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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 

nrITS-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) 

Die Behandlung von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Wirtspflanzen und Gewebetypen 

durch Oberflächensterilisierung und die anschließende 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 Stämme zeigten bei der Klassi-

fizierung wenig Übereinstimmung zu den Arten der Referenzsequenzen. Diese Stämme stel-

len potenziell neue Pilzarten oder wenig studierte Stämme dar. 

Bei der Erstellung von Essigsäureethylester-Rohextrakten aus den Pilzkulturen nach Solid-

State-Fermentation auf Reis konnten unter anderem antibakterielle und zytotoxische Eigen-

schaften der Extrakte festgestellt werden. Fünf Stämme, identifiziert als Purpureocillium lila-

cinum (T26B), Xylaria cubensis (TS7), Daldinia sp. (SG1), Didymosphaeriaceae sp. (SG8c, 

cf. Tremateia sp.), Biscogniauxia sp. (SG25), wurden anhand phylogenetischer Erwägungen 

und bioaktiver Eigenschaften der Rohextrakte für eine detaillierte Untersuchung des Metabo-

litprofils ausgewählt.  

Diese detaillierten mykochemischen Untersuchungen von Extrakten aus endophytischen 

Pilzen resultierten in der Isolierung, Identifizierung 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 ungewöhnlichem Grundgerüst, ein monosulphatiertes Diketopiperazin 

(3S-Norgliovictin), ein Chinon (Tremaquin A) und ein Isochroman (Tremachroman A), sowie 

ein Butenolid (Lilacinolid A). Einige der neuen Verbindungen zeigten starke antibakterielle 

Aktivität, welche vergleichbar mit dem Referenzantibiotikum (Gentamicin) war oder dessen 

Wirksamkeit sogar überstieg. Die bereits bekannten Verbindungen, von denen einige zudem 

erstmalig für die entsprechende Pilzart bzw. Pilzgattung nachgewiesen wurden, repräsentier-

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 

verfügten zudem über bioaktive Eigenschaften. Diese Arbeit konnte zeigen, dass endophyti-

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

1.1. Einleitung 

Sekundärmetaboliten aus Mikroorganismen, insbesondere Pilzen, waren und sind für 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 parasitären Infektionserkrankungen (Malaria, 

Leishmaniasis, Chagas-Krankheit, etc.) in einigen Teilen der Welt ist der Wunsch nach Ent-

deckung neuer Wirkstoffe groß. Bioaktive Komponenten aus natürlichen Quellen sind entwe-

der als Einzelverbindungen bzw. in Kombination mit anderen Verbindungen in Extraktformu-

lierungen interessant oder können als Leitstruktur bei der Wirkstoffentwicklung dienen. Das 

Interesse an Naturstoffen ist nicht nur in der pharmazeutischen Industrie für 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 

Strukturaufklärungsprozessen haben viele pharmazeutische Betriebe ihren Naturstofffor-

schungsbereich zugunsten synthetischer Substanzbibliotheken zurückgefahren. Dennoch 

sind ein hoher Anteil der neu zugelassen und bestehenden Wirkstoffpräparate kleiner Mole-

küle entweder direkte Naturstoffe oder von diesen abgeleitet. Teilweise ist wieder eine Rück-

besinnung auf Verbindungsdatenbanken mit erhöhtem Anteil an Naturstoffen, deren struktu-

relle Vielfalt und Komplexität nach wie vor unerreicht ist, für Wirkstoffssuchen feststellbar. 

Zudem werden viele Verbindungen (β-Lactam-Antibiotika, Taxane, Echinocandine, Cyclos-

porine, Statine, etc.) aufgrund ihrer anspruchsvollen Struktur weiterhin aus natürlichen 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 intrazellulären Geweben von Pflanzen besiedeln können. 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 erhöhtem Biomassewachstum 

und der Vermittlung von abiotischer und biotischer Stresstoleranz verknüpft. Der generierte 

Vorteil für die Wirtspflanze wird unter anderem durch die vom Pilz produzierten Moleküle 

erhalten. Pilz-Endophyten erscheinen demnach als interessante Studienobjekte für myko-

chemische Untersuchungen.  
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1.2. Aufgaben und Ziel der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es neue, bisher unbekannte, möglicherweise bioaktive Ver-

bindungen aus endophytischen Pilzen zu isolieren, zu charakterisieren und gegebenenfalls 

bereits bekannte Verbindung für die Beschreibung des Metabolitprofils für den jeweiligen 

Pilzstamm aufzunehmen.  

Dies beinhaltet die Aufgaben der Isolierung des Pilzmycels aus behandeltem Pflanzenmate-

rial (Oberflächensterilisierung), Vereinzelung und axenische Kultivierung der Stämme, 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 Bioaktivitäten der 

Rohextrakten aus der Kultivierung im kleinem Maßstab sollten für die Auswahl der Stämme 

in Betracht gezogen werden. Eine Auswahl von fünf Stämmen ist für eine detaillierte myko-

chemische Untersuchung vorzubereiten. Das weitere Vorgehen umfasst die Kultivierung der 

ausgewählten Stämme als Solid-State-Fermentation (Reis) in größerem Maßstab und die 

Festphasenextraktion des besiedelten Substrats mit organischem Lösemittel (Ethylacetat). 

Die Aufgabe der Metabolitenreinigung und -isolierung ist in der Regel durch verschiedene 

chromatographische Trennverfahren (RP-HPLC, Säulenchromatographie, Größenaus-

schlusschromatographie, etc.), Kristallisation und extraktive Verfahren (flüssig-flüssig, fest-

flüssig) zu erzielen. Die Überprüfung der biologischen Aktivität von Extraktfraktionen wäh-

rend des Isolierungsprozesses ist unter anderem zur zielgerichteten Isolierung der effektbe-

stimmten (antibakteriell, zytotoxisch, etc.) Verbindungen einzusetzen (bioaktivitätsgeführte 

Isolierung). Die Charakterisierung der isolierten Moleküle ist durch eine Kombination von 

spektrometrischen (ESI-MS, EI-MS, MALDI-MS) und spektroskopischen Methoden (NMR: 
1H, 13C, COSY, HMQC, HMBC, NOESY, etc.; UV/VIS, CD, IR) zu erreichen. Abschließend ist 

für die Charakterisierung ebenfalls die Erhebung von Bioaktivitätskennzahlen (IC50, 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 

Für den Begriff Naturstoff existiert keine scharfe abgegrenzte Definition. Im allgemeinen Sin-

ne können Produkte und Inhaltsstoffe aus natürlichen Quellen als Naturstoffe bezeichnet 

werden. Dies kann entweder ganze Organismen (Pflanze, Tier oder Mikroorganismus), Teile 

eines Organismus (z.B. Fruchtkörper von Pflanzen oder Pilzen, Organ eines Tieres), Extrak-

te (Lösemittelauszug aus z.B. Blättern), 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 

Moleküle mit einer Molekularmasse im Bereich bis ca. 2000 u bezeichnet, welche dem se-

kundären Stoffwechsel (Sekundärmetaboliten) entstammen (Sarker et al. 2006). Der Begriff 

Naturstoff und Sekundärmetabolit wird meist synonym verwendet.  

Sekundärmetaboliten kommen im Gegensatz zu Primärmetaboliten nicht ubiquitär in allen 

Lebensformen vor, meist sind sie sogar spezifisch für eine Art oder Gruppe von Organismen. 

Sie werden nicht unmittelbar zum Überleben benötigt, die Organismen können aber Selekti-

onsvorteile durch deren Produktion (z.B. Antibiotika, Allelochemikalien) erlangen. Die biolo-

gische Funktion der produzierten Substanz ist allerdings oftmals nicht genau geklärt, unbe-

kannt oder auch nicht vorhanden, weshalb hierbei manchmal auch von der "Spielwiese der 

Evolution" gesprochen wird (Cannell 1998, Sticher & Hänsel 2010).  

Die generierten Substanzen können vom Menschen isoliert und genutzt werden, wobei eini-

ge Naturstoffe große gesellschaftliche und ökonomische 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 für 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 Verfügbarkeit von "westlicher Medizin" 

oftmals komplementär verwendet. In Afrika stellt sie für bis zu 80% der Bevölkerung sogar 

die primäre Gesundheitsversorgung dar (Bussman 2013). 

Auch wenn das Interesse der pharmazeutischen Industrie an bioaktiven Substanzen aus 

natürlichen Quellen durch die Verfügbarkeit von High-Throuput-Screening Techniken und 

kombinatorischer Chemie, welche zur Generierung riesiger synthetischer Substanzbibliothe-

ken führte, abgenommen hat, so bleiben die Möglichkeiten der Naturstoffe als Ideengeber für 

Leitsubstanzen weiterhin unbegrenzt (Li & Vederas 2009, Shen 2015). 

Teilweise ist beim Screening nach Wirkstoffen bereits wieder eine Rückbesinnung zu kleine-

ren spezialisierten Stoffbibliotheken mit erhöhter, Naturstoff-ähnlicher, struktureller Variabili-

tät festzustellen (Newmann & Cragg 2012). Dies soll den möglichen "biological-relevant-

chemical-space" bessere abdecken (Bohlin et al. 2010, Harvey et al. 2015). 

Der substanzielle Rückgang von zum Beispiel in den USA zugelassenen Medikamenten zwi-

schen 1981 bis 2010, welche neu chemische Entitäten darstellen (exkludiert Kombinationen 

von bereits früher zugelassenen Medikamenten und zugelassenen Medikamenten mit neuer 

Indikation) im Bereich der "kleinen Moleküle" (exkludiert Proteine und Impfstoffe) lässt 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 gezählt (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 für 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 natürlichen Quellen im Ver-

gleich zur Suche in synthetischen Substanzbibliotheken evident. Zu den Herausforderungen 

zählen unter anderem der restriktive Zugang durch gesetzliche Beschränkung (z.B. Conven-

tion of Biodiversity, Nagoya Protokoll), umwelt- und zeitabhängige Variabilität der biologi-

schen Matrix bzw. Zusammensetzung der Extraktkomponenten, Inkompatibilität 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 Strukturaufklärung 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 zugänglich 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 

Während die ältesten Aufzeichnungen zur Nutzung von Pflanzen in der traditionellen Medizin 

ca. 4600 Jahre zurückreichen, kann die zufällige Enddeckung des Penicillins in den späten 

1920er Jahren als Startsignal für 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 (β-Lactam-Antibiotika) oder Fusidinsäure (tetrazyklische Triterpene) pilzli-

chen Ursprungs (Abbildung 2.1.) wird als einer der großen Durchbrüche in der Medizin be-

zeichnet und setzt den Rahmen für die Ära der Antibiotika (DeCorte 2016, Aly et al. 2011b), 

welche trotz verstärkt beobachteter Resistenzbildung bis heute andauert.  

 

 
a)             b) 
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         c) 

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

Eine weitere wichtige Entdeckung im Bereich der Mykometaboliten wurde durch die Isolie-

rung der Cyclosporine erreicht, welche neue Möglichkeiten in der Immunpharmakologie und 

Organtransplantation zur Verfügung stellte (Aly et al. 2011b). 

Pilze sind allgemein als Produzenten vielfältiger Naturstoffe bekannt. Als weitere Beispiele 

für interessante Wirkstoffe mit ebenfalls ökonomischer Bedeutung kann das Antimykotikum 

Griseofulvin und Lipid modulierende Statine (Mevastatin, Lovastatin) aufgezählt werden (Ab-

bildung 2.2.). Daneben unterstreicht auch die Möglichkeit der Biotransformation von Sterolen 
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zu Steroidhormonen durch Pilzstämme für verschiedenste Indikationen (Antiphlogistika, 

Contrazeptiva, etc.) das Potenzial zur Produktion und Modifikation von wichtigen Naturstof-

fen (Aly et al. 2011b). 

 

    
 a) 

    
 b)       c)  

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), über 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 großes 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 Schätzungen zur potenziellen Artenzahl von Pilzen im Vergleich zu der 

tatsächlich wissenschaftlich beschriebenen Anzahl von ca. 100.000 Arten (Blackwell 2011), 

kann ihnen ein großes Potenzial bei der Produktion und somit auch der Entdeckung von bio-

aktiven Naturstoffen zugesprochen werden (Gond et al. 2010). So werden je nach Autor 

Schätzungen von wenigstens 0.7 Millionen, als unter Grenze der Artenvielfalt (Schmit & 

Mueller 2007), über 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). Zusätzlich gilt, dass 

die besiedelten Pflanzen wiederum einzigartige Lebensräume bewohnen und extremen Um-

weltbedingungen ausgesetzt sein können. Als Beispiel für die Anpassung an extreme Um-

weltbedingung gelten unter anderem thermo-, halo-, psychrophile bzw. -tolerante Pflanzen 

aber auch Pflanzen, die erhöhtem Nährstoff- und Konkurrenzdruck ausgesetzt sind, wie es 

zum Beispiel in Regenwäldern der Fall ist. Da das Überleben von Organismen in speziellen 

Lebensräumen durch Selektionsdruck und konstanter Umweltinteraktion mit speziellen Ei-

genschaften assoziiert ist, wird wiederum von der verstärkten 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 können vergleichsweise groß und vielversprechend 

ist (Aly et al. 2011a). 

Nach Schulz et al. (2002) konnte bei einem Vergleich der Bioaktivität (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 höherer 

Anteil (80-83% vs. 64%) an aktiven Extrakten bei endophytischen Pilzen gefunden werden 

konnte. Weiterhin wurden hierbei die isolierten und strukturaufgeklärten Metaboliten (N =135) 

verglichen, wobei sich ein höherer Prozentsatz (51% vs. 38%) an neuen Strukturen, gegen-

über 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 jährlich 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 lässt sich aus der Studie von Schulz et al. 

(2002) der Trend ableiten, dass Endophyten ein interessantes und vielversprechendes For-

schungsobjekt zur Endeckung vielfältiger 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, Schlörke 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 häufig 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 Bioaktivitäten. 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 unterschätzender Fakt ist, dass einige Endophyten in der Lage sind, dieselben 

Substanzen wie die Wirtspflanze bzw. andere Verbindungen, welche ursprünglich von Pflan-

zen bekannt sind, zu produzieren (Zhao et al. 2010, Aly et al. 2013, Jia et al. 2016). Dies 

lässt Pilzendophyten als ein alternatives Produktionssystem für in der Industrie gefragte 

Komponenten, wie zum Beispiel Paclitaxel (Taxol) (Strobel et al. 1996), eines der bekanntes-

ten Präparate zur Behandlung von Tumoren, Diosgenin (Zhou et al. 2004), ein Präkursor 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 für 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 natürlichen 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 Süßgräsern (Poaceae) (Schardl et al. 2007) oder den assoziierten 

Mikroorganismen in Schwämmen (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 hierfür sind 

unter anderem der entomopathogene Pilz Beauveria bassiana (McKinnon et al. 2017, Lohse 

et al. 2017), die mykopathogenen Stämmen von Trichoderma harzianum (Chaverri et al. 

2015) oder nematizidale Formulierung mit Purpureocillium lilacinum (Wang et al. 2016). Des 

Weiteren sind andere Endophyten zur Pflanzenstärkung bekannt, welche das Biomasse-

wachstum erhöhen oder abiotische und biotische Stresstoleranz vermitteln (Haggag 2010, 

Jia et al. 2016, Lugtenberg et al. 2016). 

Von einigen Autoren hingegen wird das Potenzial für die biotechnologische Nutzung von 

Endophyten weniger optimistisch gesehen, da die Stämme und deren Produkte noch nicht, 

über den Labormaßstab hinaus, in der Industrie angekommen sind (Priti et al. 2009, Kusari 

et al. 2014). Neuere Publikationen wiederum berichten von einigen Metaboliten und Endop-

hytenstämmen, 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 ungeklärt und bedürfen weiterer, insbesondere interdisziplinärer, Forschung 

(Kusari et al. 2014). Unabhängig von der dargelegten Entwicklung wird allgemein das Sam-

meln und Kultivieren von Pilzen aus Umweltproben weithin wichtig bleiben, um neue Stäm-

me für die industrielle Gewinnung von Wirkstoffen, die Modifikation von Metaboliten (Bio-

transformation), Biokontrollorganismen für den Pflanzenschutz und Rekultivierungsmaßnah-

men, sowie allgemein für die Forschung zur Klärung von biologischen Funktionen und taxo-

nomischen Fragestellungen, bereitzustellen (Blackwell 2011). 

Abschließend kann konstatiert werden, dass endophytische Pilze als eine vielversprechende 

Quelle neuer, bioaktiver Metaboliten und nützlicher Stämme angesehen werden kann, die 

einen wichtigen Beitrag in verschiedenen Bereichen der Biotechnologie leisten können.  
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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 ursprüngliche Definition geht allerdings auf den deut-

schen Botaniker und Mykologen Heinrich Anton De Bary zurück (De Bary 1866), welcher den 

Begriff Endophyt einführte und ihn auf jegliche Organismen, die in Pflanzen gefunden wer-

den können, 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 intrazellulär) von lebenden Pflanzen zu besiedeln und dabei keine offensichtli-

chen Krankheitssymptome beim Wirt (Pflanze) auszulösen (Petrini 1991, Wilson 1995). Eine 

Übersicht über die Definition des Begriffes Endophyt nach verschiedenen Autoren liefern 

Hyde & Soytong (2008). 

Bezogen auf einen Pilz wäre zum Beispiel der Nachweis von Hyphen in lebenden Pflanzen-

gewebe die Voraussetzung für die Bezeichnung als Endophyt (Nisa et al. 2015). Diese weit 

gefasste Definition des Begriffes Endophyt beinhaltet alle Arten von möglichen Pflanzen-

Mikroorganismen Interaktionen von Mutualismus (Interaktion beider Partner zum gegenseiti-

gen Vorteil), über Kommensalismus (ein Partner profitiert, der andere wird nicht beeinflusst) 

bis hin zu Parasitismus (Schädigung eines Partners zum Vorteil des anderen). Die oben ge-

nannte Definition schließt 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 ausschließt 

(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 verändern 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 nahezu allen studierten Pflanzengruppen (z.B. Bäume, Grä-

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, 

Blätter, Wurzeln, Samen, etc.), sowohl inter- als auch intrazellulär (Schulz & Boyle 2005), 

unabhängig von der Klimazone (Tundra bis Tropen) zu kolonisieren (Nisa et al. 2016). Pilze 

sind neben heterotrophen Bakterien die dominierenden Endophyten in höheren 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. 

Wurzel-, Rinden- oder Blätterendophyten) einteilen (Nisa et al. 2015). Ebenfalls können sie 

nach taxonomischen bzw. ökologischen 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 Nährstofftransfer über 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), Biodiversität (ein bis wenige vs. hunderte Stämme) und 

Verbreitung innerhalb des Wirts (lokal vs. systemisch) oder der ökologischen Funktion (gene-

rierter Vorteil für den Wirt) klassifizieren (Rodriguez et al. 2009, Mishra et al. 2014). Weitere 

Kategorisierungen innerhalb der Endophytenklassen sind möglich, 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 für den Wirt als auch für den Gast von 

Vorteil sein. Der besiedelende Mikroorganismus erhält physischen Schutz, Nährstoffe und 

hat eine größere Wirtsabdeckung im Vergleich zur nekrotrophen Infektion. Für die besiedel-

ten Pflanzen wurde, abhängig von der Endophytenart, erhöhte 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 Nährstoffmangel (z.B. Stickstoff). Ebenfalls wurde im Vergleich zu nicht besiedelten 

Pflanzen ein erhöhtes Biomassewachstum festgestellt. Endophyten können biotische 

Stresstoleranz vermitteln, was sich in erhöhter Resistenz gegen Nematoden, Viren, phytopa-

thogene Bakterien und Pilze, sowie herbivore Insekten und Säugetiere äußern kann. 

Als Mechanismus dieser Effekte werden vor allem die von den Endophyten produzierten Me-

taboliten, welche entweder als Induktoren für das Pflanzendefensivsystem, Wachstumsfakto-

ren, Radikalfänger (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 Gräsern (z.B. Epichloë sp. 

bzw. Neotyphodium sp.), welche toxisch für Insekten (z.B. Peramin, Lolinalkaloide) und Säu-

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 für die normale Entwicklung und das Überleben in bestimmten 

Habitaten des Pilzes oder der Pflanze benötigt werden. Als Beispiel hierfür lässt sich die feh-

lende Halotoleranz beim amerikanischen Dünengrass (Leymus mollis) ohne die Kolonisie-

rung durch den Pilz Fusarium culmorum (Rodriguez et al. 2008) oder die vornehmliche Ver-

breitung bestimmter Pilze (Epichloë sp. bzw. Neotyphodium sp.) durch Pflanzensamen 

(Schardl et al. 2004) anführen. 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 Steuerungsmöglichkeiten bei der Kommunikation zwischen Wirt und Endophyt, 

welche zur Stresstoleranz führen sind größtenteils noch ungeklärt (Rodriguez et al. 2004). 

Ein weiterer Vorteil, der sich für Pilze aus der Endophyt-Wirt-Beziehung ergibt, ist die Nut-

zung der Nährstoffe 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 verändern 

(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 Pathogenität einer Art durch Mutation in 

einem einzigen Genlocus verändern kann (Freeman & Rodriguez 1993). Einige Autoren 

vermuten deshalb, dass sich mutualistische Endophyten aus Pflanzenpathogenen entwickelt 

haben könnten. Weiter wird vermutet, dass eine Evolution auch von Pilzen, welche als Insek-

ten und Säugetierparasiten lebten, stattgefunden hat (Spatafora et al. 2004, Rodriguez et al. 

2009). Fest steht allerdings, dass Pflanzen und Pilze eine lang andauernde gemeinsame 

Evolution vorweisen können. Fossilienfunde zeigen bereits eine Endophyten-Pflanzen-

Interaktion, die mehr als 400 Millionen Jahre zurückreicht (Krings et al. 2007). Dies lässt 

vermuten, dass Pilze eine große 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 interzellulär, 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 über Sporen, Insekten 

oder den Pflanzensamen, wobei die Besiedlung hierbei bereits über die Samenanlage der 

Elternpflanzen stattgefunden hat, erfolgen (Petrini 1991, Rodriguez et al. 2009). Die Besied-

lungen, welche bereits über Samen erfolgte, werden zudem mit einer größeren 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 Überleben 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 
Wachstum

Fruktifikation

Keimung

Seneszenz

Horizontale Transmission

Samenbildung

Entwicklung des 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 über die Fruktifikation bis hin zur Seneszenz und dem 

Tod der Pflanze (Apoptose/Nekrose) erstrecken. Dabei kann der Endophyt entweder über 

die Infektion der Samenanlage der Pflanzen über eine neue Samengeneration verbreitet 

werden (Jalgaonwala et al. 2011) oder bei abgestorbenen Pflanzengewebe als primärer Des-

truent (Saprophyt) am Abbau des Pflanzengewebes beteiligt sein (Hyde 2008, Zhou & Hyde 

2001, Ghimire & Hyde 2008). Beim Abbau des Pflanzenmaterials wiederum können die Pilze 

sporulieren und so als Ausgangspunkt an der Transmission zu neuen Wirtspflanzen beteiligt 

sein.  

Mit der Alterung der Pflanze können viele Infektionsereignisse auftreten, weshalb häufig viele 

verschiedene Endophyten isoliert werden können. Einigen Autoren berichten, dass oft, zu-

mindest für 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 größere Wahrscheinlichkeit angenommen, dass es sich 

um einen mutualistischen Endophyten handelt (Hammon & Faeth 1992). Aus Nicht- Clavici-

pitaceaen-Wirten hingegen können häufig viele verschiedene Endophyten isoliert werden, 

die taxonomisch sehr divers sind (Schulz & Boyle 2005, Rodriguez et al. 2009). Die domi-

nanten Endophyten eines Wirts können je nach Pflanzenspezies, Standort und Zeitpunkt der 

Untersuchung variieren. Die Zusammensetzung der Endophytengemeinschaft ist zudem 

starken räumlichen (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 häufigste Pilzisolat einer Beprobung, kann zu einem späteren 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, während die Hauptdiversität durch Einzelisolate 

("singeltons") repräsentiert ist (Arnold & Lutzoni 2007). Diese Beobachtung ist mit zuneh-

menden Alter des Pflanzengewebes ausgeprägter, da sich Infektionsereignisse anhäufen 

können (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 

Regenwälder) 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. Kolonisierungshäufigkeit, 

Diversität und Wirtsbreite der Endophyten nimmt dabei von den arktischen über die gemä-

ßigten 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 stärker beeinflusst ist als durch Standortfaktoren der Wirtspopulationen (Mishra et al. 

2012). Diese Ausführungen 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 können.  

Trotz der zeitlichen und räumlichen Variabilität in der Endophytenzusammensetzung inner-

halb von Individuen einer Pflanzenart wurden signifikante Unterschiede bei den dominanten 

Endophyten bei zusammen auftretenden Pflanzenarten entdeckt. Diese Ungleichverteilung 

der Endophytendiversität innerhalb verschiedener Wirtsarten und Gewebetypen lässt auf 

Wirtsspezifität bzw. Gewebespezifität oder zumindest Wirtspräferenz bzw. Gewebepräferenz 

schließen (Arnold & Lutzoni 2007). Einige Endophyten werden als wirtsspezifisch angese-

hen, beispielsweise Rhizoctonia sp. als Endophyten von Orchideen (Orchidaceae) (Jia et al. 

2016) oder Epichloë sp. und Balansia sp. als Endophyten von Gräsern (Poales sp.) (Schulz 

& Boyle 2005). Andere wiederum weisen ein breites Wirtsspektrum auf und sind ubiquitär 

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 für 

ihre biogeographische Region (Arnold & Lutzoni 2007). Problematisch bleibt jedoch, dass die 

Endophytenisolierung (siehe Kapitel 2.2.6.) und die daraus abgeleitete Diversität generell ein 

methodenabhängiger Prozess ist (Gou et al. 2000, Hyde & Soytong 2008). Dies lässt vermu-

ten, dass die interessanten Endophyten, insbesondere mit Blick auf neue und bioaktive Na-

turstoffe, mit hoher Wirtsspezifität und potenziell großer Diversität 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 

Für 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 Ausmaß der Besiedlung durch Pilzhypen mit Mikroskopietechniken und Anfärbung 

nachweisen. Allerdings ist die taxonomische Einstufung der Pilze insbesondere bei (morpho-

logisch) ähnlichen Arten nicht bzw. nur schwer möglich. Zusätzlich können Pilzstrukturen im 

Pflanzengewebe leicht übersehen werden, da die Besiedlung häufig lokal begrenzt ist.  

Eine weitere Methode zum Nachweis von Endophyten ist die direkte Amplifizierung von Pilz-

DNA aus homogenisierten, oberflächensterilisierten 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 Oberflächensterilisierungstechniken dennoch in-

takt bleibt (Schulze & Boyle 2005).  

Die Standardmethode beim Studium von Endophyten beinhaltet die Eliminierung von Epiphy-

ten mittels Oberflächensterilisierung, Auslegen des behandelten Pflanzengewebes auf ge-

eignetem Agar-Nährmedium und die anschließende Subkultivierung als axenisches Isolat bei 

Raumtemperatur. Die am häufigsten genutzten Methoden zur Oberflächensterilisierung be-

stehen aus einer Kombinationsbehandlung chemischer und physikalischer Sterilisation mit 

wässriger Natriumhypochloritlösung (NaOCl) als starkes Oxidationsmittel und wässriger 

Ethanollösung (70-100%), welche zusätzlich als Benetzungsmittel wirkt, sowie die abschlie-

ßenden Spülungen mit sterilem Wasser zur Entfernung von zurückbleibenden Desinfekti-

onsmittel (Hallmann et al. 2006). Je nach zu behandelndem Pflanzengewebe und Autoren-

präferenz werden variierende Einwirkzeiten und Konzentration genutzt. Darüber hinaus sind 

noch weitere, weniger gebräuchliche 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 Überblick gebräuchlicher Methoden, Agenzienkonzentration und Einwirkungszeit der 

Oberflächensterilisierung 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 Oberflächensterilisierung wird nach Schulz & Boyle (2005) zur Überprü-

fung der Elimination von Epiphyten empfohlen. Ebenfalls sollten nach Bacon & White (1994), 

je nach Pflanzengewebe, verschiedene Einwirkzeiten getestet werden. Oberflächensterilisa-

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 für 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 für 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 gebräuchlichs-

ten für Pilze sind Kartoffel-Dextrose-Agar oder Malzextrakt-Agar (Stone et al. 2004, Hall-

mann et al. 2006). Um das Überwachsen 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 Nähr-

stoffgehalt (Stone et al. 2004). 

Eine weitere Möglichkeit 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 oberflächensterilisierten Pflanzenmaterial isolieren ließen, 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 (Müller & Löffler 1992, Aly et al. 2011a). Pilze verfügen 

über komplexe Erscheinungsformen und Entwicklungsstadien (Anamorphe- vs. Teleo-

morpheform). Die taxonmische Einordnung anhand von Morphologie erfolgt in erster Linie 

durch die Fruchtkörpermerkmale. Da gerade bei Endophytenstudien häufig Pilze ohne 

Fruchtmerkmale (mycelia sterilia) isoliert werden bzw. die Bedingungen zur Induktion der 

Fruktifikation unbekannt sind und eine Unterschätzung der Endophytendiversität (Morphotyp 

vs. Genotyp) möglich ist, wird die morphologische Klassifizierungsmethodik zunehmend 

durch DNA-basierte Methoden komplementiert bzw. allmählich abgelöst (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), β-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 lässt sich in drei Be-

reiche einteilen, die jeweils von den Genen, LSU und SSU flankiert wird (siehe Abbildung 

2.5.).  

 

nrLSU (28S)nrSSU (18S) 5.8SBereich ITS1 Bereich ITS2

ITS1

ITS4

ITS3

ITS2  
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 für die Artbestimmung und phyloge-

netische Studien verwendet. SSU-, ITS- und LSU-Regionen haben dabei im Vergleich zuei-

nander andere evolutionäre Veränderungsraten. Sie lassen sich demnach für verschiedene 

phylogenetische Fragestellungen nutzen. Dabei bietet der ITS-Bereich (schnellste evolutio-

näre Veränderungsrate) Auflösungen bis auf Arten- und Gattungsebene, der LSU-Bereich 

Vergleichsmöglichkeiten auf Gattungs- und Familienebene und der SSU-Bereich (geringste 



2. Theoretischer Hintergrund - 2.2. Endophyten - 

21 

evolutionäre Veränderungsrate) Informationen für Studien auf höheren taxonomischen Ebe-

nen (Familie, Ordnung, Klasse, Phylum) (Raja et al. 2017)  

Ebenfalls wichtig für eine DNA basierte Identifizierung, unabhängig 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 über ITS1 wegen der besseren Phylumabde-

ckung (Eberhardt 2012). Mit der Zeit wurden Beiträge veröffentlicht, die Kombinationen von 

Primern evaluieren und neue Primer mit veränderter 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 über verschiedene taxonomische 

Gruppen beobachtbar, womit diese Gruppen entweder ausgeschlossen oder unterrepräsen-

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 für den Sequenzvergleich benötigte Informationen in öffentlichen 

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 öffentlicher Datenbanken ist aber wiederum die 

hohe Anzahl an unbenannten oder falsch zugeordneten Sequenzen, häufige 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 könnten 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%) überhaupt über Refe-

renzsequenzen verfügt (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 Übereinstimmung einer 

Sequenz zu einer Typenspeziessequenz bzw. Referenzsequenz diese noch zur selben Art 

zugeordnet werden kann. In der Regel wird, wie auch bei Phylogeniestudien für Bakterien, 

die Übereinstimmung von 97% bzw. 3% Unterschied als Grenzwert für die OTU angewendet 

(Arnold & Lutzoni 2007, Sánchez Márquez et al. 2008, Begerow et al. 2010, Op De Beeck et 

al. 2014). Allerdings ist dieser feste Wert für verschiedene Pilzgenera unterschiedlich prakti-

kabel. So kann die 97% Schwelle für Arten innerhalb einiger Gattungen zu hoch sein für an-
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dere, besonders innerhalb der artenreichen Genera, wie Aspergillus, Penicillium, Trichoder-

ma oder Fusarium mit Übereinstimmungen von über 99% für 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 für Trichoderma sp., CO1 für Penicillium sp.) unterscheiden. Eine weitere univer-

sell nutzbare Barcoderegion, welche komplementär 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 Sequenzvariabilität, der unvollständigen Primerabdeckung und der variie-

renden Länge der zu sequenzierenden Barcoderegion für verschiedene taxonomische Grup-

pen innerhalb des Pilzreiches, aufweisen. Die genannten Problematiken der Speziesidentifi-

zierung mittels Markerregion werden eventuell erst gelöst sein, wenn komplette Genomse-

quenzierungen zum Standardrepertoire gehören. Auch wenn die Klassifizierung eines 

Stammes auf den ersten Blick eher eine biologisch interessante Fragestellung ist, hat diese 

ebenfalls Implikationen für die Naturstoffisolierung. Grund dafür ist, dass von den vielen ver-

schiedenen Stämmen einer Morpho- oder Genospezies, die als Endophyten isoliert werden 

können, oftmals nur einige in der Lage sind bestimmte bioaktive Komponenten entweder 

überhaupt oder in ausreichender Menge während der Kultivierung zu produzieren (Li et al. 

1996). 
Beide genannte Methoden zur Artenidentifizierung, die morphologische und die DNA-

basierte Methode, sollten nach Möglichkeit komplementär verwendet werden (Raja et al. 

2017). Jedoch bleibt die morphologische Klassifizierung und das Involvieren aktueller taxo-

nomischer Erkenntnisse aufgrund fehlender Spezialisten und begrenzter Verfügbarkeit von 

Typmaterial sowohl bei der morphologischen Identifizierung als auch bei der Überprüfung 

der Einträge aus Sequenzdatenbanken unpraktikabel (Bridge et al. 2004). Demnach wird der 

Barcodingansatz, trotz der genannten Einschränkungen, auf unabsehbare Zeit unverzichtbar 

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

Trotz der komplexen Verteilung von Endophyten über 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 "zufälliger Lauf durch einen zufälli-

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 für die rationale Pflanzenwahl zur Iso-

lierung von neuen Pilzarten und einzigartigen Stämmen/Biotypen beschrieben, welche in der 

Regel (siehe Kapitel 2.1.4.) als vielversprechenden Quellen neuer Sekundärmetaboliten gel-

ten. Demnach sind Pflanzen mit besonderer Biologie, aus speziellen oder extremen Habita-

ten, sogenannte Extremophile, gute Ausgangsobjekte für 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. Küstenstreifen, 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 Gewächse oder bekannte Medizinalpflanzen als Aus-

wahl interessant, da die endophytischen Mikroorganismen gegebenenfalls dieselben oder 

ähnliche 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 früher evolutionsgeschichtlicher Trennung (z.B. Gondwana), abgetrennte und iso-

lierte Regionen (Madagaskar, Australien, Neuseeland, Galapagos Inseln, etc.), sowie ende-

mische Pflanzen mit eingeschränktem Verbreitungsgebiet und allgemein besonders langle-

bige Pflanzen vielversprechend. Hierbei wird angenommen, dass sich durch die räumlich 

getrennte Entwicklung der Pflanzen und des gemeinsamen evolutionären Prozesses mit den 

Endophyten eine eigene, spezialisierte Biologie entwickelte, die demnach auch einzigartige 

Mykobionten hervorbringt. Ebenfalls sind Pflanzen aus Regionen mit hoher Biodiversität und 

Konkurrenzdruck (z.B. Regenwälder) von Interesse, da hier ebenfalls von einer Korrelation 

zur Endophytenbiodiversität und der resultierenden Konkurrenzfähigkeit der mutualistischen 

Interaktion mit den Endophyten ausgegangen wird (Strobel et al. 2004). 

Die beobachtete Artendiversität der isolierbaren Endophyten ist abhängig von der Wirts-

pflanze, Gewebetyp (Blätter, Wurzel, Rinde etc.), Gewebealter (Anzahl der Besiedlungser-

eignisse steigt mit dem Expositionszeit), Probengröße (je kleiner das präparierte Gewe-
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besegment desto mehr verschiedene Pilze lassen sich isolieren), Probenanzahl (z.B. Blätter 

verschiedener individueller Pflanzen der selben Art und vom selben Standort) und Pflanzen-

standort (z.B. Hochebene vs. Tiefland, gemäßigte Region vs. Tropen), sowie weitere ortspe-

zifische Charakteristika (z.B. benachbarte Vegetation, Position in der Baumkrone) der indivi-

duellen Pflanze. Ebenfalls sind jahreszeitliche und räumliche Unterschiede innerhalb dersel-

ben Pflanze und desselben Gewebetyps bei der Kolonisierungshäufigkeit 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 ließen 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, erklärt werden. Dies 

zeigt aber, dass die beobachtete Endophytendiversität ebenfalls durch die genutzten Techni-

ken beeinflusst wird und somit ein weiterer zu beachtender Aspekt ist. Endophytenstudien 

sind daher generell als methodenabhängiger Prozess zu verstehen (Gou et al. 2001). 

Der überwiegende 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 Gräsern, welche sich hauptsächlich zwei Gattungen (E-

pichloë und Balansia) zuordnen lassen, sind Endophyten aus einjährigen und perennierende 

Pflanzen taxonomisch vielfältig und umfassen viele verschiedene Familien und Gattungen 

aus dem gesamten Reich der Pilze. Die meisten Arten lassen sich aus Blättern und Rinde 

isolieren, weniger artenreiche Pflanzenstrukturen sind Wurzeln und verholzte Pflanzenteile 

(Sprossachse, Leitbündel, Stamm, etc.). Allerdings ist dieser Befund nicht einheitlich und es 

lässt 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 Blättern eines bestimmten Wirtes 

besteht in der Regel aus wenigen dominanten Spezies (Carrol 1995), die den Hauptteil der 

isolierten Endophyten stellen und viele verschiedene zufällige Arten, deren Varietät eher 

durch die Sammelstelle (Petrini 1986), Blattalter (Arnold & Herre 2003) und die Beprobungs-

intensität (Anzahl und Größe der Blattsegmente) bestimmt wird, als durch die Wirtspflanze 

(Stone et al. 2004, Arnold & Lutzoni 2007). Ebenfalls lässt sich die Gewebespezifität 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 Überschneidungen zu beobachten. Trotz der hohen Anzahl an verschiedenen Ar-

ten, die selbst von einer einzigen Wirtsspezies isoliert werden können (z.B. Arnold et al. 

2000, Stone et al. 2000, Nisa et al. 2015) und Pilzarten, welche eine breites Wirtsspektrum 

und ubiquitärer Verbreitung haben, kann dennoch konstatiert werden, dass Wirtspräferenz 

bis hin zu Wirtsspezifität unter Endophyten verbreitet ist (Schulz & Boyle 2006, Arnold & Lut-

zoni 2007).  

Die Diversität der isolierbaren Endophyten nimmt mit steigendem Breitengrad (Tropen zu 

Arktis) ab, wobei die Endophytengemeinschaft verschiedener Ökozonen (polare Zone, bore-

ale Zone, etc.) allerdings einigartig ist (Arnold & Lutzoni 2007, Higgins et al. 2007). Daten 

aus verschiedenen Studien lassen annehmen, dass das Verhältnis von endemischen Endo-

phyten zur Wirtspflanzenart, zumindest für Pflanzen aus gemäßigten Klimazonen, größer 

eins ist (Stone et al. 2004). In den Tropen ist dieses Verhältnis eventuell höher, auch wenn 

die Wirtspräferenz aufgrund von wenigen verfügbaren Studien, unterschiedlich zu interpretie-

rende Ergebnissen und hohem Beprobungsaufwand schwerer nachweisbar ist (Arnold et al. 

2000, Arnold & Lutzoni 2007). Auch wenn die Tropenregion als "Biodiversitätshotspots" an-

gesehen werden, was ebenfalls auch auf Pilze aus diesen Gegenden zutrifft (Arnold & Lut-

zoni 2007), sind auch in gemäßigten Regionen noch viele unbeschriebene Pilz- bzw. Endop-

hytenarten erwartbar. Zudem sind viele wirkstoffproduzierende Pilze in der Industrie Stämme 

aus gemäßigten Klimazonen (Blackwell 2011). Die Betrachtung der Endophytendiversität 

und deren Wirtsspezifität und hat nicht nur Implikationen für die Schätzungen zur weltweit 

insgesamt vorhandenen Anzahl an Pilzarten (Ghimire & Hyde 2004, Stone et al. 2004) und 

Beprobungsbetrachtungen allgemein, sondern auch für Suche nach vielversprechenden Na-

turstoffproduzenten, da neue Pilzarten, wie bereits dargelegt, oft mit neuen Sekundärmeta-

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 über eine gesuchte bioaktive Eigenschaft verfü-

gen oder neue Strukturen darstellen. Zudem sind diese oftmals, im Vergleich zu verbreitet 

vorkommenden Verbindungen (z.B. Fettsäuren), 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) für die Trennung von Farbstoffen aus 

Pflanzenextrakten beschrieben und angewendet wurde. Diese Methode stellt die klassische 

Säulenchromatographie dar (Snyder et al. 2012). Seitdem wurden viele verschiedene Trenn-

techniken entwickelt, die unter dem Oberbegriff Chromatographie zusammengefasst werden 

können. Als Gemeinsamkeit lassen sich bei ihnen eine stationäre Phase definieren, die von 

einer mobilen Phase um und durchströmt wird. Dabei werden die einzelnen Komponenten 

des zu trennenden Stoffgemisches durch verschiedene Wechselwirkungen mit der stationä-

ren und der mobilen Phase unterschiedlich stark zurückgehalten und demnach unterschied-

lich entlang der stationäre Phase mit der mobilen Phase weiter transportiert. Die Komponen-

ten können am Ende der Trennstrecke nach einer Retentionszeit (äußeres Chromatogramm) 

detektiert bzw. in Fraktionen aufgefangen oder anhand des Laufweges (inneres Chromato-

gramm) an der stationären Phase detektiert werden. Beide Varianten können sowohl analy-

tisch als auch im präparativen Maßstab 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-, Flüssig- oder überkritische Fluid-

Chromatographie oder nach dem Prinzip der Trennung, beispielsweise Adsorptions-, Vertei-

lungs-, Größenausschluss-, Ionenaustausch- oder Affinitätschromatographie, unterteilen. 

Anhand weiterer Faktoren, wie Polarität des Säulenmaterials und des Laufmittels (Normal- 

und Umkehrphasen-Chromatographie), Form der stationären Phase (planare Chromatogra-

phie vs. Säulenchromatographie (gepackte und Kapilarsäulen), Partikelgröße 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. Sämtliche Chromatographietechniken sind für die analy-

tische und präparative Naturstofftrennung angewendet worden. Jedoch wird die Flüssigkeits-

Adsorptionschromatographie (siehe Kapitel 2.3.1.) und die Größenausschlusschromatogra-

phie (siehe Kapitel 2.3.2.) mit flüssiger mobiler Phase wegen des weiten nutzbaren Polari-

tätsbereichs und der daraus resultierenden breiten Anwendbarkeit für viele Naturstoffklas-

sen, sowie des geringen apparativen Aufwands und der Skalierbarkeit vorwiegend zur Isolie-

rung von Sekundärmetaboliten aus komplexen Stoffgemischen genutzt. 

Weitere chromatographische Methoden zur Trennung sind die Ionenaustauschchromatogra-

phie, welche geladene bzw. ionisierbare Moleküle trennt (Durham 2006) und die Gegen-

stromverteilungschromatographie (Flüssig-Flüssig-Chromatographie), welche Verbindungen 

aufgrund ihrer unterschiedlichen Verteilung in zwei nicht mischbaren Flüssigkeiten trennt 

(McAlpine & Morris 2006). Die Gegenstromverteilungschromatographie kann dabei als Multi-

kaskaden-Variante der klassischen flüssig-flüssig-Extraktion gesehen werden. Wegen der 

Beschränkung auf Verbindungen mit ionisierbaren funktionellen Gruppen, vorwiegend sol-

che, im Falle der Ionenaustauscherchromatographie, mit Carbonsäuren oder Aminen und 

des größeren apparatetechnischen Aufwands, bei der Gegenstromverteilungschromatogra-

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

Die Flüssigkeits-Adsorptionschromatographie (Flüssig-Fest-Chromatographie, LC), insbe-

sondere in ihrer hochauflösenden Ausführung 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 lässt sich eine stationäre und 

mobile Phase, welche die stationäre Phase über bzw. durchströmt und die zu trennenden 

Verbindung weiter transportiert, definieren. Je nach Affinität der einzelnen Komponenten im 

Gemisch zur jeweiligen Phase weisen sie ein unterschiedliches Retentions- und Elutionsver-

halten auf (Abbildung 2.6.). 

 

 
a)         b)              c) 

Abbildung: 2.6.: Prinzipskizze eines chromatographischen Trennungsvorgangs mittels Adsorp-
tion an der stationären Phase und Lösemittelelution: 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 stationären Phase. ↓ Fluss-
richtung, - - - stationären Phase (eigene Darstellung). 
 

Die mobile Phase ist dabei eine Flüssigkeit, bei der sich Lösemittel über einen weiten Polari-

tätsbereich von unpolar (z.B. Hexan, Petrolether) über intermediär polar (z.B. Dichlormethan, 

Ethylacetat) bis hin zu polaren Lösemitteln (z.B. Methanol, Acetonitril, Wasser) einsetzten 

lassen. Als Zusatz zur pH-Einstellung für einen einheitlichen Ladungszustand der Eluenten 

werden Ameisensäure, Essigsäure, Trifluoressigsäure oder Trimethylamin verwendet. Die 

stationäre Phase besteht aus porösen, feinen Partikeln (Ø = 10-200 µm) mit einer hohen 

spezifischen Oberfläche (5-800 m2/g) (Reid & Sarker 2006). Das Material liegt entweder ge-

packt als vollständig poröse Partikel, teilweise poröse 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). Überwiegend wird Kieselgel oder modifizier-

tes Kieselgel, zum Beispiel mit unpolarer Beschichtung C8 bzw. C18 oder polarer Beschich-

tung, unter anderem C2, Amin oder Diol funktionalisiert, eingesetzt. Für spezielle Fragestel-

lungen, aber weniger verbreitet genutzt, sind Aluminiumoxid- oder Polystyrenpartikel (Reid & 

Sarker 2006). Die Form der stationären Phase liegt dabei entweder gepackt, als Zylinder 

(Säulenchromatographie) oder planar, als dünne Schicht aufgebracht an einem Trägermate-

rial (Glas oder Aluminiumfolie), vor. Die Dünnschichtchromatographie (DC) findet dabei eher 

in der Analytik Anwendung, lässt sich aber auch präparativ im kleinen Maßstab (wenige Mil-

ligramm) für spezielle Trennproblematiken mit wenig apparativem Aufwand umsetzen (Gib-

bons 2006).  

Durch Verfügbarkeit und apparattechnische Fortschritte verbreiteten sich seit den 1970er 

Jahren zunehmend HPLC-Systeme. Durch Reduktion der Partikelgröße (3-10µm) der statio-

nären Phase ließ sich, bei gleichbleibender Säulenlänge, die Interaktion mit den Eluenten 

erhöhen und somit bessere Resolution erreichen und die Trennleistung erhöhen. Allerdings 

erfordert die damit verbundene Verringerung des Durchflusses erhöhte Betriebsdrücke, um 

die Retentionszeiten zu senken (Latif 2006, Stead 1998). 

Als Betriebsmodus für die Trennung sind zum einen die Kombination von polarer stationärer 

Phase (meist Kieselgel) mit unpolarem bis semipolarem Laufmittel, in der Regel Petro-

lether/Ethylacetat- oder Dichlormethan/Methanol-Mischungen, gebräuchlich. Dies wird als 

Normalphasen-Chromatographie (NP-Chromatographie) bezeichnet. Zum anderen werden 

unpolare stationäre Phasen (meist C18-Kieselgel) mit semipolaren bis polaren Laufmitteln, in 

der Regel Wasser in Kombination mit organischen Laufmitteln (z.B. Acetonitril oder Metha-

nol), für 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-Säulenmaterial als stationäre Phase 

(z.B. C8- bis C30-Kieselgel) mit nicht wässrigen, semipolaren Lösemittelsystemen (z.B. Me-

OH/DCM). Diese Trenntechnik eignet sich für komplexe Gemische unpolarer Naturstoffe 

(Fettsäuren, Triacylglyceride, Isoprenoide, etc.), die sich schwer unter NP-Chromatographie 

trennen oder sich nicht unter RP-Chromatographie Standardbedingungen eluieren lassen 

(Parris 1978, Pérez-Fernández et al. 2018). HILIC und ANP-Chromatographietechniken hin-

gegen nutzen polare NP stationäre Phasen in Verbindung mit wässrig-organischen Lösemit-

telsystemen, die typischerweise in RP-Chromatographiesystemen Anwendung finden 

(Hemström & 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-Säulen nur ungenügende Retention 

zeigen oder für Komponentengemische, welche in normalen RP-Lösemittelsystemen nicht 

löslich sind. Bei den zuletzt genannten Techniken NARP, HILIC und ANP werden allerdings 

neben der Adsorption verstärkt auch noch weitere Wechselwirkungs- und Trennmechanis-

men, wie solvophobe-Interaktion und Verteilung an zwei flüssigen Phasen, diskutiert (Abbil-

dung 2.7.). So wird bei den HILIC- und ANP-Chromatographietechniken die Präsenz eines 

Wasserfilms, adsorbiert als Schicht um die stationäre Phase, an dem Verteilungsprozesse 

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

 

 
a)        b)           c) 

Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung von beteiligten Wechselwirkungen zwischen Eluent 
und stationären Phase am Beispiel von RP-Materialtyp als stationäre Phase, → Flussrichtung, ↨ 
Phasenwechsel, - - - sorbierter Lösemittelfilm: a) Adsorption und Desorption b) Verteilung am 
Flüssigkeitsfilm und sorbierten Lösemittelmolekülen c) solvophobe-Interaktion (eigene Darstel-
lung). 
 

Dies verdeutlicht die Vielseitigkeit der Flüssigchromatographie als Trenntechnik über einen 

weiten Polaritätsbereich und zeigt aber auch gleichzeitig die komplexen Interaktionen zwi-

schen den Eluenten, sowie stationärer und mobiler Phase.  

Die Elution bzw. die Retention einer Komponente an einer gegeben stationären Phase lässt 

sich anhand der Polarität der Laufmittel und der Polarität der Eluenten mittels elutroper Rei-

hen abschätzen. So eluieren bei der NP-Chromatographie unpolare Substanzen vor polaren 

Substanzen. Mit Erhöhung der Polarität des Lösungsmittelgemisches wird die Retention der 

Gemischkomponenten gegenüber der stationären Phase verringert, sodass diese ebenfalls 

von der stationären Phase gespült werden. Die Elutionsreihenfolge bei der RP-

Chromatographie ist dabei entgegengesetzt. Hierbei zeigen polare Komponenten weniger 

Retention. Mit Erhöhung des unpolareren Lösungsmittelanteils im Laufmittelgemisch werden 

diese verstärkt entlang der Flussrichtung weiter transportiert und so ebenfalls aus der statio-

nären Phase eluiert. Die Polarität des Lösemittelgemisches ist allerdings nur ein Aspekt bei 

der Retention der Gemischkomponenten.  
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Änderungen der Bestandteile des Laufmittelgemisches mit vergleichbarer Elutionsstärke 

können dennoch zu beachtlichen Retentionszeit bzw. Rf-Wert Unterschieden führen und so 

dennoch zum Trennerfolg zwischen verschiedenen Verbindungsklassen oder sogar zwi-

schen strukturell ähnlichen Substanzen derselben Verbindungsklasse führen, welche sich im 

anderen Laufmittelsystem nicht trennen ließen. Der Begriff Polarität in Zusammenhang mit 

den zu eluierenden Substanzen ist demnach eine komplexe Funktion aus der Molekülstruk-

tur und Arten der Interaktion mit der stationären und mobilen Phase (Snyder et al. 2012). 

Weitere Möglichkeiten 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 präparativen Säulenchromato-

graphie entweder nachträglich außerhalb der Säule beispielsweise anhand fester Fraktions-

größen mit analytischer DC und Färbereagenzien bzw. analytischer HPLC oder online wäh-

rend der Elution. Für Online-Monitoring sind die UV-VIS-, Brechungsindex- (RI) oder Licht-

streudetektoren (ELS) als Hauptdetektortypen verfügbar (Latif 2006). Für die Nutzung der 

präparativen Dünnschichtchromatographie muss die Detektionsmethode allerdings zerstö-

rungsfrei sein (in der Regel UV-VIS), weshalb gängige Färbereagenzien (z.B. Vanillin, Kali-

umpermanganat) zur Visualisierung der Banden ausscheiden (Gibbons 2006). Abbildung 

2.8. stellt die prinzipiellen Bestandteile einer säulenchromatographischen Trennung dar.  

 

 
Abbildung 2.8.: Fließdiagramm zur Trennung mittels Säulenchromatographie (eigene Darstel-
lung). 
 

Die Probenauftragung erfolgt entweder gelöst in nach Möglichkeit minimaler Menge Laufmit-

tel oder, bei ungenügender Löslichkeit, gebunden an einem Trägermaterial (z.B. Kieselgel, 

Kieselgur) direkt am Säulenkopf oder mittels separater Injektionsschleife bzw. Injektionskar-

tusche. Versorgung mit und Transport des Laufmittels erfolgt durch entsprechende Lösemit-

telreservoirs und Pumpe bzw. Schwerkraft. Die Fraktionssammlung wird in festen Volumina 

mit anschließender Analytik und Zusammenführung von Fraktion ähnlicher Komposition oder 

anhand Online-Detektion vorgenommen. 

Lösemittel-
vorrat Trennsäule

Detektion

Fraktions-
sammlung

Proben-
aufgabe

Pumpe/
Schwerkraft
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2.3.3. Größenausschlusschromatographie 

Die Größenausschlusschromatographie (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 Moleküle in Lösungen einnehmen (Reid & Sarker 2006). Diese Moleküle werden 

durch eine inerte feinporige Matrix (stationäre Phase) geführt. Dabei eluieren Moleküle mit 

einem großen hydrodynamischen Volumen zuerst, da diese durch ihre Größe von dem Zu-

gang zu feineren Poren ausgeschlossen werden. Kleinere Moleküle eluieren hingegen ver-

zögert, da diese in die kleineren Poren eindringen oder sie durchdringen können, womit die-

se einen längeren Weg bzw. eine längere Verweilzeit haben (Houssen & Jaspars 2006, 

Cannell 1998, Stead 1998) (Abbildung 2.9.). 

 

 
a)                                             b)                                            c) 

Abbildung 2.9.: Schema zur Größenausschlusschromatographie, ↓ Flussrichtung: a) Beginn 
des Trennvorgangs b) Unterschiedliche Retention der Gemischkomponenten c) Elution der 
Verbindung mit dem größten hydrodynamischen Volumen (eigene Darstellung, angelehnt an 
Wu et al. 1995). 
 

Das hydrodynamische Volumen korreliert mit dem Molekulargewicht, weshalb bei dieser Me-

thode häufig 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 Polarität der zu trennenden Komponenten existieren ver-

schiedene Typen von stationären 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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häufig bei der Trennung von Proteinen, Peptiden, Poly- und Oligosacchariden, sowie ande-

ren Polymere angewendet (Wu et al. 1995, Latif 2006, Houssen & Jaspars 2006). Für die 

Trennung niedermolekularer Naturstoffe ist die Nutzung von Sephadex LH-20 als stationäre 

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 Lösemittelsystemen 

erlaubt (Houssen & Jaspars 2006). 

Bei Stoffen mit vergleichsweise geringem Molekulargewicht werden, neben dem bereits oben 

beschriebenen Trennprinzip des Größenausschlusses, insbesondere bei der Verwendung 

von binären Lösungsmittelsystemen, 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 Außenvolumen in seiner Lösemittelzusammensetzung unterscheiden 

und sich Stoffe je nach Affinität unterschiedlich verteilen. Die anderen Trennprinzipien und 

Effekte hingegen können aus den zusätzlichen Wechselwirkungen der Substanzen mit der 

stationären Phase und dem Lösemittel einerseits und den Wechselwirkungen der zu tren-

nenden Komponenten untereinander andererseits, resultieren. Die genannten Effekte stellen 

somit weitere Parameter zur Trennung und eröffnen demnach theoretisch die Trennung von 

Substanzen, welche dasselbe hydrodynamische Volumen aufweisen. Je nach Moleküleigen-

schaft und Lösemittelsystem sind die einzelnen Trenneffekte allerdings unterschiedlich stark 

ausgeprägt. 

Da Naturstoffextrakte in der Regel viele Komponenten mit ähnlichen Molekularmassen ent-

halten, ist diese Technik vor allem nützlich bei der Entfernung von unerwünschten hochmo-

lekularen Stoffen (z.B. Chlorophylle, Zellwandfragmente) (Reid & Sarker 2006) oder bei Be-

standteilen mit divergierenden Molekularmassen in späteren Phasen der Separation der Ex-

traktkomponenten (Latif 2006). Zudem ist die Probenrückgewinnung durch das inerte Pa-

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

Für die Identifizierung und Strukturaufklärung 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 nützlich. Für die Aufklärung der Konfiguration 

eines Moleküls ist darüberhinaus die Kristallstrukuranalyse mittels Röntgenstrahlung eine 

wertvolle Methode. 

 

2.4.1. Massenspektrometrie 

Im Bereich der Naturstoffcharakterisierung werden generell Information aus der Massen-

spektrometrie genutzt. Entweder werden diese zur Bestätigung des etablierten Strukturvor-

schlags mittels niedrig bzw. hochauflösenden Massespektren, als Teil der Dereplikationsstra-

tegie (siehe Kapitel 2.4.4.) bei der Extraktbearbeitung oder zur Absicherung bzw. zum Erhalt 

zusätzlicher Strukturinformationen anhand von Fragmentierungsmustern oder prominenten 

Ionenaddukten verwendet (Bouslimani et al. 2014). Wegen der geringen benötigten Menge 

im Vergleich zu spektroskopischen Methoden wie der NMR-Spektroskopie und der Kombina-

tionsmöglichkeit 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 für die Naturstoff-

aufklärung bereits früh erkannt und spätestens 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 Ionenquelle, eines Massenseparators bzw. -analysators, eines Detektors sowie 

einem System zur Datenverarbeitung (Abbildung 2.10.). Die Ionisierung, Massenseparation 

und Detektion findet dabei im Hochvakuum statt. 

 

Proben-
aufgabe Ionenquelle Massen-

separator Detektor Datensystem
 

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

Über die Jahre wurden verschiedene Massenseparationsprinzipien bzw. Massenanalysator-

typen (TOF-, Sektorfeld-, Quadrupol-, Ionenfallenanalysatoren) und Ionisierungstechniken 

(EI, ESI, MALDI, FAB, PI, CI etc.) entwickelt, welche den Anwendungsbereich für bestimmte 

Naturstoffklassen erweitern. Die gebräuchlichsten Ionisierungstechniken sind die ESI- und 

MALDI-Techniken. Gründe hierfür liegen in ihrer, im Vergleich zu anderen Ionisierungstech-
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niken (z.B. EI), schonenden Ionisierung und der Anwendbarkeit auch für große Moleküle 

(z.B. Proteine, Polysacharide). Die Elektronenstoß-Ionisierung (EI) als klassische Ionisie-

rungsmethode ist für kleine organische Moleküle weiterhin stark verbreitet. Entsprechend der 

genutzten Ionisierungstechnik und Massenseparation können die massenspektrometrischen 

Verfahren klassifiziert werden (z.B. ESI-TOF-MS, EI-IT-MS). In der Praxis sind Massenspekt-

rometer häufig mit einem Chromatographie-Trennsystem (z.B. RP-HPLC-TOF-MS) gekop-

pelt. Durch Erweiterungen der Instrumentation können Tandem-MS- bzw. MS/MS-

Experimente oder multiple Fragmentierungsuntersuchungen (MSn) ausgeführt werden. Tan-

dem MS-Experimente können besonders für die Strukturaufklärung von Naturstoffen von 

Interesse sein. Hierbei wird die Probe zunächst durch eine weiche Ionisierungsmethode 

nach Masse/Ladungsverhältnis (m/z) selektierte Vorläuferionen getrennt. Dies liefert in der 

Regel die m/z-Werte der Molekül- bzw. Pseudomolekülionen. In einem zweiten MS-

Experiment (räumlich oder zeitlich getrenntes Tandem-MS) werden aus den zuvor selektier-

ten Vorläuferionen, Frakmentionen generiert, die wiederum nach m/z-Werten selektiert wer-

den. Dies wird entweder durch die spontane Dissoziation metastabiler Ionen oder durch den 

induzierten Zerfall mittels Kollision mit inertem Trägergas (CID - Collision Induced Dissociati-

on) oder an einer Oberfläche (SID - Surface Induced Dissociation) erreicht (Gross 2013). 

Durch die Kombinationsmöglichkeiten der unterschiedlichen Ionisierungstechniken, Mas-

senseparatoren und Dissoziationsaktivierungen existieren sehr viele Varianten und Parame-

ter eines MS/MS-Experimentes. Die daraus resultierenden Spektren können anhand des 

Fragmentierungsmusters Rückschlüsse auf strukturelle Merkmale des Analyten geben oder 

die Unterscheidung von Substanzen mit derselben Summenformel bzw. ähnlicher Masse 

ermöglichen. Je nach Massengenauigkeit des Spektrometers (Low Resolution (LR-MS) bzw. 

High Resolution (HR-MS)), Ionisierungstechnik und Instrumentierung (Generierung von 

Fragmentierungsmustern entweder aus harter Ionisierung 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) können MS-Experimente bereits in frühen 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. Blättern, Mycel) mittels Atmosphä-

rendruck-Ionisationstechniken (DART, DESI) ermöglichen oder komplexen Naturstoffextrakte 

mit hunderten von bekannten Verbindung identifizieren bzw. die Strukturklasse bisher unbe-

kannter Verbindungen anhand von Fragmentationsbäumen 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 

Strukturaufklärung organischer Moleküle dar. Bestimmte Isotope chemischer Elemente ver-

fügen über einen Eigendrehimpuls, welche über eine Spinquantenzahl (I) abweichend von 

Null verfügen und somit in NMR-Experimenten zugängig sind. Einige der am häufigsten vor-

kommenden Isotope, wie 12C und 16O (I = 0), sind hingegen NMR unempfindlich. Die wich-

tigsten NMR zugänglichen Kerne (1H, 13C) für die Strukturaufklärung verfügen über eine 

Spinnquantenzahl von I = 1/2. Anhand der chemischen Verschiebung bekannter Struktu-

relemente aus Tabellenwerken lassen sich Rückschlüsse auf die Molekülstruktur, wie zum 

Beispiel das Vorhandensein und die Nähe bestimmter funktioneller Gruppen, ableiten. Nicht 

nur über die chemische Verschiebung, sondern auch über die Integrale der Signalgruppen, 

die Signalform (z.B. scharf/breit, Dacheffekt) und die Signalfeinaufspaltung (Multiplizität, M) 

durch indirekte- bzw. skalare Spin-Spin-Kopplung und die zugehörigen Kopplungskonstanten 

(J) lassen sich im 1H-NMR Aussagen über Struktur des vermessenen Moleküls erhalten. Der 

Betrag der Kopplungskonstante ist unabhängig vom äußeren Magnetfeld und nimmt in der 

Regel mit zunehmender Bindungsentfernung zum Kopplungspartner ab. Bestimmte Kopp-

lungskonstanten sind darüber hinaus charakteristisch für beispielsweise Geometrien von 

Doppelbindungen (cis: 3JH,H = 6-11 Hz, trans: 3JH,H = 12-19 Hz) oder Substitutionsmuster am 

Aromaten (ortho: -3JH,H = 6-10 Hz, meta: 4JH,H = 1-3 Hz, para: 5JH,H = 0-1,5 Hz) und liefern 

daher weitere wertvolle Strukturinformationen (Field et al. 2008).  

In 13C-NMR werden aufgrund der geringen natürlichen Häufigkeit im Vergleich zu 12C-Kernen 

generell keine 13C-13C-Kopplungen beobachtet. Die 13C-1H-Kopplungen hingegen sind be-

obachtbar und folgen den Multiplizitätsregeln. Die Signale werden allerdings in der Regel 

mittels Breitbandentkopplung durch Einbringen von Strahlung im Resonanzbereich der 1H-

Kerne unterdrückt, weshalb die 13C-Signale als Singuletts erscheinen. Dies vereinfacht die 

Interpretation des 13C-Spektrums und erhöht unter anderem durch die Unterdrückung der 

Aufspaltung die Intensität 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 1H-Kopplungspartner 

durch 1JC,H-Kopplung oder Strukturinformationen durch weiterreichende 13C-1H-Kopplungen 

(z.B.2JC-C-H, 3JC-C-C-H), können durch andere NMR-Experimente (z.B. DEPT, Heteronukleare 

2d-Spektren) oder durch redundante Informationen aus 1H-Spektren gewonnen werden. 

Die vorgestellten 1H- und 13C-Spektren liefern bereits wichtige Strukturinformationen. Neben 

den erweiterten technischen Entwicklungen, wie Kryomagnete, mit denen deutlich höhere 

Magnetfeldstärken generiert werden können oder gekühlte Probenköpfe bzw. Sender-

/Empfängerspulen ("Cryoprobes"), welche das thermisches Rauschen minimieren und damit 

die Sensitivität des Signals erhöhen, die Messzeit verkürzt bzw. die Anforderungen an Pro-
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benmenge der oftmals substanzlimitierten Naturstoffproben verringert, wird ein deutlicher 

Fortschritt für 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 für die Strukturaufklärung hervorzuheben ist das homonukleare 1H-1H-

NMR-Experiment COSY (Correlation Spectroscopy), welches Kopplungspartner, in der Re-

gel in geminaler (2JH,H) und vinicinaler (3JH,H) Position, in konjugierten oder rigiden Systemen 

auch über 4 (4JH,H) oder sehr selten 5 (5JH,H) Bindungen, aufzeigt. Weiterhin sind TOCSY 

(Total Correlation Spectroscopy) Experimente, welche Kopplungen innerhalb eines komplet-

ten Spinnsystems ansprechen, hervorzuheben. Zuletzt genanntes Experiment ist besonders 

nützlich bei Verbindungen mit vielen separaten Spinnsystemen, wie Peptiden oder Sacchari-

den. Ebenfalls zu den 2d-homonuklearen 1H,1H-Spektren zählen 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 (~5Å). Die Ausnutzung des Kern-Overhauser-Effektes 

(NOE) kann demnach hilfreich zur Aufklärung der Molekülkonfiguration, sowie der Verknüp-

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 
1JC,H-Kopplung, somit das direkt am Kohlenstoffatom gebundene Wasserstoffatom, identifi-

ziert und HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) Experimente, welche 2JC,H- und 
3JC,H-Korrelationen hervorheben, für die strukturelle Aufklärung von Naturstoffen relevant. 

Ähnlich zum H-H-COSY sind in konjugierten Systemen und bei besonderen Konformationen 

auch 4J-Kopplungen, seltener 5J-Kopplungen beobachtbar. Insbesondere HMBC-

Experimente sind unerlässlich bei der Verknüpfung von separaten Spinnsystemen über qua-

ternäre C-Atome und Heteroatome (N, O, S) hinweg (Bross-Walch et al. 2006). 

Weiterhin existieren einige NMR-Experimente bzw. Kombination von Pulsfolgen, die für be-

stimmte Fragestellungen oder Naturstoffklassen relevant sein können. Als Bespiel lässt sich 

das Kombinationsexperiment HSQC-TOCSY für Moleküle (z.B. Steroide, Terpenoide) mit 

enger Dispersion der chemischen Verschiebung bzw. starker 1H-NMR Signalüberlappung 

nennen. Des Weiteren lässt sich das 2d-INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Dou-

ble Quantum Transfer) Experiment mit Beobachtung der 1JC,C-Kopplungen aufzählen, wel-

ches für Verbindungen mit stark substituiertem Kohlenstoffgerüsten, zum Beispiel bei po-

lyzyklischen Aromaten, wie Antracenen oder Flavonoiden, geeignet ist (Bross-Walch et al. 

2006). Letzteres Experiment stellte durch die geringe Häufigkeit von benachbarten 13C-

Atomen (ca. 0,01% im Vergleich zu 12C) allerdings besondere Anforderungen an Proben-

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

Zur Erstellung eines Strukturvorschlages werden die Information aus den einzelnen vorge-

stellten NMR-Experimenten (Kapitel 2.4.2.) kombiniert und gegebenenfalls durch äquivalente 

Informationen aus verschiedenen NMR-Experimenten zusätzlich abgesichert. Die chemi-

schen Verschiebungen aus den 1d-NMR-Experimenten (1H-NMR und 13C-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 schließen lassen (z.B. ~6-9ppm - aromatisches Proton, ~50-60ppm - Methoxykohlen-

stoff). Die Verschiebungsbereiche vieler funktioneller Gruppen und Strukturelemente überla-

gern allerdings bzw. können je nach elektronischer Umgebung sehr breit sein, weshalb er-

gänzende Strukturinformationen aus 2d-NMR-Korrelationen unerlässlich 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 
1H-, COSY-, TOCSY- und HMQC-Spektren erstellt. Diese Substrukturen bzw. Molekülfrag-

mente werden mittels 13C-Spektren und HMBC-Korrelationen verknüpft. Die Bestimmung der 

funktionellen Gruppen und der verbundenen Heteroatome erfolgt über die chemische Ver-

schiebung und anhand des Massenspektrums. Zur Bestimmung der relativen Konfiguration 

und zur Unterscheidung von Regioisomeren können NOESY- oder ROESY-Spektren heran-

gezogen werden. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration hingegen sind Vergleichsda-

ten aus Drehwert- bzw. CD-Messungen oder die Kristallstruktur nötig.  

Häufig lassen sich allein aus dem 1H-NMR-Spektrum bereits Vorschläge 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 
1H-NMR offensichtlich, so kann mitunter das Kohlenstoffgerüst 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 großes Problem in der Naturstoffforschung stellt die Reisolierung von bereits bekannten 

Metaboliten dar. Ansätze und Strategien zur Verhinderung dessen werden als Dereplikation 

bezeichnet und zielen darauf ab, bereits bekannte Verbindungen zu einem möglichst frühen 

Zeitpunkt der Organismenauswahl und der Extraktbearbeitung zu identifizieren (El-Elimat et 

al. 2013, Hubert et al. 2017). Wie bereits in Kapitel 2.1.4. und 2.2.7. diskutiert, liegt eine ge-

nerelle Möglichkeit 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 für gewöhnlich ähnliche 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 Bäume generiert, 

welche nach der Clusteranalyse die Auswahl eines vielversprechenden Stammes unterstüt-

zen können (Hubert et al. 2017). Einen alternativen Ansatz bietet das "genome mining", wel-

ches sich ebenfalls zur genbasierten Art der Dereplikationsstrategie zählen lässt und bei se-

quenzierten Genomen isolierter Organismen oder Metagenomen aus Umweltproben genutzt 

werden kann. Hierbei wird gezielt nach DNA-Bereichen gesucht, welche für Enzyme oder 

Multienzymkomplexe des Sekundärmetabolitstoffwechsels codieren (z.B. Polyketidsynthase 

(PKS), Nichtribosomale Petptidsynthase (NRPS)). Organismen, mit vielen verschiedenen 

oder ungewöhnlichen Kombinationen solcher Biosynthesegene, können als produktive oder 

privilegierte Stämme 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 für gut charak-

terisierte modulare Biosynthesesysteme funktionieren. Hingegen können Metaboliten mit 

unbekanntem oder gemischtem biosynthetischem Ursprung übersehen werden und den 

Prognosen aus der Genomanalyse entgehen. Demnach sind für die Naturstoffforschung wei-

terhin Vorgehen nötig, welche auf Kultivierung des Produktionsstammes, Isolierung der Me-

taboliten und deren anschließender struktureller Aufklärung basieren (Bachmann et al. 

2014). 

Neben den Dereplikationsstrategien, welche auf taxonomischen (morphologisch- und DNA-

basiert) Gesichtspunkten beruhen oder die auf der Analyse von Sekundärmetabolit-

Biosynthesegenen aufbauen, existieren Strategien, welche unabhängig von der Quelle des 

Extrakts bleiben. Diese stützen sich auf Metabolitdatenbanken mit spektroskopischen und 

spektrometrischen Dateneinträgen. Je nach Ziel der Untersuchung lassen sich die Dereplika-

tionsansätze, welche auf Verbindungsdatenbanken basieren, weiter in vier Kategorien unter-

gliedern (Hubert et al. 2017). In einfachsten Fällen besteht die Dereplikationstechnik aus 
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einer Flüssigkeitschromatographie, als verbreitetste Trenntechnik für 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 mitgeführten Referenz-

verbindungen. Ebenfalls können UV/VIS-Profile und Retentionszeiten zur Erkennung von 

Verbindungen in ähnlichen Fraktionen desselben Extraktes verwendet werden. Die Aussa-

gekraft zur Diskriminierung von Metaboliten, insbesondere bei struktureller Ähnlichkeit, ist bei 

UV-VIS-Signaturen allerdings sehr begrenzt. Die meisten Dereplikationsstrategien setzten 

demnach zusätzlich auf andere analytische Methoden wie MS oder NMR.  

Durch Kopplung von LC und MS, der Schlüsseltechnik vieler Dereplikationsmethodiken, 

können Nominalmasse und exakte Masse, wovon sich wiederum die Summenformel bzw. 

Elementarzusammensetzung der Verbindung ableiten lässt, 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 1H- oder 13C-Spektren vorhanden (Hubert et al. 2017). Allerdings ist die direkte Kopplung 

mit der Flüssigkeitschromatographie (LC-NMR) apparatetechnisch deutlich aufwendiger und 

erfordert je nach Ausführung (stop flow, LC-SPE-NMR, etc.) einen höheren Grad an Automa-

tisierung (Bross Walch et al. 2005, Halabalaki et al. 2014). 

Aufwendigere Dereplikationsansprüche nutzen eine Kombination von erfassten Parametern 

zur Unterscheidung von Metaboliten, wie zum Beispiel die Kombination von UV/VIS-

Spektren und hochauflösenden 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 hochauflösende 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 1H-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 13C-NMR-Spektren aus Roh- oder semigereinigten Fraktio-

nen mit hierarchischer Clusteranalyse im Vergleich zu einer beschränkten Auswahl von be-

rechneten 13C-Referenzsubstanzspektren (Hubert et al. 2014, Bakiri et al. 2017).  

Je nach Zahl der erfassten Parameter, Möglichkeiten und Genauigkeit der Datenabfrage, 

sowie des Umfangs der genutzten Datenbank können die potenziellen Trefferzahlen sehr 

hoch sein. Die Molekularmasse bzw. die Elementarzusammensetzung ist der am leichtesten 

zugängliche 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 C11H12O3, generiert aus 

hochauflösender LC-MS-Messung, zeigen sich allerdings aus der Datenbankabfrage mittels 

SciFinder über 5900 Verbindungen (N = 5975) mit derselben Elementarzusammensetzung. 

An einem anderen Molekül mit der Summenformeln C24H24O8 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 Molekül ist hierbei sehr schwie-

rig und ohne weitere Parameter manuell kaum zu bewerkstelligen. Dies gilt umso mehr, da 

die aus hochauflösenden MS-Spektren abgeleiteten Molekularmassen und Summenformeln 

eine mögliche Falschzuweisung zulassen. Gründe liegen in der Unsicherheit bei der Zuord-

nung der gefundenen Ionenaddukte oder der Überlagerung 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 Moleküle bzw. Elementarzusammensetzungen eine 

Rolle spielt (Nielson et al. 2011). Die Zahlen der möglichen Isotopenkombinationen aus den 

gemessenen m/z-Werten kann, je nach angesetzter Massengenauigkeit (Δm < 10ppm, Δm < 

5ppm, etc.) und getroffener Einschränkungen, wie beispielsweise Ausschluss bestimmter 

Elemente, Beschränkung der Elementarzusammensetzung und Beachtung des Isotopen-

musters, dennoch sehr hoch sein (Gross 2013). 

Eine Möglichkeit die Anzahl potenzieller Strukturkandidaten zu reduzieren, ist die Verwen-

dung von spezialisierten Datenbanken. Diese können 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. für Meereshabitate (Datenbank: 

MarinLit)) bezogen sein. Ebenfalls möglich ist die Kreation einer internen Datenbank bei 

speziellen Fragestellungen, wie die Beschränkung auf bekannte Metaboliten derselben Fa-

milie oder Gattung bei der Extraktbearbeitung eines Organismus oder die Erstellung von Ein-

trägen mit häufigen Mykotoxinen bei der Suche nach neuen Zytostatika aus Pilzen. Eine an-

dere Option, die Treffer an möglichen Verbindungen zu verringern, besteht in der Einbezie-

hung weiterer Parameter, wie bereits identifizierte funktionelle Gruppen und Strukturelemen-

te aus den 1H- oder 13C-Spektren. Die Nutzung von NMR-Messungen kann allerdings, je 

nach vorhandener Gerätetechnik und Molekülgröße, 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 möglichst frühen Zeitpunkt 

ohne aufwendige Isolierung, teilweise entgegen. Die NMR-Spektroskopie gilt als effizienteste 

Methode zur unzweifelhaften Molekülidentifizierung und erfuhr zudem bedeutende techni-

sche Fortschritte (cryoprobes, capillaryprobe, Magnetfeldstärke, etc.), welche unter anderem 

die nötigen Substanzenmengen reduzieren (Hubert et al. 2017). Aus diesen Gründen und da 

NMR-Spektren ohnehin integraler Bestandteil der Strukturaufklärung sind, können 1H- oder 
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13C-NMR-Messungen bei Naturstoffuntersuchungen routinemäßig ausgeführt werden. Dem-

nach entfällt bei der Dereplikation anhand von 1H- oder 13C-Spektren zumindest die zeitauf-

wendige Generierung von 2d-NMR Spektren und die Strukturaufklärung über diese (siehe 

Kapitel 2.4.3.).  
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3. Material und Methoden 

3.1. Pflanzenproben 

Für die Isolierung von Pilzendendophyten wurden verschiedene Pflanzen und Gewebetypen 

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

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

versität Yaoundé I, Kamerun) zur Verfügung 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 

möglich über Beschilderung vor Ort identifiziert. Des Weiteren wurden die Richtlinien des 

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

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

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

 
Tabelle 3.1.: Zur Isolierung verwendetes Pflanzenmaterial. 

Art Gewebe Sammelort Habitat Datum 
Rauvolfia 

macrophylla Rinde Kamerun Regenwald, 
tropisch - 

Sequoiadendron 
giganteum Rinde Cawdor Castel, Cawdor, Nairn, 

Schottland Wald 29.08.2015 

Carpobrotus 
rossii Blätter Küste nähe Princetown, Great 

Ocean Rd., VIC, AUS 
Küstendünen, 
Felsklippen 26.11.2016 

Atriplex cinerea Blätter Reeves Beach, 90 Miles Beach, 
Gibbsland, VIC, AUS Küstendünen 16.12.2016 

Lophozonia 
cunninghamii Blätter, Rinde Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, 

kühl gemäßigt 03.12.2016 

Eucalyptus 
regnans Rinde Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, 

kühl gemäßigt 03.12.2016 

Diksonia 
antarctica 

Wedel, Rha-
chis Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, 

kühl gemäßigt 03.12.2016 

Dicksonia sp. Stamm 
(Caudex) Tarra-Valley, VIC, AUS Regenwald, 

kühl gemäßigt 03.12.2016 

Tristaniopsis 
laurina Rinde McKenzie River/Bemm River, VIC, 

AUS 
Regenwald, 

warm gemäßigt 06.12.2016 

Banksia 
serrata Blätter Point Ricardo, Marlo, Vic, AUS Dünenwald 10.12.2016 

Exocarpus 
cupressiformis Blätter, Rinde Double Creek, Mallacoota, VIC, 

AUS 
Regenwald, 

warm gemäßigt 06.12.2016 

Banksia sp. Blätter Genoa River, Genoa, VIC, AUS Flussbett 05.12.2016 

Allocasuarina 
verticillata Blätter Küste nahe Yanakie, VIC, AUS Küstenwald 30.11.2016 

Eucalyptus sp. I Rinde Secret Beach, Mallacoota, VIC, 
AUS Küstenwald 06.12.2016 

Eucalyptus sp. II Rinde Wulgumerang East, Little River, 
VIC, AUS Wald 08.12.2016 
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3.2. Isolierung endophytischer Pilze 

Das gesammelte Pflanzenmaterial (Blätter, Rinde, etc.) wurde von oberflächlich gesund er-

scheinenden Individuen entnommen und nach Möglichkeit bis zur Bearbeitung dunkel, kühl 

und trocken gelagert. Die Oberflächen der so erhaltenen Pflanzenteile wurden nach einer 

modifizierten Methode nach Luginbühl & Müller (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) für 30 Sekunden, weiteres Einwirken in Natrium-

hypochloritlösung (NaClO, 5.25%, v/v, 5% verfügbares Chlor), erneutes Einlegen in Ethanol 

(70% (v/v)) für weitere 30 Sekunden und abschließendem Waschen mit sterilem Wasser 

(3x1 ml). 

 
Tabelle 3.2.: Standardprozedur der Oberflächensterilisierung. 

Reihenfolge Sterilisationslösung [%] 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 für wenige Minuten (3-

5 min) getrocknet, gegebenenfalls in kleinere Stücke (ca. 1 cm x 1 cm) geschnitten und auf 

Kartoffel-Dextrose-Agar Petrischalen (Ø = 10 cm, Sarstedt, DEU) gelegt und leicht ange-

drückt. Die so präparierten 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 Blöcke 

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

Zur Kontrolle der Effektivität der Oberflächensterilisierung wurde stichprobenartig ein Ab-

druckt des behandelten Materials auf Kartoffel-Dextrose-Agar erstellt und der Bewuchs kon-

trolliert. Chloramphenicol wurde zur Unterdrückung bakterieller Kontamination bzw. zur se-

lektiven Isolierung von Pilzendophyten während der Inkubation des Pflanzenmaterials als 

Zusatz im Agarmedium mitgeführt. 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 weitergeführt.  

 
Tabelle 3.3.: Verwendetes Material bei der Stammisolierung. 

Medium  
Material Konzentration [g/l] Produzent 

Kartoffel-Dextrose Extrakt 24 Sigmar-Aldrich, USA 
Agar (für Molekularbiologie) 15 AppliChem, DEU 

Chloramphenicol 0.1 AppliChem, DEU 
VE-Wasser ad 1000 ml Millipore, USA 

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

Material Konzentration [%] Produzent 
Ethanol (techn.) 70 (v/v) Stockmeier Chemie, DEU 
NaClO (techn.) 5.25 (w/w) Stockmeier Chemie, DEU 

VE-Wasser 100 Millipore 
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3.3. Stammhaltung und Kultivierung 

Sämtliche Kultivierungsarbeiten wurden unter Sterilbedingungen (Sterilbank: Uniflow, UVUB 

1200 Biohazard, UniEquip Laborgerätebau- und Vertriebs GmbH, DEU) durchgeführt. Medi-

en und Geräte 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 Flüssigmedium (Tabelle 3.4.) 

weiterkultiviert.  

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

Kartoffel-Dextrose-Flüssigmedium 
Material Konzentration [g/l] Produzent 

Kartoffel-Dextrose Extrakt 24 Sigmar-Aldrich, USA 
Wasser ad 1000 ml Millipore, USA 

Einstellung auf pH 7.0 mittels HCl (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 für 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.), c) SG16 (Gelasinospora sp.), d) SG21 (Peziza sp.) (eigene Darstellung). 
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3.3.2. Kryokonservierung 

Für 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) 

wässriger Glycerin-Lösung (0.75 ml) mit gleichem Volumenverhältnis in Reagiergefäßen 

(2 ml, Sarstedt, DEU) pipettiert und vermischt (Tabelle 3.4.). Wenn vorhanden wurden zu-

sätzlich Oberflächen- bzw. Substratmyzel (0.5 cm x 0.5 cm) per Spatel abgetrennt und zur 

Lösung hinzugefügt. Die Kryokulturen wurden bei -80 °C (Tieftemperaturschrank, MDF-

U5386F, Panasonic, JPN) ohne Temperaturkontrolle eingefroren und bis zur weiteren Ver-

wendung gelagert. Die Vitalität 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/v) - 
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3.3.3. Solid-State-Fermentation 

Die Kultierung der Stämme zur Produktion und Extraktion von Sekundärmetaboliten 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 

 

Für die Extraktgewinnung der Bioaktivitätstests wurde in kleinerem Maßstab in Enghals-

Erlenmeyerkolben (100 ml, 10 g Substrat) kultiviert. Die Extraktgewinnung zur Isolierung der 

Sekundärmetaboliten wurde hingegen in Weithals-Erlenmeyerkolben (500 ml, 50 g Substrat 

bzw. 1000 ml, 100 g Substrat) ausgeführt. Für die Standardkultivierung wurde dem Substrat 

(parboiled Reis) Wasser (1.2 g je g Substrat) hinzugegeben und für 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, für 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) 
SG14c (Mucor sp.), c) 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 

Für die Identifizierung der isolierten Pilzendophyten wurde der Flüssigkultur (Kapitel 3.3.1.), 

je nach Bewuchscharakteristik, entweder Oberflächenmyzel (ca. 0.5 cm x 0.5 cm) per Spatel 

oder Kultursuspension (1.5 ml) entnommen und in Reagiergefäße (2 ml, Sarstedt, DEU) 

überführt. Diese wurden zentrifugiert (10 min, 12000 g (13400 rpm), MiniSpin, Eppendorf, 

DEU), der Überstand abpipettiert und das Pellet bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert. 

Der Zellaufschluss erfolgte durch Mörsern in flüssigem Stickstoff (Linde, DEU). Für die Ex-

traktion und Reinigung der genomischen DNA wurde ein kommerziell erhältliches Kit 

(DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, DEU) verwendet. In Abweichung zum Protokoll wurde nach 

dem Waschschritt zusätzlich zentrifugiert und die Elution der DNA mit 2 x 25 µL H2O statt 

2 x 100 µL 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) gewählt. 

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. für 

den LSU-Bereich LR0R 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_KYO1/ITS4), ITS5/ITS4_KYO2, etc.) getestet.  

 
Tabelle 3.6.: Verwendete PCR-Primer. 

Vorwärtsprimer 
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 

ITS9mun TGTACACACCGCCCGTCG Egger 1995 
BITS ACCTGCGGARGGATCA Bokulich & Mills 2013 
LR0R ACCCGCTGAACTTAAGC  Rehner & Samuels 1994 

Rückwärtsprimer 
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 Vorwärts- oder der 

Rückwärtsprimer variiert. 

Die DNA-Amplifizierung wurde in Regiergefäßen (0.2 ml, Sarstedt, DEU) im Thermocycler 

(Primus 25 advanced, PEQLAB Biotechnologie, DEU) vorgenommen. Die Bedingungen wäh-

rend der PCR sind Tabelle 3.7. und 3.8. zu entnehmen.  

 
Tabelle 3.7.: Reaktionsmischung PCR. 

Komponente V [µl] Produzent 
Wasser 18.5 Millipore 

10x Puffer (20 mM, MgSO4) 2.5 Promega, USA 
Pfu-Polymerase 0.5 Promega, USA 

Vorwärts-Primer (10 pmol/µl) 0.5 Eurofins Genomics, DEU 
Rückwärts-Primer (10 pmol/µl) 0.5 Eurofins Genomics, DEU 

dNTPs 0.5 Promega, USA 
DNA-Lösung (genomische) 2.0 - 

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

T [°C] t [min] Zyklen 
95 1.5 x1 
95 0.75 

x35 52 0.5 
72 2.5 
72 5.0 x1 

 

Bei Stämmen, die sich anhand der ITS-Region phylogenetisch nicht ausreichend einordnen 

ließen, wurden eine zusätzliche 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-

längerte Elongationszeit (Tabelle 3.9.) wurden für die LSU-Amplifizierung ebenfalls dieselben 

Bedingungen gewählt. 

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

T [°C] t [min] Zyklen 
95 1.5 x1 
95 0.75 

x35 48 0.5 
72 3.5 
72 5 x1 

 

Der Erfolg der DNA-Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese überprüft. Für die Proben 

(5 µl) versetzt mit Ladepuffer (1 µl, 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 c [mmol/l] Produzent 
TRIS 40 Fisher Chemical, USA 

Essigsäure  20 VWR, USA 
EDTA x 2Na x 2H2O 1 Karl Roth, DEU 

 

Diese wurden für 30 bis 45 min (150 V, 110 mA, 20 W) unter Spannung (EPS601, Ame-

rsham Bioscience, GBR) entwickelt. Die Visualisierung der Banden erfolgte entweder über 

Ethidiumbromid-Lösung (Karl Roth, DEU) oder über In-Gel-Staining (5 µl / 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 Anfärbung 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 (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, DEU), aliquotiert (2 x 20 µl) und gelagert (-

20 °C). In Abweichung zum Aufreinigungsprotokoll wurde die DNA in H2O eluiert (2 x 20 µL). 

Der eine Teil der Probe wurde zur Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Qualität 

photometrisch vermessen (NanoDrop Spectrophotometer, ND-1000, PEQLAB Biotechnolo-

gie, DEU), der andere zur Sequenzierung verschickt. 

 

SG14ba100bp
ladder

SG17e

500 -

1000 -
1517 -

700 -

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

SG24bSG10cSG8c SG24

100 -

300 -

SG17a

 
Abbildung 3.4.: Visualisierung amplifizierter ITS-nrDNA aus genomischer DNA nach Trennung 
durch Gelelektrophorese am Beispiel verschiedener Stämme 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 µl) und die je-

weiligen Vorwärts-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 aussagekräftigen 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“) ausgeführt (Federhen 2015).  

Für zusätzliche 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“ (Kõljalg et al. 2013) genutzt. 

Der Abgleich der Sequenzen über verschiedene Algorithmen anhand von Referenzsequen-

zen in den genannten Datenbanken lieferte eine prozentuale Sequenzabdeckung bzw. einen 

Punktwert in Abhängigkeit zur Sequenzlänge und -übereinstimmung. In der Regel wurde der 

Eintrag mit der höchsten Sequenzübereinstimmung zur Klassifizierung des Isolats in Gattung 

bzw. Spezies verwendet. Bei ≥ 97% Sequenzübereinstimmung (bzw. 0 bis 3% Sequenzab-

weichung) konnte die Klassifizierung bis zum taxonomischen Rank "Spezies" übernommen 

werden. Zwischen 95-96.9% Ähnlichkeit zur vorgeschlagenen Vergleichssequenz wurde die 

Einteilung bis zur "Gattung" akzeptiert (Marquez et al. 2008, Raja et al. 2017). Unter 95% 

Sequenzübereinstimmung 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 über 

einen zweiten Barcodemarker (LSU, TEF1, etc.). 

Für artenreiche Gattungen, wie Penicillium, Aspergillus, Fusarium und Trichoderma, wurde 

trotz Übereinstimmung von 99% Sequenzidentität 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 durchgeführt. Die Ausrichtung der Sequenzen wurde über 

den „CLUSTEL W“- (Thompson et al. 1994) oder „CLUSTEL Omega“-Algorithmus (Sievers 

et al. 2014) vorgenommen. Die Erstellung der phylogenetischen Bäume 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 

Unterstützung der Klassifizierung des Stammes SG25 angegeben.  

 

 
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). 



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

54 

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 Lösemittel (EtOAc) gespült und die Reiskultur mit Lösemittel (4 ml/g 

Substrat (Reis)) überschichtet. Nach mechanischer Zerkleinerung (Spatel) und Aufenthalt im 

Ultraschallbad (t ~ 10-15 min, Sonorex Super 10P, Bandelin, DEU) wurden die Kolben auf 

Rotationsschüttlern (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-Rückstand wurde, wie oben beschrieben, 

erneut mit EtOAc behandelt und extrahiert. Die vereinigten Filtrate wurde über einen Rotati-

onsverdampfer (Laborota 4000, Heidolph, DEU; CVC 2, Vakuubrand, DEU) bei 40 °C zum 

Rohextrakt eingeengt. Das Retentat wurde in einigen Fällen (z.B. bei SG8c, SG25) zusätz-

lich mit Methanol überschichtet (1.5 ml/g Substrat (Reis)), insgesamt einmal extrahiert und 

wie zuvor bei der Behandlung mit Essigsäureethylester bearbeitet. Es wurde ein separates 

Extrakt (MeOH-Rohextrakt) erhalten. Beide Rohextrakte wurden abschließend nach einen-

gen am Rotationsverdampfer zusätzlich lyophilisiert (Christ Alpha 2-4, DEU; Pumpe: Va-

cuubrand PC8RC6, DEU) und bis zur Verwendung gelagert (T = -20 °C). 

 

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

3.6.1. Agardiffusionstest 

Die antibakterielle Aktivität von Rohextrakten und Reinstoffen wurde durch Agardiffusions-, 

Plattendiffusions- bzw. Hemmhoftests bestimmt. Die Testorganismen (Tabelle 3.11.) wurden 

aus Kryokulturen (V = 100 µl) in Nutrient-Broth (NB) Medium (V ~ 25-50 ml, Zusammenset-

zung siehe Tabelle 3.12.) für 24 h bei 30 °C (M. luteus, P. agarici, B. subtilis) bzw. 37 °C 

(E. coli, S. minor, S. ferus, S. warneri) im Rotationsschüttler (Innova 4000, New Brunswick 

Scientific, USA) kultiviert.  

 
Tabelle 3.11.: Verwendete Stämme für antimikrobiellen Tests. 

Organismus Stamm gram-Färbung 
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 Übernachtkultur (100 µl) 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 Verdünnen eingestellt (λ600nm = 0.05 - 0.1). 

Davon abgenommenes Volumen (200 µl) diente als Inokulum für mit NB-Agar gefüllte Pet-

rischalen (Ø = 10 cm, Sarstedt, DEU), welches mittels sterilem Glasstab gleichmäßig auf 

dem NB-Agar ausgestrichen wurde.  

 
Tabelle 3.12.: Zusammensetzung des Mediums für 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 (für Molekularbiologie) 15 AppliChem, DEU 
Wasser ad 1000 ml Millipore, USA 

Einstellung auf pH 7.0 mittels HCl (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)), gelöst in Dimethylsulfoxid (DMSO, V = 25 µL; VWR International, USA) 

wurde auf Zelluloseplättchen (Ø = 6 mm, Rotilabo-Testblättchen, Roth, DEU), welche wiede-

rum auf den angeimpften Agarplatten platziert waren, pipettiert. Die so präparierten Testplat-

ten wurden im Inkubator (Function line 60l, Heraeus, DEU) kultiviert (T = 30 °C bzw. 37 °C, 

t = 24 h). Der bakterielle Bewuchs konnte als Trübung auf dem Agar-Medium beobachtet 

werden. Die antibakterielle Aktivität wurde als Durchmesser der bewuchsfreien Zone um die 

mit dem Testmaterial getränkten Zelluloseplättchen gemessen und qualitativ bewertet (Ab-

bildung 3.7.). Proben mit fehlendem Hemmhof Bereich (Ø = 6mm) wurden als inaktiv be-

zeichnet. Bei einer bewuchsfreien Zone (Ø = 7-9 mm) wurde die Probe als leicht aktiv bzw. 

als moderat aktiv (Ø ≥ 10 mm) klassifiziert. Proben, die einen Inhibitionsbereich gleich oder 

größer der Referenzsubstanz aufwiesen, wurden als stark aktiv eingeordnet. Als Positivkon-

trolle bzw. Referenzsubstanz diente Ampicillin (c = 0.5 mg/ml, V = 25 µl; Fisher BioReagents, 

USA) oder Gentamycinsulfat (c = 0.5 mg/ml, V = 25 µl; Applichem GmbH, DEU) als Negativ-

kontrolle DMSO (V = 25 µl). 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 (IC50, MIC) 

Von isolierten und charakterisierten Reinstoffe deren Fraktionen im Agardiffusiontest (siehe 

Kapitel 3.6.1.) antibakteriell aktiv waren, wurden die IC50- (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 Verdünnungsreihe mit 96well Mikrotiterplatten 

(TC-Plate, 96well, Suspension F, Sarstedt, DEU) bestimmt. Die genannten Testorganismen 

wurden als Übernachtkulturen aus Kryokulturen (1:1 (v/v), Glycerol/NB-Medium, gelagert bei 

T = -80 °C) in NB-Medium (25 ml, siehe Tabelle 3.12.) im Rotationschüttler (T = 30 °C, 120-

150 rpm) kultiviert (Erlenmeyerkolben, EH V = 50 ml). Die Bakteriensuspension wurde mit 

NB-Medium verdünnt, photometrisch (UV-3100PC Spectrophotometer, VWR, USA) bei 

600 nm vermessen und die OD (OD600 = 0.05) durch weiteres verdünnen eingestellt. Diese 

verdünnte Suspension diente als Inokulum in der Verdünnungsreihe. Zu testende Substan-

zen wurden in DMSO gelöst und als Stammlösung (c = 20 mg/ml) verwendet. Für die Test-

reihe wurde diese Stammlösung mit NB-Medium auf die Arbeitskonzentration (i.d.R. c = 0.1 -

 1 mg/ml) gebracht und in der Mikrotiterplatte seriell verdünnt, 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 

ausgeführt. 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 präparierte Mikrotiterplatten wurden für 8 h bei 30 °C im Rotationsschüttler 

inkubiert und bis zum Vermessen bei 8 °C im Kühlraum per Schüttler weiter agitiert. Bei den 

Mikrotiterplatten wurde sowohl die optische Dichte (OD600) als auch die Fluoreszenz (Exzita-

tionwellenlänge: 530 nm, Emissionswellenlänge: 588 nm) nach Zugabe von Resazurin 

(V = 30 µl/well, cResazurin = 0.175 mM, Arcos Organics, USA) in Natriumhydrogencarbonatpuf-

fer: cNaHCO3 = 26 mM, cNaCl = 116 mM) und Inkubation (t = 0.5 – 1 h, T = 25 °C) im Rotations-

chüttler (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 µl; 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 Aktivität 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 unabhängige Variable 

über die jeweiligen OD600 bzw. Fluoreszenzmessung (Ordinate bzw. y-Achse) ermittelt. Die 

Konzentration (x-Werte) wurde dabei als dekadischer Logarithmus dargestellt. Die y-Werte 

(OD600 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.).  

 

      (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 

IC50. Die Konzentration bei halbmaximalem Effekt (x = IC50, y = 0.5 bzw. (A1+A2)/2) ergab 

sich nach der Anpassungsfunktion (A1 - untere Asymptote, A2 - obere Asymptote, 

p - Steigung am Wendepunkt) aus Gleichung 3.2. (Abbildung 3.9.). 

 

       (Gleichung 3.2) 
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Der MIC ergab sich aus dem Schnittpunkt der Gerade durch die Tangente am Wendepunkt 

(berechnet als Gerade durch Punkte IC80 und IC20) mit der unteren Asymptote (i.d.R. 

y-Achse). 

 
Abbildung 3.9.: Dose-Response Kurve und Messwerte aus einer Verdünnungsreihe zur Be-
stimmung der IC50- und MIC-Konzentration am Beispiel von Verbindung SG8c-105 gegenüber 
B. subtilis (eigene Darstellung). 
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3.6.3. Zytotoxizitäts Test 

Der Zellviabilitäts- bzw. Antiproliferationstest wurde gegenüber der Zervix-Karzinom-Zelllinie 

KB-3-1 (DSMZ: ACC-158, Dauerlagerung in Medium mit 20% Glycerol bei ≥ -196 °C in flüs-

sigem Stickstoff) bzw. gegenüber der medikamentenresistenten Zelllinie KB-V-1 (DSMZ: 

ACC-149) vollzogen. Beide Zelllinien sind wahrscheinlich Abkömmlinge der HeLa-Zellinie, 

wobei die KB-V-1 zusätzlich durch Vinblastin selektiert wurde (Akiyama et al. 1985, Ronin-

son et al. 1986). Die Zellen wurden in einer Verdünnungsreihe in Mikrotiterplatten (TC-Platte, 

96 Well, Standard, K) mit den Testsubstanzen im CO2 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 fötalem Kälberserum (FBS, Pan Biotech, 

DEU) kultiviert (t = 72 h, T = 37 °C, 5.3% CO2). Nach der Zugabe von Resazurin (30 µL, Ar-

cos Organics, USA) und Inkubation (t = 4-6 h, T = 37 °C) wurden die Fluoreszenz (Exzitati-

onswellenlänge: 530 nm, Emissionswellenlänge: 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) über eine Funktionsanpassung 

(sigmoidaler Fit, Funktion: Dose Response, siehe Kap. 3.6.2.) oder über das Programm 

GraphPad Prism (Version: 4.03, USA) mit der Wendepunktbestimmung mittels nicht linearem 

Fit. Die Ausführung der Testreihen erfolgte durch Frau Carmela Michalek (Organische Che-

mie, Fakultät für Chemie, Universität Bielefeld) als Doppelbestimmung. Eine detaillierte Be-

schreibung der Kultivierung, Handhabung der Zellen und Hinweise zur Ausführung des Tes-

tes findet sich bei Bogner (2011). 
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3.7. Substanzisolierung 

Für die Reinigung und Isolierung der Substanzen wurden Kombinationen verschiedener 

Trenntechniken verwendet. Die Überprüfung 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. Flüssig-Flüssig- Extraktion 

Die Flüssig-Flüssig-Extraktion wurde bei einigen der Rohextrakte (SG1, TS7 und T26Bl) zur 

Vorbehandlung für die initiale Trennung durch Säulenchromatographie und zur "Entfettung" 

genutzt. Das getrocknete EtOAc-Rohextrakt (ca. 10-25 g) wurde in Essigsäureethylester 

(250-500 ml) erneut gelöst und mit H2O im Verhältnis 1:1 (v/v) extrahiert. Nach der Phasen-

trennung wurde die organische Phase erneut mit H2O extrahiert und die eventuell auftreten-

de Interphase (schmale, gräuliche Bande zwischen organischer und wässriger Phase) ver-

worfen. Die wässrige 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 Lösung wurde mit n-Hexan extrahiert (2x) und nach der Pha-

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

 

Flüssig-Flüssig-Extraktion
EtOAc/H2O

1:1 (v/v)

Flüssig-Flüssig-Extraktion
Hexan/MeOH-H2O
1:0.95:0.05 (v/v/v)

organische Phase

Rohextrakt (EtOAc)

polare Fraktion

(H2O-Phase)

Hexan

Trocknung

unpolare Fraktion

(Hexan-Phase)

H2O

MeOH

H2O

EtOAc

semipolare Fraktion
(MeOH/H2O-Phase)  

                 a)              b) 
Abbildung 3.10.: Flüssig-Flüssig-Extraktion: a) Vorbehandlungsschema, b) Phasentrennung im 
Scheidetrichter (eigene Darstellung). 
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3.7.2. Flüssigkeitssäulenchromatographie 

Der initiale Trennschritt für Rohextrakte und vorbehandelte Rohextrakte (m ~ 5-25 g) wurde 

über eine Flüssigkeitssäulenchromatographie (Säule: Ø = 5 cm, h = 50 cm) mit Kieselgel (60, 

0.04-0.063 mm Sieb, Merck, DEU) als stationäre Phase ausgeführt. Die Auftragung des zu 

trennenden Materials erfolgte als Feststoffauftragung gebunden an Kieselgel. Dafür wurde 

zum Rohextrakt Kieselgel (1:1, w/w) und Aceton (5:1, v/w) hinzugefügt. 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 Säulenkopf 

aufgetragen. Durch Gradienten verschiedener nachfolgend genannten Lösemittelsysteme 

wurden die Substanzen nacheinander von der Säule eluiert (Abbildung 3.11.). 

 

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

Für unpolare bis intermediär unpolare Komponenten wurden Petrolether/Ethylacetat- 

(PE/EtOAc) oder Petrolether/Dichlormethan-Gemische (PE/DCM), für intermediär polare bis 

polare Komponenten hingegen Ethylacetat/Methanol (EtOAc/MeOH), DCM/MeOH oder Me-

OH/H2O genutzt. Die standardmäßige Trennung des Rohextraktes umfasste den Beginn der 

Elution mit reinem PE über Mischungen aus PE/EtOAc bzw. PE/DCM über reinem EtOAc 

bzw. DCM bis hin zu EtOAc/MeOH bzw. DCM/MeOH mit jeweils steigendem Anteil des 

Laufmittels mit der höheren Elutionskraft. Am Ende der Trennung erfolgte das Spülen der 

Säule mit Methanol/Wasser/Essigsäure (75/20/5, % v/v/v).  
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Das Eluat wurde fraktioniert (VFraktion/VSäule ~ 0.1), per Rotationsverdampfer (T = 40 °C, ↓p) 

unter vermindertem Druck eingeengt (V ~ 1/10) und mittels Dünnschichtchromatographie 

analysiert. Anhand des Elutionsprofils wurde qualitativ die weitere Anpassung des Lösemit-

telgradienten bestimmt und ähnliche Fraktionen zu übergeordneten Fraktionen vereinigt. 

Diese grob getrennten, übergeordneten Fraktionen (Hauptfraktionen) wurden getrocknet 

(Druckluftstrom), für weitere Analysen (RP-HPLC-Profil, Bioaktivitätstest, etc.) genutzt und 

weiteren Trenntechniken (RP-HPLC, SEC, etc.) unterworfen. 

Im weiteren Verlauf der Extraktauftrennung wurden gegebenenfalls weitere Säulenchroma-

tographien über Kieselgel (mKieselgel/mFraktion ~ 25-150) vorgenommen. Hierbei wurden an das 

Trennproblem angepasste Laufmittelgemische (Rf ~ 0,2-0,5) der zuvor genannten Lösemit-

telsysteme (PE/EtOAc, DCM/MeOH, etc.) als isokratische Elution verwendet. Die Auftragung 

des zu trennenden Substanzgemisches erfolgte als Flüssigkeitsauftragung im jeweiligen Elu-

tionslösemittelgemisch. Weiterhin wurde eine Schicht Sand (40-100 µm Sieb, Acros Orga-

nics, USA) am Säulenkopf und am Säulenauslass aufgetragen.  
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3.7.3. Reversed-Phase-Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (RP-HPLC) 

Zur Trennung polarer Substanzgemische wurde eine präparative 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 präparative (Hypersil Gold C18, 8 µM Partikel, 

250 x 21.2 mm, Thermo Fischer Scientific, USA) bzw. semipräparative (Nucleosil 100-7 C18, 

7 µm Partikel, 250 x 10 mm, Macherey-Nagel, DEU) C18-Säule zur Verfügung. Als mobile 

Phase wurden Wasser/Acetonitril -Gemische (Laufmittel A: 94.9/5/0.1, % v/v/v, 

H2O/ACN/TFA), Laufmittel B: 94.9/5/0.1, % v/v/v, ACN/H2O/TFA) mit Trifluoressigsäure 

(TFA) als Protonierungszusatz verwendet. Standardmäßig wurden die Substanzen je nach 

Trennproblem entweder über Gradientenfahrweise nach Standardmethode 1 bzw. Standart-

methode 2 (Tabelle 3.13) oder isokratisch getrennt. Ausgehend von der vorhandenen Menge 

wurden bei der präparativen Säule (Startmaterial m = 50-150mg in VInj. ≤ 1.5 ml, 

V̇ = 8-10 ml/min) und bei der semipräparative Säule (Startmaterial: m = 5-25 mg in 

VInj. ≤ 0.5ml, V̇ = 3-4 ml/min) verschiedene Bedingungen eingehalten. Einige Fraktionen er-

forderten (z.B. wegen schlechter Löslichkeit) den Austausch des Lösemittels in den Laufmit-

teln A und B von Acetonitril durch Methanol (Eluent C bzw. D). Die Flussraten (höherer Ge-

gendruck) wurde dabei allerdings jeweils für die präparative (V̇ = 6-8 ml/min) und semipräpa-

rative (V̇ = 2-3 ml/min) Säule reduziert. 

 
Tabelle 3.13.: Präparative RP-HPLC Methodik (Hitachi-Gerät). 

Standardmethode 1 
Zeit [min] Eluent A [% v/v]  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) 

überwacht 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. Größenausschlusschromatographie 

Eine weitere genutzte Chromatographietechnik war die Gelpermeations-, Gelfiltrations- bzw. 

Größenausschlusschromatographie (SEC) mit lipophilem Sephadex (Sephadex LH-20, GE 

Healthcare, USA) als stationäre Phase. Kommerziell erhältliches Sephadex LH-20 Pulver 

wurde in Methanol quellen lassen (3 h), in die Säule überführt, unter Lösemittel gelagert und 

dauerhaft für Trennungen verwendet. Als mobile Phase diente Methanol (Säule: h ~ 80 cm, 

Øinnen = 1 cm) oder DCM/MeOH-Mischungen (Säule: h ~ 50 cm, Øinnen = 2 cm; 50/50, % v/v 

bzw. 75/25, % v/v). 

Zur Reinigung wurden die Säulen entweder mit DMSO (5 ml) im entsprechenden Lösungs-

mittelsystem oder mit Wasser als Laufmittel gespült.  

 

3.7.5. Präparative-Dünnschichtchromatographie  

Präparative-Dünnschichtchromatographie (PTLC) wurde auf selbst beschichteten (Kieselgel 

F60, Merck, DEU) Glasplatten (20 x 20 cm) ausgeführt. Die in Lösemittel gelösten Substan-

zen (m ~ 3-5 mg je Platte) wurden als Linie aufgetragen und mit zuvor per analytischer 

Dünnschichtchromatographie getesteten Laufmittelgemisch (Rf ~ 0.3-0.7) in mit Lösemittel-

dampf gesättigten Glaskammern entwickelt. Nach zerstörungsfreier 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 abschließend per Filtration (Faltenfilter oder Säulenfiltration) ausgewaschen und 

getrocknet. 
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3.7.6. Kristallisation 

Die Kristallisation der Proben für die Kristallstrukturanalyse erfolgte hauptsächlich in binären 

Lösemittelsystemen (bevorzugt in Hexan/Aceton, Hexan/Ethylacetat oder Hexan/DCM) unter 

langsamer Evaporation der leichter flüchtigen Komponente bei reduzierter Temperatur 

(T = 4 °C). Bei ungenügender Kristallqualität wurden gegebenenfalls Gemische höher sie-

dender Lösemittel (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. Fällung unter 

Lösemittelverdampfung oder Umkristallisation unter Erwärmung und Abkühlung nach an-

schließendem 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. Dünnschichtchromatographie 

Die Entwicklung der Dünnschichtchromatographieläufe wurde auf kommerziell erhältlicher 

mit Kieselgel beschichteter Aluminiumfolie (TLC Silica gel 60, F254, Aluminium roll 

500 x 20 cm, Merck, DEU) in mit Lösemittel gesättigten Glaskammern mit verschiedensten 

binären bzw. ternären Lösemittelgemischen vollzogen. Das Elutionsprofil wurde erst zerstö-

rungsfrei mit UV-Lampe (Min UVIS, Desaga, DEU) bei 254 und 366 nm untersucht und da-

nach mittels Färbereagenzien behandelt. Die Anfärbung erfolgte hauptsächlich mit den Uni-

versalfärbelösungen Anisaldehyd-Schwefelsäure, Ceriumammoniummolybdat (CAM bzw. 

Hanessians stain), oder Kaliumpermanganat als Tauchlösung mit anschließender Erhitzung 

(Heißluft Pistole, BHA 2000/1, Bavaria, DEU). Für die Anfärbung von Aminen wurde Nin-

hydrin-Lösung verwendet. Die Rezepte der Färbelösungen (Jork 1990) sind in Tabelle 3.14. 

angegeben. Die Aufbewahrung erfolgte möglichst lichtgeschützt in Braunglas im Kühlschrank 

(T = 4 °C). 

 
Tabelle 3.14.: Zusammensetzung der Anfärbereagenzien für die Dünnschichtchromatographie. 

Anisaldehyd-Schwefelsäure-Lösung 
Komponente Menge  Produzent 

Methanol 85 ml VWR international, USA 
Essigsäure konz. "Glacial" 14 ml VWR international, USA 

Schwefelsäure konz. (> 95%, H2SO4%) 1 ml Carl Roth, DEU 

Anisaldehyd (4-Methoxybenzaldehyd) 1 ml Merck-Schuchardt, DEU 

Ceriumammoniummolybdat / Hanessians stain-Lösung 
H2O 90 ml Millipore, USA 

Ammonium-VI-molybdat-tetrahydrat 
(H24Mo7N6O24 x 4H2O) 5 g Arcos Organics, USA 

Cerium IV sulfat tetrahydrat  
(Ce(SO4)2 x 4 H2O) 1 g AppliChem, DEU 

Schwefelsäure konz. (>95%, H2SO4) 10 ml Carl Roth, DEU 
Kaliumpermanganat-Lösung 

H2O 112.5 ml Millipore, USA 
Natriumhydroxyd (NaOH) 12.5 g Carl Roth, DEU 

Kaliumpermanganat (KMnO4) 1.5 g Carl Roth, DEU 
Kaliumcarbonat (K2CO3) 10 g Carl Roth, DEU 

Ninhydrin-Lösung 
Ethanol 100 ml VWR international, USA 

Essigsäure konz. (>95%, AcOH) 3 ml VWR international, USA 
Ninhydrin (p.A.) 1.5 g Merck, DEU 
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3.8.2. RP-HPLC-(MS) 

Verschiedene Geräte standen für die Verbindungsanalytik über Reversed-Phasen-

Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (RP-HPLC) zur Verfügung. RP-HPLC gekoppelt 

mit hochauflösender "time of flight" Massenanalyse (RP-HPLC-HR-TOF-MS) wurde auf ei-

nem Agilent Gerät (Agilent Technologies, USA) der Serie 1200 bestehend aus DAD (SL 

G1315C), Autosampler (HiP-ALS SL, G1367C), Säulenofen (TCC SL, G1316B und FC/ALS 

Therm, G1330B), Pumpe (SL G1312B), Entgaser (C1379B) und TOF-Detektor (LCMS 6220 

accurate mass) mit einer RP-Säule (Hypersil Gold C18, 3 µm, 150 x 2.1 mm Thermo Scienti-

fic, USA) ausgeführt. Die Ionisierung erfolgte über eine duale Elektronenspray-Quelle (Dual-

ESI) mit 2500 V und N2 als Trägergas (Generator: NGM 11, cmc-Instruments GmbH, DEU). 

Eine Trennung der Verbindung wurde durch eine Gradientenmethode (Tabelle 3.15., 

V̇ = 0.3 ml/min, T = 40 °C) mittels dualem Laufmittelgemischen (Eluent A: 94.9/5/0.1, % v/v/v, 

H2O/ACN/Ameisensäure; Eluent B: 94.9/5/0.1, % v/v/v, ACN/H2O/Ameisensäure) als Stan-

dardmethode vollzogen. Bei problematischer Trennung und Signalüberlagerung wurde ent-

weder eine verlängerte Standartmethode gewählt 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 über das "MassHunter 

Workstation" Programm. 

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

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

0.0 100 0 
10.0 2 98 
13.0 2 98 
13.5 100 0 
18.0 100 0 

Standartmethode verlängert 
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 
13.5 100 0 
15.0 100 0 
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Ein weitere RP-HPLC-Maschine stand mit einem Shimadzu-Gerät (Shimadzu Corp., JPN) 

der Serie NexeraXR bestehend aus DAD (SPD-M20A), Säulenofen (CTO-20A), Autosampler 

(SIL-20A XR), Pumpe (LC-20AD XR), Kommunikationsmodul (CBM-20A) und Entgaserein-

heit (DGU-20A 5R) mit einer C18 Trennsäule (Hypersil Gold, 1.9 µM, 50 x 2.1 mm, Thermo 

Scientific, USA) zur Verfügung. Die Trennmethodik mit Laufmittelzusammensetzung (Eluent 

A: 99.9/0.1, % v/v, H2O /TFA; Eluent B: 99.9/0.1, % v/v, ACN/H2O/TFA) bei konstanter 

Durchflussrate (V̇ = 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-Gerät). 

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

0.0 95 5 
10.5 5 95 
11.5 5 95 
11.6 95 5 
15.0 95 5 

Standardmethode isokratisch 
0.5 100-X X 

10.5 100-X X 
11.5 5 95 
12.5 5 95 
12.6 95 5 
15.5 95 5 

 

Ebenfalls zur Analytik genutzt wurde ein HPLC-Gerät 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 C18 Säule (Hypersil Gold, 3 µm Partikel, 

150 x 2.1 mm, Thermo Scientific, USA) oder eine C18 "core-shell"-Säule (Nucleoshell RP18, 

5 µm Partikel, 150 x 4 mm, Macherey-Nagel, DEU) mit zwei verschiedenen Laufmittelgemi-

schen (Eluent A: 94.9/5/0.1, % v/v/v, ACN/H2O/TFA; Eluent B: 94.9/5/0.1, % v/v/v, 

H2O/ACN/TFA), gefahren als Gradient oder in isokratischer Fahrweise (X = fester Anteil 

Elutent A, % v/v) bei konstanter Durchflussrate (V̇ = 0.7 ml/min) Anwendung (Tabelle 3.17.). 

Datenmanagement und Bearbeitung erfolgt über die Software ChromQuest5 (Version: 3.2.1., 

Thermo Fisher Scientific, USA).  
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Tabelle 3.17.: HPLC-Methodik (Thermo Scientific-Gerät). 

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

0.0 0 100 
10.0 100 0 
11.0 100 0 
11.5 0 100 
13.5 0 100 

Standardmethode isokratisch 
0.0 X 100-X 

15.0 X 100-X 
16.0 100 0 
16.5 100 0 
17.5 0 100 
18.0 0 100 

 

Abhängig vom Elutionsprofil wurden die Standardmethoden gegebenenfalls bei der Dauer 

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

Neben HPLC-gekoppelten Massenanalysatoren (Kapitel 3.8.2. Agilent-Gerät) standen zwei 

niedrig auflösende Massenanalysatoren in Form eines NanoESI-Geräts (Esquire 3000 ion 

trap, Bruker Daltonik GmbH, DEU) und eines MALDI TOF-Geräts (Ultraflex MALDI-

TOF/TOF, Bruker Daltonik, DEU) in der Regel als Auftragsmessung (Abteilung Massenspek-

trometrie, Fakultät für Chemie, Universität Bielefeld) zur Verfügung.  

Proben für das NanoESI wurden in geeignetem Lösemittel (i.d.R. MeOH, ACN, DCM) gelöst 

und unter Umgebungsdruck per "inhouse" gezogener Glaskapillare zum Emitter geführt (sta-

tic nano-ESI). Stickstoff (Stickstoffgenerator NGM 11, cmc Instruments, DEU) diente als Zer-

stäuber- 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 für die MALDI-MS-Untersuchung (V = 0.5 µl) wurden direkt auf dem MALDI-Target 

(Stahlplatte) mit 2,5-Dihydroxybenzoesäure (2,5-DHB, V = 0.5 µl) gemischt. Die Ionisierung 

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 Löslichkeit in 400-500 µL deuteriertem Lösemittel 

(DMSO-D6, MeOH-D4. MeOH,-D3, CDCl3, Pyridin-D5, D2O, Aceton D6; Deutero GmbH, DEU) 

gelöst und in NMR-Röhrchen überführt (Ø = 5 mm). Für 1H-, 13C-, COSY-, HMQC-, HMBC-, 

NOESY- und ROESY-Standardmessungen wurde entweder das Bruker Avance III 500 aus-

gestattet mit einem 5 mm BBFO-Probenkopf oder das Bruker Avance III 500HD ausgestattet 

mit einem 5 mm TBO-Probenkopf verwendet. Die Messfrequenzen lagen je nach beobachte-

tem Kern demnach bei 500 MHz (1H) bzw. 126 MHz (13C). Gering konzentrierte oder kom-

plexe Proben wurde dagegen am Bruker Avance 600 (1H: 600 MHz; 13C: 151 MHz) mit 5 mm 

TXO-Probenkopf vermessen.  

Die Auswertung der erhaltenen FID-Daten erfolgte über 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 vollständig deuterierten Lösemittels. Che-

mische Verschiebungen und Signale häufiger Verunreinigungen, wie Lösemittelrückstände 

vom Separationsprozess, wurden gegebenenfalls mit Literatur identifiziert (Gottlieb et al. 

1997, Fulmer et al. 2010, Babij et al. 2016). 

 

3.8.5. Kristallstrukturanalyse 

Röntgenbeugungsuntersuchungen 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 Molekül-

struktur gelöst 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, Fakultät für Chemie, Universität Bielefeld). Bildbear-

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

Die generelle Literatur- und Informationssuche wurde über "PubMed" (PubMed 2019), Sci-

enceDirekt (Elsevier 2019) oder "Google" bzw. "Google Scholar" als Suchmaschine vollzo-

gen. Spezielle Suchen zu Pilzorganismen, Taxonomy und Synonymen wurde über 

"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 Abfragemöglichkeiten innerhalb der Suchmaske (Summenformel, Masse, 

Strukturmerkmale, chemische Verschiebungen, etc.) lieferten öffentliche 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) Unterstützung bei der aufwendigen Strukturidentifizierung. Für 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, 1 Äq) und K2CO3 (m = 72 mg, 

n = 0.52 mmol, 4.1 Äq.) wurden in Aceton (V = 89.4 ml) vorgelegt. Dimethylsulfat (DMS, 

V = 40 µl, n = 0.42 mmol, 3.3 Äq.) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung gerührt 

(t = 1.5h, RT). Anschließend wurde die Reaktionsmischung mit gesättigter NaHCO3-Lösung 

(V = 10.2 ml) versetzt und mit Ethylacetat (3 x 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden einer Säulenchromatographie (95/5/1, v/v/v, DCM/MeOH/AcOH) unterzogen 

und das dimethylierte Produkt (SS02.02)als farbloser Feststoff erhalten (m = 8.03 mg, 

η = 13%). 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ [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). 13C-NMR ({1H}, 126 MHz, CDCl3): δ[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+NH4]+, 469.1769 [M+H]+, 451.1681 [M-H2O+H]+, berechnet für C26H28O8+H+, 

469.1857. 
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3.10. Sonstige Materialen und Geräte 

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

schrieben, wurden technische Lösemittel vor Benutzung destilliert. 

 
Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und Geräten. 

Material/Gerät 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 
Essigsäure (AcOH) Essigsäure 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,l USA 
Hexan n-Hexan p.A. VWR Internationa,l USA 

Inkubator 
Inkubator (CO2) 

Function line 60l, 
Model 311 

Heraeus, DEU 
Forma Scientific, USA 

Gefriertrocknung Alpha 2-4 
Pumpe: PC8RC6, DEU 

Christ, DEU 
Vacuubrand, DEU 

Pipetten (Kolbenhub) Research plus  Eppendorf, DEU 
Pipetten (Kolbenhub) Transferpette  Brand, DEU 

Kühlraum Kühlzelle 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, 1000µl) Sarstedt, DEU 

Polarimeter 
Digitalpolarimeter DIP360 

Polarimeter Model 341 
Spektropolarimeter J-810 

Jasco, DEU 
Perkin Elmer, USA 

Jasco, DEU 

Reagiergefäße  Mikro-Reagiergefäße (1.5ml, 2ml) Sarstedt, DEU 

Rotationsverdampfer Laborota 4000, 
Pumpe: CVC 2 

Heidolph, DEU 
Vakuubrand, DEU 

Schüttler (Kipp-) Mini Rocker MR-1 Biosan, LVA 
Schüttler (Platten-) Titramax 1000/ Incubator 1000 Heidolph, DEU 

Schüttler (Reagiergefäßs-) Thermomixer compact Eppendorf, DEU 

Schüttler (Rotations-) 

KS 130 Basic 
TH15/ KS-15 
Innova 4000 

Ecotron 

IKA, DEU 
Edmund Bühler, DEU 

New Brunswick Scientific, USA 
Infors HT, CHE 
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Tabelle 3.18.: Auflistung von Material und Geräten (Fortsetzung). 

Material/Gerät Bezeichnung Hersteller 
Sand Sand, acid washed Fisher Scientific, GBR 

Spannungsversorger EPS601 Amersham Bioscience, GBR 

Spektrometer (IR) 
Spektrometer (UV-VIS) 

Spektrophotometer 

Nicolet 380 FT-IR 
UV-3100PC 

ND-1000, Nanodrop 

Thermo Electron, USA 
VWR International, USA 

PEQLAB Biotechnologie, DEU 

Tieftemperaturschrank MDF-U5386F Panasonic, JPN 

Trifluoressigsäure (TFA) Trifluoressigsäure (TFA) p.a. Fisher Scientific, GBR 
Carl Roth, DEU 

Thermocycler PeqStar XS 
Primus 25 advanced PEQLAB Biotechnologie, DEU 

Ultraschallbad Sonorex Super 10P Bandelin electronic, DEU 
UV-Lampe MinUVIS Desaga, DEU 

Waage (Analyse-) XS105 Dual Range 
FA-210-4I 

Mettler-Toledo, USA 
Faust, DEU 

Zentrifuge MiniSpin Eppendorf, DEU 
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4. Ergebnisse und Diskussion 

4.1. Isolierte endophytische Pilze 

 
Abbildung 4.1.1.: Abbildungszusammenstellung einiger isolierter Endophytenstämme 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 Endophytenstämme 

Im Rahmen der Stammsuche für die mykochemischen Untersuchungen wurden insgesamt 

55 Stämme 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 Stämme, insbesondere die der artenreichen Gattun-

gen (z.B. Penicillium (SG3, SG17c, etc.), Pestalotiopsis (SG7, SG17b), Fusarium (SG18b, 

SG18c)), welche sehr hohe oder die komplette Sequenzidentität in der ITS-Region für ver-

schiedene Arten aufwiesen, ließen 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 auffällig, dass 

sich für einige der Stämme nur hohe Sequenzidentitäten zu nicht genau klassifizierten 

Stämmen fanden (z.B. bei SG8c, SG19) oder nur relativ schlechte Sequenzübereinstimmun-

gen zu den Referenzen finden ließen (z.B. bei SG13, SG24b). Dies erschwerte die Arten- 

(Sequenzübereinstimmung > 97%) oder sogar die Gattungszuordnung (Sequenzüberein-

stimmung > 95%). Solche Stämme waren prinzipiell von hohem Interesse für die Untersu-

chung von Metabolitprofilen. Es könnte sich bei diesen Stämmen 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 Sekundärmetaboli-

ten in Verbindung gesetzt (Strobel et al. 2005). Die Restriktion der Suche auf überprüfte und 

referenzierte Einträge ("type material", Federhen 2015) sollte zwar eine verlässliche Klassifi-

zierung ermöglichen, erwies sich häufig aber auch als unpraktikabel, da in einigen Fällen 

(z.B. Lanzia sp. (SG10c), Biscogniauxia sp. (SG17a, SG25), Ascobolus sp. (SG13, SG15a), 

Hypoxylon sp. (SG19, SG28)) deutlich schlechtere Sequenzüberübereinstimmung (< 95%) 

erreicht wurden. Für die Klassifizierung wurden Sequenzen von Typspezies bzw. Typmateri-

al generell präferiert, wenn vergleichbare Sequenzlänge und -übereinstimmung bei den Da-

tenbankeinträgen vorhanden waren. Zwei vielversprechende Stämme von Ascobolus- 

(SG13) und Peziza-Arten (SG21) waren nach der Kryopräservation 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 oberflächensterilisierten Pflanzenmaterial nicht axenisch waren, ließ sich nicht klären. 

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, Nordström 2014, Katoch et al. 2019). 
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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. Diversität der isolierten Endophyten 

Bei der Identifizierung und Klassifizierung der Stämme fiel generell auf, dass für die Daten-

banksuche vieler Stämme (z.B. Preussia sp. (SG11, SG15c), Verrucoconiothyrium (SG10), 

Ascobolus sp. (SG13, SG15a), Pyronema sp. (SG15b) und Biscogniauxia sp. (SG17a, 

SG25)) einige Sequenzeinträge mit hoher Übereinstimmung vorhanden waren, deren Orga-

nismen zusätzlich als Endophyten annotiert waren. Dies lässt sich als ein Indiz für die Funk-

tionsfähigkeit der gewählten Isolierungsmethode und der vornehmlichen Kultivierung von 

Endophytenstämmen werten.  

 

4.1.2.1. Verteilung der Endophytendiversität nach taxonomischer Stufe Abteilung 

Die isolierten Pilzstämme waren überwiegend 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 Stämmen 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 häufiger in nicht-kultivierungsabhängigen Methoden identifiziert werden, wes-

halb sie in Endophytenstudien unterrepräsentiert sein könnten bzw. deren Verbreitung als 

Endophyten eventuell unterschätzt wird (Arnold et al. 2007). Ob die Isolierung eines domi-

nanten oder wirtsspezifischen Endophyten unter den isolierten Stämmen in der jeweiligen 

Pflanzen bzw. Pflanzengewebes vollzogen wurden, lässt sich nicht bestimmen, da die Pro-

benmenge mit maximal zehn Segmenten je Pflanze und Gewebe nicht ausreichend für Aus-

sage zur Endophytengemeinschaft einer Pflanzenart war. Der Untersuchungsfokus war al-

lerdings auch nicht zur Klärung diesbezüglicher Fragestellungen ausgelegt. Die Darstellun-

gen zur taxonomischen Diversität der Pilzisolate nach Klassen, Ordnungen und Familien 

zeigte dennoch eine breite Verteilung über verschiedene Taxa (siehe Kapitel 4.1.2.2.-

4.1.2.4.) 
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4.1.2.2. Verteilung der Endophytendiversität nach taxonomischer Stufe Klasse 

Die hautpsächliche Repräsentation nach Klassen erfolgte durch Sordariomyceten, Dothidio-

myceten, Eurotiomyceten und Pezizomyceten (Abbildung 4.1.2.). 

 

Leotiomycetes

Mucoromycetes

Pezizomycetes

Dothideomycetes

Sordariomycetes

Eurotiomycetes

Umbelopsidomycetes
Saccharomycetes

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

Von ähnlichen 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 stärker vertreten waren (Arnold et al. 2007). Diese wurden im vorliegenden 

Fall nur durch ein Isolat (Lanzia griseliniae, SG10c) repräsentiert (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 Endophytendiversität nach taxonomischer Stufe Ordnung 

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

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

 

Sordariales Chaetothyriales
Capnodiales

Botryosphaeriales
Amphisphaeriales

Saccharomycetales

Umbelopsidales

Diaporthales
 Helotiales

Xylariales
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 Mucorales

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

Der vergleichesweise hohe Prozentsatz der erhaltenen Endophytenstämme 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 häu-

fig als Holz-besiedelnde, saprophytische Pilze anzutreffen (Helaly et al. 2017). Demnach war 

ihre Isolierung aus Rinden und Xylemgewebe naheliegend. Die teilweise Übereinstimmung 

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 Übergangsphase bzw. Zwischenstufe der ansons-

ten saprotrophen Ernährung interpretiert, die es ermöglicht das Substrat bereits zu einem 

möglichst frühen Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung zu okkupieren. Jedoch zeigt die Verän-

derung der Organismengemeinschaft im Laufe der Zersetzung des Pflanzematerials, dass 

diese sich von der ursprünglichen 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 gezählt 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 Stämme aber über saprotrophe 

Lebensabschnitte verfügen bzw. zwischen diesen Trophiemodi wechseln können (Promputt-

ha et al. 2007), kann damit nicht ausgeschlossen werden.  

Unabhängig von der ökologischen Funktion der Xylariales-Arten sind diese für Naturstoffun-

tersuchungen generell interessant, da sie bekannt für ihre bioaktiven Verbindungen sind 

(Helaly et al. 2018) und ihre Extrakte häufig moderate bis hohe antiparasitäre und antiprolife-
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rative Wirkung zeigen (Higginbotham et al. 2013). Dementsprechend gehören drei der fünf 

Stämme (TS7 (Xylaria sp.), SG1 (Daldinia sp.), SG25 (Biscogniauxia sp.)), welche für detail-

lierte mykochemische Untersuchungen ausgewählt worden waren, der Ordnung Xylariales 

an (siehe Kapitel 4.3.-4.6.). Diese Stämme repräsentieren zudem drei verschiedene Familien 

(Xylariaceae, Hypoxylaceae (Wendt et al. 2018), Graphostromataceae (Smith et al. 2003)). 

Im Vergleich zu den Stämmen 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 häufi-

gere Isolierung präsenter 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 5.5
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 ließen. Für verschiedene Wirtsabstammungslinien und grob definierte 

biogeographische Regionen wurden aber merkliche Unterschiede in der Endophytenzusam-

mensetzung, welche zudem einzigartig für ihre jeweilige Region ist, festgestellt (Arnold & 

Lutzoni 2007, Higgins et al. 2007, U'Ren et al. 2012). Ein weiterer Punkt, der Endophyten-

diversität beeinflussen kann, ist der Beprobungsaufwand an isolierten Arten und behandelten 

Pflanzensegmenten. Dieser Beprobungsaufwand ist für Studien zur Beurteilung der Endop-

hytengemeinschaft mehrerer Regionen und Wirtspflanzen deutlich höher (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 Stämme möglich war. 
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4.1.2.4. Verteilung der Endophytendiversität nach taxonomischer Stufe Familie 

Die graphische Darstellung der Endophytendiversität getrennt nach Familienzugehörigkeit 

zeigte eine breite Aufteilung auf viele verschiedene Familien (Abbildung 4.1.4.).  
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Abbildung 4.1.4.: Verteilung der Endophytenisolate nach taxonomischem Rank Familie (eigene 
Darstellung). 
 

Mit Ausnahme der Aspergillaceae, deren Isolate nur durch nicht näher klassifizierte Penicilli-

um Stämme repräsentiert waren, waren viele Familien nur durch wenige (N < 4) Isolate cha-

rakterisiert. Davon waren viele Familien sogar nur durch Einzelisolate vertreten (Tabelle 

4.1.5.).  
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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 14.5 1 SG3, SG17c. SG17e, SG17f, 
SG18a, SG18e, SG24, SG27

Bionectriaceae 1 1.8 1 SG13-2
Botryosphaeriaceae 1 1.8 1 SG4

Cladosporiaceae 1 1.8 1 SG10b
Cytosporaceae 3 5.5 2 SG11, SG12, SG15c

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 SG14c
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 5.5 2 SG6, SG8b, SG9b

Rutstroemiaceae 1 1.8 1 SG10c
Sarcosomataceae 3 5.5 1 SG18d, SG24c, SG24d

Sordariaceae 1 1.8 1 SG16
Sporocadaceae 3 5.5 2 SG7, SG9, SG17b

Umbelopsidaceae 1 1.8 1 SG14ba
Valsaceae 2 3.6 1 SG23, SG23b

Xylariaceae 3 5.5 1-3 TS7-2, SG19, SG28  
 

Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der generell beobachteten hohen Diversität der Klasse 3 

Endophyten, welche teilweise hunderte unterscheidbare Morpho- bzw. Genotypen je Wirts-

pflanze aufweisen können (Rodriguez et al. 2009). Einige Familien und Gattungen der hier 

isolierten und kultivierten Pilze sind bekannt für pathogene Stämme (z.B. Pestalotiopsis (Ma-

harachchikumbura et al. 2011), Pleospora/Stemphylium (Brahamanage et al. 2018). Das 

Ausmaß der Stammklassifizierung anhand des ITS-Barcodings ist allerdings nicht ausrei-

chend für 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 Veränderungen, sowohl bei Wirtspflanze 

als auch beim endophytischen Pilz, können über 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 Stämmen zeigt, die in Senfgewächsen und Gräsern als mutualistische Endo-
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phyten wachsen, in Kartoffeln hingegen als Pathogene auftreten. Ebenfalls ist vorstellbar, 

dass einige Pilze, wie es bereits für die Saprophyten diskutiert worden ist (Promputtha et al. 

2007), generell zwischen biotrophem bzw. perthotrophem und endophytischem Lebensstil 

wechseln können. Die unklare Funktion bzw. der nicht direkt feststellbare generierte Vorteil 

für den Wirt und die hohe taxonomische Diversität der Endophytenisolate ist ein generelles 

Phänomen 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 für die mykochemische Untersuchung ausgewählten Endophy-

tenstämmen, dass diese über bioaktive Eigenschaften verfügen. 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) übertragen lässt, so kann doch vermutet werden, dass diese Verbindungen ebenfalls 

während der Endophyten-Wirt-Interaktion gebildet werden können und gegebenenfalls vom 

Wirtsmetabolismus verändert werden (Ludwig-Müller 2015). Die so erzeugten Moleküle 

könnten den besiedelten Pflanzen Selektionsvorteile verschaffen. 

Abschließend kann konkludiert werden, dass mutualistische Endophyten aus nicht Graswir-

ten (nicht Clavicipitaceae) taxonomisch sehr divers sind. Insbesondere die niedrige Überein-

stimmung des genetischen Markers (ITS-Barcoding) gegenüber den Referenzsequenzen für 

einige der isolierten Stämme lässt vermuten, dass die genetische Diversität und die Arten-

vielfalt weiterhin durch Endophytenstudien erweitert werden kann. In Konsequenz könnte 

dies in der Isolierung biotechnologisch nützlicher Stämme resultieren. Darüber hinaus sollten 

endophytische Pilze gerade wegen der komplexen Interaktion und unklaren bzw. nicht voll-

ständig verstandenen ökologischen 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 Säulenchromatographie (unten 
links) DCM-H2O Flüssig-Flüssig-Extraktion (unten), nach RP-HPLC isolierte Verbindung T26B2-
203a (unten rechts) (eigene Darstellung). 
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4.2.1. Stammidentifizierung und Auswahl 

Die Kultur T26B, isoliert als Endophyt aus Rauvolfia macrophylla, und die Ergebnisse der 

antiparasitären Tests wurde von Prof. Bruno Lenta (Universität Yaoundé I, Kamerun) zur 

Verfügung gestellt. Während der Kultivierung waren vor allem die makroskopisch beobacht-

bare rosa-lila Färbung des Oberflächenmycels auffällig (Abbildung 4.2.1. oben links). Die 

ITS-Amplifizierung (Zugangsnummer NCBI: LR584023) aus genomischer DNA und der Se-

quenzabgleich lieferte sehr gute Sequenzübereinstimmungen (99.5%) zu vielen Purpure-

ocillium lilacinum (syn.: Paecilomyces lilacinus, Penicillium lilacinus) Stämmen. Die phyloge-

netische Analyse der nrITS-DNA bestätigte die Zuordnung als Purpureocillium lilacinum-Art 

durch entsprechende Clusterung und geringer evolutionärer Distanz in Maximum Likelihood-

Analysen (Abbildung 4.2.2.). 

 

 
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 zunächst nicht erfolgreich. Demnach war 

die Auswahl anhand phylogenetischer Gesichtspunkt und eine Literaturrecherche zu bereits 

bestehenden Naturstoffstudien zu anderen P. lilacinum Stämmen nicht möglich. Das Rohex-

trakt zeigte allerdings antiparasitäre Aktivität mit bemerkenswerter Wirkung gegen Trypano-

soma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani und Plasmodium falciparum (Tabelle 

4.2.1.).  

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

T. brucei T. cruzi L. donovani P. falciparum L6 KB3-1 
Probenbezeichnung IC50 [µg/ml] IC50 [µg/ml] IC50 [µg/ml] IC50 [µg/ml] IC50 [µg/ml] IC50 [µg/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) - - - - - 8.7 x 10-6

 
 

Die IC50-Werte sind im Falle der Trypanosoma und Leishmania-Parasiten ähnlich 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 Zytotoxizität, was auf das mögliche Vorhanden-

sein von selektiv wirksamen, antiparasitären 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 Ländern 

mit hohen Inzidenzen an Trypanosoma-Infektionen ergeben könnten. Die „traditionelle Medi-

zin“ mit simplen Formulierungen in Form von Extrakten und getrockneten Medizinalpflanzen 

bzw. -pilzen stellt für viele Menschen in diesen Ländern zudem meist den einzigen Zugang 

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

Die T26B-Rohextrakte (T26Bl und T26B2) wurden in zwei getrennten mykochemischen Un-

tersuchungen aufgearbeitet. Das erste Extrakt (T26Bl, m = 4.71 g) wurde von Prof. Bruno 

Lenta (Universität Yaoundé I, Kamerun) nach Soldi-State-Fermentation (SSF) auf Reis zur 

Verfügung 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 

(mGesamt = 1.25 kg) erhalten. Das Behandlungs- und Aufreinigungsschema der beiden Extrak-

te ist mit Abbildung 4.2.3. gegeben.  

Extrakt eins (T26Bl) wurde direkt einer Gradienten-Säulenchromatographie (Säu-

le: mSilica ~ 200 g, Ø = 3 cm, h = 30 cm, PE/EtOAc) als initialem Trennschritt unterzogen. Die 

abschließende Elution der auf dem Kieselgel verbliebenen Verbindungen erfolgte durch Spü-

len mit Methanol bzw. Methanol/Wasser/Essigsäure (75/20/5, % v/v/v). Diese Behandlung 

lieferte elf über DC eingeteilte Hauptfraktionen (T26Bl-F1 bis T26Bl-F11). Weitere Behand-

lung von Fraktion F2 (T26Bl-F2) durch Säulenchromatographie, Größenausschlusschroma-

tographie (SEC) und abschließendem Umkristallisieren lieferte Palmitinsäure bzw. Hexade-

cansäure (T26Bl-14, m = 46.4 mg). Aus Fraktion F4 (T26Bl-F4, m = 48.0 mg) konnte nach 

weiterer Aufreinigung (LC, SEC) Ergosterolperoxid (T26Bl-20, m = 14.1 mg) erhalten wer-

den. Die neunte Fraktion (T26Bl-F9, m = 250 mg), welche als scharfe, grün-bräunliche Ban-

de nach dem Spülen (75/20/5, % v/v/v, MeOH/H2O/AcOH) eluierte, lieferte nach präparativer 

RP-HPLC Leucinostatin A (T26Bl-108, m = 8 mg), Leucinostatin B (T26Bl-107, m = 7.3 mg), 

Leucinostatin A2 (T26Bl-110, m = 9.1 mg), Leucinostatin B2 (T26Bl-106, m = 9.5 mg) und ein 

putatives, bisher unbeschriebenes Leucinostatin (T26Bl-109, m = 4.2 mg).  

Beim zweiten Extrakt (T26B2) erfolgte eine Vorbehandlung durch eine zweistufige Flüssig-

Flüssig-Extraktion in der drei Subfraktionen (T26B2-F1 bis T26B2-F3) erhalten wurden. Die 

H2O-Fraktion enthielt hauptsächlich polare Komponenten (T26B2-F1, m = 1.38 g), 

die EtOAc- bzw. MeOH-Fraktion semipolare Verbindungen (T26B2-F2, m = 4.52 g) und die 

n-Hexan-Fraktion hauptsächlich unpolare Moleküle (T26B2-F3, m = 12.6 g). Die Fraktion mit 

den überwiegend intermediär polaren Komponenten (T26B2-F2, m = 4.52 g) wurde ebenfalls 

der Auftrennung durch eine Gradienten-Säulenchromatographie (Säule: mSilica ~ 450 g, 

Ø = 5 cm, h = 36 cm, PE/EtOAc) und abschließendem Spülen (90/9/1, % v/v/v, Me-

OH/H2O/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 präparativer 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 Löslichkeit 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 präparativen RP-HPLC-Testlauf fest-

gestellt worden war, wurde diese zuvor extrahiert (1 g Fraktion/10 ml MeOH) und filtriert. 

Dies ermöglichte die Entfernung von zuvor in der Säulenchromatographie eluiertem Kiesel-

gel und reduzierte die zu trennende Menge. Mehrere Läufe der präparativen 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 gewünschten putativ neuen Leucinostatin T26Bl-109 am 

Ende nur ungenügende Mengen (m < 0.5 mg) für 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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Kultivierung (SSF)

Extraktion

Fl.-Fl.-Extraktion
1:1

EtOAc/H2O

1. 2x EtOAc, 
c = 4 ml/g Substrat

Ethylacetatextrakt
m = 19.0 g (T26B2-Rohextrakt)

Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

t = 57-63 d, T = 25 °C

Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

Filtration (MeOH)

T26B2-203, m = 15.7 mg
(Alternariol) 

T26B2-205, m = 7.30 mg
(„Lilacinolid A”) 

Fraktion 10

T26Bl-107, m = 7.30 mg 
(Leucinostatin B)

Fraktion 1-17

Fraktion 15

Fraktion 17

T26B2-F2-10-4

T26B2-F2-15-4

Reis, m = 1.25 kg

60/40 PE/EtOAc

20/80 PE/EtOAc

90/9/1 MeOH/H2O/AcOH

Fl.-Fl.-Extraktion
1:1

Hexan/MeOH

T26B2-F1 (H2O-Phase), m = 1.38 g

Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

T26Bl-14, m = 46.4 mg
(Palmitinsäure)

Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

Fraktion 11 
50/50 PE/EtOAc

T26B2-211, m = 27.3 mg
(1-Linolyglycerol) 

T26B2-F2-11-19

T26B2-F2-17-20-1

T26B2-F3 (n-Hexan-Phase), m = 12.6 g

T26B2-F2, m = 4.52 g

Grad. RP-HPLC
70/30 A/B100 B

H2O/MeOH

T26B2-F2-17-20-3

T26B2-F2-17-20-4

Gradienten LC
PE/EtOAc

Ethylacetatextrakt
m = 4.71 g (T26Bl-Rohextrakt)

Gradienten LC
PE/EtOAc

T26Bl-F2-3-SE3-R

T26Bl-20, m = 14.1 mg
(Ergosterolperoxid)

T26Bl-F4-2-SE1

LC
90/10

PE/EtOAc

SEC
50/50

DCM/MeOH

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

Umkristallisation
(n-Hexan)

LC
65/35

PE/EtOAc

SEC
50/50

DCM/MeOH

Fraktion 1-11

Fraktion 2

Fraktion 4

Fraktion 9

T26B2-F9-1

T26B2-F9-2T26Bl-108, m = 8.00 mg
(Leucinostatin A)

T26Bl-106, m = 9.50 mg
(Leucinostatin B2)

T26B2-110, m = 9.10 mg,
(Leucinostatin A2)

T26B2-F9-3

T26B2-F9-4

T26B2-F9-5

T26Bl-109, m = 4.20 mg
SEC

50/50
DCM/MeOH

Isokr. RP-HPLC
60/40

H2O/ACN

SEC
50/50

DCM/MeOH

95/5 PE/EtOAc

80/20 PE/EtOAc

75/20/5 MeOH/H2O/AcOH

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

4.2.3.1. Leucinostatine 

 
Abbildung 4.2.4.: Struktur von Verbindung T26Bl-106 (Leucinostatin B2, R1 = H, R2 = -, R3 = -), 
T26Bl-107 (Leucinostatin B, R1 = H, R2 = OH, R3 = H), T26Bl-108 (Leucinostatin A, R1 = CH3, 
R2 = OH, R3 = H), T26Bl-110 (Leucinostatin A2, R1 = CH3, R2 = -, R3 = -) (eigene Darstellung). 
 

Die Verbindungen T26Bl-106 (m = 9.5 mg), T26Bl-107 (m = 7.3 mg), T26Bl-108 

(m = 8.0 mg), T26Bl-109 (m = 4.2 mg) und T26Bl-110 (m = 9.1 mg) wurden als farblose 

Feststoffe aus Fraktion F9 (m = 250 mg) nach präparativer RP-HPLC (tR = 63.0 min 

(T26Bl-107), tR = 65.0 min (T26Bl-108), tR = 66.2 min (T26Bl-109), tR = 67.7 min (T26Bl-106), 

tR = 69.5 min (T26Bl-110), Standardmethode 1, Eluent A/B, V̇ = 10 ml/min) isoliert. Aufgrund 

geringer Mengen und der daraus resultierenden geringen Signalintensität in den NMR-

Spektren war eine Identifizierung der Verbindung mittels NMR zunächst nicht möglich. Aller-

dings lieferten Untersuchungen mittels hochauflösender Massenspektrometrie die Pseu-

domolekularionen bei positiver Ionisierung (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, Δm [ppm] Identität

T26Bl-106 1186.81704 [M+H]+ C61H107N11O12H+ 1186.817344, 0.26 Leucinostatin B2
T26Bl-107 1204.82772 [M+H]+ C61H109N11O13H+ 1204.827909, 0.16 Leucinostatin B
T26Bl-108 1218.84329 [M+H]+ C62H111N11O13H+ 1218.843559, 0.22 Leucinostatin A
T26Bl-109 1216.82776 [M+H]+ C62H109N11O13H+ 1216.827909, 0.12 Leucinostatin (putativ)
T26Bl-110 1200.83271 [M+H]+ C62H109N11O12H+ 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 Übereinstimmung 

(Δm < 0.3 ppm) beim Abgleich der gemessenen und kalkulierten Massen der jeweiligen Ele-

mentarzusammensetzung. Trotz der geringen Signalintensität in den NMR-Spektren konnten 

für Leucinostatine charakteristische chemische Verschiebungen beobachtet werden. Dazu 

zählten zum Beispiel die Verschiebungen im 13C-NMR für die Ketogruppe in der Octylseiten-

kette (δC [ppm] = 210.1 (Leucinostatin A,B), 200.0 (Leucinostatin A2/B2)) und die zehn Car-

bonyl-Verschiebungen der Amidfunktionen (δC [ppm] = 165-175), sowie zwei Signale für sp2-

hybridisierte C-Atome, die der Doppelbindung am N-Terminus zugeordnet werden konnten 

δC [ppm] = 151.1, 120.3). Des Weiteren ließen sich die im 1H-NMR erwartbaren Kopplungs-

muster für die Amidprotonen der Leucinostatine detektieren. Demnach waren beispielsweise 

die drei Singuletts der α-Aminoisobuttersäure- und das Triplett der β-Alanin-Gruppe be-

obachtbar. Zudem war die Übereinstimmung des 13C-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 Signalintensitäten, zusätzliche Signalaufspaltung durch 

Konformere und Signalüberlagerung der Seitenkettenprotonen (Cβ-Protonen, Methylgruppen, 

etc.) erlaubten allerdings keine vollständige Zuordnung der chemischen Verschiebungen.  

Leucinostatine wurden bisher hauptsächlich nur in Paecilomyces lilacinus- Stämmen (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 zusätzliches Indiz für die Leu-

cinostatin-Identität der isolierten Verbindungen. Teilweise werden diese aufgrund ihrer anti-

mikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften zu den Mykotoxinen gezählt (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 

ungewöhnlichen Strukturelementen. Der C-Terminus ist im Falle von Leucinostatin A (Syn.: 

Leucinostatin I, Paecilotoxin, Antibiotic P168, Antibiotic 1907-II) 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 Aminosäuren L-

Leucin (L-Leu) sind ebenfalls die nichtkanonischen Aminosäuren α-Aminoisobuttersäure 

(AiB), 2-Amino-2-methylpropansäure ((α-Me)Ala)), β-L-Alanin (β-Ala), β-Hydroxy-L-leucin 

(HyLeu) und (4R)-4-Methyl-L-prolin (MePro), sowie die einzigartige Aminosäure 

(2S,4S)-2-Amino-6-hydroxy-4-methyl-8-oxodecansäure (AHMOD) vorhanden (Mori et al. 

1982, Isogai et al. 1984, Isogai et al. 1992).  

Einige Leucinostatine (z.B. Leucinostaine A2 und B2) sind bisher ausschließlich als gering 

abundante Verbindungen per MS-Untersuchungen identifiziert worden (Isogai et al. 1992). 

Ein weiteres, bisher nicht beschriebenes Leucinostatin, ließ sich mit der Verbindung 

T26Bl-109 und dessen gemessener monoisotopischer Masse (Tabelle 4.2.2.) postulieren. 

Das 1H-NMR zeigte die vier Signale für die olefinischen Protonen, welche für Leucinostatin 

A2 und B2 vorhanden waren. Weiterhin war ein ähnliches Signalmuster im Bereich der 

Amidprotonen präsent, was die Identität als Leucinostatin bekräftigte (Abbildung 4.2.5.).  

 

 
Abbildung 4.2.5.: Vergleich des 1H-NMR von T26Bl-109 (oben, putatives neues Leucinostatin) 
und T26Bl-106 (unten, Leucinostatin B2) im Bereich der amidischen und olefinischen Protonen  
 

Weitergehende Aussagen zur Unterscheidung bezüglich bekannter Derivate ließ sich auf-

grund der geringen isolierten Menge und der schlechten NMR-Spektrenqualität nicht vor-

nehmen. Die Probe enthielt zudem, feststellbar durch Begleit-Peaks in der LC-MS-Analytik, 
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die Leucinostatine A und B2, welche die benachbarten Substanz-Peaks während der präpa-

rativen Aufreinigung waren (Abbildung 4.2.6.). Die Reihenfolge der Peaks bei der Auftren-

nung über RP-HPLC entspricht den Literaturbeobachtungen bei Isogai et al. (1992).  
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Abbildung 4.2.6.: Chromatographisches Profil der Leucinostatinfraktion (eigene Darstellung). 
 

Eine erneute Kultivierung im größeren Maßstab unter Erweiterung der Kultivierungszeit, wel-

che die Idiophase bzw. die stationäre Wachstumsphase verlängern sollte, wurde durchge-

führt (Abbildung 4.4.3.). Ziel war es demnach die Menge der produzierten Leucinostatine zu 

erhöhen, um eine ausreichende Menge für weitere Analysen isolieren zu können. Die myko-

chemische Untersuchung des neuen Extraktes, bezogen auf die Isolierung von Leucinostat-

inderivaten, war allerdings nicht erfolgreich. Das gesuchte Leucinostatin mit der Ionen-

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 veränderten Kultivierungsbedingungen ge-

ringere Mengen an Leucinostatine produziert wurden oder die abgewandelte Aufreinigungs-

strategie, wie zum Beispiel die Flüssig-Flüssig-Extraktion als Vorbehandlung und die nötigen 

zusätzlichen Trennschritte, nicht zielführend waren. Eine weitere Erklärung für das veränder-

te Metabolitenprofil und die Metabolitenmenge könnte in einer Veränderung oder Beschädi-

gung des Stammes während 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 für die Spezies cha-

rakteristische rosa-lila Färbung des Oberflächenmycels offensichtlich. Eine weitere Charakte-

risierung des postulierten neuen Leucinostatins mit der Nominalmasse von 1215 Dalton, so-

wie die angestrebte, bisher nicht literaturbekannte vollständige 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.) ausgeführt, 

nur in den drei Pilzarten Purpureocillium lilacinum (ursprünglich: Paecilomyces lilacinus, 

Isogai et al. 1980, Mori et al. 1982 bzw. Penicillium lilacinus, Arai et al. 1973), Metarhizium 

marquandii (ursprünglich: 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 ursprünglich zusammen mit Leucinostatin A isoliert und für dieselbe 

Verbindung gehalten wurde (Mori et al. 1983, Fukushima et al. 1983a, Fukushima et al. 

1983b), als Hauptprodukte isoliert. Die Strukturaufklärung erfolgte einige Jahre später in kur-

zen Abständen, unabhängig in vier verschiedenen Arbeitsgruppen, jeweils aus unterschiedli-

chen P. lilacinus Stämmen (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 über MS/MS basierte Ver-

fahren detektiert und strukturell bestimmt (Isogai et al. 1992, Martinez & Moraes 2015). 

Demnach sind bisher etwa 33 natürliche Leucinostatinderivate beschrieben. Diese Derivate 

unterscheiden sich in der Regel nur in geringem Maße durch die vorhandene bzw. nicht vor-

handene Methylierung des Prolins und des N-Terminuses, sowie in stärkerem Maße an der 

zweiten Aminosäure durch die Länge der aliphatischen Kette und deren Sauerstofffunktiona-

lisierung. Die Konstitution ist bei einigen Derivaten zudem nicht abschließend geklärt (Marti-

nez & Moraes 2015). Die zuvor als einzigartiges Strukturelement angesehene Aminosäure 

AHMOD (Isogai et al. 1992) wurde später auch in anderen Peptiabiotika bzw. Lipoaminopep-

tiden, wie Helioferinen, Roseoferinen und Acremostatinen belegt (Degenkolben et al. 2003). 

Obwohl Syntheserouten für 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 erhältlich. 



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

100 

4.2.3.3. Biologische Aktivität der Leucinostatine 

Leucinostatine können zur Strukturklasse der Peptiabiotika, Lipoaminopeptide, bzw. Peptai-

boltyp-Peptide gezählt werden. Dies sind amphiphile Penta- bis Eikosapeptide, die überwie-

gend Aminosäuren mit unpolaren Seitenketten enthalten und einen hohen Anteil der Amino-

säure α-Aminoisobuttersäure (Aib), weitere ungewöhnliche Aminosäuren, 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 Aktivität von Peptaibolen liegt unter anderem in der Fähigkeit Kanäle bzw. Poren in 

biologische Membranen zu implementieren. Leucinostatin A wurde ebenfalls als Ionophor 

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 für ihre breite antibiotische Wirkung gegen Bakterien (z.B. MIC: ~ 5 µg/ml, Bacil-

lus subtilis), insbesondere gegen gram-positive Bakterien und Pilze (z.B. MIC: ~ 5-10 µg/ml, 

Candida albicans, MIC: 0.5-1 µg/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. IC50 = 2.3 nM, BT-20 Brustkrebszelllinie, Strobel et al. 1997) 

bekannt. Erstaunlicherweise wurde ebenfalls für Leucinostatin A eine spezifische antivirale 

Aktivität durch Blockade der Zelloberflächenexpression von viralen Glycoproteinen beim 

"Newcastle Disease"-Virus (Moroi et al. 1996) und die Störung 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 antiparasitäre Aktivität gegen Plasmodium-

(Otoguro et al. 2003) und Trypanosoma-Stämme (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-

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

 

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

PfINDO HEK239T 
Probenbezeichnung IC50  [nM] CC50 [µM] SI (CC50/IC50) [-]

T26Bl-106 17 > 674 > 400
T26Bl-107 + T26Bl-108 16 > 656 > 400

T26Bl-109 33 > 658 > 200
T26Bl-110 25 > 666 > 267  
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Ein Vergleich der zytotoxischen Wirkung gegen menschliche Embryonierenzellen (HEK - 

Human Embryonic Kidney) zeigte deutliche höhere halbmaximale inhibitorische Werte als 

gegenüber P. falciparum, was zu einer guten Selektivität führte. Die Leucinostatine zeigten 

sich bei der Behandlung von Malariainfektionen auch gegen Plasmodiumstämme wirksam, 

welche gegen den Standardwirkstoff Chloroquin resistent sind. Sie sind damit vermutlich die 

Extraktkomponenten, welche für die antitrypanosomale und antiplasmodiale Aktivität des 

Rohextraktes verantwortlich waren.  

Zusätzlich zu den bereits erläuterten 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 Aktivität mit der Produktion der Leuci-

nostatine in P. lilacinus Stämmen korreliert. Für einen anderen Biokontrollstamm (P. lilacinus 

P251) hingegen wurden keine detektierbaren Paecilotoxin- bzw. Leucinostatinkonzentratio-

nen gemessen (Khan et al. 2003). 

Um die zwar teilweise vorhandene Selektivität der Leucinostatine gegenüber verschiedenen 

pathogenen Mikroorganismen und Tumorzelllinien (Strobel et al. 1997) aber der dennoch 

nicht zu vernachlässigenden unspezifischen toxischen Wirkung der Leucinostatine Rech-

nung zu tragen, wurden unterschiedliche Formulierungskonzepte vorgeschlagen. Die akute 

Toxizität der Leucinostatine (z.B. LD50 = 0.8 mg/kg (i.V.), LD50 = 5.4 mg/kg (oral) für 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 Antikörperkonjugaten (Dosio et al. 

1994) und verbesserten Formulierungen über Liposome (Ricci et al. 2000) und Nanopartikel 

(Ricci et al. 2002, Ricci et al. 2004) zur Reduzierung der akuten Toxizität und Verbesserung 

der pharmakologischen Eigenschaften sind bekannt. Weiterhin wurde keine relevante Ge-

notoxizität festgestellt (Crebelli et al. 1988). 

In Anbetracht der breiten antibiotischen Aktivität liegt die biologische Funktion und der gene-

rierte Vorteil für den Endophyten Stamm T26B und dessen Wirtspflanze sicherlich in der 

Schwächung 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 Aktivität (Strobel & Hess 1997) bemerkenswert. Es lässt sich vermuten, dass 

die Glykosylierung ein Mechanismus ist, der Endophyt und Wirt vor den negativen Effekten 

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

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

Die Verbindung T26B2-203 wurde als farbloser Feststoff (m = 15.7 mg) nach präparativer 

RP-HPLC (tR = 83.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V̇ = 2 ml/min) aus Fraktion 10 

(m = 127 mg) gewonnen.  

Das 1H-NMR zeigte insgesamt acht klar getrennte Signalgruppen. Drei davon 

(δH [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 darüber hinaus keine Resonanzen im HMQC-Spektrum. 

Demzufolge waren diese Protonen über Heteroatome gebunden und ließen sich als Hydro-

xylprotonen identifizieren. Des Weiteren waren vier weitere Protonen (δH [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 = 2.0 Hz, 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 1H-NMR Signal ließ sich einer Methylgruppe (δH [ppm] = 2.70 (s, 3H, H-11) 

zuordnen, welche an ein olefinisches bzw. aromatisches System gebunden war.  

Im 13C-NMR waren insgesamt 14 Signale für Kohlenstoffatome ersichtlicht von denen, an-

hand ihrer chemischen Verschiebung, 13 sp2 hybridisiert waren. Zusätzlich wiesen fünf Koh-

lenstoffe eine Verschiebung von >150ppm auf, was, neben den bereits beschriebenen Alko-

holgruppen (δC [ppm] = 165.4 (C-9), 164.1 (C-7), 158.4 (C-3)), zwei weitere Kohlenstoffato-

me mit Bindung zu Heteroatomen (δC [ppm] = 164.7 (C-6), 152.6 (C-4a)), erwarten ließ. Die-

se chemischen Verschiebungen in Verbindung mit der starken Tieffeldverschiebung des 

Hydroxylprotons bei 11.77 ppm ließen 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 Überprüfung aller HMBC-Korrelationen 

(Abbildung 4.2.8b.) ermöglichte die Etablierung eines Benzo[c]isocumarin- (Ben-

zo[c]chromen-one), Dibenzo[b,d]pyranon- bzw. Phenanthrenderivates und die vollständige 
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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 (C14H10O5) des Strukturvorschlages bestätigt wer-

den. 

 

  
   a)       b) 
Abbildung 4.2.8.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von T26B2-203a in DMSO-D6 (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 hauptsächlich mit der Nahrungsmittelkontamination durch Alternaria-Arten assoziiert. 

Unter den Alternaria-Toxinen gehört es zu den am besten studierten Mykotoxinen. Zudem 

wird die Prävalenz der Kontamination aufgrund der weiten Verbreitung der Alternaria-Arten 

auf agrikulturellen Produkten im Vergleich zu anderen Mykotoxinen als hoch eingeschätzt. 

(Brzonkalik 2005, Escrivá et al. 2017). Kürzlich konnte eine Alternariol produzierende Po-

lyketidsynthase identifiziert werden (Saha et al. 2012). Der Metabolit weist im Gegensatz zu 

anderen verbreiteten Mykotoxinen (z.B. Aflatoxin LD50 ~ 7.2 mg/kg, Rattenmodel, Dhanase-

karan et al. 2011) eine vergleichsweise geringe akute Toxizität auf (LD50 > 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, Escrivá 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-Schädigung wird die Genotoxizität hauptsächlich durch die Inhibierung 

der Topoisomerase, welche in Doppel- und Einzelstrangbrüchen resultiert, assoziiert (Sol-

haug et al. 2016). Die Zytotoxizität gegenüber Krebszelllinien wurde unter andern von Pero 
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und Mitarbeitern (1973) gegen HeLa-(IC50 = 6 µg/ml) und von Tan et al. (2008) gegen KB-

Zelllinie (IC50 = 3.7 µg/ml) ermittelt. Aufgrund der bereits literaturbekannten Effekte und viel-

fältigen 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 

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

Die Verbindung T26B2-205 wurde als weißer Feststoff (m = 7.30 mg) nach RP-HPLC 

(tR = 43.5 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V̇ = 6 ml/min) aus der Hauptfraktion 15 

(m = 344 mg) isoliert.  

Im 1H-NMR ließen sich neun Signalgruppen beobachten. Darunter wurden zwei aliphatische 

Methylgruppen (δH [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 ließ sich durch das Kopp-

lungsmuster und dem Integralverhältnis als Ethylgruppe (H-9, H-10) interpretieren. Das 

HMQC-Experiment verdeutlichte zusätzlich das Vorhandensein von zwei weiteren diastere-

otopen Methylengruppen.  

 
Tabelle 4.2.4.: Zuordnung der 1H, 13C und HMBC-Signale von T26B2 in MeOH-D4. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)
1 - -  -O- -
2 - 171.3  O=C-O- -
3 - 137.8   =C-OH -
3a - 139.8   qC= -
4 3.21 (m) 28.8  -CH- 3, 3a, 5, 6, 7a, 8 
5 1.81-1.78 (m) 39.5   -CH2- 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   -CH2- 3a, 5, 6, 7a, 9
7a - 86.3  qC-O- -
8 1.34 (d, 7.5) 19.2  -CH3 3, 3a, 4, 5
9 2.25 (dq, 14.7, 7.3), 2.03 (dq, 14.7, 7.3) 33.7   -CH2- 3a, 7, 7a, 10
10 0.77 (t, 7.3) 7.9  -CH3 7a, 9

Position
T26B2-205 (MeOH-D4)

 δ 13C

 
 

Aus dem 13C-MNR ließen sich insgesamt elf Signale für Kohlenstoffatome ausmachen. Ne-

ben den sieben Kohlenstoffen, die bereits aus dem HMQC-Spektren offensichtlich waren, 

fielen vier quaternäre, tieffeldverschobene Signale (δC [ppm] = 171.3 (C-2), 139.8 (C-3a), 

137.8 (C-3), 86.3 (C-7a)) auf. Aufgrund der Verschiebungen ließ sich für ersteres eine Car-

bonylkohlenstoff in Esterfunktion und für letzteres eine Sauerstofffunktionalisierung vermu-

ten. Die anderen beiden Signale ließen C-Atome mit sp2-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 übereinstimmenden, intensi-

ven HMBC-Signale der Methylprotonen an Position C-8 und der Methylenprotonen an C-7 

jeweils zu δC = 139.8 ppm (C-3a) und δC = 39.5 ppm (C-5) ermöglichten die Etablierung 

eines Cyclohexanrings. Die Tieffeldverschiebung von C-6 bzw. H-6 ließ 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 ermöglichten die Positionie-

rung an den quaternären Kohlenstoff an C-7a. Das Proton H-4 zeigte durch sein HMBC-

Spektrum als einziges eine Resonanz zum quaternären Kohlenstoffe bei δC = 137.8 ppm (C-

3), sodass eine Doppelbindung zwischen C-3a und C-3 platziert wurde. Leider wurde das 

Signal mit der Verschiebung bei δC = 171.3 ppm nicht durch eine Korrelation im HMBC-

Spektrum abgedeckt.  

Weitere und bestätigende Informationen für den Strukturvorschlag wurden durch MS-

Untersuchungen erhalten. LR-MS mittels Nano-ESI ergab verschiedene Molekülionenadduk-

te (m/z = 447.1, [2M+Na]+, m/z = 246.9, [M-Cl]-), welche zunächst die Nominalmasse 

(M = 212 Da) lieferten. Die Überprüfung mittels HPLC-HR-ESI-TOF bestätigte die Nominal-

masse durch die Messung des Pseudomolekularions (m/z = 213.1101, [M+H]+, berechnet 

213.1121, Δm = 9.55 ppm), eines Fragmentions (m/z = 195.0996, [M-H2O+H]-) und zweier 

Natriumaddukte (m/z = 235.0921, [M+Na]+; m/z = 447.1964, [2M+Na]+) bei positiver Ionisie-

rung. Darüber hinaus erlaubte es die Ableitung der Elementarzusammensetzung (C11H16O4), 

in guter Übereinstimmung zu den Messwerten des Pseudomolekularions (C11H16O4H+, be-

rechnet 213.1121, Δm = 9.55 ppm). Die Bildung eines Fragmentions mit der formalen Entfer-

nung von H2O suggeriert zudem das Vorhandensein einer Hydroxyfunktion, welche trotz der 

relativ schonenden ESI-Ionisierung häufig 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 vollständigen Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.2.10a.). 
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  a)         b) 
Abbildung 4.2.10.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von T26B2-205 in MeOH-D4 (eigene Darstellung). 
 

Die geringe chemische Verschiebung von C-3 (δC = 137.8 ppm) im Vergleich zu anderen 

sp2-hybridisierten und hydroxylierten Kohlenstoffatomen, die normalerweise eine Verschie-

bung δC > 150 ppm erwarten ließe, könnte durch den schirmenden Effekt der Carbonylgrup-

pe in α-Position erklärt werden. Diese chemische Verschiebung, wie auch die Übereinstim-

mung der chemischen Verschiebungen an anderen Positionen (Tabelle 4.2.5.), wurden aller-

dings auch für 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 13C NMR Daten von T26B2-205 und 3-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-
5,6,7,7a-tetrahydrobenzofuran-2(4H)-on. 

T26B2-205 (MeOH-D4) Referenz: Kamat et al . 2007 (CDCl3)

1 - -
2 171.3 170.1
3 137.8 133.9
3a 139.8 141.3
4 28.8 35.8
5 39.5 39.0
6 68.0 19.9
7 45.4 41.6
7a 86.3 85.1

 δ 13C
Position

 
 

Bestehende Unterschiede in der chemischen Verschiebung des 13C-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 Lösemittel (MeOH-D4 vs. CDCl3) erklärbar. 

Bezüglich 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 für ein, wenn auch mit geringer Intensität, 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 Klärung 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 Eliptizität (gemessen: ([ϴ]227 = -2690, 

MeOH; [ϴ]224 = -494, ACN; Literatur: [ϴ]219 = -53089, MeOH (Uchida & Kuriyama 1976), 

[ϴ]218 = -67609 MeOH Chin et al. 2008) bei etwa 225 nm auf (Abbildung 4.2.11.). Uchida & 

Kuriyama (1976) berichteten, dass die Chiralität des γ-Kohlenstoffes (hier C-7a) in α,β-

ungesättigten Lactonen (Butenolide (γ-Lacton)) der bestimmende Faktor für das Vorzeichen 

des π-π*-Übergangs in CD-Spektren ist. Die Stereochemie und das Vorzeichen (negativ) 

von π-π* von (-)-Loliolid ist bekannt. Demnach kann auch die Konfiguration für die Butenolid 

Verbindung T26B2-205 an C-7a abgleitet werden. In Anlehnung der Stereoinformation aus 

dem NOESY-Spektrum ergibt sich die absolute Konfiguration. 
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Abbildung 4.2.11.: CD-Spektrum von Lilacinolid A (T26B2-205) in MeOH und ACN bei c = 1 mM 
(eigene Darstellung). 
 

Die dargelegten experimentellen Daten sprechen demnach für die Identität 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 über 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 Ascorbinsäure oder der Aromastoff Sotolon, welcher 

als geruchsbestimmende Komponente vor allem in Liebstöckel (Levisticum officinale), 
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Bockshornklee (Trigonella foenum-graecum), Curry und Ahornsirup vorhanden ist (Podebrad 

et al. 1999). 

Für 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 β-Jonon (β-Ionon) mit KMnO4 hergestellt und spektroskopisch 

untersucht wurde, liegen wenige Bioaktivitätsdaten vor. In vitro-Tests gegenüber 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-

übt. Die Inhibierung des bakteriellen Wachstums durch das Quorum-Sensing-System (Quo-

rum-Quenching) wird als interessanter Ansatzpunkt bei der Bekämpfung von Infektionen in 

Medizin, Aquakulturen, Agrikulturen und zur Kontrolle von ungewünschten Biofilmen gese-

hen (Galloway et al. 2012, Grandclément et al. 2016).  

 

   
       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, c) N-Acetylhomoserinlacton (R = C4-C14-
Kette, Substitution an Position 3 der Kette möglich) (eigene Darstellung). 
 

Ein weiteres strukturell sehr ähnliches Molekül ist das Terpen Loliolid (Abbildung 4.2.12b.). 

Dieses hat breite, weltweite, hauptsächlich in verschiedenen Bäumen (z.B. Alchornea glan-

dulosa (Conegro et al. 2003), Rollinia emarginata (Colom et al. 2007), Juglans regio 

(Schwindl et al. 2019)), Sträuchern (z.B. Penstemon campanulatus, (z.B. Zajdel et al. 2012)) 

Gräsern (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 gegenüber Rotalgen wurde wei-

terhin keine breite antibiotische Wirkung des Loliolids berichtet. Die ermittelten antibakteriel-

len und antimykotischen Effekte gegenüber einzelnen Zellen können 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 für 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 Moleküls wird in der Induzierung der Pflanzenabwehr 

gegenüber Insektenherbivoren, ohne direkt toxisch für diese zu sein, festgestellt (Murata et 

al. 2019). Andere Autoren beschreiben zusätzlich potenziell nützliche humanmedizinische 

Effekte, die eine Anwendung in dermalen Applikationen nahelegen (Park et al. 2019). Diese 

reichen zum Beispiel von schwacher zytotoxischer Wirkung gegen Krebszellen 

(IC50 = 141 µM, Caco-2-Zelllinie, Machado et al. 2012) über 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 natürlichen Quellen verfügbar, auch wenn diese in 

weniger Literaturstellen beschrieben wurden (z.B. Colom et al. 2007, Ren et al. 2013, Chen 

et al. 2019). 

Die Übertragung der beschriebenen Bioaktivitäten 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 Ähnlichkeit ein vergleichba-

res Aktivitätsspektrum denkbar. Weitere Untersuchungen insbesondere zur Phytotoxizität 

und der Auswirkung auf die bakterielle Kommunikation zur Klärung der biologischen Rele-

vanz wären für zukünftige Studien von Interesse.  
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4.2.3.6. Weitere aus Stamm T26B isolierte Verbindungen 

Während der mykochemischen Untersuchung des Endophytenstammes T26B wurden neben 

den bereits beschriebenen Verbindungen weitere Metaboliten isoliert, welche generell weit 

verbreitet sind bzw. sehr häufig aus Pilzen gewonnen werden können (Abbildung 4.2.13.). Zu 

diesen gehören die Fettsäure Hexadecansäure (Palmitinsäure) (T26Bl-14, m = 46.4 mg), 

sowie das Lipid 1-Linolyglycerol (T26B2-211, m = 27.3 mg) und das Sterol Ergosterolperoxid 

(T26Bl-20, m = 12.0 mg). Die Verbindungen wurden nicht eingehender charakterisiert, da sie 

nicht spezifisch für P. lilacinum-Stämme sind, jedoch der Vollständigkeit wegen dargestellt. 

Ihre NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen-Daten sind aber in Überein-

stimmung mit der Literatur (Kim et al. 1997, De Queiroz et al. 2001). Interessanterweise wur-

de bereits in den 1960er Jahren die Vermutung geäußert, 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. Später 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 gesundheitsfördernden Komponenten in Medizinalpilzen gilt 

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

 

 
      a) 

 
   b) 

 
   c) 
Abbildung 4.2.13.: Struktur von den häufig isolierten Verbindungen: a) 1-Linolyglycerol, b) He-
xadecansäure, 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. Zusätzlich wurde ein putativ neues Leucinostatinderi-

vat identifiziert. Trotz Maßstabsvergrößerung der Kultivierung und erneuter Bearbeitung des 

Extrakts konnte nicht genug Material für eine genauere Charakterisierung erhalten werden. 

Des Weiteren wurden die bekannten Peptibiotika Leucinostatin A, B, A2 und B2, die Fettsäu-

re Palmitinsäure, das Lipid 1-Linolyglycerol und das Sterol Ergosterolperoxid, sowie das My-

kotoxin Alternariol isoliert. Die zu den antiplasmodialen und antitrypanosomalen Effekten 

gehörigen Verbindungen, welche die beobachtete Aktivität des Rohextraktes erklären, konn-

ten mit den Leucinostatinen gefunden werden.  

Die Eignung des Rohextraktes von T26B als einfache Formulierung zur Behandlung parasi-

tärer Erkrankungen, wie Malaria, Leishmaniasis, oder der Chagaskrankheit, in Ländern mit 

vorwiegendem Zugang zur „traditionellen Medizin“ ist nur bedingt gegeben. Die antiparasitä-

ren Komponenten konnten zwar identifiziert werden, allerdings weisen diese unter anderem 

auch ein sehr breites zellschädigendes Aktivitätsspektrum auf. Die in vitro bestimmte, hohe 

Selektivität der isolierten Leucinostatinen (Tabelle 4.2.3.) gegenüber P. falciparum Zellen im 

Vergleich zur humanen Nierenzellenlinie HEK deutet daraufhin hin, dass diese Wirkung am 

Parasiten zeigen, ohne vorher Wirtszellen zu schädigen, und somit prinzipiell medizinisch 

nutzbar sind. Dennoch sind nach bisherigen Erkenntnissen keine in vivo Studien an Men-

schen verfügbar, die über eine Verträglichkeit oder schädigende Effekte von Leucinostatinen 

Aufschluss geben können. Tierstudien in Mäusen 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 wären weitere Studien zu Kultivierungsbedingungen nötig, welche die 

Produktion von Leucinostatinen maximieren und die anderer Mykotoxine minimieren. Ein 

Patent beschäftigt sich zum Beispiel bereits mit einer Optimierung der Leucinostinostatin A 

Bildung durch Veränderung der Mediumzusammensetzung (Yang et al. 2017). Neben der 

Kommerzialisierung (Wang et al. 2016) und dem stärker werdenden Interesse an neuen 

Purpureocillium lilacinum bzw. Paecilomyces lilacinus Stämmen (z.B. Lan et al. 2017, 

Nguyen et al. 2017) zur Nutzung als Biokontrollstamm gegen pathogene Nematoden und 

Pilze ist gleichzeitig verstärkt 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 Infektionsfälle hauptsächlich bei immundefizienten Patienten und Patientinnen berichtet 

worden sind, werden P. lilacinum Stämme 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 höhere 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 α-Pyrone (Paecilopyrone A und B), sowie zwei neue Cyclo-

hexenonderivate (Phomaligol B und C).  

 

 

a)     b)      c) 

 
   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 ungeklärter 

bzw. divergierender Verwandtschaftsverhältnisse (Luangsa-Ard et al. 2004, Luangsa-Ard et 

al. 2011) nicht in die Ausführungen 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 Stämmen behandeln isolierte Verbindungen aus Purpureocillium Ar-

ten. Madariaga-Mazón 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 antiparasitärer Wirkung (z.B. IC50 = 0.87 µM, Leishmania donovani) 

und weitere bekannte Verbindungen, darunter die Anthrachinonderivate Emodin, 

Chrysophanol, und Aloe-Emodin, ebenfalls die Fettsäure Palmitinsäure 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 antiparasitäre Verbindung be-

stimmt. Diese Beobachtung bestätigt die Erfahrung von Li et al. (1996), dass aus den vielen 

Stämmen eines Morpho- oder Genotyps oftmals nur wenige Stämme eine bestimmte Ver-

bindungsklasse mit entsprechenden biologischen Eigenschaften überhaupt bzw. in ausrei-

chender Menge bilden. Zudem zeigt sich, dass die Applikation von Extrakten als einfache 

Formulierung durch mögliche synergistische Effekte verschiedener Verbindungsklassen ge-

genüber der aufwendigen Isolierung und Applikation von definierten Einzelsubstanzen wei-

terhin interessant erscheint. Die genaue Definition von Kultivierungsbedingungen, die Be-

stimmung der Stammidentität, sowie die Überprüfung der quantitativen und qualitativen Ex-

traktzusammensetzung, wie sich an der problematischen Bildung von ungewünschten My-

kotoxinen zeigt, sind dennoch unerlässlich. 
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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-H2O Flüssig-Flüssig-Extraktion (EtOAc-Fraktion unten links, 
H2O-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 für Nukleotidsequenzen lieferte nahezu ausschließlich Einträge (98 von 100 

Einträgen) mit hoher Sequenzübereinstimmung (98.7-99.5%) zu Pilzendophyten, die aller-

dings nicht näher klassifiziert waren. Weitere Einträge 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 Sequenzübereinstimmung (~ 88%). Diese 

wurden daher für eingehendere Betrachtungen nicht weiter herangezogen. Überprüfungen 

der Sequenz in „BOLDSystems“ (Ratnasingham et al. 2007) und im „RDP-classifier“ unter-

strichen ebenfalls die Einordnung als Xylaria cubensis mit guter Sequenzübereinstimmung 

(jeweils 97-98%). Zur Absicherung wurden weiterhin phylogenetische Analysen durchgeführt 

(Abbildung 4.3.2.). Der phylogenetische Baum bestätigte die Clusterung innerhalb der Xyla-

ria sp. und erlaubte darüber hinaus eine genaure Klassifizierung als Xylaria cubensis Stamm. 

Die Auswahl des Stammes erfolgte primär anhand der bemerkenswerten Zytotoxizität gegen 

die Zervix-Karzinom-Zelllinie KB-3-1 (IC50 = 5.1 µg/ml), die sich im Rohextrakt nach der 

Maßstabsvergrößerung noch ausgeprägter (IC50 = 1.4 µg/ml) zeigte. 

Die Stammeinordnung anhand der Sequenzübereinstimmung, die wegen Problemen bei der 

Amplifizierung der ITS-Sequenz aus genomischer DNA erst während der Extraktbearbeitung 

vorgenommen werden konnte, zeigt über die Sequenzabweichung (2%) dennoch genug 

Diversität zu bereits beschriebenen Xylaria cubensis-Stämmen, sodass die Isolierung neuer 

Metaboliten für möglich eingeschätzt wurde. Zudem sind Xylaria-Stämme bzw. die Stämme 

aus der Ordnung Xylariales allgemein bekannt für bioaktive Metaboliten (Helaly et al. 2018). 

Das als Xylaria cubensis identifizierte Isolat TS7 wurde demnach für die mykochemische 

Untersuchung und Kultivierung in größerem Maßstab ausgewählt.  
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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 Aspergil-
lus nidulans als Outgroup (eigene Darstellung). 
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4.3.2. Extraktbearbeitung 

Das getrocknete Essigsäureethylester-Rohextrakt (m = 17.4 g), gewonnen nach SSF 

(2 x 28 d, T = 25 °C,m = 1.2 kg Reissubstrat), wurde einer zweistufigen Flüssig-Flüssig-

Extraktion (1. 2x H2O/EtOAc 1:1,% v/v; 2. 2x MeOH-H2O (95/5, % v/v)/Hexan, 1:1, % v/v) 

unterzogen. Als Ergebnis wurden drei Unterextrakte, welche sich grob in eine polare 

(TS7-F3, H2O-Phase), eine unpolaren (TS7-F1, n-Hexan-Phase) und semipolare Fraktion 

(EtOAc- bzw. MeOH-Phase) unterteilen ließ, erhalten. Die Überprüfung der biologischen Ak-

tivität zeigte, dass die zytotoxisch aktiven Wirkstoffe hauptsächlich in der Fraktion mit den 

EtOAc- bzw. MeOH-löslichen Substanzen konzentriert waren. Die Fraktion F2 wurde folglich 

für eine detailliertere Untersuchung und Substanztrennung ausgewählt. Initiale Trennung 

(NP-LC) an einer Kieselgelsäule (Säule: mSilica = 250 g, Ø = 5 cm, h = 20 cm) über Gradien-

tenfahrweise beginnend mit Petrolether über PE/EtOAc-Mischungen gefolgt von E-

tOAc/MeOH-Gradienten und abschließendem Spülen (75/20/5, MeOH/H2O/AcOH, % v/v/v) 

ergab 23 per DC unterscheidbare Fraktionen (Abbildung 4.3.3.). Der bioaktivitätsgeführten 

Isolierungsstrategie folgend wurden die um Fraktion 12 liegenden Fraktionen als die zytoto-

xisch auffälligsten Fraktionen registriert. Fraktion 12 (m = 88.6 mg) selbst zeigte dabei deut-

lich geringere halbmaximale Effektkonzentration (IC50 = 75 ng/ml) als das Rohextrakt und die 

angrenzenden Fraktionen (IC50 > 0.8 µg/ml). Sie wurde mittels RP-HPLC in Gradientenfahr-

weise weiterbearbeitet und abschließend durch zuvor über analytische RP-HPLC festgeleg-

te, isokratische Laufmittelzusammensetzung präparativ getrennt. Dieses Vorgehen lieferte 

Griseofulvin (TS7-207, m = 9.98 mg) und Cytochalasin C (TS7-218, m < 2.00 mg). Dieselbe 

Trennstrategie wurde für Fraktion 14 (m = 141 mg), welche zuvor allerdings noch über 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 mg) nach Größenausschlusschromatographie über 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 präparativen 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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Abbildung 4.3.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema für 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) 
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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 

präparativer RP-HPLC (tR = 46.5 min, Standardmethode 1, V̇ = 10ml/min) aus Hauptfraktion 

vier (m = 34.7 mg) isoliert. ESI-MS-Analysen resultierten in der Bestimmung des Pseudomo-

lekularions (m/z = 234.8, [M-H]-) bei negativer Ionisierung. Das 1H-NMR offenbarte insge-

samt acht Signalgruppen. Von diesen ließen sich, anhand der Verschiebungen und Sig-

nalaufspaltung, zwei als ortho-koppelnde aromatische Protonen (δH [ppm] = 8.13 (d, 

J = 9.0 Hz), 1H, H-6), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-7)), zwei Methylgruppen (δH [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 (δH [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 (δH [ppm] = 4.67 

(dqd, 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 erwähnten Methylgruppe ein zusammenhängen-

des, koppelndes Spinsystem darstellen. HMQC-Signale (1JC,H)  erlaubten die Zuordnung der 

angrenzenden Kohlenstoffatome und offenbarten, dass die Protonen mit der Verschiebung 

bei δH = 3.89 pmm bzw. δH = 3.05 ppm zu einer diastereotopen Methylengruppe gehörten. 

Zudem bestätigten sie die Bindung des stark entschirmten Wasserstoffatoms 

(δH = 11.83 ppm) an ein Heteroatom. Das 13C-NMR in Kombination mit dem DEPT135-

Experiment erlaubte die Bestimmung von zwölf Kohlenstoffatomen insgesamt, von denen 

sechs quaternäre Kohlenstoffatome waren. Durch die chemische Verschiebung von diesen 

ließen sich wiederum zwei Carbonylgruppen einer Esterfunktion (δC [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 ließ sich die Position der 

bereits identifizierten Strukturelemente eindeutig festlegen. Die Entschirmung des Protons 
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(δH = 11.83 ppm) durch Wasserbrücken zur Carbonylgruppe in peri-Stellung ließ zunächst 

ein 8-Hydroxynapthalin-1-on bzw. Isochroman-1-on als Grundgerüst formulieren. Durch nur 

eine vorhandene Korrelation der Methylgruppe (C-11) zu δC = 166.3 ppm ließ sich diese 

einer Methylesterfunktion zuordnen. Die fehlende 3JC,H-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 gegenüber der Formulierung einer freien Carbonsäure und ei-

nes 2-Hydroxypropylsubstituenen ließ sich anhand der oben beschriebenen Molekülmasse 

und der dazu passenden Summeformel (C12H12O5) belegen. Die Schlüsselkorrelation aus 

dem HMBC-Spektrum (Abbildung 4.3.5b.) unterlegten den Strukturvorschlag und ermöglich-

ten die komplette Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.3.5a.). 
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Abbildung 4.3.5.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen 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 

Übereinstimmung 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 gehört, be-

richtet. Seitdem, wenn auch nicht häufig, wurde der Metabolit hauptsächlich 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 Stämmen (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 ungewöhnlicher-

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 sämtliche Produktionsstämme als Endophyten isoliert wurden. Da aus den genannten 

Quellen, insbesondere der Xylaria sp. (Ordnung: Xylariales) bisher ausschließlich das Enan-

tiomer mit negativem Drehwert (R-Konfiguration) berichtet wurde, wird diese Konfiguration 

ebenfalls für 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 Stämmen (siehe Biscogniauxia Stamm, SG25 Kapitel 4.6.3.1.) gewonnen. 

Über die Performance in Bioaktivitätstests ist wenig berichtet. Sumarah und Mitarbeiter 

(2008) beschrieben eine insektizidale Wirkung des Xylaria sp. Extrakts gegenüber Choris-

toneura fumiferana-Larven, einem Schädling der Wirtspflanze des Endophyts, wobei die iso-

lierten Komponenten leider nicht separat getestet wurden. Die Verbindung zeigte sich wei-

terhin unauffällig in Zytotoxizitätsassays (KB-Zelllinie bis 50 µg/ml), antibakteriellen Tests 

(Staphylococcus aureus (MRSA), bis 200 µg/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 für Carboxymethylmellin ebenfalls antimy-

kotische Wirkung. Diese wurde allerdings gegenüber den Testorganismen (Saccharomyces 

cerevisiae) nicht genauer quantifiziert. Aus den genannten Effekten lässt 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) 

 
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, V̇ = 3 ml; 2. tR = 45.0 min, 90/10, % v/v, Eluent A/B isokratisch, V̇ = 3 ml) gewonnen.  

Das Isolat wies ein ähnliches Signalmuster, wie die zuvor beschriebene Verbindung TS7-202 

(Kapitel 4.3.3.1.), im 1H-NMR auf. Demnach waren unter anderem ein auffälliges, tieffeldver-

schobenes Proton (δH [ppm] = 11.98 (s, 1H, 8-OH)), eine Methoxygruppe (δH [ppm] = 3.95 

(s, 3H, H-11), zwei ortho-koppelnde Protonen im aromatischen Verschiebungsbereich 

(δH [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 (δH [ppm] = 1.36 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-9)) vor-

handen. Das 13C- und HMQC-Spektrum verdeutlichte jedoch das Fehlen einer diastereoto-

pen Methyleneinheit und zeigte stattdessen ein Oxymethin (δH [ppm] = 5.10 (d, J = 1.5 Hz, 

1H, H-4), δC [ppm] = 65.3 (C-4)). Aus den COSY- und HMBC-Korrelationen (Abbildung 

4.3.7.) ließ 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 kürzlich 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 Übereinstimmung zu den eige-

nen NMR-Daten (Tabelle 4.3.1.). 
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a)             b) 
Abbildung 4.3.7.: Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und HMBC- 
(→) Schlüsselkorrelationen von TS7-230-1 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
 

Nach der Karplus-Beziehung sind Kopplungskonstanten zwischen vicinalen-Protonen in Ab-

hängigkeit zum Bindungswinkel (Dieder-Winkel) in bestimmten Wertebereichen vorzufinden. 

Sie können 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 ähnlich und ließen daher keine Aussage zum Bindungswinkels bzw. der Konfi-

guration zu. Ein Vergleich der spezifischen Drehwerte von TS7-230-1 (αD
30 = +107, c = 0.1, 

CDCl3) zur den Referenz Verbindungen Akolitserin (αD
23 = +126, c = 0.05, CDCl3) bzw. 

Xylarellein (αD
25 = -58, c = 0.04, CDCl3) 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. 

 δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C
1 - 168.0 - 167.9 - 168.0
2 - - - - - -
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
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
8 - 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) 17.1
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 -

Fan et al . 2014 Rukachaisirikul et al. 2013 
TS7-230-1 (CDCl3) Akolitserin (3R ,4S )(CDCl3)Position 

Xylarellein (3R ,4R )(Aceton-D6)
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4.3.3.3. (+)-Griseofulvin (TS7-207) 

 
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 präparativer RP-HPLC (1. tR = 42.0 min, Standardmethode 1, 

V̇ = 10 ml/min; 2. tR = 25.5 min, 75/25 % v/v, Eluent A/B isokratisch, V̇ = 4 ml/min) aus der 

zytotoxisch aktivsten Hauptfraktion 12 (IC50 = 75 ng/ml, m = 88.6 mg) isoliert. Spektroskopi-

sche Untersuchungen lieferten für das 1H-NMR zwei Signale im aromatischen bzw. olefini-

schen Protonenbereich (δH [ppm] = 6.13 (s, 1H, H-5), 5.58 (s, 1H, H-9) und drei Resonan-

zen, die oxygenierte Methylgruppen erwarten ließen (δH [ppm] = 4.03 (s, 3H, H-8), 3.98 (s, 

3H, H-9), 3.63 (s, 3H, H-7`)), sowie eine aliphatische Methylgruppe (δH [ppm] = 0.96 (s, 3H, 

H-8`)) und ein drei-Protonen Spinsystem (δH [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 ließen sich zwei 

Protonen des Spinsystems einer diastereotopen Methylengruppe (δC [ppm] = 40.0 (C-5`)) 

zuordnen. Im 13C-NMR wurden Resonanzen für insgesamt 17 Kohlenstoffatome beobachtet. 

Besonders auffällig waren die stark entschirmten Carbonylkohlenstoffe (δC [ppm] = 198.0 (C-

4`); 192.5 (C-3)) über 190 ppm, sowie die hochfeldverschobenen sp2-hybridisierten Kohlen-

stoffe, die auf Sauerstofffunktionen in α- bzw. ortho-Position hinwiesen. Ebenfalls auffällig 

waren die Signalmuster der Isotopenpeaks in der massenspektrometrischen Analyse. Die 

Isotopenverteilung mit einem intensiv präsenten [M+2]-Isotop ließ auf eine Monochlorierung 

der Verbindung schließen. Die HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.3.9b.) ermöglichten die 

Etablierung eines Strukturvorschlages. Entscheidend für die Generierung der Benzofuranon-

Substruktur waren die schwach intensiven 4JC,H-Korrelationen zur Carbonylgruppe (C-3) und 

zu C-7a (δC = 169.7 ppm), welche die Anküpfungspunkte zum Furanonteil festlegten. Die 

ebenfalls schwachen 4JC,H Kopplung der Methoxygruppen an C-4 (δC = 164.8 ppm) und C-6 

(δC = 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 (δC[ppm] = 89.6 (C-5)) unterlegt (vgl. δC = 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 maßgeblich durch HMBC-Signale des 

stark aufgespaltenen Protonensignals (H-5`) zum Carbonyl an C-3, welches zudem die Ver-

bindung der beiden Substrukturen ermöglichte, sowie durch dessen Kreuzsignale im COSY, 

etabliert. Des Weiteren waren die HMBC-Signale des olefinischen Protons an C-3` (δC = 

104.9) für die Etablierung des Cyclohexenon Ringes wichtig. Die Identität 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 (C17H17ClO6) be-

stätigte, bewiesen. Die starke Entschirmung des Kohlenstoffatoms mit der Methoxygruppe 

an C-7` (δC = 171.5 ppm) lässt sich durch die beiden Carbonyle in β-Position erklären. Die 

chemischen Verschiebungen wurden in Abbildung 4.3.9a. vollständig zugeordnet.  

 

 
       a) 

 
       b) 
Abbildung 4.3.9.: a) Chemische Verschiebung von 1H-und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von TS7-207 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
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Die Überprüfung des Drehwertes ([α]D22 = +235, c = 0.499, CHCl3), welcher allerdings auffäl-

lige Abweichung zu den Literaturwerten ([α]D17 = +370, CHCl3 (Milne 2000)) zeigte, ließ ver-

muten, dass es sich um die literaturbekannte Verbindung (+)-Griseofulvin handelt. Gründe 

für die Unterschiede der gemessenen Drehwerte zu den Literaturdaten könnten in abwei-

chenden Messbedingungen (z.B. Temperatur) oder in der Präsenz des Enantiomers liegen. 

Zur Überprüfung 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 - weiß, O - rot, Cl - grün) (eigene 
Darstellung).  
 

Trotz der Abweichung zu den in der Literatur verfügbaren 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 für 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 lässt den Schluss zu, dass die Griseofulvin-Biosynthesefähigkeit we-
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nigstens 13 Mal in separaten evolutionären 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 Stämmen handelt es sich ebenfalls um endophytische Pilze (z.B. Xue et al. 

2006, Rukachaisirikul et al. 2013, Ali et al. 2017). 

Hauptsächlich ist Griseofulvin durch seine fungizide Wirkung als eines der ersten antimykoti-

schen Naturstoffen aus filamentösen 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 mögliche Anwen-

dungen generieren Berichte über antimitotische und antivirale Eigenschaften. Obwohl der 

antiproliferative Effekt nicht stark ausgeprägt ist und erst bei hohen mikromolaren-Dosen 

auftritt, wurde die Inhibierung der Tubulinpolymerisation und die Störung 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) lässt sich die Wirkung 

allerdings potenzieren, was den Einsatz als Supplement in der Antitumortherapie wiederum 

interessant erscheinen lässt (Panda et al. 2005). Der synergistische Effekt zusammen mit 

anderen antimitotischen Verbindungen (siehe Kapitel 4.3.1.) erklärt somit eventuell die be-

reits im Rohextrakt festgestellte hohe zytotoxische Aktivität gegen die KB-3-1 Zelllinie 

(IC50 = 5.1 µg/ml). Der IC50-Wert von isoliertem Grisoefulvin (IC50 = 14 µM) wurde gegenüber 

der KB-3-1 Zelliline bestimmt und ist damit in Übereinstimmung zu den Literaturwerten (z.B. 

HeLa-Zelllinie, IC50 = 20 µM, Bladt et al. 2013). 

Griseofulvin ist gutes Beispiel für die Produktion bioaktiver Metaboliten durch Endophyten. 

Da die Isolierung des Metaboliten sehr oft von verschiedensten Taxa berichtet wurde, wäre 

die Entwicklung einer Dereplikationstrategie zur Verhinderung der Reisolierung innerhalb 

mykochemischer Untersuchungen wünschenswert. 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 wäre demnach weiterhin relevant.  



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

129 

4.3.3.4. Cytochalasin C (TS7-218) 
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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 < 2.56 mg) aus der potentesten Fraktion des Zytotoxizitätstest (Hauptfraktion 12, 

m = 88.6 mg, IC50 = 75 ng/ml) nach zweifacher RP-HPLC (1. tR = 47.5 min, Standardmetho-

de 1, V̇ = 10 ml/min; 2. tR = 30.5 min, 30/70, % v/v, Eluent A/B, isokratisch, V̇ = 4 ml/min) 

gewonnen. 

Das 1H-NMR zeigte komplexe Signalmuster mit vielen Signalgruppen (n = 22). Unter ande-

rem ließen sich fünf Protonen im aromatischen Bereich ausmachen, welche teilweise vom 

Lösemittelsignal (CDCl3) überdeckt waren. Die Signalaufspaltung von diesen führte zur Er-

scheinung eines Tripletts (δH [ppm] = 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-3` und H-5`)), eines weiteren 

Tripletts (δH [ppm] = 7.23 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-4`)) und eines Dubletts (δH [ppm] = 7.17 (d, 

J = 7.0 Hz, 2H, H-2` und H-6`)). Die Kopplungsmuster und relativen Integralverhältnisse wie-

sen folglich auf eine Phenylgruppe hin. Zusätzlich waren fünf Methylgruppen 

(δH [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 (δH [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 (δH [ppm] = 5.90, (d, 

J = 2.7 Hz, 1H, H-21),5.56 (s breit, 1H, NH)) konnten im HMQC-Spektrum durch die chemi-

sche Verschiebung des Kohlenstoffatoms (δC [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 (δH [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 (δH [ppm] = 2.96 (m, 2H, H-10 

und H-10`), 2.53 (m, 1H, H-15), 2.02 (m, 1H, H-15`)) zuordnen ließen. Das 13C-NMR zeigt 28 

Signale, wobei zwei Signale (δC [ppm] = 129.2 (C-2` und C-6`); 127.0 (C-3`und C-5`)) etwa 

die doppelte Signalintensität aufwiesen (Symmetrieeigenschaft der Phenylgruppe). Damit 

ergaben sich für das Molekül insgesamt 30 Kohlenstoffatome. Auffällig waren die chemi-

schen Verschiebungen im Tieffeld, welche als Carbonylgruppen, davon eine als Keto- 

(δC [ppm] = 210.1 (C-17)) und zwei als Ester- (δC [ppm] = 170.1 (C-24)) bzw. Amidfunktion 

(δC [ppm] = 174.5 (C-1)) vorliegend, zu identifizieren waren. Die geradzahligen Nominal-

massen der Ionenaddukte 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 ließ sich die Elementarzusam-

mensetzung (C30H37NO6) ableiten. Ein intensiver Abgleich der vielfachen HMBC- und COSY-

Korrelationen als nahezu ein großes Spinsystem (Abbildung 4.3.12b.) führte zur kompletten 

Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.3.12a.). Kritisch für Strukturerstel-

lung waren die HMBC-Korrelationen der beiden Protonen bei δC = 2.47 ppm (H-4) und δC = 

2.43 ppm (H-8) zum Amidcarbonyl, da diese die Etablierung des zentralen Perhydroisoindo-

lon-Gerüsts ermöglichten. Des Weiteren waren die übereinstimmenden Signale der Protonen 

H-4, H-8 und H-21 im HMBC, insbesondere die Korrelationen zum zentral verbrückenden 

quaternären Kohlenstoff bei δC = 52.6 (C-9), für die Erstellung des Grundgerüstes wichtig. 

Diese ermöglichte die Positionierung eines elfgliedrigen Makrozyklusses an das zentrale 

Perhydroisoindolon-Gerüst.  

Die Verbindung mit den dargelegten Strukturelementen (Perhydroisoindolon-Grundgerüst, 

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 Moleküle der Verbindungsklasse der Cytochalasine isoliert wur-

den, werden nachfolgend in Kapitel 4.3.3.6 diskutiert.  
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    a) 

 
    b) 
Abbildung 4.3.12.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von TS7-218 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
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4.3.3.5. Cytochalasin D (TS7-232-2) 

 
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 mgIC50 = 3.2µg/ml) nach SEC (60/40, 

% v/v, DCM/MeOH) mit Sephadex LH-20 gewonnen. Die Verbindung wurde danach teilweise 

noch weiter über RP-HPLC (tR = 40.0min, 75/25, % v/v, Eluent A/B isokratisch, V̇ = 3 ml/min) 

gereinigt. Aufgrund der begrenzten Löslichkeit (~ 15 mg/ml in ACN), des komplexen Eluti-

onsverhaltens ("Peakfronting") in den RP-HPLC Trennläufen und der bereits für 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 Trennläufen wurde aufgrund der besseren Qualität der Messdaten zur Strukturaufklä-

rung genutzt.  

Die Substanz zeigte deutliche Ähnlichkeit bei der Signalverteilung im 1H-NMR und 13C-NMR 

zu TS7-218 (Cytochalasin C). Im Unterschied war allerdings die Abwesenheit einer Methyl-

gruppe bei gleichzeitigem Vorhandensein zweier zusätzlicher Protonen im olefinischen Ver-

schiebungsbereich (δH [ppm] = 5.30 (s breit, 1H, H-12), 5.09 (s breit, 1H, H-12`)) und eines 

weiteren Protons, wenn auch überlagert, im aliphatischen Verschiebungsbereich (δH [ppm] = 

2.73 (m, 1H, H-5)) des 1H-NMR nachvollziehbar. Gleiches war im 13C-NMR zu beobachten. 

Auffällig waren die drei präsenten Verschiebungen (δC [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 Intensität der Signale (δC [ppm] = 129.2 (C-2`und C-6`), 129.1 (C-

3` und C-5`)); Carbonylgruppen (δC [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 aufgelöster 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 (C30H37NO6). Dies führte zur Etablierung eines zu 

TS7-218 sehr ähnlichen Grundgerüstes 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 überprüft (Abbil-

dung 4.3.15b.). Die Konfiguration an den Stereozentren konnte durch eine Kristallstruktur-

analyse (Abbildung 4.3.14.) geklärt werden.  

 

 
 a) 

 
        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 - weiß, 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 natürlicher 

Quelle isolierte Diastereomer Hypoxylin A (Wang et al. 2005). Die Verbindung stellte neben 

den ubiquitär vorhandenen Fettsäuren mengenmäßig den Hauptmetabolit des Extraktes dar. 

Die im Vergleich zu anderen isolierten Verbindungen hohen Metabolitmengen scheinen die 

Relevanz der Verbindungen für den Organismus zu unterstreichen. Die biologischen Eigen-

schaften und weitere Produktionsstämme werden in Kapitel 4.3.4.6. diskutiert.  
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 b) 
Abbildung 4.3.15.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von TS7-223-2 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
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4.3.3.6. 19,20-Epoxycytochalasin D (TS7-235) 

 
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 = 7.80 mg) nach SEC (75/25, % v/v, DCM/MEOH) und zweifacher RP-HPLC (1. 

tR = 73.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V̇ = 2 ml/min; 2. tR = 33.0 min, 75/25, % v/v, 

Eluent A/B, isokratisch) isoliert. Die Verbindung zeigte erneut ähnliche spektroskopische Ei-

genschaften wie sie auch schon für die anderen beiden oben genannten Moleküle (Kapitel 

4.3.3.3. und 4.3.3.4.) beobachtet und diskutiert wurden. Der Unterschied im 1H-NMR im Ver-

gleich zu Cytochalasin D war allerdings durch den Verlust zweier Protonen-Signale im olefi-

nischen Bereich deutlich, was die Veränderung an einer der Doppelbindungen nahelegte. 

Der Befund bestätigte sich durch die Abwesenheit zweier Signale für sp2-hybridisierte Koh-

lenstoffatome im Bereich von 125-135 ppm.  

Die Strukturaufklärung und die Formulierung der chemischen Zuordnung waren dennoch 

zunächst nicht zielführend, da zwei Signale (δC [ppm] = 174.0 (C-1), 52.8 (C-9)) aus der 

zentralen Perhydroisoindolonstruktur im Vergleich zu den anderen Signalen sehr geringe 

Intensitäten aufwiesen und folglich nicht in die Strukturaufklärung mit einbezogen wurden. 

Die somit abgeleitete Kohlenstoffanzahl und Strukturvorschläge ließen sich nicht mit den 

Daten (m/z = 546.3, [M+Na]+) aus den LR-ESI-Experimenten in Einklang bringen. Eine Mes-

sung des 13C-NMR in MeOH-D4 zeigte allerdings die in CDCl3 fehlenden Signale für diese 

Kohlenstoffe und führte zur Zuordnung der chemischen Verschiebung anhand der COSY- 

und HMBC-Schlüsselkorrelationen (Abbildung 4.3.17.). Durch spätere durchgeführte HR-LC-

MS (m/z = 524.2665 [M+H]+, m/z = 1047.5177, [2M+H]+) konnte zudem die Summenformel 

(C30H37NO7) bestätigt werden. Die Verbindung zeigte eine Epoxidierung an Position C-19 

bzw. C-20. Das isolierte Molekül 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 



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

136 

die ermittelte Konfiguration nach Shi & Zhan (2007), welche die Konfiguration am Epoxid vor 

kurzem durch intensive Überprüfung von NOESY-Korrelationen und Kristallstrukturanalysen 

revidieren konnten, übernommen. Die Diskussion und Einordnung der Verbindung erfolgt im 

nachfolgenden (Kapitel 4.3.4.). 

 

 
 a) 

 
 b) 
Abbildung 4.3.17.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von TS7-235 in CDCl3 (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 

präparativer RP-HPLC (1. tR = 95.0 min, Standardmethode 1, Eluent C/D, V̇ = 2 ml/min; 2. 

tR = 33.5 min, 75/25 % v/v, Eluent A/B, isokratisch, V̇ = 3 ml/min) aus der zytotoxisch zweit-

aktivsten Fraktion 14 (m = 141 mg, IC50 = 0.8 µg/ml) gewonnen. 

Spektroskopische Untersuchungen ergaben ein komplexes 1H-NMR mit über 30 koppelnden 

Signalgruppen. Prominenten Gruppen waren die sieben aliphatischen Methylgruppen zwi-

schen 0.82 - 1.19 ppm (δH [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 = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.82 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-28)), sowie eine tieffeldver-

schobene Methylgruppe (δH [ppm] = 3.06 (s, 3H, N-CH3)). Die vergleichsweise geringe Tief-

feldverschiebung des Kohlenstoffs dieser Methylgruppe (δC [ppm] = 40.8 (C-40)), zum Bei-

spiel gegenüber Methoxygruppen aus dem HMQC-Spektrum, ließ eine N-Methylierung als 

strukturelles Element erwarten. Des Weiteren fielen sieben tieffeldverschobene Signale zwi-

schen 3.5 und 5.5ppm auf (δH [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. Zusätzlich zeigten sich acht Protonen im Verschiebungsbereich für aromatische Was-

serstoffatome. Überprüfung der HMQC-Signale zeigten, dass drei Signale (δH [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 Überlagerung durch zurückbleibendes nicht deu-

teriertes Lösemittelsignal, einer Phenylgruppe zugeordneten werden. Die zuvor schon bei 

anderen Verbindungen beschriebene und zu erwartende Verdopplung der Signalintensität 

von zwei Positionen (δC [ppm] = 129.6 (C-31 und C-35), 128.7 (C-32 und C-34)) im 13C-

NMR, aufgrund von Symmetrieeigenschaften des Phenylrings, konnten ergänzend beobach-

tet werden. Bezogen auf das 13C-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 ließen ein Peptid vermuten. Aufgrund von nur drei registrierten 

Amidprotonen und einer N-Methylierung sind demnach zwei Positionen im Peptidbackbone 

durch Esterfunktionen besetzt.  

Die Schlüsselkorrelationen (Abbildung 4.3.19.) der Amidprotonen und der α-Kohlenstoffe zu 

den Carbonylkohlenstoffen im HMBC-Spektrum lieferten die Zuordnung der chemischen 

Verschiebung (Abbildung 4.3.20.) im Peptidrückrat und die Reihenfolge der Aminosäuren. 

Diese Korrelationen zeigen zudem, dass die Verbindung zyklisch ist. COSY-Kreuzsignale 

genauso wie die HMBC-Resonanzen halfen bei der Bestimmung der Seitenkette. Die voll-

ständige 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]2+) und negativer Ioni-

sierung (m/z = 675.3, [M-H]-) bestätigt 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 α-Aminosäureposition wurden durch 

das Säurehydrolysat und einem Vergleich zu Referenzmischungen mit L- und 

D-Aminosäuren in chiralen RP-HPLC-Läufen 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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Abbildung 4.3.19.: COSY- (─) und HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von TS7-232a in CDCl3 
(eigene Darstellung). 
 

Sy-Cordero et al. 2011 isolierten ähnliche Verbindungen (Trichodepsipeptide A und B) aus 

Trichothecium sp., welche sich allerdings an einer Aminosäureposition (Leu bzw. Val statt 

Thr an Position 9) unterschieden. Für diese Verbindungen wurde bis zu 10 µM keine Zytoto-

xizität gegen verschiedene Krebszelllinien berichtet. Isakak et al. (2005b) stellten allerdings 

eine antiparasitäre Wirkung für Hirsutatin B (IC50 = 8.6 µM, Plasmodium falciparum) und 

schwache antibakterielle Eigenschaften (MIC = 74 µM, Mycobacterium tuberculosis) für bei-

de Hirsutatine fest. Allerdings wurden ebenfalls keine zytotoxischen Effekte gegen Verozel-

len (african green monkey kindney cells) bis zu einer Konzentration von 75 µM detektiert. 

Weiterhin konnten keine Studien gefunden werden, die sich mit Hirsutatinen befassen. Dem-

nach sind die biologische Zielstruktur und die Funktion für den produzierenden Pilz unbe-

kannt.  
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Abbildung 4.3.20.: Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen von TS7-232a in CDCl3 
(eigene Darstellung). 
 

Die "similarty search" in SciFinder zeigte interessanterweise strukturell ähnliche 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-

tät (IC50 = 8.3 µM und 6.2 µM) gegen verschiedene Krebszelllinien aufwiesen. Demnach lie-

ßen sich eventuell auch, wie für die Kombination von Cytochalasin C und Griseofulvin (siehe 

Kapitel 4.3.4.2.), synergistische Effekte vermuten, welche die robuste antiproliferative Aktivi-

tät der Elternfraktion erklären könnte. 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 für Hirsutatin A weitere biologische Aktivitätstests 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 können der 

Strukturklasse der Cytochalasane zugeordnet werden. Aufgrund von Konfusion durch ver-

schiedene Namen für 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 Aktivität (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 über 60 Vertreter bekannt (Van Goietsenoven et al. 2011). Diese können je nach 

Größe (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 Polyketidrückgrat eingebaute Aminosäure (Phenylalanin, Tyrosin, Tryp-

tophan, Alanin oder Leucin) in weitere Untergruppen klassifiziert werden. Je nach Aminosäu-

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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     a)                       b) 

  
       c)               d) 

 

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

Dazu können vielfältige Variationen am Makrozyklus auftreten, was folglich in breiter chemi-

scher Diversität und biologischen Eigenschaften resultiert (Trendowski 2015, Scherlach et al. 

2010). Im weiteren Sinne werden auch Verbindungen zu den Cytochalasanen gezählt, die 

formal nicht in die ursprünglichen von Binder et al. (1973) genannten Kriterien fallen. Dazu 

gehören zum Beispiel Spicochalasin A mit ungewöhnlichem 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.) 

 

  
     a)            b) 

  
   c)         d) 
Abbildung 4.3.22.: Beispiele für Cytochalasane mit Ersatz für 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 mögliche 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 ungewöhnlich, da die be-

schriebenen natürlich isolierten Cytochalasine alle mit übereinstimmender Konfiguration bei-

spielsweise an den Fusionpunkten am Makrozyklus zum Isoindolonring beschrieben sind. 

Weiterhin würde die Biosynthese von Hypoxylin den Einbau von D-Phenylalanin vorausset-

zen. Eine Kristallstruktur, welche die postulierte absolute Konfiguration der Hypoxyline bestä-

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 beständig die strukturelle Vielfalt, biologische Zielstrukturen und die Bioaktivität 
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(siehe Kapitel 4.3.4.2.). Als Beispiele sind Cytochalasine mit geringfügigen 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 Grundgerüst beispielsweise bei Xylochalasin (Noppawan et al. 2018), Cy-

tochalasin J3 (Shang et al. 2017) und Curtachalasine (Wang et al. 2018) (Abbildung 4.3.23.).  
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     a)          b) 

  
    c)           d) 

Abbildung 4.3.23.: Struktur von kürzlich neu isolierten Cytochalasinderivaten: a) Cytocha-
lasin P, b) 18-Methoxy-Cytochalsin J, c) Xylochalasin, d) Cytochalasin J3 (eigene Darstellung). 
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4.3.4.2. Biologische Aktivität 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 hauptsäch-

lich über 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 Zytotoxizität gegenüber 

verschiedensten Krebszellinien, wie zum Beispiel HeLa (Epithel Zervixkarzinom), HT29 (Co-

lon Adenokarzinom), P388 (Murines Lymphom), und U373 (humanes Gliom) im niedrigen 

mikromolaren-Bereich (IC50-Werte) (Sekita et al. 1982, Alvi et al. 1997, Jiao et al. (2004), Van 

Goietsenoven et al. 2010). Durch SAR-Vergleiche natürlicher und modifizierter Zygosporine 

(Cytochalasine) konnte gezeigt werden, dass die Benzylgruppe an C-3 und Hydroxylgruppe 

an C-7 zytotoxizitätsdeterminierende Elemente darstellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass der Isoindolkern und der Makrozyklus aktivitätsbestimmend sind, auch wenn die Größe 

des Makrozyklusses von untergeordneter Natur ist. Zusätzlich sind Effekte durch Variationen 

der eingebauten Aminosäure 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 antiparasitäre Eigenschaften gegenüber Entamoeba invadens 

(IC50 < 10 µM, Makioka et al. 2004), antimykotische Effekte unter anderem gegenüber fila-

mentösen 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. Überaschenderweise 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 gegenüber 

Mammaliazellen aber sehr unterschiedlich ausgeprägt. Cytochalasin A wirkt inhibitorisch auf 

das Wachstum von Bakterien und Pilzen. Cytochalasin D zeigt sich hingegen nur gegen Pil-

ze wirksam, während Cytochalasin B inaktiv gegenüber beiden Organismengruppen ist (Be-

tina et al. 1972). Ähnliches ist bei dem Parasiten Entamoeba invadens zu beobachten. Hier-

bei zeigt Cytochalasin A keinerlei Inhibition bei 10 µM während der Testorganismus bei Cy-

tochalasin B und Cytochalasin D stark am Wachstum gehindert wird.  

Aufgrund der guten Datenlage bei Cytochalasinen bezüglich der zytotoxizitätsbestimmenden 

Kennzahlen wurden keine eigenen IC50-Werte für 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 IC50-Wert von 3.2 µg/ml (Tabelle 4.3.2.) der unge-

reinigten Vorfraktion TS7-F2-13, die aber überwiegend Cytochalasin D enthielt, ist gegen-
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über der Zelllinie KB-3-1 in Übereinstimmung mit den Literaturwerten für reines Cytocha-

lasin D (IC50 = 3.99 µg/ml, KB-Zelllinie (Zervixkarzinom), Klaiklay et al. 2012). Gleiches gilt 

für den IC50-Literaturwert von 19,20-Epoxycytochalasin D (IC50 = 0.16 µM, P-388 Zelllinie 

(Mauslymphom), Shi & Zhan 2007) aus Hauptfraktion 14, auch wenn dieser von einer ande-

ren Zelllinie ermittelt wurde. 

 
Tabelle 4.3.2.: IC50-Werte Cytochalasin-haltiger Fraktionen des Pilzstammes TS7 gegen die 
KB-3-1 Zelllinie. 

Fraktionsbezeichnung Enthaltene Komponenten IC50 [µg/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  

 

Auffällig ist der deutlich geringere IC50-Wert der Cytochalasin C-beinhaltenden Fraktion ge-

genüber Cytochalasin D. Dies ist in sofern erstaunlich, da die Werte der Einzelkomponenten 

gegen die KB-3-1 Vorgängerzelllinie (vgl. Sekita et al. 1982, HeLa, IC50 = 0.32-1 µg/ml) und 

andere Krebszelllinien (vgl. Wei et al. 2015, z.B. PC-3M Zelllinie (Prostatakarzinom), 

IC50 = 1.65 µM (Cytochalasin C), IC50 = 1.03 µM (Cytochalasin D)) vergleichbar sind und in 

derselben Größenordnung liegen. Griseofulvin allein kann ebenfalls nicht für den verstärkten 

zytotoxischen Effekt verantwortlich sein, da der IC50-Wert von Griseofulvin gegen KB-3-1 bei 

5 µg/ml (14 µM) liegt. Demnach lässt sich vermuten, dass eine Kombination beider Stoffe 

einen größeren Effekt als die Summe ihrer Einzelwirkungen hervorruft. Ähnliches wurde be-

reits von Ho et al. (2001) für die Kombination des Tubulinpolymerisierungsinhibitors Nodo-

cazol mit Griseofulvin, welches ebenfalls die Mikrotubulindynamik (Panda et al. 2005) beein-

flusst, angezeigt. Des Weiteren wurde über 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 wären wünschens-

wert, um die Erklärung für den beobachteten Effekt zu festigen.  

Obwohl der Nutzen von Cytochalasanen, hauptsächliche als Modelkomponenten aus biolo-

gischen Studien für 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 Zytotoxizität ist eine An-

wendung nicht direkt möglich. 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 gegenüber 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 könnte die notwendige 

therapeutische Dosis senken. Das direkte Adressieren des Tumorgewebes per Antikörper 

(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 Ansätze in der Krebstherapie, welche die unselektive 

Schädigung normalen Gewebes umgehen (Tang et al. 2016, Levengood et al. 2017, Kumar 

et al. 2018b). Speziell Cytochalasin D wäre als "Payload" für SMDCs oder ADCs interessant, 

da es sich als deutlich potenterer Aktinpolymerisierungs-Inhibitor als beispielsweise Cytocha-

lasin B gezeigt hat und zusätzlich Apoptose via p53-Proteine induzieren kann. Zudem ist es 

ein potenter Zytokineseinhibitor, welches die Zielzellen teilweise zu vergrößerten, mehrkerni-

gen Zellen verändert, was diese wiederum empfänglicher für mit DNA-interagierende Agen-

zien macht (Trendowsky 2015).  

Trotz der vielfach beschriebenen biologischen Effekte werden nach wie vor unbekannte Wir-

kungen und biologische Ziele für neue Cytochalasane gefunden. Ein Beispiel hierfür ist die 

beobachtete Herabsetzung der Fluconazol-Resistenz bei human pathogenen Candida albi-

cans-Stämmen durch Curtachalasin D-E (Wang et al. 2019). 
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4.3.4.3. Produktionsorganismen und ökologische Funktion von Cytochalasinen  

Die ersten Cytochalasane, namentlich Cytochalasin A (Dehydrophomin) und Cytochalasin B 

(Phomin) wurden nahezu zeitgleich unabhängig 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 später erneut aus Zygosporium masonii 

(Hayakawa et al. 1968) berichtet wird. Einige Jahre später wurde 19,20-Epoxycytochalasin D 

erstmals aus Xylaria hypoxylon (Espada et al. 1997) beschrieben. Deren Stereochemie wur-

de inzwischen überarbeit und durch Kristallstrukturanalyse geklärt (Shi & Zhan 2007). Seit 

dem wurde Cytochalasane aus vielen Pilzen, hauptsächlich aus den Gattungen Penicillium, 

Aspergillus, Zygosporium, Chaetomonium, Phoma, Hypoxylon, Xylaria und Phomopsis be-

richtet (Scherlach et al. 2010). Die Fähigkeit für die Biosynthese von Cytochalasanen ist 

demnach über 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 ökologischen 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 überwiegen-

de Teil der Pilze ist endophytischen Ursprungs. Zudem wurde Cytochalasin D bereits direkt 

aus als Xylaria cubensis identifizierten Stämmen 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 für die Fähigkeit Cy-

tochalasin D zu produzieren. Weiterhin werden auch in aktueller Literatur beständig neue 

Cytochalasin- und Cytochalasanderivate aus natürlichen 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. 

Für Cytochalasane allgemein wurden aufgrund der strukturellen Variabilität verschiedene 

Bioaktivitäten und Wirkorte (siehe Kapitel 4.3.4.2.) beschrieben. Dementsprechend ist die 

ökologische Funktion der Cytochalasine sicherlich dahingehend zu interpretieren, dass diese 

einen Vorteil (antimykotische und antibakterielle Effekte) für 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 schwächeres 

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 für Lolin- und Ergotalkaloide-

bildende Endophyten in Gräsern 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 könn-

ten die Cytochalasine diese Funktionen ebenfalls innerhalb der Pflanzen-Endophyten-

Interaktion erfüllen. 
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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 für 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 verändernden Cytochalasane und des die Mikrotubulindynamik störenden Griseo-

fulvins zurückgeführt werden. Da beständig neue Cytochalasane, welche neue therapeuti-

sche Zielstrukturen adressieren oder potentere Wirkung an bereits bekannten Zielen aufwei-

sen können besonders in Xylaria-Arten entdeckt werden (siehe Kapitel 4.3.4.2. und 4.3.4.3.), 

stellen endophytische Xylaria sp. gutes Ausgangmaterial für mykochemische Studien dar. 

Leider wurden keine strukturell neuen Cytochalasinderivate aus dem untersuchten Stamm 

TS7 isoliert. Modifizierung der Kultivierungsbedingungen könnten 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 für Cytochalasin D darstellt. Obwohl verschiedene 

Syntheserouten für die Totalsynthese von Cytochalasinen existieren, umfassen diese, je 

nach Komplexität 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 vielfältiger Naturstoffe bekannt 

(Helaly et al. 2018). Regelmäßig 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 (±)-Xylaridin A (Li et al. 2019), welche aus anderen Xyla-

ria-Arten berichtet worden sind (Abbildung 4.3.24.). 
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         a)              b) 

   
 c)             d) 

  
   c)                  d) 
Abbildung 4.3.24.: Kürzlich 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 für zukünftige Arbeiten, insbesondere wenn beispielsweise das Biosynthese-

Repertoire durch spezielle Kultivierungstechniken und Zusätzen 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 Essigsäureethylester (eigene Darstellung). 
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4.4.1. Stammidentifizierung und Auswahl 

Die unbeschränkte Suche und der Abgleich der ITS-Sequenz (Zugangsnummer NCBI: 

LR585032) innerhalb des kompletten Entrez-Suchbereiches für Nukleotidsequenzen über 

den BLAST-Algorithmus ergab Sequenzübereinstimmungen zu einigen Isolaten, die als Dal-

dinia-Arten klassifiziert wurden (z.B. Daldinia cf. loculatoides (Stamm: PRM885050), Zu-

gangsnummer NCBI: AM407726.1 und Daldinia grandis, Zugangsnummer NCBI: 

AF176982.1), sowie zu einer Reihe nicht näher bestimmter Sordariomyceten bis zu einer 

Sequenzübereinstimmung von 95.5%. Die auf "typ material" beschränkte Abfrage zeigte ein 

ähnliches 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 Sequenzüberreinstimmung von lediglich 93.3%. Zur Absicherung für die 

Einstufung als Stamm der Gattung Daldinia wurde ebenfalls die LSU-Region amplifiziert und 

ein Sequenzabgleich durchgeführt. Dieser ergab, ebenso wie für den ITS-Bereich, Einträge 

zu verschiedenen Daldinia-Arten, allerdings mit über 99% Übereinstimmung in der Se-

quenzidentität. Phylogenetische Analysen mit Vergleichsequenzen für Daldinia und weitere 

Arten aus der Klasse der Sordariomyceten über das Maximum-Likelihood-Model ergab für 

die LSU-Barcodingregion eine Clusterung innerhalb des Daldinia-Arten-Komplexes (Abbil-

dung 4.4.2.). Die gleiche Analyse für den ITS-Bereich mit weiteren Arten der für die Gattung 

Daldinia annotierten Sequenzen zeigte eine Gruppierung mit dem D. loculata, D. novae-

zelandiae bzw. D. vernicosa-Artenkomplex (Abbildung 4.4.3.). Das Grundgerüst des phylo-

genetischen Baumes der ITS-Region für den Daldinia-Artenkomplex bzw. für verschiedene 

Daldinia-Kladen (D. eschscholtzii, D. concentrica, etc.) ist statistisch wenig abgesichert (Ma-

ximum-Likelihood-Bootstrap 12-61%). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung zu den 

phylogenetischen Studien von Stadler et al. (2014). Die geringe interspezifische und die vor-

handene intraspezifische Sequenzvariabilität innerhalb des Daldinia-Artenkomplexes ermög-

licht nur selten die sichere taxonomische Klassifizierung bis auf Artlevel. Die generelle Topo-

logie der phylogenetischen Bäume 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 lässt sich als 

Schlussfolgerung formulieren, dass es sich bei dem Stamm SG1 um eine Spezies des Dal-

dinia-Artenkomplex mit Affinität 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 Zugehörigkeit 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). 
 

Gemäß der generell angewandten "Operational Taxonomic Unit" (OTU) als Artengrenze bei 

Sequenzidentitäten von ≥ 97% bzw. ≤ 3% Sequenzunterschied könnte der Stamm SG1 mit 

maximal 95.5% Sequenzidentität zu bestehenden Sequenzen in der Datenbank als neue 

bzw. bisher nicht beschriebene Art gewertet werden. Die Möglichkeit 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 (IC50 > 500 µg/ml) und antibakterielle (kein 

Hemmhof bei 1000 µg je Plättchen) Aktivität war nicht auffällig. Eine bioaktivitätsgeführte 

Isolierung der Verbindungen war daher nicht möglich. Die Auswahl zur Kultivierung im grö-

ßerem Maßstab für 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 Sekundärmetaboliten assoziiert (sie-

he Kapitel 2.1.4.). Außerdem war zum Zeitpunkt der Auswahl nach einer Literaturrecherche 

nur eine überschaubare Anzahl an mykochemischen Untersuchungen (N ~ 20), welche die 

Gattung Daldinia als Gegenstand der Untersuchung hatten, verfügbar (i.d.R. Daldinia con-

centrica (Feng et al. 2013) oder Daldina eschscholtzii (z.B. Hu et al. 2014). Die evolutionäre 

Distanz zu den beiden am häufigsten 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 Möglichkeit zur Isolierung neuer Metaboliten eingeschätzt. 
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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, Essigsäureethylester) von 

Stamm SG1 (Daldinia sp.) wurde durch eine zweistufige Flüssig-Flüssig-Extraktion (1. E-

tOAc/H2O, 1:1, % v/v; 2. MeOH/Hexan, 1:1, % v/v) vorbehandelt (Abbildung 4.4.4.). Die erste 

Phasentrennung lieferte eine wässrige Fraktion mit überwiegend polaren Komponenten 

(SG1-F1, m = 5.51 g, H2O-Fraktion). Die organische Phase wurde getrocknet, in Methanol 

aufgenommen und mit Hexan extrahiert. Die Hexanfraktion beinhaltete überwiegend unpola-

re (SG1-F3, m = 4,41 g) und die Methanolfraktion hauptsächlich intermediär-polare Verbin-

dungen (SG1-F2, m = 7.89 g). Letztere der Fraktionen wurde einer groben Trennung 

(NP-LC) über Gradientenelution in einer Kieselgelsäule (Säule: mSilica, = 400 g, Ø = 5 cm, 

h = 40 cm) unterworfen und lieferte 19 Hauptfraktionen. Die Gradientenelution wurde begin-

nend mit Petrolether über Petrolether/Ethylacetat- gefolgt von Ethylacetat/Methanol-

Mischungen und abschließenden Spülen mit einem Methanol/Wasser/Essigsäure-Gemisch 

(75/20/5, % v/v/v) 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 präparativer RP-HPLC 

lieferte die Verbindungen 1,8-Dimethoxynaphtalen (SG1-203, m = 18.7 mg), Hexadecansäu-

re (SG1-205, m = 16.2 mg) und (+)-Orthosporin (SG1-202, m = 8.10 mg). Nach fünfstufiger 

Trennungssequenz der vierten Hauptfraktion (SG1-F2-4, m = 778 mg) bestehend aus LC, 

SEC, präparativer Dünnschichtchromatographie, 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, wäre etwa die doppelte der angegeben 

Menge isolierbar gewesen. Mit derselben Trennstrategie (SEC und LC) gefolgt von einer 

abschließenden präparativen 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 Säule aus Hauptfraktion 14 (m = 164 mg) präzipitiert. Bedingt durch die schlech-

te Resolvatisierung wurde das Präzipitat gewaschen (PE, EtOAc, DCM, MeOH, ACN) und 

erbrachte ein Ceramidgemsich (SG1-201b, m = 3.21 mg). Die durch Spülen (EtOAc/MeOH) 

erhaltene Fraktion 17 (SG1-F2-17, m = 125 mg) wurde einer Flüssig-Flüssig-Extraktion (1:1, 

% v/v, DCM/H2O) unterworfen. Die N-Acetylphenylalanin (SG1-230, m = 2.5 mg) enthalte 

wässrige 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 

für 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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Kultivierung (SSF)

Extraktion

Fl.-Fl. Extraktion
1:1

EtOAc/H2O

2x EtOAc, 
c = 4 ml/g Substrat

Ethylacetatextrakt
m = 19.7 g (SG1-Rohextrakt)

Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

t = 28 d, T = 25 °C

SEC
50/50

DCM/MeOH

LC
95/5

DCM/MeOH

Grad.  RP-HPLC
H2O/ACN

SG1-203, m = 18.7 mg
(1,8-Dimethoxynaphtalen)

SG1-212a, m = 337 mg
(Hept-6-en-2,4,5-triol) 

Fraktion 3

SG1-219, m = 4.20 mg
(Daldiniapyron)

SG1-209, m = 8.10 mg
(Ergosterolperoxid)

Fraktion 1-19

Präzipitation

Fl./Fl. Extraktion
1:1

DCM/H2O

Fraktion 6

Fraktion 7

Fraktion 14

SG1-F2-3-4

SG1-F2-6-SE3-3

SG1-F2-6-SE2-3-6

SG1-F2-7-22

Reis, m = 1.8 kg

H2O, m = 2.16 kg

85/15 PE/EtOAc

65/35 PE/EtOAc

60/40 PE/EtOAc

95/5 EtOAc/MeOH

Fl.-Fl. Extraktion
1:1

Hexan/MeOH

LC
99/1

DCM/MeOH

SG1-F1 (H2O-Phase), m = 5.51 g

LC
99/1

DCM/MeOH

Fraktion 4
85/15 PE/EtOAc

SEC
50/50

DCM/MeOH

SG1-213b, m = 4.02 mg
(5-Campestenon) 

SG1-F3 (n-Hexan-Phase), m = 4.41 g

SG1-F2, m = 7.89 g

Gradienten LC
PE/EtOAc/MeOH

SG1-205, m = 16.2 mg
(Hexadecansäure)

präparative DC
99.5/0.5

DCM/MeOH

SEC
DCM/MeOH

50/50

SG1-F2-4-4-SE1-1-SE1-1
LC

99/1
DCM/MeOH

SG1-F2-3-8

Grad.  RP-HPLC
H2O/ACN

Grad.  RP-HPLC
H2O/ACN

Fraktion 10
30/70 PE/EtOAc

Fraktion 17
50/50 EtOAc/MeOH

SG1-F2-10-2 SG1-202, m = 8.10 mg
((+)-Orthosporin)

SG1-F2-14-0 SG1-201b, m = 3.21 mg
(Ceramidderivat)

SG1-F2-17-1-6Grad. RP-HPLC
H2O/MeOH

SG1-230, m = 2.50 mg
(N-Acetylphenylalanin)

 
Abbildung 4.4.4.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema für 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 präparativer 

RP-HPLC (tr = 27.7 min, Standardmethode 1, Eluent A/B, V̇ = 10 ml/min) aus Hauptfraktion 

10 (m = 62.0 mg) gewonnen.  

Im 1H-NMR waren vier Signalgruppen beobachtbar, von denen drei Protonen im aromati-

schen bzw. olefinischen Bereich (δH [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 (δH [ppm] = 4.15 (m, 1H, H-10)) und 

eine aliphatische Methylgruppe (δH [ppm] = 1.25 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-11)) identifiziert wer-

den konnten. Trotz der teilweisen Signalüberlagerung der aromatischen Protonen H-5 und 

H-7 ließ sich anhand der Kopplungskonstante eine meta-Stellung ableiten. Des Weiteren 

deutete die Hochfeldverschiebung bzw. Abschirmung der aromatischen Protonen im Ver-

gleich zum Benzol (δH = 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 1H-NMR Spektrums (δH [ppm] = 2.63 - 2.55 (m, 2H, H-9 und H-9`)) einer dias-

tereotopen Methyleneinheit zugeordnet werden. Im COSY-Spektrum ließen sich zwei sepa-

rate Spinsysteme ausmachen, wobei das Kreuzsignal zwischen H-4 und H-9 wenig intensiv 

ist und auf eine 4J-Kopplung hinweist. Des Weiteren lieferte es die Reihenfolge der Verknüp-

fung von Methyl-, Methylen- und Oxymethineinheit.  

Das 13C-NMR zeigte insgesamt zwölf zum Molekül gehörige Kohlenstoffatome. Neben den 

bereits bekannten Elementen der Methylgruppe (δC [ppm] = 23.3 (C-11)), des Oxymethins 

(δC [ppm] = 66.1 (C-10)), der diastereotopen Methyleneinheit (δC [ppm] = 43.8 (C-9)) und 

der aromatischen bzw. olefischen Protonen (δC [ppm] = 107.0 (C-4), 102.6 (C-5), 103.7 (C-

7)) waren sechs quarternäre Kohlenstoffatome ersichtlich. Vier dieser quarternären 

C-Signale wiesen chemische Verschiebungen auf, die eine Sauerstofffunktionalsierung als 

Carbonyl- bzw. Hydroxylgruppe (δC [ppm] = 167.8 (C-1), 167.2 (C-8), 164.8 (C-6), 156.1 (C-

3)) vermuten ließen.  

Obwohl keine Korrelation von Protonen zu C-1 (δC = 167.8 ppm) im HMBC sichtbar waren, 

wurde diese Gruppe als zum Molekül gehörige Carbonylgruppe gewertet. Die übereinstim-

menden HMBC-Signale (Abbildung 4.5.5b.) der aromatischen Protonen ermöglichten die 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.4. Stamm SG1 (Daldinia sp.) - 

161 

Zuordnung der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.5.5a.) und die Etablierung der Struk-

tur. Aufgrund der ähnlichen chemischen Verschiebung der aromatischen Protonen H-5 und 

H-7 und der mitunter mangelnden Unterscheidbarkeit der Signalintensität zwischen 2JC,H und 
4JC,H Kopplungen in rigiden Gerüsten 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 Überprüfung der Summenformel (C12H12O5) des Strukturvor-

schlages gelang durch den Nachweis passender Pseudomolekularionen bei positiver 

(m/z = 237.0716, [M+H]+, m/z = 219.0610 [M-H2O]+) und negativer Ionisierung 

(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 über 

ein Lacton mit dem Kohlenstoff an C-3 verbunden ist und nicht als Hydrolyseprodukt mit 

Carbonsäure- bzw. Alkoholfunktion vorlag. 

 

 
   a) 

 
   b) 
Abbildung 4.5.6.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen 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: αD
30 = +36,c = 1.0, MeOH) zu der von Hallock et al. 

(1988) isolierten Verbindung (αD
25 = +22,c = 0.09, MeOH) zeigte ebenfalls eine positiven 

Drehwert in guter Übereinstimmung 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. (Malmstrøm 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 für das 

Auftreten der Verbindung keine Fokussierung bzw. Spezialisierung auf bestimmte Familien 

oder Ordnungen erkennen lässt. Auch ist eine breite Verteilung über verschiedene Habitate 

und ökologische 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 

(Malmstrøm 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.  

Über die Bioaktivität der Verbindung und die ökologische Funktion sind kaum Daten verfüg-

bar. Weber et al. (2007) stellte geringe zytotoxische Aktivität (IC50 = 212 µM, Jurkat-Zelllinie) 

fest. Zhao et al. (2016) berichten zusätzlich über die antibakterielle Wirkung gegenüber dem 

gram-negativen Pflanzenpathogen Ralstonia solanacearum (MIC = 32 µM), 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 

Wurzelwachstums von Salat (Lactuca sativa, Ichihara et al. 1989) und nekrotische Sympto-

me bei Blättern des Kaffebaums (Coffea arabica, Gremaud & Tabacchi 1996) festgestellt. 

Die Sensitivitäten bzw. beobachteten nekrotisierten Flächen sind aber je nach Pflanzenlinie 

unterschiedlich stark ausgeprägt (Hallock et al. 1988). Weitere Bioaktivitäten (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 für (+)-Orthosporin erwartbar, auch wenn 

dies bisher nicht getestet wurde. Die phytotoxischen Eigenschaften des von SG1 produzier-

ten Metaboliten verdeutlichen ein möglicherweise ambivalentes Verhältnis der Wirtspflanze 

zum Endophytenstamm SG1. Die Produktion von Phytotoxinen durch einen mutualisitischen 

Pilzendophyten erscheint zunächst widersprüchlich, da die Endophytenkolonisierung als 

symptomlos ohne offensichtlich schädigende Effekte definiert ist. Ein erhöhter Anteil an her-

bizidaler Extraktaktivität von endophytischen gegenüber beispielweise Erdbodenisolaten ist 

bereits in der Literatur dokumentiert (Schulz et al. 2002). Diese Beobachtung schließt eine 

mutualistische bzw. symbiotische Interaktion zwischen Endophyt und Wirt nicht aus (Schulz 

et al. 1999), denn die Produktion des phytotoxischen Metaboliten in geringerer Konzentration 

könnte die Anregung der Abwehrfähigkeit gegenüber pathogenen Mikroorganismen fördern 

bzw. verstärken. Dies könne sich aus der beobachteten stärkeren Abwehrreaktion (Schulz et 

al. 1999) der Pflanzen gegenüber der Endophyten- im Vergleich zu Pathogeninfektion ablei-

ten lassen. Des Weiteren könnte ein stärkerer Nutzen für den Wirt durch die endophytische 

Produktion antimikrobieller Substanzen, welche gegen andere potenzielle Pathogene gerich-

tet sind, bestehen, als durch die schädigende 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 können 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) 

O O

1 2

344a56

7 8 8a

910

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

Die Verbindung SG1-203 wurde als leicht bräunlicher, 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, V̇ = 6 ml/min) gewonnen.  

Das 1H-NMR zeigte eine wenig-komplexe Resonanzverteilung, die nur vier Signalgruppen 

insgesamt umfasste. Drei davon (δH [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 für aromatische Protonen vorzufinden. Deren Kopplungsmuster und 

Kopplungskonstanten sind charakteristisch für ortho-meta-koppelnde (zwei doppel Dubletts) 

bzw. diortho-koppelende (pseudo Triplet) aromatische Protonen und legten somit als Ele-

ment des Grundgerüstes ein tri-substituierten Phenylring (ortho-, meta-, para-substituiert) 

nahe. Das verbliebene Signal im 1H-NMR (δH [ppm] = 3.98 (s, 3H, H-9 und H-10)) war an-

hand der Verschiebung und dem Integralverhältnis als Methoxyfunktion zu identifizieren. Das 

HMQC-Spektrum lieferte die vier Korrelationen und die Zuordnung der chemischen Ver-

schiebung für die mit Wasserstoff verbundenen Kohlenstoffe (δC [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 13C-NMR-Spektrum 

enthielt insgesamt sieben Signale für Kohlenstoffatome, wonach drei Signale quaternären 

Kohlenstoffen (δC [ppm] = 157.2 (C-1 und C-8), 137.5 (C-4a), 117.7 (C-8a)) zuzuordnen wa-

ren. Letztere Beiden der drei Signale verfügten über eine, selbst für die bei quaternären Koh-

lenstoffen oft beobachtetet Signalintensitätsabschwächung hinaus, auffällig geringe Signal-

stärken. Dies lieferte einen Hinweis für eine mögliche Symmetrieebene und das Vorhanden-

sein von chemisch und magnetisch äquivalenten 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 (C12H12O2) und damit die Bestätigung für eine größere 

Struktur als die NMR-Spektren zunächst vermuten ließen. Die Auswertung der Schlüssel 

COSY- und HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.5.6b.) ermöglichten die komplette Zuordnung 

der chemischen Verschiebung der 1H- und 13C-Kerne (Abbildung 4.4.8a.). 
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Abbildung 4.4.8.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen für eine Seite der Symmetrieebene von SG1-203 in CDCl3 
(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 über 

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-Hoï & Lavit 1956). Die Verbin-

dung wurde weiterhin natürlich 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 überwiegende 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-Stämmen aufgrund ihres Metabolitprofils um anamorphe Daldinia-Stämme handeln 

könnte (Stadler et al. 2014). Das demethylierte Derivat (1-Hydroxy-8-methoxynaphtalen) gilt 

zudem als chemotaxonomischer Marker für 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 Bioaktivität der Verbindung evaluieren, sind vorhanden. Chang et al. 

(2014) ermitteln immunmodulatorische Effekte durch die Inhibierung der NO2- (IC50 = 13 µM) 

und der Interleukin-6-Produktion (IC50 = 2 µM) in Makrophagen (RAW264.7), welche sogar 

den Effekt der Positivkontrolle Quercetin übertraf. Des Weiteren stellten Rauf und Mitarbeiter 
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(2014) im Rattenmodel eine antihyperglykämische Wirkung und eine Modulation des Lipid-

stoffwechsels, ähnlich des als Antidiabetikum eingesetzten Referenzmedikamentes Gliben-

clamid, fest. Ebenfalls wurde eine dosisabhängige Zytotoxizität gegen die beiden Krebszellli-

nien HeLa (Zervixkarzinom) und L1210 (Mauslymphom) ermittelt (Rauf et al. 2014, Anke et 

al. 1995). Die angegebenen Kennzahlen (IC50 = 133 µM, HeLa und MIC = 53 µM, L1210) 

sind im Vergleich zu anderen Zytostatika (Taxol, Doxorubicin, etc.) aber als wenig potent 

anzusehen.  

Darüber hinaus wurden antimykotische (z.B. MIC = 133 µM, Saccharomyces cerevisiae), 

antibakterielle (MIC = 133 µM, Staphylococcus aureus) und nematizidale Tests (z.B. 

LC50 = 133 µM, Caenorhabditis elegans) durchgeführt (Anke et al. 1995). Der nematizidale 

Effekt der Substanz ist gegen verschiedene Fadenwurmarten aber unterschiedlich ausge-

prägt. Das mono-demethylierte Derivat zeigte ebenfalls nematizidale und antimikrobielle Ak-

tivität in der gleichen Größenordnung (Anke et al. 1995), war allerdings in später erfolgten 

antibakteriellen und antimykotischen Testreihen gegen ein anderes Set von Testorganismen 

(Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride, Yarrowia lipolytica) nahezu inaktiv (MIC ≥ 500 µM) 

(Stadler et al. 2007).  

Die antimikrobielle Wirkung, abgeleite aus den MIC-Werten, ist insgesamt als wenig potent 

einzuschätzen. Demnach ist die ökologische 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-

präsent (Stadler et al. 2014). Es könnte sich bei der Produktion der methylierten 

1,8-Dihydroxynaphtalene demnach einerseits um eine interne Regulationsmöglichkeit zur 

Melanin-Biosynthese handeln (Thines et al. 1995). Die Melanisierung der Pilzzellwand er-

möglicht 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 Pathogenität von Pilzen involviert (Nosanchuk et 

al. 2015). Die Blockierung der Melaninsynthese ist unter anderem mit der Störung der Zell-

wandpenetration von Pflanzengewebe durch die Pathogene Pyricularia oryzae ("rice blast 

fungy", Syn.: Magnaporthe oryzae), Colleototrichium lagenarium (Pathogen von Kürbisge-

wächsen (Cucurbitaceae) Syn.: C. orbiculare) und Colleototrichium lindemuthianum ("Brenn-

fleckenkrankheit") assoziiert (Thines et al. 1995). Insbesondere im Kontext der Endophyt-

Wirts-Wechselwirkung, könnte demnach andererseits vermutet werden, dass ein protektiver 

Effekt durch die endophytische Produktion methylierter 1,8-Dihydroxynaphatalene besteht, 

welche die Verhinderung der Zellwandpenetration pathogener Pilze ermöglicht.  
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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 Öl (m = 337 mg) nach SEC 

(50/50, % v/v, DCM/MeOH) und konsekutiver Säulenchromatographie (99/1, % v/v, 

DCM/MeOH) aus der sechsen Hauptfraktion (m = 1.21 g) isoliert.  

Im 1H-NMR waren insgesamt zehn Signalgruppen mit teilweise ausgeprägter Signalaufspal-

tung zu beobachten. Drei Signale waren dem olefinischen Protonenverschiebungsbereich 

zuzuordnen (δH [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 ähnlicher Kopplungskonstanten als Pseudo-Tripletts auf. Die drei Signale 

wurden zudem aufgrund ihrer übereinstimmenden Kopplungskonstanten als Kopplungs-

partner eines Spinsystems erkannt. Die Korrelationen im COSY-Spektrum bestätigten diese 

Annahme. Das HMQC-Spektrum dieser Protonen verdeutlichte darüber hinaus, dass eine 

terminale Doppelbindung vorliegen musste (δC [ppm] = 133.7 (C-6), 118.8 (C-7)). Des Wei-

teren waren im 1H-NMR eine Resonanz für eine tieffeldverschobene aliphatische Methyl-

gruppe (δH [ppm] = 1.34 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-1)), sowie drei weitere Signale vorhanden, die 

aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung (δH [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 ließen. Die ersten beiden Resonanzgruppen er-

schienen dabei im 1H-NMR aufgrund ähnlicher Kopplungskonstanten wiederum als pseudo 

dt- bzw. pseudo ddt-Signalmuster. Die restlichen drei Resonanzgruppen offenbarten in Kom-

bination mit den HMQC-Korrelationen eine diastereotope Methyleneinheit (δH [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 (δH [ppm] = 1.82 (s breit, 1H)), welches allerdings über keine weiteren Korrelatio-

nen in anderen Spektren (COSY, HMQC, HMBC) verfügte. Das 13C-NMR zeigte insgesamt 

sieben Verschiebungen für Kohlenstoffatome, welche die getroffenen Annahmen der identifi-

zierten Strukturelemente unterstützten (Methyl (δC [ppm] = 22.1 (C-1)), Methylen- 

(δC [ppm] = 42.7 (C-3)), Oxymethine (δC [ppm] = 84.0 (C-5), 74.0 (C-2), 73.9 (C-4)), termina-

le Doppelbindung (δC [ppm] = 133.7 (C-6) 118.8 (C-7))). Die intensive Überprüfung der 2d-

NMR-Spektren (COSY und HMBC) lieferte die Zuordnung der chemischen Verschiebungen 

(Abbildung 4.4.10a.) und die Schlüsselkorrelationen (Abbildung 4.4.10b.) zur Erstellung ei-

nes Strukturvorschlages. Um mögliche Resonanzen der OH-Protonen zu erhalten, wurde ein 
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Satz Spektren zur Vollcharakterisierung ebenfalls in MeOH-D3 aufgenommen. Diese ergaben 

ähnliche chemische Verschiebungen für die bereits erläuterten Strukturelement (Abbildung 

4.4.10.c), beinhalteten aber auch zwei zusätzliche Signale im 1H-NMR (δH [ppm] = 5.29 (s 

breit, 1H, 4-OH), 4.60 (s breit, 1H)) unter Abwesenheit des nicht identifizierbaren, vormaligen 

Protonensignals bei δH = 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 verfügte allerdings über keine weiteren Korrelationen in den 

2d-NMR-Spektren und konnte demnach nicht zur weiteren Strukturaufklärung beitragen. Die 

Komplexität der Kopplungsmuster und die mangelnde Intensität von NOESY-Signalen ver-

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

 

  
a)            b) 

  
c)            d) 
Abbildung 4.4.10.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen für SG1-212a in CDCl3 bzw. c) und d) in MeOH-D3 (eigene 
Darstellung). 
 

HR-LC-MS-Messungen ergaben erstaunlicherweise keine detektierbare Ionisierung bei der 

entsprechenden Retentionszeit der Verbindung sowohl für den Positiv- als auch für 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-H2O]), die sich Ionenaddukten der dedu-

zierten Struktur zuordnen ließen und somit eine lineare Struktur über einer ebenfalls mögli-

chen zyklisierten Verbindung präferiert werden konnte. Andererseits waren viele weitere m/z-

Werte vergleichbarer Intensität vorhanden, die sich nicht zuordnen ließen.  

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 natürlich 

isolierten Heptentriole synthetisierten Jiang et al. (2011) verschiedene Stereo- und Konstitu-
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tionsisomerer. Allerdings fanden sie für die vier hergestellten Vergleichs-Diastereomere von 

Hept-6-en-2,4,5-triol keine hinreichende Übereinstimmung zu den chemischen Verschiebun-

gen und Drehwerten der isolierten Naturstoffe aus der Primärpublikation. Ebenso ergaben 

die vier Diastereomere des Konstitutionsisomers Hept-6-en-2,3,5-triol keine Übereinstim-

mung. Die Autoren um Jiang et al. (2011) empfahlen daher für eine Revision der von Wang 

& Liu (2004) vorgestellten Struktur. Ein Vergleich der chemischen 13C-Verschiebungen zeigte 

dennoch eine relativ gute Übereinstimmung zu einer der postulierten Heptentriol des Natur-

stoffextraktes von D. concentrica (Tabelle 4.4.1.).  

 
Tabelle 4.4.1.: Chemische Verschiebung der 13C-Signale von Verbindung SG1-212a im Verglich 
zu Literaturwerten natürlicher und synthetischer Hept-6-en-2,4,5-triole in CDCl3. 

SG1-212a Isomer 1 Isomer 2 2S ,4S ,5S 2S ,4S ,5R 2R ,4S ,5S 2R ,4S ,5R

6 133.7 133.6 136.7 137.3 136.2 137.2 139.0
7 118.8 117.9 115.4 117.6 117.4 117.8 116.6
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 22.1 21.0 20.1 23.9 24.1 23.6 24.4

α D  ,T [°C], c (CDCl 3 )  +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. Öl farbl. Öl farbl. Öl farbl. Öl farbl. Öl farbl. Festst. farbl. Festst.

Wang & Liu 2004 Jiang et al.  2011
Position 

 δ 13C [ppm] (CDCl3)

 
 

Die in der Tabelle angegebenen Werte waren wiederum schwer zu vergleichen, da einerseits 

Wang & Liu (2004) für die NMR-Daten-Akquise ein Lösungsmittelgemisch (CDCl3/MeOH-D4, 

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 für 

eine Messung mit MeOH-Zusatz finden. Anderseits sind die Beschriftungen für die Daten der 

synthetisierten Diastereomere in Jiang et al. (2011) inkonsistent, sodass die Zuordnung der 

experimentellen Daten zum jeweiligen Isomer eventuell fehlerhaft ist.  

Die Identität der Struktur und deren Stereochemie ließen sich somit nicht abschließend an-

hand der Literaturwerte klären. 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 stützten die Annahme, dass es sich trotz der fehlenden Übereinstimmung der 

Messwerte zu den synthetischen Vergleichsverbindungen entweder um die Verbindung 

Hept-6-en-2,4,5-triol oder um ein Molekül mit Heptenol als Symmetrieeinheit handelte. Letz-

teres konnte allerdings wegen der schlechten Ionisierung der Verbindung in HR-LC-MS-

Messungen nicht validiert werden.  
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Daten zur Bioaktivität sind bisher nicht verfügbar, da dieser Metabolit bisher nur in zwei Pub-

likationen (Wang & Lui 2004, Jiang et al. 2011) behandelt wurde und keine Bioaktivitätstests 

durchgeführt 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 wäre als 

Hauptmetabolit aufgrund der isolierten Menge aber bereits bei der Untersuchung des Rohex-

traktes auffällig 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 für den Organismus erwarten ließ, ungeklärt. Es könnte sich 

bei dem Molekül entweder um einen akkumulierten, nicht umgesetzten Präkursor für die Bio-

synthese weiterer, komplexerer Verbindungen oder um einen als Speicherstoff gebildetes 

Depot für eine spätere Nährstoffverfügbarkeit bei suboptimaler Versorgungslage, handeln. 

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

(95/5, % v/v, DCM/MeOH) und abschließender Reinigung durch RP-HPLC (tR = 9.5 min, Me-

thode: 50-100% Eluent B in 100 min, Eluent A/B, V̇ = 4 ml/min) gewonnen.  

Im 1H-NMR waren insgesamt sieben Signalgruppen erkennbar. Zwei von diesen wurden di-

rekt als Methoxygruppe (δH [ppm] = 3.86 (s, 3H, H-13), 3.83 (s, 3H, H-14)) identifiziert. Ein 

weiteres Proton (δH [ppm] = 5.45 (s, 1H, H-3)) war einem aromatischen bzw. olefinischen 

Verschiebungsbereich zuzuordnen. Die verbliebenden Signale ließen eine aliphatische Kette 

mit einer terminalen Methylgruppe (δH [ppm] = 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-11)) und der Anbin-

dung an ein aromatisches oder olefinisches System bzw. an ein sp2-hybridisierten Kohlen-

stoff erwarten. Das COSY-Experiment verdeutlichte Kopplungen innerhalb der aliphatischen 

Kette und half die Konnektivität der einzelnen Positionen zu bestimmen. Daneben war, wenn 

auch mit sehr geringer Intensität, ein zweites Spinsystem, welche die Methoxygruppe (H-13) 

und das aromatische Proton (H-3) involvierte, bemerkbar. Daraus ließ sich eine ortho-

ständige Positionierung zwischen den beiden Gruppen vermuten. Das 13C-NMR zeigte indes 

Signale für dreizehn Kohlenstoffatome insgesamt. Aus einem Vergleich der chemischen Ver-

schiebungen der C-Atome im HMQC- und 13C-NMR-Spektrum wurden fünf quaternäre Koh-

lenstoffe ermittelt. Augenscheinlich waren vier Signale, die Anhand ihrer chemischen Ver-

schiebung sp2-hybridisiert und sauerstofffunktionalisierte Kohlenstoffatome (δH [ppm] = 

168.3 (C-4), 167.0 (C-2), 164.5 (C-12), 163.0 (C-6)) erwarten ließen. Aus massenspektro-

metrischen Analysen in Kombination mit einer Eingrenzung der Kohlen- und Wasserstoffan-

zahl konnte die Summenformel (C13H18O5) anhand des Pseudomolekularions 

(m/z = 255.1291, [M+H]+) bei positiver Ionisierung abgeleitet werden. Im Negativmodus lie-
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ßen sich leider keine erkennbaren Adduktionen zur zusätzlichen Absicherung der abgeleite-

ten Summenformel generieren. 

Das HMBC-Spektrum ermöglichte die Verknüpfung der einzelnen Substrukturen. Entschei-

dend für die Etablierung der Molekülstruktur waren die Schlüsselkorrelationen (Abbildung 

4.4.12b.) und deren zugehörige Signalintensitäten der Methoxyfunktionen (C-13, C-14), des 

aromatischen Protons (C-3) und der Methylengruppe (C-7) mit der größten 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, sp2-hybridiserten C-Atome (C-6). 

Die signalintensiven 3JC,H- und schwachen 4JC,H-Kopplungen der Methoxygruppen legten 

deren Position am Pyron-Kern fest (C-4 bzw. C-5). In Übereinstimmung mit der Summenfor-

mel und den chemischen Verschiebungen wurden die Carbonylfunktion als Methylester bzw. 

als Lacton erkannt. Auffällig ist die starke Hochfeldverschiebung des Ringprotons 

(δH [ppm] = 5.45 (H-3), δC [ppm] = 87.8 (C-3)) und die starke Tieffeldverschiebungen der 

quaternären, oxygenierten, sp2-hybridisierten Kohlenstoffe an C-4 (δC = 168.3 ppm) und C-6 

(δC = 167.0 ppm). Diese Beobachtung ist allerdings durch den Mesomerieffekt der Sauer-

stofffunktionen (Methoxy bzw. Carbonyl) in zweifacher α- (Hochfeldverschiebung) bzw. zwei-

facher β-Position (Tieffeldverschiebung) erklärbar. 
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a)       b) 
Abbildung 4.4.12.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen für SG1-219 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
 

Das Molekül konnte als das bereits publizierte Daldiniapyron (Methyl-4-methoxy-2-oxo-6-

pentyl-2H-pyran-5-carboxylat) identifiziert werden. Die spektroskopischen Daten sind in 

Übereinstimmung 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. Darüber hinaus wurde eine Totalsynthese publiziert (Kurdymov et al. 2008). Bisher 

sind wenige Bioaktivitätsdaten ermittelt worden. Stadler et al. (2007) berichtete eine nicht 

feststellbare Wachstumsinhibierung gegen Bacillus subtilis und Yarrowia lipolytica im Agar-

diffusionstest bis 50 µg/Plättchen. Des Weiteren wurde eine schwache nematizidale Aktivität 

(LC50 = 395 µM, Caenorhabditis elegans) ermittelt. Interessanterweise zeigte Daldiniapyron 

bei sublethalen Konzentrationen (40-200 µM) eine sofortige Paralyse der Nematoden, wel-

che etwa drei Stunden anhielt und von den meisten Organismen ohne weitere Motilitätsstö-

rungen überstanden wurde (Stadler et al. 2007). Die strukturell ähnlichen Verbindungen An-

nularin B und Annularin F aus dem Süßwasserpilz Annulatascus triseptatus (Annulatascales) 

zeigten allerdings geringe antibakterielle Aktivität (Bacillus subtilis) im Agardiffusionsassay 

(200 µg/Plättchen). Interessanterweise wurden für einige weitere strukturell ähnliche Pyrone 

aus dem Schwamm-assoziierten Pilz Xylaria feejeensis (Xylariales) signifikante inhibitorische 

Aktivität auf die Osteoklastogenese im Bereich von 0.5-1 µM berichtet (Wang et al. 2018b), 

was einen möglichen Einsatz bei Erkrankung des Knochengewebes (z.B. Osteoporose, 

rheumatoide Arthritis) nahelegt. 

   
   a)       b) 
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 c)      d) 
Abbildung 4.4.13.: Strukturell ähnliche 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 ausgeprägt. Demnach bleiben die biologi-

sche Funktion bzw. die Zielstruktur des Metaboliten, insbesondere vor der dem Hintergrund 

der zeitlich beschränkten Motilitätsstörung 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 Flüssig-Flüssig-Extraktion (1:1, % v/v, 

DCM/MeOH) und RP-HPLC (tR = 24.7 min, Standardmethode 1, Eluent A/B, V̇ = 10 ml/min) 

isoliert.  

In HR-LC-MS Messungen konnten die Pseudomolekularionen für die positive 

(m/z = 208.0975, [M+H]+, Δm = 3.27 ppm) und negative Ionisierung (m/z = 206.1586, [M-H]-) 

ermittelt werden. Die ungerade Nominalmasse deutete dabei das Vorhandensein von einem 

bzw. 2n+1 Stickstoffatomen an ("Stickstoffregel"). Die Einschränkung der möglichen Ele-

mentkombination durch Information aus den 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren ermöglichten 

die Deduzierung der Elementarzusammensetzung (C11H13NO3). 

Spektroskopische Messungen im 1H-NMR zeigten die Anwesenheit von fünf Gruppen von 

Protonen, darunter fünf überlagerte Wasserstoffatome (δH [ppm] = 7.30-7.17 (m, 5H, H-6 bis 

H-10)) im aromatischen Bereich und eine im Vergleich zu Aliphaten tieffeldverschobene Me-

thylgruppe (δH [ppm] = 1.90 (s, 3H, H-13)). Des Weiteren offenbarten sich drei weitere Pro-

tonen anhand ihrer Kopplungskonstanten als Kopplungspartner eines Spinsystems 

(δH [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 (δC [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 13C-Signale erwarten 

ließ. Diese Einschätzung wurde ebenfalls durch die nahezu doppelte Signalintensität bei 

zwei chemischen Verschiebungen (δC = 130.2 ppm und δC = 129.4 ppm) im 13C-NMR unter-

legt. Das 13C-NMR zeigte darüber hinaus noch sechs weitere Signale, die insgesamt elf Koh-
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lenstoffatome erwarten ließen. Auffällig waren drei Verschiebungen, die quaternären 

C-Atomen zuordenbar waren. Zwei davon deuteten, anhand ihrer Verschiebung ins Tieffeld, 

auf Carbonylgruppen in Ester- oder Amidfunktion hin (δC [ppm] = 174.7 (C-1), 173.1 (C-12)). 

Das HMBC-Spektrum ermöglichte die Verknüpfung der beschriebenen Strukturelemente 

(Abbildung 4.4.15a.) mit der jeweiligen chemischen Verschiebungszuordnung (Abbildung 

4.4.15b.).  
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         a)             b) 
Abbildung 4.4.15.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen für SG1-230 in MeOH-D4 (eigene Darstellung). 
 

Schlüsselkorrelationen waren unter anderem die Korrelationen der diastereotopen Methylen-

einheit zum Phenylring, welche sie in Benzylstellung positionierte. Außerdem waren die Kor-

relationen des Protons bei δH = 4.65 ppm (H-2) zu beiden Carbonylfunktionen entscheidend. 

Die tieffeldverschobenen Methylprotonen hatten eine intensive 2JC,H-Korrelation zu einer der 

Carbonylgruppen, sowie eine schwache 4JC,H-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 (C11H13NO3) bestätigte dieses 

Ergebnis. Eine ebenfalls mögliche Struktur in der die elfte Position als Ester und der Stick-

stoff als terminales, primäres Amin an C-1 vorliegt, wurde aufgrund der dann höheren zu 

erwartenden chemischen Verschiebung an C-2 (Oxymethin δC ~ 70-90 ppm) verworfen. Die 

Daten der chemischen Verschiebungen sind zudem in hervorragender Übereinstimmung zur 

Literatur (Koshti et al. 2005). N-Acetyl-geschütztes Phenylalanin ist hauptsächlich als synthe-

tisch hergestellte Verbindung als Edukt zur Synthese von anderen Molekülen 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 könnte es 

sich eventuell auch um ein Artekfakt der Extrakt-Aufarbeitung oder der Trennschritte han-

deln. Dabei wird die mögliche Acetylierung durch Ethylacetat oder durch Spuren von Essig-

säure während der Extraktion oder der initialen Kieselgelsäule aber als sehr unwahrschein-

lich eingeschätzt. Aufgrund der synthetischen Verfügbarkeit und der geringen Relevanz als 

bioaktiver Naturstoff wurde auf weitere Analysen, welche zum Beispiel die Konfiguration der 

Position am α-C-Atom klärt, verzichtet. 
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4.4.3.6. Weitere aus Stamm SG1 isolierte Verbindungen 

Neben den im vorherigen Abschnitt (Kapitel 4.4.3.1-4.4.3.5.) ausführlich diskutierten Verbin-

dungen wurden ebenfalls andere Metaboliten isoliert, welche häufig in mykochemischen Un-

tersuchung gewonnen werden und daher nicht spezifisch für eine Gruppe von Pilzen sind 

oder, wie im Fall des Ceramids (SG1-201b), nicht abschließend strukturell bestimmt werden 

konnte bzw. eventuell als Gemisch von Verbindungen mit unterschiedlicher Länge der 

aliphatischen Ketten vorlag. Aufgrund von biosynthetischen Betrachtungen 

(C18-Dihydrosphingosin, Singh & Del Poeta 2016) und weiteren abgeleiteten Strukturele-

menten, wie beispielsweise das Vorhandensein einer α-hydroxylierten Fettsäure, sowie der 

Abschätzung der Kohlenstoffe und Protonen aus dem 13C- und 1H-NMR (NC ~ 42, NH ~ 85), 

konnte eine Struktur abgeleitet werden. Es handelte sich bei der isolierten Verbindung 

(SG1-201b) wahrscheinlich um ein α-OH-Phytoceramid (t18:0) mit Tetracosansäure (C24:0) 

als amidierten Fettsäurerest. Der Strukturvorschlag für dieses Phytoceramid (N-2-

Hydroxylignoceroylphytosphingosin) ließ sich allerdings nicht abschließend durch massen-

spektrometrische Untersuchungen (Nano-ESI) verifizieren. Weitere MS-Untersuchungen 

(HR-HPLC-MS) ließen sich aufgrund der Unlöslichkeit in gängigen organischen Lösemitteln 

(eine Löslichkeit wurde nur in Pyrdin-D5 registriert) nicht ausführen. 

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 Abhängigkeit von weiteren Substituenten und der aliphatischen Kettenlän-

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). Unabhängig 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). 

Hexadecansäure (SG1-205) und Ergosterolperoxid (SG1-209) (Abbildung 4.4.16b. und 

4.4.16c.) 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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         a) 

 
  b) 

 
c)            d) 
Abbildung 4.4.16.: Weitere isolierte Verbindungen aus Daldinia-Stamm SG1: a) N-2-
Hydroxylignoceroylphytosphingosin, b) Hexadecansäure (Palmitinsäure), 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) Moleküle, welche 

zuvor bereits aus Daldinia-Arten isoliert wurden. Letztere beiden wurden bisher exklusiv für 

Daldinia-Pilze beschrieben und scheinen spezifisch für die Gattung Daldinia oder speziell für 

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 häufi-

ger isolierte Metaboliten (z.B. Cytochalasine, Daldinale) wurden nicht isoliert. Komplexere 

Polyketide mit ungewöhnlichem Grundgerüst, 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 Moleküle aus Daldinia-Arten 

werden regelmäßig 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, könn-

ten in Zukunft noch interessante Verbindungen mit vielversprechenden Bioaktivitäten aus 

endophytischen Daldinia sp. zu erwarten sein. Nachweise für als neu berichtete Moleküle 

aus Daldinia-Endophyten sind beispielweise mit Barnes et al. (2014) und Hu et al. (2019) 

gegeben.  
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e)        f)          g) 
Abbildung 4.4.17.: Bekannte chemotaxonomische Marker für 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 
Essigsäureethylester (unten rechts) (eigene Darstellung). 
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4.5.1. Stamm Identifizierung und Auswahl 

Der Abgleich der aus genomischer DNA amplifizierten ITS-Sequenz (Zugangsnummer NCBI: 

LR585034) via BLAST innerhalb von Nukleotidsequenzdatenbanken (Entrez) ergab eine 

sehr gute Übereinstimmung (99%) mit einer Referenzsequenz (Zugangsnummer NCBI: 

AM922221.1). Der zur Referenz gehörige Stamm wurde als Endophyt von einem Küstengras 

(Elymus farctus) in Spanien isoliert, der allerdings leider nicht eingehender als Schlauchpilz 

(Ascomycota) bzw. Coelomycet (fungi imperfecti) klassifiziert wurde (Sánchez Márquez 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 Übereinstimmung bei der ITS-Region ist deutlich niedriger 

als die generell angesetzte Schwelle von > 97% oder > 95% Sequenzübereinstimmung bzw. 

<3% oder <5% Sequenzdivergenz (Arnold & Lutzoni 2008, Raja et al. 2017) und erlaub da-

her keine Zuordnung auf Artniveau. Für die Absicherung und Einstufung in intermediären 

taxonomischen Stufen (Familie, Gattung) ist die nrLSU-Region (28S-Region) als zweiter 

Barcodemarker etabliert (Raja et al. (2017), vgl. Kapitel 2.2.6.). 

Die Familienzugehörigkeit der angezeigten Referenzstämme nach dem Abgleich der LSU-

Sequenzidentität über den BLAST-Algorithmus in Nukleotid-Datenbanken mit bis zu 98% 

unterstreicht zudem die Zugehörigkeit 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 könnte 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 evolutionäre 

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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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). 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) - 

184 

Der Stamm wurde aufgrund der breiten und potenten antibakteriellen Aktivität (Tabelle 

4.5.1.) und der geringen Übereinstimmung zu bekannten Referenzorganismen für die myko-

chemische Untersuchung ausgewählt. Zudem waren nach einer Literaturrecherche keine 

Naturstoffstudien von Tremateia-Arten gefunden worden. Demnach wurde die Möglichkeit zu 

Isolierung neuer und bioaktiver Verbindungen als hoch eingeschätzt.  

 
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 [µl]

Gentamycin (pos. control) 0.5 25 15 25 20 24 18.5
SG8c (EtOAc Rohextrakt) 40 25 7 15 18 30 14

Gentamicin (positv Kontrolle) 0.5 25 15 20 15 21 20
SG8c-E1 scale up (EtOAc Rohextrakt) 20 25 8 13 14 18 10
SG8c-E2 scale up (MeOH Rohextrakt) 20 25 - - - - -

Ø [mm]
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4.5.2. Extraktbearbeitung 

Das Methanolrohextrakt wurde nach anfänglichem Trennversuch mittels RP-HPLC wegen 

mangelhafter Trennbarkeit der enthaltenen Komponenten und deutlich geringerer antibakte-

rieller Aktivität nicht weiterbearbeitet (Abbildung 4.5.3.). Als initiale Trennung wurde das mit 

Essigsäureethylester extrahierte und getrocknete Rohextrakt (m = 21.3 g) einer Gradienten-

Säulenchromatographie (Säule: mKieselgel = 450 g, Ø = 5 cm, h = 43 cm) beginnend mit Petro-

lether (SG8c-E1-1) und PE/DCM-Mischungen (SG8c-E1-2 bis SG8c-E1-9) über DCM/MeOH-

Mischungen (SG8c-E1-10 bis SG8c-E1-20) und abschließendem Spülen mit Methanol 

(> 20%, SG8c-E1-S1 bis SG8c-E1-S2) und MeOH/H2O/AcOH (75/20/5, % v/v/v, 

SG8c-E1-S3) unterworfen. Die Bearbeitung der Fraktionen wurde anhand der biologischen 

Aktivität ("bioguided fractionation") und der Trennbarkeit vorgenommen. Der Hauptmetabolit 

Auranticin A (SG8c-102, 899 mg), konnte aufgrund seiner Abundanz und schlechten Löslich-

keit ohne weitere chromatographische Trennverfahren durch Ausfällen und Waschen in DCM 

und Methanol aus Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) gewonnen werden. Die fettsäure-

haltigen unpolaren bis semipolaren Fraktionen (SG8c-E1-8, SG8c-E1-11, SG8c-E1-12) wur-

den in nachgeschalteter, isokratischer LC mit Essigsäure als Laufmittelzusatz und anschlie-

ßender 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 = 1.03 g, SG8c-

E1-17A, m = 967 mg) wurden mittels präparativer 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 (SG8c-108, m = 361 mg), (SG8c-110, 

m = 208 mg)), sowie von Vanilinsäure (SG8c-119, m = 4.39 mg), 1-Monodecanoylglycerol 

(SG8c-136, m = 5.72 mg), Linolsäure (SG8c-139, m = 66.8 mg), einem Gliovictinderivat 

(SG8c-140, m = 2.19 mg) und (-)-Gliovictin (SG8c-141, m = 7.33 mg) ergab.  

Weitere Moleküle - ein Depsidderivat (SG8c-105b, m = 215 mg), ein Pyranocoumarinderivat 

(SG8c-114, m = 3.64 mg), ein Depsidonderivat, (SG8c-122, m = 2.33 mg), 

p-Hydroxyzimtsäure (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 über Sephadex LH-20 mit Methanol als Laufmittel. Für 

die Trennung des Depsidonderivats (SG8c-128, m = 1.44 mg) und E-Ferularsäure 

(SG8c-131, m = 3.54 mg) war ein zusätzlicher chromatographischer Trennschritt nötig. Von 

Fraktion 14 (SG8c-E1-14, m = 5.39 g) wurde nicht das komplette Ausgangsmaterial getrennt, 

sodass etwa die fünffache-Menge der Verbindungen aus dieser Fraktion isolierbar gewesen 

wäre.  
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Kultivierung (SSF)

Extraktion

Grad. LC
PE, DCM, MeOH

1. 2x EtOAc, 
c = 4 ml/g Substrat

2. 1x MeOH,
c = 1.5 ml/g Substrat

Methanolextrakt
(SG8c-E2)

Ethylacetatextrakt
m = 21.3 g (SG8c-E1)

LC
95/5/1 

PE/EtOAc/AcOH

t = 30 d, T = 25 °C

LC
99/1/1.5

DCM/MeOH/AcOH

LC
98/2/0.5

DCM/MeOH/AcOH

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

SEC
MeOH

SG8c-126a, 3.54 mg 
(Riparin C) 

SEC
MeOH

SG8c-148, 99.1 mg
(Gymnoascolide A) 

Fraktion 8

SG8c-146a, 5.85 mg
SEC 

MeOH

SG8c-149, 137 mg

SEC
MeOH SG8c-143, 39.1 mg

SG8c-141, 7.33 mg
((-) Gliovictin )
SG8c-139, 66.8 mg
(Linolsäure)

SG8c-140, 2.19 mg
(S-Norgliovictin)

SG8c-136, 5.72 mg
(1-Monodecanoylglycerol)

SG8c-132, 28.6 mg

SG8c-133, 2.33 mg

SG8c-131, 3.54 mg
(E-Ferularsäure)

SG8c-130, 5.49 mg
(p-Hydroxyzimtsäure)

SG8c-128, 1.44 mg

SG8c-122, 2.33 mg

Fraktion 1-20

SEC
MeOH

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN SEC

MeOH

SEC
MeOH

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

SEC
MeOH

SEC
MeOH

LC
93/7

DCM/MeOH

LC
90/10

DCM/MeOH

Präzipitation

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

SG8c-102, 899 mg 
(Auranticin A)

SG8c-106, 36.1 mg
SG8c-107, 94.0 mg
(Piloboluson C)
SG8c-108, 361 mg
(Auranticin B)
SG8c-110, 208 mg

SEC
MeOH SG8c-105b, 215 mg

Fraktion 11

Fraktion 12

Fraktion 14

Fraktion 15

Fraktion 16

Fraktion 17 SG8c-E1-17B

SG8c-E1-14-2

SG8c-E1-8-4-SE2

SG8c-E1-11-1-SE2

SG8c-E1-12-9-SE2

SG8c-E1-14-6

SG8c-E1-12-6-SE3

SG8c-E1-14-21

SG8c-E1-14-15-SE4

SG8c-E1-15-21

SG8c-E1-15-6-SE1

SG8c-E1-15-12-SE2

SG8c-E1-16-2-SE3-1

SG8c-E1-16-2-SE2

SG8c-E1-16-11-SE2

SG8c-E1-16-11-SE1-1

SG8c-119, 4.39 mg
(Vanilinsäure)

SG8c-E1-16-1

SG8c-E1-17A-9
SG8c-E1-17A-5

SG8c-E1-17A-10-SE2

SG8c-E1-17A-11

SG8c-E1-17A-7

Reis, m = 1.5 kg

H2O, m = 1.8 kg

SEC
MeOH

SG8c-E1-17A-6.3-SE1
SG8c-114, 3.64 mg

S1, S2, S3

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

55/45 DCM/PE

99/1 DCM/MeOH

97/3 DCM/MeOH

96/4 DCM/MeOH

95/5 DCM/MeOH

94/6 DCM/MeOH

92/8 DCM/MeOH

 
Abbildung 4.5.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema für 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 Molekül SG8c-102 (Abbildung 4.5.4.) wurde als farbloser Feststoff (m = 900 mg) aus 

Fraktion 17 (m =  , SG8c-E1-17) durch Ausfällen gewonnen. Das Präzipitat wurde aufgrund 

seiner schlechten Löslichkeit mehrfach in DCM und Methanol gewaschen und ohne weitere 

Aufreinigung NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch vermessen. Aus LC-MS 

Untersuchungen bei positiver Ionisierung (m/z = 458.1879, [M+NH4]+; m/z = 441.1616, 

[M+H]+; m/z = 423.1508, [M-H2O+H]+) und bei negativer Ionisierung (m/z = 439.1374, [M-H]-) 

konnte die Summenformel (C24H24O8) abgeleitet werden. Das 1H-NMR Spektrum zeigte vier 

Methyl- (δH [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 (δH [ppm] = 3.78 (s, 3H, H-

18)) und jeweils zwei Protonen im aromatischen (δH [ppm] = 6.63 (s, 1H, H-3), 6.57 (s, 1H, 

H-9)) bzw. olefinischen Bereich (δH [ppm] = 5.60 (m, 1H, H-14), 5.56 (qd, J = 6.8, 1.3 Hz, 

1H, H-20). Des Weiteren ist eine Methylengruppe (δH [ppm] = 4.57 (s, 2H, H-12), die auf-

grund der beobachteten Tieffeldverschiebung an Sauerstoffgebunden war, sowie eine brei-

tes, stark entschirmtes Signal bei δH = 12.29 ppm (H-15), welches einer Carboxylgruppe 

zuzuordnen war, zu beobachten. Das 13C-NMR-Spektrum zeigte insgesamt 24 Signale, da-

runter 14 quaternäre, sp2-hybridisierte Kohlenstoffatome. Die COSY- und HMBC-Signale des 

olefinischen Protons an H-20 zu zwei Methylgruppen (δC [ppm] = 13.9 (C-21), 17.7 (C-22)) 

zeigten das Vorhanden sein einer Butenylgruppe (1-Methyl-prop-1-enyl). Das aromatische 

Proton an δC = 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 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) - 

188 

Benzol wies zudem auf Sauerstoffsubstitution in ortho- bzw. para-Stellung hin. Die überein-

stimmenden HMBC-Signale der Methoxygruppe (δC [ppm] = 56.0 (C-18)) an C-8 

(δC = 154.2 ppm), der Methylgruppe (δC [ppm] = 8.9 (C-17)) an C-7 (δC = 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 für 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 erläuterten (Abbildung 4.5.5a.). 

Im Unterschied zeigte sich allerdings eine Hydroxymethyleneinheit (δC [ppm] = 52.1 (C-12)) 

an C-1 statt einer Methylgruppe und eine Hydroxylierung statt einer Methoxylierung an C-2 

(δC = 160.8 ppm). Zudem wies die Butenylgruppe dieser Untereinheit, bestätigt durch 

HMBC-Korrelationen des olefinischen Protons an C-14 (δC = 119.5) und der Methylgruppe 

(δC [ppm] = 20.0 (C-16)), eine Carboxylfunktion (δC [ppm] = 166.8 (C-15)) statt einer Me-

thylgruppe auf. Aufgrund der Tieffeldverschiebung wurde das bereits durch das 1H-NMR 

vermutete Säureproton dieser Gruppe zugeordnet. Weiterhin auffällig war eine 4J-Kopplung 

des aromatischen Protons an C-3 (δC = 112.8 ppm) zum Kohlenstoff bei δC = 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 übereinstimmende COSY- und HMBC-Korrelationen 

benachbarter Substituenten bestimmt (Abbildung 4.5.5b.).  

Die Kombination der Untereinheiten anhand der Elementarzusammensetzung ergab das 

komplette Molekül mit der Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.6.). 

Die Verbindung konnte als das literaturbekannte Auranticin A identifiziert werden. 
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Abbildung 4.5.6.: Zuordnung der chemischen Verschiebung der 1H- und 13C-Signale von SG8c-
102 in DMSO-D6 (eigene Darstellung).  
 

Die spektroskopischen Daten sind dabei in Übereinstimmung mit der Primärpublikation 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, bestätigt.  

 

 
Abbildung 4.5.7.: COSY- (─), HMBC- (→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von Auranti-
cin A (SG8c-102) in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
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Die Konfiguration der beiden Doppelbindungen wurde, wie in der Originalpublikation, jeweils 

als E-konfiguriert angenommen. Die Strukturidentität dieser Annahme wurde allerdings erst 

kürzlich durch eine Kristallstruktur bewiesen (Maschke et al. 2019a, Abbildung 4.5.8.).  

 

 
Abbildung 4.5.8.: Kristallstruktur von Auranticin A (C - grau, H - weiß, O - rot) (eigene Darstel-
lung.). 
 

Von Auranticin A war mit m = 899 mg die größte 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 für den Organismus zu unterstreichen. Die Diskussion der biologi-

schen Aktivität 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) 

 
Abbildung 4.5.9.: Struktur von Verbindung SG8c-106 (eigene Darstellung). 
 

Die Verbindung SG8c-106 (Abbildung 4.5.9.) wurde als gelblich-weißer Feststoff 

(m = 36.1mg) aus der antibakteriell aktiven Fraktion 17 (SG8c-E1-17, m = 1.44 g) nach prä-

parativer RP-HPLC (tR = 32.0 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) isoliert. 

Das 1H-NMR zeigte das Vorhandensein von vier aromatischen bzw. olefinischen Methyl-

gruppen (δH [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 (δH [ppm] = 5.48 (q, J = 6.7 Hz, 1H, H-19), 

5.38 (t, J = 5.8 Hz, 1H, H-14)), sowie zwei Protonen im aromatischen Bereich (δH [ppm] = 

6.60 (s, 1H, H-3), 6.41 (s, 1H, H-9)) und zwei oxygenierte Methyleneinheiten (δH [ppm] = 

4.53 (s, 2H, H-12), 4.04 (t, J = 4.9 Hz, 2H, H-15)) (Tabelle 4.5.2.). 

Weitere 1H-NMR Signale (δH [ppm] = δH = 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 verfügt insgesamt über 23 Signale. Anhand der chemischen Verschiebung 

bestätigte sich die zuvor durch das 1H-NMR implizierten vier Methyl- und zwei oxo-

funktionalisierten Methylengruppen. Darüber hinaus war die Existenz von 15 quaternären 

Kohlenstoffen im 13C-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 (δC [ppm] = 17.7 (C-21)) aufwies. Dadurch 

ließ sich eine Butenylgruppe (1-Methylpropyl-1-en) als Strukturelement zuordnen. Die Abwe-

senheit eines COSY-Kreuzsignals und gemeinsamer Korrelationen der zwei aromatischen 

Protonen führte zur Etablierung von zwei getrennten, vollständig substituierten Phenylringen. 

Die HMBC-Signale des aromatischen Protons an C-9 (δH = 6.41 ppm, δC = 111.0 ppm), der 

Methylgruppe (δH [ppm] = 2.07 (H-17)) an C-7 (δC = 114.6 ppm) und des Hydroxylprotons 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) - 

192 

(δH = 9.67 ppm) an C-8 zu den quaternären Kohlenstoffen des Rings und der Butenylgruppe 

führten zur Formulierung einer Unterstruktur (Abbildung 4.5.10a.).  

 
Tabelle 4.5.2.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-106 in DMSO-D6 und Me-
OH-D4. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C HMBC (1H →13C)
1 - 117.6 qC (Ar) - - 117.9 -
2 - 160.1 qC-OH (Ar) - - 162.2 -
3 6.60 (s) 112.6 CH (Ar) 1, 2, 4a, 5, 12, 13 6.60 (s) 114.0 1, 2, 4a, 5, 11a, 12, 13, 14
4 - 149.1 qC (Ar) - - 151.8 -

4a - 111.1 qC (Ar) - - 112.8 -
5 - 163.5 O=C-O- - - 166.4 -
6 - - -O- - - - -

6a - 143.2 qC-O- (Ar) - - 144.8 -
7 - 114.6 qC (Ar) - - 116.5 -
8 - 152.6 qC-OH (Ar) - - 154.1 -
9 6.41 (s) 111.0 CH (Ar) 7, 8, 10a, 17, 18 6.40 (s) 112.6 6a, 8, 7, 10, 10a, 18, 19

10 - 135.7 qC (Ar) - - 137.6 -
10a - 141.6 qC-O- (Ar) - - 143.4 -
11 - - -O- - - - -
11a - 162.1 qC-O- (Ar) - - 163.7 -
12 4.53 (s) 52.2  -CH2-OH 1, 2, 11a 4.80 (s) 55.1 1, 2, 11a
13 - 134.5 qC= - - 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  -CH2-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  -CH3 (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, 10a, 18, 19 1.83 (dd, 6.7, 0.8) 14.1 9, 10, 10a, 18, 19, 21
21 1.99 (s) 17.7  -CH3 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 - - -

Position
SG8c-106a (DMSO-D6) SG8c-106 (MeOH-D4)

 δ 13C

 
 

Der zweite Ring zeigte ein vergleichbares Substitutionsmuster mit dem Unterschied, dass 

jeweils eine Hydroxymethyleneinheit (δC [ppm] = 52.2 (C-12), 58.1 (C-15)) statt einer Me-

thylgruppe vorhanden war. Des Weiteren war für das aromatische Proton an C-3 

(δH = 6.60 ppm) im HBMC-Spektrum ein weiteres Signal (4J-Kopplung) zu einem quaternä-

ren Kohlenstoff bei δC = 163.5 ppm (C-5) sichtbar (Abbildung 4.5.10b). Dadurch ließ sich ein 

Ester bzw. Lacton als funktionelle Gruppe an C-5 formulieren. Den anderen beiden tieffeld-

verschobenen Kohlenstoffen (δC [ppm] = 160.1 (C-2), 162.1 (C-11a)) ließen sich ebenfalls 

Sauerstofffunktionalisierungen zuordnen. 
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          a)        b) 
Abbildung 4.5.10.: HMBC (→) Korrelationen der etablierten Substrukturen a) und b) für Verbin-
dung SG8c-106 mit Zuordnung der chemischen Verschiebung für 1H- und 13C-Kerne in DMSO-
D6 (eigene Darstellung). 
 

In hochauflösenden 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-H2O+H], berechnet 395.1494), welches zur korrespondie-

renden Elementarzusammensetzung (C23H24O7) führte, gefunden werden. Demnach konnten 

die beiden bereits etablierten Unterstrukturen zu einem Depsidon verknüpft werden. Eine der 

zwei möglichen 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 bestätigt werden (Abbildung 4.5.11.). Demnach waren die beiden 

raumfordernden Butenylgruppen, 1-Methylprop-1-enyl an C-10 bzw. 3-Hydroxy-1-Metylprop-

1-enyl an C-4, an entgegensetzten Seiten des Depsidongerüstes 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 zusätzlich bekräftigt (siehe Abbildung 4.5.8.). 
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Abbildung 4.5.11.: COSY- (─), HMBC- (→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-
106 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
 

Die vorgestellte Verbindung zeigte strukturelle Ähnlichkeit (Methoxy an C-8, Carbonsäure an 

C-15) zu dem bereits beschriebenen Depsidon Auranticin A (Poch & Gloer 1991). Dennoch 

stellte das Molekül 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 weißer 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, V̇ = 8 ml/min) isoliert. Das 1H-NMR zeigte ein 

sehr ähnliches Signalmuster zu Auranticin A (SG8c-102) verfügte aber über ein zusätzliches 

Signal (δH [ppm] = 3.40 (s, 3H, H-23)), welches eine weitere Methoxygruppe anzeigte. Das 
13C-NMR bestätigte diese zusätzliche Methoxyfunktion (δC [ppm] = 58.4 (C-23)). Zusammen 

mit den massenspektrometrischen Untersuchungen bei positiver Ionisierung 

(m/z = 455.1836, [M+H]+; m/z = 472.2112, [M+NH4]+; m/z = 437.1722, [M-H2O+H]+) und ne-

gativer Ionisierung (m/z = 453.1567, [M-H]-) ergab sich die elementare Zusammensetzung 

der Verbindung (C25H26O8). Die Position der zusätzlichen Methyl- bzw. Methoxygruppe ließ 

sich durch deren HMBC-Korrelation zu C-12 (δC = 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 Molekül (Abbildung 

4.5.13a.) und deren Schlüsselkorrelation (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 kürzlich von Rajachan et al. (2014) unter dem Namen Piloboluson C von 

dem koprohilen Pilz Pilobolus heterosporus isoliert und charakterisiert.  
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  a) 

 
  b) 
Abbildung 4.5.13.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-107 in MeOH-D4 (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 präparativer 

RP-HPLC (tR = 50.0 min, Standartmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 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 (C24H22O8). Das 1H- und 13C-NMR-Spektrum zeigte, wie auch bei den zuvor vorgestellten 

Verbindungen (siehe Kapitel 4.5.3.1.-4.5.3.3.), ein ähnliches Signalmuster, was wiederum 

auf strukturelle Ähnlichkeit schließen lässt. Im Gegensatz zu den NMR-Daten der Verbin-

dung Auranticin A (Kapitel 4.5.3.1.) war das Vorhandensein eines tieffeldverschobenen Pro-

tons (δH [ppm] = 10.29 (H-12)) mit der für eine Aldehydfunktion charakteristische Carbonyl-

kohlenstoffverschiebung (ca. 190-200 ppm) von δC = 194.4 ppm (C-12) offensichtlich. Ob-

wohl die direkte Zuordnung dieses Protons zum Carbonylkohlenstoff durch eine fehlende 

Korrelation im HMQC-Spektrum nicht möglich war, zeigte sich im HMBC-Spektrum ein geteil-

ter Signalsatz mit einer Kopplungskonstante von etwa J = 100 Hz. Diese ließ sich einer 1JC,H-

Kopplung zuordnen. Weiterhin, im Vergleich zu den bereits diskutierten spektroskopischen 

Daten von Auranticin A, war die Abwesenheit der CH2-Einheit auffällig, womit sich vermuten 

ließ, dass sich die besagte Aldehydfunktion an der Stelle der vormaligen Hydroxymethylen-

einheit befand. Ein weiteres Indiz für diese Einschätzung war in dem stark tieffeldverschobe-

nen Hydroxylproton (δH [ppm] = 12.24 (s, 1H, 2-OH)) an C-2, welches durch die räumliche 

Nähe zum Carbonylsauerstoff chelatisiert wird bzw. Wasserstoffbrücken ausbildet (Bildung 

eines sechsgliederigen Ringes). Letztendlich ließ 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 (δC = 111.5 ppm), C-2 (δC = 165.8 ppm) und C-11a (δC = 166.0 ppm) bestätigen. Die 

vollständige Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.15a.) wurde durch 

sorgfältige Überprüfung 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.  
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   a) 

 
   b) 
Abbildung 4.5.15.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-108 (Auranticin B) in CDCl3 (eigene 
Darstellung). 
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4.5.3.5. 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 = 1.03 g, SG8c-E1-17, m = 1.44 g) nach präparativer RP-HPLC 

(tR = 39.6 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) als farbloser Feststoff 

(m = 208 mg) isoliert. Spektroskopische Daten zeigten hier, wie bei den anderen vorgestell-

ten Verbindungen, ebenfalls ein Depsidon-Grundgerüst. Im 1H-NMR war als Auffälligkeit, im 

Unterschied zu den vorher beschriebenen Depsidonen, allerdings eine weitere Methylgruppe 

vorhanden (δH [ppm] = 1.71 (dd, J = 6.8, 0.8 Hz, 3H, H-15)), deren Signal als Doppeldublett 

aufgespalten war. Dies ließ vermuten, dass das Strukturelement der Butenylgruppe 

(1-Methyl-prop-enyl) zweimal vorhanden war. Zusätzlich war das Fehlen von Singulettsigna-

len mit einem Integral von drei Protonen im Bereich der chemischen Verschiebung von 

δC = 3.4 ppm bis δC = 3.9 ppm beobachtbar. Dies schloss das Vorhandensein von Me-

thoxygruppen aus und führte zu der Erkenntnis, dass diese funktionellen Gruppen stattdes-

sen als Hydroxyleinheiten vorlagen. Die Anzahl der C-Atome im 13C-NMR und die LC-MS 

Untersuchungen (m/z = 397.1718 ([M+H]+ und m/z = 395.1475 (M-H]-) lieferten Hinweise zur 

Elementarzusammensetzung (C23H24O6). 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 Molekül ist literaturbekannt, verfügt aber über 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 näher bestimmten Pilz aus der Ordnung Pleosporales isoliert. 
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Abbildung 4.5.17.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-110a in MeOH-D4 (eigene Darstellung). 
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4.5.3.6. Tremateiasidon B (SG8c-122) 

O

O

H
O

HO

O

OH

OH
O

1

2

3

44a
5

6a
7

8

9

10

10a 11a

12

13
14

15
16

17

18

19

20

21

 
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 präparativer RP-HPLC (tR = 43.3 min, Standardmethode 2, 

Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) und Größenausschlusschromatographie (100, % v, MeOH) als 

farbloser Feststoff (m = 2.33 mg) gewonnen werden. Durch Massenspektrometrie wurden 

Pseudomolekular-, Addukt- und Fragmentionenmassen bei positiver Ionisierung 

(m/z = 432.1223 [M+H]+, berechnet 425.1230; m/z = 442.1486 [M+NH4]+, und 

m/z = 407.1116 [M-H2O+H]+) und bei negativer Ionisierung (m/z = 423.1180, [M-H]) gefun-

den. Diese konnte einer Elementarzusammensetzung (C23H20O8) zugeordnet werden. Die 
1H- und 13C-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- (δH [ppm] = 10.17 (H-12), δC [ppm] = 191.5 (C-12)) und einer Cabon-

säurefunktion (δH [ppm] = 12.37 (H-15), δC [ppm] = 166.6 (C-15)). Die Zuordnung der che-

mischen Verschiebungen (Abbildung 4.5.19a.) und deren Schlüsselkorrelationen (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. 1Signalzuordnung uneindeutig 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C HMBC (1H →13C)
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 qC (Ar) - - 157.8 -
4a - 111.4 qC (Ar) - - 112.7 -
5 - 162.3 O=C-O- - - 163.9 -
6 - - -O- - - - -
6a - 142.7 qC-O- (Ar) - - 144.3 -
7 - 115.3 qC (Ar) - - 117.3 -
8 - 153.3 qC-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 qC (Ar) - - 137.6 -
10a - 140.5 qC-O- (Ar) - - 142.5 -
11 - - -O- - - - -
11a - 165.6 qC-O (Ar) - - 167.1 1 -
12 10.17 (s) 191.5 CHO 1, 2, 3 10.32 (s) 195.2 1, 2, 3, 11a
13 - 153.7 qC= - - 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 - - 167.0 1 -
16 2.28 (d, 1.2) 19.5  -CH3 (Ar) 4, 13, 14, 15, 2.37 (s) 20.3 4, 13, 14, 15
17 2.10 (s) 9.0  -CH3 (Ar) 6a, 7, 8, 10, 10a 2.18 (s) 9.3 6a, 7, 8, 9, 10 
18 - 132.3 qC= - - 134.2 -
19 5.40 (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  -CH3 9, 10, 18, 19 1.77 (d, 6.7) 13.9 18, 19
21 1.92 (s) 18.0  -CH3 18, 19, 10 2.01 (s) 18.5 10, 18, 19

2-OH 9.89 (s, breit) - - - - - -
8-OH - - - - - - -

COOH 12.37 (s breit) - - - - - -

Position
SG8c-122a DMSO-D6 SG8c-122 MeOH-D4

 δ 13C

 

 

Die vorgeschlagene Molekülstruktur ist ähnlich 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). Für die Verbindung SG8c-122 wurde der Trivialname Tre-

mateiasidon B vorgeschlagen. 
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Abbildung 4.5.19.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-122 in DMSO-D6 (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 weiß-beiger Feststoff (m = 1.44 mg) aus 

Fraktion 16 (SG8c-E1-16, m = 1.03 g) nach präparativer RP-HPLC (tR = 43.3 min, Stan-

dardmethode 2, V̇ = 8 ml/min), SEC (100, % v, MeOH) und abschließender Säulenchroma-

tographie gewonnen (93/7, % v/v, DCM/MeOH).  

Das 1H- und 13C-NMR zeigt ein sehr ähnliches Signalmuster zu Verbindung SG8c-110a. 

Aufällig gegenüber Verbindung SG8c-110a war allerdings ein zusätzliches Signal 

(δH [ppm] = 3.48 (s, 3H, H-23), δC[ppm] = 58.9 (C-23)), dass sich einer Methoxygruppe zu-

ordnen ließ. Deren Zugehörigkeit zum Molekül und die Position innerhalb der Verbindung 

wurde durch die HMBC-Korrelation zu C-12 (δC = 69.0 ppm) bewiesen. Hochauflösende 

Massenspektrometrie lieferte die Summenformel (C24H26O6) anhand der Pseudomolekulario-

nen im Positiv- (m/z = 411.1873, [M+H]+), sowie im Negativ-Modus (m/z = 409.1827, [M-H]-). 

Die Identität des Strukturvorschlages wurde zusätzlich unter sorgfältiger Betrachtung der 

Korrelationen aus den 2d-NMR-Experimenten bestätigt (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 Überein-

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) übernommen worden.  
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Abbildung 4.5.21.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC-
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-128 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
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4.5.3.8. Tremateiasidon C (SG8c-132) 

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

Das Molekül SG8c-132 (Abbildung 4.5.22.) wurde als farbloser Feststoff (m = 28.6 mg) nach 

präparativer RP-HPLC (tR = 38.5 min, Standardmethode, Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) und ab-

schließender 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 1H-NMR, sowie beispielweise im Vergleich 

zu Verbindung SG8c-106, bei drei Signalen im 13C-NMR (Tabelle 4.5.4.).  

 
Tabelle 4.5.4.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-132 in DMSO-D6. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)
1 - 117.0 qC (Ar) -
2 - 160.4 qC-OH (Ar) -
3 6.60 (s) 115.1 CH (Ar) 1, 2, 4a, 5, 12, 13
4 - 142.7 qC (Ar) -
4a - 112.0 qC (Ar) -
5 - 163.0 O=C-O- -
6 - - -O- -
6a - 143.2 qC-O- (Ar) -
7 - 114.7 qC -
8 - 152.5 qC-OH (Ar) -
9 6.39 (s) 111.1 CH (Ar) 6a, 7, 8, 10a 
10 - 135.6 qC (Ar) -
10a - 141.0 qC-O- (Ar) -
11 - - -O- -
11a - 161.8 qC-O- (Ar) -
12 4.55 (s) 52.3 CH2-OH 1, 2, 11a
13 2.31 (s) 20.7  -CH3 (Ar) 3, 4, 4a, 5, 11a 
14 2.06 (s) 9.2  -CH3 (Ar) 6a, 7, 8
15 - 133.5 qC= -
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  -CH3 9, 10a, 15, 16, 18
18 1.98 (s) 17.7  -CH3 10, 15, 16

Position
SG8c-132 (DMSO-D6)

 δ 13C
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Die für die bisherige Strukturaufklärung der Depsidon-Substitutionsmuster relevanten aroma-

tischen Protonen lieferten ebenfalls wieder wichtige Signalkorrelationen. So zeigte das Pro-

ton bei δH = 6.60 ppm (H-3) ein Kreuzsignal im COSY-Spektrum und starke 

HMBC-Korrelation zu einer Methylgruppe (δH [ppm] = 2.31 (s, 3H, H-13), δC [ppm] = 20.7 

(C-13)). Darüber hinaus fehlte eine der sonst vorhandenen signalintensiven 3J-Kopplungen 

zu quaternären Kohlenstoffen im HMBC-Spektrum. Die bereits erwähnte Methylgruppe an 

C-4 hatte wiederum eine starke Korrelation im HMBC-Spektrum zum Carbonylkohlenstoff 

(δC [ppm] = 163.0 (C-5)) der Lactonverbrückung. Diese Beobachtungen führten 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 gelöst. Die vollständige 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-H2O+H]+ und m/z = 355.1298 [M-H]-) und der damit 

abgeleiteten Elementarzusammensetzung (C20H20O6) bestätigt. 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). Für das Molekül wurde der 

Trivialname Tremateiasidon C vorgeschlagen. 
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Abbildung 4.5.23.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-132 in DMSO-D6 (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-Grundgerüst wurde die Verbindung SG8c-149 (Abbil-

dung 4.5.24.) als weißer Feststoff (m = 137 mg) aus der zwölften Hauptfraktion 

(SG8c-E1-12, m = 1.70 g) nach zusätzlicher Säulenchromatographie (98.5/1/0.5, % v/v/v, 

DCM/MeOH/AcOH) zur Entfernung von Fettsäuren und abschließender SEC (50/50, % v/v, 

DCM/MeOH) isoliert. Die so isolierte Verbindung zeigte zu den Molekülen SG8c-110a (Kapi-

tel 4.5.3.5.) und SG8c-128 (Kapitel 4.5.3.7.) vergleichbare Daten im 1H-NMR. Im Unterschied 

zu diesen war allerdings keine Methylengruppe vorhanden. Dafür zeigten sich zwei scharfe, 

stark ins Tieffeld verschobene Signale (δH [ppm]= 12.10 (s, 1H, 2-OH), 10.22 (s, 1H, H-12)). 

Weiterhin war im 13C-NMR ebenfalls ein stark entschirmtes Signal bei δC = 194.2 ppm 

(C-12) vorhanden. In Analogie zu den Ausführungen für Auranticin B (SG8c-108, Kapitel 

4.5.3.4.) ließ sich eine Aldehydfunktion an C-12 ableiten. Des Weiteren wurde ein durch 

Wasserstoffbrückenbindung zur Carbonylfunktion entschirmtes Protonsignal für das Hy-

doxylproton an Kohlenstoff C-2 deduziert. Die 1JC,H Kopplung für C-12 bzw. H-12 ließ sich 

wiederum nur im HMBC- (Signalaufspaltung: 1JC,H ~ 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 für die Elementarzusammensetzung (C23H22O6). Vollständige Aus-

wertungen der COSY-, HMQC-, HBMC- und NOESY-Spektren insbesondere der Schlüssel-

korrelationen (Abbildung 4.5.25b.) erlaubten eine vollständige 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 Übereinstimmung mit den eigenen Messwerten. Die 

Diskussion der antibakteriellen und zytotoxischen Aktivität der Depsidonderivate erfolgt im 

übernächsten Kapitel (Kapitel 4.5.1.). 
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Abbildung 4.5.25.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen 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 = 215 mg) aus der antibakteriell aktivsten Hauptfraktion (Fraktion 17, SG8c-E1-17, 

m = 1.44 mg) durch präparative RP-HPLC (tR = 47.0 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, 

V̇ = 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.), Ähnlichkeiten im 1H- und 13C-NMR. Jedoch verfügte sie im 1H-

NMR allerdings über zwei olefinischen und zwei aromatische Protonen, sowie sechs Methyl-

gruppen (Tabelle 4.5.5.).  

Das Signalprofil im 1H- und 13C-NMR-Spektrum erschien dabei hauptsächlich als ein doppel-

ter Satz an Signalen. Dies deutete auf eine Verbindung, welche aus sehr ähnlichen Grund-

bausteinen aufgebaut sein musste. Des Weiteren zeigte sich im Vergleich zu den Depsido-

nen ein zusätzlicher, ins Tieffeld-verschobener Kohlenstoff (δC [ppm] = 171.8 (C-7`)) im 
13C-NMR und im 1H-NMR ein stark verbreitertes, tieffeldverschobenes Signal 

(δC [ppm] = 10.22 (s breit, 1H, COOH)) ohne HMQC-Korrelation. Diese Beobachtungen lie-

ßen auf eine Carboxylgruppe schließen. Die Substitutionsmuster an den Phenylringen, etab-

liert durch HMBC-Korrelationen, ließen sich zusammen mit der Summenformel (C24H26O7), 

bestimmt aus hochauflösenden 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-

menführen. 
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Tabelle 4.5.5.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-105 in DMSO-D6, CDCl3, 
und MeOH-D4. 1 Signalüberlagerung zweier als Quartett aufgespaltener 1H, erscheint hier als pentett 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C
1 - 104.8 qC (Ar) - - 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 (Ar) - - 148.9 - - 149.5
7 - 168.1 O=C-O- - - 169.5 - - 170.1
8 2.00 (s) 8.2  -CH3 (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)1 121.2 =CH 6, 11, 12 5.37 (q, 6.7) 121.6 6, 11, 12 5.30 (q, 6.7)1 121.8
11 1.63 (d, 6.7) 13.6   -CH3 6, 9, 10 1.66 (d, 6.7) 13.9 1, 5, 6, 9, 10 1.61 (d, 6.7) 13.8
12 1.88 (s) 18.4   -CH3 6, 9, 10 1.93 (s) 19.0 1, 5, 6, 9, 10 1.88 (s) 19.1
1´ - 112.2 qC (Ar) - - 107.2 - - 110.0
2` - 159.0 qC-O- (Ar) - - 162.9 - - 162.9
3` - 116.7 qC (Ar) - - 118.4 - - 118.1
4` - 151.5 qC-O- (Ar) - - 153.6 - - 153.8
5` 6.39 (s) 113.6 CH (Ar) 1`,2`,3`,4`,7`,8`,9` 6.42 (s) 114.8 1`,2`,3`,4`,7`,8`,9` 6.60 (s) 115.3
6` - 145.5 qC (Ar) - - 147.5 - - 149.0
7` - 171.8 O=C-O- - - 174.0 - - 174.2
8` 1.95 (s) 9.1  -CH3 (Ar) 2`,3`,4`,6` 2.05 (s) 9.3 1`,2`,3`,5`,4`,6` 1.94 (s) 9.3
9` - 137.1 qC= - - 137.6 - - 139.4
10` 5.31 (q, 6.7)1 121.6  =CH 6`,11`,12` 5.55 (q, 6.7) 124.8 6`,11`,12` 5.27 (q, 6.7)1 122.4
11` 1.66 (d, 6.7) 13.8  -CH3 6`,9`,10` 1.77 (d 6.7) 14.1 1`,5`,6`,9`,10` 1.64 (d, 6.7) 13.9
12` 1.85 18.2  -CH3 6`,9`,10` 1.96 (s) 18.9 1`,5`,6`,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) - - - -
4-OH/
4`-OH - - - - 6.97 (s, breit) - - - -

Position
SG8c-105b (DMSO-D6) SG8c-105 (CDCl3) SG8c-105a (MeOH-D4)

 δ 13C

 
 

Die Argumentation einer Verbindung des Esters über C-7 (δC = 168.1 ppm) zu C-2` 

(δC = 159.0 ppm) entgegen der anderen möglichen Variante von C-7`(δC = 171.8 ppm) zu 

C-2 (δC = 159.4 ppm) ließ sich über die relative chemische Verschiebung der beiden Car-

bonylgruppen führen. Die stärkere Tieffeldverschiebung an C-7` ließ dort demnach die Säu-

refunktion erwarten. Ein anderes mögliches Regioisomer mit der Esterverknüpfung von C-7 

zu C-4`, wie es bereits mit Agonodepside B beschrieben war (Cao et al. 2002), wurde trotz 

der sehr ähnlichen chemischen Verschiebung im 1H- und 13C-NMR nicht als Struktur favori-

siert. Begründen ließ sich dies durch die chemische Verschiebung der Hydroxylprotonen. 

Das Hydroxylproton an C-2 (δH = 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 Wasserstoffbrückenbindung mit dem Carbonylkohlenstoff der Säurefunktion 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 für Agonodepside B beschrieben war, würde mit einem weiteren Hydroxylproton in ortho-

Stellung zu einer Carboxylfunktion erwartet werden können. Im vorliegenden Fall mit der 

Hydroxylgruppe in para-Position zur Carbonsäure war dies nicht zu beobachten. Stattdessen 
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ist in CDCl3 ein breites Signal (δH = 6.97 ppm) mit dem Integral von zwei Protonen zu sehen. 

Da diese chemischen Verschiebungen nicht für Carbonsäure-Protonen beschrieben sind, 

jedoch für Hydroxylgruppen, wurden diese den verbliebenen Hydroxyl-Protonen zugeordnet. 

Das übrige tieffeldverschobene, breite Signal bei δC = 10.22 ppm wurde daher der freien 

Säure zugewiesen (Abbildung 4.5.27a.).  

 

 
        a 

 
         b) 
Abbildung 4.5.27.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-105 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
 

Ein Molekül 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-

tät, sowie die antibakterielle und zytotoxische Aktivität des isolierten Depsids, wird verglei-

chend mit den Depsidonen im nächsten Kapitel geführt (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 hauptsächlich 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-I; 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 Übergang 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 Oberfläche von Rotal-

gen (Zhang et al. 2014a) und Schwämmen isoliert (Aspergillus unguis (Teleomorph: Emeri-

cella unguis); Aspergillusidone A-F, Nidulin, Unguinol, Sureram et al. 2012). Die aus der 

Meeresumgebung isolierten Pilze produzieren dabei häufig 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 ähnlicher 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 näher 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, entzündungshemmend, etc.) angesehen (Ibrahim 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-

täre 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 

(Hemmhof- 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), entzündungshemmend (Studzińska-Sroka & Dubino 2018), antimykotisch (Smeda-

Hirschmann et al. 2008), antioxidativ (Goutam et al. 2018), photoprotektiv und antiproliferativ 

(Molnár & 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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     a)           b) 
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 µM (z.B. MIC = 8 µM As-

pergisid A, methicillin resistent Staphylococcus aureus; MIC = 102 µM Aspergillusidon G, 

Pseudomonas aeruginosa). Die Isolierung der Depsid-Verbindung (Tremateiasid A, 

SG8c-105) aus einer im Vortest antibakteriell wirksamen Fraktion ließ ebenfalls vergleichba-

re Aktivität erwarten. Demnach war es für einen Vergleich ebenfalls wichtig die antibakterielle 

und antiproliferative Aktivität 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 Aktivitätsbestimmung erfolgte dabei aller-

dings bisher nur über die semi-quantitative Agardiffusionsmethode, was einen Vergleich mit 

anderen Verbindungen erschwert. Für 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 IC50-Werte (Tabelle 4.5.6.) zeigten bemerkenswerte antibakterielle 

Aktivität 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, IC50) isolierter Depsidone und 
Depside gegenüber B. subtilis, P. agarici und der Zervix-Karzinom Zelline KB-3-1. 1 Bute-
nylgruppe (1-Methyl-prop-enyl) an C-4 ersetzt durch Methylgruppe; 2 Depside: 6a-OH, 4a-COOH 

KB-3-1
Trivialname Verbindung IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] R1 R2 R3 R4

Auranticin A SG8c-102 173 245 69 115 101 CH3 CH2-OH H COOH
Auranticin B SG8c-108 18 19 33 36 120 CH3 CHO H COOH

- SG8c-110a 14 19 9 16 50 H CH2-OH H CH3

- SG8c-128 19 20 11 16 91 H CH2-O-CH3 H CH3

- SG8c-149 5 5 5 5 55 H CHO H CH3

Pilobolusone C SG8c-107 21 25 17 19 249 CH3 CH2-O-CH3 H COOH
Tremateiasidon A SG8c-106 153 165 133 145 50 H CH2-OH H CH2-OH
Tremateiasidon B SG8c-122a 35 38 18 20 >236 H CHO H COOH

  Tremateiasidon C1 SG8c-132 46 66 82 88 96 H CH2-OH H  -
- SS02.02 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 69 CH3 CH2-OH CH3 COO-CH3

Tremateiasid A2 SG8c-105 2 3 2 2 156 H CH3 H CH3

Gentamicinsulfat Referenz 1 2 12 16 - - - - -
(+)-Grisoefulvin Referenz - - - - 20 - - - -
Cryptophycin 52 Referenz - - - - 1.3 x 10-5 - - - -

B. subtilis P. agarici Substituenten

 

 
Abbildung 4.5.29.: Grundgerüst der für die Bioaktivitätstests untersuchten Depsidone und 
Depside (eigene Darstellung). 
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Die ermittelten Werte waren vergleichbar mit den Werten für das Referenzantibiotikum 

Gentamicin gegenüber B. subtilis (gram-positiv) und übertrafen diese sogar gegenüber dem 

gram-negativen Bakterium P. agarici. Die meisten anderen Depsidone zeigten ebenfalls re-

solute MIC-Werte im Bereich von 19-66 µM für B. subtilis bzw. 16-88 µM für P. agarici. Eines 

der neu beschriebenen Depsidonderivate (Tremateiasidon A, SG8c-106) und Auranticin A 

(SG8c-102) zeigte hingegen nur moderate bis schwache Aktivität (165-245 µM, B. subtilis; 

115-1455 µM, P. agarici) gegenüber den getesteten Stämmen. 

Das an R3 und R4 (Abbildung 4.5.29.) methylierte Derivat von Auranticin A (SS02.02) war 

hingegen im getesteten Bereich (> 1000 µM) komplett inaktiv. Es kann daher vermutet wer-

den, dass die Hydroxylgruppe an R3 wichtig für die Interaktion mit der Zielstruktur im Bakteri-

um ist. Eine andere Erklärung für die Inaktivität wäre die durch Methylierung stark herabge-

setzte Löslichkeit im wässrigen Nährmedium. Bis zu einer Konzentration von etwa 250 µM 

(125 mg/ml) wurden Trübungen während der MIC-Bestimmung durch ungelöste Testsub-

stanz beobachtet. Die erforderliche Konzentration für einen wachstumsinhibierenden Effekt 

läge somit über der Löslichkeitsgrenze. Auffällig war, dass besonders die Depsidonderivate 

mit einer Aldehydfunktion an R2 gegenüber der Hydroxy- bzw. Methoxyfunktionalisierung zu 

den aktivsten Verbindungen gehörten. Die funktionelle Gruppe (OH bzw. O-CH3) an R1 

schien hingegen keine oder nur geringe Auswirkungen auf die antibakterielle Aktivität der 

Verbindungen zu haben (vgl. Auranticin B (SG8c-108) und Tremateiasidon B (SG8c-122a)). 

Bei der Struktureigenschaftsbeziehung (SAR) für R4 begünstigte ein hydrophober Rest in 

Form einer Methylgruppe die antibakterielle Wirkung (siehe SG8c-110a, R4 = CH3), da die 

Aktivität bei Auranticin A (R4 = COOH) und Tremateiasidon A (R4 = CH2-OH) deutlich gerin-

ger ausgeprägt war. Bei der Abwesenheit der kompletten Seitenkette an C-4 lagen die MIC- 

und IC50-Werte hingegen zwischen denen der Depsidone mit hydrophilem bzw. hydropho-

bem Rest an R4. Für eine weiterführende Analyse und Diskussion zur Struktur-Eigenschafts-

Beziehungen der antibakteriellen Aktivität wären allerdings weitere Ergebnisse anderer Deri-

vate nötig. Interessanterweise wurde Auranticin A von Poch & Gloer (1991) als deutlich stär-

ker antibakteriell als Auranticin B beschrieben. Die selbst ausgeführten und vorgestellten 

Messreihen zeigten hingegen die gegenteilige Beobachtung, sogar gegenüber derselben 

Referenz-Art B. subtilis.  

Von Pittayakhajonwut et al. (2006) und Rajachan et al. (2014) wurde bereits für die von 

ihnen isolierten Depsidone eine schwache zytotoxische Aktivität im niedrigen mikromolaren-

Bereich gegenüber verschiedenen Zelllinien berichtet. In den Testreihen gegenüber der Zer-

vix-Karzinom Zelllinie KB-3-1 konnte ebenfalls eine moderat bis schwache antineoplasive 

Aktivität (vgl. Referenzverbindung (+)-Griseofulvin (IC50 = 20 µM)) im Bereich von 50-250 µM 

gezeigt werden. Diese Aktivität ist allerdings sehr gering im Vergleich zu der extrem zytotoxi-

schen Referenz-Verbindung Cryptophycin 52 (1.3 x 10-5 µM). 
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Die Stärke der antibakteriellen Aktivität innerhalb der Depsidonreihe ist nicht in Übereinstim-

mung mit den Werten für die zytotoxische Wirksamkeit. Dies deutet auf einen anderen Wirk-

ort bzw. Wirkmechanismus, statt des Vorliegens einer generellen Zellschädigung, hin. Honda 

et al. (2010) zeigten, dass die physiko-chemischen Eigenschaften (logP und pKa) wichtig für 

die antibakterielle Aktivität sind. Shrestha (2015) beobachtete Membran-schädigende Effekte 

durch Kulturextrakte von Flechten. Dieser Bakterienmembran-schädigende Effekt, der zuvor 

schon von Gupta et al. (2012) für L-Usninsäure (Abbildung 4.5.30) berichtet wurde, sei aller-

dings nicht der einzige antibakterielle Effekt. Des Weiteren wurden Hinweise, die eine Stö-

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 schließt jedoch mögliche synergistische Effekte oder 

die Wirkung anderer Komponenten des Extrakts nicht aus. Der genaue Wirkort und der 

Wirkmechanismus, welcher die antibakterielle Aktivität von Depsidonen erklärt, ist der Litera-

tur bisher nicht bekannt (Shrestha & St. Clair 2013). Als mögliches Ziel kommt allerdings das 

FtsZ-Protein (filamenting temperature-sensitve mutant Z-Protein) als bakterielles Tubulinho-

molog infrage, da bereits eine Interaktion und Störung der FtsZ-Polymerisation durch Poly-

phenolverbindungen (z.B. Viriditoxin & Chrysophaentin A) nachgewiesen wurde (Schaffner-

Barbero et al. 2011).  

 

   
 a)               b) 
Abbildung 4.5.30.: Struktur von a) L-Usninsäure, b) Chrysophaentin A (eigene Darstellung). 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) - 

220 

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 präparativer RP-HPLC (tR = 37.7 min, Stan-

dardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 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 Ionenmassen in Kombination mit weiteren Information 

aus den NMR-Spektren lieferten die Elementarzusammensetzung (C27H34O7).  

Anhand der chemischen Verschiebungen im 1H- und 13C-NMR-Spektrum konnten vier aro-

matische bzw. olefinische Methylgruppen, eine aliphatische Methylgruppe, zwei aromatische 

bzw. olefinische Protonen, zwei sauerstoffverbrückte Methine, sowie eine aliphatische Kette 

und elf quaternäre Kohlenstoffatom beobachtet werden (Tabelle 4.5.7.). Gemeinsame 

HMBC-Signale der beiden Methylgruppenprotonen am Aromaten (δH [ppm] = 2.29 (s, 3H, H-

22), δC [ppm] = 13.0 (C-22); δH [ppm] = 2.28 (s, 3H, H-23), δC [ppm] = 8.5 (C-23)) und der 

Methyleinheit (δH [ppm] = 3.04 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H-15), δC [ppm] = 37.5 (C-15)) der alipha-

tischen Kette ließen einen komplett substitutierten Phenylring mit zwei Oxo-

Funktionalisierungen (δC [ppm] = 161.4 (C-7), δC [ppm] = 154.5 (C-8a)) erwarten.  
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Tabelle 4.5.7.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-114 in DMSO-D6 und Me-
OH-D4. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C HMBC (1H →13C)
1 - - - - - - -
2 - 160.3 O=C-O- - - 157.8 -
3 - 113.3 qC (Ar) - - 111.2 -
4 8.76 (s) 144.5 CH (Ar) 2, 3, 5, 8, 8a, 9 8.65 (s) 142.5 2, 3,  5, 8, 8a, 9
4a - 112.5 qC (Ar) - - 110.8 -
5 - 137.4 qC (Ar) - - 136.4 -
6 - 124.0 qC (Ar) - - 122.4 -
7 - 161.4 qC (Ar) - - 159.8 -
8 - 110.3 qC (Ar) - - 108.6 -
8a - 154.5 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  

12 2.87 (dd, 16.8, 13.9)
2.47 (dd, 16.8, 2.9 )

40.9  -CH2 11, 13, 14, 24 2.78 (dd, 16.4, 13.9 )
 2.41 (dd, 2.9, 16.2)

39.7 11, 13, 14, 24 

13 - 197.1 C=O - - 192.8 -
14 6.76 (s) 106.3 C=CH 3, 9, 12, 13 6.55 (s) 105.0 3, 9, 12
15 3.04 (d, 6.5) 37.5  -CH2 4a, 5, 6, 16, 17 2.90 (m) 36.2 4a, 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  -CH2 - 1.44 (m) 37.9 -
18 1.57 (m), 1.41 (m) 26.8  -CH2 - 1.42 (m) 25.2 -
19 1.39 (m) 27.1  -CH2 - 1.27 (m) 25.8 18
20 1.52 (m) 33.6  -CH2 18, 21 1.39 (m) 32.6 -
21 3.54 (t, 6.6) 62.9  -CH2-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 5, 6, 7
23 2.28 (s) 8.5  -CH3 (Ar) 7, 8, 8a 2.21 (s) 8.6 7, 8, 8a, 
24 - 134.1 qC= - - 132.8 -
25 5.79 (q, 6.7) 125.1 =CH 11, 26, 27 5.71 (q, 6.6) 122.6 11, 26, 27
26 1.75 (d, 6.7) 13.5  -CH3 11, 24, 25 1.68 (d, 6.6) 13.1 11, 24, 25
27 1.87 (s) 12.6   -CH3 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) - -

Position
SG8c-114b (MeOH-D4) SG8c-114a (DMSO-D6)

 δ 13C

 
 

Die aliphatische Kette an C-5 (δC = 137.4 ppm) trug zusätzlich zwei Hydroxylgruppen. Eine 

der Hydroxylfunktionen war terminal an C-21 (δH [ppm] = 3.54 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-21), 

δC [ppm] = 62.9 (C-21)) und die andere an C-16 positioniert (δH [ppm] 3.71 (p, J = 6.5 Hz, 

2H, H-16), δC [ppm] = 73.1)). Zusammen mit COSY-, HMQC- und ausgewählten HMBC-

Korrelationen war es unzweifelhaft möglich die Zuordnung der chemischen Verschiebungen 

innerhalb der aliphatischen Kette vorzunehmen (Abbildung 4.5.32a). 

Ebenfalls war in den Spektren eine Butenylgruppe, ähnlich der in den Depsidon-

Verbindungen (z.B. SG8c-106, SG8c-122a, SG8c-132), die allerdings an ein Oxymethin an 

C-11 (δH [ppm] = 4.97 (dd, J = 13.9, 2.9 Hz, 1H, H-11), δC [ppm] = 85.1 (C-11)) gebunden 

war, erkennbar. Dieses Oxymethingruppe hatte wiederum starke COSY-Kreuzsignale zu 

einer Methylengruppe an C-12 (δH [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`), δC [ppm] = 40.9 (C-12)). Von den HMBC-Korrelation dieser 

Methyleneinheit ausgehend, zeigten sich weitere Signale zu einer Carbonylfunktion 

(δC [ppm] = 197.1 (C-13)) und einem weiteren Proton (δH [ppm] = 6.76 (s, 1H, H-14), 
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δC [ppm] = 106.3 (C-14)), welches wiederum Verknüpfungen zu zwei sp2-hybridisierten, qua-

ternären Kohlenstoffen aufwies (δC [ppm] = 113.3 (C-3), 166.8 (C-9)).  

Das Pyranocoumarin-Grundgerüst wurde durch starke HMBC-Korrelationen des zentralen 

Protons an C-4 (δH [ppm] = 8.76 (s, 1H, H-4), δC [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. 

Zusätzlich war mit dem HMBC-Signal zum Kohlenstoff an C-2 (δC = 160.3 ppm), welches 

sonst keine Korrelation mit einem anderen Proton zeigte und das aufgrund der chemischen 

Verschiebung eine Esterfunktion bzw. ein Lacton erwarten ließ, eine Korrelation vorhanden. 

Die Ringschlüsse über einen Ester bzw. ein Lacton (C-2 zu C-8a) und einen Ether (C-9 zu 

C-11), statt des Vorhandenseins der freien Säure bzw. des Alkohols wurde zusätzlich durch 

die Elementarzusammensetzung verdeutlicht. Dies schloss eine lineare Struktur aus und 

etablierte ein ungewöhnliches Pyranocoumarin-Grundgerüst. Die vergleichsweise starke 

Tieffeldverschiebung des sauerstofffunktionalisierten Kohlenstoffes an C-9 im Vergleich zum 

Carbonylkohlenstoff an C-2 ließ sich durch die beiden β-ständigen Carbonylgruppen, welche 

einen entschirmenden bzw. Elektronen-ziehenden Effekt haben, erklären. Interessanterweise 

waren die Kohlenstoffe an C-3 und C-7 im 13C-Spektrum nicht mit dem Lösemittel DMSO-D6, 

beobachtbar, sondern nur durch deren HMBC-Korrelation erkennbar. Dies erschwerte die 

Zuordnung. In Methanol-D4 hingegen waren die 13C-Signale für diese Kohlenstoffe klar zu 

erkennen.  

Die Geometrie der Doppelbindung wurde durch die Beobachtung eines starken NOESY-

Kreuzsignals von H-11 (δH = 4.97) zu H-25 (δH = 5.79) bei gleichzeitigem Fehlen der Korre-

lation von H-11 zu den Methylprotonen H-26 (δH = 1.75) bestimmt. Vorliegender Befund ließ 

sich mit der Doppelbindung in E-Konfiguration in Übereinstimmung bringen. Zur Verdeutli-

chung sind ausgewählte COSY-, HMBC-, und NOESY-Korrelationen in Abbildung 4.5.32b. 

dargestellt. Aufgrund der geringen isolierten Menge und fehlgeschlagenen Bemühungen bei 

der Kristallisation konnte die absolute Konfiguration des Moleküls nicht abschließend be-

stimmt werden. Für 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-oxo-3,4-dihydro-2H-pyran-6-yl)-5-(2,7-dihydroxyheptyl)-7-hydroxy-6,8-

dimethyl-2H-chromen-2-on) gewertet wurde. Für die Verbindung wurde der Trivialname Tre-

mateiajulin A vorgeschlagen.  
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Abbildung 4.5.32.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG8c-114 in MeOH-D4 (eigene Darstellung). 
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Die aus den NMR-Spektren abgeleitete Struktur zeigte das ungewöhnliche Pyranocoumarin-

Gerüst 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-f]coumarin) und die eben-

falls gewinkelten Pyranocoumarine der Bothrioclinin-Reihe (3,4-Pyranocoumarin bzw. Pyra-

no[3,2-c]coumarin) (Abbildung 4.5.33.), welche in verschiedenen Pflanzen nachgewiesen 

worden sind (z.B. Hänsel & Sticher 2010, Chen et al. 2007). Die isolierte Verbindung unter-

scheidet sich jedoch noch weitergehend von den zuvor isolierten Monankarinen in der Länge 

der alipahtischen Kette (Heptyl vs. Propyl) an C-5 und dem Substituenten des Pyranringes 

an C-11 (Butenyl vs. Methyl). 

 

 
      a)     b) 

 
     c)     d) 

 

     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 für ihr Vorkommen als se-

kundäre Pflanzeninhaltstoffe in Apiaceaen (Doldengewächse, z.B. Bärenklau- und Engel-

wurzarten) sowie Rutaceaen (Rautengewächse, z.B. Zitrusfrüchte), sowie dem Auslösen von 

Photoreaktivät in Epidermalzellen (Photodermatitis) beim Menschen (Hänsel & Sticher 2010, 

Dugrand-Judek et al. 2015). Ihr Vorkommen in Pilzen ist hingegen selten und hauptsächlich 

bei endophytischen Pilzen beschrieben (Huang et al. 2012, Nicoletti & Fiorentino 2015). Für 

Furano- und Pyranocoumarine verschiedener Klassen wurden unter anderem antimykotische 

(Song et al. 2017), antibakterielle und antivirale Wirkung (Venugopala et al. 2013) sowie Zy-

totoxität 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 (Hadaček et al. 1994, Bougraud et al. 2006). Über 

die bioaktiven Eigenschaften der Pyranocoumarine aus der Monankrin-Reihe ist hingegen 

wenig bekannt. Hossain et al. (1996) berichteten über MAO-hemmende Aktivität im niedrigen 

mikromolaren-Bereich für Monankarin A (IC50 = 10.7 µM) and Monankarin B (IC50 = 15.5 µM), 

die für Monankarin E und Monankarin F hingegen deutlich verringert ist (IC50 > 100 µM). Ei-

gene Untersuchungen zeigten keine antibakterielle Aktivität im getesteten Bereich (ca. 1-

1000 µM) gegenüber dem gram-positiven Bacillus subtilis und dem gram-negativen Bakteri-

um Pseudomonas agarici. Zudem wurde ebenfalls eine, wenn auch nur sehr schwach aus-

geprägte, zytotoxische Wirkung gegenüber der Zelllinie KB-3-1 festgestellt (Tabelle 4.5.8.). 

 
Tabelle 4.5.8.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivität von Verbindung SG8c-114. 

KB-3-1
Probenbezeichnung IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM]

Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-114 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 425

(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50  [mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -

SG8c-114 > 500 > 500 > 500 > 500 > 200
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici

 
 

Über die Funktion der linearen und angularen Pyranocoumarine in Pflanzen ist wenig be-

kannt, jedoch wird aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit eine ähnliche Relevanz als Phy-

toalexin gegen Insekten und pathogene Pilze, wie bei den Furanocoumarinen erwartet (Bou-

graud et al. 2006). Ob dies ebenfalls für die strukturell abweichenden Pyranocoumarine der 

Monankarin-Reihe gilt ist möglich, bleibt aber spekulativ und sollte daher in weiteren Studien 

untersucht werden. 
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4.5.5.2. 3S-Norgliovictin (SG8c-140) 

 

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 präparative RP-HPLC (tR = 24.1 min), Standardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 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 1H-NMR sechs Pro-

tonen in der Aromatenregion (δH [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 (δH [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 (δH [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 1H-, 13C- und HMBC-Signale von SG8c-140 in DMSO-D6 und Me-
OH-D4. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)  δ 1H (m, J [Hz])  δ 13C HMBC (1H →13C)
1 - - - - - - -
2 - 166.4 O=C-N- - - 169.0 -
3 - 85.1 qC (N,S) - - 87.2 -
4 - - - - - - -
5 - 164.0 O=C-N- - - 166.9 -
6 - 75.2 qC (N,S) - - 76.9 -
7 2.93 (s) 28.8  -N-CH3 2, 6 3.02 (s) 29.6 2, 6

8 3.42 (d, 14.0) 
3.10 (d, 14.0)

44.2  -CH2 2, 3, 9, 14 3.47 (d,13.7)
 3.22 (d, 13.7)

45.7 2, 3, 9, 14

9 - 134.7 qC (Ar) - - 135.6 -
10 7.06 (d, 6.6) 129.7 CH (Ar) 9, 11, 13, 14 7.12 (d, 6.7) 131.2 9, 11
11 7.24 - 7.17 (m) 128.1 CH (Ar) 9, 11, 13, 14 7.29 - 7.22 (m) 129.5 9, 11
12 7.24 - 7.17 (m) 126.7 CH (Ar) 9, 11, 13, 14 7.29 - 7.22 (m) 128.3 9, 11
13 7.24 - 7.17 (m) 128.1 CH (Ar) 9, 11, 13, 14 7.29 - 7.22 (m) 129.5 9, 11
14 7.06 (d, 6.6) 129.7 CH (Ar) 8, 10, 12, 14 7.12 (d, 6.7) 131.2 8, 10, 12, 14 
15 2.86 (s) 28.3  -N-CH3 3, 5 3.05 (s) 29.4 3, 5
16 1.86 (s) 11.1  -S-CH3 6 1.92 (s) 11.6 6

17 3.46 (dd, 11.3, 5.4)
3.30 (dd, 11.3, 6.4)

63.8  -CH2-OH 5, 6 3.45 (s) 65.3 5, 6

3-SH 7.08 (s) - -  2, 3, 8 - - -
17-OH 5.13 (dd, 5.4, 6.4) - - 6, 17 - - -

Position
SG8c-140a (DMSO-D6) SG8c-140 (MeOH-D4)

 δ 13C
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Die Signale dieser Methylgruppen zeigten dabei im HMQC-Spektrum die charakteristische 

chemische Verschiebung einer N-Methylierung (δH [ppm] = 2.93 (s, 3H, H-7), 2.86 (s, 3H, H-

15), δC [ppm] = 28.8 (C-7), 28.3 (C-15)) und einer S-Methylierung (δH [ppm] = 1.86 (s, 3H, 

H-16), δC [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 

über Stickstoff gebundenen Methylgruppen zeigten im HMBC-Spektrum wiederum 
3J-Kopplungen zu jeweils einer Carbonylfunktion (δC [ppm] = 166.4 (C-2), 164.0 (C-5)) und 

zu den Kohlenstoffen an Position C-6 bzw. C-3. Dadurch ließ sich eine Diketopiperazin als 

Kernstruktur etablieren. Gemeinsame HMBC-Signale der fünf aromatischen Protonen und 

die fast doppelte Signalintensität bei zwei Kohlenstoffatomen (δC [ppm] = 126.7 (C-10, 

C-12), 128.1 (C-11, C-13)) aufgrund von Symmetrie innerhalb der Substruktur, ließ einen 

monosubstituierten Phenylring vermuten. Weitere HMBC-Korrelationen der diastereotopen 

Methylengruppe zum Phenylring (δH [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 ließ diese die Benzylstel-

lung mit Verknüpfung zum C-3 Kohlenstoff am Diketopiperazine einnehmen. Die Position der 

anderen, hydroxylierten Methyleneinheit (C-17) war durch deren HMBC-Signal zum Car-

bonylkohlenstoff bei δC = 164.0 ppm (C-5) an C-6 gegeben. Die Bindung des noch fehlen-

den Substituenten am Diketopiperazin über ein Heteroatom war anhand des fehlenden Sig-

nals des tieffeldverschobenen Protons (δH [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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       a) 

 
           b) 
Abbildung 4.5.35.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-140 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
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Die Thiolfunktion bestätigte sich hierbei durch die massenspektrometrischen Untersuchun-

gen. Obgleich das Molekül selbst bei der Vergleichsweise milden Ionisierung mittels ESI 

fragmentierte und andere Ionenpeaks (z.B. m/z = 277.1179 (C14H17N2O2S), m/z = 231.1126 

C13H15N2O2) im Positiv-Modus und im Negativ-Modus (m/z = 275.1082, C14H15N2O2S) deut-

lich intensivere Signale lieferten, konnte das Pseudomolekularion (m/z = 339.1085 [M-H]-, 

C15H20N2O3S2-H+) mit geringer Signalstärke bei entsprechender Retentionszeit gefunden 

werden. Die Identität der vorgeschlagenen Struktur konnte zusätzlich über die Isolierung des 

in der Literatur bekannten dithiomethylierten Derivates (-)-Gliovictin (siehe SG8c-141, Kapitel 

4.5.6.1.) bekräftigt werden.  

Die Konfiguration an beiden Stereozentren wurden durch einen Vergleich des spezifischen 

Drehwerts (αD
20 = -5, c = 0.36, MeOH) zur Verbindung (-)-Gliovictin ([α]D25 = -39, c = 0.20, 

MeOH, Isaka et al. 2005; [α]D -65, c = 1.88 CHCl3, Shin & Fenical 1987) als R,R-konfiguriert 

bestimmt. Unabhängig 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 

(-)3S-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 ökologischen Nischen (marin, terrestrisch, endophytisch, entomopathogen, etc.) 

isoliert. Sie sind dabei klassenübergreifend (Eurotiomycetes, Sordiomycetes, etc.) innerhalb 

der Schlauchpilze (Ascomycota) weit verbreitet. Insbesondere das strukturell verwandte Gli-

otoxin ist durch seine Zytotoxizität gegenüber verschiedenen Krebszelllinien aber auch ge-

genüber 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 Äktivitäten 

der Thiodiketopiperazine sind in erster Linie mit der Disulfid- bzw. Polysulfidbrücke assoziiert 

(Müllbacher et al. 1986, Michel 1988). Die S-methylierten Verbindungen zeigten sich daher 

entweder als nicht aktiv gegenüber Bakterien-, Plasmodium-, Pilz- und Algenteststämmen 

(Gulder et al. 2012, Isaka et al. 2005) oder sind im Zytotoxizitätstest gegenüber verschiede-

nen Krebszelllinien nur moderat bis wenig aktiv (IC50: z.B. 19 µm, NCI-H187 (Isaka et al. 
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2005); 113 µM, MCF7 (Zhang et al. 2009); 475 µm, AGS, 681 µM, MRC-5 Fibroblasten 

(Smeda-Hirschmann 2005), wie sich am Beispiel von (-)-Gliovictin (3R,5R-Reihe) zeigte.  

 

 
a)        b)         c) 
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 Aktivität konnte auch in eigenen Unter-

suchungen gegenüber B. subtilis, P. agarici und der Zervix-Karzinom-Zelllinie KB-3-1 festge-

stellt werden (Tabelle 4.5.10.) und ist damit in Übereinstimmung mit den Erwartungen aus 

der Literatur.  

 
Tabelle 4.5.10.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivität von 3S-Norgliovictin (SG8c-140). 

KB-3-1
Probenbezeichnung IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM]

Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-140 > 1469 > 1469 634 1446 > 587

(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50  [mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -

SG8c-140 > 500 > 500 216 492 > 200
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici

 
 

Unklar bleiben hingegen die biologische Funktion bzw. der generierte Vorteil aus der Produk-

tion dieses Metaboliten für den Pilz. Aufgrund der relativ geringen Menge an isoliertem Mate-

rial könnte es sich hierbei eventuell um ein Abbauprodukt von (-)-Gliovictin (SG8c-141) oder 

des biologisch aktivieren Disulfidbrückenderivats (-)-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 präparativer RP-HPLC (tR = 45.0 min, Stan-

dardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) und Größenauschlusschromatographie (100, % v, 

MeOH) mittels Sephadex LH-20 gewonnen. LC-MS-Messungen ergaben als Pseodumoleku-

larionenpeak m/z = 265.2140, [M+H] bei positiver Ionisierung und m/z = 263.2105, [M-H] bei 

negativer Ionisierung. Durch das 1H-NMR-Spektrum waren eine aliphatische und zwei aro-

matische Methylgruppen, sowie fünf Protonen mit Sauerstoffverbindung und acht aliphati-

sche Protonen, welche das Vorhandensein einer Pentylkette anzeigten, ersichtlich. Das 13C-

NMR zeigte insgesamt 16 Kohlenstoffatome, von den sechs sp2-hybridisiert waren. Zwei 

davon waren, anhand der Tieffeldverschiebung (δC [ppm] = 150.6 (C-6), 148.0 (C-8)), wiede-

rum mit Heteroatomen verbunden, was das Vorkommen eines Phenylrings erwartet ließ (Ta-

belle 4.5.11.). 

 
Tabelle 4.5.11.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signalen von SG8c-143 in CDCl3. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)
1 4.92 (d, 14.8), 4.60 (d, 14.8) 64.9  -O-CH2-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  -CH2- 3, 4a, 5, 6, 8a, 11, 
4a - 130.9 qC (Ar) -
5 - 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  -CH3 (Ar) 4a, 5, 6, 7, 8
10 2.11 (s) 8.2  -CH3 (Ar) 6, 7, 8
11 1.70 (m), 1.59 (m) 36.2  -CH2- 3, 4, 12, 13
12 1.52 (m), 1.44 (m) 25.4  -CH2- 3, 11, 13, 14
13 1.38 - 1.29 (m) 32.1  -CH2- 12, 13, 14
14 1.38 - 1.29 (m) 22.8  -CH2- 12, 13, 14
15 0.91 (t, 6.9) 14.2  -CH3 13, 14

6-OH 4.75 (s) - - 5, 6, 7
8-OH 4.67 (s) - - 7, 8, 8a

Position
SG8c-143 (CDCl3)

 δ 13C
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Des Weiteren waren zwei oxygenierte sp3-Kohlenstoffatome offensichtlich (δC [ppm] = 64.9 

(C-1), 75.0 (C-3)). Anhand von HMQC- und COSY-Korrelationen bestätigte sich die bereits 

vermutete Pentylkette, welche darüber hinaus mit einem Oxymethin (δH [ppm] = 3.56 (dddd, 

J = 10.7, 8.3, 4.9, 3.4 Hz, 1H, H-3), δC [ppm] = 75.0 (C-3)) und diastereotopen Methylenpro-

tonen verknüpft war (δH [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`), δC [ppm] = 32.2 (C-4)). Zudem war eine sauerstoffverbrückte, diastere-

otope Methyleneinheit (δH [ppm] = 4.92 (d, J = 14.8 Hz, 1H, H-1), 4.60 (d, J = 14.8 Hz, 1H, 

H-1`), δC [ppm] = 64.9 (C-1)) und die Abwesenden Signale von zwei Wasserstoffen 

(δH [ppm] = 4.75 (s, 1H, 6-OH), 4.67 (s, 1H, 8-OH)) im HMQC-Spektrum auffällig, was auf 

zwei Hydroxylgruppen schließen ließ. Das Substitutionsmuster am Phenylring ließ sich zwei-

felsfrei durch die HMBC-Korrelationen aufklären (Abbildung 4.5.38.). Die 3J-Kopplungen der 

aromatischen Methylgruppe (δH [ppm] = 2.11 (s, 3H, H-10), δC[ppm] = 8.2 (C-10)) zu beiden 

ins Tieffeld-verschobenen sp2-Kohlenstoffen (C-6, C-8), sowie das Signal der anderen aro-

matischen Methylgruppe (δH [ppm] = 2.05 (s, 3H, H-9), δC [ppm] = 10.6 (C-9)) zum Kohlen-

stoffatom an C-6 konnten beobachtet werden. Dies führte 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 (δC = 130.9 ppm), welche wiederum ebenfalls beim Oxymethin 

(C-3) und den diastereotopen Methylenprotonen (C-4) vorhanden war. Dies führte zu einer 

ortho-Positionierung der Methylgruppe zur aliphatischen Kettenanbindung an C-4a. Die be-

reits erwähnten diastereotopen Oxymethylenprotonen zeigten Kopplungen zum ins Tieffeld-

verschobenen Kohlenstoffatom C-8 und zum Kohlenstoff der Alkylketten-Anbindung (C-4a). 

Dies legte die übrig geblieben Position am Phenylring (C-8a) fest. Zusätzlich war eine weite-

re Korrelation zum Oxymethin sichtbar. Dies ließ eine Etherverbrückung vermuten und führte 

zu einem Isochroman-Grundgerüst. Die Verbindung von C-1 zu C-3 über einen Ether statt 

des Vorhandenseins zweier Hydroxylgruppen wurde zusätzlich über die Summenformel 

(C16H24O3), abgeleitet aus der LC-MS-Messung, verdeutlicht and bestätigte zudem das Vor-

handensein von Hydoxylgruppen an den tieffeldverschobenen sp2-Kohlenstoffen C-6 und 

C-8. Die so aufgeklärte 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 für Verbindung SG8c-143 vorgeschlagen. 
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  a) 

 
  b) 
Abbildung 4.5.38.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-143 in CDCL3 (eigene Darstellung). 
 

Die Konfiguration an C-8 wurde durch einen Vergleich des spezifischen Drehwertes 

(αD
20 = -65.3, c = 1.0, MeOH) mit den strukturell verwandten Verbindungen Pseudoanguillos-

porin A (αD
20 = -72.5, c = 0.65, MeOH), welches an Position C-7 demethyliert (Kock et al. 

2009) und Pseudoanguillosporin C (αD
23 = -116, c = 0.065, MeOH), welches carboxyliert ist 

(Rusman et al. 2015), als R-konfiguriert bestimmt. Beide Pseudoanguillosporine weisen zu-

sätzlich zur isolierten Verbindung eine verlängerte aliphatische Kette (Heptyl vs. Pentyl) auf, 

verfügen aber ebenfalls über 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 (αD
25 = -72.6, c = 0.1, MeOH) bei R-

Konfiguration auf (Li et al. 2015). Dies führte zur Vermutung, dass die Konfiguration am ein-

zigen Stereozentrum identisch zur Verbindung SG8c-143 war. Ein weiteres Isochromanderi-

vat (αD
20 = +103, c = 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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    a)        b) 

 
   c) 
Abbildung 4.5.39.: Isochroman Vergleichsverbindungen: a) Annulohypoxyloman, b) Colletob-
redin A (R = αRha), c) Pseudoanuillosporin A (R = H), B (R = COOH) (eigene Darstellung). 
 

In biologischen Tests an Lipopolysaccharid-aktivierten Makrophagen zeigte sich Colletobre-

din A als schwacher (IC50 = 182 µM) NO-RadikaI-Inhibitor (Hsiao et al. 2015). Annulohypoxy-

loman A, isoliert aus dem Endophyten Annulohypoxylon truncatum, zeigte hingegen keine 

Wirkung in antiinflammatorischen und Zytotoxizitätstests (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 µg/ml, Cryp-

tococcus neoformans) Pseudoanguillosporin A zusätzlich antibakterielle und antialgale Ei-

genschaften auf (Kock et al. 2009, Rusman et al. 2015). Diese beschriebenen biologischen 

Aktivitäten ließen für das neu isolierte und strukturell etablierte Isochromanderivat ebenfalls 

vergleichbare antimykotische Aktivitäten und regulatorische Funktionen als Allelochemikalie 

vermuten. Die antibakterielle Wirkung gegen die ausgewählten Teststämme im Vergleich 

zum Referenzantibiotikum war hingegen nur schwach ausgeprägt (Tabelle 4.5.12.). Gleiches 

gilt für die Zytotoxizität die mit einem IC50 von 540 µM sehr schwach gegenüber der KB-3-1 

Zelllinie ausgeprägt ist.  

 
Tabelle 4.5.12: Antibakterielle und zytotoxische Aktivität des Isochromans SG8c-143a. 

KB-3-1
Probenbezeichnung IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM]

Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-143 267 366 244 257 540

(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [mg/l]
Gentamicin (Referenz) 0.8 1.3 8.8 12 -

SG8c-143 71 97 65 68 143
(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 7
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

Bacilllus subtlis Pseudomonas agarici
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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 = 1.70 g) nach NP-Chromatographie (97.5/2/0.5, % v/v/v, 

DCM/MeOH/AcOH) und Sephadex LH-20 SEC (100, % v, MeOH) isoliert. Die Elementarzu-

sammensetzung (C15H22O4) konnte mit Hilfe von Massenanalyse im Positiv-Modus 

(m/z = 249.1545, [M-H2O+H]+ und im Negativ-Modus (m/z = 265.2377, [M-H]-) bestätigt wer-

den. Im 1H-NMR-Spektrum, war wie bei der Verbindung SG8c-143 eine aliphatische 

(δH [ppm] = 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-15)) und zwei aromatische Methyleinheit (δH [ppm] = 

2.10 (s, 3H, H-8), 1.94 (s, 3H, H-7)), sowie eine Pentylkette beobachtbar. Die Verknüpfung 

und Zuordnung der aliphatischen Kette wurde mittels COSY- und HMBC-Spektren vorge-

nommen. Im 13C-NMR waren eine Oxymethingruppe (δC [ppm] = 71.6 (C-9)) und ebenfalls 

sechs sp2-hybridisierte Kohlenstoffatome sichtbar (Tabelle 4.5.13.). 

 
Tabelle 4.5.13.: Zuordnung der 1H-, 13C- und HMBC-Signalen von SG8c-146a. 

 δ 1H (m, J [Hz]) HMBC (1H →13C)
1 - 184.2 C=O (Ar) -
2 - 150.8 qC-OH (Ar) -
3 - 117.3 qC (Ar) -
4 - 187.8 C=O (Ar) -
5 - 145.3 qC (Ar) -
6 - 137.4 qC (Ar) -
7 1.94 (s) 8.4  -CH3 (Ar) 2, 3, 4
8 2.10 (s) 13.4  -CH3 (Ar) 4, 5, 6
9 2.69 (dd, 13.5, 4.3), 2.64 (dd, 13.5, 8.5) 34.3  -CH2 (Ar) 1, 5, 6, 10, 11
10 3.74 (m) 71.6 CH-OH 12
11 1.52 (m) 38.3  -CH2- 9, 10, 11, 12 
12 1.46 (m), 1.36 (m) 25.5  -CH2- 13, 14
13 1.34 - 1.28 (m) 31.9  -CH2- 12, 13, 14, 15
14 1.34 - 1.28 (m) 22.8  -CH2- 12, 13, 14, 15
15 0.90 (t, 6.9) 14.2  -CH3 13, 14

2-OH 6.99 (s) - - 2, 3

Position
SG8c-146a (CDCl3)

 δ 13C

 
 

Dies ließ ebenfalls wieder auf einen Phenylring schließen. Im Gegensatz zu Verbindung 

SG8c-143 waren hier allerdings zwei der sp2-hybridisierten Kohlenstoffe stark ins Tieffeld 
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verschoben (δC [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 für Car-

bonyle in konjugierten Systemen, wie zum Beispiel bei Antrachinonen (Arnone et al. 1977) 

und Flavonen (Yoon et al. 2011). Dies ließ zusammen mit der Anzahl der sp2-Kohlenstoffe 

auf ein unsymmetrisch substituiertes Chinon als Grundgerüst schließen. 

HMBC-Korrelationen liefern das Substitutionsmuster am Chinonring (Abbildung 4.5.40b.). 

Beide aromatischen Methyleinheiten (δC [ppm] = 8.4 (C-7), 13.4 (C-8)) zeigten dabei ein 

starkes Signal zur selben Carbonylgruppe (δC [ppm] = 187.8 C-4), was auf eine meta-

Stellung zueinander hindeutete. Gleichzeitig klärte dies die relative Position der Car-

bonylgruppen in para-Positionierung zueinander (1,4-Benzochinon). Die Methylgruppe an 

C-3 (δC = 117.3 ppm) wies dabei eine 3JC,H-Korrelation zum Tieffeld-verschobenen Kohlen-

stoff (δC = 150.8 ppm) an C-2 auf. Zusammen mit der Summenformel ergab sich an dieser 

Position somit eine Hydroxygruppe. Deren Position und Identität wurde zusätzlich durch 

HMBC-Signale des Protons bei δH = 6.99 ppm (2-OH) zu C-2 und C-3 unterlegt. Der noch 

fehlende Substituend an C-6 (δC = 137.4 ppm) wurde durch übereinstimmende 

HMBC-Signale (2JC,H und 3JC,H Kopplung) der Methylgruppe an C-5 (δC = 145.3 ppm) und 

der diastereotopen Methyleneinheit (δH [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 bestätigt. Die räumli-

che Nähe der Methyleinheit an C-5 zur aliphatischen Kette wurde ebenfalls durch NOESY-

Kreuzsignale zu H-9 und H-10 unterstützt.  

Aufgrund der fehlenden 3JC,H-Signalintensität des Oxymethin-Protons zu C-6 und der zwei-

felsfreien Unterscheidbarkeit zwischen 2JC,H und 3JC,H 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-Signalintensität zwischen 2J- und 3J-Kopplungen (2J > 3J) der 

anderen Methylgruppen an C-3 zugeordnet und ebenfalls für die Methylgruppe an C-5 ange-

nommen.  

Die stark unterschiedliche chemische Verschiebung an den beiden Methylgruppenanknüp-

fungen C-3 (δC = 117.3 ppm) und C-5 (δC = 145.3 ppm bzw. 137.4 ppm) ließ sich durch den 

abschirmenden Effekt der Hydroxygruppe in α-Position zum C-3 erklären.  

Die Bestimmung der Stereochemie an Position C-10 wurde durch einen Vergleich zur struk-

turell verwandten Struktur (+)-Anserinone B, welche mit positivem spezifischem Drehwert 

(αD
25 = +41.5, c = 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 (αD
20 = -57.9, c = 0.975, MeOH) gemessen wurde, konnte das Stereo-

zentrum als S-konfiguriert festgelegt werden. 
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  a) 

 
  b) 
Abbildung 4.5.41.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-146a in CDCl3 (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 für 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 

gegenüber verschiedenen Tumorzelllinien beschrieben (z.B. IC50 = 21 µM (NCT 60), 

IC50 = 17 µM (MDA-MB-435), Wang et al. 1997, Gautschi et al. 2004a). Im Vergleich dazu 

ergaben sich in eigenen Testreihen für SG8c-146a ebenfalls moderate antibakterielle Aktivi-

täten gegen Bacillus subtilis und Pseudomonas agarici und im Vergleich zu den Referenzen 

(+)-Griseofulvin und Cryptophycin 52 relativ schwach ausgeprägte zytotoxische Aktivität ge-

genüber der Zervix-Karzinom Zelllinie KB-3-1 (Tabelle 4.5.14.). 

 
Tabelle 4.5.14.: Antibakterielle und zytotoxische Aktivität von des Benzochinons SG8c-146a. 

KB-3-1
Probenbezeichnung IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM] MIC [µM] IC50 [µM]

Gentamicin (Referenz) 1 2 12 16 -
SG8c-146a 70 107 121 168 150

(+)-Grisoefulvin (Referenz) - - - - 20
Cryptophycin 52 (Referenz) - - - - 1.3 x 10-5

IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [mg/l] MIC [mg/l] IC50 [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 x 10-6

Bacilllus subtilis Pseudomonas agarici

 



4. Ergebnisse und Diskussion - 4.5. Stamm SG8c (cf. Tremateia sp.) - 

239 

4.5.6. Weitere aus Stamm SG8c isolierte Verbindungen 

4.5.6.1.: (-)-Gliovictin (SG8c-141) 

 
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 präparativer RP-HPLC (tR = 33.3 min, 

Standardmethode 2, Eluent A/B, V̇ = 8 ml/min) isoliert und zeigte eine ähnliche Signalvertei-

lung im 1H-NMR-Spektrum, wie die weiter vorn besprochenen Verbindung SG8c-140. Die 

Spektren unterschieden sich lediglich durch Vorhandensein einer weiteren Methylgruppe 

(δH [ppm] = 2.24 (s, 3H, H-8)) und der Abwesenheit eines tieffeldverschobenen Protons. Die 

zusätzliche Methylgruppe (δC[ppm] = 13.9 (C-8)) mit charakteristischer Verschiebung einer 

S-Methylierung wurde durch das 13C-NMR bestätigt. Ihre Position zeigt sich in Analogie zur 

anderen S-Methylierung mit einem einzelnen HMBC-Signal zur Position C-3 

(δC = 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 (αD
20 = -47.9, c = 1.0, CHCl3) mit der Litera-

tur (αD
24 = -43, c = 0.235, CHCl3, 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 polysulfidverbrückte Derivate beschrieben 

worden sind (Michel et al. 1988, Müllbacher et al.), zeigte (-)-Gliovictin dennoch schwache 

bis moderate Aktivität gegenüber verschiedenen Krebszelllinien (z.B. IC50 = 19 µm, NCI-

H187 (Isaka et al. 2005); IC50 = 113 µM, MCF7 (Zhang et al. 2009); IC50 = 475 µm, AGS, 

IC50 = 681 µM, MRC-5 Fibroblasten (Smeda-Hirschmann 2005). Interessanterweise wurde 

trotz der beschriebenen Inaktivität in antimikrobiellen Tests gegenüber Escherichia coli, Ba-

cillus megaterium (Bakterien), Microbotryum violoaceum, Eurotium repens, Mycothypha 

microsporum (Pilze), Chlorella fusca (Alge) (Gulder et al. 2012) eine moderate Aktivität ge-

genüber Mycobacterium tuberculosis (MIC = 71µM) festgestellt (Isaka et al. 2005). 
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Abbildung 4.5.42.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-141 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
 

Daten zur Aktivität 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. Über die Funktion von (-)-Gliovictin für 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 stärker antibiotisch wirksamen Epidithiodiketopierazines (-)-Hyalodendrin (3R,5R-

Reihe)" (z.B. MIC = 0.6 µM, Pseudomonas aeruginosa; MIC = 6 µM 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 Molekül 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) nach Säulenchromatogra-

phie (94/5/1, % v/v/v, PE/EtOAc/AcOH, Rf ~ 0.16) und SEC (100, % v, MeOH) gewonnen. 

Das 1H-NMR zeigte trotz leichter Verunreinigungen deutlich mehrere Signalgruppen im aro-

matischen Bereich (δH [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. CDCl3 überlagert), 1H, H-4`), 6.67-6.61 (m, 2H, H-3, H-

5)), sowie ein verbreitertes Signal (δH [ppm] = 5.69 (s breit, 2H, 2-OH und NH) und zwei 

koppelnde Methlyengruppen (δH [ppm]= 4.49 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-8`), 3.07 (t, J =  7.0 Hz, 

2H, H-7`)). Breitband entkoppeltes 13C-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 quaternären C-Atomen wiesen nahezu die doppelte Signalintensität (δC [ppm] = 129.1 ( 

C-2` und C-6`), 128.7 (C-3` und C-5`)) auf. Dies lieferte einen Hinweis auf einen Phenylring 

mit Symmetrieebene. Die Signale bei δC = 168.2 ppm (C-7) und δC = 150.6 ppm (C-2) deu-

teten ferner auf eine Sauerstofffunktionalisierung mit einer Carbonyl- (Carbonsäure-, Ester-, 

oder Amidfunktion) und einer Hydroxy- bzw. Ethergruppe an einem sp2-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 

(C15H15NO2) und zeigte damit allerdings, dass die Verbindung der Substrukturen nicht, wie 

erst angenommen, über eine Ester sondern über ein Amid realisiert war. In Abbildung 

4.5.44a. wurde die Zuordnung der 1H- und 13C-Signale visualisiert.  
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Abbildung 4.5.44.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-126a in CDCl3 (eigene Darstellung). 
 

Das vorliegende Salicylamid wurde als Riparin C identifiziert. Verbindungen der Riparin-

Serie (Riparin I-III (Tyraminderivate) wurden bisher natürlich aus unreifen Früchten 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, Araújo 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, Catão et al. 2010), antiparasitäre (Araújo 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 über 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-

ßen Maßstab 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-

gulierungswürdig eingestuft (Zhang et al. 2012b). 

Die ökologische Funktion von Riparin C, über eine mögliche Pathogenabwehr durch den 

antimikrobiellen Effekt hinaus, ist unbekannt. Nach bisherigem Kenntnisstand ist allerdings 

hervorzuheben, dass dies der erste Bericht über Riparin C ist, welches aus einer natürlichen 

Quelle im Allgemeinen und im speziellen aus einem Pilz isoliert wurde.  
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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 präparativer RP-HPLC (tR = 32.2 min, Standardmethode 2, Eluent A/B, 

V̇ = 8 ml/min) und SEC (100, % v, MeOH) als farbloser Feststoff (m = 2.33 mg) isoliert. Das 
1H-NMR-Spektrum zeigte lediglich fünf Signalgruppen. Eines war ein Quartett (δH [ppm] = 

6.42 (q, 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 

(δH [ppm] = 6.12 (s, 1H, H-5)) ebenfalls im aromatischen Bereich. Des Weiteren waren drei, 

im Vergleich zu aliphatischen Methylgruppen, entschirmte Signale für Methyleinheiten zu 

erkennen. Die Signale für die Methylgruppen (δH[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 überlagert. Sie ließen 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 13C-NMR zeigte insgesamt zehn Signale, wobei die drei Signale (δC [ppm] = 164.2 

(C-2), 165.0 (C-4), 157.7 (C-6)) sp2-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 (δC [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) präsent waren. 

Die intensive 3JC,H-Kopplung von H-9 zum quaternären Kohlenstoff C-6 legte diesen als An-

knüpfungspunkt zum Ringsystem fest. Die verbleibende Anzahl an fünf zuzuordnenden Koh-

lenstoffen wies entweder auf ein fünf-Ringsystem oder auf einen Heterozyklus hin. LC-

MS-Untersuchungen offenbarten das Pseudomolekularion (m/z = 181.0875, [M+H]+) bei po-

sitiver und bei negativer Ionisierung (m/z = 179.0755, [M-H]-) mir der korrespondierenden 

Summenformel (C10H12O3). 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 mögliche Struktur bei der die Position der Carbonylgruppe und des Sauerstoffs 

im Ring ausgetauscht ist, wurde durch die dann auftretende, unwahrscheinliche 4JC,H-

Kopplung von H-7 zum Carbonyl-Kohlenstoff über 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 erklärt zudem die für sp2-hybridisierte Kohlenstoffe geringe Verschiebung 

von C-3 (δC = 97.7 ppm) bzw. C-5 (δC = 97.2 ppm) unter 100 ppm. 
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Abbildung 4.5.46.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von Verbindung SG8c-133 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
 

Die Molekülstruktur konnte der literaturbekannten Verbindung (E)-4-Hydroxy-3-methyl-6-(1-

methyl-1-propenyl)-2-pyron, welche über keinen Trivialnamen verfügt, zugeordnet werden. 

Sie wurde zuvor und erst kürzlich als natürliches 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 für das strukturell engverwandte 

Nectriapyron bekannt (Abrahmson & Wormser 1981, Burkhardt & Dickschat 2018). Über die 

Bioaktivität gibt es bis auf eine beschriebene Inaktivität 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 (IC50 = 8.9 µM, Lee et al. 

1999), Melaninsynthese-modulierendes (Thines et al. 1998), antibakterielles (Staphylococ-

cus aureus, 30 ppm, Nair & Carey 1975) und phytotoxisches Molekül (Türkhan et al. 2011), 

sowie als Repellent bekannt (Claydon et al. 1985). Die phytotoxische Aktivität, die auch für 

die Verbindung SG8c-133 angenommen werden könnte, und für viele endophytische Meta-

boliten nachgewiesen ist, lässt sich als weiteres Indiz für 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 Säulenchromatographie (97.5/1/1.5, % v/v/v, DCM/MeOH/AcOH, Rf ~ 0.58) und ab-

schließender 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 Öl (m = 99.1 mg) gewon-

nen werden. LC-MS-Untersuchungen lieferten das Pseudomolekularion bei positiver 

(m/z = 251.1247, [M+H]+) und negativer Ionisierung (m/z = 249.1873, [M+H]+).  

Die Signalgruppen aus dem 1H-NMR-Spektrum zeigten zwei isolierte tieffeldverschobene 

Methlyeneinheiten (δH [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 für aromatische Proto-

nen. Deren Integral lässt 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 (δH [ppm] = 7.54 (m, 2H, H-2` und H-6`), 

7.15 (m, 2H, H-2`` und H-6``)), zwei Triplettgruppen (δH [ppm] = 7.47 (m, 2H, H-3`und H-5`), 

7.33 (m, 2H, H-3`` und H-5``)) und zwei weiteren Triplettgruppen (δH [ppm] = 7.42 (m, 1H, H-

4`), 7.29 (m, 1H, H-4``)) eingeteilt werden. Das Integralverhältnis in Kombination mit den 

Signalmustern deutete demnach auf zwei Phenylringe hin. Das 13C-NMR bestätigt diese 

Vermutung indem vier Verschiebungen etwa die doppelte Signalintensität aufwiesen, was 

auf die Symmetrieeigenschaften von monosubstituierten Phenylringen zurückzuführen war. 

Des Weiteren ergaben sind zwei, im Vergleich zum Verschiebungsbereich für aromatische 

Kohlenstoffe, relativ stark entschirmte Kohlenstoffsignale bei δC = 173.4 ppm (C-2) und 

δC = 160.0 ppm (C-4). Das Signal bei δC = 173.4 ppm (C-2) wies auf eine Carbonylfunktion 

in einem Carboxylester hin. Die Verschiebungen für die Methylengruppen, dessen Zuord-

nung durch HMQC-Experimente bestätigt wurde, zeigten typische Werte für Methylene in 

Benzylstellung (δC [ppm] = 34.0 (C-6)) und Methylene mit Bindung zu Sauerstoff (δC [ppm] = 

71.2 (C-5)). Somit ergeben sich 17 Kohlenstoffatome insgesamt, die zusammen mit den Da-

ten aus der Massenspektrometrie die elementare Zusammensetzung (C17H14O2) lieferte.  
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HMBC- und andere 2d-NMR-Korrelationen (Abbildung 4.5.48a.) lieferten schließlich den 

Strukturvorschlag und ermöglichten die komplette Zuordnung der chemischen Verschiebun-

gen (Abbildung 4.5.48b.). Die Tieffeldverschiebung von C-4 (δC = 160.0 ppm) lies sich durch 

die Carbonylgruppe in β-Position erklären. 

 

 
  a) 

 
  b) 
Abbildung 4.5.48.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→), und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen 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 Übereinstimmung zur Primärliteratur und erlaubten im Gegen-

satz zur Orginalquelle durch eine höhere Messfrequenz des NMR-Messgerätes sogar eine 

zweifelsfreie Zuordnung der chemischen Verschiebungen. Obwohl 2-Furanone (z.B. das 

Vitamin Ascorbinsäure, das Mykotoxin Patulin) häufige Strukturelemente in Naturstoffen sind 

bzw. die Strukturklasse der Butenolide häufig isoliert wird, ist die direkte Verknüpfung einer 

Phenyl- und einer Benzylgruppe über 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 kürzlich ebenfalls noch aus dem 

Pilz Malbranchea filamentosa isoliert. Weiterhin wurde Gymnoascolid A als Isolat aus Nig-

rospora sphaerica berichtet (Zhang et al. 2010). In Bioaktivitätstests wurde Gymnoascolid A 

als Blutgefäß erweiternd (Vasodilation), sowie als selektiv antimykotisch (MIC = 52 µM) ge-

genüber dem Pflanzenpathogen Septoria nodorum bewertet (Clark et al. 2005). Der antimy-

kotische Effekt konnte allerdings nicht gegenüber anderen getesteten filamentösen Pilzen 

(Aspergillus niger, Asperigillus fumigatus) oder Hefen (Candida albicans, Cryptococcus neo-

formans) im getesteten Bereich (100 µg/Testplättchen) des Argar-Diffusionstestes festge-

stellt werden (Hosoe et al. 2005). Als ebenfalls inaktiv wurde die Verbindung gegenüber Bak-

terien (Bacillus subtilis), Nematoden (Haemonchus contortus) und einer Tumorzelllinie (NS-

1, Mausmyelom) befunden. Die beschriebene selektive antimykotische Wirkung gegen einen 

für Pflanzen pathogenen Pilz lässt eine Funktion des Metaboliten als Allelochemikalie wahr-

scheinlich erscheinen und unterstreicht die mögliche Rolle des Stammes als mutualistischer 

Endoyphyt.  

 

   
a)      b)     c) 
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. Häufig 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 für eine Art oder bestimmte Organismengruppe sind, sondern aus vielen verschiedenen 

Quellen gewonnen werden können, werden diese nur der Vollständigkeit wegen gezeigt aber 

nicht eingehender beschrieben (Abbildung 4.5.50.). Zu diesen häufig isolierbaren Metaboli-

ten gehören Fettsäuren (z.B. Linolsäure, Abbildung 4.5.50e.) und Lipide (z.B. Monocaprin, 

Abbildung 4.5.50d), die als Speicherstoffe, Signalmoleküle und Zellwandbestandteile eine 

Rolle spielen, sowie einfache aromatische Verbindungen aus der Gruppe der Phenylpro-

panoide (z.B. Ferulasäure, Abbildung 4.5.50c., p-Hydroxyzimtsäure Abbildung 4.5.50b). 

Zimtsäurederivate sind typische Metaboliten aus der pflanzlichen Biosynthese werden jedoch 

gelegentlich auch aus Pilzen, zum Beispiel, wie bei Ferulasäure, aus marinen (Wu et al. 

2016) und endophytischen Pilzen (Liu et al. 2017), isoliert. Dasselbe gilt für das ebenfalls 

isolierte Benzoesäurederivat Vanillinsäure (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 möglich, dass es sich bei den aromatischen Metaboliten um Artefakte aus dem zur 

Pilzkultivierung genutzten Reismedium handelt. Auffällig ist zumindest, dass bei den genann-

ten Literaturbeispielen ebenfalls ausnahmslos Reismedium zur Kultivierung verwendet wur-

de. Zudem sind einfache Hydroxybenzoesäuren und Hydroxyzimtsäuren als Inhaltsstoffe von 

Reiskörnern dokumentiert (Shao & Bao 2018) 

 

   
      a)           b)            c) 

  
d)       e) 
Abbildung 4.5.50.: Häufig ebenfalls aus anderen Quellen berichtetet Metaboliten aus Stamm 
SG8c: a) Vanillinsäure, b) 4-Hydroxyzimtsäure, c) Ferulasäure, d) Monocaprin e) Linolsäure 
(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 

darüber hinaus bemerkenswerte antibakterielle Aktivitäten, die sich mit dem bekannten Refe-

renzantibiotikum (Gentamicinsulfat) vergleichen ließen. 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 für neue und bioaktive Naturstoff sein 

können.  

Ein Literaturvergleich zu anderen isolierten Metaboliten aus Tremateia-Arten ist nicht mög-

lich, da diese zuvor nicht Gegenstand mykochemischer Untersuchungen waren. Die Haupt-

metaboliten, die Depsidon- und Depsidderivate, wurden allerdings bereits aus anderen 

Stämmen 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 über verschiedene Pilzklas-

sen verteilt. Dies deutet eventuell auf einen horizontalen Gentransfer der beteiligten Biosyn-

thesegene oder einer wiederholten, separaten Entwicklung zur Depsid- und Depsidonbiosyn-

thesefähigkeit hin. Der Produktstamm SG8c lässt sich trotz des zu anderen isolierten Endo-

phyten vergleichsweise langsamen Wachstums als guter Produktionsstamm für Depsidone 

interpretieren, da diese trotz nicht optimierter Kultivierungs- und Isolierungsbedingungen zu 

einem relativ großen Teil (~ 10% w/w) der Rohextraktmasse isoliert werden konnten. Für 

beispielsweise den Hauptmetabolit Auranticin A ist derzeit keine kommerzielle Quelle be-

kannt. Für andere kommerziell verfügbare Depsidone werden kostenintensive Beträge ge-

fordert (z.B. Lobarsäure ~ 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 Quantität isoliert werden konnten und sich deutlich weniger potent in den 

Bioaktivitätsmessungen (antiabktieriell, cytotoxisch) zeigten, sind diese dennoch von Interes-

se. Weitere Untersuchungen wären notwendig, um die biologische Funktion bzw. die mole-

kulare Zielstruktur mit denen diese Naturstoffe interagieren können, 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 Auswahl 

Die Klassifizierung des Stammes erfolgte anhand DNA-basierender Methoden über ITS-

nrDNA als für Pilze akzeptierter Barcodemarker und phylogenetischer Analyse der Sequen-

zen zu Referenzstämmen derselben Familie und Gattung. Der Abgleich der ITS-Sequenzen 

(Zugangsnummer NCBI: LR585035) mittels BLAST-Algorithmus ergab viele Treffer zu 

Stämmen aus der Familie der Xylariaceae, insbesondere der Gattung Biscogniauxia. Hohe 

Übereinstimmungen zu Referenzsequenzen ergaben sich bei zwei Biscogniauxia-Stämmen 

(z.B. 98.7%, Biscogniauxia sp. GHA03 (Zugangsnummer NCBI: HM752510.1), 98.2%, Bis-

cogniauxia sp. UFMGCB 3834 (Zugangsnummer NCBI: JQ327868.1), die allerdings nicht bis 

auf Artlevel klassifiziert wurden. Auffällig war bei den gelisteten Treffern auch die relativ hohe 

Anzahl an Stämmen (ca. 10%), die als Endophytenisolat annotiert wurden.  

Die Restriktion der Suche auf "type material"-Sequenzen (Federhen 2015) ergab ebenfalls 

als Haupttreffer Stämme innerhalb der Gattung Biscogniauxia, allerdings mit deutlich gerin-

gerer, für eine Zuordnung inakzeptabler prozentualer Übereinstimmung (88.8%, B. nummula-

ria MUCL 51395, Zugangsnummer NCBI: NR_153649.1). Um die Gattungseinstufung des 

Stammes abzusichern wurde, demnach zusätzlich der LSU-Genbereich amplifiziert und se-

quenziert. Anschließend wurden beide Sequenzbereiche separaten phylogenetischen Analy-

sen unterworfen (Abbildung 4.6.2.). Diese Analysen offenbarten beim LSU-Bereich, dass der 

Stamm tatsächlich 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 lässt sich anhand 

der Daten jedoch nicht formulieren. 
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a) 

 
b)  
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 

Aktivität in den Vortests, ausgewählt. Zum einen waren nach Literaturrecherchen wenige 

jedoch aktuelle Naturstoffuntersuchungen für 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 für das Rohextrakt 

starke antibakterielle Aktivität gegenüber B. subtilis, M. luteus, und P. agraci im Hemmhoftest 

(z.B. 19 mm, 500 µg/Plättchen, gegenüber M. luteus). Nach der Maßstabvergrößerung zur 

Kultivierung der für die mykochemischen Untersuchen benötigen Menge mittels Solid-State-

Fermentation (SSF) wurde allerdings trotz mehrfacher Vermessung festgestellt, dass die 

zuvor ermittelte antibakterielle Aktivität 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 können weiterbearbeitet, um die aktive Verbindung bzw. 

Verbindungen zumindest in geringer Menge isolieren zu können.  

 
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 [µl]

Gentamicin (Referenz) 0.5 25 15 25 20 24 18.5
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.

Ø [mm]
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4.6.2. Extraktbearbeitung 

Die Kultivierung des Stammes wurde nach 28 Tagen durch zweifache Extraktion mit Essig-

säureethylester beendet. Das ebenfalls erstellte MeOH-Extrakt (m = 71.8 g) wurde wegen 

mangelnder antibakterieller Aktivität (Tabelle 4.6.1.) in den Vortests nicht weitergehend be-

arbeit. Das EtOAc-Rohextrakt (m = 21.2 g) wurde hingegen, an Kieselgel gebunden 

(1:1 w/w) und einer Gradientensäule (Kieselgel: m ~ 450 g, Säule: h = 45 cm, Ø = 5 cm), 

ausgehend von Petrolether, über Dichlormethan/Petrolether- und Dichlormethan/Methanol-

Mischungen mit abschließender Spülung durch Methanol/Essigsäure (95/5, % v/v) als initia-

lem Trennschritt, aufgereinigt (Abbildung 4.6.3.). Verbindung SG25-105 konnte direkt als 

Kristallisat aus der öligen 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 Aktivität ("bioguided fractionation") und der Trennbarkeit vorgenom-

men. Die Fraktionen um die Hauptfraktion 17 (SG25-E1-17, m = 863 mg) zeigte dabei die 

größten Hemmhöfe (z.B. Ø = 7 - 12 mm, gegen P. agarici bei 0.5 mg/Plättchen) im Agardif-

fusionstest und wurden daher zunächst für die weitere Bearbeitung favorisiert. Die Frakti-

on 12 (SG25-E1-12, m = 418 mg), 14 - 23 wurden einer Größenausschlusschromatographie 

(50/50, % v/v DCM/MeOH) durch Sephadex LH-20 unterworfen. Dadurch konnten die Ver-

bindung p-Hydoxybenzoesäure (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 über 

Sephadex LH-20, waren für die Gewinnung von Methyltriaceticlacton (SG25-110a, 

m = 27.2 mg), Protochatechusäure (SG25-124, m = 9.89 mg) und 5-O-Acetylmevalonsäure 

(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, V̇ = 8 ml/min, 

ACN/H2O/TFA) als abschließendem 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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Kultivierung (SSF)

Extraktion

Gradienten LC
PE, DCM, MeOH

1. 2x EtOAc, 
c = 4 ml/g Substrat

2. 1x MeOH,
c = 1.5 ml/g Substrat

Methanolextrakt
(SG25-E2)

Ethylacetatextrakt
m = 21.2 g (SG25-E1)

Präzipitation

t = 28 d, T = 25 °C

SEC
50/50 

DCM/MeOH

SEC
50/50

DCM/MeOH

SEC
50/50

DCM/MeOH

SG25-105, m = 24.3 mg
((-)-5-Methylmellein) 

SG25-136, m = 20.7 mg
(Phthalidderivat) 

Fraktion 9

SG25-110a, m = 27.2 mg
(Methyltriaceticlacton)

SEC 
MeOH

SG25-107, m = 23.6 mg
(p-Hydroxybenzoesäure)

SG25-112, m = 26.5 mg
(Dinaphtalinonderivat)

SG25-116a, m = 38.4 mg
(5-O-Acetylmevalonsäure)

SG25-124, m = 9.89 mg
(Protocatechusäure)

Fraktion 1-25

SEC
50/50

DCM/MeOH

SEC
MeOH

SEC
50/50

DCM/MeOH

SEC
50/50

DCM/MeOH
SG25-119, m = 23.0mg 
(4-Hydroxyscytalon)

Fraktion 12

Fraktion 16

Fraktion 17

Fraktion 18

Fraktion 19

Fraktion 20 SG25-E1-20-SE5

SG25-E1-9-0

SG25-E1-12-SE5

SG25-E1-SE4-SE2

SG25-E1-17-SE2

SG25-E1-18-SE5

SG25-E1-18-SE3-SE1-3

SG25-E1-19-SE6-SE1

Reis, m = 1.5 kg

H2O, m = 1.8 kg

10/90 PE/DCM

99/1 DCM/MeOH

95/5 DCM/MeOH

94/6 DCM/MeOH

93/7 DCM/MeOH

92/8 DCM/MeOH

91/9 DCM/MeOH

Grad. RP-HPLC
H2O/ACN

SEC
MeOH

 
Abbildung 4.6.3.: Extraktbearbeitungs- und Verbindungsisolierungsschema für 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) 

 
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 öligen Hauptfraktion neun (SG25-E1-9, m = 3.07 g) 

gewonnen. Im 1H-NMR-Spektrum waren zwei miteinander koppelnde Kerne im Verschie-

bungsbereich für aromatische Protonen (δH [ppm] = 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-6) 6.81 (d, 

J = 8.5Hz, 1H, H-7)) und drei Signalgruppen mit ausgeprägter Kopplung und Signalaufspal-

tung (δH [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 (δH [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 bestätigte sich, dass die Methylgruppe (H-9), das Oxymethin 

(H-3) und die Protonen an C-4 (δC = 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. Auffällig war zusätzlich ein stark ins Tieffeld verschobenes 

Proton (δH [ppm] = 10.99 (s, 1H, 8-OH)), welches im HMQC-Spektrum keine Korrelation 

aufwies und damit auf ein chelatisiertes bzw. H-Brücken stabilisiertes Hydroxylproton hindeu-

tete.  

Das 13C-NMR offenbarte elf Signale für Kohlenstoffatome, von denen fünf quaternären Koh-

lenstoffen zuzurechnen waren. Zwei von diesen Kohlenstoffatomen (δC [ppm] = 170.5 (C-1), 

160.6 (H-8)) waren anhand ihrer chemischen Verschiebung wiederum als sp2-hybridisiert 

und sauerstofffunktionalisiert (Carbonyl bzw. Hydroxyl) anzusehen. Bisher dargelegte spekt-

roskopische Daten erlaubten die Postulierung eines dimethylierten, hydroxylierten Benzopy-

rons als Kernstruktur. Die Überprüfung der HMBC-Korrelationen (Abbildung 4.6.5b.), sowie 

die massenspektrometrischen Untersuchungen (m/z = 193.0975, [M+H]+ und 

m/z = 175.0803, [M-H2O+H]+), welche die elementare Zusammensetzung (C11H12O3) bestä-
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tigte, erlaubten die strukturelle Charakterisierung der Verbindung und die unzweifelhafte Zu-

ordnung der chemischen Verschiebungen (Abbildung 4.6.5a.).  

 

  

 a)            b) 

Abbildung 4.6.5.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von SG25-105 in CDCl3 (eigene Darstellung). 
 

Das Stereozentrum an C 3 konnte durch die Messung des spezifischen Drehwertes 

(αD
20 = -106.8, c = 1.0, CHCl3) und einem Literaturvergleich (αD

21 = -115, CHCl3 (De Alva-

renga et al. 1978), αD
25 = -118, c = 0.6, CHCl3 (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 Molekül wurde erstmals von Ballio et al. 1966 aus dem für Pflanzen pathogenen Pilz 

Fusicoccum amygdali berichtet. (-)-5-Methylmellin wird häufig 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 Stämmen, wie B. mediterranea (Evidente et al. 2005) und B. 

nummularia (Amand et al. 2012) isoliert.  

Bei Bioaktivitätstest wurde der Metabolit als potenter MAO-Hemmer im niedrigen mikromola-

ren-Bereich (IC50 = 1.1 µM, Lee et al. 1999) und als Repellent mit geringer Aktivität gegen-

über Larven von Spodoptera littoralis (Kokubun et al. 2003) angegeben. Über die des Weite-

ren berichtete phytotoxische Wirkung sind konträre Aussagen verfügbar. Während bei Ballio 

et al. (1966) keine Ausprägung phytotoxischer Effekte festgestellt wurden, wurde in anderen 

Abhandlungen unter anderem wachstumsinhibierende Effekte gegenüber Salat-Keimlingen 

(Lactuca sativa) und Apfel-Trieben (Malus domestica) beschrieben (Okuno et al. 1986). Die 

widersprüchlichen 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, zurückzuführen. Die phytotoxische Bewertung des produzierten Metaboliten, 

wirkt auf den ersten Blick ungewöhnlich, da die Generierung phytotoxischer Metaboliten eher 

einem als Pathogen wirkenden Stamm, wie bei z.B. Valsa ceratosperma (Okuno et al. 1986) 

zuzuordnen wäre. Die Einordnung des Biscognauxia Stammes SG25 als ein Pathogen ließ 

sich damit allerdings trotzdem nicht vornehmen, da das Metabolitprofil innerhalb der Pflan-

zen-Endophyten-Interaktion variieren kann. Diese Erkenntnis wurde in kürzlich veröffentlich-

ten Studien zumindest für 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 Veränderung des Metabolitprofils ist dabei prinzipiell einerseits über die Biotrans-

formation der Pilzmetaboliten durch die Pflanze oder umgekehrt beeinflusst. Anderseits ist 

eine Reglung der Metabolitproduktion über die Induzierung von Pilzbiosynthesewege durch 

Elicitoren pflanzlichen Ursprungs oder vice versa denkbar (Ludwig-Müller 2015). Obwohl 

aktuell noch keine Studien verfügbar sind, die eine direkte Veränderung 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 (González-Menéndez et al. 2015) ableitet. Des Weiteren zeigen 

die Extrakte von Endophyten besonders häufig herbizide bzw. phytotoxische Aktivität, 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/v, DCM/MEOH, 2. 100, % v, MeOH). Im 1H-NMR-Spektrum waren nur vier 

nicht koppelnde Signale zu erkennen. Davon waren zwei Methylgruppen (δH [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 sp2-hybridisierten Kohlenstoffen. Die anderen beiden Proto-

nen zeigten ein breites Signal (δH [ppm] = 11.11 (s breit, 1H, 4-OH)) und eines im aromati-

schen bzw. olefinischen Bereich (δH [ppm] = 5.98 (s, 1H, 5-H)). Das 13C-NMR offenbarte 

insgesamt sieben Signale für Kohlenstoffe. Drei davon ließen anhand der Verschiebung auf 

sp2-hybridisierte Kohlenstoffe mit Funktionalisierung durch Heteroatome schließen 

(δC [ppm] = 165.1 (C-4), 165.0 (C-2), 159.4 (C-6)). Im HMQC-Spektrum konnten sich die 

Signale der Protonen der Methylgruppen (δC [ppm] = 19.2 (C-8), 8.4 (C-7)) und des aromati-

schen Protons (δC [ppm] = 99.8 (H-5)) zuordnen lassen. Die weitreichenden Kopplungen 

(>3J-Kopplungen) im COSY-Spektrum von H-5 zu den beiden Methylgruppen untermauerten 

zusätzlich die Vermutung, dass in der Verbindung ein konjugiertes Doppelbindungs- oder 

aromatisches Ringsystem vorlag. Die Verschiebungen im 13C-NMR (Abbildung 4.6.7a) sowie 

die COSY- und HMBC-Korrelation (Abbildung 4.6.7b.) ließen ein 2-Pyrongerüst 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 (C7H8O3) unterlegt. Das breite 

Protonensignal aus dem 1H-NMR-Spektrum konnte so auch ohne weitere Korrelationen in 

anderen NMR-Experimenten der Hydroxygruppe an C-4 zugeordnet werden. 
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    a)             b) 
Abbildung 4.6.7.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY, (─) und 
HMBC, (→) Schlüsselkorrelationen von SG25-110a in DMSO-D6 (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-Stämmen (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. aufgeführt (Aly et al. 2008). Die Verbindung scheint demnach ausschließ-

lich in Pilzen produziert zu werden. Eine Literaturquelle hingegen beschreibt die Detektion in 

Extrakten aus Tabakblättern (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 Blätter handelt, die bereits eine stärkere Besiedlung mit Pilzen erwarten 

lassen. Zusätzlich wurde die Verbindung im Vergleich zu anderen identifizierten Metaboliten 

der Studie in sehr geringer Menge nachgewiesen, was die Vermutung als Kontaminante der 

Pflanzeninhaltsstoffe unterstreicht. 

Über die Funktion des Metaboliten für den Pilz kann nur spekuliert werden, da keine heraus-

ragende Bioaktivität bzw. Zielstruktur bekannt ist. In Zellviabilitäts-Tests gegen verschiedene 

Zelllinien (Spleonzyten, Erythrocyten, Maus-Lymphom L5178Y) und Bakterienstämme (E. 

coli, S. aureus, P. aeroginosa, etc.) konnte entweder keine (IC50 > 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 lässt sich aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit 

zum Nectriapyron (vgl. Kapitel 4.5.6.3, SG8-133) eine phytotoxische Aktivität und eine Wir-

kung als Repellent vermuten. 

Der isolierte Metabolit ist ebenfalls sowohl über neuere (Burkhard & Dickschat 2018) als 

auch lange bekannte (Acker et al. 1966) Syntheserouten zugänglich.  
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4.6.3.3. SG25-112 
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Abbildung 4.6.8.: Struktur von Verbindung SG25-112 (eigene Darstellung). 
 

Das Molekül 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 1H-NMR-Spektrum zeigte vier stark entschirmte, teilweise verbreiterte Signale 

(δH [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 (δH [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)) ließ als Strukturelement auf mehrere aromatische Hydroxygruppen in peri-

Stellung zur Carbonylgruppen schließen. 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 1H-NMR-Spektrum noch drei weitere Signalgruppen 

(δH [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 Nähe zu Heteroatomen hin. Das HMQC-Spektrum bestätigte 

eine Bindung der stark entschirmten Protonen im Bereich 8-14 ppm zu Heteroatomen. Das 
13C-NMR zeigte insgesamt 20 dem Molekül zugehörige Signale für Kohlenstoffe. Auffällig 

waren vor allem sechs Signale zwischen 160-200 ppm, welche die bereits vermuteten vier 

Hydroxylgruppen (δC [ppm] = 164.0 (C-8), 162.5 (C-6), 164.82 (C-6`), 164.77 (C-8`)) und 

zwei Carbonylfunktion bestätigten (δC [ppm] = 198.7 (C-1`), 189.9 (C-1)). Demnach ließ sich 

ein Dinaphtalinon als Grundgerüst annehmen. LC-MS-Untersuchungen lieferten die Pseu-

domolekularionen bei positiver (m/z = 381.0724, [M+H]+) und negativer Ionisierung 
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(m/z = 378.8347, [M-H]-) mit der abgeleiteten Elementarzusammensetzung (C20H12O8). Eine 

Datenbankabfrage über 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 

möglichen Strukturen (Asperlon B (Xiao et al. 2015) vs. RF 3192C (Yoshida et al. 1993), Ab-

bildung 4.6.10.) oder sogar der möglichen 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 für Asperlone B nicht berichtet (Xiao et al. 2015). Zudem waren bei einigen Ver-

schiebungen besonders im Bereich der Verknüpfungsregion der beiden Naphtalinonsub-

strukturen deutlich Unterschiede zu den Literaturangaben, trotz der Messung im gleichen 

Lösemittel (DMSO-D6), offensichtlich. Zu nennen wären hier zum Bespiel die Verschiebung 

am Carbonyl C-1` (δC = 198.7 ppm vs. δC = 186.5 ppm) und an den Methylenprotonen 

(δC  = 49.2 ppm vs δC = 41.1 ppm), was auf eine andere elektronische Umgebung hinwies 

und somit eine andere Molekülstruktur implizierte. Nach vollständiger Zuordnung der chemi-

schen Verschiebungen (Abbildung 4.6.9a.) anhand der HMBC-Schlüsselkorrelationen (Ab-

bildung 4.6.9b.) konnte die andere bekannte Verbindung (RF 3192C, Yoshida et al. 1993) als 

strukturidentisch identifiziert werden.  
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a)              b) 
Abbildung 4.6.9.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von SG25-112 in DMSO-D6 (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 überein. Diese Be-

obachtung ist wahrscheinlich auf die wegen der geringeren NMR-Messfrequenz nicht aufge-

lösten, nahe beieinanderliegenden chemischen Verschiebungen zurückzuführen. Die absolu-

te Konfiguration des Halbketals an C-3` wurde nicht bestimmt. Allerdings beschrieben Yoshi-

da et al. (1993) das Vorliegen als Racemat. Ähnliches wurde für 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-Säule eben-

falls auf ein racemisches Vorliegen beider möglicher Enantiomere geschlossen. Die gemes-

sen kaum von null abweichenden Drehwerte von SG25-112 (αD
30 = +3, c = 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 über biologische Tests, Aktivi-

täten und biologische Funktionen rar. Die Verbindung zeigte sich bis 200 µM inaktiv gegen-

über 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 IC50 = 0.35 µM Aktivität patentiert (Yoshida et al. 1993). Obwohl 

keine antibakteriellen Untersuchungen mit der isolierten Reinsubstanz ausgeführt wurden, 

wurde aufgrund der geringen festgestellten antibakteriellen Aktivität im Hemmhoftest der 

Elternfraktion eigener Versuchsreihen (z.B. 9 mm, 500 µg/Plättchen bei P. agarici) ebenfalls 

keine herausragende Aktivität erwartet. 

 

  
          a)              b) 
Abbildung 4.6.10.: Struktur von Vergleichsverbindung a) Asperlon B und b) RF 3192C. 
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4.6.3.4. 5-O-Acetylmevalonsäure (SG25-116a) 

 
Abbildung 4.6.11.: Struktur von SG25-116a (eigene Darstellung).  
 

Verbindung SG25-116a (Abbildung 4.6.11.) wurde als farbloses Öl (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 abschließender RP-HPLC (tR = 21.0 min, Standard Methode 2, Eluent 

A/B, V̇ = 8 ml/min) erhalten. Das 1H-NMR-Spektrum zeigte sechs Signalgruppen, darunter 

zwei Methyleinheiten (δH [ppm] = 2.04 (s, 3H, H-8), 1.31 (s, 3H, H-6)), und drei Methylenein-

heiten (δH [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 

(δH [ppm] = 6.05 (s breit, 2H). Das HMQC-Spektrum bestätigte zudem das Vorhandensein 

der Methylengruppen und die Bindung der Protonen mit dem verbreiterten Signal zu Hete-

roatomen. Im 13C-NMR wurden insgesamt acht Kohlenstoffatome angezeigt. Neben den be-

reits durch HMQC-Spektrum zuordenbaren Methyl- (δC [ppm] = 27.1 (C-6), 21.1 (C-8)) und 

Methyleneinheiten (δC [ppm] = 60.9 (C-5), 44.9 (C-2), 39.9 (C-4)) waren des Weiteren noch 

zwei quaternäre Kohlenstoffatome (δC [ppm] = 176.5 (C-1), 171.6 (C-7)), deren Verschie-

bungsbereich auf Carbonylgruppen hinwies, auffällig. Ein anderes quaternäres Kohlenstoff-

atom (δC[ppm] = 70.4 (C-3)) und die Verschiebung der Methylengruppe (δC [ppm] = 60.9 

(C-5)) deutete auf die Bindung zu Sauerstoff hin. Aufgrund der HMBC-Korrelationen (Abbil-

dung 4.6.12b.) ließ sich ein acetyliertes Mevalonsäurederivat (5-Acetoxy-3-hydroxy-3-

methylpentansäure) formulieren und die chemischen Verschiebungen eindeutig zuordnen 

(Abbildung 4.6.12a.). Die Identität der etablierten Struktur wurde durch LC-MS-Messungen 

im Positiv-Modus (m/z = 173.0858, [M-H2O+H]+) und im Negativ-Modus (m/z = 189.0074, 

[M-H]-) mit der zuordenbaren Elementarzusammensetzung (C8H14O8) bestätigt.  

 

 
a)            b) 
Abbildung 4.6.12.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─) und 
HMBC- (→) Schlüsselkorrelationen von SG25-116a in CDCl3 (eigene Darstellung). 
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Interessanterweise wies das Integral des breiten Signals bei δH = 6.05 ppm den Wert für 

zwei Protonen auf, was vermuten ließ, dass das Hydroxylproton im selben Verschiebungsbe-

reich wie das Carboxylproton erscheint. Das Carboxylproton wäre demnach, zum sonstigen 

erwartbaren Bereich (δH > 9.5 ppm, Pretsch et al. 2010) stark ins Hochfeld verschoben. Ähn-

liche Verschiebungen lassen sich auch aus den Angaben bei Mori & Okada (1985) entneh-

men. 

Die in der Natur ausschließlich R-konfiguriert vorliegende Mevalonsäure ist ein verbreiteter 

Primärmetabolit und eine Schlüsselverbindung zum Beispiel in der Terpenbiosynthese (Me-

valonatweg) (Hänsel & Sticher 2009). Die an der fünften Position acetylierte Variante wurde 

hingegen nur in wenigen Quellen als Produktbaustein bzw. Nebenprodukt für die Synthese 

von Verrucarin A (Notegen et al. 1981) und Mevalonolacton beschrieben (Lewer & MacMillan 

1983 Mori & Okada 1985). Kürzlich 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 
1H-NMR-Spektrums waren dabei in guter Übereinstimmung mit den Literaturwerten (Lever & 

MacMillan 1983). Die Klärung der Stereochmie an Position C-3 anhand des Drehwertes war 

leider nicht zweifelsfrei möglich, da bei Mori & Okada 1985 als einziger Vergleichsquelle ein 

positiver Drehwert ([α]D19.5 = +0.2, c = 10.4, CHCI3) angeführt wurde. Im Gegensatz dazu ist 

bei eigenen Messreihen ein negativer Drehwert ([α]D20 = -4.9, c = 1.0, MeOH) festgestellt 

worden. Die Unterschiede waren eventuell auf Messungenauigkeiten oder Lösemitteleffekte 

zurückzuführen. Eine weitere Erklärung könnte sich auf einen Fehler in der Literaturstelle 

zurückführen lassen, da bei den 1H-NMR-Daten die Methylgruppe der Acetyleinheit nicht 

angegeben wurde (Mori & Okada 1985). Demnach könnte ein anderes Molekül, nämlich die 

(±)-Mevalonsäure als racemisches Gemisch, vermessen worden sein. Allerdings wurde im 

anschließenden Syntheseschritt durch Mori & Okada (1985) wieder ein optisch aktives Pro-

dukt ((-)-Mevalonolacton) erhalten. Aufgrund des ausschließlich natürlichen Vorkommens 

von R-konfigurierter (-)-Mevalonsäure und der vermessenen optischen Eigenschaften wurde 

für die Verbindung ebenfalls die R-Konfiguration angenommen. Eventuell handelte es sich 

bei der isolierten Verbindung um ein unter sauren Bedingungen, während der Aufarbeitung in 

Ethylacetat entstandenes Artefakt. Bei der Extraktion durch Eliwa et al. (2017) wurde eben-

falls Essisäureethylester verwendet.  

In Bioaktivitäts-Tests konnte, des Weiteren keine zytotoxische Aktivität gegenüber der Zer-

vix-Karzinom-Zellinie KB-3-1 festgestellt werden (Eliwa et al. 2017). Weitere Ergebnisse von 

Bioaktivitäts-Tests sind bisher nicht literaturbekannt. 
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4.6.3.5. (+)-trans-4-Hydroxyscytalon (SG25-119) 
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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 1H-NMR-Spektrum zeigte zwei stark ( > 10 ppm) 

ins Tieffeld verschobene Protonen (δH [ppm] = 12.71 (s, 1H, 8-OH), 10.69 (s, 1H, 6-OH)) 

und zwei meta-koppelnde Protonen im aromatischen Verschiebungsbereich (δH [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 bestätigte vier Protonensignale (δH [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 (δH [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`), 

δC [ppm] = 43.2 (C-2)) und zwei Methine mit Sauerstofffunktionalisierung (δH [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), δC [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 13C-NMR-Spektrum zeigte neben 

den bisher genannten Gruppen insgesamt zwölf Kohlenstoffatome, eine nicht in ein konju-

giertes System eingebundene Carbonylfunktion (δC [ppm] = 200.9 (C-1)) und sechs 

sp2-hybridisierte C-Atome (δC [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 sp2-hybridisierten C-Atomen mussten, anhand ihrer chemischen Verschiebung 

(δC [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 zusätzlich unterlegt. Das stark entschirmte 

Protonensignal bei δH = 12.71 ppm deutete auf die Chelatisierung eines Hydroxylprotons mit 

einer Carbonylfunktion hin. Dies ist charakteristisch für 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 Ionenspur in der 

HPLC-MS (m/z = 211.0654, [M+H]+, m/z = 193.0505, [M-H2O+H]+, m/z = 208.9731, [M-H]-) 

und der Ableitung der Summenformel (C10H10O5). Vorliegendes Molekül wurde als 

1-Napathalinonderivat mit dem Trivialnamen 4-Hydroxyscytalon (3,4,6,8-Tetrahydroxy-3,4-

dihydronaphthalin-1(2H)-on) identifiziert. 
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        a)                 b) 
Abbildung 4.6.14.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) COSY- (─), HMBC- 
(→) und NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG25-119 in DMSO-D6 (eigene Darstellung). 
 

Mit Hilfe des NOESY-Spektrums ließ 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-

sätzlich ebenfalls NOESY-Korrelationen zwischen den beiden Methinprotonen vorhanden 

waren. Diese Schlussfolgerung wurde zusätzlich durch den Vergleich der geminalen Kopp-

lungskonstante der Methylenprotonen (trans ~ 17 Hz, cis ~ 13.0 Hz) bestätigt (Bürki et al. 

2003). Ein Vergleich der Drehwerte (SG25-119: αD
30 = +24, c = 1.0, MeOH) zur Verbindung 

die von Pittayakhajonwut et al. (2006) isoliert und charaktersiert wurde (αD
26 = +58, c = 0.07, 

MeOH) zeigte ebenfalls einen positiven Drehwert, auch wenn die absoluten Werte divergier-

ten. Gründe dafür könnten 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 ((3S,4S)-3,4,6,8-Tetrahydroxy-3,4-

dihydronaphthalen(2H)-1-on) handelte. 

Berichtet wurde 4-Hydroxyscytalon, unabhängig stereochemischer Betrachtungen, erstmali-

gen von Iwasaki 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 für 

4-Hydroxyscytalone außerdem 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 µM ge-

genüber B. subtilis) (Huang et al. 2016) aktiv oder inaktiv gegen human pathogene Bakterien 

und Pilze im getesteten Bereich beschrieben (c < 1000 µM) (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 (Bürki et al. 2003). Die Rolle von 

4-Hydoxyscytalon als Phytotoxin ist allerdings umstritten. Während Stierle et al. (1991) signi-

fikante phytotoxische Effekte gegenüber Bananenzüchtungen (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 Bürki et al. (2003) keine signifikante 

Toxizität im Testsetup gegenüber Kaffeebäumen (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 zurückzuführen. 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-

wänden von Pilzen vor und schützen dort vor Austrocknung und Auswirkung der 

UV-Strahlung bzw. helfen bei der Überdauerung unwirtlicher Umweltbedingungen. Die Mela-

nisierung von Pilzen trägt des Weiteren als Virulenzfaktor zur Pathogenität 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 Pathogenität abzielen gleichzeitig, ungewollt zur Produkti-

on von potenziell phytotoxischen Nebenprodukten führen kann. Dies kann wiederum die Pa-

thogenität anderer Pilze erhöhen, deren Beeinflussung eigentlich ungewünscht 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 für 

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 = 20.7 mg) nach SEC (50/50, % v/v, DCM/MeOH) aus der zwölften Hauptfraktion 

(SG25-E1-12, m = 1.59 g) isoliert. Das 1H-NMR-Spektrum ließ fünf isolierte Spinsysteme 

erkennen. Anhand der chemischen Verschiebung waren ein Proton im aromatischen Bereich 

(δH [ppm] = 7.66 (s breit, 1H, 7-OH)), eine oxygenierte Methylengruppe (δH [ppm] = 5.19 (s, 

2H, H-3 und H-3`)) und zwei aromatische/olefinische Methylgruppen (δH [ppm] = 2.18 (s, 3H, 

10-H), 2.13 (s, 3H, 8-H)), sowie eine Methoxyfunktion (δH [ppm] = 3.76 (s, 3H, 9-H)) zu ver-

muten. Das Proton im aromatischen Verschiebungsbereich ließ sich durch HMQC-Signale 

allerdings eindeutig zu einem Heteroatom zugehörig einordnen. Das 13C-NMR-Spektrum 

verdeutlichte neben den bereits vermuteten Gruppen und der Gesamtanzahl an elf Kohlen-

stoffatomen noch sieben quaternäre, sp2-hybridisierte Kohlenstoffatome in einem Verschie-

bungsbereich von 105-175 ppm. Zwei Verschiebungen (δC [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 (δC 163.9 ppm) positioniert war. Des Weiteren zeigten die Korre-

lation der Methylgruppen an δC = 116.6 ppm (C-4) und δC = 118.6 ppm (C-6) zu C-5, dass 

die Methoxygruppe zwischen den beiden aromatischen Methylgruppen liegen musste. Weite-

re Schlüsselsignale waren die Korrelationen der oxygenierten Methyleneinheit 

(δC = 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 Anknüp-

fungspunkt der Methylgruppe an C-4 (δC = 116.6 ppm) und die Korrelation zu C-7a 

(δC = 106.2 ppm), welches ebenfalls die einzige C,H-Signalverknüpfung zu diesem Kohlen-

stoffatom darstellte, wichtige Signale zur Lösung der Molekülstruktur (Abbildung 4.6.16.). 

Das Proton am Heteroatom lieferte leider keine HMBC-Signal, welches die Position der 

OH-Gruppe an C-7 (δC = 153.8 ppm) eindeutig festgelegt hätte. Die Hochfeldverschiebung 

bzw. der abschirmende Effekt an C-7a (δC = 106.2 ppm) war allerdings in guter Übereinsti-

mung zur Carbonylfunktion in α-Position und ortho- bzw. para-Position der anderen Sauer-
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stofffunktionalisierungen (Hydroxy-bzw. Methoxyfunktion). Das Selbe galt für die beobachte-

te Entschirmung bzw. Tieffeldverschiebung an C-3a (δC = 143.5 ppm), hier allerdings be-

gründbar durch Carbonylfunktion in β-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 Ionisierung (m/z = 207.0411, [M-H]-), welche die 

Etablierung der Elementarzusammensetzung (C11H12O4) zuließ.  

Die Bestätigung von vier Sauerstoffatomen aus LC-MS-Messungen ließ 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 Schlüsselkor-

relationen ist in Abbildung 4.6.16. dargestellt.  

 

  
    a)            b) 
Abbildung 4.6.16.: a) Chemische Verschiebung von 1H- und 13C-Signalen, b) HMBC- (→) und 
NOESY- (- -›) Schlüsselkorrelationen von SG25-119 in CDCl3 (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 Öl beschrieben. Ein Vergleich zeigte leichte 

Unterschiede der angegebenen NMR-Daten für die 13C-Verschiebungen (Tabelle 4.6.2.). 

Zudem wurden die 2d-NMR-Korrelationen, die zur Begründung der Struktur führten nicht 

diskutiert bzw. angezeigt.  

Nachfolgende Publikationen in denen diese Verbindung isoliert wurde, lieferten leider keine 

weiteren NMR-Daten zum Vergleich (vgl. Höller et al. 2000, Xing et al. 2011, Song et al. 

2017b). Durch diese Umstände lag es nahe, andere Strukturisomere in Betracht zu ziehen 

(Abbildung 4.6.17.).  
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Tabelle 4.6.2.: Vergleich der chemischen 13C-Verschiebungen (CDCl3) mit Literatur (1 Schneider 
et al. 1997, CDCl3/MeOH-D4, 95/5, %v/v). 

 δ 13C [ppm]  δ 13C [ppm]1

173.1 173.8 O=C-O C-1 
163.9 163.8 C-O- (Ar) C-5 
153.8 155.9 qC-OH (Ar) C-7
143.5 143.6 qC (Ar) C-3a
118.6 118.7 qC (Ar) C-6
116.6 114.9 qC (Ar) C-4
106.2 105.6 qC (Ar) C-7a
70.2 69.7  -O-CH2 C-3
60.4 60.1  -O-CH3 C-9
11.5 11.1   -CH3 (Ar) C-8 
8.6 8.5   -CH3 (Ar) C-10

Position

 
 

Die Variante mit dem β-Lacton-Ring (Abbildung 4.6.17a.) wird allerdings ausgeschlossen, da 

zwar Verbindungen mit diesem Grundgerüst (β-Salicylsäurelacton 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 4JC,H-Kopplung nicht wahrscheinlich ist. Die Variante in der die 

Hydroxylgruppe und die Methylengruppe auf derselben Molekülseite sind (Abbildung 

4.6.16b.) wird durch die sehr schwache HMBC-Korrelation der Methylenprotonen zum Koh-

lenstoff mit der Hydroxylgruppe (δC = 153.8 ppm) ebenfalls ausgeschlossen. Diese müsste 

als 3JC,H-Kopplung eine hohe Signalintensität aufweisen, was allerdings nicht der Fall war.  

 

 

O

OH
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           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-D4 zum verwendeten Lösemittel CDCl3 in der Publikation von 

Schneider et al. (1997) erklärbar und bieten vor diesen Hintergrund dennoch gute Überein-

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 
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Bruguiera gymnorrhiza bzw. Photinia frasery) (Xing et al. 2011; Song et al. 2017b), marinen 

Schwämmen (Monochaetia sp. von Callyspongia vaginalis) (Höller et al. 2000) oder anderen 

Pilzen (Hansfordia sp. von Tubaria sp. Fruchtkörpern) (Schneider et al. 1997) assoziiert. Das 

Molekül zeigte antimykotische Eigenschaften speziell gegenüber Hefen (Nadsonia fulves-

cens, MIC: 48 µM; Nematospora coryli, MIC: 240 µM; Rhodotorula glutinis, MIC: 240 µM) 

und leichte zytotoxische Wirkung gegenüber verschiedenen Referenzzelllinien (z.B. HeLa  

 S3, BHK21, etc. IC50 > 250 µM). Sie war allerdings inaktiv (bis > 500 µM) gegenüber 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 bestätigt und zusätzlich eine algizide Wirkung berichtet. Konträrerweise konnte 

Schneider et al. (1997) keine phytotoxische Aktivität gegenüber Gartenkresse- (Lepidium 

sativum) und Kolbenhirsekeimlingen (Setaria italica) feststellen.  

Interessanterweise stellt SG25-136 ein Strukturelement von Mycophenolsäure 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 Mycophenolsäure (eigene Darstellung). 
 

Es gilt als das Erste in Reinform isolierte Antibiotikum, dass bereits im Jahr 1893 vom Medi-

ziner Bartolomeo Gosio entdeckt wurde. Später 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). Mycophenolsäure 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 für die Gat-

tung Biscogniauxia überhaupt.  
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4.6.3.7. Weitere isolierte Metaboliten aus Stamm SG25 

Des Weiteren wurden einfache Benzoesäurederivate, wie 4-Hydroxybenzoesäure 

(SG25-107, farbloser, kristalliner Feststoff (m = 23.6 mg), Abbildung 4.6.19a) und Protocate-

chusäure (SG25-124, farbloser, kristalliner Feststoff, (m = 9.9 mg), Abbildung 4.6.19b) im 

Extrakt detektiert. Sie sind häufige Produkte pflanzlicher Biosynthese und wurden in nahezu 

allen Organismengruppen (Pilze, Bakterien, Pflanzen, etc.) nachgewiesen. Sie werden welt-

weit im großen Maßstab synthetisch hergestellt, um als Additive zur Verlängerung der Halt-

barkeit in Kosmetik- und Nahrungsmittelprodukten eingesetzt zu werden. Für p-

Hydroxybenzoesäure und Protocatechusäure wurde darüber 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 bestätigtes Vorkommen in Reiskörnern (Shao & Bao 2018) und Reishül-

len (Cho et al. 1998) konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Isolierung ein Artefakt 

aus dem verwendeten Reismedium darstellt. Aufgrund der einfachen synthetischen Zugäng-

lichkeit, der geringen isolierten Mengen und der Gewinnungsmöglichkeit aus anderen Quel-

len, sind diese Naturstoffe des Endophyten von untergeordnetem Interesse.  

 

   
      a)         b) 
Abbildung 4.6.19.: Struktur von: a) SG25-107 (4-Hydroxybenzoesäure), b) SG25-124 (3,4- Hyd-
roxybenzoesäure) (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 Aktivität des Rohextraktes aus kleinem Maßstab in Vorver-

suchen, welche unter anderem als Entscheidungskriterium für die mykochemische Untersu-

chung des Stammes diente, konnte bei der erneuten Kultivierung im größeren Maßstab lei-

der nicht reproduziert werden. Trotz der Einhaltung konstanter Kultivierungsbedingungen 

(Temperatur, Lichtverhältnisse, Substrat/H2O-Verhältnis, etc.) ließ sich nicht ausschließen, 

dass Temperaturschwankungen in Räumen (Kultivierung in Winter- vs. Sommermonaten) 

Einfluss auf das Metabolitprofil genommen haben könnten.  

Allgemeine Aussagen zum Effekt der Temperatur auf Qualität und Quantität der Sekundär-

metaboliten sind schwer möglich. Patil et al. 2016 beschrieb eine verringerte Metabolitpro-

duktion bei höheren Temperaturen als das Wachstumsoptimum während der Submers-

Fermentation von endophytischen Pilzen. Die Übertragbarkeit solcher Aussagen auf die So-

lid-State-Fermentation im Speziellen und im Allgemeinen auf die Kultivierung von Pilzen, 

insbesondere bei der phylogenetisch sehr vielfältigen und großen Gruppe endophytischer 

Pilze, bleibt fraglich. Dass die Kultivierungstemperatur Einfluss auf das Metabolitprofil nicht 

nur auf Organismen aus dem Reich der Pilze hat, steht allerdings außer Frage und wurde 

bei der Produktionsoptimierung für ausgewählte 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 gewählten 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 für viele Natur-

stoffstudien mit Endophyten gewählt wurden (vgl. Patil et al. 2016). Ein spezieller Metabolit 

bzw. eine Gruppe von Metaboliten, welche die hohe antibakterielle Aktivität, wie zum Beispiel 

im Stamm SG8c, erklärt, konnte leider nicht, auch nicht, wie anfänglich vermutet, in geringen 

Mengen, isoliert werden. Die einzige isolier- und charakterisierbare Verbindung aus der am 

stärksten antibakteriell aktiven Fraktion 17 war p-Hydroxybenzoesäure (SG25-107). Diese 

Verbindung ist zwar als antibakteriell bekannt und untersucht worden, allerdings ist sie wenig 

potent (z.B. IC50 ~ 7000 µM, B. subtilis, Cho et al. 1998) und erklärt damit sicherlich nicht die 

beobachtete Aktivität der Fraktion, bzw. des ursprünglichen Extraktes. Möglich, aber schwe-

rer zu reproduzieren, sind synergistische Effekte mit anderen Extraktmetaboliten, welche den 

antibakteriellen Effekt deutlich über den Effekt der einzelnen Komponenten hinaus verstär-

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 µM) 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 können bzw. wurden 

und für die beobachtete antibakterielle Aktivität des Rohextraktes aus den Vortests verant-

wortlich ist, bleibt allerdings spekulativ. 

Von den kürzlich 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 Stämmen berichtet worden sind.  

 

   
  a)      b) 

   
       c)             d)           e) 
Abbildung 4.6.20.: In der Literatur neu beschriebene bioaktive Naturstoffe aus Biscogniauxia-
Arten: a) Biscogniauxon, b) Xylaranon, c) 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, Blätter, etc.) und Wirtspflanzen unterschiedlicher Habitate (tropischer, gemäßigter 

Regenwald, Küstendünen, etc.) isoliert, kryopräserviert und über DNA-Barcoding (ITS- und 

LSU-nrDNA) klassifiziert. Die Stämme zeigten eine breite taxonomische Verteilung mit dem 

Fokus auf Ascomycota und einem Schwerpunkt innerhalb der Klasse der Sordariomyceten 

und Dothideomyceten. Einige der isolierten Stämme verfügten bei der Identifizierung wenig 

Übereinstimmung zu den Arten der Referenzsequenzen, womit sie als potenziell neue oder 

wenig studierte Pilzarten erscheinen und somit interessante Studienobjekte für Metabolom-

Untersuchungen darstellen.  

Von den Endophyten wurden fünf Stämme, 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 Aktivität ihrer Rohextrakte und aufgrund taxonomischer Gesichtspunkte für detaillierte 

mykochemische Untersuchungen ausgewählt. Eine Maßstabsvergrößerung der Kultivierung 

durch Solid-State-Fermentation auf Reis und der anschließenden Extraktion mit organischem 

Lösemittel (Essigsäureethylester) lieferte die Rohextrakte.  

Die Isolierung und Strukturaufklärung der Pilzmetaboliten aus den Rohextrakten erfolgte 

durch kombinierte Bearbeitung mit chromatographischen Trenntechniken (LC, SEC, 

RP-HPLC, etc.) und der subsequenten, intensiven Analyse spektroskopischer (1H-NMR, 
13C-NMR, HMBC, UV/VIS, etc.) und massenspektrometrischer Daten (ESI-MS, EI-MS, etc.). 

Diese mykochemischen Untersuchungen resultierten in der Isolierung, Identifizierung und 

Charakterisierung von neun neuen, bisher nicht in der Literatur beschriebenen, sowie 55 

bekannten Verbindungen. Zu den neu entdeckten Verbindungen gehören drei Depsidone 

(Tremateiasidon A - C), ein Depsid (Tremateiasid A), ein Pyranocoumarin (Tremateiajulin A) 

mit ungewöhnlichem Grundgerüst, 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 repräsentierten die bekannten Verbindungen eine 

breite Auswahl chemisch diverser Naturstoffklassen (Depsidone, Peptide, Depsipeptide, Cy-

tochalasane, Isocoumarine, Butenolide, Lipide etc.). Einige von diesen Molekülen wurden 

zudem das erste Mal als Metaboliten für 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 antiparasitärer Aktivität, 

waren die Leucinostatine. Das Vorhandensein eines bisher nicht bekannten Leucinostatinde-

rivats (T26Bl-106) wurde postuliert. Für den Stamm TS7 (Xylaria cubensis) wurden Cytocha-

lasine als bestimmende Strukturklasse der isolierten Verbindungen nachgewiesen. Der 

Hauptmetabolit war Cytochalasin D. Die Cytochalasine waren maßgeblich für 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. Für die Stämme SG1 (Daldinia sp.) und SG25 (Biscogniauxia sp.) 

konnten keine neuen Moleküle oder solche mit auffälliger antibakterieller oder zytotoxischer 

Aktivität erhalten werden. Als Hauptverbindung für SG1 wurde Hept-6-en-2,4,5-triol und ein 

weiterer für die Gattung Daldinia spezifischer Metabolit (Daldiniapyron) gewonnen. Die star-

ke antibakterielle Wirkung des Rohextraktes von Stamm SG25 konnte in der Maßstabsver-

größerung 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 für die 

Gattung Biscogniauxia nachgewiesen wurde.  

Einige der neuen und bekannten Verbindungen zeigten potente antibakterielle Wirkung ge-

genüber gram-positiven und gram-negativen Bakterien im niedrigen mikromolaren-Bereich, 

wie zum Beispiel Tremateiasid A (MIC: 3 µM, 2 µM) oder Tremateiasidon B (MIC: 38 µM, 

20 µM) gegenüber Bacillus subtilis bzw. Pseudomonas agarici. Sie erzielten damit ähnliche 

Werte wie das Referenzantibiotikum (Gentamicin, MIC: 2 µM, 16 µM) oder übertrafen diese 

sogar. Bisher nicht verfügbare Kennzahlen (IC50, 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-

Aktivitäts-Beziehungen der Depsidone aufgezeigt und diskutiert. Die neuen Moleküle wurden 

ebenfalls auf zytotoxische Effekte gegenüber einer Krebszelllinie (KB-3-1, Zervix-Karzinom) 

überprüft. Die Wirkung der Verbindungen war jedoch nur sehr schwach (IC50: 50 - 150 µM) 

ausgeprägt oder wurden als inaktiv (IC50 > 500 µM) bewertet. Darüber hinaus wurden weitere 

Verbindungen mit potenteren zytotoxischen Effekten isoliert. Die Kombination zweier dieser 

Metaboliten in einer Fraktion (Cytochalasin C, IC50 ~ 0.5 µg/ml und Griseofulvin, 

IC50 = 7.1 µg/ml) zeigten einen ausgeprägten synergistischen Effekt (IC50 = 0.075 µg/ml). 

Zu den isolierten und charakterisierten Verbindungen wurden andere Produktionsorganis-

men und weitere Bioaktivitäten aufgezeigt, sowie mögliche biologische Funktionen und deren 

Relevanz für 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 zukünftigen 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 

Mögliche Verbesserungen für zukünftige 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 könnten 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 für die Gewinnung bestimmter Verbindungen, ist der Einsatz 

anderer Kultivierungsprinzipien denkbar. Zu diesen gehören 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 vielfältigen mikrobiellen Interaktionen simulieren soll (vgl. z.B. Ola 2014, Schulz et 

al. 2015, Vinale et al. 2017). Des Weiteren ergibt sich die Möglichkeit zur Manipulation des 

Metabolitprofils über den Einsatz von spezifischen Elicitoren und Transkriptionsfaktoren 

(Nakazawa et al. 2012, Du et al. 2014). Speziell bei Endophyten besteht zudem eine weitere 

Maßnahme 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 ermöglichen. 

Unabhängig von den Kultivierungs-abhängigen 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 Stämmen aufdecken und bei der Auswahl von vielversprechenden 

Stämmen für mykochemische Untersuchungen, vor allem bei Naturstoffklassen mit gut cha-

rakterisierten Biosynthesegenclustern (PKS, NRPS, PKS-NRPS), helfen.  

Ein anderer Bereich für zukünftige Optimierungen betrifft die verbesserte Identifizierung und 

Dereplikation der Naturstoffe. Stetige Entwicklungen auf dem Gebiet der Mess- und Trenn-

technik reduzieren die für die Analyse notwendige Stoffmenge (z.B. gekühlte Probenköpfe 

für NMR-Geräte) oder erhöhen die Trennungsleistung bzw. Auflösung der Metaboliten (z.B. 

Verringerung der Säulenpartikelgröße (UHPLC), Core-Shell-Säulen (Hayes et al. 2014)). 

Ebenso ergänzen Computer-assistierte Programme (z.B. NMRFAM-SPARKY, Lee et al. 

2015) oder automatisierte Softwarelösungen (z.B.: ACD/Structure Elucidator Suite, ACD 

2019) den Strukturaufklärungsprozess. Dies kann bei der Verknüpfung der Informationen 

aus den einzelnen NMR-Spektren helfen. Weiterentwicklungen in Bezug auf eine bessere 

Dereplikation existieren auch bei den online-zugängigen Verbindungs-Datenbanken, deren 

Inhalt und Abfrageparameter konstanten Erweiterungen unterliegen. Wünschenswert wäre 

die Möglichkeit einer plattformübergreifenden, direkten Einspeisung von spektroskopischen 
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und spektrometrischen Daten in einer Online-Datenbank mit Spezialisierung auf Naturstoffe 

als Open-Access-Lösung. Alternative wäre der Aufbau einer lokalen, arbeitsgruppeninternen 

Datenbank für zukünftige 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 Grundgerüste, unabhängig großer struktureller Neuerungen, 

ist dennoch wichtig, da bereits minimale Variationen am Molekül zu bedeutenden Änderung 

in der Aktivität führen können (Pye et al. 2018). Zudem sind die möglichen Zielstrukturen und 

die biologische Interaktion in lebenden Systemen und somit die Nutzung als potenzieller 

Wirkstoff für die meisten isolierten Metaboliten noch unbekannt.  

Die Naturstoffisolierung und Naturstoffcharakterisierung wird demnach weiterhin wichtig für 

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 über die Summe der Einzelwirkungen hinaus. Die-

ser Umstand lässt Extrakte aus kultivierten Mikroorganismen als Objekte zur Wirkstoffgewin-

nung und Wirkstoffformulierung im Vergleich zu Einzelverbindungen aus synthetischen Sub-

stanzbibliotheken, insbesondere wegen der Möglichkeit zur Erstellung einfacher Formulie-

rungen, weiterhin als interessant erscheinen. Zudem sind viele Naturstoffe aufgrund ihrer 

komplexen Struktur synthetisch schwer zugänglich, sodass deren Produktion und Extraktion 

innerhalb mikrobieller Kulturen anzustreben sein könnte.  

Endophytische Pilze und deren Sekundärmetaboliten sind trotz verstärkter 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. 
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