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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Bioaktive Metaboliten sind Naturstoffe, die im Laufe der Evolution von Organismen entwickelt
wurden um bestimmte intra- und interorganismische Aufgaben zu erflillen. Diese weisen
daher eine einzigartige strukturelle Diversitat und biologische Aktivitat auf. Sie dienen vor
allem in der Pharmazeutischen Industrie als Leitsubstanzen fur neue Therapeutika. In Zeiten
zunehmender bakterieller Resistenzentwicklung besteht dartiber hinaus ein grof3er Bedarf an
neuartigen Natur- und Wirkstoffen. Das weitgehend unerforschte Reich der Pilze stellt dabei
eine reichhaltige Quelle fiir neue bioaktive Metaboliten dar.

Naturstoffextrakte reprasentieren eine komplexe Mischung aus einer Vielzahl von
Substanzen mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften. Die traditionelle
Naturstoffisolierung ist daher ein langwieriger und vor allem zeitaufwendiger Prozess. Erst in
Kombination mit modernen Techniken wie zum Beispiel LC-MS und bioinformatischen
Methoden, ist es mdglich, das umfangreiche Potential komplexer Mischungen wie Extrakte
effizienter auszunutzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine LC-MS basierte Methode entwickelt, welche die
Identifizierung von aktivitatsrelevanten Metaboliten in komplexen Mischungen, bereits vor
deren lIsolierung ermdglicht. Dies wird durch eine direkte Aktivitats-Korrelations-Analyse
(AcorA — activity correlation analysis) der Metabolitenprofile mit den (Bio-)Aktivitatsprofilen
ermdglicht. Dabei wird ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Peakintensitéat und
einer biologischen Aktivitat angenommen. Durch eine Veranderung der relativen
Konzentration der enthaltenen Substanzen und der damit verbundenen erhthten oder
erniedrigten Peakintensitat (Metabolitenprofil) und biologischen Aktivitat (Bioaktivitéatsprofil),
kann das MalR der Korrelation anhand des Verlaufs der Aktivitdt und der Peakintensitat
bestimmt werden. Dadurch kénnen diejenigen Peaks identifiziert werden, die im direkten
Zusammenhang zu den aktivitatsrelevanten Metaboliten stehen.

Als biologische Aktivitdt wurde die antibakterielle Wirkung gegen das gram-positive
Bakterium Bacillus subtilis ausgewahlt. Da die Gattung Hygrophorus (Basidiomyceten) in
Hinblick auf antibakteriell wirksame Metaboliten ein vielversprechendes Potential aufweist,
wurden verschiedene Spezies dieser Gattung mittels AcorA untersucht. Hierfir wurde
zunéchst eine ,data dependent* LC-MS3-Methode, sowie ein geeignetes Extraktions-
verfahren entwickelt und in Hinblick auf Reproduzierbarkeit optimiert. Dabei wiesen sowohl
die Extraktions- als auch die Messreplikate mit Korrelationskoeffizienten R* = 0,92 eine hohe

Reproduzierbarkeit auf (negative Elektrospray lonisierung).



1. Zusammenfassung

Zur Erfassung der biologischen Aktivitdt der Extrakte wurde ein Fluoreszenz-basierter
antibakterieller Biotest gegen Bacillus subtilis entwickelt. Dafir kam ein genetisch
modifizierter Stamm zum Einsatz, der eine verbesserte Variante des Gelb-fluoreszierenden
Proteins wahrend der exponentiellen Phase exprimiert. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei
direkt proportional zu der bakteriellen Vitalitéat und ermoglicht die Bestimmung der relativen
Wachstumsinhibierung. Bei einem Screening von verschiedenen Hygrophorus spp. zeigten
insbesondere unpolare Extrakte der untersuchten Arten eine starkere antibakterielle
Wirkung, als deren polare Extrakte. Zudem konnte eine bemerkenswerte Aktivitat vor allem
bei den Extrakten aus H. latitabundus und H. poetarum beobachtet werden.

Zum Nachweis, dass AcorA zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten in komplexen
Mischungen angewendet werden kann, wurde zunachst ein ,Proof of concept® Experiment
mit klnstlichen Extrakten, bestehend aus inaktiven Reinsubstanzen, durchgefihrt. Zur
Simulation einer biologischen Aktivitdt und einer natirlichen Variation, wurden Mischungen
der Antibiotika Erythromycin, Rifampicin und Amoxicillin zugesetzt. Nach der Erfassung der
Metabolitenprofile mittels LC-MS und Ermittlung des Aktivitatsprofils im antibakteriellen
Biotest, wurde mittels AcorA eine Hitliste aus signifikant positiv korrelierenden Peaks erstellt,
welche von den Antibiotika-Peaks dominiert wurde. Ohne die jeweiligen Retentionszeiten,
sowie das MS-Verhalten der Antibiotika zu kennen, war es mittels AcorA mdoglich, die
aktivitatsrelevanten Rifampicin- und Erythromycin-Peaks zu identifizieren. Da Amoxicillin in
den eingesetzten Konzentrationen keine wachstumsinhibierende Wirkung gegen B. subtilis
aufwies, wurde dies mittels AcorA nicht identifiziert. Es zeigten vor allem Peakcluster,
bestehend aus Molekiilion, Isotopenpeaks und Addukten, eine signifikante Korrelation zu der
biologischen Aktivitat und bestatigen so richtig korrelierende Peaks.

Zur Steigerung der Komplexitat der Matrix kamen weiterhin inaktive Rohextrakte
verschiedener Hygrophorus spp. zum Einsatz, welche ebenfalls mit verschiedenen
Antibiotikamischungen unterschiedlicher Konzentration versetzt wurden. Auch in diesem Fall
war es moglich die Antibiotika-Peaks mittels AcorA zu identifizieren. Da Peakcluster
ausschlie3lich bei richtig korrelierenden Peaks auftraten, kénnen diese bei unbekannten
Metaboliten zur Differenzierung von richtig und zuféllig korrelierenden Peaks herangezogen
werden.

Um das Potential der Methode in ,real case“ Experimenten zu demonstrieren, wurden
auRerdem native biologisch aktive Rohextrakte mittels AcorA untersucht und die
aktivitatsrelevanten Verbindungen identifiziert. So zeigte vor allem der Methanol-Extrakt aus
H. latitabundus eine starke native antibakterielle Aktivitdt gegen B. subtilis. Daher wurde
AcorA zur ab initio Identifizierung der bioaktiven Verbindungen eingesetzt. Dafir wurden
einzelne Extrakt-Aliquote verschiedenen physikalischen und chemischen

Modifikationsmethoden unterzogen. Nach der Korrelationsanalyse zeigten die Metaboliten
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1. Zusammenfassung

m/z 311 (61) und m/z 313 (60), jeweils als Peakcluster, eine signifikante Korrelation zu der
biologischen Aktivitat. Zur Verifizierung der antibakteriellen Wirkung wurden diese nach einer
m/z-geleiteten Strategie isoliert und mittels verschiedener massenspektrometrischer
Methoden strukturell charakterisiert. Bei beiden Verbindungen handelt es sich vermutlich um
zweifach hydroxylierte, ungesattigte Fettsduren, die eine wachstumsinhibierende Wirkung
gegen B. subtilis aufweisen.

In einem weiteren Experiment mit Extrakten aus insgesamt neun verschiedenen
Hygrophorus spp. wurde AcorA ebenfalls zur Identifizierung der aktiven Metaboliten
eingesetzt. Dabei zeigte Verbindung 61 auch in diesem Fall eine signifikante Korrelation zu
der biologischen Aktivitat. Des Weiteren wurde ein Peakcluster identifiziert, welches auf den
Metaboliten m/z 341 (64) zurlckzufiihren ist. Es handelt sich hierbei vermutlich um das
Artefakt 3-O-Methyl-2,3-dihydrohygrophoron (64) mit einem Cyclopentanon-Grundgerist,
welches durch Addition von Methanol entstanden ist. Dies konnte durch Addition von CD;OD
bestétigt werden. Nach der m/z-geleiteten Isolierung war es auch in diesem Fall mdglich, die

antibakterielle Wirkung gegen B. subtilis zu verifizieren.

0
OH
OH 0
/\/WWMOH / oH
HO o o MeO “OH

OH
2-Methoxy-3,4-dihydroxy-
8,11-Dihydroxyoctadec- 11,12-Dihydroxyoctadeca- 4-tridecanoylcyclopentanon
9-diensaure 9,13-diensaure (3-O-Me-Hygrophoron D12)
60 61 64

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine LC-MS basierte Methode entwickelt werden, die eine
direkte Identifizierung von bioaktiven Metaboliten in komplexen Mischungen ohne vorherige
Aufreinigung ermoglicht. Dies erlaubt eine zielgerichtete und somit weniger zeitintensive
Isolierung von ausschlieRlich aktivitatsrelevanten Verbindungen. Dariber hinaus kénnen die
Metabolitenprofile mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Aktivitatsprofilen korreliert
werden. Dadurch wird eine umfassende und effiziente Charakterisierung nicht nur von
Naturstoffextrakten, sondern auch von komplexen Mischungen wie zum Beispiel in der

kombinatorischen Chemie ermdglicht.



2. Summary

2. Summary

Bioactive metabolites are natural products, which were developed during evolution and
provide a unique structural diversity. Because of their promising biological activities, natural
products often serve as lead compounds for pharmaceuticals. During the last decades a
strong increase of resistant bacteria against various therapeutic agents has been recognized.
Due to this, there is a big demand of new natural products e.g. with antibiotic potential and
thereof derived drugs. The large and mostly unexplored fungal kingdom provides a rich
source of new bioactive metabolites.

Natural product extracts represent a complex mixture of hundreds or thousands of
compounds with different chemical properties. Thus, the traditional process of lead
compound isolation from extracts is time-consuming and tedious. A more comprehensive
exploitation of complex mixtures and extracts is only possible in combination with modern
techniques e.g. LC-MS and bioinformatics.

Within this thesis, a LC-MS based method was developed, which enables the identification of
activity relevant metabolites in complex mixtures prior to isolation. Therefore, a direct
Activity-correlation-Analysis (AcorA) has been developed and adapted to metabolite profiles
and the corresponding (bio-)activity profiles. Therefore, a proportional relation between the
peak intensity and biological activity is assumed. By modification of the relative
concentrations of the contained compounds, resulting in an enhanced or decreased peak
intensity in the metabolite profile and accordingly of the biological activity (bioactivity profile),
the degree of correlation can be determined based on the trend of the activity and peak
intensity over all samples. This leads to the identification of those peaks, which correlate to
the activity and thus ideally to the relevant metabolites.

As biological activity, the antibacterial inhibition of the gram-positive bacterium Bacillus
subtilis was chosen. Secondary metabolites from the fungal genus Hygrophorus
(basidiomycetes) are promising candidates for antibacterial compounds. Thus, several
species of this genus were analysed using AcorA.

In the beginning, a data dependent LC-MS® analysis and a suitable extraction method for
fungal fruiting bodies were developed and optimized with regard to a high reproducibility. As
result, the extraction replicates as well as the measurement replicates were highly
reproducible (R? = 0,92, negative electrospray ionisation).

To assess the biological activity of the extracts, a fluorescence-based antibacterial bioassay
against Bacillus subtilis was developed. Therefore, a genetically modified strain of B. subtilis
was used, which produces an improved variant of the yellow-fluorescent protein during the

exponential growth phase. The fluorescence intensity is directly proportional to the bacterial

-4-



2. Summary

viability and enables the determination of the relative growth inhibition. It could be shown,
that among the screened samples, the extracts of H. latitabundus and H. poetarum exhibited
a remarkable biological activity. Additionally, the non-polar extracts of the investigated
species exhibit higher activities than the corresponding polar extracts.

In a proof of concept experiment AcorA was applied for the identification of antibiotics in
artificial extracts containing antibacterial inactive compounds. To simulate a biological activity
and natural variation, the antibiotics erythromycin, rifampicin, and amoxicillin were added to
different mixtures. After determination of the metabolite profile of the created extracts by
LC-MS and the corresponding activity profile using the antibacterial bioassay, a hit list of
significant positive correlating peaks was generated which was dominated by the antibiotic
peaks. Without the knowledge of their retention time and MS behavior, it was possible to
identify the activity relevant rifampicin and erythromycin peaks using AcorA. Because
amoxicillin had no inhibitory effect to B. subtilis in the concentrations used, it could not be
identified by AcorA. Peak clusters consisting of the molecular ion, isotopic peaks and
adducts exhibit a significant correlation to the biological activity and indicate true correlating
peaks.

To enhance the complexity of the matrix, inactive crude extracts of different Hygrophorus
spp. were spiked as described above in the proof of concept experiment. Also, it was
possible to identify the antibiotic peaks using AcorA. Because peak clusters only appeared in
case of true correlating peaks, they can be used to differentiate correct and random
correlating peaks.

To demonstrate the potential of this method also in real case experiments, native bioactive
crude extracts were analysed and the activity relevant metabolites identified using AcorA.
Especially, the methanolic extract of H. latitabundus exhibited a very strong antibacterial
activity. Thus, AcorA was applied to identify the responsible bioactive compounds. To
generate the required variation, different extract aliquots were modified by several physical
and chemical modification methods. After the correlation analysis, the metabolites
m/z 311 (61) and m/z 313 (60), each as a peak cluster, exhibited a significant correlation to
the biological activity. To verify the antibacterial activity, the metabolites were isolated by a
m/z-guided strategy and structurally characterized by different mass spectrometry methods.
In both cases, dihydroxylated, unsaturated fatty acids were identified, which show an
antibacterial activity against B. subtilis.

Furthermore, crude extracts from nine different Hygrophorus species were investigated in
one step. Compound 61 exhibited again a significant correlation to the bioactivity. Moreover,
another peak cluster could be identified, which correspond to the metabolite m/z 341 (64).
This compound appears to be a hygrophorone derivative with a cyclopentanone structure,

which was formed by addition of methanol to the native cyclopentenone. This could be
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2. Summary

confirmed by an addition of CD3;0OD. After the m/z-guided isolation it was also in this case

possible to verify the antibacterial activity.

o)
OH
OH 0
. /\/WWW\A)J\OH / o
o % : OH MeO “OH

OH
2-Methoxy-3,4-dihydroxy-
8,11-Dihydroxyoctadec- 11,12-Dihydroxyoctadeca- 4-tridecanoylcyclopentanon
9-diensaure 9,13-diensaure (3-O-Me-Hygrophoron D12)
60 61 64

Within this dissertation, a LC-MS based method could be developed, which enables the
direct identification of bioactive metabolites in complex mixture prior to purification. Thus, a
directed isolation of only the activity relevant compounds is necessary, which is less
time-consuming. Moreover, it is possible to correlate the once detected metabolite profiles
with a multitude of activity profiles from different bioassays. This enables a comprehensive
and efficient characterization not only of crude extracts from natural sources, but also of

other complex mixtures like in combinatorial chemistry.



3.1 Einleitung und Zielstellung

3. Allgemeiner Teil

3.1 Einleitung und Zielstellung

Die Natur bietet aufgrund der umfangreichen Artenvielfalt der Flora und Fauna ein riesiges
Reservoir an chemischen Verbindungen. Bereits seit hunderten oder tausenden von Jahren
nutzen die Menschen dieses Potential um Krankheiten zu heilen oder sich vor ihnen zu
schutzen. Naturstoffe sind niedermolekulare chemische Verbindungen, die aus naturlichen
Quellen gewonnen werden. Hierbei handelt es sich oftmals um Sekundarmetaboliten, die
von den Organismen gebildet werden um sich einen Vorteil gegeniber Artgenossen,
Fral3feinden, Nahrungskonkurrenten oder ahnlichem zu verschaffen und bilden somit die
Grundlage spezifischer Verteidigungsstrategien. Die Naturstoffe wurden dabei Uber tausende
von Jahren evolutiv entwickelt und fiir ihre jeweiligen Zwecke optimiert.

Durch die Vielfalt der Organismen weisen Naturstoffe eine einzigartige strukturelle Diversitéat
und biologische Aktivitat auf. Sie finden daher nicht nur in der Kosmetik- oder
Nahrungsmittelindustrie Anwendung, sondern bieten auch fur die Pharmazeutische Industrie
ein enormes Potential. Sie dienen insbesondere in der Wirkstoffforschung als
Leitsubstanzen. In den letzten 75 Jahren haben Naturstoffe oder Naturstoff-abgeleitete
Verbindungen zu der Entdeckung bzw. Entwicklung von unzahligen Therapeutika gefiihrt. @
So sind insgesamt 75 % der in einem Zeitraum von 25 Jahren — Januar 1981 bis Juni 2006 —
auf den Markt gebrachten Antiinfektiva® auf Naturstoffe (26,6 %), Naturstoffmimetika
(16,6 %) oder Naturstoff-abgeleitete Verbindungen (32,3 %) zuriickzufihren und lediglich
24,5 % sind rein synthetischen Ursprungs. @

Insbesondere im Bereich der Antibiotika wurde in den letzten Jahrzehnten eine zunehmende
Resistenzentwicklung gegen etablierte Therapeutika beobachtet. Es besteht daher ein stetig
wachsender Bedarf an Wirkstoffen mit geeigneten pharmakologischen Profilen. Die
ErschlieBung von neuen Quellen fiur die Entdeckung von biologisch aktiven
Sekundarmetaboliten ist daher unerlasslich. Das weitestgehend unerforschte Reich der Pilze
bietet mit seinen geschatzten 1,5 Millionen Arten eine reichhaltige und vielversprechende
Quelle fir neuartige Naturstoffe. ® Das in dieser Hinsicht erfolgversprechende Potential der
Pilze konnte bereits in der Vergangenheit mehrfach gezeigt werden. So wurde
beispielsweise in den 80iger Jahren in der Gattung Strobilurus (Basidiomyceten) die
Naturstoffgruppe der Strobilurine entdeckt. Davon abgeleitetete synthetische Derivate
werden bereits seit zwei Jahrzehnten kommerziell als fungizide Pflanzenschutzmittel

eingesetzt.

! Antibakterielle, -fungale, -parasitische und —virale Arzneistoffe (n = 230)
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Als Medikamente fir die humane Therapie finden z.B. die semisynthetisch erzeugten
Echinocandine Capsifungin und Micafungin Anwendung. ® Dies verdeutlicht, dass Pilze ein
enormes Spektrum an bioaktiven Naturstoffen produzieren kénnen.

Die Entdeckung neuer Naturstoffe aus natirlichen Quellen ist jedoch aufgrund geringer
Mengen oder hochkomplexer Extraktgemische sehr aufwendig und zeitintensiv. Zusatzlich ist
die erneute Isolierung von bereits bekannten Sekundarmetaboliten (Replikation) trotz grof3en
Aufwandes zur Dereplikation nicht zu vermeiden. Es werden daher leistungsstarke Methoden
bendtigt, die es ermdglichen die biologisch aktiven Metaboliten gezielt zu identifizieren und
somit eine Dereplikation zu minimieren oder zu vermeiden.

In den 90er Jahren kam es trotz des vielversprechenden Potentials der Naturstoffe als
Leitsubstanzen zum Ruckgang der Naturstoffforschung. Diese Entwicklung ist hauptsachlich
auf die Einfuhrung der Kombinatorischen Chemie und des damit verbundenen
Hochdurchsatz-Screenings (HTS) zurtickzuftihren. Derartige Technologien galten als sehr
erfolgversprechend, da die Nachteile der klassischen Naturstoffisolierung umgangen werden
konnten. ® Trotz umfangreicher HTS-Programme und small-molecule Bibliotheken konnte
die Kombinatorische Chemie nicht den gewiinschten Erfolg bringen.

In den letzten Jahren hat die Naturstoffforschung einen neuen Aufschwung erfahren, der im
direkten Zusammenhang mit technologischen Fortschritten in der Analytischen Chemie
steht. © Dabei haben insbesondere innovative Techniken wie LC-MS und LC-NMR fiir die
Wiederbelebung der Naturstoffisolierung aus natirlichen Quellen gefiihrt. Diese erlauben
teilweise eine Charakterisierung der Metaboliten bereits vor der Isolierung und bieten
dariiber hinaus vielversprechende Moglichkeiten in kirzester Zeit verschiedene Quellen
speziesubergreifend zu analysieren und deren Potential in Hinblick auf die gewinschte
Verwendung vorab abzuschatzen. Die sich daraus ergebenden Moglichkeiten der
umfassenden Metabolom-Analyse fuhrten zu einer raschen (Weiter-)Entwicklung
verschiedener ,omics”“ Techniken. So wurde neben der Analyse des Genoms — Genomics
und des Proteoms — Proteomics, die Analyse des Metaboloms — Metabolomics eingefihrt.
Dabei wird auf die qualitative und mdoglichst quantitative Analyse aller Metaboliten eines
Organismus bzw. Organs oder Gewebes abgezielt. In Kombination mit verschiedenen
bioinformatischen Methoden erdffnet dies zahlreiche neue Wege hinsichtlich
Qualitatskontrolle z.B. von Pflanzenextrakten fir medizinische Anwendungen oder
Biomarkerentdeckung auf dem Gebiet der Humanmedizin. LC-MS oder LC-NMR basierte
Metabolomics Techniken bieten insbesondere in Kombination mit der Naturstoffchemie
vielfaltige Méglichkeiten zur Entdeckung und Charakterisierung neuer Naturstoffe.  Dariiber
hinaus konnte bereits in der Vergangenheit erfolgreich gezeigt werden, dass die Kopplung
zwischen chromatographischen Verfahren wie z.B. der Diinnschichtchromatographie (DC)

und Biotests sehr vielversprechend ist, da die aktiven Metaboliten direkt lokalisiert werden
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kénnen und somit die Isolierung gezielt erfolgen kann. ©® In den letzten Jahren wurde
auRerdem die online-Kopplung von HPLC und biologischen Testsystemen eingefiihrt. ® Die
simultane Analyse der Metaboliten und einer korrespondierenden biologischen Aktivitat
ermoglicht somit die direkte Identifizierung der aktiven Metaboliten in komplexen Gemischen.
Nachteil derartiger Systeme ist allerdings, dass die eingesetzten Biotests sehr spezifisch
sind und das Target bekannt sein muss. Als Testsysteme kommen daher nur solche in
Frage, die auf einem gut charakterisierten molekularen Target wie zum Beispiel Enzym-
Inhibitor oder Rezeptor-Ligand Bindungsassay beruhen. In der Naturstoffforschung werden
jedoch hauptséachlich Testsysteme verwendet, die vor allem einfach und schnell in Screening
Programme eingebunden werden konnen. Es wird somit vor allem die antibakterielle,
antifungale etc. Wirkung von Naturstoffextrakten in die bioaktivitats-geleitete Isolierung
einbezogen. © Bisher gibt es jedoch keine analytischen Methoden, die diese Art von Biotest

direkt einbeziehen.

Zielstellung dieser Arbeit ist die Entwicklung und Etablierung einer LC-MS basierten
Methode, die eine direkte Identifizierung der aktivitatsrelevanten Metaboliten und/oder
Metabolitenclustern in komplexen Mischungen bereits vor der Isolierung und Aufreinigung
ermdglicht. Als biologische Aktivitat wurde dafiir die antibakterielle Wirkung gewahlt, welche

direkt mit den Metabolitenprofilen pilzlicher Naturstoffextrakte korreliert werden soll.
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3.2 Naturstoffe als biologisch aktive Verbindungen

3.2.1 Antibiotika

Bereits in den 1870er Jahren entdeckten Louis Pasteur, John Tyndall und William Roberts
getrennt voneinander den antagonistischen Effekt, den Mikroorganismen gegenlber
Konkurrenten aufweisen. © Daraufhin postulierte der franzésische Naturforscher und
Mediziner Louis Pasteur den therapeutischen Nutzen dieser Entdeckung.
In den nachfolgenden Jahren befassten sich etliche Wissenschaftler mit dieser Theorie.
Doch erst 50 Jahre spater machte sich Alexander Fleming seine Beobachtung zu Nutze,
dass eine Schimmelpilzkontamination das Wachstum seiner Bakterienkultur hemmte. ‘% Er
identifizierte den Schimmelpilz als Penicillium notatum, kultivierte den Pilz separat und
konnte zeigen, dass die Pilz-freie Nahrlbsung das Wachstum zahlreicher Bakterien
inhibierte. Er nannte die biologisch aktive Substanz Penicillin (1). @ Trotz zahlreicher
Bemihungen war es jedoch nicht mdglich die antibakterielle Verbindung aufzureinigen. Erst
im Jahre 1939 gelang es den britischen Wissenschaftlern Howard Walter Florey und Ernst
Boris Chain die Substanz Penicillin (1) zu isolieren und diese erfolgreich bei Mensch und Tier
anzuwenden. © Fir diese revolutionare Entdeckung erhielten Fleming, Florey und Chain
1945 den Nobelpreis fur Medizin.
Etwa zeitgleich befasste sich Gerhard Domagk mit der antibakteriellen Therapie. Er studierte
den Effekt, den Farbstoffe auf Bakterien auslosten und entdeckte so die antibakterielle
Wirkung der Sulfonamide. Bereits 1936 wurde der erste synthetisch hergestellte Farbstoff als
Medikament mit dem Namen Prontalbin vermarktet. ™
Die Entdeckung der Penicilline (3-Lactam Antibiotika) und der Sulfonamide fiihrten zum
Durchbruch der Antibiotikaforschung und lauteten das ,Goldene Zeitalter* (1940-1962) der
Antibiotika ein. “? Kurze Zeit spéater isoliete Selman Waksman das Antibiotikum
Actinomycin A aus einem Bodenbakterium und verwendete dieses aufgrund seiner
zytostatischen Eigenschaft erfolgreich in der Tumortherapie. 1945 entdeckte Waksman das
Aminoglykosid Streptomycin, das erste Antibiotikum das gegen den Tuberkuloseerreger aktiv
war. @ In den darauf folgenden Jahren wurden 25 weitere Antibiotika aus verschiedenen
Streptomyces Spezies von der Waksman Gruppe entdeckt und isoliert. Dazu gehédrten unter
anderem Neomycin (Aminoglykosid) und Candicidin (Polyen). ©
Neben den R-Lactam Antibiotika und den Sulfonamiden, wurden wéhrend des ,Goldenen
Zeitalters* eine ganze Reihe von neuen Antibiotika Klassen entdeckt und auf den Markt
gebracht. Dazu z&hlen unter anderem die Phenylpropanoide (z.B. Chloramphenicol 2),
Polyketide (z.B. Tetrazykline 3), Aminoglykoside (z.B. Streptomycin 4), Makrolide (z.B.
Erythromycin A 5), Glycopeptide (z.B. Vancomycin 6), Cephalosporine 7 (2. Generation der
-10-
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3-Lactam Antibiotika), Streptogramine (Synercid®: Quinpristin 8 und Dalfopristin 9),
Carbapeneme (10) (3. Generation der [-Lactam Antibiotika) und das Lipopeptid
Daptomycin (11) (Abb. 1). *® Die meisten der natiirlich gewonnenen Antibiotikaklassen
wurden erstmalig in verschiedenen Vertretern der Actinomyceten (45 %) entdeckt. Aber auch
Pilze spielten eine grof3e Rolle, so sind insgesamt 38 % der bis 2002 bekannten bioaktiven,

mikrobiellen Metaboliten aus Pilzen isoliert worden.
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Abb. 1 Darstellung der Strukturformeln ausgewahlter Vertreter der wichtigsten Antibiotikaklassen.
B-Lactam Antibiotika: Penicilin G (1), Phenylpropanoide: Chloramphenicol (2), Polyketide:

Tetrazykline (3), Aminoglykoside: Streptomycin (4) und Makrolide: Erythromycin A (5). Die Zahl gibt
das Jahr der Markteinfiihrung an. (modifiziert nach (11) und (12)).
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Fortsetzung Abb. 1 Fortsetzung der Darstellung der Strukturformeln ausgewahlter Vertreter der
wichtigsten Antibiotikaklassen. Glycopeptide: Vancomycin (6), 2. Generation der 8-Lactam Antibiotika:
Cephalosporine (7), Streptogramine: Quinpristin (8) und Dalfopristin (9) (Synercid®), 3. Generation

der B-Lactam Antibiotika: Carbapeneme (10) und das Lipopeptid: Daptomycin (11). Die Zahl gibt das
Jahr der Markteinfihrung an. (modifiziert nach (11) und (12)).
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Die rein synthetisch erzeugten Antibiotika spielten eine eher untergeordnete Rolle. Seit
Anbeginn der Antibiotikaforschung gibt es nur drei nennenswerte Antibiotikaklassen, die rein
synthetischen Ursprungs sind. Zu diesen gehéren die Sulfonamide (z.B. Prontosil 12), die
Chinolone (z.B. Ciprofloxacin 13), die als Nebenprodukt aus der Chinin-Synthese

hervorgegangen sind und zuletzt die Gruppe der Oxazolidinone (z.B. Linezolid 14) (Abb. 2).
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Abb. 2 Darstellung der Strukturformeln einzelner Vertreter der rein synthetisch erzeugten
Antibiotikaklassen. Sulfonamide: Prontosil (12), Chinolone: Ciprofloxacin (13) und Oxazolidinone:
Linezolid (14). Die Jahreszahl gibt das Jahr der Markteinfihrung an. (modifiziert nach (11) und (12)).

Die Wirkmechanismen der meisten Antibiotika beschranken sich auf die Inhibierung der
Zellwandsynthese (B-Lactam Antibiotika, Glycopeptide), Zellmembran (Lipopeptide) oder auf
die Inhibierung der Proteinbiosynthese an den Ribosomen. Antibiotika, die die 30S
ribosomale Untereinheit blockieren, gehéren vor allem zu den Aminoglykosiden und
Tetrazyklinen.  Die  Makrolid-Antibiotika,  Streptogramine,  Phenylpropanoide  und
Oxazolidinone inhibieren hingegen die 50S ribosomale Untereinheit. Ausnahmen bilden
hierbei die Chinolone, welche die DNA Synthese inhibieren bzw. die Ansamycine (RNA-
Synthese-Hemmer) und die Sulfonamide, die bereits in die Nukleotidbiosynthese eingreifen
(Tabelle 1). ™

Aufgrund der sehr spezifischen Wirkung der antibakteriellen Substanzen kam es relativ
schnell zur Ausbildung von Resistenzen, wobei die Mechanismen der Resistenzbildung
genauso einfach wie effektiv sind (Tabelle 2). Es ist anzunehmen, dass es zu einer Co-
Evolution zwischen Antibiotika(-therapie) und Resistenzentstehung kam. Diese Tatsache
stellt ein grolR3es Problem dar, da Infektionen mit multiresistenten Bakterienstimmen z.B.

Staphylococcus aureus (MRSA) nur sehr schwer therapierbar sind.

-13-



3.2 Naturstoffe als biologisch aktive Verbindungen

Tabelle 1 Ubersicht liber die Targets der jeweiligen Antibiotikaklassen.

Target Antibiotikaklasse

B-Lactam Antibiotika
(Penicilline, Cephalosporine,

Zellwand
Carbapeneme)
Glycopeptide
Zellmembran Lipopeptide

Aminoglykoside
30S Ribosomen Untereinheit

Tetrazykline
Makrolide

Streptogramine

Proteinbiosynthese

50S Ribosomen Untereinheit

Phenylpropanoide
Oxazolidinone
DNA-Synthese Chinolone
Metabolismus Sulfonamide
RNA-Synthese Ansamycine

Eine wirkungsvolle Strategie gegen diese Entwicklung ist die Unterdriickung der Resistenz,
wodurch das jeweilige Antibiotikum seine volle Wirkung wieder erzielt. Bei dieser
Vorgehensweise werden vor allem additive und synergististische Effekte ausgenutzt. So
wurde bereits im Jahre 1962 eine Synergie zwischen g-Lactam Antibiotika und
Aminoglykosiden beobachtet. Dieser Effekt ist auf eine erhdhte Aufnahme der Aminoglykosid
Antibiotika durch die Zerstérung der Zellwand (8-Lactam Antibiotika) zuriickzufiihren. *® Eine
andere Mdoglichkeit der ,Resistenzumgehung“ wurde durch die Entwicklung von
B-Lactamase-Inhibitoren z.B. Clavulinsaure geschaffen. Clavulinsaure ist heute zusammen
mit den B-Lactam Antibiotikum Amoxicillin als Kombinationspaparat Augmentin® auf dem
Markt erhéltlich. In &hnlicher Weise wird auch der Efflux bestimmter Antibiotika unterdrtickt.
12 Gleichzeitig werden immer neue Antibiotika Targets erforscht. Ein vielversprechender
Ansatz liegt hier z.B. in der Inhibierung der Fettsdurebiosynthese (Fabl). ™® Dies ist
allerdings nicht die Losung des Problems sondern nur eine zeitliche Verzégerung, da es
friher oder spater erneut zu der Ausbildung von Resistenzen kommen wird. Damit alle
Targets gleichzeitig erfasst werden kénnen, sollte ein empirisches Screening mit Hilfe von
Ganz-Zell-Assays erfolgen. ™ Weiterhin kann die Selektivitat des Screenings erhoht werden,
indem bereits resistente Bakterienstamme als Testorganismen eingesetzt werden. So wurde
zum Bespiel von der Firma Cubist Pharmaceuticals ein multiresistenter gram-negativer

Bakterienstamm entwickelt. @
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Tabelle 2 Ubersicht (iber die wichtigsten Resistenzmechanismen. (modifiziert nach (12)).

Resistenz — Mechanismus Beispiel

Inaktivierung des Antibiotikums durch eine
enzymatische Reaktion B-Lactam Antibiotika
z.B. B-Lactamse

Erhéhung des Efflux _
Tetrazykline
z.B. tetM Effluxpumpe

Target Mutation Glycopeptide
z.B. in der Zellwand D-Ala-D-Ala zu D-Ala-D-Lac (speziell Vancomycin)
Uberproduktion des Targets _

z.B. Dihydrofolatreduktase (DHFR) Sulfonamide
Umgehung des Biosyntheseweges Streptogramine
z.B. Peptiddeformylase (Ribosomen) Tetrazykline
Reduzierung der Aufnahme des Antibiotikums

z.B. bei Pseudomonas Verlust des D2 Aminoglykoside

Transmembranproteins

Eine endgiltige Losung des Problems wird es jedoch aufgrund der evolutiven
Weiterentwicklung und Anpassung nicht geben. Es ist daher unbedingt erforderlich, eine
Vielzahl strukturell unterschiedlicher Antibiotika zu entdecken und entsprechend der
klinischen Erfordernisse zu entwickeln. Da sich in der Vergangenheit mehrfach gezeigt hat,
dass Naturstoffe in dieser Hinsicht Uber ein enormes Potential verfiigen, liegt eine

vielversprechende Mdglichkeit hierflr in der Nutzbarmachung der nattrlichen Biodiversitat.

3.2.2 Biotest-Verfahren in der Naturstoffforschung

Fur die Entdeckung von biologisch aktiven Naturstoffen ist es erforderlich, geeignete Biotest-
Verfahren in die Screening-Programme im Rahmen der Naturstoffforschung einzubinden.
Das bekannteste und weitverbreitetste Biotest-Verfahren ist der Agardiffusionstest. *”) Bei
dieser Methode werden zwei verschiedene Techniken angewendet, zum Einen die
sogenannte Filterplattchentechnik “® und zum Anderen die Well-Technik. ™ Beide Verfahren
beruhen auf dem Prinzip der Diffusion der zu testenden Substanz in einem festen
N&hrmedium. ® Bei der Filterplattchenmethode wird die Probe z.B. Extrakt oder Fraktion auf
ein Filterplattchen aufgetragen, welches anschlieBend auf das mit dem zu testenden
Organismus versehende Nahrmedium aufgebracht wird. Bei der Well-Technik wird die Probe
in ein zylinderférmiges Well im Agar getraufelt und diffundiert in den Agar hinein. Als
Testorganismen konnen hier sowohl Bakterien als auch Pilze eingesetzt werden. Sofern

antibiotische Verbindungen enthalten sind, wird das Wachstum des Testorganismus
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gehemmt. Dies wird nach einer entsprechenden Inkubationszeit durch einen kreisférmigen
Hemmhof um das Filterplatichen bzw. Well herum sichtbar. Je gréRer der Durchmesser des
Hemmbhofes ist, desto grof3er ist demzufolge die antibakterielle bzw. antifungale Aktivitat. Bei
beiden Methoden wird eine gleichmafige Diffusion aller Substanzen angenommen,
unabhangig von der Konzentration und den physikalischen Eigenschaften z.B.
Diffusionskoeffizient der jeweiligen Substanz. Zusatzlich sind die Ergebnisse stark abhangig
von dem Agartyp, Dicke und Agarkonzentration. ®® Es sind daher nur bedingt quantitative
Aussagen mdoglich. Besonders problematisch ist dies bei hydrophoben oder amphiphilen
Substanzen. Inzwischen gibt es jedoch verschiedene mathematische Ansétze um dieses
Problem zu minimieren. @ Trotz der aufgefilhrten Nachteile bietet der Agardiffusionstest
eine schnelle und vor allem einfache Mdoglichkeit die biologische Aktivitat von Naturstoffen

oder Extrakten zu ermitteln.

Neben dem Agardiffusionstest wird die Bioautographie in der Naturstoffforschung oft als
Methode der Wahl verwendet. Dieses Biotestverfahren beruht auf einer dinnschicht-
chromatographischen Trennung der Probe vor dem Beimpfen mit dem Testorganismus. ¢
Dadurch wird eine direkte Lokalisierung der aktiven Metaboliten erméglicht. Das entwickelte
Chromatogramm wird entweder direkt mit einer Suspension des Testorganismus beimpft
oder es wird ein Abdruck auf einer Agarschale genommen. Eine Abwandlung dieser
Methoden bildet die sogenannte ,Agar Overlay* Technik, bei welcher das DC-
Chromatogramm direkt mit einer diinnen Lage Agar Uberschichtet wird. Als Testorganismen
konnen ebenfalls sowohl Pilze als auch Bakterien eingesetzt werden. Fur die Ermittlung der
antifungalen Aktivitdit kann zum Beispiel die Bioautographie-Methode nach Gottstein und
Mitarbeiter verwendet, bei welcher der phytopathogen Pilz Cladosporium cucumerinum EIl. &
Arth als Testorganismus eingesetzt wird. ¥ Dabei wird eine Sporensuspension direkt auf
das Chromatogramm aufgetragen. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit ist die DC-
Platte mit einem dunklen Pilzrasen bedeckt. An den Stellen wo das Wachstum des Pilzes
inhibiert wurde, sind helle Hemmhofe erkennbar. Bei der Verwendung von Bakterien als
Testorganismen ist die Unterscheidung zwischen bewachsenen Flachen und Hemmhéfen
schwieriger, da die meisten Bakterien im Gegensatz zu Pilzen einen hellen Rasen bilden.
Fur die Detektion ist es daher erforderlich, zusatzliche Redox-sensitive Farbstoffe wie z.B.
Tetrazoliumsalze einzusetzen, welche zum Nachweis der Vitalitait dienen. Die
Grundannahme bei der Bioautographie ist ebenfalls, dass die Grof3e des Hemmhofes mit
steigender Konzentration der aktiven Substanz zunimmt. Quantitative Aussagen sind jedoch
auch hier nur bedingt moéglich, da die Diffusion der Metaboliten ein unerwiinschter

Nebeneffekt ist und zur Verféalschung der Ergebnisse fihren kann.
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Eine weitere Mdglichkeit die biologische Aktivitat von Reinsubstanzen oder Extrakten zu
bestimmen, bietet der Reihenverdinnungstest. Bei diesem Biotestverfahren werden die
Proben direkt in das flissige Nahrmedium hineingegeben. Dies hat den Vorteil, dass sowohl
die Konzentration der Proben definiert ist, als auch die Konzentration des Testorganismus
und somit eine quantitative Bestimmung ermdglicht wird. Es kann allerdings wie auch bei
den anderen Verfahren zu Loslichkeitsproblemen der zu testenden Substanzen kommen, da
es sich bei den Nahrmedien um ein wassriges Milieu handelt. Haufig werden daher geringe
Volumenprozent verschiedener Losungsmittel z.B. DSMO, MeOH, EtOH hinzugegeben. Um
das Malf3 der biologischen Aktivitdt abschéatzen zu kdnnen, erfolgt die Messung der Vitalitat
des Testorganismus. Auch in diesem Fall kénnen sowohl Bakterien als auch Pilze
(Sporensuspension) eingesetzt werden. Die Messung der Vitalitat erfolgt meist mittels
verschiedener direkter oder indirekter Verfahren. Bei den direkten Methoden wird die Vitalitat
nach einer entsprechenden Inkubationszeit durch Messung der Optischen Dichte (OD),
Bestimmung der Zellzahl (Bakterien) oder Gewichtsbestimmung der Biomasse (Pilze)
ermittelt. Bei diesen Verfahren ist es jedoch nicht méglich zwischen vitalen und toten Zellen
zu unterschieden, was zur Verfalschung der Ergebnisse fuhren kann. Bei den indirekten
Verfahren wie zum Beispiel Methoden, bei denen Redox-sensitive Farbstoffe wie
Tetrazoliumsalze oder Fluoreszenzfarbstoffe z.B. Resazurin verwendet werden, erfolgt
selektiv nur die Bestimmung der vitalen Zellen. ©®® Nach der Zugabe der
Detektionsreagenzien erfolgt nach entsprechender Reaktionszeit die Messung der
Absorption (Tetrazoliumsalze) bzw. der Fluoreszenzintensitat (Fluoreszenzfarbstoffe). In den
meisten Fallen kénnen so wesentlich empfindlichere und genauere Ergebnisse erhalten
werden. Problematisch bei diesen Methoden ist allerdings die starke pH-Wert Abhéangigkeit
der Tetrazoliumsalze und deren mdogliche Redox-Reaktion mit Bestandteilen des
Nahrmediums. Sowohl bei den Tetrazoliumsalzen als auch bei den Fluoreszenzfarbstoffen
spielt die Membranintegritdt eine entscheidende Rolle. Bei der Messung der Optischen
Dichte oder auch der Absorptionsmessung (Tetrazoliumsalze) kann es zu einer Verfalschung
der Messwerte kommen, wenn stark gefarbte Substanzen oder Extrakte getestet werden. Im
Gegensatz dazu spielt die Eigenfluoreszenz von Extrakten bei Fluoreszenzmessungen eine
eher untergeordnete Rolle, allerdings kann es hier zu Fluoreszenzquenchingeffekten
kommen (Tabelle 3). Bei den Fluoreszenz-basierten Biotestverfahren wird bei den neueren
Methoden vermehrt auf Reportergene wie zum Beispiel Luciferase oder Grin-

fluoreszierendes Protein (GFP) zuriickgegriffen. ©®

Dies hat den Vorteil, dass eine
Bestimmung der nativen Fluoreszenz (Biolumineszenz) direkt erfolgen kann ohne Zugabe
von weiteren Reagenzien (bei GFP). So wird eine sehr sensitive Messung der Vitalitat

ermoglicht, die zugleich auch sehr robust gegeniiber Schwankungen ist.
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3.2 Naturstoffe als biologisch aktive Verbindungen

Tabelle 3 Ubersicht tiber die Detektionsméglichkeiten zur Bestimmung der Vitalitat, sowie deren Vor-

und Nachteile.

Auszahlen

Detektionsmethode Vorteil Nachteil
Bestimmung der zeitaufwendig
Zellzahl durch sehr genau keine Differenzierung zwischen

lebenden und toten Zellen

Optische Dichte

unkompliziert

Verfalschung durch gefarbte
Proben oder Medium

geringe Empfindlichkeit

keine Differenzierung zwischen

lebenden und toten Zellen

Gewichtsbestimmung

universal

aufwendig
keine Differenzierung zwischen

lebenden und toten Zellen

Tetrazoliumsalze

(Absorptionsmessung)

selektive Bestimmung

der vitalen Zellen

Verfélschung durch gefarbte
Proben oder Medium

stark pH-Wert abhangig
oxidationsempfindlich

schlechte Wasserloslichkeit

Fluoreszenzfarbstoffe

selektive Bestimmung
der vitalen Zellen
hohe Empfindlichkeit
geringe
Schwankungen

Membranintegritat hat groRen
Einfluss

Fluoreszenzquenching

GFP/Biolumineszenz

selektive Bestimmung
der vitalen Zellen
hohe Empfindlichkeit
geringe
Schwankungen

unkompliziert

Fluoreszenzquenching

Ein weiterer Vorteil des Reihenverdiinnungstests ist, dass dieser ohne weiteres in
Mikrotiterplatten (96-, 384-Well Format) durchgefihrt werden kann und somit viele Proben
gleichzeitig analysiert werden kénnen. Dartiber hinaus werden so konstante und vor allem
reproduzierbare Bedingungen geschaffen, wodurch die Ergebnisse besser vergleichbar sind.
Des Weiteren sind nur sehr geringe Substanzmengen erforderlich. Der
Reihenverdinnungstest ist daher die am besten geeignete Methode fiir die quantitative

Bestimmung der biologischen Aktivitat in der Naturstoffforschung.
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3.3 Ausgewahlte Methoden zur Identifizierung von bioaktiven

Metaboliten

Bei den Methoden zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten wird zwischen den nicht-
gerichteten (non-targeted) und gerichteten (targeted) Methoden unterschieden. Wobei sich
diese Unterteilung auf die zielgerichtete Identifizierung und Isolierung von bioaktiven

Metaboliten bezieht.

3.3.1 non-targeted methods (Nicht-gerichtete Methoden)

Bei den nicht-gerichteten Methoden werden die Naturstoffe oder die Syntheseprodukte
ungerichtet isoliert bzw. synthetisiert und erst im Nachhinein verschiedenen Biotests

unterzogen, um eine mogliche biologische Aktivitat zu ermitteln.

3.3.1.1 Klassische Methode der Naturstoffisolierung

Bei der klassischen Methode der Naturstoffisolierung erfolgt eine ungerichtete Aufreinigung
von Naturstoffen. Die Extrakte und Fraktionen werden unter Verwendung von verschiedenen
chromatographischen Trenntechniken zum Beispiel nach Polaritat oder Molekulgrofle
repetitiven Reinigungsschritten unterzogen. Durch diese schrittweise Reinigung nimmt die
Komplexitdt ab und resultiert am Ende im Idealfall in Reinsubstanzen. Nach der
Strukturaufklarung und Identifizierung wird eine biologische Aktivitat ermittelt, indem die reine
Verbindung verschiedenen Biotests unterzogen wird. Da die ldentifizierung erst nach der
Isolierung erfolgt, ist das Mal3 der Replikation bei dieser Vorgehensweise vergleichsweise

hoch. Dariiber hinaus werden bioaktive Metaboliten nur durch Zufall identifiziert.

3.3.1.2 High Throughput Screening (HTS)

High-throughput Screening (HTS) ist eine weitestgehend automatisierte Screening-Methode,
die vor allem in der Pharmazeutischen Industrie zur Identifizierung von neuen Leitstrukturen
Anwendung findet. Dabei werden hauptséachlich riesige Bibliotheken chemischer
Verbindungen auf ihre Wirksamkeit gegen verschiedene molekulare Targets getestet, die
eine hohe Relevanz bei Krankheiten aufweisen. Die Entwicklung des High-throughput
Screenings (HTS) ist auf die frihen 1990er Jahre zurlckzufiihren und ging einher mit der

Einfilhrung der Kombinatorischen Chemie. @”

Die wichtigsten Elemente eines HTS
Programms sind Automatisierung, Miniaturisierung der Biotestverfahren und ,large-scale®
Datenanalyse. Basierend auf der Anzahl der getesteten Proben wird zwischen HTS und
UHTS (ultra High-throughput Screening) unterschieden. Wéhrend HTS einen Durchsatz von

10.000 — 100.000 getesteten Proben pro Tag erzielt, werden bei uHTS weit tber 100.000
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Proben pro Tag analysiert. Als Biotestverfahren kommen hierbei nur Testsysteme in Frage,
die auf einem gut charakterisierten molekularen Target beruhen wie zum Beispiel
verschiedene Enzyme, Hormon-Rezeptoren, lonenkandle und Signalkaskaden. " Es
werden daher hauptséchlich zellfreie Einkomponenten- oder Multikomponenten-Testsysteme
verwendet. In der HTS-Antibiotikaforschung werden vor allem synthetische Substanzen
gesucht, die verschiedene bakterielle Enzyme inhibieren. Da die eingesetzten
Biotestverfahren auf zellfreien Testsystemen beruhen, ist der Erfolg neue Leitstrukturen zu
finden in dieser Hinsicht bisher nur méaRig. ®® Die Griinde hierfiir liegen oftmals in der
Tatsache, dass die Kandidaten-Substanzen in Ganz-Zell Testsystemen, aufgrund schwacher
Zellpenetration und/oder erhéhtem Efflux ihr Ziel nicht erreichen kénnen. ?® Dariiber hinaus
kénnen keine neuen Targets entdeckt werden. Seit der Einfiihrung des HTS wurde in den
ersten Jahren hauptséchlich die Quantitat optimiert, wohingegen erst seit den letzten Jahren
damit begonnen wurde die Qualitat und somit die Hitrate zu erhéhen. “” Eine wesentliche
Verbesserung der Qualitat wird durch die Kombination von HTS mit verschiedenen
computergestiitzten Methoden erzielt. So kénnen beispielsweise kleinere Sub-Bibliotheken
(focused libraries) ausgewahlt werden, indem verschiedene in silico Modeling oder Docking
Studien durchgefiihrt werden. ®” So kénnen deutlich héhere Erfolgsquoten erzielt werden.

Ein vielversprechender Ansatz in Hinblick auf die Daten Dekonvolution bietet das Konzept
des Rekursiven Partitionieren, welches von Chen, Rusinko und Young entwickelt wurde. (30)
®Y) Es handelt sich hierbei um ein statistisches Verfahren, bei welchem der Datensatz mittels
sogenannter Entscheidungsbaume aufgeteilt wird. Dabei werden verschiedene Deskriptoren
wie z.B. Strukturelemente zu Grunde gelegt, wodurch der Datensatz in mehrere
Molekulsatze aufgeteilt wird, die einen oder mehrere Deskriptoren teilen. Dieses Verfahren
fuhrt schlieBlich zu einer Anreicherung von aktiven Verbindungen. Durch Anwendung des
Rekursiven Partitionieren kann die Hitrate um ein vielfaches gesteigert werden (Abb. 3). So
konnten van Rhee und Mitarbeiter die Hitrate in einem HTS Experiment um das 4-5fache
steigern. @ Gleichzeitig mussten weniger als 20 % der Substanzbibliothek getestet werden
um 75 % der Hits zu identifizieren. Bei dem Rekursiven Partitionieren kann es allerdings zu
Problemen kommen, wenn die strukturelle Diversitat der aktiven Verbindungen zu hoch ist,
da diese in unterschiedliche Satze aufgeteilt werden wirden. Eine Losung fur dieses
Problem bietet die Weiterentwicklung dieses Verfahrens, welche auf der Anwendung von
,Phylogenetischen Baumen® basiert. Diese Methode wurde erstmalig von Nicolaou und
Mitarbeitern eingefiihrt und basiert auf dem Prinzip, dass die aktiven Verbindungen in einem
oder mehreren Clustern vorkommen koénnen, wodurch eine gewisse Uberlappung erzielt

wird. 3
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Abb. 3 Darstellung des Prinzips des Rekursiven Partitionieren bzw. Clustern als Strategie zur
Steigerung der Qualitat des HTS in Hinblick auf die Hitrate. (modifiziert nach (34)).

Andere Mdglichkeiten zur Steigerung der Hitrate basieren hauptsachlich auf der Erhéhung
der Diversitat. So wird zum Beispiel die diversitats-orientierte Synthese gezielt genutzt, um
die chemische Diversitat einer Substanzbibliothek zu erhéhen. Ein interessanter Ansatz ist
auch das sogenannte ,plate-cherry-picking“, bei welchem gezielt Testplatten mit Substanzen
zusammengestellt werden, die die groRtmaogliche strukturelle Diversitat aufweisen. ©°

Naturstoff-Bibliotheken weisen dabei eine grofiere strukturelle Diversitat und biologische
Aktivitdt auf als rein synthetisch erzeugte Bibliotheken. Hochkomplexe Naturstoffextrakte
beinhalten oft ein riesiges Reservoir an chemischen Verbindungen und stellen somit eine

weitaus grol3ere Sammlung an biologisch aktiven Verbindungen dar.

3.3.2 targeted methods (Gerichtete Methoden)

Bei den gerichteten Methoden erfolgt die Identifizierung bzw. Isolierung von bioaktiven

Metaboliten zielgerichtet hinsichtlich einer gewtinschten biologischen Aktivitat.
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3.3.2.1 Bioassay-guided Isolation

Die einfachste Methode zur Isolierung und Identifizierung von bioaktiven Verbindungen ist
die sogenannte bioassay-guided Isolation (bioaktivitats-geleitete Isolierung) Strategie. Bei
dieser Vorgehensweise wird der gesamte Aufreinigungsprozess von der gewunschten
Bioaktivitat gelenkt (Abb. 4).

Organismus

v

Rohextrakt

lBiotest

| Chromatographische Aufreinigung | <

S l LN

| Fraktion 7 | | Fraktion 2 | ‘ Fraktion 3 | \ Fraktion ... | | Fraktion n |

~N i 7

{ @ @ Biotest @ @ |

l

| aktive Fraktionen — weitere Aufreinigung i

/\

Strukturaufklarung und Charakterisierung | | Verifizierung der biologischen Aktivitat

Abb. 4 Die Abbildung zeigt die prinzipielle Vorgehensweise zur bioaktivitats-geleiteten Isolierung.

Zu Beginn wird ein Rohextrakt auf seine biologische Aktivitat in dem gewlinschten Bioassay
getestet. Im Anschluss daran erfolgt eine chromatographische Fraktionierung zur
Verminderung der Komplexitdt. Die daraus hervorgehenden Fraktionen werden
anschlielRend erneut in demselben Biotest auf ihre Wirksamkeit getestet. Basierend auf den
Ergebnissen werden nur die aktiven Fraktionen weiteren Aufreinigungsschritten unterzogen.
Dieser Prozess wird so lange wiederholt bis eine reine Substanz vorliegt, welche schlie3lich
z.B. mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert werden kann.
Vorteil der Methode ist, dass die Isolierung gezielt nach einer biologischen Aktivitat erfolgt.
Es gibt aber auch einige Nachteile. Ahnlich wie bei der klassischen Methode der
Naturstoffisolierung ist bei dieser Vorgehensweise das Mal3 der Replikation sehr hoch und
es wird auf3erdem eine groRe Menge an Material benétigt, die oftmals nicht vorhanden ist,
z.B. bei marinen Organismen. Dartber hinaus ist der Prozess sehr arbeits- und vor allem
zeitaufwendig, da die biologische Aktivitdt von etlichen Fraktionen nach jedem

Trennungsschritt ermittelt werden muf3. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass das

-22-



3.3 Ausgewahlte Methoden zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten

biologische Testsystem permanent verfigbar sein muf3. AuBerdem besteht die Gefahr, dass
die biologische Aktivitdt wahrend der Isolierung verloren wird. Dies kann zum Beispiel auf
Verdunnungseffekte, Artefaktbildung wahrend der Aufreinigung, additive Effekte vieler
schwach aktiver Verbindungen zuruckgefuihrt werden, oder auf synergistische Effekte von
zwei oder mehr Metaboliten, die im Laufe des Isolierungsprozesses ,auseinandergereinigt®
werden. Aufgrund der genannten Nachteile ist die ,bioassay-guided isolation Strategie®
allenfalls zu den Low-throughput Screening Methoden zu z&hlen. Um den Vorgang effizienter
zu gestalten, geht der Trend in den letzten Jahren verstarkt in Richtung automatisches
Fraktionieren und Isolieren. ® Die so erhaltenen vorgereinigten Fraktionsbibliotheken kénnen
aufgrund geringerer Komplexitat mittels state-of-the-art Screening Methoden schneller
analysiert werden. So wurde kirzlich ein Automatisches High-throughput System zur
Fraktionierung von Naturstoffextrakten vorgestellt, dass einen Durchsatz von 2600

©8 Insbesondere in Kombination mit modernen

Naturstoffproben pro Tag ermdglicht.
analytischen Methoden wie z.B. LC-MS und LC-NMR wird eine vorab Charakterisierung der
Fraktionen ermdglicht und somit die Dereplikation verbessert (Abb. 5). Die Einbindung von
analytischen Methoden in den Prozess der Identifizierung bioaktiver Metaboliten ist daher

aulerst vielversprechend.

Spektroskopische Daten Spektroskopische Daten
(online Erfassung) (offline Erfassung)
LC-UV WV
-LC-MS Synthese MS
LC-NMR -NMR
-IR ...
1 \ Strukturaufklérung
Extraktion Aufreinigung | /
Naturliche Quelle —| Extrakt(e) |— Fraktionen |—| Reinsubstanz(en) | — Toxikologie
Biotest Biotest Strukturmodifikation

Biotest

Abb. 5 Vorgehensweise zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten in Kombination mit modernen
analytischen Methoden. (modifiziert nach (37))

-23-



3.3 Ausgewahlte Methoden zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten

3.3.2.2 LC-MS basierte Methoden

Seit der Einfilhrung der Elektrospray lonisierung (ESI) ©® @ und der damit verbundenen
neuen Moglichkeit die Flussigkeitschromatographie (LC) mit ESI-Massenspektrometrie (ESI-

(40)

MS) zu koppeln, ist die LC-ESI-MS Technik in nur wenigen Jahren eine der
bedeutungsvollsten Methoden in der Naturstoffchemie geworden. “? Komplexe Mischungen
wie zum Beispiel Naturstoffextrakte kdnnen so in kiirzester Zeit nicht nur chromatographisch
getrennt, sondern zum Teil auch chemisch charakterisiert werden. Des Weiteren kénnen die
bioaktiven Metaboliten durch die online-Kopplung von verschiedenen Bioassays mit LC-MS
Systemen direkt im Gemisch identifiziert werden. Bereits Ende der 1990er Jahre wurden die
ersten LC-MS gekoppelten Bioassay-Methoden vorgestellt. “? Diese Verfahren beruhen auf
einer online Kopplung des Biotests und des LC-MS Systems in Parallelschaltung. Als
molekulare Targets wurden vor allem verschiedene Rezeptoren und Enzyme eingesetzt, die
zum Teil bereits Uber die mobile Phase eingeleitet wurden. Zur Trennung der gebundenen
Metaboliten (bioaktiv) und freien Metaboliten (inaktiv) ist bei den meisten Systemen dieser
Art allerdings eine zusatzliche Affinitats-Chromatographie im Anschluss an den Biotest
erforderlich. Die erste echte online Kopplung wurde im Jahre 2004 von Irth und Mitarbeitern
eingefiihrt. “® Dieses Verfahren beruht auf einer Reihenschaltung eines enzymbasierten
Biotests und anschlieBender Detektion mittels ESI-MS (Abb. 6). Bei diesem System wird im
Anschluss an die chromatographische Trennung kontinuierlich eine Losung des Enzyms
zugefihrt. Sofern Inhibitoren enthalten sind, interagieren diese mit dem Enzym
(Durchflusszelle 1). Weiterhin wird ebenfalls Substrat eingeleitet, welches durch Reaktion mit
dem Enzym zu dem entsprechenden Produkt umgesetzt wird (Durchflusszelle 2). Die
Detektion des Produktes erfolgt schliel3lich kontinuierlich mittels ESI-MS. Sofern Inhibitoren
im Analysat enthalten sind, wird die Produktbildung vermindert. Fur die Entwicklung und
Etablierung des Systems wurde als molekulares Target das Enzym Cathepsin A (Protease)

ausgewahlt, sowie verschiedene Pflanzen- und Pilzextrakte als Quelle.

Reaktion:
Enzym Substrat Enzym + Substrat —Produkt

——
LC-Saule Durchflusszelle 1 Durchflusszelle 2

Abb. 6 Die Abbildung zeigt das Prinzip des online gekoppelten enzymbasierten Biotests, der 2004 von
Irth eingefiihrt wurde (entworfen nach (43)).
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Methoden wie diese ermdglichen die direkte Identifizierung bioaktiver Metaboliten im
Gemisch. Voraussetzung ist allerdings, dass ein gut charakterisiertes, stabiles und ldsliches
Target wie zum Beispiel bestimmte Enzyme, Rezeptoren, Proteine usw. in dem Biotest
verwendet werden. Weiterhin kann es zu Problemen mit der Enzymaktivitdét kommen, da fir
die chromatographische Trennung ein organisches Eluenten-System eingesetzt wird und die
prozentuale Zusammensetzung aufgrund der Gradienten-Elution nicht konstant ist. “¥ Da
aul3erdem spezielle apparative Voraussetzungen notwendig sind, sind derartige Methoden
nicht ohne weiteres einsetzbar.

Ein anderer interessanter Ansatz wurde parallel zu dieser Arbeit 2009 von Chau und
Kvalheim vorgestellt. *¥ Diese Methode basiert auf der Analyse von chromatographischen
Profilen von Pflanzenextrakten und deren antioxidative Aktivitdat. Durch eine sogenannte
,quantitative  pattern-activity  relationship® (QPAR) Datenanalyse werden die
charakteristischen Merkmale in den chromatographischen Profilen identifiziert, die im
Zusammenhang mit der antioxidativen Aktivitat stehen. Dies wird ermdglicht indem die
,uninteressanten® Bereiche aus den Rohdaten mittels verschiedenen multivariaten Methoden
entfernt werden. Als Grundannahme wird dabei ein linearer Zusammenhang zwischen
Aktivitat und Konzentration der relevanten Verbindungen vorausgesetzt. Ahnlich wie bei den
anderen Methoden basiert der eingesetzte Test zur Ermittlung der antioxidativen Wirkung
durch Reduktion eines Eisenkomplexes auf einem klar definierten Prinzip. Im Gegensatz zu
den zuvor vorgestellten Verfahren beruht die Methode nicht auf einer online Kopplung des
Testsystems und der analytischen Methode (hier LC-UV). Daher sind keine speziellen
apparativen Voraussetzungen erforderlich und kann somit universell angewendet werden.
Eine Anwendung der QPAR-Methode auf Ganz-Zell Biotests ist allerdings problematisch, da
bei dieser Art von Testsystem kein linearer Zusammenhang zwischen Bioaktivitat und
Konzentration besteht. Es handelt sich vielmehr um einen sigmoidalen Verlauf der Dosis-
Wirkungs-Beziehung, der sich sowohl in der Steilheit des Anstieges, sowie in der minimal
erforderlichen Konzentration und der maximalen Wirkung von Substanz zu Substanz

unterscheidet.

Die vorgestellten Methoden demonstrieren das umfangreiche Potential, dass aus der
Kombination zwischen modernen analytischen Verfahren und traditionellen Methoden
entsteht. Insbesondere durch die Kopplung von verschiedenen (Bio-)Testverfahren und LC-
MS-Systemen ergeben sich vielfaltige Mdglichkeit die biologisch aktiven Metaboliten gezielt

zu identifizieren.
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3.3.3 Metabolomics

Eine weitaus umfangreichere Mdoglichkeit biologisch aktive Metaboliten in komplexen
Mischungen zu identifizieren bietet der Metabolomics Ansatz, bei welchem eine umfassende
Analyse aller Metaboliten in einer biologischen Probe angestrebt wird. Aufgrund der hohen
Komplexitat einer biologischen Probe ist es jedoch eine Herausforderung fiir die analytischen
Methoden. Die ideale Methode ist demnach eine, die einen hohen Probendurchsatz
moglichst ohne Probenvorbereitung und zugleich die sowohl quantitative als auch qualitative
Identifizierung aller Metaboliten erméglicht.“® Aufgrund stark unterschiedlicher Konzentration
und Polaritaten der enthaltenen Metaboliten wird daher eine robuste Methode bendtigt, die
einen groRen dynamischen Bereich abdeckt, dabei aber sensitiv genug ist, um auch
Verbindungen zu identifizieren, die nur in Spuren enthalten sind. Als analytische Methoden
fur Metabolomics-Projekte werden hauptsachlich verschiedene MS-Techniken wie GC-MS,
LC-MS (UPLC-MS) oder FTICR-MS genutzt. In den letzten Jahren wurden jedoch auch
verstarkt NMR-spektroskopische Verfahren in verschiedenen Metabolomics-Projekten
eingesetzt. Dabei hat jede Technik ihre Vor- und Nachteile bzw. Limitierungen. So bietet zum
Beispiel die GC-MS absolut reproduzierbare Bedingungen mit einer hohen Peak-Auflésung
und daher einer sehr guten Quantifizierbarkeit. Nachteil dieser Technik ist allerdings, dass
nur flichtige Verbindungen analysiert werden kénnen und daher meist eine Derivatisierung
vor der Analyse erforderlich ist. LC-MS bietet in Kombination mit negativer und positiver
Elektrospray-lonisierung (ESI) eine alternative Moglichkeit sowohl polare als auch unpolare
Metaboliten gleichzeitig zu analysieren. Die enthaltenen Metaboliten kbnnen ohne vorherige
Derivatisierung sehr sensitiv detektiert werden, wobei gleichzeitig ein grofRer dynamischer
Bereich abgedeckt wird. Zudem werden zusatzlich strukturelle Informationen erhalten
(MS/MS und MS"). Nachteil ist allerdings die unterschiedliche lonisierbarkeit verschiedener
Metaboliten, die stark von deren funktionellen Gruppen abhangt. Als Folge kann mittels MS
nur bedingt eine Quantifizierung erfolgen. Im Gegensatz zu GC-MS ist die LC-MS anféalliger
gegenuber Schwankungen, was sich oftmals in der Reproduzierbarkeit der
chromatographischen Trennung, speziell Retentionszeitverschiebungen, auf3ert. Um absolut
stabile analytische Bedingungen zu schaffen ist es unbedingt erforderlich, alle EinfluRgrézen
wie Losungsmittel-zusammensetzung, Temperatur usw. konstant zu halten. Neben den
Faktoren, die die analytische Trennung direkt beeinflussen, ist es aul3erdem erforderlich
bereits bei der Extraktion und Probenvorbereitung konstante und reproduzierbare
Bedingungen zu schaffen, da die Probenmatrix einen grof3en Einfluss auf die Peak-
Aufldsung und auf die lonisierung hat (lonensuppressionseffekte).“® Daher ist auch bei LC-
MS Anwendungen eine Probenvorbereitung bzw. -aufbereitung erforderlich. Um
Schwankungen der Probenzusammensetzung, Peakintensitdt und Retentionszeit zu

minimieren, ist es unerlasslich, sowohl biologische Replikate als auch technische Replikate
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anzufertigen. AuRerdem muss sichergestellt werden, dass eine gegenseitige Beeinflussung
z.B. durch aufeinanderfolgende Messungen ausgeschlossen werden kann. Da oftmals sehr
groBe Datensatze verarbeitet werden mussen, konnen Metabolomics-Anwendungen nur in
Kombination mit verschiedenen computergestitzten, multivariaten Analyseverfahren ihren
vollen Nutzen entfalten. Dafir ist jedoch eine gewisse Datenvorverarbeitung wie z.B.
Peakpicking, Denoising zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnis, Alignment und
gegebenenfalls eine Retentionszeitkorrektur erforderlich.

Anwendung findet Metabolomics hauptsachlich auf dem Gebiet der Biomarker-ldentifizierung
z.B. zur Diagnose bzw. Therapie bei verschiedenen Erkrankungen, Chemotaxonomie,
Charakterisierung von verschiedenen Ph&notypen (Mutante-Wildtyp), Qualitatskontrolle in
der Lebensmittelchemie und von Pflanzenextrakten fiir medizinische Zwecke, aber auch auf

dem Gebiet der Naturstoffforschung zur Identifizierung von bioaktiven Metaboliten.“® “7 ¢8)
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3.4 Die Gattung Hygrophorus

Die Gattung Hygrophorus Fr. (Schnecklinge) gehort zu der Familie der Tricholomataceae
(Ritterlingsartige), welche der Ordnung Agaricales (Blatterpilze) angehért.“? Basierend auf
der taxonomischen Einordnung gehoren Vertreter der Gattung Hygrophorus zu den
Basidiomyceten (Standerpilzen). Der Name Hygrophorus leitet sich von den griechischen
Wortern hygro (= feucht) und phorus (= tragend) ab und bedeutet so viel wie
.Feuchtigkeitstrager”. Diese Bezeichnung steht im direkten Zusammenhang mit der klebrigen
Schleimschicht, welche die Fruchtkdrper vieler Hygrophorus-Arten Uberzieht. Die deutsche
Bezeichnung Schnecklinge (engl. waxy caps) leitet sich ebenfalls von diesem auffélligen
Merkmal ab. Weitere gattungsspezifische Charakteristika sind die dicken, wachsartigen
Lamellen, die meist entfernt stehen und die ausnahmslos weil3en Sporen. Die Hutfarbe reicht
von weild Uber gelb-ockerfarben, braunlich bis hin zu rétlichen Ténen. Die Gattung
Hygrophorus umfasst nach Arnolds 23 Arten, die entsprechend ihrer morphologischen
Merkmale in vier verschiedene Sektionen mit jeweils mehreren Subsektionen eingeordnet
werden.®® Vertreter der Gattung sind Ektomykorrhizabildner und gehen daher eine
Symbiose mit verschiedenen Nadel- und Laubbdumen ein. Besonders interessant ist jedoch
die Tatsache, dass Hygrophorus-Arten nur selten von Parasiten wie mykophilen Pilzen,
Bakterien usw. befallen werden. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass Arten der Gattung
Hygrophorus antibiotische Sekundéarmetaboliten bilden, welche die chemische Grundlage fur
die konstitutive und induzierte Pathogenabwehr bilden.

3.4.1 Sekundarmetaboliten der Gattung Hygrophorus

In den vergangenen Jahren konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Gattung Hygrophorus
eine reichhaltige Quelle fiir neue biologisch aktive Naturstoffe ist (Abb. 7). So wurde bereits
Mitte der 1980er Jahre das Y — Butyrolacton Hygrophorsaure (15) aus Hygrophorus lucorum
Kalchbr. isoliert und auRerdem in H. hypothejus (Fr.) Fr., H. speciosus Peck, H. aureus Arrh.
nachgewiesen.®Y®? |m Rahmen dieser Untersuchung konnte auRerdem Muscaflavin (16)
nachgewiesen werden. Aus ,H. eburnesus® (vermutlich H. eberneus) wurde 2004 das
Ceramid Hygrophoramid (17) isoliert.®® Eine ganze Reihe neuer, unterschiedlich
substituierter Cyclopentenonderivate — Hygrophorone — wurden ebenfalls 2004 in
verschiedenen Hygrophorus-Arten entdeckt (Abb. 7). Die Hygrophorone A (18 — 23) konnten
erstmalig aus H. persoonii Arnolds isoliert werden, Hygrophorone vom Typ B (24 — 25) aus
H. olivaceoalbus (Fr.) Fr., Hygrophorone C (26 — 27) aus H. pustulatus (Pers.) Fr. und die
Hygrophorone D (28 — 30) und E (31 — 35) aus H. latitabundus Britz. Au3erdem wurden zwei

neue Y — Butyrolactonderivate Hygrophoron F*? (36) und G'? (37) aus H. persoonii isoliert. ®*
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Abb. 7 Darstellung der Strukturformeln von der Hygrophorsdure (15), Muscaflavin (16),
Hygrophoramid (17) und der Hygrophorone A — G" (18 - 37).

Die Hygrophorone sind stark fungizid und antibakteriell gegen gram-positive Bakterien
wirksam.®® Die Wirkung ist wahrscheinlich auf die Zerstérung der Zellmembran
zurlckzufihren. Die Minimale Hemmkonzentration (MIC) der Hygrophorone gegen
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) Stamme ist vergleichbar mit den MIC
der Antbitiotika Vancomycin (6), Ciprofloxacin (13) und Linezolid (14) (Abb. 2). Zudem

weisen die Hygrophorone strukturelle Ahnlichkeiten mit den Oxylipinen und pflanzlichen
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Jasmonaten auf, die neben einer hormonellen Aktivitdt auch eine entscheidende Rolle in der
Pathogenabwehr spielen. Weiterhin konnten einige C-16 und C-18 Fettsduren mit einer
Y-Oxo-crotonat-Teilstruktur (38 — 45) aus H. eburneus (Bull.) Fr. isoliert werden (Abb.
8).59G"  Aufgrund der Struktur kénnte es sich um Precursor-Verbindungen fiir die
Hygrophoron-Biosynthese handeln.

O O
= NS
Ho)%(\/\/\/\/\/\ HOM(\/\/\/\/W\
o 38 o 42
I PPN i
= NS
HO I o ~ HO X
o _ o o} 43
@ 40 0 44
O P o
= — =
HO)W HO
O (0] 45

Abb. 8 Strukturformeln, der aus H. eburneus (Bull.) Fr. isolierten Y-Oxo-crotonat-Fettsauren (38 — 45).

Diese ungewodhnlichen Fettsauren sind stark fungizid wirksam und weisen dartber hinaus
eine antioomyceten Aktivitat gegen Phytophthora spp. auf.®® Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary ist der Erreger der Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffeln und Tomaten und ist Jahr
fur Jahr verantwortlich fir enorme Ernteausfélle. Die wachstumsinhibierende Aktivitat der
Y-Oxo-crotonat-Fettsauren gegen Phytophthora spp. konnte sowohl in vitro als auch in planta
sehr erfolgreich gezeigt werden.®®

Ahnliche Verbindungen 46 — 47, die ebenfalls die y-Oxo-crotonat-Teilstruktur aufweisen und
fungizide Aktivitat haben, wurden auch aus H. discoxanthus Rea. isoliert.®® Im Rahmen
derselben Studien wurden vier weitere oxygenierte Fettsduren 48 - 50 entdeckt und ihre
Struktur aufgeklart (Abb. 9). Kurze Zeit spater konnte dieselbe Arbeitsgruppe zwei neue
Acyl-cyclopentendione Chrysotrion A (51) und Chrysotrion B (52) aus H. chrysodon (Batsch.)
Fr. isolieren (Abb. 9).®Y In &hnlicher Weise wie bei den Hygrophoronen vermuten die
Autoren einen biosynthetischen Zusammenhang zwischen den Fettsauren und Chrysotrion B
(52) bzw. dem entsprechenden Y-Butenolid, was bisher jedoch noch nicht nachgewiesen

werden konnte.
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Abb. 9 Die Abbildung zeigt die Strukturformeln, der weiteren Y-Oxo-crotonat-Fettsduren mit einer
zusatzlichen konjugierten Doppelbindung in &-Position 46 — 47 und der oxygenierten Fettsduren
48 - 50 bzw. die Strukturformeln der Chrysotrione A (51) und B (52).

Neben den aufgefiihrten biologisch aktiven Verbindungen, wurden auflerdem @G-
Carbolinderivate  in  verschiedenen  Hygrophorus spp. identifiziert und die
chemotaxonomische Relevanz analysiert.®*®®? So konnten aus H. eburneus (Bull.) Fr. die
Alkaloide Harman (53) und Norharman (54) isoliert werden und aus H. hyacinthinus Quél.
Brunnein A (55) (Abb. 10). Harman (53) und Norharman (54) scheinen ubiquitar in der
Gattung verbreitet zu sein, wohingegen Brunnein A (55) nur in Vertretern der Sektion
Olivaceoumbrini nachgewiesen werden konnte und somit als chemotaxonomischer Marker

fur diese Sektion genutzt werden kdnnte.

COOH
N N N
N\ /, N\ /, N\ /
N CHs N H N CHs
H H HO H
Harman Norharman Brunnein A
53 54 55

Abb. 10 Darstellung der Strukturformeln der B-Carbolinderivate Harman (53), Norharman (54) und
Brunnein A (55).

Die Gattung Hygrophorus ist eine reichhaltige Quelle flr neue biologisch aktive Naturstoffe.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass auch in Zukunft vielversprechende neue

Sekundarmetaboliten in Hygrophorus spp. entdeckt werden.
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3.5 Oxylipine und Fettsauren als biologisch aktive Sekundarmetaboliten

Die Oxylipine reprasentieren eine sehr groBe und vielfaltige Gruppe an
Sekundarmetaboliten, die durch Oxidation und weitere Umsetzung von ungesattigten
Fettsauren gebildet werden.®® Zu den Oxylipinen gehéren vor allem die Jasmonate (bei
Pflanzen), aber auch Aldehyde, hydroxylierte, oxygenierte Fettsduren wie z.B. solche, die
eine Divinylether Struktur oder eine Ketogruppe enthalten.®” Zu den Funktionen der
pilzlichen Oxylipine gehort unter Anderem die Regulation des Entwicklungsprozesses, so
zum Beispiel Regulation des Wachstums, Differenzierung und sexuelle und asexuelle
Sporenbildung.®® Den Oxylipinen kommt aber auch eine Schliisselrolle bei der Regulation
des Sekundarmetabolismus z.B. Produktion von Antibiotika oder Mykotoxinen zu.®® Des
Weiteren fungieren Oxylipine als inter- und intraorganismische Signalstoffe zum Beispiel bei
der Pilz — Wirt Kommunikation und werden somit zu den Quorum Sensing Molekilen
gezahlt.® Erst kirzlich konnte auf genetischer Ebene nachgewiesen werden, dass Pflanzen
und Pilze (in diesem Fall Aspergillus nidulans — Mais) uber Oxylipine miteinander
kommunizieren.®” Neben den bisher genannten Funktionen spielen Oxylipine aber auch bei
der Pathogenabwehr eine entscheidende Rolle. ®¥® Das antimikrobielle Potential der
Oxylipine  konnte in einer umfassenden Analyse der biologischen  Aktivitat
(Wachstumsinhibierung) von insgesamt 43 pflanzlichen Oxylipinen gegen verschiedene
phytopathogene Bakterien, Oomyceten und Pilze demonstriert werden.®® Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der pflanzlichen und pilzlichen Oxylipine ist daher anzunehmen,
dass auch den pilzlichen Oxylipinen eben diese Rolle zukommt. Bei Pilzen sind
hauptséchlich die Oxylipine aus Ascomyceten gut charakterisiert, es gibt aber auch einige
Arbeiten zu Oxylipinen aus Basidiomyceten. So wurde bereits Mitte der 1980er Jahre eine
allelopathische Verbindung (Oxylipin) — Laetisarinsdure (56) — aus dem Basidiomyceten
Laetisaria arvalis isoliert, welche eine rasche Lyse der Hyphen von phytopathogenen
Oomyceten induziert.®® Bei der Verbindung handelt es sich um eine zweifach ungeséttigte
(9(2), 12(2)) C-18 Fettséure, die an Position

®/ C-8 einfach hydroxyliert ist (Abb. 11). Joh und

\ Mitarbeiter  untersuchten erstmalig acht

OH
o 56 verschiedene  Basidiomyceten auf ihre
Lipoxygenase-Aktivitat, welche eine
HO SchlUsselrolle bei der Oxylipin — Biosynthese

spielt und konnten bei allen eine Aktivitat

nachweisen.”

Abb. 11 Strukturformel des bioaktiven Oxylipins
Laetisarinsaure (56).

-32-



3.5 Oxylipine und Fettséuren als biologisch aktive Sekundarmetaboliten

Kurze Zeit spater konnte die Umsetzung von Ols&dure (18:1 n-9), a-Linolensaure (18:3 n-3)
und Y-Linolensaure (18:3 n-9) in die entsprechenden einfach hydroxylierten (8-OH) und die
zweifach hydroxylierten (8-OH,11-OH) Produkte mit Hilfe eines Lamellenextraktes aus dem
Basidiomyceten Agaricus bisporus nachgewiesen werden.™ Erst vor kurzem wurden mittels
bioassay-guided Isolation, basierend auf der Bioautographie-Technik, drei stark fungizide
Oxylipine aus dem Basidiomyceten Gomphus floccosus isoliert (Abb. 12).? Die isolierten
Verbindungen zeigten eine starke biologische Aktivitdt gegen eine ganze Reihe von
phytopathogenen Pilzen z.B. Collelotrichum spp., Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum und
Phomopsis spp. Dies laRt darauf schlieRen, dass Oxylipine auch bei Pilzen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenabwehr Gibernehmen.

Abb. 12 Die Abbildung zeigt die Strukturformeln der aus Gomphus floccosus isolierten fungiziden
Oxylipine 57 — 59.

Im Allgemeinen ist bekannt, dass Fettsauren eine biologische Aktivitat wie zum Beispiel
fungizide oder antibakterielle Wirkung, aufweisen und vermutlich zur Verteidigung gegen
pathogene Parasiten, Bakterien und Pilze eingesetzt werden.® Dabei gibt es einen direkten
Zusammenhang zwischen der Aktivitdt und der Anzahl der C-Atome bzw. Anzahl und
Konformation der Doppelbindungen. So nimmt die Aktivitat bei einer Kettenlange kleiner Cg
und gréBer C,, ab und mit zunehmender Anzahl an Doppelbindungen zu."® Die natiirlich
vorkommenden cis-Doppelbindungen weisen im Vergleich zu denen mit trans-
Doppelbindungen meist eine hohere Aktivitat auf.”® ¥ Dieser Unterschied zwischen cis und
trans Konfiguration ist eher auf die ré&umliche Struktur zurickzufihren, da cis-
Doppelbindungen zu einem ,Knick® in der Kette flhren, wohingegen trans-standige
Doppelbindungen eine lineare Geometrie bevorzugen. Ob die Lage der Doppelbindungen

einen Einfluss auf die Aktivitat hat wurde bisher wenig untersucht. Es konnte jedoch gezeigt
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werden, dass insbesondere die A°-Doppelbindung in cis-Konformation einen entscheidenden
Einfluss auf die Aktivitat hat.” Durch die Einfilhrung von funktionellen Gruppen erfolgt eine
Steigerung der Aktivitat."® Hydroxylierte Fettsduren weisen so zum Beispiel eine erhohte
Aktivitat gegen gram-positive Bakterien auf. Durch die Veresterung der Carboxylgruppe sinkt
die Aktivitat, was darauf schliel3en la3t, dass diese einen entscheidenden Einfluss hat. Der
genaue Wirkmechanismus der antibakteriellen Aktivitat ist jedoch nicht bekannt. Es wird
vermutet, dass das priméare Target die Zellmembran ist. Aufgrund des lipophilen Charakters
kénnen sich Fettsauren in die Membran einlagern und die Fluiditat stark beeinflussen.”® Da
»geknickte® Fettsduren (cis-Doppelbindung) nicht so dicht gepackt werden konnen, ist die
Fluiditat stark erhoht und fuhrt vermutlich zu einer starkeren bakteriellen Hemmung. Andere
Angriffspunkte in der Zellmembran kénnten zum Beispiel die Atmungskette oder oxidative
Phosphorylierung sein.”® Die Wachstumsinhibierung kann aber auch auf die Lyse der
Zellen, einen veranderten pH-Wert oder Enzyminhibierung zurtickzuftihren sein. Der Enzym-
inhibierende Effekt konnte auch von Zheng und Mitarbeitern bestétigt werden, die in einer
umfassenden Studie die antibakterielle Wirkung von gesattigten und ungesattigten C-16 und
C-18 Fettsauren bzw. deren Methylester gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
Stamme, Streptomyces pyrogenes, Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli
analysiert haben.® Die ungeséttigten Fettsduren wiesen dabei eine bemerkenswerte
Aktivitdt gegen S. aureus auf. Die Autoren konnten auf3erdem zeigen, dass ungesattigte
Fettsduren selektiv in die bakterielle Fettsaure-Biosynthese eingreifen, indem die Acyl-
Carrier-Protein (ACP) Reduktase (Fabl) inhibiert wird."® Aufgrund der zunehmenden
Resistenzbildung von Bakterien gegen etablierte Antibiotika besteht ein grol3er Bedarf neue
Targets zu erschlieBen. Die bakterielle Fettsdure-Biosynthese scheint in dieser Hinsicht sehr
vielversprechend zu sein. ™® Fettsauren stellen aufgrund ihres breiten Aktivitatsprofils und
ihrer breitgefacherten Wirkung vielversprechende Naturstoffe fir die Anwendung in der

Medizin und in der Agrarwirtschaft dar.®
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4. Spezieller Teil

Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung einer LC-MS basierten Methode zur
Identifizierung von biologisch aktiven Metaboliten in komplexen Mischungen. Als Quelle fur
bioaktive Naturstoffe wurde die Gattung Hygrophorus (Basidiomyceten) ausgewahlt, da ihr
vielversprechendes Potential bereits mehrfach in Hinblick auf biologisch aktive Verbindungen
demonstriert wurde. Fir die Analyse der Metabolitenprofile stand ein LC-PDA-ESI-MS
(lonenfalle) System zur Verfigung. Als biologische Aktivitat der Hygrophorus-Extrakte wurde
die antibakterielle Wirkung ausgewahlt. FUr die Entwicklung einer Methode zur Identifizierung
der bioaktiven Metaboliten war es daher notwendig, sowohl die analytischen Bedingungen
fur die LC-MS und Extraktionsmethode zu optimieren, als auch einen antibakteriellen Biotest

zu entwickeln.

4.1 Extraktion der Pilzfruchtkdrper

Die Extraktion ist der erste Schritt der Isolierung bzw. Aufreinigung von biologisch aktiven
Verbindungen aus Naturstoffextrakten. Da sowohl die Qualitat der LC-MS Messung als auch
die Qualitat des Biotests von den Extrakten beeinflusst wird, war es zu Beginn erforderlich
eine mdglichst reproduzierbare Extraktionsmethode fir Pilzfruchtkérper zu etablieren, die
gleichzeitig ohne zu groRRen Zeitaufwand eine hohe Ausbeute erzielt. AuBerdem mussten die

Extrakte fur eine Applikation im Biotest (wassriges Milieu) und LC-MS Analyse geeignet sein.

4.1.1 Optimierung hinsichtlich Ausbeute

Fur die Optimierung der Extraktionsmethode hinsichtlich der Ausbeute wurden sowohl
tiefgefrorene Pilzfruchtkdrper als auch lyophilisiertes Pilzmaterial von Hygrophorus
pustulatus (Kollektionsnummer 46/03) verwendet. Auflerdem kamen verschiedene
Extraktionsmittel und verschiedene Methoden zum Einsatz.

Zu Beginn wurde die bis dato verwendete Standardextraktionsmethode A eingesetzt (siehe
hierzu Experimenteller Teil 5.2.1.1 S. 105). Bei dieser Vorgehensweise werden die
Pilzfruchtkérper gemal der eluotropen Reihe mit Petrolether, Ethylacetat, Aceton und MeOH
jeweils eine Stunde unter Schitteln extrahiert. Da diese Methode jedoch aufgrund des
grol3en Zeitaufwands nicht geeignet ist, wurden die tiefgefrorenen Pilzfruchtkérper mit der
Extraktionsmethode B extrahiert (Abb. 13). Hierbei wurde zu Beginn eine Fest-Flussig
Extraktion mit Methanol durchgefihrt und anschlieBend eine Flussig-Flissig Extraktion mit
EtOAc und Wasser. Um die Extraktionseffizienz zu steigern, wurde die Fest-Fliissig

Extraktion zusétzlich unter Einwirkung von Ultraschall durchgefihrt.
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‘ 10 g tiefgefrorene Pilzfruchtkorper |

‘ Extraktion mit 100 % MeOH, Ultraschall ‘

lTrocknen in vacuo

| Rohextrakt Iésen in 10 mL MeOH |

| Extrakt in EtOAG/H,O 5:1 (/) aufnehmen | MeOH-Extrakt
(Ausbeute 0,7 %)
/@Tng Uber Nacht bei RT
EtOAc-Extrakt H,O-Extrakt
(Ausbeute 0,2 %) (Ausbeute 0,4 %)

Abb. 13 Die Abbildung zeigt das Prinzip der Extraktionsmethode B und die Ausbeute der Extrakte aus
ca. 10 g tiefgefrorenen Fruchtkdrpern von H. pustulatus.

Die Gesamtausbeute dieser Methode belief sich hierbei auf 1,3 % der tiefgefrorenen
Pilzfruchtkérper und die der Einzelextrakte auf 0,7 % bei dem MeOH-Extrakt, 0,4 % H,O-
Extrakt und 0,2 % im Falle des EtOAc-Extraktes (Tabelle 4). Diese Extraktionsmethode B hat
gegenluber Methode A zwar den Vorteil weniger zeitaufwendig zu sein, allerdings ist die
Gesamtausbeute nicht zufriedenstellend. Zur Steigerung der Ausbeute und zur Minimierung
des Zeitaufwands wurden zusatzlich verschiedene Extraktionsmethoden unter Verwendung
eines automatischen Extraktors durchgefiihrt. Dieses Gerét bietet den Vorteil, dass viele
Proben gleichzeitig unter Standardbedingungen extrahiert werden koénnen. Auferdem
besteht die Moglichkeit, die Extraktion bei hohen Temperaturen durchzuftihren, da
Uberdruckbedingungen bestehen und somit ein Verdampfen des Extraktionsmittels
vermieden wird. Die Extraktion der Pilzfruchtkérper wurde bei 40°C (70 bar) durchgefihrt,
um ein Zersetzen von thermolabilen Metaboliten zu vermeiden. Um ann&ahernd vergleichbare
Bedingungen zu der Extraktion B zu schaffen, wurde jeweils 1 g lyophilisiertes Pilzmaterial
eingesetzt, welches dreimal fur 10 min statisch extrahiert wurde (siehe hierzu
Experimenteller Teil Kapitel 5.2.1.2 S. 106 Tabelle 23). Als Extraktionsmittel kamen 80 %
MeOH/H,O (einstufige Extraktionsmethode C), n-Hexan und 100 % MeOH (zweistufige
Extraktionsmethode D2) und n-Hexan (einstufige Extraktionsmethode D3) zum Einsatz
(Tabelle 4). Zusatzlich wurden verschiedene Nachbehandlungen getestet (Abb. 14). Bei
Verwendung von lyophilisiertem Material in Kombination mit dem Extraktor konnten
insgesamt  wesentlich  hohere Ausbeuten erhalten werden. So lieferte die
Extraktionsmethode C (80 % MeOH/H,0) mit 14,4 % die htchste Ausbeute (bezogen auf 1 g
lyophil. Trockengewicht). Bei der zweistufigen Extraktionsmethode D2 (1. 100 % n-Hexan
und 2. 100 % MeOH) konnten ebenfalls hohe Ausbeuten von 12,1 % bei MeOH und 3,3 %
bei n-Hexan als Extraktionsmittel erhalten werden. Sofern die Extraktion ausschlie3lich mit
100 % n-Hexan (Extraktionsmethode D3) durchgefiihrt wurde, wurden vergleichbare

Ausbeuten von 3,2 % erhalten.
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Fruchtkdérper

Hilfsmittel Schattler Ultraschall Extraktor

.
T

Extraktionsmethode

D1 D2 D3

ILF}BA_‘

Nachbehandlung RP18 RP18 Diaion HP20 RP18
MeOH 1.H,0 1.H,0 MeOH

2. MeOH 2. MeOH

3. EtOAc

Abb. 14 Ubersicht iiber die verwendeten Extraktionsmethoden A, B, C und D1 — D3, sowie die
jeweiligen Nachbehandlungen (D1 ist in grau dargestellt, da diese Methode zwar verwendet, jedoch in
diesem Kapitel nicht diskutiert wird).

Da die hochsten Ausbeuten bei Extraktion mit 80 % MeOH/H,O (Methode C) erhalten
werden konnten, wurden die so gewonnenen Extrakte zusatzlich verschiedenen
Nachbehandlungen unterzogen (Abb. 14 Extraktionsmethode E und F). So wurde bei
Methode E eine Auftrennung in polare und unpolare Metaboliten durch Fraktionierung mit
H,O und MeOH an RP18 Material erreicht. Bei Extraktionsmethode F erfolgte die
Fraktionierung unter Zuhilfenahme von einer polymeren Matrix. In beiden Fallen konnten bei
H,O als Losungsmittel sehr hohe Ausbeuten erhalten werden (Tabelle 5). In Abb. 15 sind die
erhaltenen Ergebnisse noch einmal zusammenfassend dargestellt. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit wurden die Ausbeuten der Extraktionsmethode B (tiefgefrorene
Pilzfruchtkérpern) in Abb. 15 auf die Trockengewichte normiert. Dafur wurde von
tiefgefrorenen Pilzfruchtkdrpern (6 x ca. 10 g) von H. pustulatus (111/08) das
Trockengewicht nach dem Gefriertrocknen bestimmt und so ein Umrechnungsfaktor von
7,74 +/- 0,79 ermittelt (Tabelle a - 4).

Tabelle 4 Ubersicht tiber die Ausbeuten bei verschiedenen Extraktionsmethoden.

Extraktionsmethode Extraktionsmittel Ausbeute (%)

100 % MeOH 0,7

tiefgefroren B EtOAC 0,2

H.O 0,4

C 80 % MeOH/H,O 14,4

. 100 % MeOH 12,1
lyophilisiert D2

n-Hexan 3,3

D3 n-Hexan 3,2
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Tabelle 5 Ubersicht (iber die Ausbeuten bei verschiedenen Nachbehandlungen.

Extraktionsmethode Ausbeute
Nachbehandlung
(80 % MeOH) (%)
C - 14,4
H,O 34,7
E RP18

100 % MeOH 7,0
H,O 35,7
F Diaion HP20 100 % MeOH 3,1
EtOAC 0,3

tiefgefrjlilltraschall IyophilJFxtraklor

40

347 357
35

30

25

20

Ausbeute %

15

10

i Ry

53

Abb. 15 Die Abbildung zeigt die erhaltenen Ausbeuten (%) bei
verschiedenen Extraktionsmethoden und Nachbehandlungen.
*normiert auf Trockengewicht Faktor 7,74.

Der Zeitaufwand fir die Extraktionsmethoden C und D2 ist im Vergleich zu Methode B
gering, da die Extraktion automatisch erfolgt und zudem viele Proben gleichzeitig extrahiert
werden konnen. Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen kann somit geschlussfolgert
werden, dass polare Extraktionsmittel hinsichtlich der Ausbeute besser geeignet sind als
unpolare. Weiterhin kénnen hdhere und reproduzierbarere Ausbeuten erzielt werden, indem
lyophilisiertes Pilzmaterial eingesetzt wird und die Extraktion mit Hilfe des Extraktors erfolgt.
Aufgrund der genannten Vorteile erfolgte eine weitere Auswertung hinsichtlich der

Reproduzierbarkeit auf der Basis der Extraktionsmethoden C und D2.

4.1.2 Optimierung hinsichtlich Reproduzierbarkeit

Fur LC-MS basierte Metabolomics-Experimente ist eine hohe Reproduzierbarkeit der
Extraktion unbedingt erforderlich, damit keine ,kinstliche Veranderung“ durch die Extraktion

herein gebracht werden und somit die natirliche Varianz nicht verandert wird. Dariiber
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hinaus ist eine hohe Extraktionsreproduzierbarkeit Grundvoraussetzung fir weitere
Experimente. Fur die Bewertung hinsichtlich der Reproduzierbarkeit wurden pro
Extraktionsmethode drei Extrakte hergestellt (Extraktionsreplikate), welche wiederum jeweils
mittels LC-(+/-)ESI-MS mit drei technischen Replikaten gemessen wurden (Messreplikate).
Somit bilden jeweils neun Messungen pro Extraktionsmethode/-mittel die Grundlage fur die
weitere Auswertung. Da die chromatographische Trennung aufgrund von verschiedenen
Faktoren (Matrixeffekte) eine gewisse Varianz beinhaltet und es somit zu
Retentionszeitverschiebungen kommt, ist es erforderlich, ein Alignment und eine
Retentionszeitkorrektur durchzufihren. Fir diese Zwecke wird das Programm XCMS
verwendet.”” Von den zu alignierenden Daten wird zu Beginn ein einfaches Peakpicking
durchgefuihrt. Auf dieser Basis werden Peaks herausgefiltert, die in allen Messungen
vorhanden sind — Ankerpeaks. Die Voraussetzung hierfirr ist eine ausreichende Ahnlichkeit
der Daten. Mit Hilfe dieser Ankerpeaks wird dann ein iteratives Alignment und eine
Retentionszeitkorrektur durchgefihrt. Die Ausgabe der enthaltenen Peaks erfolgt im
Anschluss daran in Form einer Datenmatrix, in welcher jeder Peak neben dem m/z — Wert
und der Retentionszeit eine zugehdrige Intensitat in den jeweiligen Messungen erhélt (siehe
auch Kapitel 5.6.1 S. 121, Tabelle 34).

Fur die Bewertung der Reproduzierbarkeit der Extraktionsmethoden, wurden jeweils die
Replikate (n=9) einer Methode mit XCMS prozessiert. Dabei wurden nur Peaks
bertcksichtigt, die in allen neun Messungen enthalten sind (minfrac = 1). Die Anzahl der
Peaks wird als ein Kriterium zur Bewertung herangezogen. Ein weiteres sehr wichtiges
Kriterium ist die Schwankungsbreite der Retentionszeiten (Retentionszeitabweichung bei
Replikaten). Bei den Extraktionsmethoden C (80 % MeOH und D2 (100 % MeOH) lagen die
maximalen Retentionszeitabweichungen im Bereich von +/- 5 s. Nur bei Methode D2
n-Hexan waren die Schwankung mit — 5 bis + 30 s wesentlich gro3er. Die Extrakte C und D2
MeOH wiesen im Gegensatz zu D2 n-Hexan aufgrund geringerer Retentionszeit-
abweichungen eine hohe Reproduzierbarkeit auf. Als Grundlage fir eine weitere statistische
Auswertung wurde die Haufigkeitsverteilung der Retentionszeitdifferenzen und die relativen
Standardabweichungen, bezogen auf die Intensitdten, herangezogen. Die Verteilung der
Retentionszeitdifferenzen diente dabei als Mal} fur die Gite der Trennung in Bezug auf die
Reproduzierbarkeit/Homogenitdt der technischen Replikate. Hierzu wurde von den
ermittelten Peaks jeweils die Differenz zwischen der maximalen tgmax und der minimalen tgmin
eines Peaks (iiber n = 9 Messungen) gebildet. Der Ubersicht halber wurde eine Einteilung in
Klassen mit einheitlicher Breite vorgenommen. Die so erhaltene Retentionszeitverteilung
kann als Mal fir die Gute der Trennung bzw. Alignment herangezogen werden. In Abb. 16
sind die Verteilungen der verschiedenen Extraktionen C, D2 MeOH und D2 n-Hexan im
direkten Vergleich zueinander dargestellt. Bei C und D2 (100 % MeOH) befinden sich ~ 48 %
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bzw. ~ 52 % aller Metaboliten in einem Abweichungsbereich von 0 — 10 s, was als sehr gut
zu bewerten ist. Bei D2 (n-Hexan) sind es dagegen nur ~ 40 %. Das bedeutet, dass die
Trennung bzw. das Alignment trotz einer sehr hohen Probenkomplexitéat sehr gut ist.

60
mC 80 % MeOH
¥ 50 - m D2 100 % MeOH —
.*q_-; O D2 n-Hexan
~x 40 -
2
5
@ 30 -
T
@
= 20 A
8
® 10 - |
0 .
D7 DT DT D7 1O (O 5N DT DT D \OT DT (D Qq,
O s & . O P N NN NS
NP W oA
N N N N

Retentionszeitklassen (s)

Abb. 16 Ubersicht uber die Retentionszeitdifferenzen und deren relative Haufigkeit bei den
Extraktionsmethoden C und D2. Die Daten beziehen sich auf LC-(+)-ESI-MS Messungen (n = 9).

Zur weiteren Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurde die Haufigkeitsverteilung der
relativen Standardabweichung bezogen auf die Intensitaten herangezogen. Als Grundlage
dienen auch hier jeweils die neun Messungen pro Extraktionsmethode. Eine geringe
Schwankungsbreite und eine geringe Varianz in den Intensitaten ist Grundvoraussetzung fiir
reproduzierbare Messergebnisse. Fur diese Zwecke ist das von groRer Bedeutung, damit die
aktivitatsrelevanten Metaboliten sicher identifiziert werden kénnen. Jedoch ist keine absolute
Quantifizierung erforderlich, so dass eine relative Quantifizierung ausreichend ist.
Massenspektrometrische Experimente sind jedoch aufgrund einer sehr uneinheitlichen
lonisierbarkeit der Metaboliten untereinander nur schwer zu quantifizieren. Zudem kommt
eine hohe Probenkomplexitat hinzu. Um dies zu Uberprifen wurde die relative
Standardabweichung fir jeden ermittelten Peak bestimmt. Es wurde hier ebenfalls der
Ubersicht halber eine Einteilung in Klassen vorgenommen. In Abb. 17 ist ein
Haufigkeitsdiagramm dargestellt, welches die Verteilung der Abweichungen der relativen
Standardabweichung zeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei D2 n-Hexan (hellblaue
Balken) verhaltnismaRig viele Peaks eine groRe Standardabweichung aufweisen. Es kann
jedoch keine Aussage daruber getroffen werden, ob die hohe Varianz an der schlechten
Reproduzierbarkeit der Extraktionsmethode oder an der chromatographischen Trennung
liegt, da hier nur die Gesamtvarianz bestimmt wurde. Im Gegensatz zu den n-Hexan-
Extrakten fuhren die Extrakte C (blaue Balken) und D2 100 % MeOH (dunkelblaue Balken)
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Zu besseren Ergebnissen. Bei C weisen etwa 92 % aller Peaks eine maximale Abweichung
von 40 % auf. Bei D2 100 % MeOH sieht es &hnlich gut aus. Es zeigen hier ca. 82 % aller
Peaks eine maximale Abweichung von 40 %.

45

mC80% MeOH
mD2 100 % MeOH __
D2 n-Hexan

relative Haufigkeit %

relative Standardabweichung (%)

Abb. 17 Die Abbildung zeigt die Haufigkeitsverteilung der relativen Standardabweichung der Peak-
intensitaten bei positiver lonisierung (n = 9).

Des Weiteren wurde die Reproduzierbarkeit anhand der linearen Pearson Korrelations-
koeffizienten R? der technischen Replikate (Messreplikate) und der Extraktionsreplikate
bewertet (Tabelle 6). Extraktionsmethode C und D2 MeOH sind sehr gut reproduzierbar.
Dies wird sowohl bei den Messwiederholungen (C 80 % MeOH R? ~ 0,94 und D2 MeOH R? ~
0,92) als auch bei den Extraktionsreplikaten (C 80 % MeOH R? ~ 0,94 und D2 MeOH R? ~
0,93) deutlich. Wohingegen bei D2 n-Hexan zwar eine gute Reproduzierbarkeit der
technischen Replikate erhalten werden konnte (R®~0,96), jedoch nicht fiir die
Extraktionsreplikate (R®~ 0,71). Zur Bestétigung der erhaltenen Ergebnisse wurde die
gesamte Messreihe wiederholt und lieferte vergleichbare Ergebnisse.

Zusatzlich wurde die Reproduzierbarkeit der Extraktionsmethoden bei negativer lonisierung
Uberprift (Tabelle 6). Insgesamt sind die erhaltenen Ergebnisse bei negativer lonisierung
schlechter als bei positiver. Obwohl die Retentionszeitschwankungen nur im Bereich von
-6s bis + 8 s bei C (80 % MeOH) liegen, konnten bei D2 Schwankungen von — 5 s bis
+ 60 s detektiert werden. Beim genaueren Betrachten fallt auf, dass nur eine Messung diese
Auffalligkeit zeigt. Die anderen acht Messungen liegen im normalen Bereich von +/- 5 s. Die
Pearson Korrelationskoeffizienten (Messreplikate und Extraktionsreplikate) sind im Falle der
Extraktionen D2 100 % MeOH und D2 n-Hexan sehr gut. Bei n-Hexan ist die Korrelation der
Extraktionsreplikate sogar wesentlich besser als bei positiver lonisierung (Tabelle 6). Dies

hangt vermutlich mit den enthaltenen Verbindungen zusammen, bei welchen es sich

41-



4. Spezieller Teil — Extraktion der Pilzfruchtkorper

hauptséchlich um Fettsauren handeln kénnte, die aufgrund der Carboxylgruppe sehr gut im
negativen ESI-Modus ionisierbar sind. Bei Extraktion C ist die Reproduzierbarkeit der
technischen Replikate und der Extraktionsreplikate mit Korrelationskoeffizienten von
R? ~ 0,84 schlechter als bei positiver lonisierung. Zur Bestétigung der Ergebnisse wurden
auch in diesem Fall die Messreihen wiederholt und lieferten &hnliche Ergebnisse.

Tabelle 6 Kriterien zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit, sowie die erhaltenen Ergebnisse fir die
jeweiligen Extrakte bei positiver und negativer lonisierung. Der harmonische Mittelwert beriicksichtigt
im Gegensatz zu dem arithmetischen Mittelwert die Klassengrof3e und ist somit reprasentativer.

Extraktionsmethode D2
Kriterium Extraktionsmethode C
MeOH n-Hexan
_ (+)ESI 23 23 33
Mittelwert Atg (S)
(-)ESI 38 77 85
Harmonischer (H)ESI 9 8 10
Mittelwert Atg (S) (-)ESI 15 35 19
_ (+)ESI 25 25 50
Mittelwert S, (%)
(-)ESI 36 35 32
Harmonischer (+)ESI 22 21 44
Mittelwert S, (%) (-)ESI 30 26 32
(+)ESI 636 484 354
Anzahl Peaks
(-)ESI 420 321 378
, . (+)ESI 0,94 0,92 0,96
R“techn. Replikate
(-)ESI 0,84 0,92 0,98
R? Extraktions- (+)ESI 0,94 0,93 0,71
replikate (-)ESI 0,84 0,92 0,94

Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen der verschiedenen Extraktionsmethoden ist D2
am besten fur weitere Experimente geeignet, da hier sowohl im positiven als auch im
negativen lonisierungsmodus reproduzierbare Ergebnisse in Bezug auf die technischen und
Extraktionsreplikate erhalten werden konnten. AuRerdem ist die Ausbeute mit 12 % der
lyophilisierten Trockenmasse vergleichsweise hoch. Neben einem geringen Zeitaufwand
wurden ebenfalls die meisten Peaks detektiert, was auf eine hohere Metabolitenvielfalt
hindeuten kénnte. Dartber hinaus ist die Extraktionsmethode D2 sowohl fir LC-MS

Messungen als auch fur eine Applikation im Biotest (MeOH-Extrakte) sehr gut geeignet.
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4.2 Biologische Aktivitat

Fir die Identifizierung von antibakteriellen Metaboliten war es aul3erdem notwendig einen
geeigneten Biotest zu entwickeln, der robust, aber auch quantifizierbar und vor allem
reproduzierbar ist. Da in Extrakten Verbindungen oftmals nur in sehr geringen Mengen
vorhanden sind, war es zudem erforderlich, ein moglichst empfindliches Testsystems zu
verwenden. Daher war die Fluoreszenzdetektion die Methode der Wahl, um eine hohere
Empfindlichkeit zu erreichen. Zur Vermeidung von Problemen durch Zugabe von
Fluoreszenzfarbstoffen, wurde ein genetisch modifizierter Bacillus subtilis Stamm
ausgewahlt, der in der Lage ist eine verbesserte Variante des Gelb-fluoreszierenden
Proteins (IYFP) zu produzieren.® Die Expression des Fusionsproteins wird dabei durch den
Promotor abrB gesteuert, welcher in der exponentiellen Phase aktiv ist. Es besteht daher ein
proportionaler Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzintensitdt und der Vitalitdt der
Bakterienzellen. Ein weiterer Vorteil der intrinsischen Produktion des IYFP ist die
ausschlie3liche Detektion von lebenden Zellen, wohingegen es bei Messung der Optischen
Dichte (OD) oftmals zur Verfalschung der Messergebnisse kommt, da sowohl lebende als
auch tote Zellen erfasst werden. Dadurch ist eine sehr exakte quantitative Bestimmung
moglich. Die Durchfiihrung des Biotests erfolgt im 96er Mikrotiterplattenformat.

4.2.1 Entwicklung eines Fluoreszenz-basierten Biotests (Bacillus subtilis)

Bacillus subtilis ist ein gram-positives, peritrich begeil3eltes, stabchenférmiges Bakterium,
das ubiquitar vorkommt. Eine Besonderheit ist die endoderme Sporenbildung, welche als
Uberdauerungsform dient. Bacillus subtilis wird in vielen verschiedenen Bereichen wie zum
Beispiel in der Biotechnologie oder Lebensmittelindustrie eingesetzt, dient aber auch als
Testorganismus flr ein Vor-Screening in der Naturstoffanalytik, insbesondere da B. subtilis

im Gegensatz zu B. anthracis und B. cereus als nicht pathogen eingestuft wird.
Vorgehensweise zur Entwicklung eines Fluoreszenz-basierten Biotest

1. Kontrolle auf Funktionalitat der I'YFP-Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie

2. Aufnahme der Wachstumskurven mittels OD-Messung (A = 570 nm)
- Abschéatzung der Wachstumszeit

- Optimierung der Inokulum-Zellzahl

3. Aufnahme der Wachstumskurven mittels Fluoreszenzintensitatsmessung
- Optimierung der geratespezifischen Einstellungen

- Zellzahloptimierung
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4. Nachweis der Korrelation zwischen OD-Wachstum und Fluoreszenzintensitat
5. Ermittlung der Lésungsmittelvertraglichkeit (MeOH und DMSO)
6. Bestimmung der Detektionsgrenze

7. Standardisierung mit verschiedenen Antibiotika und Verifizierung mit OD-Messung
- Bestimmung der ICs, Werte und Uberprufung der Reproduzierbarkeit

8. Ubertragung auf Rohextrakte und Fraktionen

Fur die Entwicklung eines antibakteriellen Biotests wurden zunéchst Wachstumskurven
mittels Tribungsdichtemessung (ODs7onm) bei verschiedenen Zellzahlen direkt in der
Mikrotiterplatte als Kinetikmessung tber 40 Stunden aufgenommen (Abb. 18 A). Dafiir wurde
eine 24 h alte Vorkultur mittels frischem Medium auf 1,6x10’, 1,6x10° und 1,6x10° Zellen/mL

verdunnt und als Inokulum eingesetzt (jeweils 6 Replikate).
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Abb. 18 Wachstumskurven von B. subtilis (abrB-iyfp) bei verschiedenen Zellzahlen. A: Vergleich der
Wachstumskurven bei OD-Messung (A=570 nm) B: Vergleich der OD-Wachstumskurve und
Fluoreszenz-Wachstumskurve (Relative Fluoreszenzeinheiten RFU bei Aex = 510 nm, Aer = 535 nm,
gain 45) bei 1,6x10° Zellen/mL als Inokulum C: 1,6x10° Zellen/mL D: bei 1,6x10 Zellen/mL.

Zum Nachweis, dass die Expression des IYFP und somit die Fluoreszenzintensitat direkt
proportional zum Wachstum ist, wurden aufRerdem Wachstumskurven mittels

Fluoreszenzdetektion (Emission) aufgenommen. Die Exzitation des Fluorophors erfolgt bei
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Aex = 510 nm und die Emission bei Ae,y = 535 nm. Anhand Abb. 18 B, C und D ist deutlich zu
sehen, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem bakteriellen Wachstum und der
Fluoreszenzintensitat besteht. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Anfangszellzahl einen
grol3en Einfluss auf die Dauer der Lag-Phase und das Ende der Exponentiellen Phase hat.
Da die grofite Sensitivitit und somit das beste Signal-Rausch Verhéltnis am
Fluoreszenzmaximum und demzufolge am Ende der Exponentiellen Phase erreicht wird, hat
die Anfangszellzahl einen entscheidenden Einfluss auf die Inkubationszeit. Wahrend bei
einer Zellzahl von 1,6x10’ Zellen/mL die Exponentielle Phase bereits nach ca. einer Stunde
beginnt, dauert die Lag-Phase bei 1,6x10° bzw. 1,6x10° Zellen/mL vier bzw. sechs Stunden.
Als Folge dessen ist bei 1,6x10° Zellen/mL das exponentielle Wachstum bereits nach 10
Stunden und bei 1,6x10° bzw. 1,6x10° Zellen/mL erst nach 13 bzw. 15 Stunden beendet. Da
bei 1,6x10° Zellen/mL als Inokulum die gréRte Fluoreszenzintensitét erreicht wurde, bietet
dies die besten Vorausetzungen.

Biologische Testsysteme erfordern Uberwiegend wassrige Bedingungen. Diese Tatsache
kann allerdings zu Problemen fiihren, da die wenigsten Naturstoffe oder Syntheseprodukte
wasserloslich sind. Aus diesem Grund ist es unumganglich, einen gewissen Anteil eines
organischen Losungsmittels dem  Testsystem beizufigen. Daher wurde die
Lésungsmittelvertraglichkeit des Testorganismus gegeniber DMSO und MeOH bestimmt.
Als maximaler Anteil kdénnen 10 % (v/v) eingesetzt werden, dies hangt mit dem
Gesamtvolumen von 300 pL pro Well zusammen, auf welches der Assay konzipiert wurde
(240 pL Medium, 30 pL Bakteriensuspension, 30 uL Probe). Daher wurden 2,5 %, 5 % und
10 % (v/v) MeOH bzw. DMSO zugesetzt. Uberraschenderweise ist die Vertraglichkeit
gegeniber den beiden Losungsmitteln &uRerst unterschiedlich. Wahrend bei MeOH bis zu
10 % (v/v) eingesetzt werden kann, ist bereits bei 2,5 % (v/v) DMSO eine relativ starke
Wachstumsinhibierung zu erkennen (Abb. 19). Dartber hinaus scheint durch die Zugabe von
MeOH ein sehr gleichméafiges Wachstum der Bakterien zu erfolgen, welches anhand eines
hoheren Fluoreszenzintensitatsmaximums deutlich wird.

Zur Bestimmung der Detektionsgrenze wurde der Testorganismus mit einer Inokulumzellzahl
von 1,6x10° Zellen/mL direkt in der Mikrotiterplatte mit 10% (v/v) MeOH fiir 15 h bei 30°C
inkubiert. Nach der Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer, wurde von der
Bakteriensuspension eine Verdinnungsreihe mit frischem Medium (mit 10 % (v/v) MeOH)
hergestellt (unverdinnt, 1:1 — 1:4 — 1:8 — 1:16 — 1:32 — 1:64 — 1:128 — 1:256 — 1:512). Von
jeder Verdinnung (jeweils 6 Replikate) wurde anschlielend die Fluoreszenzintensitat
ermittelt (Abb. 20). Anhand der Abbildung wird deutlich, dass der lineare Bereich sich tUber
funf Verdinnungsschritte erstreckt. Erst ab einer Verdinnung von 1:64 ist die
Detektionsgrenze erreicht, eine Unterscheidung zwischen der Fluoreszenzintensitat des

Mediums und der Bakterien ist nicht mehr moglich.
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Abb. 19 Die Abbildung zeigt den Verlauf der Wachstumskurven bei einer Inokulum Zellzahl von
1,6x10° Zellen/mL (Fluoreszenzdetektion Aex = 510 nm, A, = 535 nm) bei Zusatz von 2,5 % DMSO
(v/v) und 10 % MeOH (v/v) bzw. ohne Losungsmittelzusatz.
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Abb. 20 Diese Abbildung zeigt den Verlauf (halblogarithmische Darstellung) der Fluoreszenzintensitat
(Aex = 510 nm, Ae, = 535 nm) bei schrittweiser Verdinnung der inkubierten Bakteriensuspension zur

Bestimmung der Detektionsgrenze.

Um die Funktionalitdt des Biotests gewahrleisten zu kénnen, wurde eine Standardisierung
mittels bekannter Antibiotika und Verifizierung mittels Triibungsdichtemessung durchgefihrt.
Als Referenzsubstanzen kamen das Makrolid-Antibiotikum Erythromycin (5) und Rifampicin
als Vertreter der Ansamycine zum Einsatz. Um einen mdglichst grof3en Bereich abzudecken
wurden die folgenden Konzentrationen (im Well) eingesetzt: 0,001 — 0,01 — 0,025 — 0,050 —
0,075 — 0,10 — 1 pg/mL in MeOH. Nach der Inkubationszeit wurden die prozentuale
Wachstumshemmung in Bezug auf die Wachstumskontrolle (=K3) bei 10% MeOH
Volumenanteil ermittelt. Zur Steigerung der Empfindlichkeit und um Verfalschungen zu
vermeiden, wurden aul3erdem jeweils die Anfangswerte (RFU) zum Zeitpunkt t = 0 h von den
Endwerten (t = 15 h) abgezogen. Die durchschnittliche relative Standardabweichung (CV)
der RFU-Messwerte lag sowohl bei den Anfangswerten als auch bei den Endwerten bei ca. 3

— 4 % (Tabelle 7 und Tabelle 8).
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Tabelle 7 Ubersicht iiber die erhaltenen Ergebnisse fur Erythromycin (5) (Verstarkungsfaktor 45).
Symbolerlduterungen: B — Massenkonzentration, ty und t;s — Zeitpunkt vor Inkubation (tg) bzw. nach
15 h Inkubationszeit (t35), CV — Variationskoeffizient, RFU — relative Fluoreszenzeinheiten.

B Mittelwert | CV | Mittelwert Cv A RFU [ Wachstum | Inhibierung
(Mg/mL) | to(RFU) [to(%)| tis(RFU) | ti5(%) | tis-to (%) (%)

K3 1168,1 3,9 1488,9 3,6 320,8 100 0
0,001 1173,5 0,4 1512,9 1,5 339,4 105,8 -5,8
0,010 1142,6 1,3 1420,7 2,3 339,4 105,8 -5,8
0,025 1129,9 3,8 1336,8 3,2 278,0 86,7 13,3
0,050 1262,0 2,8 1262,0 2,8 131,7 41,1 58,9
0,075 1077,1 3,3 1182,0 1,9 104,9 32,7 67,3
0,10 1100,8 11 1194,2 1,0 93,4 29,1 70,9
1,00 1122,8 0,2 1211,3 0,8 88,4 27,6 72,4

Tabelle 8 Ubersicht iiber die erhaltenen Ergebnisse fiir Rifampicin (Verstarkungsfaktor 45).

B Mittelwert CV | Mittelwert Ccv A RFU [ Wachstum | Inhibierung
(Mg/mL) | t(RFU) | to(%) | tis(RFU) | ti5(%) | tis-to (%) (%)

K3 1168,1 4,0 1488,9 3,6 320,8 100 0
0,001 1195,1 1,5 1507,3 3,9 312,2 97,3 2,7
0,010 1187,9 3,9 1370,3 2,2 182,4 56,9 43,1
0,025 1189,3 3,3 1310,3 4,7 120,9 37,7 62,3
0,050 1189,7 3,3 1282,0 3,0 92,3 28,8 71,2
0,075 1143,1 2,4 1225,6 1,8 82,5 25,7 74,3
0,10 1162,1 3,3 1249,7 2,7 87,5 27,3 72,7
1,00 1174,4 4,0 1264,3 1,8 90,0 28,0 72,0

Eine Verifizierung der erhaltenen Ergebnisse erfolgte tber die Ermittlung der prozentualen
Wachstumsinhibierung mittels OD-Messung. In Abb. 21 sind die Ergebnisse der beiden
Verfahren dargestellt. In beiden Fallen ist eine relativ gute Ubereinstimmung der
Wachstumsinhibierung zu erkennen. Es fallt jedoch auf, dass sowohl bei Rifampicin, aber
auch verstarkt bei Erythromycin (5) die durch OD-Messung ermittelten Inhibierungen
geringer sind als bei Fluoreszenzdetektion. Dies kdnnte darauf zurickzufihren sein, dass
mittels OD-Messung alle Zellen erfasst werden und somit ein hdheres Wachstum (geringe
Hemmung) vorgetauscht wird. Im Gegensatz dazu werden mittels [IYFP-
Fluoreszenzmessung selektiv nur die vitalen Zellen erfasst. Weiterhin wird deutlich, dass die
Schwankungen der Ergebnisse (siehe Fehlerbalken) bei Detektion mittels OD grof3er sind als
bei Fluoreszenzmessung. Diese beiden Auffalligkeiten zeigen deutlich, dass mittels
Fluoreszenzdetektion sowohl empfindlichere aber auch genauere Ergebnisse erhalten
werden kénnen.
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Abb. 21 Die Abbildung zeigt den Vergleich der mittels OD- und Fluoreszenzmessung erhaltenen
Ergebnisse der konzentrationsabhangigen Inhibierung durch die Antibiotika Rifampicin (links) und
Erythromycin (5) (rechts).

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit erfolgte die Bestimmung der Konzentration bei
welcher 50 % Hemmung erreicht wird (ICso-Werte). Da eine hohe Reproduzierbarkeit sowohl
fir hoch aktive Substanzen als auch fir schwach aktive erforderlich ist, wurde dafir
Rifampicin und das gegeniber B. subtilis schwach aktive Antibiotikum Amoxicillin (3-Lactam
Antibiotikum) ausgewéhlt. In beiden Fallen wurden insgesamt neun verschiedene
Konzentrationen eingesetzt: 10° pM — 10°> pM — 10'uM — 10° pM — 10" pM — 102 pM —
10 pM — 10 pM —10° pM in MeOH. Der sich daraus ergebende ICso-Wert ist bei Rifampicin
0,68 UM und bei Amoxicillin 710 uM. Die beiden ICsq Werte unterscheiden sich um den
Faktor 100. Mit einem Abstand von 7 Tagen wurde die ICs,-Bestimmung wiederholt und
lieferte vergleichbare Ergebnisse (ICso(Rifampicin) = 0,675 pM und 1Cso(Amoxicillin) =
710 uM). Weiterhin wurde der ICso-Wert von Erythromycin (5) bestimmt, der mit 0,47 uM
ahnlich dem von Rifampicin ist.

Als letzten Schritt der Entwicklung eines antibakteriellen Biotests erfolgte die Ubertragung
des Testsystems auf Rohextrakte. Dafur wurde erneut eine Kinetikmessung basierend auf
der Fluoreszenzintensitdt Uber die gesamte Wachstumszeit aufgenommen. Als
Referenzsubstanz (Positivkontrolle) kam Erythromycin (5) zum Einsatz und als Rohextrakt
wurde ein methanolischer Extrakt aus Hygrophorus pustulatus ausgewéhlt. Weiterhin wurde
eine Kontrolle auf Eigenfluoreszenz des Extraktes (K1) und eine Wachstumskontrolle
(Bakterien und Medium) sowie die Bezugskontrolle (Medium, Bakterien, 10 % (v/v) MeOH)
mitgefuhrt. In Abb. 22 ist der Verlauf des bakteriellen Wachstums dargestellt. Sowohl im Fall
des Antibiotikums Erythromycin (5) als auch bei dem Rohextrakt ist deutlich zu erkennen,
dass das bakterielle Wachstum in Abh&ngigkeit von der Konzentration inhibiert wird. Beim
Vergleich der Wachstumskurven in Abb. 22 fallt auf, dass im Falle des Erythromycins (5)
(links) das Wachstum in Abhangigkeit von der Konzentration deutlich gehemmt wird, aber

dennoch der Beginn der Exponentiellen Phase bei allen Konzentrationen gleich bleibt.
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Abb. 22 Die Abbildung zeigt des Verlauf des bakteriellen Wachstums in Abhangigkeit von
verschiedenen Konzentrationen der Referenzsubstanz Erythromycin (5) (links) und vom Rohextrakt
(rechts). Die Fluoreszenzintensitat (RFU) wurde bei dem Verstarkungsfaktor 60 ermittelt.
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Im Gegensatz dazu wird bei dem Rohextrakt (rechts) der Beginn der Exponentiellen Phase
in Abhangigkeit von der Konzentration verzdgert. Dies kdnnte bedeuten, dass das Wachstum
der Bakterienzellen durch die aktive(n) Substanz(en) im Rohextrakt verhindert wird und erst
nach einer gewissen Zeit eine Adaption erfolgt ist. Der Vergleich der Ergebnisse der
Referenzsubstanz und des Rohextraktes zeigen, dass es moglich ist, auch Rohextrakte und
Fraktionen auf ihre antibakterielle Aktivitdt gegentber B. subtilis (abrB-iyfp) zu testen.

4.2.2 Biologische Aktivitat von Hygrophorus-Extrakten

Die Vertreter der Gattung Hygrophorus produzieren eine Vielzahl von biologisch aktiven
Sekundarmetaboliten. Zur Erfassung des Aktivitatsprofils wurde die antibakterielle Wirkung
von insgesamt 15 verschiedenen Hygrophorus spp. mit Hilfe des entwickelten Fluoreszenz-
basierten Biotests ermittelt. Des Weiteren wurde der Einfluss des Extraktionsmittels
(Polaritat) und der Zustand (tiefgefroren, lyophilisiert, getrocknet) des Pilzmaterials auf die

biologische Aktivitat analysiert.

4.2.2.1 Antibakterielle Wirkung in Abh&ngigkeit vom Extraktionsmittel

Um den Einfluss des Extraktionsmittels auf die biologische Aktivitat ndher zu untersuchen,
wurden sowohl n-Hexan-Extrakte als auch methanolische Extrakte (80 % und 100 % MeOH)
auf ihre antibakterielle Wirkung hin untersucht. Die nachfolgende Abb. 23 zeigt die
prozentuale Wachstumsinhibierung von B. subtilis (abrB-iyfp) durch Rohextrakte
verschiedener Hygrophorus spp. sowie unterschiedlicher Polaritat. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die antibakterielle Wirkung der 100 % MeOH-Extrakte (dunkelblau) bei
Hygrophorus chrysodon, H. agathosmus und H. latitabundus (tiefgefroren) viel grofier ist als
bei den jeweiligen 80 % MeOH-Extrakten (hellblau).
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Abb. 23 Die Abbildung zeigt die antibakterielle Wirkung von Rohextrakten (8 = 100 pg/mL in MeOH im
Well, n = 3, H. pustulatus n = 6) verschiedener Hygrophorus spp. sowie unterschiedlicher Polaritat. Als
Referenzsubstanz ist Erythromycin (¢ = 1 uM in MeOH im Well) mit aufgefihrt.

Entgegensatzlich verhalten sich die methanolischen Extrakte aus H. latitabundus
(Iyophilisiert) und H. pustulatus (ganz rechts). Wahrend bei H. latitabundus (lyophil.) sowohl
der 80 % MeOH-Extrakt als auch der 100 % MeOH eine sehr hohe Aktivitat aufweisen, ist
bei H. pustulatus der 80 % MeOH-Extrakt hoch aktiv und der 100 % MeOH-Extrakt lediglich
schwach aktiv. Da die Extrakte alle unter gleichen Bedingungen mittels Extraktor (Methode C
bei 80% MeOH und Methode D1 bei 100 % MeOH) hergestellt wurden (Ausnahme
H. latitabundus tiefgefroren = tfg.), ist dieser deutliche Unterschied im Vergleich zu den
anderen Extrakten sehr ungewohnlich. Um weitere Aussagen Uber den Einfluss des
Extraktionsmittels treffen zu kénnen, wurde die antibakterielle Wirkung sowohl von 100 %
MeOH-Extrakten als auch von n-Hexan-Extrakten analysiert. Dafir wurden in
Zusammenarbeit mit Kristin MiRbach (Diplomarbeit in Vorbereitung) insgesamt vier
Hygrophorus spp. aus zwei Sektionen (Sek.) mittels Extraktionsmethode D2 extrahiert und
auf ihre biologische Aktivitat hin untersucht (Abb. 24). Zur Vermeidung bzw. Minimierung von
Schwankungen zwischen den Extrakten wurden je drei Extraktionsreplikate hergestellt,
welche jeweils mit drei technischen Replikaten analysiert wurden (n = 9).

Anhand der Abb. 24 ist zu erkennen, dass bei den Vertretern der Sektion Erubescentes
(links), H. erubescens und H. russula, jeweils die n-Hexan-Extrakte (hellblau) eine starkere
Wachstumsinhibierung induzieren als die jeweiligen MeOH-Extrakte. Dies stimmt mit der
Beobachtung Uberein, dass mit abnehmender Polaritét des Extraktionsmittels die biologische
Aktivitat zunimmt. Der gleiche Effekt konnte auch bei den Extrakten aus H. poetarum und
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H. pudorinus, als Vertreter der Sektion Pudorini (rechts), festgestellt werden. Der
Unterschied zwischen den MeOH-Extrakten und n-Hexan-Extrakten ist in diesem Fall jedoch

nicht so stark ausgepragt wie zuvor.
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Abb. 24 Ubersicht tber die antibakterielle Aktivitat von verschiedenen Rohextrakten (8 = 100 ug/mL
im Well in MeOH) der Spezies H. erubescens, H. russula, H. poetarum und H. pudorinus sowie von
der Referenzsubstanz Erythromycin (c = 1 uM in MeOH im Well).

Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen somit die Vermutung, dass das Extraktionsmittel einen
entscheidenden Einfluss auf die biologische Aktivitat hat. Weiterhin kann geschlussfolgert
werden, dass im Falle der Gattung Hygrophorus die antibakterielle Aktivitat mit abnehmender

Polaritat des Extraktionsmittels zunimmt.

4.2.2.2 Antibakterielle  Wirkung von lyophilisierten bzw.  tiefgefrorenen

Pilzfruchtkorpern

Neben dem Einfluss des Extraktionsmittels auf die antibakterielle Aktivitat wurde auf3erdem
geprift, ob der Zustand des Pilzmaterials einen entscheidenden Einfluss auf die biologische
Aktivitat hat. Daher wurde ein umfassender Vergleich zwischen lyophilisiertem und
tiefgefrorenem Pilzmaterial durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen ebenfalls Extrakte der Spezies
H. erubescens, H. russula, H. poetarum und H. pudorinus. Die Extraktion der lyophilisierten
Pilzfruchtkérper erfolgte, wie zuvor dargestellt, mittels Extraktor (n = 9). Die Herstellung der

Extrakte aus den tiefgefrorenen Pilzfruchtkbrpern wurde in Anlehnung daran, mittels
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Ultraschall unter Verwendung von n-Hexan und MeOH als Extraktionsmittel durchgefiihrt.
Der Ubersicht halber werden im Folgenden die MeOH- und n-Hexan-Extrakte getrennt
behandelt. In Abb. 25 sind die antibakteriellen Wirkungen der MeOH-Extrakte gezeigt. Es
fallt auf, dass die MeOH-Extrakte von H. erubescens und H. russula als Vertreter der Sektion
Erbubescentes (links) insgesamt nur schwach bis mittelméRig aktiv sind. Einen eindeutigen
Unterschied zwischen den Extrakten aus lyophilisierten Pilzmaterial (dunkelblau) und
tiefgefrorenen Pilzfruchtkorpern (hellblau) ist nicht zu erkennen. Es scheint, als wenn die
Extrakte aus tiefgefrorenen Pilzfruchtkorpern eine leicht hohere Aktivitat haben, aber
aufgrund der relativ hohen Standardabweichungen kann keine eindeutige Aussage getroffen
werden. Im Gegensatz dazu ist bei den Extrakten von H. poetarum und H. pudorinus
(Sektion Pudorini) sehr deutlich zu sehen, dass die antibakterielle Aktivitat bei Extrakten aus
tiefgefrorenen Pilzfruchtkbrpern groBer ist (Abb. 25 rechts). Dies koénnte darauf
zurickzufiihren sein, dass die aktivitatsrelevanten Metaboliten entweder durch das
Lyophilisieren ganz oder teilweise zerstort werden oder dass diese aufgrund eines hdheren
Wasseranteils in tiefgefrorenen Pilzfruchtkdrpern effizienter extrahiert werden konnen.
Neben den MeOH-Extrakten wurde aul3erdem der Einfluss des Pilzmaterials bei den
n-Hexan-Extrakten analysiert. In diesem Fall konnte jedoch kein eindeutiger Unterschied
zwischen Extrakten aus lyophilisierten bzw. tiefgefrorenen Pilzfruchtkdrpern festgestellt
werden (Abb. 26). Daher wurde das Experiment um insgesamt vier Spezies der Sektionen
Discoidei, Olivaceoumbrini und Pudorini erweitert, bei welchen die antibakterielle Wirkung
von MeOH-Extrakten aus getrockneten (bei 40°C im Trockenschrank) und tiefgefrorenen
Pilzfruchtkérpern analysiert wurde. Eine allgemeine Tendenz ist jedoch auch in diesem Fall
nicht erkennbar. Vielmehr wurde beobachtet, dass es stark speziesabhangig ist. So zeigt
zum Beispiel der MeOH-Extrakt aus getrockneten Pilzfruchtkorpern bei H. agathosmus mit
| = 88 +/- 4 % Wachstumsinhibierung bei einer Konzentration von 8 = 100 pg/mL in MeOH
eine deutlich hohere Aktivitat als der Extrakt aus den tiefgefrorenen Fruchtkérpern (I = 55 +/-
7 %). Im Gegensatz dazu ist bei H. arbustivus der Extrakt aus den tiefgefrorenen
Fruchtkdrpern eindeutig aktiver als aus getrockneten (tiefgefr.. | = 75 +/- 12% und
getrockn. | = 43 +/- 4 %). Bei den Spezies H. discoideus und H. nemoreus ist dagegen kaum
ein Unterschied erkennbar.

Die Schlussfolgerung ist daher, dass der Zustand des Pilzmaterials die antibakterielle
Wirkung der Extrakte zwar beeinflussen kann, aber artspezifische Variationen relevanter

sind.
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Abb. 25 Vergleich der antibakteriellen Wirkung von MeOH-Extrakten aus lyophilisierten und
tiefgefrorenen Pilzfruchtkdrpern (8 = 100 pg/mL in MeOH im Well).
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Abb. 26 Die Abbildung zeigt den Vergleich der antibakteriellen Wirkung von n-Hexan-Extrakten
(B=100 pg/mL in MeOH im Well) verschiedener Spezies, sowie den Einfluss des Zustandes der
Pilzfruchtkdrper.

4.2.2.3 Antibakterielle Aktivitat ausgewahlter Hygrophorus-Arten

Weiterhin erfolgte ein Screening von verschiedenen Extrakten unterschiedlicher
Hygrophorus spp. auf ihre antibakterielle Wirkung gegeniber B. subtilis. Die ermittelte
biologische Aktivitat ausgewahlter Vertreter jeder Sektion ist in der nachfolgenden Abb. 27
dargestellt. Das biologische Aktivitatsprofil der Sektion Olivaceoumbrini ist in Abb. 27 A zu
sehen. Aus dieser Sektion zeigt H. latitabundus die hochste antibakterielle Aktivitat.
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Bemerkenswert ist ebenfalls die Aktivitdt von H. chrysodon als Vertreter der Sektion
Hygrophorus (Abb. 27 C links) und H. poetarum aus der Sektion Pudorini (Abb. 27 D). Die
biologische Aktivitat von H. russula und H. erubescens der Sektion Erubescentes (Abb. 27 C
rechts) ist vergleichsweise gering. Insgesamt zeigen die Ergebnisse jedoch, dass die
Gattung  Hygrophorus eine vielversprechende Quelle fir biologische aktive
Sekundarmetaboliten ist.
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Abb. 27 Ubersicht tiber die antibakterielle Aktivitat verschiedener Extrakte (8 = 100 pg/mL in MeOH
im Well) ausgewdhlter Hygrophorus spp. A: Biologische Aktivitdt Sektion Olivaceoumbrini B:
Biologische Aktivitdt Sektion Discoidei C: Biologische Aktivitdt Sektion Hygrophorus (links) und
Sektion Erubescentes (rechts) D: Biologische Aktivitat Sektion Pudorini.

4.2.3 Biologische Aktivitat von Hygrophoronen

Neben dem Screening von Rohextrakten aus Hygrophorus spp., wurden aufRerdem
synthetisch erzeugte Hygrophorone und deren Derivate auf ihre biologische Aktivitat
gegenuber B. subtilis untersucht (Tobias Dréager, Dissertation in Vorbereitung). Es zeigte
sich, dass diese das Wachstum von B. subtilis bereits in geringen Konzentrationen sehr stark
inhibieren. Dabei scheint die Aktivitdt insbesondere durch die Anzahl der C-Atome der
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Seitenkette beeinflusst zu werden. So ist die Aktivitat bei einer Kettenlange von C1l1l am
gréRten, wohingegen Hygrophoron-Derivate mit einer kirzeren (C7) bzw. langeren (C14)
Seitenkette eine geringere Aktivitat aufweisen. Eine Ubersicht Uber die getesteten
Verbindungen sowie die erhaltenen Ergebnisse ist im Anhang in Tabelle a - 6, Seite 151
dargestellt.
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4.3 Massenspektrometrie

Parallel zur Bestimmung der biologischen Aktivitat, erfolgte auerdem eine Analyse der
Naturstoffextrakte mittels LC-ESI-MS. Dies ermdglicht eine sehr sensitive Detektion der
enthaltenen Substanzen (Metaboliten etc.), aber gleichzeitig auch die Erfassung eines
grol3en dynamischen Bereiches. Durch die vorgeschaltete Flissigkeitskeitschromatographie
(LC) wird auRerdem eine Trennung der Naturstoffe entsprechend ihrer Polaritét erreicht,
wodurch lonensuppressionseffekte minimiert werden kdnnen. Darlber hinaus ist es moéglich
ohne vorherige Derivatisierung ein breites Spektrum an unterschiedlichen Metaboliten zu

analysieren.

4.3.1 Entwicklung einer automatisierten LC-MS" Methode zur Analyse von
komplexen Mischungen

Fur die Analyse von Naturstoffen in komplexen Mischungen wurde eine LC-MS" Methode
etabliert, die eine automatische Fragmentierung ermdglicht. So konnten zuséatzlich
strukturelle Informationen erhalten werden, wodurch eine Identifizierung ,vereinfacht* wird.
Da als Massenanalysator des MS-Systems eine lonenfalle zum Einsatz kam, war es
auBerdem moglich, sequentielle MS" Fragmentierungen durchzufiihren und sogenannte
Fragmentierungsbaume zu erstellen. Daher wurde eine ,data dependent* LC-MS® Methode
(DDIT — data dependent ion tree) entwickelt, welche eine automatische Fragmentierung der
enthaltenen Metaboliten wahrend der Analyse erlaubt. Die Detektion erfolgte dabei in einem
m/z-Bereich von 100 — 1000 Da, sowohl bei positiver als auch bei negativer lonisierung.
Sofern die im MS' detektierten Metaboliten einen bestimmten Intensitatsschwellenwert
(10° a.i.) Uiberschritten, erfolgte die automatische Fragmentierung in einem MS?-Experiment.
Dabei wurde pro Scan immer der intensivste Peak fiir die MS®-Analyse ausgewéhlt und nach
funf Scans der nachst intensivere Peak. Weiterhin wurden die daraus resultierenden
Tochterionen ebenfalls fragmentiert (MS®), sofern deren eine Mindestintensitat von
5*10°%a.i. Uberschritten. Um zu vermeiden, dass immer dieselben lonen fragmentiert
werden, wurden die bereits analysierten Peaks zu einer zeitlich begrenzten Ausschlussliste
hinzugefiigt, wodurch fir die nachsten 30 s keine wiederholte Fragmentierung erfolgte. Bei
der Entwicklung der DDIT-LC-MS® Methode wurde insbesondere darauf geachtet, dass fiir
jeden LC-Peak ausreichend Scans erzielt wurden, um eine verla3lichen Quantifizierung bzw.
Bestimmung der Intensitdt zu gewéhrleisten. Gleichzeitig war es aber auch erforderlich eine
gualitativ hochwertige Fragmentierung zu erhalten. Daher wurde eine Optimierung der
Einstellungen dahingehend durchgefiihrt, dass pro LC-Peak mindestens 15 - 20 Scans im
MS-Modus und ca. 10 Scans im MS?-Modus fiir die weitere Datenanalyse zur Verfligung

standen.
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4.4 ,Reverse Metabolomics® — Aktivitats-Korrelations-Analyse (AcorA)

Nachdem sowohl eine Extraktionsmethode fur Pilzfruchtkdrper, ein Biotest zur Erfassung der
biologischen Aktivitat, als auch eine DDIT-LC-ESI-MS® Methode zur Detektion der
enthaltenen Metaboliten etabliert wurde, war es erforderlich eine geeignete Methode zu
entwickeln, welche die Identifizierung der bioaktiven Metaboliten in komplexen Mischungen

erlaubt — ,Reverse Metabolomics”: Aktivitats-Korrelations-Analyse (AcorA).

.Reverse Metabolomics® ist ein neuer Ansatz, welcher eine Kombination aus modernen
Metabolomics-Methoden und klassischer Naturstoffisolierung darstellt. Der Begriff wurde
erstmals und bisher einmalig im Rahmen einer Dissertation in einem anderen
Zusammenhang (,Functional Metabolomics® in Bezug auf den veranderten Metabolismus
von Prostata- und Neuroendokrinetumore) erwahnt.” In der vorliegenden Arbeit wird
.Reverse Metabolomics“ zur Identifizierung der aktivitdtsrelevanten Metaboliten bzw.
Metabolitencluster in komplexen Mischungen angewendet. Die ab initio Identifizierung wird
durch eine direkte Korrelation der Metabolitenprofile (LC-MS) mit den Aktivitatsprofilen
ermoglicht. Dies bietet den Vorteil, dass eine gezielte Isolierung und Identifizierung
ausschlieBlich der aktivitatsrelevanten Metaboliten mdglich ist. Im Gegensatz zur klassischen
bzw. bioaktivitats-geleiteten Naturstoffisolierung ist dieser Ansatz weniger zeitaufwendig, da
die Isolierung und Aufreinigung in Hinblick auf den jeweiligen m/z-Wert und einer bekannten
Retentionszeit tg erfolgen kann. Da zusatzlich strukturelle Informationen erhalten werden,
wird auBerdem die Dereplikation minimiert. Einer der wesentlichen Vorteile ist jedoch die
Mdoglichkeit, dass das jeweilige Metabolitenprofil nur einmal erfasst werden muss, aber
dennoch mit einer Vielzahl von Aktivitatsprofilen aus verschiedenen Biotests korreliert
werden kann. Dadurch ist es moglich, das Vvielversprechende Potential von

Naturstoffextrakten in Hinblick auf biologisch aktive Verbindungen effektiver auszunutzen.

4.4.1 Prinzip

Der zuvor dargestellte ,Reverse Metabolomics® Ansatz basiert auf einer Aktivitats-
Korrelations-Analyse (AcorA) zwischen verschiedenen Metabolitenprofilen und den
jeweiligen (Bio-)Aktivitatsprofilen. Die Grundannahme hierbei ist, dass die Aktivitat direkt
proportional zu der Konzentration der aktiven Substanz ist und die Konzentration wiederum,
direkt proportional zur Peakintensitat ist. Daraus ergibt sich ebenfalls ein proportionaler
Zusammenhang zwischen der Aktivitat und der Peakintensitat, welcher fir die Identifizierung
der aktivitatsrelevanten Metaboliten zu Grunde gelegt wird (Abb. 28). In den meisten Fallen
unterliegt dieser Korrelation aber weder ein linearer, noch ein einheitlicher Zusammenhang,
wodurch die Analyse erschwert wird. Zudem mussen substanzspezifische Schwellwerte z.B.

minimale Hemmkonzentration bertcksichtigt werden.
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Aktivitdt ~ Konzentration
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Abb. 28 Die Abbildung stellt die Grundannahme der Aktivitats-Korrelations-Analyse (AcorA) dar.

Da ein Extrakt aus vielen Einzelsubstanzen besteht und jede einzelne durch mehrere MS-
Peaks reprasentiert wird, ist es erforderlich, eine Korrelation zwischen der Gesamtbioaktivitét
und jedem einzelnen Peak bzw. dessen Peakintensitdt aufzustellen. Dabei wird
angenommen, dass die aktivitatsrelevanten Peaks die beste Korrelation aufweisen.
Voraussetzung fur die Korrelationsanalyse ist jedoch ein gewisses Mal3 an Variation, sowohl
bei der biologischen Aktivitat, als auch bei den Peakintensitaten der Metabolitenprofile. Dies
kann erreicht werden, indem zum Beispiel Extrakte eng verwandter Spezies, unter der
Annahme, dass diese ahnliche Metabolitenprofile aufweisen, eingesetzt werden. Sofern nur
ein biologisch aktiver Rohextrakt zur Verfligung steht, kann die notwendige Variation und
Vervielfaltigung, durch Anwendung von verschiedenen Madifikationsmethoden erzeugt
werden. Dadurch wird ein groRRer Satz leicht veranderter Extraktvarianten erhalten. Durch die
leichte Veranderung des Metabolitenprofils wird eine Erhéhung bzw. eine Verringerung der
relativen Konzentration der enthaltenen Verbindungen erreicht, was anhand einer
veranderten Gesamtbioaktivitdt und Peakintensitat deutlich wird. Mittels AcorA erfolgt dann
ein Vergleich des ,Verhaltens bzw. des tendenziellen Verlaufs der Bioaktivitdt und der
Peakintensitat Uber alle Metabolitenprofile. Da kein linearer Zusammenhang zwischen
Bioaktivitat und Konzentration und somit Peakintensitat besteht, bildet die Spearman
Rangkorrelationsanalyse die Grundlage von AcorA. Als Ergebnis wird eine Hitliste von Peaks
(m/z, tr, Korrelationskoeffizient, Peakintensitat) erhalten, die eine statistisch signifikante
Korrelation zu der Bioaktivitat aufweisen. Um nachzuweisen, dass das Prinzip auch in der
Praxis gultig ist und fir die ldentifizierung von aktivitatsrelevanten Metaboliten genutzt
werden kann, wurde zu Beginn ein ,Proof of concept® Experiment durchgefuhrt, bei welchem
artifizielle Extrakte und bekannte Antibiotika eingesetzt wurden (in Zusammenarbeit mit Mark

Haid und André Gohr, Dissertationen in Vorbereitung).
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4.4.2 ,Proof of concept” mit artifiziellen Extrakten

Fiar das ,Proof of concept® Experiment, wurden funf artifizielle Extrakte (AE) aus 15 — 19
biologisch inaktiven Reinsubstanzen bekannter Konzentration hergestellt (AE1-AE5). Die
Zusammensetzung der AE’s, sowie die Konzentrationen der enthaltenen Verbindungen
wurden daftir zufallig aus einem Pool von insgesamt 23 Primér- und Sekundarmetaboliten
generiert (Anhang, Tabelle a - 5). Zur Simulation einer biologischen Aktvitat
(Wachstumsinhibierung) und der Variationserzeugung, erfolgte auRerdem die Zugabe von
biologisch aktiven Substanzen in Form von verschiedenen Antibiotikamischungen. Daflr
wurden die Antibiotika Rifampicin (ICs, = 6,8 ¢ 10 mM), Erythromycin (ICs, = 4,7 ¢ 10™
mM)-und Amoxicillin (ICs, = 7,1 ¢ 10" mM) aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirksamkeit
gegeniber B. subtilis ausgewahlt. Durch zufallige Kombination der Antibiotika in je drei
Konzentrationen, sowie ,0 mM*, konnten insgesamt 16 verschiedene Mischungen erzeugt
werden (AB1-AB16). Aliquote der zuvor hergestellten AE's wurden nach dem Zufallsprinzip
mit den Antibiotikamischungen versetzt, so dass fur die weitere Datenanalyse insgesamt 16
verschiedene bioaktive Extraktvarianten und finf inaktive AE"s zur Verfligung standen (siehe
auch Experimenteller Teil, Kapitel 5.5.1, Seite 115, Tabelle 30). Die Erfassung der
Metabolitenprofile erfolgte mittels DDIT-LC-ESI-MS® bei positiver lonisierung und die
Ermittlung des Aktivitatsprofils mit Hilfe des zuvor entwickelten Fluoreszenz-basierten
Biotests mit B. subtilis als Testorganismus (Abb. 29). Das Ziel des Experimentes war die

Identifizierung der bioaktiven Metaboliten mittels AcorA.
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Abb. 29 Ubersicht iiber die ermittelten Bioaktivitaten (Wachstumsinhibierung % von B. subtilis) der
AE’s versetzt mit den Antibiotikamischungen (AB) bei einer Konzentration von 8 =10 pg/mL im Well in
MeOH. Die artifiziellen Extrakte ohne Antibiotika-Zusatz sind in dunkelblau dargestellt.
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Nach der biologischen Testung und der LC-MS Analyse erfolgte die Vorverarbeitung der
erhaltenen Rohdaten mittels XCMS. Nach dem Peakpicking und Alignment der AE-Rohdaten
(n = 63) umfasste der Datensatz insgesamt 3475 Peaks in allen Messungen. Zusammen mit
den Bioaktivitditsdaten wurde anschlieRend die Spearman Rangkorrelationsanalyse
durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Bestimmung der Signifikanzschwelle als zweiseitiger
Signifikanztest (a = 5 %) mittels eines Permutationstests (n = 1000 Wiederholungen). Als
Ergebnis der AcorA zeigten 228 Peaks eine signifikante, positive Korrelation zu der
Bioaktivitat (Korrelationskoeffizient = 0,4282) (Anhang, Tabelle a - 7). Bei n&herer
Betrachtung der Hitliste fallt auf, dass bestimmte tg mehrfach wiederholt werden und vor
allem Peakcluster, bestehend aus Isotopenpeaks, Fragmenten und Addukten, eine
signifikante Korrelation zeigen. Anhand der m/z-Werte konnten die jeweiligen Peaks den
zugesetzten Antibiotika zugeordnet werden. Ohne das chromatographische und
massenspektrometrische Verhalten der Antibiotika zu kennen, war es daher mdglich, mittels
AcorA, sowohl die jeweiligen Rifampicin-Peaks, als auch die Erythromycin-Peaks zu
identifizieren.

Es wurde auRerdem festgestellt, dass sowohl mehrere Erythromycin- als auch Rifampicin-
Derivate in den Antibiotikalésungen enthalten waren. Diese Tatsache ist jedoch nicht
ungewodhnlich, da beide Substanzen biotechnologisch produziert werden und die
Zusammensetzung in Abhéangigkeit der Chargen variieren kann. Dadurch wurden bei
Erythromycin zwei verschiedene Derivate bei den Retentionszeiten tg; gy= ~ 2 min &
tro ey = ~ 9 min identifiziert, bei welchen es sich um [Ery+H]" m/z 734 (tg, en= ~ 2 min) und
[Ery-H,O+H]" m/z 716 (trzeny =~ 9 min) handelt. Bei Rifampicin konnten insgesamt drei
Derivate bei tg1 rit = ~ 11 min, troris = ~ 13 min, tzs vt = ~ 15 min identifiziert werden. Die
Hauptverbindung [Rif+H]" m/z 823 eluiert bei tg, i = ~ 13 min und wird begleitet von zwei
Nebenkomponenten, die als [Rif-H,+H]" m/z 821 (tz; rf = ~ 11 min) und [Rif+O+H]" m/z 839
(trs rf =~ 15 min) identifiziert werden konnten. Zur Bestatigung wurden die zugesetzten
Antibiotika im Nachhinein mittels LC-MS*® analysiert. So konnte eine Verifizierung der
Retentionszeiten und Fragmentierung erfolgen.

Es war jedoch nicht mdglich eine Korrelation zu dem dritten Antibiotikum (Amoxicillin)
aufzustellen, da Amoxicillin in der eingesetzten Konzentration keine Wirkung gegen
B. subtilis zeigt. Die ,Nicht-Identifizierung“ ist daher richtig.

Neben den Korrelationen zu den Antibiotika-Peaks, wurden zum Teil auch Korrelationen zu
Verunreinigungen der Antibiotikalésungen d.h. Antibiotikaderivate und Nebenprodukte mittels
AcorA gefunden. Da die jeweiligen Peaks der Derivate sich genauso verhalten wie die
Hauptantibiotika-Peaks, konnen diese als ,richtig positive Hits“ gesehen werden. Des
Weiteren ist eine deutliche Korrelation zwischen der Bioaktivitdt und einem nicht

identifiziertem Peakcluster bei einer tg = ~ 20min zu erkennen. Da dies in den
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nachfolgenden Experimenten (siehe 4.4.3, S. 62) ebenfalls beobachtet wurde, kann dieses
Peakcluster vermutlich auch den Antibiotika-Verunreinigungen zugeordnet werden. Es sind
jedoch auch einzelne Peaks in der Hitliste enthalten, die keinen eindeutigen Zusammenhang
zu den Antibiotika aufweisen und daher mit ,not annotated (NA)“ gekennzeichnet wurden
bzw. unter Sonstige gefuihrt werden. Eine Ubersicht Gber die Ergebnisse, sowie deren
Zuordnung ist in Tabelle 9 dargestellt. In der Ubersicht ist jeweils die Anzahl der Peaks zu
der entsprechenden tg der Antibiotika aufgefiihrt, wobei eine Unterteilung in eindeutig und
nicht eindeutig (z.B. NA) in Bezug auf den Zusammenhang zum Antibiotikum, vorgenommen

wurde.

Tabelle 9 Ubersicht iiber die jeweilige Anzahl der signifikant korrelierenden Hits und deren
Zuordnung. Die Retentionszeit tr des jeweiligen Hauptproduktes ist fett dargestellt.

tg Bereich* Zusammenhang zum Antibiotikum
Substanz _ _ _ _ _ _ Summe
(min) n (eindeutig) | n (nicht eindeutig)**
_ 1,91-3,17 14 33 47
Erythromycin
9,78-9,89 6 0 6
11,18-11,96 18 2 20
Rifampicin 13,15-13,96 59 36 95
15,58-15,66 5 0 5
nicht identifiziertes
20,27-20,34 0 12 12
Peakcluster
sonstige (NA) - 0 43 43
=228

* innerhalb der artifiziellen Extrakte ** Peaks, die zu derselben tg eluieren, aber deren
Zusammenhang zum Antibiotikum nicht eindeutig geklart ist.

Anhand der Ergebnisse ist deutlich zu erkennen, dass der ,Reverse Metabolomics®-Ansatz
auch in der Praxis anwendbar ist. Mittels AcorA war es moglich, die aktivitatsrelevanten
Substanzen in einer Mischung zu identifizieren.

Darlber hinaus zeigen bei den ,richtig positiven* Hits jeweils ganze Peakcluster bestehend
aus Isotopenpeaks, Addukten und Fragmenten/Derivaten eine signifikante Korrelation zu der
Bioaktivitat. Im Gegensatz dazu sind Peaks, die nur einmal, ohne Isotopenpeaks usw., in der
Ergebnisliste auftauchen leicht als vermutlich ,falsch Positive* identifizierbar. Da manche
Metaboliten aufgrund ihrer Struktur jedoch bevorzugt Addukte bilden oder bereits ,In-Source-
Fragmentierung® zeigen und andere nicht, ist es nicht moglich Einzelpeaks als grundsatzlich
Jfalsch positiv® zu bewerten. Peakcluster hingegen kdnnen als Bestatigung der ,richtig
Korrelation werden und sollten daher bei unbekannten

positiven® gesehen

Extraktinhaltsstoffen zur Beurteilung der Hitliste herangezogen werden.
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4.4.3 ,,Proof of concept” mit nativen Extrakten

Um zu Uberprifen ob das Konzept auch bei hochkomplexen Naturstoffextrakten angewendet
werden kann, wurde das zuvor vorgestellte ,Proof of concept Experiment ebenfalls mit
antibakteriell inaktiven Rohextrakten durchgefuhrt. Dafur kamen insgesamt finf
unterschiedliche Extrakte aus verschiedenen Hygrophorus spp. zum Einsatz (Tabelle 10).

Tabelle 10 Ubersicht iber die verwendeten Extrakte, sowie deren native biologische Aktivitat gegen
B. subtilis.

_ Wachstumsinhibierung* (%)
Spezies Extrakt
B =10 pg/mL
Hygrophorus lucorum (E1) 80 % MeOH 25
Hygrophorus chrysodon (E2) 80 % MeOH 8
Hygrophorus agathosmus (E3) EtOAc 19
Hygrophorus pustulatus (E4) 100 % MeOH 17
Hygrophorus olivaceoalbus (E5) | 100 % MeOH 12

* | <25 -30 % unspezifisches Rauschen

4.4.3.1 Variationssimulation mittels zugesetzter Antibiotika

Zur Simulation einer biologischen Aktivitdt wurden einzelne Aliquote der Rohextrakte in
gleicher Weise mit Antibiotika versetzt wie zuvor dargestellt. Die Erfassung der
Metabolitenprofile erfolgte anschlieRend ebenfalls mit DDIT-LC-ESI-MS® (jeweils drei
Replikate in zuféalliger Reihenfolge) bei positiver lonisierung. Die entsprechenden
biologischen Aktivitaten wurden parallel dazu mit Hilfe des antibakteriellen Biotests ermittelt
(Abb. 30). Die Vorverarbeitung der Daten erfolgte ebenfalls mittels XCMS, jedoch nur mit
einem Alignment und ohne Retentionszeitkorrektur. Die daraus hervorgegangene
Peakmatrix umfasste insgesamt 5890 Peaks in allen Messungen (n = 63). Nach der AcorA
zeigten davon 182 Peaks eine signifikante, positive Korrelation zu der Bioaktivitat
(Korrelationskoeffizient = 0,4129). Auch in diesem Fall ist deutlich zu erkennen, dass vor
allem Peakcluster der aktivitatsrelevanten Verbindungen die Hitliste dominieren (Anhang,
Tabelle a - 8). Diese Beobachtung bestatigt die Vermutung, dass als Cluster korrelierende
Peaks ,richtig positive“ Hits sind. Demnach war es also mdglich, die Antibiotika auch in einer
hochkomplexen Mischung ohne Aufreinigung zu identifizieren.

Eine Ubersicht Uiber die jeweilige Anzahl der Peaks, sowie deren Zuordnung ist in Tabelle 11
dargestellt. Ahnlich wie zuvor konnten sowohl bei Erythromycin, als auch bei Rifampicin

mehrere Derivate bzw. Isomere identifiziert werden.
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Abb. 30 Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der ermittelten Bioaktivitaten (Wachstumshemmung von
B. subtilis) der mit Antibiotika versetzten Extrakte (8 = 10 ug/mL im Well in MeOH). Die Extrakte ohne
Antibiotika-Zusatz sind in dunkelblau dargestellit.

Tabelle 11 Ubersicht Giber die Anzahl der signifikant korrelierenden Peaks, sowie deren Zuordnung.
Die Retentionszeit tz der Hauptverbindung ist fett dargestellt.

tr Bereich* Zusammenhang zum Antibiotikum
Substanz . _ _ _ _ _ Summe
(min) n (eindeutig) | n (nicht eindeutig)**
1,72-2,41 13 64 77
_ 3,01-3,44 4 0 4
Erythromycin
7,66-7,68 0
10,25-10,28 3 0
11,90-11,97 8 0 8
Rifampicin 13,73-13,95 35 3 38
15,41-15,70 0 3
nicht identifiziert 19,47-20,38 0 15 15
sonstige (NA) - 0 32 32
=182

* innerhalb der Extrakte ** Peaks, die zu derselben tg eluieren, aber deren Zusammenhang zum
Antibiotikum nicht eindeutig geklart ist.

Im Gegensatz zu dem ,Proof of concept” Experiment mit artifiziellen Extrakten, wurden
insgesamt vier Erythromycin-Derivate identifiziert. Bei einer tgigny= ~ 2min und
troey = ~ 3 min handelt es sich vermutlich um Isomere, wobei ersteres bevorzugt Addukte
bildet. So wurden bei der tr; gy = ~ 2 min hauptsachlich [Ery+NH,+H]" m/z 751,8, und
[Ery+K]" m/z 772 Addukte, sowie Fragmente nach Verlust von jeweils einer Zuckereinheit

[Ery-176+H]" m/z 558 und [Ery-157+H]" m/z 577, detektiert (Anhang, Tabelle a - 8).
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Wohingegen bei einer tz; gy = ~ 3 min das Antibiotikum fast ausschlieRlich als [Ery+H]
m/z 734 reprasentiert wird. Dartber hinaus zeigten zwei weitere Derivate bei trz gy = ~ 7 min
[Ery-O+H]" m/z 718 und tr4 gy = ~ 10 min [Ery-H,O+H]" m/z 716, eine signifikante Korrelation
zu der biologischen Aktivitat. Bei Rifampicin wurden auch in diesem Fall dieselben drei
Derivate identifiziert wie zuvor (tgigri=~ 11 min [Rif-H,+H]" m/z 821, tgyrr = ~ 13 min
[Rif+H]" m/z 823, tgrs r¢ = ~ 15 min [Rif+OH+H]" m/z 839). Interessanterweise, wurde bei
diesem Experiment ebenfalls eine Korrelation zu dem Peacluster tg = ~ 20 min erhalten, was
vermuten laf3t, dass ein direkter Zusammenhang zu der Antibiotikamischung besteht. Wie
erwartet, konnte zu dem dritten Antibiotikum Amoxicillin keine signifikante Korrelation
aufgestellt werden, da die eingesetzten Konzentrationen nicht ausreichend sind, um das
Wachstum von B. subtilis zu inhibieren. Ein Vergleich der Ergebnisse beider ,Proof of
concept® Experimente ist in Abb. a - 1 (Anhang) dargestellt. Insgesamt wurden ca. 80 % der
in der Peakmatrix (insgesamt 5892 Peaks) enthaltenen Antibiotika-Peaks (68/82) mittels
AcorA als signifikant korrelierend identifiziert. Bei den aktivitatsrelevanten Peaks, die nicht
gefunden wurden, handelt es sich hauptsachlich um Isotopenpeaks, die aufgrund zu geringer
Intensitat nur vereinzelt detektiert wurden oder um Peaks, die nur in ein oder zwei
Extraktvarianten enthalten sind und fur die somit keine signifikante Korrelation erhalten
werden konnte. Dies zeigt, dass es unbedingt erforderlich ist, ausreichend Variation bei den
Metabolitenprofilen, in Bezug auf Zusammensetzung und relative Konzentration der
Extraktbestandteile, zu erzeugen. Denn je haufiger ein Metabolit, hier z.B. Rifampicin, in den
Extraktvarianten vorkommt, desto sicherer kann die Korrelation bestimmt werden. Es liegt
daher die Vermutung nahe, dass dies einen Einfluss auf die Rangfolge der Hitliste hat. Bei
diesem Experiment ist z.B. Rifampicin durch das Zufallsprinzip in fast allen Extraktvarianten
enthalten. Im Vergleich zu Erythromycin wird die Hitliste von Rifampicin-Peaks dominiert. Die
Rangfolge der Hitliste steht daher in keinem Zusammenhang zu der Starke der Aktivitat. Es
erfolgt also mittels AcorA keine Unterscheidung zwischen hoch und schwach aktiven

Substanzen, solange diese eine signifikante Korrelation zu der Bioaktivitat aufweisen.

Die durchgeflihrten ,Proof of concept* Experimente zeigen, dass es durchaus mdglich ist, die
Korrelation zwischen der biologischen Aktivitdt und den aktiven Substanzen (Peakintensitat)
zur ab initio Identifizierung der aktivitatsrelevanten Metaboliten in komplexen Mischungen zu

nutzen.

4.4.3.2 Variationserzeugung mittels verschiedener Modifikationsmethoden

Neben der Zugabe von verschiedenen Antibiotika-Mischungen zur Simulation der Verteilung,
wurde die notwendige Variation auflerdem mittels verschiedener Modifikationsmethoden
erzeugt. Fur die Entwicklung von Modifikationsmethoden wurden daher verschiedene

physikalisch-chemische Techniken angewendet und deren Einfluss auf eine Anderung des
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Metabolitenprofils analysiert. Als Ausgangsmaterial kamen jeweils 50 mg Aliquote eines
MeOH-Extraktes aus H. pustulatus (46/03, lyophilisiert, Extraktionsmethode D1) zum
Einsatz. Die Analyse der daraus resultierenden Metabolitenprofile erfolgte auf Grundlage der
LC-MS-Daten bei positiver und negativer lonisierung, sowie mittels Dunnschicht-
chromatographie (DC-System 7).

Modifikation durch Erhitzen

Um den Einfluss sowohl von trockener als auch feuchter Hitze auf das Metabolitenprofil
auszutesten, wurden die getrockneten Extrakt-Aliquote (jeweils zwei Replikate) fur 10 und 30
min einer Temperatur von 100°C (Trockenschrank) ausgesetzt. Da jedoch keine eindeutige
Anderung der Extraktzusammensetzung erkennbar war, wurden die Extrakte in Wasser
geldst (suspendiert) und erneut der Einwirkung von Hitze unterzogen. Zusatzlich erfolgte
eine Modifikation durch Hitze in einem Dampfautoklaven. Die Extrakt-Aliquote wurden hierflr
ebenfalls in getrockneter sowie in geldster Form fiir 20 min bei 121°C autoklaviert. In beiden
Fallen, trockene und feuchte Hitze, konnte eine Anderung des Metabolitenprofils festgestellt
werden, sofern die Extrakt-Aliquote zuvor geldst wurden. Des Weiteren wurden die Extrakt-
Aliquote fur 15 min in MeOH zum Sieden (T = 68 °C) gebracht, wodurch eine deutlich
sichtbare Anderung, speziell der unpolaren Bestandteile, des Extraktes herbeigefiihrt wurde
(Abb. 31).
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Abb. 31 Vergleich der LC-MS-Basispeak Chromatogramme (positive lonisierung) des nativen
Extraktes aus H. pustulatus nach der Modifikation durch Hitze.
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Modifikation durch UV-Bestrahlung

Da von vielen Naturstoffen bekannt ist, dass diese durch UV-Licht zerstort oder chemisch
verandert werden, erfolgte als weitere Modifikationsmethode die Bestrahlung der Extrakt-
Aliquote mit Licht der Wellenlange A = 254 nm fiir 60 min. Es konnte jedoch keine Anderung
des Metabolitenprofils detektiert werden, was darauf schlieBen IlaRt, dass diese
Modifikationsmethode fir Extrakte aus H. pustulatus ungeeignet ist.

Modifikation durch Adsorption an Aktivkohle

Als weitere Modifikationsart wurde Aktivkohle eingesetzt, da je nach Art der
Extraktinhaltsstoffe, diese mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und Effizienz an das pordse
Material adsorbiert werden. Dadurch kann sowohl eine quantitative als auch qualitative
Anderung der Metaboliten erfolgen. Um den Einfluss der Aktivkohlemenge und die
Einwirkzeit auf den Grad der Anderung beurteilen zu kénnen, wurden 5, 50 und 500 mg
Aktivkohle zu jeweils 50 mg Extrakt-Aliquoten, geldst in 50 mL MeOH, zugesetzt. Der
Adsorptionsvorgang erfolgte auRerdem bei variabler Zeitdauer (1 — 5 — 10 min) unter
stetigem Rihren. Wahrend bei 5 mg Aktivkohle kein Unterschied zwischen 1 min und 10 min
Einwirkzeit festgestellt werden konnte, ist ein deutlicher Einfluss durch die Menge der
Aktivkohle feststellbar (Abb. 32). Dies ist beim Vergleich der Basispeak-Chromatogramme
bei Zugabe von 50 mg und 500 mg Aktivkohle flir 5 min zu sehen. Diese Art der Modifikation
zur Variationserzeugung ist demnach sehr gut fir ,Reverse Metabolomics® und AcorA

geeignet.
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Abb. 32 Vergleich der LC-MS-Basispeak Chromatogramme (positive lonisierung) des nativen
Extraktes aus H. pustulatus und nach Modifikation fiir 5 min mit unterschiedlichen Mengen Aktivkohle.
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Chemische Modifikation

Zusatzlich wurden zur Modifizierung der Metabolitenprofile chemische Methoden wie zum
Beispiel Ozonolyse ausgetestet. Es zeigte sich jedoch, dass diese Modifikationsmethode zu
radikal ist, da das Metabolitenprofil zu stark veréandert wurde. Des Weiteren erfolgte eine
Oxidation mit H,O,, welches allerdings keinen erkennbaren Einfluss hatte und somit fiir diese
Extrakte ebenfalls nicht geeignet ist.

Modifikation durch chromatographische Verfahren

Zur weiteren Modifizierung von Extrakt-Aliquoten wurden auf3erdem verschiedene polymere
Phasen wie zum Beispiel XAD-7HP (Acrylester) und Diaion-HP20 (Styrol-Divinylbenzol-
Einheiten) eingesetzt. Die Elution erfolgte jeweils mit H,O, MeOH und EtOAc, wodurch eine
deutliche Anderung der Metabolitenprofile erreicht wurde. Allerdings erwies sich EtOAc
aufgrund zu geringer Polaritat als ungeeignet und wurde daher im Folgenden durch
EtOAc/MeOH 1:1 (v/v) ersetzt. Des Weiteren kamen neben den polymeren Phasen, auch
lonenaustauschermaterialien zum Einsatz. Es wurde hier sowohl ein starker
Anionenaustauscher (SAX), als auch ein starker Kationenaustauscher (SCX) verwendet. Die
Elution erfolgte in beiden Fallen mit MeOH/H,0 1:1 (v/v) und 100 % MeOH.

Die Analyse der Extraktvarianten hat gezeigt, dass die Modifizierung mittels
chromatographischer Verfahren effizient und wirkungsvoll ist. Da jedoch die Gefahr besteht,
dass die erzeugten Extraktvarianten zu wenige Ahnlichkeiten aufweisen, sollte keine
stringente Trennung erfolgen. Das heit die Metabolitenprofile der Fraktionen
(Extraktvarianten) sollten auch nach der chromatographischen Trennung zumindest

teilweise, qualitative Ubereinstimmungen aufweisen.

Nach der Entwicklung von geeigneten Modifikationsmethoden, wurde ein weiteres ,,Proof of
concept“ Experiment auf der Basis eines mit Antibiotika versetzten Rohextraktes
durchgefuhrt, bei welchem die Variation durch verschiedene Modifikationen herbeigefiihrt
wurde. Als Rohextrakt wurde daflir ein biologisch schwach aktiver MeOH-Extrakt aus
H. chrysodon (Batsch.) Fr. (1883) (130/94, lyophilisiert, Extraktionsmethode D1) ausgewahlt,
welcher mit jeweils 10 pM Rifampicin und Erythromycin versetzt wurde. Anschlie3end
erfolgte die Modifikation von Extrakt-Aliquoten unter Verwendung der zuvor entwickelten
Modifikationsmethoden (Experimenteller Teil, Kapitel 5.5.2, Tabelle 32, Seite 119117). Fir
die weitere Analyse standen so insgesamt 18 Extraktvarianten zur Verfiigung. Die Erfassung
der jeweiligen Metabolitenprofile erfolgte mittels DDIT-LC-ESI-MS?® (Triplikate) bei positiver
lonisierung. Als biologische Aktivitdt wurde die antibakterielle Wirkung gegen B. subtilis bei
einer Konzentration von 8 = 10 pg/mL ermittelt (Anhang, Tabelle a - 9). Da jedoch aufgrund
zu starker Wachstumshemmungen keine ausreichende Variation der Aktivitaten erreicht
werden konnte, wurden die biologischen Aktivitdten bei einer Konzentration von

B = 6,67 pg/mL herangezogen. Das resultierende Aktivitatsprofil ist in Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33 Die Abbildung zeigt die ermittelten Bioaktivititen gegen B. subtilis, der mit Antibiotika
versetzen und modifizierten Extrakt-Aliquote bei einer Konzentration von 8 = 6,67 pg/mL im Well in
MeOH.

Nach der Vorverarbeitung wurde eine Peakmatrix mit insgesamt 3965 Peaks in allen
Messungen erhalten, von diesen zeigten insgesamt 50 Peaks eine signifikante Korrelation zu
der Bioaktivitat (Korrelationskoeffizient = 0,4502). Bei naherer Betrachtung der Hitliste fallt
auf, dass vor allem verschiedene Erythromycin-Peaks mittels AcorA identifiziert wurden
(Tabelle a - 10). Insgesamt ist jedoch der Anteil der bekannten Antibiotika-Peaks im
Vergleich zu den vorhergehenden Experimenten sehr gering. Es ist aber deutlich zu
erkennen, dass eine signifikante Korrelation zu zwei unbekannten Peakclustern bestehend
aus Molekilionenpeak und den dazugehorigen Isotopenpeaks aufgestellt wurde
(Peakcluster 1 tg; = 16,9 min, m/z 360 & Peakcluster 2 tg, = 18,5 min, m/z 374), welche
moglicherweise auf native, bioaktive Metaboliten zuriickzufiihren sind. Im Gegensatz zu den
vorherigen Experimenten war es jedoch nicht mdglich eine signifikante Korrelation zu
Rifampicin aufzustellen. Die einfachste Erklarung hierfir ist, dass die Rifampicin-Peaks nicht
in der Datenmatrix enthalten sind, welches jedoch ausgeschlossen werden kann. Es wurde
beim Uberprifen der Peakmatrix allerdings festgestellt, dass insgesamt weniger Antibiotika-
Peaks enthalten sind, als zuvor. Diese Tatsache lal3t sich vermutlich auf eine neue Charge
an Antibiotika zurtickfiihren, in welcher weniger Derivate enthalten sind. Es wurde aufl3erdem
festgestellt, dass die Hauptverbindung der Rifampicin-Losung bei dieser Charge das
dehydrierte Derivat darstellt. Eine geringere Anzahl an Antibiotika-Peaks ist jedoch keine

Erklarung dafur, warum keine Rifampicin-Peaks in der Hitliste enthalten sind. Um die
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Ursache hierfir zu finden, wurden zunachst die MS-Basispeak-Chromatogramme und die
ermittelten Bioaktivitaten ndher in Augenschein genommen (Anhang, Abb. a - 2). Bei naherer
Betrachtung fiel auf, dass der native Extrakt (ohne Antibiotika) sowohl bei 810 = 10 pg/mL
Konzentration (nativ | = 52 +/- 3 %, mit Antibiotika | = 45 +/- 2 %), als auch bei B¢¢;= 6,67
pg/mL Konzentration (nativ | = 31 +/-4 %, mit Antibiotika | = 10 +/- 4 %) eine hdhere Aktivitat
aufweist, als mit Antibiotika-Zusatz (Anhang, Tabelle a - 9). Um fehlerhafte Testergebnisse
ausschlieBen zu konnen, wurden von den Extrakten (nativ und mit Antibiotika) insgesamt
zwei Biotest-Wiederholungen mit je drei Replikaten durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die
Bioaktivitaten der Antibiotika bei der entsprechenden Konzentration von cCwe = 0,1 pM
ermittelt (Abb. 34).
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Abb. 34 Vergleich der biologischen Aktivitdten des nativen Extraktes bei 8 = 10 ug/mL Konzentration
(n = 6), mit Antibiotika Zusatz (n = 6), sowie die jeweiligen Aktivitaten der Antibiotika bei ¢ = 0,1 uM
(jeweils n = 3) und in Kombination (n = 3).

Der Vergleich bestatigt die Beobachtung, dass keine signifikante Aktivitatssteigerung durch
Zusatz der Antibiotika erfolgt, obwohl Erythromycin und Rifampicin ohne Extrakt, jeweils
einzeln und in Kombination, das Wachstum zu 100 % inhibieren. Diese Tatsache Iaf3t
vermuten, dass bestimmte Extraktinhaltsstoffe die Wirkung der Antibiotika unterdriicken. Es
handelt sich daher vermutlich um einen antagonistischen bzw. kompetitiven Effekt. Die
Ursache hierflr kdnnte auch mit der Beobachtung im Zusammenhang stehen, dass in der
Hitliste einige unbekannte Peakcluster enthalten sind, welche eventuell. auf native
aktivitatsrelevante Metaboliten zuriickzufihren sind. Es ware denkbar, dass diese einen
groBeren bzw. eindeutigeren Zusammenhang zu der Bioaktivitat aufweisen als die
Rifampicin-Peaks.
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Dieses Experiment zeigt allerdings, dass die relativen Konzentrationen der
Extraktinhaltsstoffe durchaus mittels verschiedener Modifikationsmethoden verandert werden
kénnen, was sowohl in der Peakintensitat deutlich wird, aber auch zu einer erhéhten oder
verringerten Gesamtbioaktivitat fuhrt. Es ist demzufolge also mdglich, die notwendige
Variation fur AcorA durch die entwickelten Modifikationsmethoden zu erzeugen.

Die vorgestellten ,Proof of concept® Experimente demonstrieren das Potential des ,Reverse
Metabolomics® — Ansatzes. Sofern eine gewisse Variation vorhanden ist, ist also moglich
Uber die ,indirekte“ Korrelation zwischen der Bioaktivitdt und der Peakintensitat die
aktivitatsrelevanten Metaboliten in komplexen Mischungen zu identifizieren ohne diese

vorher aufzureinigen.

4.4.4 ldentifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten in biologisch aktiven

Extrakten

Nachdem gezeigt wurde, dass die Grundanahme der AcorA — Methode auch in der Praxis
angewendet werden kann, wurde die entwickelte LC-MS basierte Methode zur Identifizierung
von nativen, aktivitatsrelevanten Metaboliten in biologisch aktiven Rohextrakten eingesetzt.
Dafur kamen sowohl ein antibakteriell aktiver Rohextrakt zum Einsatz, welcher unter
Anwendung von verschiedenen Techniken modifiziert wurde, als auch mehrere Extrakte aus

verschiedenen Hygrophorus spp.

4.4.41 Anwendung der AcorA - Methode auf einen Methanol-Extrakt aus

Hygrophorus latitabundus

Als Rohextrakt wurde dafir ein MeOH-Extrakt aus H. latitabundus Britz. (1899) (87/02,
lyophilisiert, Extraktionsmethode D1) ausgewéhlt, da dieser innerhalb der Sektion
Olivaceoumbrini eine bemerkenswerte antibakterielle Aktivitdt gegen B. subtilis aufweist und
somit eine vielversprechende Quelle fur bioaktive Naturstoffe darstellt (Abb. 27 A). Fir die
Identifizierung der aktivitatsrelevanten Metaboliten mittels AcorA, wurden Aliquote des
Rohextraktes verschiedenen Modifikationsmethoden unterzogen und anschlieRend auf ihre
biologische Aktivitdt untersucht (Experimenteller Teil, Kapitel 5.5.3, Tabelle 33, Seite 120).
Die Bestimmung der antibakteriellen Wirkung erfolgte sowohl bei einer Konzentration von
B =100 pg/mL, B = 10 pg/mL als auch B = 1 pg/mL (nicht gezeigt). Die jeweiligen
Aktivitatsprofile sind in Abb. 35 dargestellt. Weiterhin erfolgte die Erfassung der
Metabolitenprofile mittels DDIT-LC-ESI-MS?,
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Abb. 35 Ubersicht (iber die ermittelten biologischen Aktivitaiten (Wachstumsinhibierung bei
B =100 pug/mL in MeOH (hellblau) und 8 = 10 pg/mL in MeOH (dunkelblau)) der modifizierten Extrakt-
Aliquote aus H. latitabundus. Die roten gestrichelten Linien kennzeichnen die biologische Aktivitat des
nativen Extraktes und dienen als Orientierungshilfe.

Als biologische Aktivitat des nativen Extraktes wurde eine Wachstumsinhibierung von
| =46 +/- 2 % bei 8 = 10 pyg/mL und | = 87 +/- 6 % bei 8 = 100 pg/mL ermittelt. Durch das
Autoklavieren des, in Wasser geltsten Extraktes, ist bei beiden Konzentrationen eine leichte
Erhéhung der Wachstumsinhibierung erkennbar. Im Gegensatz dazu ist die biologische
Aktivitdt nach dem 30 minutigen Erhitzen im Trockenschrank jedoch kaum verandert. Dies
wird auch anhand der jeweiligen Metabolitenprofile bei negativer lonisierung deutlich
(Anhang, Abb. a - 3). Wahrend das Metabolitenprofil bei dem autoklavierten Extrakt-Aliquot
eindeutige Anderungen aufweist, ist bei dem im Trockenschrank erhitzten kaum eine
Veranderung sichtbar. Dies ist vermutlich auf die unterschiedlichen Temperaturen
zurlckzufuhren. So wird beim Autoklavieren aufgrund der erhdhten Druckverhéltnisse eine
Temperatur von 121°C erreicht (bezogen auf das Autoklaviergut), wohingegen die
Temperatur des Extrakt-Aliquotes im Trockenschrank geringer ist. Auféllig ist weiterhin, dass
es zu einer deutlichen Aktivitditsabnahme nach Behandlung mit XAD-7 Material und Elution
mit H,O kommt. Der gleiche Effekt wurde auch bei Behandlung mit Diaion HP20 und H,O.
Wohingegen es bei Elution mit MeOH in beiden Féllen zu einer Erhohung der Aktivitat
kommt. Besonders deutlich wird dies auch bei Elution mit MeOH/EtOAc 1:1 (v/v), Diaion
HP20, aber auch bei Modifikation mittels SAX und Elution mit MeOH (Abb. 36). Eine
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Abstufung der Aktivitat ist auch bei Adsorption an unterschiedliche Mengen Aktivkohle

feststellbar.
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Abb. 36 Die Abbildung zeigt den Vergleich der Metabolitenprofile (LC-MS-Basispeak-
Chromatogramme bei negativer lonisierung) ausgewahlter Extraktvarianten, sowie deren
korrespondierende biologische Aktivitat (Wachstumsinhibierung von B. subtilis) bei verschiedenen
Konzentrationen.

Nach der Datenvorverarbeitung wurden in diesem Fall 2185 Peaks in allen Messungen
erhalten (negative lonisierung). Die Analyse mittels AcorA erfolgte anschlieRend auf dieser
Basis in Kombination mit den biologischen Aktivitdten bei einer Konzentration von
B =10 pg/mL. Insgesamt zeigten 238 Peaks eine signifikante, positive Korrelation zu der
antibakteriellen Aktivitat (Korrelationskoeffizient = 0,4647). Besonders auffallig an der Hitliste
ist das Peakcluster an Position 2 und 3, welches auf einen Metaboliten mit der Masse [M-H]
m/z 311 (tr = 22,47 min) und dessen ersten Isotopenpeak (m/z 312) zurlckzufuhren ist
(Tabelle 12). Ein weiteres Peakcluster ist an Position 5 und 6 erkennbar - m/z 642 (tr = 27,76
min) und m/z 643 1. Isotopenpeak. Wie voherige Experimente gezeigt haben, deuten
Korrelationen zu Peakclustern meist auf ,richtig positive“ Hits hin. Daher wurde eine
detailliertere Auswertung auf der Basis dieser Erkenntnis durchgefiihrt. Da die Peakcluster
jedoch nicht zwangslaufig an aufeinanderfolgenden Positionen in der Hitliste vorkommen,
wird eine leichtere Zuordnung durch Ordnen nach tg erreicht. In diesem Fall konnte so ein

weiteres Peakcluster identifiziert werden, welches auf einen Metaboliten mit der Masse
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[M-H] m/z 313 (tr = 24,37 min) und dessen ersten Isotopenpeak (m/z 314) zurickzufihren
ist (Tabelle 12). Die vollstandige Hitliste, sowie eine Ubersicht Uber die Peakcluster ist in
Tabelle a - 11 (Anhang) dargestellt.

Tabelle 12 Ausschnitt aus der Hiltliste nach AcorA mit einem MeOH-
Extrakt aus H. latitabundus.

Korrelations-
Nr. tg (MInN
koeffizient m/z R (Min)
1 0,8703 407,44 37,44
2 0,8020 312,14 22,47
3 0,7742 311,13 22,47
4 0,7581 405,50 36,79
5 0,7534 642,38 27,76
6 0,7511 643,36 27,76
48 0,6220 314,15 24,36
67 0,5975 313,16 24,38

Fir einen weiteren Vergleich der oben aufgefuhrten Peakcluster wurden die jeweiligen
lonenchromatogramme (extracted ion chromatogram - EIC) naher in Augenschein
genommen. Anhand der Abb. 37 ist zu sehen, dass sowohl der Metabolit m/z 311 als auch
der Metabolit m/z 313 deutlich in dem nativen Rohextrakt enthalten sind. Das Peakcluster
m/z 642/643 ist dagegen nur relativ schwach zu sehen. Dies konnte jedoch darauf
hinweisen, dass der zugehdrige Metabolit bereits in geringen Konzentrationen eine hohe
Aktivitat aufweist. AulRerdem, wurde das EIC von dem ersten Hit m/z 407 analysiert (nicht
gezeigt), es stellte sich hier jedoch heraus, dass dieser Peak in einer relativ geringen
Konzentration in dem nativen Extrakt enthalten ist und dariber hinaus lediglich als
Einzelpeak in der Hitliste auftaucht. Daher wurde das Hauptaugenmerk auf die Metaboliten
m/z 311 und m/z 313 gelegt. Um die Korrelation zwischen der Peakintensitdt und der
Aktivitat zu verdeutlichen sind in Abb. 38 die ,Verlaufe der Peakintensitaten der Metaboliten
m/z 311 (links) und m/z 313 (rechts) im Vergleich zu der Gesamtbioaktivitat Uber alle
Extraktvarianten dargestellt. In beiden Fallen ist deutlich zu sehen, dass sich die Metaboliten
in Bezug auf die Veranderung durch die Modifikationen sehr ahnlich verhalten. So ,sinkt* die
Peakintensitat bei abnehmender Aktivitat und ,steigt* bei zunehmender Aktivitat. Weiterhin
ist in beiden Fallen sehr aufféllig, dass es zu einem drastischen Anstieg der Peakintensitéat

bei einer Extraktvariante kommt, welche der Modifikation durch SAX und Elution mit MeOH
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entspricht. Diese Extraktvariante ist ebenfalls zuvor durch eine stark erhéhte biologische

Aktivitat von | = 102 +/- 5 % (8 = 100 pg/mL) aufgefallen. AuRerdem wurde ebenfalls nach
Modifikation mittels Diaion HP20 und Elution mit MeOH/EtOAc 1:1 (v/v) ein starker Anstieg
der Aktivitdt beobachtet. Daraufhin wurden die entsprechenden Metabolitenprofile bei

LC(-)ESI-MS naher analysiert und es ist deutlich zu erkennen, dass beide Metaboliten

m/z 311 und m/z 313 jeweils zu einem relativ grof3en Anteil enthalten sind (Abb. a - 4).

Relative Intensitat %

100+

807

20: 1{5&4,99
] 693 1077 12,14

9,13 . NL: 1.03E7
2164 nativer Extrakt Base Peak F- - p ESI

(m/z 100 — 1000) 10005 1000.00] ms
MEKDAD-F17_nDDIT3

88 3016 3265
36,11

X v f NL: 2, 70E6
Base Peak miz=

EIC m/z 311 22',".'.2?"'5”: -pESI

100,00-1000,00] MS
MKDAD-F17_nDDIT3

18,53
© 2452 3002 3301 3624 3733
ot =

100+

2449 HL: 2. 52E6
2415 Base Pealk miz—

80 ElC m/z 313 312,50-313,50F: - p ESI

Full ms |

] 100,00-1000,00] WS

60 MIKDAD F17_ nDDITA

31,63
682 927 1493 17,06 17,71 2224 2348 2677 2918 ™ 3195 3536 3561
27,16 NL: 5,19E5
Base Peak miz—
EIC m/z 642 6415064250 F: - p ESI

Full'ms |
100,00-1000,00] KS
MKDA9 F17_nDDIT3

20 .
tz (min)

Abb. 37 Vergleich der extrahierten lonenchromatogramme der Metaboliten m/z 311; 313 und 642,
sowie das Basispeak-Chromatogramm des nativen Extraktes m/z 100 — 1000 bei negativer
lonisierung.
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Extraktvarianten.
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4. Spezieller Teil — Aktivitats-Korrelations-Analyse

Eine weitere Analyse erfolgte auf der Basis der Metaboliten m/z 311 und m/z 313, bei
welchen es sich vermutlich um &hnliche Verbindungen handelt. So wurden mittels FTICR-MS
die exakten Massen bestimmt und die Summenformeln berechnet. Fir den Metaboliten
m/z 311 ergab dies CigH3;04, sowie CigH3304 flr den Metaboliten m/z 313. Da die
Metabolitenprofile mittels DDIT-LC-MS® erfasst wurden, war es auRerdem méglich weitere
strukturelle Informationen aus dem Fragmentierungsverhalten zu gewinnen. Bei beiden
Metaboliten wird das MS?Spektrum des jeweiligen [M-H] von einem sehr starken
Wasserverlust dominiert. Erst bei der Fragmentierung im MS®-Modus [M-H] / [M-H-H,O]
entstehen weitere Fragmentionen (siehe spéater). Aufgrund dieses Verhaltens handelt es sich
bei den Metaboliten vermutlich um oxidierte Fettsauren. Um nachzuweisen, dass es sich
tatsachlich um die aktivititsrelevanten Metaboliten handelt, erfolgte die Isolierung und
Verifizierung der biologischen Aktivitat, sowie die Strukturaufklarung beider Verbindungen
(Kapitel 4.5 Seite 78).

4.4.4.2 Anwendung der AcorA - Methode auf Methanol-Extrakte verschiedener

Hygrophorus-Spezies

Eine andere Moglichkeit die fir AcorA erforderliche Variation zu erhalten, ist die Verwendung
von verschiedenen Spezies innerhalb einer Gattung. Unter der Voraussetzung, dass diese
ahnliche, aber dennoch unterschiedliche Metabolitenprofile aufweisen, ist es moglich die
natlrliche Variation flr die ldentifizierung von biologischen aktiven Naturstoffen mittels AcorA
Zu nutzen. Zusatzlich ist es mdglich, eine weitere Variation durch Modifikation der Extrakte,
unterschiedliche Extraktionsmethoden oder auch durch den Biomassezustand wie zum
Beispiel frisches oder getrocknetes Material einzufiihren. Daher kamen in einem weiteren

Experiment insgesamt neun verschiedene Hygrophorus-Spezies zum Einsatz (Tabelle 13).

Tabelle 13 Ubersicht Uber die verwendeten Hygrophorus-Spezies, sowie deren
Zuordnung zu einer Sektion.

Sektion Hygrophorus-Spezies
H. discoideus
o H. lucorum
Discoidei
H. unicolor
H. arbustivus
Hygrophorus H. gliocyclus

H.pustulatus

Olivaceoumbrini
H. agathosmus

o H. poetarum
Pudorini

H. nemoreus
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Von jeder Spezies wurden zum einen tiefgefrorene Fruchtkorper mittels Ultraschall mit
MeOH extrahiert und zum anderen die Fruchtkdrper bei 40°C getrocknet und anschlie3end
mittels Extraktor mit MeOH extrahiert. So standen fiir die weitere Datenanalyse insgesamt 18
Extrakte zur Verfugung, welche jeweils auf ihre biologische Aktivitat gegen B. subtilis
untersucht wurden. AulRerdem erfolgte die Analyse der Metabolitenprofile mittels DDIT-LC-
ESI-MS?® und Datenvorverarbeitung mit XCMS.

Bei den meisten Spezies ist kein deutlicher Unterschied in der biologischen Aktivitat bei
tiefgefrorenen bzw. getrockneten Pilzfruchtkorpern zu erkennen (Abb. 39). Ausnahmen
bilden hierbei die Spezies H. arbustivus, H. gliocyclus und H. agathosmus.
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Abb. 39 Die Abbildung zeigt das ermittelte Aktivitatsprofil (prozentuale Wachstumshemmung von
B. subtilis) der tiegefrorenen und getrockneten (bei 40 °C im Trockenschrank) Hygrophorus spp. bei
einer Konzentration von 3,,¢; = 100 pg/mL in MeOH.

Wahrend bei H. arbustivus und H. gliocyclus jeweils die Extrakte aus tiefgefrorenen
Pilzfruchtkérpern eine hohere antibakterielle Aktivitat zeigen, ist bei H. agathosmus der
Extrakt aus getrocknetem Material deutlich aktiver (Abb. 39 rote Rahmen). Dies bestéatigt die
Beobachtung, dass der Einfluss des Biomassezustands auf die biologische Aktivitat
artspezifisch ist. Parallel dazu wurde ein ,manueller® Vergleich zu den jeweiligen
Metabolitenprofilen (negative lonisierung) durchgefiihrt. So ist zum Beispiel bei dem
Metabolitenprofil von H. arbustivus eine deutliche Anderung feststellbar. In diesem Fall sind,
bei dem Metabolitenprofil aus dem getrockneten Pilzmaterial die Intensitaten der Peaks im
tr — Bereich 12 — 17 min deutlich erhoht. Eine &hnliche Feststellung wurde auch bei

H. agathosmus gemacht, bei welchem eine deutliche Intensitatserhbhung des Peaks bei
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tr ~ 12 min und zu erkennen ist. Im Gegensatz dazu ist bei H. gliocyclus auf den ersten Blick
kein direkter Unterschied sichtbar. Fir die Identifizierung der signifikant korrelierenden Peaks
wurde daher AcorA durchgefuhrt. Dafur wurde die alignierte Peakmatrix (n = 3047), sowie
die biologischen Aktivitaten bei einer Konzentration von 3 = 100 pg/mL zu Grunde gelegt. Als
Ergebnis zeigten 146 Peaks eine signifikante Korrelation zu der antibakteriellen Wirkung
(Korrelationskoeffizient = 0,4468). Die Auswertung der Hitliste wurde ebenfalls basierend auf
Peakclustern durchgefihrt (Anhang, Tabelle a - 12). Dabei fiel auf, dass der Metabolit
m/z 311 (tr = 22 min) auch in diesem Fall eine deutliche Korrelation zu der Bioaktivitat
aufweist (Position 28). Ahnlich wie zuvor wird dieser Metabolit als Peakcluster bestehend
aus dem 1. Isotopenpeak m/z 312 und einem Fragment m/z 113 reprasentiert (Abb. 40).
Dartiber hinaus wurde ein weiteres Peakcluster identifiziert, welches auf einen Metaboliten
mit der Masse m/z 341 (tg = 27 min, [M-H] Cy9H3305), den 1. Isotopenpeak m/z 342, sowie
ein Fragment mit der Masse m/z 265 und 1. Isotop m/z 266 zuriickzufihren ist (Abb. 40). Bei
einem Vergleich mit der Hitliste aus dem vorherigen Experiment (Modifikation von Extrakt-
Aliquoten aus H. latitabundus, Kapitel 4.4.4.1) stellte sich heraus, dass dieser bereits zuvor
eine signifikante Korrelation aufwies, allerdings nur als Einzelpeak in der Hitliste auftrat
(Position 86, Tabelle a - 11, Anhang). Eine Korrelation zu den Isotopenpeaks konnte zuvor
nicht aufgestellt werden, da diese vermutlich aufgrund zu geringer Intensitat nicht in der
alignierten Peakmatrix enthalten sind.

Des Weiteren sind einige andere Peakcluster in der Hitliste enthalten (Tabelle a - 12,
Anhang). Aufféllig ist allerdings, dass diese hauptsachlich auf Metaboliten mit hohen Massen
(> 500 Da) zurtickzufiuihren sind. Da die Metaboliten m/z 311 und m/z 341 in beiden
Experimenten eine signifikante Korrelation aufwiesen, wurde das Hauptaugenmerk zunéchst

jedoch auf diese gerichtet.
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Abb. 40 Vergleich der LC-MS-Basispeak Chromatogramme des Extraktes aus tiefgefrorenen
Pilzfruchtkdrpern von H. poetarum (negative lonisierung), sowie die jeweiligen EIC ausgewabhlter Hits.
Die roten Rahmen verdeutlichen um welche spezifischen Peaks es sich handelt.
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4.5 Isolierung und  Strukturaufklarung der aktivitatsrelevanten
Verbindung

Da bereits erste Vorkenntnisse Uber das chromatographische Verhalten der
aktivitatsrelevanten Verbindungen aus den Modifikationen gewonnen werden konnten,
erfolgte die Isolierung der Verbindungen mit den [M-H]' m/z 311 und m/z 313 in Anlehnung
daran. Im Falle der Metaboliten m/z 311 und m/z 313 hat sich gezeigt, dass sowohl SAX,
Elution mit MeOH, als auch Diaion HP20, Elution mit MeOH/EtOAc 1:1 (v/v) gut geeignet
sind (Anhang, Abb. a - 4). Da eine Aufreinigung mittels SAX allerdings nicht ohne weiteres
bei gréReren Mengen angewendet werden kann, wurde der gewonnene Rohextrakt (ca. 5 g)
zu Beginn mittels Diaion HP20 (SC1) grob fraktioniert. Um die Korrelation zu der
antibakteriellen Aktivitdt zu verdeutlichen, erfolgte zunachst eine Anreicherung der beiden
Metaboliten in einer Fraktion. Daflr wurde der Rohextrakt nach der Vortrennung an Diaion
HP20 und Elution mit MeOH/EtOAc 1:1 (v/v), mittels wiederholter préparativer und
analytischer HPLC (prap. HPLC: Saule 5 RP18, Gradient 1 und 2 MeOH/H,0O, anal. HPLC:
Saule 4 RP18, Gradient 3 MeCN/H,0), nachfolgender GréR3enausschlusschromatographie
(SC2), sowie Trennung an Kieselgel (SC4) vorgereinigt. Die so erhaltene, angereicherte
Fraktion wurde schlieBlich mittels analytischer HPLC (Saule 4 RP18, Gradient 1 MeCN/H,0)
getrennt und die daraus resultierenden Sub-Fraktionen auf ihre biologische Aktivitét getestet.
Anhand der Abb. 41 ist deutlich zu sehen, dass ausschlie3lich die Peaks der gesuchten
Verbindungen (in Rot Peak 2 und Peak 4) das Wachstum von B. subtilis inhibieren. Bei
Peak 1 und Peak 3 handelt es sich vermutlich um weitere Fettsauren, die jedoch keine

Aktivitat gegen B. subtilis aufweisen.

[: \hplc-daten\mik'\data\mik092-5-8_anals rw-l

Biologische Aktivitat %

2192

50 8 Nr.1 /=36+/-15%
= mz311 |} m/z313
2 s / Nr.2 I=76+-3%
£ 40 @
E Nr.3 /=33+/-18%
<‘<‘3o~ 8 Nr.4 I=72+-1%

|
20 i
1} 21 |34
‘ V\"‘\-w_.;‘\?‘)\.../\
5 T T T - T T T
5 10 15 to (Min) 20 25 30

Abb. 41 HPL-Chromatogramm bei A = 210 nm der mit, den Metaboliten m/z 311 tg ~ 19,80 min und
m/z313 tx ~ 22,35 min, angereicherten Fraktion, sowie die korrespondierende Aktivitat
(Wachstumsinhibierung % von B. subtilis bei 3 = 100 pg/mL im Well in MeOH) der Sub-Fraktionen.
(Saule 4 RP18, Gradient 1 MeCN/H,0, Flu 1 mL/min)
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Zur Verifizierung der biologischen Aktivitdt der ausgewahlten, signifikant korrelierenden
Metaboliten m/z 313, m/z 311, m/z 341 und zur Strukturaufklarung, erfolgte eine separate

Isolierung und Identifizierung.

45.1 Metabolit m/z 313

Fur die Isolierung des Metaboliten m/z 313 (60) wurde ein MeOH-Rohextrakt aus
lyophilisierten Pilzfruchtkdrpern von H. latitabundus eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte
ebenfalls in Anlehnung an die zuvor etablierten Modifikationsmethoden. Dabei wurde eine
m/z — geleitete Isolierung durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise ist weniger zeitaufwendig, da
die Auswahl der Fraktionen nicht auf der Grundlage der Aktivitat erfolgt, sondern durch
LC-MS-Daten gesteuert wurde. Zur Bestatigung der biologischen Aktivitdt wurden die
Fraktionen und die isolierten Metaboliten im Nachhinein auf ihre antibakterielle Wirkung

gegen B. subtilis getestet.

45.1.1 Isolierung

Die Vorgehensweise zur Isolierung des Metaboliten m/z 313 (60) ist in Abb. 42 schematisch
dargestellt. Zunachst erfolgte eine Trennung an Diaion HP20 und Elution mit
MeOH/EtOAc 1:1 (v/v) (SC1). Nach anschlieBender Reinigung mittels repetitiver,
praparativer HPLC (Séule 5 RP18, Gradient 2 MeOH/H,0O) wurde eine Gr63enaus-
schlusschromatographie an Sephadex LH20 und MeOH (SC3) durchgefihrt. Eine weitere
Reinigung erfolgte im Anschluss daran mittels MPLC unter Verwendung von RP18-Material
als stationdre Phase und ein Gemisch aus MeCN/Ac,O 59:41 (v/v) und H,O als mobile
Phase (MPLC4). Fur die Feinreinigung wurde eine Trennung mittels analytischer HPLC
(Séule 1 RP18-AQ, Gradient 4 MeCN/H,0) durchgefihrt.

Aufgrund starker Uberlagerung (siehe hierzu auch Abb. 41) durch andere Fettsauren und
strukturverwandte Verbindungen, die sich auch durch Gradientenoptimierung, oder
Saurezusatz nicht abtrennen liel3en, war es notwendig, lange HPLC-S&ulen mit einer hohen
Trennleistung zu verwenden. Daher kamen fir die Feinreinigung ausschliellich Saulen mit
einem Partikeldurchmesser von 3 pm zum Einsatz. AulR3erdem wurde die
FlieRgeschwindigkeit herabgesetzt, was ebenfalls zur Erhéhung der Selektivitat gefihrt hat.
Zusatzlich waren eine langsame Steigerung des unpolaren Anteils der mobilen Phase, sowie
absolut stabile Bedingungen in Bezug auf Druck, Temperatur usw. erforderlich. So war es
moglich, den aktivitatsrelevanten Metaboliten m/z 313 (60) zu isolieren und eine Verifizierung

der biologischen Aktivitat zu erreichen.
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: o —
Hygrophorus latitabundus Biologische Aktivitdt %
(lyophilisiert) 10 pg/mL 100 pg/mL

Extraktionsmethode D1
(Extraktor, 100 % MeOH) | === -====-===--===----------omm oo m e

v

| MeOH-Extrakt | 44+11 | 89+/-5

v

v 224/-3 |112+/-8
| repetitive prap. HPLC RP18, MeOH/H,O | poera | 78404
| Sephadex LH20, MeOH | 55+ 7 |105+1-7
v
| MPLC RP18, MeCN/Ac,0 59/41 (v/V) + H,0 | n.b n.b

v

| anal. HPLC RP18-AQ, MeCN/H,O |

v

| Metabolit m/z 313 |—. 2046 | 71 +-8

Abb. 42 Vorgehensweise zur Isolierung des aktivitatsrelevanten Metaboliten m/z 313 (60). Es wurde
eine m/z — geleitete Isolierungsstrategie verfolgt. Die Bestimmung der biologischen Aktivitat erfolgte
erst im Nachhinein (8 = 100 pg/mL und 8 = 10 pg/mL Konzentration in MeOH). n.b. — nicht bestimmt

In Abb. 43 ist das HPL-Chromatogramm aus dem letzten Schritt der Aufreinigung dargestellt.
Die Vergrol3erung zeigt, dass der erste Peak dem Metaboliten m/z 313 (60) zuzuordnen ist.
Weiterhin sind die jeweiligen biologischen Aktivitaten dargestellt, die durch anschlieRende
Bestimmung der antibakteriellen Wirkung ermittelt werden konnten. Bei dem Metaboliten
m/z 313 (60) handelt es sich demnach in der Tat um einen aktivitatsrelevanten Naturstoff,

welcher mittels AcorA bereits vorab identifiziert werden konnte.
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Abb. 43 HPL-Chromatogramm der mittels MPLC4 aufgereinigten Fraktion. Die letzte Feinreigung
wurde mittels HPLC (Séule 1, Gradient 4) durchgefihrt. Die VergroRerung zeigt die zuvor
Uberlagernden Peaks, wobei der erste dem Metaboliten 60 zuzuordnen ist. Zusatzlich sind die
jeweiligen biologischen Aktivitaten bei einer Konzentration von 3 = 100 pg/mL angegeben.

45.1.2 Strukturaufklarung

Zunachst erfolgte eine Bestatigung mittels LC-MS, dass es sich bei der isolierten Verbindung
um den Metaboliten m/z 313 (60) bei tg = 24 min handelt. Anhand der Abb. 44 ist deutlich zu
erkennen, dass die isolierte Verbindung 60 den gleichen m/z-Wert und tr aufweist, welche
zuvor als signifikant korrelierend identifiziert wurden. Der Doppelpeak ist vermutlich auf
Diastereomere oder Isomere z.B. cis/trans zurlckzufiihren. Zusétzlich ist in Abb. 45 das
MS?— Spektrum des Molekiilionenpeaks bei m/z 313 [M-H], sowie das MS*-Spektrum des
Tochterions m/z 295 [M-H-H,0] dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das MS?-
Spektrum durch Wasserverlust dominiert wird. Erst im MS°-Modus entstehen weitere
Fragmente, die hauptsachlich auf Substituentenfragmentierung zurtickzufiihren sind. Das
Fragmentierungsverhalten lalt eine oxydierte Fettsaure vermuten. Zur Differenzierung
zwischen Hydroxyl- und Ketogruppen wurden daher verschiedene Derivatisierungreaktionen
durchgefuhrt. Wahrend durch Reaktion mit Methoxylaminhydrochlorid (MOA) kein Hinweis
auf Ketogruppen erhalten werden konnte, zeigte die Acetylierung mit Acetanhydrid und

DMAP als Katalysator, dass es sich um eine zweifach hydroxylierte Fettsaure handelt.

-81-



4. Spezieller Teil — Isolierung und Strukturaufklarung

RT: 0.00 - 40.00
3 NL: 4 26E5
400000 PDA 241 5y 3528_37DF 38.06 39 93 Spectum Maimum
200000 : o s—— 'NM=200.0-300.0 PDA
5 (A =200 -800 nm) - MIK105-2_nDDIT1
< 200000 21.01 =
s 194 | qany 1578 1747 1020 =
1103 1401 D75
1000003055 ||| 408 437 aeo 1048 1193
ik i
WUE 2463 NL: 6.38E6
MS - Basepeak Base Peak F- - p ESI Full
. ms [ 100 DO-1000 00] MS
PO (m/z 100 — 1000) MIK105-2_nDDIT1
i 50
= 907
C 1115325 393 543 700 831 065 1095 1322
% T e A s 2641 27.35 205 .25 3306 3439 3784
° mgi 2463 NL: 6 38E6
2 EIC m/z 313 Base Peak miz—
& 7 M2 E0-MADF -pESI
2 1 2423 Full ms [ 100.00-1 000 D0]
50 WS MIK105-2_nDINT
1 138 233 475 663 7.76 883 1103 1310 1561 1031 2028 2369 | | 2515 2782 2072 3153 3456 3580  30.81
L o e e L B B o L o e o o e s o e L B B e o o e B e LA i e e
0 2 4 6 8 8 f (min) 24 26 28 30 32 34 36 38 40
MIK105-2_nDDIT1 #1300-1423 RT. 24.42.2476 AV 13 NL: 4 52E6
T: - p ESIFull ms [ 100.00-1000.00]
M-H]-
100 1320 [ 1
90
80
e
=
E
[ ]
=
g B3
2
= ]
o 907
= E
5 4]
o B
[ 64033
e [M-H-H,O]" [2M-H]
] 2 62700
E 20547 37287 39520 |
e [2M-H-H,0] 73107
1 35500 609.13
17220 249.4D 27820 e 41320 A7T707 51970 55893 |} jesapo 71327 76507 81307 g5p33  ges07 03087
L e s o e e B 1. s B s I e s e B s B e By B B B B
200 250 300 350 400 450 500 650 750
miz

Abb. 44 LC-MS-Basispeak- und EIC-Chromatogramm (bei negativer lonisierung) der isolierten
Verbindung 60. Zum Vergleich ist das PDA-Chromatogramm (oben) und das entsprechende MS-
Spektrum bei einer tg = 24,42 — 24,76 min aufgefuhrt (LC-MS1).
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Abb. 45 MSZ—Spektrum (lonenfalle) der Verbindung 60 bei m/z 313 (oben), sowie das MSS-Spektrum
des Tochterions m/z 295 (unten). Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 35 % bei
(-)ESI eingesetzt.
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In Abb. 46 ist das MS?-Spektrum des Diacetats des Metaboliten 60 mit einem [M-H] bei
m/z 397 dargestellt. Nach dem Verlust eines Wasserstoffradikals vom [M-H]" und darauf
folgender H,O — Abspaltung, ensteht das lon m/z 378. Durch Ketenverlust von dem [M-H]
wird das Fragment m/z 355 gebildet. Die weitere Fragmentierung der Tochterionen bei
m/z 355 und m/z 337 im MS®-Modus fiihrt hauptséchlich zum Verlust von Essigséure (Abb.
47). Zur Bestéatigung erfolgte die Analyse auRerdem mittels LC-ESI-QqQ-MS?.

MIK104-23-310Ac_nhS3-397-355 #1611-1633  RT: 24382465 AW7 NL: 759E3 [M-H-H-HzO]'
-p ESI Full ms2 397 00@30.00 [ 105.00-405.00] 378.00
100 .
] ) [M-H-CH,COJ
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a0 «f
8 3 [M-H-H]-
E 396.07
a0
7
70
65
ERT [M-H-CH,CO-H,0]
_::"g 337.13
B 55
c
]
ﬁ 50 3 [M-H]-
2 15 397.07
o ] N
£ o]
3
] [M-H-H-2H,0]-
30 *; 360.07
s ]
20
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5 é 277.33
] 27@_0%28;.73 zgf'zo 309.93 J 010 w527
B T L Y S * A L S = v L R n = D e
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Abb. 46 MS?-Spektrum (lonenfalle) des diacetylierten Metaboliten m/z 313 bzw. m/z 397 bei negativer
lonisierung. Die kollisionsinduzierte Fragmentierung wurde bei 30 % erzeugt.

MS? — Spektrum m/z 397@30 355@30 MS3 — Spektrum mv/z 397@30 337@30
[M-H--CH,CO-CH,COOH] [M-H-2(CH,CO-H,0)I"
-p ESI Full ms3 39700630 355.00@30 20518 -p ESI Full ms3 397.006@30 337.00@30 27720
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29513
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33767
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Abb. 47 MS® - Spektrum (lonenfalle) von m/z 397-355 (links) und m/z 397-337 (rechts) des
acetylierten Metaboliten 60.
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Eine vollstandige ldentifizierung mittels GC-MS war nicht mdglich, da die Verbindung
vermutlich bereits bei der Derivatisierung z.B. Trimethylsilylierung (nach Methylierung mit
Trimethylsulfoniumhydroxid) bzw. bei der GC-MS Analyse sehr leicht eine H,O-Abspaltung
gezeigt hat. Die Lokalisierung der Hydroxylgruppen und die Strukturaufklarung erfolgten
daher mittels hochauflosender (high

i oH resolution - HR)  UPLC-ESI-QTOF-MS?  Ex-

perimente  (Abb. 48). Bei der ESI-

Fragmentierung von hydroxylierten Fettsduren

an @ kann die Position der OH-Gruppe durch die a—

Ho 7 Spaltprodukte bestimmt werden.®” &1 2 pieg
OH

wurde ebenfalls durch einen Vergleich mit
verschiedenen Referenzsubstanzen (mono-
und dihydroxylierte 18:1 und 18:2 Fettsauren)

8,11-Dihydroxyoctadec-9-ensaure

60 _
bestétigt.

Abb. 48 Strukturformel des Metaboliten m/z 313.

Da im Gegensatz zur GC-MS Analyse keine Derivatisierung erforderlich ist, hat die
Strukturaufklarung von Fettsauren mittels ESI-MS/MS in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen. ® &V 3 pas Fragmentierungsverhalten kann unter ESI-Bedingungen
jedoch durch benachbarte Doppelbindungen entscheidend beeinflu3t werden. Erst kiirzlich
konnte der zugrundeliegende Mechanismus von Oliw und Mitarbeiter aufgeklart werden.®®
Anhand der 7,11-Dihydroxyoctadeca-9-ensaure (7,10-diOH 18:1 (8(E)) Fettsdure) aus
Pseudomonas aeruginosa, sowie verschiedene '®0O- und ?H-Isotopomere, konnte gezeigt
werden, dass ein ,charge-driven“ Fragmentierungsmechanismus mit einer S-Eliminierung
von Wasserstoff, unter gleichzeitiger Bildung einer Doppelbindung vorliegt. Demzufolge
werden bei dieser Art Verbindung Uberwiegend Fragmente gebildet, die dem w-Ende
zugeordnet werden kdnnen.

In Tabelle 14 ist eine Ubersicht {iber die Fragmente aus der HR-ESI-MS’*~Analyse von 60
aufgefuhrt. Die blau unterlegten m/z - Werte kdnnen als Schlusselfragmente angesehen
werden, da diese fir die Lokalisierung der OH-Gruppen und der Doppelbindung eine
entscheidende Rolle spielen (Abb. 49). Bei der massenspektrometrischen Fragmentierung
mittels QTOF-MS? bildet das Fragment a (m/z 183) den Basispeak (Abb. 50). Durch
konsekutiven Verlust von CO, und C,H,; werden die Fragmente m/z 139 (a-COy)
und m/z 111 (e) erzeugt. In Analogie zu der Literatur ® erméglichen die Schliisselfragmente
m/z 165 (b-H,O), m/z 155 (c) und m/z 127 (d) die Bestimmung der Positionen der OH-
Gruppen an C8 und C11, sowie die Bestimmung der Lage der Doppelbindung an C9. Die
Massenspektrometrie erlaubt jedoch keine Bestimmung der Stereoisomerie. Eine

Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie gestaltete sich schwierig, da dafir keine
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ausreichenden Mengen isoliert werden konnten und diese zum Teil noch Verunreinigungen

enthielten, wobei es vermutlich um schlecht abtrennbare ungesattigte und einfach

hydroxylierte

Fettsauren

Doppelbindungskonfiguration war daher nicht mdglich.

Tabelle 14 Ubersicht tiber die Fragmente aus der UPLC-QTOF-MS? Analyse des Metaboliten 60.

handelte. Eine Bestimmung der

Die blau unterlegten Felder kennzeichnen die Schliisselfragmente.

cis/trans-lsomerie

Relative Intensltat %

m/z (gem.) Intensitat (%) m/z (ber.) A Da Summenformel
313,2355 3 313,2384 0,0029 CigH3304
295,2285 12 295,2279 -0,0006 CigH3105
251,2342 6 251,2380 0,0038 Ci7H3. O
183,1022 100 183,1027 0,0005 C1oH1503
165,1280 10 165,1285 0,0005 CuH;O
155,1427 22 155,1441 0,0014 C10H100
139,1117 18 139,1128 0,0011 CoH1s0
137,0957 8 137,0972 0,0015 CoH130
127,1117 6 127,1128 0,0011 CgH1s0
111,0794 8 111,0815 0,0021 C/H;O0
- 1 183.1022 -MS2(313.0000), 30-30eV, 753.7-760.4s #(1124-1134)
80
e0-
40
155.1427
20 1391117
295.2285
111.0794 165.1280
‘ 127_1111 ‘ 2512342
ool Ll

Abb. 49 QTOF-MS*Spektrum der Verbindung 60. Die kollisionsinduzierte Fragmentierung wurde bei

30 eV bei (-)ESI herbeigefihrt.
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NM -~ c
CiiHy0° o OH\ o
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I E\/\ET\\\ OH

- 2H_A_ 2H
(e} d /\a
/\/\/\)\/
C1oH190
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W < WOH
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e, m/z 111 (8) (a-C0O,), m/z 139 (18)

Abb. 50 Massenspektrometrische Fragmentierung des [M-H] lons von Verbindung 60 unter (-)ESI-
Bedingungen. Die Elementarzusammensetzung der einzelnen Schlisselionen wurde durch HR-ESI-
QTOF-CID-MS*-Messungen bestatigt; die relativen Intensitaten sind in % (in Klammern) angegeben.

Ein Vergleich der mittels lonenfalle MS*MS?® und QTOF-MS? gebildeten Fragmente ist in
Tabelle a - 13 (Anhang) aufgefihrt.

Mit Hilfe von verschiedenen chromatographischen Methoden und Techniken wurde der
signifikant korrelierende Metabolit m/z 313 (60) isoliert und als 8,11-Dihydroxyoctadec-9-
ensaure (8,11 — diOH 18:1 (9(E/Z))) identifiziert. Aul3erdem war es mdglich, die
antibakterielle Aktivitat mit Hilfe des zuvor entwickelten Biotests gegen B. subtilis zu

verifizieren.

45.2 Metabolit m/z 311

Weiterhin wurde der Metabolit m/z 311 (61) isoliert und die biologische Aktivitat verifiziert.
Die Vorgehensweise zur Isolierung ist in Abb. 51 dargestellt. Auch in diesem Fall wurde eine

m/z - geleitete Isolierungsstratiegie verfolgt.
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4.5.2.1 Isolierung

Biologische Aktivitit %

Hygrophorus latitabundus
(tiefgefroren) 10 pg/mL |100 pg/mL
Ultraschall, Extraktion mit EtOAC l

EtOAc-Extrakt n.b. n.b.

Fliissig-Flissig-Extraktion, 87+-4 | 76 +/- 6
EtOAc/H,O 1:1 (v/v)

v

anal. HPLC RP18-A, MeCN/H,O

v

Metabolit m/z 311 s 34+/-4 | 69+/-3

Abb. 51 Vorgehensweise zur Isolierung des Metaboliten m/z 311 (61). Rechts sind zuséatzlich die
biologischen Aktivitaten bei zwei verschiedenen Konzentrationen aufgefiihrt, wobei deren Bestimmung
erst im Nachhinein erfolgte.

Im Gegensatz zu 60 wurden in diesem Fall tiefgefrorene Pilzfruchkdrper mittels EtOAc unter
Anwendung von Ultraschall extrahiert. Durch eine anschlieBende Flussig-Flussig-Extraktion
wurde zusatzlich eine erste Separation nach Polaritat erreicht (Abb. 51). Weiterhin erfolgte
eine erste chromatographische Trennung nach Polaritat mittels MPLC unter Verwendung
von RP18-Material als stationdre Phase und MeCN/H,O als mobile Phase (MPLCL1). In
einem néchsten Schritt wurde erneut eine Trennung mittels MPLC durchgefuhrt, bei welcher
als mobile Phase auf MeCN/Ac,O 59/41 (v/v) und H,O verwendet wurde (MPLC2). Die
abschlieRende Feinreinigung erfolgte auch in diesem Fall mittels HPLC unter Verwendung
von langen HPLC-Saulen mit kleinem Partikeldurchmesser. Ahnlich wie zuvor waren auch

hier sehr stabile Bedingungen fiir eine Trennung notwendig.
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Es stellte sich heraus, dass neben anderen Fettsduren mehrere Isomere des Metaboliten
m/z 311 (61) enthalten waren, die zwar sehr ahnliche tr, aber deutlich unterschiedliche
biologische Aktivitaten aufwiesen (Abb. 52).

Biologische Aktivitat %

69 +/-3 %
524/-3%
S0 Y 424-10%
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aﬁ?
5001 85 +/-4 % g 8
. -
3 ©
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Abb. 52 HPL-Chromatogramm der Fraktion, die einer letzten Feinreinigung unterzogen wurde. Die
VergroRerung zeigt die relevanten Peaks, sowie deren biologische Aktivitdten (prozentuale
Wachstumsinhibierung von B. subtilis) bei einer Konzentration von 3 = 100 pg/mL.

Durch eine vergleichende Analyse mittels LC-ESI-MS?*® stellte sich heraus, dass die
Peaks 2 — 5 auf Isomere des Metaboliten m/z 311 (61) zurtickzufiihren sind (Abb. a - 5,
Anhang). Dabei entspricht der Peak 4 dem Isomer mit der hochsten Aktivitat (1 = 69 +/- 3 %).
Weiterhin ist aus den LC-MS Daten zu erkennen, dass Peak 1 zu einer Fettsaure mit einem
[M-H] von m/z 295 (tg = 21,7 min, LC-MS1) gehdrt und daher in keinem Zusammenhang zu
dem Metaboliten m/z 311 (61) steht. Zum Vergleich wurde die antibakterielle Wirkung des
4-OAcetyl-Hygrophorons D12 (28) bestimmt (I = 67 +/- 5%, 3= 100 pg/mL und | = 45 +/-
13 %, R = 10 pg/mL), die mit der Aktivitdt des Peak 4 m/z 311 (61) vergleichbar ist (Abb. 53).
Durch Kombination von 28 und Peak 2 konnte keine eindeutige Steigerung der Wirkung
erzielt werden, jedoch ist eine starke Erh6hung der Aktivitdt bei Kombination von Peak 1
(m/z 295) und Peak 2 (m/z 311) erkennbar. Da jedoch aufgrund zu geringer Mengen keine
Replikate angefertigt werden konnten, ist dies nur ein Hinweis auf eine Aktivitatssteigerung
durch Kombination mehrerer Fettsduren. Das kénnte bedeuten, dass eine komplexe
Mischung an funktionalisierten Fettsduren die Grundlage der konstitutiven Pathogenabwehr
des Pilzes bildet.
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Abb. 53 Vergleich der ermittelten antibakteriellen Wirkungen der Peaks 1 — 5 bei einer Konzentration
von 3 = 100 pg/mL. Zum Vergleich ist die Aktivitdt des 4-OAcetyl-Hygrophoron D12 (28) (einzeln)
aufgeftihrt, sowie in Kombination mit Peak 2. Weiterhin wurde die Aktivitdit nach Kombination von
Peak 1 und Peak 2 ermittelt.

Da der Metabolit m/z 311 (61, Peak 4) im Vergleich zu den anderen Isomeren die hdchste
Aktivitat gezeigt hat, wurde diese Verbindung strukturell charakterisiert. Weiterhin wurde die
Struktur des Metaboliten m/z 295 (Peak 1) aufgeklart.

4.5.2.2 Strukturaufklarung

Zur Bestétigung, dass es sich bei dem isolierten Metaboliten m/z 311 (61, Peak 4) um den
mittels AcorA identifizierten handelt, wurde ein Vergleich der Retentionszeiten durchgefihrt.
Anhand von Abb. 54 ist deutlich zu sehen, dass der isolierte Metabolit bei tg = 22,7 min
(LC-MS1) eluiert und somit dem gesuchten Hit entspricht.

Analog zu Verbindung 60 konnte beim Metaboliten 61 mittels Acetylierung gezeigt werden,
dass es sich um eine zweifach hydroxylierte Fettsédure handelt. Die entsprechenden MS?-
Spektren sind in Abb. 55 dargestellt, wobei m/z 395 dem diacetylierten Metaboliten
entspricht. Die weitere Strukturermittlung erfolgte durch hochauflésende UPLC-(-)ESI-QTOF-
MS? Messungen (Abb. 56, Abb. 57). In Tabelle a - 14 (Anhang) ist ein Vergleich der lonen
bei Fragmentierung mittels lonenfalle MS?MS?® und QTOF-MS? aufgefiihrt.
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Abb. 54 PDA- (oben) und LC-MS-Chromatogramm (Mitte), sowie EIC (unten) des isolierten
Metaboliten m/z 311 (61). Zuséatzlich ist das korrespondierende MS-Spektrum dargestellt. (LC-MS1)

Der Metabolit 61 bildet als Basispeak ein Fragment vom Typ a-H,O bei m/z 211 (Abb. 57,
Tabelle 15). Die Entstehung dieses Fragments kann durch a-Spaltung zwischen C12 und
C13 und einem damit verbundenen Verlust von H,O erklart werden (Abb. 58). Durch
Kombination mit den Fragmenten m/z 199 (b), m/z 197 (b-2H) und m/z 181 (b-H,0) kénnen
die OH-Gruppen an C11 und C12 lokalisiert werden (Abb. 56). In Analogie zur Literatur ®
kann anhand der lonen m/z 169 (c¢) und m/z 113 (d) die Lage der Doppelbindungen an C9
und vermutlich C13 ermittelt werden. In diesem Fall kann die Bildung des lons m/z 113 (d)
auf eine Spaltung zwischen C11 und C12 in Analogie zu 60 (Fragment bei m/z 155)
zurickgefuhrt werden. Auf der Basis des zuvor vorgestellten Fragmentierungsverhaltens
wird fur die Struktur des Metaboliten 61 eine 11,12-Dihydroxyoctadeca-9,13-diensaure
(11,12 diOH 18:2 (9,13 (E/Z)) vorgeschlagen werden (Abb. 56). Wie die dargestellten
Ergebnisse zeigen, ist der Hit m/z 311 (61) damit ebenfalls ein aktivitdtsrelevanter Metabolit,

welcher mittels AcorA identifiziert wurde.
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Relative Intensitat %

MS? - Spektrum m/z 311 @35 Miiyo) S S
w4 MS? - Spektrum mz 311@ 220 @ Mt - spektrum mz 395@27
[M-H-CH,COF
35282
[M-H-H]
[M-H-CH,CO-H,0) \
379
1 171479512 223,00
283,13
| MS - Spektrum m/z 311@35 —293@35
[M-H-H,0-CO,)*
24609 2811
350,68 357.21
113.04 [M-I;;E +;|§O]- ks
177.24
‘ |
| |

miz

Abb. 55 MS% und MS®-Spektrum der Verbindung 60 (links), sowie MS%Spektrum des acetylierten
Derivats m/z 395 (rechts). Die kollisionsinduzierte Fragmentierung wurde bei 35 % und 27 % NCE bei

(-)ESI herbeigefuhrt

Tabelle 15 Fragmente aus der UPLC—QTOF—MS2 Analyse. Die wichtigen Schlisselfragmente sind

blau unterlegt.

m/z (gem.) Intensitat (%) m/z (ber.) A Da Summenformel
311,2203 22 311,2228 0,0025 CigH3:04
293,2103 30 293,2122 0,0019 C1sH2003
275,1969 8 275,2017 0,0048 Ci1sH270O4
265,2184 8 265,2173 -0,0011 C17H2004
249,2199 8 249,2224 0,0025 Ci17H00O"
211,1325 100 211,1340 0,0015 C12H1903
199,1323 27 199,1340 0,0017 C11H1903
197,1184 57 197,1183 -0,0001 CuH1703
181,1237 181,1234 -0,0003 C11H17045
169,1231 169,1229 -0,0002 C1oH1707
113,0960 113,0972 0,0012 C7H130

OH 0]
/\/%/%/WOH
OH

11,12-Dihydroxyoctadeca-9,13-diensaure
61
Abb. 56 Strukturformel des isolierten Metaboliten m/z 311 (61).

-91-



4. Spezieller Teil — Isolierung und Strukturaufklarung
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Abb. 57 QTOF-MSZ-Spektrum von 61. Die kollisionsinduzierte Dissoziation
wurde bei 25 eV bei (-)ESI erzeugt.

(a-H,0), m/z 211 (100)

(b-2H), m/z 197 (57)

d
-
/\/\/W \ c 2H
OH ™
CioH1705" iOH Q i
¢, m/z 169 (6) BN JJ\/‘/\/\/\AOH WO'
{OH ™p o
i Cy1H1707°
NN \a C1gH3104 (b-H,0), m/z 181 (6)
o <~ [M-HJ', m/z 311 (22)
CHy30°
d, m/z 113 (7)
- H,0
-2H
O O O (e} O
MWOH WOH WOH
o
C12H1903" C11H1703° C11H1903"

b, m/z 199 (27)

Abb. 58 Massenspektrometrische Fragmentierung des [M-H] lons von Verbindung 61 unter (-)ESI-
Bedingungen (Die Elementarzusammensetzungen der einzelnen Schlisselionen wurde durch QTOF-
MS?-Messungen bestétigt, die relativen Intensitaten sind in % (in Klammern) angegeben.
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Neben dem Metaboliten 61 konnte aulerdem Peak 1 identifiziert werden (Abb. 52). Durch
Kombination von NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie konnte ein Gemisch aus
zwei hydroxylierten Fettsdauren 62 und 63 identifiziert werden, wobei diese sich lediglich in

der Konfiguration einer Doppelbindungen unterscheiden (Abb. 59).

0 OH o} OH

)J\/\/\/\/QE/&/\/\/ )J\/\/\/\/QE/\(E/\/\/\
HO © L HO © NG
(10E,127)-9-Hydroxyoctadeca-10,12-diensdure C,gH3,03 (10E,12E)-9-Hydroxyoctadeca-10,12-dienséaure C;gH3,03

62 63

Abb. 59 Strukturformeln der beiden Verbindungen 62 und 63.

Wiéhrend mittels eindimensionalen 'H-NMR- und zweidimensionalen *H-'H-COSY-NMR-
Experimenten die Strukturelemte C9 — C14 der Verbindungen 62 und 63 identifiziert werden
konnten (Tabelle 16), erfolgte mittels LC-MS*? (lonenfalle) die Bestimmung der Position der
OH-Gruppe (Abb. 60).

Tabelle 16 Ubersicht iiber die chemischen Verschiebungen & 'H, die jeweiligen Multiplizitaten und die
dazugehdrigen Kopplungskonstanten J der beiden Verbindungen 62 und 63 in CDsOD.

62 63
Position
5 'H | Multiplizitat 5'H | Multiplizitéat
J (Hz) J (Hz)
(ppm) M (ppm) M
9 4,010 m - 4,050 m -
10 5,609 dd 15,2/6,8 5,516 dt 15,2/7,0
11 6,489 dd 15,2/11,2 6,137 dd 15,2/10,6
12 5,970 dd 11,2/11,1 6,019 dd 15,1/10,6
13 5,405 dt 10,7/7,9 5,664 dt 15,1/7,0
14 2,300 m - 2,100 m -
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Abb. 60 MSZ—Spektrum der Verbindungen 62 und 63 bei negativer ESI. Die kollisionsinduzierte
Dissoziation wurde bei einer relativen Stof3energie von 35 % erzeugt.
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Wie in Abb. 61 gezeigt, weisen die Verbindungen 61 (Peak 4) und 62/63 (Peak 1) eine leicht
unterschiedliche Aktivitat auf. Dies ist wahrscheinlich auf die Unterschiede in der relativen
Konzentration zuriickzufihren. So waren relativ gro3e Mengen an biologisch inaktiven
Fettsduren ,in Peak 4“ enthalten, jedoch nur ein verhaltnissméaRig niedriger Anteil an 61.
Dies lalt darauf schlieBen, dass 61 bereits in geringen Mengen aktiv ist. Der hohe
prozentuale Anteil (,Reinheitsgrad®) von 62/63 deutet darauf hin, dass diese Verbindung erst

in héheren Konzentrationen eine biologische Aktivitat gegen B. subtilis aufweist.

920
8
> 80
5
5 70 an
g
£ 60
2 50 |
>
2 40
Q
£ 30

20 T T T T

60 61 62 62/63 Ery 1 uM

Abb. 61 Vergleich der antibakteriellen Aktivitat (prozentuale Wachstums-inhibierung) gegen
B. subtilis von Verbindung 60 — 63 (3 = 100 pg/mL) und von Erythromycin (c =1 uM).
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4. Spezieller Teil — Isolierung und Strukturaufklarung

Im Gegensatz zu 61 wurden die Verbindungen 62/63 mittels AcorA nicht als signifikant
korrelierend identifiziert. Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass der Peak bei
tr = 21 min (LC-MS1) der Hauptverbindung (62/63) des Extraktes entspricht und daher keine
ausreichende Variation vorhanden war (siehe hierzu Abb. 37, Kapitel 4.4.4.1 S. 74). Ein
weiterer wichtiger Punkt ist, dass es auch in diesem Fall zur Uberlagerung von mindestens
zwei verschiedenen Isomeren (62/63) der Masse m/z 295 [M-H]" kommt, wovon jedoch nur
63 eine deutliche Aktivitat aufweist. Verbindung 62 wurde ebenfalls als isolierte
Reinsubstanz auf die antibakterielle Aktivitat getestet, es konnte jedoch nur eine schwache
Wachstumsinhibierung von B. subtilis in den eingesetzten Konzentrationen festgestellt
werden (Abb. 61). Dies bedeutet, dass entweder ein additiver Effekt vorliegt oder die Aktivitat
allein durch Verbindung 63 verursacht wird. Es konnte in diesem Fall keine ldentifizierung
mittels AcorA erfolgen, da Verbindung 63 nur zu einem geringen Anteil in dem Peak bei
tr = 21 min enthalten ist und daher von dem inaktiven Isomer 62 uberlagert wird. Daruber
hinaus ist der Peak bei tx = 21 min mit einem [M-H] bei m/z 295 nur als Einzelpeak in der
alignierten Peakmatrix enthalten. Deshalb erfolgte bereits beim Peakpicking keine
Isomerenunterscheidung. Die Verbindung 63 ist vermutlich als ,falsch negativer” Hit der
AcorA anzusehen, jedoch handelt es sich um einen sehr schwierigen Fall, bei dem die

Grenzen der automatischen Datenanalyse erreicht werden.

453 Metabolit m/z 341

Neben den Metaboliten m/z 311 (61) und m/z 313 (60) zeigte der Metabolit m/z 341 (64)
ebenfalls eine signifikante Korrelation zu der biologischen Aktivitat, die vor allem durch Co-
Korrelation der zugehdrigen Isotopenpeaks und Fragmente bestatigt wurde. Dartiber hinaus
konnte dieser Metabolit in beiden Experimenten mit nativen Hygrophorus-Extrakten als
signifikant positiv korrelierend identifiziert werden (siehe hierzu Kapitel 4.4.4.1 Seite 70 und
Kapitel 4.4.4.2 Seite 75).

4.5.3.1 Isolierung

Die Isolierung des Metaboliten m/z 341 (64) erfolgte ebenfalls aus tiefgefrorenen
Pilzfruchtkérpern von H. latitabundus mit EtOAc als Extraktionsmittel (Abb. 62). Nach der
darauf folgenden Flissig-Flussig-Extraktion erfolgte eine chromatographische Trennung
mittels MPLC mit RP18-Material als stationare Phase und einem Gradienten aus MeCN/H,O
(MPLC1). Eine Feinreinigung mittels HPLC war im Gegensatz zu 60 und 61 nicht
erforderlich. Auch in diesem Fall wurde eine m/z — geleitete Isolierungsstrategie verfolgt. Die
aufgefiihrten biologischen Aktivitaten wurden daher erst im Nachhinein erfasst und dienten

lediglich zur Verifizierung.
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4. Spezieller Teil — Isolierung und Strukturaufklarung

Biologische Aktivitat %

Hygrophorus latitabundus
(tiefgefroren) 10 pg/mL [100 pg/mL

Ultraschall, Extraktion mit EtOAC l

EtOAc-Extrakt n.b. n.b.

Flissig-Fliissig-Extraktion, 87+-4 | 764/-6
EtOAc/H,O 1:1 (v/v)

MPLC RP18, MeCN/H,O B4 +/-3 | 83+4/-1
Metabolit m/z 341 e 76 +/-1 | 34 +/- 4*

Abb. 62 Vorgehensweise zur Isolierung des Metaboliten m/z 341 (64). Zusatzlich sind die jeweiligen
biologischen Aktivitdten gegen B. subtilis aufgefiihrt. *Stérung der Messung durch Eigenfluoreszenz

45.3.2 Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung des Metaboliten m/z 341 (64) erfolgte hauptsachlich auf Basis des
Fragmentierungsverhaltens bei LC-MS?/MS® Analyse (lonenfalle) und Vergleich mit dem
entsprechenden Deuterium-markierten Isotopomer. Zusétzlich erfolgte eine NMR-
spektroskopische Analyse, welche einschlieBlich Vergleich mit bekannten NMR-Daten
zeigte, dass 4-OAcetyl-Hygrophoron D12 (28) vorliegt (Abb. 63). ®¥ ® Da dies durch die
MS-Daten nicht bestétigt werden konnte, handelt es sich bei dem Metaboliten m/z 341 (64)
vermutlich um ein Artefakt. Die Massendifferenz von 10 amu bei Verbindung 64, a3t eine
Addition von MeOH an die Doppelbindung bei gleichzeitiger Deacetylierung vermuten (Abb.
63). Die exakte Masse des Metaboliten m/z 341 [M-H] (64) wurde mittels FTICR-MS
bestimmt und die Summenformel CigH3305 berechnet. Die Analyse der MS?/MS3-Daten
zeigt, dass das Fragmentierungsverhalten dem des 4-OAcetyl-Hygrophoron D12 (28) ahnlich
ist (Tabelle 17). ® Der Metabolit m/z 341 (64) zeigt keine Abspaltung von CH,CO. Dafiir ist
jedoch ein Verlust von CH3;OH direkt vom Molekilion detektierbar (siehe blau unterlegte
Zeilen). Diese Beobachtung wurde auf3erdem durch den Neutralverlust zum Basispeak (fett)
bestétigt. Wahrend der Basispeak mit der Masse m/z 265 bei dem 4-OAcetyl-Hygrophoron
D12 (28) einem Fragment [M-H-CO,-CH,CO] (AM = 86 Da) entspricht, ist dieser bei dem
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4. Spezieller Teil — Isolierung und Strukturaufklarung

Metaboliten m/z 341 (64) durch ein lon vom Typ [M-H-CO,-CH3;OH] (AM = 76 Da)
charakterisiert (Tabelle 17). Diese Beobachtung lies ebenfalls vermuten, dass es sich um ein
Methoxy-Derivat handelt. Um dies zu bestatigen wurde der Metabolit 64 mit CD;OD
behandelt und erneut mittels LC-MS*MS?® analysiert (Abb. 64).

O (0] O 0] O (0]
D
CioHos CioHos Ci2Has
OH OH oD
“oAc MeO OH DsCO “op
4-OAc-Hygrophoron D12 3-OMe-Hygrophoron D12 3-OMe-Hygrophoron D12
28 64 64a

Abb. 63 Strukturformeln des 4-OAcetyl-Hygrophorons D12 (28), Metabolit m/z 341 (64) und des
Deuterium-markierten Isotopomers 64a.

Tabelle 17 Vergleich der Fragmentierung des 4-OAcetyl-Hygrophorons D12 (28) und des
Metaboliten m/z 341 (64). Die blau unterlegten Bereiche sollen die differenziellen Fragmente
hervorheben.

4-OAc Hygrophoron D12* Metabolit m/z 341**
[M-H-X]
m/z m/z
[M-HT 351 341
[M-H-H,0O] 333 323
[M-H-COJ 323 -
[M-H-CH,COJ 309 -
[M-H-CH3;OHJ - 309
[M-H-COy] 307 297
[M-H-HOACc] 291 -
[M-H-CO,-CH,COJ 265 -
[M-H-CO,-CH30H] - 265

der jeweilige Basispeak ist fett dargestellt. * bezieht sich auf Fragmentierung mittels
LC-ESI-QqQ-MSZ. 5584+« hezieht sich auf MSZ-Fragmentierung mittels lonenfalle
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346.20
RT:0.00-4002

1% PDA 27 4
(A=200- 800 nm)

400000

300000
"< 200000

100000

100 MS - Basepeak

“ (m/z 100 — 1000)

347.09

40

Relative Intensitat %

20

191 283 426 597 726

Abb. 64 LC-PDA- (oben) und LC-MS Chromatogramm (unten) (LC-MS1) nach Behandlung mit
CDs;0OD m/z 346 des isolierten Metaboliten m/z 341 (64) tg = 27,44 min, sowie das korrespondierende
Zoom Scan MS-Spektrum (rechts).

Zur genaueren Analyse nach Umsetzung mit CD;OD, wurde ein ,Zoom Scan“ durchgefihrt.
Dies zeigte, dass insgesamt sechs Deuteriumatome eingebaut wurden (m/z 346 [M-D], 64a)
(Abb. 64 rechts). Zur Bestatigung wurde ebenfalls mittels FTICR-MS die exakte Masse
bestimmt und daraus die Summenformel C.gH,sOsDs abgeleitet. Ein Vergleich der
MS2-Spektren vor und nach Markierung zeigt deutlich, dass anstelle von CH;OH, CD;OH
direkt vom Molekilion abgespalten wird und in Kombination mit einem Verlust von CO, zum
Basispeak m/z 266 [M-H-CO,-CDs;OD] fuhrt (Abb. 65 und Tabelle 18). Zur Bestatigung
wurde die Analyse ebenfalls mittels LC-ESI-QqQ-MS? durchgefiihrt.

Tabelle 18 Vergleich der MSZ-Fragmente vor Markierung mit Deuterium m/z 341 (links) und
nach Einbau (rechts) von funf Deuterium m/z 346. (fett — Basispeak)

m/z 341 [M-H] m/z 346 [M-H]
[M-H-X] [M-D-X]
m/z (Intensitat %) m/z (Intensitat %)
[M-H] 341 (<5) 346 (<5)
[M-H-H,0J 323 (<5b) [M-D-D,0] -
[M-H-CH3OH] 309 (5) [M-D-CD3;OH] 311 (<5)
[M-H-CO,] 297 (10) [M-D-CO,J 302 (<5)
[M-H-CO,-CH;OH] 265 (100) [M-D-CO,-CD;0DJ 266 (100)
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Abb. 65 Vergleich der MSZ-Spektren vor (oben links) und nach Behandlung mit CD;0D (oben rechts),
sowie die MSS-Spektren des Basispeaks vorher (unten links) und nachher (unten rechts). Die
Fragmentierung wurde bei einer relativen Stof3energie von 30 % bei 64 und 35 % bei 64a erzeugt.

Die Ergebnisse lassen eine Addition von MeOH bzw. CD;OD vermuten. Zusatzlich sind bei
dem markierten Isotopomer 64a zufolge die Protonen der Hydroxylgruppen gegen Deuterium
ausgetauscht. Daher handelt es sich bei dem Metaboliten 64 vermutlich um 3-OMethyl-2,3-
dihydrohygrophoron D12 (64) mit einem Cyclopentanon-Grundgerist (Abb. 63).
Weitergehende Versuche zeigten, dass eine Addition von EtOH jedoch nicht moglich ist.
Dieselbe Beobachtung wurde unter vergleichbaren Bedingungen ebenfalls bei dem
4-OAcetyl-Hygrophoron D14 (30) gemacht (nicht gezeigt).

Das heildt, dass in diesem Fall eine Korrelation zu einem Hygrophoron aufgestellt wurde,
dieses jedoch durch 64 représentiert wird. Demnach ist der mittels AcorA identifizierte

Metabolit m/z 341 (64) ebenfalls auf einen aktivitatsrelevanten Metaboliten zurtickzufiihren.
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4.5.4 Vergleich der isolierten Metaboliten mit den Metabolitenprofilen von

H. latitabundus und H. poetarum

In einem Rohextrakt aus H. latitabundus konnten mittels AcorA die Metaboliten in der
Mischung identifiziert werden, die eine signifikante Korrelation zu der biologischen Aktivitat
aufweisen. Dabei fielen insbesondere die Metaboliten m/z 313 (60) und m/z 311 (61) auf, da
diese als Peakcluster in der Hitliste enthalten waren. Um nachzuweisen, dass die
identifizierten Peaks tatsachlich auf antibakterielle Verbindungen zurtickzufiihren sind,
wurden diese isoliert, deren Struktur aufgeklart und die biologische Aktivitat verifiziert. Zum
Vergleich ist in Abb. 66 das LC-MS Chromatogramm bei negativer lonisierung des
Rohextraktes aus H. latitabundus dargestellt (oben), sowie die LC-MS Chromatogramme der
isolierten Metaboliten 60 und 61 (unten). Anhand der tr ist deutlich zu erkennen, dass
diejenigen Metaboliten isoliert wurden, die zuvor als positiv, korrelierend identifiziert wurden.
Zudem konnte die biologische Aktivitdt gegen B. subtilis verifiziert werden. Es handelt sich
daher bei den isolierten Verbindungen 60 und 61 in der Tat um aktivititsrelevante

Metaboliten.

In einem weiteren Experiment, bei welchen die Korrelationsanalyse bei verschiedenen
Rohextrakten aus insgesamt neun unterschiedlichen Hygrophorus spp. durchgefiihrt wurde,
war es ebenfalls moglich, eine signifikante Korrelation zwischen der biologischen Aktivitat
und einzelnen Peaks zu identifizieren. Dabei fiel auf, dass die isolierte Verbindung 61 auch in
diesem Fall zu den aktivitatsrelevanten Peaks gehdrt. Weiterhin wurde ein Peakcluster
identifiziert, welches auf den Metaboliten 64 zurlickzufiihren ist. Die Korrelation war in
diesem Fall sehr auffallig, da sowohl die Isotopenpeaks des Molekilions als auch die
Fragmente und deren Isotopenpeaks als signifikant korrelierend identifiziert werden konnten.
Zur Bestatigung der biologischen Aktivitat wurden die Metaboliten 61 und 64 aus
H. latitabundus isoliert und auf die antibakterielle Wirkung gegen B. subitilis getestet. Anhand
Abb. 67 ist deutlich zu erkennen, dass auch in diesem Fall die Metaboliten isoliert wurden,

welche mittels AcorA bereits zurvor als aktivitatsrelevant identifiziert wurden.
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Abb. 66 Vergleich der LC-(-)ESI-MS Chromatogramme (LC-MS1) des Rohextraktes aus
H. latitabundus und der isolierten Verbindungen 60 (m/z 313) und 61 (m/z 311). Zuséatzlich sind an der
rechten Seite die jeweiligen Aktivitadten gegen B. subtilis bei einer Konzentration von 3 = 100 pg/mL

aufgefuhrt.

o hativer Extrakt (m/z 100 — 1000) 1041

100 229

E nativer Extrakt
1 (EIC mvz 311 & 341)

Relative Intensitat %

20] 177
7 261 273 1242 1407
1050 ’\m 422 622 762 |1.|_s. A2 1407

100 ik

Isolierter Metabolit (61)
(EIC mv/z 311)

3030
"

] 1.95 264 541  7.28 938 1036 1173 1413 16.58 17.75 20.30 2202 2406 2494 2833 3053 3165 3132
e L o o o e o . e o s o LA o e s

3303 3363
VPN =l

-

w40

="

‘GE‘J ] 1849

S aatp4s s 50e a6 g 10301436 1675 & 1eaz 2929 64 1
% 1 Isolierter Metabolit (64)

— 809

€ 1 (EICmz341)

Extrakt — H. poetarum

Biologische Aktivitat
[=95+-1%

Isolierter Metabolit m/z 311

Biologische Aktivitat
/=69 +/-3 %

Isolierter Metabolit m/z 341

— Biologische Aktivitat*
=76 +/-1%

T T T T
2 4 8 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

tz (Min)

Abb. 67 Vergleich der LC-(-)ESI-MS Chromatogramme (LC-MS1) des Rohextraktes aus H. poetarum
(getrocknet) und der isolierten Metaboliten 61 (m/z 311) und 64 (m/z 341). Die jeweiligen biologischen

Aktivitaten gegen B. subtilis sind bei einer Konzentration von 3 =

* 3 = 10 pg/mL, auf der rechten Seite aufgefihrt.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Pilzmaterial

Die direkt aus frischem Material tiefgefrorenen Pilzfruchtkorper wurden bis zur Verwendung
bei -20°C gelagert. Nachfolgend ist in den Tabelle 19 bis Tabelle 22 das, in dieser Arbeit

verwendete, Pilzmaterial aufgefihrt.

Tabelle 19 Ubersicht tiber das fur den Vergleich der biologischen Aktivitat, die Optimierung der
Extraktion, der automatisierten LC-MS" Methode sowie fir die Datenanalyse mittels XCMS

verwendete Pilzmaterial.

(Fr.) Fr. 1838

Spezies Fundort Datum | leg./det.| Kollektion

Neudorf, Harz 25.11.03 | Arnold 46/03

Hygrophorus pustulatus Neudorf/Harzgerode,
06.11.02 | Arnold 84/02

(Pers.) Fr. (1838) Harz

Neudorf, Harz 21.10.08 | Arnold 111/08

Girnitztal,
Hygrophorus erubescens 31.07.07 | Arnold 40/97

Regensburg
(Fr.) Fr. (1838) _

Reisberg, Ingolstadt | 30.08.05 | Arnold 34/05
Hygrophorus russula Karlstadt, Main 06.10.98 | Arnold 289/98
(Schaeff.) Kauffmann (1918) | Karlstadt, Main 20.10.05 | Arnold 69/05
Hygrophorus poetarum Karlstadt, Main 11.10.95 | Arnold 201/95
Heim (1948) Andechs, Bayern 20.10.04 | Arnold 62/04

) Girnitztal,

Hygrophorus pudorinus 19.10.95 | Arnold 262/95

Regensburg
(Fr.) Fr. (1836)

Regensburg 02.2007 | Arnold 88/08
Hygrophorus discoxanthus _

Karlstadt, Main 26.10.01 | Arnold 82/01
Rea (1908)
Hygrophorus olivaceoalbus

Neudorf, Harz 30.09.03 | Arnold 07/03
(Fr.) Fr. (1838)
Hygrophorus latitabundus _ Libken/

, Bad Bibra, Harz 13.11.02 87/02
Britzelm. (1899) Arnold
Hygrophorus agathosmus ,

Reisberg, Ingolstadt | 06.10.00 | Arnold 72/00
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Tabelle 20 Ubersicht {iber das,
Pilzmaterial.

bei dem ,Proof of concept mit nativen Extrakten, verwendete

Spezies Fundort Datum leg./det. Kollektion
Hygrophorus lucorum
Freyburg 30.10.07 Arnold 63/07
Kalchbr. (1874)
Uffenheim,
Hygrophorus chrysodon Naturwald
yJrophiortis enty H 26.09.94 Arnold 130/94
(Batsch.) Fr. (1838) Reservat
Wolfsee
Hygrophorus agathosmus Reisberg,
yarophioris &g ! 'S0eTY 06.10.00 Arnold 72100
(Fr.) Fr. 1838 Ingolstadt
Hygrophorus pustulatus Neudorf,
YOrophiortis pustiatt : 25.11.03 Amold | 46/03
(Pers.) Fr. (1838) Harz
Hygrophorus olivaceoalbus | Smaland
17.-24.09.07 | Arnold -
(Fr.) Fr. (1838) (Schweden)

Tabelle 21 Ubersicht iiber das, fur die Identifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten mittels AcorA,

verwendete Pilzmaterial.

Spezies Fundort Datum leg./det. Kollektion
Hygrophorus pustulatus Neudorf, _
07.11.03 Teichert 40/03
(Pers.) Fr. (1838) Harz
Hygrophorus discoideus Andechs,
29.10.04 Arnold 81/04
(Pers.) Fr. (1838) Bayern
Hygrophorus lucorom
Freyburg 10.11.02 Arnold 65/02
Kalchbr. (1874)
Hygrophorus poetarum Andechs,
_ 29.10.04 Arnold 88/04
Heim (1948) Bayern
Hygrophorus unicolor
- Freyburg 02.11.02 Arnold 61/02
Groger (1980)
Hygrophorus nemoreus
Freyburg 30.10.07 Arnold 53/07
(Pers.) Fr. 1838
Hygrophorus arbustivus
Freyburg 30.10.07 Huth 55/07
Fr. (1836)
Hygrophorus agathosmus Prigel,
yarop J J 17.10.05 Arnold 38/05
(Fr.) Fr. 1838 Burgkunstadt
Hygrophorus gliocyclus Bad Bibra,
yarop grocy 30.10.02 Arnold 50/02
Fr. (1861) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,
] 13.11.02 Arnold 87/02
Britzelm. (1899) Harz
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Tabelle 22 Ubersicht (ber das, fur die Isolierung der bioaktiven Verbindungen, verwendete
Pilzmaterial.

Spezies Fundort Datum leg./det. Kollektion

Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

, 25.10.02 Huth 38/02
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

, 25.10.02 Huth 39/02
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

_ 22.10.02 Huth 44/02
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

i 13.11.02 Arnold 87/02
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

: 08.11.03 Arnold 42/03
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

: 04.11.04 Arnold 97/04
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus Bad Bibra,

: 01.11.05 Arnold 78/05
Britzelm. (1899) Harz
Hygrophorus latitabundus

y.g P Freyburg 13.11.06 Arnold 85/06
Britzelm. (1899)
Hygrophorus latitabundus

y.g P Freyburg 11.10.07 Arnold 39/07
Britzelm. (1899)
Hygrophorus latitabundus

_ Freyburg 26.10.08 Arnold 114/08
Britzelm. (1899)
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5.2 Extraktion

Die Extraktion der zuvor aufgefuihrten Pilzfruchtkorper erfolgte entweder unter Verwendung
eines automatischen Extraktors (Fa. Dionex ASE 200 Accelerated Solvent Extraction) bei
getrocknetem Material, unter stetigem Schdtteln oder mittels Ultraschall (Abb. 68).

Fruchtkérper
Hilfsmittel Schuttler Ultraschall Extraktor
Extraktionsmethode A B C D1 D2 D3
E F
Nachbehandlung RP18 RP18 Diaion HP20 RP18
MeOH 1.H,0 1.H,0 MeOH
2.MeOH 2.MeOH

3. EtOAc

Abb. 68 Ubersicht tiber die verwendeten Extraktionsmethoden und die jeweiligen Nachbehandlungen.

5.2.1 Extraktionsoptimierung

5.2.1.1 Mittels Ultraschall

Die tiefgefrorenen Pilzfruchtkbrper wurden von Moosresten und anhaftenden
Blattern/Tannenadeln befreit und anschlieend unter Zuhilfenahme eines Mixers (Fa. Braun)
bzw. Ultraturrax (Fa. Jahnke und Kunkel) zerkleinert. Die Extraktionen erfolgten schlief3lich in
einem Ultraschallbad der Firma Sonorex mit einer Frequenz von 35 kHz und einer Leistung
von 320 W.

Verwendete Extraktionsmethoden fir die Optimierung der Extraktion, LC-MS Methode
und Datenanalyse
Fur die Optimierung der Extraktion, LC-MS Methode und Datenanalyse mittels XCMS

wurden die Fruchtkorper von Hygrophorus pustulatus (46/03) verwendet.
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Extraktionsmethode A

10 g tiefgefrorene Pilzfruchtkdrper wurden grob zerkleinert, mit 200 mL Petrolether versetzt
und 1 h unter Schitteln extrahiert. Anschlie3end wurde die Pilzsuspension filtriert und der
Pilzrickstand erneut mit 200 mL Petrolether versetzt. Nach einer Stunde wurde die
Pilzsuspension erneut filtriert und geman der eluotropen Reihe nach ansteigender Polaritat
in gleicher Vorgehensweise mit Ethylacetat, Aceton und Methanol (jeweils 2 x 200 mL)
extrahiert.

Die jeweiligen Filtrate wurden vereinigt und anschlieBend in vacuo bis zur Trockne

eingeengt.

Extraktionsmethode B

10 g tiefgefrorene Pilzfruchtkérper wurden mit 50 mL Methanol versetzt und fur 60 s im Mixer
(Fa. Braun) zerkleinert. AnschlieBend wurden weitere 150 mL Methanol hinzugeftigt und fir
30 min mittels Ultraschall extrahiert. Die unl6slichen Pilzriickstande wurden durch Filtration
von dem Extrakt abgetrennt. Nach der Trocknung in vacuo wurde der Extrakt in 10 mL
MeOH gelost. Ein Teil (ca. 50 %) des so erhaltenen Extraktes stand nun als MeOH-Extrakt
zur Verfigung (ca. 70 mg). Der restliche Extrakt wurde anschlieend in ca. 300 mL
EtOAc/H,0 5:1 (v/v) aufgenommen und 5 min lang gut durchmischt. Nach dieser Zeit wurde
die Phasentrennung Uber Nacht herbeigefuhrt. Zur vollstandigen H,O Entfernung aus der
Ethylacetat-Phase, wurde wasserfreies Na,SO, hinzugegeben und anschlieend durch
Filtration abgetrennt.

Die so erhaltenen MeOH-, EtOAc- bzw. H,O-Extrakte wurden bei 30°C mittels

Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt.

5.2.1.2 Mittels Extraktor

Die Extraktion von getrockneten und lyophilisierten Pilzfruchtkdrpern erfolgte unter
Verwendung eines automatischen Extraktors (Fa. Dionex). Die Pilzfruchtkdrper wurden zuvor
von Tannennadeln und Moosresten befreit und anschlieBend mittels Moérser und Pistill
zerkleinert. Das so vorbereitete Pilzmaterial wurde zu gleichen Teilen auf die
Extraktionszellen verteilt. Die Extraktion erfolgte anschlieRend unter der Vorgabe der in
Tabelle 23 aufgefihrten Einstellungen.

Fir die Optimierung der Extraktion wurden jeweils 1 g lyophilisierte Fruchtkérper von
Hygrophorus pustulatus (46/03) verwendet. Die Extraktion erfolgte unter Anwendung der
gleichen Methodeneinstellungen (Tabelle 23). Zusatzlich wurde eine Blindprobe mitfihrt,
welche durch Extraktion einer leeren Extraktionszelle erhalten werden konnte. Fir die
Optimierung der Extraktion und der Vorbereitung fur weitere Analysen wurden zuséatzlich

verschiedene Nachbehandlungen durchgefihrt (Tabelle 24).
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Tabelle 23 Methodeneinstellung fir die Extraktion
mittels Extraktor (jeweils 3 Zyklen).

Vorgang Einstellung
Vorheizen 2 min

Heizen 5 min

Statisch 10 min

Spulen 60 % vol
Entluften 30s

Druck 70 bar
Temperatur 40°C
Extraktionsmittel 1 80 % MeOH/H,O
Extraktionsmittel 2 100 % MeOH
Extraktionsmittel 3 100 % n-Hexan

Tabelle 24 Ubersicht tiber die Extraktionsmethoden und die jeweiligen Nachbehandlungen.

Extraktionsmethode Extraktionsmittel Nachbehandlung
C 80 % MeOH/H,0O RP18 Kartusche, 100 % MeOH
D1 100 % MeOH RP18 Kartusche, 100 % MeOH
1. 100 % n-Hexan
D2 RP18 Kartusche, 100 % MeOH
2. 100 % MeOH
D3 100 % n-Hexan RP18 Kartusche, 100 % MeOH
RP18 Kartusche
E 80 % MeOH/H,O 1. H,O
2. MeOH
Diaion HP20
1. H,O
2. MeOH
F 80 % MeOH/H,0O
3. EtOAc
AnschlieRend RP18 Kartusche und
MeOH fir jeden einzelnen Extrakt

Extraktionsmethode C

Der gewonnene Extrakt wurde fur die weiteren Analysen mittels Chromabond® RP18
Kartusche (500 mg/3 mL, Macherey-Nagel) und 100 % MeOH vorbereitet (Tabelle 24).

Extraktionsmethode D1, D2, D3

Die Vorbereitung fir

weitere Analysen erfolgte ebenfalls unter

Verwendung von

Chromabond® RP18 Kartusche (500 mg/3 mL, Macherey-Nagel) und Elution mit

100 % MeOH.
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Extraktionsmethode E

Der erhaltene Extrakt wurde in vacuo so weit eingeengt bis nur noch der wassrige Anteil
vorhanden war. AnschlieRend wurden 2 x 10 mL dest. H,O hinzugegeben und der Extrakt
unter Verwendung einer Chromabond® RP18 Kartusche (500 mg/3 mL, Macherey-Nagel) in

den wassrigen und methanolischen Anteil (Elution mit 5 x 3 mL MeOH) fraktioniert.

Extraktionsmethode F

Der erhaltene Extrakt wurde in vacuo bis zur Trockne eingeengt und anschlieend in 5 mL
H,O aufgenommen. Die Fraktionierung der Extraktsuspension erfolgte mit dest. H,O, MeOH
und EtOAc unter Verwendung von Diaion HP20 (Fa. Supelco).

Die erhaltenen Extrakte wurden in vacuo bis zur Trockne eingeengt und anschlieRend mittels
RP18 Kartuschen fiur die LC-MS Analyse (siehe hierzu Kapitel 5.7, Seite 121) vorbereitet.

5.2.2 Sonstige Extraktionsmethoden

Extraktionsmethoden fur den Vergleich der biologischen Aktivitat

Um den Einfluss des Extraktionsmittels bzw. den Zustand der Pilzfruchtkdrper auf die
biologische Aktivitdt zu analysieren, wurden die lyophilisierten Fruchtkérper mittels Morser
und Pistill zerkleinert und unter Verwendung des Extraktors mit n-Hexan und MeOH
extrahiert (Extraktionsmethode D2). Hierflr wurden pro Spezies jeweils 3 x 1 g extrahiert.
Die erhaltenen Extrakte wurden getrennt als biologische Replikate behandelt.

Zusatzlich wurden die tiefgefrorenen Pilzfruchtkdrper der gleichen Spezies in analoger Weise
jedoch mittels Ultraschall (P = 320 W, f = 35 kHz, Fa. Sonorex) extrahiert. Daflir wurden
jeweils 3 x 10 g Pilzmaterial unter Verwendung eines Mixers zerkleinert und anschliel3end
mit 10 mL n-Hexan versetzt. Die Extraktion erfolgte dann fir 10 min bei 40°C. Nach dieser
Zeit wurde die Pilzsuspension filtriert und erneut mit 10 mL n-Hexan versetzt. Dieser
Vorgang wurde insgesamt dreimal mit n-Hexan und anschlieRend dreimal mit 100 % MeOH
durchfuhrt. Die Filtrate wurden vereinigt und in vacuo bis zur Trockne eingeengt. Siehe

hierzu auch im Anhang Tabelle a - 1.

Extraktionsmethoden fiir das ,,Proof of concept” mit nativen Extrakten

Neben den oben aufgefiihrten Extraktionsmethoden A, C, D1 und D2 wurden die
Pilzfruchtkérper unter Verwendung einer Schere grob zerkleinert und anschlieRend mit
80 % MeOH/H,O oder 100 % MeOH unter stetigem Schutteln extrahiert. Das Lésungsmittel
wurde bei 30°C im Vakuumrotationsverdampfer entfernt. Siehe hierzu auch Tabelle a - 2 im

Anhang.
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Extraktionsmethoden flr die Identifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten

Fur die Identifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten in Rohextrakten wurde die
Extraktionsmethode D1 (lyophilisiertes und getrocknetes Pilzmaterial) verwendet. Sofern
getrocknetes Material eingesetzt wurde, erfolgte die Trocknung fur 32 Stunden bei 40°C im
Trockenschrank (Fa. Binder). AnschlieBend wurde die Extraktion von jeweils 2 g
Trockengewicht unter Verwendung von Extraktionsmethode D1, wobei jede Zelle zweifach
extrahiert wurde, durchgefuhrt. Zusatzlich wurden tiefgefrorene Pilzfruchtkdrper mittels
Ultraschall (P = 320 W, f = 35 kHz, Fa. Sonorex) extrahiert. Hierfir wurden jeweils ca. 60 g
tiefgefrorene Pilzfruchtkbper mit ca. 80 mL MeOH versetzt und mittels Ultraturrax (Fa.
Jahnke und Kunkel) zerkleinert. AnschlieBend wurden ca. 320 mL MeOH hinzugegeben und
die Pilzsuspension bei 40°C mittels Ultraschall fir 20 min extrahiert. Nach dieser Zeit wurden
ca. 200 mL des Extraktes entfernt und erneut 200 mL MeOH hinzugegeben. Dieser Vorgang
wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Zum Schluss wurde alles vereinigt und mittels
Filtration von dem Pilzriickstand getrennt. Die Trocknung erfolgte in vacuo bei 30°C. Siehe
hierzu auch Tabelle a - 3 im Anhang.

Extraktionsmethoden fir die Isolierung und Aufreinigung

Hierfir wurden sowohl lyophilisierte als auch tiefgefrorene Pilzfruchtkdrper von Hygrophorus
latitabundus verwendet. Die lyophilisierten Pilzfruchtkérper wurden mittels Morser und Pistill
zerkleinert und anschlieBend mit Hilfe des Extraktors (Extraktionsmethode D1, 100 %
MeOH) extrahiert. Ca. 30 g des getrockneten Pilzmaterials wurden dafir gleichmafig auf 16
Extraktionszellen verteilt und jede Zelle 3x extrahiert. Anschlie3end wurde alles vereinigt und
am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Fir die Isolierung wurde der MeOH-
I6sliche Teil des Extraktes verwendet (ca. 5,3 g). Fiur die Extraktion der tiefgefrorenen
Pilzfruchtkérper wurden ca. 1,5 kg eingesetzt. Die Fruchtkdrper wurden unter Zuhilfenahme
eines Mixers zerkleinert und anschlie3end zu gleichen Teilen auf mehrere Erlenmeyerkolben
verteilt. Anschlieend wurde jeweils 1 L EtOAc hinzu gegeben und die Pilzsuspension fur
30 min mittels Ultraschall extrahiert. Der Uberstand wurde anschlieRend filtriert und erneut
1 L EtOAc hinzugefiigt. Dieser Vorgang wurde pro Kolben insgesamt dreimal durchgefiihrt.
Zum Schluss wurden die Filtrate vereinigt und in vacuo bis zur Trockne eingeengt. Der so
erhaltene Extrakt wurde erneut in EtOAc aufgenommen und zu gleichen Teilen mit dest. H,O
versetzt. Das Zweiphasen-System wurde kréaftig durchmischt und anschlielRend die
Phasentrennung herbeigefiihrt. Nach der Phasentrennung wurde die wassrige Phase
abgetrennt und die EtOAc-Phase erneut 1:1 (v/v) mit dest. H,O versetzt. Dieser Vorgang
wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Zum Schluss wurde die EtOAc-Phase durch Zugabe
von wasserfreien Na,SO, getrocknet und anschlieRend filtriert. Das Losungsmittel wurde in

vacuo vollstandig entfernt. Es wurden ca. 5 g Rohextrakt gewonnen.

-109-



5. Experimenteller Teil

5.3 Biotest

Fir die Bestimmung der biologischen Aktivitat wurde ein Fluoreszenz-basierter,
antibakterieller Biotest entwickelt und etabliert. Die Durchfiihrung erfolgte dabei im
Mikrotiterplatten-Format unter (semi-)quantitativen Bedingungen. Als Testorganismus wurde
ein gentechnisch veranderter Stamm des gram-positiven Bakteriums Bacillus subtilis 168
(Pans-IYFP) verwendet, welcher von Prof. O. Kuipers (Universitat Groningen, Niederlande)
zur Verfiigung gestellt wurde.”® Der Testorganismus besitzt die Fahigkeit eine verbesserte
Variante des gelb-fluoreszierenden Proteins (IYFP) zu produzieren, wobei die Expression
des Fusionsproteins durch den Promotor abrB gesteuert wird. Da der Promotor nur wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase aktiv ist, wird nur in dieser Zeit das gelb-
fluoreszierende Protein produziert. Die Fluoreszenz ist somit direkt proportional zu der

Zellzahl und ermdglicht daher die Quantifizierung der Zellvitalitat.

5.3.1 Medium

Fur die Kultivierung des Testorganismus Bacillus subtilis 168 wurde ein komplexes
Nahrmedium (Trypton-Hefeextrakt TY) verwendet (Tabelle 25 und Tabelle 26). Zur Selektion
der Mutanten wurde zusétzlich Chloramphenicol dem Medium hinzugesetzt.

Alle verwendeten Instrumente und Nahrmedien wurden fir 20 min bei 121°C im Autoklaven
(Fa. H +P) sterilisiert. Die Antibiotika-LOsung wurde unter Zuhilfenahme eines Sterilfilters
(Fa. Nalgene), PorengrofRe 0,2 um sterilisiert und dem sterilen Nahrmedium gesondert
zugesetzt. Die Stammhaltung des Testorganismus auf festem Nahrmedium erfolgte fir 12 —
24 h bei 30°C und anschlieBend bei 4°C. Sofern feste Nahrmedien verwendet wurden,

wurden jeweils 1,5 % Agar Agar (Fa. Fluka) hinzugefugt.

Tabelle 25 Sporulationsmedium

Konzentration

Dehydrated nutrient broth 8 g/L
NaOH 0,5mM
MgSO, 1mM

KCI 1g/L
Ca(NOs), 1mM
MnCl, 0,01 mM
FeSO, 0,001 mM
Chloramphenicol 5 pg/mL

-110-



5. Experimenteller Teil

Tabelle 26 TY — Nahrmedium (Bacillus subtilis)

Anteil (%) | Menge fiir 900 mL
Trypton, (Fa. BD) 1 9g¢g
Hefeextrakt, (Fa. Serva) 0,5 45¢g
NacCl, (Fa. Roth) 1 99
Chloramphenicol 8 =1 g/L 5 pug/mL 4,5mL

5.3.2 Testsystem

Die Durchfuhrung des antibakteriellen Biotests erfolgte in schwarzen 96-Well
Mikrotiterplatten (Fa. BD™ Falcon). Um eine méglichst geringe Wélbung der
Flussigkeitsoberflache zu erzielen, wurden Mikrotiterplatten mit einem flachen Well-Boden
ausgewahlt. Das maximale Wellvolumen betrug dabei 340 pL. Als Inokulum wurde eine
24 h - Vorkultur verwendet, welche in sterilen 100 mL Erlenmeyerkolben angezogen wurde.
Dafur wurden ca. 50 mL TY-Medium mit einer Impfdse voll angeimpft. Die Inkubation erfolgte
anschliel3end fur 24 h bei 30°C als Standkultur. Nach dieser Zeit wurde die Bakterienzellzahl
der Vorkultur mittels Neubauer-Kammer (Durchschnittliche Anzahl Zellen pro Kleinstquadrat
X 4000 x 10° = Zellzahl/mL) bestimmt und auf die erforderliche Zellzahl von 1,6x10°
Zellen/mL in 10er Schritten mit TY-Medium verdinnt. Je Mikrotiterplatte wurden drei
Kontrollen K1 , K2 und K3 mitgeftihrt (jeweils sechs Replikate au3er bei K1). K1 dient dabei
als Kontrolle auf Eigenfluoreszenz der Extrakte. K2 ist die Wachstumskontrolle fir die
Bakteriensuspension und K3 ist die Wachstumskontrolle mit Ldsungsmittel
(Bezugskontrolle), welche 100 % Wachstum entspricht. Zusatzlich wurde Erythromycin
(c=10™ 10% und 10° pM in MeOH) als Referenzsubstanz verwendet. Die Proben wurden
jeweils in drei verschiedenen Konzentrationen (8 = 1; 10 und 100 pg/mL in MeOH) mit je drei
Replikaten getestet. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf die vorliegende

Konzentration in der Kavitat.

TY: 300 pL TY-Medium

K1: 270 pL TY-Medium + 30 pL Probe (hochste Konzentration)

K2: 270 pL TY-Medium + 30 pL Bakteriensuspension (Inokulum 1,6x10°
Zellen/mL)

K3: 240 pL TY-Medium + 30 pL MeOH + 30 pL Bakteriensuspension

(Inokulum 1,6x10° Zellen/mL)
Proben: 240 pL TY-Medium + 30 pL Probe (in 100 % MeOH) + 30 uL

Bakteriensuspension (Inokulum 1,6x10° Zellen/mL)
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Nach dem Beimpfen der Mikrotiterplatten mit dem Inokulum erfolgte sofort die Messung zum
Zeitpunkt t, mit einem Mikrotiterplattenreader GENios Pro (Fa. Tecan) bei einer
Anregungswellenlange von A, = 510 nm und einer Emissionswellenlange von Ae, = 535 nm
(Tabelle 27). Die Inkubation erfolgte anschlie3end fur 15 h bei 30°C als Standkultur. Nach
dieser Zeit wurde die Mikrotiterplatte erneut gemessen (Zeitpunkt t;s). Die Berechnung der
prozentualen Wachstumsinhibierung erfolgte nach der folgenden Formel bezogen auf K3.

% — Inhibierung = (1— x%"h"(;:z:[i[hs;;;])j +100
arith 15— 10

Tabelle 27 Ubersicht iiber die Messparameter.

Messparameter Einstellung
Emissionswellenlange Aem 510 nm (Bandbreite 10)
Exzitationswellenlange A 535 nm(Bandbreite 10)
Messmodus von oben

Verstarkung (manuell) 60

Anzahl der Blitze 10

Verzogerungszeit O ps

Integrationszeit 40 us

Spiegelauswahl (automatisch) | 50 %

Messungen pro Kavitat 3x3 quadratisch
Temperatur 27°C
Schiitteldauer (linear) 10s
Schuttelintensitat Niedrig

Setzzeit 1s

Einheit RFU

5.4 Entwicklung von Modifikationsmethoden

Fur die Entwicklung von verschiedenen Modifikationsmethoden wurde lyophilisiertes Material
von Hygrophorus pustulatus verwendet. Dafur wurden ca. 12 g mit 100 % MeOH (Methode
D1, 2x pro Zelle) extrahiert. Der so erhaltene Extrakt wurde auf die notwendige Anzahl
Extrakt-Aliqote zu jeweils 50 mg aufgeteilt. Fir die Entwicklung von geeigneten
Modifikationsverfahren, wurden die in Tabelle 28 aufgefiihrten Methoden mit jeweils zwei

Replikaten durchgefuhrt.

Modifikation durch Erhitzen

Der EinfluR von Hitze auf die Extrakte wurde mittels Erwarmen auf 100°C im Trockenschrank

(Fa. Heraeus) und auf 121°C im Dampfautoklav (Fa. H+P) getestet. Daflr wurden die
-112-



5. Experimenteller Teil

Extrakt-Aliquote sowohl in getrockneter Form der Modifikationsmethode unterzogen (Tabelle
28, F1-F6), als auch in Wasser gelost (Tabelle 28, F27 und F29). Beides erfolgte bei einer
Einwirkzeit von 10 min und 30 min.

Zusatzlich wurden die Extrakt-Aliquote in Methanol auf 68°C erhitzt. Dafur wurden diese in
40 mL MeOH gel6st und mit Hilfe eines Wasserbades (Twasserbad = 90°C) fur 15 min in MeOH
zum Sieden gebracht (Tabelle 28, F9 — F10, Tpoe = 65°C).

Tabelle 28 Ubersicht tiber die verwendeten Modifikationsmethoden.

Bezeichnung Losungsmittel Modifikationsmethode
F1&F2 Trocken Trockenschrank 100°C, 10 min
F3 & F4 Trocken Trockenschrank 100°C, 30 min
F5 & F6 Trocken Autoklav, 121°C, 20 min
F7 & F8 - Nativ
F9 & F10 40 mL MeOH In MeOH sieden (T = 68°C), 15 min

F11 & F12 20 mL CH,CI,/MeOH 1:1 (v/v) Ozonolyse, 30 min
SAX, Elution mit MeOH/H,0 1:1 (v/v)
F13 & F14 ca. 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v)
und MeOH
Diaion HP20, Elution mit H,O, MeOH
F15 & F16 ca. 9 mL A. dest
und EtOAc
F17 & F18 50 mL MeOH 500 mg Aktivkohle, 5 min
SCX, Elution mit MeOH/H,0 1:1 (v/v)
F19 & F20 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v)
und MeOH
XAD 7-HP, Elution mit H,O, MeOH und
F21 & F22 ca. 9 mL A. dest
EtOAC
F23 50 mL MeOH UV A =254 nm 60 min
F24 50 mL MeOH 5 mg Aktivkohle, 1 min
F25 50 mL MeOH 5 mg Aktivkohle, 10 min
F26 1,5 mL MeOH 6 mL 3 % H,0,-L6sung, 1 h
F27 50 mL A. dest Trockenschrank, 100°C 30 min
F28 50 mL MeOH 50 mg Aktivkohle, 5 min
F29 3 mL A. dest Autoklav, 121°C, 20 min

Die Analyse der modifizierten Extrakte erfolgte im Anschluf mittels LC-MS.

Modifikation durch UV-Bestrahlung
Fur die Modifikation durch UV-Licht der Wellenlange A = 254 nm wurden die Extrakt-Aliquote

(50 mg) in 50 mL MeOH gel6st und in einem unverschlossenem Becherglas fir 60 min von
oben mit einer Leistung von 8 W bestrahlt (Tabelle 28, F23).
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Modifikation durch Adsorption an Aktivkohle

Die Adsorption der enthaltenen Metaboliten erfolgte durch Zugabe unterschiedlicher Mengen
(5; 50; 500 mg) an Aktivkohle und variabler Zeitdauer (t = 1; 5; 10 min). Die Extrakt-Aliquote
(50 mg) wurden dafir in 50 mL MeOH gel6st und unter stetigem Ruhren an Aktivkohle (Fa.
Merck) adsorbiert (Tabelle 28, F17-F18, F24-F25 und F28). Nach dieser Zeit wurde die
Suspension zuerst durch einen Faltenfilter (Fa. Sartorius) und zusatzlich durch einen PTFE-

Spritzenfilter (Fa. Carl Roth GmbH) mit einer PorengréR3e von 0,45 um gereinigt.

Modifikation durch Oxidation mit H,O, und Ozonolyse

Die chemische Modifikation der Extrakt-Aliquote (50 mg) erfolgte durch die Oxidation mit
H,O, und durch Ozonolyse. Fir die Oxidation mit H,O, wurden die Extrakt-Aliquote in 1,5 mL
MeOH gel6st und mit 6 mL walriger 3 %iger H,O,-Ldsung versetzt und 60 min lang unter
gelegentlichem Umschwenken dem oxidativen Einfluss des H,O, ausgesetzt (Tabelle 28,
F26).

Fur die Modifikation durch Ozonolyse wurde der Extrakt in 20 mL CH,Cl,/MeOH 1:1 (v/v)
gelost. Die Einleitung von Oz erfolgte in den eisgekihlten Extrakt unter stetigem Ruhren.
Nach ca. 30 min wurde das O3 durch N, ausgetrieben und die Reaktion durch die Zugabe
von 100 pL DMS gestoppt (Tabelle 28, F11-F12).

Modifikation durch chromatographische Verfahren

Fur die Modifikation mittels verschiedener chromatographischer Methoden erfolgte zum
einen die Adsorption an polymere stationare Phasen und zum anderen die
lonenaustauschchromatographie mittels starken Anionen- und Kationenaustauscher.

Vor der Adsorption an die polymeren Phasen, Diaion HP20 (Fa. Supelco) und XAD 7-HP
(Fa. Supelco), wurden diese 15 min mit einem Uberschuss an MeOH aktiviert. Nach dieser
Zeit wurde das MeOH abdekantiert und das Adsorbermaterial mehrfach mit H,O gewaschen.
AnschlieRend wurde die Suspension in eine Kartusche (Varian Bond Elut Reservoir, Fa.
Varian) gefillt und mit destilliertem Wasser (A. dest) konditioniert. Die Extrakt-Aliquote
(50 mg) wurden ebenfalls in ca. 9 mL A. dest gelést und gleichméaRig auf die Kartusche
aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 3 S&ulenvolumen (SV) destillierten H,O, 5 SV MeOH
und zum Schlufd 4 SV EtOAc (Tabelle 28, F15-F16 und F21-F22).

Die Modifikation mittels Anionen- und Kationenaustauscher erfolgte in &hnlicher Weise. In
beiden Fallen wurden starke lonenaustauscher Materialien verwendet. Der starke
Kationenaustauscher (500 mg LiChrolut SCX-Na*-Form, Fa. Merck) bzw. der starke
Anionenaustauscher (400 mg Adsorbex® SAX-CI-Form? Fa. Merck) und der

Anionenaustauscher 1l (OHForm, Fa. Merck) wurden zu Beginn mit 2 SV MeOH

2 Gegenion ist vermutlich CI (alte Lagerbesténde)
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konditioniert und anschlieBend mit 3 SV MeOH/H,0 1:1 (v/v) equilibriert. Die Extrakt-Aliquote
wurden mit 2 mL MeOH versetzt und im Anschluss daran 2 mL A. dest hinzugefligt. Die
Elution erfolgte zu Beginn mit 4 SV MeOH/H,0O 1:1 (v/v) und 4 SV MeOH (Tabelle 28, F13-
F14, F19-F20).

Alle modifizierten Extrakt-Aliquote wurden vor der weiteren Analyse mittels LC-ESI-
lon trap-MS® unter Zuhilfenahme von Chromabond® SPE RP18 Kartuschen 3 mL/500 mg
(Fa. Macherey-Nagel) vorbereitet. Daftir wurden die Extrakte in 3 x 3 mL MeOH gelést und
auf die zuvor mit 5 SV konditionierte RP18 Kartusche aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 5
SV MeOH unter Vakuum (-20 In Hg) mit Hilfe einer Probenkammer (Fa. Macherey-Nagel).

5.5 Identifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten

Fur die Methodenentwicklung zur Identifizierung aktivitatsrelevanter Metaboliten wurden die

folgenden Experimente durchgefihrt.

5.5.1 ,,Proof of concept” mit artifiziellen Extrakten

Zu Beginn wurden funf kunstliche Extrakte (AE) bestehend aus 15 -19 biologisch inaktive
Reinsubstanzen mit ,bekannter Konzentration hergestellt. Die Auswahl der Reinsubstanzen
erfolgte zufallig aus einem Pool von insgesamt 23 Einzelsubstanzen (Anhang, Tabelle a - 5).
Die Zusammensetzung der kinstlichen Extrakte sowie die jeweilige Konzentration der
enthaltenen Verbindungen wurde zufallig generiert (Tabelle 29).
Fur die Herstellung der kinstlichen Extrakte wurden jeweils 50 pyL der in Tabelle 29
aufgefuihrten Ausgangslésungen verwendet. Sofern ,0 generiert wurde, wurden 50 L
MeOH dem kiinstlichen Extrakt zugesetzt. So dass das Gesamtvolumen bei allen finf AE"s
1100 pL betrug. Aufgrund dessen erfolgte eine Verdinnung (Faktor 1:22) aller Substanzen.
Zu den so erhaltenen kunstlichen Extrakten wurden verschiedene Mischungen und
Konzentrationen der Antibiotika Amoxicillin, Erythromycin und Rifampicin (Endkonzentration
¢ = 10; 0,1; 0,0001; O upM) hinzugefigt. Die Zusammensetzung der 16 Antibiotika
Mischungen und die Kombination mit den verschiedenen AE’s erfolgte ebenfalls nach dem
Zufallsprinzip (Tabelle 30). Von den hergestellten Extrakten wurden jeweils 350 pL Aliquote
mit 50 pL der angegebenen Antibiotika-Losung versetzt. Eine ,Konzentration von 0 uM
wurde entsprechend durch 50 pL MeOH ersetzt.
Die so erhaltenen antibiotisch aktiven Extrakte wurden anschlieend 1:10 und 1:100 mit
MeOH verdinnt und auf ihre antibakterielle Aktivitdt gegen Bacillus subtilis getestet. Parallel
dazu erfolgte die Messung mittels ,data dependent® (DDIT) LC-ESI-lon trap-MS?® bei positiver
lonisierung (Kapitel 5.7.1, Seite 122). Die Extrakte wurden dabei in zufélliger Reihenfolge mit
jeweils drei Replikaten gemessen.
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Die Datenanalyse sowie die Korrelationsanalyse wurden entsprechend den in Kapitel 5.6,
Seite 120, aufgefuihrten Angaben durchgefuhrt. Fur die Korrelationsanalyse wurden die
biologischen Aktivitaten bei einer 1:10 Verdiinnung der Extrakte verwendet.

Tabelle 29 Zusammensetzung der kiinstlichen Extrakte (AE) 1 bis 5. Die angegebene Konzentration
bezieht sich auf die Ausgangsldsung der jeweiligen Substanz. Sofern ,,0“ angegeben ist wurde MeOH
hinzugefigt.

Stammldésung ¢ (mM) in MeOH
Substanz
AE1l AE2 AE3 AE4 AES5
Prolin 0,01 0,01 1 0,1 0,01
Fumarsaure 0,01 1 0 0,01 1
Nicotinséaure 0,01 0,01 0,01 0 0
Tyramin 0 0,01 0 0,1 0,1
Anthranilsaure 1 1 0,01 0,01 0,01
Norharman 0,1 0,01 0,1 0 1
Indolessigsaure 1 1 1 0 1
4-Methoxyzimtsaure 0,01 1 1 0 0,1
Mannose 0 1 0 1 0,01
Mannitol 0,01 0 0 1 0
Ferulasaure 0,01 0,1 0,01 0,01 0,01
Tryptophan 0,1 0,01 0 0 0,01
Palmitinséaure 0 1 1 0,1 0,01
Adenosin 0,1 0,01 0,01 0,1 0,01
Emodin 0,1 0 0,1 0,1 0
Codein 0,01 0,01 0,1 1 1
Dimethoxy-chalepensin 0 1 0,01 0,1 0,01
Swientenocoumarin F 0,01 0,1 0 0,1 1
Salazinsaure 0,01 1 1 0,1 0,01
Tomatidin 0 0 1 0,1 0
Betulinsaure 0,1 0,1 1 0,1 0,01
Solanin 1 1 1 0,1 1
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Tabelle 30 Ubersicht (iber die verwendeten Antibiotika-Mischungen, sowie deren Kombination mit den
AE’s und die ermittelte Bioaktivitat bei 8 = 10 pg/mL im Well.

Antibiotika Stammldsung ¢ (uM) in MeOH o o
Misch Kombination | Inhibierung
ischung ]

N Amoxicillin | Erythromycin | Rifampicin | mit AE Nr. (%)

r.

1 107 107 100 4 59,1 +/- 2,4
2 100 1 100 5 64,2 +/- 3,4
3 0 10° 0 5 21,8 +/- 2,0
4 107 10 100 5 62,5 +/- 2,4
5 107 0 1 3 13,0 +/- 12,6
6 100 107 107 2 10,2 +/- 4,7
7 107 0 3 33,5+/-11,4
8 0 107 5 19,6 +/- 16,8
9 1 10 10 1 65,8 +/- 1,5
10 100 0 10 2 11,2 +/- 14,5
11 0 10° 0 4 -11,3+/-2,2
12 100 10 10 2 6,4 +/- 5,8
13 1 1 107 3 44,0 +/- 14,3
14 100 1 1 1 13,4 +/- 0,9
15 1 10 100 1 62,4 +/- 1,3
16 0 0 100 3 60,9 +/- 0,8

5.5.2 ,,Proof of concept” mit nativen Extrakten

Variationssimulation mittels zugesetzter Antibiotika

Zur Steigerung der Komplexitat der Matrix wurde das oben dargestellte ,Proof of concept”
Experiment in gleicher Weise mit nativen Extrakten (E) durchgefuhrt. Dafir wurden
biologisch schwach aktive Extrakte aus funf verschiedenen Hygrophorus-Arten verwendet
(Tabelle 31 und Tabelle a - 2).

Tabelle 31 Ubersicht iiber die verwendeten Spezies
und die Extrakt Nummer.

Spezies Extrakt Nr.

Hygrophorus lucorum 1

Hygrophorus chrysodon

Hygrophorus agathosmus

Hygrophorus pustulatus

gl b~ W N

Hygrophorus olivaceoalbus
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Vor der weiteren Verwendung der Extrakte erfolgte die Vorbereitung mittels SPE
Chromabond® RP18 Kartuschen (siehe hierzu Kapitel 5.7, Seite 121) und MeOH als
Elutionsmittel. Von den Extrakten wurde anschlieend eine 8 = 18 mg/mL Stammldsung in
MeOH angesetzt. Die Variation der biologischen Aktivitat wurde mittels zugesetzter
Antibiotika simuliert. Die Zugabe der Antibiotika-Mischungen und die Kombination mit den
nativen Extrakten erfolgte in gleicher Weise wie in Tabelle 30 dargestellt. Es wurde jedoch
die geringste Konzentration der Antibiotika durch eine zehnfach hohere ersetzt
(Endkonzentration ¢ = 10; 0,1; 0,01 uM). Von den Extrakten E1 — E5 wurden jeweils 850 pL
Aliquote mit je 50 pL der angegebenen Antibiotika-Losung bzw. 50 pL MeOH versetzt. So
dass ein Gesamtvolumen von 1000 pL erhalten werden konnte. Die Endkonzentration der
mit Antibiotika versetzen Extrakte betrug somit 8 = 15,3 mg/mL.

Fur die Ermittlung der biologischen Aktivitat wurden die Extrakte ebenfalls 1:10 und 1:100 in
MeOH verdunnt und auf ihre antibakterielle Wirkung getestet. Die DDIT-LC-(+)ESI-lon trap-

MS?® Messung und die Datenanalyse erfolgten in gleicher Weise wie zuvor beschrieben.

Variationssimulation mittels verschiedener Modifikationsmethoden

Fir die Variationssimulation mittels verschiedener Modifikationsmethoden wurde
lyophilisiertes Material von Hygrophorus chrysodon verwendet. Fur das folgende Experiment
wurden ca. 2,26 g Rohextrakt eingesetzt. Der Extrakt wurde in 226 mL MeOH gel6st, so
dass eine B = 10 mg/mL Stammldsung zur Verfigung stand. Die unldslichen Teile wurden
verworfen. Zur Simulation einer nativen Bioaktivitat wurden die Antibiotika Erythroymcin und
Rifampicin hinzugeftigt, so dass jeweils 10 uM in der Extraktldsung enthalten waren. Der so
erhaltene bioaktive Extrakt wurde zu 50 mg Aliquoten den in Tabelle 32 aufgefiihrten
Modifikationsmethoden unterzogen (siehe auch Kapitel 5.4., Seite 112). AnschlieBend
erfolgte die Analyse mittels DDIT LC-(+)ESI-lon trap-MS® und die Bestimmung der
biologischen Aktivitat (siehe Kapitel 5.3 Seite 110). Fir die Korrelationsanalyse wurden die

Bioaktivitaten der 1:15 Verdiinnungen herangezogen.
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Tabelle 32 Ubersicht iiber die verwendeten Modifikationsmethoden zur Erzeugung der Variation eines
Hygrophorus chrysodon MeOH-Extrakt.

Bezeichnung Lésungsmittel Modifikationsmethode
F1 MeOH Nativ ohne Antibiotika
F2 50 mL A.dest Autoklav, 121°C, 20 min
F3 50 mL A. dest Trockenschrank, 100°C 30 min
Ea 6 mL A. dest XAD 7-HP, Elution mit H,O, MeOH
und MeOH/EtOACc 1:1 (v/v)
F5 50 mL MeOH In MeOH sieden (T = 68°C), 15 min
F6 6 mL A. dest Diaion HP20, Elution mit H,O, MeOH
und MeOH/EtOAc 1:1 (viv)
F7 MeOH Nativ mit Antibiotika
F8 50 mL MeOH 5 mg Aktivkohle, 5 min
Fo 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v) SCX, Elution mit MeOH/H,0O 1:1 (v/v)
und MeOH
F10 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v) SAX, Elution mit MeOH/H,0 1:1 (v/v)
und MeOH
F11 50 mL MeOH 50 mg Aktivkohle, 5 min
F12 50 mL MeOH 500 mg Aktivkohle, 5 min

Die Analyse der modifizierten Extrakte erfolgte im Anschluf3 mittels LC-MS.

5.5.3 AcorA mit biologisch aktiven Extrakten

Methanol Extrakt aus Hygrophorus latitabundus

Fur die Identifizierung der aktivitatsrelevanten Metaboliten wurden ca. 7 g lyophilisiertes
Material von Hygrophorus latitabundus mittels Extraktionsmethode D1 (100 % MeOH)
extrahiert. Nach der Extraktion standen ca. 1,8 g Rohextrakt zur Verfiigung. Der so erhaltene
Rohextrakt wurde zu 50 mg Aliquoten verschiedenen Modifikationsmethoden unterzogen
(Tabelle 33). Die Durchfuihrung erfolgte in in gleicher Art und Weise wie in Kapitel 5.4, Seite
112 beschrieben. Im Anschluss daran wurden die modifizierten Extrakt-Aliquote mittels
Chromabond® RP18 Kartuschen vorbereitet. Von den Extrakten wurde jeweils eine
B =10 mg/mL Lésung in MeOH hergestellt. Fir die DDIT-LC-ESI-lon trap-MS® Analyse
wurden die Extrakte 1:3 mit MeOH verdinnt und anschlielRend bei positiver und negativer
lonisierung gemessen. Parallel dazu erfolgte die Bestimmung der biologischen Aktivitat. Fir
die Korrelationsanalyse wurden ebenfalls die Aktivitats-Ergebnisse der 1:10 Verdinnungen

verwendet.
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Tabelle 33 Ubersicht tiber die angewendeten Modifikationsmethoden bezogen auf 50 mg Extrakt.

Bezeichnung Lésungsmittel Modifikationsmethode
F1 50 mL MeOH Trockenschrank, 150°C 30 min,
(Textrake = 100°C)

F2 50 mL MeOH In MeOH sieden (T = 68°C), 15 min
F3 4 mL MeOH/H,0 1:1 (viv) SCX, MeOH

F4 4 mL MeOH/H,0 1:1 (viv) SAX, MeOH

F5 50 mL MeOH 5 mg Aktivkohle, 5 min

F6 50 mL MeOH 50 mg Aktivkohle, 5 min

F7 50 mL MeOH 500 mg Aktivkohle, 5 min

F8 6 mL A. dest Diaion HP20, MeOH

F9 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v) SAX, MeOH/H,0 1:1 (v/v)

F10 6 mL A. dest XAD 7-HP, MeOH

F11 6 mL A. dest Diaion HP20, H,O

F12 80 % MeOH Extraktion mit 80 % MeOH
F13 6 mL A. dest Diaion HP20, MeOH/EtOAc 1:1 (v/v)
F14 50 mL A. dest Autoklav, 121°C, 20 min
F15* 6 mL A. dest XAD 7-HP, MeOH/EtOAC 1:1 (v/v)
F16 4 mL MeOH/H,0 1:1 (v/v) SCX, MeOH/H,0 1:1 (v/v)
F17 MeOH Nativ

F18 6 mL A. dest XAD 7-HP, Elution mit H,O

*von diesem modifizierten Extrakt-Aliquot wurden keine ausreichenden Mengen fir die LC-ESI-
lon trap—MS3 Analyse und Bestimmung der Aktivitat erhalten.

Methanol Extrakte aus verschiedenen Hygrophorus-Spezies

Fur die Identifizierung der biologisch aktiven Verbindungen wurden Methanol-Extrakte aus
verschiedenen Hygrophorus spp. verwendet (Anhang, Tabelle a - 3). Daflr wurde von jeder
Spezies sowohl tiefgefrorenes Pilzmaterial als auch getrocknetes verwendet. Die
hergestellten Extrakte wurden mittels DDIT LC-ESI-lon trap-MS® bei positiver und negativer
lonisierung als Triplikate in zufalliger Reihenfolge gemessen. Dafur wurde zuvor eine
B =10 mg/mL Stammldsung in MeOH Hergestellt und diese 1:3 verdinnt. Neben der MS-
Analyse erfolgte ebenfalls die Bestimmung der biologischen Aktivitdt. Im Anschlul3 daran

wurde die Aktivitats-Korrelations-Analyse durchgefihrt.

5.6 Datenanalyse

Fur die Datenanalyse wurde die Software R Version 2.5.1 (The R Foundation for Statistical
Computing) verwendet. Zuvor erfolgte die Transformation der Rohdaten in mzXML Format.
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5.6.1 Peakpicking und Alignment

Fir das Peakpicking und Alignment wurde XCMS verwendet. ™" Als optimierte Parameter fiir
das Peakpicking wurden die folgenden Einstellungen gewahlt: fwhm = 30, step = 0,2, snr =5,
mz-diff = 0,3. Im Anschluss an das Peakpicking erfolgte eine Gruppierung der technischen
Replikate. Fur das sich daran anschlieRende iterative Alignment wurden die folgenden
Einstellungen vorgenommen: minfrac = 0,67, mzwid = 0,3, bw = 50 — 30. Sofern eine
Retentionszeitkorrektur durchgefiuihrt wurde, wurde minfrac = 1 gesetzt. Fur alle anderen
Anwendungen war minfrac = 0,67. Das vollstandige Skript zur Durchfihrung des Peakpicking
und Alignments ist im Anhang aufgeflhrt. Als Ergebnis wird eine alignierte Datenmatrix
ausgegebenen, in welcher jeder Peak neben dem m/z-Verhdltnis und der Retentionszeit tg

eine zugehdrige Intensitat in den jeweiligen Messungen enthalt (Tabelle 34).

Tabelle 34 Beispiel einer Datenmatrix nach der Datenverarbeitung mittels XCMS.

Intensitat Intensitat Intensitat
ID | m/z| m/zZpin | M/Zmax | tr | trmin | tRmax
Messung 1 | Messung 2

5.6.2 Korrelationsanalyse

Far die Aktivitats-Korrelations-Analyse (AcorA) wurde der Spearman
Rangkorrelationskoeffizient (a = 5 %) verwendet. Zur zweiseitigen Bestimmung der

Signifikanzschwelle wurde ein Permutationstest (n = 1000) durchgefihrt.

5.7 Massenspektrometrie

Alle Proben wurden vor der LC-MS-Analyse mittels Chromabond® RP18-Kartuschen
vorbereitet.

Die Konditionierung der Chromabond® RP18-Kartuschen erfolgte mit 3 — 5 Saulenvolumina
MeOH. AnschlieRend wurden die Extrakte in 3 mL MeOH geldst und mit Hilfe der RP18-
Kartusche gereinigt. Dieser Vorgang wurde je nach Extraktimenge ca. 3 — 5 Mal wiederholt.
Die Elution erfolgte ebenfalls mit 3 — 5 Saulenvolumina MeOH. Der MeOH-unlésliche Teil
wurde nicht weiter verwendet. Die so vorbereiteten Extrakte wurden erneut bei 30°C in vacuo
bis zur Trockne eingeengt. Vor der LC-MS Analyse wurden diese erneut in MeOH geldst und

anschliel3end bei 13 000 rpm fir 5 — 10 min zentrifugiert.
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5.7.1 LC-ESl-lon trap-MS"

Fir die Analyse der Extrakte stand die lonenfalle LCQ Deca XP MAX (Fa. Thermo Finnigan)
zur Verfugung. Die Messung der Proben erfolgte bei positiver als auch bei negativer
lonisierung in getrennten Messungen. Die lonisierung wurde mittels Elektrospray lonisation
(ESI) bei einer Kapillarenspannung von 4 — 5 kV und einer Kapillarentemperatur von 275°C
erzeugt. Als Schutzgas wurde Stickstoff (Flussrate 35 — 40 arb. units) verwendet. Zusatzlich
ist das MS-System direkt an eine Surveyor Plus mirco-HPLC Anlage (Fa. Thermo Finnigan)
gekoppelt. Nach der Injektion der Proben mittels Surveyor-Autosampler (Fa. Thermo
Finnigan) (Injektionsvolumen 2 uL), wurden die Metaboliten anschlieBend an einer RP18
Saule (150 x 1 mm, 5 um, Hypersil GOLD, Fa. Thermo Scientific) getrennt. Die Detektion der
Metaboliten erfolgte im Anschluss an die Trennung mittels eines Photodiodenarray-Detektors
(Fa. Thermo Finnigan) in einem Wellenlangenbereich von A=200 — 800 nm. Der
Photodiodenarray-Detektor und das MS-System sind in Reihe geschaltet. Als mobile Phase
kamen MeCN (HPLC-grade, Fa. Baker) und H,O (Umkehrosmoseanlage, Fa. Millipore) zum
Einsatz, welche jeweils 0,2 % CH;COOH (HPLC-grade, Fa. Baker) enthielten.

Gradientensystem

LC-MS 1: A =H,0 + 0,2 % CH3;COOH, B = MeCN + 0,2 % CH;COOH:
Start 20 % B, linear in 30 min: 100 % B, 10 min konstant bei 100 % B, Ende
20 % B, tges = 45 min, 70 uL/min

LC-MS 2: A =H,0 + 0,2 % CH3;COOH, B = MeCN + 0,2 % CH3;COOH:
Start 20 % B, linear in 40 min: 100 % B, 15 min konstant bei 100 % B, Ende
20 % B, tges = 60 min, 70 yL/min

Data dependent MS?®

Fur die automatisierte Analyse der komplexen Mischungen und fur die Fragmentierung der
enthaltenen Metaboliten, wurde eine ,data dependent* LC-MS® Methode (DDIT — data
dependent ion tree) entwickelt. Dabei wurden die Proben in einem Massenbereich m/z 100 —
1000 Da analysiert. Sofern die detektierten Metaboliten eine Intensitat von 10° a.i.
Uberschritten, wurde diese automatisch in einem simultanen MS/MS-Experiment
fragmentiert. Dabei wurde pro Scan immer der intensivste Peak ausgewahlt. Nach finf
Scans in Folge wurde der nachst-intensivere Peak fragmentiert. Weiterhin erfolgte ebenfalls
automatisch die Fragmentierung der entstandenen Tochterionen in einem simultanen MS?-
Experiment. Die daftr erforderliche Mindestintensitat betrug 5000 a.i.. Die Isolierung der zu
fragmentierenden lonen (MS? und MS®) erfolgte in einem Massenbereich von m/z 80 —

1000 Da mit einer Isolierungsweite von +/- 2 Da. Die kollisionsinduzierte Dissoziation wurde
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bei einer normalisierten Kollisionsenergie (NCE) von 35 % herbeigeflihrt. Die Aktivierung der
isolierten lonen erfolgte fir 30 ms bei einer Aktivierungsstarke von 0,250 (-).

Die LC-MS Analyse grof3er Serien erfolgte in zufélliger Reihenfolge, wobei jeweils drei
technische Replikate gemessen wurden. Zusatzlich wurde zwischen zwei Proben-
Messungen immer MeOH injiziert um das LC-MS System zu ,waschen® und die Sdule erneut
zu equilibieren. Zu Beginn einer solchen Messserie wurde die erste Probe mind. 2 — 3 Mal
gemessen um maoglichst stabile und reproduzierbare LC-MS Bedingungen zu gewabhrleisten.
Die erhaltenen Daten wurden nicht fir die Datenanalyse verwendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit der Software Xcalibur 2.0 (Fa. Thermo Scientific).

5.7.2 LC-ESI-QqQ-MS?

Fur weiterfuhrende bzw. vergleichende Analysen des Fragmentierungsverhaltens wurde als
zusatzliches LC-MS System ein MAT TSQ Quantum Ultra AM (Fa. Finnigan) Quadrupol-
Massenanalysator verwendet. Die Proben wurden mittels ,hot* ESI (HESI), bei einer
Kapillarentemperatur von 270°C, Kapillarenspannung von 3,5 kV und einer
Zerstaubertemperatur von 50°C (Schutzgas Stickstoff) ionisiert. Als StoRgas wurde Argon
verwendet, welches bei einer Stof3energie von 15 — 35 eV die Dissoziation der ionisierten
Molekile induzierte. Dieses MS-System ist ebenfalls an eine Surveyor Plus micro-HPLC
Anlage (Fa. Thermo Electron) gekoppelt. Die Trennung, der mittels Autosampler
(Injektionsvolumen 2 pL) injizierten Proben, erfolgte an einer RP18 Saule (150 x 1 mm, 5 pum,
Hypersil GOLD, Fa. Thermo Scientific). Die getrennten Metaboliten wurden ebenfalls mittels
eines Photodiodenarray-Detektors (Fa. Thermo Electron) in einem Wellenlangenbereich von
A =200 — 600 nm detektiert. Als mobile Phase wurde hier ebenfalls ein Gemisch aus MeCN
(HPLC-grade, Fa. Baker) und H,O (Umkehrosmoseanlage, Fa. Millipore) + jeweils 0,2 %
CH3COOH (HPLC-grade, Fa. Baker) verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der
Software Xcalibur Version 1.4 (Fa. Thermo Scientific).
Gradientensysteme
LC-MS 3: A =H,0 + 0,2 % CH;COOH, B = MeCN + 0,2 % CH;COOH:
Start 20 % B, 30 min: 100 % B, 10 min konstant bei 100 % B, Ende 20 % B,
tges = 45 min, 70 pL/min
LC-MS 4: A =H,0 + 0,2 % CH3;COOH, B = MeCN + 0,2 % CH;COOH:
Start 15 % B, linear in 15 min: 95 % B, 15/20/30 min konstant bei 95 % B,
Ende 15 % B, tges = 30/35/45 min, 50 - 70 pL/min
LC-MS 5: A =H,0 + 0,2 % CH;COOH, B = MeCN + 0,2 % CH;COOH:
Start 40 % B, linear in 40 min: 100 % B, 15/20/30 min konstant bei 100 % B,
Ende 15 % B, tges = 55/60/70 min, 70 yuL/min
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5.7.3 UPLC-ESI-Q-TOF-MS

Fir die hochaufldssenden MS? Massenspektren wurde ein micrOTOF-Q Il (Fa. Bruker)
verwendet, welches an eine UPLC Acquity™ (Fa. Waters) Anlage gekoppelt ist. Als mobile
Phase wurden Acetonitril + 0,1 % HCOOH und Wasser + 0,1 % HCOOH verwendet. Die
Trennung der Metaboliten erfolgte an der UPLC HSS T3 Saule (100 x 1 mm, 1,8 um, Fa.
Waters) bei einer Flie3geschwindigkeit von 150 pL/min Die lonisierung erfolgte dabei mittels
ESI bei einer Kapillarenspannung von 4 kV. N, wurde zusatzlich als Zerstaubergas mit einem
Druck von 1,4 bar eingesetzt. Als Trockengas wurde ebenfalls N, einer Flussrate von 6 L/min
und einer Temperatur von 190°C in die lonenquelle eingeleitet. Fir die MS/MS Analysen
erfolgte die kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) der lonen bei einer Energie von 10 —
30 eV mit Hilfe von Stickstoff als Stol3gas. Die Kalibrierung des Instrumentes erfolgte mit
einer Lithiumformiat Ldsung. Die Analyse der Daten sowie die Berechnung der

Summenformeln erfolgte mit der Software Data Analysis Version 4.0.

UPLC-MS: A =H,0O + 0,1 % HCOOH, B = MeCN + 0,1 % HCOOH:
Start 5 % B, 1 min konstant bei 5 % B, linear in 16 min 95 % B, 2 min konstant

bei 95 % B, Ende 5 % B, tges = 20 min, 150 yL/min, Injektionsvolumen 2 L

5.7.4 ESI-FTICR-MS

Die Bestimmung der exakten Massen erfolgte mit einem hochauflésenden Fourier
Transformation lonenzyklotronresonanz (FTICR) Massenspektrometer Bruker Apex Il 70e
(Fa. Bruker Daltonics). Das verwendete FTICR-MS Gerét ist dabei mit einer Infinity™ Zelle
und einem 7.0 Tesla Magneten ausgestattet. Die Injektion der Proben erfolgte mittels
Direkteinlal? unter Verwendung einer Spritzenpumpe (FlieRgeschwindigkeit 120 uL/h). Die
lonisierung wurde ebenfalls mittels einer APOLLO-Electrospray lonenquelle (,off-axis“ Spray,
Fa. Agilent) bei einer Kapillarenspannung von 4,2 kV erzeugt (Capillary Exit 100 V,
Skimmer 1: 15 V und Skimmer 2: 6 bzw. 10 V). Zusatzlich wurde Stickstoff als Zerstaubergas
mit einer Temperatur von 150°C eingeleitet. Die Auswertung der erhaltenen Massenspektren
(512 Datenpunkte) und die Berechnung der Summenformeln erfolgte im Anschluss an die

Messung mit der XMass — Software Version 6.1.2 (Fa. Bruker Daltonics).

5.7.5 ESI-MS

Die ESI-Massenspektren wurden mit einem APl - 150EX (Fa. Applied Biosystems)
aufgenommen, welches mit einer ,Turbo lon Spray“-lonenquelle ausgestattet ist. Die
Injektion der Proben (10 pL) erfolgte dabei mittels Direkteinlaf3 und einem kontinuierlichem
Flu eines MeOH/H,O Gemisches 6:4 (v/v) (FlieRgeschwindigkeit 400 yL/min).
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5.7.6 GC-MS

Die GC-MS Analysen wurden mit einem Voyager (Fa. ThermoQuest Finningan) und einem
GCB8000/MD-800 (Fa. Fisons Intsruments) durchgefihrt. Die lonisierung erfolgte dabei
jeweils mit einer Elektronenstofl3 lonisationsquelle (El) bei einer Temperatur von 200°C und
einer StolRenergie von 70 eV.

Die Auftrennung erfolgte dabei an einer DB-5MS Saule (30 m x 0,25 mm, Schichtdicke 0,25
pm, Fa. J&W). Die zuvor derivatisierten Proben wurden bei einer Injektor Temperatur von
250°C splitlos injiziert (1 pL). Als Tragergas kam Helium bei einem konstanten Fluss von
1 mL/min bzw. 0,8 mL/min zum Einsatz. Die Starttemperatur lag bei 60°C und ist nach 1
bzw. 3 min linear mit einer Rate von 10°/min bis auf 300°C bzw. 290°C angestiegen, welche
fur mindestens 5 min gehalten wurde. Die Interface Temperatur betrug 300°C.

Als Derivatisierungsreaktionen wurde sowohl Methylierung mit Diazomethan bzw.
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) als auch Trimethylsilylierung mit MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid) und Umsetzung mit Methylborsdure bzw. Methoxylamin-

Hydrochlorid durchgefihrt.

5.8 Derivatisierungen

Methylierung mit Diazomethan

Fur die Herstellung von Diazomethan wurde 40 % KOH mit Diethylether Uiberschichtet. Dabei
wurde eine Temparatur von 5°C nicht Uberschritten. AnschlieRend erfolgte die Zugabe
einiger Spatelspitzen Nitrosomethylharnstoff. Die Mischung wurde im Eisbad bis zur
Gelbfarbung des Ethers geschwenkt. Fur die Methylierung der Proben wurden diese mit der
etherischen Diazomethanldsung versetzt und Uber Nacht reagieren lassen.

Anschlieend erfolgte die Analyse mittels GC-MS.

Methylierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH)

Fur die Derivatisierung von empfindlichen Substanzen wurde eine Methylierung mit TMSH
durchgefuhrt. Dafir wurden die Proben in Methanol gel6st und mit einigen Tropfen des
TMSH Reagenz versetzt. Die Reaktion erfolgte unter gelegentlichem Umschwenken fir ca.
2 h bei Raumtemperatur. Anschlie@end wurde das Losungsmittel- bzw. Reaktionsmittel-
gemisch mit einem N,-Strom verdampft.®® Fir die Analyse mittels GC-MS wurden die

Proben erneut in Methanol aufgenommen.
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Trimethylsilylierung

Fur die Trimethylsilylierung wurden die Proben in Dichlormethan gelést, mit N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (MSTFA) versetzt und anschlieBend fur 30 min auf 70°C bzw.
37°C bei empfindlichen Substanzen erhitzt. AnschlieBend erfolgte die Analyse mittels
GC-MS.

Methylboronierung

Fur die Erzeugung eines Methylboronats zur Differenzierung von benachbarten cis- oder
trans-standigen OH — Gruppen wurde eine gesattigte Losung von Methylborsaure in Pyridin
hergestellt. Nach Hinzufiigen zu den in CH,ClI, gelésten Proben, wurden diese fur 30 min auf
70°C erhitzt. Im Anschluss daran erfolgte die Analyse mittels GC-MS.

Methoxylamin

Zum Nachweis von Ketogruppen wurde als Derivatisierungsreagenz Methoxylamin-
Hydrochlorid eingesetzt.®® Fiir die Reaktion wurden 40 pL einer frisch hergestellten Lésung
einer Konzentration von 8 = 20 mg/mL in Pyridin zu den getrockneten Proben hinzugefiigt
und anschliefend fur 2 h bei 37°C inkubiert. Im Anschlu daran wurden die Proben
getrocknet und mit 50 uL MSTFA versetzt und erneut fir 30 min bei 37°C inkubiert. Vor der

GC-MS Analyse wurden die Proben erneut getrocknet und in Dichlormethan aufgenommen.

Acetylierung

Fur die Acetylierung der Hydroxylgruppen wurden die Proben in Pyridin gelost und mit
einigen Tropfen Acetanhydrid versetzt. Als Katalysator wurde 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte tber Nacht bei Raumtemperatur. Sofern die
acetylierten Substanzen mittels LC-MS analysiert wurden, wurden diese zuvor Uber eine
RP18-Kartusche gereinigt.

Fir die Analyse mittels GC-MS wurde eine zusatzliche Methylierung oder

Trimethylsilylierung durchgefihrt.

Deuterierung

Fiar die Markierung mit Deuterium wurden die getrockneten Proben mit einigen Millilitern
CD;OD versetzt und uber Nacht bei Raumtemparatur stehen gelassen. AnschlieRend
erfolgte die Analyse mittels LC-MS und FTICR-MS.
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5.9 Isolierung und Aufreinigung

Far  die Isolierung und  Aufreinigung  von Metaboliten kamen  sowohl
saulenchromatographische Normaldruck- als auch Mitteldruck- bzw. hochleistungs-

Flissigkeits-chromatographische Techniken zum Einsatz.

5.9.1 Dinnschichtchromatographie (DC)

Fur die dunnschichtchromatographische Analyse wurden Aluminiumfolien verwendet, die mit
Kieselgel 60 F254 (Fa. Merck) und RP18-modifizierten Kieselgel F254 (Fa. Merck)
beschichtet waren. Die Detektion der Banden erfolgte bei A = 254 nm und A = 366 nm und
durch Bespriihen mit Vanillin-Schwefelsaure Reagenz. Als zusatzliche Detektionstechnik und
zum Nachweis von Hygrophoronen wurden die entwickelten DC-Folien mit 40 % KOH
betraufelt oder im heiRen Luftstrom 10 — 15 min erhitzt. ©®

DC-Systeme
1. RP18, MeCN/Ac,0 59/41 (viv)
. RP18, MeCN/Ac,0 59/41 (vIv) + 5 % H,0
. RP18, MeCN/Ac,0 59/41 (vIv) + 25 % H,0
. RP18, 100 % MeCN
. RP18, MeCN/H,0 75/25 (viv)
. SiOH, CHCIy/MeOH 95:5 (v/v)
. SIOH, CHCIs/MeOH 9:1 (v/v)
. SIOH, CHCIs/MeOH 12:1 (v/v)

00 N O O b~ WN

Vanillin — H,SO, (Alkohole, Steroide, Phenole) 1,2 g Vanillin, 210 mL MeOH, 25 mL
Eisessig, 10 mL 98 % H,SO, in vorgegebener Reihenfolge vorsichtig und

unter Kuhlung zusetzen.

5.9.2 Saulenchromatographie (SC)

Die saulenchromatographische Trennung erfolgte an zylindrischen Glasséulen. Als
stationdre Phase wurde Kieselgel 40 — 63 um (Fa. Merck), Sephadex LH20 (Fa. Pharmacia)

und Diaion HP20 (Fa. Supelco) verwendet.

SC1: Diaion HP20 410 g (Saule: 28 x 4 cm), Elution mit A: 1,5 -2 L H,0; B: 1,5 —
2 L MeOH; C: 3 L MeOH/EtOAc 1:1 (viv); D: 2 L EtOAc

SC2: Sephadex LH20 (Saule: 57 x 1,2 cm) MeOH, 8 — 10 Tropfen/Minute,
Fraktionsgrof3e 6 mL
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SC3: Sephadex LH20 (Sé&ule: 90 x 1,5 cm), MeOH, 13 Tropfen/Minute,
FraktionsgrofRe 4 - 5 mL

SC4: Kieselgel 11 g (Saule: 30 x 1,2 cm), Elution mit CHCI;/MeOH Gemische, A:
1L CHCIy/MeOH 9:1 (v/v) Fraktionsgrof3e 10 mL, 500 mL CHCIy/MeOH 4:1
(v/v), 500 mL CHCIy/MeOH 1:1 (v/v)

SC3:. Sephadex LH20 (Saule: 86 x 1,5 cm), MeOH, 13 - 16 Tropfen/Minute,
FraktionsgrofRe 6 mL

5.9.3 Mitteldruck-Flussigkeitschromatographie (MPLC)

Fur die Auftrennung der Extrakte bzw. Fraktionen wurde die Mitteldruck-
Flissigkeitschromatographie mit einer Isolera (Fa. Biotage) MPLC-Anlage durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte dabei bei A = 235 nm und A = 275 nm. Als stationare Phase kamen sowohl
RediSep® RP18 Kartuschen als auch SNAP Kieselgel Kartuschen zum Einsatz. Als mobile

Phase wurden destillierte bzw. HPLC-grade Lésungsmittel verwendet.

MPLC 1: RediSep® RP18 43 g, A = H,0, B = MeCN
Equilibrierung 25 % B 3 Saulenvolumina (SV) bei 40 mL/min, Start: 25 % B
1SV,25-50%B1SV,50% B2SV,50-75%B2SV,75%B2SV, 75
— 100 % 4 SV, 100 % B 5 SV, FlieRgeschwindigkeit 10 mL/min,
FraktionsgrofRe 5 mL

MPLC 2: RediSep® RP18 13 g, A = H,0, B = MeCN/Ac,0 59/41 (v/v)
Equlilibrierung 25 % B 5 SV, 15 mL/min, Start 25 % B 1 SV, 25-50% B 1
SV,50% B2SV,50-60%B 1SV, 60%3SV,60-95%3SV,95%B3
SV, 95-100% B 1 SV, 100 % B 7,5 SV, FlieBgeschwindigkeit 10 mL/min,
Fraktionsgrof3e 8 mL

MPLC 3: SNAP SiOH 10 g, A = CHCI;, B = MeOH
Start2% B1SV,2-16% B10SV,16 % B2SV,16-75% 1SV, 75%B
3 SV, FlieRgeschwindigkeit 10 mL/min, Fraktionsgrof3e 8 mL

MPLC 4: RediSep® RP18 13 g, A = H,0, B = MeCN/Ac,0 59/41 (v/v)
Equilibrierung 20 % B 3 SV FlieRgeschwindigkeit 15 mL/min, Start 20 % B
1SV,20-60%B2SV,60%B1SV,60-75%B5SV,75%B4SV,75
— 100 % B 6 SV, 100 % B 10 SV, FlieRgeschwindigkeit 10 mL/min,

Fraktionsgrof3e 7 mL
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5.9.4 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC-chromatographische Trennung der Extrakte und Fraktionen wurden mit einem
Varian ProStar® 218 System und einem PrepStar® Photodiodenarraydetektor durchgefuhrt.
Die Probenvorbereitung erfolgte mittels Chromabond® RP18 Kartuschen (Fa. Macherey-
Nagel) und destilliertem MeOH. Als mobile Phase kamen Gemische aus Acetonitril (Fa.
Merck) bzw. MeOH (Fa. Rotisolv) und bidestilliertem Wasser (Umkehrosmoseanlage, Fa.
Millipore) zum Einsatz. Alle verwendeten Losungsmittel waren HPLC-grade. Fur die HPLC
Analysen wurden die folgenden stationdren Phasen und Gradientensysteme verwendet.
Sofern fraktioniert wurde, wurden unter analytischen Bedingungen die Fraktionen alle 10 s
per Hand in dem interessierenden Bereich aufgefangen. Unter praparativen Bedingungen
wurden die Fraktionen mittels eines automatischen Fraktionssammlers (Fa. Varina) alle 24 s

Uber die gesamte Zeit gesammelt.

Stationare Phasen:

Saule 1: YMC-Pack ODS-AQ, 250 x 4,0 mm, 3 um, Fa. YMC Europe GmbH
Saule 2:  YMC-Pack ODS-A, 250 x 4,6 mm, 3 um, Fa. YMC Europe GmbH
Saule 3: YMC-Pack ODS-A, 150 x 4,6 mm, 5 um, Fa. YMC Europe GmbH
Saule 4:  Nucleosil RP18, 150 x 4,6 mm, 5 um, Fa. Macherey-Nagel

Saule 5: YMC-Pack ODS 250 x 20 mm, 5 um, Fa. YMC Europe GmbH

Gradientensysteme:

1. A=H,O, B=MeCN: Start 20 % B, 30 min: 100 % B, 10 min konstant bei 100 %
B, Ende 20 % B, tges = 45 min, 1 mL/min, 20 uL

2. A=H,0, B=MeOH: Start 60 % B, 15 min: 100% B, 25 min konstant bei 100 %
B, Ende 60 % B, tges = 45 min, Analytisch 1 mL/min, 20 L
Praparativ 20 mL/min, 300 — 500 pL

3. A=H,0, B =MeCN: Start 6 0% B, 15 min: 100 % B, 5 min konstant bei 100 %
B, Ende 60 % B, tges = 25 min, Analytisch 1 mL/min, 20 uL
Préparativ 20 mL/min, 300 — 500 pL

4. A=H,0,B=MeCN: Start 20 % B, 45 min: 100 % B, 10 min konstant bei 100 %
B, Ende 20 % B, tges = 60 min, 0,7 mL/min, 10 - 15 uL

5. A= H,0, B=MeCN: Start 20 % B, 50 min: 100% B, 10 min konstant bei 100 %
B, Ende 20 % B, tges = 65 min, 0,7 mL, 10 - 15 pL
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5.9.5 Isolierung aktivitatsrelevanter Metaboliten

Metabolit m/z 311

Fir die Isolierung des Metaboliten m/z 311 (61) wurde aus ca. 1,5 kg frisch tiefgefrorenen
Fruchtkdrpern von Hygrophorus latitabundus ein EtOAC-Extrakt (m = 5 g) hergestellt (siehe
hierzu auch Kapitel 5.2.2, Seite 108). Nach der anschlieRenden Flussig-Flissig-Extraktion
(EtOAc und H,0) wurde die EtOAc-Phase mittels Festphasenextraktion (Chromabond®
RP18 Kartuschen 500 mg/3 mL, MeOH) fiur die weitere Reinigung mittels MPLC (MPLC1.:
RP18, MeCN/H,O) vorbereitet. Die so erhaltenen Fraktionen 67 — 74 wurden vereinigt
(m =100 mg) und erneut unter Verwendung der MPLC (MPLC2: RP18, MeCN/Ac,0 59/41
(v/v) und H,0) fraktioniert. AnschlieRend erfolgte die Feinreinigung der Fraktion 59 (m = 6,7
mg) mittels HPLC (S&ule 2, Gradient 5). Dazu wurde die Trennung unter analytischen
Bedingungen durchgefiihrt, da so eine Trennung der vier Isomere erreicht wurde (Tabelle
35). Zusatzlich konnte das trans-4-O-Acetyl-Hygrophoron D12 (28) isoliert und strukturell

charakterisiert werden (tz = 55,62 min, m = 450 pg). ¥ ©°

Tabelle 35 Ubersicht Gber die Menge (ug) und Retentionszeit (min) der
isolierten Isomere des Metaboliten m/z 311.

Isomer m/z 311 | tg (min) (Saule 2, Gradient 5) m (ug)
Peak 2 38,17 450
Peak 3 38,40 450

Peak 4 (61) 38,93 300
Peak 5 39,76 400

Metabolit m/z 341

Fur die Isolierung des Metaboliten m/z 341 (64) erfolgte die Extraktion des Pilzmaterials,
sowie die anschlieRende Flissig-Flissig- und Festphasenextraktion in gleicher Weise wie
zuvor fur m/z 311 (61) beschrieben. Durch die anschlielende chromatographische
Reinigung mittels MPLC unter Verwendung von RP18 Material und einem MeCN/H,O
Gradienten (MPLC1) enthielt die Fraktion 58 ca. m = 3,5 mg des Metaboliten m/z 341 (64).
Zusatzlich konnten so durch Vereinigung der Fraktionen 38 — 41 ca. m= 80 mg der

Verbindung Verbindung 62 isoliert werden.

Metabolit m/z 313

Fur die Isolierung des Metaboliten m/z 313 (60) wurden 30 g lyophilisierte Fruchtkdrper von
Hygrophorus latitabundus mittels Extraktionsmethode D1 (Dionex Extraktor, 100 % MeOH)
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extrahiert. Der so erhaltene Rohextrakt (m =5 g) wurde anschlieRend unter Verwendung von
Diaion HP20 (SC1) und H,O (A), MeOH (B), MeOH/EtOAc 1:1 (v/v) (C) und EtOAc als
mobile Phase fraktioniert. Die MeOH/EtOAc 1:1 (v/v) Fraktion (m = 1,4 g) wurde im
Anschluss daran mittels Festphasenextraktion (Chromabond® RP 18 Kartuschen
500 mg/3 mL, MeOH) fur die weitere Reinigung vorbereitet (m = 1,38 g). Eine weitere
Fraktionierung konnte mittels praparativer HPLC (Sé&ule 5, Gradient 2) erreicht werden. Die
Fraktionierung erfolgte dabei nach Zeit (alle 24 s, 8 mL Fraktionsgrof3e). Durch Vereinigung
der Fraktionen 40 — 49 (tg= 16 - 19 min) und konnten 254 mg erhalten werden, welche
anschlie3end erneut mittels praparativer HPLC (Saule 5, Gradient 2) fraktioniert wurden.
Durch Vereinigung der Fraktionen 37 — 51 (tg = 14 — 15 min) konnten 143 mg erhalten
werden. Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels GrélRenauschlusschromatographie an
Sephadex LH20 (SC3). Die Fraktionen 27 und 28 wurden vereinigt (m= 70 mg) und
anschlieRend unter Verwendung der MPLC (MPLC 4: RP18, MeCN/Ac,0 59/41 (v/v) und
H,O) gereinigt. Durch Vereinigung der Fraktionen 19 — 22 (m = 5,8 mg) konnte eine stark
angereicherte Fraktion des Metaboliten m/z 313 erhalten werden. Die letzte Feinreinigung
erfolgte schlieBlich mittels HPLC (Séaule 1, Gradient 4). Die Fraktionierung erfolgte unter
analytischen Bedingungen, da es sich auch in diesem Fall um mehrere Isomere
Verbindungen handelte (Tabelle 36).

Tabelle 36 Ubersicht tiber die Menge (ug) und Retentionszeit (min) der
isolierten Isomere des Metaboliten m/z 313.

Isomer m/z 313 | tr (min) (Saule 1, Gradient 4) m (ug)

Peak 1 (60) 38,22 300
Peak 2/3 38,68 1200
Peak 4 38,89 200

Alternativ konnten die Metaboliten m/z 311 und m/z 313 aufgereinigt werden indem nach
der SC1 an Diaion HP20 und der ersten préaparativen HPLC Trennung (S&ule 5, Gradient 2)
die Fraktionen 64 — 100 vereinigt wurden (m = 130 mg) und anschlieend mittels HPLC unter
analytischen Bedingungen (Saule 4, Gradient 3 MeCN/H,O) eine weitere Reinigung
vorgenommen wurde. Dadurch konnten drei Fraktionen (F1 = 0 — 6 min, F2 = 6 — 9 min,
F3 =9 — 20 min) gewonnen werden. Die Fraktion 3 (m = 61 mg) wurde anschlielend mittels
Sephadex LH20 (SC2) nach GroRe aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte eine weitere
Renigung der Fraktion 5 (m = 30 mg) nach Polaritat an Kieselgel (SC4, CHCI;/MeOH). Im
Anschluss daran wurde die letzte Feinreinigung der vereinigten Fraktionen 5 - 6 (m = 2 mg)
mittels analytischer HPLC (S&ule 4, Gradient 1) durchgefuhrt. Es konnten so angereicherte
Fraktionen der Metaboliten m/z 311 und m/z 313 erhalten werden (Tabelle 37).
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Tabelle 37 Ubersicht iiber die aufgereinigten Fraktionen (tzx und Menge) der
Metaboliten m/z 311 und m/z 313.

Fraktion tr (Min) (Saule 4, Gradient 1) | m (mgQ)
1 (m/z 295) 19,15 - 19,56 1
2 (m/z 311) 19,56 — 20,56 1
3 (m/z 297) 21,47 - 22,16 0,5
4 (m/z 313) 22,16 — 23,38 0,9

5.10 NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR- und. die 2D-NMR Spektren (COSY, HSQC, HMBC, ROESY, TOCSY, NOESY)
wurden mit einem Varian NMRS 600 bei 599,831 MHz (Fa. Varian) aufgenommen. Die
chemischen Verschiebungen & sind in ppm bezogen auf den internen Standard TMS
(6=0,000 ppm) angegeben bzw. auf den internen Sekundarstandard CD3;OD
(**C & = 49,0 ppm).

5.11 Gerate und Chemikalien

Chemikalien

Alle verwendeten Ldsungsmittel waren destilliert. Die verwendeten Chemikalien wurden von

den Firmen Fluka, Sigma Aldrich und Roth bezogen.

Gerate

- Vakuumrotationsverdampfer Rel11 (Fa. Buichi)
- Fraktionssammler Retriever Il (Fa. ISCO)

- Varioklav® 75 S (Fa. H+ P)

- UV-Tisch (Fa. Camac)

- Brutschrank (Fa. Binder)

- Trockenschrank (Fa. Heraeus)

- Mikroskop BX 41 (Fa. Olympus)

- Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1 (Fa. Zeiss)
- Laminarbox KS 12 (Fa. Kendro)

- Eppizentrifuge Biofuge pico (Fa. Heraeus)

- Ultraschallbad Super RK510-H (Fa. Sonorex)

- IR-Dancer 360 (Fa. Hettich)

- Vortexer Genie2 (Fa. Scientific Industries)

- Gefriertrocknungsanlage (Fa. Dieter Piatkowski Forschungsgeréate)
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6. Charakterisierung

Metabolit m/z 313 (60)

O Isoliert aus H. latitabundus
OH
tr = 24,63 min (LC-MS1)
11 8
HO" 7 o R = 0,23 (DC 3)
8,11-Dihydroxyoctadec-9-enoic acid C1gH3z404 A = 235 nm
60

Biologische Aktivitat  prozentuale Wachstumsinhibierung von B. subtilis
| =71 +/-8 % (B =100 pg/mL)

(-)>-ESI-FTICR-MS  gem. m/z 313,2380, ber. 313,2384 CigH3350,

UPLC-QTOF-MS?  tg =756 s (UPLC-MS1)

()ESI-CID: 30 eV m/z 313,2355 (3) CigH304 [M-H], 295,2285 (12)
CigH2:05 [M-HJ, 251,2342 (6) CyHz O [M-H-H,0-CO,], 183,1022
(100) CioH1s05 [M-H- CgH1gO], 165,1280 (10) CuHO°  [M-H-
C/H1603], 155,1427 (22) CioH190" [M-H-CgH1,05], 139,1117 (18)
CoH150" [M-H-CoHigO3], 137,0957 (8) CoH130 [M-H-CoH200s],
127,1117 (6) CgHisO™ [M-H-C1oH1505], 111,0794 (8) C;H»,O [M-H-
C11H24O3]_

LC-lon trap-MS?? (-)ESI: CID 35 % NCE
MS? 313: m/z 313 (<3) [M-H], 295 (100) [M-H-H,O], 277 (60),
269 (<3)
MS® 313-295: m/z 295 (100), 277 (60), 251 (30), 183 (10), 171 (5),
165 (15), 155 (30), 139 (5), 137 (5), 127 (5), 111 (12).
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Metabolit m/z 311 (61)

Isoliert aus H. latitabundus

OH o
P = 12 11 /W\/\/\)J\OH .
L ta = 22,72 min (LC-MS1)
11,12-Dihydroxyoctadeca-9,13-diensaure C;gH3z,0, Ri=0,23 (DC 3)
61

Amax = 235 nm

Biologische Aktivitat  prozentuale Wachstumsinhibierung von B. subtilis
| =69 +/- 3% (B8 =100 pg/mL)

(-)-ESI-FTICR-MS gem. m/z 311,2227, ber. 311,2228 C;gH3,0,4

UPLC-QTOF-MS? gz =617 s (UPLC-MS1)

(QESI-CID: 25 eV m/z 311,2203 (22) CigHz:0.4 [M-H], 293,2103 (30)
CigH2005 [M-H-H,0]’, 275,1969 (8) CigH2,0, [M-H-2H,0], 265,2184
(8) C17H250, [M-H-H,O-COJ, 249,2199 (8) C17H20" [M-H-H,0-CO,J,
211,1325 (100) C1,H1905 [M-H-CsH1,0], 199,1323 (27) Ci1H1005 [M-
H-C;H.,0], 197,1184 (57) CuiH:1:05 [M-H-C;H.,O, 181,1237 (6)
CuH170; [M-H-C;H1,0,], 169,1231 (6) CioH170, [M-H-CgH140.],
113,0960 (7) C;H130 [M-H-C1,H;604]

LC-lon trap-MS?? (-)ESI: CID 35 % NCE
MS? 311: m/z 311 (<3) [M-H]’, 293 (100) [M-H-H,OJ
MS® 311-293: m/z 293 (100), 275 (18), 249 (55), 179 (<3), 177 (10),
155 (8), 113 (35).
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Metaboliten m/z 295 (62 & 63)

0]

OH

(E . ,
Ho)l\/\/\/\/gk)/’é/\/\/ Isoliert aus H. latitabundus

(10E,122)-9-Hydroxyoctadeca-10,12-diensdure C;gH3,04 tr = 21,71 min (LC-MS1)
62
R = 0,24 (DC 3)
(0] OH
E), (E
HO 9 G Amax = 235 nm

(10E,12E)-9-Hydroxyoctadeca-10,12-diensdure C,gH3,03

Biologische Aktivitat

(-)-ESI-FTICR-MS

'H-NMR

LC-lon trap-MS*®

63

prozentuale Wachstumsinhibierung von B. subtilis
62: 1 =47 +/- 11 % (B = 100 pg/mL)
62 + 63: 1 =85 +/- 4 % (B8 = 100 pg/mL)

gem. m/z 295,2280, ber. 295,2279 C18H3104-

(600 MHz, CD;0D) & 'H ppm:

62: 4,010 m H-9, 5,609 (15,2/6,8) dd H-10, 6,489 (15,2/11,2) dd H-11,
5,970 (11,2/11,1) dd H-12, 5,405 (10,7/7,9) dt H-13, 2,300 m H-14.
63: 4,050 m H-9, 5,516 (15,2/7,0) dt H-10, 6,137 (15,2/10,6) dd H-11,
6,019 (15,1/10,6) dd H-12, 5,664 (15,1/7,0) dt H-13, 2,10 m H-14.

(-)ESI: CID 35 % NCE
MS? 295: m/z 295 (<100) [M-HJ, 277 (75) [M-H-H,O[, 251 (5) [M-H-
CO,J, 195 (60), 183 (5), 171 (55), 157 (3), 125 (5), 113 (3).

MS® 295-171: m/z 171 (100), 127 (90).
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6. Charakterisierung

Metabolit m/z 341 (64)

0 0 _ _
Isoliert aus H. latitabundus
C12Hzs tz = 27,64 min (LC-MS1)
OH

MeG “OH R+ = 0,15 (DC 2), starke
Violettfarbung mit Vanillin-H,SO4

3-OMe-HygrOph0r0n D12 C19H3405 Spruhreagenz

64
Amax = 235 nm

Biologische Aktivitat  prozentuale Wachstumsinhibierung von B. subtilis
=76 +/-1% (8=10 pug/mL)

(-)ESI-FTICR-MS gem. m/z 341,2337, ber. 341,2333 C;9H3305

LC-lon trap-MS*® (-)ESI: CID 30 % NCE
MS? 341: m/z 341 (<1) [M-H], 323 (4) [M-H-H,OJ, 309 (5) [M-H-
CH3OHTJ, 297 (7) [M-H-CO,]’, 265 (100) [M-H-CO,-CH;OH]
MS® 341-265: m/z 265 (100), 247 (<1) [M-H-H,OJ, 237 (10) [M-H-
CO,]
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Extraktion und Pilzmaterial

Tabelle a - 1 Verwendete Hygrophorus-Spezies und Extraktionsmethoden fur den Vergleich der

biologischen Aktivitat.

Extraktions-

Extraktions-

Spezies Kollektion | Zustand _
methode mittel
I 1. n-Hexan
40/97 lyophilisiert | D2
2. MeOH
Hygrophorus erubescens
. 1. n-Hexan
34/05 tiefgefroren | Ultraschall
2. MeOH
- 1. n-Hexan
289/98 lyophilisiert | D2
2. MeOH
Hygrophorus russula
) 1. n-Hexan
69/05 tiefgefroren | Ultraschall
2. MeOH
. 1. n-Hexan
201/95 lyophilisiert | D2
2. MeOH
Hygrophorus poetarum
) 1. n-Hexan
62/04 tiefgefroren | Ultraschall
2. MeOH
o 1. n-Hexan
262/95 lyophilisiert | D2
_ 2. MeOH
Hygrophorus pudorinus
i 1. n-Hexan
88/08 tiefgefroren | Ultraschall
2. MeOH

Tabelle a - 2 Verwendete Hygrophorus-Spezies und Extraktionsmethoden fur das ,Proof of concept*

mit nativen Extrakten.

Extraktions-

Extraktions-

Spezies Kollektion | Zustand _
methode mittel
, Stetiges
Hygrophorus lucorum 63/07 tiefgefroren . 80 % MeOH
Schitteln
130/94 lyophilisiert | C* 80 % MeOH
Hygrophorus chrysodon ——
130/94 lyophilisiert | D1** 100 % MeOH
Hygrophorus agathosmus 72/00 tiefgefroren | A EtOAC
Hygrophorus pustulatus 46/03 lyophilisiert | D2 100 % MeOH
_ In MeOH Stetiges
Hygrophorus olivaceoalbus - _ . 100 % MeOH
eingelegt Schiitteln

* wurde flr das ,Proof of concept” Experiment in Kapitel 4.4.3.1 eingesetzt

** hezieht sich auf das Experiment in Kapitel 4.4.3.2
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Tabelle a - 3 Verwendete Hygrophorus-Spezies und Extraktionsmethoden fir die Identifizierung
aktivitatsrelevanter Metaboliten.

_ _ Extraktions- | Extraktions-
Spezies Kollektion | Zustand _
methode mittel
40/03 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus pustulatus bei 40°C
40/03 D1 100 % MeOH
getrocknet
81/04 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus discoideus bei 40°C
81/04 D1 100 % MeOH
getrocknet
65/02 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus lucorom bei 40°C
65/02 D1 100 % MeOH
getrocknet
88/04 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus poetarum bei 40°C
88/04 D1 100 % MeOH
getrocknet
61/02 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus unicolor bei 40°C
61/02 D1 100 % MeOH
getrocknet
53/07 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus nemoreus bei 40°C
53/07 D1 100 % MeOH
getrocknet
55/07 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus arbustivus bei 40°C
55/07 D1 100 % MeOH
getrocknet
38/05 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus agathosmus bei 40°C
38/05 D1 100 % MeOH
getrocknet
50/02 tiefgefroren | Ultraschall 100 % MeOH
Hygrophorus gliocyclus bei 40°C
yarop goey 50/02 D1 100 % MeOH
getrocknet
Hygrophorus latitabundus 87/02 lyophilisiert | D1 100 % MeOH

Tabelle a - 4 Faktorermittlung zur Normierung Frisch- auf Trockengewicht von H. pustulatus (111/08).

Menge (g) tiefgefr. Menge (g) lyohil. Faktor
10,28 1,36 7,56
10,85 1,53 7,09
10,13 1,26 8,04
10,36 1,53 6,77
10,17 1,10 9,25
10,32 1,33 7,76
@ 10,35 +/- 0,24 @ 1,35 +/- 0,15 @ 7,74 +/- 0,79
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Zusammensetzung der artifiziellen Extrakten

Tabelle a - 5 Ubersicht uiber die fiir das ,Proof of concept Experiment mit artifiziellen Extrakten
verwendeten Reinsubstanzen, deren Molare Masse und Strukturformel.

M
Name Strukturformel
(g/mol)

H
N
Prolin 115,13 Q..

O

P

OH

Fumarsaure 116,07

Nicotinsaure 123,11

(@]
HO)‘\/\’(
(0]
H,N
Tyramin 137,08 _\—wa
Anthranilsaure 137,14 @_{

N
Norharman 168,19 @g\_/
OH
Indolessigséaure 175,06 Qﬂ

H

H,CO 0
4-Methoxyzimtsaure 178,18 \

OH
OH

OH
/
(@]
\_;
NH,
o
OH
N
H
\ 5
N

HO H HO

Mannose 180,16 O:>_§_2

O
HO
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Fortsetzung Tabellea-5

HO OH HO
Mannitol 182,17 />_§_2
HO
HO OH
HO OH
Ferulasaure 194,18 \
H3CO (0]
(e}
OH
Tryptophan 204,09
\ NH,
N
H
(o] OH
Palmitinsaure 256,42 W
N STon
| o—
Adenosin 267,24 HzN MU
OH
\—/
HO
OH (@] OH
Emodin 270,24
OH
(@]
H3CO
Codein 299,36 Q
HO"
Dimethoxychalepensin 314,11
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Fortsetzung Tabellea-5

Swientenocoumarin F 318,11
e
CH; O
(@] OH
Salazinsaure 388,04 HO o OH
CHO
HO™ >y 0
WOH
H
Tomatidin 415,65
Betulinsaure 456,71
Solanin 868,06

-147-




a. Anhang
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Antibiotika
g
Erythromycin 733,92
Rifampicin 822,94
Amoxicillin 365,40
Datenanalyse
XCMS-Skript

Starten von XCMS und laden der Bibliotheken

> library(xcms)

> library(esi)

Pfadangabe fiir Eingabe und Ausgabe Daten

> setwd('Pfadangabe fiir Rohdaten")

> outfilebase <- 'Pfadangabe fiir Ausgabe’;

Dateien einlesen und Peakpicking durchfihren

> method_groupval = "medret”
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> files <- list.files(Ipath,full.names = T)

>snr=5

> fwhm = 30

> step = 0,2

> mzdiff = 0,3

> profmethod = “binlinbase”

> xset <- xcmsSet(files=files,snames = gsub("\.[*.]*$", ", basename(files)), sclass =
gsub("M.$", "sample", dirname(files)), sn = snr, step=step, profmethod = profmethod,
mzdiff=mzdiff, fwhm=fwhm, sleep=0)

> file="Name'

> save(xset,file=file)

> file="Name'

> |load(file)

Gruppeneinteilung

> sampclass(xset)<-
as.factor(c(1,1,1,2,2,2,3,3,3,4,4,4,5,5,5,6,6,6,7,7,7,8,8,8,9,9,9,10,10,10,11,11,11,12,12,
12,13,13,13,14,14,14,15,15,15,16,16,16,17,17,17,18,18,18))

> xset_groupl <- group(xset, minfrac = 0.67, bw = 30, mzwid = 0.3, max = 50)

> xset_group2 <- group(xset_groupl, minfrac = 0.67, bw = 30, mzwid = 0.3, max = 50)

> xset_final <- group(xset_group2, minfrac = 0.67, bw = 30, mzwid = 0.3, max = 50)
Ausgabe

> my.peaks<- peakTable(xset_final)
> write.table(my.peaks, file="peaks",sep ="\t ")

Aktivitats-Korrelations-Analyse (AcorA)
Starten von AcorA und einlesen der Daten

> library(peakcorrs, lib="Pfadangabe des peakcorrs Paket")

> tab<-read.table("Pfadangabe alignierte Peakmatrix")
Auswahlen der Abschnitte, die die Peakintensitaten enthalten

> colnames(tab)
> tab2<-tab[,25:75]

Zeile fur die Bioaktivitaten anfiigen
> tab2<-rbind(tab2, ceiling(1:ncol(tab2)/3))

> tab2[nrow(tab2),]
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> rownames(tab2)[nrow(tab2)]<-"group"
> tab2[nrow(tab2),]

Hinzufligen der Bioaktivitaten

> ba<-c(ba l, ba?2,ba3,..., ban)

> tab2<- rbind(tab2, unlist(lapply(ba, function(x){rep(x, 3)})))
> lapply(ba, function(X){rep(x, 3)})

> tab2[nrow(tab2):(nrow(tab2)-1),]

> rownames(tab2)[nrow(tab2)]<- "ba"

Aktivitats-Korrelations-Analyse durchfuhren (minfrac = 2/3 oder minsamp = 2)

> erg<-doCorAnalysis(as.matrix(tab2), "spearman”, 2/3, 1000, 0.05)
> tab_save<-tab[is.element(rownames(tab), names(erg)),]
> rownames(tab_save)

> names(erg)

> ids<-match(names(erg),rownames(tab_save))

> tab_save<-tab_save[ids,]

> tab_save<-cbind(erg,tab_save)

> colnames(tab_save)[1]<-"spearman"

> tab_save2<-rbind(tab_save,NA)

> tab_save2[nrow(tab_save2),]

> tab_save<-tab_save2

> tab_save[nrow(tab_save),26:76]<-ceiling(1:51/3)

> tab_save[nrow(tab_save),]

> rownames(tab_save)[nrow(tab_save)]<-"group"
Hinzufligen des Gruppenvorkommens

> grinfo<-addGroupOccurrencelnfo(as.matrix(tab_save), 2/3, 9)

> colnames(grinfo)
Ausgabe der Korrelationsergebnisse

> write.csv(grinfo, file="Pfadangabe und Dateiname.csv")
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Biologische Aktivitat von Hygrophoron-Derivaten

Tabelle a - 6 Ubersicht tiber die biologische Aktivitat synthetisch erzeugter Hygrophoron-Derivate (Tobias Dréger, Dissertation in Vorbereitung).

Wachstumsinhibierung %
Proben-ID Struktur Mol-ID
B=0,1ug/mL | B=1pug/mL | B=10pg/mL | B8=100 pug/mL
Ci1Ha3
DRT300B 5118 n.b. 15 +/- 8 70 +/- 6 76 +/-5
DRT305_2 5129 33+/-2 73 +/-4 91 +/-4 45%* +/- 12
o)
DRT217 /\oJ\N\/\/\/\/\/\ 4163 24 +/- 6 1+/-7 26 +/-7 8 +/-7
C7His
DRT301A 5519 n.b. 7 +/- 15 65 +/-5 75 +/- 3
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o HO
Ci1Has
DRT300A OH 5117 33+/-2 72 +/- 4 76 +/-2 70 +/- 8
OAc
HO o o
Ci4H29
OH Ci4H29
DRT259 OH 5093 n.b. -2+/-9 16 +/- 5 68 +/- 8
OAcC
OAc
o) HO
Ci4H29
DRT267 OH 5103 n.b. 13 +/-9 18 +/- 1 65 +/- 8
OH
HO o
DRT263-1 S n.b. 6 +/- 4 9 +/-2 39 +/-19
Cl3H27
DRT263-2 OH OH 5086 8+/ -4 71 +/-3 81 +/-3 33 +/-2
OAc
DRT263-3 oH 29 +/-5 68 +/-2 75 +/-2 52 +/-2
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O HO
Ci3Ha7
DRT305-1 oH 5128 8 +/-14 66 +/- 3 76 +/- 6 44 +/- 1
OAc
o HO
CiaH27
DRT262-2-2 oH 5101 27 +/ -2 56 +/-5 67 +/-5 41* +/- 6
OAc
fe) AcO
CiaHa7
DRT260-2 oH 5100 24 +/- 6. 65 +/-7 75 +/-5 63 +/-5
OAc
DRT264a n.b. -19 +/- 2 67 +/-1 66 +/- 2
5089
DRT264b 18 +/- 2 69 +/- 3 84 +/-2 42* +/- 3
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o AcO
Ci4Hag
DRT262-2-3 OH 5102 31 +/-7 18 +/- 2 70 +/- 6 64 +/- 6
OH
(@]
)K/\r(\/\/\/\/\/\
DRT173 |M© I 5084 n.b. 10 +/- 11 70 +/-2 73 +/- 2
O
CioH2p
DRT013 o 5077 n.b. 25 +/-5 29 +/- 4 75 +/- 9
OtBu
(@]
CgHy7
DRT020 OH 5079 n.b. 24 +/- 6 26 +/- 3 34 +/-1
OtBu

** K1 Wert sehr groB d.h. Eigenfluoreszenz der Probe; * K1 Wert leicht erhoht; * Ausgefallen d.h. Verfalschung der Messwerte durch erhohte

Streustrahlung
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,Proof of concept”“ mit artifiziellen und nativen Extrakten — Hitlisten

Tabelle a - 7 Hitliste des ,Proof of concept” Experiments mit artifiziellen Extrakten.

Korrelations- m/z tr .1 .
Nr. Koeffizient (HESI (min) Mdgliche Annotation
1 0,7133 733,13 | 2,26 [Ery]"
2 0,7110 749,26 | 11,18 gehort vermutlich zu Rifampicin-H,
3 0,6775 333,51 | 13,85 NA
4 0,6726 161,17 | 13,94 gehdrt vermutlich zu Rifampicin
5 0,6563 791,94 | 13,88 [Rif-H,-CH3;OH+H]" 2. Isotop
6 0,6563 792,71 | 13,88 [Rif-CH;OH+H]" 1. Isotop
7 0,6563 793,46 | 13,87 [Rif-CH3;OH+H]" 2. Isotop/ [Rif-CH,O+H]"
8 0,6563 794,26 | 13,88 [Rif-CH,O+H]" 1. Isotop
9 0,6563 795,87 | 13,89 [Rif-CH,O+H]" 2. Isotop
11 0,6545 123,08 | 13,90 Verunreinigung von Rifampicin
12 0,6545 163,18 | 13,86 Verunreinigung von Rifampicin
13 0,6545 175,26 | 13,86 NA
14 0,6545 191,25 | 13,88 gehort vermutlich zu Rifampicin
15 0,6545 231,30 | 13,88 NA
16 0,6545 315,43 | 13,88 NA
17 0,6545 795,06 | 13,89 [Rif-CO+H]"
18 0,6545 822,87 | 13,89 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+H]" 1. Isotop
19 0,6545 823,94 | 13,89 [Rif+H]"
20 0,6545 826,07 | 13,88 [Rif+H]" 3. Isotop
21 0,6545 828,09 | 13,88 [Rif-H,O+Na]" 1. Isotop
23 0,6545 845,29 | 13,89 [Rif+Na]”
24 0,6545 847,29 | 13,88 [Rif+Na]" 2. Isotop
25 0,6545 848,31 | 13,85 [Rif+Na]" 3. Isotop
26 0,6545 935,89 | 13,88 NA
27 0,6528 107,09 | 13,85 NA
28 0,6528 209,26 | 13,89 Verunreinigung
29 0,6528 219,27 | 13,90 NA
30 0,6528 846,29 | 13,89 [Rif+Na]" 1. Isotop
31 0,6510 193,23 | 13,86 gehort vermutlich zu Rifampicin
32 0,6510 827,08 | 13,89 [Rif-H,O+Na]"
33 0,6510 837,10 | 13,88 [Rif+Me+H]"
34 0,6493 151,08 | 13,88 gehdrt vermutlich zu Rifampicin
35 0,6493 153,11 | 13,87 gehort vermutlich zu Rifampicin
36 0,6493 173,15 | 13,90 NA
37 0,6493 838,10 | 13,88 [Rif+Me+H]" 1. Isotop
39 0,6493 843,30 | 13,93 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+Na]"
40 0,6493 893,73 | 13,86 NA
41 0,6476 135,05 | 13,90 Verunreinigung
42 0,6476 177,10 13,85 NA
43 0,6476 201,23 | 13,86 NA
44 0,6476 726,94 | 20,30 nicht identifiziertes Peakcluster
45 0,6476 748,29 | 20,32 nicht identifiziertes Peakcluster
46 0,6476 897,81 | 13,87 NA
47 0,6458 165,12 | 13,87 NA
48 0,6458 399,53 | 13,86 NA
49 0,6441 179,17 | 13,90 NA
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50 0,6441 400,39 | 13,90 NA

51 0,6441 821,75 | 13,90 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+H]"
52 0,6441 872,28 | 14,14 NA

53 0,6441 912,86 | 13,92 NA

54 0,6424 836,38 | 13,90 [Rif-H,0+Na]" 3.Isotop

55 0,6406 147,15 | 13,91 NA

56 0,6389 877,06 | 13,86 [Rif-H,+56+H]"

57 0,6384 891,06 | 11,73 gehdrt vermutlich zu Rifampicin-H,
58 0,6371 137,10 | 13,88 NA

59 0,6371 211,26 | 13,88 NA

60 0,6371 839,08 | 13,93 [Rif+Me+H]" 2. Isotop

61 0,6354 821,41 | 11,78 [Rif-Hy+H]"

62 0,6354 843,30 | 11,81 [Rif-H,+Na]”

63 0,6354 844,28 | 11,74 [Rif-H,+Na]" 1. Isotop

64 0,6354 845,27 | 11,75 [Rif-H,+Na]" 2. Isotop

65 0,6337 840,12 | 13,22 [Rif-H,+H,0]" 1. Isotop

66 0,6337 841,11 | 13,85 [Rif-H,-H,0]" 2. Isotop

67 0,6337 873,29 | 14,16 NA

68 0,6319 838,13 | 11,83 [Rif-H,+OH+H]" 1. Isotop
69 0,6284 878,11 | 13,87 [Rif-H,+56+H]" 1. Isotop

70 0,6284 936,87 | 13,85 NA

71 0,6262 352,54 | 26,57 NA

72 0,6250 855,07 | 13,86 [Rif+2(OH)+H]"

73 0,6250 856,05 | 13,85 [Rif+2(OH)+H]" 1. Isotop
74 0,6250 857,05 | 13,87 [Rif+2(OH)+H]" 2. Isotop
75 0,6185 822,41 | 13,89 [Rif]

76 0,6026 825,06 | 13,88 [Rif+H]" 3. Isotop

77 0,6026 837,54 | 15,66 [Rif+Me+H]"

78 0,5987 823,10 | 11,85 [Rif-H,+H]" 2.Isotop

79 0,5977 823,10 | 11,85 [Rif-H,+H]" 2.Isotop

80 0,5917 329,14 1,99 NA

81 0,5912 820,47 | 11,88 gehort vermutlich zu Rifampicin-H,
82 0,5895 791,23 | 13,90 [Rif-CH;OH+H]"

83 0,5895 837,13 | 11,78 [Rif-H,+OH+H]"

84 0,5836 612,28 2,06 NA

85 0,5836 878,94 | 13,87 [Rif-H,+56+H]" 2. Isotop

86 0,5817 109,08 | 13,86 NA

87 0,5817 695,15 | 20,29 nichtidentifiziertes Peakcluster
88 0,5817 724,09 | 20,31 nicht identifiziertes Peakcluster
89 0,5780 670,89 | 37,19 NA

90 0,5779 694,18 | 20,31 nicht identifiziertes Peakcluster
91 0,5742 823,38 | 13,90 [Rif+H]"

92 0,5691 883,38 | 13,86 [Rif+56+H]" 3. Isotop

93 0,5684 842,87 | 11,76 [Rif-H,+Na]”

94 0,5684 737,89 | 2,07 [Ery+H]" 3. Isotop

95 0,5679 634,96 2,13 NA

96 0,5672 729,84 2,16 NA

97 0,5665 839,20 | 13,15 [Rif-H,+H,0]"

98 0,5646 790,68 | 11,76 [Rif-H,-CH;OH+H]" 1. Isotop
99 0,5646 859,29 | 11,81 [Rif-H+K]"
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100 0,5627 807,50 | 15,60 [Rif-OH+H]"

101 0,5611 540,27 2,00 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
102 0,5605 210,14 2,01 NA

103 0,5597 853,31 2,31 NA

104 0,5572 822,08 | 11,79 [Rif-H,+H]" 1. Isotop

105 0,5544 236,85 | 39,61 NA

106 0,5515 736,28 2,14 [Ery+H]" 2. Isotop

107 0,5501 734,69 2,53 Erythromycin [Ery+H]"
108 0,5495 696,08 | 18,89 NA

109 0,5495 796,66 | 13,89 [Rif-HCN+H]"

110 0,5476 125,10 | 13,87 NA

111 0,5476 749,30 | 20,34 nicht identifiziertes Peakcluster
112 0,5457 881,56 | 10,02 NA

113 0,5457 319,49 1,96 NA

114 0,5425 755,66 2,00 [Ery+Na]

115 0,5419 316,29 | 13,90 gehort vermutlich zu Rifampicin
116 0,5398 867,28 | 13,96 [Rif+CO,+H]"

117 0,5390 838,73 2,27 NA

118 0,5381 913,88 | 13,86 NA

119 0,5362 121,13 | 13,93 NA

120 0,5362 844,27 | 13,93 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+Na]" 1. Isotop
121 0,5355 935,08 | 13,89 NA

122 0,5340 724,90 2,28 NA

123 0,5281 169,33 2,13 NA

124 0,5278 117,06 2,10 NA

125 0,5216 375,71 | 13,84 NA

126 0,5216 797,48 | 13,88 [Rif-HCN+H]" 1. Isotop
127 0,5216 807,82 | 13,91 [Rif-OH+H]+

128 0,5210 742,27 | 37,88 NA

129 0,5194 336,49 | 25,65 NA

130 0,5190 882,43 | 13,86 [Rif+56+H]" 2. Isotop

131 0,5175 809,07 | 13,46 gehort vermutlich zu Rifampicin
132 0,5174 297,45 | 13,88 gehort vermutlich zu Rifampicin
133 0,5173 693,54 | 20,29 nicht identifiziertes Peakcluster
134 0,5163 343,42 | 14,39 NA

135 0,5152 735,36 2,47 [Ery+H]" 1. Isotop

136 0,5142 887,92 | 13,95 NA

137 0,5135 725,95 | 20,31 nicht identifiziertes Peakcluster
138 0,5120 949,26 1,94 NA

139 0,5099 880,45 | 10,03 NA

140 0,5097 854,41 | 13,90 NA

141 0,5047 200,16 1,88 NA

142 0,5042 448,87 2,22 NA

143 0,4936 116,01 2,14 NA

144 0,4918 442,27 2,00 NA

145 0,4907 397,31 | 13,87 gehdrt vermutlich zu Rifampicin
146 0,4895 942,25 2,18 NA

147 0,4864 874,12 | 14,14 NA

148 0,4843 711,37 | 18,71 NA

149 0,4843 720,13 | 2,26 [Ery-Me+H]"
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150 0,4843 758,70 | 2,22 [Ery+Na]" 2. Isotop

151 0,4843 760,01 1,82 NA

152 0,4843 789,69 | 11,78 [Rif-H,-CH3;OH+H]"

153 0,4832 923,03 2,26 NA

154 0,4813 535,90 1,98 NA

155 0,4792 558,38 9,78 Erythromycin - Zucker 176 amu [Ery-CgH;604+H]
156 0,4792 706,11 | 18,72 NA

157 0,4792 715,87 9,83 [Ery-H,O+H]"

158 0,4792 716,33 9,78 [Ery-H,O+H]"

159 0,4792 717,24 9,78 [Ery-H,O+H]" 1. Isotop
160 0,4792 718,23 | 9,80 [Ery-H,O+H]" 2. Isotop/[Ery-O+H]"
161 0,4792 748,15 10,41 NA

162 0,4790 746,33 | 20,31 nicht identifiziertes Peakcluster
163 0,4790 800,10 | 13,88 NA

164 0,4788 752,67 2,07 Erythromycin [Ery+H+H,0]"
165 0,4781 245,01 9,89 gehort vermutlich zu Erythromycin
166 0,4779 912,83 | 11,94 NA

167 0,4761 880,86 | 13,83 [Rif+56+H]" 1. Isotop

168 0,4755 878,10 | 11,96 gehort vermutlich zu Rifampicin-H,
169 0,4747 401,04 | 13,89 NA

170 0,4747 750,30 | 20,27 nicht identifiziertes Peakcluster
171 0,4747 799,42 13,85 NA

172 0,4747 849,09 14,42 NA

173 0,4747 907,09 | 13,88 NA

174 0,4729 935,31 | 35,51 NA

175 0,4726 791,46 | 11,71 [Rif-H,-CH3;OH+H]" 2. Isotop
176 0,4703 891,37 1,84 NA

177 0,4662 900,92 | 16,25 NA

178 0,4662 904,88 | 13,84 NA

179 0,4659 444,83 2,30 NA

180 0,4587 913,71 | 11,94 NA

181 0,4566 513,51 2,01 NA

182 0,4563 272,92 5,43 NA

183 0,4563 416,61 | 12,46 NA

184 0,4563 725,33 | 20,31 nicht identifiziertes Peakcluster
185 0,4563 789,57 | 13,89 [Rif-H,-CH3OH+H]"

186 0,4563 790,35 | 13,88 [Rif-H,-CH3;OH+H]" 1. Isotop
187 0,4563 810,11 | 13,83 NA

188 0,4563 990,69 | 13,82 NA

189 0,4551 259,27 | 27,41 NA

190 0,4546 360,07 | 35,93 NA

191 0,4537 188,80 2,09 NA

192 0,4537 490,07 4,65 NA

193 0,4528 479,46 2,23 NA

194 0,4513 982,96 | 39,80 NA

195 0,4512 184,43 2,11 NA

196 0,4512 611,33 2,17 NA

197 0,4503 830,00 2,06 NA

198 0,4472 252,81 2,05 NA

199 0,4465 186,81 3,75 NA
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200 0,4453 700,42 1,96 NA

201 0,4452 974,18 | 35,48 NA

202 0,4449 354,52 | 28,76 NA

203 0,4446 972,07 1,83 NA

204 0,4446 749,61 5,22 NA

205 0,4446 310,05 | 34,97 NA

206 0,4442 784,98 2,14 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
207 0,4433 248,02 | 37,24 NA

208 0,4433 669,83 1,95 NA

209 0,4419 172,13 | 24,53 NA

210 0,4406 247,68 6,03 NA

211 0,4406 248,35 6,05 NA

212 0,4406 558,70 5,90 NA

213 0,4406 618,98 5,10 NA

214 0,4403 550,12 2,08 NA

215 0,4396 375,39 | 34,98 NA

216 0,4390 661,89 5,33 NA

217 0,4363 991,56 1,87 NA

218 0,4346 856,43 2,22 NA

219 0,4336 176,81 3,17 gehort vermutlich zu Erythromycin
220 0,4331 454,64 2,11 gehort vermutlich zu Erythromycin
221 0,4320 300,38 1,92 NA

222 0,4308 708,53 | 20,30 nicht identifiziertes Peakcluster
223 0,4308 798,72 | 13,88 [Rif-HCN+H]" 2. Isotop

224 0,4308 756,76 1,99 [Ery+Na]" 1. Isotop

225 0,4299 829,29 | 13,90 gehort vermutlich zu Rifampicin
226 0,4296 310,43 | 31,73 NA

227 0,4295 862,87 1,91 NA

228 0,4282 128,33 1,93 NA

NA — not annotated
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Tabelle a - 8 Hitliste aus dem ,Proof of concept® Experiment mit nativen Extrakten.

Korrelations- m/z tr .1 .
Nr. Koeffizient (HESI (min) Mdgliche Annotation
1 0,6613 904,07 2,28 NA
2 0,6508 163,27 | 13,78 gehort vermutlich zu Rifampicin
3 0,6456 822,33 | 11,95 [Rif-H,+H]" 1. Isotop
4 0,6456 821,52 | 11,97 [Rif-H,+H]"
5 0,6439 821,07 | 11,95 [Rif-H,+H]"
6 0,6439 846,37 | 13,76 [Rif+Na]" 1. Isotop
7 0,6439 845,40 | 13,78 [Rif+Na]”
8 0,6421 795,08 | 13,78 [Rif-CO+H]"
9 0,6404 822,62 | 13,77 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+H]" 1. Isotop
10 0,6378 117,11 2,39 NA
11 0,6369 123,13 | 13,78 Verunreinigung
12 0,6369 151,16 | 13,78 gehort vermutlich zu Rifampicin
13 0,6335 209,30 | 13,75 Verunreinigung
14 0,6300 826,23 | 13,77 [Rif+H]" 3. Isotop
15 0,6300 839,46 | 15,41 [Rif+O+H]"
16 0,6282 824,07 | 13,78 [Rif+H]" 1. Isotop
17 0,6282 825,21 | 13,78 [Rif+H]" 2. Isotop
18 0,6282 792,69 | 13,80 [Rif-CH;OH+H]" 1. Isotop
19 0,6282 855,16 | 13,94 [Rif-(O),+H]"
20 0,6194 781,94 2,29 NA
21 0,6089 298,08 1,65 NA
22 0,6068 755,10 1,74 [Ery+Na]”
23 0,6068 755,10 | 1,74 [Ery+Na]”
24 0,6042 861,32 | 13,80 [Rif+K]"
25 0,6004 191,29 | 13,78 gehort vermutlich zu Rifampicin
26 0,6004 551,88 2,37 NA
27 0,5966 837,32 | 11,90 [Rif-H,+O+H]"
28 0,5966 795,87 | 13,78 [Rif-CO+H]" 1. Isotop
29 0,5966 791,92 | 13,80 [Rif-CH;OH+H]"
30 0,5966 856,14 | 13,95 [Rif+(0),+H]" 1.Isotop
31 0,5966 840,44 | 15,42 [Rif+O+H]" 1. Isotop
32 0,5947 844,42 | 11,92 [Rif-H,+Na]™ 1. Isotop
33 0,5947 843,41 | 11,93 [Rif-H,+Na]
34 0,5928 847,42 | 13,79 [Rif+Na]" 2. Isotop
35 0,5928 839,17 | 13,86 [Rif+Me+H]" 2. Isotop
36 0,5910 998,09 2,30 NA
37 0,5910 837,24 | 13,77 [Rif+Me+H]"
38 0,5910 793,48 | 13,77 [Rif-CH,O+H]"
39 0,5910 794,27 | 13,77 [Rif-CH,O+H]" 1. Isotop
40 0,5910 827,27 | 13,80 [Rif-H,O+Na]"
41 0,5822 326,75 1,63 NA
42 0,5815 929,11 2,26 NA
43 0,5794 823,45 | 13,77 [Rif+H]"
44 0,5758 963,11 2,29 NA
45 0,5684 647,08 1,70 NA
46 0,5665 492,21 1,68 NA
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Fortsetzung Tabelle a- 8

47 0,5657 791,21 | 13,80 [Rif-H,-CH,O+H]"

48 0,5620 876,32 2,35 NA

49 0,5584 710,29 2,34 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
50 0,5532 933,92 1,90 NA

51 0,5512 869,11 | 13,73 gehort vermutlich zu Rifampicin
52 0,5460 582,70 2,33 NA

53 0,5417 558,09 1,72 [Ery-Zuckerl76(CgH1604+H]"
54 0,5417 709,23 2,33 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
55 0,5417 709,23 2,33 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
56 0,5401 447,11 1,67 NA

57 0,5353 153,16 | 13,79 gehort vermutlich zu Rifampicin
58 0,5322 821,82 | 13,83 durch lonisierung entstanden [Rif-H,+H]"
59 0,5289 708,65 | 20,21 nicht identifiziertes Peakcluster
60 0,5283 714,28 | 38,87 NA

61 0,5215 862,32 | 13,80 [Rif+K]" 1. Isotop

62 0,5172 135,15 | 13,75 Verunreinigung

63 0,5172 799,07 | 13,77 NA

64 0,5152 951,92 2,23 NA

65 0,5129 789,71 | 11,91 [Rif-H,-MeOH+H]"

66 0,5129 838,28 | 13,81 [Rif+Me+H]" 1. Isotop

67 0,5114 964,09 2,27 NA

68 0,5096 604,68 2,40 NA

69 0,5096 828,89 2,14 NA

70 0,5068 200,95 1,65 NA

71 0,5063 472,71 1,67 NA

72 0,4994 627,34 2,33 NA

73 0,4991 179,26 | 13,78 NA

74 0,4969 748,53 | 20,11 nicht identifiziertes Peakcluster
75 0,4948 193,34 | 13,79 gehort vermutlich zu Rifampicin
76 0,4948 399,53 | 13,80 NA

77 0,4948 749,52 | 20,10 nicht identifiziertes Peakcluster
78 0,4929 973,89 2,01 NA

79 0,4921 896,94 1,86 NA

80 0,4892 461,26 1,92 NA

81 0,4884 767,48 | 15,70 gehdrt vermutlich zu Rifampicin
82 0,4852 537,70 2,37 NA

83 0,4842 282,47 | 21,71 NA

84 0,4842 386,13 | 30,17 NA

85 0,4842 752,87 | 2,08 [Ery+NH,+H]" 1. Isotop

86 0,4842 444,09 2,35 NA

87 0,4842 468,69 | 19,98 nicht identifiziert Peakcluster
88 0,4842 482,67 | 19,73 nicht identifiziertes Peakcluster
89 0,4842 710,92 2,30 gehort vermutlich zu Erythromycin
90 0,4842 555,90 1,74 NA

91 0,4842 580,68 2,32 NA

92 0,4842 601,10 1,68 NA

93 0,4842 506,66 | 18,96 NA

94 0,4842 482,67 | 19,73 nicht identifiziertes Peakcluster
95 0,4842 468,69 | 19,98 nicht identifiziertes Peakcluster
96 0,4842 752,87 | 2,08 [Ery+NH,+H]" 1. Isotop

-161-




a. Anhang

Fortsetzung Tabelle a- 8

97 0,4842 818,87 2,33 NA

98 0,4842 875,70 2,17 NA

99 0,4842 878,67 2,21 NA

100 0,4799 801,98 | 27,19 NA

101 0,4791 195,39 | 28,25 NA

102 0,4791 416,91 | 19,47 nicht identifiziertes Peakcluster
103 0,4791 833,53 1,73 NA

104 0,4791 416,91 | 19,47 nicht identifiziertes Peakcluster
105 0,4791 914,29 | 19,90 nicht identifiziertes Peakcluster
106 0,4791 922,70 2,15 NA

107 0,4786 181,99 1,65 NA

108 0,4765 786,32 2,35 NA

109 0,4764 842,06 1,77 NA

110 0,4745 859,38 | 11,93 [Rif-H,+K]"

111 0,4720 986,75 2,03 NA

112 0,4716 560,06 1,73 NA

113 0,4705 339,09 1,67 NA

114 0,4697 696,30 1,68 NA

115 0,4684 546,69 2,38 NA

116 0,4682 634,80 2,32 NA

117 0,4659 650,51 2,35 NA

118 0,4601 945,75 2,01 NA

119 0,4597 297,31 2,30 NA

120 0,4596 841,30 2,37 NA

121 0,4587 172,68 1,64 NA

122 0,4587 280,11 1,66 NA

123 0,4565 943,68 2,10 NA

124 0,4561 550,67 2,35 NA

125 0,4561 586,31 1,69 NA

126 0,4561 743,47 2,33 NA

127 0,4536 497,72 2,02 NA

128 0,4536 798,72 1,93 NA

129 0,4536 925,47 2,23 NA

130 0,4518 851,21 2,34 NA

131 0,4510 592,92 1,91 NA

132 0,4505 321,09 1,69 NA

133 0,4487 694,49 | 20,38 nicht identifiziertes Peakcluster
134 0,4485 960,87 2,04 NA

135 0,4467 916,93 1,88 NA

136 0,4458 150,72 0,38 NA

137 0,4458 693,80 | 20,06 nicht identifiziertes Peakcluster
138 0,4458 726,30 | 20,07 nicht identifiziertes Peakcluster
139 0,4458 695,30 | 20,07 nicht identifiziertes Peakcluster
140 0,4458 696,05 | 20,08 nicht identifiziertes Peakcluster
141 0,4456 293,06 1,68 NA

142 0,4456 780,27 2,32 NA

143 0,4447 194,95 1,66 NA

144 0,4447 499,44 1,69 NA

145 0,4425 500,78 | 21,84 NA

146 0,4423 837,30 2,35 NA

-162-




a. Anhang

Fortsetzung Tabelle a- 8

147 0,4384 781,07 | 33,96 NA

148 0,4377 992,88 1,88 NA

149 0,4375 669,53 2,39 NA

150 0,4351 512,67 2,34 NA

151 0,4332 614,09 1,70 NA

152 0,4332 773,90 | 2,30 [Ery+K]" 1. Isotop

153 0,4332 577,50 3,44 [Ery-Zucker157(CgHsNO,)+H]"
154 0,4332 718,51 7,67 [Ery-O+H]"

155 0,4332 719,47 7,67 [Ery-O+H]" 1. Isotop

156 0,4332 773,90 2,30 [Ery+K]" 1. Isotop

157 0,4310 772,95 2,10 [Ery+K]"

158 0,4310 442,95 2,31 NA

159 0,4307 161,35 | 13,80 gehort vermutlich zu Rifampicin
160 0,4307 161,35 | 13,80 gehort vermutlich zu Rifampicin
161 0,4262 312,44 | 25,64 NA

162 0,4254 577,26 | 2,05 [Ery-Zucker157(CgHsNO,)+H]"
163 0,4250 596,12 2,35 NA

164 0,4247 398,08 1,69 NA

165 0,4234 893,11 2,12 NA

166 0,4230 733,66 3,01 [Ery]"

167 0,4230 734,07 | 3,38 [Ery+H]"

168 0,4230 716,56 | 10,25 [Ery-H,O+H]"

169 0,4230 717,42 | 10,25 [Ery-H,O+H]" 1. Isotop
170 0,4230 716,07 | 10,28 [Ery-H,O+H]"

171 0,4230 734,07 3,38 [Ery+H]"

172 0,4212 603,72 | 24,32 NA

173 0,4206 193,50 2,35 NA

174 0,4191 235,41 2,10 NA

175 0,4185 982,73 2,06 NA

176 0,4184 388,09 2,38 NA

177 0,4174 860,94 1,95 NA

178 0,4167 299,08 2,34 NA

179 0,4167 451,93 27,04 NA

180 0,4167 854,88 2,07 NA

181 0,4131 783,10 2,41 NA

182 0,4129 597,14 1,93 NA

NA — not annotated
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Abb. a - 1 Vergleich der Ergebnisse (prozentuale Anteile der Hitlisten) der ,Proof of concept"
Experimente mit artifiziellen Extrakten (hellblau) und nativen Extrakte (dunkelblau), welche jeweils mit
Antibiotika versetzt wurden.

Variationserzeugung mittels verschiedener Modifikationsmethoden

Tabelle a - 9 Ubersicht tUber die ermittelten Bioaktivititen der modifizierten Antibiotika-haltigen
Extrakt-Aliquoten bei einer Konzentration von 8 = 10 pg/mL und 8 = 6,67 pug/mL in MeOH.

o Wachstumsinhibierung %
Modifikationsart
B =10 ug/mL B =6,67 ug/mL
nativ 52 +/- 3 31 +/-10
Autoklav 66 +/- 32 27 +/-5
Trockenschrank 100°C, 30 min 110 +/- 3 11 +/-5
sieden in MeOH 109 +/- 4 51 +/-1
XAD-7, H,O 51 +/-6 24 +/- 2
XAD-7, MeOH 107 +/- 2 76 +/- 1
XAD-7, MeOH/EA 1:1 (v/v) 111 +/- 4 77 +/- 6
Diaion HP20, H,O 48 +/- 3 26 +/- 6
Diaion HP20, MeOH 106 +/- 1 79 +/- 4
Diaion HP20, MeOH/EA 1:1 (v/v) 102 +/-5 21 +/- 12
nativ mit Antibiotika 45 +/- 2 10 +/- 4
Aktivkohle 5 mg, 5 min 104 +/- 7 27 +/- 4
Aktivkohle 50 mg, 5 min 105 +/-0 35 +/-13
Aktivkohle 500 mg, 5min 25 +/- 6 26 +/- 3
SCX, MeOH 106 +/- 4 19 +/- 4
SCX, MeOH/H,0 1:1 (viv) 107 +/- 2 31 +/-15
SAX, MeOH 100 +/- 5 47 +/-1
SAX, MeOH/H,0 1:1 (v/v) 106 +/- 2 14 +/-5
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Tabelle a - 10 Hitliste des ,Proof of concept” Experimentes mit Antibiotika-haltigen, modifizierten
Extraktvarianten.

Nr. Klggreef:c?;;):ts_ (+TéZSI tr (Min) maogliche Annotation

1 0,8095 357,14 19,59 NA

2 0,6724 733,44 8,91 [Ery]"

3 0,6377 294,09 14,71 NA

4 0,5863 733,67 8,89 [Ery]"

5 0,5814 736,18 8,89 [Ery+H]" 2. Isotop

6 0,5470 963,68 18,66 NA

7 0,5432 733,25 13,05 NA

8 0,5355 734,21 8,89 [Ery+H]"

9 0,5232 535,90 2,25 NA

10 0,5148 399,12 2,41 NA

11 0,5148 361,16 16,91 nicht identifiziertes Peakcluster 1
12 0,5130 339,20 9,84 NA

13 0,5128 509,29 18,33 NA

14 0,5008 735,18 8,90 [Ery+H]" 1. Isotop

15 0,4984 467,28 15,41 NA

16 0,4945 206,12 2,40 NA

17 0,4884 327,24 23,85 NA

18 0,4861 870,11 27,92 NA

19 0,4852 325,11 22,20 NA

20 0,4788 751,23 10,20 [Ery+OH+H]"

21 0,4788 720,26 8,61 gehort vermutlich zu Erythromycin
22 0,4786 701,99 35,40 NA

23 0,4750 442,08 20,05 NA

24 0,4750 425,04 20,03 NA

25 0,4750 253,15 19,25 NA

26 0,4750 358,04 18,51 NA

27 0,4750 376,09 18,51 nicht identifiziertes Peakcluster 2
28 0,4750 379,24 18,50 NA

29 0,4750 375,09 18,49 nicht identifiziertes Peakcluster 2
30 0,4750 374,10 18,49 nicht identifiziertes Peakcluster 2
31 0,4750 271,13 18,47 NA

32 0,4750 360,10 16,93 nicht identifiziertes Peakcluster 1
33 0,4750 270,97 15,20 NA

34 0,4667 158,09 8,89 gehdrt vermutlich zu Erythromycin
35 0,4655 576,32 8,89 [Ery-Zucker157(CgHsNO,)+H]"
36 0,4620 753,31 28,57 NA

37 0,4557 726,33 35,48 NA

38 0,4504 975,64 29,90 NA

39 0,4504 923,31 29,85 NA

40 0,4504 342,30 27,40 NA

41 0,4504 674,49 26,45 NA

42 0,4504 688,52 26,23 NA
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Fortsetzung Tabelle a - 10

Relative Intensitat (%)
[=7]
o

2,30

1191
\ 716,20

29407 549
10087

43 0,4504 700,52 26,06 NA
44 0,4504 339,26 25,68 NA
45 0,4504 132,05 22,41 NA
46 0,4504 405,20 21,47 NA
47 0,4504 420,32 20,46 NA
48 0,4502 949,34 24,36 NA
49 0,4502 310,39 21,65 NA
50 0,4502 221,18 1,93 NA
[Ery+H] Nativer Extrakt mit Antibiotika
8,88

193 B Rit-H+H]

903 1305

803 82120

?o%

[Ery-H,O+H]* 2083

2753 2977 3389

; W g1827
644,40 786 47 L
644,47

1387
_ 299,33 21,58 Nativer Extrakt chne Antibiotika
100
3 39547

904
R 807
T 703
4] =
S 603
ﬁ 50
2 403 1526
& 40 325,40
T 403 21,07
e T3 230 921 520,33

203 29407 308,40

E 6,10
103 100,80
04— T T T T T T T T
0 5 10 15 .20 25 30 35
tm (Min)

Abb. a - 2 Die Abbildung zeigt die MS-Basispeak-Chromatogramme des mit Antibiotika versetzten
Extraktes (oben) und des nativen Extraktes (unten) von H. chrysodon bei positiver lonisierung. Zur
Verdeutlichung sind unterhalb der t; die m/z-Werte des jeweiligen Basispeaks dargestellt.
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Abb. a - 3 Vergleich der LC-MS-Basispeak Chromatogramme (negative lonisierung) des nativen

Extraktes aus H. latitabundus, sowie die Metabolitenprofile der durch

Extraktvarianten. Der rote Rahmen verdeutlicht die betreffenden Bereiche.
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Abb. a - 4 Vergleich der LC-MS-Basispeak Chromatogramme (negative lonisierung) ausgewahlter
Extraktvarianten, sowie die EIC der Metaboliten m/z 311 tg = 22,46 min und m/z 313 tg = 24,46 min.
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Tabelle a - 11 Hitliste aus dem AcorA Experiment mit einem biologisch aktiven Extrakt aus
H. latitabundus. Zusammengehdrige Peaks bzw. Peakcluster sind durch die gleiche Farbe und durch
Buchstaben/Zahlencodes Al — A47 gekennzeichnet. - Einzelpeak

Korrelations-

m/z

Nr. koeffizient (JESI tg (Min) Peakcluster
1 0,8703 407,44 37,44 Al
2 0,8020 312,14 22,47 A2
3 0,7742 311,13 22,47 A2
4 0,7581 405,50 36,79 -
5 0,7534 642,38 27,76 A3
6 0,7511 643,36 27,76 A3
7 0,7499 368,24 24,60 -
8 0,7317 375,45 27,28 -
9 0,7174 409,41 32,09 -
10 0,7094 271,34 28,01 -
12 0,6823 372,90 24,31 -
14 0,6800 397,25 29,95 -
15 0,6798 431,42 30,00 -
16 0,6774 334,35 26,36 -
17 0,6712 725,29 32,78 -
18 0,6673 617,21 21,81 -
19 0,6661 890,30 26,67 A6
20 0,6637 554,27 22,55 -
21 0,6615 759,17 2,43 A7
22 0,6583 866,64 26,57 -
23 0,6555 877,08 26,39 -
24 0,6551 597,31 26,32 -
25 0,6542 879,13 26,09 A8
26 0,6528 630,65 1,87 -
27 0,6524 272,32 27,97 -
28 0,6478 452,30 22,22 -

32 0,6446 604,34 32,70 All
33 0,6442 886,47 23,94 -
34 0,6441 525,45 33,59 -
35 0,6430 601,36 37,58 -
36 0,6404 534,70 1,86 Al12

40

0,6363

811,07

27,15
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Fortsetzung Tabelle a - 11

42 0,6347 229,06 18,36 -
43 0,6344 306,30 21,99 Al13
44 0,6319 509,27 26,93 -
45 0,6305 513,67 37,58 -
46 0,6299 254,83 1,80 -
47 0,6254 477,31 20,95 Al4
49

50 0,6175 758,24 2,43 A7
51 0,6157 531,15 17,74 -
52 0,6157 666,43 28,83 -

73 0,5935 347,35 23,46 A23
74 0,5926 337,29 30,31 A24
75 0,5922 371,24 27,35 A25
78 0,5885 281,45 32,81 -
80 0,5884 597,36 23,47 -
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Fortsetzung Tabelle a - 11

82 0,5839 649,30 25,09 -
83 0,5836 436,79 1,87 -
84 0,5828 ‘ 894,07 26,60 A9
85 0,5822 396,29 28,30 -
86 0,5820 341,36 27,52 -
87 0,5814 348,46 23,47 A23
89 0,5769 318 9 A29
90 0,5768 459,45 30,68 -
91 0,5752 808,16 22,75 -
94 0,5736 521,26 22,62 A30
96 0,5723 762,44 23,49 A31
97 0,5722 805,10 27,33 -
99 0,5718 496,28 24,44 -
98 0,5718 153,13 26,60 -
100 0,5713 ‘ 340,00 30,07 A32
|
102 0,5684 310,61 22,46 -
103 0,5674 603,34 32,70 A1l
104 0,5668 365,41 20,34 -
105 0,5661 393,16 22,46 -

109 0,5576 423,30 21,87 -
110 0,5556 439,31 37,97 A35
111 0,5519 465,27 19,13 -
113 0,5503 572,34 24,89 A36
114 0,5496 558,28 22,91 A37
115 0,5494 ‘ 339,03 30,06 A32
116 0,5491 279,44 30,03 A24
117 0,5489 605,20 22,71 -
118 0,5484 492,74 26,69 -

9 0,5476 O 86 A38
120 0,5470 884,45 21,88 -
122 0,5454 571,36 24,79 A36
123 0,5438 338,35 30,07 A24
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Fortsetzung Tabelle a - 11

124 0,5429 514,99 27,54 -
125 0,5429 929,10 2,28 -
126 0,5424 408,47 37,42 Al
127 0,5418 606,21 9,66 -
128 0,5401 443,32 30,04 -
129 0,5388 269,33 26,40 -
130 0,5387 475,43 27,80 -
131 0,5387 321,34 30,46 A32
132 0,5379 344,12 23,78 -
133 0,5366 794,29 22,96 -
134 0,5361 509,36 30,15 -
135 0,5341 856,10 2,35 -
136 0,5338 678,00 2291 -
137 0,5338 447,27 19,81 -
138 0,5326 445,31 32,84 -
| w9 [ osws | sm2e | aa7 | Am |
140 0,5320 605,48 30,00 -
141 0,5308 392,44 29,95 -
142 0,5305 699,43 32,75 -
143 0,5302 306,30 9,50 -
144 0,5280 535,76 1,90 Al12
145 0,5272 870,29 6,60 -
146 0,5272 929,75 6,68 -
147 0,5272 974,11 6,92 -
148 0,5271 902,37 21,90 -
149 0,5245 741,43 29,83 A34
150 0,5239 310,23 27,60 -
151 0,5236 977,52 1,92 -
152 0,5235 716,47 26,70 A21
153 0,5215 338,89 1,88 -
154 0,5209 595,32 22,86 A4l
155 0,5208 639,30 241 -
156 0,5185 796,44 15,44 -
157 0,5178 556,27 22,88 A38
158 0,5178 557,27 22,88 A37
159 0,5173 307,28 21,93 A13
160 0,5173 409,30 30,21 -
161 0,5152 334,31 31,86 -
162 0,5141 697,38 32,74 -
163 0,5140 499,36 33,01 -
164 0,5138 324,31 22,28 -
165 0,5133 449,28 17,70 Al18
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Fortsetzung Tabelle a - 11

167 0,5116 153,62 27,53 -
168 0,5103 497,31 22,91 -
|0 | oso0 [ sse3 [ 2529 | Am |
170 0,5082 328,25 23,43 -
171 0,5082 761,44 23,56 A3l
172 0,5077 443,32 28,06 -
173 0,5065 816,67 1,98 -
174 0,5044 436,28 32,75 A39
175 0,5043 563,29 32,81 -
176 0,5040 441,26 30,43 -
177 0,5030 619,32 21,14 -
178 0,5022 787,11 23,64 -
179 0,5016 520,25 22,66 A30
180 0,5003 394,47 32,59 -
182 0,4981 654,32 13,27 -
181 0,4981 425,16 23,78 -

186 0,4964 716,06 19,50 -
187 0,4963 596,34 22,94 A4l
188 0,4957 415,27 32,76 -
189 0,4954 503,14 28,03 -

193 0,4936 892,10 27,04 -

194 0,4929 352,13 22,61 -

195 0,4922 440,34 37,87 A35

199 0,4904 990,29 6,88 -

198 0,4904 463,42 23,45 -

197 0,4904 372,26 27,30 A25

196 0,4904 353,35 30,01 -

200 0,4894 594,27 15,59 -
| ew | oasez [ smas | mw [ as ]

202 0,4892 960,70 6,88 A43

203 0,4883 315,06 32,20 Ad4

204 0,4883 456,40 32,12 -
|25 | ossrs [ sm30 [ aees | a5 |

206 0,4870 988,08 6,87 -

207 0,4844 687,46 37,14 -

209 0,4838 506,18 32,80 -

-172-




a. Anhang

Fortsetzung Tabelle a - 11

210 0,4830 669,43 32,71 -
212 0,4812 435,33 32,76 A39
213 0,4812 395,22 27,29 -
214 0,4812 401,15 23,64 -
215 0,4812 795,17 2,34 -
216 0,4812 951,57 9,17 -
217 0,4810 532,24 22,88 -
218 0,4784 504,34 21,16 -
219 0,4782 316,04 32,18 Ad4
0 0,4778 88 4 0,06 A8
221 0,4778 735,88 1,93 -
222 0,4763 306,28 27,96 -
223 0,4755 997,24 6,87 A46
224 0,4752 483,27 9,60 -
225 0,4732 771,52 30,45 -
226 0,4730 628,32 26,83 -
227 0,4718 427,14 31,28 -
228 0,4712 794,90 12,20 -
229 0,4708 409,09 23,34 -
230 0,4706 396,27 21,54 A20
231 0,4696 332,31 27,52 -
232 0,4694 914,48 1,92 -
233 0,4693 307,26 18,55 -
234 0,4682 958,24 6,87 A43
235 0,4679 819,31 23,39 A29
236 0,4678 538,13 14,40 -
237 0,4676 450,72 1,86 -
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Tabelle a - 12 Hitliste aus dem AcorA Experiment mit verschiedenen Hygrophorus-Spezies.
Peakcluster sind farblich und durch Buchstaben/Zahlencodes B1 — B11 gekennzeichnet. - Einzelpeak

NI Klggreef:c?;;):ts_ (-TIE/ZSI tg (Min) Peakcluster
1 0,6416 357,30 20,93 -
2 0,6288 479,29 25,25 -
3 0,6249 175,13 2,61 -
4 0,6079 283,28 25,74 -
5 0,6023 582,43 26,45 -
6 0,5950 285,25 28,17 -
7 0,5931 885,32 23,70 -
8 0,5908 255,40 23,01 -
9 0,5908 359,32 23,20 -
10 0,5908 437,26 19,77 -
11 0,5870 221,40 23,53 -
12 0,5865 942,51 18,69 Bl
13 0,5865 943,52 18,71 Bl
14 0,5843 634,93 1,90 -
15 0,5837 229,33 22,15 -
16 0,5794 341,26 22,01 B2
17 0,5695 242,83 24,19 -
18 0,5622 314,32 21,14 -
19 0,5571 537,04 2,08 -
20 0,5565 406,16 24,56 -
21 0,5565 679,52 34,84 -
22 0,5534 419,41 25,27 -
23 0,5523 309,36 21,72 -
24 0,5475 284,32 22,76 -
25 0,5417 650,33 24,91 -
26 0,5373 352,46 22,00 -
27 0,5311 350,25 21,98 -
28 0,5282 311,18 22,71 B3
29 0,5270 265,43 22,20 -
30 0,5186 632,47 23,02 -
31 0,5022 310,59 22,73 -
32 0,4984 113,06 22,08 B3
33 0,4984 225,41 22,96 -
34 0,4984 227,36 23,11 -
35 0,4984 247,28 9,36 -
36 0,4984 293,36 25,83 -
37 0,4984 300,28 20,21 -
38 0,4984 306,98 9,37 -
39 0,4984 316,32 21,25 -
40 0,4984 320,49 23,24 -
41 0,4984 329,25 23,69 -
42 0,4984 341,25 27,78 B4
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Fortsetzung Tabelle a - 12

43 0,4984 342,42 20,57 -
44 0,4984 344,13 24,01 -
45 0,4984 345,31 20,93 -
46 0,4984 364,25 23,18 -
a7 0,4984 364,30 24,61 -
48 0,4984 370,66 22,83 -
49 0,4984 380,26 20,66 -
50 0,4984 381,19 21,81 -
51 0,4984 390,13 20,97 -
52 0,4984 391,25 11,18 -
53 0,4984 391,27 18,99 -
54 0,4984 400,13 26,49 -
55 0,4984 404,32 32,51 -
56 0,4984 405,10 24,63 -
57 0,4984 418,41 23,60 -
58 0,4984 421,30 18,62 -
59 0,4984 424,18 21,34 -
60 0,4984 430,20 16,86 -
61 0,4984 513,71 37,78 B5
62 0,4984 514,72 37,78 B5
63 0,4984 520,37 24,65 -
64 0,4984 531,52 35,48 -
65 0,4984 557,51 37,76 -
66 0,4984 571,53 39,28 -
67 0,4984 601,47 37,79 B6
68 0,4984 602,46 37,78 B6
69 0,4984 611,28 21,76 -
70 0,4984 618,45 32,49 -
71 0,4984 619,46 39,15 B7
72 0,4984 620,45 39,14 B7
73 0,4984 631,65 24,07 -
74 0,4984 653,65 21,17 -
75 0,4984 661,46 39,07 B8
76 0,4984 662,45 39,08 B8
77 0,4984 669,51 31,13 -
78 0,4984 670,50 33,67 -
79 0,4984 671,04 22,03 -
80 0,4984 680,53 34,86 -
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Fortsetzung Tabelle a - 12

81 0,4984 686,63 37,56 -
82 0,4984 931,28 27,82 B9
83 0,4984 932,28 27,82 B9
84 0,4938 638,41 20,24 -
85 0,4929 256,31 23,02 -
86 0,4929 267,36 23,04 -
87 0,4929 360,32 23,17 -
88 0,4929 373,15 22,97 -
89 0,4929 541,27 22,12 -
90 0,4929 631,50 22,96 -
91 0,4915 484,18 22,07 -
92 0,4890 251,36 17,47 -
93 0,4890 265,34 27,81 B4
94 0,4890 266,38 27,84 B4
95 0,4890 317,37 6,74 -
96 0,4890 342,26 27,78 B4
97 0,4890 505,62 28,13 -
98 0,4890 547,52 33,06 -
99 0,4890 567,95 19,24 -
100 0,4890 637,53 39,67 -
101 0,4890 640,65 39,01 -
102 0,4890 666,46 20,96 -
103 0,4890 702,32 20,96 -
104 0,4890 702,37 19,06 -
105 0,4890 704,21 21,52 -
106 0,4890 722,41 18,13 -
107 0,4890 727,09 20,95 -
108 0,4890 735,84 19,42 B10
109 0,4890 736,43 19,42 B10
110 0,4890 737,42 19,42 B11l
111 0,4890 738,44 19,42 B11
112 0,4890 772,32 19,42 -
113 0,4882 684,52 28,70 -
114 0,4870 312,21 22,72 B3
115 0,4850 344,23 21,06 -
116 0,4850 373,16 24,72 -
117 0,4844 664,46 19,42 -
118 0,4802 342,27 22,02 B2
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Fortsetzung Tabelle a - 12

119 0,4802 385,25 22,56
120 0,4802 387,34 27,83
121 0,4789 503,25 23,63
122 0,4739 499,97 1,84
123 0,4695 605,26 22,92
124 0,4677 243,34 24,21
125 0,4661 932,93 1,96
126 0,4635 988,76 191
127 0,4625 457,32 14,08
128 0,4625 496,97 2,36
129 0,4621 195,18 2,06
130 0,4617 408,38 22,56
131 0,4598 359,16 21,67
132 0,4595 360,46 26,66
133 0,4595 624,27 22,67
134 0,4595 637,46 35,47
135 0,4568 125,87 2,37
136 0,4568 445,29 26,15
137 0,4568 845,29 21,17
138 0,4563 636,32 23,54
139 0,4546 639,40 20,24
140 0,4513 475,00 1,97
141 0,4502 394,09 22,55
142 0,4502 428,25 21,46
143 0,4502 450,13 22,07
144 0,4497 362,97 2,27
145 0,4496 361,26 23,35
146 0,4468 297,13 2,47
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Isolierung und Strukturaufklarung m/z 313
Tabelle a - 13 Vergleich der Fragmente des Metaboliten m/z 313 (60) und

deren Intensitét bei Analyse

mittels lonenfalle (MSZ/MSS) und QTOF-MS?, sowie die jeweiligen abgeleiteten Summenformeln.

Intensitat (%)
m/z [M-H-X]- Summenformel
lonenfalle MS® | lonenfalle MS® | QTOF- MS*®
313 - <3 - 3 C1gH330,4
295 -HO 100 100 12 CigH3,03
277 -2xH,0 <3 60 - -
269 -CO, <3 ; 3 3
251 -H,O + CO, - 30 6 C17H3, 0O
183 - - 10 100 C1oH1503
171 - 5 - -
165 - - 15 10 Cy1H17,0O
155 - - 30 22 C1oH190
139 - - 5 18 CoH150
137 - - 5 CoH130
127 - - 5 6 CgH1s0
111 - - 12 C/H,,O
Isolierung und Strukturaufklarung m/z 311
R an_ MS — Basepeak Peak 1 p—
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Abb. a - 5 Ubersicht lber die LC-MS-Chromatogramme (oben) der getr

N9 2865
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ennten Verbindungen bzw.

Isomere, sowie die dazugehoérigen MS-Spektren (unten). Bei Peak 2 — 4 handelt es sich um Isomere
des Metaboliten m/z 311 (61) und bei Peak 1 (62/63) um eine Mischung von Begleitfettsauren.
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Tabelle a - 14 Vergleich der Ergebnisse des Fragmentierungsverhaltens des Metaboliten m/z 311 (61)

bei Analyse mittels lonenfalle (MS*MS?) und QTOF-MS?.

Intensitat (%)

m/z [M-H-X]- Summenformel
lonenfalle MS® | lonenfalle MS® | QTOF- MS*

311 - <3 - 22 C1gH3:04
293 - H,O 100 100 30 C1gH2903
275 | -2xH,0 - 18 CisH2:0;
265 | -H,0+CO i i 5 CrH207
249 | - H,0 + CO, i 55 Ci7HoO
223 - <3 - - -

211 - - - 100 C1oH1gO3
199 - - - 27 C11H1gO3
197 - - - 57 C11H703
185 - <3 - - -

181 - - - 6 C11H1705
179 - - <3 - -

177 - - 10 - -

169 - - - 6 C1oH1705
155 - 8 - -

113 - - 35 7 C/H30
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