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Argentum atque aurum
facile est laenamque togamque
Mittere, boletos mittere difficile est.

Leicht ist es Silber und Gold,
Mantel und Toga zu verschenken,
schwer ist es aber, auf Pilze zu verzichten.

Marcus Valerii Martialis
Epigrammaton Liber XIIT; XLVIII
1. Jh. n. Chr.
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1. Zusammenfassung

Pilze der Gattung Hygrophorus (Schnecklinge) leben in Symbiose (als Mykorrhiza) mit
verschiedenen Laub- und Nadelbdumen. Die meisten Pilze dieser Gattung sind essbar.
Es fallt auf, dass die Fruchtkorper der Schnecklinge im Gegensatz zu Fruchtkérpern der
meisten anderen Sténderpilze kaum von parasitischen Pilzen befallen werden. Ziel dieser
Dissertation war es, die chemischen Grundlagen hierfiir zu finden.

Aus Fruchtkérpern von Hygrophorus latitabundus, H. olivaceoalbus, H. persoonii und
H. pustulatus konnten zwanzig neue Cyclopentenon-Derivate, die Hygrophorone genannt
wurden, isoliert und deren Struktur mit Methoden der Kernresonanzspektroskopie (NMR)
und der Massenspektrometrie (MS) aufgeklart werden. Chemisch sind die Hygrophorone
2-Cyclopentenone mit Hydroxy- oder Acetoxy-Substituenten an C-4 und C-5. Aufkerdem
befindet sich an C-5 eine ungeradzahlige Alkylkette (Cy1, Cy3, Cy5 oder Cy7), die an C-6
zusitzlich hydroxyliert, acetyliert oder oxidiert ist (siehe Abbildung 1.1). Zusétzlich konn-
ten die neuen y-Butyrolacton-Derivate 5-( E)-2-Hydroxytetradexyliden-5H-furan-2-on und
5-(Z)-2-Hydroxytetradexyliden-5 H-furan-2-on isoliert werden.

Die relative Konfiguration der Substituenten des Cyclopentenonringes konnte durch Mes-
sung des Nuclear Overhauser Effekts (NOE), durch Vergleich von Kopplungskonstanten so-
wie durch Umsetzung zum cyclischen Methylboronat bestimmt werden. Die Hygrophorone
A (aus H. persoonii) und D (aus H. latitabundus) sind trans konfiguriert, die Hygrophorone
B (aus H. olivaceoalbus) und C (aus H. pustulatus) sind cis konfiguriert.

Erste Aktivitdtsstudien zeigen, dass die Hygrophorone antifungisch und antibakteriell
wirksam sind. Die antibakterielle Wirkung ist gegen Gram-positive Bakterien stirker als
gegen Gram-negative Bakterien. Die Hygrophorone sind selbst bei Methicillin, Ciprofloxa-
cin und Vancomycin resistenten Bakterienstimmen hoch aktiv. Dabei sind polarere Ver-
bindungen aktiver als unpolarere.

Da iiber das massenspektrometrische Verhalten von Cyclopentenon-Derivaten wenig
bekannt ist, wurde das Fragmentierungsverhalten der Hygrophorone nach Elektrospray-
Ionisierung untersucht. Obwohl die Substituentenfragmentierung (Abspaltung von Wasser,
Essigsdure, Keten) die dominierende Fragmentierung ist, gibt es einige Schliisselfragmente,
welche die Einteilung der Hygrophorone in zwei Typen erlaubt: Typ I-Hygrophorone haben
eine Hydroxy- oder Acetoxy-Gruppe an C-6, wiahrend Typ II-Hygrophorone an C-6 zum
Keton oxidiert sind. Eine sehr interessante und ungewthnliche Fragmentierung ist die Ab-
spaltung von COs nach negativer Ionisierung vom Pseudomolekiilion [M—H]~, welche nur
durch vorgelagerte Umlagerung eines Sauerstoffes einer Hydroxygruppe stattfinden kann.

Durch Kenntnis des Fragmentierungsverhaltens konnten mit Selected Reaction Monito-
ring (SRM, Messung spezifischer Fragmentierungsschritte) Hygrophorone auch in H. aga-
thosmus, H. nemoreus und H. poetarum nachgewiesen werden.
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Die Biosynthese der Hygrophorone wurde durch Verimpfung von '¥C markiertem Ace-
tat und ¥*C markierter Glucose untersucht. Ein Einbau konnte nicht festgestellt werden.
Parallel dazu wurde die Biosynthese von dhnlichen Verbindungen aus Rigidoporus lineatus
untersucht. Hier konnte ein statistischer Einbau von 3C markiertem Acetat beobachtet
werden.

O OR3 O OR?
CnH2n+1 Q ° CnH2n+1
/ "OR? OR?
OR! OR!
Hygrophorone A Hygrophorone B
37:R'=H R?=H R3®=H n=12 44:R'=H R?=H R®=H n=14
322R'=Ac R?=H R®=H n=12 46:R'=Ac R?=H R®=H n=14
33:R'=H R?=H R®=Ac n=12 47:R'=H R?=H R3®=Ac n=14
31:R'=Ac R?=H R3®=Ac n=12 48:R'=Ac R?=H R3®=Ac n=14
39:R'=Ac R?=Ac R®=Ac n=12 49:R'=Ac R?=Ac R®=Ac n=14
35:R'=Ac R?=H R®=H n=14 45:R'=H R?=H R®=H n=16

36:R'=H R?=H R3=Ac n=14
34:R'=Ac R2=H R3=Ac n=14

O o o o
CnH2n+1 Q 6 CnH2n+1
/ OH OH
OR OR
Hygrophorone D Hygrophorone C
53:R=H n=12 5I:R=H n=12
522.R=Ac n=12 50: R=Ac n=12

55:R=H n=14
54:R=Ac n=14

(@) (0] O OH
\2 (@] \2 (@] CioHos
OAc O 4L ® 34 OH  OH
—H (2) o MeO OH
HO s

et L
CioHazs 39
OR
Hygrophorone E Hygrophoron F*? Hygrophoron G*2
60:R=H n=10 40 41

57:R=Ac n=10
59:R=H n=12
56:R=Ac n=12
58:R=Ac n=14

Abbildung 1.1. Aus verschiedenen Hygrophorus-Arten isolierte Hygrophorone und
deren semisynthetische Derivate.



2. Summary

Fungi of the genus Hygrophorus are obligate symbionts (as mycorrhiza) with deciduous or
coniferous trees. Most of the species in this genus are edible. Contrary to fruit bodies of
most other basidiomycetes they are hardly ever attacked by parasitic fungi. The ecological
defence observations prompted us to look for the underlying chemical principles.

Twenty new cyclopentenone derivatives (hygrophorones) were isolated from fruitbodies
of Hygrophorus latitabundus, H. olivaceoalbus, H. persoonii, and H. pustulatus. Their
structure was elucidated by NMR and MS. The hygrophorones are 2-cyclopentenones with
hydroxy or acetoxy substituents at C-4 and C-5. Furthermore, there is an odd numbered
alkyl chain (Cyq, Cy3, Cy5 or Cy7) at C-5 which is additionally hydroxylated, acetoxylated,
or oxidized at C-6 (see figure 1.1). Additionally, two new ~-butyrolactone derivatives 5-(E)-
2-hydroxytetradecylidene-5H-furan-2-one and 5-(Z)-2-hydroxytetradecylidene-5 H-furan-2-
one were isolated.

The relative configuration of the substituents of the cyclopentenone ring was assigned
based on nuclear overhauser effects (NOE), comparison of coupling constants, and forma-
tion of cyclic methylboronates. Hygrophorones A (from H. persoonii) and hygrophorones
D (from H. latitabundus) are trans configured, hygrophorones B (from H. olivaceoalbus)
and hygrophorones C (from H. pustulatus) are cis configured.

First activity studies showed that hygrophorones have significant antibacterial and an-
tifungal potential. The antibacterial effect against Gram positive bacteria is stronger than
against Gram negative bacteria. The hygrophorones are even active against vancomycin,
methicillin and ciprofloxacin resistant bacteria. Polar compounds are more active than
nonpolar.

Mass spectral studies of cyclopentenone derivative are rarly described in literature.
Therefore the mass spectral behaviour of hygrophorones after electrospray ionisation was
investigated. Although the substituent fragmentations (loss of water, ketene, acetic acid)
are the most dominating processes, there are some key ions allowing an assignment into
two types: type I hygrophorones have a hydroxy- or an acetoxygroup at C-6, while type I1
hygrophorones are oxidized at C-6 to a ketone. An interesting and unusual fragmentation
is the loss of COy from the [M—H]|~ ion which is only possible by a rearrangement including
an oxygen of a hydroxyl function.

Knowledge of the MS-fragmentation behaviour of hygrophorones allowed to detect hy-
grophorones also in H. agathosmus, H. nemoreus, and H. poetarum by selected reaction
monitoring (SRM).

The biosynthesis of the hygrophorones was investigated by inoculation of *C marked
acetate and *C marked glucose. An incorporation was not observed. In parallel, the
biosynthesis of similar compounds from Rigidoporus lineatus was investigated. A statistic
incorporation of 13C marked acetate was observed here.
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3. Einleitung

Alexander Fleming hat als Lazarettarzt im Ersten Weltkrieg erleben miissen, wie Soldaten,
deren Verletzungen durchaus heilbar gewesen waren, an den Folgen von bakteriellen Wund-
infektionen gestorben sind. Ihm waren die Hande gebunden, denn Antibiotika standen ihm
nicht zur Verfiigung. Bekannt waren nur Antiseptika wie Karbolsiure (Phenol), Iod oder
Chlorwasser. Diese zerstoren jedoch die Leukozyten, sie sind daher fiir die innere Anwen-
dung nicht geeignet (Gieen 2003; Friedrich 2005). Deshalb suchte er nach antibakteriellen
Substanzen und fand heraus, dass Nasensekret und Trénenfliissigkeit Bakterien auflosen
kénnen. Ursache ist das dort enthaltene Enzym Lysozym (Fleming 1922). Leider ist des-
sen Wirkspektrum nicht sehr groff. Wahrend es die meisten fiir den Menschen harmlose
Bakterien schnell lysiert, zeigt es gegen gefdhrliche Krankheitserreger wie B. typhosus, B.
pestis oder Pneumococci keinen Effekt (Fleming 1922; Fleming und Allison 1922).

Eine seiner Staphylokokken-Kulturen hatte eine Schimmelpilz-Fremdinfektion. Fleming
(1929) machte hier die erstaunliche Beobachtung, dass im Umkreis dieses Pilzes die Bak-
terien ebenso lysiert waren. Es stellte sich heraus, dass der Schimmel Penicillium notatum
eine Substanz bildet, die gegen eine Reihe von Bakterien, vor allem gegen Gram-positive
Bakterien, todlich wirkt. Er konnte zeigen, dass Penicillin, so nannte er diese Substanz,
nicht toxisch gegen Kaninchen oder Mause ist. Leukozyten werden von Penicillin nicht
geschadigt. Leider war es ihm nicht mdoglich, Penicillin als Reinsubstanz zu isolieren.

Auch Gerhard Domagk war auf der Suche nach antibakteriellen Substanzen. Dabei baute
er auf Arbeiten von Robert Koch und Paul Ehrlich auf, die Bakterien mit Farbstoffen se-
lektiv anfarben und so nachweisen konnten. Domagk postulierte, dass man so die Bakterien
nicht nur sichtbar, sondern sogar gezielt zerstoren kann. Daher liefs er tausende Farbstoffe
synthetisieren und in seinem Labor auf antibakterielle Wirkung testen. Darunter war ein
ziegelrotes Sulfonamid, das sich als sehr aktiv gegen Streptokokken erwies. Er nannte es

CHs
N SO,NH, N SO,NH,
/ < > / < >
N 4 H,N N 4

NH,
Streptozon Prontosil

HO

H3C

Abbildung 3.1. Die ersten von Domagk 1935 synthetisierten, antibakteriell wirksamen
Sulfonamide.
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folglich Streptozon. Die zu geringe Wasserloslichkeit verhinderte aber dessen Einsatz als
Medikament. Durch Modifikation konnte das Derivat Prontosil mit besseren Loslichkeits-
eigenschaften erhalten werden (Abb. 3.1). Gemeinsam mit seinen Mitarbeitern zeigte er
erfolgreich, dass man Bakterien nicht nur in vitro, sondern auch im menschlichen Kérper
bekdampfen kann (Domagk 1935). Dafiir erhielt er 1939 den Medizin-Nobelpreis.

Nachdem die Entdeckung des Penicillins zunéachst fiir einige Zeit unbeachtet blieb, gelang
es 1938 Howard W. Florey, Ernst B. Chain und ihren Mitarbeitern es aus dem Kulturfiltrat
von Penicillium-Kulturen in groferen Mengen zu isolieren und gegen Infektionskrankhei-
ten, anfangs bei Tieren und ab 1941 bei Menschen, erfolgreich anzuwenden. Nachdem die
technologischen Schwierigkeiten der Fermentation und Isolation iiberwunden worden wa-
ren, konnte Penicillin ab 1944 im grofseren Mafistab hergestellt werden. Fiir ihre Arbeiten
wurde deshalb 1945 der Medizin-Nobelpreis Fleming, Chain und Walter verliehen.

1943 isolierten Selman A. Waksman und seine Mitarbeiter das Aminoglykosid Streptomy-
cin aus Streptomyces griseus. Es avancierte erfolgreich zum Heilmittel gegen die gefiirchtete
Tuberkulose. Streptomyces-Arten erwiesen sich als sehr potente Quelle neuer Antibiotika.
So wurden in der Folge z. B. auch Chloramphenicol, Tetracyclin und Aureomycin aus Strep-
tomyces-Arten isoliert.

Durch diese Entdeckungen &nderte sich die Medizin und mit ihr die Naturstoffchemie
dramatisch. Das Zeitalter der Antibiotika war geboren. Plotzlich hatte man Substanzen
in den Handen, mit denen man wirksam gegen Bakterien vorgehen konnte. Bakterielle
Infektionen, die bis dahin zu den Haupttodesursachen zahlten, verloren ihre Schrecken.

Sehr schnell wurde die Euphorie iiber die neuen Wunderwaffen gedampft, als man er-
kannte, dass sich die Bakterien wehren. Durch den vermehrten Einsatz von Antibiotika
wurden viele Bakterienstamme resistent gegen die eingesetzten Substanzen. Das Wettriis-
ten hatte begonnen. Immer neue Wirkstoffe wurden gebraucht und gefunden. Die Bakterien
hingegen fanden immer wieder eine Moglichkeit, Resistenzen auszubilden. Dieser Kampf
gegen die Krankheitserreger ist endlos. Es ist nur eine Frage der Zeit, wann neu auf den
Markt gebrachte Medikamente nicht mehr wirksam sind.

Der Bedarf an neuen Substanzen ist daher ungebrochen. Dabei ist die Suche nach Wirk-
stoffen, nicht nur die Suche nach Antibiotika, immer schwieriger und teurer geworden. Das
liegt auch daran, dass die Anspriiche an neue Wirkstoffe gestiegen sind. Erstens sollen sie
selbstverstandlich besser sein als die etablierten. Das heifst, sie sollen in geringeren Do-
sen wirken, einen groferen therapeutischern Bereich haben und weniger Nebenwirkungen
besitzen. Und zweitens miissen sie sich natiirlich auch verkaufen kénnen. Das heifst, die
Kosten fiir den Wirkstoff bzw. fiir das Medikament diirfen nicht zu hoch sein.

Es gibt mehrere Wege, neue bioaktive Substanzen zu finden. Ein Weg ist die Synthese
neuer Verbindungen - klassisch oder kombinatorisch. Wenn man nach neuen Leitstruktu-
ren sucht, ist dieser Weg sehr steinig. Viele Verbindungen miissen synthetisiert und dann
getestet werden.

Ein anderer Weg ist der Blick in die Natur. Uber Jahrtausende kiimpfen dort Arten um
ihr Uberleben. Viele Verteidigungsstrategien wurden entwickelt und evolutiv angepasst und
verbessert. Manche Arten haben mechanische Schutzmechanismen wie Dornen, Stacheln
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oder harte Panzer gebildet. Andere bevorzugten chemische Waffen. Letztere gilt es zu
isolieren und fiir den Menschen nutzbar zu machen.

Statt tausende Verbindungen im Labor aufwendig zu synthetisieren, kann man der Natur
die Synthese und der Evolution die Auslese der besten Strukturen iiberlassen. Wenn die
Waffen der Natur isoliert und deren Struktur aufgeklart worden sind, kann eine Synthese
entworfen und Derivate oder Mimetika synthetisiert werden, die fiir eine Nutzung im oder
am Menschen geeigneter sind als die urspriingliche natiirliche Leitsubstanz.

3.1. Inhaltstoffe von Pilzen

Neben Stoffen des Primérstoffwechsels wie Zucker, Fettsduren, Aminosduren oder Nukle-
insduren stellen Pflanzen und Pilze Sekundarstoffe her, deren Funktion iiber Energiehaus-
halt und Lebenserhaltung hinausgeht. Wahrend sich der Primérstoffwechsel von Pilzen und
Pflanzen kaum unterscheidet, gibt es doch Unterschiede im Sekundarstoffwechsel. Ergoste-
rol zum Beispiel ist ein typisches Sterol, welches in Pilzen ubiquitar verbreitet ist, wiahrend
es in Pflanzen bisher nicht nachgewiesen wurde. Dagegen fehlen typische pflanzliche Sterole
wie Sitosterol oder Campesterol in Pilzen. Wahrend die Biosynthese der Sterole, ausgehend
von Acetyl-CoA iiber Isopentenyldiphosphat bis zur Bildung von Squalenepoxid, bei allen
Eukaryonten gleich ist, unterscheidet sie sich bei Tieren, Pflanzen und Pilzen in weite-
ren Schritten. Es kommt zur Bildung von typisch pflanzlichen, tierischen oder pilzlichen
Sterolen (Benveniste 1986; Benveniste 2004; Darnet und Rahier 2004).

Trotzdem kann man bei der Untersuchung von Naturstoffen immer wieder auch Uberra-
schungen erleben. So konnten Radulovic et al. (2005) aus dem Erdwarzenpilz (Thelephora
terrestris) die drei Pregnan-Steroide Stizophyllin, Terresteron A und B isolieren. Pregnan-
Steroide sind typische Pflanzensteroide. Bis dato wurden sie in Pilzen nicht nachgewiesen.

Wiéhrend manche Substanzen ubiquitéar verbreitet sind, gibt es auch Substanzen, die spe-
zifisch fiir die Familie, sogar fiir die einzelne Art sind. So sind zum Beispiel innerhalb der
Ordnung der Rohrlinge (Boletales) Hydroxypulvinséduren weit verbreitet (Gill und Steglich
1987). Bei vielen Boleten verfiarbt sich der Schwamm auf Druck oder nach Verletzung mehr
oder weniger schnell blau. Dafiir verantwortlich sind die Hydroxypulvinsduren Xerocom-
sdure (1) bzw. Variegatsdure (2). Sie werden enzymatisch zu blau gefirbten Chinonmethid-
Anionen oxidiert (siehe Abbildung 3.2). Die Biosynthese der Pulvinséuren startet von zwei
Molekiilen Tyrosin (3), welche nach Desaminierung zu Atromentin (4) verkniipft werden
(sieche Abbildung 3.3). Nach enzymatischer oxidativer Ring6ffnung und Recyclisierung ent-
steht Atromentinséure (5), die weiter zu Xerocom- (1) bzw. Variegatsiure (2) oxidiert wird
(Gill und Steglich 1987).

Hydroxypulvinsduren findet man aber nicht nur in ,,.Schwammpilzen wie den Steinpilzen
(Boletus), Rauhfufiréhrlingen (Leccinum), Filzrohrlingen (Xerocomus) oder Schmierréhr-
lingen (Suillus), sondern auch in einigen Lamellenpilzen wie den Kremplingen (Paxillus),
Gelbfiiken (Chroogomphus) oder Schmierlingen (Gomphidius). Pulvinsdurederivate las-
sen sich auch in gastroiden Gattungen wie in Triiffeln (Melanogaster) oder Wurzeltriiffeln
(Rhizopogon) nachweisen. (Gill und Steglich 1987, siche Abbildung 3.3)
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Oxidase
oder
K3[Fe(CN)g]

R=
R=

H Xerocomséure (1) blaues Chinonmethid-Anion
OH Variegatsaure (2)

Abbildung 3.2. Die Pulvinsduren Xerocomséure (1) und Variegatsidure (2) sind
verantwortlich fiir die Blaufarbung des Fruchtkorper der Rohrlinge nach Druck oder
Verletzung.

Biosynthetisch und strukturell sehr dhnliche Substanzen sind die Diarylcyclopentanoide.
So enthélt z. B. der Kahle Krempling (Paxillus involutus) (—)-Involutin (6, Edwards et al.
1967; Edwards und Gill 1973) sowie als Begleitsubstanzen (—)-Chamonixin ((—)-7, Steglich
et al. 1977; Feling 2000), Anhydroinvolutin (8, Gill und Steglich 1987) und (+)-Involuton
(9, Antkowiak et al. 2003). Aus der Blauenden Bergtriiffel (Chamonixia caespitosa) konnten
Gyrocyanin (10), Gyroporin (11) sowie (+)-Chamonixin ((4)-7, Steglich et al. 1977),
aus dem Erlengriibling (Gyrodon lividus) (—)-Chamonixin ((—)-7) und (—)-Involutin (6)
isoliert werden (Besl et al. 1980). Gyrocyanin (10) und Gyroporin (11) waren schon aus
dem Kornblumenrdhrling (Gyroporus cyanescens) bekannt (Besl et al. 1973).

Die Biosynthese der hydroxylierten Diarylcyclopentenone ist noch nicht in allen Einzel-
heiten verstanden. Sicher scheint aber, dass auch hier Tyrosin der Vorlaufer ist (Feling
2000; Gruber 2002). Aufgrund retrobiosynthetischer sowie biomimetischer Uberlegungen
konnen drei Wege diskutiert werden (siehe Abbildung 3.3, Gill und Steglich 1987; Gru-
ber 2002; Feling 2000): Entweder Atromentinséure (5) wird oxidativ zu Gyrocyanin (10)
umgelagert oder Gyrocyanin (10) entsteht durch oxidative Ringverengung aus Atromentin
(4) oder Gyrocyanin (10) wird direkt aus der dimeren p-Hydroxyphenylbrenztraubenséure
(12) gebildet. Die anderen Diarylcyclopentanoide entstehen dann durch selektive Redukti-
on, Oxidation, Hydratisierung bzw. Dehydratisierung aus Gyrocyanin (10) (Feling 2000).

Eine weitere nah verwandte Substanzgruppe sind die Grevilline. Auch sie leiten sich
von Tyrosin ab (sieche Abbildung 3.3). Sie entstehen durch Lactonisierung der dimeren
p-Hydroxyphenylbrenztraubenséure (12). Die Grevilline A — D (13 — 16) unterscheiden
sich im Hydroxylierungsmuster der aromatischen Ringe. Sie kommen vor allem in den
Schmierrohrlingen (Suillus) vor (Besl und Bresinsky 1997; Gill und Steglich 1987).

Der Nachweis von Hydroxypulvinsduren und Diarylcyclpentenoiden nicht nur in boleta-
len Gattungen, sondern auch in agaricalen und gastroiden Gattungen (Gill und Steglich
1987; Arnold et al. 1996) liefs eine enge Verwandtschaft dieser Gattungen mit den Boletales
vermuten und fiithrte zu einer Erweiterung dieser Ordnung (Bresinsky 1996). Schaut man
sich z. B. die Lamellen der Paxillus-Arten unter diesem Aspekt genauer an, kann man die
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Querrippen als Ursprung des Schwammgewebes deuten. Auch molekularbiologische Un-
tersuchungen (Fischer et al. 1997; Bruns et al. 1998; Kretzer und Bruns 1999) legen eine
verwandtschaftliche Beziehung von Paxillus zu den Boletales nahe.

Ein weiteres Beispiel fiir chemotaxonomische Marker sind substituierte Anthrachinone.
Sie kommen in Fruchtkérpern der Dermocyben (Hautkdpfe) vor und fithrten zur Einglie-
derung dieser Gattung als neue Untergattung in Cortinarius (Hgiland 1983; Arnold et al.
1987).

3.2. Inhaltsstoffe in Pilzen der Gattung Hygrophorus

Bisher ist sehr wenig tiber sekundére Inhaltsstoffe aus Pilzen der Gattung Hygrophorus
berichtet worden. Das in Pilzen ubiquitdar vorkommende Sterol Ergosterol und seine De-
rivate wurden in mehreren Hygrophoraceen nachgewiesen (Wakita 1977). In Hygrophorus
hypothejus und H. olivaceoalbus ist Ergosterol das Hauptsterol. Weiterhin konnte Ergost-
7-en-33-ol (A7-Campesterol) und Ergosta-7,22-dien-33-ol in geringeren Mengen nachge-
wiesen werden (Morrica et al. 1984). Im Gegensatz dazu ist das Hauptsterol in H. lucorum
Ergosta-5,7,22-trien-33-ol. In geringeren Mengen wurde dort auch Ergosta-5,7-dien-33-ol,
Ergosta-7,22-dien-33-ol und Ergost-7-en-33-ol nachgewiesen (Cordella et al. 1982). Aus
dem Methanolextrakt von H. discoideus konnte Bag¢inovié¢ (2006) 5a,8a-Ergosterolperoxid
isolieren.

Einige Arten der Gattung Hygrophorus zeichnen sich durch einen intensiven Geruch
aus, der beispielsweise fiir H. cossus ss. Mos. als , Geruch nach Weidenbohrerraupen oder
fir H. agathosmus als ,Bittermandel-Geruch® beschrieben wird (Moser 1983). Im Wasser-
dampfdestillat von H. cossus konnten Steglich und Li (Fugmann 1985) grofere Mengen
Aceton, 2-Butanon und Phoron (2,6-Dimethyl-2,5-heptadien-4-on) nachweisen und als 2,4-
Dintrophenylhydrazone isolieren. Duftstoffanalysen fiihrten in H. agathosmus zum Nach-
weis von Benzaldehyd (Breheret et al. 1997a; Rapior et al. 1997; Talou et al. 2000), Phenyl-
acetaldehyd, Benzylalkohol, Phenylacetonitril, 2-Phenylethanol (Rapior et al. 1997) sowie
a-Pinen und -Phellandren (Breheret et al. 1997b). Weiterhin wurde Tridecanal in groferen
Mengen in H. agathosmus und H. eburneus nachgewiesen (Rapior et al. 1997). Indol und
3-Chlorindol sind die Ursache fiir den widerlichen Geruch von Hygrophorus paupertinus
(Wood et al. 2003).

Untersuchungen an Hygrophorus lucorum (Fugmann 1985; Gill und Steglich 1987) fiihr-
ten zur Isolierung und Strukturaufklarung des neuen ~-Butyrolactons Hygrophorsiure
(17). Dessen Biosynthese verlduft iiber eine oxidative Spaltung des aromatischen Ringes
von Kaffeesdure (18) zwischen C-3 und C-4 und Recyclisierung zum Lacton (Abb. 3.5).
Dies konnte durch Synthese und den Einbau von [a-*H|-Kaffeesiure in Hygrophorséure in
einem Feldversuch bewiesen werden. In einem Screening von 20 Hygrophorus-Arten (siche
Tabelle 3.1) konnte die Hygrophorsidure in zumindest 4 Arten sicher nachgewiesen werden.
Parallel dazu wurde Muscaflavin (19) in 3 Arten der Gattung Hygrophorus nachgewiesen
(Fugmann 1985, siehe Tabelle 3.1). Auffillig ist, dass Muscaflavin nicht in H. lucorum
nachgewiesen werden konnte, obwohl dort Hygrophorsédure in groferen Mengen enthalten
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Abbildung 3.4. Verwandtschaftliche Beziehungen der Gattungen innerhalb der
Ordnung Boletales bzw. zu Gattungen verwandter Ordnungen aufgrund
tibereinstimmender Pigmente (Bresinsky 1996).

Coniophora

ist. Muscaflavin (19) ist ein gelbes Pigment des Fliegenpilzes (Amanita muscaria) (DSpp
et al. 1971; Dopp und Musso 1973a; Dépp und Musso 1973b; Barth et al. 1981). Die
Biosynthese von Muscaflavin verlduft tiber enzymatische Ring6ffnung von L-DOPA (L-3-
(3,4-Dihydroxyphenyl)-alanin, 20) zwischen C-2 und C-3 und anschlieftender Cyclisierung
(Abb. 3.5). Weitere Pigmente des Fliegenpilzes sind die orangefarbenen Musca-Aurine und
das rotviolette Muscapurpurin (Musso 1979; Gill und Steglich 1987). Musca-Aurine sind
Imine der Betalaminséure (21) mit verschiedenen Aminoséuren (Strack et al. 2003). Auch
Muscapurpurin soll ein Imin der Betalaminséure sein (Gill und Steglich 1987; Musso 1979).
Die Biosynthese der Betalaminséaure verlauft auch iiber L-DOPA (20), wobei hier der aro-
matische Ring zwischen C-4 und C-5 enzymatisch gespalten wird (Mueller et al. 1997,
Terradas und Wyler 1991).

Auch aus Hygrocyben (Saftlinge), die in dlterer Literatur mitunter in Hygrophorus einge-
ordnet wurden, konnte Muscaflavin isoliert (Ardenne et al. 1974; Fugmann 1985) bzw. chro-
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Tabelle 3.1. Vorkommen von Hygrophorsaure und Muscaflavin in der
Gattung Hygrophorus (verdndert nach Fugmann 1985)

Art Hygrophorsaure (17) Muscaflavin (19)
H. agathosmus - n.u.
H. atramentosus - n.u.
H. aureus + +
H. chrysodon (+) n.u.
H. cossus — n.u.
H. dichrous - n.u.
H. eburneus - n.u.
H. erubescens - n.u.
H. fuscoalbus - n.u.
H. gliocyclus — n.u.
H. hypothejus ++ ++
H. leucophaeus - n.u.
H. lucorum +++ -
H. marzuolus - n.u.
H. nemoreus (+) n.u.
H. olivaceoalbus — n.u.
H. poetarum - n.u.
H. pudorinus - n.u.
H. russula - n.u.
H. speciosus ++ ++

+-++4 = viel isoliert, ++ = isoliert, + = DC-Nachweis, (4) = unsicher,
— = nicht nachgewiesen; n.u. = nicht untersucht

matographisch nachgewiesen (Kronawitter 1984; Bresinsky und Kronawitter 1986) werden.
Betalaminsiure hingegen konnte in den Saftlingen nicht nachgewiesen werden (Ardenne
et al. 1974). Offenbar fehlt den Hygrocyben eine 4,5-Dioxygenase. Es scheint daher die
Frage interessant, ob in Hygrophorus-Arten Betalaminsdure oder deren Derivate nachweis-
bar sind.

Im Rahmen chemischer und 6kologischer Untersuchungen konnte bei Applizierung von
Rohextrakten mit unterschiedlicher Polaritdt aus verschiedenen Hygrophorus-Arten die
Beeinflussung der Larvalentwicklung von Drosophila melanogaster gezeigt werden. Zudem
wiesen einzelne Rohextrakte eine antifungische Aktivitat gegen Cladosporium herbarum
sowie antibakterielle Aktivitdt gegen Escherichia coli, Pseudomonas acidovorans, Staphy-
lococcus aureus und Bacillus subtilis auf (Haselberger 1986).

Aus Hygrophorus eburneus konnten Teichert et al. (2005) acht ungewdhnliche Fettséu-
ren (22 — 29) isolieren, die durch eine y-Oxoacrylat-Teilstruktur gekennzeichnet sind (siehe
auch Teichert 2004). Sie sind bioaktiv gegen den phytopathogenen Pilz Cladosporium cu-
cumerinum. Auferdem zeigen sie in ersten Versuchen antibakterielle Eigenschaften gegen
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Abbildung 3.6. Hygrophamid (30) aus H. eburnesus [sic!| (Qu et al. 2004)
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Abbildung 3.7. Ungewohnliche Fettsduren mit y-Oxoacrylat-Teilstruktur, die aus
H. eburneus isoliert wurden (Teichert et al. 2005).

die Leuchtbakterien Vibrio fischeri. Aus H. eburnesus (sic!, gemeint ist wohl H. eburneus)
konnten Qu et al. (2004) das neue Ceramid Hygrophamid (30) isolieren.

Wie Hygrophorus sind auch die Nachbararten Hygrocybe (Saftlinge), Camarophyllus
(Ellerlinge) sowie Dermoloma (Samtritterlinge) bisher kaum mykochemisch untersucht wor-
den. Neben den Vorkommen von Ergosterol und deren Derivaten (Yokokawa und Mitsuha-
shi 1981) sowie dem oben erwdhnten Muscaflavin und deren Vorldufern ist der Nachweis
von Psilocybin und Psilocin (Gartz 1986) in Hygrocyben beschrieben worden.

Ziel dieser Dissertation war es, aus ausgesuchten Arten der Gattung Hygrophorus neue,
bioaktive Substanzen zu isolieren und deren Struktur aufzuklaren.
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4.1. Die Gattung der Schnecklinge — Hygrophorus

Die Gattung Hygrophorus Fr. (Schnecklinge) zéhlt zur Ordnung Agaricales (Sténderpil-
ze). Zur Einordnung in Familien gibt es unterschiedliche taxonomische Ansétze. Moser
(1983) ordnet Hygrophorus (Schnecklinge) gemeinsam mit den Gattungen Camarophyllus
(Ellerlinge) und Hygrocybe (Saftlinge) in die Familie Hygrophoraceae (Wachsblatt- oder
Schnecklingsartige) ein. Die Abgrenzung zur Familie Tricholomataceae (Ritterlingsartige)
ist strittig. Bas (1990, 1998) betrachtet sie nur noch als Tribus Hygrophoreae der Familie
Tricholomataceae und ordnet dort Hygrophorus als einzige Gattung ein. Die Gattungen
Camarophyllus und Hygrocybe ordnet er dem Tribus Hygrocybeae der Familie Tricho-
lomataceae zu. Arnolds (1995) stellt auch die Gattung Dermoloma (Samtritterlinge) in
diesen Tribus.

Der Name Hygrophorus setzt sich aus den griechischen Wortern ,hygro* fiir feucht und
,phorus” fiir tragend, also ,Feuchtigkeitstriager® zusammen. Der deutsche Name Schneck-
linge beschreibt dies treffend: meist ist der Hut, oft auch der gesamte Fruchtkoérper mit
einer kréaftigen, klebrigen Schleimschicht iiberzogen. Der englische Name ,waxy caps®, ,wax
caps” oder ,wood wax“ beschreibt die sich wachsartig anfiihlenden Lamellen. Diese sind im-
mer dicklich, entfernt stehend, angewachsen bis herablaufend. Neben den namengebenden
Merkmalen haben alle Schnecklinge weiftes Sporenpulver. Die Farbe der Fruchtkdrper va-
riiert von weifs iiber gelb, orange, bis zu dunklen Brauntonen. Sie ist aber im Gegensatz zu
den Hygrocyben nie leuchtend. Mikroskopische Merkmale der Gattung fassen Gminder und
Kriegsteiner (2001) wie folgt zusammen. Die Epikutis (Huthaut) besteht aus radial verlau-
fenden Hyphen, die Lamellentrama ist bilateral, Cystiden sind selten und unauffillig, die

Basidien sind vier-, seltener zweisporig. Die Arten sind sich mikroskopisch in Sporengréfse
und Form sehr &hnlich (Bon 1992).

Die Schnecklinge sind Ektomykorrhizabildner mit verschiedenen Laub- und Nadelbau-
men, wobei sich die einzelnen Arten stark spezialisiert haben. Aufféillig ist, dass sie kaum
von Insektenlarven oder parasitiaren Pilzen befallen werden. Die Arten in Hygrophorus sind
oft nur schwer voneinander abzugrenzen, wobei Arten, sogar die Gattungsgrenzen selbst,
sehr unterschiedlich interpretiert werden (vgl. Bas 1990; Bon 1992; Bresinsky und Huber
1967; Moser 1983; Hesler und Smith 1963). Die Gattung umfasst, der Grofspilzflora von
Europa folgend (Bon 1992), etwa 60 Arten mit zahlreichen Unterarten. Laut Gminder und
Kriegsteiner (2001) gibt es 40 européische Arten, von denen in Deutschland ca. 35 Arten
vorkommen.
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Tabelle 4.1. Einteilung der Hygrophorus-Arten in Sektionen und Subsektionen nach
Arnolds (1990) mit einem Bild eines typischen Vertreters der Sektion.

Hygrophorus Pudorini Discoidei Olivaceoumbrini

H. discoideus

Fkp: gelb-braunlich, Fkp: dunkelbraun,

H. nemoreus

H. persoonii

H. eburneus

Fkp: weik, Fkp: rotlich,

=+ schleimig trocken schleimig schleimig
Chrysodonti Erubescentes H. discoideus Olivaceoumbrini
H. chrysodon H. erubescens H. unicolor H. olivaceoalbus
H. flavodiscus H. russula H. carpini H. persoonii

H. capreolarius® H. arbustivus H. latitabundus
Pallidini H. lucorum H. mesotephrus
H. penarius Pudorini H. hypothejus

Hygrophorus
H. eburneus

H. poetarum
H. nemoreus
H. pudorinus

Tephroleuci
H. pustulatus
H. agathosmus

H. discoxanthus
H. chrysaspis
H. hedrychii
H. gliocyclus

@ H. capreolarius ist in der Flora Agaricina Neerlandica nicht gefiihrt. Fkp - Fruchtkorper

Die vorliegende Arbeit folgt in der Systematik und Taxonomie der Flora Agaricina Neer-
landica. Arnolds (1990) unterteilt dort die Gattung Hygrophorus in Anlehnung an Singer
(1986) in vier Sektionen mit mehreren Subsektionen (siehe Tabelle 4.1). Diese Einteilung
in Sektionen basiert hauptséchlich auf der Farbe der Fruchtkoérper bzw. der Lamellen.

4.2. Ubersicht iiber Farbreaktionen

Traditionell werden zum Bestimmen von Pilzen auch verschiedene einfache Reagenzien be-
nutzt, die nach Applikation auf den Fruchtkorper bestimmte Farbreaktionen hervorrufen.
Dazu zéhlen beispielsweise Natronlauge, Kalilauge, Ammoniak und Salzsdure, Schwefelsau-
re sowie Losungen von Eisensulfat, Phenol, Fuchsin, Kresolblau, Guajak oder Sulfovanillin.
Hygrophorus-Arten zeigen vor allem mit Kali- bzw. Natronlauge, Ammoniak, Sulfovanil-
lin und Guajak Farbreaktionen (siehe Tabelle 4.2 sowie A.1 im Anhang). Guajak, auch
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Abbildung 4.1. Hygrophorus pustulatus bevor (links) und nachdem (rechts) der Stiel
mit KOH betraufelt wurde.

Guaiac oder Guajakharz genannt, ist das Harz des Guajakbaums Guajacum officinale. Die
ethanolische Losung ist ein empfindliches Reagenz auf Oxidasen und Peroxidasen. Dabei
wird die Guajaconsaure, ein Hauptbestandteil des Guajaks, zu ,,Guajakblau® oxidiert. In
der Medizin wird es als Nachweisreagenz fiir okkultes Blut verwendet, wobei dabei die
Pseudoperoxidase-Aktivitdt des Himoglobins ausgenutzt wird (Heyn 2004). Die meisten
Pilze zeigen diese Oxidationsreaktion, so dass vor allem eine negative Reaktion systematisch
interessant erscheint. Bon (1992) beschreibt, dass die Guajak-Reaktion wenig aussagekraf-
tig ist, da das Ergebnis oft zufillig ist. Ein wichtiges taxonomisches Bestimmungsmerkmal
fiir Schnecklinge hingegen ist die Reaktion mit 30%iger wassriger Natrium- bzw. Kali-
umhydroxidlosung. Bei einigen Hygrophorus-Arten verfiarbt sich der Stiel gelb bis braun,
nachdem er mit Hydroxidlosung betraufelt wurde. Die stoffliche Grundlage dazu war bisher
unbekannt.
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Tabelle 4.2. Makrochemische Farbreaktionen nach Applikation von NaOH oder KOH

Pilz Farbreaktion mit KOH bzw. NaOH Literatur

H. chrysaspis frisches Fruchtfleisch: gelbbraun Meixner (1975)

H. chrysodon Fruchtkorper: gilbend, dann orange-rotbraun Bon (1992)
Fruchtfleisch: gelb Meixner (1975)

H. discoxanthus  Fruchtkorper: gilbend, dann orange-rotbraun Bon (1992)
Hut KOH orange-braun Bas (1990)

H. eburneus Stielbasis: fleischfarben — orange Moser (1983)
Fruchtkorper: gilbend, dann orange-rotbraun Bon (1992)

H. erubescens Fruchtkorper: griinlich-gelb Bon (1992)
Fruchtfleisch: gelblich Meixner (1975)
Huthaut: leicht griinlich gelblich Meixner (1975)

H. gliocyclus Fruchtkorper: gilbend, dann orange-rotbraun Bon (1992)

H. hedrychii Hut, Stielbasis: blaf ocker Bas (1990)

H. latitabundus  Fruchtkorper: gelb — ocker Bas (1990)

H. nemoreus Huthaut KOH bleicht Meixner (1975)

H. olivaceoalbus Stielrinde: sofort hellgelb Meixner (1975)
Fleisch: rot-orange Candusso (1997)

H. penarius Stiel: gilbend, dann orange-rotbraun Bon (1992)
Stielbasis: KOH gelb, orange Bas (1990)
Fruchtfleisch: gelb Meixner (1975)

H. persoonii Hut: gelb-braun Bas (1990)
Stielbasis: KOH orange-rot Bas (1990)

H. pudorinus Fruchtkorper: orange-rot Bon (1992)

H. russula

Fruchtfleisch: KOH sofort griinlich-gelb

Meixner (1975)
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5.1. Hygrophorus persoonii - Olivgestiefelter
Schneckling

Abbildung 5.1. Hygrophorus persoonii - Olivgestiefelter Schneckling.

Hygrophorus persoonii Arnolds, der Olivgestiefelte Schneckling, ist ein Pilz, der auf
kalkhaltigen Boden wéchst. Man findet ihn im spéaten Herbst vor allem unter Eichen. Er
wachst einzeln bis gesellig. Der gesamte Pilz ist mit einer kréftigen, klebrigen, glénzenden
Schleimschicht iiberzogen. Der Hut ist 3 — 8 cm breit, fuchsigbraun bis dunkelbraun. Junge
Pilze haben einen fast kugelférmigen Hut mit umgekrempeltem Rand, dltere Exemplare
sind gewdlbt bis gebuckelt. Die breiten, entfernt stehenden, wachsigen Lamellen sind weifs
und herablaufend. Deren Farbe kann im Alter leicht grauen und einen gelblich-griinen
Stich bekommen. Der Stiel ist 4 — 12 cm lang und hat einen Durchmesser von 0.5 — 1.5 c¢m,
ist zylinderformig und zur Basis hin zugespitzt. Er hat am Hutansatz eine 1 cm lange,
weile, ringférmige Zone. Der Stiel ist gelblich — olivbraun genattert und mit olivbraunen
Stielschuppen besetzt. Die Stielspitze ist weifs, die Basis wurzelnd. Das Fleisch ist weifs und
geruchlos. Der gesamte Stiel verfarbt sich mit KOH-Losung kréftig orange bis orangebraun.
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Abbildung 5.2. 'H-NMR-Spektrum von 4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31)

Durch Behandeln der Fruchtkérper mit Petrolether lasst sich ein Extrakt erhalten, der
sich im Alkalischen gelb bis braun verfirbt. Nach Grobfraktionierung mittels Festpha-
senextraktion und Feinreinigung mit HPLC konnten sechs neue Verbindungen (31 — 36)
gewonnen werden. Sie wurden nach der Gattung, aus der sie isoliert wurden, Hygrophorone
genannt. Die Hygrophorone lassen sich auf einer Diinnschichtplatte sehr einfach detektie-
ren. Dazu wird diese in eine Natrium- oder Kaliumhydroxidlosung (vorzugsweise in eine
methanolische) getaucht, oder man erhitzt sie im Heifluftstrom. Letztere Methode ist einfa-
cher und empfindlicher. Die zunéchst farblosen Hygrophorone verfiarben sich dann gelb bis
braun. Gleichzeitig ist im UV-Licht (366 nm) das Auftreten einer gelb- bis ockerfarbenen
Fluoreszenz zu beobachten.

Das positive ESI-MS-Spektrum (siehe auch Abschnitt 5.6, Seite 39) von 4,6-Di-O-acetyl-
hygrophoron A'? (31) enthilt neben dem protonierten Molekiilion bei m/z 397 auch Peaks
bei m/z 337 [M+H-AcOH|" und 277 [M+H-2AcOH]|*. Sie zeigen die Existenz von zwei
Acetat-Gruppen, welche auch mittels "H-NMR |6 'H = 2.136 (3H, s), 1.996 (3H, s)| und
BC-NMR (§ 13C = 170.5, 20.9; 169.9, 20.7) zu beobachten sind. Ein Peak bei § 3C =
202.3 ppm im ¥*C-NMR-Spektrum weist auf das Vorhandensein einer Carbonylgruppe hin.
Signale bei § ¥C = 134.4 ppm und 156.8 ppm gehdren zu einer C-C-Doppelbindung. HR-
FT-ICR-MS-Messungen belegen die Summenformel CyoH360g, aus welcher sich fiinf Dop-
pelbindungséquivalente berechnen lassen. Summiert man die Doppelbindungen der beiden
Acetatgruppen sowie die der C-O- bzw. der C-C-Doppelbindung, verbleibt ein Aquiva-
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lent, welches auf einen Ringschluss hinweist. Durch Interpretation des HMBC-Spektrums
kommt man zu der Schlussfolgerung, dass ein Fiinfring durch die C-C-Doppelbindung, das
C-Atom der Carbonylgruppe sowie zweier weiterer C-Atome (§ 3C = 79.7 ppm und 81.4
ppm) gebildet wird. Auferdem zeigt das HMBC-Spektrum, dass die Acetatgruppen an
C-4 bzw. an C-6 gekniipft sind. Des Weiteren ist eine lange, unverzweigte, geséttigte Al-
kylkette an C-6 gebunden. Korrelationspeaks im HMBC-Spektrum zwischen dem Proton
der OH-Gruppe und C-1, C-4 sowie C-5 zeigen, dass sich die OH-Gruppe an C-5 befindet.
HMBC-Korrelationen zwischen H-6 und C-1, C-4 sowie C-5 bestétigen die Verkniipfung
von C-6 an C-5. COSY und NOESY-Messungen stehen im Einklang mit der vorgeschla-
genen Struktur. 4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31) ist demnach ein an C-4 und C-5
hydroxyliertes Cyclopent-2-enon mit einer 1-Hydroxytridecanyl-Seitenkette an C-5. Die
Hydroxygruppen an C-4 und C-6 sind mit Essigsédure verestert. 31 besitzt an C-4, C-5 und
C-6 stereogene Zentren, deren relative Anordnung zumindest teilweise aufgeklirt werden
konnte. Die Acetylgruppe an C-4 steht trans zur OH-Gruppe an C-5 (siehe auch Abschnitt
5.5.1, Seite 36). Mittels HPLC an verschiedenen chiralen Sdulen (Chiralpak AD-H | Chiral-
pak AS-H, Chiralcel OH-H, Chiralcel OD-H) konnte fiir 31 nur ein Peak erhalten werden.
Vermutlich handelt sich daher bei 31 nicht um ein Enantiomerengemisch.

Tabelle 5.1. Chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten, COSY-, HMBC- und
NOESY-Korrelationen von 4,6-Acetylhygrophoron A% (31).

H-Atom § 'H (ppm) mult. J (Hz) COSY zu H HMBC zu C NOESY zu H
2 6.441  dd (6.2/1.8) 3.4 1,3,4,5 3

3 7462  dd (6.2/2.1) 2,4 1,2, 4,5 2, 4

AH 5721 dd (2.1/1.8) 2,3 2,3, 4 (C=0), 5 3.5
4-0,C-CH; 2136 s 4, 4 (C=0)

5 OH 3.247 s 1,4, 5 4,6

6 H 5.017 dd (10.2/2.6) 7 1,4,5,6 (C=0),7,8 57,8
6-0oC-CH;  1.996 s 6, 6 (C=0)

7 1.7 m 6 6, 5, 8

18 0.880 ¢ (7.0) 17 16, 17, (18)

Die 'H-NMR-Spektren von 4-O-Acetylhygrophoron A'? (32) und 6-O-Acetylhygropho-
ron A'? (33) dhneln dem Spektrum von 31 sehr. Wihrend sich die chemischen Verschie-
bungen und die Kopplungsmuster von H-2 und H-3 in 31, 32 und 33 fast gleichen, ist das
Signal fiir H-6 in 32 [6 'H = 3.725 ppm ('H, dt, J = 9.6 Hz, J = 3.0 Hz)| bzw. H-4 in 33
[6 '"H = 4.835 ppm ('H, ddd, J = 6.7 Hz, J = 2.0 Hz, J = 1.8 Hz)| hochfeldverschoben
und zeigt eine zusédtzliche Kopplung. Auferdem ist das Signal einer Acetatgruppe durch
ein Signal fiir eine OH-Gruppe [32: 6 'H = 2.39 ppm (*H, br d, J = 3.0 Hz), 33: 6 'H =
3.012 ppm (*H, d, J = 6.7 Hz)| ersetzt. Die Summenformel CyoH3,05 wurde durch ESI-
FT-ICR-MS-Messung ermittelt. Sie bestétigt, dass 32 und 33 monodeacetylierte Derivate
von 31 sind. Wéahrend die Acetoxygruppe in 32 an C-4 verkniipft ist, befindet sich die
Acetoxygruppe in 33 an C-6 (siche Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3. Hygrophorone A isoliert aus Hygrophorus persoonii (31 — 36) und
semisynthetische Derivate davon (37 — 39).

4,6-Di-O-Acetylhygrophoron A'* (34), 4-O-Acetylhygrophoron A* (35) und 6-O-Acetyl-
hygrophoron A'* (36) sind Homologe von 31, 32 und 33 mit einer zusitzlichen Ethy-
leneinheit in der Alkyl-Seitenkette. Durch vorsichtiges Verseifen von 31 mit verdiinnter
methanolischer Natronlauge ist es moglich sowohl die monoacetylierten Derivate 32 und
33, als auch Hygrophoron A'? (37) mit drei freien OH-Gruppen sowie dessen Methanolad-
dukt (38) zu erhalten. Die peracetylierte Verbindung 4,5,6-Tri-O-acetylhygrophoron A!?
(39) konnte durch Acetylierung von 31 mit einem Uberschuss von Essigsdureanhydrid in
Pyridin erhalten werden.

\ 0 \ 0 N \ 0 \ 0 .
\ H \ \ H \

H
CioHos

(40) (41) (42) (43)

Abbildung 5.4. Hygrophoron F? (40) und G'? (41) aus Hygrophorus persoonii sowie
die beiden Butenolide 42 und 43 aus Melodorum fructicosum (Tuchinda et al. 1991).

Weiterhin enthélt der Petrolether-Extrakt von H. persoonii die beiden neuen ~y-Butyro-
lactone Hygrophoron F'? (40) und Hygrophoron G'? (41) als Nebenbestandteil (Abb.
5.4). Sie wurden mittels Festphasenextraktion, HPLC und anschliefender Séulenchroma-
tographie erhalten. Obwohl die 'H-NMR-Spektren dieser Verbindungen denen der anderen
Hygrophorone #hneln, gibt es grofe Unterschiede in den '*C-NMR- und HMBC-Spektren.
Im 3C-NMR-Spektrum von 40 sieht man ein Signal fiir ein Ester-Carbonyl-Kohlenstoff
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(6 13C = 169.1 ppm). Weiterhin sind vier Signale fiir olefinische C-Atome (6 3C = 117.3
ppm, 121.0, 140.5, 150.3) sichtbar. APT- und HSQC-Messungen zeigen, dass C-4 (§ 3C
= 150.3 ppm) quaternér ist. Die Summenformel Ci3H30O3 wurde durch ESI-FT-ICR-
MS-Messung ermittelt. Das HMBC-Spektrum zeigt, dass die zweite Doppelbindung in
Konjugation mit der Doppelbindung einer «,(-ungeséttigten Carbonylgruppe steht. Die
Tieffeldverschiebung von C-4 im *C-NMR-Spektrum sowie dessen Quarternaritit zeigen,
dass das Lacton iiber C-4 zu einem Fiinfringlacton geschlossen ist. Ein beobachtbarer
NOE-Korrelationspeak zwischen H-3 und H-6 sowie ein fehlender NOE-Korrelationspeak
zwischen H-3 und H-5, genauso wie die relativ grofse Kopplungskonstante zwischen H-2 und
H-5 (°Jy5 = 1.8 Hz) sowie zwischen H-3 und H-5 (*J3 5 = 0.8 Hz) zeigen die trans-Stellung
der beiden Protonen H-3 und H-5. Demzufolge hat die exocyclische Doppelbindung E-
Konfiguration. Eine OH-Gruppe und eine lange, unverzweigte, geséttigte Alkylkette ist
an C-6 verkniipft. Aufgrund der Summenformel sowie der *C-NMR-Messung konnte eine
Kettenldnge von 12 C-Atomen bestimmt werden. Ein Vergleich der NMR-Daten mit denen
von (4E)-7-Benzoyloxy-6-hydroxy-2,4-hexadien-4-olid (42, Tuchinda et al. 1991) bestétigt
diesen Strukturvorschlag.

Von der zu 40 diastereomeren Verbindung 41 konnten nur Spuren erhalten werden.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei 41 um ein Isolierungs-Artefakt auf-
grund von UV-induzierter Isomerisierung handelt. Die Strukturaufklarung der Grundstruk-
tur wurde nur mit Hilfe der 'H-NMR-Daten durchgefiihrt. Geméf dieser eingeschrinkten
Daten ist 41 das Z-Isomer von 40. Im Vergleich zu 40 sind die 'H-NMR-Signale von
H-3 und H-5 hochfeldverschoben, wéihrend H-6 wegen der abschirmenden Wirkung der
OH-Gruppe und des Ringsauerstoffes tieffeldverschoben ist. Im Gegensatz zu 40 wurden
NOE-Korrelationen zwischen H-3 und H-5 beobachtet, wihrend NOE-Korrelationen zwi-
schen H-3 und H-6 fehlten. Aufserdem sind die Kopplungskonstanten zwischen H-2 und H-5
(°Ja5 = 0.7) sowie zwischen H-3 und H-5 (*.J35 = 0.4) signifikant kleiner als bei 40. Ein
Vergleich mit den NMR-Daten von (47)-7-Benzoyloxy-6-hydroxy-2,4-hexadien-4-olid (43)
bestatigt diesen Vorschlag (Tuchinda et al. 1991).

5.2. Hygrophorus olivaceoalbus - Natternstieliger
Schneckling

Hygrophorus olivaceoalbus (Fr.) Fr., den Natternstieligen Schneckling, findet man verein-
zelt oder in Gruppen stehend unter &lteren Fichten auf sauren Béden. Der Hut ist 3 — 6
cm breit, deutlich gebuckelt, olivgrau bis schwérzlich olivgriin, im Zentrum dunkler und
dick mit Schleim tiberzogen. Der Rand ist anfangs eingebogen, spéter wellig geschweift.
Die wachsartigen, breiten Lamellen sind weifs, manchmal mit bldulichem oder griinlichem
Schein, entfernt stehend und herablaufend. Der Stiel ist 4 — 10 cm lang mit einem Durch-
messer von 0.5 — 1.0 cm. Er ist am Anfang mit dem Hutrand durch einen schleimigen
Schleier verbunden. Die Farbe des Stiels ist weifs mit hellbrauner Natterung und hat am
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Abbildung 5.5. Hygrophorus olivaceoalbus. Mit KOH verfarbt sich dessen Stiel nicht.

Hutansatz eine weife Zone. Das Fruchtfleisch ist weifslich bis gelblich. Der Pilz hat keinen
charakteristischen Geruch. Mit KOH-Lésung gibt es keine Farbreaktion.

Aus dem Petrolether-Extrakt von H. olivaceoalbus liefen sich die Hygrophorone B (44)
und B! (45) nach Grobfraktionierung mittels Festphasenextraktion und Feinreinigung mit
HPLC isolieren. Die Ergebnisse von 1D (*H, '3C) und 2D-NMR-Experimenten (COSY,
HSQC, HMBC, NOE) sowie die Ergebnisse der ESI-FT-ICR-MS-Messungen korrelieren
sehr gut zu einer Cyclopentenon-Struktur mit drei freien OH-Gruppen an C-4, C-5 und
C-6 sowie einer Pentadecanyl- (44) bzw. einer Heptadecanyl-Seitenkette (45) an C-5 (siche
Abbildung 5.6).

OR3 44:R'=H R?=H R3=H n=14
45:R1=H R2?=H R3=H Nn=16

A 46:R'=Ac R°=H RS°=H n=14
, CoHzni  47: Rl=H R?=H R3=Ac n=14
OR 48:R1=Ac R2=H R3=Ac n=14

- 49:R1=Ac R2=Ac R3=zAc n=14

Abbildung 5.6. Hygrophorone B, isoliert aus Hygrophorus olivaceoalbus (44, 45) und
deren semisynthetischen Acetylderivate (46 — 49).
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Durch Acetylierung von 44 mit Essigsdureanhydrid in Pyridin kann man, abhéngig von
Reaktionszeit und Reagenzieniiberschuss, Derivate mit unterschiedlichen Acetylierungsgrad
(siche Abb. 5.6) erhalten: 4-Mono-O-acetylhygrophoron B (46), 6-Mono-O-acetylhygro-
phoron B! (47), 4,6-Di-O-acetylhygrophoron B4 (48) und 4,5,6-Tri-O-acetylhygrophoron
B!'* (49). Die Derivate lassen sich einfach mittels HPLC trennen.

Die 'H-NMR-Spektren dieser Verbindungen unterscheiden sich von den Spektren der
Hygrophorone (31 — 39), die aus H. persoonii isoliert bzw. derivatisiert wurden. Es han-
delt sich hierbei folglich um Diastereomere. Deren relative Stereochemie konnte teilweise
aufgeklart werden. Die Acetylgruppen bzw. Hydroxygruppen an C-4 und C-5 stehen cis
zueinander (siche Abschnitt 5.5.1, Seite 36).

5.3. Hygrophorus pustulatus - Schwarzpunktierter
Schneckling

Abbildung 5.7. Hygrophorus pustulatus.

Hygrophorus pustulatus (Pers.) Fr., der Schwarzpunktierte Schneckling, wéchst rasig in
Hochfichtenwéldern auf vorzugsweise neutralen Boden. Der schleimiiberzogene Hut ist 3 —
6 cm grofs, hat eine oliv- bis graubraune Farbe, die in der Mitte deutlich dunkler ist. Der
Hutrand ist wellig verbogen. Die angewachsenen bis herablaufenden Lamellen sind weifs
und wachsig. Der meist trockene Stiel ist 4 — 8 cm lang und hat einen Durchmesser von
0.5 — 1.0 cm. Er ist weilslich mit deutlichen, punktférmigen, blassbraunen bis schwarzen
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Pusteln. Das Fruchtfleisch ist weifs und geruchlos. Der Stiel verfarbt sich mit KOH-Losung
gelb — orange. Diese Farbreaktion ist bisher in der Literatur nicht beschrieben worden.

O
O

6 o 50: R
OH 121125 51'R

Ac

OR

Abbildung 5.8. 4-O-Acetylhygrophoron C'? (50) und Hygrophoron C'? (51) aus H.
pustulatus.

Der Petrolether-Extrakt des Schwarzpunktierten Schnecklings enthélt 4-O-Acetylhygro-
phoron C'? (50) und Hygrophoron C'? (51), welche durch Festphasenextraktion und
HPLC-Trennung erhalten wurden. Die 'H-NMR-Spektren von 50 und 51 weisen grofie
Ahnlichkeit zu den Spektren der anderen Hygrophorone auf. Die *C-NMR-Spektren zei-
gen ein Signal einer zusitzlichen Carbonylfunktion (50: § *C = 205.3 ppm, 51: § ¥C =
205.7 ppm). Die HMBC-Messungen beweisen, dass C-6 zu einem Keton oxidiert wurde.
ESI-FT-ICR-MS-Messungen sowie COSY- und NOESY-Spektren bestétigen dies. Die Hy-
grophorone 50 und 51 sind oxidierte Formen von 31 bzw. 33. Durch diese Oxidation geht
ein Stereozentrum verloren. Die relative Anordnung der Substituenten an C-4 und C-5
konnte aufgeklért werden (siehe Abschnitt 5.5.2, Seite 37). So steht die Hydroxygruppe
an C-5 cis zur Hydroxy- bzw. Acetoxy-Gruppe an C-4. Interessanterweise konnte aus H.
pustulatus kein Homologes mit kiirzerer oder langerer Alkylkette isoliert werden.

5.4. Hygrophorus latitabundus - Groler
Kiefernschneckling

Hygrophorus latitabundus Britz., der Groke Kiefernschneckling, ist ein in Deutschland re-
lativ seltener Pilz. Er bevorzugt hohere Lagen und bildet die Fruchtkérper recht spat im
Jahr, oft noch nach den ersten Schneeféllen. Er ist streng an Kiefern gebunden, wéchst
truppweise bis rasig auf kalkhaltigen Béden. Der massive, fleischige Pilz ist vollstdndig mit
einer Schleimschicht iiberzogen. Der Hut ist 5 — 15 cm breit und hat eine glatte Ober-
fliche. Die Farbe ist aufsen dunkel olivbraun, in der Mitte fast schwarz. Der Hutrand ist
heruntergebogen. Die Lamellen sind weif bis cremefarben, wachsig, breit, angewachsen bis
herablaufend. Der kréftige Stiel ist 5 — 10 cm lang, hat einen Durchmesser von 1.5 — 3.5 cm
und ist weiff mit schwacher, gréaulichen bis olivbraunen Natterung. Mit KOH-Loésung ver-
farbt sich der Stiel gelb. Das Fruchtfleisch ist schneeweifs ohne charakteristischen Geruch.
In der Volksmedizin Kataloniens wird der dort als ,Mocosa negra“ benannte Schneckling
vor allem gegen Probleme mit dem Verdauungssystem eingesetzt, so als Darmantiseptikum
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Abbildung 5.9. Hygrophorus latitabundus - der Stiel des mittleren Fruchtkorpers ist
mit KOH-Losung betraufelt worden.

(Intestinalantiseptikum), als Mittel gegen Durchfallerkrankungen (Antidiarrhoikum) oder
gegen Magengeschwiire (Antiulcerativum) (Agelet und Vallés 2003).

Der Petrolether-Extrakt erweist sich als reichhaltige Quelle neuer Cyclopentenon-Deri-
vate (Siehe Abb. 5.10). Die 'H und "*C-NMR-Spektren von 4-O-Acetylhygrophoron D2
(52) und Hygrophoron D'? (53) erinnern stark an die Spektren von 50 bzw. 51. Tat-
séchlich handelt es sich bei 50 und 52 bzw. 51 und 53 um Diastereomerenpaare mit cis-
bzw. trans- Konfiguration an C-4/C-5. Die relative Stereochemie konnte mit Methoden der
NMR und der MS aufgeklért werden (siehe Abschnitt 5.5.2, Seite 37). Die Hygrophorone
aus H. pustulatus (50, 51) sind cis konfiguriert. 4-O-Acetylhygrophoron D'? (52) und Hy-
grophoron D'? (53) aus H. latitabundus sind trans konfiguriert. 4-O-Acetylhygrophoron
D! (54) ist ein Homologes von 52 mit einer zusétzlichen Ethyleneinheit in der Seitenket-
te. Homologe von Hygrophoron D'? (53) mit kiirzerer oder lingerer Kette wurden bisher
nicht in Hygrophorus nachgewiesen. 4-O-Acetylhygrophoron D! (54) ist nicht sehr stabil.
In einer Probe, die ca. 6 Monate bei 10 °C im Kiihlschrank gelagert wurde, war ein Teil
der Substanz zum Hygrophoron D!* (55) deacetyliert.

Weiterhin wurden die Verbindungen 56 — 59 aus dem Petrolether-Extrakt isoliert (siehe
Abb. 5.10). Das 3C-NMR-Spektrum von 1,4-Di-O-acetylhygrophoron E'? (56) zeigt zwei
Acetat-Gruppen (§ ¥C = 170.4, 20.8; 169.7, 21.0), welche erwartungsgemiR auch im 'H-
NMR-Spektrum zu sehen sind [6 'H = 2.108 (3H, s), 2.018 (3H, s)]. HMBC-Korrelations-
Peaks zwischen den Ester-Carbonyl-Kohlenstoffen und H-1 bzw. H-4 zeigen deren Position



Tabelle 5.2. 'H-NMR-Daten ausgewihlter Hygrophorone, CDCl3, 500 MHz (ppm), die Signale der Alkylkette: 1.20 —
1.33 m (CHy),, 0.880 ¢ (7.0) CHj.

37 32 33 31 39
Pos. S'H mult. J (Hz) 6 'H mult. J (Hz) 6 'H mult. J (Hz) S'H mult. J (Hz) 6'H  mult. J (Hz)
2 6.366 dd (6.1/1.6) 6.437 dd (6.1/1.6) 6.316 dd (6.1/1.8) 6.441 dd (6.2/1.8) 6.489 dd (6.4/1.8)
3 7.646 dd (6.1/2.0) 7.561 dd (6.1/2.2) 7.524 dd (6.1/2.0) 7.462 dd (6.2/2.1) 7.347 dd (6.4/2.1)
AH 4873 dd (2.0/1.6) 5.801 dd (2.2/1.6) 4.835 ddd(6.7/2.0/1.8) 5721 dd (2.1/1.8) 6.244 dd (2.1/1.8)
4 OH/OAc n.d. 2.174 s OAc 3.012 d (6.7) OH 2.136 s OAc 2.135 s OAc
5 OH/OAc n.d. 3.185 brs OH 2.958 s OH 3.247 br s OH 1.983% s OAc
6 H 3.859 m 3.725 dt (9.6/3.0) 5.145 dt (10.4/2.9) 5.017 m 5.176 ¢ (6.5)
6 OH/OAc n.d. 239 sOH 2.045 s OAc 1.996 s OAc 2.123* s OAc

44 46 47 48 49
Pos. S'H mult. J (Hz) 6'H mult. J (Hz) 6 'H mult. J (Hz) S'H mult. J (Hz) §'H  mult. J (Hz)
2 6.301 dd (6.0/1.3) 6.438 dd (6.2/1.3) 6.300 dd (6.1/1.2) 6.438 dd (6.2/1.2) 6.470 dd (6.3/1.5)
3 7.644 dd (6.0/2.3) 7.588 dd (6.2/2.7) 7.640 dd (6.1/2.4) 7.550 dd (6.2/2.8) 7.432 dd (6.3/2.8)
AH 4727 dd (2.3/1.3) 5722 dd (2.7/1.3) 4.793 dd (2.4/1.2) 5.785 dd (2.8/1.2) 5.967 dd (2.8/1.5)
4 OH/OAc 3.073 brs OH 2.156 s OAc n.d. 2.151 s OAc 2.094* s OAc
5 OH/OAc 2.196 brs OH n.d. n.d. 2.730 s OH 2.102* s OAc
6 H 3777 brd (10.1) 3.818 m 5177 dd (10.1/2.8)  5.086 dd (9.7/3.6) 5.227 dd (10.1/2.9)
6 OH/OAc 3.718 brs OH n.d. 2.000 s OAc 2.062 s OAc 2.002 s OAc

n.d. = nicht detektiert, * Zuordnung nicht sicher, kann auch vertauscht sein.
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Tabelle 5.3. '"H-NMR-Daten ausgewihlter Hygrophorone, CDCl3, 500 MHz (ppm), die Signale der Alkylkette: 1.20 —

1.33 m (CHy),, 0.880 ¢ (7.0) CHj.
53 52 56 59

Pos. S'H  mult. J (Hz) §H  mult. J (Hz) §H  mult. J (Hz) §1H  mult. J (Hz)

1 H - - 5.707 ddd(2.1/2.0/1.1)  5.659 ddd (2.2/1.5/1.0)
10OH / OAc — — — — 2.108 s OAc 2.018 s OAc

2 6.446 dd (6.1/1.7) 6.591 dd (6.1/1.6) 6.159 ddd (6.1/2.1/1.1)  6.058 ddd (6.0/2.2/1.2)
3 7722 dd (6.1/2.0) 7701 dd (6.1/2.1) 6.190 ddd (6.1/1.9/1.1) 6.192 ddd (6.0/2.0/1.0)
AH 4942 dd (2.0/1.7) 5.827 dd (2.1/1.6) 5724 ddd (2.0/1.9/1.1)  4.932 ddd (2.0/1.4/1.4)
4 OH / OAc n.d. 2.089 s OAc 2.018 s OAc n.d.

50H / OAc n.d. 4.622 brs OH 4.003 brs n.d.

7A 2.643 ddd (18.3/8.0/6.9) 2.591 ddd (17.9/7.6/7.1) 2.659 ddd (17.8/9.0/6.0) 2.698 ddd (17.7/8.2/6.7)
7B 2464 ddd (18.3/8.0/6.5) 2.320 ddd (17.9/7.6/7.0) 2.580 ddd (17.8/8.8/6.1) 2.541 ddd (17.7/8.2/6.6)

51 50 40 41

Pos. §1H  mult. J (Hz) §1H  mult. J (Hz) §1H  mult. J (Hz) §1H  mult. J (Hz)

2 6.466 dd (6.0/1.3) 6.537 dd (6.0/1.6) 6.256  dd (5.6/1.8) 6.230 dd (5.5/0.7)

3 7.857  dd (6.0/2.4) 7.802  dd (6.0/2.6) 7794 dd (5.6/0.8) 7372 dd (5.5/0.4)

AH 4850 ddd (7.2/2.4/1.3) 5734 dd (2.6/1.6) - -

40H /OAc 3.046 d (7.2) OH 2.138 s OAc - -

50H / OAc 4.646 s OH 4064 s OH 5.756  ddd (8.1/1.8/0.8)  5.326 ddd (8.4/0.7/0.4)
6 H — — — — 4.520 m 4793 m

6 OH / OAc — — — — n.d. n.d.

7A 2452 dt (17.6/7.4) 2.595 ddd (17.9/8.1/6.7)

7B 2.390 dt (17.6/7.3) 2439 ddd (19.7/8.1/6.7)

n.d. — nicht detektiert
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Tabelle 5.4. 3C-NMR-Daten ausgewihlter Hygrophorone, CDCls, 125 MHz (ppm).

Pos. 31 32 33 37 39 44 47 48 49 50 51 52 53 56 40

1 202.3 204.7 204.5 205.7 197.6 207.3 2059 204.2 200.4 201.2 201.3 198.6 199.5 77.5> 169.1

2 134.4 1349 1325 133.1 1354 133.5 1329 1354 135.6 1354 1341 136.0 1334 133.8 121.0

3 156.8 161.4 158.1 162.7 154.8 163.5 162.8 157.7 154.7 160.0 164.8 158.2 162.7 134.5 140.5

4 797 793 788 795 7h6 714 715 725 707  73.6 717 804 795 86.2 150.3

4-0,C-CHz 170.5 170.2 — — 170.2 — — 169.8 169.2 170.1 — 169.5 — 169.7 —

4-0oC-CHs 20.9 208 — — 20.9* - — 20.7  20.3*  20.3 — 20.8 — 21.0 —

5 814 814 828 834 843 758 761 771 730 826 824 879 915 83.6 1173

5-02C-CHs — — — — 169.4*  — — — 168.6 — — — — — —

5-0,C-CHy — - - — 20.8* - — - 20.1* - — — - - —

6 741 744 754 756 721 733 734 738 79.1 205.3 205.7 202.7 205.8 207.7 68.3

6-0,C-CH3 169.9 — 171.2 — 169.5*  — 170.6 170.4 169.6 - - - — - -

6-0,C-CHs 20.7 — 21.1 — 20.6* - 20.5  20.7  20.5 — — — — — —

7 28.7 c c c 28.8 31.2 c c c 37.0 371 390 39.2 383 381

8-(w-1) 31.8 & & c 31.9 319 c & & 31.9 319 320 320 32.0 320
29.63 29.63 29.68 29.62 29.61 29.72 29.74 29.75 29.72
29.59 29.61 29.67 29.60 29.59 29.70 29.73 29.73 29.71
29.57 29.59 29.65 29.56 29.5 29.66 29.68 29.71 29.69
29.5 29.53 29.64 294 294 2950 29.52 29.59 29.62
294 29.45 29.61 29.32 29.33 29.43 29.45 29.57 29.57
29.34 29.39 29.56 29.30 29.26 29.42 29.44 2945 295
29.28 29.32 29.51 28.95 29.0 29.12 29.0 29.37 294
25.9 25.8 2941 23.0 231 233 230 23.7 253
22.6 227 29.35 227 2277 228 228 228 228

26.1
22.7
w 14.1 140 140 140 141 141 140 140 140 141 141 143 143 143 14.2

& Zuordnung nicht sicher, kann auch vertauscht sein.
b 1-OAc: 170.4 und 20.8 ppm.
¢ teilweise nicht aufgeloste CHo-Signale zwischen 22 und 32 ppm.
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Abbildung 5.10. Hygrophorone D (52 — 55) sowie Hygrophorone E (56 — 60) aus
Hygrophorus latitabundus

an O-1 und O-4 an. Tieffeld-Signale im "*C-NMR-Spektrum (§ *C = 134.6, 133.8) zeigen
eine Doppelbindung an. Starke HMBC-Korrelations-Peaks zwischen C-1 und H-2, zwischen
C-4 und H-3 sowie schwache Korrelations-Peaks zwischen C-1 und H-3 sowie zwischen C-4
und H-2 belegen, dass sich die Doppelbindung zwischen C-2 und C-3 befindet. Ein Signal
im BC-NMR-Spektrum bei § 3C = 207.7 verweist auf die Existenz einer Keto-Gruppe.
HMBC-Korrelations-Peaks zwischen dem quaternidren C-Atom bei § *C = 83.6 und H-2,
H-3 sowie H-4 zeigen, dass dieses C-Atom mit C-1 und C-2 verkniipft ist. Ein erwarteter
HMBC-Korrelations-Peak zwischen C-5 und H-1 konnte nicht detektiert werden. Dies lag
moglicherweise an der zu kleinen vicinalen Kopplungskonstante. Korrelation-Peaks von C-6
mit H-1 und H-4 bestétigen, dass ein fiinfgliedriger Ring aus C-1, C-2, C-3, C-4 und C-5
gebildet ist. Ein weiterer HMBC-Korrelations-Peak zwischen C-6 und H-7 zeigt, dass die Al-
kylkette an C-6 verkniipft ist. Eine OH-Gruppe [§ 'H = 4.003 (*H, br s)] ist mit C-5 verbun-
den. Die Summenformel CoyH350¢ wurde mittels ESI-FT-ICR-MS-Messungen bestimmt.
56 ist also ein Hygrophoron, bei dem der Cyclopentenon-Ring reduziert ist. Statt einer
Ketogruppe befindet sich eine O-Acetylgruppe an Position 1. 1,4-Di-O-acetylhygrophoron
E? (57) und 1,4-Di-O-acetylhygrophoron E!* (58) sind Homologe von 56 mit einer Ethy-
leneinheit weniger bzw. mehr in der Seitenkette. 1-O-Acetylhygrophoron E'? (59) und
1-O-Acetylhygrophoron E!Y (60) sind monodeacetylierte Formen von 56 und 57.

5.5. Konfiguration der Hygrophorone

Aus H. persoonii und H. olivaceoalbus sowie aus H. latitabundus und H. pustulatus wurden
Serien von Diastereomerenpaaren mit zwei bzw. drei stereogenen Zentren isoliert, deren ab-
solute sowie relative Anordnung unbekannt ist. Die beste Methode zur Untersuchung der
Konfiguration ist die Rontgenkristallstrukturanalyse (RKSA). Mit dieser Methode kann
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in vielen Féllen durch Ausnutzen der anomalen Dispersion neben der relativen auch die
absolute Konfiguration ermittelt werden. Voraussetzung fiir die Anwendung von Rontgen-
methoden sind gute Kristalle. Von den Hygrophoronen liefen sich auf Grund der langen
Alkylseitenkette keine Einkristalle erhalten. Daher wurden zur Untersuchung der relativen
Konfiguration NMR- und MS-Methoden benutzt.

Bei den Hygrophoronen handelt es sich um Cyclopentenonderivate, die sich vor allem in
der rdumlichen Anordnung der O-Substituenten (-OH, -OAc) an C-4 und C-5 unterschei-
den. Bei Cylohexanderivaten kann man durch Messen der vicinalen Kopplungskonstante
sehr leicht bestimmen, ob die Substituenten cis oder trans zueinander angeordnet sind.
Die Grofe der Kopplungskonstante ist neben der Bindungslinge und dem Bindungswin-
kel vor allem vom Diederwinkel (¢, Karplus-Beziehung) abhéngig. So kann man in der
Sesselkonformation der Cyclohexane drei Arten von vicinalen Kopplungen unterscheiden,
wobei die Kopplungskonstante bei axial-axialer Kopplung 7 — 12 Hz (¢ = 180°) betrégt.
Bei axial-dquatorialer sowie bei dquatorial-dquatorialer Kopplung ist sie deutlich kleiner,
sie betragt dort nur noch 2 — 5 Hz (¢ = 60°).

Bei den Hygrophoronen ist die Interpretation der 'H-NMR-Spektren hinsichtlich der
Konfiguration an C-4/C-5 nicht einfach. Cyclopentenone liegen nicht in einer stabilen Ses-
selkonformation vor, es gibt keine axialen und dquatorialen Positionen. Aus der Gréfe der
Kopplungskonstanten ldsst sich daher nicht direkt auf die Konfiguration schliefen. Au-
Kerdem ist die OH-Gruppe an C-5 tertidr. Es steht dort also kein ,,Reporter-Proton zur
Verfligung, dessen Kopplungskonstanten Aufschluss iiber die Konfiguration geben kénnten.

5.5.1. Hygrophorone A und B

Die Hygrophorone der A-Reihe wurden entweder aus H. persoonii isoliert (31 — 36) oder
sind deacetylierte (37) bzw. acetylierte (39) Derivate davon. Die Hygrophorone der B-
Reihe wurden aus H. olivaceoalbus isoliert (44, 45) bzw. wurden durch Acetylierung dar-
aus dargestellt (46 — 49). Vergleicht man die "H-NMR-Spektren der konstituell identischen
Derivate, kann man feststellen, dass die Kopplungskonstanten (siehe Tabelle 5.5) zwischen
H-3 und H-4 (*Juzps) von 44 — 49 grofer (2.3 — 2.9 Hz) als die der Derivate aus H.
persoonii (2.0 — 2.2 Hz) sind. Die Kopplungskonstanten zwischen H-2 und H-4 (*Jyo.114)
sind hingegen kleiner (1.1 — 1.3 Hz), verglichen mit den Kopplungskonstanten der Derivate
aus H. persoonii (1.6 — 1.8 Hz). Diese Kopplungskonstanten kénnen mit den korrespondie-
renden Kopplungskonstanten des literaturbekannten 4,5-trans-konfigurierten Epipenteno-
mycin (61) von 2.1 Hz (*Juzps) und 1.6 Hz (*Jgon4) (Baute et al. 1991) bzw. mit dem
4 5-cis-konfigurierten Pentenomycin (62, Umino et al. 1973) von 2.7 Hz (3Jys.;4) und 1.2
Hz (*Juo.m4) (Seepersaud und Al-Abed 2000) verglichen werden.

Daher kann postuliert werden, dass die Hygrophorone aus H. persoonii (31 — 36) und
deren Derivate (37, 39) 4,5-trans-konfiguriert sind. Die Hygrophorone aus H. olivaceoal-
bus (44, 45) bzw. deren Derivate (46 — 49) sind dementsprechend 4,5-cis-konfiguriert.
Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen von NOESY-Messungen. Wahrend ein NOE
zwischen dem Proton der OH-Gruppe an C-5 und dem vicinalen H-4 in 31, 32 und 33 be-
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Tabelle 5.5. Ubersicht iiber die Kopplungskonstanten 2 Jysa und *Jyops der
Hygrophorone A und B in Abhéngigkeit von Acetylierungsgrad und relativer
Konfiguration an C-4/C-5 im Vergleich zu Pentenomycin (62) und Epipentenomycin (61).

% JH3-Ha (HZ) * Jho-Ha (HZ)
Substitutionsmuster 4,5-cis  4,5-trans 4,5-cis  4,5-trans
4,5,6-OH 2.3 2.0 1.3 1.6
4-OAc 2.7 2.2 1.3 1.6
6-OAc 2.4 2.0 1.2 1.8
4,6-OAc 2.9 2.1 1.1 1.8
4,5,6-OAc 2.8 2.1 1.6 1.8
Pentenomycin (4,5-cis) 2.7 1.2
Epipentenomycin (4,5-trans) 2.1 1.6

obachtet werden konnte, wurde kein NOE zwischen OH-5 und H-4 in 44 und 48 registriert.
Uber die Konfiguration an C-6 kann bisher keine Aussage getroffen werden.

5.5.2. Hygrophorone C und D

Hygrophoron C'? (51) und dessen Acetylderivat 50 wurden aus H. pustulatus, die dazu
diastereomeren Hygrophorone D (52 — 54) aus H. latitabundus isoliert. Im Unterschied
zu den Hygrophoronen der A- und B-Reihe sind sie am C-6 zum Keton oxidiert. Dadurch
geht hier ein Stereozentrum verloren. Analog zu den Hygrophoronen A und B kann man
die Kopplungskonstanten zwischen H-2 und H-4 bzw. H-3 und H-4 (siehe Tabelle 5.6)
vergleichen. Leider ist der Unterschied der Kopplungskonstanten zwischen den Diastereo-
merenpaaren nicht sehr grof bzw. die Anzahl der untersuchten Derivate so gering, dass
sich daraus keine sicheren Aussagen zur Konfiguration ableiten lassen.

Tabelle 5.6. Ubersicht iiber die Kopplungskonstanten 3 Jgs pa und *Jio.pa der C- und
D-Hygrophorone in Abhéngigkeit von Acetylierungsgrad und relativer Konfiguration an
C-4/C-5 im Vergleich zu Pentenomycin (62) und Epipentenomycin (61).

% Juz-na (Hz) * Jio-ma (Hz)
Substitutionsmuster 4,5-cis 4,5-trans 4,5-cis 4,5-trans
4-OH 2.4 2.0 1.3 1.7
4-OAc 2.6 2.1 1.6 1.6
Pentenomycin (4,5-cis) 2.7 1.2

Epipentenomycin (4,5-trans) 2.1 1.6
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Grofse Unterschiede hingegen gibt es in den 1D-NOE-Spektren (Abbildung 5.11) von 50
und 52. Sie unterscheiden sich in fundamentalen Peaks. Wahrend fiir 50 starke NOE-Peaks
zwischen H-4 und H-7A / H-7B sowie kein NOE-Signal zwischen H-4 und dem Proton der
OH-Gruppe zu beobachten sind, kann fiir 52 ein starkes NOE-Signal zwischen H-4 und
dem Proton der OH-Gruppe beobachtet werden. Zwischen H-4 und H-7A / H-7B sind nur
schwache Signale zu sehen. Die Grofe des NOE-Signals ist indirekt proportional zur 6.
Potenz des rdumlichen Abstandes der beobachteten Protonen (NOE ~ r~9). Das heifit, das
NOE-Signal ist um so grofer, je kleiner der Abstand ist.

lq, schwacher NOE

1D-NOESY _|_ . - f\

|
'H-NMR _L‘ 1 ‘ i N N Y.

l(l, kein NOE
1D-NOESY ] - ( n\% Ll
J ./
|
H-3 H2 H-4 OH H-7 ‘ |
l ‘ ‘ | | ‘ AcO ”’HK)
1H-NMR Moo | . 0N (A

aus H. pustulatus

Abbildung 5.11. 1ID-NOESY und '"H-NMR Spektren von 52 aus H. latitabundus (oben)
und 50 aus H. pustulatus (unten) zur Klarung der relativen Konfiguration an C-4 / C-5.

Zur Bestimmung des Abstandes zwischen H-4 und H-7 sowie zwischen H-4 und 5-
OH wurden Modelling-Untersuchungen mittels Kraftfeldberechungen (Triposkraftfeld mit
Gasteiger-Ladungen, Clark et al. 1989, Gasteiger und Marsili 1980) durchgefiihrt. Dazu
wurde mit dem Molecular-Modelling-Programm MOE (Molecular Operating Environment,
Chemical Computing Group, Montreal, Kanada) eine systematische Konformationssuche
fiir die Rotation aller frei drehbaren Bindungen (Seitengruppen am Cyclopentenonring
sowie C-5/C-6 und C-6/C-7) in Schrittweiten von 30° durchgefiihrt. Alle resultierenden
Konformationen wurden energetisch optimiert. Anschliefend wurden fiir alle Konforma-
tionen mit einer Energie kleiner 5 kcal/mol oberhalb der jeweils gefundenen stabilsten
Konformation die Abstande zwischen den entsprechenden Protonen berechnet. Zusammen
mit den erhaltenen Energien der jeweiligen Konformationen wurden diese Abstdnde nach
einer Boltzmannverteilung gewichtet. Fiir das 4,5-cis-Derivat betragt der kiirzeste Abstand
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Tabelle 5.7. Berechnete gemittelte Absténde zwischen H-4/H-7 und H-4/OH-5 sowie
gemessene NOE-Signale.

H-4 [ H-7 H-4 / OH-5
Verbindung Abstand  NOE Abstand NOE
4-O-Acetylhygrophoron C'? (50) 3.7 A stark 4.1 A kein
4-O-Acetylhygrophoron D'? (52) 41 A schwach 3.3 A  stark

von H-4 zu H-7 3.7 A, fiir das trans-Derivat 4.1 A. Der gemittelte Abstand von H-4 zum
Proton der OH-Gruppe betréigt im cis-Isomer 4.1 A, im trans-Isomer 3.3 A. Daher sollte
50 cis und 52 trans konfiguriert sein.

Des Weiteren war es moglich von Verbindung 51 ein cyclisches Methylboronat herzustel-
len. Mittels GC-MS konnten das Molekiilion bei m/z 334 sowie zwei Fragmentionen bei m/z
197 (C13Hy50™) und m/z 138 (C¢H;BO3 ), die durch a-Spaltung entstanden sind, nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte von 53 aus sterischen Griinden kein Methylbo-
ronat erzeugt werden. Dies korreliert gut mit den Ergebnissen der NOESY-Experimente:
Hygrophorone aus H. pustulatus (50, 51) sind cis-konfiguriert. 4-O-Acetylhygrophoron
D'? (52) und Hygrophoron D'? (53) aus H. latitabundus sind trans-konfiguriert.

5.6. MS-Untersuchung ausgewahlter Hygrophorone

Das massenspektroskopische Verhalten von Cyclopentenon-Derivaten wurde bisher wenig
untersucht. Die Fliissigchromatographie (LC) gekoppelt mit sanften Ionisationstechniken
wie der Elektrosprayionisation (ESI) oder der chemischen Ionisation unter Atmosphéren-
druck (APCI) eignet sich besonders fiir die Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens.
Dies konnte bisher beispielsweise an Cyclopentenonen wie den Isoprostanen oder den Pros-
taglandinen (Oda et al. 1995; Margalit et al. 1996; Hankin et al. 1997; Murphy et al.
1999; Murphy et al. 2001; Fam et al. 2002; Lee et al. 2003; Balazy 2004) sowie an anderen
Metaboliten der Arachidonsdure (Oda et al. 1995; Hevko und Murphy 2001; Dickinson
und Murphy 2002) gezeigt werden. Die Hygrophorone haben im Vergleich zu diesen Sub-
stanzen ein anderes Substitutionsmuster. Dies ldsst ein anderes Fragmentierungsverhalten
erwarten.

Die Hygrophorone kénnen aufgrund ihres Substitutionsmusters vor allem an C-6 in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Typ I-Hygrophorone (31 — 39, 44 — 49) haben eine Hydroxy-
bzw. eine Acetoxy-Gruppe an C-6, wahrend Typ II-Hygrophorone (50 — 55) dort zum
Keton oxidiert sind. Diese Einteilung spiegelt sich sowohl im Fragmentierungs- als auch im
Ionisierungsverhalten mittels Elektrospray-Ionisierung (ESI) wider. Die positiven Massen-
spektren aller untersuchten Hygrophorone enthielten [M+H|"-Tonen. Im negativen Modus
konnten mit Ausnahme der peracetylierten Typ [-Hygrophorone (39, 49) von allen unter-
suchten Hygrophoronen [M—H]| -Ionen erhalten werden.
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Abbildung 5.12. GC/MS-Spektrum des cyclischen Methylboronates von 51. Vom
Diastereomeren 53 konnte aus sterischen Griinden kein cyclisches Methylboronat erzeugt
werden.

5.6.1. Positive lonisierung

Alle untersuchten Hygrophorone spalten bei kollisionsinduzierter Fragmentierung (CID)
funktionelle Gruppen ab. So lassen sich die Abspaltung von Wasser ([M+H—18|"), Keten
(IM+H—42]") und Essigsaure ([M+H—60]") sowie weitere Folgereaktionen beobachten
(siche Tabelle 5.8 und 5.9, Abbildung 5.13(a) und 5.13(b) sowie Schema 5.1 und 5.2). Es
gibt jedoch erhebliche Unterschiede in der Intensitdt der auftretenden Ionen. Wahrend
im Fall der trans konfigurierten Typ I-Hygrophorone 31, 32 und 34 das Ton [M+H—60]"
(Abspaltung von Essigsiure) den Basispeak repréisentiert, fithrt beim peracetylierten trans-
Hygrophoron 39 eine zusitzliche Abspaltung von Keten zum Basispeak [M+H—60—42]"
(m/z = 337, Ton b). Im Gegensatz dazu ist bei Typ I-Hygrophoronen mit cis Konfigu-
ration (44, 45, 48) das Ion [M+H—H,O|* der Basispeak. Die Abspaltung von Wasser
ist beim peracetylierten cis-Hygrophoron 49 nicht méglich, hier fiihrt die Abspaltung von
Essigsaure zum Basispeak [M+H—60]" (m/z = 407). Ein wichtiges Schliisselfragment fiir
alle Typ I-Hygrophorone ist m/z = 123 (d). Dessen elementare Zusammensetzung wurde
mittels hochauflésender Massenspektrometrie (ESI-QqTOF-MS) als [C;H705]" bestimmt.
Dieses Ion enthélt den Cyclopentenonring sowie die C-Atome C-6 und C-7 der Seitenkette
(siche Schema 5.1). Ein Fragment-lon von untergeordneter Bedeutung ist m/z = 111 (e,
[CeH7O4|T). Es représentiert den Cyclopentenonring sowie C-6. Dieses Ton wird nach Ab-
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(b) 15 eV (+)-ESI/CID-Massenspektrum von Hygrophoron D (55).
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(d) 20 eV (—)-ESI/CID-Massenspektrum von Hygrophoron D (55).

Abbildung 5.13. ESI/CID-Massenspektren von Typ I sowie Typ II-Hygrophoronen im positiven sowie negativen

Modus.
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d, m/z 123
(31, 32, 34, 39, \ -1
44, 45, 48, 49)

OH

[c-col* _ -CO
m/z 277 (34)

miz 341 (44)
m/z 355 (32)
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[b-HOAC]" <———— [b-CH,CO]"  <——— b, [M+H-HOAC-CH,COJ* [a-COJ*

m/z 277 (39)

m/z 295 (39)
m/z 305 (49)

miz 295 (31)
miz 323 (49)

miz 323 (34, 48)
miz 337 (39)
miz 365 (49)

m/z 249 (32)

Schema 5.1 Fragmentierung von Typ I-Hygrophoronen nach positiver Ionisierung
mittels ESI.

spaltung der Substituenten an C-5 und C-6 gebildet. Es tritt bei der Fragmentierung von
31, 44, 45 und 48 auf.

Die Typ II-Hygrophorone zeigen im Vergleich zu den Typ I-Hygrophoronen ein deutlich
anderes Fragmentierungsverhalten. Die Keto-Gruppe an C-6 induziert eine Fragmentie-
rung, welche zu einem Acyl-Fragment g fiihrt (siehe Schema 5.2). Dieses Fragment m/z
= 197 ist der Basispeak bei Hygrophoron D'? (53). Ein vergleichbares Ion, welches die
Seitenkette reprasentiert, ist bei Typ [-Hygrophoronen nicht vorhanden. Im Gegensatz zu
den Type I-Hygrophoronen folgt der ersten Substituenten-Eliminierung ([M+H—H,O|"
bzw. [M+H—HOACc|") eine Abspaltung von CO, welches zu einem Ion des Typs f (sie-
he Abbildung 5.13(b), Schema 5.2 und Tabelle 5.9) fithrt. Interessanterweise tritt bei den
nichtacetylierten Hygrophoronen C'? (51) und D' (53, m/z = 215, [Cy3H;02]") so-
wie D (55, m/z = 243, [Ci5Hz3,05]T) ein Ton auf, welches formal (g+H,0) entspricht.
Die Summenformel dieses Ions wurde mit hochaufgeloster Massenspektrometrie bestétigt.
Es wird wahrscheinlich durch Umlagerung der 5-O-Hydroxygruppe zu einer protonierten
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+ +
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OH - HOAC m/z 293 (54)
[M+H-H,0-COJ* OH
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|
a, [M+H-HOAC-H,0]* miz 197 (50 - 53)
miz 275 (50) miz 225 (54, 55) miz 97 (50 - 53)

Schema 5.2 Fragmentierung von Typ II-Hygrophoronen nach positiver Ionisierung
mittels ESI.

Carbonséure gebildet, welche die Seitenkette enthilt. Weitere signifikante Fragmente sind
die Tonen vom h-Typ (h; bzw. hy). In den CID-Massenspektren, die mit einem Tripel-
Quadrupol-Gerdt (ESI-QqTOF-MS) erhalten wurden, tritt das Ion h; (m/z = 139) bei
den 4-O-Acetylhygrophoronen C'? (50), D'? (52) und D' (54) auf (sieche Tabelle 5.9).
Ein Ion vom hs-Typ mit einer elementaren Zusammensetzung von C;H;O3 konnte mittels
ESI-QqTOF bei den Hygrophoronen D'? (53) und D'* (55) detektiert werden. In diesem
Fall kann eine Struktur des Iones vorgeschlagen werden, welche neben dem Fiinfring auch
die C-Atome C-6 und C-7 der Seitenkette enthélt (siche Schema 5.2). Eine darauf folgende
Abspaltung einer Keten-Einheit fithrt zum Schliissel-Ion i (m/z = 97), welches in allen
untersuchten Typ II-Hygrophoronen (50 — 55) auftaucht.

Die Schliisselfragmente f, g, h; /hy und i kommen in den Typ I-Hygrophoronen nicht vor.
Die Bildung des Acyl-Tons g scheint daher typisch fiir Verbindungen mit einer Keto-Gruppe
an C-6 zu sein. Es kann nicht gebildet werden, wenn sich an dieser Position eine Hydroxy-
oder Acetoxygruppe befindet. Andererseits wird die Bildung von Ionen des e-Typs durch die
Keto-Gruppe an C-6 in den Typ II-Hygrophoronen (siehe Tabelle 5.8 und 5.9) verhindert.
Interessanterweise tritt ein Ion m/z = 123 bei den Typ II-Hygrophoronen 50, 51, 53 und
55 auch auf. Dessen elementare Zusammensetzung, die durch hochaufgeloste Messungen
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bestimmt wurde, betragt allerdings CgH;5. Daher ist es nicht mit dem Ion d identisch,
welches die gleiche Nominalmasse hat.

5.6.2. Negative lonisierung

Die Ionisierungsausbeute der Typ II-Hygrophorone ist sehr gering, im Fall der peracety-
lierten Hygrophorone (39 und 49) liefen sich unter den Bedingungen der Elektrosprayio-
nisierung (ESI) keine negativen Ionen erhalten. Allgemein unterscheidet sich das Frag-
mentierungsverhalten der Hygrophorone im negativen Modus stark vom positiven Modus.
Das trifft sowohl fiir Typ I als auch Typ II-Hygrophorone zu. Aber auch hier gibt es
bemerkenswerte Unterschiede in den CID-MS-Spektren der deprotonierten Hygrophorone
des Typs I und II (siehe Schema 5.3 und 5.4 sowie Tabelle 5.10 und 5.11). Neben der
Substituentenfragmentierung, welche zu Ionen des Typs [M—H—H,0|~, [M—H—-CH,CO|~
sowie [M—H—HOAc|~ fiihrt, treten auch einige typische Fragment-Ionen auf, welche die
Zuordnung der Verbindungen zum Typ I oder II erlauben.

Fiir acetylierte Typ I-Hygrophorone ist die Abspaltung von Essigsdure dominierend. So
ist der Basispeak von 32 (m/z = 293) und 46 (m/z = 363) [M—H—HOAc|~, von 31 (m/z =
293) und 34 (m/z = 321) [M—H—HOAc—CH,CO|~. Neben der Abspaltung funktioneller
Gruppen zeigen die trihydroxylierten Hygrophorone 44 und 45 eine interessante Fragmen-
tierung. Sie fiihrt dort nach Zerstorung des Cyclopentenongeriistes zur Bildung resonanz-
stabilisierter negativer Schliissel-Ionen [k|~, [m|™ und |[n|~. Wéhrend das Ion [k|~ dem Ion
[M—H—-C3H,40]~ entspricht, wurde das Ion [m|~ durch Abspaltung einer C4H,O-Einheit
vom deprotonierten Molekiilion gebildet. In diesem Fall werden die Ringkohlenstoff-Atome
C-1 — C-4 abgespalten. Ein weiteres interessantes Fragment-Ion der Verbindungen 44 und
45 ist das Schliissel-Ion des Typs [n]~ ([M—H—C5HgO4] ), welches bei beiden Verbindun-
gen das Basis-Ton darstellt. Es entsteht wahrscheinlich durch Abspaltung des kompletten
Fiinfrings mit gleichzeitiger Hydroxywanderung nach C-6.

Das Fragmentierungsverhalten der Typ II-Hygrophorone unterscheidet sich von den Typ
[-Hygrophoronen. Zum Beispiel kann die Abspaltung von CO nur bei Verbindungen des
Typ II (50 — 55) beobachtet werden. Ein sehr interessanter Fragmentierungsschritt dieser
Verbindungen ist die direkte Abspaltung von Kohlendioxid vom deprotonierten Molekiilion
[M—H]~. Bei den hydroxylierten Hygrophoronen C'? (51), D'? (53) und D' (55, siche
Abbildung 5.13(d)) fithrt diese Abspaltung direkt zum Basispeak (51, 53: m/z = 265, 55:
m/z = 293). Im Fall der korrespondierenden 4-O-Acetyl-Derivate 52 und 54 findet die
Abspaltung von CO; als Folgereaktion nach Abspaltung von Keten statt. Die Abspaltung
von COy ist durch hochaufgeloste MS/MS-Messungen (ESI-QqTOF-MS) abgesichert. Sie
kann durch eine Umlagerung, an der die Ketogruppe an C-1 sowie die Hydroxygruppe an
C-5 beteiligt sind, erkldrt werden (siehe Schema 5.4). Eine intensitatsschwache Abspaltung
von CO, direkt vom [M—H]| -Ion tritt auch in den nichtacetylierten Typ I-Hygrophoronen
44, 45 und 50 auf. Zuséatzlich kann hier eine CO5-Abspaltung als Folgereaktion beobachten
werden (siehe Tabelle 5.10).

Eine ungewohnliche Abspaltung von Kohlendioxid vom [M—H]| -Ton wurde auch bei
deprotonierten Flavonen, Flavonolen, Flavonon-Aglyconen (Fabre et al. 2001; Bai et al.
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Schema 5.3 Fragmentierung von Typ [-Hygrophoronen nach negativer Ionisierung

mittels ESI.
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Schema 5.4 Fragmentierung von Typ II-Hygrophoronen nach negativer Ionisierung
mittels ESI.



Tabelle 5.8. CID-MS-Spektren der Typ I-Hygrophorone, erhalten von [M+H]|"-Ionen nach HPLC/ESI-MS

RT [M+H|" [M-+H [M+H a b c (c—H20) d e andere Tonen
(min) —H,0]t  —HOAc|"
31 19.7 397 (13) 379 (31) 337 (100) 319 (16) 295 (30) 277 (60) 259 (7) 123 (30) 111 (4) -
32 17.6 355 (4) - 295 (100) 277 (14) - - 259 (7)® 123 (4) - 267 (£, 8), 249 (a-CO, 15)
34 23.2 425 (12) 407 (23) 365 (100) 347 (15) 323 (38) 305 (83) 287 (14 123 (55) - 277 (4), 259 (4)
39 22.4 439 (1) - 379 (54) - 337 (100) 319 (6) 259 (7)¢ 123 (9) - 295 (70)¢, 277 (25)7, 231
(3)
44 183 341 (3) 323 (100) 305 (73)* - - 287 (30)? 123 (16) 111 (10) 259 (21)¢, 245 (15), 165
(16), 147 (15)
45 214 369 (7) 351 (100) - 333 (35)° - - 315 (31)7 123 (15) 111 (20) 287 (38)9, 259 (12), 241
(21), 147 (18)
48 224 425 (23) 407 (100) 365 (73) - 323 (38) 305 (51) 287 (11) 123 (24) 111 (2) 189 (7)
49 26.0 467 (2) - 407 (100) - 365 (66) 347 (3) - 123 (3) 323 (9)¢, 305 (12)7

a=|M+H-HOAc—H;0|"; b= |M+H-HOAc—CH,CO|*; c¢=|M+H-2HOAc|"; d=[C;H;05]"; e=|CsH705|"; f=[M+H-HOAc—CO|;
¢ [M+H-2H,0]*;  [IM+H-HOAc—2H,0]*; ¢ (c-HOAc); ¢ [M+H—-3H20]*; ¢ (b—CH>CO); / (b—HOAc); 4 [M+H—-3 HoO—CO|*; fett — Ba-
sispeak

Tabelle 5.9. CID-MS Spektren der Typ II-Hygrophorone, erhalten von [M-+H]|*-Tonen nach HPLC/ESI-MS

RT [M+H|T |[M+H- |[M+H- [M+H- |[M+H- f g h, i andere Ionen
(min) H,O]*  CH,CO|* HoO—CO|* HOAc|*
50 19.3 353 (15) 335 (10) 311 (60) 307 (100) 293 (52) 265 (10) 197 (31) 139 (39) 97 (4) 275 (a, 8), 123 (5)"
51 17.7 311 (77) 293 (100) - 265 (5) - - 197 (43) - 97 (12) 215 (13)¢, 123 (8)b, 115
(20), 95 (8)

52 19.3 353 (13) 335 (3) 311 (44) 307 (8) 293 (42) 265 (31) 197 (70) 139 (100) 97 (29) -

53 17.2 311 (76) 293 (83) - 265 (79)* - - 197 (100) - 97 (40) 215 (25)°, 123 (20)°, 109
(19), 95 (38)

54 224 381 (2) - 339 (20) - 321 (72) 293 (17) 225 (58) 139 (100) 97 (11) -

55 20.0 339 (56) 321 (100) - 293 (47)* - - 225 (85) - 97 (21) 243 (27)%, 123 (14)%, 109
(12), 95 (14)

a— [M+H-HOAc—H,0|*; b— [M+H-HOAc—CH,CO|*; f— [M+H—HOAc—CO|*; g [Cps1Hons1O]F; hy und hy — [C7H705]; hy wird
nur bei ESI-QqTOF-Messungen beobachtet; i =[C5H505]T; @ korrespondiert formal mit f; ® [CoHys|t; ©[C13Ha702]F; ¢[C15Hz,02]; fett =
Basispeak
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Tabelle 5.10. CID-MS-Spektren der Typ I-Hygrophorone, erhalten von [M—H|-Ionen nach HPLC/ESI-MS

[M—H|- [M—H-—

H,0]

[IM—H—
CH,CO|~

M—H-  [M-H-
HOAC]_ HQO-COQ]_

[f—2H]~ [b—2H]| n]

[h]™

andere Ionen

31 395 (2) - 353 (8) 335 (42) - 307 (13) 293 (100) -

32 353 (2) - -
34 423 (13) 405 (4) 381 (8)

293 (100) -
363 (54) -

265 (15)  — -
335 (5) 321 (100)

44 339 (9) 321 (42) - - 277 (60) - - 241 (100)

45 367 (24) 349 (48) - - 305 (42) - - 269 (100)

48 423 (4) 405 (22) 381 (13) 363 (100) 361 (2) 335 (19) 321 (73) -

139 (2)

139 (4)

139 (20)

291 ([M—H—HOAc—CO,]",
21), 275 ([c—2H]|~, 14), 263 (8),
249 (6), 95 (5), 59 (20)

275 ([M—H—H,0-HOAc|~, 4)

303 ([c—2H]~, 7), 205 (8), 59
(37)

295 ([M—H-COs|~, 7), 293
(IM—H-H,O-CO|~, 10), 283
(k|-, 24), 279 (10), 267
([M—H—HQO—C?,HQO]_, 21),
255 ([m|~, 23), 113 (16), 97
(45), 83 (13)

323 ([M—H-CO,]~, 3), 321
(IM—H-H,0-CO|~, 9), 311
(Ik]-, 18), 295 (IM—H—H,O—
CgHgO]i, 10), 283 ([m]*, 24),
113 (30, 97 (79), 95 (11), 83
(14)

351 ([M—H—HQO—C;),HQO]_,
1), 333 (M—H-H,0—CO—
COs|~, 12), 319 ([M—H—HOAc
7002]77 15); 303 ([cszliv 5)»
201 (|f—2H—CO,|~, 35), 283
(IM—H—2H,0—HOAc—CO,|~,
11), 277 ([b—2H-CO,|", 18),
273 ([f—?HzO—COg]i, 25),
197 (14), 181 (17), 59 (48)

[f—2H]~ = [M—H—HOAc—CO|~; [b—2H|~ = [M—H—CH,CO—HOAc|"; [c-2H|~ = [M—H—2HOAc|"; |h]~ = [C7H;O3]

k|- =[M-H-C3H40]", [m|]” = [ M—H-C4H405]; [n]” = [M—H—-C5HgO3| ; fett = Basispeak
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Tabelle 5.11. CID-MS Spektren der Typ II-Hygrophorone, erhalten von [M—H]|-Ionen nach HPLC/ESI-MS

[M—H]- [M-H- [M-H- |[M-H- [M—H-  [M—-H- [M-H-CO, [f—2H]|" [h]-  andere Ionen
H,0|~ CO|-  CH,CO|~ CO,|™ HOAc|~ —CH,CO|~

50 351 (7) 333 (2) 323 (3) 309 (100) 307 (3) 291 (19) 265 (36) R R R

51309 (61) 291 (17) 281 (67) - 265 (100) - 263 (51)¢ 253 (IM-H-2 CO|~, 27), 247 ([M-
H—COQ-HQO]_, 42), 237 ([M—H—
C0,-CO|-, 32), 235 (11), 213
(13), 113 (7)

52 351 (33) 333 (36) 323 (15) 309 (26) 307 (8) 291 (35) 265 (100) 263 (29) 139 (18) 305 (16)%, 289 (24), 279 (18), 239
(10), 113 (11)

53 300 (34) 291 (14) 281 (49) - 265 (100) - - 263 (56)¢ 253 ([M-H-2 CO|~, 30), 247 ([M-
H-CO,-H,0|, 45), 237 (|M-H-
C0,-CO| ", 34), 235 (14), 113 (3)

54 379 (48) 361 (21) 351 (10) 337 (21) 335 (17) 319 (24) 293 (100) 291 (24) 139 (13) 317 (16), 307 (23), 113 (8)

55 337 (54) 319 (14) 309 (49) - 293 (100) - - 201 (46)¢ 281 ([M-H-2 CO|~, 22), 275 ([M-

H-CO,-H,0|~, 40), 265 (|M-H-
C0,-CO|~, 24), 241 (10)

@ [M—H-H,0—CO|~; [a—2H|~ = [M—H—HOAc—H,0]~; [b—2H]|~ = [M—H—HOAc—CH,CO|~; [h]~ = [C7H;O3];

[f—2H]~ = [M—H—-HOAc—CO]; fett = Basispeak

ouoI0YydoISA Ioj[yemadsne FunyonsiojuN-SIA 9°G
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Tabelle 5.12. Ergebnisse des 'H-NMR-Screenings auf Hygrophorone in Hygrophorus

Hygrophoron-Reihe H. agathosmus H. discoideus H. nemoreus H. poetarum
Hygrophorone A — + — _
Hygrophorone B + — — +
Hygrophorone C + — — +
4-Acetylhygrophorone C + — + +

2004), methoxylierten Flavanoiden (Justesen 2001) sowie Chalconen (Zhang und Brodbelt
2003) beobachtet. Auch in diesen Féllen musste zuvor eine Sauerstoffwanderung hin zur
beteiligten Keto-Gruppe stattfinden, damit eine COs-Abspaltung erfolgen konnte.

5.7. Screening auf Hygrophorone in Hygrophorus spp.

5.7.1. Screening mittels Diinnschichtchromatographie

Bacinovi¢ (2006) konnte im Rahmen ihrer Diplomarbeit das Vorkommen von Hygropho-
ronen mittels Diinnschichtchromatographie anhand der charakteristischen Farbreaktion
(Gelbverféarbung der Diinnschichtplatte nach Erhitzen im Heizluftstrom) zusétzlich zu H.
latitabundus, H. persoonii, H. pustulatus auch in H. agathosmus, H. discoideus, H. nemo-
reus und H. poetarum vermuten. Die Hygrophorone der B-Reihe (44 — 49), wie sie in H.
olivaceoalbus vorkommen, verfarben sich weder durch Erhitzen noch nach Behandlung mit

KOH gelb.

5.7.2. 'H-NMR-Screening

Die Hygrophorone lassen sich leicht mittels 'H-NMR im Petrolether-Rohextrakt nachwei-
sen. Dazu werden zwei bis drei Fruchtkérper mit Petrolether extrahiert, der Extrakt unter
vermindertem Druck am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und der Riickstand
in CDCl; aufgenommen. Die Hauptbestandteile des Petroletherextraktes sind gesattigte
und ungeséattigte Fettsduren, meist C18, so dass die Signale des Cyclopentenonrings nicht
tiberlagert werden (siehe Abb. 5.14). Die Signale der Alkylkette werden hingegen iiber-
lagert. Die 'H-NMR ist daher eine geeignete Methode Cyclopentenonderivate schnell in
Petroletherextrakten nachzuweisen. Es ist damit moglich, die Art des Hygrophorones (A
— ) sowie das Substitutionsmuster zu bestimmen. Fiir die Bestimmung der gesamten
Struktur der Hygrophorone (vor allem die Lénge der Seitenkette) sind weitere, z. B. mas-
senspektrometrische Untersuchungen notwendig.

Es wurden die Petrolether-Rohextrakte von 23 Hygrophorus-Arten auf das Vorkommen
von Hygrophoronen mittels 'H-NMR untersucht. Dabei wurden zusitzlich zu H. persoonii,
H. olivaceaolbus, H. pustulatus und H. latitabundus Hygrophorone in H. agathosmus, H.
nemoreus, H. discoideus und H. poetarum nachgewiesen (siche Tabelle 5.12).
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Abbildung 5.14. Ausschnitt (8.0 — 4.0 ppm) aus dem "H-NMR Spektrum (400 MHz,
128 Scans, CDCl3) des Petrolether-Rohextrakts von H. agathosmus. Sichtbar sind neben
olefinischen Protonen (5.35 ppm, oben abgeschnitten) die Protonensignale der Cyclo-
pentenongertiste von Hygrophoron B (c), C (b) und von 4-O-Acetylhygrophoron C (a).

5.7.3. Screening mittels Selected Reaction Monitoring (SRM)

Die Petroletherextrakte der im DC- und 'H-NMR-Screening positiv aufgefallenen Hygro-
phorus-Arten wurden mittels HPLC-ESI-MS (full scan) und Selected Reaction Monitoring
(SRM) auf das Vorkommen von Hygrophoronen untersucht (siehe Abbildung 5.15 und Ta-
belle 5.13). Dabei wurden im negativen Ionisierungsmodus nach unacetylierten sowie nach
einfach und zweifach acetylierten Typ I-Hygrophoronen (Hygrophorone A und B) sowie
nach unacetylierten und einfach acetylierten Typ II-Hygrophoronen (Hygrophorone C und
D) gesucht. Hierbei wurde nur auf Hygrophorone mit einer Cys-, C14- oder Cyg-Seitenkette
geachtet, und zwar unabhéangig davon, ob dieses Hygrophoron schon vorher bekannt war
oder nicht (siche Tabelle 5.13).

SRM ist eine spezielle MS/MS-Methode, bei der ausgewihlte Fragmentierungsschritte
beobachtet werden. Sie ist empfindlicher als eine Full-Scan-Methode und eignet sich daher
besonders fiir die Spurenanalytik. Allerdings unterscheiden sich die untersuchten diaste-
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Tabelle 5.13. Mit SRM (Selected Reaction Monitoring) im Petroletherextrakt von
Hygrophorus-Arten nachgewiesene Hygrophorone.

[M-H]~ Hygrophoron aga disc korho nemo poet pustu
311 A2 (37) / B2 (63) 4B 4A 47 B2 qne
339 A (64) / B (44) +B 44 47 _ 4B2 472
367 A (65) / B! (45) - = - — _ _
353  Acetyl A (32, 33) / B'? (66) - - — — 47 _
381  Acetyl AM (35, 36) / B4 (46,47) — — - - _
409 Acetyl A'S (67) / B (68) . _
395  Diacetyl A (31) / B'? (69) - - — — — _
423 Diacetyl A (34) / B! (48) - - _ _ _
451  Diacetyl A'® (70) / B (71) - - - — _ _
300 C2(51) ) D (53) O ¢ 7 40 4@ 40
337 CM(72) / DM (55) 4+C 4 _ 40 402 oo
365  C16 (73) / D' (74) - - _ _
351  Acetyl C'? (50) / D? (52) B — — 4C 40O 4C
379  Acetyl C!* (75) / D (54) +¢ - - — 4C 4+C

407  Acetyl C' (76) / D¢ (77) - — — _ _

aga = H. agathosmus; disc = H. discoideus; korho = H. korhonenii; nemo = H. nemoreus; poet = H.
poetarum; pustu = H. pustulatus

+ = positiver Nachweis; — = nicht detektierbar; 4 B> ¢ P Die Bestimmung der Konfiguration (4,5-cis
oder 4,5-trans) ist aufgrund dhnlicher Retentionszeiten sowie dhnlicher Intensitdtsverhéltnisse der Frag-
mentionen mittels HPLC-MS nicht méglich. Aufgrund von 'H-NMR Untersuchungen des Rohextraktes
handelt es sich wahrscheinlich um ein Hygrophoron der A-, B-, C- bzw. D-Reihe; * Zuordnung der Kon-
figuration nicht mdoglich; ? Es wurde ein zusitzliches Isomer mit unterschiedlicher Retentionszeit und
anderen Intensitédtsverhéltnissen der Fragmentionen detektiert.

reomeren Hygrophorone kaum in Retentionszeit und Fragmentierungsverhalten, so dass
mittels SRM eine Bestimmung der Konstitution nicht moglich ist.

Wihrend in allen mit SRM untersuchten Pilzextrakten Typ [-Hygrophorone mit drei
freien OH-Gruppen (m/z = 311 und 339) nachgewiesen werden konnten, wurden nur im Pe-
troletherextrakt von H. poetarum Spuren eines einfach acetylierten Typ [-Hygrophorones
(m/z = 353) nachgewiesen. Zweifach acetylierte Typ I-Hygrophorone waren in keinem un-
tersuchten Pilzextrakt nachweisbar.

Hygrophorone mit einer Ketogruppe an C-6 (Typ II-Hygrophorone) und zwei freien OH-
Gruppen (m/z =309 und 337) konnten in allen untersuchten Pilzextrakten nachgewiesen
werden, einfach acetylierte Typ II-Hygrophorone (m/z =351 und 379) waren in H. aga-
thosmus, H. nemoreus, H. poetarum und H. pustulatus nachweisbar.

Die Konfiguration der mittels SRM nachgewiesenen Hygrophorone lasst sich nicht vom
Fragmentierungsverhalten oder der Retentionszeit ableiten. Durch Vergleich mit den Da-
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Abbildung 5.15. Nachweis von Hygrophoron C'? (51) im Petrolether-Rohextrakt von
H. agathosmus mittels HPLC-Negativionen-ESI-SRM.

ten aus dem 'H-NMR-Screening lisst sich allerdings eine Zuordnung der Konfiguration
vornehmen (siche Tabelle 5.13). So wurden beispielsweise in H. agathosmus und H. poe-
tarum mittels 'H-NMR nur 4,5-cis konfigurierte Hygrophorone detektiert, es handelt sich
demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit um die Hygrophorone B2 (63), B! (44), C'? (51),
C'" (72) sowie um die Acetylhygrophorone C'? (50) und C' (75). Dabei wurden bisher
die Hygrophorone B'? (63) und C'* (72) sowie das Acetylhygrophoron C'* (75) nicht als
Reinsubstanz charakterisiert. Vom Methanol-Extrakt von H. korhonenii liegen keine 'H-
NMR Daten vor, so dass hier keine Zuordnung der Konfiguration vorgenommen werden
konnte.

Massenspektrometrische Methoden sind deutlich empfindlicher als Methoden der Kern-
resonanzspektroskopie. So iiberrascht es auch nicht, dass mittels SRM Hygrophorone nach-
gewiesen wurden, die mit 'H-NMR nicht detektierbar waren. Beispielsweise konnten in H.
discoideus Spuren zweier Typ II-Hygrophorone (m/z =311 und 339) nachgewiesen wer-
den, die beim 'H-NMR Screening nicht aufgefallen sind. Von diesen Hygrophoronen gibt
es daher auch keine 'H-NMR-Daten fiir eine Zuordnung der Konfiguration. In H. discoi-
deus konnten die 4,5-trans konfigurierten Hygrophorone A'? (37) und A' (64) mittels
'H-NMR und SRM nachgewiesen werden. Man kann daher annehmen, dass die C-6 oxi-
dierten Hygrophorone auch 4,5-trans konfiguriert sind, es sich also um Hygrophoron D2
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(563) und D'* (55) handelt. Hygrophoron A'? (37) und Hygrophoron D* (55) wurden bis-
her nur als semisynthetische Derivate erhalten, Hygrophoron A'* (64) wurde bisher nicht
als Reinsubstanz charakterisiert.

Die Hygrophorone aus H. agathosmus, H. discoideus, H. korhonenii, H. nemoreus und H.
poetarum wurden bisher nicht als Reinsubstanzen isoliert, ihr Drehwert ist nicht bekannt.
Aufserdem muss durch weitere Untersuchungen bestétigt werden, ob die relative Konfigu-
ration der Hygrophorone an C-6 identisch ist mit den Hygrophoronen aus H. persoonii
bzw. H. olivaceoalbus. Moglicherweise sind in den untersuchten Hygrophorus-Arten C-6-
Epimere der Hygrophorone A und B enthalten. In H. poetarum und H. pustulatus wurden
weitere Isomere (m/z =311, 339 und 337) detektiert, deren Struktur es noch aufzukliren
gilt.

5.8. Biosynthese der Hygrophorone

5.8.1. Hygrophorone F und G

Vorldufer der y-Butyrolactone Hygrophoron F? (40) und G'? (41) sind mdoglicherweise
Fettséduren mit einer Oxocrotonat-Teilstruktur, wie sie aus H. eburneus isoliert wurden
(Teichert et al. 2005). Nach einer Isomerisierung der C-2/C-3-Doppelbindung und einer
Keto-Enol-Tautomerie bildet sich ein Lacton (siehe Abb. 5.16). Die Hydroxygruppe an C-6
wird durch eine Hydroxylierung eingefiihrt.

5.8.2. Hygrophorone A — E

Jasmonate und Prostaglandine sind strukturell den Hygrophoronen A — E sehr dhnlich.
Deren Biosynthese wurde bisher intensiv untersucht.

Ausgangspunkt fiir die Jasmonatbiosynthese (Bachmann et al. 2002; Maucher et al. 2000)
ist die dreifach ungeséattigte Linolensaure (78). Sie wird durch die 13-Lipidoxygenase (13-
LOX) an C-13 hydroperoxidiert und anschliefsend durch die 13-Allenoxidsynthase (13-A0S)
zum Epoxid (79) umgewandelt. Die Allenoxidcylase (AOC) faltet die epoxiderte Fettsiure
(79) zur cis-Oxophytodiensdure (80), einem Cyclopentenon mit zwei Alkylseitenketten.
Nach Reduktion der cyclischen Doppelbindung wird eine der beiden Seitenketten durch
mehrere (-Oxidationsschritte verkiirzt. Die entstehende (4)-7-iso-Jasmonsédure (81) iso-
merisiert durch Keto-Enoltautomerie leicht zur energetisch bevorzugten (—)-Jasmonséure
(82).

Auch die Biosynthese der Prostaglandine (MacLouf et al. 1977) startet mit einer Fett-
séure, der vierfach ungeséttigten Arachidonsiure (83). Eine Cyclooxygenase (COX) iiber-
nimmt von C-13 ein Wasserstoffatom. Das so entstandene Arachidonsdure-Radikal reagiert
mit molekularem Sauerstoff zu einem Peroxidradikal, welches cyclisiert. Nach Angriff ei-
nes weiteren Sauerstoffmokekiils und Riickiibertragung eines Wasserstoffatoms von der
Cyclooxygenase (COX) entsteht Prostaglandin Go. Es ist Ausgangspunkt einer Vielzahl
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Abbildung 5.16. Postulierte Biosynthese fiir Hygrophoron G2 (41) ausgehend von 23.

weiterer Prostaglandine, die daraus mit Hilfe von Isomerasen, Synthetasen, Reduktasen
bzw. Oxidasen entstehen (Straus und Glass 2001).

Fiir die Hygrophorone ist ein ahnlicher Biosyntheseweg vorstellbar. Auch hier kann eine
ungesattigte Fettsdure Ausgangspunkt fiir Oxidation und Cyclisierung sein. Dafiir spricht,
dass bisher nur Hygrophorone mit geradzahliger Kohlenstoffanzahl gefunden wurden. An-
schliefsend muss eine der beiden Alkylseitenketten z. B. durch g-Oxidation vollstandig ent-
fernt werden. Da bisher keine 3-Oxidation-Intermediate, also Hygrophorone mit einer Al-
kylierung an C-4, gefunden wurden, ist dieser Weg zweifelhaft.

Baute et al. (1991) konnten aus Myzelkulturen des Ascomyceten Peziza echinospora Echi-
nosporin (= Epipentenomycin, 61) isolieren. Aus Kulturen von Morchella costata wurde
bereits frither von ihnen Microthecin! (84) isoliert (Baute et al. 1986). Sie konnten zeigen,
dass die Biosynthese sowohl des Epipentenomycins (61) als auch des Microthecin (84)
von Anhydrofructose (85) ausgeht. Morcheln sind in der Lage, sowohl endogenes Glyco-
gen als auch Stérke in Anhydrofructose (85) zu spalten (Baute et al. 1988). Wegen des
gemeinsamen Startpunkts und einer &hnlichen Struktur postulierten Baute et al. (1991)
einen zumindestens teilweise gemeinsamen Biosyntheseweg. Hierbei wird die Anhydrofruc-
tose (85) an C-4 dehydratisiert sowie der Ring gespalten. Nach einer Keto-Enol-Tautomerie

!Microthecin wurde erstmalig aus Kulturen von Microthecium isoliert (Naito et al. 1979).
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Abbildung 5.17. Biosynthese der Jasmonate ausgehend von Linolenséure (links, nach
Maucher et al. 2000) sowie der Prostaglandine ausgehend von Arachidonséure (rechts,

nach MacLouf et al. 1977, Straus und Glass 2001).

verzweigt sich der postulierte Biosyntheseweg. Entweder wird aus dem 2,3-Diketon spontan
ein cyclisches Halbacetal gebildet, aus welchem nach Wasserabspaltung racemisches Micro-
thecin (84) entsteht oder es entsteht nach stereoselektiver enzymatischer Cyclisierung und
anschliefslender Wasserabspaltung Epipentenomycin (61).
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Abbildung 5.18. Postulierte Biosynthese von Epipentenomycin (61) und Microthecin
(84) aus Anhydrofructose (85), verdndert nach Baute et al. (1991).

In Anlehnung an die Biosynthese des Epipentenomycins kann man sich als Ausgangs-
punkt fiir die Biosynthese der Hygrophorone auch einen Zucker vorstellen, der stereospe-
zifisch alkyliert wird.

Als dritte Moglichkeit kann man fiir die Biosynthese der Hygrophorone A — E sowie F und
G einen zumindestens teilweise gemeinsamen Weg postulieren, deren Vorlaufer Fettsdauren
mit einer Oxocrotonatstruktur sind. Hierbei muss es, dhnlich wie bei der Biosynthese des
Epipentenomycins (61), eine Verzweigungsstelle geben, an der es entweder zu einer Lacto-
nisierung oder einer C-C-Verkniipfung zwischen C-5 und C-1 kommt. Eine weitere Variante
ist die Umlagerung des Lactons zum Cyclopentenon. Sowohl die C-C-Verkniipfung als auch
die Umlagerung miissen stereospezifisch verlaufen, da bisher in keiner Hygrophorus-Art cis
und trans Hygrophorone gleichzeitig nachgewiesen werden konnten. Cyclopentenone sind
durch baseninduzierte Umlagerung von Lactonen synthetisch zugénglich. Dafiir wird ein
Radikalmechanismus vorgeschlagen (Caddick et al. 2000). Auch fiir die Biosynthese des
Cyclopentenon-Derivats Gyrocyanin (10) wird eine Umlagerung aus dem Lacton Atro-
mentinsdure (5) diskutiert (Feling 2000; Gill und Steglich 1987) (Feling 2000; Gill und
Steglich 1987; siehe auch Abbildung 3.3, S. 14).
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5.8.3. Verimpfungsexperimente an Pilzfruchtkorpern

Fiir die Untersuchung der Biosynthese wurden Verfiitterungsexperimente mit 2-'*C mar-
kierter Glucose sowie 2-'3C markiertem Natriumacetat durchgefiihrt. Dazu wurden junge
Fruchtkorper von H. pustulatus, H. persoonii sowie H. latitabundus beimpft. Leider konn-
te mit massenspektrometrischen Methoden kein Einbau in Hygrophorone nachgewiesen
werden.

5.8.4. Verimpfungsexperimente an Myzelkulturen

Verimpfungsexperimente von Synthesevorlaufern an Submerskulturen haben mehrere Vor-
teile. Die Untersuchungen sind saisonunabhéngig, sie lassen sich standardisieren und die
Pilze sind vor natiirlichen Fraffeinden geschiitzt. In den weltweiten Kultursammlungen
sind insgesamt nur fiinf Hygrophorus-Stimme (1 x CBS?, 4 x UAMH?) verzeichnet: H.
calophyllus, H. chrysodon, H. eburneus, H. pustulatus und H. russula, wobei nur die Kul-
tivierung von H. pustulatus in ausreichender Quantitit gelang. Die iibrigen Arten zeigten
ein Wachstum < 3 cm/Jahr.

Das Myzel von H. pustulatus wéchst auf Malz-Pepton-Medium relativ schnell, leider
bildet es weder dort noch auf Moser B-Nahrboden Fruchtkorper. In den Myzelkulturen
konnten keine Hygrophorone nachgewiesen werden. Somit scheinen die aus H. pustulatus
isolierten Verbindungen fruchtkorperspezifische Sekundérmetabolite zu sein. Verimpfungs-
experimente an Myzelkulturen eriibrigen sich demnach.

5.9. Rigidoporus lineatus

(@] (@] (@]
OH OH OH OH OH OH
o CoH19 o C7Hys o CgH180H
HO HO HO
F-15784 (86) 87 88

Abbildung 5.19. F-15784 (86) sowie weitere Cyclopentenon-Derivate aus R. lineatus.

Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden ist ein saprophytisch lebender Pilz, der leben-
des oder abgestorbenes Holz beféllt (Hood et al. 1997). Aus einer Kultur von R. lineatus

2Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Niederlande
3University of Alberta, Microfungus Collection and Herbarium, Canada
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Abbildung 5.20. Rigidoporus lineatus auf festem Sojabohnenmehl-Medium.

konnten Takatsu et al. (1982) die Verbindung F-15784 (86) isolieren. Dazu liefsen sie R.
lineatus als Schiittelkultur fiinf Tage lang in einem Medium aus Stérke, Glycerin, Gluco-
se und Sojabohnenmehl wachsen. Zur Extraktion wurde das Kulturmedium mit Aceton
versetzt (1:1), mit Salzsdure angesduert und gegen Essigester ausgeschiittelt. Nach Sadulen-
chromatographie an Kieselgel und HPLC an RP-18 konnte aus der Essigesterphase reines
F-15784 erhalten werden. Die Ausbeute betrug rund 1.2 g pro Liter Kulturmedium.

Die Struktur von F-15784 (siche Abbildung 5.19) ist denen der Hygrophorone sehr dhn-
lich. Es handelt sich dabei, wie bei den Hygrophoronen, um ein Cyclopentenon-Derivat
mit einer ungeradzahligen, unverzweigten Alkylkette an C-5 und Hydroxylierungen an C-5
und C-6. An C-4 ist es zum Keton oxidiert. F-15784 hat eine zusétzliche Hydroxylierung
an C-7, wobei diese Hydroxygruppe ein cyclisches Halbacetal mit der Ketogruppe an C-4
bildet.

R. lineatus CBS 109425 wurde auf Malz-Pepton und Sojabohnenmehl-Medien emers (auf
Agarplatten) bzw. submers, als Stand- sowie als Schiittelkultur kultiviert. Die Kulturen
wuchsen sehr schnell mit weifsem, nadelformigem Myzel. Leider produzierte dieser Stamm
deutlich geringere Mengen F-15784. Aus 3 Litern Kulturmedium konnte nach Fliissig-
Fliissig-Extraktion, Festphasenextraktion und HPLC eine Fraktion (5 mg) erhalten werden,
die F-15784 enthélt (ca. 50%, bestimmt mit "H-NMR). Eine polarere Fraktion enthielt
ein Homologes von 86 mit einer Ethyleneinheit weniger in der Seitenkette (87), in einer
weiteren polaren Fraktion konnte ein hydroxyliertes Derivat (88) nachgewiesen werden.
'H-NMR-Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass es sich dabei wahrscheinlich ein
w-Hydroxy-Derivat von 86 handelt. Aufgrund der geringen Mengen erschienen eine weitere
Reinigung sowie eine intensivere Strukturaufklarung nicht sinnvoll.
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5.9.1. Fragmentierungsverhalten
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Abbildung 5.21. 13eV-CID-ESI-MS-Spektrum vom Cyclopentenonderivat 87.

Mit LC-ESI-MS konnten von 86 und 87 Doppelpeaks erhalten werden, wobei sich die
MS-Spektren nicht unterscheiden. Es handelt sich daher dabei um Isomere. Entweder liegt
ein Gleichgewicht zwischen der offenen Form und dem cyclisierten Halbacetal vor, oder es
handelt sich um Diastereomere an C-4, C-5 oder C-6.

Die Cyclopentenon-Derivate 86 — 88 lassen sich gut im negativen Ionisierungsmodus
detektieren, als dominierendes Ion (siehe Abbildung 5.21) tritt m/z = 111 (C5H303]7)
auf. Es entsteht nach Offnung des Halbacetals und Entfernung der Hydroxyalkylkette durch
a-Spaltung zwischen C-5 und C-6.

5.9.2. Verfiitterungsexperimente

Zur Aufklirung der Biosynthese der Cyclopentenon-Derivate wurden 2-3C-markierte Glu-
cose, 2-'3C-markiertes Natriumacetat bzw. ein *C-markiertes Fettsiuregemisch zu Kul-
turen von R. lineatus CBS 109425 gegeben. Die Essigester-Rohextrakte wurden nach 14
Tagen Wachstum mit LC-MS untersucht. Dabei konnte ein geringer Einbau von Acetat
in 87 (89.0% 13Cy, 9.0% 3Cy, 2.0% '3C,; Einbaurate = 0.93%) nachgewiesen werden.
Hingegen wurde kein Einbau nach Verfiitterung von Glukose oder Fettsduren festgestellt.

Mit SRM (Selected Reaction Monitoring) wurde anschliefsend untersucht, ob ein spezifi-
scher Einbau stattgefunden hat, oder ob das Acetat gleichméfig im gesamten Molekiil ein-
gebaut wurde. Dazu wurde selektiv die Fragmentierung des einfach markierten Pseudomo-
lekiilions von 87 ([M+1—H|~, m/z = 270) zum unmarkierten Dihydroxycyclopentadienon-
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Tabelle 5.14. Untersuchung auf ortspezifischen Einbau in F-15784 (86) mit SRM:
Intensitét der Ionen (in %, normiert auf m/z =269 — m/z=111).

untersuchter Zerfall unmarkierte 2-13C-markiertes
Kontrolle Natriumacetat
m/z =269 — m/z=111 100.0 100.0
m/z=270 — m/z=111° 10.4 4+ 0.3 16.5 £ 0.6
m/z=270 — m/z = 1120 5.0 £ 0.2 77 +04
(270 — 111)/(270 — 112) 21 +0.1 21 +0.1

@ 3C-Markierung ist nicht im Cyclopentenonring, sondern in der Alkylkette
> Cyclopentenonring ist *C markiert

Anion (*?C;H303, m/z = 111) bzw. zum einfach markierten Anion (*C,*CH305;, m/z
= 112) beobachtet. Bei spezifischer Markierung sollte sich das Verhéltnis der Intensitéten
der beiden Fragment-Ionen im Vergleich zur unmarkierten Probe unterscheiden.

Vergleicht man die Fragmentierungen der markierten mit den Fragmentierungen der un-
markierten Probe, kann man feststellen, dass der Zerfall des markierten Ions (m/z = 270)
sowohl zum Ton m/z = 111 als auch zu m/z = 112 in der markierten Probe haufiger stattfin-
det (siche Tabelle 5.14). Der Grund ist im héheren C-Anteil der markierten Verbindung
zu suchen. Hingegen gibt es keinen Unterschied im Verhéltnis der Fragmentierungen m/z
= 270 — m/z = 111 bzw. m/z = 112. Daher ist ein unspezifischer, statistischer Einbau in
alle C-Positionen von 86 wahrscheinlich.

5.10. Biotest

5.10.1. Antifungische Aktivitat

Die isolierten Hygrophorone wurden, soweit sie in ausreichender Reinheit und Menge vor-
handen waren, auf antifungische Aktivitdt untersucht. Als Testsystem kam hier der von
Gottstein et al. (1982) entwickelte Spriihtest mit dem Phytopathogen Cladosporium cucu-
merinum Ell. et Arth als Testorganismus zur Anwendung. Dazu wurden auf eine Kieselgel-
platte die in Methanol gelosten Reinsubstanzen gegeben und nach Entfernen des Losungs-
mittels die Platte mit einer wéssrigen, nahrstoffhaltigen Sporensuspension von C. cucume-
rinum bespriiht. Nach zwei Tagen Lagerung in einer wasserdampfgeséittigten Kammer war
die Platte mit einem griinlich bis dunkelgrauen Myzel {iberzogen, wobei fungizid, fungito-
xisch oder fungistatisch wirksame Verbindungen als weifse Flecken (Hemmbhof) erkennbar
waren. Eine halbquantitative Abschétzung des antifungischen Potentials von Verbindungen
mit ahnlicher Polaritéit, dhnlichem Diffussionsverhalten sowie dhnlicher Fliichtigkeit kann
anhand der Fleckengrofse und -intensitét erfolgen.

Die Grofen der Hemmflachen der getesteten Hygrophorone sind in Tabelle 5.15 zusam-
mengefasst. Alle getesteten Hygrophorone zeigen Aktivitit gegen C. cucumerinum. Dabei
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zeigt 4-O-Acetylhygrophoron A'? (32) die grofte Aktivitiat. Auffillig ist, dass vor allem
polarere Hygrophorone grofsere Hemmflachen erzeugen als unpolarere.

5.10.2. Antibakterielle Aktivitat

4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31), 4,6-Di-O-acetylhygrophoron A% (34), 4-O-Acetyl-
hygrophoron D'? (52), 4-O-Acetylhygrophoron D' (54) und 1,4-Di-O-acetylhygrophoron
E'? (56) wurden auf ihr antibakterielles Potential untersucht. Dazu wurden die minima-
len Hemmkonzentrationen (MIC) gegen verschiedene Gram-positive und Gram-negative
Bakterienstdmme untersucht. Unter diesen Stdmmen befanden sich auch klinische Isolate
mit verschiedenen Resistenzen, u. a. auch gegen Vancomycin und Ciprofloxacin. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5.16 zusammengefasst. Dabei war 31 die aktivste Substanz mit
einer MIC von 0.5 bis 2 pg/ml gegen Gram-positive Bakterien. Diese Aktivitét ist dhn-
lich der Aktivitat der Vergleichsantibiotika Vancomycin, Linezolid und Ciprofloxacin. Die
MIC der Verbindungen 34, 52 und 54 ist um den Faktor 5 - 10 hoher. Die Verbindungen
31, 34, 52 und 54 zeigten hohe Aktivitéit selbst gegen resistente Bakterienstdamme. Ver-
bindung 56 zeigte kaum noch antibakterielle Aktivitat. Hier ist die Ketogruppe zu einer
Acetoxygruppe reduziert. Aufer gegen Moracella zeigten die untersuchten Hygrophoro-
ne keine Aktivitdt gegen Gram-negative Bakterien. Sie sind hingegen aktiv gegen einen
zellwandpermeablen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Bei der Untersuchung der
antibakteriellen Aktivitdt gegen S. aureus in 50% Serum, konnte keine Aktivitdt mehr
festgestellt werden. Ursache dafiir ist entweder eine sehr hohe, unspezifische Bindung der
Hygrophorone an Serumproteine oder moglicherweise eine Deaktivierung der Hygrophoro-
ne durch Michael-Additon von Nucleophilen (z.B. durch Cystein) an die Doppelbindung
des Cyclopentenon-Geriistes.

5.10.3. Membranintegritat

Um den Wirkungsmechanismus der Hygrophorone zu verstehen wurde deren Einfluss auf
die Bakterienmembran getestet. Dazu wurde in Anlehnung an Roth et al. (1997) zu einer
Bakteriensuspension von S. aureus der membranundurchgéngige, DNA bindende Fluores-
zenzfarbstoff SYTOX Green gegeben. Ungebundenes SYTOX Green fluoresziert praktisch
nicht. Er fluoresziert erst, wenn er an DNA oder RNA gebunden ist. Lysierte Bakterien
dienten als 100% Positivkontrolle. Damit ist die gemessene Fluoreszenz ein Marker fiir die

Tabelle 5.15. Hemmflichen (in mm?) ausgewihlter Hygrophorone nach Applizierung
von 20 bzw. 40 ug Reinsubstanz. Eine grofere Hemmflache korreliert mit einer hoheren
antifungischen Aktivitét.

31 32 34 50 51 52 53 54 59 40

20 pg 23 188 2 86 %) 95 83 14 1 43
40 pg 40 217 6 148 90 82 170 15 28 64
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Tabelle 5.16. Antibakterielle Aktivitat ausgesuchter Hygrophorone gegen verschiedene
Gram-positive und Gram-negative Bakterienstamme. Vancomycin, Linezolid und
Ciprofloxacin dienen als Referenzantibiotika (Minimale Hemmkonzentration in pg/ml)

Vanco- Line- Cipro-

Organismus 31 34 52 54 56 mycin zolid floxacin

Staphylococcus aureus

TG 1 =32 4 4 =32 05 2 0.25
Iséaa“feus 05 4 8 4 =32 05 05 ~32
f;ffg;g”_lb 05 4 4 2 =32 =32 2 ~32
iﬁf?éoigéfgs premmomiac 5 g .32 -3 32 05 1 1
f?é%“;"ﬁ;ag ;OH S128 =32 =32 =32 =32 =32 =32 <0.03
is Cféi ~128 =32 =32 32 =32 =32 8  <0.03
iaemophi]us influenzae 198 -39 16 39 =32 ~392 8 <0.03
]l\f;raxella catarrhalis 0.25 4 9 9 4 ~39 S <0.03
ﬁfgectog?ggr bammannii - jog 32 -32 -32 =32 =32 =32 0.25
i STGSEIO;‘;’;S ACLUGINOSA 199 39 _3p -3 -32 =32 =32 0.25
giL{C;}éiiomyces cerevisiae N A 1 9 -39 ~39 =32 >32

“ resistent gegen Methicillin (MRSA) und Ciprofloxacin, ® ciprofloxacin- und vancomycinresistent,
¢ Zellwand bzw. Zellmembran permeable Mutante

Membranintegritéit. In Abbildung 5.22 ist die so gemessene Membranintegritéit in Abhén-
gigkeit der Konzentration des untersuchten Hygrophorons zuséatzlich zur Wachstumshem-
mung aufgetragen. Das Antibiotikum Vancomycin diente als Vergleich. Die Zerstérung der
Bakterienmembran verlduft parallel zur Wachstumshemmung. Die untersuchten Hygropho-
rone zerstoren demnach wahrscheinlich die Bakterienmembran und hemmen so das Bak-
terienwachstum. Obwohl es einige Unterschiede in der MIC verschiedener Gram-positiver
Bakterien gibt, scheint die Zerstorung der Membran unspezifisch zu sein. Dafiir spricht
auch, dass 31 bei einer Konzentration von 25 ug/ml hamolytisch aktiv ist.
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Abbildung 5.22. Test auf Wachstumshemmung (~A-) und Membranintegritit (—@-)
ausgewahlter Hygrophorone, Testorganismus Staphylococcus aureus.

5.10.4. Aktivitat gegen Phytophthora infestans

Der Oomycet Phytophthora infestans ist der Erreger der Kraut- und Knollenféule von Kar-
toffeln (Erwin und Ribeiro 1996). 4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31), 4,6-Di-O-acetyl-
hygrophoron A'* (34), 4-O-Acetylhygrophoron D'? (52) und 4-O-Acetylhygrophoron D
(54) wurden auf Wachstumshemmung getestet (siche Abbildung 5.23). 31 und 34 zeigen
keinen Einfluss auf das Wachstum von P. infestans, die Aktivitdten von 52 und 54 sind
moderat, wobei das Derivat mit der lingeren Alkylkette (54) stérker aktiv ist.

Zusatzlich wurde der Einfluss von 31 auf die Keimung der Zoosporen von P. infestans
untersucht. Bei einer Konzentration von 50 uM keimen nur noch 21% aller Keime (im
Vergleich zu 76% Kontrolle). Unter dem Mikroskop sieht so aus, als ob 31 die dufere
Membran der Zoosporen auflost.

Hygrophorone haben keinen oder nur einen sehr schwachen Einfluss auf das Wachstum
von P. infestans, allerdings unterdriicken sie die Keimung der Zoosporen, wahrscheinlich
durch Auflésung der duferen Membran.
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Abbildung 5.23. Wachstumshemmung (links) und Keimungshemmung (rechts) des
Phytophathogens Phytophthora infestans durch Hygrophorone (50 uM).

5.11. Vergleich der Hygrophorone mit Naturstoffen

Cyclopentenonderivate sind vielféltig als Naturstoffe beschrieben. Umino et al. (1973)
konnten aus Kulturen von Streptomyces eutythermus Pentenomycin I (62) und dessen
4-Acetat-Derivat Pentenomycin II (89) isolieren. Die beiden Substanzen haben eine mode-
rate Aktivitat gegeniiber Gram-positive und Gram-negative Bakterien. Einige Jahre spéter
isolierten Bernillon et al. (1989) aus Fruchtkoérpern von Peziza sp. das C5-Epimer Epipen-
tenomycin (61), welches zuvor schon synthetisch hergestellt worden war (Smith III. und
Pilla 1980; Shono et al. 1980). Epipentenomycin (61) ist aktiv gegen Gram-positive Bakte-
rien, zeigt aber keine Aktivitdt gegen Gram-negative Bakterien oder gegen Pilze (Bernillon
et al. 1989; Baute et al. 1991).

Noble et al. (1978) konnten aus Kulturen von Streptomyces cattleya das Cyclopentendion
G2201-C (90) isolieren. 90 ist moderat aktiv gegen Gram-positive Bakterien, schwach aktiv
gegen Gram-negative Bakterien und inaktiv gegen Pilze. G2201-C (90) ist toxisch gegen
Mause (LDsg ;. ~ 19mg/kg). Hingegen tiberlebten Méause nach intravendser Injektion von
Pentenomycin I (62, 400 mg/kg) bzw. II (89, 150 mg/kg) mehr als 24 Tage (Umino et al.
1973).

Ein isomeres Cyclopentenon-Derivat mit der Hydroxyethylgruppe an C-4 ist Penteno-
cin B (91), welches aus Kulturen von Trichoderma hamatum isoliert wurde (Matsumoto
et al. 1999; Ohira et al. 2004). 91 ist beim Screening auf ICE-Inhibitoren aufgefallen. ICE
(Interleukin-13 Converting Enzyme) ist fiir die Auslésung von Entziindungsreaktionen ver-
antwortlich.

Die gréfiten strukturellen Ahnlichkeiten (siehe Abb. 5.24) mit den Hygrophoronen ha-
ben FRI6001M (92) aus Cyphellopsis anomala (Rasser 2001; Berglund 2001) sowie F-15784
(86) aus R. lineatus (Takatsu et al. 1982, siche auch Abschnitt 5.9 Seite 58). F-15784 (86)
ist aktiv gegen Pilze wie Candida albicans, Aspergillus niger oder Trichophyton mentagro-
phytes.

FR96001M (93) zeigt hohe Aktivitdt gegen Gram-positive Bakterien. 93 ist weniger sen-
sitiv bei Gram-negativen Bakterien sowie filamentosen Pilzen und Hefen. Aufserdem zeigt
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Abbildung 5.24. Strukturell verwandte Naturstoffe

93 eine hohe Cytotoxizitdt gegen verschiedene menschliche Zelllinien (z. B. HeLaS3, Colo-
320, COST) sowie Phytotoxizitat auf das Spross- und Wurzelwachstum von Hirse (Setaria
italica) und Kresse (Lepidium sativum). Semisynthetische Derivate (Berglund 2001) zei-
gen dhnliche biologische Wirkungen, wobei das 2,3-Dihydroderivat kaum noch antibiotische
Aktivitdaten aufweist. Das scheint darauf hinzuweisen, dass die Doppelbindung im Cyclo-
pentenonsystem wichtig fiir die biologische Wirkung ist. Rasser (2001) konnte weiterhin
feststellen, dass sich die antibiotische Aktivitét steigern liefl, indem die Substanz unpolarer
gemacht wurde.

Alle hier vorgestellten Cyclopentenone weisen antibiotische Aktivitdten auf, wobei sie
sich in threm Wirkspektrum unterscheiden. Wurden sie auf bakterielle Wirksamkeit getes-
tet, fielen sie durch Aktivitidt vor allem gegen Gram-positive Bakterien auf. Die Wirksam-
keit gegen Gram-negative Bakterien war nicht einheitlich, aber immer schwécher als ge-
gen Gram-positive Bakterien. Auch die Hygrophorone zeigen antibiotische Aktivitiat gegen
Gram-positive Bakterien, sie sind schwécher bis kaum aktiv gegen Gram-negative Bakteri-
en. Aufserdem sind sie gegen Pilze aktiv, wobei sie vermutlich hauptséchlich die Keimung
der Sporen verhindern.
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6.1. Gerate

NMR

1D-NMR-Spektren (*H, *C) wurden an einem Varian Unity 400 bzw. einem Varian Unity
500 aufgenommen, 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY) NMR-Spektren an einem Varian
Unity 500. Chemische Verschiebungen wurden beziiglich internem TMS (§ = 0.000, 'H)
bzw. des Losungsmittels CDCly (6§ = 77.000, 3C) referenziert und in ppm angegeben.
Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

IR, UV, CD
IR-Spektren wurden an einem Bruker IF'S 28, CD- und UV-Spektren an einem Jasco J-710
und der spezifische Drehwert an einem JASCO DIP-1000 Polarimeter gemessen.

HPLC-ESI-MS und tandem-massenspektroskopische Untersuchungen
Die Elektrospray-Massenspektren (ESI-MS) positiver und negativer Ionen wurden mit ei-
nem Finnigan MAT TSQ 7000 System aufgenommen (Elektrospray-Spannung fiir positive
Tonen 4.5 kV, fiir negative lonen 4.0 kV; Spraygas: Stickstoff). Die Temperatur der beheizten
Kapillare betrug 220 °C. Das MS-System ist mit einer Surveyor Micro-HPLC (Thermofin-
nigan) gekoppelt. Fiir die HPLC wurde Sdule MS1 mit dem Gradienten MS1 benutzt.
Die CID-Massenspektren der entsprechenden [M+H]|* bzw. [M—H| -Ionen wurden wéh-
rend des HPLC-Laufes gemessen. Die Kollisionsenergie ist angegeben. Als Kollisionsgas
diente Argon, der Kollisionsdruck betrug ca. 1.8 x 10~3 Torr. Die negativen SRM-Messungen
wurden wihrend des HPLC-Laufes durchgefiihrt, die gemessenen Ubergiinge sind in Tabel-
le 6.4 angegeben, die Kollissionsenergie betrug 20eV. Alle Massenspektren sind gemittelt
und untergrundkorrigiert.

HPLC-APPI-Massenspektren

HPLC-APPI-MS wurden mit einem API-150EX Massenspektrometer (Fa. Applied Bio-
systems), ausgestattet mit einer Sciex-APPI-Quelle gemessen. Das System ist mit einer
Agilent HPLC (Serie 1100) gekoppelt. Durch Austausch der Tonenquelle gegen eine Sciex-
Turbo-Ionspray konnten mit diesem Gerat auch ESI-Massenspektren generiert werden.

HR-ESI-CID-QgTOF-Massenspektren

Hochaufgeloste Massenspektren nach kollisionsinduzierter Fragmentierung (CID) der durch
Elektrospray-lonisierung (ESI) erhaltenen [M+H|* bzw. [M—H]| -Ionen wurden mit einem
API QSTAR Pulsar Quadrupol Gerét mit orthogonal angeordnetem Flugzeit-Massenspek-
trometer (TOF-MS, Applied Biosystems / MDS Sciex) aufgenommen. Die Proben wurden
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in Methanol mit 1% Ameisensiure gelost und mittels integrierter Harvard-Spritzenpumpe
bei einem Fluss von 15 ulmin~! injiziert. Die Ionen-Spray-Spannung betrug £5.5kV im
positiven sowie negativen Modus. Stickstoff diente als Stofsgas. Die Massenskala wurde mit
den Standardverfahren und -verbindungen des Instrumentenherstellers kalibriert. Produkt-

Tonen-Spektren wurden intern mit dem unfragmentierten Vorgénger-Ion recalibriert (Single
Lock Mass).

HR-FT-ICR-MS

Die exakte Massenbestimmungen wurden an einem Bruker Apex III 70e Fourier Trans-
formation Ionen Cyclotron Resonanz (FT-ICR) Massenspektrometer (Bruker Daltonics,
Billerica, USA) durchgefiihrt, welches mit einer Infinity™-Zelle, einem 7.0 Tesla Tieftem-
peratursupraleitungsmagneten (Bruker, Karlsruhe, Deutschland), einer Apollo-Tonenquelle
und einem Agilent-Sprayer ausgestattet ist. Die Probelosungen wurden mittels Spritzen-
pumpe bei einem gleichbleibenden Fluss von 120 pulh™? injiziert.

Gaschromatographie gekoppelt mit massenselektiven Detektor (GC-MS)

Gaschromatographie wurde an einem direkt gekoppeltem GC-MS-System (Voyager, Ther-
moQuest) durchgefiihrt mit: 70eV EI, Quellentemp. 200 °C; Séule DB-5MS (J&W, 30 m x
0.25 mm, 0.25 um Filmdicke), Injektionstemp. 250 °C, Interfacetemp. 300 °C, Tragergas He,
Flussrate 1.0 ml/min, konstanter Fluss, splittlose Injektion, Sdulentemperaturprogramm:
60 °C fiir 1 min, dann Anstieg auf 300 °C mit 10 K/min, isothermisch bei 300 °C fiir 20 min.

Analytische Diinnschichtchromatographie

Fiir die analytische Diinnschichtchromatographie wurden auf DC-Aluminiumfolien, Kiesel-
gel 60 F254 (Fa. Merck) verwendet. die Detektion der Spots erfolgte unter UV-Licht bei
254 nm und 366 nm sowie durch Eintauchen der DC-Folie in methanolische KOH-Losung
(10 %) oder Erhitzen im Heifsluftstrom. Angegeben werden die R -Werte und das entspre-
chende Laufmittel. Folgende Laufmittelgemische wurden benutzt:

LM1: CH3Cl / MeOH : 95/5 (v/v)

LM2: Toluol / Ethylformiat / Ameisenséure : 10/5/3 (v/v/v)

Saulenchromatographie

Saulenchromatographie wurde in zylindrischen Glassdulen mit Frittenboden an RP18-
Material (Fa. Merck) oder Lichroprep Diol (Fa. Macherey & Nagel) durchgefiihrt.

Festphasenextraktion - Kartusche

Festphasenextraktion wurde an Chromabond Diol-Kartuschen (500 mg, Fa. Macherey &
Nagel) durchgefiihrt. Zur Konditionierung der Kartuschen wurde sie mit leichtem Druck
beginnend mit MeOH und anschliefend mit MeOH-H;O-Gemischen mit ansteigendem
Hy0O-Gehalt gespiilt. Die Probe wurde im 1. Elutionslosungsmittel gelost oder suspen-
diert und auf die Kartusche gegeben. Anschlieffend wurde mit MeOH-H,O-Gemischen mit
ansteigendem MeOH-Gehalt eluiert.
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HPLC

Préparative HPLC wurde an einer Anlage mit Merck-Hitachi L-6250 Gradientenpumpe
und L-4250 UV-Detektor bzw. an einem Varian ProStar 218 System mit PrepStar 330
Photodiodenarraydetektor durchgefiihrt. Chirale, analytische HPLC wurde an einer Anlage
der Firma Agilent Serie 1100 mit Photodiodenarraydetektor und Séulenofen bei 25°C

durchgefiihrt. Folgende Saulen wurden dabei benutzt:

Séaule 1: LiChrospher 100 RP-18 Saule (10 gm, 250 x4 mm ID, Fa. Merck)

Saule 2: Nucleosil 100 RP-18 Saule (7 um, 250 x 7mm ID, Fa. Macherey & Na-
gel)

Saule 3: Nucleosil 100 RP-18 Saule (7 pm, 250x 1 mm ID, Fa. Macherey & Na-
gel)

Séule MS1: Ultrasep ES RP-18E Saule (5 pum, 100x 1 mm ID, Fa. SepServ)
Séule MS2: Ultrasep ES RP-18E Séule (5 um, 150x2mm ID, Fa. SepServ)

AD-H: Chiralpak AD-H (5 pm, 250x4.6 mm ID, Fa. Daicel)
AS-H: Chiralpak AS-H (5 pm, 250x4.6 mm ID, Fa. Daicel)
OB-H: Chiralcel OB-H (5 pm, 250x 4.6 mm ID, Fa. Daicel)
OD-H: Chiralcel OD-H (5 pum, 250x4.6 mm ID, Fa. Daicel)

Es wurden folgende Gradienten verwendet:

Gradient 1:
Gradient 2:
Gradient 3:
Gradient 4:
Gradient 5:
Gradient 6:
Gradient 7:
Gradient 8:
Gradient 9:
Gradient 10:
Gradient 11:

Gradient MS1

Gradinet MS2

Start: 70% B, 40 min: 100% B, A = H,O/MeOH (70/30, v/v), B =
MeOH, Flussrate (FR) = 5.0 ml/min.

Start: 75% B, isokratisch, A = H,O, B = MeOH, FR = 1.0 ml/min.
Start: 75% B, isokratisch, A = H,O, B = MeOH, FR = 27.6 ml/min.
Start: 80% B, 20min: 100% B, A = H,O, B = MeOH, FR =
27.6 ml/min.

Start: 90% B, 20min: 100% B, A = H,O, B = MeOH, FR =
27.6 ml/min.

Start: 60% B, 45 min: 100% B, A = H,O/MeOH (70/30, v/v), B
MeOH, FR = 5.0 ml/min.

Start: 70% B, 50min: 75% B, 55min: 100% B, A = H,O/MeOH
(70/30, v/v), B = MeOH, FR = 5.0 ml/min.

Start: 60% B, 15min: 100% B, 25min: 100% B, A = H,O, B =
MeOH.

Start: 50% B, 20min: 100% B, 35min: 100% B, A = H,O, B =
MeOH, FR = 27.6 ml/min.

Start: 20% B, 15min: 60% B, 25min 60% B, 35min: 100% B, A =
H,O, B = MeOH.

Start: 75% B, isokratisch, A = n-Hexan, B = i-Propanol, FR =
0.5 ml/min, Sdulenofen 25°C.

Start: 20% B, 15min: 90% B, 25min: 90% B, A = H,O + 0.2%
HOAc, B = CH3CN + 0.2% HOAc, FR = 70 ul/min

Start: 2% B, 25 min: 100% B, 35min: 100% B, A = H,O + 0.2%
HOAc, B = CH3CN + 0.2% HOAc, FR = 400 pl/min.
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6.2. Chemikalien

Alle benutzten Losungsmittel wurden vor Benutzung destilliert. [2-'3C]-D-Glucose wurde
von der Deutero GmbH, ¥C markiertes Lipidgemisch aus Algen (Algal Lipid Mixture)
von Cambridge Isotope Laboratories, Inc. und 2-*C-Essigsiure von Euriso-top bezogen.
Die markierte Essigsiure wurde mit Natronlauge neutralisiert und lyophilisiert um 2-3C
markiertes Natriumacetat zu erhalten.

6.2.1. Kulturmedien

Fiir die Stammhaltung und die Kultivierung der Pilzkulturen wurden folgende Medien
wurden benutzt. Diese wurden 15 min bei bei 1.1 bar Uberdruck bei 121°C im Autoklaven
mit Wasserdampf sterilisiert.

Sojabohnenmehl-Medium Malz-Pepton-Medium

16sliche Starke 20g Malz 10 g
Glycerol 30 g Pepton 25 ¢g
Glucose 30g Agar 15 g
Soyamehl 10 g destilliertes Wasser ~ auf 1000 ml
Hefeextrakt 25¢g

Hefel6sung und Hefeagar fiir

Leitungswasser auf 1000 ml C. cucumerium

pH-Wert vor dem Autoklavieren 6.5

Mannitol 50 g
Saccharose 50 g
Bernsteinséure b4 g
Hefe-Extrakt 30¢g
Moser B KH,PO, 100 mg
Maltose 20 g MgSO4x7 HyO 300 mg
Glucose 10 g FeSO4x7 HyO 10 mg
Pepton 2g ZnS0,x 7 Hy0O 4.4 mg
Inosit 50 mg Hy0 (bidest.) auf 1000 ml
Hefeextrakt 0.2 mg Vor dem Autoklavieren muss der pH-Wert
KH,PO, 05¢g auf 5.4 eingestellt werden. Fiir festes Medi-
MgSO, 05¢g um (Hefeagar) werden noch 10g Agar zu-
ZnS0, (0.2% Lsg.) 0.5 ml gegeben.
FeCl; (1% Lsg.) 1 ml )
CaCl, (0.1 M Lsg.) 5 ml Hafer-Bohnen-Medium
MnSO4 (1% Lsg.) 0.5 ml Bohnenmehl 340 g
Thiamin o0 pg Hafermehl 170 g
Biotin 1 pg Saccharose 85 ¢g
Agar 20g Agar 15 g

destilliertes Wasser auf 1000 ml destilliertes Wasser auf 1000 ml
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6.3. Pilzmaterial

Das Pilzmaterial fiir die Isolierung von Hygrophoronen (siche Tabelle 6.1), fiir das Scree-
ning auf Hygrophorone mittels 'H-NMR, (Tabelle 6.2) bzw. SRM (Tabelle 6.3) wurde bei
—20°C im Tiefkiihlschrank bis zur Aufarbeitung aufbewahrt. H. korhonenii wurde in Me-
thanol eingelegt. Herbarbelege sind im Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie Halle (Saale)
hinterlegt.

Kulturen von Hygrophorus pustulatus (Pers.: Fr.) Fr. Stamm CBS 375.89 sowie Rigi-
doporus lineatus (Pers.) Ryvarden Stamm CBS 109425 wurden vom Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Niederlande erhalten.

Tabelle 6.1. Fiir die Isolierung von Hygrophoronen benutztes Pilzmaterial.

Pilz Fundort Datum Koll. Habitat leg. / det.

H. latitabundus  Bad Bibra, 4.11.2002 68/02 Pinus M. Huth / M. Huth
Sachsen-Anhalt

H. olivaceoalbus Kelheim, 24.09.2001 18/01 Picea N. Arnold / N. Arnold
Bayern

H. persoonii Ingolstadt, Sept. 2000 28/00 Quercus  N. Arnold / N. Arnold
Bayern

H. pustulatus Harzgerode 29.11.2001 93/01 Picea T. Liibken / N. Arnold

Sachsen-Anhalt

6.4. Extraktion und Reinigung

6.4.1. Gewinnung der Petrolether-Rohextrakte

Die bei —20°C gelagerten, tiefgefrorenen Fruchtkérper werden grob mit einer Schere oder
fein mit einem Mixer zerkleinert und anschliefiend dreimal mit Petrolether (40 — 60°C)
extrahiert. Die leicht gelbe Losung wird in vacuo bei max. 40°C zu einem gelblichen Ol
eingeengt.

6.4.2. Hygrophorus persoonii

Der Petroletherextrakt (1.45g) von H. persoonii Arnolds (229¢g) wurde mittels Festpha-
senextraktion an einer Diolkartusche (50%, 70% aqu. MeOH, 100% MeOH) fraktioniert.
Das 70%-Eluat (337 mg) wurde weiter mit praparativer HPLC (Séule 1, Gradient 1) auf-
getrennt, um 51.1mg 4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31, R; = 32.8min) und 12.6 mg
4,6-Di-O-acetylhygrophoron A% (34, R; = 38.7min) zu erhalten. Fraktionen von 28.0 —
31.0min enthielten 1.3 mg 4-O-Acetylhygrophoron A'? (32) und 1.7 mg 6-O-Acetylhygro-
phoron A'? (33), welche durch wiederholende HPLC (Siule 3, Gradient 2) voneinander
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Tabelle 6.2. Fiir das 'H-NMR-Screening auf Hygrophorone benutztes Pilzmaterial

Pilz Fundort Datum Kollektion leg./det.

Sektion Hygrophorus
Subsektion Chrysodonti
H. chrysodon Freyburg (Alte Probstei) — 26.08.02 15/02 Liibken/Arnold

Subsektion Pallidini

H. penarius Freyburg (Alte Probstei)  26.08.02 14/02 Liibken/Arnold
Subsektion Hygrophorus

H. eburneus Freyburg (Frankenhohle)  13.10.03 25/03 Liibken/Arnold
H. cossus Freyburg (Frankenhohle) — 26.08.02 13/02 Liibken/Arnold
H. hedrychii Freyburg (Frankenhohle)  23.10.03 31/03 Liibken/Arnold
H. glyocyclus Bad Bibra 04.11.02 70/02 Liibken/Arnold
H. carpini Freyburg 23.10.03 27/03 Liibken/Arnold
H. chrysaspis Schwaighauser Forst 19.09.94 09/94 Arnold/Arnold

Sektion Pudorini

Subsektion Erubescentes

H. erubescens Miinchen / Pupplinger Au  25.09.01 16/01 Arnold/Arnold
H. russula Karlstadt / Main 26.10.01 81/01 Arnold/Arnold
H. capreolarius  Pilzausstellung Miinchen  05.10.02 30/02

Subsektion Pudorini

H. poetarum Pilzausstellung Miinchen  05.10.02 26/02

H. nemoreus Freyburg (Alte Probstei)  17.10.02 33/02 Liibken/Arnold
H. pudorinus Pilzausstellung Miinchen — 05.10.02 27/02

Sektion Discoidei
H. discoideus Pilzausstellung Miinchen  05.10.02 24/02

H. unicolor Freyburg (Frankenhohle) — 02.11.02 61/02 Liibken/Arnold
H. lucorum Freyburg (Frankenhohle)  02.11.02 65/02 Liibken/Arnold
H. hypothejus Eberswalde 25.11.01 97,/02 Liibken/Arnold

Sektion Olivaceoumbrini
Subsektion Olivaceoumbrini

H. olivaceoalbus Neudorf / Harz 30.09.03 07/03 Liibken/Arnold
H. persoonii Karlstadt / Main 26.10.01 76/01 Arnold/Arnold
H. latitabundus Bad Bibra 13.11.02 87/02 Liibken/Arnold
Subsektion Tephroleuci

H. pustulatus Neudorf / Harz 06.11.02 84/02 Liibken/Arnold
H. agathosmus  Ingolstadt 06.10.00 72/00 Arnold/Arnold

Die Einteilung der Arten in Sektionen und Untersektionen erfolgte nach Arnolds (1990)
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Tabelle 6.3. Fiir das SRM-Screening benutztes Pilzmaterial.

Pilz Fundort Datum  Koll. Habitat leg. / det.

H. agathosmus Ingolstadt, 6.10.2000 72/00 Picea N. Arnold
Bayern

H. discoideus Andechs, 16.10.05  42/05 Fagus N. Arnold
Bayern

H. korhonenii*  Trollhétten, 17.09.2005 35/05 Picea L. & A. Stridvall
Schweden

H. nemoreus Ansberg, 26.08.2002 12/02 Fagus N. Arnold
Bayern

H. poetarum Andechs, 27.10.2004 88/04 Fagus N. Arnold
Bayern

H. pustulatus Harzgerode 06.11.2004 93/04 Picea N. Arnold

Sachsen-Anhalt

* H. korhonenii wurde direkt nach dem Sammeln in Methanol {iberfiihrt und darin 7 Tage bis zur
Aufarbeitung gelagert.

getrennt wurden. Fraktionen von 34.0 — 37.0 min enthielten 1.2 mg eines Gemisches von 4-
O-Acetylhygrophoron A (35) und 6-O-Acetylhygrophoron A'* (36), welches nicht weiter
fraktioniert wurde. Fraktionen von 33.0 — 34.0 min enthielten Hygrophoron F!? (40) ge-
meinsam mit Hygrophoron G2 (41). Weitere Fraktionierung durch Saulenchromatographie
an Lichroprep Diol mit CHCIl3 als Laufmittel ergaben 0.9 mg 40 und Spuren von 41.

Semisynthetische Derivate: 10 Tropfen einer methanolischen NaOH-Losung (ca. 0.1%)
wurden zu einer Losung von 9.7mg 31 in MeOH (2ml) gegeben und tiber Nacht geriihrt.
Die Losung wurde mit 8 ml Wasser verdiinnt und mit Festphasenextraktion an einer Diol-
Kartusche (50% aqu. MeOH, 100% MeOH) vorgereinigt. Das 100%-MeOH-Eluat wurde
mittels HPLC (Séule 2, Gradient 3) fraktioniert, um ein Gemisch (18.45 — 21.00 min,
2.6 mg) von Hygrophoron A'? (37) und seinem Methanol-Addukt 38 zu erhalten. Dieses
wurde nicht weiter gereinigt.

Zu einer Losung von 13.6mg 31 in Pyridin (1.5ml) wurden einige Tropfen Essigséu-
reanhydrid gegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck, wurde das peracetylierte Derivat 39 quantita-
tiv erhalten.

6.4.3. Hygrophorus olivaceoalbus

Mit Festphasenextraktion an Diol-Kartusche (70% aqu. MeOH und 100% MeOH) wurde
der Petroletherextrakt (451 mg) von H. olivaceoalbus (Fr.) Fr. (570g) fraktioniert. Das
70%-Eluat (76.6 mg) wurde weiter mit HPLC (Séule 2, Gradient 4) gereinigt, um 17.3 mg
Hygrophoron B'* (44, R; = 10.5min) und 6.4 mg Hygrophoron B¢ (45, R; = 13.8 min) zu
erhalten.
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Semisynthetische Derivate: Drei Tropfen Essigsdureanhydrid wurden zu einer Lésung
von 2.8 mg 44 in Pyridin (1 ml) gegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wurde anschliefend unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
mittels HPLC (Séule 2, Gradient 5) in zwei Fraktionen getrennt. Fraktion I (6.8 — 7.8 min)
enthielt 2.4 mg 48, welches mit 46 verunreinigt war (ca. 10%, bestimmt mittels "H-NMR).
Fraktion II (8.0 — 9.0 min) enthielt 0.9 mg 49. Fraktion I wurde nicht weiter gereinigt.

Zu einer Losung von 1mg 44 in Pyridin (1 ml) wurde ein Tropfen Essigsdureanhydrid
gegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der Riickstand (1.1 mg) enthielt
nach Entfernen des Losungsmittels 47 und 48 im Verhiltnis 2:1 (bestimmt mittels 'H-
NMR) und wurde nicht weiter separiert.

6.4.4. Hygrophorus pustulatus

Der Petroletherextrakt (62.6 mg) von H. pustulatus (Pers.) Fr. (280 g) wurde mittels semi-
praparativer HPLC (Séule 1, Gradient 6) fraktioniert um 1.0 mg 4-O-Acetylhygrophoron
C'? (50, Ry = 24.8 min) und 1.5 mg Hygrophoron C'? (51, R; = 27.1min) zu erhalten.

6.4.5. Hygrophorus latitabundus

Der Petroletherextrakt (187mg) von H. latitabundus Britz. (697g) wurde zunéchst mit-
tels Festphasenextraktion (50%, 70% aqu. MeOH, 100% MeOH) fraktioniert. Das 70%-
Eluat wurde mit praparativer HPLC (Saule 1, Gradient 7) fraktioniert. Fraktionen von
18.0 — 22.5min enthielten 1.0mg Hygrophoron D'? (53), 26.0 — 30.0 min 10.9 mg 4-O-
Acetylhygrophoron D'? (52), 31.0 — 40.0 min 7.6 mg 1,4-Di-O-acetylhygrophoron E'? (56),
51.0 — 55.0 min 9.7 mg 4-O-Acetylhygrophoron D* (54).

Ein weiterer Petroletherextrakt (486 mg, erhalten durch erschépfende Extraktion von
490 g Fruchtkoérpern) wurde mittels Sdulenchromatographie (RP18, H,O/MeOH = 15/85)
in drei Hauptfraktionen fraktioniert. Fraktion I: 540 — 750 ml (12.1 mg), Fraktion II: 1300
— 1900ml (31.0mg) und Fraktion III: 2170 — 2490 ml (30.6 mg). Fraktion I erwies sich
als ein Gemisch aus 1,4-Di-O-acetylhygrophoron EX (57) und 1-O-Acetylhygrophoron E
(60), welches nicht weiter getrennt wurde. Fraktion II wurde weiter mittels HPLC (Saule
1, Gradient 7) fraktioniert um ein Gemisch (2.2mg) aus 1,4-Di-O-acetylhygrophoron E'?
(56) und 1-O-Acetylhygrophoron E'? (59) zu erhalten, welches nicht weiter getrennt wurde.
Fraktion III wurde mittels HPLC (Séule 1, Gradient 7) fraktioniert um 4.5mg 1,4-Di-O-
acetylhygrophoron E' (58) zu erhalten.

6.5. Screening auf Hygrophrone - Gewinnung der

Rohextrakte
Fiir das Screening auf Hygrophorone in verschiedenen Hygrophorus-Arten mittels 'H-NMR

und mittels SRM wurden jeweils 1 — 2 tiefgefrorene Pilzfruchtkérper (‘H-NMR: Tabelle 6.2,
SRM: Tabelle 6.3) mit einer Schere zerkleinert und zweimal mit ca. 200 ml Petrolether (40
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Tabelle 6.4. Messergebnisse SRM-Screening (angegeben sind Ry und Intensitét).

gemessener Ubergang aga disc korho nemo poet pustu

311 ([M—H]7) — 15.6 min — - 15.6min 15.6min 15.5min
213 ([IM—H—-C5HgO2] ™) 100% 100% 97% 100%
227 ([M—H—-C4H402|7) 34% 97% 100% 42%
249 (IM—H—-Hy0—-CO2|7) 36% 33% 30% 51%
255 ([M—H-C3H40]7) 23% 37% 33% 28%

311 ([M—H|") — - - - - 16.2min 16.2 min
213 ([M—H—C5sHgO2| ™) 64% 31%
227 ([M—H—-C4H402]|7) 69% 45%
249 ([M—H—-H20—-CO4|7) 100% 13%
255 ([M—H-C3H40]7) 39% 100%

339 ([IM—H|") — 18.2min 18.7min 18.8 min - 18.2min 18.2min
241 ([M—H—C5HgO2| ™) 100% 100% 100% 100% 100%
255 ([IM—H-C4H402]7) 29% 27% 25% 31% n. a.
277 ([IM—H—H20—-CO4|7) 45% 43% 44% 46% 53%
283 (IM—H-C3H40]7) 23% 19% 22% 21% 30%

339 ((M—H|7) — - - - - 19.1min 19.1min
241 ([M—H—C5H602]_) 35% 3%
255 ([M—H—C4H402]7) 45% 48%
277 ([IM—H—H20—CO4| ) 18% 21%
283 ([IM—H-C3H40] ™) 100% 100%

353 ([M—H|") — — _ ~ —  17.8min -
139 ([C7H703]_) 0%

265 ([M—H—HOAc—CO| ™) 28%
293 ([IM—H—HOAc| ™) 100%

309 ((M—H|7) — 17.6min 17.2min 17.6min 17.6min 18.0min 17.6 min
263 ([M—H-H20—-COJ") 68% 61% 70% 64% 67% 73%
265 ([M—H—-CO2|7) 100% 100% 100% 100% 100% 100%
281 ([M—H-CO|") 53% 51% 56% 49% 51% 55%

337 (IM—H|7) — 20.5min 20.1 min — 20.5min 20.5min 20.4 min
291 ([M—H-H20—-COJ") 56% 45% 53% 53% 59%
293 (IM—H-CO2| ™) 100% 100% 100% 100% 100%
309 ([M—H-CO|") 56% 43% 59% 55% 55%

337 ((M—H|") — - - - - 21.4min 21.3min
291 ([M—H-H20—-COJ") 27% 34%
293 ([M—H-CO4|7) 100% 100%
309 ([M—H-CO|™) 38% 47%
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Tabelle 6.4. Fortsetzung: Messergebnisse SRM-Screening.

gemessener Ubergang aga disc korho nemo poet pustu

351 ([IM—H]7) — — - — 19.2min 19.2min 19.1 min
139 ([C7H703]_) 6% 1% 1%
265 ([M—H—-CO2—CH2COJ™) 2% 1% 100%
309 ([M—H—-CH,CO|™) 100% 100% 79%

379 (IM—H|") — 22.2 min - - - 22.1min 22.0 min
139 ([C7H703]7) 0% 0% 0%
291 ([IM—H—HOAc—CO|7) 19% 17% 15%
293 ([M—H—-CO2—CH,COJ™) 47% 52% 51%
337 (IM—H—-CH2CO| ™) 100% 100% 100%

aga = H. agathosmus; disc = H. discoideus; korho = H. korhonenii; nemo = H. nemoreus; poet =
H. poetarum; pustu = H. pustulatus; n.a. = nicht auswertbar

— 60°C) unter Schiitteln ca. 1 Stunden extrahiert. Die leicht gelbe Losung wurde in vacuo
zu einem Oligen Riickstand eingeengt und entweder in 0.6 ml deuteriertem Chloroform
aufgenommen und von dieser Losung ein 'H-NMR (400 MHz) mit 256 Scans gemessen
(vergl. Teichert (2004) und Bacinovié¢ (2006)) oder in Methanol aufgenommen und fiir die
massenspektrometrische Untersuchung benutzt. H. korhonenii wurde in Methanol 7 Tage
gelagert. Fiir die MS-Untersuchung wurde diese Losung in vacuo zur Trocknene eingeengt
und der Riickstand in wenig Methanol aufgenommen.

6.6. Submerskulturen von Rigidoporus lineatus

Standkultur: Von R. lineatus wurden in 1l-Erlenmeyerkolben, bestiickt mit je 100 ml
Malz-Pepton-Fliissigmedium Submerskulturen angelegt und 14 Tage bei Raumtempera-
tur gehalten. Das weifte Myzel hatte die gesamte Oberflache iberwuchert. Mit einem Sieb
wurde es vom Medium getrennt. Sowohl das Myzel als auch das Medium wurden mit
Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen {iber NaySO, getrocknet und
in vacuo eingeengt (Ausbeute: 87.7mg). Schiittelkultur: 15 Kulturen 4 100ml (Malz-
Pepton) wurden bei 37°C in einem Kreisschiittler bei 150 rpm 13 Tage wachsen gelassen.
Aufarbeitung wie Standkultur (Ausbeute 78.2mg). Fraktionierung: Die beiden Rohex-
trakte wurden nach DC- und 'H-NMR-Kontrolle vereinigt, an Diol-Kartusche (40% aqu.
MeOH und 100% MeOH) vorgereinigt, die 40%-Fraktion mittels HPLC (Saule 2, Gradient
10) getrennt, um drei Fraktionen zu erhalten. Fraktion I (3.5 — 5.0 min, 1.3 mg) enthielt
88, Fraktion II (9.0 — 11.5min, 2.9mg) enthielt 87, Fraktion III (19.0 — 20.0 min, 2.7 mg)
enthielt F-15784 (86).
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6.7. Verimpfungsexperimente

6.7.1. Fruchtkorper von Hygrophorus spp.

Junge Fruchtkoérper von H. persoonii, H. pustulatus und H. latitabundus wurden mit je
3mg [2-'3C|-Natriumacetat (gelost in je 100 ul Leitungswasser) oder je 3mg [2-'*C]|-D-
Glucose (gelost in je 100 pul Leitungswasser) beimpft, indem die Losung mit einer Spritze
von oben durch den Hut in den Stiel sowie seitlich in den Stiel injiziert wurde. Die Frucht-
kérper wurden nach 3 — 5 Tagen geerntet und mit Petrolether extrahiert. Unmarkierte
Fruchtkorper dienten als Kontrolle.

6.7.2. Kulturen von Rigidoporus lineatus

Zu insgesamt dreifig 11-Erlenmeyerkolben, bestiickt mit je 100 ml Malz-Pepton-Fliissig-
medium, wurden entweder je 10mg [2-'*C|-Natriumacetat (gelost in Wasser), 10 mg [2-
13C]-D-Glucose (geldst in Wasser) oder 10 mg eines *C markierten Lipidgemisches (gelost
in Methanol) gegeben und mit einem Inokulum von R. lineatus beimpft. Als unmarkierte
Kontrolle dienten zehn weitere Submerskulturen. Die Kulturen wurden nach 14 Tagen
Wachstum wie oben beschrieben aufgearbeitet.

6.8. Biotest

6.8.1. Bestimmung der antifungischen Aktivitat

Die antifungische Aktivitdt wurde mit der Methode nach Gottstein et al. (1982) be-
stimmt. Hierzu wurden die in Methanol gelosten Reinsubstanzen mittels Mikrolitersprit-
ze auf handgezogene DC-Platten (Glasplatte, 20x 20 cm, Kieselgel 60 HFy54 fiir DC (Fa.
Merck), Schichtdicke 0.5 mm, Aktivierung: 30 min bei 120 °C im Trockenschrank) auf eine
kreisrunde Flédche mit einem Durchmesser von 1cm (entspricht einer Fliche von 79 mm?)
aufgetragen. Anschliefsend wurden die Platten im Luftstrom getrocknet, um Loésungsmit-
telreste zu entfernen. Jede Platte wurde im liegenden Zustand gleichméfkig mit ca. 10 ml
einer wissrigen, ndhrstoffhaltigen Sporensuspension des Phytopathogens C. cucumerinum
Ell. et Arth (Sporendichte ca. 2.5x10° Sporen/ml) bespriiht. Danach wurden die Platten
bei Raumtemperatur einige Minuten getrocknet und anschlieffend in eine DC-Kammer ge-
stellt, die mit wassergetranktem Filterpapier ausgekleidet worden war. Die DC-Kammer
wurde mit einem Deckel verschlossen und bei 25 °C in einem Brutschrank aufbewahrt. Nach
etwa zwei Tagen Inkubation hatte sich ein dunkelgrauer Myzelbelag entwickelt. Stellen mit
antifungisch wirksamen Verbindungen sind als weifie Flecken (Hemmhof) erkennbar.

6.8.2. Bestimmung der antibakteriellen Aktivitat in vitro

Die minimale Hemmkonzentration (MIC) wurde mit der Mikroverdiinnungsmethode nach
den Richtlinien der NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) be-
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stimmt. Benutzt wurde dazu ein Kationen adjustierter Mueller-Hinton-Bouillon (BBL, Lot
2218968). Das Medium wurde entsprechend fiir schwer kultivierbare Bakterien angepasst.
Verdiinnungsreihen in 96er Mikrotiterplatten wurden mit Hilfe eines Biomek 2000 Roboters
angefertigt. Der pH-Wert des Testmediums lag bei 7.2 — 7.4. Vancomycin, Linezolid und
Ciprofloxacin dienten als Referenz-Antibiotika. Getestet wurden gegen Referenz-Stamme
der ATCC (American Type Culture Collection) sowie gegen klinische Isolate mit verschie-
denen Resistenzmechanismen. Ein zellwandpermeabler Stamm der Hefe Saccharomyces
cerevisiae diente als eukariotischer Testorganismus. Die klinischen Isolate stammen ent-
weder vom Universitéitskrankenhaus Basel, Schweiz, oder aus anderen européischen oder
US-amerikanischen Krankenh&user und wurden bei -80 °C als Glycerinkulturen gelagert.

6.8.3. Untersuchung der Membranintegritat

Zur Untersuchung des Einflusses der Hygrophorone auf die Membranintegritdt wurde der
membranundurchgéingige, DNA bindende Fluoreszenzfarbstoff SYTOX Green in Anleh-
nung an Roth et al. (1997) benutzt. Dazu wurde SYTOX Green zu einer Suspension von S.
aureus in Gegenwart bzw. Abwesenheit der Testsubstanz gegeben. Nach einer Inkubation
von 20 min — 3 Stunden wurde die Fluoreszenz in schwarzen Mikrotiterplatten in einem Te-
can Spectrafluor Plus Fluoreszenzplattenleser bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm
und einer Emissionswellenldnge von 535 nm gemessen. Als 100% Positivkontrolle dienten
mit Detergenzien lysierte Bakterien.

6.8.4. Hamolytische Aktivitat

Die zu messenden Verbindungen wurden in Mikrotiterplatten mit 1% Schaf-Erythrocyten
im PBS-Puffer (phosphate-buffered saline) 1 Stunde lang inkubiert. Nach Zentrifugation
wurde anschliefend freies Himoglobin im Uberstand bei 570 nm gemessen. Mit Triton-X-
100 lysierte Zellen dienten als Positivkontrolle.

6.8.5. Aktivitdt gegen Phytophthora infestans

Der fiir die Aktivitdtsuntersuchungen benutzte Oomycet Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary Stamm CRA 208 wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Felix Mauch, Fribourg-
Universitat, Schweiz zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um einen Stamm, der
mit einem GFP-Gen transformiert ist, welches unter der Kontrolle eines Ham-Promotors
(Si-Ammour et al. 2003) steht. P. infestans wurde auf Hafer-Bohnen-Agar kultiviert und
alle 11 Tage iiberimpft. Um die fiir den Test bendtigten Zoosporen zu erhalten, wurde
steriles Wasser auf die Kulturen gegeben und anschlieffend 3 Stunden bei 4 °C ins Dunkle
gestellt. Die Sporendichte wurde auf 5x 10* Zoosporen/ml eingestellt.
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Wachstumshemmung

Der Test auf Wachstumshemmung wurde auf festem Hafer-Bohnen-Medium bei einer Kon-
zentration von 50 uM in 96er Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Hierzu wurden 100 pl Medi-
um mit 100 ul Sporensuspension (5000 Sporen) beimpft. Nach 16 Stunden Inkubation bei
18°C im Dunklen wurden 0.5 ul Testsubstanz (10 mM in EtOH) dazugegeben. Das Wachs-
tum von P. infestans wurde durch Messung der Fluoreszenz des GFP mit einem CytoFluor
IT Fluoreszenzmesser (Biosearch, Millipore) bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm
und einer Emmisionswellenldnge von 530 nm sofort nach Zugabe sowie nach 24 Stunden
gemessen. Das Myzelwachstum wurde als Differenz der gemessenen Fluoreszenz (F) nach
24 Stunden bzw. 0 Stunden im Verhéltnis zur Negativkontrolle (1% EtOH) angegeben:

F(Testsubstanz),,, — F(Testsubstanz),,
F(1% Ethanol),,, — F(1% Ethanol),,

Es wurden drei unabhéngige Experimente mit je 8 Wiederholungen fiir jede zu testende
Substanz durchgefiihrt. Benomyl (IC50 = 10 M) diente als Positivkontrolle, reines Lo-
sungsmittel (1% EtOH) als Negativkontrolle. Die dufseren Wells enthielten nur Medium
und 100 pl Wasser.

Myzelwachstum [in %| = * 100%

Keimungshemmung

Die Untersuchung auf Hemmung der Sporenkeimung wurde in Wasser in 96er Mikroti-
terplatten durchgefiihrt. Dazu wurden die zu testenden Substanzen in EtOH gelést und
derart in die Wells iiberfiihrt, dass die Konzentration der Testsubstanz im Well hinterher
50 uM (1% EtOH) betrégt. Nach Zugabe von 100 pl Sporensuspension (5000 Sporen) wur-
de die Platte fiinf Stunden bei 18°C im Dunklen inkubiert und anschlieffend mit einem
Inversmikroskop (Leitz DM IL, Leica) untersucht. Dazu wurden von jedem Well vier nicht-
tiberlappende Fotos (Vergroferung 100fach) mit einer CDD-Kamera (Nikon D1x) erstellt,
um hinterher den Keimungszustand von 40 — 50 Zoosporen pro Foto visuell zu beurteilen.
Sporen mit einem Keimungsschlauch lang oder langer als die Spore wurde als , keimend®
gezahlt. Angegeben ist der Anteil der keimenden Sporen zur Gesamtsporenzahl.
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7. Charakterisierung

4,6-Di-O-acetylhygrophoron A'? (31)

(@]
OAc
CioHos
OAc
'H-NMR
BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

4,5-trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-acetoxytridecyl)-2-
cyclopenten-1-on

farbloses Ol
isoliert aus H. persoonii Arnolds

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.462 dd (6.2/2.1) H-3, 6.441 dd
(6.2/1.8) H-2, 5.721 dd(2.1/1.8) H-4, 5.017 m H-6, 3.247 brs 5
OH, 2.136 s 4-OAc, 1.996 s 6-OAc, 1.7 m H-7, 1.20 — 1.33 m H-8
~H-17, 0.888 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 202.3 C-1, 170.5 4-OAc, 169.9 6-
OAc, 156.8 C-3, 134.4 C-2, 81.4 C-5, 79.7 C-4, 74.1 C-6, 28.7 C-7,
31.8, 29.63, 29.59, 29.57, 29.5, 29.4, 29.34. 29.28. 25.9, 22.6 C-8
C-17, 20.9 4-OAc, 20.7 6-OAc, 14.1 C-18

m/z 419.23986 ([M+Na]+, ber. fiir CQQH36NaO§ 41924041)

(-13eV) m/z (rel. int., %): 397 (13, [M-+H|T), 379 (31,
IM+H-H,0[*), 337 (100, [M+H-HOAc*), 319 (16, [M+
H—HOAc—H,0[*), 295 (30, [M + H—HOAc—CH,COJ*), 277 (60,
IM+H-2 HOAC|"), 259 (7, [M+H—2 HOAc—H,O[*), 123 (30,
[C7H7OQ]+), 111 (4, [C6H702]+)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 395 (2, [M—H]7), 353 (8,
IM—H—CH,CO|"), 335 (42, [M—H—HOAc|"), 307 (13, [M—H
“HOAc—COJ"), 293 (100, [M—H—HOAc—CH,CO|"), 291 (21,
IM—H—HOAc—CO,|), 275 (14, [M—H—2 HOAc|~), 263 (8), 249
(6), 139 (2, |C7H;O3]7), 95 (5), 59 (20)

+53.0° (MeOH; ¢ 0.940)
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pilm -1 3470 (br, w), 2955 (m), 2024 (s), 2854 (s), 1746 (s), 1729 (s), 1653
(vw), 1595 (vw), 1465 (m), 1435 (w), 1372 (m), 1329 (vw), 1233
(s), 1192 (w), 1118 (w), 1100 (m), 1070 (m), 1035 (m), 912 (w),
828 (vw), 769 (vw), 719 (vw)

DC LM 1: Ry = 0.67, LM 2: Ry = 0.49

Chirale HPLC (Gradient 11) Sdule: OD-H: R; = 12.2min, OB-H: R; = 12.9 min,
AS-H: R; = 14.1min, AD-H: R; = 12.5 min.

4- O-Acetylhygrophoron A'? (32)

0 oH 4,5-trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-hydroxytridecyl)-2-
cyclopenten-1-on

H CioHzs  farbloses Ol

N
o
R

OAc isoliert aus H. persoonii Arnolds

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § *H ppm: 7.561 dd (6.1/2.2) H-3, 6.437 dd
(6.1/1.6) H-2, 5.801 dd (2.2/1.6) H-4, 3.725 dt (9.6/3.0) H-6,
3.185 brs 5-OH, 2.39 brd (3.0) 6-OH, 2.171 s 4-OAc, 1.7 m H-7,
1.20 - 1.33 m H-8 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

13C-NMR, (125 MHz, CDCl3) § 13C ppm: 204.7 C-1, 170.2 4-OAc, 161.4 C-3,
134.9 C-2, 81.4 C-5, 79.3 C-4, 74.4 C-6, 32 — 22 C-7 — C-17, 20.8
4-OAc, 14.0 C-18

ESI-FT-ICR-MS m/z 377.23084 ([M+Na|™, ber. fiir CooHz,NaO7 377.22984)

(4)-ESI-CID-MS (-15eV) m/z (rel. int., %): 355 (4, [M-+H]*), 295 (100,
M H-HOAc]*, 277 (14, [M+H-HOAc—H,O[*), 267 (8,
M H—HOAc—COJ*), 259 (7, M+ H—HOAc—2H,0[*), 249 (15,
IM+H—HOAc—H,0—CO[*), 123 (4, [C-H7O]*)

(-)-ESLCID-MS  (+206V) m/z (rel. int., %): 353 (2, [M—H]"), 203 (100,
IM—H-HOAc|"), 275 (4, [M—H—H,0—HOAd"), 265 (15,
[M—H—HOAC—CO]f), 139 (4, [C7H703]7)

DC LM 1: Ry = 0.30
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6- O-Acetylhygrophoron A'? (33)

(0]
OAc

oH CioHos

%
%,
%
%

OH

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

DC

4,5-trans-4,5-Dihydroxy-5-(1-acetoxytridecyl)-2-cyclo-
penten-1-on

farbloses Ol

isoliert aus H. persoonii Arnolds

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.524 dd (6.1/2.0) H-3, 6.316 dd
(6.1/1.8) H-2, 5.145 dt (10.4/2.9) H-6, 4.835 ddd (6.7/2.0/1.8)

H-4, 3.012 d (6.7) 4-OH, 2.958 s 5-OH, 2.045 5 6-OAc, 1.7 m H-7,
1.20 — 1.33 m H-8 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) § 13C ppm: 204.5 C-1, 171.2 6-OAc, 158.1 C-3,
132.5 C-2, 82.8 C-5, 78.8 C-4, 75.4 C-6, 32 — 22 C-7 — C-17, 21.1
6-OAc, 14.0 C-18

m/z 377.22807 (IM-+Na|*, ber. fiir CoHs,NaOZ 377.22984)

LM 1: Ry — 0.30

4,6-Di- O-acetylhygrophoron At (34)

(@]
OAc
C14H29
“OAc
'H-NMR
BBC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

4,5-trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-acetoxypentadecyl)-2-
cyclopenten-1-on

farbloses Ol
isoliert aus H. persoonii Arnolds

(500 MHz, CDCl3) & 'H ppm: 7.462 dd (6.2/2.1) H-3, 6.441 dd
(6.2/1.8) H-2, 5.721 dd (2.1/1.8) H-4, 5.017 m H-6, 3.247 s 5-OH,
2.136 s 4-OAc, 1.996 s 6-OAc, 1.7 m H-7, 1.20 — 1.33 m H-8 —
H-19, 0.888 ¢ (7.0) H-20

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 202.1 C-1, 170.7 4-OAc, 170.0 6-
OAc, 156.8 C-3, 134.5 C-2, 81.6 C-5, 79.9 C-4, 74.1 C-6, 28.8 C-7,
32.0, 29.80, 29.79, 29.77, 29.76, 29.74, 29.69, 29.58, 29.51, 29.47,
26.1, 22.8 C-8 — C-19, 21.1 4-OAc, 20.9 6-OAc, 14.3 C-20

m/z 447.27221 ([M+Na]*, ber. fiir Co4HyoNaOf 447.27171)
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(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

film -1

max

DC

(-13eV) m/z (rel. int., %): 425 (12, [M-+H|T), 407 (23,
M H-H,O["), 365 (100, [M{H—HOAc|"), 347 (15, [M+H
“HOAc—H,O[*), 323 (38, [M+H—HOAc—CH,CO[*), 305 (83,
M H—2 HOAc|"), 287 (14, [M+H—2 HOAc—H,O["), 277 (4),
259 (4), 123 (55, [C7H-O,] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 423 (13, [M—H]"), 405 (4,
IM—H-H,0|"), 381 (8, [M—H—CH,CO|), 363 (54, [M—H
“HOA|"), 335 (5, [M—H—HOAc—CO|"), 321 (100, [M—H
“HOAc—CH,COl™), 303 (7, [M—H—2 HOAc|™), 205 (8), 59 (37)

3447 (br, w), 2050 (m), 2023 (s), 2852 (s), 1744 (s), 1727 (s), 1645
(vw), 1594 (vw), 1465 (m), 1437 (w), 1371 (m), 1330 (w), 1234
(s), 1119 (w), 1102 (m), 1041 (m), 910 (w), 826 (vw), 753 (vw),
713 (vw)

LM 1: Ry = 0.67, LM 2: Ry — 0.49

4-O-Acetylhygrophoron At (35)

(@]
OH

CigH
y e

o
\““‘

OAc

"H-NMR

ESI-FT-ICR-MS

DC

4,5-trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-hydroxypentadecyl)-2-
cyclopenten-1-on

farbloses Ol
isoliert aus H. persoonii Arnolds

(500 MHz, CDCl3) 6 'H ppm: 7.561 dd (6.1/2.2) H-3, 6.437 dd
(6.1/1.6) H-2, 5.801 dd (2.2/1.6) H-4, 3.725 dt (9.6/3.0) H-6,
3.185 s 5-OH, 2.39 br 6-OH, 2.171 s 4-OAc, 1.7 m H-7, 1.20 -1.33
m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

m/z 405.26152 ([M+Na|™, ber. fiir CooH3sNaO7 405.26115)

LM 1: Ry = 0.30
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6- O-Acetylhygrophoron A' (36)

O
OAc

C14H29

N\
\\‘“‘

OH

TH-NMR

ESI-FT-ICR-MS

DC

4,5-trans-4,5-Dihydroxy-5-(1-acetoxypentadecyl)-2-cyclo-
penten-1-on

farbloses Ol
isoliert aus H. persoonii Arnolds

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.524 dd (6.1/2.0) H-3, 6.316 dd
(6.1/1.8) H-2, 5.145 dt (10.4/2.9) H-6, 4.835 ddd (6.7/2.0/1.8)
H-4,3.012 d (6.7) 4-OH, 2.958 s 5-OH, 2.045 s 6-OAc, 1.7 m H-7,
1.20 -1.33 m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

m/z 405.26152 ([M-+Na]*, ber. fiir CooHssNaO7 405.26115)

LM 1: Ry = 0.30

Hygrophoron A'? (37)

(0]
OH

- CioHos

N
™
o

OH

'H-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(—)-ESI-CID-MS

4,5-trans-4,5-Dihydroxy-5-(1-hydroxytridecyl)-2-cyclo-
penten-1-on

farbloses Ol
semisynthetisches Derivat von 31

(500 MHz, CDCl3) 6 'H ppm: 7.646 dd (6.1/2.0) H-3, 6.366 dd
(6.1/1.6) H-2, 4.873 dd (2.0/1.6) H-4, 3.859 m H-6, 1.7 m H-7,
1.20 - 1.33 m H-8 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) § *C ppm: 205.7 C-1, 162.7 C-3, 133.1 C-2,
83.4 C-5, 79.5 C-4, 75.6 C-6, 32 — 22 C-7 - C-17, 14.0 C-18

m/z 335.21881 ([M+Na|™, ber. fiir CigH3,NaO} 335.21928)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 311 (7, [M—H|"), 293 (21,
IM—H—H,0] ), 265 (6, [M—H—H,0—CO] ), 255 (25, [M—H
“CH,O]), 251 (7), 249 (37, [M—H-COs|), 239 (15,
IM—H-CO-CO,|"), 227 (44, [M—H-C,H,0,]"), 213 (100,
IM—H-CsHgO,]), 97 (21)
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4,5,6-Tri- O-acetylhygrophoron A'? (39)

(0]
OAc

CioHo
ac C12Hzs

N\
\\‘“‘

OAc

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

film -1
max

DC

4,5-trans-4,5-Diacetoxy-5-(1-hydroxytridecyl)-2-cyclopenten-1-
on

farbloses Ol
semisynthetisches Derivat von 31

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.347 dd (6.4/2.1) H-3, 6.489 dd
(6.4/1.8) H-2, 6.244 dd (2.1/1.8) H-4, 5.176 t (6.5) H-6, 2.135 s
4-OAc, 2.123 s 5/6-OAc, 1.983 s 5/6-OAc, 1.7 m H-7, 1.20 — 1.33
m H-8 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) 6 13C ppm: 197.6 C-1, 154.8 C-3, 135.4 C-2,
170.2 4-OAc, 169.5 5/6-OAc, 169.4 5/6-OAc, 84.3 C-5, 75.6 C-4,
72.1 C-6, 28.8 C-7, 31.9, 29.63, 29.61, 29.59, 29.53, 29.45, 29.39,
29.32, 25.8, 22.7 C-8 — C-17, 20.9 OAc, 20.8 OAc, 20.6 OAc, 14.0
C-18

m/z 461.25013 ([M+Na|™, ber. fiir CoqH33sNaOF 461.25097)

(-13eV) m/z (rel. int., %): 439 (1, [M+H|'), 379 (54,
IM+H—HOAc|*), 337 (100, [M+H—HOAc—CH,COJ*), 319 (6,
IM+H—2 HOAd"), 295 (70, [M H—HOAc—2 CH,CO|*), 277
(25, [M + H—2 HOAc—CH,COJ "), 259 (7, [M + H—3 HOA(|*), 231
(3), 123 (9, [C7H7 O] T)

2055 (m), 2925 (s), 2854 (s), 1746 (s), 1731 (s), 1597 (vw), 1465
(w), 1434 (w), 1372 (m), 1355 (w), 1249 (s), 1225 (s), 1185 (w),
1155 (w), 1108 (w), 1073 (w), 1032 (m), 980 (w), 922 (w), 905
(w), 825 (w), 794 (w), 757 (w)

LM 1: Ry = 0.75, LM 2: Ry — 0.62
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Hygrophoron B!* (44)

O
OH

C14H29
OH

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

ESI-QqTOF-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

4,5-cis-4,5-Dihydroxy-5-(1-hydroxypentadecyl)-2-cyclopenten-1-
on

weiller Feststoff

isoliert aus H. olivaceoalbus (Fr.) Fr.

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.644 dd (6.0/2.3) H-3, 6.301 dd
(6.0/1.3) H-2, 4.727 dd (2.3/1.3) H-4, 3.777 brd (10.1) H-6, 3.718
brs 6-OH, 3.073 brs 4-OH, 2.196 brs 5-OH, 1.7 m H-7, 1.20 —
1.33 m H-8 ~ H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

(125 MHz, CDCl3) § ¥C ppm: 207.3 C-1, 163.5 C-3, 133.5 C-2,
75.8 C-5, 73.3 C-6, 71.4 C-4, 31.2 C-7, 31.9, 29.68, 29.67, 29.65,
29.64, 29.61, 29.56, 29.51, 29.41, 29.35, 26.1, 22.7 C-8 — C-19, 14.1
C-20

m/z 363.24825 ([M-+Na*, ber. fiir CooHssNaO] 363.25058)

(CE +15eV, DP 420V) m/z (rel. int., %): 341.2686 (4)
(CaoHs;0F), 323.2581 (100) (ber. fiir CoHss0F: 323.2581),
305.2492 (82) (ber. fiir CagHs307: 305.2475), 287.2364 (27) (ber.
fir C20H310+I 2872369), 277.2525 (13) (ber. flir 019H330+Z
277.2526), 269.2281 (8) (ber. fiir CooHiy: 269.2264), 259.2405 (30)
(ber. fir ClgHg_li 2592420), 165.0931 (26) (ber fur ClongO;:
165.0910), 151.0743 (27) (ber. fiir CoH;;05: 151.0754), 123.0435
(35) (ber. fiir C;H,0F: 123.0441), 111.0431 (10) (ber. fiir
CeH,07: 111.0441).

(-15eV) m/z (rel. int., %): 341 (3, [M+H|T), 323 (100,
IMH-H,O*), 305 (73, [M+H—2 H,O*), 287 (30, [M +H-3
H,O*), 259 (21, [M+H—3 H,O—CO|*), 245 (15), 165 (16), 147
(15), 123 (16, [C7H;00]"), 111 (10, [CsH:0o] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 339 (9, [M—H|"), 321 (42,
IM—H-H,0]), 277 (60, [M—H-H,0—CO,|"), 241 (100,
IM—H—CsHgOs]7), 295 (7. M—H—CO,|"), 293 (10, [M—H
“H,0—CO|"), 283 (24, [M—H—C3H,0]7), 279 (10), 267 (21,
IM—H—H,0—C3H,0]7), 255 (23, [M—H—C,H,0,]7), 113 (16),
97 (45), 83 (13)



7. Charakterisierung

DC

+10.5° (MeOH; ¢ 0.640)

3509 (m), 3445 (m), 3403 (m), 3372 (m), 2954 (m), 2916 (s), 2871
(m), 2849 (s), 1715 (s), 1696 (s), 1676 (w), 1653 (w), 1595 (w),
1470 (m), 1399 (w), 1355 (w), 1243 (w), 1214 (w), 1115 (m), 1102
(vw), 1078 (m), 1011 (w), 983 (w), 946 (w), 919 (vw), 900 (vw),
843 (m), 791 (w), 720 (w), 687 (w)

LM 1: Ry — 0.22, LM 2: R; = 0.41

Hygrophoron B'® (45)

O
OH

CieHss
OH

'H-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

DC

4,5-cis-4,5-Dihydroxy-5-(1-hydroxyheptadecyl)-2-cyclopenten-1-
on

weiller Feststoff

isoliert aus H. olivaceoalbus (Fr.) Fr.

(500 MHz, CDCl3) § *H ppm: 7.644 dd (6.0/2.3) H-3, 6.301 dd
(6.0/1.3) H-2, 4.727 dd (2.3/1.3) H-4, 3.777 brd (10.1) H-6, 3.718
brs 6-OH, 3.073 brs 4-OH, 2.196 brs 5-OH, 1.7 m H-7, 1.2-1.4
m H-8 — H-21, 0.880 ¢ (6.9) H-22

m/z 391.28259 ([M+Na|*, ber. fiir CorH,NaO} 391.28188)

(-15e¢V) m/z (rel. int., %): 369 (7, [M+H|"), 351 (100,
M H—H,O[*), 333 (35, [M+H—2 H,O["), 315 (31, [M+H-3
H,0]*), 287 (38, [M+H—3 H,O0—CO[*), 259 (12), 241 (21), 147
(18), 123 (15, [CrH;00]™), 111 (20, [CeH:00] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 367 (24, [M—H|"), 349
(48, [M—H-H,O|"), 305 (42, [M—H—H,0—COs|), 269
(100, [M—H—CsHgO5]), 323 (3, [M—H—CO,|"), 321 (9,
IM—H-H,0—CO[), 311 (18, [M—H—CsH,0]"), 295 (10,
IM—H—H,0—C3H,0]7), 283 (24, [M—H—C,H,0,]7), 113 (30),
97 (79), 95 (11), 83 (14)

LM 1: Ry — 0.22, LM 2: R; — 0.41
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4-O-Acetylhygrophoron B'* (46)

(@]
OH

CyH
141129
OAc

TH-NMR

ESI-FT-ICR-MS

4,5-cis-4-Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-hydroxypentadecyl)-2-
cyclopenten-1-on

farbloses Ol

semisynthetisches Derivat von 44

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.588 dd (6.2/2.7) H-3, 6.438 dd
(6.2/1.3) H-2,5.722 dd (2.7/1.3) H-4, 3.818 m H-6, 2.156 s 4-OAc,
1.7 m H-7, 1.20 - 1.33 m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

m/z 405.26155 ([M-+Nal*, ber. fiir Co,HssNaOZF 405.26115)

6- O-Acetylhygrophoron B'* (47)

O
OAc

Cy4H
141129
OH

'H-NMR

BC.NMR

ESI-FT-ICR-MS

4,5-cis-4,5-Dihydroxy-5-(1-acetoxypentadecyl)-2-cyclopenten-1-
on

farbloses Ol
semisynthetisches Derivat von 44

(500 MHz, CDCl3) 6 *H ppm: 7.640 dd (6.1/2.4) H-3, 6.300 dd
(6.1/1.2) H-2, 5.177 dd (10.1/2.8) H-6, 4.793 dd (2.4/1.2) H-4,
2.000 s 6-OAc, 1.7 m H-7, 1.20 — 1.33 m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0)
H-20

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 205.9 C-1, 162.8 C-3, 132.9 C-2,
170.6 6-OAc, 76.1 C-5, 73.4 C-6, 71.5 C-4, 32 — 22 C-7 — C-19,
20.5 6-OAc, 14.0 C-20

m/z 405.26155 ([M+Na|™, ber. fiir CooH33sNaO7 405.26115)
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7. Charakterisierung

4,6-Di-O-acetylhygrophoron B'* (48)

O

OAc
C14H29
OAc
'H-NMR
IBC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

DC

4,5-cis-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-(1-acetoxypentadecyl)-2-
cyclopenten-1-on

farbloses Ol
semisynthetisches Derivat von 44

(500 MHz, CDCl3) 6 'H ppm: 7.550 dd (6.2/2.8) H-3, 6.438 dd
(6.2/1.2) H-2, 5.785 dd (2.8/1.2) H-4, 5.086 dd (9.7/3.6) H-4,
2.730 s 5-OH, 2.151 s 4-OH, 2.062 s 6-OH, 1.7 m H-7, 1.20 — 1.33
m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

(125 MHz, CDCl3) 6 13C ppm: 204.2 C-1, 157.7 C-3, 135.4 C-2,
170.4 6-OAc, 169.8 4-OAc, 77.1 C-5, 73.8 C-6, 72.5 C-4, 32 — 22
C-7 — C-19, 20.71 OAc, 20.70 OAc, 14.0 C-20

m/z 447.27131 ([M+Na]*, ber. fiir CoqHyoNaOf 447.27171)

(-13eV) m/z (rel. int., %): 425 (23, [M+H|"), 407 (100,
IM+H-H,O[*), 365 (73, [M+H—HOAc|*), 323 (38, [MIH
“HOAc—CH,CO|*), 305 (51, [M+H—2 HOAc[), 287 (11,
M+ H—2 HOAc—H,0["), 189 (7), 123 (24, [C;H;04]*), 111 (2,
[CeH702] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 423 (4, [M—H|"), 405 (22,
[M—H-H,O|7), 381 (13, [M—H-CH,CO| ), 363 (100,
IM—H—HOA(|"), 361 (2, [M—H—H,0—CO,|~), 351 (4, [M—H
—HQO—CgHQO]_>, 335 (19, [M—H—HOAC—CO]_), 333 (12,
[M—H—-H,0O—-CO—-CO,|7), 321 (73, [IM—H—HOAc—CH,CO| "),
319 (15, [M—H—HOAc—COs|7), 303 (5, [M—H—-2 HOAc|"),
291 ([IM—H—HOAc—CO—-COs|~, 35), 283 (11, [M—H—-2H,0
—HOAc—CO,|7), 277 (18, [M—H—HOAc—CH,CO—-CO4| ™), 273
(25, [M—H—HOAc—H,0—-CO—-CO,|7), 197 (14), 181 (17), 139
(20, [C7H703]7), 59 (48)

LM 1: Ry = 0.57, LM 2: R; = 0.52
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4,5,6-Tri- O-acetylhygrophoron B'* (49)

(0]
OAc

C 4H
147129
OAc

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

film -1

max

4,5-cis-4,5-Diacetoxy-(1-acetoxypentadecyl)-2-cyclopenten-1-on
farbloses Ol

semisynthetisches Derivat von 44

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.432 dd (6.3/2.8) H-3, 6.470 dd
(6.3/1.5) H-2, 5.967 dd (2.8/1.5) H-4, 5.227 dd (10.1/2.9) H-4,
2.102 s 4/5-OAc, 2.094 s 4/5-OAc, 2.002 s 6-OAc, 1.83 m H-TA,
1.69 m H-7B, 1.20 — 1.33 m H-8 — H-19, 0.880 ¢ (7.0) H-20

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 200.4 C-1, 169.6 6-OAc, 169.2 4-
OAc, 168.6 5-OAc, 154.7 C-3, 135.6 C-2, 79.1 C-6, 73.0 C-5, 70.7
C4, 32 — 22 C-7 — C-19, 20.5 6-OAc, 20.3 4-OAc, 20.1 5-OAc,
14.0 C-20

m/z 489.28213 ([M+Na*, ber. fiir CogHzoNaO7 489.28227)

(-13eV) m/z (rel. int., %): 467 (2, [M+H|), 407 (100,
IM+H-HOAc|*), 365 (66, [M+H—HOAc—CH,CO["), 347 (3,
M +H—2 HOAC[*), 323 (9, M+ H—HOAc—2 CH,CO[*), 305 (12,
[M+H—2 HOAC—CH2CO]+), 123 (3, [C7H702]+)

5956 (m), 2922 (s), 2850 (s), 1760 (s), 1601 (w), 1468 (m), 1434
(m), 1371 (m), 1258 (s), 1122 (w), 1102 (w), 1047 (m), 1027 (m),
961 (w), 814 (w), 758 (w), 720 (w)

4-O-Acetylhygrophoron C'? (50)

O

C12Has

OAc

cis-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-tridecanoyl-2-cyclopenten-1-on
weilser Feststoff

isoliert aus H. pustulatus (Pers.) Fr.



92 7. Charakterisierung
'H-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 *H ppm: 7.802 dd (6.0/2.6) H-3, 6.537 dd
(6.0/1.6) H-2, 5.734 dd (2.6/1.6) H-4, 4.064 s 5-OH, 2.595 ddd
(17.9/8.1/6.7) H-TA, 2.439 ddd (19.7/8.1/6.7) H-7B, 2.138 s 4-
OAc, 1.619 m H-8, 1.20 — 1.33 m H-9 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18
BBC-NMR (125 MHz, CDCl3) § *C ppm: 205.3 C-6, 201.2 C-1, 170.1 4-OAc,

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

film -1

max

DC

160.0 C-3, 135.4 C-2, 82.6 C-5, 73.6 C-4, 37.0 C-7, 31.9, 29.62,
29.60, 29.56, 29.4, 29.32, 29.30, 28.95, 23.0, 22.7 C-9 — C-17, 20.3
4-OAc, 14.1 C-18

(156V) m/z (rel. int., %): 353 (15, [MH|*), 335 (10,
IM+H-H,O[*), 311 (60, [M+H—CH,CO[*), 307 (100, [M+H
“H,0—COJY), 203 (52, [MIH—HOAc*), 275 (8, [M+H
“HOAc—H,O[*), 265 (10, [M+H—HOAc—CO|*), 197 (31,
(ChsHpsO), 139 (39, [CrH7O8]%), 123 (5, [CoHn]*), 97 (4.
[C5H50.] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 351 (7, [M—H|7), 333 (2,
M—H-H,0]"), 323 (3, [M—H-CO|"), 309 (100, [M—H
—CH,COl"), 307 (3, [M—H-CO,]|"), 291 (19, [M—H—HOAc|"),
265 (36, [M—H—CH,CO—CO,| ™)

3360 (br, m), 3092 (vw), 3020 (vw), 2950 (m), 2918 (s), 2871 (m),
2850 (s), 1746 (s), 1725 (s), 1689 (s), 1593 (w), 1463 (m), 1404
(w), 1373 (m), 1344 (m), 1315 (w), 1272 (w), 1260 (w), 1227 (m),
1198 (m), 1154 (m), 1112 (w), 1093 (m), 1066 (m), 1046 (w), 955
(vw), 930 (vw), 915 (w), 900 (w), 882 (vw), 845 (w), 826 (vw),
795 (w), 756 (m), 746 (m), 729 (w), 717 (m)

LM 1: Ry = 0.60, LM 2: Ry = 0.58

Hygrophoron C'? (51)

O

CioHos

OH

OH

cis-4,5-Dihydroxy-5-tridecanoyl-2-cyclopenten-1-on
weilter Feststoff

isoliert aus H. pustulatus (Pers.) Fr.
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'H-NMR

BC.NMR

ESI-FT-ICR-MS

70 eV-EIMS vom
Methylboronat

film -1

max

DC

(500 MHz, CDCl3) 6 *H ppm: 7.857 dd (6.0/2.4) H-3, 6.466 dd
(6.0/1.3) H-2, 4.850 ddd (7.2/2.4/1.3) H-4, 4.646 s 5-OH, 3.046
brd (7.2) 4-OH, 2.452 dt (17.6/7.4) H-TA, 2.390 dt (17.6/7.3)
H-7B, 1.612 m H-8, 1.22 — 1.32 m H-9 — H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 205.7 C-6, 201.3 C-1, 164.8 C-3,
134.1 C-2, 82.4 C-5, 71.7 C-4, 37.1 C-7, 31.9, 29.61, 29.59, 29.5,
29.4, 29.33, 29.26, 29.0, 23.1, 22.7 C-9 — C-17, 14.1 C-18

m/z 345.18679 [M-+Cl|~, ber. fiir C15Hz3*Cl0; 345.18381)

m/z (vel. int., %): 334 ([M]*, 4), 197 (58), 151 (12), 138 (51), 137
(100), 123 (11), 109 (21), 96 (37), 95 (44), 85 (26), 71 (46), 57
(67)

3416 (br, w), 2954 (m), 2922 (s), 2852 (s), 1728 (m), 1711 (m),
1465 (w), 1438 (w), 1399 (w), 1377 (w), 1341 (w), 1256 (w), 1226
(w), 1199 (w), 1173 (w), 1159 (w), 1111 (w), 1078 (w), 1018 (w),
758 (w), 720 (w)

LM 1: Ry — 0.31, LM 2: R; — 0.48

4-O-Acetylhygrophoron D'? (52)

(0]

CioHos

N\
\““‘

OAc

"H-NMR

BC-NMR

trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-tridecanoyl-2-cyclopenten-1-on
farbloses Ol

isoliert aus H. latitabundus Britz.

(500 MHz, CDCl3) 6 'H ppm: 7.701 dd (6.1/2.1) H-3, 6.591 dd
(6.1/1.6) H-2, 5.827 dd (2.1/1.6) H-4, 4.622 brs 5-OH, 2.591 ddd
(17.9/7.6/7.1) H-7A, 2.320 ddd (17.9/7.6/7.0) H-7B, 2.089 s 4-
OAc, 1.566 m H-8, 1.24 — 1.26 m H-9 — H-17, 0.878 ¢ (6.9) H-18

(125 MHz, CDCl3) § *C ppm: 202.7 C-6, 198.6 C-1, 169.5 4-OAc,
158.2 C-3, 136.0 C-2, 87.9 C-5, 80.4 C-4, 39.0 C-7, 32.0, 29.72,
29.70, 29.66, 29.50, 29.43, 29.42, 29.12, 23.3, 22.8 C-9 — C-17, 20.8
4-OAc, 14.3 C-18
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7. Charakterisierung

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

DC

m/z 375.21436 (]M+Na] ™, ber. fiir CyoHs,NaO7 375.21419)

(-15eV) m/z (rel. int., %): 353 (13, [M+H]T), 335 (3, [M+H
“H,O[), 311 (44, [MH—CH,CO[), 307 (8, [M}H—H,O
—COY), 203 (42, [M+H—HOAc), 265 (31, [M+H—HOAc
—COJ"), 197 (70, [C13Hs50]1), 139 (100, [CH,O3] 1), 97 (29)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 351 (33, [M—H]|"), 333 (36,
IM—H-H,0]"), 323 (15, [M—H—-CO|), 309 (26, [M—-H
“CH,CO|7), 307 (8, [M—H—CO,|7), 291 (35, [M-H
“HOAc|"), 265 (100, [M—H—CH,CO—CO,|7), 263 (29,
IM—H—HOAc—CO|"), 305 (16, [M—H—H,0—CO|"), 289 (24),
279 (18), 239 (10), 139 (18, [C7H;04]7), 113 (11)

+111.7° (MeOH; ¢ 0.470)

3441 (br, m), 3081 (w), 2954 (m), 2923 (s), 2872 (m), 2853 (),
1757 (s), 1746 (s), 1739 (s), 1731 (s), 1713 (s), 1591 (w), 1466
(m), 1401 (w), 1372 (m), 1349 (m), 1283 (w), 1224 (s), 1183 (w),
1143 (m), 1131 (m), 1093 (m), 1035 (m), 981 (w), 960 (w), 897
(w), 821 (w), 758 (w), 722 (w)

LM 1: Ry = 0.65, LM 2: Ry — 0.53

Hygrophoron D'? (53)

O

CioH
g C1hes

-
™
R

OH

'"H-NMR

BC-NMR

trans-4,5-Dihydroxy-5-tridecanoyl-2-cyclopenten-1-on
farbloses Ol

isoliert aus H. latitabundus Britz.

(500 MHz, CDCl3) & 'H ppm: 7.722 dd (6.1/2.0) H-3, 6.446 dd
(6.1/1.7) H-2, 4.942 dd (2.0/1.7) H-4, 2.643 ddd (18.3/8.0/6.9)
H-7A, 2.464 ddd (18.3/8.0/6.5) H-7B, 1.65 m H-8, 1.2 — 1.4 m
H-9 - H-17, 0.880 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl3) & 3C ppm: 205.8 C-6, 199.5 C-1, 162.7 C-3,
133.4 C-2, 91.5 C-5, 79.5 C-4, 39.2 C-7, 32.0, 29.74, 29.73, 29.68,
29.52, 29.45, 29.44, 29.0, 23.0, 22.8 C-8 — C-17, 14.1 C-18



95

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

ESI-QqTOF-MS

ESI-QqTOF-MS

film -1
max

DC

m/z 333.20417 ([M+Na|™, ber. fiir CigH3NaO} 333.20363)

(-15eV) m/z (rel. int., %): 311 (76, [M+H]"), 293 (83,
IMH-H,O*), 265 (79, [M:+H-H,0-COJ*), 215 (25,
[C13H2702|%), 197 (100, [CisHasOlT), 123 (20, [CoHus|™),
109 (19), 95 (38), 97 (40, [C5H;Os] ")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 309 (34, [M—H|"), 291
(14, [M—H-H,0]"), 281 (49, [M—H—CO["), 265 (100,
IM—H-COo|"), 263 (56, [M—H—H,0—CO["), 253 (30,
IM—H-2 CO|"), 247 (45, [M—H— CO»-H,0] ), 237 (34,
IM—H—CO,—CO|"), 235 (14), 113 (3)

(CE —20eV, DP —50V) m/z (rel. int., %): 309.2071 (100)
(ClgHQQOZ>, 291.1967 (14) (ber flir 018H2703_Z 2911966),
281.2107 (50) (ber. fiir C17Hy905 1 281.2122), 265.2179 (91) (ber.
fiir Ci7Hp05: 265.2173), 263.2032 (30) (ber. fiir Cy7Hy0;:
263.2017), 253.2164 (23) (ber. fiir C16Ha905: 253.2173), 247.2096
(33) (ber. fiir Ci7Hy;O™: 247.2067), 237.2224 (16) (ber. fur
Cl6H290_: 2372224), 235.2072 (6) (ber fir C16H270_Z 2352067),
213.1879 (11) (ber. fiir C13H50; : 213.1860), 113.0254 (10) (ber.
fiir CsH;05: 113.0244).

(CE 4+20eV, DP +50V) m/z (rel. int., %): 311.2217 (100)
(018H3101_>, 293.2120 (21) (ber flir ClgHggog_l 2932111),
265.2177 (19) (ber. fiir C17HagOF: 265.2162), 251.2019 (4) (ber.
fir CigHoyOF: 251.2006), 215.1973 (5) (ber. fiir C3HarOF:
215.2006), 197.1907 (60) (ber. fiir C;3Ho50+: 197.1900), 139.0397
(62) (ber. fiir C7H;07: 139.0390), 123.1164 (18) (ber. fiir CoH::
123.1168), 109.1022 (18) (ber. fir CsHi: 109.1012), 97.0330
(6) (ber. fiir CsH503: 97.0284), 95.0870 (13) (ber. fiir C;H{;:
95.0855).

3416 (br, m), 2952 (m), 2924 (s), 2853 (s), 1729 (s), 1712 (s), 1629
(w), 1464 (m), 1438 (w), 1406 (m), 1376 (m), 1236 (m), 1180 (m),
1149 (m), 1125 (m), 1080 (w), 1047 (w), 977 (w), 822 (vw), 722
(vw)

LM 1: Ry = 0.26, LM 2: Ry — 0.41
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7. Charakterisierung

4- O-Acetylhygrophoron D'* (54)

O

C14H29

N\
\\‘“‘

OAc

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

ESI-QqTOF-MS

trans-4- Acetoxy-5-hydroxy-5-pentadecanoyl-2-cyclopenten-1-on
farbloses Ol

isoliert aus H. latitabundus Britz.

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.700 dd (6.2/2.1) H-3, 6.591 dd
(6.2/1.7) H-2, 5.826 dd (2.1/1.7) H-4, 4.613 s 5-OH, 2.590 ddd
(17.9/7.2/7.1) H-TA, 2.319 ddd (17.9/7.5/6.7) H-TB, 2.088 s 4-
OAc, 1.619 m H-8, 1.20 — 1.33 m H-9 — H-19, 0.878 ¢ (6.8) H-20

(125 MHz, CDCl3) § *C ppm: 202.7 C-6, 198.6 C-1, 169.5 4-OAc,
158.2 C-3, 136.0 C-2, 88.0 C-5, 80.4 C-4, 39.0 C-7, 32.0, 29.78,
29.76, 29.74, 29.73, 29.47, 29.51, 29.45, 29.44, 29.13, 23.3, 22.8:
C-8 — C-19, 20.8 4-OAc, 14.3 C-20

m/z 403.24474 ([M+Na]*, ber. fiir CooHsyNaO7 403.24604)

(-15eV) m/z (rel. int., %): 339 (56, [M+H|"), 321 (100,
IMH-H,O*), 293 (47, [M+H—H,0—CO[*), 243 (27,
[C15H3105]), 225 (85, [Ci5HoO]T), 123 (14, [CoHis]t),
109 (12), 97 (21, [CsHs05] "), 95 (14)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 337 (54, [M—H|"), 319 (14,
IM—H-H,0|]"), 309 (49, [M—H—CO|"), 293 (100, [M—H
~COs7), 291 (46, [M—H-H,0—CO["), 281 (22, [M-H
~2C0[7), 275 (40, [M—H—CO,—H,0]"), 265 (24, [M—H—CO,
—COJ), 241 (10)

(CE —20eV, DP —50V) m/z (rel. int., %): 337.2384 (100)
(CooH330; ), 319.2264 (10) (ber. fiir CooHsOz: 319.2279),
309.2432 (30) (ber. fiir C19Hs305 : 309.2435), 293.2483 (62) (ber.
fiir ClgHggoQ_I 2932486), 291.2350 (18) (ber. fiir C19H3102_I
291.2330), 281.2478 (13) (ber. fiir C15Hs30; : 281.2486), 275.2387
(22) (ber. fir CyHyO—: 275.2380), 265.2552 (8) (ber.
fiir CisHy30—: 265.2537), 263.2407 (3) (ber. fiir CigHy O
263.2380), 241.2215 (6) (ber. fiir C15HagO5: 241.2173), 113.0256
(7) (ber. fiir C;H503: 113.0244).
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ESI-QqTOF-MS

DC

(CE +20eV, DP +50V) m/z (rel. int., %): 339.2530 (100)
(CooH3507), 321.2445 (38) (ber. fiir CooHssOF: 321.2424),
293.2495 (21) (ber. fiir C19Hy307: 293.2475), 279.2326 (30) (ber.
fir ClgHglo;I 2792319), 243.2326 (18) (ber. fur Cl5H310;Z
243.2319), 225.2231 (90) (ber. fiir C15HyO+: 225.2213), 139.0401
(27) (ber. fiir C;H,0%: 139.0390), 123.1176 (31) (ber. fiir CoH::
123.1168), 109.1030 (30) (ber. fiir CgHfy: 109.1012), 97.0310
(15) (ber. fiir CsH507: 97.0284), 95.0880 (24) (ber. fiir C;Hj:
95.0855).

98.7° (McOH; ¢ 0.475)

3446 (br, m), 3080 (w), 2955 (m), 2923 (s), 2853 (s), 1734 (s),
1711 (s), 1591 (w), 1465 (m), 1400 (w), 1371 (m), 1326 (w), 1282
(w), 1225 (s), 1185 (w), 1131 (m), 1097 (m), 1086 (m), 1035 (m),
981 (w), 897 (w), 822 (w), 762 (vw); 721 (vw)

LM 1: Ry = 0.65, LM 2: Ry — 0.53

Hygrophoron D! (55)

O

Ci4H
oM

%
%,
%
%

OH

'H-NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

trans-4,5-Dihydroxy-5-pentadecanoyl-2-cyclopenten-1-on
Reinheit ca. 50% (*H-NMR)

semisynthetisches Derivat von 54

(400 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.736 dd (6.1/2.0) H-3, 6.455 dd
(6.1/1.6) H-2, 4.953 dd (2.0/1.6)

m/z 361.23554 ([M+Na|™, ber. fiir CooHz,NaO} 361.23493)
(-15eV) m/z (rel. int., %): 381 (2, [M+H]"), 339 (20,
[M+H—CH,CO]"), 321 (72, [M+H—-HOAc]"), 293 (17,

[M+H—HOAC—CO]+), 225 (58, [Cl5H290]+)7 139 (100,
[C7H705]"), 97 (11, [C5H504]™)
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(—)-ESI-CID-MS

DC

(+20eV) m/z (rel. int., %): 379 (48, [M—H|), 361 (21,
IM—H-H,0]"), 351 (10, [M—H-COl"), 337 (21, [M—H
—CH,CO|"), 335 (17, [M—H—CO,|"), 319 (24, [M—H
“HOAc|), 293 (100, [M—H—CH,CO—CO,|"), 201 (24,
IM—H—HOAc—CO|"), 317 (16), 307 (23), 139 (13, [C+H;O5]"),
113 (8)

LM 1: Ry = 0.28, LM 2: Ry — 0.46

1,4-Di- O-acetylhygrophoron E'? (56)

OAc

C12Has
OAc

'H-NMR

BC.NMR

ESI-FT-ICR-MS

(+)-ESI-CID-MS

(—)-ESI-CID-MS

1-(2,5-Diacetoxy-1-hydroxy-cyclopent-3-enyl)-tridecan-1-on
farbloses Ol

isoliert aus H. latitabundus Britz.

(500 MHz, CDCls) 6 'H ppm: 6.190 ddd (6.1/1.9/1.1) H-3, 6.159
ddd (6.1/2.1/1.1) H-2, 5.724 ddd (2.0/1.9/1.1) H-4, 5.707 ddd
(2.1/2.0/1.1) H-1, 4.003 brs 5-OH, 2.659 ddd (17.8/9.0/6.0) H-
7A, 2.589 ddd (17.8/8.8/6.1) H-7B, 2.108 s 1-OAc, 2.018 s 4-OAc,
1.20 — 1.33 m H-8 — H-17, 0.881 ¢ (7.0) H-18

(125 MHz, CDCl;) § 3C ppm: 207.7 C-6, 170.4 1-OAc, 169.7 4-
OAc, 134.5 C-3, 133.8 C-2, 86.2 C-4, 83.6 C-5, 77.5 C-1, 38.3 C-7,
32.0, 29.75, 29.73, 29.71, 29.59, 29.57, 29.45, 29.37, 23.7, 22.8 C-8
— C-17, 21.0 4-OAc, 20.8 1-OAc, 14.3 C-18

m/z 419.24159 (]M+Na] ™, ber. fiir CyyHssNaOf 419.24041)

(-15¢V) m/z (rel. int., %): 397 (68, [M+H|), 365 (10), 379
(13, [M+H—H,O["), 347 (8), 337 (30, [M+H—HOAc|*), 309 (11,
[M+H—HOAc—COJ*), 295 (71, [M+H—HOAc—COI*), 277 (15,
[M-+H—HOAc—CO-H,0[*), 249 (18), 197 (100, [C13Ha50]*), 97
(11, [C5H504]")

(+20eV) m/z (rel. int., %): 395 (8, [M—H|"), 335 (30,
IM—H—HOA¢|"), 317 (10, [M—H—HOAc—H,O] ), 293 (71,
IM—H—HOAc—CH,CO["), 265 (100, [M—H—HOAc—CH,CO
—CO|"), 237 (5), 59 (7)
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()28 +80.3° (MeOH; ¢ 0.395)
pilm o=l 3449 (br, m), 3073 (w), 2954 (m), 2924 (s), 2853 (s), 1744 (s),

1718 (s), 1465 (w), 1435 (w), 1372 (m), 1319 (vw), 1300 (vw),
1225 (s), 1154 (vw), 1114 vw), 1024 (m), 967 (w), 915 (w), 831
(vw), 786 (vw), 721 (vw)

DC LM 1: Ry = 0.72, LM 2: R; = 0.64

1,4-Di- O-acetylhygrophoron E!° (57)

OAc o 1-(2,5-Diacetoxy-1-hydroxy-cyclopent-3-enyl)-undecan-1-on
farbloses Ol
CioH21
isoliert aus H. latitabundus Britz.
OAc
'H-NMR (500 MHz, CDCl3) ¢ 'H ppm: 6.190 ddd (6.1/1.9/1.1) H-3, 6.159

ddd (6.1/2.1/1.1) H-2, 5.724 ddd (2.0/1.9/1.1) H-4, 5.707 ddd
(2.1/2.0/1.1) H-1, 4.003 brs 5-OH, 2.659 ddd (17.8/9.0/6.0) H-
7A, 2.589 ddd (17.8/8.8/6.1) H-7B, 2.108 s 1-OAc, 2.018 s 4-OAc,
1.20 - 1.33 m H-8 — H-15, 0.881 t (7.0) H-16

ESI-FT-ICR-MS  m/z 391.21037 ([M+Na|*, ber. fiir CooH3,NaO; 391.20911)

DC LM 1: Ry = 0.72, LM 2: Ry = 0.64

1,4-Di- O-acetylhygrophoron E'* (58)

OAc o 1-(2,5-Diacetoxy-1-hydroxy-cyclopent-3-enyl)-pentadecan-1-on
farbloses Ol
Ci4H29
isoliert aus H. latitabundus Britz.
OAC
'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 6.190 ddd (6.1/1.9/1.1) H-3, 6.159

ddd (6.1/2.1/1.1) H-2, 5.724 ddd (2.0/1.9/1.1) H-4, 5.707 ddd
(2.1/2.0/1.1) H-1, 4.003 brs 5-OH, 2.659 ddd (17.8/9.0/6.0) H-
7A, 2.589 ddd (17.8/8.8/6.1) H-7B, 2.108 s 1-OAc, 2.018 s 4-OAc,
1.20 - 1.33 m H-8 - H-19, 0.881 ¢ (7.0) H-20
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ESI-FT-ICR-MS  m/z 447.27530 ([M+Na|™, ber. fiir Cy,Hy0NaOf 447.27171)

DC LM 1: Ry = 0.72, LM 2: Ry = 0.64
1-O-Acetylhygrophoron E!? (59)

OAc 1-(2-Acetoxy-1,5-dihydroxy- cyclopent-3-enyl)-tridecan-1-on

farbloses Ol
H CioHos

isoliert aus H. latitabundus Britz.
OH

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 'H ppm: 6.192 ddd (6.0/2.0/1.0) H-3,
6.058 ddd (6.0/2.2/1.2) H-2, 5.659 ddd (2.2/1.5/1.0) H-1, 4.932
ddd (2.0/1.4/1.4) H-4, 2.698 ddd (17.7/8.2/6.7) TA, 2.541 ddd
(17.7/8.2/6.6) 7B, 2.018 s 1-OAc, 1.20 — 1.33 m H-8 - H-17, 0.881
t (7.0) H-18

ESI-FT-ICR-MS  m/z 377.23029 ([M+Na|*, ber. fiir CyoH3,NaO; 377.22984)

DC LM 1: Ry = 0.46, LM 2: R; = 0.55
1- O-Acetylhygrophoron E'° (60)

OAc 1-(2-Acetoxy-1,5-dihydroxy-cyclopent-3-enyl)-undecan-1-on

farbloses Ol
H CioH21

isoliert aus H. latitabundus Britz.
OH

'H-NMR (500 MHz, CDCly) 6 'H ppm: 6.192 ddd (6.0/2.0/1.0) H-3,
6.058 ddd (6.0/2.2/1.2) H-2, 5.659 ddd (2.2/1.5/1.0) H-1, 4.932
ddd (2.0/1.4/1.4) H-4, 2.698 ddd (17.7/8.2/6.7) TA, 2.541 ddd
(17.7/8.2/6.6) 7B, 2.018 s 1-OAc, 1.20 — 1.33 m H-8 — H-15, 0.881
t (7.0) H-16

ESI-FT-ICR-MS  m/z 349.20050 ([M+Nal*, ber. fiir C1sH3NaO; 349.19854)

DC LM 1: Ry = 0.46, LM 2: Ry = 0.55
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Hygrophoron F!? (40)

Q (5E)-5-(2-Hydroxytetradexylidene)-furan-2(5H)-on
0
eiller Feststoft
ST
isoliert aus H. latitabundus Britz.
HO CroHas
'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.794 dd (5.6/0.8) H-3, 6.256 dd
(5.6/1.8) H-2, 5.756 ddd (8.1/1.8/0.8) H-5, 4.52 m H-6, 1.7 m
H-7, 1.2 1.4 m H-8 - H-17, 0.881 ¢ (7.0) H-18
BC-NMR (125 MHz, CDCl3) ¢ 13C ppm: 169.1 C-1, 150.3 C-4, 140.5 C-3,

121.0 C-2, 117.3 C-5, 68.3 C-6, 38.1 C-7, 32.0, 29.72, 29.71, 29.69,
29.62, 29.57, 29.5, 29.4, 25.3, 22.8 C-8 - C-17, 14.2 C-18

ESI-FT-ICR-MS  m/z 317.20921 ([M+Nal*, ber. fiir C1sH3NaO; 317.20872)

yhim ey —1 3487 (m), 3396 (br, m), 3269 (br, m), 3133 (w), 3100 (w), 3074
(w), 2053 (m), 2918 (s), 2850 (s), 1785 (m), 1751 (s), 1718 (w),
1669 (w), 1554 (w), 1466 (w), 1372 (vw), 1297 (vw), 1237 (w),
1195 (vw), 1122 (w), 1077 (w), 1064 (w), 1035 (w), 1019 (w), 1008
(vw), 920 (w), 908 (w), 894 (w), 840 (vw), 816 (w), 757 (w), 711
(w)

Hygrophoron G'* (41)

o (52)-5-(2-Hydroxytetradexylidene)-furan-2(5H )-on
2 isoliert aus H. persoonii Arnolds
2 A
N
H CioHzs
'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.372 dd (5.5/0.4) H-3, 6.230 dd

(5.5/0.7) H-2, 5.326 ddd (8.4/0.7/0.4) H-5, 4.793 m H-6, 1.7 m
H-7,1.2 ~ 1.4 m H-8 - H-17, 0.881 ¢ (7.0) H-18

ESL-FT-ICR-MS  m/z 317.21078 ([M+Nal*, ber. fiir C1sH3NaO3 317.20872)
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2,3-Dihydroxy-2-(1-hydroxytridecyl)-4-methoxycyclopentanon (38)

TH-NMR

BC-NMR

ESI-FT-ICR-MS

F-15784 (86)

0
OH  oH

CoH1g
HO

'H-NMR
ESI-FT-ICR-MS

(—)-ESI-CID-MS

2,3-Dihydroxy-2-(1-hydroxytridecyl)-4-methoxycyclopentanon
farbloses Ol

semisynthetisches Derivat von 31

(500 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 4.073 ddd (8.8/5.3/4.5) H-4, 2.956
ddd (19.4/8.8/0.7) 5A, 2.360 ddd (19.4/4.5/0.7) 5B, 3.435 s 4-

OMe, 4.224 dd (5.3/0.7) H-3, 3.916 ddd (10.2/4.3/1.6) H-6

(125 MHz, CDCl3) § 3C ppm: 214.6 C-1, 83.0 C-2, 82.6 C-3, 80.5
C-4, 73.2 C-6, 57.6 4-OMe, 41.9 C-5, 31-22 C-7 - C17, 14.4 C-18

m/z 367.24501 ([M+Na|™, ber. fiir Cy9HzsNaO7 367.24549)

3,3a,6a-Trihydroxy-2-undecyl-2,3,3a,6a-tetrahydro-4 H-
cyclopental|b|furan-4-on

Reinheit ca. 45% (*H-NMR)

nachgewiesen in Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden

(400 MHz, CDCl3) § *H ppm: 7.573 d (6.2) H-3, 6.115 d (6.2) H-2
m/z 321.16775 ([M+Na|*, ber. fiir C1HysNaOF 321.16724)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 297 (4, [M—H|"), 111 (100,
[CsH305]7)
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Homologes von F-15784 (87)

OH  oH

C7H1s
HO

TH-NMR
ESI-FT-ICR-MS

(—)-ESI-CID-MS

Hydroxy-Derivat von

0
OH  oH

HO

"H-NMR
ESI-FT-ICR-MS

(—)-ESI-CID-MS

2-Heptyl-3,3a,6a-trihydroxy-2,3,3a,6a-tetrahydro-4 H-
cyclopenta|b|furan-4-on

Reinheit ca. 45% (*H-NMR)

nachgewiesen in Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden

(400 MHz, CDCl3) § 'H ppm: 7.573 d (6.2) H-3, 6.113 d (6.2) H-2
m/z 293.13624 ([M+Na| ™, ber. fiir C1;HyNaO7 293.13594)
(+20eV) m/z (rel. int., %): 269 (3, [M—H|"), 111 (100,

[C5H303]7)

F-15784 (88)

3,3a,6a-Trihydroxy-2-(9-hydroxynonyl)-2,3,3a,6a-tetrahydro-4 H-
cyclopental|b|furan-4-on

Reinheit ca. 50% (*H-NMR)

nachgewiesen in Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden

(400 MHz, CDCl3) 6 'H ppm: 7.566 d (6.2) H-3, 6.115 d (6.2) H-2
m/z 337.16280 ([M+Na|™, ber. fiir C,sHysNaOf 337.16216)

(+20eV) m/z (rel. int., %): 313 (4, [M—H]7), 111 (100,
[CsH303]7)
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A. Anhang

Tabelle A.1. Makrochemische Reaktionen nach Bas (1990), Bon (1992), Candusso (1997), Meixner
(1975) und Moser (1983).

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. arbustivus Lamellen HyS04 purpurrosa Meixner (1975)
H. arbustivus Hutzentrum NH,OH entfarbend Candusso (1997)
var. quercetorum KOH gelb Candusso (1997)
H. agathosmus Fruchtfleisch Phenol, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak,
Formol
Sulfovanillin ~ violett Meixner (1975)
rosa oder violett Bon (1992)
Sulfoformol  bald hellblau Meixner (1975)
Lamellen HySOy4 purpurrot Meixner (1975)
H. camarophyllus Fruchtfleisch Phenol rasch braun Meixner (1975)
Phenolanilin ~ weinrot Meixner (1975)
Guajak langsam blassblau Meixner (1975)
Lactophenol  violett, dann braun Meixner (1975)
H. caprinus Fruchtfleisch Guajak + griin bis blaulich Bon (1992)
H. chrysaspis Fruchtfleisch KOH gelbbraun! Meixner (1975)
H. chrysodon Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
Fruchtfleisch KOH gelb Meixner (1975)
Phenol braun Meixner (1975)
Phenolanilin ~ rotbraun Meixner (1975)
Guajak langsam blau Meixner (1975)
=+ griin bis blaulich Bon (1992)
Anilin gelb Meixner (1975)

1

nur solange der Fruchtkérper noch rein weifs ist
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Tabelle A.1. Fortsetzung: Makrochemische Reaktionen.

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. cossus Fruchtkorper KOH, negativ Candusso (1997)
NaOH
KOH gelb Moser (1983)
Fruchtfleisch, KOH keine Reaktion oder Meixner (1975)
Stielrinde nur schwach
Fruchtfleisch Phenolanilin  weinrot Meixner (1975)
Guajak langsam blau Meixner (1975)
griin bis blaulich Bon (1992)
Fruchtfleisch, Formol violettbraun Meixner (1975)
Stielrinde,
Lamellen
H. dichrous interzelluléres NH,OH blaugriin Moser (1983)
Pigment
Hyphen der NH,OH intensiv blaugriin Meixner (1975)
Huthaut
H. discoxanthus Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
Hut KOH orange-braun Bas (1990)
Fleisch, KOH zitronengelb bis Candusso (1997)
Hut, rostbraun
Stielbasis
H. eburneus Stielbasis KOH fleischfarben - orange ~ Moser (1983)
Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
Huthaut KOH ocker, dann braun Meixner (1975)
Phenolanilin  keine Reaktion Meixner (1975)
HySOy4 keine Reaktion Meixner (1975)
Fruchtfleisch Guajak blau Meixner (1975)
griin bis bliulich Bon (1992)
H. eburneus Fleisch KOH ocker, braun-ocker Candusso (1997)
var. quercetorum ocker, rotbraun (statt ~ Bas (1990)

orange, orangebraun)




Tabelle A.1. Fortsetzung: Makrochemische Reaktionen.

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. eburneus Stielbasis KOH orange, orangebraun Bas (1990)
var. eburneus orange, orangebraun Candusso (1997)
H. erubescens Fruchtkorper NaOH, griinlich-gelb Bon (1992)
KOH,
NH,OH
Fruchtfleisch KOH gelblich Meixner (1975)
Huthaut KOH leicht griinlich gelblich ~ Meixner (1975)
Phenol, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak
Fruchtfleisch FeSO4 langsam graulich Meixner (1975)
H. fuscoalbus Stielrinde KOH sofort ockergelb Meixner (1975)
Fruchtfleisch Phenolanilin, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak
H. gliocyclus Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH (flichtig)
Fruchtkorper KOH keine Reaktion Meixner (1975)
Huthaut KOH fliichtig ockergelb Meixner (1975)
Fruchtfleisch Phenol keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak langsam blaugriin Meixner (1975)
griin bis bliulich Bon (1992)
Sulfovanillin  sofort violettrot Meixner (1975)
rosa oder violett Bon (1992)
Formol keine Reaktion Meixner (1975)
H. hedrychii Stielbasis, KOH, blaf ocker Bas (1990)
Hut NaOH
H. hyacinthinus Fruchtkorper Sulfovanillin ~ rosa oder violett Bon (1992)
H. hypothejus Fruchtfleisch KOH, keine Reaktion Meixner (1975)
Phenol, Phe-
nolanilin,

Guajak
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Tabelle A.1. Fortsetzung: Makrochemische Reaktionen.

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. latitabundus Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH (schwach)
Stielbasis, NH,OH orange Bon (1992)
Hutrand
Stielspitze KOH gelb Bas (1990)
Hut, KOH kréiftig orange Bas (1990)
Stielbasis
Stielspitze KOH gelb Candusso (1997)
Stielbasis KOH orange Candusso (1997)
Stiel NaOH gelb-ocker Candusso (1997)
Stielbasis, Hut NH,OH orange Candusso (1997)
Fruchtkorper Sulfovanillin ~ rosa oder violett Bon (1992)
H. lucorum Fruchtfleisch Guajak keine Reaktion Meixner (1975)
Sulfovanillin ~ violett Meixner (1975)
rosa oder violett Bon (1992)
H. limacinus Huthaut, KOH ockergelb Meixner (1975)
Stielrinde
Fruchtfleisch Phenol, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak
Sulfovanillin ~ violett Meixner (1975)
H. ligatus Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
H. marzuolus Fruchtfleisch Guajak keine Reaktion Meixner (1975)
H. melizeus Fruchtfleisch KOH gelbbraun Meixner (1975)
H. nemoreus Huthaut KOH bleicht Meixner (1975)
Fruchtfleisch Guajak keine Reaktion Meixner (1975)
H. olivaceoalbus Fleisch NaOH rot-orange Candusso (1997)
Stielrinde KOH sofort hellgelb Meixner (1975)
Fruchtfleisch Phenol, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak
HsSO4 rot Meixner (1975)
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Tabelle A.1. Fortsetzung: Makrochemische Reaktionen.

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. penarius nur Stiel NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
Stielbasis KOH gelb, orange Bas (1990)
Fruchtfleisch KOH gelb Meixner (1975)
Guajak langsam blaf griinlich ~ Meixner (1975)
H. persoonii Fruchtkorper NH,OH olivgriin, blaulich Bon (1992)
Hut NH,OH negativ, gelegentlich Bas (1990)
blau-griin
KOH gelb-braun Bas (1990)
Stielbasis KOH orange-rot Bas (1990)
Fleisch NaOH Griin Candusso (1997)
Fruchtkorper NH,OH sofort griin-blau Candusso (1997)
H. poetarum Stielbasis Guajak blau-griin Meixner (1975)
H. pudorinus Fruchtkorper NaOH, orange-rot Bon (1992)
KOH,
NH,OH
Fruchtfleisch, KOH lebhaft rotorange Meixner (1975)
Stielrinde
Fruchtfleisch Phenol keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak langsam blaugrau Meixner (1975)
griin bis blaulich Bon (1992)
Sulfovanillin ~ violett Meixner (1975)
H. pustulatus Stielbasis KOH gelb Melot (1979)
Fruchtfleisch Guajak langsam blau Meixner (1975)
griin bis bliulich Bon (1992)
Sulfovanillin ~ violett Meixner (1975)
rosa oder violett Bon (1992)
H. queletii Fruchtkorper NaOH, gilbend, dann Bon (1992)
KOH, orange-rotbraun
NH,OH
Fleisch KOH gelb Moser (1983)
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Tabelle A.1. Fortsetzung: Makrochemische Reaktionen.

Art Pilzteil Reagenz Farbe Literatur
H. russula Fleisch NaOH, griinlich-gelb Bon (1992)
KOH, (schwach)
NH,OH
Fruchtfleisch KOH sofort griinlich gelb Meixner (1975)
Phenol, keine Reaktion Meixner (1975)
Guajak

Huthaut KOH schmutzig weifs Meixner (1975)
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