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1. Zusammenfassung  

Glutaminylzyklasen (QC) (EC 2.3.2.5) konnten in verschiedenen Arbeiten pathophysiologisch 

mit verschiedenen Krankheiten unter anderem auch mit Morbus Alzheimer (AD) in Verbin-

dung gebracht werden. QC spielt dabei eine zentrale Rolle bei der Entstehung von neuroto-

xischen pE-Aβ-Peptidfragmenten, den Hauptbestandteilen der senilen Plaques. Die Inhibie-

rung der QC stellt somit einen kausalen Behandlungsansatz dar. Bei der Identifizierung neu-

er therapeutischer Leitstrukturen können neben strukturbasierten, computergestützten Wirk-

stoffentwicklungen auch Naturstoffe eine Quelle für QC- inhibierende Verbindungen darstel-

len. Eine bisher fast noch unberührte Rohstoffquelle für pharmakologisch interessante Ver-

bindungen stellen Algen dar. Sie besitzen die Fähigkeit eine große Vielfalt bioaktiver Inhalts-

stoffe auch mit Enzym inhibierenden und neuroprotektiven Eigenschaften zu synthetisieren. 

Von den geschätzten 400.000 bis 500.000 Algenarten wurden bisher nur etwa 43.000 Arten 

klassifiziert sowie davon nur ein Bruchteil chemisch untersucht. 

Ziel der Arbeit war es neue Glutaminylzyklase (QC)-inhibierende Verbindungen aus Algen, 

für den Einsatz in der Behandlung der Alzheimer Erkrankung zu identifizieren, charakterisie-

ren und zu isolieren.  

In den ersten Arbeitsabschnitten wurden verschiedene Algenspezies (Chlorophyta und 

Eustigmatophyta) kultiviert und die Algeninhaltsstoffe aus den Biomassen extrahiert. An-

schließend erfolgte ein Screening aller Algenextrakte im QC-Assay. 27 der 72 getesteten 

Extrakte zeigten eine QC-inhibierende Wirkung. Die methanolischen Extrakte stellten dabei 

die aktivste Extraktklasse dar.  

Eine bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-inibierenden Verbindung mit unterschiedlichsten 

chromatographischen Methoden war nicht zielführend, so dass eine alternative Strategie zur 

Identifizierung und Charakterisierung der aktivitätsrelevanten Verbindungen angewendet 

werden musste. Hierbei stellte der Ansatz der „Reverse Metabolomics“ eine erfolgverspre-

chende Methode dar. Diese Methodik kombiniert Strategien der klassischen Naturstoffisolie-

rung und Metabolomics Methoden. Es erfolgt hierbei eine Korrelation von massenspektro-

skopischen Daten mit Testergebnissen aus biologischen Assays mit Hilfe von chemoinforma-

tischen Methoden (Aktivitäts-Korrelations-Analyse, activity correlation analysis, AcorA). Un-

ter Anwendung von AcorA erfolgte die Identifizierung QC-inhibierender Metaboliten ausge-

hend von den chlorophyllfreien methanolischen Extrakten. Neben der Bestimmung der biolo-

gischen Aktivität (QC-Inhibierung) wurde eine massenspektrometrische Analyse der Extrakte 

durchgeführt. Die massenspektrometrischen Analysen erfolgten mittels UPLC-ESI-MSn und 

ESI-FTICR-MS sowohl im positiven als auch im negativen Ionenmodus. Die Korrelationsana-

lyse der beiden massenspektrometrischen Metabolitenprofil-Datensätze (UPLC-ESI-MS und 

ESI-FTICR-MS) zeigten übereinstimmende, signifikante Korrelationen gleicher Peakcluster 

von 6 Verbindungen.  

In nachfolgenden massenspektrometrischen Untersuchungen wurden die im positiven (19 – 

21) und die im negativen Ionenmodus korrelierenden Verbindungen (22 – 24) strukturell cha-

rakterisiert. 
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Bei den im positiven Ionenmodus korrelierenden Verbindungen (19 – 21) handelt es mit gro-

ßer Wahrscheinlichkeit um Porphyrinderivate, wobei die Verbindung 21 als Phaeophytin 

identifiziert werden konnte.  

Die im negativen Ionenmodus korrelierenden Verbindungen wurden als 1-O-palmitoyl-2-O-

linolenyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (22), 1-O-linolyl-2-O-palmitoyl-3-

O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (23) sowie 1,2-di-O-palmitoyl-3-O-(6´-deoxy-

6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (24) identifiziert. Diese Verbindungen stellen Vertreter 

der Sulfolipide, sogenannte SQDG´s, dar. Bei den Analysen der massenspektrometrischen 

Daten fielen zwei weitere Verbindungen auf, die das gleiche Fragmentierungsverhalten zeig-

ten. Anhand der massenspektrometrischen Daten konnte Verbindung 25 als 1-O-palmitoyl-3-

O(6`-sulfo-α-quinovopyranosyl)-glycerol und Verbindung 26 als 1-O-(6-Deoxy-6-

sulfoglucopyranosyl)-glycerol identifiziert werden. Sie sind ebenfalls Sulfolipide. 

Mittels Molecular Modeling erfolgte eine erste Untersuchung der Sulfolipide hinsichtlich ihres 

Potentials zur Hemmung der humanen QC. Die Docking Studien zeigten, dass diese Verbin-

dungen, in verschiedenen Konformationen am Zn-Atom koordinieren sowie H-

Brückenbindungen mit funktionell wichtigen Aminosäuren im aktiven Zentrum der QC knüp-

fen konnten. Für die Porphyrinderivate (20 – 21) konnten keine Konformationen ermittelt 

werden, in der die Verbindungen mit dem Zn-Atom oder funktionell wichtigen Aminosäuren 

der QC Wechselwirkungen eingehen konnten. Porphyrinderivate stellen somit keine potenti-

ellen Inhibitoren der QC dar, was ebenfalls durch eine Testung der Referenzsubstanz Phae-

ophytin a im QC-Assay bestätigt werden konnte.  

Für die Sulfolipide dagegen wurde im QC-Assay ein Aktivitätsnachweis erbracht. Für eine 

kommerziell erhältliche Standardsubstanz konnte eine Inhibierung der QC von 77 % und ein 

IC50 – Wert von 10,9 µM ermittelt werden.  

In einem letzten Arbeitsabschnitt erfolgte die Isolierung der Sulfolipide aus Algen, um ihre 

inhibierende Aktivität gegenüber der QC zu bestätigen. Hierfür wurden Sulfolipide aus einem 

methanolischen Extrakt von Sc. acuminatus mittels einer NH2-Festphasenextraktions-

methode (SPE) isoliert. Sie zeigten ähnlich wie die Standardsubstanz eine Inhibierung von 

86 % bzw. 82 % in den beiden getesteten Konzentrationen von 0,25 mg/mL bzw. 

0,025 mg/mL gegenüber der QC. 

Erstmals konnten somit QC-Inhibitoren aus Algen identifiziert, charakterisiert und isoliert 

werden. Ebenso konnte erstmals für Sulfolipide aus Algen eine QC-inhibierende Wirkung 

nachgewiesen werden.  
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2. Summary 

Glutaminyl cyclase (QC, EC 2.3.2.5) could be associated with pathophysiological processes 

and represent targets for various diseases including Alzheimer's disease (AD). This QC plays 

a key role in the formation of neurotoxic pE-Aβ peptide fragments, the main constituents of 

senile plaques. Therefore QC inhibition represents a causal treatment approach of AD. When 

identifying new therapeutic lead compounds in addition to structure-based drug develop-

ments, natural products can be a possible source of QC inhibiting compounds. Therefore 

Algae represent a potential almost untouched resource and research source in search of 

new pharmacologically interesting compounds. They are known for the ability to synthesize 

complex and highly diverse compounds with specific enzyme inhibitions and neuroactive 

properties. Only about 43000 of the 500000 estimated species are classified and thereof a 

small amount is characterized chemically. 

The aim of this study therefore was the identification, characterization and isolation of new 

glutaminyl cyclase (QC) inhibiting compounds from algae with potential for the treatment and 

prophylaxis of Alzheimer's disease. 

At first it was necessary to cultivate different algae species (Chlorophyta and Eustigmato-

phyta) in a 100 L tubular photobioreactor and extract the algae ingredients from the bio-

masses. This was followed by the screening of the algae extracts in QC assay. Here 27 of 

the 72 tested extracts inhibited the QC. 

A bioassay guided isolation of QC inhibiting compound with different chromatographic meth-

ods were not effective, so an alternative strategy for identifying and characterizing of the ac-

tivity relevant compounds needed to be applied. In this connection the approach of the "Re-

verse metabolomics" was a promising method. Thereby metabolomics methods are com-

bined with strategies of natural product isolation. The methodology is based on the correla-

tion of mass spectrometry data with bioactivity data from biological assays using chemo-

informatics methods (activity-correlation analysis, AcorA). So, the identification of QC inhibit-

ing metabolites was carried out from the chlorophyll-free methanolic extracts using AcorA. 

Activity-correlation analyse (AcorA) were carried out by a direct correlation of the mass spec-

trometry metabolite profiles of the UPLC-ESI-MS or ESI-FTICR-MS data of algae with the 

inhibition value of the QC of each extract in triplicate and coincidend significant for six com-

pounds. Further mass spectrometric investigations allowed for the structural characterization 

of the correlating compounds 19 – 21 (in positive ion mode) and the correlating compounds 

22 – 24 (in negative ion mode). Compounds 19 – 21 (positive ion mode) are porphyrin deriv-

atives, where as compound 21 was identified as phaeophytin. In the negative ion mode, the 

compounds 22 – 24 could be identified as 1-O-palmitoyl-2-O-linolenyl-3-O-(6'-deoxy-6'-sulfo-

D-glucopyrano-syl)-glycerol (22), 1-O-linolyl-2-O-palmitoyl-3-O-(6'-deoxy-6'-sulfo-D-gluco-

pyranosyl)-glycerol (23) and 1,2-di-O-palmitoyl-3-O-(6'-deoxy-6'-sulfo-D-glyco-pyranosyl)-

glycerol (24). These compounds are sulfolipids (SQDG). 

By the mass spectrometric analysis of the data were further two compounds with the same 

fragmentation behavior detected. Based on the mass spectrometric data the compound 25 

was identified as 1-O-palmitoyl-3-O(6 -sulfo-α-quinovopyranosyl)-glycerol and the compound 



2. Summary  

 

4 

26 was identified as 1-O-(6-deoxy-6-sulfoglucopyranosyl)-glycerol. They may also be allo-

cated on the class of sulfolipids. 

By molecular modeling was carried out a preliminary study of the compounds 20 - 26 about 

the possibility of QC inhibition. The docking studies showed that the sulfolipids (compounds 

22 - 26), coordinate in different conformations at the zinc atom and respond with hydrogen 

bond to functionally important amino acids in the active site of the QC. For the porphyrin de-

rivatives, however, no conformations were identified, in which the compounds with the zinc 

atom or functionally important amino acids of the QC could enter into interactions. Porphyrin 

derivatives do not represent potential inhibitors of the QC, which also could be confirmed by 

testing the reference substance phaeophytin a in the QC assay. However, for the sulfolipids 

the inhibition of the QC was demonstrated by using a SQDG standard in the QC Assay and 

thus confirmed the ability of these compounds to be a QC inhibitor. A commercialized stand-

ard substance inhibited the QC about 77 % and had a determined IC50 value of 10.9 µM.  

Furthermore sulfolipids were isolated from algae to confirm their inhibitory activity against the 

QC. Therefore sulfolipids were isolated from a methanolic extract of Sc. acuminatus by using 

a solid phase extraction method (SPE) with NH2 cartridge. They showed a similar QC inhibi-

tion like the standard substance with 86 % and 82 % in the two tested concentrations of 

0.25 mg/mL and 0.025 mg/mL. 

Thus, for the first time could QC inhibitors from algae identified, characterized and isolated. 

Likewise, for the first time could inhibitory effect of sulfolipids from algae against QC is 

demonstrated. 
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3. Einleitung und Zielstellung 

Die Alzheimer Krankheit, eine neurodegenerative Erkrankung, ist die im Alter am häufigsten 

auftretende Form der Demenz. Sie wurde erstmals im Jahr 1906 von dem Psychiater Alois 

Alzheimer beschrieben [1]. Gekennzeichnet ist die Alzheimer Krankheit durch das Absterben 

von Neuronen sowie der Degeneration von Synapsen. Im Gehirn von Alzheimer-Patienten 

bilden sich insbesondere in den Regionen des Hippocampus und des Neocortex „amyloide 

Plaques“ sowie „neurofibrilläre Tangles“. Da diese Bereiche des Gehirns vor allem für die 

höheren mentalen Fähigkeiten, wie z.B. Sprache und Erinnerung verantwortlich sind, kommt 

es im Verlauf der Krankheit zu Gedächtnisverlust, Verwirrtheit sowie Desorientierung, wobei 

die Symptome mit dem Verlust von Gehirnsubstanz einhergehen. Die Alzheimer Krankheit ist 

bisher nicht heilbar („unmet medical need“); die Erkrankten sterben durchschnittlich zwischen 

5 bis 10 Jahre nach Ausbruch der Krankheit.  

Weltweit sind über 24 Millionen, meist ältere Menschen, an Alzheimer erkrankt. Allein in 

Deutschland sind etwa 7 bis 10 % der über 65 Jährigen und ca. 40 % der über 80 Jährigen, 

was einer Zahl von ca. 2 Millionen Menschen entspricht, von Alzheimer betroffen. Aufgrund 

des weltweit fortschreitenden demographischen Wandels wird sich die Zahl der an Demenz 

erkrankenden Menschen nach Schätzungen in den nächsten Jahrzehnten bis zum Jahr 2050 

auf 131,5 Millionen erhöhen und eine der größten medizinischen Herausforderungen der 

Zukunft darstellen [2]. 

Die bisher zugelassenen Antidementiva zeigen jedoch neben teilweise nur geringen Effekten 

auf die demenzielle Symptomatik, bei bestehenden Kontraindikationen und Nebenwirkungen 

nur eine geringe oder keine krankheitsmodulierende Wirksamkeit [3]. Es wird daher immer 

erforderlicher, geeignete Wirkstoffe zu finden und kausale Behandlungsstrategien zu entwi-

ckeln, die in pathologische Mechanismen eingreifen, bevor es zu einer massiven Neurode-

generation und ausgeprägten Symptomen kommt [4, 5]. 

Eine der gegenwärtig verfolgten kausalen Behandlungsstrategien stellt das Target Glutami-

nylzyklase (QC) dar. In verschiedenen Arbeiten konnte die humane Glutaminylzyklase (hQC) 

pathophysiologisch mit verschiedenen Krankheiten unter anderem auch mit Morbus Alzhei-

mer (AD) in Verbindung gebracht werden [4,6,7]. 

Bei der Identifizierung neuer therapeutischer Leitstrukturen können neben der strukturbasier-

ten Wirkstoff-Entwicklung auch Naturstoffe eine Quelle für QC-inhibierende Verbindungen 

darstellen. Da Algen die Fähigkeit besitzen, eine große Vielfalt bioaktiver Inhaltsstoffe zu 

synthetisieren und bisher von den geschätzten 400.000 bis 500.000 Algenarten nur etwa 

43.000 Arten klassifiziert sowie davon nur ein Bruchteil chemisch untersucht worden sind, ist 

anzunehmen das Algen ein enormes Potential für neue pharmakologisch interessante Ver-

bindungen bergen. Die Tatsache, dass Algen komplexe und hochdiverse Verbindungen mit 

spezifischen Enzymhemmungen und neuroaktiven Eigenschaften synthetisieren [8–12], lässt 

annehmen, dass Algen auch bei der Suche neuer Leitstrukturen für die Therapie der Alzhei-

mer Erkrankung eine mögliche Rohstoff- und Forschungsquelle darstellen. 
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Ziel der Arbeit war es daher, neue Glutaminylzyklase (QC)-inhibierende Verbindungen aus 

Mikroalgen für den Einsatz in der Behandlung der Alzheimer Erkrankung zu identifizieren, zu 

charakterisieren und zu isolieren. 
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4. Stand des Wissens 

4.1. Algen als Quelle bioaktiver Verbindungen 

Algen sind phototrophe Organismen, welche ubiquitär verbreitet sind und somit die unter-

schiedlichsten Lebensräume besiedeln. Sie weisen eine hohe Biodiversität  mit entspre-

chend vielfältigen Stoffwechselwegen auf. Sie bilden eine Organismengruppe des Pflanzen-

reichs unterteilt in verschiedene Abteilungen und grenzen sich von den Landpflanzen dahin-

gehend ab, da sie keine hoch entwickelten Organe wie Wurzeln, Sprosse und Blätter besit-

zen [13].  

Algen zeigen oft einzigartige metabolische und physiologische Fähigkeiten. Sie sind in der 

Lage hoch diverse Metaboliten mit verschiedensten Bioaktivitäten zu synthetisieren. Die bio-

aktiven Verbindungen sind u.a. Fettsäuren, Steroide, Carotinoide, Phycocolloide, halogenier-

te Verbindungen und Polyketide aber auch Amide, Alkaloide, Glykolipide, Acrylsäuren, Phe-

nole, Terpenoide, Peptide, Sulfatierte Polysaccharide, Acrolylcholine, β-Diketone und Isonitril 

enthaltende Indolalkaloide [12,14–16]. Neben antimikrobiell, antifungal, antikanzerogen, zy-

totoxisch, antineoplastisch sowie antiviral aktiven Sekundärmetaboliten konnten ebenso Ver-

bindungen mit neuroaktiven und Enzym inhibierenden Eigenschaften aus Algen isoliert wer-

den [8–12,17,18]. Da immer mehr Enzyme pathophysiologischen Prozessen zugeordnet 

werden können und damit Targets vieler Erkrankungen darstellen, erlangen Enzyminhibito-

ren, z.B. auch Naturstoffe aus Algen, zunehmend an Bedeutung. 

Die ersten Cysteinprotease-Inhibitoren aus Algen wurden bereits vor 15 Jahren von Ishihara 

et al. beschrieben [19,20]. Weiterhin konnten für Chlorella sp. potente Inhibierungen der hu-

manen Protein Tyrosin Phosphatasen (PTP) CD45 und PTP1C mit IC50-Werten von 

0,678 µg/mL und 1,56 µg/mL nachgewiesen werden. Auch zeigten Extrakte eine inhibierende 

Aktivität auf die humanen Metalloproteinasen (MMP) und humanen Caspasen, mit nachfol-

genden IC50-Werten: MMP-1 (127 µg/mL), MMP-3 (185 µg/mL), MMP-7 (18,1 µg/mL), MMP-

9 (237 µg/mL), Caspase 1 (300 µg/mL), Caspase 3 (203 µg/mL), Caspase 6 (301 µg/mL), 

Caspase 7 (291 µg/mL) und Caspase 8 (261 µg/mL), welche in vivo bestätigt werden konn-

ten [21]. 

Molassamid, ein Dolastatin 13 Analogon, welches aus der Alge Dichothrix utahensis isoliert 

wurde, zeigt eine Inhibierung der Serinproteasen Elastase und Chymotrypsin mit IC50-Werten 

von 0,032 und 0,234 μM. Eine Hemmung der Trypsin-Aktivität konnte auch bei einer maximal 

eingesetzten Konzentration von 10 μM an Molassamid nicht beobachtet werden. Die Serin-

proteasen gehören zur Klasse der Peptidasen und sind an wichtigen biochemischen Prozes-

sen, wie der Verdauung und der Hämastose, beteiligt. Im humanen Organismus werden sie 

durch Serpine in ihrer katalytischen Aktivität reguliert. Ein Fehlen dieser Inhibitoren führt zu 

Thrombosen oder zur Bildung von Lungenemphysemen [22].  

Eine Inhibierung der collagen-degradierenden Metalloproteinase-1, die in Hautalterungspro-

zesse involviert ist, konnte für zwei aus Ecklonia stolonifera isolierte Substanzen ermittelt 

werden. Mittels Reportergen-Assay wurde ein inhibitorischer Effekt von 43 % (IC50 20 µM) 
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und 57 % für die aus den Methanol-Extrakten isolierten Phlorotannine Eckol (2) und Dieckol 

(3) detektiert [23].  
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Abb. 1: Strukturformeln des Depsipeptid Serinprotease-Inhibitor Molassamid (1) und der Verbindungen Eckol (2) 
und Dieckol (3) 

Darüber hinaus sind weitere enzyminhibierende Verbindungen aus Algen bzw. enzyminhibie-

rende Wirkungen von Algenextrakten in der Literatur beschrieben, die in Tabelle 1 dargestellt 

sind und das Potential der Algen, Enzyminhibitoren zu bilden, zeigen [16]. 
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Tab. 1: Enzyminhibierende Verbindungen aus Algen  

Alge Extrakt / Ver-
bindung 

 Inhibierung von Referenz 

Rhodomela 
confervoides, 
Gracilaria 
textorii 

 
Organischer 
Extrakt 

  
α-Glycosidase 

 
[24] 
 

Caulerpa 
prolifera 
 
 

Caulerpenyne 

               

O

O

O

O

O

O

                      4 

Phospholipase A2 [25] 
 

Sargassum 
sagamianum 
 

Farnesylaceton-
Derivate 
 
 

H3C O

O

CH3CH3 CH3

CH3

H3C O

CH3CH3CH3OCH3
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Cholinesterase 
 
 

[26] 
 
 
 
 

Ascophyllum 
nodosu, Fucus 
serratus 

Polyphenole  α-Amylase, Trypsin, 
Lipase 

[27] 
 

Dinophysis 
spp. 
Prorocentrum 
spp. 

Dinophysistoxine 
/ Okadasäure 

R1

O

O

O
O

O

O O

O
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Serin- und Threonin-
phosphatase 

[28] 
 

Lyngbya con-
fervoides 

Lyngbyastatin 
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Serinproteasen 
Elastase 

[29] 
 

Anabaena spp. Anabaenopeptins 
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Serinproteasen [30] 
 

Microcystis sp. Cyanopeptolins 
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Chymotrypsin 
Tyrosinase 
Elastase 
Elastase,Chymo-
trypsin  
Elastase 
Elastase, Chymo-
trypsin, Trypsin 
Serin Protease 

[31] 
[32] 
 

Fucus evane-
scens 
Pelvetia 
babingtonii 
 

Organischer 
Extrakt 
 

 Dehydrogenase von 
Trypanosoma cruzi 
(Erreger der Cha-
gas-Krankheit) 

[33] 
 

 

In den letzten Jahren wurden Algen besonders im Hinblick auf neue Acetylcholinesterase 

(AChE)-Inhibitoren untersucht. Hierbei zeigte sich, dass viele Algen signifikante AChE-

inhibierende Eigenschaften aufweisen. In nachfolgender Tabelle 2 ist eine Auswahl AChE-

inhibierender Extrakte bzw. Verbindungen aufgeführt.  
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Tab. 2: Acetylcholinesterase inhibierende Aktivitäten ausgewählter mariner Algen  

Algen Extrakte/Verbindung IC50 Referenz 

Caulerpa racemosa MeOH Extrakt 5.5 mg/mL
−1

 [34] 

Codium capitatum MeOH Extrakt 7.8 mg/mL
−1

 [34] 

Ulva fasciata MeOH Extrakt 4.8 mg/mL
−1

 [34] 

Halimeda cuneata MeOH Extrakt 5.7 mg/mL
−1

 [34] 

Dictyota humifusa MeOH Extrakt 4.8 mg/mL
−1

 [34] 

Hypnea valentiae MeOH Extrakt 2.6 mg/mL
−1

 [35] 

Padina gymnospora MeOH Extrakt 3.5 mg/mL
−1

 [35] 

Ulva reticulate MeOH Extrakt 10 mg/mL
−1

 [35] 

Ecklonia stolonifera 2   4−Hydroperoxy−24−vinylcholesterol 389.1 μM [36] 

Ecklonia stolonifera Eckstolonol 42.66 μM [36] 

Ecklonia stolonifera Eckol 20.56 μM [36] 

Ecklonia stolonifera Phlorofucofluoroeckol−A 4.89 μM [36] 

Ecklonia stolonifera Dieckol 17.11 μM [36] 

Ecklonia stolonifera 2−Phloroeckol 38.13 μM [36] 

Ecklonia stolonifera 7−Phloroeckol 21.11 μM [36] 

Ishige okamurae 6,6’−Bieckol 46.42 μM [37] 

Eine besonders aktive Substanzklasse stellen hierbei die Phlorotannine dar. Die aus E. sto-

lonifera isolierten Verbindungen Eckol (2), Dieckol (3), 2-Phloroeckol und 7-Phloroeckol wei-

sen eine konzentrationsabhängige Inhibierung der AChE auf. Weiterhin inhibieren Ecksto-

lonol und Phlorofucofuroeckol-A sowohl die AChE als auch die BChE (Butyrylcholinesterase) 

[Yoon et al., 2009]. Eine weitere gekoppelte Inhibierung der AChE und der BChE konnte bei 

Hypnea valentiae and Ulva reticulate detektiert werden [36].  

N

O
O

O

N

O
H
N

O

N
H

O OH
H
N

O

N

NH2O

O
H
N

O

OH

Tasiamid B
        10  

Abb. 2: Strukturformel des linearen Depsipeptids Tasiamid (10) 

Weiterhin zeigten Phlorotannine aus Eisenia bicyclis eine Inhibierung des BACE-1 (beta-site 

amyloid precursor protein cleaving enzyme), welches in der Amyloid Precursor Protein (APP) 

Prozessierung eine wichtige Rolle spielt und eines der möglichen Targets in der AD Therapie 

darstellt [38].  

Eine BACE-1 inhibierende Aktivität konnte ebenfalls bei dem cyanobakteriellen linearen 

Depsipeptid Tasiamid B (10) nachgewiesen werden [12]. 
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4.2. Alzheimer Erkrankung (AD) 

Die Alzheimer Erkrankung (AD) ist die im Alter am häufigsten auftretende Form der Demenz, 

die sich durch eine typische Neuropathologie sowie Pathogenese auszeichnet. 

Die Mehrzahl der AD Erkrankungen tritt sporadisch auf; nur etwa 5-10 % aller Fälle sind fa-

miliären Ursprungs (FAD) und werden autosomal dominant vererbt [39]. Hierbei lässt sich die 

Familial Alzheimer Disease (FAD) auf Mutationen oder Polymorphismen des Präsenilin-1-

Gens auf Chromosom 14, des Präsenilin-2-Gens auf Chromosom 1 oder des APP-Gens auf 

Chromosom 21 zurückführen [40]. Die FAD ist durch einen Krankheitsausbruch im mittleren 

(40−50 Jahre) oder frühen (20−30 Jahre) Lebensalter gekennzeichnet. Histopathologisch 

kann sie nicht von der sporadisch auftretenden AD unterschieden werden [41,42]. 

4.2.1. Epidemiologie und Risikofaktoren  

Die Alzheimer Erkrankung ist mit 50 bis 70 % die häufigste Demenzform, gefolgt von der 

Lewy-Körperchen Demenz (LBD, engl. Lewy body dementia) und den vaskulären Demenzen 

[43,44].  

Einen gesicherten epidemiologischen Risikofaktor stellt das Vorhandensein des ApoE4-Allels 

des Apolipoprotein-E (ApoE) auf Chromoson 19 dar. Hierbei erhöht das ApoE4-Allel das Ri-

siko an AD zu erkranken für Heterozygote um ca. das Dreifache und für Homozygote um ca. 

das 15-fache [45].  

Des Weiteren gilt es als gesichert, dass Punktmutationen (SNPs) in den Genen des 

„Presenilin 1“ und „Presenilin 2“, welche Bestandteile der γ-Sekretase sind, sowie SNPs des 

APPs (Chromosom 21) ebenfalls das Risiko für die Entwicklung einer AD erhöhen [46]. 

Neben dem Altern als wichtigsten bekannten nicht-genetischen Risikofaktor für AD, stellen 

weitere Faktoren wie z.B. Kopfverletzungen, niedrige Bildungsniveaus, Hyperlipidämie, Blut-

hochdruck, Homocysteinämie, Diabetes mellitus und Fettleibigkeit, fördernde, aber nicht hin-

reichende Faktoren für die AD dar. Die Kombination eines vorhandenen ApoE4-Allels mit 

einem oder mehreren dieser lebensbedingten Risikofaktoren können eine weitere Risikoer-

höhung für AD darstellen [47]. 

Weltweit sind ca. 46,8 Mio. Menschen an Demenz erkrankt. Diese Zahl wird sich voraus-

sichtlich bis auf 74,7 Mio. in 2030 und bis auf 131,5 Mio. zum Jahr 2050 erhöhen [2,48]. In 

Deutschland sind ca. 2 Mio. Menschen an einer Demenz, darunter etwa 650.000 an AD, er-

krankt. Die jährliche Zahl der Neuerkrankungen wird auf ca. 250.000 geschätzt. Nach Be-

rechnungen des Statistischen Bundesamtes wird bei den über 65 Jährigen in den nächsten 

30 Jahren die Zahl der Erkrankten um ca. 7 Mio. zunehmen [49]. Ursächlich sind zum einen 

das Bevölkerungswachstum und zum anderen das demografische Altern [50].  

Angesichts dieser Zahlen und der steigenden Gesundheitskosten wird deutlich, dass diese 

Erkrankung ein gesundheitspolitisches und sozialmedizinisches Problem höchster Priorität 

darstellt [43]. Die weltweiten Kosten, die von Demenz-Erkrankungen ausgehen, sind von 

604 Milliarden US$ im Jahr 2010 auf 818 Milliarden US$ im Jahr 2015 gestiegen, was einem 

Plus von 35,4 % entspricht. Die aktuelle Schätzung von 818 Milliarden US$ entspricht 

1,09 % des globalen Bruttoinlandsprodukts. Demenz hat somit eine große wirtschaftliche 
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Bedeutung und wird bis zum Jahr 2018 zu einer „Billionen-Dollar-Krankheit“. Es wird nur we-

nige Gesundheitssysteme geben die in der Lage sein werden, dies zu bewältigen [47]. 

4.2.2. Symptomatik und Verlauf  

Die AD ist durch einen langsamen, chronisch progredienten Verlauf gekennzeichnet [44]. Sie 

kann klinisch anhand des Ausmaßes der kognitiven Defizite in ein frühes, ein mittleres und 

ein spätes Stadium eingeteilt werden.  

Als Prodromalphase wird die sogenannte leichte kognitive Beeinträchtigung (MCI, engl. mild 

cognitive impairment) bezeichnet und kann individuell unterschiedlich lange andauern. Die 

MCI bezeichnet eine erworbene Störung der Merkfähigkeit, der Aufmerksamkeit oder des 

Denkvermögens, die über die normale altersabhängige Leistungsabnahme hinausgeht, aber 

noch nicht das Ausmaß einer Demenz erreicht. Hierbei sind die Erkrankten in der Ausübung 

ihrer Alltagstätigkeiten (ADL, engl. activity of daily living) noch nicht eingeschränkt [51]. 

Die Erkrankung zeichnet sich durch ein fortschreitendes, irreversibles Absterben von Ner-

venzellen und Synapsen im Gehirn aus. Durch diesen Nervenzell- und Synapsenverlust 

kommt es zu einer hippokampalen und kortikal betonten Hirnatrophie [52–55]. 

Besonders in den Hirnarealen des zerebralen Cortex und des limbischen Systems führt der 

Zellverlust symptomatisch zu einer sukzessiven Abnahme der Gedächtnis- und Orientie-

rungsleistung sowie zu Beeinträchtigungen des Denk- und Urteilsvermögens. Die stetige 

Verschlechterung der kognitiven Leistung bis hin zum Wahrnehmungsverlust führt zu Apa-

thie und teilweise zum gänzlichen Verlust der Kontrolle über die eigenen Körperfunktionen 

[56,57]. 

Während der Erkrankung treten Störungen des räumlich visuellen Denkens, von Exekutiv-

funktionen, der Orientierung, eine Agnosie, eine Aphasie und eine Apraxie bei lang erhalte-

ner Persönlichkeit, außerdem nicht kognitive Veränderungen wie Depressionen, Antriebs-

mangel, Angst, psychomotorische Unruhe oder Beeinträchtigung der Wahrnehmung auf. 

Auch Verhaltensstörungen und psychotische Symptome, wie Halluzinationen und Wahnvor-

stellungen können eintreten [39,58]. Das Bewusstsein ist dabei ungestört [59].  

In späten Stadien kann es zur nahezu vollständigen Einbuße der kommunikativen und moto-

rischen Fähigkeiten kommen, so dass ein selbständiges Ausführen der ADL unmöglich wird 

und die Erkrankten pflegebedürftig werden [60]. 

4.2.3. Neuropathologische Charakteristika  

Bereits Alois Alzheimer beobachtete zwei pathologische Läsionen, deren Vorkommen mit 

allen Formen von AD assoziiert werden können. Im Gehirn von AD Patienten kommt es zur 

Bildung von amyloiden Plaques und neurofibrillären Faserbündeln (NFT), die die pathologi-

schen Charakteristika dieser Erkrankung darstellen (Abb. 3) [43]. Sie befinden sich in den 

Regionen des Hippocampus und des Neocortex, Bereiche die für die höheren mentalen Fä-

higkeiten wie z.B. Sprache und Erinnerung zuständig sind.  
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Abb. 3: (a) amyloide Plaques außerhalb einer Nervenzelle [61]; (b) neurofibrilläre Faserbündel innerhalb einer 

Nervenzelle [62]  
 

Braak und Braak zeigten, dass die Entstehung und Ablagerung von NFTs im Krankheitsver-

lauf bestimmten räumlichen und zeitlichen Mustern folgen. Anhand der Lokalisation und des 

Ausmaßes der NFTs lassen sich sechs Stadien (s. Abb. 4) differenzieren, die dabei mit den 

klinischen Symptomen korrelieren [63,64]. 

Stadien I und II   Vorhandensein von Verletzungen in  
     transentorhinalen Bereichen und in CA– 
     Gebieten des Hippocampus 

Stadien III und IV   Erscheinen von Läsionen des Hippocampus,  
    der Amygdala und im limbischen Kern des  
    Thalamus 

Stadien V und VI    Einbeziehen des Isocortex in die zelluläre  

                                            Pathologie 
Abb. 4: Einteilung der Alzheimer-Krankheit nach [61] S.91 

Amyloide Plaques 

Die amyloiden Plaques bestehen aus aggregierten Aβ-Peptiden. Allgemein werden Plaques 

in senile (neuritische) und diffuse (nicht-neuritische) Plaques unterteilt. Diese Plaques besit-

zen unterschiedliche Formen. So weisen die senilen Amyloidplaques einen dichten Kern so-

wie eine diffuse Korona auf und sie kommen hauptsächlich in der grauen Hirnsubstanz vor. 

Darüber hinaus kommt es in der Umgebung seniler Plaques zu einer reaktiven Zunahme von 

Astrozyten und Mikroglia sowie zu dystrophen Neuriten, was eine größere pathogene Bedeu-

tung im Vergleich zu diffusen Plaques anzeigt [42]. Weiterhin kennzeichnet eine umgebene 

Entzündungsreaktion, welche durch aktivierte Glia und eine Vielzahl von Entzundüngsmedia-

toren charakterisiert ist, diese Plaques [65]. In Bezug auf den Krankheitsverlauf bei AD gibt 

es verschiedenste Hypothesen. So besagt z.B. eine Hypothese, dass die senilen Plaques 

selbst neurotoxisch wirken, oder das in löslichen Fraktionen vorliegende Aβ-Peptid die Lang-

zeitpotenzierung (LTP) hemmt und als Folge Gedächtnisstörungen verursacht [66].  

Senile Amyloidplaques sind extrazelluläre Ablagerungen, die wie auch ihre intrazellulären 

Vorläuferformen mit Neuronenverlust in Verbindung gebracht werden [67–69].  

Die diffusen Plaques sind wesentlich häufiger als die senilen und kommen auch in Gehirn-

arealen vor, welche normalerweise keine Läsionen während der Alzheimerschen Erkrankung 

aufweisen. Sie weisen einen wenig dichtgepackten Phänotyp auf und kommen auch in der 

Gehirnmasse von klinisch gesunden Menschen vor, stellen also kein eindeutiges Merkmal 

a b 



4. Stand des Wissens 

 

14 

der Alzheimer´schen Erkrankung dar. Von den diffusen Amyloidplaques wird angenommen, 

dass diese möglicherweise der Aggregationsursprung für die senilen Plaques sind [42,70]. 

Neurofibrilläre Faserbündel (NFT) 

Die NFTs stellen intrazelluläre Produkte der Neuronen dar. Sie bestehen aus dem Tau-

Protein und treten sowohl bei der AD als auch bei anderen neuronalen Erkrankungen auf.  

Bei dem Tau-Protein handelt es sich um ein niedermolekulares Phosphoprotein, welches 

erstmals 1975 charakterisiert wurde [71] und im gesunden Hirngewebe die Mikrotubuli stabi-

lisiert [72]. Die Wechselwirkung zwischen Mikrotubuli und Tau wird hierbei durch den Phos-

phorylierungsgrad reguliert. Während im gesunden Gehirngewebe ein Phosphorylierungs-

grad von 2-3 Mol Phosphat pro Mol Tau auftritt, liegt dieses Protein im erkrankten Hirngewe-

be im hyperphosphorylierten Zustand mit einem Phosphorylierungsgrad von 6-8 Mol Phos-

phat pro Mol Tau vor [73,74]. Es kann somit nicht mehr an die Mikrotubuli binden, sondern 

akkumuliert und bildet ca. 10 nm lange Filamente. Diese Filamente lagern sich zu wasserun-

löslichen Helices zusammen und werden als neurofibrilläre Faserbündel bezeichnet. Die 

Phosphorylierung kann von einer Reihe von Protein-Kinasen erfolgen. So führt z.B. die zykli-

nabhängige Kinase 5 (CDK-5) zur Hyperphosphyrolierung, wobei es infolge einer Fehlregu-

lierung zur proteolytischen Abspaltung des Fragments p25 der Kinase kommt. Dadurch er-

hält die Kinase eine konstitutive Aktivität, so dass das Tau-Protein hyperphosphoryliert wird 

[75].  

Ohne die stabilisierende Funktion des Tau-Proteins desintegrieren die Mikrotubuli in ihre 

Untereinheiten. In Folge dessen kommt es zum Absterben der Neuronen durch Nährstoff-

mangel und somit zu neurologischen Beschwerden.  

4.2.4. Pathogenese  

Die Pathogenese der Alzheimer Erkrankung ist multifaktoriell bedingt und wird wahrschein-

lich durch co-pathologische Wechselwirkungen verschiedener Faktoren wie APP/Aβ, ApoE4, 

Tau, α-Synuclein, TDP-43, Alter und andere Risikofaktoren (wie z.B. Diabetes mellitus, Ent-

zündungen, Kopfverletzungen) hervorgerufen. Die Art der Verknüpfung der verschiedenen 

Faktoren, die zum letztendlichen Neutronenverlust führt, ist bis dato noch nicht vollständig 

aufgeklärt [47].  

Die Aggregation und Akkumulation von Aβ im Gehirn resultiert aus einer erhöhten Produktion 

von Aβ, einem verminderten Abbau durch Aβ-degradierende Enzyme oder einem reduzierten 

Durchtritt durch die Blut-Hirn-Schranke. Aβ-Oligomere beeinträchtigen die synaptischen 

Funktionen sowie die damit verbundenen Signalwege, ändern die neuronalen Aktivitäten und 

die Freisetzung von neurotoxischen Mediatoren aus Gliazellen.  

Fibrilläre Amyloid-Plaques verzerren neuronale Prozesse. Das Lipid-Transportprotein ApoE4 

beeinträchtigt die Aβ-Clearance und fördert somit die Aβ-Ablagerungen. Innerhalb von ge-

stressten Neuronen exprimiert, wird ApoE4 in einem viel größeren Ausmaß als apoE3 in 

neurotoxische Fragmente gespalten, die das Zytoskelett stören und die Mitochondrien-

funktion beeinträchtigen. Tau, das normalerweise am häufigsten in Axonen vorkommt, ist in 

dem Perikaryon und den Dendriten fehllokalisiert und bildet Einschlüsse, die als NFT be-

zeichnet werden. Auch α-Synuclein kann selbst zu pathogenen Oligomeren zusammenla-
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gern und größere Aggregate (Lewy-Körperchen) bilden. Sowohl Tau als auch α-Synuclein 

können in den extrazellären Raum freigesetzt werden, wo sie sich auf andere Zellen vertei-

len können. Vaskuläre Anomalien beeinträchtigen die Versorgung mit Nährstoffen und den 

Abtransport von Stoffwechselnebenprodukten, führen zu Mikroinfarkten und fördern die Akti-

vierung von Gliazellen [47]. 

Eine zentrale Rolle spielt das Aβ-Peptid sowie seine Prozessierung aus dem APP. 

 
Abb. 5: Multifaktorielle Basis der AD Pathogenese [Quelle: [76] Seite 9] 

4.2.4.1. APP-Prozessierung und Aβ-Peptide  

Die Aβ-Peptide sind die Hauptbestandteile der amyloiden Plaques und gehen aus der en-

zymatischen Spaltung des APP hervor.  

Sowohl in von Alzheimer betroffenen als auch in gesunden Gehirnen entsteht Aβ aus dem 

APP, einem integralen Membran-Vorläuferprotein. APP wird ubiquitär im Körper exprimiert, 

wobei der höchste Expressionsgrad im menschlichen Gehirn sowie in den Nieren und dem 

Herz gefunden worden [77]. Es besitzt eine große extrazelluläre Domäne (Ektodomäne oder 

N-terminale Domäne) und im Vergleich dazu eher eine kurze intrazellulare Domäne (Endo-

domäne oder C-terminale Domäne) sowie eine Transmembranregion (TMR) mit einem ein-

fachen, α-helikalen Membrandurchgang. APP ist beim Menschen auf dem Chromosom 21 

lokalisiert und besitzt mindestens 18 Exons, welche für 3,3 bis 3,5 kb RNA-Transkripte kodie-

ren [78–81]. Durch alternatives mRNA-Spleißen der Exons können eine Reihe von Isoformen 

gebildet werden, wobei bevorzugt die APP-Spleißformen mit 770, 751 und 695 Aminosäuren 
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exprimiert werden [82]. Die Expression der verschiedenen Spleiß-Varianten kann zelltypab-

hängig variieren, so stellt z.B. die APP-Spleißform mit 695 Aminosäuren die dominante Isof-

orm in menschlichen Neuronen des zentralen Nervensystems dar [83].  

APP konnte bisher mit einer Vielzahl an physiologischen Funktionen in Verbindung gebracht 

werden. Neben einer Funktion als Zelloberflächenrezeptor [79], wurde eine Bedeutung als 

Rezeptor für das Aβ-Peptid [84,85] festgestellt. Weiterhin kann APP für die Zell-Zell-

Interaktion z.B. bei der APP-vermittelten Adhäsion von Neuronen und Gliazellen während 

der Gehirnentwicklung bedeutsam sein [86] und in neuronalen Prozessen auch regulatorisch 

wirken. So wird APP insgesamt mit Neuritenwachstum, dendritischer Verzweigung, Synapto-

genese, neuronaler Erregbarkeit und synaptischer Plastizität in Verbindung gebracht [87]. 

Zudem ist APP als Frachtrezeptor beim axonalen Vesikeltransport involviert [88–91]. 

Die APP-Prozessierung kann auf zwei Wegen erfolgen, zum einen auf dem amyloidogenen 

und zum anderen auf dem nicht-amyloidogenen Weg (Abb. 6). 

Beim nicht-amyloidogenen Weg erfolgt 

die sequenzielle Spaltung des APP´s durch 

die α- und nachfolgend durch die γ-

Sekretase, wodurch die Bildung von Aβ-

Peptiden verhindert wird. Die amyloidoge-

ne Prozessierung dagegen erfolgt unter 

der sequenziellen Spaltung des APP´s 

durch die β- und nachfolgend durch die γ-

Sekretase, wodurch Aβ-Peptide gebildet 

werden. Beide APP-Prozessierungen kön-

nen auch in gesunden Nervenzellen, teil-

weise parallel, ablaufen [92]. 

Des Weiteren kann die APP-Prozessierung 

nicht nur ausschließlich an der äußeren 

Zellmembran, sondern auch im endoplas-

matischen Retikulum, also intrazellulär, 

stattfinden [93]. 

 

Der nicht-amyloidogene Weg erfolgt bei gesunden Menschen zu einem Anteil von ca. 

90 %. Hierbei wird das APP zunächst von der α-Sekretase, einer membrangebundenen Me-

talloprotease, geschnitten. Hieraus resultiert ein lösliches sAPPα- und ein membrangebun-

denes C 83-Fragment. Bei anschließender Spaltung des C 83-Fragments durch die γ-

Sekretase, einer membrangebundenen Aspartylprotease, wird das nicht zur Aggregation 

neigende Peptid p3 freigesetzt und ein intrazelluläres APP-intrazelluläre-Domäne-(AICD)-

Fragment entsteht [66,94]. Aβ kann auf diesem Weg nicht entstehen [95,96].  

Der amyloidogene Weg ist in der Pathogenese von AD von entscheidender Bedeutung, da 

durch ihn das toxische Aβ-Peptid entsteht und freigesetzt wird.  

Hierbei schneidet anstelle der α-Sekretase die membranständige β-Sekretase (site APP-

cleavinge enzyme oder BACE-1) APP nahe der extrazellulären Membranseite zwischen den 

Abb. 6: APP-Prozessierung [[96] Seite 2] 
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Aminosäureresten M596 und D597 [97–99]. Es entsteht zunächst das lösliche extrazelluläre 

sAPPβ-Fragment („soluble“ APPβ) und das in der Membran verbleibende C 99-terminale 

Fragment (β-CTF oder C 99-Fragment), das nach dem Abspalten der Ektodomäne, ein Pro-

zess der auch als „ectodomain shedding“ bezeichnet wird, als Substrat für die γ-Sekretase 

zur Verfügung steht. Nach Entfernen der Ektodomäne kann die γ-Sekretase das C 99-

terminale Fragment erkennen und innerhalb der Membran schrittweise prozessieren. Durch 

die Spaltung der γ-Sekretase werden Aβ-Peptide generiert und in den extrazellulären Raum 

abgegeben [92,96]. Hierbei entsteht am häufigsten ein 40 Aminosäure großes Aβ-Peptid. 

Jedoch kommt es in 5-10 % zur Bildung von 42 Aminosäuren umfassenden Aβ-Peptiden, 

welche die Hauptkomponente der amyloiden Plaques darstellen. Auch wenn sich die Länge 

der beiden Aβ-Peptide Aβ40 und Aβ42 nur um zwei Aminosäuren unterscheidet, sind die che-

mischen Eigenschaften verändert. Durch die beiden zusätzlichen Aminosäuren Ile und Ala 

erhöht sich die Lipophilie des Aβ42-Peptides und zeigt in vitro eine deutlich höhere Aggrega-

tionsbereitschaft zu Oligomeren und Plaques [100,101]. Auch sind diese Peptide resistenter 

gegenüber einem proteolytischen Abbau [102]. Normalerweise sind die Aβ42-Peptide als α-

Helix gewunden und liegen als Monomere vor, jedoch kommt es in Folge einer Proteinfehlfal-

tung zur Ausbildung einer β-Faltblattstruktur. Diese Konformationsänderung fördert weiterhin 

eine Aggregation der Peptide und somit die extrazelluläre Bildung der Plaques [41,102].  

Weiterhin zeigten zahlreiche biochemische Studien, dass Aβ-Peptide aus AD-Gehirnen post-

translational durch Isomerisierungen, Racemisierungen oder zu Pyroglutamat modifiziert sein 

können. So beschrieben Mori et al., dass 15 – 20 % der gesamten Aβ-Peptide einen Py-

roglutamatrest am N-Terminus tragen [103,104].  

Die Bildung von Pyroglutamat (pGlu)-modifizierten Aβ-Peptiden (Aβx(pE)–42) ist ein mehrstufi-

ger Prozess. Nach der Spaltung von APP durch das β-site APP-cleaving Enzyme (BACE1) 

und die γ-Sekretase wird Aβ1–40/42 frei gesetzt. Das Glutamat am N-Terminus der Aβ-Peptide 

wird dann von der Glutaminylzyklase (QC) zu Pyroglutamat (pE) zyklisiert, so dass  

Aβ3(pE)–40/42 und Aβ11(pE)–40/42 Peptide entstehen können [104]. 

Diese pE-Modifikation von Aβ zu AβpE3 führt zu veränderten biophysikalischen und biochemi-

schen Eigenschaften, insbesondere Änderung des Aggregationsverhaltens und der Stabilität. 

Die Bildung des Lactamringes und der Ladungsverlust führen zu einer höheren Hydrophobie 

und damit zu einer höheren Stabilität und Aggregationsneigung. Darüber hinaus erhöht die 

Bildung des N-terminalen Pyroglutamats, das resistent gegen den Abbau durch Peptidasen 

ist, die Stabilität des Peptids weiter. Die pGlu-modifizierten Aβ-Peptide besitzen somit eine 

geringere Löslichkeit und sind resistenter gegenüber katabolischen Prozessen. Sie aggregie-

ren 200-mal besser und sind 10-mal stabiler gegenüber einem proteolytischen Abbau [105–

107]. 

Das AβpE3-Peptid wurde in mehreren Studien als diagnostischer und therapeutischer Ansatz-

punkt für AD identifiziert [104,106,108–111].  

AβpE3-Oligomere können sich intraneuronal und perivaskulär im Gehirn ablagern. Weiterhin 

ist der AβpE3-Spiegel im Blutplasma von AD-Patienten signifikant niedriger als bei Gesunden. 

Es wird angenommen, dass AβpE3-Oligomere, neben ihrer eigenen Neurotoxizität, die Ent-

stehung von Aβ-Plaques begünstigen. Der niedrigere Plasmaspiegel bei AD wird mit einer 
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zerebralen Amyloid-Angiopathie und einer daraus resultierenden gestörten Eliminierung be-

gründet [111].  

4.2.4.2. Amyloid Kaskaden Hypothese 

Das vorherrschende Modell zur Pathogenese der AD stellt die „Amyloid Kaskaden Hypothe-

se“ dar. Sie wurde 1991 von Hardy und Allsop [112] formuliert und gilt bis heute in modifizier-

ter Form als grundlegender molekularer Mechanismus der AD, obwohl zunehmend auch 

andere Prozesse als relevant erachtet werden. Sie besagt, dass durch die fortschreitende 

Akkumulation von Aβ eine Kaskade initiiert wird, die letztlich zu Neurodegeneration, Hirnat-

rophie und somit zu Demenz führt. Die erhöhte Freisetzung oder der verringerte Abbau von 

Aβ führt zu deren Akkumulation. Aufgrund der folgenden Aβ-Oligomerisierung beziehungs-

weise der Plaquebildung kommt es zu Neuroinflammation, Schädigung von Synapsen und 

einer Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, was wiederum zur Bildung von NFT´s führt. 

Sowohl die durch Aβ ausgelöste Neuroinflammation als auch die direkte Synapsenschädi-

gung sowie die NFT-Bildung werden als ursächlich für neuronale Fehlfunktionen und die da-

raus resultierende Neurodegeneration bei AD angesehen [112–115]. Während Hardy und 

Higgins 1992 [115] noch annahmen, dass die Aβ-Plaques die einzige neurotoxische Spezies 

darstellen, gilt es mittlerweile als erwiesen, dass Aβ-Oligomere ebenfalls neurotoxisch sind 

und einen größeren Anteil an der Neurodegeneration bei AD haben [113,116]. 

Im Laufe der Jahre führten neu gewonnene Erkenntnisse zur Überarbeitung der Amyloid 

Hypothese (Abb. 7), da es sich gezeigt hatte, dass die Anzahl extrazellulärer Aβ-Plaques 

schlecht mit dem Neuronenverlust [117] sowie mit dem Verlust kognitiver Fähigkeiten korre-

lierte [118]. Intrazelluläre Aβ-Peptide, vor allem Aβ42, rückten in den Fokus und stellten einen 

zentralen Punkt der Alzheimer-Pathologie dar [119–121]. Nach dieser Hypothese stehen 

nicht mehr alle Aβ-Peptide in Form seniler Plaques im Fokus, sondern auch die Aβ-

Oligomere, die auch schon in früheren Studien eine starke Korrelation mit der neurologi-

schen Symptomatik aufwiesen [42,118,122–126]. 

 

Abb. 7: Klassische und modifizierte Amyloid-Hypothese [[127] Seite 78] 
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4.2.5. Derzeitige Therapieoptionen  

In der Therapie der Alzheimer Erkrankung stehen bis dato lediglich symptomatische Thera-

pieoptionen zur Verfügung.  

Die bisher zugelassenen Wirkstoffe zur symptomatischen Behandlung von AD (s. Abb.8) 

führen ohne wesentliche Beeinflussung des zugrundeliegenden Krankheitsprogresses zu 

einer Besserung der kognitiven Symptomatik [128]. Diese bisher zugelassenen Antidementi-

va zielen allein auf das veränderte Neurotransmittergleichgewicht ab. Zur derzeitigen Be-

handlung stehen 3 Wirkstoffe aus der Klasse der Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Donepezil 

(11), Rivastigmin (12) und Galantamin (13)) für die Behandlung der leichten bis mittelschwe-

ren AD zur Verfügung sowie der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorantagonist Memantin (14) zur 

Behandlung der mittelschweren und schweren AD (Abb.8). Tacrin (Cognex®) als frühester 

Vertreter der Acetylcholinesterase-Inhibitoren wurde aufgrund seiner hohen Lebertoxizität 

vom Markt genommen.  

Diese Wirkstoffe führen lediglich zu Verbesserungen der kognitiven Fähigkeiten bei Patien-

ten im frühen Stadium, bei teilweise starken Nebenwirkungen [129]. 

 

Abb. 8: Zugelassene Wirkstoffe zur Behandlung von AD 

Memantin (14), wurde im Jahr 2003 weltweit zugelassen und ist ein Antagonist des N-

Methyl-D-Aspartat-Rezeptors. Durch die Blockierung dieses Rezeptors wird eine postsynap-

tische Dauerstimulation verhindert, welche durch die pathologisch gesteigerte Glutamatkon-

zentration im synaptischen Spalt der postsynaptischen Nervenzelle entsteht. Dies reduziert 

Störungen der Sinneswahrnehmung und Gedächtnisleistung sowie kognitive Defizite und ein 

Neuronenzerfall im Sinne einer Exzitotoxizität kann verhindert werden. Insgesamt ist die Da-

tenlage zur Wirksamkeit für Memantin schlechter als für AChE-Inhibitoren. Die durchgeführ-

ten Studien zeigten, dass es zu geringfügigen Verbesserungen von Alltagsfähigkeiten und 

der kognitiven Leistungsfähigkeit sowie zu einer reduzierten Pflegeabhängigkeit kommt [44]. 

Die Acetylcholinesterase-Inhibitoren (AChE-I) unterscheiden sich sowohl in ihrer Struktur als 

auch in ihrer Selektivität für AChE. Hierbei weist Donepezil die höchste Spezifität für AChE 

auf [130]. Aufgrund der guten Permeabilität durch die Blut-Hirn-Schranke ist die Konzentrati-

on von Donepezil im zentralen Nervensystem vermutlich höher als im Blut. Diese Eigen-
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schaft zusammen mit der Enzymspezifität von Donepezil machen diesen zu einem zentral 

wirksamen AchE-Inhibitor [131]. Hierbei führt die Hemmung des enzymatischen Abbaus 

durch Donepezil zu einem Anstieg von ACh, wodurch es zu einer Aktivierung der cholinerge-

nen Rezeptoren kommt (Abb. 9).  

 

Abb. 9: Wirkmechanismus des AchE-Inhibitors Donepezil im synaptischen Spalt [132] 

Infolge der cholinergenen Hypothese ist die Rezeptoraktivierung für die Verbesserung der 

AD Symptomatik von Bedeutung [133,134]. Zur Gewährleistung des Wirkmechanismus darf 

Donepezil aber weder an nikotinischen noch an muskarinischen Rezeptoren eine antagonis-

tische oder agonistische Wirkung aufweisen. Dies konnte in mehreren Studien bestätigt wer-

den [135–138]. Für den AChE-I Donepezil konnte weiterhin ein neuroprotektive Wirkung 

nachgewiesen werden [139,140]. 

Neben den zugelassenen Antidementiva werden bei AD auch pflanzliche Arzneimittel einge-

setzt. Hierbei kommen vor allem Phytopharmaka mit antidepressiven, anti-

inflammatorischen, antioxidativen und antipsychotischen Wirkungen zum Einsatz, da in fort-

geschrittenen Stadien auch psychische Veränderungen zunehmen. 

Seit vielen Jahren wird der Ginkgo biloba Extrakt EGb 761 zur Demenzbehandlung einge-

setzt, wobei seine symptomatische Wirkung in den frühen Stadien der AD in vielen klinischen 

Studien belegt wurde. In Deutschland sind mehrere Phytopharmaka, die EGb 761 (Tagesdo-

sis 240 mg) enthalten, für die Therapie der Demenz zugelassen und auch von den gesetzli-

chen Krankenkassen anerkannt. Sie sind deutlich nebenwirkungsärmer und preiswerter als 

AChE-Inhibitoren und Memantin. Ein besonders guter Therapienutzen konnte bei Patienten, 

die psychische Begleitsymptome wie emotionale Labilität, Anspannung oder Unruhe aufwie-

sen, erzielt werden. Zwar reduziert EGb 761 nicht die Aβ-Konzentration, dennoch verzögert 

der Extrakt die Progression der Symptome und wirkt antioxidativ. Ebenso konnte eine prä-

ventive Wirkung von EGb 761 beim altersabhängigen kognitiven Abbau nachgewiesen wer-

den [141].  

Weiterhin stellen Johanniskrautextrakte ein weiteres Phytopharmaka zur Behandlung oder 

Prävention von neurodegenerativen Erkrankungen dar. In Studien konnte unter anderem 
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gezeigt werden, dass es zu einer Verringerung der Plaquesgrößen beiträgt. Da diese Extrak-

te bereits weltweit bei milden Depressionen eingesetzt werden, sind sie hinsichtlich ihres 

Nebenwirkungspotentials gut untersucht [142]. 

4.2.6. Perspektivische Therapieansätze (AD Targets) 

Zukünftig werden Wirkstoffe und Therapieverfahren, die auf die Pathophysiologie neurode-

generativer Prozesse abzielen, eine große Rolle spielen. Derzeit befinden sich zahlreiche 

dieser „disease-modifying agents“ mit unterschiedlichen neurochemischen Ansatzpunkten in 

verschiedenen Phasen der präklinischen und klinischen Entwicklung [46]. Anders als die 

bisherigen Antidementiva sollen diese Wirkstoffe und Therapieansätze die AD heilen bzw. 

deren Fortschreiten wesentlich verzögern oder zum Stillstand bringen. 

Wie bereits beschrieben, gibt es für die Alzheimer-Pathologie charakteristische Strukturen, 

zum einem Aβ-Peptide, welche zu den extrazellulären Plaques aggregieren und hyperphos-

phorylierte Tau-Proteine, welche intrazellulär die neurofibrillären Bündel (NFT) akkumulieren. 

Demzufolge stehen diese Charakteristika im Fokus perspektivischer Therapieansätze. Daher 

wird versucht, die Sekretion, die Modifikation, die Aggregation, den Abbau von und die Im-

munität gegenüber Aβ-Peptiden, sowie die Phosphorylierung von Tau zu beeinflussen 

[21,46,106,111,143–146]. Weiterhin stehen aber auch anti-inflammatorische Therapieansät-

ze, Neurotransmitter-Modulatoren und spezifische Membrantransporterproteine (ABC-

Transporter) [147,148] sowie Apoptose-Inhibitoren und andere neuroprotektive Agenzien 

(z.B. Neotrofin) [149] im Fokus der perspektivischen Therapieansätze. Darüber hinaus wer-

den aber auch Antioxidantien [150], Metallchelat-Bildner (z.B. Clioquinol) [151], Endokan-

nabinoide [152], lipidsenkende Statine (z.B. Simvastatin) [153], Hormonersatz-Therapie mit-

tels Östrogenen (z.B. Raloxifen) [154] sowie Nervenwachstumsfaktoren (Nerve growth fac-

tor, NGF) [155] als mögliche Ansätze untersucht. 

Eine Auswahl der derzeitig untersuchten perspektivischen Behandlungsstrategien und Wirk-

stoffe mit pathophysiologischen Ansätzen sind in nachfolgender Tab. 3 zusammen gestellt.  

Die auf Aβ abzielenden Therapieansätze stehen im Hauptfokus bei der Suche nach kausalen 

Wirkstoffen und Behandlungsstrategien der Alzheimer Erkrankung. 
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Tab. 3: Perspektivischen Behandlungsstrategien und Wirkstoffe [Quellen über die angegebenen hinaus [46,146,156,157]] 

 

Ansatz 

 

Ziel Wirkprinzip/ Wirkungsprofil Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] Phase Quelle 
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γ- Sekretase Inhibitor 

 

 

 

 

 

 

 

 

γ-Sekretase Modulatoren (GSM) 

 

 

 

 

BACE1-Inhibitor 

 

Bryostatin1 

 

EHT 0202 [ExonHit Therapeutics] 

 

Acitretin (Soriatane, Neotigason, RO 101670) 

[Actavis, Allergan plc] 

Calpeptin 

Semagacestat [Eli Lilly & Co.] 

 

 

Flurizan (Tarenflurbil, r-flurbiprofen, MPC-7869) 

[Myriad Genetics & Laboratories] 

 

 

 

 

BMS-708163 [Bristol-Myers Squibb] 

 

EVP-0962 [EnVivo Pharmaceuticals] 

 

NIC5-15 (Pinitol, D-Pinitol) [Humanetics Phar-

maceuticals Corporation] 

 

CHF 5074 [CereSpir™ Incorporated, Chie-

si Pharmaceuticals Inc.] 

AZD3293 [AstraZeneca] 

CNP520 [Amgen Inc., Novartis Pharmaceuticals 

Corporation] 

k.A. 

 

II/IIa/IIb 

 

II (2013 abgeschlossen) 

 

III 

III (2011 abgeschlossen) 
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II/IIa/IIb (11/2012 abge-
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Ansatz 

 

Ziel Wirkprinzip/ Wirkungsprofil Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] Phase Quelle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aβ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hemmung der 

Amyloid-Bildung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BACE1-Inhibitor 

 

 

BACE1 und BACE2 Inhibitor 

 

 

 

Aktive Immunisierung/ Bildung Aβ-

Antikörper 

 

 

 

 

 

 

 

 

Passive Immunisierung/ Antikörper gegen 

Aβ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RG7129 [Roche Products (Ireland)] 

E2609 [Biogen, Eisai Co., Ltd.] 

JNJ-54861911 [Janssen, Shionogi Pharma] 

Verubecestat (MK-8931, MK-8931-009) [Merck] 

Affitope AD02 [AFFiRiS AG] 

Vanutide cridificar (ACC-001) [Pfizer] 

ADDL 

CAD 106 [Novartis] 

AN-1792 (synth. Aβ) [Janssen, Pfizer] 

Crenezumab (MABT5102A) [Genentech] 

CAD106 [Novartis Pharmaceuticals Corporation] 

ACI-24 (Pal1-15 acetate salt) [AC Immune SA] 

Bapineuzumab (AAB-003) [Janssen, Pfizer] 

 

AAB-003 (PF-05236812) Bapineuzumab Deri-

vate [Janssen, Pfizer] 

 

Gammagard [Baxter Healthcare] 

Y2062430 

GSK933776A 

RN1219 

R1450 

Solanezumab (LY2062430) [Eli Lilly & Co.] 

 

Octagam® Intravenöses Immunoglobulin IVIg 

[Octapharma]  

 

Gamunex Intravenöses Immunoglobulin IVIg 

[Grifols Biologicals Inc.] 

I (abgebrochen) 

II (bis 2018) 

II/III (2015-2024)  

III (bis 2018) 

II 

II/IIa  

I 

II/III (2015 bis 2023) 

II (unterbrochen) 

II, II (bis 2020) 

III 

I  

III (2012 abgeschlossen) 

 

I (2014 abgeschlossen) 

 

 

III (abgebrochen) 

II/III (unterbrochen) 

II 

I 

I 

III (bis 2016) 

 

II/III (inaktiv) 

 

 

II/III 

 

 

 

 

 

[164] 

[165] 

 

 

[166] 

 

[167] 

[168] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[169] 

 

 

[170] 
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Ansatz 

 

Ziel Wirkprinzip/ Wirkungsprofil Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] Phase Quelle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aβ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hemmung der 

Amyloid-Bildung 

 

 

 

 

  

 

 

Passive Immunisierung/ Antikörper gegen 

Aβ 

 

 

 

 

 

 

Aducanumab (BIIB037) [Biogen] 

 

SAR228810 [Sanofi] 

 

BAN2401 [Biogen, Eisai Co., Ltd.] 

 

Crenezumab [Genentech] 

 

Gantenerumab - IgG1 Antikörper                 

[Chugai Pharmaceutical Co., Hoffmann-La 

Roche] 

 

III (ab 09/2015) 

 

I 

 

II 

 

II 

 

III (bis 2018/2019) 

 

 

 

 

[171] 

 

[172] 

 

[173] 

 

[174] 

 

LY3002813 (N3pG-Aβ monoclonaler Antikörper) 

[Eli Lilly & Co.] 

MEDI1814 (anti-Aβ Antikörper) [AstraZeneca] 

 

Ponezumab (PF-04360365 - 

IgG2δA monoclonaler Antikörper) [Pfizer] 

I (seit 2013) 

 

I (seit 2014) 

 

II (2011 abgeschlossen) 

 

Hemmung/Bindung von Amyloid am 

„Receptor for Advanced Glycation End-

products - RAGE-Inhibitor 

Azeliragon (PF-04494700, TTP488) [Pfizer, 

TransTech Pharma, Inc.] 

 

III (ab 04/2015) 

 

 

[175] 

 

 

Nikotinsäure α7-Rezeptor-Agonist 

 

Encenicline (EVP-6124) [FORUM Pharmaceuti-

cals Inc., Mitsubishi Tanabe Pharma] 

III (bis 2016) 

 

[176] 

 

Abbau von Plaques 

(Erhöhung der β-

Amyloid-Clearance) 

Immunisierung β-Amyloid-Immunglobulinapplikation Klinisch [177] 

Herhöhung Expression des apoE-Gens Bexaroten (Targretin) [Ligand Pharmaceuticals, 

Inc., ReXceptor Inc.] 

II (2014 abgeschlossen) [178] 

 

Reduktion 

 

 

ABC-Transporter / 

ABCC1-Aktivator 

Thiethylperazin 

Hopfen Extrakte  

Johanniskraut Extrakte 

  

 

 

[179] 

[180] 

[141] 
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Ansatz 

 

Ziel Wirkprinzip/ Wirkungsprofil Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] Phase Quelle 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aβ 

 

 

 

 

Reduktion 

ABC-Transporter / 

ABCC1-Aktivator 

Baldrian Extrakte 

Curcumin 

Flavonoide aus Crataegus oxyacantha 

 

II/IIa/IIb 

 

[181] 

[182] 

[183] 

GnRH-Agonist Leuprorelin II [184] 

GLP-1 Agonists Liraglutide [Novo Nordisk A/S] II/IIa/IIb [185,186] 

 

 

 

Hemmung der Amy-

loid-Oligomerisierung 

 

 

 

Anlagerung an β-Amyloid/ Verhinderung 

β-Faltblattstruktur 

Bindung an lösliches Aβ  

Metallionenchelator 

 

 

Zerstörung β-Faltblattstruktur 

 

„Beta-Sheet-Breaker 

 

Tramiprosat / Alzhemed [Neurochem, Inc.] 

PBT2 [Prana Biotechnology Limited] 

Huperzin A [Debiopharm Group, Neuro-Hitech, 

Inc.] 

 

ELND005 (AZD-103) [Elan Corporation, Speran-

za Therapeutics] 

 

 

III (inactive) 

II/IIa/IIb  

IIb (inaktv) 

 

 

II (abgeschlossen) 

 

[187] 

 

 

[188,189] 

[190] 

 

 

[191,192] 

 

Modifikation der Aβ-

Peptide 

Inhibierung QC / Hemmung der N-

terminalen Zyklisierung 

PQ912 [Probiodrug AG] II (seit 2015) 

 

[193] 
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Ansatz 

 

Ziel 

 

Wirkprinzip/ Wirkungsprofil 

 

Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] 

 

Phase 

 

Quelle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tau 

 

 

 

Hemmung der Neu-

rofibrillenbildung 

 

 

 

Tau-Aggregationshemmer 

 

 

Taukinasehemmer 

 

Tau-Anti Antikörper 

 

TRx0237 (Methylenblau) [TauRx 

Therapeutics Ltd] 

 

Peptid NAP 

 

MC1 

 

III (bis 2015) 

 

 

II 

 

k.A. 

 

[194] 

 

 

[195] 

 

[196] 

Stabilisierung Mikro-

tubuli 
 

Epothilone D (BMS-241027) [Bristol-Myers 

Squibb] 
I (2013 abgeschlossen) [197] 

Inhibierung Mikrotu-

buli Polymerisation 

Reduktion Thr231 phosphoryliertes Tau 

 
Nicotinamide (Vit.B3) II/IIa/IIb [198] 

Reduktion Tau 

Oligomerisation und 

Neurofibrillen Dege-

neration 

aktiver Impfstoff, um Immunantwort 

gegen pathologisch veränderte Formen 

von Tau hervorzurufen 

AADvac-1 Impfstoff (Axon Peptid 108 konju-

giert an KLH) [Axon Neuroscience SE] 

I (10/2015 abgeschlossen) 

II ab 12/2015 – 2018  

 

Reduktion Tau Aktive Immunisierung / Bildung Antikör-

per gegen phosphoryl. Tau 

Inhibitor der Glykogensynthasekinase 3 

(GSK3-β) 

ACI-35 [AC Immune SA, Janssen]  

 

Tideglusib (NP031112, Nypta® , Zentylor™ , 

Glycogen synthase kinase 3 inhibitor, NP12) 

[Zeltia Group] 

I  

 

II (2012 abgeschlossen) 

 

 

 

 

Inflammatorisch 

 

 

 

Hemmung der 

Amyloid-Bildung 

Modulierung γ-Sekretase-Aktivität 

 

NSAIDs 

Celecoxib (Celebrex) [Pfizer] 

 

III (2007 abgeschlossen) 

[199] 

 

 

 

Reduzierung Aβ 

Peroxisom-Proliferator-aktivierten Re-

zeptor- Antagonist (PPARγ) 

TNF-α Rezeptor Inhibitor 

 

Rosiglitazon [GlaxoSmithKline] 

 

Etanercept (Enbrel) [Pfizer] 

Thalidomid [Celgene Corporation] 

eingestellt 

 

II (abgeschlossen) 

II/III (inaktiv) 

[200] 

 

[201] 

[202] 

2
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Ansatz 

 

Ziel 

 

Wirkprinzip/ Wirkungsprofil 

 

Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] 

 

Phase 

 

Quelle 

Inflammatorisch 

 

Verlangsamt AD  
Dapsone (Avlosulfon, Diaminodiphenylsulfone, 

DDS) [Immune Network Ltd.] 
II/IIa/IIb (inaktiv)  

Reduzierung Aβ42 

und Tau 
 

Ibuprofen 

 

IV (eingestellt) 

 

[203] 

 

 

Stimulation Mikroglia Phagozytose und 

Inhibierung Mikroglia Freisetzung von 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-

12 

GC 021109 [GliaCure] I (2014-2015)  

 
COX-1 und COX-2 Inhibitor Naproxen (Aleve, Anaprox, Naprosyn) ist 

NSAID [Procter & Gamble, Roche] 

eingestellt  

 

 

 

 

 

 

 

 

Neurotransmitter 

 

 

 

 

 

 

 

Modulatoren Gluta-

matrezeptor-

Subtypen 

Adenosinmonophosphat-aktivierten 

Proteinkinase (AMPA)-Rezeptoren  

CX516 (Ampalex, Ampakine) [Cortex Pharma-

ceuticals, Inc.] 

II (2005 abgeschlossen)  

 

 

Steigerung von 

cGMP 

Inhibitor der Phosphodisterase 9A BI 409306 (SUB 166499) [Boehringer Ingel-

heim] 

II (bis 2017)  

AchE-I; Glutamat-

regulation 

 

 

 

α-7 Nicotinic acetylcholine Receptor (α7-

nAChR) 

Huperzin A [Debiopharm Group, Neuro-Hitech, 

Inc.] 

 

Encenicline [EnVivo Pharmaceuticals 

IIa (inaktiv) 

 

III 

 

[204] 

 

[205] 

 

AchE-I, NMDA-

Modulatoren 

 

 Dimebolin [Medivation, Inc.] 

 

III (inaktiv) 

als Antihistaminikum 

zugelassen 

[206] 

Ach und Glutamat-

Release 

 

Glutamat-Modulator 

Selekt. 5-HT14-Antagonist 

α4β2 neuronaler Nicotinsäure-

Acetylcholine-Receptor-Agonisten 

Riluzole [Sanofi] 

Lecozotan [Pfizer] 

Varenicline [Pfizer] 

 

II 

III 

IIa/IIb (unterbrochen) 

 

[207] 

[208] 
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Ansatz 

 

Ziel 

 

Wirkprinzip/ Wirkungsprofil 

 

Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] 

 

Phase 

 

Quelle 

 

 

 

 

Neurotransmitter 

 

Modulator Glutamat-

freisetzung und 

postsynaptic Gluta-

mat-Rezeptor-Signal 

 

α 2c Adrenalin Receptor Antagonist 

Serotonin 6 Receptor (5-HT6) Antagonist 

 

 

 

Dopamin Receptor D2 Partialagonist 

 

ORM-12741 [Orion Pharma] 

PF-05212377 [Pfizer] 

Idalopirdine (Lu AE58054) [Eli Lilly & Co.] 

RVT-101 (SB-742457, GSK 742457) [Axovant 

Sciences Ltd.] 

Brexpiprazole (OPC 34712) [Lundbeck, Otsuka 

Pharmaceutical Co.]  

II (bis 2017) 

II (bis 2016) 

III (bis 2015/2016) 

III (ab 2015/2016) 

 

III (bis 06/2017) 

 

[209] 

[210] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Andere 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reduktion IL-6; 

Hemmung α- und β-

Sekretase 

HMG-CoA-Reduktase-Hemmer  

 

Simvastatin [Merck] 

 

III (inaktiv) 

 

[211] 

 

Hormonelle Thera-

pieansätze 

Progesteron und Glukokortikoid-

Antagonist 

Mifepriston 

 

III 

 

 

neuroprotektive 

Wirkung 

 

Abnahme von TNF α und IL-6 bei 

gleichzeitiger Zunahme des IL-1β 

 

MAP Kinase Inhibitors CNI-1493 

 

Neotrofin [NeoTherapeutics, Inc.] 

k.A. 

 

k.A. (unterbrochen) 

[212] 

 

[213] 

Förderung Nerven-

zellen-wachstum 

 

Förderung Stabilität und Funktion der 

Nervenzellen 

Nervenwachstumsfaktoren (NGF) 

 

Cerebrolysin [Ebewe Pharmaceutical] 

 

CERE-110 [Ceregene, Inc.] 

 

II (2009 abgeschlossen) 

 

I (2010 abgeschlossen) 

II (inaktiv) 

[214] 

 

[155] 

 

Antioxidant Bindung freier Radikale Vit. E III [215] 

Reduktion Aβ 42 

und 40; Aβ-Toxizität 

Erhöhung „ketone body beta-

hydroxybutyrate (BHB)“  

AC-1204 (Caprylsäure) [Accera, Inc.] 

 

II (bis 2016/17) 

 

[216] 

 

Schutz der Neuro-

nen vor Aβ-

induzierte Neuroto-

xizität 

 

n.b. 

 

T-817MA [Toyama Chemical Co., Ltd.] 

 

II (2011 abgeschlossen) 

 

Reduktion Aβ Ak-

kumulation 

 

Dihydropyridin-Kalziumkanalblocker 

 

Nilvadipine (Nilvad, Nivadil, ARC029) [Archer 

Pharmaceuticals, Inc.] 

III (bis 2017)  
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Ansatz 

 

Ziel 

 

Wirkprinzip/ Wirkungsprofil 

 

Wirkstoff (Synonym) [Unternehmen] 

 

Phase 

 

Quelle 

 

 

 

 

 

Andere 

 

Förderung sAPPα 

Freisetzung 

α4β2 nicotinic (nAChR) receptor activa-

tor 

AZD1446 [AstraZeneca, Targacept] 

 

II/IIa/IIb 

(unterbrochen) 

[217] 

Protektive Wirkung / 

Reduktion Ca-

Einstrom 

L-Typ Kalzium-Kanal-Antagonist MEM 1003 [Memory Pharmaceuticals Corpora-

tion] 

 

II/IIa/IIb 

(abgebrochen) 

[218] 

 

 

 

 

Neuroprotektiv 

SIRT1 activating agent 

verhindert Aβ-induzierten Granulat 

Zellverlust 

Inhibierung Aβ Aggregation & 

Inhibierung Tau Aggregation 

 

Resveratrol 

 

T-817MA [Toyama Chemical Co., Ltd.] 

Curcumin (Longvida) [Verdure Sciences] / 

Trad. Medizin 

 

III 

 

II/IIa/IIb 

II (2007 

 

[219,220] 

 

 

[221] 

[181,222,223] 

 

  Omega-3-Fettsäuren DHA und EPA [Martek 

Biosciences Corporation, NeuroBioPharm, 

Inc.] 

IV (bis 2019)  
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4.2.6.1. Therapieansatz: Hemmung der QC 

Die QC (EC 2.3.2.5) gehören zur Klasse der Acyltransferasen 

(EC 2.3.2). Sie katalysieren die intramolekulare Zyklisierung 

N-terminaler Glutaminreste von Peptiden und Proteinen zu 

Pyroglutaminsäure (5-Oxoprolin) unter der Abspaltung von 

Ammoniak, sowie die intramolekulare Zyklisierung N-

terminaler Glutamatreste ebenso zu Pyroglutaminsäure (5-

Oxoprolin) jedoch unter Abspaltung von Wasser. 

Aus dem Latex der tropischen Pflanze Carica papaya konnten 

Messer und Mitarbeiter den ersten Vertreter dieser Enzym-

klasse isolieren und charakterisieren [224,225]. In den achtziger Jahren wurde eine ähnliche 

enzymatische Aktivität im Hypophysengewebe von Säugetieren beobachtet [226,227]. In den 

nachfolgenden Jahren konnte an Hand von Sequenzvergleichen gezeigt werden, dass Glu-

taminylzyklasen sowohl in Pflanzen und Vertebraten, als auch in Bakterien und Insekten vor-

kommen [228]. Eine Einteilung der QC´s kann in zwei Gruppen erfolgen, wobei in einer ers-

ten Gruppe neben den Vertebraten- und Insekten-QC’s auch die Glutaminylzyklasen der 

Hefen zusammengefasst werden können. Die Glutaminylzyklasen der Pflanzen, Bakterien 

und Protisten lassen sich einer zweiten Gruppe zuordnen [229,230]. Im Vergleich der Ami-

nosäuresequenzen von PQC (Papaya QC) und der aus cDNA abgeleiteten Sequenz der 

hQC (humane QC) lassen sich keinerlei Homologien erkennen [231,232]. Jedoch weisen sie 

ähnliche Spezifitäten und katalytische Eigenschaften auf [233]. So katalysieren die Glutami-

nylzyklasen aus der Pflanze Carica papaya und die in der Hefe Pichia pastoris exprimierte 

hQC´s die Zyklisierung von Glutamyl- und Glutaminylresten. Begründet ist dies in einer kon-

vergenten Evolution der Glutaminylzyklasen, bei der die Enzyme unterschiedliche Strukturen 

und physiologische Funktionen ausgebildet haben [228]. Untermauert werden konnte diese 

These durch die Klärung der Tertiärstrukturen beider Enzyme [229,234]. Auf der Basis von 

Sequenzvergleichen verschiedener Glutaminylzyklasen konnten weitere Hinweise auf Ver-

wandschaftsbeziehungen aufgezeigt und die Einteilung in die oben genannten zwei Gruppen 

untermauert werden. So weisen die Glutaminylzyklasen der Pflanze Carica papaya sowie 

der Bakterien Myxococcus xanthus, Corynebacterim glutamicum und Zymomonas mobilis 

eine 30% größere Sequenzübereinstimmung im Vergleich zur Gruppe der tierischen QC’s 

auf [230,235]. Ein enges Verwandtschaftsverhältnis tierischer QC´s konnte zu den bakteriel-

len zinkabhängigen Aminopeptidasen aufgezeigt werden [236]. 

So ist auch die hQC ein zinkabhängiges Metalloenzym, welches hauptsächlich in den Lym-

phozyten, im Gehirn und Knochenmark sowie in verschiedenen peripheren Drüsen bei-

spielsweise der Hypophyse, der Schilddrüse und dem Thymus exprimiert wird [226,233].  

Das Enzym (Abb. 10) ist ein aus 361 Aminosäuren bestehendes, monomeres Glycoprotein 

mit einer molekularen Masse von ~ 40 kDa [236,237].  

Eine α/β globuläre Domäne mit einem zentralen achtsträngigen β-Faltblatt, das von α-

Helices umgeben wird, bildet die Tertiärstruktur des Enzyms [233]. Im aktiven Zentrum der 

hQC ist ein Zinkion gebunden. Dies ist vermutlich für die Protonierung der γ-Amidgruppe 

Abb. 10: Ribbondarstellung der 
humanen QC: [[234] Seite: 13118] 
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verschiedener Substrate verantwortlich und nimmt somit eine wichtige Rolle bei der Katalyse 

im aktiven Zentrum des Enzyms ein [238]. 

Die Katalyse der QC erfolgt über einen nicht kovalenten Mechanismus, für dessen Funktion 

eine α-Aminogruppe des Substrates essentiell ist und kann in drei Stufen eingeteilt werden. 

In der ersten Stufe erfolgt ein nucleophiler, intramolekularer Angriff auf die γ-C=O Gruppe 

des Substrates durch den Stickstoff der α- Aminogruppe. Während in der zweiten Stufe ein 

Protonentransfer von der α-Aminogruppe auf die Amidgruppe erfolgt, kommt es in der letzten 

Stufe zur Freisetzung von Am-

moniak (bzw. Wasser bei Glu-

tamat) [239]. 

Die physiologische Funktion 

tierischer QC, begründet in ihrer 

Eigenschaft zur Pyroglutamat-

bildung (Abb. 11) bei spezifi-

scher intrazellulärer Lokalisati-

on, ist vermutlich für die Modifi-

zierung von peptidischen Hor-

monen und Neurotransmittern 

verantwortlich.  

Für einige Peptide, wie z.B. das 

Gonadotropin-releasing Hormon  

(GnRH), das Thyrotropin-releasing Hormon (TRH) oder Monocyte Chemotactic Protein-2  

(MCP-2), konnte gezeigt werden, dass der Pyroglutamat-Rest essentiell für ihre biologische 

Wirkung ist. So führt eine Veränderung des N-Terminus, z.B. durch Nicht-Zyklisierung des 

Glutamins, zu einem Verlust der Bindung der Hormone an ihre spezifischen Rezeptoren bzw. 

zum Unterbleiben einer zellulären Reaktion [240–242]. 

Auch bewirkt die Pyroglutamyl-Bildung eine Erhöhung der Stabilität der Hormone, da der 

Peptid-N-Terminus durch die Bildung des Pyroglutamyl-Lactam-Ringes seine basischen Ei-

genschaften verliert. Aufgrund des Verlustes des für viele Aminopeptidasen essentiellen Er-

kennungsmerkmals ist der N-Terminus gegenüber unspezifischer Proteolyse weitestgehend 

resistent. 

Somit liegt eine Beteiligung der QC an der Synthese von regulativen Peptiden und damit 

eine essentielle Rolle im Hormonanabolismus und der Steuerung körpereigener Regelkreis-

läufe nahe [6]. 

Ebenso konnte die hQC pathophysiologisch mit verschiedenen Krankheiten wie z.B. rheuma-

tischer Arthritis, Osteoporose und Morbus Alzheimer (AD) in Verbindung gebracht werden 

[243,244]. 

Bei der Bildung von pGlu-modifizierten Aβ-Peptiden, einem Hauptbestandteil der senilen 

Plaques bei AD, werden die Glutaminreste am N-Terminus der Aβ-Peptide durch QC zu Py-

roglutamylresten (pE) modifiziert. Hierdurch erhöht sich ihre proteolytische Resistenz gegen-

über einem N-terminalen Abbau durch Aminopeptidasen und es kommt zu dem Verlust der 

N-terminalen Ladung. So sind die pGlu-modifizierten Aβ-Peptide hydrophober und aggregie-

ren schneller als Aβ40/42. Die Aβ3(pE)-40/42-Fragmente stellen dabei eine Art Kristalisationskeim 

Abb. 11: Mechanismus der Zyklisierung [235] 
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dar, welcher zur Selbst- bzw. Co-Aggregation mit Aβ1(pE)-40/42 führt [245–248]. Weiterhin sind 

sie neurotoxisch [107,127,249], wobei eine direkte Neurotoxizitat in Zellkultur-Experimenten 

und in transgenen Tieren nachgewiesen werden konnte [7,107,108,127,250–252]. Sowohl in 

vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass die QC die Zyklisierung zu pGlu-

modifizierten Aβ-Peptiden katalysiert [106,108,228,253,254]. So führte die orale Applikation 

von QC-Inhibitoren in zwei verschiedenen transgenen Alzheimer Maus-Modellen sowie ei-

nem Drosophila Modell zu einer verminderten Aβ3(pE)-42-Belastung. Weiterhin zeigte die Be-

handlung der Mäuse eine Reduktion von Aβx-40/42-Peptiden und eine verminderte Plaque- und 

Gliosen-Bildung sowie eine verbesserte Leistung im Gedächtnistraining und räumlichen 

Lerntests. Weitere Arbeiten, die die Rolle der QC in AD-Mausmodellen untersuchten, zeig-

ten, dass QC entscheidend zur Modulation des AβpE3-42 Levels in vivo beiträgt. Weiterhin 

konnte gezeigt werden, dass die Expression von QC im Cortex von Alzheimer Patienten 

hochreguliert ist und mit dem Vorhandensein von pE-modifizierten Aβ-Peptiden korreliert. In 

einer Arbeit von Kreuzberger, 2015 wird die schichtspezifische Verteilung von QC im tempo-

ralen Kortex und der hippocampalen Formation von Alzheimerpatienten und Kontrollen ver-

gleichend untersucht und ein direkter Zusammenhang zwischen der Überexpression von QC 

und der Vulnerabilität betreffender Neuronenpopulationen gezeigt. Darüber hinaus bestätigt 

diese Arbeit die These, wonach QC und pE-Aβ das Potential haben, nach axonalem Trans-

port eine Kaskade in efferenten Hirnregionen zu initiieren, an deren Ende der Verlust von 

Nervenzellen steht [5].  

Die Inhibierung der QC stellt einen kausalen Ansatz in der Behandlung der AD, sowie weite-

rer Erkrankungen, die mit Proteinaggregation und (Neuro) Entzündungen assoziiert sind, dar 

[104,106,255–257].  

In den letzten Jahren wurden verschiedene QC-Inhibitoren (Abb. 12) in der Literatur, vorran-

gig in Patenten der Probiodrug AG [258–272] beschrieben.  
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Abb. 12: Auswahl bisher beschriebener QC-Inhibitoren: 15, 16 [238], 17 [273], 18 – QC-Inhibitor PQ912 [274]  

In Arbeiten von Buchholz und Mitarbeitern konnten Thioharnstoff-Derivate und Imidazol-

Propyl-Thioamide als effektive humane QC-Inhibitoren identifiziert werden [238]. Die in vitro 
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und in vivo Testung der Imidazolderivate als QC-Inhibitoren führten zur Reduktion der pE-

Aβ- und Gesamt-Aβ-Last sowie zu Verbesserungen der kognitiven Leistungsfahigkeit in 

transgenen Mausmodellen [7,104,106,108,253,255]. 

Basierend auf einem Homologie-ModeI des Enzyms wurden weitere QC-Inhibitoren entwi-

ckelt [273]. Der QC-Inhibitor PQ912 für die Behandlung von AD befindet sich derzeit in der 

klinischen Entwicklung. Die klinische Studie Phase 1 mit Einzel- (SAD) und steigenden Mehr-

fachdosen (MAD) wurde bereits erfolgreich durchgeführt [254,274]. Die klinische Studie Pha-

se 2 begann im Jahr 2015 [157]. Alle bisher beschriebenen QC-Inhibitoren wurden mittels 

verschiedener Methoden (Synthese, Structure Based Design, Bioisosteric Replacement, Lig-

and-based Drug Design) im Rahmen eines „Drug design“ erzeugt. Bisher sind keine QC-

Inhibitoren aus natürlichen Quellen (Naturstoffe) beschrieben.  

Um die katalytischen Eigenschaften von QC’s ermitteln zu können ist die kontinuierliche Dar-

stellung des Reaktionsverlaufs bei der Zyklisierung N-terminaler Glutaminreste zu Pyroglu-

taminsäure notwendig.  

Hierfür kann ein kontinuierlicher Assay, basierend auf der Umsetzung des freien Ammoniaks 

durch die Zyklisierung der N-terminalen Glutaminreste, sowie der Umsetzung eines gebilde-

ten Pyroglutamatpeptides mit Pyroglutaminylaminopeptidase (pGAP) angewendet werden 

[233,275]. Bei dieser Methode wird das fluorogene Substrat Glutaminyl-7-amino-4-methyl-

coumarin (Gln-AMC) von der zugegebenen QC am Glutaminrest zyklisiert. Das dabei ent-

stehende Intermediat Pyroglutaminyl-amino-methyl-coumarin wird anschließend mittels eines 

zugegebenem Hilfsenzyms, der Pyroglutaminylaminopeptidase (pGAP), in Pyroglutaminsäu-

re und Aminomethylcoumarin (AMC) gespalten (Abb. 13). Die Abspaltung der fluorogenen 

Gruppe führt zu einem Anstieg der Fluoreszenz [276].  
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Abb. 13: Enzymatischer QC-Assay: Als Substrat dient Gln-AMC, welches durch die QC zyklisiert wird, so dass 

pGlu-AMC unter der Abspaltung von Ammoniak entsteht. Anschließend wird das Intermediat durch die pGAP in 
Pyroglutaminsäure und 7-Amido-4-methylcoumarin (AMC) gespalten, welches photometrisch nachgewiesen wer-
den kann [6,275].  

 

Die Anwendung dieses spektralphotometrischen Assays reicht von der Identifizierung der 

Aktivität von QC in verschiedenen Geweben, über die Quantifizierung der Enzymaktivität 

während der Proteinreinigung, bis hin zu Substratspezifitätsstudien und Screeningansätzen 

für potentielle Inhibitoren [275]. Ein Nachteil besteht jedoch in der begrenzten Auswahl an 

fluorogenen Substraten, wie Gln-pNA, Gln-AMC und Gln-βNA. Vorteile des gekoppelten En-
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zymtests mittels pGAP ist die Unempfindlichkeit gegenüber Verunreinigungen durch z.B. 

Ammonium-Ionen sowie die Stabilität und Aktivität über einen breiten pH-Bereich und eine 

hohe Spezifität zu fluorogenen Substraten [6]. 

Eine weitere Assay-Methode beruht auf der Kopplung der QC-katalysierten Reaktion mit 

dem Hilfsenzym Glutamat-Dehydrogenase (GDH) und dem Substrat α-Ketoglutarat. Hierbei 

überträgt die GDH die bei der Pyroglutamat-Bildung freiwerdenden Ammoniumionen auf das 

α-Ketoglutarat, unter gleichzeitiger Oxidation von NADH/H+ zu NAD+. Die Reduktion des 

Cofaktors NADH/H+ führt zu einer Abnahme der Absorption bei einer Wellenlänge von 340 

nm. Obwohl diese Nachweismethode unabhängig von Fluorophoren ist und somit ein größe-

res Spektrum an verschiedenen Substraten ermöglicht, ist der Assay aufgrund der geringen 

Konzentration an freigesetzten Ammoniak sehr störanfällig gegenüber Salzionen [6].  
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5. Ergebnisse & Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen erstmals QC-inhibierende Verbindungen aus Algen identifi-

ziert, charakterisiert und isoliert werden. Die Identifizierung erfolgt ausgehend von den 

Rohextrakten kultivierter Mikroalgen. Da die Identifizierung bioaktiver Verbindungen aus 

komplexen Algenextraktgemischen einen zeitaufwendigen und schwierigen mehrstufigen 

Prozess darstellt, erfolgt eine Aktivitäts-Korrelations-Analyse (AcorA). Die Methodik von Aco-

rA basiert auf der Korrelation von physikochemischen Daten wie z.B. massenspektroskopi-

schen Daten mit Testergebnissen aus biologischen Assays mit Hilfe von chemoinformati-

schen Methoden. Hierfür wurden die QC-Inhibierungen der Extrakte mit dem QC-Assay be-

stimmt sowie diese massenspektrometrisch mittels hochauflösender ESI-FTICR-MS und 

UPLC-ESI-MSn analysiert. Ausgehend von den MS-Daten sowie weiteren gezielten mas-

senspektrometrischen Fragmentierungsuntersuchungen erfolgte die strukturelle Charakteri-

sierung der QC-inhibierenden Verbindungen. Abschließend wurden die identifizierten QC-

inhibierenden Verbindungen aus dem methanolischen Extrakt isoliert und auf ihre QC-

Aktivität untersucht.  

5.1. Kultivierung der Mikroalgen 

Die Mikroalgen Scenedesmus producto-capitatus (S. producto-capitatus), Scenedesmus 

rubescens (S. rubescens) , Scenedesmus acuminatus (S. acuminatus), Scenedesmus pec-

tinatus (S. pectinatus), Tetradesmus wisconsinensis (T. wisconsinensis) und Eustigmatos 

magnus (E. magnus) wurden zunächst in 2 L Blasensäulenreaktoren kultiviert. Hierbei erfolg-

te eine Adaption der Algen an das Kultivationsmedium „Setlik-Medium“, welches bei den Kul-

tivierungen zur Biomassegewinnung im 100 L Photobioreaktor (PBR) eingesetzt werden soll-

te. Für alle Algen wurde eine Kultivationstemperatur von 28°C gewählt. Unter diesen Kultivie-

rungsparametern sowie einer Lichtintensität von 120 µE*m2s und einer kontinuierlichen Be-

gasung mit Luft, welcher 2% CO2 zugesetzt wurde, erfolgte die Aufnahme von Wachstums-

kurven aus den Biomassekonzentrationen der Algen. Die Wachstumskurven der kultivierten 

Algen sind in der nachfolgenden Abb. 14 (a-f) graphisch dargestellt. 
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(a) S. producto-capitatus (b) S. rubescens 
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Abb. 14: Zeitlicher Verlauf der Biotrockenmassekonzentration (BTM) während der Kultivierung von (a) S. produc-
to-capitatus, (b) S. rubescens, (c) S. acuminatus, (d) S. pectinatus, (e) T. wisconsinensis und (f) E.magnus 
 

Die Wachstumsdiagramme (Abb. 14 a-f) zeigen, dass sich bei jeder Spezies vom 1. bis 

2. Tag eine lag-Phase und ab dem 3. Tag eine Wachstumsphase einstellt. Die Wachstums-

phase verlief bei den einzelnen Spezies mit unterschiedlicher Biomassezunahme. Die Algen 

T. winconsinensis, S. rubescens und S. acuminatus gingen ab dem 13. Tag in die stationäre 

Wachstumsphase über. Die Alge S. rubescens wies nach 14 Tagen die höchste Biotrocken-

massekonzentration von 1,75 g/L auf. Die geringste Biomassekonzentration wurde bei der 

Alge E. magnus mit 1,02 g/L ermittelt.  

Die spezifischen Wachstumsraten µmax sind in nachfolgender Tab. 4 dargestellt. 

Tab. 4: Ermittelte spezifischen Wachstumsraten µmax 

Mikroalge Wachstumsraten µmax [d
-1

] 

S. producto-capitatus 0,14 

S. rubescens 0,16 

S. acuminatus 0,11 

S. pectinatus 0,12 

T. wisconsinensis 0,14 

E. magnus 0,08 

 

Wie aus Tab. 4 ersichtlich, wies E. magnus unter den verwendeten Kultivierungsbedingun-

gen die geringste spezifische Wachstumsrate µmax und S. rubescens die höchste auf. 

(c) S. acuminatus (d) S. pectinatus 

(e) T. wisconsinensis (f) E. magnus 
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Um Algenbiomasse der Wachstumsphase und der stationären Phase für die Durchführung 

der Untersuchungen in ausreichender Menge zur Verfügung zu haben, wurden die Algen in 

einem 100 L tubularen PBR (Abb. 15) kultiviert. Dieser tubulare PBR unterscheidet sich so-

wohl in seiner Geometrie als auch in der Durchmischung, Begasung und Temperierung von 

den im Labormaßstab verwendeten Blasensäulenreaktoren. Die Lichtintensität des 100 L 

PBR ist vom Reaktorsystem vorgegeben, so dass eine Lichtintensität von 60 μmol/m2*s bis 

zu einem OD von 20 und eine Lichtintensität 150 μmol/m2*s bis zum Kultivationsende ge-

nutzt wurde. Es handelt sich somit um kein scale up vom Labormaßstab in den 100 L Tech-

nikumsmaßstab. Lediglich die Kultivierungsparameter Medium und Temperatur konnten 

übertragen werden.  

Nach Inokulation des 100 L Photobioreaktor 

(Abb. 15) mit Algenbiomasse aus 2 L Bla-

sensäulenreaktoren wurden die Kultivierun-

gen gestartet. Es erfolgte eine inline Mes-

sung der Temperatur, pH-Wert, OD und der 

Pumpendrehzahl, welche online über den 

gesamten Kultivierungszeitraum mittels der 

Software MFSC win aufgezeichnet und als 

Plot visualisiert wurden. Die Wachstumskur-

ven wurden anhand der online gemessenen 

OD-Werte über den gesamten Kultivie-

rungszeitraum  

aufgenommen. Nach einer kurzen lag-Phase setzte bei allen Spezies die exponentielle 

Wachstumsphase (WP) am 2. Tag ein und verlief mit unterschiedlicher Biomassezunahme. 

Die Ernte der Biomasse aus der Wachstumsphase erfolgte zwischen dem 7. – 10. Tag. Für 

die Gewinnung der Biomasse der stationären Wachstumsphase wurde der Kultur nach der 

Ernte neues Nährmedium zugeführt und die Kultivierung fortgeführt (fed-batch – Verfah-

rensweise). Nach Erreichen der stationären Phase (SP), welche algenspezifisch zwischen 

dem 9. – 14. Tag einsetzte, wurden die Biomassen mittels Zentrifugation geerntet und die 

Kultivierungen beendet.  

5.2. Extraktion und Extraktaufarbeitung 

Die beiden Verfahren (einstufige Extraktion (e) und mehrstufige Extraktion (m)) gestatteten 

die Extraktion der nach dem Zellaufschluss zugänglichen intrazellulären Metaboliten der ver-

schiedenen Algenbiomassen in den Lösungsmitteln n-Hexan, Methanol und Wasser auf Ba-

sis einer Fest-Flüssig-Extraktion. Somit wurden 72 Extrakte der zu untersuchenden Mikroal-

gen gewonnen.  

Die Bezeichnung dieser Extrakte wurde wie folgt vorgenommen:  

Spezies + Extraktionsverfahren (e oder m) + Wachstumsphase  

(WP-exponetielle Wachstumsphase oder SP-

stationäre Wachstumsphase) 

Abb. 15: Kultivierung der Mikroalge S. acuminatus im 
100 L Photobioreaktor 
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Die Extraktausbeuten der n-Hexan-Extrakte lagen im Durchschnitt zwischen 0,02g/gBTM –

0,07 g/gBTM, die der Methanol-Extrakte zwischen 0,09 g/gBTM – 0,52 g/gBTM und die der Was-

ser-Extrakte zwischen 0,08 g/gBTM – 0,1 g/gBTM. Die geringsten Extraktausbeuten wurden für 

die Mikroalge Eustigmatos magnus erhalten. 

Da die methanolischen Algenextrakte hohe Gehalte an Chlorophyll aufwiesen, war es für die 

Durchführung der Bioassays sowie für chromatographische und massenspektrometrische 

Analysenmethoden im Rahmen der vorliegenden Arbeit notwendig, das Chlorophyll aus den 

Extrakten zu entfernen.  

Zu diesem Zweck wurden zwei Methoden zur Chlorophyll-Entfernung im Hinblick auf Aus-

beute, Reproduzierbarkeit und Zeitaufwand erprobt.  

Hierbei wurden zum einen eine Chlorophyll-Fällung (CF) sowie eine Chlorophyll-Entfernung 

mittels Festphasenextraktion unter Verwendung von SA-Kartuschen (SA) (Macherey & Na-

gel) vergleichend durchgeführt. Die Extraktherstellung erfolgte aus jeweils 10 g BTM. Nach 

Trocknung wurden die ausgewogenen Extrakte in 400 mL Methanol rückgelöst und hiervon 

jeweils 100 mL Extrakt für die Chlorophyll-Entfernungen eingesetzt. Im nachfolgenden Dia-

gramm (Abb. 16) sind die Extraktausbeuten nach durchgeführter CF und SA jedes Extraktes 

dargestellt.  

 
Abb. 16: Extraktausbeuten nach Chlorophyll-Fällung (CF) und SA-Kartuschen (SA) pro 1 mL methanolischen 

Extrakt [KHS_001 / KHS_015] 

Wie aus der Graphik (Abb. 16) ersichtlich, waren die Extraktausbeuten nach durchgeführter 

Chlorophyll-Fällung sehr gering, bei sehr hohem zeitlichem Arbeitsaufwand. So konnten 

ausgehend von 2,5 g Algentrockenbiomasse nach Gewinnung eines methanolischen Rohex-
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traktes mit einer Konzentration von 43,18 – 52,71 mg/L im Durchschnitt nur 6,6 – 46 mg 

chlorophyllfreier, methanolischer Extrakt gewonnen werden.  

Die Ausbeuten nach Chlorophyll-Entfernung mittels SA-Kartuschen lagen im Vergleich bis zu 

36-mal höher. Darüber hinaus gestaltet sich die Anwendung dieser Methode als sehr zeitef-

fektiv und einfach. Ein weiterer sehr wichtiger Aspekt dieser Methode ist die Reproduzierbar-

keit, da industriell gefertigte Kartuschen verwendet wurden. 

Um zu ermitteln, ob die chlorophyllfreien Extrakte in den Bioassays getestet werden können, 

wurden exemplarisch die Absorptionsspektren des methanolischen Rohextraktes, des me-

thanolischen Extraktes nach Chlorophyll-Fällung sowie des methanolischen Extraktes nach 

Chlorophyll-Eliminierung mittels SA-Kartuschen von T. wisconsinensis eSP aufgenommen 

und in Abb. 17 dargestellt.  

 
Abb. 17: UV/VIS-Spektrum (λ = 200-600 nm) des methanolischen Rohextraktes (a), des methanolischen Extrak-

tes nach Chlorophyll-Fällung (b) und des methanolischen Extraktes nach Chlorophyll-Eliminierung mittels SA-
Kartuschen (c) von T. wisconsinensis eSP [KHS_115] 

Die Absorptionsspektren in Abb. 17 zeigen, dass der chlorophyllfreie methanolische Extrakt 

nach Verwendung der SA-Kartuschen (c) im Vergleich zum methanolischen Rohextrakt 

(blau) bei den für den QC-Assay spezifischen Emissions- und Absorptionswellenlängen von 

λ = 380 nm und λ = 460 nm keine Absorptionsmaxima aufweisen und somit die photometri-

schen Messungen im Bioassay nicht beeinträchtigt.  

a 

b 

c 
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5.3. Screening der Algenextrakte auf QC-inhibierende Eigenschaften  

Die Algenextrakte wurden auf ihre Aktivität als Enzyminhibitoren von Glutaminylzyklasen im 

von der Firma Probiodrug AG entwickelten QC-Enzym-Assay untersucht. 

Aufgrund der Besonderheiten der Algenextrakte (Färbung, Lösungsmittel n-Hexan und Me-

thanol, teilweise Trübung der wässrigen Extrakte) war es notwendig, eine Reihe von Vorun-

tersuchungen zur Durchführung und Optimierung des QC-Assays vorzunehmen.  

So wurden z.B. Voruntersuchungen durchgeführt, um einen Einfluss der Hemmung des 

Hilfsenzyms pGAP auf den Gesamtansatz auszuschließen. Hierfür erfolgte die Überprüfung 

der Messergebnisse des QC-Assays vom S. producto-capitatus SP Extrakt bei drei ver-

schiedenen pGAP Konzentrationen. Das Hilfsenzym wurde in den Verdünnungen 1:10, 1:25 

und 1:50 im Ansatz eingesetzt. Eine Erhöhung der pGAP-Konzentration, bei gleich bleiben-

den Messbedingungen, führte zu keiner Veränderung der Restaktivitäten der QC, so dass 

ein Einfluss der Hemmung des Hilfsenzyms auf den Gesamtansatz ausgeschlossen werden 

konnte [277]. 

5.3.1. Parameterbestimmung für den QC-Assay 

Vor dem Screening der Algenextrakte im QC-Assay, wurden die enzymkinetischen Parame-

ter der Glutaminylzyklase sowie deren Toleranz gegenüber den verwendeten Lösungsmitteln 

bestimmt [277].  

5.3.1.1. Michaelis-Menten Konstante Km 

Die Michaelis-Menten-Konstante wurde bestimmt, um die Konzentration an Gln-AMC zu er-

mitteln, bei der ein optimaler Reaktionsverlauf und ein linearer Anstieg der Zeit-Umsatz-

Kurven über den gesamten Messzeitraum von 27 Zyklen gewährleistet werden konnte. Da-

bei gibt der Km-Wert die Konzentration an Substrat an, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit 

der halben maximalen Geschwindigkeit Vmax/2 entspricht. Ebenfalls entscheidend ist die 

Menge an Glutaminylzyklase im Assay, so dass die Enzymkonzentration vor dem Einsatz im 

Assay ermittelt wurde. Die Ermittlung der Halbsättigungskonstante für die hQC erfolgte im 

Konzentrationsbereich von 5,0*10-6 - 2,5*10-4 M i.A.. Hierbei wurde ein Km-Wert von (5,9 ± 

0,10)*10-5 M bestimmt. Der ermittelte Km-Wert für das Substrat Gln-AMC lag hierbei etwas 

unter den in der Literatur beschriebenen Werten von 5,4 ± 0,20 * 10-4 M [233]. 

5.3.1.2. Einfluss der Lösungsmittel 

Um ein Ausfallen von Substanzen im unpolaren n-Hexan-Extrakt aufgrund der veränderten 

Polarität im Assay zu verhindern, wurde als Lösungsvermittler DMSO eingesetzt. In nachfol-

genden Untersuchungen wurde somit die Toleranz der Glutaminylzyklase gegenüber DMSO 

und dem weiterhin zum Einsatz kommenden Lösungsmittel MeOH ermittelt.  

Hierfür wurden Verdünnungsreihen der Lösungsmittel in zehn 1:2 Verdünnungen ausgehend 

von 40 % DMSO bzw. MeOH (maximale Konzentration) untersucht.  
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Die durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass eine DMSO Konzentration bis 2,5 % und 

eine Methanol-Konzentration bis 20 % keinen inhibierenden oder anderweitig störenden Ein-

fluss auf die hQC haben.  

Daher erfolgten die Messungen der n-Hexan-Extrakte mit 2,5 % DMSO i.A. und der Metha-

nol-Extrakte mit 20 % i.A.. 

5.3.2. QC-inhibierende Wirkungen der Algenextrakte 

Das Screening der Algenextrakte im QC-Assay erfolgte mit einer Extraktkonzentration von 

1 mg/mL (0,2 mg/mL i.A.).  

In der nachfolgenden Abb. 18 sind die Inhibierungen der QC aller positiv getesteten Extrakte 

(> 20 % Inhibierung) graphisch dargestellt. 

 

Abb. 18: Graphische Darstellung der QC-Inhibierungen der positiv getesteten Extrakte; als positiv definiert Inhi-

bierung > 20 %; ermittelt aus Dreifachbestimmung mit einer Standardabweichung < 5%   

Insgesamt konnten 27 (38 %) der 72 getesteten Extrakte die QC inhibieren. Die Extrakte der 

Wachstumsphase waren aktiver als die Extrakte der stationären Phase. Insgesamt konnten 

10 Extrakte die Enzymaktivität der QC über 50 % inhibieren. Die methanolischen Extrakte 

stellten dabei die aktivste Klasse dar.  

Daher wurden für die Identifizierung von QC-inhibierenden Verbindungen die methanoli-

schen Extrakte herangezogen und die weiteren Untersuchungen ausschließlich mit den me-

thanolischen Extrakten durchgeführt. 
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5.3.2.1. Untersuchung der konzentrationsabhängigen QC-Inhibierung 

Es wurde untersucht, ob die Inhibierungen der QC durch die methanolischen Extrakte, ab-

hängig von der Konzentration der eingesetzten Extrakte sind, und es sich somit um spezifi-

sche Hemmungen handelt. 

Hierfür wurden die methanolischen Extrakte in einer 10-mal höheren Konzentration von 

10 mg/mL, was einer Konzentration von 2 mg/mL i.A. entsprach, im QC-Assay getestet (Abb. 

19).  

 
Abb. 19: Graphische Darstellung der QC-Inhibierungen der methanolischen Extrakte in den Konzentrationen 

10 mg/mL (blau) und 1 mg/mL (schwarz) ermittelt aus Dreifachbestimmungen mit einer Standardabweichung <5%   

Wie aus Abb. 19 ersichtlich wird, führte eine Erhöhung der Extraktkonzentration zur Steige-

rung der QC-Inhibierung in allen Methanol-Extrakten. Es handelt sich somit um eine konzent-

rationsabhängige Inhibierung der QC-Aktivität.  

5.4. Identifizierung QC-inhibierender Metaboliten 

Die Identifizierung bioaktiver Verbindungen in komplexen Extraktgemischen ist ein aufwendi-

ger Prozess, der mittels bioaktivitätsgeleiteter Isolierung oder High-Throughput-Screening 

realisiert werden kann. In den letzten Jahren bietet darüber hinaus auch die computerge-

stützte Erfassung des Zusammenhanges zwischen chemischer Zusammensetzung und Bio-

aktivität einen alternativen Ansatz für das Auffinden bioaktiver Verbindungen aus komplexen 

Gemischen. Neben den ersten Bioaktivtätsvorhersagemethoden mittels „quantitative compo-

sition-activity relationship (QCAR) [278] wurden in den vergangenen Jahren verschiedene 

multivariate Analysemethoden, wie z.B. die Hauptkomponentenanalyse (principal compo-
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nents analysis, PCA), die Hauptkomponentenregression (principal components regression, 

PCR) und die Partial Least Squares Analyse (PLSA) zur Identifizierung bioaktiver Verbin-

dungen angewendet [279–281]. Der Nachteil dieser Methoden besteht jedoch darin, dass 

der Anwender für die Verarbeitung der Daten und die Durchführung der chemoinformati-

schen Analysen sehr gute Kenntnisse auf dem Gebiet der multivariaten Statistik besitzen 

muss.  

5.4.1. Identifizierung QC-inhibierender Metaboliten mittels bioaktivitäts-

geleiteter Isolierung 

Die bioaktivitätsgeleitete Isolierung (bioassay guided isolation) beruht auf einer sukzessiven 

Auftrennung eines Extraktes in Fraktionen und Unterfraktionen, wobei diese parallel zur Auf-

trennung, die z.B. chromatographisch erfolgen kann, in Testsystemen (Bioassays) zur Be-

stimmung biologischer oder pharmakologischer in-vitro-Aktivitäten getestet werden.  

Die Auftrennung der aktivsten Fraktionen weiter in ihre Unterfraktionen erfolgt mit dem Ziel, 

die für die Wirkung der Ausgangsextrakte verantwortlichen biologisch aktiven Substanz oder 

Substanzklasse aus den immer kleiner werdenden Unterfraktionen zu isolieren [282].  

Die bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-inhibierenden Verbindungen erfolgte ausgehend 

von den chlorophyllfreien methanolischen Extrakten. Hierfür wurden die im QC-Assay als 

„aktiv“ getesteten methanolischen Extrakte S. producto-capitatus mSP, S. rubescens mWP, 

S. pectinatus mSP und T. wisconsinensis. mWP mittels HPLC fraktioniert und die entstande-

nen Fraktionen auf ihre QC-inhibierende Aktivität getestet.  

Die chromatographische Auftrennung der Extrakte (2 mg) wurde zunächst im analytischen 

Maßstab an einer RP-18 Säule mit einer Flussrate von 1 mL/min unter Verwendung eines 

Gradientensystems aus Acetonitril/Wasser (s. Kap. 6.8.1 / HC1) über einen Zeitraum von 

40 min durchgeführt. Die Fraktionierung erfolgte alle 90 s in Deepwell-Platten. Insgesamt 

wurden somit 135 Fraktionen der 5 QC-aktiven Extrakte erzeugt. Jede Fraktion wurde an-

schließend gedrittelt um eine Dreifachbestimmung im QC-Assay durchzuführen.  

 

Abb. 20: Graphische Darstellung der QC-Inhibierungen der positiv getesteten Fraktionen; als positiv definiert 

Inhibierung > 20 %; ermittelt aus Dreifachbestimmung [KHS_018 und KHS_019] 
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Wie die Abb. 20 zeigt, konnten lediglich Fraktionen der aufgetrennten Extrakte von S. pec-

tinatus mSP und T. wisconsinensis mWP die QC inhibieren.  

Aufgrund der höchsten QC-Inhibierungen von 34,65 % bzw. 30,8 % erfolgte die weitere 

chromatographische Fraktionierung der Fraktionen 22 und 26 von S. pectinatus mSP.  

Um ausreichend Substanzmenge für die weitere Subfraktionierung der QC-aktiven Fraktio-

nen 22 und 26 zu erhalten, wurde eine erneute Fraktionierung des S. pectinatus mSP Ex-

traktes im semipräparativen Maßstab durchgeführt [KHS_020]. Hierfür wurden 50 mg des 

Extraktes ebenfalls an einer RP-18 – Säule mittels HPLC aufgetrennt und fraktioniert (s. Kap. 

6.8.1 / HC2). Für weitere Aufreinigungsschritte standen somit 1,2 mg von Fraktion 22 

[KHS_020_22] und 1,7 mg von Fraktion 26 [KHS_020_26] zur Verfügung.  

Fraktion 22 

Zunächst erfolgte die weitere chromatographische Auftrennung der Fraktion 22 

[KHS_021_1] ebenfalls mittels HPLC an einer RP-18 Säule, mit einer Flussrate von 

1 mL/min, unter Verwendung eines Gradientensystems aus Acetonitril/Wasser (s. Kap. 6.8.1 

/ HC1) über einen Zeitraum von 40 min. Die Fraktionierung erfolgte wiederum aller 90 s in 

Deepwell-Platten. Die Extraktmenge von 1,2 mg wurde in jeweils 2 HPLC-Läufen unter Ein-

satz von 0,6 mg Probenauftragsmenge aufgetrennt. Die Chromatogramme beider HPLC-

Läufe zeigten jeweils 2 Peaks im Retentionszeitbereich von 27,01 – 30,00 min und 30,01 – 

33,00 min, so dass die Fraktionen F19 und F20 sowie F21 und F22 zu Unterfraktion 1 

[KHS_021_1/1] und Unterfraktion 2 [KHS_021_1/2] vereint und die übrigen Fraktionen ver-

worfen wurden. 

 

Unterfraktion 1 [KHS_021_1/1] und Unterfraktion 2 [KHS_021_1/2] wurden mittels HPLC 

an einer RP-18 Säule, unter Verwendung eines Gradientensystems aus Acetonitril/Wasser 

(s. Kap. 6.8.1 / HC1) über einen Zeitraum von 35 min weiter chromatographisch aufgetrennt.  
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Abb. 21: oben: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 1 [KHS_024_2]; unten: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 

2 [KHS_024_1] 

Wie aus beiden Chromatogrammen in Abb. 21 zu ersehen ist, konnten sowohl bei der Tren-

nung der Unterfraktion 1 (links) als auch bei Unterfraktion 2 (rechts) jeweils ein Peak detek-

tiert werden. Bei anschließender Testung der Unterfraktion 1_1 [KHS_024_2/2] mit einer Re-

tentionszeit (RT) von 10,4 min und der Unterfraktion 2_1 [KHS_024_2/2] mit einer RT von 

8,25 min im QC-Assay, konnten keine QC-Inhibierungen mehr detektiert werden. Auch die 

massenspektrometrischen Analysen (LC-MS/MS und ESI-MS) der beiden Unterfraktionen 

erbrachten keine Hinweise auf die QC-inhibierenden Substanzen bzw. Substanzklassen der 

des aktiven Ausgangsextraktes. 
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Fraktion 26 

Analog zu Fraktion 22 wurde auch Fraktion 26 mittels HPLC an einer RP-18 Säule (s. Kap. 

6.8.1 / HC1) getrennt und alle 90 s in Deepwell-Platten fraktioniert [KHS_023]. In den durch-

geführten HPLC-Läufen konnten jeweils zwei Peaks mit RT von 20,80 min (F1) und 

23,03 min (F2) detektiert werden.  

Die anschließende Testung der beiden Unterfraktionen 1 und 2 zeigte keine QC-

inhibierenden Aktivitäten.  

Da die Isolierung der QC-inhibierenden Verbindungen weder aus der aktiven Fraktion 22 

noch aus der Fraktion 26 erfolgreich durchgeführt werden konnte, wurde erneut eine präpa-

rative Auftrennung des S. pectinatus mSP Extraktes mittels HPLC (s. Kap. 6.8.1/HC2) vor-

genommen [KHS_33]. Jedoch konnten die vorangegangenen präparativen Auftrennungen 

des S. pectinatus mSP [KHS_18_2] nicht reproduziert werden, da die Chromatogramme 

deutliche Unterschiede im Peakmuster aufwiesen. Die erzeugten 27 Fraktionen wurden im 

QC-Assay auf ihre inhibierende Aktivität untersucht.  

Insgesamt konnten 11 der getesteten 27 Fraktionen (Abb. 22) die QC inhibieren. Jedoch 

zeigten aufgrund der Unterschiede in der Auftrennung andere Fraktionen eine QC-

inhibierende Aktivität, welche im Vergleich zu der ersten präparativen Auftrennung dieses 

Extraktes auch deutlich höher ausfiel. Die zur weiteren chromatographischen Subfraktionie-

rung in der ersten präparativen Auftrennung heran gezogenen Fraktionen 22 und 26 zeigten 

keine QC-inhibierende Aktivität. Des Weiteren wiesen die Chromatogramme beider Fraktio-

nen nach Subfraktionierung mittels HPLC ebenfalls deutliche Unterschiede im Peakmuster 

auf.  

 
Abb. 22: Graphische Darstellung der QC-Inhibierungen der positiv getesteten Fraktionen; als positiv definiert: 

Inhibierung > 20 %; ermittelt aus Dreifachbestimmung [KHS_039] 

Die beiden aktivesten Fraktionen 15 (45,7 %) und Fraktion 17 (47,8 %) wurden weiter mit-

tels HPLC an einer RP-18 Säule, mit einer Flussrate von 1 mL/min unter Verwendung eines 

Gradientensystems aus Acetonitril/Wasser (s. Kap. 6.8.1/HC3) über einen Zeitraum von 
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15 min aufgetrennt. Beide Fraktionen zeigten drei Peaks im Retentionszeitbereich von 

0,7 min – 2,5 min / 1,7 min. In der anschließenden Testung der Unterfraktionen im QC-Assay 

konnten keine inhibierenden Aktivitäten detektiert werden.  

In den präparativen bzw. semi-präparativen Auftrennungen des S. pectinatus mSP Extraktes 

mittels HPLC an einer RP-18 Säule konnten jeweils mehrere Fraktionen mittlerer Aktivität 

erhalten werden. Die Ursache der Verteilung der QC-inhibierenden Aktivität über mehrere 

Fraktionen könnte auf eine unzulängliche Trennung der aktivitätsrelevanten Verbindungen 

an der Säule zurückzuführen sein. Infolge dessen eluierten die Verbindungen nicht als Peak, 

welcher dann fraktioniert in ein bis zwei Fraktionen vorgelegen hätte, sondern die Verbin-

dungen „schmierten“ über einen relativ langen Retentionszeitbereich und wurden somit auf 

mehrere Fraktionen verteilt. Die für die QC-inhibierende Aktivität verantwortlichen Verbin-

dungen konnten somit mit der angewandten Methodik nicht getrennt werden. Weiterhin ver-

lor sich in weiteren chromatographischen Auftrennungsschritten die QC-Aktivität, was auf zu 

geringe Konzentrationen der aktivitätsrelevanten Verbindungen in den Fraktionen bzw. dem 

Ausgangsextrakt zurückgeführt werden könnte. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde daher die bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-

inhibierenden Verbindungen, ausgehend von einem S. acuminatus eSP Extrakt mittels prä-

parativer säulenchromatographischer Trennung an Sephadex G-15 unter Einsatz einer deut-

lich höheren Ausgangsextraktmenge vorgenommen. Es handelt sich hierbei also um eine 

Größenausschluss-Chromatographie (SEZ) bei der die im Extrakt vorhandenen Substanzen 

bezüglich ihrer Molekülgröße getrennt werden. Die Trennung erfolgte ausgehend von 

264 mg eines chlorophyllfreien methanolischen Extraktes (nach Chlorophyll-Entfernung mit-

tels SA-Kartuschen und anschließender SPE an C18eC Kartuschen) von S. acuminatus eSP 

an Sephadex G-15 unter Verwendung von 70 % -igem Methanol als mobile Phase (s. Kap. 

6.8.2). Im Abstand von 5,28 min (~ 8 mL) erfolgte die Fraktionierung zu insgesamt 

95 Fraktionen. Der Nachlauf aus drei Säulenvolumina (SV) wurde als 96. Fraktion gesam-

melt. Anschließend erfolgte die Testung aller Fraktionen im QC-Assay.  
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Abb. 23: Graphische Darstellung der QC-Inhibierungen der positiv getesteten Fraktionen; als positiv definiert 

Inhibierung > 20 %; ermittelt aus Dreifachbestimmung [KHS_051] 

Wie bereits bei der präparativen Trennung des S. pectinatus mSP Extraktes mittels HPLC, 

konnten auch bei der Größenausschlusschromatographie an Sephadex G-15 mehrere QC-

inhibierende Fraktionen detektiert werden. Auch hier wurden die Aktivitäten in Fraktionen 

über einen weiten Retentionszeitraum detektiert.   

In nachfolgenden Untersuchungen wurde jede 3. Fraktion im Bereich der aktiven Fraktionen 

(30. – 96. Fraktion) dünnschichtchromatographisch aufgetrennt (s. Kap. 6.8.3/DC2). Die De-

tektion der Banden erfolgte visuell bei Tageslicht sowie bei Wellenlängen von λ = 254 nm, λ 

= 366 nm und nach Verwendung des Sprühreagenz Vanilin-Schwefelsäure (s. Kap. 6.8.3.1).  

Weiterhin wurden die Fraktionen 57 – 80 mittels UPLC-ESI-MSn (s. Kap. 6.6.1) unter dem 

Gesichtspunkt der Identifizierung aktivitätsrelevanter Peaks untersucht. Hierbei fiel ein Peak 

mit der RT von 6,97 min auf, welcher bei den aktiven Fraktionen vorhanden, aber bei allen 

nicht-aktiven Fraktionen fehlte. Anhand dieses Peaks wurden die Fraktionen 61, 65, 66, 68, 

71, 72 und 73 zu der Fraktion 5 [KHS_051_F5] wieder vereint. Die anschließende Testung 

dieser Fraktion 5 im QC-Assay zeigte eine Inhibierung der QC von 40,93 %. In den folgen-

den zahlreichen dünnschichtchromatographischen und säulenchromatographischen Analy-

sen (nicht dargestellt) konnten weder aktivitätsrelevante Substanzen isoliert, noch massen-

spektrometrische Hinweise auf die aktiven Substanzen bzw. Substanzklassen erhalten wer-

den. Weiterhin verlor sich in den chromatographischen Auftrennungsschritten die QC-

Aktivität. Auch diese Vorgehensweise zur bioaktivitätsgeleiteten Isolierung war nicht zielfüh-

rend. 

Eine bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-inhibierenden Verbindung war nicht möglich, so 

dass eine alternative Strategie zur Identifizierung und Charakterisierung der aktivitätsrele-

vanten Verbindungen aufgefunden werden musste. 
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5.4.2. Identifizierung QC-inhibierender Metaboliten mittels AcorA 

Da die bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-inhibierenden Verbindungen nicht zielführend 

war, erfolgte die Suche nach alternativen Methoden. Eine erfolgversprechende Methode 

stellte dabei der Ansatz der „Reverse Metabolomics“ dar, bei der „Metabolomics-Methoden“ 

mit Strategien der Naturstoffisolierung kombiniert und informatisch ausgewertet werden. Die 

Methodik basiert auf der Korrelation von massenspektroskopischen Daten mit Testergebnis-

sen aus biologischen Assays, mit Hilfe von chemoinformatischen Methoden (Aktivitäts-

Korrelations-Analyse, activity correlation analysis, AcorA) [283,284].  

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 24) zeigt die Vorgehensweise sowie die durchgeführten 

notwendigen „Schritte“ zur Identifizierung QC-inhibierender Metabolite mittels AcorA. 

 
Abb. 24: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Identifizierung QC-inhibierender Metaboliten mittels 
Aktivitäts-Korrelations-Analyse (AcorA)  

Ausgehend von den methanolischen Extrakten war es erforderlich, neben der Bestimmung 

der biologischen Aktivität, eine massenspektrometrische Analyse der Extrakte durchzufüh-

ren. Die massenspektrometrischen Analysen erfolgten mittels UPLC-ESI-MSn und ESI-

FTICR-MS sowohl im positiven als auch im negativen Ionenmodus. Basierend auf den mas-

senspektrometrischen Daten und den Bioaktivitätsdaten erfolgte die Aktivitäts-Korrelations-

Analyse (AcorA). Aus den sich hieraus ergebenen QC-aktivitätsrelevanten Metabolitencluster 

wurden mit Hilfe der vorhandenen massenspektrometrischen Daten sowie weiteren, geziel-

ten massenspektrometrischen Fragmentierungsstudien, die Kandidatenstrukturen der rele-

vanten Verbindungen ermittelt. Mittels Molekular Modeling erfolgte dann eine erste Untersu-

chung der vorgeschlagenen Strukturen hinsichtlich ihres Potentials zur Hemmung der huma-

nen QC. In einem letzten Schritt wurden die Metaboliten isoliert und auf ihre inhibierende 

Aktivität gegenüber der QC im Einzelfall untersucht.  
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5.4.2.1. Massenspektrometrische Untersuchungen 

Die massenspektrometrische Analyse der methanolischen Extrakte erfolgte nach Chloro-

phyll-Entfernung mittels UPLC-ESI-MSn und ESI-FTICR-MS sowohl im positiven als auch im 

negativen Ionenmodus. 

UPLC-ESI-MSn  

Für die Identifizierung bioaktiver Metaboliten in komplexen Algenextrakten wurde eine UPLC-

ESI-MS2 Methode etabliert. Durch die Nutzung der Ultra Performance Liquid Chromato-

graphy (UPLC) wurde bei der chromatographischen Trennung der komplexen Algenextrakte 

eine sehr gute Auflösung, Empfindlichkeit sowie eine erhöhte Trenngeschwindigkeit erzielt.  

Durch die Verwendung einer Ionenfalle (Ion Trap) war es unter Anwendung einer „data de-

pendent“ MS2 Methode (DDIT) außerdem möglich sequentielle MS2 Fragmentierungen 

durchzuführen. Diese automatischen Fragmentierungen der Metaboliten erfolgte in einem 

m/z Bereich von 100 – 1000 Da. Die etablierte UPLC-ESI-MS2 Methode ermöglichte eine 

massenspektrometrische Analyse komplexer Algenextrakte.   

Es erfolgte die Analyse der chlorophyllfreien SA-Methanol-Extrakte in Dreifachmessung. Wie 

erwünscht, wiesen die Extrakte variable und identische Metabolitencluster auf. Die Variatio-

nen im Metabolitenprofil wurden durch die Verwendung der Biomassen sowohl aus der ex-

ponentiellen Wachstumsphase als auch der stationären Wachstumsphase und der Anwen-

dung zweier Extraktionsmethoden erzeugt und waren im Hinblick auf die durchzuführende 

Korrelationsanalyse notwendig.  

Beispielhaft zeigen die Base-Peak Chromatogramme der Alge Sc. producto-capitatus in Abb. 

71 (Anhang), dass die Metabolitenprofile in Abhängigkeit der Wachstumsphasen (WP / SP) 

sowie der Extraktionsmethode (einstufig / mehrstufig) Varianzen und Gemeinsamkeiten auf-

weisen. 

Vergleicht man weiterhin z.B. die Metabolitenprofile der einstufigen Extraktion der Wachs-

tumsphase (Abb. 72, Anhang), zeigen sich gleiche Bereiche in Abhängigkeit der Zugehörig-

keit zu einer Familie (S. acuminatus, S. pectinatus und T. wisconsinensis zugehörig zur Fa-

milie Scenedesmaceae), sowie in Abhängigkeit der Zugehörigkeit zu einem Genus (Sc. a-

cuminatus, Sc. pectinatus). Neben diesen homogenen Bereichen zeigen sich weiterhin Be-

reiche großer Varianz. 

ESI-FTICR-MS  

Als weiteres massenspektrometrisches Verfahren wurde die ESI-FTICR-MS ausgewählt. Im 

Gegensatz zur UPLC-ESI-MS handelt es sich bei diesem Verfahren um eine hochauflösende 

massenspektrometrische Analyse der Extrakte ohne chromatographische Auftrennung. Je-

doch bietet dieses Verfahren die Möglichkeit einer absoluten Massenbestimmung. Auch hier 

wurden die Chlorophyllfreien SA Methanol-Extrakte in Dreifachmessung analysiert und wie-

sen wie erwünscht sowohl variable als auch gleiche Bereiche in den Metabolitenspektren 

auf. Dies ist beispielhaft in den ESI-FTICR-MS Spektren in Abb. 73 und Abb. 74 (Anhang) zu 

sehen. 
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Da der massenspektrometrische Datensatz einen entscheidenden Einfluss auf die Güte der 

Korrelations-Analyse hat, wurde zur Beurteilung des selbigen eine Hauptkomponenten-

analyse (Principal Component Analysis – PCA) mit dem Programm SIMCA 12+ durchgeführt. 

Die PCA stellt ein Verfahren der multivariaten Statistik dar, mit welchem Datensätze verein-

facht und veranschaulicht visualisiert werden können. 

Nachfolgend sind in Abb. 25 die PCA – Score Plots der mittels ESI-FTICR-MS analysierten 

Extrakte links im positiven Ionenmodus und rechts im negativen Ionenmodus dargestellt. 

   
Abb. 25: PCA-Score Plots der mittels FTICR-MS analysierten Extrakte links im positiven Ionenmodus und rechts 
im negativen Ionenmodus. Variable t(1)=m/z; t(2)=Intensität; A= S. producto-capitatus wobei A1=eWP, A2=mWP, 
A3=eSP, A4=mSP; B= S. rubescens wobei B1=eWP, B2=mWP, B3=eSP, B4=mSP; C= S. acuminatus wobei 
C1=eWP, C2=mWP, C3=eSP, C4=mSP; D= Sc. pectinatus wobei D1=mWP, D2=eWP, D3=mSP, D4=eSP; E= T. 
wisconsinensis wobei E1=mWP, E2=eWP, E3=mSP, E4=eSP; F= E. magnus wobei F1=mSP, F2=eSP, 
F3=mWP, F4=eWP [KHS_117] 

Als Variablen wurden die mittels ESI-FTICR-MS detektierten Metaboliten anhand ihres Mas-

se-zu-Ladung-Verhältnis m/z (t1) sowie deren zugehörige Intensitäten (t2) definiert. Somit 

lassen sich aus dem Score Plot dieser Variablen, in Bezug auf die Metabolitenprofile der 

untersuchten Extrakte Gemeinsamkeiten (Homologien) und Varianzen in Bezug auf vorhan-

dene Metaboliten bzw. deren Intensitäten ableiten. Hierbei gilt: desto enger beieinander 

Punkte liegen, desto ähnlicher sind die Metabolitenprofile und umgekehrt.  

Aus dem in Abb. 25 dargestellten Score Plot lässt sich ableiten, dass die Extrakte im positi-

ven Ionenmodus (linker Score Plot) Gemeinsamkeiten sowie Varianzen in Bezug auf enthal-

tene Metaboliten sowie deren Intensitäten aufweisen. Es finden sich Cluster wie z.B. das der 

Extrakte E4, E2, D4, A1 und C1, welche somit sehr ähnliche Metabolitenprofile sowohl in 

Bezug auf die vorhandenen Metabolite als auch deren Intensitäten besitzen. Aber große Va-

rianzen sind z.B. durch die Extrakte E3, E1, F1 und F2 gegeben. Insgesamt weisen die Ex-

trakte gleiche und unterschiedliche Metaboliten mit gleichen und unterschiedlichen Intensitä-

ten auf.  

Der Score Plot der Extrakte im negativen Ionenmodus (Abb. 25 rechter Score Plot) zeigt eine 

deutlich schwächere Varianz in Bezug auf die enthaltenen Metaboliten, was sich aus der 

Anordnung des Extraktdatenpunktes entlang der t(2)-Achse ableiten lässt. Hier besteht die 

Varianz vornehmlich in der Intensität der vorhandenen Metaboliten. Ursächlich hierfür könnte 

die schlechtere Ionisierung der Metaboliten im negativen Modus als im positiven Ionenmodus 

sein. Darüber hinaus stellen auch, wie im positiven Ionenmodus, die Extrakte F1 und F2 eine 

große Varianz im Metabolitenprofil im Vergleich zu den übrigen Extrakten dar. Ebenso las-
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sen sich in diesem Score Plot Cluster wie z.B. D2, D4, A1, E2 und C1 finden, in denen die 

Extrakte große Gemeinsamkeiten aufweisen.  

Die beiden Score Plots zeigen, dass der Datensatz sowohl die für die Korrelationsanalyse 

(AcorA) notwendigen Varianzen als auch Gemeinsamkeiten im Metabolitenprofil aufweisen. 

Diese konnten durch die Verwendung unterschiedlicher Biomassen (exponentielle und stati-

onäre Wachstumsphase) unter Anwendung zweier Extraktionsverfahren erzeugt werden.  

5.4.2.2. Korrelationsanalyse (AcorA) 

Mittels einer in der Abteilung Natur- und Wirkstoffchemie entwickelten Aktivitäts-Korrelations-

Analyse (AcorA), erfolgte eine direkte Korrelation der massenspektrometrischen Metaboli-

tenprofile (UPLC-ESI-MS und ESI-FTICR-MS) mit den Bioaktivitätsprofilen eines Extraktes. 

Diese direkte Korrelation der Metabolitenprofile mit den Bioaktivitätsprofilen basiert auf der 

Grundannahme, dass die Aktivität direkt proportional zu den Konzentrationen der aktiven 

Verbindungen steht (Abb. 26). Die Konzentration verhält sich direkt proportional zur Peakin-

tensität, woraus sich ein ebenfalls proportionaler Zusammenhang zwischen der Aktivität und 

der Peakintensität ergibt.  

 

Abb. 26: Grundannahme der Aktivitäts-Korrelations-Analyse (AcorA) [283]  

Hierbei wird berücksichtigt, dass Substanzen in den massenspektrometrischen Untersu-

chungen durch mehrere Peaks (Isotopenpeaks, Adukte, Fragmente) repräsentiert werden. 

Eine Korrelation erfolgt zwischen der Aktivität des Gesamtextraktes und jedem einzelnen 

Peak bzw. dessen Intensität, wobei angenommen wird, dass die aktivitätsrelevanten Peaks 

am besten korrelieren.  

Es liegt zwischen Bioaktivität / Konzentration und somit zwischen Konzentration / Peakinten-

sität selten ein linearer Zusammenhang vor, so dass AcorA die Spearman Rangkorrelations-

analyse zu Grunde gelegt wurde. Nach Vorverarbeitung der massenspektrometrischen Roh-

daten mittels einer XCMS-Software für das Peakpicking und Alignement, erfolgt als Ergebnis 

der Korrelationsanalyse die Ausgabe einer Hitliste (m/z, tR, Korrelationskoeffizient, Peakin-

tensität) von Peaks, die eine statistisch signifikante Korrelation mit der Bioaktivität aufweisen 

[283]. 

Die für die Korrelationsanalyse notwendigen Variationen und Gemeinsamkeiten in Bezug auf 

das Metabolitenprofil, Peakintensität sowie Bioaktivität der Extrakte konnten erzielt werden, 

indem die Biomassen der exponentiellen und stationären Wachstumsphase sowie zweier 

Extraktionsmethoden zur Extraktgewinnung eingesetzt wurden. Weiterhin konnte dies durch 

die Auswahl eng verwandter sowie entfernter Algenspezies erhalten werden. Die Korrelati-
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ons-Analyse wurde mit einem Probensatz von 24 Extrakten (notwendige Probenanzahl >18) 

durchgeführt. Es erfolgte die Korrelation der massenspektrometrischen Daten aus den 

UPLC-ESI-MSn- sowie ESI-FTICR-MS Analysen des positiven sowie negativen Ionenmodus 

mit den Bioaktivitätsdaten.  

Positiver Ionenmodus  

UPLC-ESI-MS 

Die Datenaufbereitung der massenspektrometrischen Rohdaten der 24 Extrakte, in Drei-

fachmessung (72 Messungen), erfolgte nach Konvertierung in das mzXML Dateiformat mit-

tels der Software XCMS. Nach Peakpicking und Alignment umfasste der Datensatz 10526 

Peaks. Anschließend erfolgte die Korrelation (Spearman Rangkorrelationsanalyse) mit den 

Bioaktivitätsdaten (Inhibierung %) aus dem QC-Assay (s. Abb. 19; 1 mg/mL). Hierbei erfolgte 

die Bestimmung der Signifikanzschwelle als zweiseitiger Signifikanztest (α = 5 %) mittels 

eines Permutationstests (n = 1000 Wiederholungen). 

Die erhaltene Hitliste (s. Anhang; Tab. 18) zeigte eine signifikante, positive Korrelation von 

326 Peaks (Korrelationskoeffizent >0.6).  

Aus vorangegangenen Arbeiten von Michels (2011) ist bekannt, dass Korrelationen zu 

Peakcluster meist auf „richtig positive“ Hits hindeuten. Daher wurde die Datenauswertung auf 

Basis dieser Erkenntnis durchgeführt. Jedoch muss berücksichtigt werden, dass die 

Peakcluster, welche aus Isotopenpeaks, Fragmenten und Adukten bestehen können, nicht 

zwangsläufig an aufeinanderfolgenden Positionen in der Hitliste aufgelistet sein müssen.  

Nach Auswertung der Hitliste (Tab. 18) konnten die Peakcluster A1 und A2 als mögliche po-

sitive Hits identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um die Verbindungen mit den Molekü-

lionen [M+H]+ m/z 947 (A1) und [M+H]+ m/z 931 (A2).  

Tab. 5: Ausschnitt aus der Hitliste (Anhang Tab. 18) nach AcorA der UPLC-ESI-MS Daten im pos. Ionenmodus 

[KHS_048_ACORA] 

Nr. Korrelationskoeffizent m/z (+) tR [min] Peakcluster/Annotation 

1 0.88 948.4 9,26 A1 / Isotopenpeak [M+H]
+
 947 

… …    

13 0.84 932.5 9,32 A2 / Isotopenpeak [M+H]
+ 

931 

… …    

15 0.84 931.5 9,35 A2 / [M+H]
+
 

… …    

30 0.80 933.5 9,36 A2 / Isotopenpeak [M+H]
+ 

931 

… …    

58 0.77 947.4 9,25 A1 / [M+H]
+ 

947 
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Die nachfolgenden Abbildungen verdeutlichen die Korrelation zwischen der Bioaktivität (QC-

Inhibierung) und der Peakintensität der Verbindungen mit [M+H]+ m/z 947 (A1).  

   

Abb. 27: AcorA-Plots des Peakclusters A1  

Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) des Isotopenpeaks der Verbindung mit [M+H]
+ 

m/z 947 (links) und m/z 947 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 
Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben.  

Die Korrelation der Peakintensität der Verbindung mit m/z 948 (linke Abb. 27) und m/z 947 

(rechte Abb. 27) mit der Bioaktivität zeigt, dass die Peakintensität bei abnehmender Bioakti-

vität ebenfalls abnimmt und bei zunehmender Aktivität ansteigt. Der proportionale Zusam-

menhang zwischen Peakintensität und Bioaktivität lässt sich besonders gut in den Plots der 

Verbindung mit m/z 948 über alle 24 untersuchten Extrakte in der linken Abbildung erkennen.  

Für die Verbindung mit [M+H]+ bei m/z 931 (A2, Abb. 28, Mitte) und deren Isotopenpeaks 

zeigt die Korrelations-Analyse, dass die Peakintensität bei abnehmender Bioaktivität ab-

nimmt und bei zunehmender Aktivität ansteigt. Damit weist m/z 931 die beste Korrelation auf 

und ist ein Kandidat für die Aktivität. 

  
Abb. 28: AcorA-Plots des Peakclusters A2  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) des Isotopenpeaks der Verbindung [M+H]

+ 
m/z 

932 (links), m/z 931 (Mitte) und eines weiteren Isotopenpeaks der Verbindung [M+H]
+ 

m/z 933 (rechts) über die 
untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 
Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 
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ESI-FTICR-MS 

Die Datenaufbereitung der massenspektrometrischen Rohdaten der 24 Extrakte, in Drei-

fachmessung (72 Messungen), erfolgte ebenfalls mittels der Software XCMS nach Konvertie-

rung der Daten in das cdf-Dateiformat. Nach Peakpicking und Alignment umfasste der Da-

tensatz 3835 Peaks. 

Ausgehend von diesem Datensatz erfolgte die Korrelation (Spearman Rangkorrelationsana-

lyse) mit den Bioaktivitätsdaten (Inhibierung %) aus dem QC-Assay (s. Abb. 19; 1 mg/mL). 

Hierbei wurde die Bestimmung der Signifikanzschwelle ebenfalls als zweiseitiger Signifikanz-

test (α = 5 %) mittels eines Permutationstests (n = 1000 Wiederholungen) durchgeführt. 

Die durch AcorA erzeugte Hitliste (Tab. 6) zeigt eine signifikante, positive Korrelation von 79 

Peaks (Korrelationskoeffizent >0.5).  

Tab. 6: Ausschnitt aus der AcorA Hitliste (Tab. 19, Anhang) der ESI-FTICR-MS Daten im pos. Ionenmodus 

[KHS_048_ACORA] 

Nr. Korrelationsfaktor m/z(+) Peakcluster / Annotation 

1 0.81 970.5 C1 / Isotopenpeak, 969 

2 0.81 949.5 C1 / Isotopenpeak, 947 

… … 
  5 0.79 985.5 C1 / [M+K]

+
, 946 

6 0.78 947.5 C1 / [M+H]
+
, 946 

7 0.77 948.5 C1 / Isotopenpeak, 947 

… …. 
  12 0.74 969.6 C1 / [M+ Na]

+
, 947 

… …  
 30 0.63 894.6 C2 / [M+Na]

+
, 871 

… …  
 41 0.59 986.5 C1 / Isotopenpeak 985 

42 0.59 933.6 C3 / Isotopenpeak 931 

… …  
 44 0.58 895.6 C2 / Isotopenpeak, 894 

… …  
 54 0.56 971.6 C1 / Isotopenpeak 969 

55 0.56 932.6 C3 / Isotopenpeak 931 

56 0.56 931.6 C3 / [M+H]
+
,931 

Es konnten insgesamt 3 Peakcluster identifiziert werden, wobei das Peakcluster C1 (Abb. 

29) eine überaus signifikante Korrelation mit der Bioaktivität aufwies. In diesem Peakcluster 

korrelierten nicht nur der [M+H]+ Peak der Verbindung bei m/z 947, einschließlich seiner Iso-

topenpeaks sondern auch die Peaks der Natrium- [H+Na]+ und Kalium [H+K]+ Adukte, ein-

schließlich deren Isotopenpeaks. Auch die Korrelations-Analyse der UPLC-ESI-MS Daten 

zeigte für diese Verbindung mit [M+H]+ m/z 947 (Peakcluster A1) eine signifikante Korrelati-

on.  
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Abb. 29: AcorA-Plots des Peakclusters C1  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M+H]

+ 
m/z 947 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 949 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

Das zweite identifizierte Cluster C3 der Verbindung mit [M+H]+ m/z 931 sowie dessen Isoto-

penpeak bei m/z 932 zeigte ebenfalls eine signifikante Korrelation der Peakintensität mit der 

Bioaktivität (Abb. 30).  

    
Abb. 30: AcorA-Plots des Peakclusters C3  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M+H]

+ 
m/z 931 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 932 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

Als drittes Cluster konnte C2 der Verbindung mit [M+Na]+ m/z 894 sowie dessen Isotopen-

peak identifiziert werden. Die Korrelations-Analyse erbrachte auch bei diesem Ion einen sig-

nifikanten Zusammenhang der Zunahme der Bioaktivität bei ansteigender Peakintensität 

sowie Abnahme der Bioaktivität bei sinkender Peakintensität (Abb. 31). 
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Abb. 31: AcorA-Plots des Peakclusters C2  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M+Na]

+
 m/z 894 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 895 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

Im positiven Ionenmodus konnten mittels Korrelations-Analysen der UPLC-ESI-MS und ESI-

FTICR-MS Daten mit den Bioaktivitäten folgende Peakcluster identifiziert werden, die auf 

mögliche, bioaktive Verbindung hindeuten. 

Peakcluster A1 mit den Molekülionen [M+H]+ m/z 947 (UPLC-ESI-MS) 

Peakcluster A2 mit den Molekülionen [M+H]+ m/z 931 (UPLC-ESI-MS) 

Peakcluster C1 mit den Molekülionen [M+H]+ m/z 947 (ESI-FTICR-MS) 

Peakcluster C2 mit den Molekülionen [M+Na]+ m/z 894 (ESI-FTICR-MS) 

Peakcluster C3 mit den Molekülionen [M+H]+ m/z 931 (ESI-FTICR-MS) 

 

Negativer Ionenmodus  

UPLC-ESI-MS  

Wie auch im positiven Ionenmodus wurde die Datenaufbereitung der massenspektrometri-

schen Rohdaten der 24 Extrakte, in Dreifachmessung (72 Messungen), nach Konvertierung 

in das mzXML Dateiformat mittels der Software XCMS vorgenommen. Hierbei umfasste der 

Datensatz nach Peakpicking und Alignment mit 4652 Peaks deutlich weniger Peaks als im 

positiven Ionenmodus.  

Anschließend erfolgte die Korrelation (Spearman Rangkorrelationsanalyse) mit den Bioaktivi-

tätsdaten (Inhibierung %) aus dem QC-Assay (s. Abb. 19; 1 mg/mL). Hierbei erfolgte die Be-

stimmung der Signifikanzschwelle ebenfalls als zweiseitiger Signifikanztest (α = 5 %) mittels 

eines Permutationstests (n = 1000 Wiederholungen). 

Als Ergebnis zeigten 131 Peaks (Korrelationskoeffizent >0.6) eine signifikante Korrelation mit 

der QC-inhibierenden Aktivität (Tab. 21, Anhang). Die Auswertung der Hitliste wurde eben-

falls basierend auf Peakcluster durchgeführt. 
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Tab. 7: Ausschnitt aus der Hitliste (Tab. 20, Anhang) nach AcorA der UPLC-ESI-MS Daten im neg. Ionenmodus 

[KHS_048_ACORA] 

Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Rt [min] Peakcluster/Annotation 

… …   
 4 0.83 815.7 7.22 B1 / [M-H]

-
 

5 0.82 846.3 5.49 
 6 0.81 815.7 7.52 B2 / [M-H]

-
 

7 0.80 867.6 5.53 
 8 0.80 817.7 7.70 B3 / [M-H]

-
 

9 0.80 818.6 7.70 B3 / Isotopenpeak 817 

… …    

15 0.75 794.7 8.86 B4 / Isotopenpeak 793 

16 0.75 816.6 7.92 
 17 0.74 745.6 4.57 B5 

18 0.74 509.5 4.59 B6 

… …    

22 0.74 817.6 7.22 B7 / [M-H]
-
 

23 0.73 833.6 9.63 B8 

… …    

26 0.73 816.7 7.20 B1 / Isotopenpeak 815 

27 0.72 819.6 9.54 
 28 0.72 742.7 9.63 B9 / [M-H]

-
 

29 0.72 818.7 7.20 B7 / Isotopenpeak 817 

… …    

33 0.72 744.7 9.63 B9 / Isotopenpeak 742 

34 0.72 797.7 7.20 
 35 0.71 816.7 7.51 B2 / Isotopenpeak 815 

 

Es konnte eine Reihe von Peakclustern (B1-B9) identifiziert werden. Dabei fiel auf, dass 

mehrere Peakcluster auf gleiche Verbindungen mit [M-H]- bei m/z 815 und m/z 817 hinwei-

sen und eine deutliche Korrelation in Bezug auf die Bioaktivität zeigten. Die Peakcluster B1 

und B2 weisen jeweils auf die gleiche Verbindung mit [M-H]- m/z 815 hin, wobei bei beiden 

auch der Isotopenpeak bei m/z 816 eine deutliche Korrelation aufweist.  

Nachfolgend ist für die Peakcluster B1 (Abb. 32) und B3 (Abb. 33) die Korrelation zwischen 

der Bioaktivität (QC-Inhibierung) und der Peakintensität der Verbindungen [M-H]- m/z 815  

sowie bei m/z 817 (jeweils links) und dem zugehörigen Isotopenpeaks bei m/z 816 sowie bei 

m/z 818 (jeweils rechts) graphisch dargestellt. 
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Abb. 32: AcorA-Plots des Peakclusters B1  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M-H]

- 
m/z 815 (links) und dazu-

gehörigen Isotopenpeaks m/z 816 
 
(rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

    
Abb. 33: AcorA-Plots des Peakclusters B3  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M-H]

- 
m/z 817 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 818 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

Die Graphiken zeigen für beide Verbindungen sowie deren Isotopenpeaks einen proportiona-

len Zusammenhang zwischen Peakintensität und Bioaktivität in allen 24 untersuchten Extrak-

ten. 

Da weitere Peakcluster, die sich jedoch in ihren Retentionszeiten unterscheiden, auf diese 

beiden Verbindungen hinweisen, wurden die Chromatogramme (total ion chromatogram – 

TIC; Gesamtionenstrom) im Retentionszeitbereich von 6,5 min bis 11,0 min der UPLC-ESI-

MS Messungen aller Extrakte genauer betrachtet. 
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Abb. 34: Ausschnitt aus TIC (links) und der detektierten m/z (rechts) im Retentionsbereich von 6,2 min bis 
11,0 min des Extraktes von Sc. acuminatus eSP [KHS_048_1_1nMS2] 

Wie die Abb. 34 erkennen lässt, konnten die Verbindungen mit m/z 815 und m/z 817 über 

den Retentionszeitbereich von 6,2 min bis 9.89 min detektiert werden. Es erfolgte somit kei-

ne Trennung der Verbindungen an der Säule, woraus ein Peak im Chromatogramm resultie-

ren würde. Aufgrund der ungenügenden Trennung eluierten („schmierten“) die Verbindungen 

über diesen relativ langen Retentionszeitbereich. Jedoch konnte anhand der MS2-Spektren 

eindeutig festgestellt werden, dass es sich um gleiche Verbindungen bzw. Isomere handelt. 

Hierin kann das Auftreten mehrerer korrelierender Peakcluster begründet sein. 

ESI-FTICR-MS 

Auch im negativen Ionenmodus wurde die Datenaufbereitung der massenspektrometrischen 

Rohdaten der 24 Extrakte, in Dreifachmessung (72 Messungen), mittels XCMS nach Konver-

tierung der Daten in das cdf-Dateiformat vorgenommen. Der Datensatz umfasste nach 

Peakpicking und Alignment 952 Peaks. 

Von diesem Datensatz erfolgte die Korrelation (Spearman Rangkorrelationsanalyse) mit den 

Bioaktivitätsdaten (Inhibierung %) aus dem QC-Assay (s. Abb. 19; 1 mg/mL). Hierbei wurde 

die Bestimmung der Signifikanzschwelle als zweiseitiger Signifikanztest (α = 5 %) mittels 

eines Permutationstests (n = 1000 Wiederholungen) durchgeführt. 

Die mittels AcorA erzeugte Hitliste (Tab. 21, Anhang) zeigt eine signifikante, positive Korrela-

tion von 41 Peaks, wovon 27 einen Korrelationskoeffizent >0.5 aufwiesen.  
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Tab. 8: Ausschnitt aus der AcorA Hitliste (Tab. 21, Anhang) der ESI-FTICR-MS Daten im neg. Ionenmo-

dus[KHS_048_ACORA] 

Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Peakcluster / Annotation 

1 0,75 815,5 D1 / [M-H]
- 

… … 
  

7 0,68 816,5 D1 / Isotopenpeak [M-H]
-
 815 

… … 
  

9 0,64 794,5 D2 / Isotopenpeak [M-H]
-
 793 

10 0,64 795,5 D2 / Isotopenpeak [M-H]
-
 793 

11 0,64 821,5 D3 / N.A. 

… … 
  

13 0,63 817,5 D4 / [M-H]
-
 

14 0,63 819,5 D4 / Isotopenpeak [M-H]
-
 817 

… … 
  

16 0,59 822,5 D3 / N.A. 

… … 
  

19 0,56 793,5 D2 / [M-H]
-
 

… … 
  

21 0,53 831,5 D5 / N.A. 

… … 
  

24 0,51 832,5 D5 / N.A. 

… … 
  

26 0,50 743,5 D6 / N.A. 

27 0,50 744,5 D6 / N.A. 

 

Mittels der Korrelations-Analyse konnten 6 Peakcluster identifiziert werden. Hierbei fielen 

besonders die Peakcluster D1, D2 und D4 auf, da diese ebenfalls bei der Korrelation der 

UPLC-ESI-MS Daten im negativen Ionenmodus als signifikant identifiziert werden konnten. 

Hierbei handelt es sich um die Verbindungen mit den Ionen [M-H]- m/z 815, m/z 793 sowie 

m/z 817. 

    
Abb. 35: AcorA-Plots des Peakclusters D1  
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M-H]

-
 m/z 815 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 816 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 
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Die in Abb. 35 dargestellten Graphiken zeigen für die Verbindung mit [M-H]- m/z 815 (links) 

sowie deren Isotopenpeak mit  m/z 816 (rechts) einen proportionalen Zusammenhang zwi-

schen Peakintensität und Bioaktivität in den 24 untersuchten Extrakten. Mit zunehmender 

Peakintensität nimmt die Bioaktivität zu bzw. vermindert sich bei abnehmender Peakintensi-

tät. 

Das zweite identifizierte Peakcluster D2 weist auf eine signifikante Korrelation der Verbin-

dung mit [M-H]- bei m/z 793 hin. 

 
Abb. 36: AcorA-Plots des Peakclusters D2   

Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M-H]
-
 m/z 793 (links) und der 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 794 (Mitte) und m/z 795 (rechts) über die untersuchten Extrakte. 

[KHS_048_ACORA] 
Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 

Wie die Abb. 36 zeigt, korrelieren die Peakintensitäten der Verbindung mit [M-H]- m/z 793 

(links) sowie deren Isotopenpeaks bei m/z 794 (Mitte) und m/z 795 (rechts) mit dem Anstieg 

bzw. der Abnahme der Bioaktivität in den getesteten Extrakten. 

Als weiteres Peakcluster konnte D4 identifiziert werden. Dieses zeigte ebenfalls, wie in Abb. 

37 zu sehen, eine Korrelation zwischen der Peakintensität der Verbindung, mit [M-H]- m/z 

817 (links) sowie des Isotopenpeaks der Verbindung mit  m/z 819 (rechts), und der Bioaktivi-

tät in den Extrakten. Sie kann somit als potentiell „positiver“ (aktiver) Hit eingeschätzt wer-

den. 

    
Abb. 37: AcorA-Plots des Peakclusters D4   
Korrelation der Bioaktivität (rot) und der Peakintensität (schwarz) der Verbindung [M-H]

-
 m/z 817 (links) und des 

Isotopenpeaks der Verbindung mit 
 
m/z 819 (rechts) über die untersuchten Extrakte. [KHS_048_ACORA] 

Die Linien in den abgebildeten Plots stellen keine mathematische Abhängigkeit oder Zusammenhang dar, son-
dern werden in dieser Form von der Software R ausgegeben. 
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Im negativen Ionenmodus konnten mittels Korrelations-Analysen der UPLC-ESI-MS und ESI-

FTICR-MS Daten mit den Bioaktivitäten folgende Peakcluster identifiziert werden, die auf 

mögliche, bioaktive Verbindung hindeuten. 

Peakcluster B1 mit den Molekülionen [M+H]- m/z 815 (UPLC-ESI-MS) 

Peakcluster B3 mit den Molekülionen [M+H]- m/z 817 (UPLC-ESI-MS) 

Peakcluster D1 mit den Molekülionen [M+H]- m/z 815 (ESI-FTICR-MS) 

Peakcluster D2 mit den Molekülionen [M+Na]- m/z 793 (ESI-FTICR-MS) 

Peakcluster D4 mit den Molekülionen [M+H]- m/z 817 (ESI-FTICR-MS) 

 

Zusammenfassung der mittels Korrelationsanalysen (AcorA) identifizierten QC-
aktivitätsrelevanten Metaboliten 

Es erfolgten Korrelationsanalysen der massenspektrometrischen Daten der UPLC-ESI-MS 

und ESI-FTICR-MS Messungen (positiver und negativer Ionenmodus) mit den Bioaktivitäts-

daten des QC-Assays. Die erhaltenen Hitlisten der vier Aktivitäts-Korrelations-Analysen wur-

den im Hinblick auf Peakcluster, welche aus Isotopenpeaks, Fragmenten sowie Adukten be-

stehen können, aber nicht zwangsläufig in der Hitliste aufeinanderfolgen, ausgewertet. Es 

ergaben sich daraus Peakcluster, der Verbindungen 19 – 24 (Tab. 9). 

 

Tab. 9: Zusammenfassung der im positiven und negativen Ionenmodus korrelierenden Peakcluster 

 UPLC-ESI-MS
n
 ESI-FTICR-MS 

m/z 
Peakcluster (Ver-

bindung) 
m/z 

Peakcluster (Ver-

bindung) 

pos. Ionenmo-

dus 

947 A1 (19) 947 C1 (19) 

931 A2 (20) 931 C3 (20) 

  894 C2 (21) 

neg. Ionenmo-

dus 

815 B1, B2 (22) 815 D1 (22) 

817 B3 (23) 817 D4 (23) 

  793 D2 (24) 

 

Die Korrelationsanalyse der beiden massenspektrometrischen Metabolitenprofil-Datensätze 

(UPLC-ESI-MS und ESI-FTICR-MS) mit den Bioaktivitätsdaten (QC-Inhibierung) zeigten 

übereinstimmende, signifikante Korrelationen gleicher Peakcluster der Verbindungen 19 – 

24.  

In nachfolgenden massenspektrometrischen Untersuchungen wurden die im positiven Io-

nenmodus korrelierenden Verbindungen 19 – 21 und die im negativen korrelierenden Ver-

bindungen 22 – 24 strukturell charakterisiert. 
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5.4.2.3. Strukturelle Charakterisierung der identifizierten QC-
aktivitätsrelevanten Metaboliten 

Die identifizierten QC-aktivitätsrelevanten Verbindungen 19 – 24 erfolgte mittels der vorhan-

denen massenspektrometrischen Daten sowie weiterer gezielter UPLC-ESI-MSn-

Fragmentierungs- und hochauflösender ESI-FTICR-MS-Untersuchungen strukturell charak-

terisiert. Ausgehend von den ermittelten Summenformeln wurden unter Verwendung von 

massenspektrometrischen Datenbanken und Literaturdatenbanken [285–287] sowie durch 

Vergleich mit den in der Literatur veröffentlichten Daten, die Strukturen der Verbindungen 

verifiziert. 

Die Charakterisierungen erfolgten aus den Extrakten direkt ohne zusätzliche Aufreinigungs-

schritte. 

Verbindungen 19 - 21 

Für die Verbindungen 19 – 21 mit [M+H]+ m/z 947, m/z 931 und [M+Na]+ m/z 871 konnten 

mittels der ESI-FTICR Daten aus den exakten Massen folgende Summenformeln ermittelt 

werden:  

 19: 947,5884730 [M+H]+ calc. for C57H78N4O8 947,5892420 

 20: 931,5957630 [M+H]+ calc. for C57H78N4O7 931,5943273 

 21: 871,5727730 [M+H]+ calc. for C55H74N4O5 871,5731980 
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Verbindung 21 

Die strukturelle Charakterisierung der Verbindung 21 erfolgte anhand der MS2-Spektren des 

Scenedesmus producto-capitatus eWP Extraktes. Da das Fragmentierungsverhalten der 

Verbindung 21 mit [M+H]+ bei m/z 871,5 sowie die kalkulierte Summenformel C55H74N4O5 

darauf hindeutete, dass es sich bei der Verbindung um Phaeophytin handeln könnte, wurde 

Phaeophytin a der Firma LGC-Standards als Vergleichsreferenz ebenfalls mittels UPLC-ESI-

MSn sowie hochauflösender ESI-FTICR-MS [KHS_113] unter Anwendung der gleichen Me-

thode vermessen. 

 

Abb. 38: MS
2
-Spektrum der Verbindung 21 des S. producto-capitatus eWP Extraktes (oben) und des Phaeophy-

tin a Standard der Firma LGC-Standards (unten) vermessen mittels UPLC-ESI-MS
n
 [KHS_118] 
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Wie in den Spektren Abb. 38 zu erkennen ist, zeigte sich sowohl bei der Verbindung 21 als 

auch bei der Referenz Phaeophytin a eine identische Fragmentierung unter Bildung der bei-

den Ionen mit m/z 593,2 [M-phytadiene]+ und 533,2 [M-phytadiene-C2H4O2]
+. Es entsteht 

unter dem typischen Verlust von Phytadien das Ion mit m/z 593,2. Weiterhin kommt es durch 

den Verlust von C2H4O2 zur Bildung des Fragmentions C33H33N4O3
+ bei m/z 533,2 [288]. 

Aufgrund gleicher Fragmentierungsmuster, als auch der Untersuchungen mittels hochauflö-

senden ESI-FTICR-MS handelt es sich bei der Verbindung 21 wahrscheinlich um Phaeo-

phytin (Abb. 39). 

NH N

N
HN

O

O
O

O
O

H

H

C55H74N4O5  
Abb. 39: Strukturvorschlag für Verbindung 21 

Detektiert werden konnte die Verbindung 21 in allen untersuchten Extrakten bei unterschied-

lichen Retentionszeiten im Bereich von 5,0 – 7,5 min. Das sich die Verbindung in allen Ex-

trakten finden lässt, kann darauf zurückgeführt werden, dass Phaeophytin an der Photosyn-

these (PS II) beteiligt ist, sowie als Abbauprodukt des Chlorophylls nach der Chlorophyll-

Entfernung durch die Einwirkung schwacher Säuren entsteht und somit in allen Extrakten in 

unterschiedlicher Konzentration vorlag. 

21 
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Verbindung 20 

Die Verbindung 20 zeigte in den MS2-Spektren der UPLC-ESI-MS Analysen ebenso wie 

Verbindung 21 einen Neutralverlust von 278, der auf eine Abspaltung von Phytadien zurück-

geführt werden kann. Aufgrund dieser Abspaltung unter Bildung des Fragmentions mit m/z 

653 [M-phytadiene]+ sowie der hochauflösenden ESI-FTICR-MS Daten, einschließlich kalku-

lierter Summenformel, kann es sich bei dieser Verbindung wahrscheinlich ebenso um ein 

Porphyrinderivat handeln. Eine Datenbankrecherche der kalkulierten Summenformel 

C57H78N4O7 erbrachte in einer von Huang et al. (2007) veröffentlichten Arbeit, eine mögliche 

Struktur der Verbindung, die in nachfolgender Abb. 40 dargestellt ist [289]. 

NH N

N
HN

O O

H3CH2CO
CO2CH3

O

O

C57H78N4O7  

Abb. 40: Strukturvorschlag für Verbindung 20 [289]  

Weitere Fragmentierungsuntersuchungen (MS3-n) der Verbindung direkt aus den Extrakten 

waren nicht erfolgreich, so dass keine weiteren Informationen, die den Strukturvorschlag 

weiter untermauern konnten, erlangt wurden. 

 

Verbindung 19 

Wie die beiden Verbindungen 20 und 21 lässt sich auch die Verbindung 19 mit großer Wahr-

scheinlichkeit der Substanzklasse der Porphyrinderivate zuordnen. In den MS2-Spektren 

dieser Verbindung konnte ebenfalls ein auf Phytadien hindeutender Neutralverlust detektiert 

werden. Weiterhin kann anhand der ermittelten Summenformel angenommen werden, dass 

die Verbindung ebenfalls aus einem Porphyrinring mit 4 Stickstoffatomen besteht und kein 

Zentralatom enthält. Aus den vorliegenden massenspektrometrischen Daten der Extrakte 

war es jedoch nicht möglich einen Strukturvorschlag abzuleiten. 

Die Klasse der Porphyrine einschließlich Phaeophytin weist eine Reihe von bioaktiven Ei-

genschaften auf. So stellt Phaeophytin einen potenten HCV-NS3 Proteaseinhibitor dar (Tar-

get für die Entwicklung von neuen Anti-Hepatitis C-Therapien) [290]. Weiterhin besitzen sie 

antioxidative Eigenschaften [291] sowie eine anti-inflammatorische Aktivität, da sie als NO-

Inhibitor agieren können [292].  

Verbindung 22 – 24 

Die Strukturbestimmung der Verbindungen 22, 23 und 24 erfolgte zunächst durch die Be-

stimmung der möglichen Elementarzusammensetzung anhand der hochauflösenden ESI-

FTICR-MS-Daten, wodurch die nachfolgenden Summenformeln kalkuliert werden konnten: 

 22: 815,49827 [M-H]- cal. für C43H76O12S 815,498472  

20 
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 23: 817,51596 [M-H]- cal. für C43H78O12S 817,514122 

 24: 793,51441 [M-H]- cal. für C41H78O12S 793,514122 

Anhand der vorhandenen MS2- und MS3-Daten der UPLC-ESI-MS Analysen der Extrakte, 

konnten die Strukturen der Verbindungen 22–24 verifiziert und durch die massenspektromet-

rischen Analysen von Referenzsubstanzen untermauert werden. 

In der nachfolgenden Abbildung sind die Massenspektren der Verbindung 22 mit dem Mole-

külion [M-H]- bei m/z 815,6 dargestellt. 

 

 

Abb. 41: MS
1
-Spektrum des [M-H]

-
 Ions mit m/z 815 der Verbindung 22 unter (-)ESI-Bedingungen (1); MS

2-

Spektrum (2) unter Bildung der Fragmentionen [a] m/z 559 und [b] m/z 537 sowie MS
3-

Spektrum des Fragmen-
tions [d] mit m/z 225. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 45 % bei (-)ESI eingesetzt. 
[KHS_071_nMS3] 

Ausgehend von der für die Verbindung 22 detektierten Molekülmasse mit m/z 815,5 konnte 

in der Ionenfalle die Bildung der MS2-Fragmentionen [a] bei m/z 559,2 sowie [b] bei m/z 

537,2 induziert werden. Das Fragmention a (m/z 559,2) weist hierbei auf den neutralen Ver-

lust eines Palmitoylrestes (C16:0) hin. Die Entstehung des Fragmentions b (m/z 537,2) lässt 

sich auf eine Abspaltung von Linolensäure (C18:3) zurückführen. Im MS3-Massenspektrum 

konnte das Fragmention [d] mit m/z 224,9 nachgewiesen werden, welches auf C6H9O7S
- hin-

deutet. Aufgrund der massenspektrometrischen Daten handelt es sich bei der Verbindung 22 

wahrscheinlich um ein Sulfoquinovosyldiacylglycerid (SQDG) mit den Acylresten Palmitoyl 

(C16:0) und Linolenoyl (C18:3). 

Um dies zu untermauern, wurde ein SQDG-Standard der Firma Lipid Products (GB) mittels 

UPLC-ESI-MSn unter Verwendung gleicher Methodik vermessen. 

MS2 Spektrum m/z 815@45

   

b 

d 
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Abb. 42: MS
2
-Spektrum des [M-H]

-
 Ions mit m/z 815 des SQDG-Standards unter Bildung der Fragmentionen [a] 

m/z 559 und [b] m/z 537unter (-)ESI-Bedingungen [KHS_78_1_SQDG Standard] 

Für die Fragmentionen [a] und [b] konnten folgende Daten ermittelt werden: 

  Scan Modus [m/z]  m/z [relative Intensität (%)] 

  MS2 [815]   537 ([b], 100), 559 ([a], 80) 

 

Basierend auf diesen Resultaten kann gezeigt werden, dass das Fragmentierungsverhalten 

des kommerziellen SQDG-Standards dem von Verbindung 22 entspricht. Das MS2-

Massenspektrum (Abb. 42) zeigt ebenfalls wie Verbindung 22 die Fragmentionen [b] m/z 

537,3 und [a1] m/z 559,3 durch neutrale Verluste des Palmitoyl- (C16:0) und des Linolenoyl-

restes (C18:3) aus dem Molekülion m/z 815,6. Weiterhin zeigte das MS3-Spektrum des 

Standards ebenfalls das charakteristische Fragmention m/z 224,8 (nicht dargestellt). 

Die Verbindungen 23 und 24 zeigten in den MS2- und MS3-Spektren ebenfalls die Fragmen-

tionen [b] m/z 537,3 sowie das charakteristische Fragmention der Sulfoquinovose mit m/z 

224,8. Weiterhin wurde im MS2-Massenspektrum der Verbindung 23 ein weiteres Fragmenti-

on [a2] mit m/z 561,4 detektiert, welches auf einen Neutralverlust von Linolsäure (C18:2) vom 

Molekülion m/z 817,5 hinweist. An der sn-2-Position dieses Fragmentions ist eine Palmitin-

säure (C16:0) inkorporiert.  

Die Verbindung 24 enthält im Molekül zwei Palmitinsäuren (C16:0). In einem ersten Schritt 

kommt es zur Abspaltung einer Palmitinsäure, so dass das Fragment [b] bei m/z 537 ent-

steht. Ein zweiter Neutralverlust von m/z 256 deutet auf die Abspaltung der zweiten Palmitin-

säure zu dem Fragment [c] m/z 283 hin.  

KHS_78_1_SQDG Standard 
  # 621 RT: 9.59 AV: 1 NL: 2.36E7 

F: - p ESI d Full ms2 817.00@cid45.00 [210.00-830.00] 
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Weiterhin wurden von den Verbindungen 22 – 24 MS3- und MS4-Massenspektren mittels 

UPLC-ESI-MS aufgenommen. Aus der Gesamtheit der massenspektrometrischen Daten 

konnten somit die in Abb. 43 dargestellten Strukturen sowie das Fragmentierungsverhalten 

postuliert werden. Die Daten der detektierten Fragmentionen sind in Tab. 10 dargestellt. 

[M-H]-

- R2

-R1

d, m/z 225

22: C43H76O12S  m/z 815   R1 = C17H29CO-   R2 = C15H31CO-       

23: C43H78O12S  m/z 817   R1 = C17H31CO-   R2 = C15H31CO-   

24: C41H78O12S  m/z 793   R1 = C15H31CO-   R2 = C15H31CO-

O

SO3

HO

HO OH

O

O

- R2

SO3

HO

HO OH

O

C9H15O8S-
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O
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Abb. 43: Massenspektrometrische Fragmentierung der Verbindung 22 - 24 unter (-)ESI-Bedingungen.  

 

Tab. 10: (-) ESI-MS
n
 Daten der Verbindungen 22 - 24 

Verbindung Scan Modus [m/z]  m/z [relative Intensität (%)] 

22  MS
2
 [815]   537 ([b], 100), 559 ([a1], 38) 

  MS
3
 [815  537]   225 ([d], 100), 207 ([e], 7), 165 ([f], 12), 283 ([c], 26) 

23  MS
2
 [817]   537 ([b]), 100), 561 ([a2], 32) 

  MS
3
 [817  537]   225 ([d]), 100), 165 ([f], 30), 207 ([e], 9), 283 ([c], 3) 

24  MS
2
 [793]   537 ([b], 100), 225 ([d], 20) 

  MS
3
 [793  537]   283 ([c], 42), 207 ([e], 53), 225 ([d], 100) 

  MS
4
 [793  537  225]  207 ([e], 52), 165 ([f], 60), 125 ([g], 100), 81 ([h], 27) 

 

Die Gesamtheit der massenspektrometrischen sowie die in der Literatur veröffentlichten Da-

ten untermauern die postulierten SQDG-Strukturen der Verbindungen 22–24. Sulfoquinovo-

syldiacylglyceride (1,2-di-O-acyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-sn-glycerol) sind 

mit 2 Fettsäuren verestert, wobei sich in ihren Massenspektren charakteristische Neutralver-

luste der jeweiligen Fettsäuren (Palmitinsäure, Linolsäure, Linolensäure etc.) unter Entste-

hung des charakteristischen Fragmentes C6H9O7S mit m/z 225 findet [293–296]. Die natürli-

chen SQDG´s weisen hierbei ausschließlich eine α-anomere Glycosidkonformation auf [297]. 

Da aufgrund der durchgeführten massenspektrometrischen Analysen eine Zuordnung der 

Position der Acylreste am Glyceridgerüst, welches glycosidisch am Sulfonozucker gebunden 

ist, nicht möglich ist, wird die in der Literatur [293,298,299] postulierte Position der Acylreste 

angenommen.  
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Tab. 11: Mögliche Position der Acylgruppen der Verbindungen 22-24 (
*
angenommene Position gemäß Referenz-

substanzen) 

Verbindung MS1 (m/z) m/z (calc.) 

 

Acylreste 

sn-1-Position*        sn-2-Position* 

22 815,5 815,49 
Linolensäure 

(C18:3) 

Palmitinsäure 

(C16:0) 

23 817,5 817,51 
Linolsäure 

(C18:2) 

Palmitinsäure 

(C16:0) 

24 793,5 793,51 
Palmitinsäure 

(C16:0) 

Palmitinsäure 

(C16:0) 

 
Sulfolipide (insbesondere die SQDG´s) stellen eine Substanzklasse dar, die bereits in ver-

schiedenen Mikroalgen der Abteilung Rhodophyta z.B. Porphyridium purpureum [300], der 

Abteilung Heterokontophyta z.B. Heterosigma carterae, Phaeodactylum tricorntum [299], 

Heterosigma caterae [301] und Pavlova lutheri [302], sowie den Makroalgen Gigartina tenella 

[303] und Caulerpa racemosa [304] identifiziert werden konnten. Weiterhin ist ihr Vorkom-

men in Cyanobakterien z.B. Lyngbya lagerheimii [305], Oscillatoria raoi [306], Arthrospira 

platensis, Scytonema hofmanni und Nostoc punctiforme [298] sowie der Pflanze Spinacia 

oleeracea (Spinat) [307] bekannt. In Tab. 16 (Anhang) findet sich eine Übersicht der bisher 

beschriebenen Sulfolipide aus Mikroalgen. Die Biosynthese sowie die Funktion der SQDG 

z.B. als wichtiger Bestandteil der Thylakoidmembran photosynthetisch aktiver Organismen 

sind in verschiedenen Arbeiten beschrieben [308–315].  

Die von Sulfolipiden beschriebenen Bioaktivitäten bezogen sich bisher auf immunosuppres-

sive Wirkungen [297] sowie auf antivirale Wirkungen z.B. gegen HIV, HSV-1, HSV-2, Cox B3 

[298,304,305,316–319]. Weiterhin sind antineoplastische Wirkungen sowie inhibierende Wir-

kung der enzymatischen Aktivitäten der DNA-Polymerasen pol α und pol β sowie der α-

Glukosidase und der Caspase, bekannt [320–324]. Brahmi et al. wiesen eine Telomerase 

inhibierende Wirkung (antikanzerogen) der aus dem Cyanobakterium Microcystis aeruguino-

sa isolierten SQDGs nach [325]. Darüber hinaus sind anti-inflammatorische Aktivitäten [326] 

und anti-proliferative Wirkungen auf verschiedene humane Krebszelllinien beschrieben [327–

330] sowie eine prophylaktische Wirkung gegen eine Mykobakterium tuberculosum-Infektion 

bekannt [331]. Antibakterielle Wirkungen von Sulfolipiden gegen Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae [332] [oder B. subtilis und E.coli [333] aus verschiedenen makrophytischen Algen 

konnten bereits ebenfalls nachgewiesen werden. Ebenso sind eine antiprotozale Aktivität 

von Sulfolipiden [334] sowie die Wirkung bei entzündlichen Hauterkrankungen, insbesondere 

bei Psoriasis beschrieben [335]. In Bezug auf β-amyloid-assoziierte Erkrankungen oder Alz-

heimer ist in zwei japanischen Patenten beschrieben dass SQDG als „Gehirn Neuronen-

Aktivator“ [336] bei β-amyloid-assoziierte Erkrankungen sowie aufgrund der Caspase inhibie-

renden Eigenschaft als aktive Komponenten bei Alzheimer [324] eingesetzt werden könnten. 

Eine Enzyminhibierende Wirkung gegen QC ist bisher nicht in der Literatur beschrieben.  
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Bei den Analysen der massenspektrometrischen Daten der aktivitätsrelevanten Verbindun-

gen 22 - 24 fielen zwei weitere Verbindungen auf, die das gleiche Fragmentierungsverhalten 

unter Bildung des charakteristischen Fragmentions [d] der Sulfoquinovose mit m/z 225 zeig-

ten. Da anzunehmen war, dass es sich bei diesen Verbindungen ebenso um Sulfolipide han-

deln kann, wurden auch diese beiden Verbindungen strukturell charakterisiert. 

Verbindung 25 – 26 

Auch bei diesen Verbindungen erfolgte zunächst die Kalkulation der nachfolgenden Sum-

menformeln durch die Bestimmung der möglichen Elementarzusammensetzung anhand der 

hochauflösenden ESI-FTICR-MS-Daten: 

 25: 555 / (555,28479 [M-H]- cal. für C25H48O11S 555,28446) 

 26: 317 / (317,05452 [M-H]- cal. für C9H18O10S 317,05479) 

Anhand der vorhandenen MS2- MS4-Daten der UPLC-ESI-MS Analysen der Extrakte konnten 

für die Verbindungen 25 und 26 Strukturen sowie das Fragmentierungsverhalten verifiziert 

werden. 

In der nachfolgenden Abbildungen sind die MS1- und MS2-Massenspektren der Verbindung 

25 mit dem Molekülion [M-H]- bei m/z 555,5 dargestellt. 

 

Abb. 44: MS
1
-Spektrum des [M-H]

-
 Ions mit m/z 555 der Verbindung 25 unter (-)ESI-Bedingungen (1); MS

2-

Spektrum (2) unter Bildung der Fragmentionen [a] m/z 299 und [b] m/z 225 sowie des Fragmentions [c] mit m/z 
207 und [d] mit m/z 165. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 45 % bei (-)ESI eingesetzt. 
[KHS_051_45] 

Wie auch die Verbindungen 22 – 24 zeigt das MS2-Spektrum (Abb. 44) der Verbindung 25 

das charakteristische Fragmention der Sulfoquinovose mit m/z 225,1 sowie ein durch den 

neutralen Verlust von Palmitinsäure (MW 256) unter Bildung des Fragmentions [a] mit m/z 

299,1. Ein weiteres Fragmention, welches auf eine zweite Fettsäure hinweist, konnte nicht 
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detektiert werden, so dass es sich bei dieser Verbindung wahrscheinlich um ein Sulfoquino-

vosylmonoacylglycerid (SQMG) handelt. Als Fettsäure liegt Palmitinsäure vor.  

Nachfolgend sind die Massenspektren der Verbindung 26, welche zu strukturellen Charakte-

risierungen herangezogen wurden, dargestellt. 

 

Abb. 45: MS
1
-Spektrum des [M-H]

-
 Ions mit m/z 317 der Verbindung 26 unter (-)ESI-Bedingungen (1); MS

2-

Spektrum (2) unter Bildung der Fragmentionen [b] m/z 225; MS
3-

Spektrum (3) des Fragmentions [b] unter Bildung 
der Ionen [c] mit m/z 207, [d] mit m/z 165 und [e] mit m/z 125; MS

4-
Spektrum (4) des Tochterions [d] unter Bildung 

des Fragmentions [f] mit m/z 81. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 45 % bei (-)ESI einge-
setzt. [KHS_048_10_317_neg_ce45 / KHS_048_10_317_n_ms4_165] 

 

Das MS1-Massenspektrum zeigt das Molekülion [M-H]- bei m/z 317,3. Hiervon ausgehend 

konnte im MS2 Spektrum das charakteristische Fragmention [b] mit m/z 225,1 selektiert wer-

den. Die MS3- und MS4-Spektren zeigen ausgehend vom charakteristischen Fragmention [b] 

dessen Fragmentierungsverhalten in die Fragmentionen [c], [d], [e] bis hin zu SO3H
- [f]. 

 

Anhand der von den Verbindungen 25 – 26 aufgenommenen Massenspektren konnten die in 

Abb. 46 dargestellten Strukturen sowie das Fragmentierungsverhalten postuliert werden. Die 

Daten der detektierten Fragmentionen sind in Tab. 12 dargestellt. 
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Abb. 46: Massenspektrometrische Fragmentierung der Verbindung 25 und 26 unter (-)ESI-Bedingungen.  

 

Tab. 12: (-) ESI-MS
n
 Daten der Verbindungen 25 und 26 

Verbindung Scan Modus [m/z]  m/z [relative Intensität (%)] 

25  MS
2
 [555]   299 ([a], 70), 225 ([b], 100), 207 [c], 9) 

  MS
3
 [555  299]   255 ([b], 100), 165 ([d], 38) 

26  MS
2
 [317]   225 ([b], 100) 

  MS
3
 [317  225]   207 ([c], 38), 165 ([d], 84), 125 ([e], 100) 

  MS
4
 [317  225  165]  81 ([f], 100) 

Anhand der massenspektrometrischen Daten kann postuliert werden, dass es sich bei Ver-

bindung 25 wahrscheinlich um 1-O-palmitoyl-3-O(6`-sulfo-α-quinovopyranosyl)-glycerol und 

bei Verbindung 26 um 1-O-(6-Deoxy-6-sulfogluco-pyranosyl)-glycerol handelt, die ebenfalls 

der Substanzklasse der Sulfolipide zugeordnet werden kann.  
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5.4.3. Untersuchungen der identifizierten QC-aktivitätsrelevanten Metaboliten 
mittels Molecular Modeling  

Die mittels Korrelations-Analysen als aktivitätsrelevant identifizierten und strukturell charakte-

risierten Verbindungen 20 – 26 wurden mittels Molecular Modeling untersucht. In den durch-

geführten Docking Studien sollte untersucht werden, ob die Verbindungen überhaupt in das 

bekannte Aktivitätszentrum der hQC passen und somit als Inhibitoren in Frage kommen. 

Die globuläre Struktur der humanen Glutaminylzyklase (hQC) besteht sowohl aus α- als auch 

β-Domänen mit einer Größe von 63 x 58 x 41 Å3. Die Struktur stellt eine offene „Sandwich“-

Form mit einem zentralen sechssträngigen β-Faltblatt dar, welches von zwei (cyan) und 

sechs (magenta) α-Helices an der gegenüberliegenden Seite sowie zwei (gelb) α-Helices am 

β-Faltblatt flankiert ist (Abb. 47).  

 

Abb. 47: Kristallstruktur der hQC: (a) Ribbondarstellung der hQC; (b) Topologiediagramm der hQC Struktur; (c) 

Stereoansicht der katalytischen Region der hQC A [234]  

Da 2 antiparallele und 4 parallele Stränge vorhanden sind, entstehen gewundene β-

Faltblattstrukturen, welche den hydrophoben Kern des Moleküls bilden. Diese „coil“ und 

„loop“-Region („loops“) stellt 42 % des Gesamtmoleküls dar, wobei die Hälfte Hauptkompo-

nenten des aktiven Zentrums sind. Das aktive Zentrum des Enzyms wird hauptsächlich von 6 

Schleifen  gebildet. Die katalytische Tasche befindet sich nahe der C-terminalen Kante der 

zentralen parallelen Stränge. Das Zinkion der hQC befindet sich am Boden des aktiven Zent-

rums und ist tetraedrisch zu Asp-159, Glu-202, His-330 sowie einem Wassermolekül koordi-

niert. Darüber hinaus befinden sich in der Umgebung des Zinks mehrere konservierte Berei-

che, welche vermutlich eine Rolle in der Katalyse spielen. Die Aminosäuren Glu-201, Asp-

248 und Asp-305 bilden Wasserstoffbrückenbindungen untereinander aus. Die Peptidbin-

dung zwischen Asp-159 und Ser-160 nimmt eine cis-Konfiguration an, die von einem Netz-

werk von H-Brückenbindungen stabilisiert wird [234].  

Die Docking Studien wurden von Frau Dr. S. Aust mit dem Programm GOLD V4.0.1. mit der 

in Kap. 6.9 beschriebenen Methodik durchgeführt. Untersucht wurden die Verbindungen 20 – 

26 (Tab. 17; Anhang).  

Verbindung 20 - C57H78N4O7  

Die Verbindung 20 als Vertreter der Porphyrinderivate konnte in den 30 durchgeführten Do-

ckingkonformationen keine Koordination am Zink eingehen. Wie bei Verbindung 21 lag auch 

hier das Ringsystem vor der Öffnung des aktiven Zentrums der QC und versperrte damit den 

Zugang zum Zinkatom für Substrate oder andere Inhibitoren. 

a) b) 

(c) (b) (a) 
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Die Phytolkette kann auch bei dieser Verbindung nicht eindeutig vom Dockingprogramm 

platziert werden und nimmt unterschiedlichste Anordnungen an der Oberfläche des Proteins 

ein. 

Verbindung 21 - C55H74N4O5  

Die Docking Studien zeigten, dass keine der Konformationen eine Koordination am Zink er-

möglicht. Vielmehr lag das Ringsystem vor der Öffnung des aktiven Zentrums der QC und 

versperrte somit den Zugang zum Zinkatom für Substrate oder andere Inhibitoren. 

Die Phytolkette konnte ebenfalls nicht eindeutig vom Dockingprogramm platziert werden. 

 

Abb. 48: Konformation mit dem Ringsystem in der aktiven Tasche der QC der Verbindung 21 (links) und der 
Verbindung 20 (rechts)  

Die Docking Studien der Porphyrinderivate (Verbindungen 20 und 21) zeigten, dass das 

Ringsystem (Porphyrinring) beider Verbindungen sich vor die Öffnung des aktiven Zentrums 

der hQC lagert und somit eine Interaktion mit dem Enzym nicht möglich ist. Eine direkte inhi-

bitorische Wirkung dieser Verbindungen auf die aktive Tasche der hQC scheint somit nicht 

möglich zu sein. 

Verbindung 22 – C43H76O12S  

Diese Verbindung wies in der besten Konformation mit einer Koordination keine Bindung am 

Zinkatom auf. Von den 30 Dockingkonformationen koordinierten 8 am Zinkatom in der akti-

ven Tasche. Die Alkylketten konnte nicht eindeutig vom Dockingprogramm platziert werden. 

Verbindung 23 – C43H78O12S  

Wie auch bei den anderen beiden SQDG´s wies die Verbindung 23 in der besten Konforma-

tion keine Koordination am Zinkatom auf. Von den 30 durchgeführten Dockingkonformatio-

nen zeigten 11 eine Koordination am Zink. Auch bei dieser Verbindung konnten die Alkylket-

ten nicht eindeutig vom Dockingprogramm platziert werden. 

Verbindung 24 – C41H78O12S  

Die Dockingstudien der Verbindung 24 zeigten, dass 7 von 30 Dockingkonformationen am 

Zink koordinierten, wobei die energetisch beste Konformation Nr. 27 ebenfalls nicht am Zink 

koordiniert war. Die Fettsäuren (Alkylketten) konnten wie auch bei der vorhergehenden Ver-

bindung vom Dockingprogramm nicht eindeutig platziert werden.  



5. Ergebnisse & Diskussion 

 

77 

 

Abb. 49: Zink-koordinierende Konformation der Verbindung 22 (links), 23 (Mitte) und 24 (rechts) in der aktiven 

Tasche der QC  

Verbindung 25 – C25H48O11S  

Die Verbindung 25 wies die beste bindende Konformation mit einer Koordination der OH-

Gruppe am Zink im aktiven Zentrum auf. Weiterhin ging die Verbindung H-

Brückenbindungen zu den Aminosäuren Glu202 und His206 ein.  

In anderen Dockingkonformationen, in denen die Sulfoxygruppe am Zink koordinierte, konnte 

die Verbindung H-Brückenbindungen zu den Aminosäuren Lys144, Trp329 und Asp159 

knüpfen.  

Die Fettsäure (Alkylkette) konnte vom Dockingprogramm nicht eindeutig platziert werden und 

nahm somit unterschiedlichste Anordnungen an der Oberfläche des Proteins ein. 

 

Abb. 50: Beste bindende Konformation der Verbindung 25 in der aktiven Tasche der QC – keine Zn-
Koordination (links) und eine Sulfoxy-Zn-koordinierte Konformation der Verbindung 25 (rechts) 

Verbindung 26 – C9H18O10S 

Die Verbindung 26 wies die beste bindende Konformation mit einer Koordination der Sul-

foxygruppe am Zinkatom in der aktiven Tasche der QC auf. Des Weiteren ging die Verbin-

dung Wasserstoffbrückenbindungen zu den Aminosäuren Lys144, His206 und Trp329 ein, 

sowie eine hydrophobe Wechselwirkung zum Ringsystem des Trp207.  
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Abb. 51: Beste bindende Konformation, Sulfoxy-Zn koordiniert, der Verbindung 26 in der aktiven Tasche der QC 

Für die als aktivitätsrelevant identifizierten Sulfolipide (Verbindung 22 - 26) konnten die Do-

ckingstudien zeigen, dass die Verbindungen im aktiven Zentrum binden können und ener-

giearme Konformationen existieren, die am Zinkatom koordinieren und H-Brückenbindungen 

zu funktionell wichtigen Aminosäuren knüpfen können. Die Verbindungen könnten somit po-

tentielle QC-Inhibitoren darstellen.  

5.4.4. Aktivitätsnachweis der identifizierten QC-aktivitätsrelevanten Metaboli-
ten 

Zum Nachweis QC-inhibierender Eigenschaften der als aktivitätsrelevant identifizierten Ver-

bindungen, wurde jeweils eine Referenzverbindung der beiden Substanzklassen der Porphy-

rinderivate sowie der Sulfolipide im QC-Assay auf die inhibierenden Aktivitäten untersucht. 

Als Referenzverbindung der Porphyrin-Derivate wurde ein Phaeophytin a - Standard (LGC-

Standards) und für die Substanzklasse der Sulfolipide ein SQDG-Standard (Lipid Products) 

zur Testung herangezogen.  

Porphyrin Derivate (Verbindungen 20 und 21) – Phaeophytin a Standard  

Die Testung des Phaeophytin a - Standards erfolgte im QC-Assay in den Konzentrationen 

0,25 mg/mL und 0,025 mg/mL i.A.. 

In beiden Konzentrationen konnte der Phaeophytin a Standard die QC nicht inhibieren 

[KHS_119]. Hiermit konnte die mittels Molecular Modeling festgestellte Tendenz der Nicht-

Inhibierung bestätigt werden und die Porphyrinderivate (Verbindung 20 und 21) als potentiel-

le QC-Inhibitoren ausgeschlossen werden.  

Sulfolipide (Verbindungen 22 – 26) – SQDG Standard 

Der SQDG Standard wurde ebenfalls im QC-Assay nach der in Kap. 6.5 beschriebenen Me-

thodik in den beiden Konzentrationen 0,25 mg/mL und 0,025 mg/mL i.A. untersucht.  

Hierbei konnten der SQDG Standard die QC in beiden Konzentrationen um 77 % bzw. 76 % 

inhibieren. Sulfolipide stellen somit potentielle QC-Inhibitoren dar [KHS_73].  
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Der für den SQDG-Standard 

ermittelte IC50-Wert betrug 

10,9 µM [KHS_82 / PQ1582] 

und liegt damit sogar unter-

halb des Bereiche (stärkere 

Wirksamkeit), der aus dem 

Patent Inhibitors of glutaminyl 

cyclase, 2007 [337] beschrie-

benen QC-Inhibitoren mit IC50-

Werten von 0,22 µM – 14 µM. 

 

Für die als aktivitätsrelevant identifizierten Sulfolipide konnte somit ein Aktivitätsnachweis 

erbracht und nachgewiesen werden, dass es sich um QC-inhibierende Verbindungen han-

delt. 

5.4.5. Isolierung der QC-aktiven Metaboliten (Sulfolipide) 

Um letztendlich zu bestätigen, dass die als QC-inhibierende Verbindungen identifizierten 

Sulfolipide (Verbindung 22 – 26) tatsächlich eine inhibierende Wirkung besitzen, wurden die-

se aus methanolischen Algenextrakten isoliert und im QC-Assay auf ihre inhibierende Aktivi-

tät untersucht.  

Zunächst wurden die vorhandenen massenspektrometrischen Daten der methanolischen 

Extrakte im negativen Ionenmodus (UPLC-ESI-MSn, ESI-FTICR-MS, ESI-MS) im Hinblick auf 

das Vorhandensein von Sulfolipiden ausgewertet [KHS_48]. Da es sich bei dieser Substanz-

klasse um primäre Metaboliten photosynthetisch aktiver Organismen handelt, konnten sie in 

allen Extrakten massenspektrometrisch (ESI-FTICR-MS, ESI-MS) detektiert werden. Jedoch 

unterschieden sich die Extrakte in der Präsenz der jeweiligen Sulfolipide. Während in einigen 

Extrakten die Verbindung 26 (SQG) und 25 (SQMG) detektiert werden konnten, waren in 

anderen Extrakten nur die Verbindungen 22, 23 und 24 (SQDG) oder Verbindung 26 (SQG) 

vorhanden. Auch konnten in einigen Extrakten nur die Verbindung 25 (SQMG) sowie die 

Verbindungen 22, 23 und 24 (SQDG) detektiert werden.  

Am Beispiel der nachfolgenden Base-Peak Chromatogramme der S. acuminatus Extrakte 

(Abb. 53) ist dargestellt, dass die SQGs und SQDGs eindeutig Peaks im Retentionszeitbe-

reich von 0,51 – 0,59 min bzw. 9,4 – 9,6 min zugeordnet werden konnten. Eine eindeutige 

Peakzuordnung der SQMG war nicht möglich. 

Abb. 52: IC50 Bestimmung des SQDG Standards  
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Abb. 53: Base-Peak Chromatogramme der S. acuminatus Extrakte im negativen Ionenmodus [KHS_48] 

Wie am Beispiel der Chromatogramme der S. acuminatus Extrakte (Abb. 53) zu sehen ist, 

wiesen die Extrakte mit SQDG-Peak keinen bzw. nur einen geringen SQG-Peak auf. Be-

trachtet man die QC-Inhibierungen der Extrakte, so weisen die Extrakte mit SQDG´s eine 

deutlich höhere Inhibierung auf als die Extrakte mit SQG-Peak.  

Für die Isolierung der Sulfolipide wurde eine von Naumann (2009) publizierte Methode zur 

Aufreinigung von Sulfolipiden unter der Verwendung von NH2-Kartuschen (SPE) angewendet 

[298]. Ausgewählt hierfür wurde der methanolische Extrakt S. acuminatus eSP, von denen 

25 mg auf konditionierte NH2-Kartuschen aufgegeben und eine zweistufige Elution vorge-

nommen wurde (s. Kap.6.8.4.1). Anschließend erfolgte ein Waschschritt (Folch Wash), um 

enthaltene Salze wie z.B. Ammoniumacetat zu entfernen und die Sulfolipide in die organi-

sche Methanol/Dichlormethan Phase zu überführen. Die so gewonnene Fraktion (6,5 mg) 

wurde mittels UPLC-ESI-MS sowie ESI-API-MS auf das Vorhandensein von Sulfolipiden 

überprüft. Als Referenz wurde auch hierbei der SQDG-Standard (Lipid Products) hinzugezo-

gen [KHS_70 / KHS_71 / KHS_72 / KHS_74].  

Die massenspektrometrische Untersuchung der Sulfolipid-Fraktion mittels UPLC-ESI-MS im 

negativen Ionenmodus zeigte im Base-Peak Chromatogramm (Abb. 54) einen Peak bei 9,9 – 

10,0 min sowie bei 6,9 min. Des Weiteren sind kleine Peaks über den gesamten Retentions-

zeitbereich zu erkennen, welche auf Nebenverbindungen hindeuten.  
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Abb. 54: Base-Peak Chromatogramm und MS

1
Massenspektrum der Sulfolipid-Fraktion aus S. acuminatus eSP 

[KHS_74] 

Das MS1-Massenspektrum zeigt hierbei für die Retentionszeit von 6,9 min ein Molekülion [M-

H]- bei m/z 555, welches der Verbindung 25 entspricht. Der Peak bei der Retentionszeit von 

9,9 – 10 min zeigt im MS1-Massenspektrum die Molekülionen [M-H]- bei m/z 794 und 815. Es 

handelt sich somit um den Peak der SQDG, welcher bereits in den Base-Peak Chromato-

grammen der S. acuminatus Extrakte (Abb. 53) als SQDG-Peak identifiziert wurde.   

In nachfolgender Abb. 55 sind die mittels ESI-API-MS aufgenommenen Massenspektren der 

Sulfolipid-Fraktion im Vergleich zum SQDG-Standard dargestellt. 

  
Abb. 55: ESI-API-MS Spektrum der Sulfolipid-Fraktion aus S. acuminatus eSP (links) im Vergleich zum SQDG 

Standard ESI-API-MS Spektrum (rechts) im negativen Ionenmodus [KHS_071_1_110719 / KHS_072_110719] 

Die Sulfolipid-Fraktion enthält wie auch der SQDG-Standard die Hauptverbindungen 22 mit 

[M-H]- m/z 815 und 24 mit [M-H]- m/z 793. Weiterhin ist in der Sulfolipid-Fraktion auch die 

Verbindung 25 mit [M-H]- bei m/z 555 enthalten. Das im Standard enthaltene SQDG mit     

[M-H]- bei m/z 837, welches mit einer Eicosapentaensäure (C20:5) sowie einer Palmitolein-
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säure (C16:1) verestert ist, konnte in der aufgereinigten Fraktion nicht detektiert werden. Im 

Vergleich zum ESI-API-MS Spektrum des SQDG-Standards zeigt das Massenspektrum der 

Sulfolipid-Fraktion Sulfolipide und weitere bisher nicht identifizierte Verbindungen.  

Die massenspektrometrischen Untersuchungen der Fraktion sowie 

deren nachfolgend dargestellte dünnschichtchromatographische Ana-

lyse zeigten, dass mittels der NH2-Aufreinigungsmethode Sulfolipide 

aus dem methanolischen Extrakt von S. acuminatus eSP aufgereinigt 

werden konnten. 

Die dünnschichtchromatographische Analyse der Sulfolipid-Fraktion im 

Vergleich zum SQDG-Standard erfolgte an Kieselgel 60 unter der 

Verwendung des Laufmittelsystems DC1.  

Der durch die Reaktion mit Orcinol visualisierte Spot der gereinigten 

Fraktion entspricht im Retentionsverhalten dem des SQDG-Standards 

mit einem Rf-Wert von 0,79 (Abb. 56). 

Um zu bestätigen, dass die aus der Mikroalge S. acuminatus  

isolierten Sulfolipide ebenso wie der SQDG-Standard die QC  

inhibieren, wurden die Sulfolipid-Fraktion und der SQDG-Standard  

in zwei Konzentrationen im QC-Assay getestet.  

In nachfolgender Abb. 57 sind die ermittelten QC-Inhibierungen der Sulfolipid-Fraktion und 

des SQDG-Standards dargestellt. 

 

 
Abb. 57: QC-Inhibierung der Sulfolipid-Fraktion aus S. acuminatus eSP und des SQDG Standards [KHS_73]. 

Sowohl die Sulfolipid-Fraktion als auch der SQDG-Standard konnten die QC in beiden Kon-

zentrationen (0,25 mg/mL und 0,025 mg/mL i.A.) mit 86 % / 82 % und 83 % / 82 % inhibie-

ren. Die Ergebnisse des QC-Assays bestätigten, dass es sich bei den Sulfolipiden um poten-

tielle QC-Inhibitoren handelt. 
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5.5. Charakterisierung weiterer Algenmetabolite  

Im nachfolgenden Kapitel soll gezeigt werden, dass die angewendete AcorA-Methode die 

Charakterisierung weiterer, nicht aktivitätsrelevanter Metaboliten ermöglicht. Aufgrund der 

vorhandenen massenspektrometrischen Daten (ESI-FTICR-MS, UPLC-ESI-MSn) können 

Metaboliten aus den komplexen Algenextrakten charakterisiert und Aussagen über das Me-

tabolitenspektrum der Extrakte getroffen werden.  

Aus den methanolischen Extrakten S. producto-capitatus eWP und S. pectinatus mSP konn-

ten Verbindungen der Substanzklasse der Galaktolipide mittels der vorhandenen UPLC-ESI-

MSn-und ESI-FTICR-MS-Daten identifiziert und charakterisiert sowie deren Strukturen verifi-

ziert werden.  

Die Vorgehensweise zur Charakterisierung weiterer Algenmetaboliten mittels der vorhande-

nen massenspektrometrischen Daten gestaltete sich hierbei wie folgt:  

Zunächst wurden die UPLC-Chromatogramme im Hinblick auf wiederkehrende Peakmuster 

ausgewertet, dann den eluierten Verbindungen die entsprechenden m/z Werte zugeordnet 

und anhand der ESI-FTICR-MS-Daten für die Verbindungen mögliche Elementarzusammen-

setzungen kalkuliert. Weiterhin wurden die vorhandenen MS2- und MS3-Daten für weitere 

Strukturcharakterisierungen herangezogen und mögliche Strukturvorschläge erarbeitet.  

Bei der Auswertung der UPLC-Basepeak-Chromatogramme fiel bei allen Extrakten ein wie-

derkehrendes Peakmuster im Retentionszeitbereich von 2,8 – 3,8 min auf (s. Abb. 58). 

 

 
Abb. 58: Base-Peak-Chromatogram des methanolischen S. producto-capitatus eWP Extraktes [KHS_48_1] 
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Die in diesem Retentionszeitbereich eluierten Verbindungen wiesen folgende MS1-Spektren, 

welche nachfolgend in Auswahl (Abb. 59) dargestellt sind, auf.  

 
Abb. 59: MS

1
-Spektren des aus dem Base-Peak Chromatogramm (Abb. 58) detektierten Peaks bei tR: 2,81 min 

(1), bei tR: 2,98 min (2), bei tR: 3,42 min (3), bei tR: 3,68 min (4) unter (+)ESI-Bedingungen [KHS_48_01_pMS] 
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Wie die MS1-Spektren in Abb. 59 zeigen, konnten den [M+H+NH4]
+-Ionen der eluierten Ver-

bindungen folgende m/z Werte zugeordnet werden: 

 tR: 2,81 min – m/z [M+H+NH4]
+666 – Verbindung 27, 

 tR: 2,98 min – m/z [M+H+NH4]
+668 – Verbindung 28, 

 tR: 3,07 min – m/z [M+H+NH4]
+504 – Verbindung 29, 

 tR: 3,26 min – m/z [M+H+NH4]
+506 – Verbindung 30, 

 tR: 3,42 min – m/z [M+H+NH4]
+532 – Verbindung 31, 

 tR: 3,68 min – m/z [M+H+NH4]
+534 – Verbindung 32. 

Aus den zugehörigen [M+Na]+-Ionen der hochauflösenden ESI-FTICR-MS Analysen konnten 

folgende mögliche Elementarzusammensetzungen der Verbindungen kalkuliert werden: 

 Verbindung 27: 666 / (666,37203 [M+H+NH4]
+ calc. for C31H55O14N1 666,36953), 

 Verbindung 28: 668 / (668,38410 [M+H+NH4]
+ calc. for C31H57O14N1 668,38518), 

 Verbindung 29: 486 / (509,27232 [M+Na]+ calc. for C25H42O9Na+ 509,27210), 

 Verbindung 30: 488 / (511,28791 [M+Na]+ calc. for C25H44O9Na+ 511,28775), 

 Verbindung 31:  514 / (537,30387 [M+Na]+ calc. for C27H46O9Na+ 537,30340), 

 Verbindung 32: 516 / (539,31914 [M+Na]+ calc. for C27H48O9Na+ 539,31905). 

Da die Analysen der Extrakte mittels einer data dependent MS-Methode in einem Massenbe-

reich m/z 100 – 1000 Da durchgeführt wurde, bei der eine automatische Fragmentierung der 

Metaboliten mit Intensitäten > 105 a.i. in simultanen MS/MS-Experimenten erfolgten, standen 

MS2-Daten zur Erarbeitung von Strukturvorschlägen zur Verfügung. Weiterhin konnten MS3-

Daten aus der ebenfalls automatischen Fragmentierung der Tochterionen in simultanen MS3-

Experimenten für die Strukturcharakterisierung herangezogen werden. 
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Verbindung 27 und 28 

Anhand der vorhandenen MS2-Daten der UPLC-ESI-MS Analysen des S. producto-capitatus 

eWP Extraktes konnten die Verbindung 27 und 28 mit einer Retentionszeit von 2,8 bzw. 

2,9 min in ihrer Struktur charakterisiert werden. 

In der nachfolgenden Abb. 60 sind die Massenspektren der Verbindung 27 mit dem Molekü-

lion [M+H+NH4]
+ bei m/z 666 sowie die entstandenen Fragmentionen zu sehen. 

 
Abb. 60: MS

1
-Spektrum des [M+H+NH4]

+
 Ions mit m/z 666 der Verbindung 27 unter (+)ESI-Bedingungen (1); 

MS
2-

Spektrum (2) unter Bildung des [M+H]
+
Ions [a] m/z 649 sowie der Fragmentionen [b] m/z 487, [c] m/z 325, [d] 

m/z 307 und des Fragmentions [e] mit m/z 233. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 35 % bei 
(+)ESI eingesetzt [KHS_48_01_pMS1]. 

Ausgehend von der für die Verbindung 27 detektierten Molekülmasse mit m/z 649,0 konnte 

in der Ionenfalle die Bildung der MS2-Fragmentionen [b] bei m/z 487,0 und [c] bei m/z 324,9 

induziert werden. Bei der Entstehung der Fragmentionen [b] und [c] kommt es jeweils zu ei-

nem Neutralverlust von 162. Dies deutet auf zwei Zuckermoleküle (Hexosen) hin, welche 

schrittweise abgespalten wurden. Das Fragmention [c] (m/z 324,9) stellt nach Abspaltung der 

zwei Zuckermoleküle, den mit einer Fettsäurekette veresterten Glycerinrest dar, welches 

unter Wasserabspaltung zu Fragmention [d] und dann weiter zu einer C16:3 Fettsäure [e] 

gespalten wird. Verbindungen, welche aus einem oder mehreren Zuckermolekülen (vorran-

gig Galaktose) bestehen und über Glycerin mit einer oder zwei Fettsäuren verestert sind, 

können der Substanzklasse der Glykolipide (Galaktolipide) zugeordnet werden. Die Biosyn-
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these der Galaktolipide geht von Glycerin-3-phosphat und UDP-Galaktose aus. Hierbei ist 

das Galaktolipid Digalaktosyldiacylglycerin (1,2-Di-O-acyl-3-O--D-Galaktopyranosyl-(16)-D-

Galaktopyranosyl-sn-Glycerin; DGDG) sowie das Monogalaktosyldiacylglycerin (1,2-Di-O-

acyl-3-D-D-Galaktopyranosyl-sn-Glycerin; MGDG) die am weitesten verbreiteten Lipide pho-

tosynthetisch aktiver Organismen. Sie sind vorrangig in den Chloroplastenmembranen aufzu-

finden [338,339].  

Aufgrund der massenspektrometrischen Daten lassen sich in Bezug auf die Fettsäuren die 

Länge der Kohlenwasserstoffkette und das Vorhandensein von Einfach- und Doppelbindun-

gen, jedoch nicht eine Positionierung der Doppelbindungen vornehmen.  

Bei der Verbindung 27 handelt es sich somit wahrscheinlich um ein Galaktolipid, welches 

aus zwei Galaktoseeinheiten verestert über Glycerin mit einer C16:3 Fettsäure besteht.  

Aus der Gesamtheit der massenspektrometrischen Daten konnten somit die in Abb. 61 dar-

gestellten Strukturen postuliert werden.  
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Abb. 61: Massenspektrometrische Fragmentierung der Verbindung 27 unter (+)ESI-Bedingungen 

Die Verbindung 28 zeigte in den MS2-Spektren (nicht dargestellt) das gleiche Fragmentie-

rungsverhalten unter Bildung der Fragmentionen [b] m/z 489, [c] m/z 327, [d] m/z 309, sowie 

[e] m/z 235. Aufgrund von 2 H-Atomen zusätzlich, im Vergleich zu Verbindung 17, wiesen 

das [M+H]+-Ion sowie die Fragmentionen auch eine um 2 höhere Molmasse auf. Jedoch 

konnten auch bei dieser Verbindung die neutralen Verluste von 162 bei der Entstehung der 

Fragmentionen [b] und [c], die auf die Abspaltung von Galaktose hinweisen, detektiert wer-

den. Nach Wasserabspaltung entsteht auch bei dieser Verbindung das Fragmention [d], wel-
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ches auf eine C16-Fettsäure mit 2 Doppelbindungen hinweist. Bei der Verbindung 28 mit der 

Summenformel C31H56O14 handelt es sich somit wahrscheinlich ebenfalls um ein Galaktolipid. 

Verbindung 29 und 30 

Für die Verbindung 29 und 30 konnten ebenfalls anhand der vorhandenen MS2-Daten der 

UPLC-ESI-MS-Analysen des S. producto-capitatus eWP Extraktes aufgrund des Fragmentie-

rungsverhaltens Strukturvorschläge abgeleitet werden. 

In Abb. 62 sind die Massenspektren der Verbindung 29 mit dem Molekülion [M+H+NH4]
+ bei 

m/z 504 sowie die entstandenen Fragmentionen zu sehen. 

 

Abb. 62: MS
1
-Spektrum des [M+H+NH4]

+
 Ions mit m/z 504 der Verbindung 29 unter (+)ESI-Bedingungen (1); 

MS
2-

Spektrum (2) unter Bildung des [M+H]
+
Ions [a] m/z 487, sowie der Fragmentionen [b] m/z 325, [c] m/z 307 

und [d] m/z 233. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 35 % bei (+)ESI eingesetzt 
[KHS_48_01_pMS1] 

Ausgehend von der für die Verbindung 29 detektierten Molekülmasse [M+H+NH4]
+ mit m/z 

487,0 konnte in der Ionenfalle die Bildung der MS2-Fragmentionen [b] bei m/z 324,9 und [c] 

bei m/z 307,1 induziert werden. Die Entstehung des Fragmention [b] (m/z) 324,9 mit einem 

Neutralverlust von 162, entstand ebenso bei der Verbindung 27 und lässt sich ebenso auf 
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die Abspaltung eines Galaktosemoleküle zurückführen. Das Fragmention [c] (m/z 307,1), 

welches auch bei Verbindung 27 detektiert werden konnte, stellt nach der Abspaltung des 

Zuckermoleküls den mit einer Fettsäurekette veresterten Glycerinrest dar. Dieses fragmen-

tiert unter Wasserabspaltung weiter zu Fragmention [d], einer C16:3 Fettsäure. Wie auch bei 

den Verbindungen 27 und 28 kann anhand der massenspektrometrischen Daten keine ein-

deutige Positionierung der Doppelbindungen vorgenommen werden. Es handelt sich bei die-

ser Verbindung 29 wahrscheinlich wiederum um ein Galaktolipid, welches jedoch nur aus 

einer Galaktoseeinheit, verestert über Glycerin mit einer C16:3 Fettsäure, besteht.  

Aus den massenspektrometrischen Daten konnten somit die in Abb. 63 dargestellten Struk-

turen postuliert werden.  
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Abb. 63: Massenspektrometrische Fragmentierung der Verbindung 29 unter (+)ESI-Bedingungen 

Wie Verbindung 29 zeigte auch Verbindung 30 in den MS2-Spektren (nicht dargestellt) das 

gleiche Fragmentierungsverhalten unter Bildung der Fragmentionen [b] m/z 327, [c] m/z 309, 

sowie [e] m/z 235. Die für diese Verbindung kalkulierte Summenformel C25H44O9 weist also 2 

H-Atome mehr im Molekül auf, so dass das [M+H]+-Ion sowie die Fragmention auch eine um 

2 höhere Molmasse aufwiesen. Jedoch konnten auch bei dieser Verbindung die neutralen 

Verluste von 162 bei der Entstehung der Fragmentionen [b] und [c], die auf die Abspaltung 

von Galaktose hinweisen, detektiert werden. Nach Wasserabspaltung entsteht ebenso bei 

dieser Verbindung das Fragmention [d], welches auf eine C16-Fettsäure mit 2 Doppelbin-

dungen hinweist. Bei der Verbindung 28 mit der Summenformel C31H56O14 handelt es sich 

somit wahrscheinlich auch um ein Galaktolipid. 
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Verbindung 31 und 32 

Die Verbindung 31 und 32 konnten ebenfalls anhand der vorhandenen MS2-Daten des S. 

producto-capitatus eWP Extraktes und des daraus abgeleiteten Fragmentierungsverhaltens 

in ihrer möglichen Struktur verifiziert werden. 

Die Abb. 64 zeigt die Massenspektren der Verbindung 31 mit dem Molekülion [M+H+NH4]
+ 

bei m/z 532 sowie den induzierten Fragmentionen im MS2. 

 

Abb. 64: MS
1
-Spektrum des [M+H+NH4]

+
 Ions mit m/z 532 der Verbindung 31 unter (+)ESI-Bedingungen (1); 

MS
2-

Spektrum (2) unter Bildung des [M+H]
+
Ions [a] m/z 515, sowie der Fragmentionen [b] m/z 353, [c] m/z 335, 

[d] m/z 261. Als relative normalisierte Energie (NCE) wurden jeweils 35 % bei (+)ESI eingesetzt 

[KHS_48_01_pMS1]. 

Ausgehend von der für die Verbindung 31 detektierten Molekülmasse [M+H+NH4]
+ mit m/z 

532,1 konnten die Fragmentionen [b] bei m/z 353,1 und [c] bei m/z 335,2 detektiert werden. 

Wie bei den Verbindungen 29 und 30 deuten auch dieses zum einen auf den Verlust eines 

Galaktosemoleküls mit einem Neutralverlust von 162 sowie die Abspaltung eines H2O-

Moleküls hin. Somit stellt das detektierte Fragmention [c], welches ebenfalls bei der Verbin-

dung 27 detektiert werden konnte, den mit einer Fettsäurekette veresterten Glycerinrest dar. 

Nach Abspaltung des Glycerinrestes (C3H6O2) entsteht als Fragmention [d] eine C18:3-

Fettsäure. Wie auch bei den Verbindungen 27 – 30 kann anhand der massenspektrometri-

schen Daten keine eindeutige Positionierung der Doppelbindungen vorgenommen werden. 

Die aus den massenspektrometrischen Daten abgeleitete Fragmentierung in nachfolgender 

Abbildung schließt daraufhin, dass es sich bei der Verbindung 31 ebenfalls um ein Galaktoli-
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pid, welches aus einer Galaktoseeinheit mit einer C18:3 Fettsäure z.B. Linolensäure besteht, 

handelt.  

-H2O

b, m/z 353 (100)

NH4

C27H50NO9
+

H

C21H37O4
+

c, m/z 335 (9)

C21H35O3
+

d, m/z 261 (11)

a, m/z 515 (17)

-NH3

C27H47O9
+

 m/z 532 (100)

-C6H10O5

C18H31O+

-C3H6O2

OO

O

OH

OH

OH

O

HOH2C

HO

OO

O

OH

OH

OH

O

HOH2C

HO

OO

OH2

HO

OO

OH2

OH

 

Abb. 65: Massenspektrometrische Fragmentierung der Verbindung 31 unter (+)ESI-Bedingungen.  

Die Verbindung 32 mit [M+H+NH4]
+ bei m/z 534 besitzt in den MS2-Spektren (nicht darge-

stellt) ein gleiches Fragmentierungsverhalten wie die Verbindung 31 unter Bildung der Frag-

mentionen [b] mit m/z 355, [c] m/z 337, sowie [d] m/z 263, auf. Die kalkulierte Summenformel 

C27H48O9 weist also 2 H-Atome mehr im Molekül auf, so dass das [M+H]+-Ion sowie die 

Fragmentionen auch eine um 2 höhere Molmasse besitzen. Der ebenso detektierte Neutral-

verlust von 162 bei der Entstehung des Fragmention [b], der auf die Abspaltung von Galak-

tose hinweist, sowie die Abspaltung eines Wassermoleküls (Fragmention [c]) und des Glyce-

rinrestes C3H6O2 zu Fragmention [d], untermauert die Annahme, dass es sich ebenfalls um 

ein Galaktolipid handelt. Das entstandene Fragmention [d] weist darauf hin, dass die Verbin-

dung ebenfalls eine C18-Fettsäure, jedoch mit 2 Doppelbindungen, enthält. Auch bei dieser 

Verbindung können die Positionen der vorhandenen Doppelbindungen nicht anhand der vor-

handenen Daten bestimmt werden. 

Bei den mittels der massenspektrometrischen Daten der Korrelations-Analyse charakterisier-

ten, nicht aktivitätsrelevanten Verbindungen 27 – 32 handelt es sich um Galaktolipide, wel-

che aus einem bzw. zwei Galaktosemolekülen bestehen und an der sn-3-Position mit einem 

Glycerol verbunden sind. Die Galaktolipide sind vermutlich, wie in der Literatur beschrieben, 

an der sn-1 und sn-2 Position mit den Fettsäuren verestert [340]. Bei den Fettsäuren handelt 

es sich um C18:3 und C18:2 sowie C16:3 und C16:2 Fettsäuren. Mit diesen Fettsäuren 

veresterte Galaktolipide bilden den Hauptbestandteil plastidärer Membranen [341]. C16- und 

C18-ungesättigte und gesättigte Fettsäuren sind die in Algen, insbesondere in Chlorophyta, 

am häufigsten detektierten Fettsäuren [342–344]. Galaktolipide werden, wie auch Sulfolipide 

und Phospholipide, den Glycerolipiden zugeordnet. Sie werden in Monogalactosyldiacylgly-

cerol (MGDG) und Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) unterschieden, wobei MGDG´s aus-
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schließlich in der Thylakoidmembran der Chloroplasten, DGDG´s aber auch in der extraplas-

tidalen Membran zu finden sind [345]. Sie stellen also eine wichtige Klasse der Membranlipi-

de dar. Bisher konnten schon zahlreiche MGDG´s und DGDG´s aus Rot-, Braun- und Grün-

algen wie z.B. Anfeltia tobuchiensis (Rhodophyta), Ulva fenestrate (Chlorophyta), Laminaria 

japonica (Chlorophyta), Sargassum pallidum (Phaeophyta), Sargassum thunbergii (Phaeo-

phyta), Exophlyllum wentii (Rhodophyta) und Chondria armata (Rhodophyta) isoliert werden. 

Weiterhin wurden für diese Lipide diverse bioaktive Eigenschaften beschrieben, wie z.B. eine 

anti-tumorale Aktivität von MGDG´s aus Chlorella vulgaris [317]. 

Dieses Kapitel der vorliegenden Arbeit hat gezeigt, dass der massenspektrometrische Da-

tensatz zur Identifizierung nicht aktivitätsrelevanter Algenmetaboliten herangezogen werden 

kann. Es können somit weitere Metabolite identifiziert werden und wenn diese bekannte bio-

aktive Eigenschaften besitzen, können die Algenextrakte gezielt in weiteren Bioassays ge-

testet werden. 
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5.6. Diskussion der erzielten Ergebnisse und durchgeführten Arbeiten  

5.6.1. Sulfolipide – neue QC-inhibierende Verbindungen aus Mikroalgen 

Ziel der Arbeit war die Identifizierung, Charakterisierung und Isolierung QC-inhibierender 

Verbindungen aus Mikroalgen. Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen 5 Verbin-

dungen aus Mikroalgen als QC-Inhibitoren zu identifizieren. Bei den Verbindungen handelt 

es sich um die Sulfolipide 1-O-palmitoyl-2-O-linolenyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-

glycopyranosyl)-glycerol (22), 1-O-linolyl-2-O-palmitoyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopy-

ranosyl)-glycerol (23), 1,2-di-O- palmitoyl -3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol 

(24), 1-O-palmitoyl-3-O(6`-sulfo-α-quinovopyranosyl)-glycerol (25) und 1-O-(6-Deoxy-6-sulfo-

glucopyranosyl)-glycerol (26). Der Nachweis für eine tatsächliche QC-inhibierende Wirkung 

der Sulfolipide konnte durch eine erfolgreiche Isolierung und anschließende Testung der 

Verbindungen (Kap. 5.4.4 und 5.4.5) erbracht werden.  

Eine QC-Inhibierende Aktivität dieser Substanzklasse ist bisher in der Literatur nicht be-

schrieben. Die bekannten QC-Inhibitoren sind heterozyklische Verbindungen. In Arbeiten von 

Buchholz et al., 2006, 2009 [238,273] wurden Untersuchungen zu Substrukturen von QC-

Inhibitoren durchgeführt. Aus diesen kann abgeleitet werden, dass für QC-Inhibitoren folgen-

de Substrukturen mit pharmakophoren Eigenschaften notwendig sind (Abb. 66):  

 Metallbindungsgruppe (MBG)  

 flexibler Linker mit Mindestlänge (Propyl-Linker)  

 Core-Struktur (Scaffold) dekoriert mit funktionellen Gruppen an bestimmten Positio-

nen z.B. 3,4-Dimethoxyphenyl-thioharnstoff, welche zusätzlich Wasserstoffbrücken-

bindungen innerhalb der Enzymtasche eingehen können 
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Abb. 66: Strukturelle Merkmale eines QC-Inhibitors 

Auch die als QC-inhibierend identifizierten Sulfolipide (22-26) weisen vergleichbare struktu-

relle Merkmale eines QC-Inhibitors auf. In nachfolgender Abbildung sind die Strukturen eines 

bekannten QC-Inhibitor (15) und der Sulfolipide im Hinblick auf die charakteristischen struk-

turellen Merkmale eine QC-Inhibitors vergleichend gegenüber gestellt.  
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Abb. 67: Vergleich der strukturellen Merkmale des QC-Inhibitors 1-(3-(1H-Imidazol-1-yl)propyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)thiourea (15) mit den als QC-inhibierend identifizierten Sulfolipiden (22-26)  
[blau: MBG; grau: flexibler Linker; grün: Core-Struktur (Scaffold); rot: Wasserstoffbrückendonator) 

Wie in Abb. 67 zu sehen, weisen die identifizierten Sulfolipide die strukturellen Merkmale 

(Substrukturen) eines QC-Inhibitors auf. Hierbei fungiert das negativ geladene Sulfonat an 

der 6-Hydroxyl-Position der Glucose wahrscheinlich als Metallbindegruppe. Diese Annahme 

kann durch die Dockingstudien unterstützt werden, da Dockingkonformationen für alle Sulfo-

lipide erhalten wurden in denen die Sulfonat-Gruppe am Zinkion in der aktiven Tasche des 

Enzyms koordiniert vorlag. Damit könnten erstmals Sulfonate als neue Metallbindungsgrup-

pe für QC´s identifiziert worden sein. Als Core-Struktur (Scaffold) fungiert vermutlich die Glu-

cose. Sie enthält als funktionelle Gruppen zahlreiche Hydroxygruppen (-OH) sowie ein Gly-

ceridgerüst, welches Acylreste enthalten kann. Die Hydroxygruppen können hierbei als Was-

serstoff-Akzeptoren und –Donatoren fungieren und ermöglichen in der Enzymtasche gerich-

tete Wechselwirkungen. Die durchgeführten Dockingstudien unterstützen diese Hypothese, 

da Dockingkonformationen erhalten wurden in denen Wasserstoffbrückenbindungen zu den 

Aminosäuren Lys144, His206, Trp329, Glu202 und Asp159 eingehen. Das die Glucose Sub-

struktur als mögliche Core-Struktur (Scaffold) für QC-Inhibitoren fungieren kann, ist bis dato 

nicht beschrieben. Die von Buchholz et al., 2006 [238] beschriebene notwendige flexible Lin-

ker-Struktur zwischen Metallbindegruppe und Core-Struktur findet sich ebenfalls in den Sul-

folipiden wieder. Ausgehend von der Metallbindegruppe verbindet er diese mit dem Grund-

gerüst (Scaffold) und weist eine optimale Länge von 3 Methyleneinheiten bis zur 5-

Hydroxygruppe der Glucose auf. Beim QC-Inhibitor (15) besitzt er ebenfalls eine Länge von 

3 Methyleneinheiten bis zur NH-Gruppe der Core-Struktur. Sowohl die 5-Hydroxygruppe als 

auch die NH-Gruppe fungieren hierbei als Wasserstoffbrückendonatoren zwischen der Me-

tallbindegruppe und der Core-Struktur.  

Da die identifizierten Sulfolipide die für QC-Inhibitoren notwendigen Substrukturen mit phar-

makophoren Eigenschaften aufweisen, könnten Sie neue Leitstrukturen für QC-Inhibitoren 

darstellen. 

Die Anforderungen in Bezug auf die Verwendung chemischer Verbindungen als Wirkstoffe 

definierte der Chemiker Christopher Lipinski als „Rule of Five“ und spezifizierte sie [346–

348]. Hiernach sollten die Verbindungen folgende Eigenschaften aufweisen: nicht mehr als 

fünf Donatoren von Wasserstoffbrückenbindungen (z.B. OH- oder NH-Gruppen), nicht mehr 

als zehn Akzeptoren von Wasserstoffbrückenbindungen (z.B. Sauerstoff- oder Stickstoffato-

me), ein Molekulargewicht von < 500 g/mol sowie einen Verteilungskoeffizienten (Oktanol-
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Wasser-Verteilungskoeffizient, -log P) von maximal 5. Neben diesen Eigenschaften sollten 

die Verbindungen weiterhin einen TPSA-Wert (Topological Polar Surface Area) < 70 A°2 be-

sitzen, um im medizinal-chemischen Sinne optimal im Falle der QC-Inhibitoren durch die 

Blut-Hirn-Schranke zu permeieren.  

In der nachfolgenden Tabelle sind die geforderten Eigenschaften für den QC-Inhibitor (15) 

sowie die Sulfolipide (22-26) dargestellt. 

Tab. 13: Rule of five und TBSA-Wert bezogen auf QC-Inhibitor (15) und die QC-inhibierenden Sulfolipide (22-26) 

Verbindung Werte der Verbindungen Rule of five 

Sulfolipide (22-26) 

 

318 g/mol (26) – 818  g/mol (22) 

 

3 – 5 (OH-Gruppen) 

 

 

 

 

10 (Sauerstoffatome) 

 

 

 

-4,95 (26) – 8,71 (22) 

 

173,93 A°
2 
(26) – 186,13 A°

2 
(22) 

 

< 500 g/mol 

 

< 5 Donatoren von Wasser-

stoffbrücken-bindungen (z.B. 

OH- oder NH-Gruppen) 

 

< 10 Akzeptoren von Wasser-

stoffbrückenbindungen (z.B. 

Sauerstoff- oder Stickstoffato-

me) 

 

-log P 

 

TPSA-Wert < 70 A°
2
 

QC-Inhibitor (15) 

 

320,41 g/mol 

 

2 (NH-Gruppen) 

 

 

 

4 (Stickstoffatome) 

 

 

 

 

0,95 

 

60,35 A°
2
 

 

< 500 g/mol 

 

< 5 Donatoren von Wasser-

stoffbrücken-bindungen (z.B. 

OH- oder NH-Gruppen) 

 

< 10 Akzeptoren von Wasser-

stoffbrückenbindungen (z.B. 

Sauerstoff- oder Stickstoffato-

me) 

 

-log P 

 

TPSA-Wert < 70 A°
2
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Nach den „Rule of Five“ sowie den Anforderungen an einen TPSA-Wert < 70 A°2 stellen die 

Sulfolipide keine Leitstrukturen im medizinal-chemischen Sinne dar.  

Es müsste also zunächst eine Optimierung der Strukturen vorgenommen werden. Hierfür 

könnten Liganden- und Strukturbasierte Methoden eingesetzt werden. Dabei könnten neue 

pharmakophore Substrukturen durch Ligandenbasierte Ansätze gefunden werden. So könn-

ten z.B. die Fettsäuren der Sulfolipide durch für die QC spezifischere Interaktionspartner 

substituiert werden. Medizinal-chemische Untersuchungen im Hinblick auf einen optimierten 

TPSA-Wert könnten ebenfalls erfolgen. Weiterhin sollte über ITC-Messungen geprüft wer-

den, ob es sich bei der Interaktion Sulfolipid-QC um ein enthalpisch getriebenes System 

handelt, da die Enthalpie bestimmend für spezifische Wechselwirkungen ist.  

Wenn auch die identifizierten Sulfolipide nicht im eigentlichen Sinne Leitstrukturen darstellen, 

so könnten Sie trotzdem einen neuen Ausgangspunkt bei der Entwicklung neuer QC-

Inhibitoren darstellen.  

 

5.6.2. Identifizierung und Charakterisierung der QC inhibierenden Sulfolipide  

Algen sind bereits seit vielen Jahren als Produzenten komplexer und hochdiverser Verbin-

dungen mit zahlreichen biologischen Aktivitäten einschließlich spezifischer enzymhemmen-

der und neuroprotektiver Eigenschaften bekannt. Bei der Identifizierung von biologisch akti-

ven Naturstoffen aus Algen, wie in dieser Arbeit vorgenommen, mussten einige Besonder-

heiten berücksichtigt und auftretende Schwierigkeiten gelöst werden. Des Weiteren war zu 

berücksichtigen, dass „bei der Gewinnung von Naturstoffen die Beschaffung des biologi-

schen Materials, die Auffindung und Isolierung aus einer inaktiven oder sogar die biologische 

Testung störenden Matrix und die Gewinnung ausreichender Mengen zur chemischen und 

pharmakologischen Charakterisierung bzw. für die klinische Nutzung problematisch sind. 

Besonders attraktiv sind Naturstoffe dann, wenn die biologische Quelle erneuerbar bzw. so-

gar in Kultur modifizierbar ist“ [282]. 

Die Auswahl der Algen erfolgte daher zum einen nach ihrer biologischen Aktivität und zum 

anderen nach ihrer Kultivierbarkeit unter Verwendung eines definierten Kultivierungsmedi-

ums unter reproduzierbaren Bedingungen in Photobioreaktoren, so dass das biologische 

Material „erneuerbar“ und in ausreichender Menge zur Verfügung steht. Wie die Ergebnisse 

unter Kap. 5.1 zeigen, konnten die ausgewählten Algen erfolgreich kultiviert werden. Da das 

Spektrum der gebildeten Inhaltstoffe von der Wachstumsphase in der sich die Algen befin-

den abhängen können, wurde sowohl Biomasse aus der exponentiellen Wachstumsphase 

als auch aus der stationären Phase gewonnen. Die Extraktion der Metaboliten erfolgte nach 

mechanischem Zellaufschluss mit Mörser & Pistell auf Basis einer erschöpfenden Fest-

Flüssig-Extraktion. Hierbei wurden Extraktionsmittel mit unterschiedlichen Polaritäten ver-

wendet. Somit konnte gewährleitest werden, dass mit dem Lösungsmittel n-Hexan die unpo-

laren, mit dem Lösungsmittel Methanol die polaren und mit dest. H2O die hydrophilen Meta-

boliten extrahiert werden konnten. Die Wahl dieser Extraktionsmittel sowie das angewandte 

einstufige und mehrstufige Extraktionsverfahren erfolgten aufgrund von Forschungsarbeiten 

zur Isolierung bioaktiver Metaboliten aus Algen der AG Algenbiotechnologie der HS Anhalt 

[349–352] und werden auch in anderen Arbeiten [353] [354] genutzt. Extraktionsverfahren 
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wie die Soxhlet-Extraktion, die beschleunigte Lösemittelextraktion (ASE) oder die überkriti-

sche CO2-Extraktion kommen bei der Gewinnung von definierten Wertstoffen wie Carotinoi-

den (ß-Carotin, Astaxanthin), Lipiden, Fettsäuren, Kohlenwasserstoffen oder Kohlenhydraten 

(Polysaccharide) zum Einsatz, jedoch nicht bei der Isolierung unbekannter biologisch aktiver 

Metabolite [355]. 

Da Algen photosyntetisch aktive Organismen sind, besitzen Sie die Photosynthese‐Pigmente 

Chlorophyll, welche mit dem Lösungsmittel Methanol extrahiert werden. Die gewonnenen 

Methanol-Extrakte enthalten daher hohe Chlorophyllgehalte. Diese absorbieren im blauen 

Spektralbereich von ~ 420‐480 nm (Chlorophyll a) und im roten Spektralbereich von ~ 630‐

680 nm (Chlorophyll b). Darüber hinaus weisen Sie eine geringe Autofluoreszenz im Bereich 

von ~670-685 nm auf. Für spektroskopische Bioassays sowie chromatographische Analyse-

methoden ist die Gegenwart von Chlorophyll daher störend, so dass eine Chlorophyll-

Eliminierung vorgenommen wurde. Die in der Literatur beschriebenen Methoden [356,357] 

der Chlorophyll-Fällung erbrachte jedoch sehr geringe Ausbeuten (Abb. 16), sind zeitauf-

wendig sowie schlecht reproduzierbar, so dass im Rahmen dieser Arbeit eine Chlorophyll-

Entfernung unter Verwendung von SPE-Festphasenkartuschen etabliert wurde. Auf Basis 

einer Applikationsvorschrift von Macherey&Nagel (MN Appl. No. 300010; „Removal of chlo-

rophyll from plant cells”) erfolgte die Chlorophyll-Eliminierung aus den methanolischen Al-

genextrakten. Nach Literaturrecherchen hat die in dieser Arbeit etablierte Methode ein Al-

leinstellungsmerkmal in Bezug auf die Chlorophyll-Entfernung mittels Festphasenextraktion 

aus Algen. Im Vergleich zu anderen Methoden [356,357] ist mit ihr eine schnelle und repro-

duzierbare Chlorophyll-Entfernung mit sehr guten Ausbeuten realisierbar.  

Insgesamt wurden 72 Extrakte erzeugt, welche für die Testung im QC-Assay zur Verfügung 

standen. Da für eine erfolgreiche Suche nach biologisch aktiven Verbindungen in komplexen 

Naturstoffgemischen sowohl die Testsysteme als auch die Suchstrategie an die besonderen 

Bedingungen der Naturstoffchemie angepasst werden müssen [282], erfolgte eine Optimie-

rung der Assay-Bedingungen an die Algenextrakte.  

Ausgehend von den im Screening ermittelten QC-inhibierenden Aktivitäten wurde eine bioak-

tivitätsgeleitete Isolierung (bioassay guided isolation) durchgeführt. Ausgewählt wurden hier-

für die chlorophyllfreien methanolischen Extrakte, da sie die aktivste Klasse der getesteten 

Extrakte darstellten. Trotz Anwendung verschiedener chromatographischer Methoden kam 

es zu einer Verteilung der QC-hemmenden Aktivitäten über mehrere Fraktionen und/oder 

zum Verlust der Aktivitäten in den Fraktionen. Begründet werden kann die Verteilung der 

Aktivität über mehrere Fraktionen mit der schlussendlich identifizierten Struktur der QC-

inhibierenden Verbindungen. Da es sich bei den QC-inhibierenden Verbindungen 22 – 26 um 

Sulfolipide handelt, die keine Fettsäure [Verbindung 26], eine Fettsäure [Verbindung 25] oder 

zwei unterschiedliche Fettsäuren [Verbindung 22 – 24] enthalten, weisen diese unterschied-

liche Retentionszeiten wie in Abb. 20, Abb. 22 und Abb. 23 zu sehen ist, auf. Weiterhin konn-

ten mit den verwendeten chromatographischen Methoden keine ausreichende Trennung 

aufgrund der amphilier Eigenschaften der aktiven Verbindungen (polarer Grundkörper der 

Sulfochinovose und unpolare Fettsäureketten) erreicht werden. Eine zu geringe Extraktaus-

gangsmenge von 2 mg, und folglich zu geringe Konzentration der Sulfolipide bei der 

1. Fraktionierung mittels HPLC, kann dazu geführt haben, dass von den aktiven methanoli-
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schen Extrakten S. producto-capitatus mSP, S. rubescens mWP, S. pectinatus mSP und T. 

wisconsinensis mWP lediglich Fraktionen von T. wisconsinensis mWP und S. pectinatus 

mSP QC-inhibierende Aktivitäten aufwiesen (Abb. 20).Der Verlust der QC-inhibierenden Ak-

tivität der Fraktionen und Unterfraktionen kann weiterhin darauf beruhen, dass die Konzent-

ration der QC-inhibierenden Sulfolipide infolge der unzureichenden chromatographischen 

Trennung und der damit verbundenen Verteilung auf mehrere Fraktionen und Unterfraktio-

nen, zu gering war um eine Hemmung der QC zu bewirken. Somit konnten bei den chroma-

tographisch aufgetrennten Unterfraktionen, wie z.B. bei 5.4.1/Fraktion 22, keine QC-

inhibierenden Aktivitäten mehr detektiert werden. Eine Erhöhung der Ausgangsextraktmenge 

und somit eine Erhöhung der QC-inhibierenden Verbindungen im Extrakt sowie die Verwen-

dung einer weiteren säulenchromatographischen Methode an Sephadex G-15 führte zwar zu 

deutlich aktiveren Fraktionen (Abb. 23), jedoch kam es auch hier bei der weiteren Fraktionie-

rung zum Verlust der QC-Inhibierung der Unterfraktionen.  

Eine bioaktivitätsgeleitete Isolierung der QC-inhibierenden Verbindung konnte nicht erreicht 

werden, so dass als alternative und erfolgsversprechende Methode die Aktivitäts-

Korrelations-Analyse (AcorA) angewendet wurde. Bei dieser Methode handelt es sich, wie 

unter 5.4.1 bzw. 5.4.2.2 beschrieben, um einen Reverse Metabolomics Ansatz, der auf der 

Korrelation von Metabolitenprofilen mit Bioaktivitätsprofilen von Extrakten beruht. Die Meta-

bolitenprofile der Algenextrakte wurden mittels zweier MS-Methoden (UPLC-ESI-MS und 

ESI-FTICR-MS) sowohl im negativen als auch positiven Ionenmodus erzeugt und mit den 

Bioaktivitätsdaten aus dem QC-Assay korreliert. Im Ergebnis wurde, nach statistischer Da-

tenanalyse, eine „Hitliste“ erzeugt, die die statistisch, signifikante Korrelationen von MS-

Signalen (m/z) in Bezug auf die QC-Inhibierung zeigt (5.4.2.2). Es werden ganzheitlich alle 

im Extrakt messbaren Metaboliten erfasst. Im Vergleich zu anderen Bioaktivitätsvorher-

sagemethoden wie QCAR, PCA oder PLSA sind für die Durchführung dieser chemoinforma-

tischen Analyse Grundkenntnisse auf dem Gebiet der multivariaten Statistik bzw. Datenana-

lyse ausreichend. Die erzeugte Hitliste hingegen enthält eine Vielzahl von MS-Signalen 

(m/z), welche in Bezug auf Cluster ausgewertet werden muss. Arbeiten von Michels (2011) 

und Heinke (2015) [283,284] zeigten, dass Peakcluster auf „richtig positive“ Hits hindeuten, 

diese jedoch nicht zwangsläufig in der Hitliste aufeinanderfolgen und aus Isotopenpeaks, 

Fragmenten und Adukten bestehen können. Die Auswertung und Annotation der AcorA-

Hitlisten ist daher bei Extrakten, die im Hinblick auf ihre Verbindungen nicht bzw. kaum cha-

rakterisiert sind und darüber hinaus sehr komplex sind, sehr aufwendig. Die im Rahmen die-

ser Arbeit erzeugten AcorA-Hitlisten (5.4.2.2) umfassten im positiven Ionenmodus 326 Peaks 

(Korrelationskoeffizient >0,6) der UPLC-ESI-MS Daten, 79 Peaks (Korrelationskoeffizient 

>0,5) der ESI-FTICR-MS Daten sowie im negativen Ionenmodus 131 Peaks (Korrelationsko-

effizient >0,6) der UPLC-ESI-MS Daten und 27 Peaks (Korrelationskoeffizient >0,5) der ESI-

FTICR-MS Daten. Der Datensatz im negativen Ionenmodus fällt hierbei deutlich kleiner aus, 

da im negativen Ionenmodus deutlich weniger Adukte gebildet werden als im positiven Io-

nenmodus (zusätzlich noch K- und Na-Adukte). Somit umfasst der Datensatz des positiven 

Ionenmodus mehr Signale, die zu einer Verbindung gehören, und fällt insgesamt größer aus. 

Weiterhin sind deutlich weniger Signale von Verunreinigungen im negativen Ionenmodus 

detektierbar und das Grundrauschen sowie Störsignale fallen geringer aus. Insgesamt ist 
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somit der Datensatz der massenspektrometrischen Messungen im negativen Ionenmodus 

spezifischer und einfacher auswertbar, da weniger Signale/Peaks, die zu einer Verbindung 

gehören, clustern. 

Aufgrund der Verwendung eines UPLC-ESI-MS Systems konnten die Extrakte (s. Abb. 72) 

chromatographisch aufgetrennt werden, wobei durch die online-Kopplung die chromatogra-

phische Auflösung im MS erhalten blieb. Die Retentionszeiten der einzelnen MS-Signale 

(m/z) erleichterten hierbei die Erkennung von Peakclustern, die zu einer Verbindung gehören 

und somit gleiche Retentionszeiten besitzen. Die Durchführung von zwei massenspektromet-

rischen Methoden und anschließender Korrelation erleichterten weiterhin die Identifikation 

aktivitätsrelevanter Peakcluster durch Vergleich. Wenn Peakcluster bei beiden MS-Methoden 

identifiziert wurden, unterstützte dies die Annahme, dass es sich tatsächlich um aktivitätsre-

levante Verbindungen handelte. Wie in Tab. 9 zu sehen, wurden in dieser Arbeit überein-

stimmende, signifikante Peakcluster bei der Korrelation der Daten der beiden durchgeführten 

MS-Methoden, der UPLC-ESI-MSn und ESI-FTICR-MS, erhalten. Somit konnte davon aus-

gegangen werden, dass es sich bei den Peakclustern A1, A2, B1-B3, C1-C3 sowie D1, D2 

und D4 um aktivitätsrelevante Verbindungen handelt.  

Der weitere Vorteil bei der Verwendung zweier massenspektrometrischer Methoden besteht 

darin, dass anhand der exakten Massen aus den hochauflösenden ESI-FTICR-MS-Daten für 

die als aktivitätsrelevant identifizierten Verbindungen 19 – 24 die Summenformeln kalkuliert 

werden konnten. Mit den Daten der UPLC-ESI-MSn-Messungen standen erste Fragmentie-

rungsspektren zur Verfügung. Anhand dieser Fragmentierungsspektren und weiterer geziel-

ter MSn-Fragmentierungsuntersuchungen konnte dann eine erfolgreiche schrittweise struktu-

relle Charakterisierung der einzelnen aktivitätsrelevanten Verbindungen erfolgen. Die kombi-

nierte Durchführung von AcorA mit zwei massenspektrometrischen Methoden erlaubte so die 

Charakterisierung aktivitätsrelevanter Metabolite aus den komplexen Algenextrakten ohne 

vorherige Reinigung und Isolierung. Entscheidend für eine erfolgreiche Identifizierung und 

Charakterisierung ist hierbei die Güte der massenspektrometrischen Datensätze. 

Wie in Kap. 5.5 gezeigt, kann der umfangreiche massenspektrometrische Datensatz weiter-

hin genutzt werden um nicht aktivitätsrelevante Metabolite zu identifizieren um somit Charak-

terisierungen der untersuchten Extrakte vorzunehmen.  

Mittels AcorA konnten zum einen im positiven Ionenmodus die Verbindungen 19 – 21 sowie 

im negativen Ionenmodus die Verbindungen 22 – 26 als aktivitätsrelevant identifiziert wer-

den. Hierbei handelt es sich bei den Verbindungen 19 – 20 um Porphyrinderivate, bei Ver-

bindung 21 um Phaeophytin sowie bei den Verbindungen 22 – 26 um die Sulfolipide 1-O-

palmitoyl-2-O-lino-lenyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (22), 1-O-linolyl-2-

O-palmitoyl-3-O-(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (23), 1,2-di-O-palmitoyl-3-O-

(6´-deoxy-6´-sulfo-D-glycopyranosyl)-glycerol (24), 1-O-palmitoyl-3-O(6`-sulfo-α-quinovo-py-

ranosyl)-glycerol (25) und 1-O-(6-Deoxy-6-sulfoglucopyranosyl)-glycerol (26).  

Für eine erste Einschätzung der möglichen spezifischen Inhibierung der QC durch die identi-

fizierten Verbindungen wurden Docking Studien der Verbindungen 20 – 26 durchgeführt. 

Diese zeigten, dass das Ringsystem (Porphyrinring) der Verbindungen 20 und 21 nicht in 

das aktive Zentrum (active site) der QC passt und vom Dockingprogramm lediglich vor der 

Öffnung des aktiven Zentrums platziert wurde. Eine Interaktion mit dem aktiven Zentrum der 
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QC und einer spezifischen Inhibierung kann somit vermutlich ausgeschlossen werden. Bei 

diesen beiden Verbindungen handelt es sich somit wahrscheinlich um „falsch positive“ aktivi-

tätsrelevante Verbindungen, wobei mögliche unspezifische Inhibierungen der QC nicht aus-

geschlossen werden können. Ohne vorherige Isolierung der mittels AcorA identifizierten Ver-

bindungen konnten mögliche „falsch positive“ aktivitätsrelevante Verbindungen identifiziert 

werden. Warum die Verbindungen 19 – 21 eine Korrelation mit der QC-Aktivität im positiven 

Ionenmodus bei beiden verwendeten massenspektrometrischen Methoden aufwiesen, kann 

nicht abschließend und gesichert begründet werden. Jedoch könnte ein Zusammenhang 

zwischen den falsch positiv korrelierten Porphyrinderivaten (19, 20) sowie Phaeophytin (21) 

und den aktivitätsrelevanten Sulfolipiden (22 – 26) über die Photosynthese bestehen an der 

sie beteiligt sind. Bei Phaeophytin (21) handelt es sich um ein Chlorophyll-Molekül, dem das 

zentrale Magnesiumion fehlt. Es stellt ebenso wie die Verbindungen 19 und 20 ein Derivat 

des Porphyrins dar, wobei die Biosynthese der Chlorophylle dem Schema der Biogenese der 

Porphyrine folgt und wie alle Porphyrine von 5-Aminolävulinsäure ausgeht. Lokalisiert sind 

die Porphyrinderivate einschließlich des Chlorophylls in der Thylakoidmembran der Chloro-

plasten, wo sie durch den lipophilen Phytol-Rest verankert sind. Phaeophytine spielen eine 

wichtige Rolle in der Photosynthese und sind für die Elektronenweitergabe im Reaktionszent-

rum des Photosystems II zuständig. Hierbei werden vom angeregten Chlorophyll a Elektro-

nen zunächst auf Phaeophytin übertragen, welches diese weiter auf mit verschiedenen Pro-

teinen assoziierte Plastochinone überträgt. Plastochinon wird dann zu Plastochinol reduziert, 

wobei das Plastochinol/Plastochinon Redoxsystem den Cytochrom-b/f-Komplex reduziert. 

Die beiden Plastochinonmoleküle werden im weiteren Verlauf am Cytochrom b6-f–Komplex 

umgesetzt, wobei dieser 2 Elektronen vom Plastochinol übernimmt. Der Multiproteinkomplex 

des Photosystems II ist in der Thylakoidmembran von Pflanzen, Algen und Cyanobakterien 

lokalisiert und katalysiert den Prozess der lichtinduzierten Oxidation von Wasser zu Sauer-

stoff [358,359]. Die Bestandteile der Thylakoidmembran bilden neben den beiden ungelade-

nen Galaktolipiden Monogalactosyldiacylglycerid (MGDG) und Digalactosyldiacylglycerid 

(DGDG) auch Phosphatidylglyceride (PG) und die negativ geladenen Sulfolipide, wobei die-

se die laminare Lipidphase der Membran stabilisieren [314]. Da die Sulfolipide fast aus-

schließlich in der Thylakoidmembran lokalisiert sind, wurde ihnen wiederholt eine bedeuten-

de Rolle bei der Photosynthese zugeschrieben [360] und konnte durch Untersuchungen zur 

Korrelation des Sulfolipidgehaltes in Abhängigkeit der Photosynthese gestützt werden 

[361,362]. Weiterhin zeigten Untersuchungen verschiedener photosynthetisch aktiver Algen, 

wie z. B. Chlamydomonas reinhardtii, dass die Sulfolipide SQDG für die uneingeschränkte 

Funktion des Photosystems II notwendig sind. So konnte in SQDG-Mutanten über die Mes-

sung der Sauerstoffbildung im Vergleich zum Wildtyp eine Reduktion der Photosystem II-

Aktivität nachgewiesen werden. Ebenso wurde eine stabilisierende Wirkung der SQDG für 

die aktive Konformation des Photosystems II, besonders für das D1-Polypeptid, das für eine 

maximale Aktivität des Photosystems II im Zusammenhang mit dem Elektronentransport 

notwendig ist, bestätigt. Weiterhin sind SQDG endogene Bindungspartner für die Unterein-

heiten des im Photosystem II-verankerten Cytochrom b6/f (Cyt b6/f)-Komplexes 

[298,363,364]. Somit spielen Sulfolipide ebenso wie Phaeophytin eine direkte Rolle beim 

Elektronentransport im Photosystem II mit einem Bezug zum Cytochrom b6-f –Komplex. Es 
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könnte somit ein direkter quantitativer Zusammenhang zwischen Sulfolipiden und Porphyrin-

derivaten einschließlich Phaeophytin vorliegen, so dass sich in Abhängigkeit der Porphyrin-

derivat- bzw. Phaeophytin-Konzentration auch die Sulfolipid-Konzentration ändert. Somit 

würde ebenso für die Porphyrinderivate und Phaeophytin ein proportionaler Zusammenhang 

zwischen MS-Signal und Bioaktivität, der Grundlage von AcorA ist, bestehen und eine „falsch 

positive“ Korrelation resultieren.  

Diese Arbeit konnte bestätigen, dass Algen in der Lage sind enzyminhibierende Verbindun-

gen zu synthetisieren und die Anwendung der Aktivitäts-Korrelations-Analyse (AcorA) eine 

sehr gute Methodik zur Identifizierung und Charakterisierung bioaktiver, insbesondere enzy-

minhibierender, Verbindungen aus komplexen Mikroalgenextrakten darstellt.  
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6. Material und Methoden 

6.1. Verwendete Geräte und Chemikalien  

Chemikalie       Lieferant/Hersteller 

Ca(NO3)2 * 4 H2O     Sigma Aldrich 

Citronensäure      VWR International 

CoSO4       Sigma Aldrich 

CuSO4 * 5 H2O      Sigma Aldrich 

Fe-EDTA      Sigma Aldrich 

H3BO3       Carl Roth 

KNO3        Carl Roth 

KH2PO4      Sigma Aldrich 

MgSO4 * 7 H2O     Sigma Aldrich 

MnSO4 * 4 H2O     Sigma Aldrich 

NaOH       VWR International 

Na2SO4      VWR International 

(NH4)6Mo7O24 * 4 H2O    Sigma Aldrich 

Orcinol       Sigma Aldrich 

Tris-HCL        Sigma-Aldrich 

Seesand, reinst     Sigma-Aldrich 

Vanillin       VWR International 

ZnSO4       Carl Roth 

 
Lösungsmittel, Säuren und Wasser  Lieferant/Hersteller 

Acetonitril      destiliert IPB/NWC; VWR International 

Aceton       destiliert IPB/NWC; VWR International 

Dichlormethan      VWR International 

Ethanol      destiliert IPB/NWC; VWR International 

Ethylacetat       VWR International 

Ethylformiat      VWR International 

Isopropanol      VWR International 

Methanol       destiliert IPB/NWC; VWR International 

n-Hexan      VWR International 

Toluol        VWR International 

Acetonitril (LC-MS grade)    Baker 

CH3COOH (LC-MS grade)    Baker 

CH3COOH      VWR International 

H2SO4       VWR International 

dest.; bidest. Wasser     destiliert / Ionenaustauscher (Millipore)  

bidest. H2O (LC-MS grade)    Baker 
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Chromatographie Materialien     Lieferant/Hersteller 

CHROMABOND® SA (SCX)      Macherey&Nagel 

CHROMABOND® C18ec      Macherey&Nagel 

CHROMABOND® NH2 Polypropylensäulen  Macherey&Nagel 

Sephadex G-15       Pharmacia 

Kieselgel 60F254 Aluminiumfolien     Merck, Macherey&Nagel 

RP18 HSS T3 1,8 µm, 1,0 x 100 mm    Waters 

RP-18 Säule (IPB/NWC Säulennr. 52)   

RP-18 Säule (IPB/NWC Säulennr. 174)   

Referenzsubstanzen, Enzyme, Substrate   Lieferant/Hersteller 

SQDG-Standard      Lipid Products 

Phaeophytin-Standard     LGC-Standard 

Glutaminyl-7-amino-4-methyl-coumarin    Bachem AG/ Probiodrug AG 

(Gln-AMC)   

Pyroglutaminylamino-peptidase     Bachem AG / Probiodrug AG 

(pGAP) (EC 3.4.19.3)   

humane Glutaminylzyklase (hQC) (EC 2.3.2.5)   Probiodrug AG 

 

Geräte: 

Gerät        Hersteller 

2 L Blasensäulenreaktoren (Sonderanfertigungen)   Rettberg 

Photobioreaktor PBR 100 GS/PL     IGV GmbH 

Coulter Counter Multisizer 3     Beckmann 

FluoStar Multiplate Reader     BMG-Labtech 

Vakuumrotationsverdampfer Re111     Büchi  

Fraktionssammler Retriever II     ISCO  

Eppizentrifuge Biofuge pico      Heraeus  

Zentrifuge 3K30       Sigma 

Ultraschallbad Super RK510-H     Sonorex  

IR-Dancer 360       Hettich  

Vortexer Genie2       Scientific Industries  

Gefriertrocknungsanlage      Dieter Piatkowski   

Acquity UPLC HSS/ LCQ Deca XP MAX    Waters / Thermo Finnigan  

FTICR Massenspektrometer Bruker Apex III 70e   Bruker Daltonics 

API-150EX Massenspektrometer     Applied Biosystems 

HPLC System       Varian 

(ProStar® 218, Pro Star 330 PDA-Detektor,  

Fraktionssammler 701)  

JASCO J-560 Spektrophotometers    JASCO 
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6.2. Kultivierung der Mikroalgen 

6.2.1. Verwendete Mikroalgenspezies 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Mikroalgen (Tab. 14) unter den in Kap. 5.1.2 

beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die Stämme gehen aus der Sammlung für Algen Göt-

tingen (SAG) hervor. 

Tab. 14: Verwendete Mikroalgen 

Algenabteilung Mikroalgenspezies Stammnummer 

Chlorophyta 

  
Scenedesmus rubescens 
(Kessler , 1995) 

SAG 5.95 

  
Scenedesmus producto-
capitatus 
(Hegewald, 1980) 

SAG 21.81 

  
Scenedesmus acuminatus 
(Hegewald, 1980) 

 
Scenedesmus pectinatus 
(Hegewald, 1975) 

 
Tetradesmus wisconsinensis 
(Neuhaus, 1999) 

 

SAG 38.81 
 
 
 

SAG 2003 
 
 

SAG 3.99 
 
 

 
Eustigmatophyta 
 

 
Eustigmatos magnus 
(Schlösser, 1989) 

 

 
SAG 36.89 

 

 

6.2.2. Verwendete Medien und Kultivierungsbedingungen 

Für die Kultivierung der Mikroalgen im Labor- und im Technikumsmaßstab wurde das Setlik-

Medium (Tab. 15) verwendet. 

Tab. 15: Zusammensetzung des Setlik-Mediums 

Nährsalze Eingesetzte Menge [mg/L] 

KNO3        2020,00 

KH2PO4       340,00 

MgSO4 * 7 H2O       990,00 

Fe-EDTA       18,50 

Ca(NO3)2 * 4 H2O      10,00 

H3BO3        3,09 

MnSO4 * 4 H2O       1,20 

CoSO4        1,40 

CuSO4 * 5 H2O       1,24 

ZnSO4        1,43 

(NH4)6Mo7O24 * 4 H2O      1,84 

 

Die Nährsalze wurden in 1 L destilliertem Wasser gelöst und 20 min bei 121°C autoklaviert. 
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Um den Einfluss der Nährstoffe sowie weiterer Parameter wie Licht, Temperatur usw. auf die 

Metabolitenbildung auszuschließen, wurde sowohl einheitliches Nährmedium verwendet als 

auch die Einhaltung gleicher Kultivierungsbedingungen realisiert. 

Die Kulturführung aller Mikroalgen im 2 L Blasensäulenreaktor erfolgte bei einer Temperatur 

von 28°C und wurde bei einer Lichtintensität von 120 μmol/m2*s durchgeführt.  

Die Kultivierungen im 100 L PBR fanden ebenfalls bei einer Temperatur von 28°C+/- 3°C 

statt. Aufgrund baulicher Voraussetzung des PBR wurde eine Lichtintensität von 

60 μmol/m2*s bei OD < 20 und eine Lichtintensität von 150 μmol/m2*s des Lichtmoduls bei 

OD > 20 verwendet. Weiterhin erfolgte die pH-Regelung auf pH = 7 durch eine gesteuerte 

Zugabe von CO2 in die Algenkultur.  

6.2.3. Kultivierung im Labormaßstab (Vorkultur/Inokulum) 

Die Kultivierung der Mikroalgen im 2 L Blasensäulenreaktoren wurden zum einen zur Adapti-

on der einzelnen Mikroalgenspezies an das Setlik-Medium, der Aufnahme der Wachstums-

verläufe in diesem Medium sowie zur Anzucht des Inokulums für die Kultivierungen im 100 L 

PBR durchgeführt. 

Die Kultivierungen wurden steril unter den in Kap. 6.2.2 festgelegten Kultivierungs-

bedingungen sowie einer kontinuierlichen Begasung unter Zusatz von 2 % CO2 ausgeführt.  

Die Aufnahme der Wachstumsverläufe der einzelnen Mikroalgenspezies erfolgte über einen 

Zeitraum von 14 Tagen in Doppelbestimmung.  

Die Anzucht des Inokulums erfolgte in vier 2 L Blasensäulenreaktoren über einen Zeitraum 

von 14 Tagen.  

6.2.4. Kultivierung im Technikumsmaßstab 

Die Mikroalgen wurden zur Gewinnung von hinreichend Biomasse in einem tubularen Photo-

bioreaktor PBR 100 GS/PL der Firma IGV GmbH mit einem Reaktorvolumen von 100 L kulti-

viert. Die Steuerung der Pumpendrehzahl, der Temperatur sowie des pH-Wertes erfolgte 

mittels einer Biostat Steuereinheit der Firma Braun, wobei folgende Parameter: - Temperatur 

28°C +/- 3°C; pH = 7; Pumpendrehzahl 1750 rpm - gesetzt wurden. Das Reaktorsystem be-

sitzt eine Durchflusszelle, in welcher sowohl eine Temperatur-und pH-Sonde als auch eine 

Sonde zur Messung der optischen Dichte (OD) und eine pO2-Sonde integriert waren. Es er-

folgte eine inline Messung der Parameter Temperatur, pH-Wert, OD und Pumpendrehzahl. 

Diese wurden mittels der Software MFSC win über den gesamten Kultivierungszeitraum auf-

gezeichnet.  

Nach der Temperierung des Kultivierungsmediums im Reaktor erfolgte die Zugabe von 4-6 L 

Inokulum, so dass die Kultivierung mit einer Anfangskonzentration von 8-10 % OD gestartet 

werden konnte. Die Kultivierung wurde im modifizierten fed-batch Verfahren durchgeführt, so 

dass nach der Ernte der Biomasse in der exponentiellen Wachstumsphase eine Zugabe von 

neuem Nährmedium stattfand und die Kultivierung bis zum Erreichen der stationären Wachs-

tumsphase fortgesetzt wurde. Aus einem Kultivierungsansatz konnte somit Biomasse der 

exponentiellen Wachstumsphase und der stationären Wachstumsphase gewonnen werden. 
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6.2.5. Prozessbegleitende Analytik 

6.2.5.1. Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration 

Die Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch in Doppelbestimmung. Hierfür 

wurde jeweils 10 mL Algensuspension in Zentrifugengläser gegeben und 10 min bei 

4000 rpm, 20°C in einer Zentrifuge 3K30 der Firma Sigma abzentrifugiert. Nach dem Dekan-

tieren des Überstands wurde das Biomassepellet mit 10 mL dest. H2O resuspendiert und 

einer erneuten Zentrifugation unterzogen. Nach erneutem Dekantieren des Überstandes 

wurden die Zentrifugenröhrchen 24 h bei 105°C getrocknet. Nach dem Abkühlen im Exsikka-

tor wurden diese ausgewogen, so dass durch die ermittelte Masse, bezogen auf das einge-

setzte Probevolumen, die Biomassetrockenkonzentration in g/L errechnet werden konnte. 

6.2.5.2. Bestimmung Zellzahl 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einem Coulter Counter Multisizer 3 der Firma 

Beckmann. Hierfür wurden zu 20 mL Coulter Isoton II Diluent der Firma Beckmann, abhängig 

von der Zelldichte 100 – 500 µL der zu untersuchenden Algensuspension gegeben und in-

tensiv vermischt. Die Messung der Gesamtzellzahl im Bereich von 2 bis 60 µm, die Zellgrö-

ßenverteilung sowie der Mittelwert, der Median und die maximale Zellgröße erfolgte mittels 

digitalem Impedanzmessverfahren des Gerätes.  

6.2.5.3. Bestimmung der maximalen spezifischen Wachstumsrate 

Die Berechnung der maximalen spezifischen Wachstumsrate µmax [d-1] erfolgte aus einem 

halblogarithmisch aufgetragenem Wachstumsdiagramm nach folgender Gleichung: 

Formel 1:  

  µ max =  (
lnxt − ln x0

(t−t0)
) 

x0 Biomassekonzentration Beginn exponentielle Wachstumsphase 

xt Biomassekonzentration Ende exponentielle Wachstumsphase 

t Prozesszeit exponentielle Wachstumsphase 

 

6.2.6. Ernte der Biomasse  

Die Gewinnung der Biomasse erfolgte diskontinuierlich in der exponentiellen sowie der stati-

onären Wachstumsphase mittels Tellerseparator OTC-2-02 der Firma Westfalia. Die Bio-

masse wurde manuell aus dem Separator entnommen und in Aluminiumschalen überführt. 

Anschließend erfolgte die Lyophilisation der Biomasse in einer Gefriertrocknungsanlage der 

Firma Christ (Typ 1-16). 
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6.3. Zellaufschluss und Extraktion 

Die lyophilisierte Algenbiomasse wurde mit Seesand im Verhältnis 1:2 mit Mörser und Pistill 

unter Verwendung von Lösungsmittel aufgeschlossen. Der Zellaufschluss erfolgte 10 min bei 

RT. 

Zur Extraktion der freigesetzten intrazellulären Substanzen wurden zwei Extraktions-

methoden auf Basis einer Fest-Flüssig-Extraktion angewendet. 72 Extrakte aus den 6 zu 

untersuchenden Mikroalgen wurden gewonnen. 

6.3.1. Dreistufige Extraktion 

Im dreistufigen Extraktionsverfahren wurde 10 g Algenbiomasse nach Zellaufschluss stufen-

weise mit den Lösungsmitteln n-Hexan, Methanol und dest. Wasser extrahiert (Abb. 68).  

Beginnend mit dem Lösungsmittel n-Hexan wurde die Biomasse dreimal mit jeweils 100 mL 

Lsm. / 1 g BM 1 h unter Rühren auf dem Magnetrührer bei RT extrahiert. Die Abtrennung der 

flüssigen Extraktphase von der Biomasse erfolgte mittels Zentrifugation bei 2000 rpm und 

RT. Die Extrakte aus den drei Extraktionsschritten mit n-Hexan wurden vereint und die Bio-

masse der 2. Extraktionsstufe mit Methanol zugeführt. Die 2. und 3. Extraktionsstufe mit Me-

thanol und Wasser wurde analog in drei Schritten durchgeführt. Die gewonnenen n-Hexan, 

Methanol- und Wasser-Extrakte wurden mittels Vakuum-Rotationsverdampfer der Firma 

Brandt sowie Combi-Dancer der Firma Zinser Analytic (Wasser Extrakt) bis zur Trockne ein-

geengt und bei 4°C gelagert. 

 

Abb. 68: Schematische Darstellung der dreistufigen Extraktion 

 

6.3.2. Einstufige Extraktion 

Im einstufigen Extraktionsverfahren wurde jeweils 10 g Algenbiomasse nach Zellaufschluss 

mit den Lösungsmitteln n-Hexan, Methanol und Wasser extrahiert (Abb. 69).  

In drei Schritten erfolgte die Extraktion mit jeweils 100 mL Lsm. / 1 g BM 1 h unter Rühren 

auf dem Magnetrührer bei RT. Die Abtrennung der flüssigen Extraktphase von der Biomasse 

erfolgte mittels Zentrifugation bei 2000 rpm und RT, so dass die Biomasse in dem 2. und 3. 

Extraktionsschritt analog extrahiert werden konnte. Die Extrakte aus den drei Extraktions-

schritten wurden vereint und mittels Vakuum-Rotationsverdampfer der Firma Büchi sowie 

Combi-Dancer der Firma Zinser Analytic (Wasser-Extrakt) bis zur Trockne eingeengt und bei 

4°C gelagert. 
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Abb. 69: Schematische Darstellung der einstufigen Extraktion  

 

6.4. Extraktaufarbeitung / Probenvorbereitung 

6.4.1. Chlorophyll-Entfernung 

6.4.1.1. Chlorophyllfällung modifiziert nach Greilinger und Gross 

Zur Entfernung von Chlorophyll aus den methanolischen Algenextrakten erfolgte eine Chlo-

rophyll-Fällung modifiziert nach Gross et al. (1991) und Greilinger (2002) [356,357]. Dazu 

wurden die Extrakte 1:2 (v/v) mit 0,2 M Citronensäure-Citratpuffer sowie 0,4425 M NaOH 

versetzt, über Nacht bei 4 °C inkubiert und anschließend in einer Filtereinheit (Porengröße 

0,45 μm) abfiltriert. Zur Abtrennung der Salze wurden die chlorophyllfreien Extrakte über 

Chromabond® C18ec Kartusche (500 mg/3 mL bzw. 1000 mg/6 mL, Macherey&Nagel) auf-

gereinigt. Die Konditionierung der Kartuschen erfolgte mit 2 VE 100 % Methanol und 2 VE 

50 % MeOH. Nach dem Probenauftrag erfolgte ein Waschschritt unter Verwendung von 2 VE 

H2O. Die Elution erfolgte mittels 2 VE 70%igem MeOH und 4 VE 100%igem MeOH bis zur 

Farblosigkeit des Eluats. Beide Eluate wurden vereint und wurden mittels Rotationsverdamp-

fer bis zur Trockne eingeengt. 

6.4.1.2. Chlorophyll-Eliminierung mittels SA-Kartuschen 

Die Eliminierung von Chlorophyll erfolgte unter der Verwendung von CHROMABOND® SA 

(SCX) der Firma Macherey&Nagel. 

Die SA-Kartuschen wurden mit 0,5 g Na2SO4 beschichtet und mit 1 VE Dichlormethan / Ace-

ton (3:1, v/v) konditioniert. Anschließend erfolgte die Aufgabe des methanolischen Extraktes. 

Das chlorophyllfreie Fluat wurde in Glasprobengefäßen aufgefangen.  

Die chlorophyllfreien Extrakte wurde anschließend über Chromabond® C18ec Kartusche 

(500 mg/3 mL bzw. 1000 mg/6 mL, Macherey&Nagel) aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 

100 % MeOH.  

6.4.2. Festphasenextraktion (SPE) 

Die Vorbereitung der Proben für alle analytischen Analysen (UPLC-ESI-MS, ESI-MS, ESI-

FTICR-MS HPLC,) erfolgte unter Verwendung von Chromabond® C18ec Kartusche 

(500 mg/3 mL bzw. 1000 mg/6 mL, Macherey&Nagel) und Elution mit 100 % MeOH. 
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6.5. Enzymbasierter Glutaminylzyklase-Assay  

Das Screening der n-Hexan, Methanol- und der wässrigen Extrakte auf eine Inhibierung der 

katalytischen Aktivität der Glutaminylzyklase (QC) wurde mittels eines von der Probiodrug 

AG entwickelten spektralphotometrischen Enzym-Assays (Abb. 70) durchgeführt. 

Hierbei wird das fluorogene Peptidsubstrat Glutaminyl-7-amino-4-methyl-coumarin (Gln-

AMC) von der zugegebenen humanen QC am Glutaminrest zyklisiert. Dabei entsteht das 

Intermediat Pyroglutaminyl-amino-methyl-coumarin. Dieses Intermediat wird mittels zugege-

benen Hilfsenzym, der Pyroglutaminylamino-peptidase (pGAP), in Pyroglutaminsäure und 

Aminomethylcoumarin gespalten. Die Freisetzung des fluorogenen 7-Amino-4-Methyl-

coumarins (AMC) wird kontinuierlich über einen definierten Zeitraum gemessen. Dabei wird 

AMC bei einer Wellenlänge von 380 nm angeregt und die daraus resultierende Emission bei 

460 nm gemessen [365]. 
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Abb. 70: Reaktionsprinzip des QC-Assays 

6.5.1. Eingesetzte Enzyme 

Im QC-Assay wurden die humane Glutaminylzyklase (hQC) und als Hilfsenzym die Pyroglu-

taminylpeptidase (pGAP) verwendet. Als Substrat wurde das synthetische Substrat Glutami-

nyl-7-Amino-4-methylcoumarin (Gln-AMC) eingesetzt.  

Die verwendeten Enzyme sind in nachfolgender Tab. 16 zusammengefasst. 

Tab. 16: Verwendete Enzyme im QC-Assay 

 hQC pGAP 

Familie Acyltransferase Cysteinprotease 

EC-Nummer EC 2.3.2.5 EC 3.4.19.3 

Quelle rekombinant 
human 
Pichia pastoris 

rekombinant 
human 
E. coli 

Proteingehalt 0,7 mg/mL 25 unit/mL 

Eingesetzte Verdünnung 1:300 i.A. 0,25 mM 

Substrat Gln-AMC Pyr-AMC 

Herkunft Probiodrug AG Bachem AG 
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6.5.2. Bestimmung der Enzym-Aktivitäten 

Die Bestimmung der Enzym-Aktivitäten wurde über kontinuierliche Messungen an einem 

FluoStar Multiplate Reader der Firma BMG-Labtech (Germany) in transparenten 96-well 

Mikrotiterplatten (NUNC, Costar Corning Incorporated, Acton, MA, USA), als Dreifachbe-

stimmung durchgeführt.  

Die Wahl der Enzymverdünnung erfolgte so, dass sich der Umsatz des Substrates über den 

gesamten Messzeitraum im linearen Bereich befand. Die Berechnung der Enzymaktivitäten 

wurde mittels des aus den Zeit-Umsatz-Kurven ermittelten Anstieges über die Software Flu-

oStar-Optima durchgeführt. Die Berechnung der Km-Werte sowie die Anpassung der Inhibie-

rungskurven erfolgte durch nicht lineare Regression über einen 4-Parameter-Fit mit den Pro-

grammen GraFit 5 und GraphPad Prism 4. nach folgenden Gleichungen: 

Formel 2: 

GraFit5    

𝑦 =
𝑎

[1 + 10
(𝑠∗𝑙𝑛(𝑎𝑏𝑠(

𝑥
𝑙

)))
]

+ 𝑏𝑎𝑐𝑘 

Formel 3: 

GraphPad Prism 4  𝑦 = 𝐵 +
𝑇−𝐵

1+10(log 𝐼𝐶50)∗𝐻 

B, back  Minimale Aktivität i.d.R. = 0 
T, abs  Maximale Aktivität, entspricht Aktivität ohne Inhibitor/Extrakt 
A  Wertebereich 
H  Steigerung 

 

6.5.3. Ermittlung des kinetischen Parameters Km  

Die Ermittlung des Km-Wertes der Glutaminylzyklase erfolgte über nicht lineare Regression 

mit dem Programm GraFit 5. Der Km-Wert wurde aus zehn Substratkonzentrationen im Be-

reich von 5,0*10-4 - 2,5*10-6 M ermittelt.  

Formel 4: 

    𝒗 =
𝑽𝒎𝒂𝒙∗[𝑺𝟎]

𝑲𝒎+[𝑺𝟎]
 

V  Umsatzgeschwindigkeit 
Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
S0 Substratkonzentration 
Km Michaelis-Menten-Konstante 

6.5.4. Aktivitätstoleranz gegenüber organischen Lösungsmitteln 

Zu Beginn des Screenings wurde der Einfluss der organischen Lösungsmittel n-Hexan und 

Methanol auf die Enzymaktivität der Enzyme untersucht. 

Da der Einsatz von n-Hexan aufgrund der Unlöslichkeit im Reaktionsansatz des Assays aus-

geschlossen werden konnte, wurde das Lösungsmittel DMSO als Lösungsmittel für die ur-
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sprünglichen n-Hexan-Extrakte gewählt. Die Untersuchung des Einflusses der Lösungsmittel 

DMSO und Methanol auf die Enzymaktivität erfolgte in Dreifachbestimmung. Ausgehend von 

einer maximal eingesetzten Konzentration von 40 % Lösungsmittel i.A. sind zehn 1:2 Ver-

dünnungen hergestellt worden.  

Da der Einsatz organischer Lösungsmittel möglicherweise eine Veränderung der Km-Werte 

bedingt, wurden diese mit den ermittelten Lösungsmittelanteilen unter realen Messbedingun-

gen erneut ermittelt. 

6.5.5. Bestimmung der IC50-Werte 

Der IC50-Wert (die mittlere inhibitorische Konzentration) beschreibt die Konzentration einer 

inhibitorischen Substanz, die die Enzymaktivität in vitro um 50 % (halbmaximale Inhibition) 

senken kann. 

Die Bestimmung der IC50-Werte erfolgte in Dreifachbestimmung wobei sich die Reaktionsan-

sätze wie unter 6.5.6 beschrieben zusammensetzten und mindestens sechs Verdünnungen 

vermessen wurden. Die Berechnung erfolgte mittels GraphPad Prism 4.  

6.5.6. QC-Assay Testsystem 

Der Assay wurde in transparenten 96-Well-Mikrotiterplatten (NUNC, Costar Corning Incorpo-

rated, Acton, MA, USA), als Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Messansätze betrugen 

ein Gesamtvolumen von 250 µL pro Well. Diese setzten sich aus 100 µL 0.25 mM Substrat, 

50 µL 0,2 mg/mL Probe und 25 µL Hilfsenzyme pGAP zusammen. Da die QC-Aktivität pH-

abhängig ist, wurden jedem Messansatz 50 µL Tris-Puffer (0.1 M; pH 8) zugesetzt. Der Start 

der Reaktion erfolgte nach 10 minütiger Inkubation bei 30 °C durch Zugabe von 25 µL QC.  

Die Messungen bzw. die Zunahme des freien AMC wurde kontinuierlich über einen Zeitraum 

von 12 min (~27 Zyklen) bei einer Temperatur von 30 °C an einem FluoStar Multiplate Rea-

der der Firma BMG-Labtech bei λex=380 nm und λem=460 nm gemessen. [Schilling et al., 

2002; 2004].  

Als positiv werden die Hits definiert, die eine Enzyminhibierung größer als 20 % aufweisen. 

In Vorversuchen wurde der Einfluss der zu untersuchenden Extrakte auf die Aktivität des 

Hilfsenzyms pGAP mit dem Substrat Pyr-AMC überprüft. Der Ansatz setzte sich aus 100 μl 

Substrat, 100 μl Extrakt und 50 μl Enzym zusammen. Die Substratkonzentration im Ansatz 

lag bei 2*10-4 M. Als Puffer wurde 0,1M Tris + 1mM DTE pH 8 verwendet. Nach einer 

10 minütigen Inkubation bei 30 °C, wurde die kontinuierliche Zunahme des freien AMC über 

einen Zeitraum von 12 min (~27 Zyklen) bei gleicher Temperatur gemessen. 

6.6. Massenspektrometrie 

6.6.1. UPLC-ESI-Ion trap MSn 

Die massenspektrometrische Analyse nach chromatographischer Auftrennung der komple-

xen Extrakte mit einer Acquity UPLC-Anlage der Firma Waters an einer RP18-Säule (Acquity 

UPLC HSS T3 1,8 μm, 1x100mm, Waters) erfolgte mittels einer Ionenfalle LCQ Deca XP 
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MAX der Firma Thermo Finnigan. Die Proben wurden bei positiver und bei negativer Ionisie-

rung in getrennten Messungen analysiert. Die Ionisierung erfolgte mittels Elektrospray Ioni-

sation (ESI) bei einer Sprayspannung von 4 kV, einer Kapillartemperatur von 275°C und ei-

ner Kapillarspannung von 27 V unter Verwendung von Stickstoff als Schutzgas (Flussrate 35 

– 40 arb. units). 

Die chromatographischen Auftrennungen an einer RP18 HSS T3 1,8 µm, 1,0 x 100 mm (Se-

rialNo: 01183023815308; Waters) Säule wurden bei einer Säulentemperatur von 40°C und 

der Verwendung eines Gradientensystems aus bidest. H2O und Acetonitril (Fa. Baker) unter 

Zusatz von 0,2 % CH3COOH (Fa. Baker) bei einer Flussrate von 0,150 mL/min durchgeführt. 

Die Injektion der Proben erfolgte im „Partial Injection with Needle Overfill“-Modus mit einem 

Injektionsvolumen von 1 µL in eine 10 µL Probenschleife mittels des Autosamplers des Ac-

quity UPLC Systems. Die Detektion der Metaboliten erfolgte mittels eines PDA-Detektors in 

einem Bereich von 210 – 400 nm sowie bei den selektiven Wellenlängen λ = 270, 254 und 

220 nm. 

Gradientensystem 

A = dest.H2O, 0.2 % CH3COOH 

B = Acetonitril, 0.2 % CH3COOH 

U1:  

 

Jeder Messung folgte ein „Spüllauf“ (Injektion von Methanol). 

Data dependent MS2-Messungen 

Die Analyse der komplexen Extrakte erfolgte mittels einer data dependent MS2 Methode 

(DDIT – data dependent ion tree) in einem Massenbereich m/z 100 – 1000 Da. Hierbei er-

folgte eine automatische Fragmentierung der Metaboliten mit Intensitäten > 105 a.i. in simul-

tanen MS/MS-Experimenten, wobei pro Scan die Auswahl der intensivsten Peaks erfolgte. 

Es erfolgte ebenfalls eine automatische Fragmentierung der entstandenen Tochterionen in 

simultanen MS3-Experimenten bei einer Mindestintensität von 5000 a.i.. Hierbei wurde ein 

Massenbereich von m/z 80 – 1000 Da mit einer Isolierungsweite von +/- 2 Da gewählt. Die 

Fragmentierungen wurden bei einer normalisierten Kollisionsenergie (NCE) von 35 % durch-

geführt.  

Die Messungen der komplexen Extrakte für die Datenanalysen erfolgten dreifach. 

Fragmentierungsuntersuchungen 

Gezielte Fragmentierungen wurden bei normalisierter Kollisionsenergie von 35 bzw. 45 % 

und einer Isolierungsweite von 2 Da in individuellen MS2, MS3 und MS4 Experimenten vorge-

nommen. Die Einstellungen für die Ionenfalle (Aktivierung Q = 0,250 und Aktivierungszeit = 

30,000 ms) erfolgte nach den Standardeinstellungen. 

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Xcalibur 2.0 (Fa. Thermo Scientific). 

Zeit [min] 0 0.2 2.0 5.0 7.5 8.2 9.0 12.0 

A [%] 95 95 30 1 0 0 95 95 

B [%] 5 5 70 99 100 100 5 5 
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6.6.2. ESI-FTICR MS 

Eine hochauflösende massenspektrometrische Analyse erfolgte mittels eines Fourier Trans-

formation Ionenzyklotronresonanz (FTICR) Massenspektrometer Bruker Apex III 70e der 

Firma Bruker Daltonics, welches mit einer InfinityTM Zelle und einem 7.0 Tesla Magneten 

ausgestattet ist. Die Injektion der methanolischen Proben erfolgte über Direkteinlass mittels 

einer Spritzenpumpe mit einer Flussrate von 120 µL/h. Die Ionisierung wurde mit einer 

APOLLO-Electrospray Ionenquelle der Firma Agilent („off-axis“ Spray) bei einer Kapillaren-

spannung von 4,2 kV erzeugt (Capillary Exit 100 V, Skimmer 1:15 V und Skimmer 2:6 bzw. 

10 V). Als Zerstäubergas wurde Stickstoff verwendet.  

Die Auswertung der Massenspektren und die Berechnung der Summenformeln erfolgte mit 

der XMass – Software Version 6.1.2 der Firma Bruker Daltonics. 

Die Messungen der komplexen Extrakte für die Datenanalysen erfolgten dreifach. 

6.6.3. ESI-API-MS 

Die Aufnahme der ESI-Massenspektren erfolgte mittels eines API-150EX Massenspektrome-

ter mit einer „Turbo Ion Spray“-Ionenquelle der Firma Applied Biosystems. Die Probeninjekti-

on (10 µL) erfolgte über Direkteinlass in einen kontinuierlichen Fluss eines MeOH/H2O Ge-

misch (6:4; v/v) bei einer Fließgeschwindigkeit von 400 µL/min.  

6.7. Datenanalyse 

Die Datenanalyse erfolgte mittels der Software R Version 2.5.1 (The R Foundation for Statis-

tical Computing).  

Die massenspektrometrischen „Rohdaten“ aus den UPLC-ESI-MSn- und FTICR-MS Mes-

sungen wurden vor Beginn der Datenanalyse in das mzXML- bzw. cdf-Dateiformat transfor-

miert. 

Die Datenfiles der FTICR-MS Messungen wurden mit dem Konvertierungsprogramm der 

Firma Thermo in das cdf-Dateiformat umgewandelt. 

Die Konvertierung der UPLC-ESI-MS Datenfiles erfolgte mittels der Software ProteoWizard 

in ein mzXML-Dateiformat. 

6.7.1. Peakpicking und Alignment 

Die Durchführung des Peakpickings und Alignments erfolgte mittels XCMS nach den im An-

hang 1) beschriebenen Skripten.  

Die Datenausgabe erfolgt als alignierte Datenmatrix. 

6.7.2. Korrelationsanalyse (AcorA) 

Für die Aktivitäts-Korrelations-Analyse (AcorA) wurden die massenspektrometrischen Meta-

bolitenprofile (UPLC-ESI-MS; FTICR-MS) mit den Bioaktivitätsdaten der Bioassays unter 

Verwendung des Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (α = 5 %) korreliert. Das hierfür 

verwendete Skript ist unter 2) im Anhang beschrieben.  
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6.8. Isolierung und Aufreinigung 

6.8.1. Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Die flüssigkeitschromatographische Trennung erfolgte mittels HPLC System der Firma Vari-

an bestehend aus zwei Varian ProStar® 218 Modulen, einem Pro Star 330 PDA-Detektor, 

einen Fraktionssammler Model 701 und der Software „Varian Star chromatography Work 

station“ Version 6.0. Das System verfügte über einen analytischen und einen präparativen 

Kapillarenkreislauf sowie über eine analytische und eine präparative Durchflusszelle im PDA-

Detektor, so dass das System zur analytischen oder präparativen Trennung eingesetzt wer-

den konnte. Je nach Trennaufgabe wurden folgende Trennsysteme verwendet: 

HC1. Stationäre Phase: RP-18; Säulennr. 52; Flussrate: 1 mL/min, ggf. Fraktionierung: alle 90 s, 

Mobile Phase: A: H2O / B: ACN 

Gradientensystem:         

Zeit [min] 0,0 30,0 40,0 

A [%] 99 0 0 

B [%] 1 100 100 

 

HC2. Stationäre Phase: RP-18; Säulennr. 174; Flussrate: 10 mL/min, ggf. Fraktionierung: alle 90 s, 

Mobile Phase: A: H2O / B: ACN 

Gradientensystem:         

Zeit [min] 0,0 30,0 40,0 

A [%] 99 0 0 

B [%] 1 100 100 

 

HC3. Stationäre Phase: RP-18; Säulennr. 52; Flussrate: 0,4 mL/min, 

Mobile Phase: A: H2O / B: ACN 

Gradientensystem: 

Zeit [min] 0,0 15,0 

A [%] 50 0 

B [%] 50 100 

 

6.8.2. Größenausschlusschromatographie (SEC) 

Die säulenchromatographische Trennung erfolgte an Sephadex G-15 (Firma Pharmacia) in 

einer zylindrischen Glassäule (VL=700 mL; Länge= 100 cm, Ø 5 cm). Die Konditionierung 

wurde mit 2 SV 70 %igem Methanol durchgeführt. Als mobile wurde 70 %iges Methanol ver-

wendet. Die Flussrate betrug 1,5 mL/min. Die Fraktionierung erfolgte unter Verwendung ei-

nes Fraktionssammlers aller 5,28 min (8 mL) in 95 Fraktionen. Der Nachlauf aus 3 SV wurde 

als 96. Fraktion gesammelt. 
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6.8.3. Dünnschichtschromatographie (DC) 

Die dünnschichtchromatographischen Analysen erfolgten auf Kieselgel 60F254 Aluminiumfo-

lien der Firma Merck sowie Macherey&Nagel.  

Als Laufmittelsysteme wurde die nachfolgend als DCX bezeichnete mobile Phase verwendet: 

DC1. Ethylacetat : Methanol : 1 M CH3COOH (24:6:1, v/v/v) 

DC2. Toluol : Ethylformiat : 1 M HCOOH (10:5:3, v/v/v) 

Die Detektion der Banden erfolgte visuell bei Tageslicht sowie bei Wellenlängen von λ = 

254 nm und λ = 366 nm.  

6.8.3.1. Sprühreagenz Vanilin-Schwefelsäure 

Die Herstellung des Vanillin-Schwefelsäure Reagenz zum Nachweis für eine Vielzahl von 

Verbindungen wie Alkohole, Steroide, Phenole erfolgte unter Verwendung von 1,2 g Vanillin, 

210 mL MeOH, 25 mL Eisessig und 10 mL 98 % H2SO4, welche unter Kühlung vorsichtig 

zusammen gegeben wurden.  

Das Reagenz wurde auf die entwickelten DC-Folien aufgesprüht und mit dem warmen Luft-

strom eines Föns getrocknet. 

6.8.3.2. Sprühreagenz Orcinol 

Als Nachweisreagenz für glycospezifische Strukturen wurde das Sprühreagenz Orcinol ver-

wendet. 

Die Herstellung dieses Reagenz erfolgte unter Verwendung von 1,66 g Fe3Cl*6H2O in 100 ml 

10 %iger Schwefelsäure (Lösung A) welche im Verhältnis 10:1 mit Lösung B, bestehend aus 

0,6 g Orcinol in 10 mL EtOH, gemischt wurde.  

Für die Farbreaktion wird die Orcinollösung auf die DC-Platte gesprüht und anschließend 

10 min bei 100°C entwickelt.  

6.8.4. Aufreinigung der Sulfolipide 

6.8.4.1. Aufreinigung mittels NH2-Kartuschen  

Die Aufreinigung der Sulfolipide erfolgte nach einer Methode von Naumann (2009). Hierbei 

wurden aminopropylmodifizierte Kieselgel-Kartuschen (NH2-Kartuschen) der Firma Mache-

rey&Nagel mit 3 mL/500 mg und 6 mL/1000 mg eingesetzt. Die Konditionierung der Kartu-

schen erfolgte in mehreren Schritten unter der Verwendung von 2 mL MeOH, 2 mL H2O, 

4 mL 0,1M HCL (für 1h auf Säule), 2 mL H2O, 2 mL MeOH, 2 mL DCM/Isoprop./MeOH 

(15:30:50 v/v/v). Pro Kartusche erfolgte ein Probenauftrag von 20 mg gelöst in DCM/MeOH 

(1:1; v/v). 

Bei Verwendung von 6 mL/1000 mg Kartuschen wurden die Volumina der verwendeten Lö-

sungsmittel sowie der aufgetragenen Probe verdoppelt. 

Die Elution erfolgte in 2 Schritten, wobei zunächst die ungeladenen Substanzen mit 9 ml 

DCM/Isopropanol/MeOH 15:30:50 (v/v/v) eluiert wurden. Anschließend wurden in einem 
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2. Elutionsschritt mit 5 mL DCM/ACN/Isoprop./MeOH/ 0,1M NH4Ac  (10:10:10:50:15; 

v/v/v/v/v) die Sulfolipide eluiert.  

Der Fraktion 2 wurde mittels Vakuum-Rotationsverdampfer das Lösungsmittel entzogen. 

6.8.4.2. Folch Wash (Entsalzung) 

Die mittels NH2-Kartuschen gewonnenen Sulfolipid Fraktionen wurden mittels Folch Wash 

entsalzt. Hierbei wurden zu den in Spitzkolben eingeengten Fraktionen ein Lösemittelge-

misch aus DCM/MeOH/0,1 NaAc-Puffer pH=4,0 (8:4:3, v/v/v) zugegeben und kräftig mehrere 

Minuten geschüttelt. Nach Inkubation über Nacht bei 4°C entstand ein Zweiphasensystem, 

wobei sich die Sulfolipide in der unteren lipophilen Phase anreicherten. Diese untere Sulfoli-

pid-Phase wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen, in einen Rundkolben überführt und 

bis zur Trockne mittels Vakuum-Rotationsverdampfer eingeengt.  

6.9. Molecular Modellig  

In Docking Studien wurden Verbindungen auf ihre Fähigkeit im aktiven Zentrum der huma-

nen QC zu binden, untersucht. Die Durchführung der Studien erfolgte von Dr. S. Aust mit 

dem Programm GOLD V4.0.1. unter Verwendung der nachfolgenden Parameter:  

 Protein: humane QC (3pbb.pdb, Kette A ohne Inhibitor) 

 active site: 15 Å um Zinkatom 

 30 Docking-runs im Standard Modus 

 Scoringfunktion: GoldScore (je höher der Score-Wert desto stärker die Ligand-

Enzymbindung) 

6.10. UV/Vis Spektroskopie 

Die UV/Vis-Spektren wurden mittels eines JASCO J-560 Spektrophotometers aufgenommen. 

Die Messungen der Proben erfolgten in 1 cm Standard-Quarzküvetten gegen das Lösungs-

mittel im Wellenlängenbereich von 200 bis 800 nm. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit 

der Software V500W. 
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Abb. 71: Base-Peak Chromatogramme der Chlorophyllfreien SA Methanol-Extrakte von S.producto-capitatus im 

positiven Ionenmodus (rote Kästchen = Gemeinsamkeit, blaues Kästchen = Varrianz) [KHS_48_01_pMS2 / 
KHS_48_02_pms2 / KHS_48_03_pms2 / KHS_48_04_pms2 ] 
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Abb. 72: Base-Peak Chromatogramme der Chlorophyllfreien SA Methanol-Extrakte der einstufigen Extraktion der 

Biomassen der Wachstumsphase verschiedener Mikroalgen (Auswahl) im positiven Ionenmodus (rote Kästchen = 
Gemeinsamkeit) [KHS_48_09_pms2 / KHS_48_14_pms2 / KHS_48_18_pms2 / KHS_48_24_pms2] 

 

 

Abb. 73: ESI-FTICR-MS Spektren der Chlorophyllfreien SA Methanol-Extrakte der Alge S. rubescens (S. rube-
scens eWP (schwarz), S. rubescens mWP (blau), S. rubescens eSP (rot), S. rubescens mSP (grün)) im positiven 
Ionenmodus [[KHS_48_5_p_FT / KHS_48_6_p_FT / KHS_48_7_p_FT / KHS_48_8_p_FT] 
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Abb. 74: ESI-FTICR-MS Spektren der Chlorophyllfreien SA Methanol-Extrakte der Alge S. rubescens (S. rube-
scens eWP (rot), S. rubescens mWP (blau), S. rubescens eSP (grün), S. rubescens mSP (schwarz)) im negativen 
Ionenmodus [KHS_48_5_neg_FT / KHS_48_6_neg_FT / KHS_48_7_neg_FT / KHS_48_8_neg_FT]  
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Tab. 17: Übersicht der Mikroalgen in denen Sulfolipide detektiert bzw. charakterisiert wurden. 

Mikroalge Phylum / Klasse Literaturquelle 

Synechocystis sp. PCC 6803 Cyanobacteria / Cyanophyceae [366]  

Spirulina maxima Cyanobacteria / Cyanophyceae [367]  

Spirulina platensis Cyanobacteria / Cyanophyceae [318]  

Spirulina platensis Cyanobacteria / Cyanophyceae [368]  

Prochlorococcus - MED4 Cyanobacteria / Cyanophyceae 

[369]  

Synechococcus - 
WH8103 
WH8113 
WH8020 
WH8018 
WH8101 

Cyanobacteria / Cyanophyceae 

Synechocystis sp. PCC6803 
Synechocystis sp. PCC6803* 

Cyanobacteria / Cyanophyceae 

Synechocystis sp. PCC6803 Cyanobacteria / Cyanophyceae [370]  

Trichodesmium erythraeum Cyanobacteria / Cyanophyceae [369]  

A. platensis N-46 Cyanobacteria / Cyanophyceae 

[298]  Scytonema. hofmanni Cyanobacteria / Cyanophyceae 

Nostoc punctiforme Cyanobacteria / Cyanophyceae 

Microcystis aeruguinosa 
PCC 7806 

Cyanobacteria / Cyanophyceae [325]  

Stephanodiscus sp Bacillariophyta/ Mediophyceae [371]  

Skeletonema costatum 
 

Bacillariophyta/Mediophyceae [372]  

Phaeodactylum tricornutum 6 
SAG 1090-6 

Phaeodactylum tricornutum 1a SAG 
1090-1a 

Phaeodactylum tricornutum 1b SAG 
1090-1b 

Bacillariophyta/Bacillariophyta 
incertae sedis [298]  

Heterosigma carterae Ochrophyta/Raphidophyceae 

Nannochloropsis 
oculata, UTEX, Austin 

Ochrophyta/Eustigmatophyceae [373]  

Nannochloropsis sp. Ochrophyta/Eustigmatophyceae [344]  

Porphyridium cruentum Rhodophyta/Porphyridiophyceae [327]  

Porphyridium purpureum Rhodophyta/Porphyridiophyceae [300]  

Chilomonas paramecium Cryptophyta/Cryptophyceae [342]  

Chlorella variegata Chlorophyta/Trebouxiophyceae [342]  

Chlorella sp. Chlorophyta/Trebouxiophyceae [344]  

Chlorella kessleri Chlorophyta/Trebouxiophyceae [374]  

Chlorella minutissima - UTEX 2341 Chlorophyta/Trebouxiophyceae [375]  

Parietochloris incisa Chlorophyta/Trebouxiophyceae [343]  

Prototheca portoricensis Chlorophyta/Trebouxiophyceae [342]  

Dictyochloris fragrans Chlorophyta/Chlorophyceae [376] 

Chlamydomonas reinhardtii Chlorophyta/Chlorophyceae [377]  

Chlamydomonas reinhardtii Chlorophyta/Chlorophyceae [378]  

Chlamydomonas reinhardtii Chlorophyta/Chlorophyceae [370]  

Chlamydomonas reinhardtii Chlorophyta/Chlorophyceae [379]  

Chlamvdomonas reinhardtii Chlorophyta/Chlorophyceae 
[380]  

Dunaliella parva Chlorophyta/Chlorophyceae 

Tetraselmis chuii Chlorophyta/Chlorodendrophyceae [381]  
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Tab. 18: Verbindungen die in den Docking Studien untersucht wurden (durchgeführt von Dr. Susanne Aust, 

NWC, IPB Halle) 

Verbindung Struktur 

20 
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O O
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Tab. 19: Hitliste AcorA / Korrelation der UPLC-ESI-MS Daten im pos. Ionenmodus (Ausschnitt) 

Nr. Korrelationsfaktor m/z (+) tR [s] Peakcluster/Annotation 

1 0.88 948.4 556.0 Isotopenpeak [M+H] C57H78N4O8 

2 0.88 900.5 552.8 
 

3 0.86 901.5 414.3 
 

4 0.86 566.4 469.6 
 

5 0.86 934.5 537.5 
 

6 0.86 899.3 553.9 
 

7 0.85 653.4 557.9 
 

8 0.84 552.1 469.1 
 

9 0.84 901.2 357.6 
 

10 0.84 583.3 453.6 
 

11 0.84 630.3 328.3 
 

12 0.84 934.4 557.5 
 

13 0.84 932.5 559.2 Isotopenpeak M+H C57H78N4O7 

14 0.84 565.4 337.0 
 

15 0.84 931.5 561.5 [M+H] C57H78N4O7 

16 0.83 794.1 248.7 
 

17 0.83 932.4 531.7 
 

18 0.83 605.3 325.8 
 

19 0.83 604.1 469.2 
 

20 0.83 623.3 250.9 
 

21 0.82 930.7 560.8 
 

22 0.82 565.2 467.8 
 

23 0.82 583.1 470.9 
 

24 0.82 902.1 358.1 
 

25 0.81 887.2 551.3 
 

26 0.81 580.1 429.5 
 

27 0.81 583.3 370.9 
 

28 0.80 567.4 333.3 
 

29 0.80 581.2 450.9 
 

30 0.80 933.5 561.7 Isotopenpeak M+H C57H78N4O7 

31 0.80 916.4 516.1 
 

32 0.80 597.4 273.3 
 

33 0.80 931.4 539.1 
 

34 0.80 551.3 542.8 
 

35 0.80 568.3 467.8 
 

36 0.80 566.5 338.5 
 

37 0.80 579.4 547.5 
 

38 0.79 877.1 580.2 
 

39 0.79 903.6 416.4 
 

40 0.79 892.4 580.5 
 

41 0.79 622.2 482.7 
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Nr. Korrelationsfaktor m/z (+) tR [s] Peakcluster/Annotation 

42 0.79 931.5 523.6 
 

43 0.79 597.4 330.3 
 

44 0.79 613.3 272.2 
 

45 0.79 891.1 580.9 
 

46 0.78 902.1 378.1 
 

47 0.78 901.4 271.8 
 

48 0.78 582.4 297.7 
 

49 0.78 551.1 570.2 
 

50 0.78 633.3 208.2 
 

51 0.78 794.3 272.2 
 

52 0.78 624.1 412.4 
 

53 0.78 784.0 31.5 
 

54 0.78 613.3 354.2 
 

55 0.78 582.4 329.6 
 

56 0.78 901.4 330.0 
 

57 0.77 551.1 469.3 
 

58 0.77 947.4 554.9 [M+H] C57H78N4O8 

59 0.77 567.3 469.3 
 

60 0.77 979.3 557.9 [M+H] C58H82N4O9 / 978 

61 0.77 622.3 462.5 
 

62 0.77 935.4 557.2 
 

63 0.77 275.3 178.7 
 

64 0.77 566.3 368.9 
 

65 0.77 597.4 299.5 
 

66 0.77 736.7 31.5 
 

67 0.77 930.7 527.6 
 

68 0.76 792.1 255.1 
 

69 0.76 549.1 468.2 
 

70 0.76 885.1 477.7 
 

71 0.76 568.1 380.7 
 

72 0.76 581.4 378.0 
 

73 0.76 551.2 429.3 
 

74 0.76 787.3 271.8 
 

75 0.76 653.3 535.2 
 

76 0.75 903.3 328.2 
 

77 0.75 549.3 408.6 
 

78 0.75 565.3 388.8 
 

79 0.75 589.5 419.2 
 

80 0.75 581.4 298.1 
 

81 0.75 902.5 414.9 
 

82 0.75 797.5 271.5 
 

83 0.75 615.1 453.2 
 

84 0.75 367.3 251.5 
 

85 0.75 532.5 469.3 
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Nr. Korrelationsfaktor m/z (+) tR [s] Peakcluster/Annotation 

86 0.75 582.2 358.5 
 

87 0.75 631.6 208.8 
 

88 0.75 796.2 271.8 
 

89 0.74 915.1 515.6 
 

90 0.74 401.2 352.6 
 

91 0.74 777.1 299.3 
 

92 0.74 584.4 308.0 
 

93 0.74 904.1 552.0 
 

94 0.74 611.6 427.0 
 

95 0.74 632.4 208.6 
 

96 0.74 448.2 503.6 
 

97 0.74 458.5 469.3 
 

98 0.74 775.6 299.3 
 

99 0.74 401.8 32.4 
 

100 0.74 852.1 272.1 
 

 

Tab. 20: Hitliste AcorA / Korrelation der ESI-FTICR-MS Daten im pos. Ionenmodus  

Nr. Korrelationsfaktor m/z(+) Peakcluster/Annotation 

1 0.81 970.57 Isotopenpeak, 969 

2 0.81 949.59 Isotopenpeak, 947 

3 0.80 315.90 
 

4 0.79 950.59 
 

5 0.79 985.54 [M+ K]+, 946 

6 0.78 947.59 [M+H], 946 

7 0.77 948.59 Isotopenpeak, 947 

8 0.75 963.58 
 

9 0.75 784.45 
 

10 0.75 855.46 
 

11 0.75 818.58 
 

12 0.74 969.56 [M+ Na]+, 947 

13 0.74 783.44 
 

14 0.73 961.60 
 

15 0.73 255.85 
 

16 0.71 261.17 
 

17 0.70 335.26 
 

18 0.70 763.52 
 

19 0.69 767.47 
 

20 0.69 768.47 
 

21 0.68 839.49 
 

22 0.68 856.46 
 

24 0.67 889.57 
 

23 0.67 888.57 
 

25 0.67 892.54 
 

26 0.66 765.46 
 

27 0.66 762.51 
 

28 0.65 786.46 
 

29 0.64 977.60 
 

30 0.63 894.55 [M+Na], 871 
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Nr. Korrelationsfaktor m/z(+) Peakcluster/Annotation 

31 0.63 893.54 
 

32 0.62 835.54 
 

33 0.61 983.59 
 

34 0.61 295.89 
 

35 0.61 256.18 
 

36 0.61 925.52 
 

37 0.60 909.54 
 

38 0.60 760.50 
 

39 0.60 789.49 
 

40 0.60 781.42 
 

41 0.59 986.54 Isotopenpeak 985 

42 0.59 933.60 
 

43 0.58 802.55 
 

44 0.58 895.55 Isotopenpeak, 894 

45 0.58 890.57 
 

46 0.58 819.58 
 

47 0.58 290.55 
 

48 0.57 919.59 
 

49 0.57 905.57 
 

50 0.57 769.49 
 

51 0.57 793.52 
 

52 0.57 964.59 
 

53 0.57 764.53 
 

54 0.56 971.58 Isotopenpeak 969 

55 0.56 932.59 
 

56 0.56 931.59 
 

57 0.56 326.24 
 

58 0.55 770.49 
 

59 0.55 766.46 
 

60 0.55 962.61 
 

61 0.55 290.89 
 

62 0.54 980.61 
 

63 0.54 296.22 
 

64 0.54 605.42 
 

65 0.54 1513.96 
 

66 0.53 788.48 
 

67 0.53 787.47 
 

68 0.53 903.56 
 

69 0.53 861.68 
 

70 0.52 887.57 
 

71 0.52 873.58 
 

72 0.52 795.50 
 

73 0.52 834.53 
 

74 0.52 325.90 
 

75 0.52 1027.69 
 

76 0.51 629.46 
 

77 0.51 799.43 
 

78 0.51 1519.00 
 

79 0.50 771.50 
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Tab. 21: Hitliste AcorA / Korrelation der UPLC-ESI-MS Daten im neg. Ionenmodus (Ausschnitt) 

Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Rt [min] Peakcluster / Annotation 

1 0.88 845.47 5.65 
 

2 0.85 818.60 8.08 
 

3 0.84 817.27 8.43 B2 

4 0.83 815.73 7.22 B1 

5 0.82 846.37 5.49 
 

6 0.81 815.73 7.52 
 

7 0.80 867.60 5.53 
 

8 0.80 817.67 7.70 
 

9 0.80 818.60 7.70 
 

10 0.79 509.13 4.57 
 

11 0.77 843.60 5.56 
 

12 0.77 818.27 8.55 
 

13 0.76 814.67 7.22 
 

14 0.76 815.73 6.80 
 

15 0.75 794.73 8.86 
 

16 0.75 816.60 7.92 
 

17 0.74 745.60 4.57 
 

18 0.74 509.53 4.59 
 

19 0.74 815.73 7.75 
 

20 0.74 225.40 9.54 
 

21 0.74 831.60 9.62 
 

22 0.74 817.63 7.22 
 

23 0.73 833.60 9.63 
 

24 0.73 829.53 9.62 
 

25 0.73 484.13 3.75 
 

26 0.73 816.67 7.20 B1 

27 0.72 819.60 9.54 
 

28 0.72 742.73 9.63 
 

29 0.72 818.67 7.20 
 

30 0.72 796.67 9.54 
 

31 0.72 817.60 6.81 
 

32 0.72 847.33 9.54 
 

33 0.72 744.67 9.63 
 

34 0.72 797.73 7.20 
 

35 0.71 816.67 7.51 
 

36 0.71 819.60 8.37 
 

37 0.71 819.27 8.13 
 

38 0.70 817.67 9.11 
 

39 0.70 597.53 3.81 
 

40 0.70 510.53 4.58 
 

41 0.70 743.60 9.63 
 

42 0.70 747.60 4.57 
 

43 0.70 848.60 5.54 
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Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Rt [min] Peakcluster / Annotation 

44 0.70 840.27 5.70 
 

45 0.69 795.67 8.87 
 

46 0.69 741.67 9.64 
 

47 0.69 745.60 2.88 
 

48 0.69 598.53 3.84 
 

49 0.69 746.60 4.57 
 

50 0.68 793.67 9.28 
 

51 0.68 879.53 5.53 
 

52 0.68 809.60 5.38 
 

53 0.68 835.60 9.63 
 

54 0.68 895.43 5.60 
 

55 0.68 865.63 5.42 
 

56 0.67 817.27 5.02 
 

57 0.67 795.67 9.53 
 

58 0.67 823.67 5.41 
 

59 0.67 846.33 5.71 
 

60 0.67 231.27 1.74 
 

61 0.67 836.67 5.50 
 

62 0.66 483.23 3.96 
 

63 0.66 843.60 9.54 
 

64 0.66 823.63 5.70 
 

65 0.66 594.53 3.26 
 

66 0.66 849.60 5.68 
 

67 0.66 875.40 9.63 
 

68 0.66 837.60 5.67 
 

69 0.65 793.23 2.98 
 

70 0.65 843.40 8.52 
 

71 0.65 821.33 9.54 
 

72 0.65 893.53 5.39 
 

73 0.65 507.73 3.40 
 

74 0.65 816.67 6.81 
 

75 0.65 609.40 4.57 
 

77 0.65 820.07 9.15 
 

76 0.65 761.67 9.64 
 

78 0.65 815.67 9.56 
 

79 0.65 786.23 5.52 
 

80 0.65 849.67 5.35 
 

81 0.64 845.53 5.03 
 

82 0.64 579.27 3.28 
 

83 0.64 968.20 4.10 
 

84 0.64 503.67 3.23 
 

85 0.64 627.53 4.09 
 

86 0.64 745.47 3.44 
 

87 0.64 817.33 9.54 
 

88 0.63 849.47 7.89 
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Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Rt [min] Peakcluster / Annotation 

89 0.63 836.53 9.63 
 

90 0.63 485.20 3.69 
 

91 0.63 844.53 8.50 
 

92 0.63 967.27 4.03 
 

93 0.63 819.60 8.47 
 

94 0.63 794.67 9.54 
 

95 0.62 792.07 5.58 
 

96 0.62 484.17 4.10 
 

97 0.62 794.73 9.25 
 

98 0.62 815.40 6.21 
 

99 0.62 816.67 5.83 
 

100 0.62 818.13 9.54 
 

102 0.62 746.53 4.14 
 

101 0.62 745.60 4.20 
 

103 0.62 834.60 9.64 
 

104 0.62 746.67 5.00 
 

105 0.61 814.87 6.83 
 

106 0.61 745.53 3.95 
 

107 0.61 818.67 6.81 
 

108 0.61 818.37 6.50 
 

109 0.61 861.53 5.40 
 

110 0.61 816.60 6.51 
 

111 0.61 459.70 3.79 
 

112 0.61 583.33 4.11 
 

113 0.61 581.47 4.09 
 

114 0.61 789.70 5.54 
 

115 0.61 808.07 5.49 
 

116 0.61 745.67 5.00 
 

117 0.60 792.13 8.08 
 

118 0.60 541.33 2.95 
 

119 0.60 829.67 5.79 
 

120 0.60 877.60 5.53 
 

121 0.60 796.70 9.08 
 

122 0.60 558.53 3.49 
 

123 0.60 821.60 5.51 
 

124 0.60 876.27 9.64 
 

125 0.60 806.80 8.55 
 

126 0.60 867.13 2.96 
 

127 0.60 796.70 8.77 
 

128 0.60 832.60 9.63 
 

129 0.60 817.33 8.77 
 

130 0.60 820.63 8.47 
 

131 0.60 851.60 5.62 
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Tab. 22: Hitliste AcorA / Korrelation der ESI-FTICR-MS Daten im neg. Ionenmodus 

Nr. Korrelationsfaktor m/z (-) Peakcluster / Annotation 

1 0,756 815,50 C1 / [M-H]
- 

2 0,717 272,20 
 

3 0,697 836,54 
 

4 0,696 813,49 
 

5 0,685 264,54 
 

6 0,683 264,87 
 

7 0,680 816,50 C1 / Isotopenpeak [M-H]
-
 815 

8 0,677 271,87 
 

9 0,642 794,52 C2 / Isotopenpeak [M-H]
-
 793 

10 0,640 795,52 C2 / Isotopenpeak [M-H]
-
 793 

11 0,639 821,54 C3 / N.A. 

12 0,632 820,53 
 

13 0,628 817,52 C4 / [M-H]
-
 

14 0,625 819,53 C4 / Isotopenpeak [M-H]
-
 817 

15 0,622 796,52 
 

16 0,593 822,54 C3 / N.A. 

17 0,586 741,47 
 

18 0,563 273,21 
 

19 0,560 793,52 C2 / [M-H]
-
 

20 0,554 831,62 
 

21 0,531 831,50 C5 / N.A. 

22 0,529 277,22 
 

23 0,520 837,48 
 

24 0,509 832,50 C5 / N.A. 

25 0,507 247,86 
 

26 0,502 743,49 C6 / N.A. 

27 0,502 744,49 C6 / N.A. 

28 0,486 691,44 
 

29 0,480 766,53 
 

30 0,459 805,52 
 

31 0,447 791,50 
 

32 0,438 346,06 
 

33 0,422 689,42 
 

34 0,408 818,52 C4 / Isotopenpeak [M-H]
-
 817 

35 0,401 273,55 
 

36 0,392 669,45 
 

37 0,374 833,51 C5 / N.A. 

38 0,373 832,62 
 

39 0,368 762,50 
 

40 0,367 827,58 
 

41 0,360 828,59 
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1) Peakpicking und Alignment 

a.) XCMS-Skript für FTICR-MS Daten 

Peakpicking: 

Starten von XCMS und laden der Bibliothek  
> library(xcms)  

Pfadangabe für Eingabedaten  
> setwd(‘‘/x/x..Pfadangabe für Rohdaten‘‘)  

Dateien einlesen und Peakpicking durchführen  
> xsPos/xsNeg  <- xcmsSet(method="MSW", SNR.method='data.mean' , winSize.noise=500, pe-
akThr=80000, snthresh=3,amp.Th=0.005, scales=c(1,seq(7,9,3))) 

Speichern  
> save(xsPos/xsNeg, file="Pfadangabe.rdat“) 
 

Alignment 

Starten von XCMS und laden der Bibliothek  
> library(xcms)  

Peakpicking Ergebnisse laden 
> load(‘’/x/x..Pfadangabe der Daten’’) 

Gruppierung 
>classes<-sampnames(xsPos/xsNeg) 
>names<-sampnames(xsPos/xsNeg) 
>dim(names)<-c(length(names),1) 
>classes<-apply(names,1,function(x){substr(x,1,nchar(x)-16);}) 
>sampclass(xsPos/xsNeg)<-classes 

Alignment 
> xsgNeg/xsgPos <- group.mzClust(xsNeg/xsPos, minsamp=2, mzppm=7) 

Ausgabe in Excel 
 >groupmat <- groups(xsgPos/xsgNeg) 
>values <- groupval(xsgPos/xsgNeg, "medret", "into") 
>tab <- cbind(groupmat, values) 

Speichern und Ausgabe 
>save(tab,file=’’/x/x…Pfadangabe der Daten_aligned.rdat’’) 
>write.table(tab,file=‘‘/x/x.. Pfadangabe der Daten_tab.csv‘‘) 

b.) XCMS-Skript für UPLC-ESI-MS Daten 

Peakpicking und Alignment 

Starten von XCMS und laden der Bibliotheken  
> library(xcms)  

Pfadangabe für Eingabe und Ausgabe Daten  
> setwd('Pfadangabe für Rohdaten') lpath<-‚‘.‘‘ 
>files <- list.files(lpath, full.names = T, pattern = "*.mzXML", recursive = T) 
>length(files) 

Parameter für Peakerkennung 
> snthr=5 

Dateien einlesen und Peakpicking durchführen  
>xset <- xcmsSet(files=files, method='centWave', mzdiff=0.3, peakwidth=c(5,12), snthr=snthr, ver-
bose.columns=F, prefilter=c(2,500)) 

Speichern 
>setwd('/x/x/…Pfadeingabe') 
>file='Dateiname.rdat'   
>save(xset,file=file) 
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Gruppierung 
> sampnames(xset)  
> names<-sampnames(xset) 
>names <- substr(names,1,nchar(names)-X) ## x=wie viele Zeichen am Dateinamenende entfernt werden sollen 
>sampclass(xset) <- as.factor(names) 
>xset_group1 <- group(xset, minsamp = 2, bw = 5, mzwid = 1) 
> file="Dateiname.rdat" 
>save(xset_group1,file=file) 
> groupmat <- groups(xset_group1) 
>values <- groupval(xset_group1, "medret", "maxo") 
>tab <- cbind(groupmat, values) 
>save(tab,file="/x/x…Pfadangabe der Daten_aligned.rdat’’") 
>write.table(tab,file="Dateiname_tab.csv") 

2) Korrelationsanalyse (AcorA) 

XCMS-Skript  

Starten von AcorA und einlesen der Daten  
>library(acora) 
> dir<-"/x/x…Dateiname" 
>setwd(dir) 
>file<-" Pfadangabe der Datei.rdat" 
>load(file) 

Definieren in Tab-Matrix 
> rownames(tab)<-paste(tab[,"mzmed"],tab[,"rtmed"],sep="/") 

Bioaktivitäten definieren 

>ba<-c(59,24,15,35,65,22,56,22,43,26,57,21,32,43,21,63,39,72,20,15,0,0,56,61) 

Über diese Namen werden nun die Bioaktiviäten den Samples in avgTab zugeordnet 

>names(ba)<-c("KHS048-01neg","KHS048-02neg","KHS048-03neg","KHS048-04neg","KHS048-

05neg","KHS048-06neg","KHS048-07neg","KHS048-08neg","KHS048-09neg","KHS048-

10neg","KHS048-11neg","KHS048-12neg","KHS048-13neg","KHS048-14neg","KHS048-

15neg","KHS048-16neg","KHS048-17neg","KHS048-18neg","KHS048-19neg","KHS048-

20neg","KHS048-21neg","KHS048-22neg","KHS048-23neg","KHS048-24neg") 

Peaks <150 m/z ausschneiden 

>tabcleaned<-tab[which(tab[,1]>150),]   

Tab-Matrix auf die Spalten zusammenschneiden (x bis x), die die eigentlichen Samplespalten enthal-

ten 

>colnames(tabcleaned) # Spalten mit Intensitätswerten raussuchen 

>tab1<-tabcleaned[,x:x] 

>tab2<-tab1 

>colnames(tab2) ### hier müssen alle Spalten mit den  Intensitätswerten enthalten sein 

   # ist so lang wie tab2 Spalten hat 

  # die Positionen, die gleiche Werte enthalten, definieren die Spalten in tab2, die zu 

einer Gruppe gehören 

groupDefs<-c(substr(colnames(tab2)[1:72],1,9)) ## Zahlen sind Bsp. 

# groupDefs muss die Gruppennamen enthalten, die auch in names(ba) verwendet 

wurden oder names(ba) muss die Gruppennamen enthalten, die hier festlegt sind 

Test damit keine Schlüsselfehler mit falschen Gruppendefs entstanden sind 

>stopifnot(is.element(groupDefs,names(ba))) ## nicht alle groupDefs sind in names(ba) enthalten 

>stopifnot(is.element(names(ba),groupDefs)) # nicht alle names(ba) sind in groupDefs enthalten 
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Peakintensitäten in tab2-Matrix pro Gruppe mitteln 

>retList<-averageGroups(variableSampleMatrix=tab2, groupDefs=groupDefs, mean = TRUE, minfrac 

= NULL, minsamp = 2, makeNAZero = FALSE) 

Gemittelte PeakMatrix 

>avgTab    <- retList$averagedVariableSampleMatrix 

Guppeninfos, gibt an, in welchen Gruppen die einzelnen Peaks gesehen wurden 

>groupInfos <- retList$groupInfos 

Starten Permutations-Korrelations-Test 

>corEr-

gObj<permCorrTest(variableSampleMatrix=avgTab,activities=ba,corMethod="spearman",permIts=100

0,alpha=0.05) 

Teil der Originaltabelle Tab. suchen, der zu den sig. korrelierenden Peaks gehört (neg.= Inhibitor oder  

pos. Korrelation) 

>tab.posSigCorVars<getSigCorrsMatrix(variableSampleMatrix=tab,sigCorrs=corErgObj$sigCorrs.pos,

corMethod=corErgObj$corMethod) 

GroupInfos als erste Spalte an gemittelte Matrix hinzufügen  

>avgTab<-cbind(groupInfos,avgTab) 

>colnames(avgTab)[1]<-"groupinfos" 

Teil der gemittelten Matrix avgTab raussuchen, der zu den sig. korrelierenden Peaks gehört (neg. und 

pos.) 

>avg-

Tab.posSigCorVars<getSigCorrsMatrix(variableSampleMatrix=avgTab,sigCorrs=corErgObj$sigCorrs.

pos,corMethod=corErgObj$corMethod) 

Matrizen speichern in derzeitigem Working-Direktory 

>dir<-"/x/x… Dateipfad und Name" 

setwd(dir) 

Ausgabe der Korrelationsergebnisse  
>write.csv(tab.posSigCorVars,file=paste(file,"_tab_posCors.csv",sep="")) 

>write.csv(avgTab.posSigCorVars,file=paste(file,"_avgTab_posCors.csv",sep="")) 

Plots für die sig. korrelierenden Peaks (neg. und pos.) ausgeben und speichern in derzeitigem Work-

ing-Direktory 

>plotSigCorrs(plotExps=corErgObj$plotExps.pos,fileNameSuffix=paste(file,"_posCorVar.pdf",sep=""),o

utputFolder=NULL) 

>save(corErgObj,file=paste(file,"_corErgObj_Pos_1mg_7ppm.rdat",sep=""))
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