezawa, H., Sato, G., Toriyabe, A., Kudo, H., Hashimoto, A.,
Matsumura, M., Harada, Y., Kurihara, Y., Shirouzu, T. & Hosoya, T. Revision of the
Massarineae (Pleosporales, Dothideomycetes). Studies in Mycology 82, 75-136 (2015).

Tang, F., Yang, Y., Tang, Y., Tang, S., Yang, L., Sun, B., Jiang, B., Dong, J., Liu, H., Huang,
M., Geng, M.-Y. & Huang, W. One-pot N-glycosylation remodeling of IgG with non-
natural sialylglycopeptides enables glycosite-specific and dual-payload antibody—drug
conjugates. Organic & Biomolecular Chemistry 14, 9501-9518 (2016).

Tao, L., Zhang, J., Liang, Y., Chen, L., Zheng, L., Wang, F., Mi, Y., She, Z., To, K. K. W., Lin,
Y. & Fu, L. Anticancer effect and structure-activity analysis of marine products isolated
from metabolites of mangrove fungi in the south china sea. Marine Drugs 8, 1094-1105
(2010).

Teixeira, C. P. L., de Melo, C. T. V., de Araljo, F. L. O., de Carvalho, A. M. R, Silva, M. |. G.,
Barbosa-Filho, J. M., Macédo, D. S., de Barros Viana, G. S. & de Sousa, F. C. F. Anti-
depressant-like effect of riparin Il from Aniba riparia in mice: evidence for the involve-
ment of the monoaminergic system: Antidepressant-like effect of riparin Il from Aniba ri-
paria in mice. Fundamental & Clinical Pharmacology 27, 129-137 (2013).

Teles, A. P. C. & Takahashi, J. A. Paecilomide, a new acetylcholinesterase inhibitor from
Paecilomyces lilacinus. Microbiological Research 168, 204-210 (2013).

Tennakoon, D. Taxonomy and phylogenetic appraisal of Montagnula jonesii sp. nov. (Didy-
mosphaeriaceae, Pleosporales). Mycosphere 7, 1346-1356 (2016).

Teuscher, F. Bioaktive Naturstoffe aus marinen endophytischen und schwammassoziierten
Pilzen des Indischen und Pazifischen Ozeans. Dissetation, Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf (2005).

Thines, E., DaulBmann, T., Sterner, O., Semar, M. & Anke, H. Fungal melanin biosynthesis
inhibitors: introduction of a test system based on the production of Dihydroxynaphtha-
lene (DHN) melanin in agar cultures. Zeitschrift fir Naturforschung C 50, 813-819
(1995).

Thines, E., Anke, H. & Sterner, O. Scytalols A, B, C, and D and other modulators of melanin
biosynthesis from Scytalidium sp. 36-93. The Journal of Antibiotics 51, 387-393 (1998).

Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. CLUSTAL W: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific
gap penalties and weight matrix choice. Nucleic acids research 22, 4673-4680 (1994).

319



Quellen und Literaturnachweise - -

Thongsandee, W., Matsuda, Y. & Ito, S. Temporal variations in endophytic fungal assem-
blages of Ginkgo biloba L. Journal of Forest Research 17, 213-218 (2012).

Tian, Y., Amand, S., Buisson, D., Kunz, C., Hachette, F., Dupont, J., Nay, B. & Prado, S. The
fungal leaf endophyte Paraconiothyrium variabile specifically metabolizes the host-plant
metabolome for its own benefit. Phytochemistry 108, 95-101 (2014).

Toju, H., Tanabe, A. S., Yamamoto, S. & Sato, H. High-coverage ITS primers for the DNA-
based identification of Ascomycetes and Basidiomycetes in environmental Samples.
PLoS ONE 7, e40863 (2012).

TRBA 460, Ausschuss fir Biologische Arbeitsstoffe. Technische Regeln fiir Biologische Ar-
beitsstoffe 460, Einstufung von Pilzen in Risikogruppen.

Trémouillaux-Guiller, J., Rohr, T., Rohr, R. & Huss, V. A. Discovery of an endophytic alga in
Ginkgo biloba. American journal of botany 89, 727-733 (2002).

Trendowski, M. Using cytochalasins to improve current chemotherapeutic approaches. Anti-
Cancer Agents in Medicinal Chemistry 15, 327-335 (2015).

Trendowski, M., Christen, T. D., Acquafondata, C. & Fondy, T. P. Effects of cytochalasin
congeners, microtubule-directed agents, and doxorubicin alone or in combination
against human ovarian carcinoma cell lines in vitro. BMC Cancer 15, 632 (2015).

Tsueng, G. & Lam, K. S. Stabilization effect of resin on the production of potent proteasome
inhibitor NPI-0052 during submerged fermentation of Salinispora tropica. The Journal
Of Antibiotics 60, 469 (2007).

Turkkan, M., Andolfi, A., Zonno, M., Erper, I., Perrone, C., Cimmino, A., Vurro, M. & Evi-
dente, A. Phytotoxins produced by Pestalotiopsis guepinii, the causal agent of hazelnut
twig blight. Phytopathologia Mediterranea 50, 154-158 (2011).

U'Ren, J. M., Lutzoni, F., Miadlikowska, J., Laetsch, A. D. & Arnold, A. E. Host and geo-
graphic structure of endophytic and endolichenic fungi at a continental scale. American
Journal of Botany 99, 898-914 (2012).

Uchida, I. & Kuriyama, K. The -1 circular dichroism of p-unsaturated y-lactones. Tetrahe-
dron Letters 15, 3761-3764 (1974).

Van Goietsenoven, G., Mathieu, V., Andolfi, A., Cimmino, A., Lefranc, F., Kiss, R. & Evi-
dente, A. In vitro growth inhibitory effects of cytochalasins and derivatives in cancer
cells. Planta Medica 77, 711-717 (2011).

Varughese, T., Rios, N., Higginbotham, S., Elizabeth Arnold, A., Coley, P. D., Kursar, T. A.,
Gerwick, W. H. & Rios, L. C. Antifungal depsidone metabolites from Cordyceps dipteri-
gena, an endophytic fungus antagonistic to the phytopathogen Gibberella fujikuroi. Tet-
rahedron Letters 53, 1624-1626 (2012).

Venugopala, K. N., Rashmi, V. & Odhav, B. Review on natural coumarin lead compounds for
their pharmacological activity. BioMed Research International 2013, 1-14 (2013).

Vergnolle, O., Hahn, F., Baerga-Ortiz, A., Leadlay, P. F. & Andexer, J. N. Stereoselectivity of
isolated dehydratase domains of the Borrelidin polyketide synthase: Implications for cis
double bond formation. ChemBioChem 12, 1011-1014 (2011).

Verma, V.C. & Gange A.C. (Herausgeber), Advances in endophytic research. (Springer In-
dia, 2014).

Vilcinskas, A., Go6tz, P. & Matha, V. Effects of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae and its secondary metabolites on morphology and cytoskeleton of plasmato-
cytes isolated from the greater wax moth, Galleria mellonella. Journal of Insect Physiol-
ogy 43, 1149-1159 (1997).

320



Quellen und Literaturnachweise - -

Vilgalys, R. & Hester, M. Rapid genetic identification and mapping of enzymatically amplified
ribosomal DNA from several Cryptococcus species. Journal of bacteriology 172, 4238—
4246 (1990).

Vilgalys, R. Taxonomic misidentification in public DNA databases: Commentary. New Phy-
tologist 160, 4-5 (2003).

Vinale, F., Nicoletti, R., Borrelli, F., Mangoni, A., Parisi, O. A., Marra, R., Lombardi, N., La-
catena, F., Grauso, L., Finizio, S., Lorito, M. & Woo, S. L. Co-Culture of plant beneficial
microbes as source of bioactive metabolites. Scientific Reports - Nature 7, 14330
(2017).

Wakana, D., Hosoe, T., Itabashi, T., Fukushima, K. & Kawai, K. Two new furanone glyco-
sides, malfilamentosides A and B, from Malbranchea filamentosa. Mycotoxins 58, 1-6
(2008).

Walker, L. B. The black moulds (Mucoraceae). Transactions of the American Microscopical
Society 32, 113 (1913).

Walton, J. D., Panaccione, D. G. & Hallen, H. E. Peptide synthesis without ribosomes. in Ad-
vances in Fungal Biotechnology for Industry, Agriculture, and Medicine (eds. Tkacz, J.
S. & Lange, L.) 127-162 (Springer US, 2004).

Wang, H., Gloer, K. B., Gloer, J. B., Scott, J. A. & Malloch, D. Anserinones A and B: New
antifungal and antibacterial benzoquinones from the coprophilous fungus Podospora
anserina. Journal of Natural Products 60, 629-631 (1997).

Wang, J.-F., Zhang, Y.-J., Huang, Y.-J., Su, W.-J., Lu, Y., Zhao, Y.-F. & Ng, S. W. Methyl 8-
hydroxy-(  S)-3-methyl-1-oxoisochromane-5-carboxylate (5-methoxycarbonylmellein).
Acta Crystallographica Section E Structure Reports Online 59, 01233—-01234 (2003).

Wang, F. & Liu, J.-K. A Pair of Novel heptentriol stereocisomers from the Ascomycete
Daldinia concentrica. Helvetica Chimica Acta 87, 2131-2134 (2004).

Wang, H., Gloer, K. B., Gloer, J. B., Scott, J. A. & Malloch, D. [Erratum] Anserinones A and
B: new antifungal and antibacterial benzoquinones from the coprophilous fungus Podo-
spora anserina. Journal of Natural Products 67, 1637-1637 (2004).

Wang, J., Yu, C.-G., Jiang, G.-C. & Vrijmoed, L. L. P. The secondary metabolites of the ma-
rine fungus No. 2492 from the mangrove Phragmites australi of the South China Sea.
Acta Scientiarum Naturalium Universitatis Sunyatseni 44, 132-134 (2005).

Wang, Y., Liu, X. & Zheng, R. Four new species records of Umbelopsis (Mucoromycotina)
from China. Journal of Mycology 2013, 1-6 (2013).

Wang, G., Liu, Z., Lin, R, Li, E., Mao, Z., Ling, J., Yang, Y., Yin, W.-B. & Xie, B. Biosynthesis
of antibiotic Leucinostatins in bio-control fungus Purpureocillium lilacinum and their inhi-
bition on Phytophthora revealed by genome mining. PLOS Pathogens 12, e1005685
(2016).

Wang, J., He, W., Kong, F., Tian, X., Wang, P., Zhou, X. & Liu, Y. Ochracenes A-l, Humu-
lane-derived sesquiterpenoids from the antarctic fungus Aspergillus ochraceopetaliform-
is. Journal of Natural Products 80, 1725-1733 (2017).

Wang, Y., Liu, H.-X., Chen, Y.-C., Sun, Z.-H., Li, H.-H., Li, S.-N., Yan, M.-L. & Zhang, W.-M.
Two new metabolites from the endophytic fungus Alternaria sp. A744 derived from
Morinda officinalis. Molecules 22, 765 (2017b).

Wang, W.-X., Li, Z.-H., Feng, T., Li, J., Sun, H., Huang, R., Yuan, Q.-X., Ai, H.-L. & Liu, J.-K.
Curtachalasins A and B, two cytochalasans with a tetracyclic skeleton from the endo-
phytic fungus Xylaria curta E10. Organic Letters 20, 7758—-7761 (2018).

321



Quellen und Literaturnachweise - -

Wang, J., Xu, C.-C., Tang, H., Su, L., Chou, Y., Soong, K., Li, J., Zhuang, C.-L., Luo, Y.-P. &
Zhang, W. Osteoclastogenesis inhibitory polyketides from the sponge-associated fun-
gus Xylaria feejeensis. Chemistry & Biodiversity 15, e1800358 (2018b).

Wang, W.-X., Lei, X., Ai, H.-L., Bai, X., Li, J., He, J., Li, Z.-H., Zheng, Y.-S., Feng, T. & Liu,
J.-K. Cytochalasans from the endophytic fungus Xylaria cf. curta with resistance rever-
sal activity against fluconazole-resistant Candida albicans. Organic Letters 21, 1108—
1111 (2019).

Way, E. L., Takemori, A. E., Smith, G. E., Anderson, H. H. & Brodie, D. C. The toxicity and
analgetic activity of some congners of salicylamide. Journal of Pharmacology and Ex-
perimental Therapeutics 108, 450 (1953).

Weber, D., Sterner, O. & Anke, T. Mollisianitrile, a new antibiotic from Mollisia sp. A59-96.
Zeitschrift Fur Naturforschung. C, Journal of Biosciences 62, 567-570 (2007).

Wei, H., Xu, Y., Espinosa-Artiles, P., Liu, M. X., Luo, J.-G., U'Ren, J. M., Elizabeth Arnold, A.
& Leslie Gunatilaka, A. A. Sesquiterpenes and other constituents of Xylaria sp.
NC1214, a fungal endophyte of the moss Hypnum sp. Phytochemistry 118, 102-108
(2015).

Weinstein, R. N., Montiel, P. O. & Johnstone, K. Influence of Growth Temperature on Lipid
and Soluble carbohydrate synthesis by fungi isolated from fellfield soil in the maritime
antarctic. Mycologia 92, 222 (2000).

Wen, L., Cai, X., Xu, F., She, Z., Chan, W. L., Vrijmoed, L. L. P., Jones, E. B. G. & Lin, Y.
Three metabolites from the mangrove endophytic fungus Sporothrix sp. (#4335) from
the South China Sea. The Journal of Organic Chemistry 74, 1093-1098 (2009).

Wendt, L., Sir, E. B., Kuhnert, E., Heitkdmper, S., Lambert, C., Hladki, A. I., Romero, A. |,
Luangsa-ard, J. J., Srikitikulchai, P., PerSoh, D. & Stadler, M. Resurrection and emen-
dation of the Hypoxylaceae, recognised from a multigene phylogeny of the Xylariales.
Mycol Progress 17, 115-154 (2018).

Wentrup, C., Bender, H. & Gross, G. Benzothiet-2-ones: synthesis, reactions, and compari-
son with benzoxet-2-ones and benzazetin-2-ones. The Journal of Organic Chemistry
52, 3838-3847 (1987).

Wheeler, D. L., Dung, J. K. S. & Johnson, D. A. From pathogen to endophyte: an endophytic
population of Verticillium dahliae evolved from a sympatric pathogenic population. New
Phytol 222, 497-510 (2019).

Whisenant, J., Vinson, D., Blanco, M., Hughes, C. & David, S. Novel total synthesis of an-
serinone A and B. Synthetic Communications 47, 268-272 (2017).

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. & Taylor, J. in PCR Protocols 315-322 (Elsevier, 1990).

Wille, P. A., Aeschbacher, R. A. & Boller, T. Distribution of fungal endophyte genotypes in
doubly infected host grasses. The Plant Journal 18, 349-358 (1999).

Wilson, D. Endophyte: The evolution of a term, and clarification of its use and definition.
Oikos 73, 274 (1995).

Wu, C. Handbook of size exclusion chromatography. (Dekker, 1995).

Wu, X., Lin, S., Zhu, C., Zhao, F., Yu, Y., Yue, Z., Liu, B., Yang, Y., Dai, J. & Shi, J. Studies
on constituents of cultures of fungus Phellinus igniarius. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi
36, 874-880 (2011).

Wu, M.-D., Cheng, M.-J., Chen, I.-S., Su, Y.-S., Hsieh, S.-Y., Chang, H.-S., Chang, C.-W. &
Yuan, G.-F. Phytochemical investigation of Annulohypoxylon ilanense, an endophytic
fungus derived from Cinnamomum Species. Chemistry & Biodiversity 10, 493-505
(2013).

322



Quellen und Literaturnachweise - -

Wu, C., Zacchetti, B., Ram, A. F. J., van Wezel, G. P., Claessen, D. & Hae Choi, Y. Expand-
ing the chemical space for natural products by Aspergillus-Streptomyces co-cultivation
and biotransformation. Scientific Reports 5, 10868 (2015).

Wu, Z., Wang, Y., Liu, D., Proksch, P., Yu, S. & Lin, W. Antioxidative phenolic compounds
from a marine-derived fungus Aspergillus versicolor. Tetrahedron 72, 50-57 (2016).

Wu, B., Wiese, J., Schmaljohann, R. & Imhoff, J. Biscogniauxone, a New Isopyrrolonaphtho-
guinone compound from the fungus Biscogniauxia mediterranea isolated from deep-sea
sediments. Marine Drugs 14, 204 (2016b).

Wu, J.-T., Zheng, C.-J., Zhang, B., Zhou, X.-M., Zhou, Q., Chen, G.-Y., Zeng, Z.-E., Xie, J.-
L., Han, C.-R. & Lyu, J.-X. Two new secondary metabolites from a mangrove-derived
fungus Cladosporium sp. JJM22. Natural Product Research 33, 34-40 (2019).

Xiao, Z., Lin, S., Tan, C., Lu, Y., He, L., Huang, X. & She, Z. Asperlones A and B, Dinaphtha-
lenone derivatives from a mangrove endophytic fungus Aspergillus sp. 16-5C. Marine
Drugs 13, 366—378 (2015).

Xing, J.-G., Deng, H.-Y. & Luo, D.-Q. Two hew compounds from an endophytic fungus Pes-
talotiopsis heterocornis. Journal of Asian Natural Products Research 13, 1069-1073
(2011).

Xu, X.-H., Su, Z.-Z., Wang, C., Kubicek, C. P., Feng, X.-X., Mao, L.-J., Wang, J.-Y., Chen,
C., Lin, F.-C. & Zhang, C.-L. The rice endophyte Harpophora oryzae genome reveals
evolution from a pathogen to a mutualistic endophyte. Scientific Reports - Nature 4,
5783 (2014).

Xue, C., Li, T., Deng, Z., Fu, H. & Lin, W. Janthinolide A-B, two new 2,5-piperazinedione de-
rivatives from the endophytic Penicillium janthinellum isolated from the soft coral Den-
dronephthya sp. Die Pharmazie - An International Journal of Pharmaceutical Sciences
61, 1041-1044 (2006).

Yang, N., Ma, Q., Huang, S., Dai, H., Guo, Z., Lu, X., Wang, Y., Yu, Z. & Zhao, Y. Chemical
constituents from cultures of the fungus Marasmiellus ramealis (Bull.) Singer. Journal of
the Brazilian Chemical Society (2015).

Yang, F., Shi, X., Ma, K., Cai, Y., Zhao, X., Zhao, X., Tang, Y. & Wang, Y. Fermentation me-
dium for improving Purpureocillium lilacinum Leucinostatin production. Patenthnummer:
CN 106967769 (2017).

Yang, W.-C., Bao, H.-Y., Liu, Y.-Y., Nie, Y.-Y., Yang, J.-M., Hong, P.-Z. & Zhang, Y. Dep-
sidone derivatives and a cyclopeptide produced by marine fungus Aspergillus unguis
under chemical induction and by its plasma induced mutant. Molecules 23, 2245 (2018).

Yang, L.-J., Liao, H.-X., Bai, M., Huang, G.-L., Luo, Y.-P., Niu, Y.-Y., Zheng, C.-J. & Wang,
C.-Y. One new cytochalasin metabolite isolated from a mangrove-derived fungus
Daldinia eschscholtzii HJ001. Natural Product Research 32, 208-213 (2018b).

Yoon, H., Eom, S.-L., Hyun, J.-Y., Jo, G.-H., Hwang, D.-S., Lee, S.-H., Yong, Y.-J., Park, J.-
C., Lee, Y.-H. & Lim, Y.-H. * H and ®*C-NMR data on hydroxy/methoxy flavonoids and
the effects of substituents on chemical shifts. Bulletin of the Korean Chemical Society
32,2101-2104 (2011).

Yoshida, T., Kato, T., Kawamura, Y., Matsumoto, K. & Itazaki, H. Aldose reductase inhibitors
from the fermentation products of Chaetomella circinoseta. Patenthummer:
EP557939A1 (1993).

Yu, N., Guo, S., Xiao, S. & Xie, F. Studies on second metabolites of an endophytic fungus
(). Zhongguo Zhong Yao Za Zhi 27, 204—-206 (2002).

Yuan, C. et al. Metabolites of endolichenic fungus Elaphocordyceps sp. Weishengwuxue
Tongbao 41, 857-861 (2014).

323



Quellen und Literaturnachweise - -

Zajdel, S. M., Graikou, K., Gtowniak, K. & Chinou, I. Chemical analysis of Penstemon cam-
panulatus (Cav.) Willd. - Antimicrobial activities. Fitoterapia 83, 373-376 (2012).

Zeilinger, S. Peptaibiotics and peptaibols from fungi in Fungal Biomolecules (eds. Gupta, V.
K., Mach, R. L. & Sreenivasaprasad, S.) 101-113 (John Wiley & Sons, Ltd, 2015).

Zengin, G., Uysal, A., Diuzheva, A., Gunes, E., Jeké, J., Czidky, Z., Picot-Allain, C. M. N. &
Mahomoodally, M. F. Characterization of phytochemical components of Ferula halophila
extracts using HPLC-MS/MS and their pharmacological potentials: a multi-functional in-
sight. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 160, 374—-382 (2018).

Zhang, Z., Schwartz, S., Wagner, L. & Miller, W. A greedy algorithm for aligning DNA se-
guences. Journal of Computational biology 7, 203—214 (2000).

Zhang, Y., Liu, S, Liu, H., Liu, X. & Che, Y. Cycloaspeptides F and G, cyclic pentapeptides
from a Cordyceps - Colonizing isolate of Isaria farinosa. Journal of Natural Products 72,
1364-1367 (2009).

Zhang, Q.-H., Zhou, L.-D., Lu, X., Wu, H.-H., Tian, L. & Pei, Y.-H. Chemical constituents from
the marine Nigrospora sphaerica (II). Shenyang Yaoke Daxue Xuebao 27, 618-622
(2010).

Zhang, Y. L., Zhang, J., Jiang, N., Lu, Y. H., Wang, L., Xu, S. H., Wang, W., Zhang, G. F.,
Xu, Q., Ge, H. M., Ma, J., Song, Y. C. & Tan, R. X. Immunosuppressive polyketides
from mantis-associated Daldinia eschscholzii. Journal of the American Chemical Socie-
ty 133, 5931-5940 (2011).

Zhang, Y., Han, T., Ming, Q., Wu, L., Rahman, K. & Qin, L. Alkaloids produced by endophytic
fungi: A Review. Natural Product Communications 7, 963—-968 (2012a).

Zhang, Z., Jia, C., Hu, Y., Sun, L., Jiao, J., Zhao, L., Zhu, D., Li, J., Tian, Y., Bai, H., Li, R. &
Hu, J. The estrogenic potential of salicylate esters and their possible risks in foods and
cosmetics. Toxicology Letters 209, 146-153 (2012b).

Zhang, X., Gao, H., Zhang, L., Liu, D. & Ye, X. Extraction of essential oil from discarded to-
bacco leaves by solvent extraction and steam distillation, and identification of its chemi-
cal composition. Industrial Crops and Products 39, 162—-169 (2012c).

Zhang, Y., Mu, J., Feng, Y., Wen, L. & Han, J. Four chlorinated depsidones from a seaweed-
derived strain of Aspergillus unguis and their new biological activities. Natural Product
Research 28, 503-506 (2014a).

Zhang, W., Xu, L., Yang, L., Huang, Y., Li, S. & Shen, Y. Phomopsidone A, a novel dep-
sidone metabolite from the mangrove endophytic fungus Phomopsis sp. A123. Fitotera-
pia 96, 146-151 (2014b).

Zhang, P., Li, X.-M., Wang, J.-N., Li, X. & Wang, B.-G. New butenolide derivatives from the
marine-derived fungus Paecilomyces variotii with DPPH radical scavenging activity.
Phytochemistry Letters 11, 85-88 (2015).

Zhang, J.-L., Wang, W.-J., Xu, X.-M., Li, D.-Y., Hua, H.-M., Ma, E.-L. & Li, Z.-L. From macro-
cyclic to linear and further: naturally degradable polyesters from the fungus Ascotricha
sp. ZJ-M-5. Tetrahedron 72, 4895-4901 (2016).

Zhang, A. H., Tan, R., Jiang, N., Yusupu, K., Wang, G., Wang, X. L. & Tan, R. X. Selesconol,
a fungal polyketide that induces stem cell differentiation. Organic Letters 18, 5488-5491
(2016b).

Zhang, J.-C., Chen, G.-Y., Li, X.-Z., Hu, M., Wang, B.-Y., Ruan, B.-H., Zhou, H., Zhao, L.-X.,
Zhou, J., Ding, Z.-T. & Yang, Y.-B. Phytotoxic, antibacterial, and antioxidant activities of
mycotoxins and other metabolites from Trichoderma sp. Natural Product Research 31,
2745-2752 (2017).

324



Quellen und Literaturnachweise - -

Zhang, J., Liang, J.-H., Zhao, J.-C., Wang, Y.-L., Dong, P.-P., Liu, X.-G., Zhang, T.-Y., Wu,
Y.-Y., Shang, D.-J., Zhang, Y.-X. & Sun, C.-P. Xylarianins A-D from the endophytic fun-
gus Xylaria sp. SYPF 8246 as natural inhibitors of human carboxylesterase 2. Bioorgan-
ic Chemistry 81, 350-355 (2018).

Zhao, J., Zhou, L., Wang, J., Shan, T., Zhong, L., Liu, X. & Gao, X. Endophytic fungi for pro-
ducing bioactive compounds originally from their host plants. Current Research Tech-
nology and Education Tropics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology 1,
567-576 (2010).

Zhao, Y., Liu, D., Proksch, P., Yu, S. & Lin, W. Isocoumarin derivatives from the sponge-
associated fungus Peyronellaea glomerata with Antioxidant Activities. Chemistry & Bio-
diversity 13, 1186-1193 (2016).

Zhao, Z.-Z., Chen, H.-P., Huang, Y., Zhang, S.-B., Li, Z.-H., Feng, T. & Liu, J.-K. Bioactive
polyketides and 8,14-seco-ergosterol from fruiting bodies of the ascomycete Daldinia
childiae. Phytochemistry 142, 68-75 (2017a).

Zhao, H., Chen, G.-D., Zou, J., He, R.-R., Qin, S.-Y., Hu, D., Li, G.-Q., Guo, L.-D., Yao, X.-S.
& Gao, H. Dimericbiscognienyne A: A meroterpenoid dimer from Biscogniauxia sp. with
new skeleton and its activity. Organic Letters 19, 38—41 (2017b).

Zhao, H., Wang, M., Chen, G., Hu, D., Li, E., Qu, Y., Zhou, L., Guo, L., Yao, X. & Gao, H.
Dimericbiscognienynes B and C: New diisoprenyl-cyclohexene-type meroterpenoid di-
mers from Biscogniauxia sp. Chinese Chemical Letters 30, 51-54 (2019).

Zhou, D. & Hyde, K. D. Host-specificity, host-exclusivity, and host-recurrence in saprobic
fungi. Mycological Research 105, 1449-1457 (2001).

Zhou, L., Cao, X., Yang, C., Wu, X. & Zhang, L. Endophytic fungi of Paris polyphylla var.
yunnanensis and steroid analysis in the fungi. Natural Product Research and Develop-
ment. 16, 198—-200 (2004).

Zhou, B., Kong, C.-H., Li, Y.-H., Wang, P. & Xu, X.-H. Crabgrass (Digitaria sanguinalis) Alle-
lochemicals that interfere with crop growth and the soil microbial community. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 61, 5310-5317 (2013).

Zhuang, C., Guan, X., Ma, H., Cong, H., Zhang, W. & Miao, Z. Small molecule-drug conju-
gates: A novel strategy for cancer-targeted treatment. European Journal of Medicinal
Chemistry 163, 883—-895 (2019).

Ziaee, A., Zia, M., Bayat, M., & Hashemi, J. Identification of Mucorales isolates from soil us-
ing morphological and molecular methods. Current Medical Mycology 2, 13—19 (2016).

325



