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Abstract

According to economist Jim O'Neill, the monopoly position of antibiotic therapy against
microbial infections will lead to a massive health crisis in 2050 due to advancing
resistance [1]. In the search for alternative treatments, antimicrobial photodynamic
therapy shows potential [2]. This form of treatment requires compounds that can be
activated with light, such as those known from plants. Research into naturally occurring
photosensitizers revealed structural similarities of light-activatable molecules from
plants to anthraquinone pigments from fungi [3]. In this context, photoactive pigments
could be detected in numerous representatives of the European species of Cortinarius
subgenus Dermocybe, as for example Hammerle et al. published for 7,7'-biphyscion
[4]. Based on this knowledge, the analysis of the metabolite profiles of Australian
Cortinarius subgenus Dermocybe was defined as the aim of the present work. In
particular, the hypothesis was tested whether the Australian Cortinarius subgenus
Dermocybe represent a natural resource of photosensitizers analogous to the

European representatives.

To prove this assumption, the metabolite profile of 33 representatives of Australian
Cortinarius subgenus Dermocybe was analyzed by means of HPLC-DAD and HPLC-
MS analysis and compared with the literature. Furthermore, a classification of these
fungi according to pigment types was aimed at. The in silico method feature-based
molecular networking was used to visualize similarities in the composition of the
different fungal extracts in terms of the mass of the individual components, which were
detected by UHPLC-HRMS/MS. By performing the 9,10-dimethylanthracene assay,
the production of singlet oxygen could be used to infer the photoactivity of the fungi.
Furthermore, an attempt was made to isolate the anthraquinone pigment fallacinol from

C. cinnabarinus.

The pigment analysis of the Australian representatives resulted in a wide range of
metabolites, some of which could be assigned to known reference substances from
the literature. Based on this, on the one hand a classification according to pigmentation
pattern on a binary level could be achieved and on the other hand it was possible to
classify the fungi according to their pigment composition on a funnel principle. In

addition, the network generated by FBMN revealed pigment-specific clusters within the
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Australian Cortinarius subgenus Dermocybe. During the DMA assay, promising
photoactivity was detected for all fungal extracts from Australia. This result provides
evidence that the hypothesis is correct and that the Australian Cortinarius subgenus
Dermocybe represent an underestimated resource of photoactive compounds and
could be used for PDT. In addition, the photoactive anthraquinone pigment fallacinol

was successfully isolated from C. cinnabarinus.
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Zusammenfassung

Laut dem Okonomist Jim O’Neill wird die Monopolstellung der Antibiotikatherapie in
der Bekampfung mikrobieller Infektionen bis zum Jahr 2050 zu einer massiven
Gesundheitskrise fuhren [1]. Auf der Suche nach alternativen Behandlungsmethoden
zeigt die antimikrobielle, photodynamische Therapie Potential auf [1, 2]. Die Basis
dieser Behandlungsform stellen lichtaktivierbare Verbindungen dar, wie sie aus
Pflanzen bekannt sind [3]. In Anbetracht der strukturellen Ahnlichkeiten
lichtaktivierbarer Moleklle aus Pflanzen zu den Antrachinonpigmenten aus Pilzen,
wurde die Suche nach natirlich vorkommenden Photosensitizers im Reich der Pilze
fokussiert [3]. In diesem Zusammenhang konnte flr zahlreiche Vertreter der
europaischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe photoaktive Pigmente
nachgewiesen werden, wie zum Beispiel Hammerle et al. fur 7,7-Biphyscion
publizierte [4]. Basierend auf diesem Wissen, wurde die Analyse der Metabolitenprofile
australischer Cortinarien der Subgattung Dermocybe als Ziel fir die vorliegende Arbeit
definiert. Im Speziellen wurde dabei die Hypothese geprift, ob die australischen
Cortinarien der Subgattung Dermocybe analog zu den europaischen Vertretern eine

naturliche Ressource an Photosensitizers darstellen.

Um diese Annahme zu belegen, wurde in vorliegender Arbeit einerseits mittels
HPLC- DAD- sowie HPLC-MS- Analyse das Metabolitenprofil von 33 australischen
Cortinarien der Subgattung Dermocybe analysiert und mit der Literatur verglichen.
Weiters wurde eine Einteilung jener Pilze nach Pigmenttypen angestrebt. Dabei nutzte
man die in silico Methode Feature-based molecular networking, um Ahnlichkeiten in
der Zusammensetzung der verschiedenen Pilzextrakte bezogen auf die Masse der
einzelnen Bestandteile zu visualisieren, welche man mittels UHPLC-HRMS/MS
detektierte. Mit der Ausfihrung des 9,10-Dimethylanthracenassays [5] konnte Uber die
Produktion von Singulett-Sauerstoff auf die Photoaktivitat der Pilze geschlossenen
werden. DarUber hinaus wurde versucht das Antrachinonpigment Fallacinol aus

C. cinnabarinus zu isolieren.

Die durchgefiihrte Pigmentanalyse der australischen Cortinarien der Subgattung
Dermocybe resultierte in einer grolen Bandbreite an Metaboliten, welche zum Teill

bekannten Referenzsubstanzen aus der Literatur zugeordnet werden konnten. Darauf
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aufbauend konnte einerseits eine Klassifizierung nach Pigmentationsmuster auf
binaren Level erreicht werden und andererseits gelang es die Pilze anhand ihrer
Pigmentzusammensetzung nach einem Trichterprinzip einzuteilen. Zudem zeigte das
durch FBMN generierte Netzwerk pigmentspezifische Cluster innerhalb der
australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe auf. Im Rahmen des
durchgefuihrten DMA-Assays konnte fur samtliche Pilzextrakte aus Australien eine
vielversprechende Photoaktivitat nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis liefert
Indizien dafur, dass die aufgestellte Hypothese zutrifft und die australischen
Cortinarien der Subgattung Dermocybe eine unterschatzte Ressource an photoaktiven
Verbindungen darstellen und fir die PDT genutzt werden kdnnten. Zusatzlich wurde

das photoaktive Antrachinonpigment Fallacinol erfolgreich aus C. cinnabarinus isoliert.
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1 Einleitung

Im Jahr 1928 gelang Alexander Fleming durch die Entdeckung des Penicillins der
Durchbruch in der Behandlung mikrobieller Infektionen [6]. Uber Jahrzehnte etablierte
sich jene Wirkstoffklasse der Antibiotika als Mittel der Wahl bei bakteriellen
Erkrankungen. In Bezug auf die Monopolstellung der Antibiotika warnt der Okonomist
Jim O’Neill in ,The review of Antimicrobial resistance® vor 10 Millionen Todesfallen im
Jahr 2050 als Folge des Wirkverlustes der Antibiotikatherapie, basierend auf der

steigenden Zahl antimikrobieller Resistenzen [1].

In Forschungskreisen werden zahlreiche Ansatze diskutiert, um eine adaquate
Alternative fur die herkdommliche Behandlung mit Antibiotika zu finden [7]. Wainwright
und Maisch et al. [8] warnen in diesem Zusammenhang vor der Entwicklung neuer,
systemisch wirksamer Medikamente, welche analog zu den konventionellen
Antibiotika der Resistenzentwicklung unterliegen werden. Sie fordern stattdessen die
Finanzierung der  Forschungsarbeit im  Bereich der antimikrobiellen,
photodynamischen Therapie, welche unspezifisch vom Target wirksam ist und somit
keiner Resistenzentwicklung unterliegt [8]. Der dabei ablaufende Wirkmechanismus
basiert auf der gezielten Aktivierung einer zuvor applizierten, photoaktiven Verbindung
durch eine geeignete Lichtquelle in einer sauerstoffreichen Umgebung. Dies fuhrt zur
gezielten Zerstorung der Pathogene in Folge der Generierung reaktiver

Sauerstoffspezies [8].

Wahrend sich die photodynamische Therapie im klinischen Bereich der Onkologie,
beispielsweise bei der Behandlung der aktinischen Keratose oder des
Basalzellkarzinoms erfolgreich zeigt, blieb das antimikrobielle Potential der PDT bisher
weitgehend ungenutzt [8]. Ein Grund daflr ist der unterschatzte Nutzen photoaktiver

Verbindungen in Anbetracht der bis dato effizienten Antibiotikatherapie.

Ein zukunftiger Einsatz der aPDT in der Bekampfung mikrobieller Infektionen erfordert
die Verflugbarkeit geeigneter Photosensitizers, welche in Form von lichtaktivierbaren

Molekulen als Schlisselsubstanz der photodynamischen Therapie fungieren [9].



Diesbezlglich wurden bisher vorwiegend synthetische Photosensibilisatoren
eingesetzt, wobei naturliche Ressourcen weitgehend unerforscht blieben [3]. Indessen
fuhrte das steigende Forschungsinteresse im Bereich der lichtaktivierbaren
Verbindungen jedoch zur Entdeckung jener Substanzen im Reich der Pilze, in der

Abteilung der Basidomyceten [10].

Von besonderem Interesse sind dabei die Cortinarien der Subgattung Dermocybe
(dt. Hautkopfe) [11, 12], welche chemotaxonomisch durch einen hohen Gehalt an
Anthrachinonen definiert sind [13]. Diese Pigmente sind flur die intensive Farbung des
Fruchtkorpers verantwortlich und werden daher zum Farben verwendet [14]. Darlber
hinaus wird vermutet, dass diese Farbstoffe dem Pilz als lichtinduzierbare
Verteidigungsstrategie dienen. Dazu konnten beispielsweise fur den europaischen Pilz
Cortinarius rubrophyllus phototoxische Eigenschaften des Extrakts gegenuber
Tumorzelllinien und Bakterien nachgewiesen werden. Dies ist auf die hohe
Konzentration des natlrlichen Photosensitizers Emodin in den Lamellen

zurtckzufihren [15].

Basierend auf dem Wissen um photoaktive Verbindungen innerhalb der Cortinarien
der Subgattung Dermocybe auf der Nordhemisphare, wird in dieser Arbeit der Fokus
auf die Pilzpigmente der australischen Vertreter der Cortinarien der Subgattung

Dermocybe gelegt.

Abbildung 1 zeigt drei Vertreter der australischen Cortinarien der Subgattung
Dermocybe mit ihren charakteristisch gefarbten Fruchtkoérpern [16]. Diese Pilze der
sudlichen Hemisphare wurden bisher nur in geringem Ausmal} erforscht und konnten

eine potenzielle Quelle naturlicher Photosentizers flr die aPDT darstellen.

Abbildung 1. Farbvielfalt der australischen Vertreter der Cortinarien der Subgattung Dermocybe [16]



1.1 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel verfasst, anhand des verfugbaren
Biomaterials von 33 Cortinarien der Subgattung Dermocybe der sidlichen Hemisphare
einen generellen Uberblick lber die enthaltenen Pigmente der Pilze aus Australien zu
erhalten. Zudem sollen die Ergebnisse aus einer HPLC-DAD- und HPLC-MS-Analyse
zur Klassifizierung nach Pigmentmuster dienen. Ferner wird durch die in silico
Methode des Feature-based molecular networking eine Visualisierung von
pigmentspezifischen Clustern innerhalb der australischen Pilze angestrebt. Uberdies
wird die Isolierung von Fallacinol aus C. cinnabarinus durchgefuhrt. Im Hinblick auf die
Problematik steigender Antibiotikaresistenzen wird mittels DMA-Assay getestet, ob die
Pilze Uber eine ausreichende Photoaktivitat fur die Verwendung als Photosensitizers

im Zuge einer antimikrobiellen, photodynamischen Therapie geeignet sind.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Systematische und chemotaxonomische Einteilung

der Cortinarien der Subgattung Dermocybe

In der Gattung Cortinarius (dt. Schleierlinge) werden 400 verschiedene Pilzarten
zusammengefasst. Dazu zahlen auch die Cortinarien der Subgattung Dermocybe (dt.
Hautkopfe) [17], welche sowohl auf der nérdlichen als auch sudlichen Hemisphare
beheimatet sind und im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen. Jene Gruppe an Pilzen
unterliegt laut Mycobank einer systematischen Einteilung entsprechend der Tabelle 1
[18].

Tabelle 1. Einteilung der Cortinarien der Subgattung Dermocybe nach Mycobank [18]

Unterreich Dikarya
Abteilung Basidiomycota
Unterabteilung Agaricomycotina
Klasse Agaricomycetes
Unterklasse Agaricomycetidae
Ordnung Agaricales
Familie Cortinariaceae
Gattung Cortinarius
Untergattung Dermocybe

Charakteristisch fur die sogenannten Hautkopfe sind gelb bis rot gefarbte Hute mit
einer glatten bis feinschuppigen, trockenen Huthaut und intensiv gefarbte Lamellen mit
extrahierbaren Anthrachinonpigmenten [17]. Die systematische Einteilung dieser Pilze
anhand makroskopischer Merkmale gestaltet sich aufgrund zahlreicher Variationen in
Farbe und Form als schwierig. In diesem Fall kann eine qualitative und quantitative
Analyse, der in allen Cortinarien der Subgattung Dermocybe enthaltenen
Antrachinonpigmenten, fur die Klassifizierung herangezogen werden [19]. Es handelt

sich bei den Antrachinonen um eine der ersten, genauer beschriebenen Farbstoffe aus



hoheren Pilzen, welche das chemotaxonomische Merkmal der Cortinarien der

Subgattung Dermocybe darstellen [19].

Im Jahr 1925 gelang es Kogl und Postowsky erstmalig die Antrachinone Emodin und
Dermocybin aus C. sanguineus zu isolieren [20]. Dem folgte der grundlegende
Versuch, die Farbung der Fruchtkérper basierend auf den enthaltenen
Anthrachinonpigmenten flir eine Kategorisierung zu nutzen, wie es Moser 1952 fir
C. cinnamomeus und C. sanguineus publizierte [21]. Die Pigmentanalytik der
nordlichen Cortinarien der Subgattung Dermocybe in Form
papierchromatographischer und spektrophotometrischer Untersuchungen flhrte
Mosers Schulerin Gabriel M. durch [22]. lhre Vorgehensweise bei den europaischen
Pilzen wurde in den Arbeiten von lise Gruber, einer weiteren Schulerin von Moser, auf
sudamerikanische und australische Exemplare der Cortinarien der Subgattung
Dermocybe ausgeweitet [23, 24]. Die Arbeiten dieser Forschungsgruppe belegen,
dass die Gruppierung der Arten nach Pigmentationsmuster ein relevantes

taxonomisches Merkmal darstellt [21-23].

Die dunnschichtchromatographische Analyse wurde auch fir die Bestimmung der
Pigmentzusammensetzung von C. cinnabarinus und C. sanguineus durch Thoen 1970
eingesetzt [25]. Im Jahr 1982 gelang es Keller, durch eine im groflen Malistab
durchgefuhrte DC-Pigmentanalyse, sechzehn verschiedene Spezies europaischer
Cortinarien der Subgattung Dermocybe in funf unterschiedliche Pigmenttypen zu
kategorisieren [19]. Im Zuge der durchgeflhrten Analysen konnten 31 verschiedene
Pigmente nachgewiesen werden und Groldteils anhand von Referenzsubstanzen [26-
30] identifiziert werden. Anhand der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung
der Pigmente konnte fir jede Art ein spezifisches Pigmentationsmuster definiert
werden und basierend darauf eine Gruppierung der Arten durchgefihrt werden [19].
Diese chemotaxonomische Klassifizierung von Keller in die Pigmentationstypen
Cinnamomea, Malicoria, Sanguinea, Anthracina und Cinnabarina wurde der
systematischen Gliederung nach Moser vergleichend gegenubergestellt [31]. Dabei ist

bemerkenswert, dass eine iberwiegende Ubereinstimmung vorherrscht.

Bei der Einteilung in Pigmentationstypen zeigt das Pigmentationsmuster von

C. cinnabarinus eine Sonderstellung auf, weil es mit keinem der europaischen



Hautkopfe in Einklang gebracht werden kann und somit einen eigenen
Pigmentationstyp darstellt. Dieser ist charakterisiert durch das Vorliegen von keinem
bzw. wenig Flavomannin-6,6‘-dimethylether kombiniert mit Endocrocin, Cinnalutein
und Cinnarubin sowie Physcion und Fallacinol [19].

In der vorliegenden Arbeit wird anhand der Pigmentanalyse australischer Cortinarien
der Subgattung Dermocybe eine mogliche Gruppierbarkeit dieser Pilze nach
Pigmentationsmustern analog zu Keller [19] angestrebt. Im Bezug darauf, wird eine
mogliche Zugehorigkeit von C. cinnabarinus zu den Cortinarien der Subgattung

Dermocybe der sudlichen Hemisphare Uberpruft.

Im Rahmen der Analyse australischer Cortinarien der Subgattung Dermocybe zeigte
eine parallel durchgeflhrte Literaturrecherche auf, dass vorwiegend Publikationen zur
Isolierung und Chemie der Pigmente vorliegen. Hierbei ist als Beispiel die frGhe Arbeit
von Archard et. al Uber die erstmalige Entdeckung von Austrocortinin in australischen
Pilzen zu nennen [32]. Zudem befassen sich jlingere Publikationen wie jene von
Beattie aus dem Jahr 2010 mit den antimikrobiellen Eigenschaften der Pigmente [33].
Im Hinblick auf die Pigmentationsuntersuchungen der nordlichen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe nach Keller, findet man jedoch keinerlei vergleichbare Arbeit
Uber die Systematisierung der sudlichen Cortinarien der Subgattung Dermocybe [19].
Darlber hinaus stagniert die Zuordnung der australischen Pilze haufig bereits auf dem
Level der Vergabe von Herbarnummern [34]. Es zeichnet sich jedoch ab, dass
zwischen den Pigmenten der europaischen und australischen Pilze deutliche
Unterschiede vorliegen [35]. Zum Beispiel stellen die Dermocanarine eine
Pigmentgruppe dar, welche charakteristisch flir die australischen Vertreter ist [36].

Zusammenfassend ist zu sagen, dass fur die australischen Vertreter der Cortinarien
der Subgattung Dermocybe weiterfihrende, chemotaxonomische Untersuchungen

bendtigt werden, um eine Klassifizierung analog zu Keller [19] ermdglichen zu kdnnen.

2.2 Photodynamische Therapie

Erstmalig wurde der lichtinduzierte Mechanismus der photodynamischen Therapie im
Jahr 1900 von Oscar Raab erwahnt [37, 38]. Raab konnte wahrend der
Labortatigkeiten im Zuge seiner Dissertation unter der Leitung von Hermann von

Tappeiner zufallig beobachten, dass durch Einwirkung von Sonnenlicht, Sauerstoff
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sowie dem Farbstoff Acridin, die von ihm untersuchten Mikroorganismen (Paramecia)
abgetotet wurden [38]. Aus dieser Entdeckung lassen sich die drei essenziellen
Bestandteile der photodynamischen Therapie ableiten. Dabei handelt es sich um die,
fur sich allein nicht toxischen Komponenten Sauerstoff, Photosensibilisator und Licht
einer bestimmten Wellenlange. Erst das Zusammenspiel dieser Komponenten fuhrt
zur Bildung von hochreaktiven Sauerstoffspezies sowie zur zielgerichteten

Zytotoxizitat dieser Therapieform [39].

2.2.1 Ablauf des Reaktionsmechanismus der photodynamischen

Therapie

Durch die lichtinduzierte Aktivierung des Photosensibilisators wird die photochemische
Reaktion im Rahmen der PDT eingeleitet. Bei diesem Vorgang wird mit der fur den
jeweiligen PS spezifischen Wellenlange eingestrahlt und somit ein Lichtphoton auf den
Photosensibilisator Ubertragen [40]. Im Zusammenhang mit dem sogenannten
.intersystem crossing“ wird der PS in den angeregten Triplettzustand Uberfuhrt. Die
dabei generierte Energie kann in unterschiedlichen Reaktionsmechanismen
abgegeben werden [41]. Die photochemische Reaktion des Typ 1 beschreibt den
Transfer eines Elektrons oder Protons auf Sauerstoff oder ein anderes benachbartes
Molekul und resultiert in der Bildung von Radikalkationen bzw. -anionen. Durch die
Folgereaktion dieser Radikale mit molekularem O2 kommt es zur Ausbildung von
Superoxidanionen, welche zu Wasserstoffperoxid und weiter zu Hydroxylradikalen
reagieren konnen. Diese hochreaktiven Sauerstoffspezies fihren dann Uber einen
Radikalkettenmechanismus zu zellularen Schaden [42]. In der haufiger auftretenden
Typ-2-Reaktion reagiert das lichtempfindliche Molekul aus dem angeregten Triplett-
Zustand direkt mit 202 im Grundzustand. Dieser Energietransfer fihrt zur Ausbildung
hochreaktiver Sauerstoffspezies in Form von '02-Sauerstoff. Als Folge dessen
entfaltet die PDT ihre selektive Zytotoxizitat durch Interaktion der ROS mit
Biomolekulen wie Lipiden, Proteine und Nukleinsauren [41].



2.2.2 Aktuelles Forschungs- bzw. Anwendungsfeld der PDT:

Tumortherapie

Insbesondere fir die Therapie von Krebserkrankungen birgt die photodynamische
Behandlungsstrategie enormes Potential [43]. Die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies im Zuge der lichtinduzierten Reaktion ermdglicht drei verschiedene
Angriffspunkte auf das Tumorgewebe: einerseits kdénnen entartete Zellen direkt
angegriffen und abgetotet werden, andererseits wird die Nahrstoffzufuhr des Tumors
durch Zerstorung der Blutgefale eingestellt. Im Idealfall resultiert aus diesem
lichtinduzierten Prozess zudem eine Anti-Tumor-Immunitat. Darunter versteht man
den Erwerb eines Immungedachtnisses in Form tumorspezifischer T-Zellen, durch
welche das korpereigene Immunsystem bei rezidiv auftretenden Krebsformen
autonom agieren kann [41]. Die aktuelle Studienlage bestatigt im praklinischen Bereich
die Generierung einer starken adaptiven Immunantwort, jedoch sind klinischen Daten
dazu nur beschrankt vorhanden. Daher bedarf es im klinischen Segment der
Durchfuhrung weiterer Studien [44]. Bereits zugelassen ist die PDT zum Beispiel fir
die Therapie von Blasen-, Lungen- oder Osophagustumoren. Aulerdem hat sich die
Anwendung bei Veranderungen der Haut wie der aktinischen Keratose oder
Akne vulgaris etabliert [45].

2.2.2.1 Vorteile der PDT gegenuber herkommlichen Behandlungsmethoden

Die standardisierte Behandlung von Gewebswucherungen umfasst neben
Operationen im Allgemeinen Chemo- und Radiotherapie. Allen gemeinsam ist dabei
der immunsuppressive Nebeneffekt auf den Organismus [46]. Demgegenuber fuhrt die
Pragung von tumorspezifischen T-Lymphozyten im Zuge der photodynamischen
Behandlung von Tumoren zur Steigerung der korpereigenen Immunabwehr [41]. Ein
weiterer Vorteil der PDT zeigt sich in der nicht invasiven Applikation des
Photosensibilisators, welche die Compliance des Patienten deutlich erhdht. Zudem
zeigt sich eine selektive Akkumulation des Photosensibilisators in den entarteten
Zellen im Vergleich zu den gesunden Zellen, wie es Hamblin and Newman fur die
Photosensibilisatoren der Gruppe der Haematoporphyrine beschreiben [47]. Dies ist
auf die erhohte Zellteilungsrate von Krebszellen zurickzufihren und einer damit

verbundenen erhdhten Anwesenheit des Low-Density-Lipoproteins [47]. Es handelt
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sich beim Low-Density-Lipoprotein um einen Transporter von Cholesterin, welches fur
den Aufbau von Zellmembranen bendtigt wird. Im Zuge der PDT fungiert dieses

Protein als Transporter fur den Photosensibilisator [40].

2.2.3 Zukunftspotential der antimikrobiellen PDT bei Infektionen

Mit der Verdffentlichung der Ubersichtsarbeit , Tackling a global health crisis* zielte der
Okonom Jim O’Neill bereits im Jahr 2015 auf eine Bewusstseinsbildung gegentiber
dem Anstieg der antimikrobiellen Resistenzen ab. Die Einschatzung der Lage fir das
Jahr 2050 beinhaltet eine Prognose von 10 Millionen Toten im Zusammenhang mit
dem Wirkverlust von Antibiotika [1].

Im Hinblick auf diese drohende Gesundheitskrise erscheint das Konzept der
lichtinduzierten Therapie als Alternative zur herkdmmlichen Antibiotikatherapie
erfolgversprechend. Es handelt sich bei der antimikrobiellen, photodynamischen
Therapie um eine Abwandlung, der aus dem Bereich der Krebstherapie bekannten
Methode der photodynamischen Therapie (siehe Abschnitt 2.2.2.). Bei der Behandlung
von Infektionen zielen die im Zuge der photodynamischen Reaktion generierten,
reaktiven Sauerstoffspezies jedoch anstelle von Krebszellen auf mikrobiologische
Targets ab, wie zum Beispiel Proteine, Lipide und Nukleinsauren der Erreger [8].
Aufgrund dieses Target-unabhangigen Wirkmechanismus ist bei dieser

Behandlungsmethode mit keiner Resistenzentwicklung zu rechnen [48].

Aktuell belegen klinische Studien im Bereich dentaler [2], gastrointestinaler und
dermatologischer Infektionen den Erfolg der aPDT in der Bekampfung von
Mikroorganismen. Dabei erkannte man bei der Anwendung des lichtinduzierten
Verfahrens bei Krebszellen und Infektionen Unterschiede im Ablauf der
immunologischen Prozesse. Wahrend bei der antikanzerogenen Anwendung sowohl
das angeborene als auch das erworbene Immunsystem aktiviert wird, zeigt sich bei
den frihen Studienergebnissen der aPDT lediglich eine Stimulierung des
angeborenen Immunsystems [49]. Dies wurde bedeuten, dass die Anwendung einer
aPDT zu keiner Ausbildung eines Immungedachtnisses fuhren wirde und somit kein

Schutz vor rezidivierenden Infektionen gegeben ware.



2.3 Feature-based molecular networking (FBMN)

Unter dem Begriff Feature-based molecular networking versteht man eine in silico
Methode zur Auswertung von massenspektroskopischen Daten aus einer UHPLC-
HRMS/MS-Analyse [50]. Dabei werden die nach Masse getrennten Fragmente
unterschiedlicher Verbindungen in ein gemeinsames Netzwerk eingebunden, welches
auf dem Prinzip der groten Ahnlichkeit basiert. Das heiflt, dass jene Massespuren
mit den starksten Gemeinsamkeiten in Form eines Clusters miteinander verbunden
dargestellt werden und jene, die davon abweichen separiert prasentiert werden.

Fir die vorliegende Arbeit nutzte man das FBMN um einen raschen Uberblick tber
Gemeinsamkeiten beziehungsweise Unterschiede in der komplexen
Zusammensetzung der Pilzextrakte der europaischen und australischen Cortinarien
der Subgattung Dermocybe zu erhalten und daraus resultierende, spezifische
Pigmentmuster zu erkennen. Zudem liefert das erhaltene Netzwerk Hinweise auf den

Ursprung der beobachteten Bioaktivitat [51].

Im Zuge der Generierung eines solchen Netzwerkes ist eine Vorprozessierung der
massenspektroskopischen Daten aus der UHPLC-HRMS/MS mit dem Open Source
Programm MZmine erforderlich. Dieser Vorgang wird bendtigt um stérende Faktoren
wie Addukte, Komplexe und Hintergrundrauschen herauszufiltern. Au3erdem wird far
jeden Peak das spezifische m/z- Verhaltnis sowie die entsprechende Retentionszeit
definiert und als sogenannte ,features” deklariert [52]. Die in diesem Prozess erhaltene
MS 1 Level Information kann anhand des Programms MZmine mit dem passenden
MS 2 Scan kombiniert ausgegeben werden [52]. Dieser Prozess stellt eine
Optimierung des herkdmmlichen Molecular Networking dar, welches lediglich
spektrale Ahnlichkeiten auf MS 2 Level in die Netzwerke miteinbezieht. In diesem
Kontext zeigt sich die Differenzierbarkeit von Isotopen, welche identische MS 2
Spektren aufweisen, sich jedoch in ihrer Retentionszeit unterscheiden, als
wesentlicher Vorteil des FBMN [53]. Die im Programm MZmine angewandten
Parameter konnen der Tabelle 13 und Tabelle 14 im experimentellen Teil entnommen

werden.
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Die Berechnung des Netzwerkes erfolgt auf der bioinformatischen Plattform Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) [54]. Hierbei wurden die
Parameter entsprechend der Tabelle 15 im experimentellen Teil angewandt. Durch
den Abgleich mit experimentellen Daten kann GNPS
zusatzlich Annotierungsvorschlage liefern [54]. Fur die Darstellung und Formatierung
des generierten Netzwerkes wird die Open Source Software Cytoscape verwendet
[55]. Innerhalb eines Netzwerkes wird jede detektierte Massespur aus der UHPLC-
HRMS?-Analyse als Knoten dargestellt und Uber Linien mit den am stérksten
verwandten, aber nicht identischen Massespuren in Form von Clustern verbunden [51,
52]. Das Programm bietet dabei die Mdglichkeit taxonomische als auch biologische
Daten in das Netzwerk zu integrieren. In der vorliegenden Arbeit nutzte man diese
Option zur Einbettung der Photoaktivitatsdaten der Extrakte aus dem durchgefuhrten
DMA-Assay. Daruber hinaus konnen durch Kopplung der Daten mit einer selbst

generierten Datenbank Annotierungen aufgezeigt werden [56].
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3 Spezieller Teil / Ergebnisse

3.1 Extraktausbeute

Die methanolische Extraktion (V = 3 x 5 ml) des Biomaterials aus dem National
Herbarium of Victoria ergab flr die 33 bereitgestellten Pilze (siehe Tabelle 9)
Ausbeuten zwischen 26,8 % und 789% der Einwaage (je 250 mg;
Ausnahme: 2089707). Die geringste Extraktausbeute wurde mit 26,8 % der Einwaage
fur C. atropupureus (MEL 2120791) erzielt. AuRerdem hatte die begrenzt zur
Verfigung stehende Menge an Biomaterial des zweiten Exemplars von
C. atropurpureus (MEL 2089707) eine verminderte Einwaage (99,05 mg) zur Folge,
welche jedoch zur hdchsten Ausbeute von 78,9 % der Einwaage fuhrte. In Abbildung 2
wird fur alle analysierten Pilze die erhaltene Extraktausbeute in Prozent der Einwaage

als Balkendiagramm dargestellt.

Extraktausbeute in % der Einwaage

C.ominosus

MEL 2315128 C. cardinalis

MEL 2089681 C. erythrocephalus
MEL 2089677 C. clelandii 2

MEL 2030002 C. sp. "honey pileus 1"

MEL 2314611 C. austrocinnabarinus
MEL 2089674 C. austrocinnabarinus

MEL 2089700 C. basirubescens
MEL 227855 C. basirubescens

MEL 2120769 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120762 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120761 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120785 C. sp. "salmon base 2"
MEL 2120754 C. sp. "salmon base 2"

MEL 2120791 C. atropurpureus
MEL 2089708 C. atropurpureus
MEL 2089707 C. atropurpureus*

MEL 2364449 C. globuliformis
MEL 2364398 C. globuliformis

MEL Nummer

MEL 2317536 C. kula
MEL 2317501 C. kula
MEL 2120740 C. kula
MEL 2089692 C. kula

MEL 2314609 C. sp. "austral sanguineus"
MEL 2314603 C. sp. "austral sanguineus"
MEL 2089685 C. sp. "austral sanguineus"

MEL 2089684 C. cramesinus 2

MEL 2366667 C. canarius
MEL 2089669 C. canarius

MEL 2315282 C. alienatus
MEL 2317516 C. austrovenetus
MEL 2089665 C. austrovenetus

MEL 2089694 C. persplendidus 1
MEL 227537 C. persplendidus 2

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Ausbeute in % der Einwaage

*Einwaage 99,05 mg

Abbildung 2. Extraktausbeute in % der Einwaage
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3.2 Farbe der Extrakte

Bei der visuellen Prifung der hergestellten Extrakte fallt eine intensive Farbgebung
auf. In geldster Form reicht dabei die Farbpalette der Extrakte von farblos bis
dunkelviolett (siehe Abbildung 3). Die im Zuge dieser ersten Sichtung festgestellte
violette Farbung konnte ein Hinweis auf das Vorliegen von Hypericin darstellen. Im
getrockneten Zustand variiert die Extraktfarbe von Gelbtonen Uber Orange- und
Rotnuancen bis hin zur Braunfarbung. Bemerkenswert ist dabei die farbliche
Ubereinstimmung zwischen einzelnen Extrakten, wie sie in Abschnitt 3.3 diskutiert

wird.
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Abbildung 3. Intensive Férbung der gewonnen Extrakte

3.3 Zusammenfiuhrung von Pilzen identischer Extraktfarbe

Das Biomaterial aus dem National Herbarium of Victoria war analog zu
den 33 angegebenen MEL Nummern in 33 getrennte Sackchen aufgeteilt und wurde
getrennt voneinander extrahiert. Wie in Abschnitt 3.2 erwahnt, konnte jedoch eine
farbliche Ubereinstimmung zwischen einigen Extrakten festgestellt werden. Dies fiihrte
zur Hypothese, dass jene Extrakte mit demselben Farbton von derselben Pilzspezies
abstammen konnten. Aus diesem Grund wurde eine HPLC-DAD-Analyse durchgefuhrt
und die erhaltenen Chromatogramme miteinander verglichen. Hierbei konnte fur die
farblich korrespondierenden Extrakte Uberwiegend auch eine Vereinbarkeit der
Hauptmetabolitenprofile dieser Pilze gezeigt werden. Dies ist ein Indiz daflr, dass jene
Pilze mit derselben Bezeichnung aber verschiedenen Herbarnummern (MEL Nummer)

zu einer phylogentischen Spezies zusammengefasst werden konnen.
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Als Beispiel dienen hier die beiden Exemplare von C. canarius, welche
unterschiedlichen MEL Nummern zugeordnet sind (MEL 2089669, MEL 2366667).
Beide Pilze ergaben im Zuge der durchgeflihrten Extraktion, ein sich in Konsistenz und
Farbe (orangebraun) deckendes Extrakt, wie in Abbildung 4 erkenntlich ist. Zudem
stimmen die bei einer Wellenlange von 468 nm aufgenommenen Chromatogramme in
der Retentionszeit ihrer vier Hauptpeaks Uberein (Retentionszeiten: 5,45 min;
5,73 min; 8,29 min; 8,85 min), wie man in Abbildung 5 sehen kann. Diese Resultate
bekraftigen das Indiz einer moglichen Kategorisierbarkeit der 33 australischen Pilze

nach Extraktfarbe und Ubereinstimmung im Metabolitenprofil.

| T

Abbildung 4. Farbliche Ubereinstimmung der beiden Extrakte von C. canarius
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Abbildung 5. Chromatogramme von beiden Exemplaren von C. canarius mit vers. MEL Nummern aber
identischen Hauptpeaks, chromatographische Bedingungen siehe Abschnitt 4.3 unter Verwendung der
in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen Séule
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Im Zuge durchgefuhrter Genanalyse konnte fur jeden Pilz die phylogenetische Spezies
und die entsprechende Einordnung innerhalb des Genbaumes Uberpruft werden, wie
Tabelle 2 und Abbildung 6 zeigen. Die vorgenommene Gruppierung der Pilze nach
Farbe und Vereinbarkeit der Metabolitenprofile erhielt durch den Abgleich mit den
Daten der Genanalyse uUberwiegend Bestatigung, wie anhand dieses Beispiels flr

C. canarius gezeigt wird.

Tabelle 2. Auszug der Daten der Genanalyse von C. canarius

MEL ITS GenBank |Name MEL Paket Phylogenet. Spezies
2089669 JN942305 canaria C. canarius
2366667 JF960665 canaria C. canarius

IX679157

1879126 C. persplendidus 2
IX679120

JN9 42294
JX679121
JX679145

GQ890323

X679113
Q890327
C. canarius

i C. atropurpureus

JN242304
GQ8%0326
JX679129

C. austrocinnabarinus

—

Abbildung 6. Ausschnitt des Genbaumes fiir C. canarius

3.3.1 Limitierung der Gruppenbildung nach Farbe

Das angewandte Prozedere zur Gruppenbildung uber Extraktfarbe und
Hauptmetabolitenprofil zeigt dennoch Limitierungen auf. Zum Beispiel erwies sich die
Einordnung Uber die gemeinsame orange-braune Farbung (siehe Abbildung 7) und die
Ahnlichkeiten im Chromatogramm (siehe Abbildung 8) von vier Pilzen (MEL 2089684;
MEL 2089685; MEL 2314603; MEL 2314609) in die phylogenetische Spezies
C. sp. ,austral sanguineus® als Scheingruppierung. Der Pilz mit der
MEL Nummer 2089684 konnte anhand der vorliegenden Daten aus der Genanalyse

(siehe Tabelle 3) und seiner Platzierung am Genbaum (siehe Abbildung 9) als naher
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Verwandter der Spezies C. sp. ,austral sanguineus” bestimmt werden und somit der

eigenstandigen Spezies C. cramesinus 2 neu zugeordnet werden.

Abbildung 7. Farbliche Ubereinstimmung der Scheingruppierung C. sp. "austral sanguineus”

4 6 8 10 12 4 6 8 10 12
' " | MEL2089685 MeOH ' " |—— MEL2314609 MeOH
69000 - 123000 -
46000 [ - 82000 E
23000 - 41000 - e
c 0 g 0 L/\l\,.“__lud
c L I L I [a] L . L . 1 " 1 N
£ —— MEL2089684 MeOH & —— MEL2314603 MeOH
5105000 - . 144000 -
70000 | - 96000 E
35000 | - 48000 | -
0 _ﬁ_JML\bAJ\;* 0 Q
4 6 8 10 12 4 6 8 10 12
Retention time [min] Retention time [min]

Abbildung 8. Ubereinstimmung der Hauptpeaks in der Scheingruppierung C. sp "austral sanguineus";
chromatographische Bedingungen siehe Abschnitt 4.3 unter Verwendung der in Abschnitt 4.1.4

beschriebenen Séule

16



C. cramesinus 2

IX679142
IX679128
IX679107
IX679132
JX679137
Il JXé79108
IX679111
JX679144 C. sp. “austral sanguineus”
GQ890317
JX679140
JX679131
MG552927
MG552863

MGO19348
KF727361
IX679099
IX679153
mcss2934  C. austrovenetus
1X679098
GQB90318

Abbildung 9. Abgrenzung von C. cramesinus 2 als eigene Spezies laut Genbaum

Tabelle 3. Auszug der Daten der Genanalyse fiir C. sp. "austral sanguineus”

MEL ITS GenBank | Name MEL Paket Phylogenet. Spezies
2089684 JX679102 |sanguinea C. cramesinus 2
2089685 GQ890317 | sanguinea C. sp. "austral sanguineus”
2314609 MGS352927 | qustrosanguinea C. sp. "austral sanguineus"
2314603 MG552863 | gustrosanguinea C. sp. "austral sanguineus”

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die vorgenommene Gruppenbildung unter
Abzug dieser Limitierungen dennoch eine Eingliederung der 33 verschiedenen
Cortinarien der Subgattung Dermocybe aus Australien in siebzehn verschiedene

Pilzspezies ermdglicht.

3.4 Gruppenbildung innerhalb einer Farbfamilie bzw. durch
Uberlappung der Chromatogramme

Nachdem man die Spezieszuordnung der 33 Vertreter der australischen Cortinarien
der Subgattung Dermocybe nach Extraktfarbe und Hauptmetaboliten abgeschlossen
hatte, wurden nun alle Pilzextrakte in drei Farbfamilien gruppiert (siehe Tabelle 4).
Dabei wurden einerseits alle orange-roten Extrakte zu einer Gruppe
zusammengefuhrt, andererseits samtliche braune Extrakte gruppiert und die letzte
Kategorie inkludiert die restlichen Extrakte. Im Zuge der Kategorisierung wurden die
HPLC-DAD-Chromatogramme der Pilze einer Farbfamilie mit dem Programm Origin
Ubereinandergelegt, um Gemeinsamkeiten beziehungsweise Unterschiede im
Metabolitenprofil herauszuarbeiten. Diese Vorgehensweise ermdglichte Unterschiede

auch im Bereich der ,minor compounds® zu erkennen.
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Tabelle 4. Einteilung der Pilzextrakte in drei Farbfamilien

Gruppe orange-rot gefarbter | Gruppe braun gefarbter | Gruppe der restlichen
Pilzextrakte Pilzextrakte Pilzextrakte

C. sp. ,honey pileus 1 (MEL | C. cramesinus 2 C. atropurpureus

2030002) (MEL 2089684) (MEL 2089708)

C. basirubescens C. austrocinnabarinus C. clelandii 2

(MEL 2089700) (MEL 2314611) (MEL 2089677)

C. sp. ,salmon base 2“| C. kula C. sp. “austral sanguineus”
(MEL 2120754) (MEL 2089692) (MEL 2314603)

C. sp. ,salmon base 1“| C. canarius C. cardinalis

(MEL 2120761) (MEL 2089669) (MEL 2315128)

C. erythrocephalus C. globuliformis C. alienatus

(MEL 2089681) (MEL 2364398) (MEL 2315282)

C. persplendidus 1 C. austrovenetus

(MEL 2089694) (MEL 2317516)

In der Gruppe der orange-rot gefarbten Extrakte konnte kein gemeinsames

Gruppenmerkmal fur alle zugehdrigen Pilzextrakte aufgefunden werden. Dennoch

ergab sich flr vier der sechs Pilze in dieser Gruppe (C. sp. ,honey pileus 1%

C. basirubescens, C. sp. ,salmon base 2“ und C. sp.,salmon base 1%) eine

Zusammengeharigkeit Uber den Peak bei einer Retentionszeit von 8,36 min, welcher

ihnen gemeinsam ist. Dieser ist in der Abbildung 10 durch einen orangen Punkt

gekennzeichnet. Fir die restlichen zwei Pilze dieser Farbfamilie (C. erythrocephalus

und C. persplendidus 1) konnte eine Ubereinstimmung im Metabolitenprofil durch den

Peak bei einer Retentionszeit von 4,84 min erhalten werden (siehe Abbildung 10,

gekennzeichnet durch ein rotes Dreieck).
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Abbildung 10. Kategorisierung der Pilze nach Farbfamilie (orange-rot)

Die vorgenommene Einteilung nach Farbfamilien kann in ihrer Aussagekraft durch die
Literatur bestatigt werden. Stefani et al. publizierte in seiner Arbeit ,Concordance of
seven gene genealogies compared to phenotypic data reveals multiple cryptic species
in Australian dermocyboid Cortinarius” einen phylogenetischen Stammbaum, welcher
samtliche Pilze der orange-roten Kategorie beinhaltet [57]. Bei naherer Betrachtung
des Genbaumes wird deutlich, dass alle sechs Vertreter der gebildeten Gruppe in
enger Verwandtschaft zueinanderstehen und analog zu den Auswertungen der
Metabolitenprofile eine Differenzierung in eine Vierer- (C. sp. ,honey pileus 1%
C. basirubescens, C. sp. ,salmon base 2° wund C. sp.,salmon base 1)

beziehungsweise Zweiergruppe (C. erythrocephalus und C. persplendidus 1) bestatigt
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werden kann, wie man in Abbildung 11 durch einen grofieren Abstand erkennen kann
[57].

DA Ang
& TP S phd
N qub Q Qe
C. persplendidus 1
S ¢ persplendicus 2
-E_ C. erythrocephalus®
N . sa/moneobasis 1
IS . saimoncobasis 2
B . vosirubescens

C. melleipileus 1

dfdTT mel + C, madaipiaus
0 S04 | C. melleipileus

r= kA ksl

Abbildung 11. Ausschnitt aus dem Genbaum von Stefani et al. [57]

Darlber hinaus basiert die Pigmentanalyse aus der Literatur von Stefani et al. auf
dunnschichtchromatographischen Untersuchungen der Pilzextrakte [57]. Im direkten
Vergleich zeigt sich die Auswertung dieser DC-Analyse (siehe Abbildung 12) als
deutlich schwieriger als jene, der durchgefuhrten HPLC-DAD-Analysen (siehe
Abbildung 10). Diesbeziiglich ist die Ubersichtlichkeit der generierten Daten
beziehungsweise die gute Quantifizierbarkeit bei den HPLC-DAD-Chromatogrammen

als Vorteil zu nennen.
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Abbildung 12. DC-Platten Ergebnis laut Stefani et al. [57] unter Verwendung von POLYGRAM
SIL G/UV254 vorbeschichteten Plastik in der Gré3e 10 x 20 cm, mit einer Silica-Schichtdicke von
0,25 mm; als mobile Phase wurde das Gemisch Toluol/Ameisensédureethylester/Ameisenséure
(50:49:1 v/v/v) verwendet.
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Bei der Gruppe der braungefarbten Extrakte konnte aufgrund der Heterogenitat im
Metabolitenprofil kein Gruppenmerkmal aufgefunden werden (siehe Graphik im

Anhang unter 6.1.1) und somit wird Sinnhaftigkeit dieser Kategorie in Frage gestellt.

In der Kategorie der restlichen Extrakte (siehe Anhang unter 6.1.2) fallt auf, dass
sowohl fur den Pilz C. austrovenetus als auch den Pilz C. alienatus nur ein einziger
Peak bei einer Retentionszeit von 7,63 min registriert werden konnte. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Vereinbarkeit dieser beiden Pilze in
einer Spezies. Ein Ubereinanderlegen der Chromatogramme (siehe Abbildung 13)
zeigt jedoch bei der Analyse der ,minor compounds® einen minimalen Unterschied
bezogen auf zwei Peaks auf, welche mit einem schwarzen Kreis gekennzeichnet sind.
Um diese Abweichungen genauer zu verifizieren, wirde man jedoch ein grofieres

Kollektiv bendtigen.

Uberlagerung der Chromatogramme von C.austrovenetus und C.alienatus

C. alienatus 1 - 1500
- C. austrovenetus| ‘
S 12 H \‘
2 | - 1000
n =
= I s
|
=
Az ‘ »
w 6 | I\ - 500
= . A \ f\
} [
b ,’I \ AN J /
= e = ) s 9
0 -
T T T T T T
50 55 6,0 6,5 7.0 7.5 8,0 85

Retentionszeit (min)

Abbildung 13. Uberlagerung C. austrovenetus und C. alienatus; chromatographische Bedingungen

siehe Abschnitt 4.3 unter Verwendung der in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen Séule

Die durchgefuhrte Gensequenzierung dieser Pilze bestatigt sowohl die Abgrenzung
von C. alienatus von der Spezies C. austrovenetus als auch deren enges
Verwandtschaftsverhaltnis (siehe Tabelle 5 und Abbildung 14).
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Tabelle 5. Datenauszug der Genanalyse von C. austrovenetus und C. alienatus

MEL ITS GenBank | Name MEL Paket Phylogenet. Spezies
2089665 JX679098 austroveneta C. austrovenetus
2317516 MG552934 austroveneta C. austrovenetus
2315282 MG552940 aff. austroveneta NZ C. alienatus

IX679098

TXE79097
JX679153

L| MGss2924  C. austrovenetus
GQB?0318

MG552940

C. alienatus

Abbildung 14. Ausschnitt des Genbaumes von C. austrovenets und C. alienatus

3.5 Analyse der Antrachinonpigmente

Alle 33 Extrakte der australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe wurden wie
in Abschnitt 4.3 beschrieben mittels HPLC gekoppelten Diodenarray-Detektor
analysiert. Dabei wurden erganzend die zugehoérigen UV/VIS-Spektren (210-800 nm)
aufgenommen, welche zum Vergleich mit Referenzsubstanzen genutzt wurden.
Zudem bediente man sich der HPLC-DAD-ESI-MS-Analyse zur Massendetektion. Die
Kombination dieser Informationen aus Retentionszeit, UV-Spektren, Massespektren
und Informationen aus der Literatur ermoglichte die Annotierung der
Antrachinonpigmente. Im Folgenden wird die Annotierung der Pigmente anhand eines
Beispiels veranschaulicht. Im Abschnitt 3.5.2 werden die Resultate der Analyse
diskutiert.

22



3.5.1 Annotierung der Antrachinonpigmente am Beispiel Emodin

Die Extraktion des Biomaterials von C.sp. ,honey pileus 1“diente der Vorbereitung fur
die chromatographischen Analyse mittels HPLC-DAD-Systems (entsprechend der in
Abschnitt 4.3 beschriebenen Methode). Dabei erhielt man ein Chromatogramm mit vier
Hauptpeaks. Die Retentionszeit des Peaks bei 7,2 min (siehe Abbildung 15) korreliert
mit jener von Emodin (unter Verwendung derselben Methode) aus fruheren Analysen

der Forschungsgruppe [58].

2 3 4 5 o6 7 8 9 10 11 12

o —— C. sp. "honey pileus 1"|I ' 4 4 H T T L a—
S 60F OH O OH -
= B '\\ .
o 40 | AN -
] oo OO,
S 20} HO Me -

L o |

0 [ 1 L 1 L L L /\| L 1 1

Emodin

Retentionszeit = 7,20 min
Molekulare Masse = 270,24 g/mol

Abbildung 15. HPLC-DAD-Chromatogramm von C. sp. "honey pileus 1" laut Methode in Abschnitt 4.3

aufgenommen; Detektionswellenldnge 468 nm

Im Folgenden wurden die UV-Spektren der zu untersuchenden Verbindung aus dem
Pilzextrakt von C.sp. ,honey pileus 1% und jenem der Reinsubstanz [59]
gegenubergestellt und verglichen. Die Referenzsubstanz von Emodin weist in ihrem
UV-Spektrum Absorptionsmaxima bei A = 221 nm und A =265 nm auf sowie eine
weitere Bande bei 435 nm [59] (siehe Abbildung 16). Der Vergleich mit dem UV-
Spektrum des analysierten Pilzextraktes der Verbindung mit tr = 7,20 min zeigt ein
analoges Spektrum. Hierbei liegen die detektierten Absorptionsmaxima bei
A =223 nmund A = 266 nm sowie A =437 nm.
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Abbildung 16. UV-Spektren von Emodin: links das Spektrum der Referenzsubstanz [59] und rechts

das Spektrum der zu analysierenden Verbindung aus C. sp. "honey pileus 1"

Den dritten Aspekt zur Identifizierung des Antrachinonpigments stellt das
Massenspektrum der zu analysierenden Verbindung bei tr = 7,20 min dar (siehe
Abbildung 17). Hierbei erhielt man im Zuge der durchgefuhrten HPLC-DAD-ESI-MS-
Analyse ein Signal bei m/z 269, welches dem Fragment Emodin im negativen Modus

zugeordnet werden kann (Aglykon -H).

Abbildung 17. Massenspektrum von Emodin, aufgenommen mit HPLC-DAD-ESI-MS (negativer

Modus) im Vergleich mit der Referenzsubstanz Emodin (links)

Im Zuge der Uberpriifung der drei charakteristischen Parameter Retentionszeit, UV-
Spektrum und Masse einer Substanz konnte die zu untersuchende Verbindung als
Emodin annotiert werden. AuRerdem konnte das Vorkommen des Pigments Emodin
in den australischen Vertretern der Cortinarien der Subgattung Dermocybe anhand der
Literatur bestatigt werden [33]. Es wurde fur die restlichen Pigmente analog dazu

vorgegangen (siehe Anhang, Abschnitt 6.3).
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3.5.2 Ergebnisse der chromatographischen Analyse der

Antrachinonpigmente

Insgesamt konnten fir die 33 aufgenommenen HPLC-DAD-Chromatogramme der
australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe 35 verschiedene Pigmente
detektiert werden. Diese Pigmentvielfalt auf3ert sich in einem breiten Pigmentmuster
der australischen Pilze, welches aus bis zu neun verschiedenen Pigmenten pro Pilz
zusammengesetzt wird (9 Peaks > 10% bei C. cardinalis, MEL 2315128). Aufgrund
des grol3en Umfangs war eine vollstandige Annotierung der vorliegenden Pigmente im
Rahmen dieser Masterarbeit nicht mdglich. Es wurde jedoch eine Zuordnung flr
dreizehn Pigmente erreicht (siehe Daten zu den Annotierungen im Anhang unter
Abschnitt 6.3). Die chemischen Strukturen dieser Verbindungen, welche alle
Antrachinonpigmente darstellen, sind in Abbildung 18 dargestellt. Dabei handelt es
sich Grofteils um neutrale Antrachinone wie Emodin (A27), Physcion (A33),
Dermocybin (A28), Austrocortirubin (A7) und Austrocortilutein (A21). Aulierdem
konnten die Antrachinoncarbonsauren Endocrocin (A17), Dermolutein (A13) und
Cardinalic Acid (A11) zugeordnet werden. Uberdies wurden die Glykoside Emodin-8-
glucosid (AS5), Dermocybinglucosid (A9) und Austrocortinin-8-O-gentiobiosid (A8)
aufgefunden. Bei den Verbindungen Biphyscion (A35) und Skyrin (A29) handelt es
sich um dimere Antrachinonpigmente. Bei den nicht zugeordneten Pigmenten mit
verzogerter Retentionszeit wird vermutet, dass es sich um Dimere beziehungsweise

Glykoside der bereits identifizierten Pigmente handeln konnte.
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Austrocortinin-8-O-
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Abbildung 18. Chemische Strukturen der annotierten Antrachinonpigmente
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Bestimmung der vorliegenden Pigmentationsmuster

Im Allgemeinen wird die qualitative und quantitative Zusammensetzung der
enthaltenen Pigmente eines Pilzes als spezifisches Pigmentmuster definiert [19]. Im
Falle der zu analysierenden, australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe
wurden alle detektierten Pigmente mit einem Code A1-A35 definiert und ergeben somit
fur jeden einzelnen Pilz ein spezifisches Set an Pigmenten. Als Beispiel beschreibt das
spezifische Auftreten der Verbindungen A7, A8, A31 und A32 das Uberschaubare
Pigmentmuster des Pilz C. eythrocephalus (siehe Abbildung 19). Dabei konnte im
Zuge der Annotierung (A7) als Austrocortirubin und (A8) als Austrocortinin-8-O-
gentiobiosid putativ zugeordnet werden (siehe 3.5.2). Diese Vorgehensweise wurde

fur alle Pilze umgesetzt (siehe Abbildung 19-21).
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3.6 Gruppierung der untersuchten Pilzarten anhand des

Pigmentationsmusters auf binaren Level

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Gruppierung der australischen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe nach Pigmentationsmustern angestrebt. Basierend auf der
hohen Vielfalt der Pigmente, welche haufig nur in Spuren vorliegen, gestaltete sich die
Einteilung nach Pigmentation als schwierig. Dennoch gelang es, eine Kategorisierung
in Kleingruppen im binaren Stil zu erreichen. Es ergaben sich dabei sechs Gruppen,
welche durch das gemeinsame Vorliegen bzw. Fehlen von Pigmenten definiert

wurden.

Das Gemeinschaftsmerkmal der ersten Gruppe stellt das Vorhandensein von Emodin
(A27) und Endocrocin (A17) da, welches in den Pilzen C. canarius und C. cardinalis
(siehe Abbildung 19) gefunden werden kann. Die zweite Fraktion setzt sich aus den
beiden Vertretern C. persplendidus 1 und C. erythrocephalus zusammen und wird
durch die beiden Pigmente Austrocortirubin (A7) und Austrocortinin-8-O-gentiobiosid
(A8) definiert. Beide Pilze enthalten zudem die nicht zugeordneten Pigmente A31 und
A32 (siehe Abbildung 19). Uberdies kann man in Abbildung 19 erkennen, dass der Pilz
C. sp. austral sanguineus*” einen Einzelganger darstellt, der durch sein spezifisches
Pigmentmuster kein gemeinsames Pigmentmuster mit einem anderen Pilz aufweist.
Er enthalt die annotierten Pigmente Emodin-8-O-glucosid (A5), Dermocybinglucosid
(A9), Dermolutein (A13), Emodin (A27) und Dermocybin (A28).

In der Abbildung 20 wird eine sehr grol3e Gruppe bestehend aus sieben Vertretern
(C.sp. ,salmon base 1% C. sp. ,salmon base 2° C. globuliformis, C. kula, C. sp. honey
pileus 1% C. clelandii 2 und C. austrocinnabarinus) der australischen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe dargestellt. Das Gemeinschaftsmerkmal dieser Gruppe liegt

im Vorkommen des Pigments Physcion (A33).

Zudem bilden die Pilze C. atropurpureus, C. basirubescens und C. cramesinus 2 eine
weitere Kleingruppe aus, welche durch das Vorhandensein von Endocrocin (A17)
determiniert wird. Die sechste Untergruppe weist die Pigmentkombination aus
Emodin (A27) und Skyrin (A29) auf und inkludiert die Pilze C. alienatus und

C. austrovenetus (siehe Abbildung 21).
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Die Tabelle 6 gibt einen Uberblick (iber das Vorkommen der Pigmente in den

jeweiligen Pilzen und zeigt an, welche Pigmente fir die Gruppenbildung verantwortlich

sind.

Tabelle 6. Darstellung der enthaltenen Pigmente in den einzelnen Pilzen, mit Hervorhebung der

Gruppenmerkmale
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3.7 Gruppierung nach Pigmentationsmuster anhand eines

Trichterprinzips analog zu Keller [19]

Basierend auf der beschriebenen Einteilung der australischen Pilze auf binaren Level
wurde eine feinere Gliederung der Gruppen analog zu jener, die Keller [19] flr die

nordlichen Cortinarien der Subgattung Dermocybe generiert hat, angestrebt.

Die Erkenntnisse aus der Kategorisierung auf binaren Level wiesen darauf hin, dass
die australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe in zwei gro3e Klassen
eingeteilt werden kdnnen, welche durch das Vorhandensein beziehungsweise Nicht-
Vorhandensein von Physcion (A33) gekennzeichnet sind. Dem folgend wurde in der
jeweiligen Gruppe nach einem weiteren Gemeinschaftsmerkmal gesucht und
entsprechend einem Trichter wieder eine Untergruppe mit beziehungsweise ohne
dieses Pigment gebildet. Diesem Prinzip folgend konnte entsprechend der Tabelle 7

und 8 eine Einteilung der Spezies in Gruppen erfolgen.

Beispielsweise konnte in der Kategorie der Pilze ohne Physcion (A33) eine weitere
Unterteilung anhand des Vorliegens beziehungsweise Fehlen des Pigments Emodin
(A27) gemacht werden. Wahrend die Pilze C. cardinalis, C. sp. ,austral sanguineus?,
C. alienatus und C. austrovenetus Emodin in ihrem Pigmentmuster beinhalten, fehlt
dieses Pigment den Pilzen C. persplendidus 1, C. erythrocephalus und
C. cramesinus 2. Diesem Prinzip folgend wurde mit jedem vorhandenen Pigment

vorgegangen.

Dabei ergaben sich fur jene zehn Pilze, die Physcion (A33) enthalten sieben
verschiedene Kleingruppen, was die Heterogenitat der Pigmentzusammensetzung der
australischen Pilze unterstreicht. Fur die Kategorie der Pilze ohne Physcion (A33)

wurden lediglich vier Kleingruppen gebildet, welche insgesamt sieben Pilze beinhalten.
Dieses Resultat lasst erkennen, dass es einer noch umfassenderen Aufklarung der

enthaltenen Vielzahl an Pigmenten bendtigt, um eine aussagekraftige Einteilung nach

Pigmentmuster zu erzielen und den jeweiligen Pigmenttyp bestimmen zu kénnen.
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Tabelle 7. Einteilung nach Pigmentmuster im Trichterprinzip

Art der vorgefundenen Pigmentationsverhaltnisse

Spezies

Australische Cortinarien der Subgattung Dermocybe

mit
Physcion
(A33)

mit
Emodin- | C. sp. ,,honey pileus 1“
8-
mit glucosid C. clelandii 2
_ Austro- (AS5)
mit
cortirubin ohne
mit | Emodin
(A7) Emodin-
Skyrin | (A27) ) )
8- C. globuliformis
(A29) _
glucosid
(A3)
ohne
C. austrocinnabarinus
Austrocortirubin (A7)
ohne Emodin (A27) C. kula
C. sp “salmon base 2”
mit (A7)
C. basirubescens
mit A32
ohne mit ohne
C. sp. “salmon base 1”
Skyrin | Emodin (A7)
(A29) | (A27)
mit C. canarius
ohne A32
(A17) C. atropurpureus

34



Tabelle 8. Fortsetzung Einteilung nach Pigmentmuster im Trichterprinzip

Art der vorgefundenen

Pigmentationsverhaltnisse

Spezies

Australische Cortinarien der Subgattung Dermocybe

ohne
Physcion
(A33)

C. cardinalis

mit mit A4 und
A25 (A13)
mit C. sp. “austral sanguineus”
Emodin
(A27) C. alienates
ohne mit A18 und
A25 A24
C. austrovenetus
mit
. C. persplendidus 1
A31 mit (A7) und
und A8
ohne (A8) C. erythrocephalus
Emodin A32
(A27)

ohne A31 und A32

C. cramesinus 2
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3.8 9,10-Dimethylanthracen-Assay

Die Fahigkeit der Pilzextrakte zur Produktion von Singulett-Sauerstoff wurde anhand
des 9,10-Dimethylanthracen-Assays [5] untersucht. Das Analysenergebnis bei einer
Belichtung mit blauem Licht (A = 468 nm) bezogen auf Berberin als Referenzsubstanz
wird in Abbildung 22 dargestellt. Zudem wurde bei einer Belichtung im grinen
Wellenlangenbereich gemessen (A = 519 nm) unter Verwendung der

Referenzsubstanz Rose bengal (siehe Abbildung 23).

DMA-Assay bei 468 nm

Berberin = 1

C.ominosus = FH
MEL 2315128 C. cardinalis
MEL 2089681 C. erythrocephalus = =
MEL 2089677 C. clelandii 2 — =]
MEL 2030002 C. sp. "honey pileus 1" T

MEL 2314611 C. austrocinnabarinus
MEL 2089674 C. austrocinnabarinus

MEL 2089700 C. basirubescens
MEL 227855 C. basirubescens

MEL 2120769 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120762 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120761 C. sp. "salmon base 1"
MEL 2120785 C. sp. "salmon base 2"
MEL 2120754 C. sp. "salmon base 2"

MEL 2120791 C. atropurpureus
MEL 2089708 C. atropurpureus
MEL 2089707 C. atropurpureus

MEL 2364449 C. globuliformis
MEL 2364398 C. globuliformis

MEL Nummer

MEL 2317536 C. kula
MEL 2317501 C. kula
MEL 2120740 C. kula
MEL 2089692 C. kula

MEL 2314609 C. sp. "austral sanguineus”
MEL 2314603 C. sp. "austral sanguineus"
MEL 2098685 C. sp. "austral "

MEL 2089684 C. cramesinus 2

MEL 2366667 C. canarius
MEL 2089669 C. canarius

MEL 2315282 C. alienatus = H

MEL 2317516 C. austrovenetus — e |
MEL 2089665 C. austrovenetus = ™

MEL 2089694 C. persplendidus 1 41— |
MEL 227537 C. I 2 -
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Abbildung 22. Auswertung DMA-Assay bei 468 nm bezogen auf die Referenzsubstanz Berberin
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DMA-Assay bei 519 nm

Rose bengal
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Abbildung 23. Auswertung DMA-Assay bei 519 nm bezogen auf die Referenzsubstanz Rose bengal

Betrachtet man die produzierte Menge an Singulett-Sauerstoff im DMA-Assay fur die
untersuchten Pilzextrakte, kommt man zu dem Schluss, dass die Pilze aus Australien
eine hohe Photoaktivitat aufweisen. Kennzeichnend dafur ist, die héhere Quantitat an
Singulett-Sauerstoff im Verhaltnis zur Referenzsubstanz Berberin, welche bei einer
Messung im blauen Licht fur die Mehrheit der Pilze erzielt wurde (Abbildung 22). Bei
Untersuchungen im grunen Lichtbereich erkennt man zwar eine Unterlegenheit der
Pilzextrakte gegenuber der Referenzsubstanz Rose bengal in Bezug auf die
gemessene Singulett-Sauerstoff-Produktion (Abbildung 23), dennoch entspricht
dieses Ergebnis einer nennenswerten Photoaktivitat. Dies ist auf den Bezug der DMA-
Assays-Ergebnisse auf die jeweilige Referenzsubstanz zurtckzufuhren [51] und somit
auf die héhere Photoaktivitat von Rose bengal @A = 0.86 [60] im Vergleich zu Berberin

oa=0.04[11, 51].

Die Gegenuberstellung der aus dem DMA-Assay gewonnen Daten analog der

Gruppenbildung aus Abschnitt 3.4 unterstreicht die Zusammengehdrigkeit der Pilze in
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den geformten Gruppen durch entsprechende Korrelation der gemessenen Singulett-
Sauerstoffproduktion im DMA-Assay. Als Beispiel dient hier die vergleichbare Menge
an Singulett-Sauerstoff von ca. 120%, welche fur beide Pilze von C. basirubescens
(MEL 227855 und MEL 2089700) im DMA-Assay erreicht wurde. Die geringfugig
auftretenden Variationen werden auf abiotische Faktoren wie zum Beispiel Licht,

Temperatur oder Standort zurlckgeflhrt.

Hieraus ergibt sich jedoch auch die Moglichkeit, die in Abschnitt 3.3.1 aufgezeigten
Limitierungen der Gruppenbildung auf ihre Richtigkeit zu Uberprifen. Sowohl im
blauen als auch grinen Belichtungsbereich zeigt sich eine klare Diskrepanz in der
Singulett-Sauerstoff-Bildung zwischen den drei Vertretern von
C.sp. ,austral sanguineus”(MEL 2314609, MEL 2314603 und MEL 2089685) und dem
Pilz C. cramesinus 2 (MEL 2089684). Wahrend alle drei Pilze von
C.sp. ,austral sanguineus”eine Singulett-Sauerstoff-Produktion unter 40 % aufweisen,
liegt dieser Wert bei C. cramesinus 2 deutlich hdher bei ca. 80% relativ zu Berberin als
Referenzsubstanz. Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Beleg fur die Differenzierung

dieser Pilze in zwei verschiedene Spezies.

Beachtenswert ist auRerdem die Empfindlichkeit des DMA-Assays in Bezug auf
Unterschiede in den ,minor compounds® der Pilzextrakte. Wie im Abschnitt 3.4
thematisiert differenzieren sich die Vertreter von C.sp. austrovenetus (MEL 2317516,
MEL 2089665) und C. alienatus (MEL 2315282) lediglich in den als Spuren
vorkommenden Inhaltsstoffen. Diese Variation resultiert jedoch in einem deutlichen
Unterschied in der Fahigkeit Singulett-Sauerstoff zu produzieren. Wahrend
C. alienatus in Relation zur Ausbeute an Singulett-Sauerstoff von Rose bengal bei ca.
48% im grunen Licht stagniert, erreichen die beiden Vertreter von C. austrovenetus
ca. 68%.

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die australischen Vertreter der Cortinarien

der Subgattung Dermocybe vielversprechende Photoaktivitdtsdaten zeigen und

potenzielle Photosensitizers in der aPDT darstellen kdnnten.
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3.9 Isolierung von Fallacinol aus Cortinarius cinnabarinus

Die Extraktion des Pilzes Cortinarius cinnabarinus erfolgte in einem dreistufigen
Prozess, um entsprechend der elutropen Reihe die unterschiedlichen Polaritaten des
Losungsmittels auszunutzen. Dabei wurde zuerst mit Petrolether extrahiert, was zu
einem gelb gefarbten Extrakt fuhrte. Weiters ergab der Dichlormethanextrakt eine
Orangefarbung und die methanolische Extraktion resultierte in einer intensiven
Rotfarbung (siehe Abbildung 24).

Abbildung 24. Farbung der unterschiedlichen Extrakte aus C. cinnabarinus

Die zu isolierende Substanz Fallacinol wurde aufgrund der mittleren Elutionskraft des
Losungsmittels in der Dichlormethanphase erwartet. Den weiteren Isolierungsschritten
vorangehend wurde die Extraktausbeute fur den Dichlormethanextrakt (m = 288,2 mg;
n=131%) bestimmt. Im Anschluss an die Flussig-Flussig-Extraktion im
Scheidetrichter entsprechend Abschnitt 4.8 wurde anhand einer HPLC-DAD-MS-
Analyse das Massespektrum der isolierten Verbindung aus C. cinnabarinus
aufgezeichnet (siehe Abbildung 25), welches sich durch einen Massepeak von
m/z = 299,26 ([M-H]) auszeichnet und dem der Referenzsubstanz Fallacinol aus
friheren Analysen des Instituts entspricht (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 25. Massepeak von Fallacinol aus dem Pilz C. cinnabarinus
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Abbildung 26. Massepeak der Referenzsubstanz Fallacinol

Aulerdem erfolgte die chemische Charakterisierung der isolierten Reinsubstanz
mittels Vergleich des UV-VIS-Spektrums mit der Literatur [34], in welcher fur Fallacinol
Absorptionsmaxima von Amax (EtOH) = 221, 261, 289 und 421 nm angegeben werden.
Diese kdonnen auch fur die isolierte Substanz bestatigt werden (siehe Abbildung 27).
Weiters wurde ein  1H-NMR-Spektrum der Verbindung aufgenommen
(siehe Abbildung 28) und konnte mit den Literaturdaten verglichen werden [34]. Das
aufgenommene IR-Spektrum von Fallacinol findet man im Anhang unter 6.2. Zum
Schluss wurde ein Schmelzpunkt von 236°C fur Fallacinol bestimmt, welcher innerhalb
des in der Literatur angegeben Schmelzbereiches von 236-237°C liegt [12].
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Abbildung 27. UV-VIS-Spektrum der isolierten Reinsubstanz
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Abbildung 28. 1TH-NMR-Spektrum der isolierten Verbindung

Erganzend wurde noch der Schmelzpunkt der in Form von gelben Nadeln
vorliegenden Verbindung bestimmt, welcher bei 236° Celsius lag. In der Literatur wird
ein Wert im Schmelzbereich von 236-237° Celsius fur Fallacinol angegeben [12].
AbschlieRend wurde die Ausbeute an Rohfallacinol ermittelt (140,39 mg; 0,64%).
Anhand dieser chemischen Charakterisierung konnte die Isolierung von Fallacinol

bestatigt werden entsprechend der Strukturformel in Abbildung 29.

OH O OH
o AT o
(0]

Abbildung 29. Strukturformel von Fallacinol
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Das Ergebnis des DMA-Assays zeigt eine hohe Photoaktivitat des DCM-Extrakts
sowohl im blauen Licht (468 nm) mit 247,5 % im Verhaltnis zur Referenzsubstanz
Berberin als auch im grtinen Licht (519 nm) mit 53,5 % im Vergleich zur Referenz Rose
bengal. FiUr die Rohfallacinolphase ergab sich ebenfalls eine hohe Photoaktivitat mit
182 % bei einer Messung im blauen Licht und 106,5 % bei einer Messung im griinen
Licht. Méglicherweise ist die erniedrigte Photoaktivitat des Rohfallacinols gegenuber

dem DCM-Extrakt auf noch vorhandene Verunreinigungen zurtickzufihren.

3.10 Feature-based molecular networking

Mit dem computerunterstutzten Tool des Feature-based molecular networking konnte
ein Netzwerk bestehend aus den zu untersuchenden australischen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe zusammen mit Vertretern der nordlichen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe aus einem bereits bestehenden Datensatz und dem bisher
noch nicht klar einzuordnen Pilz C. cinnabarinus generiert werden
(siehe Abbildung 30).

Rot = Europdische Cortinarien der - R L
Subgattung Dermocybe Ve gl TN '
B 7
= Australische Cortinarien der A "SR |
Subgattung Dermocybe R B L% PR S
\ W =
= C. cinnabarinus e
B T YT b TSy S ]
Knotengrofe B T & b B _
° V|S-S|gna| = gro[& A ,1."- - S . - . '__\,; g
e kein VIS-Signal = klein P o
¥ = = » ."

Abbildung 30. Netzwerk siidlicher und nérdlicher Vertreter der Cortinarien der Subgattung Dermocybe
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Eine genauere Betrachtung einzelner Cluster (siehe gezoomter Ausschnitt in
Abbildung 30) bestatigt das Vorliegen spezifischer Pigmentcluster innerhalb der
australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe, was anhand der rein tirkis
gefarbten Gruppierungen zu erkennen ist. Dies bedeutet, dass die vorkommenden
Pigmente keine entsprechenden Ahnlichkeiten zu den Pigmenten in europaischen
Cortinarien der Subgattung Dermocyben aufweisen, welche rot gefarbt sind und im

Falle dieses Clusters in keiner Verbindung zu den turkisenen Knoten stehen.

Darlber hinaus wurde der Frage nach der Zugehdrigkeit des Pilzes C. cinnabarinus
nachgegangen, da dieser bisher nicht eindeutig den europaischen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe zugeordnet werden konnte. Bemerkenswert ist hierbei die
Clusterbildung zwischen den australischen Cortinarien der Subgattung
Dermocybe (turkis) und C. cinnabarinus (grun). Diese Verbindung lasst eine gewisse
Zugehorigkeit von C. cinnabarinus zu den australischen Cortinarien der Subgattung

Dermocybe vermuten (siehe Abbildung 30).

Zusatzlich ermdglicht das FBMN die Photoaktivitatsdaten aus dem durchgeflihrten
9,10-Dimethylanthracenassay mit in das Netzwerk miteinzubringen. Dies erfolgt
mittels eines farbigen Rand um den jeweiligen Knoten. Diese Daten wurde sowohl fur
die Messung bei 468 nm als auch bei der Messung bei 519 nm integriert, wie
Abbildung 31 und Abbildung 32 zeigen.

43



dunkelblau: > 100
g dunkelrot: <100
. # weil}: keine Angabe
b (R i <%
LR S g
. s
ol - °2 i \ % k";- Oo‘;o o .:,
z—.’ .' J o -;- % -_.G; ':,b LY
. N S SR L
2 7 N
S 5 % Be g e .'1"’
~~~~~~ ¥ ht Ll ® O‘:’e T p »
90 p Vaf Iz
I } 3 s ;\.o ::‘4 & °
'.‘00 ' o /_ =] " 1 - Y el ®
.:‘ . . & ' o - ~
; N, . .

dunkelrot: < 100

weil}: keine Angabe

(2]20afa)s]c]7]a)ofiofii]ialiafss]

E f v ¥ &
R -t ey s
N > Y 7 e i
W, ; . P o— & . .
| e kX . - *
B o oele % - oo b
i L ]
. ’ A - A& & 17 20| 21| 22|23 24| |25 26 |27
T / A f . 8
STV SN Y o~ b o ~2 <] :ﬂ{\

+
8 )it i
“0 by
Iy
= 'G s Rer A & ., .. =
* R -u RE B e dr
% k ® L ]
i o s .
s .- y B 4 g Ty P
o @ B # oo !
o s 1 ]
. 3 s A =]
- ! o Pold S H
o ' . , . Y
e Sgo. % B - .
- L
; . % i .
- ' . \ .
=] ) ™

Abbildung 32. Netzwerk mit integrierten Photoaktivitdtsdaten (Messung bei 519 nm)

In Bezug nehmend auf die Photoaktivitat der australischen Cortinarien der Subgattung
Dermocybe lasst sich aus den generierten Netzwerken sehr rasch erkennen, dass die

Mehrheit der australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe eine hohe Aktivitat
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aufzeigen sowohl in Bezug auf die Referenzsubstanz Berberin (Werte > 100) im blauen

Licht als auch auf die Referenzsubstanz Rose bengal (Werte < 100) im grinen Licht.

Fiar weiterfuhrende Untersuchungen der australischen Cortinarien der Subgattung
Dermocybe liefert das FBMN einen umfassenden Uberblick Gber relevante
Pigmentcluster gekoppelt mit der Information tGber die photoaktiven Eigenschaften des

jeweiligen Pilzes.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Materialien, Gerate und Methoden

4.1.1 Losungsmittel

Es wurde sowohl mit Ethanol gradient grade for liquid chromatography als auch
Methanol HPLC grade von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) gearbeitet. Alle
weiteren Losungsmittel die in dieser Arbeit verwendet wurden stammen von VWR
Chemicals (Wien, Osterreich) und wurden gegebenenfalls vor Verwendung destilliert.
Das verwendete doppelt ionisierte Wasser mit einer Leitfahigkeit von 0,055 pS/cm
wurde mit dem Reinstwassersystem Arium® 611 UV der Sartorius Stedim Biotech

GmbH (Gottingen, Deutschland) hergestellit.

4.1.2 Chemikalien

Im Zuge der durchgefihrten Experimente wurden 9,10-Dimethylanthracen
(Produktnr. D0252) sowie Rose bengal (Produktnr. RO041) von TCI Deutschland
GmbH (Eschborn, Deutschland) verwendet. AuRerdem kamen L-(+)-Ascorbinsaure
(Produktnr. 50074.0100) und Natriumhydrogenphosphatmonohydrat von Merck
(Darmstadt, Deutschland) zur Anwendung. Das verwendete Berberin stammt von der
Osterreichischen Heilmittelstelle (Wien, Osterreich). Zudem wurde 99-100%-ige
Ameisensaure von VWR Chemicals (Wien, Osterreich) eingesetzt. Dariiber hinaus
wurde Perinaphtenon (Produktnr. P10801-1G) der Sigma Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland) verwendet.

4.1.3 Herkunft der Pilzkollektion

Das zu untersuchende Biomaterial stammt aus dem National Herbarium of Victoria
und wurde von Ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. Ursula Peintner (Institut fur Mikrobiologie,
Universitat Innsbruck) zur Verfugung gestellt. Das erhaltene Biomaterial umfasst 33,

in getrockneter Form vorliegende, Cortinarien der Subgattung Dermocybe aus
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Australien. Genauere Details zur Sendung kdnnen der unten abgebildeten Tabelle 9

entnommen werden.

Tabelle 9. Auflistung des verwendeten Biomaterials

MEL Nummer Pilz Aktueller Name laut Mycobank
MEL 227537 Dermocybe splendida Cortinarius persplendidus

MEL 227855 Dermocybe basirubescens Cortinarius basirubescens

MEL 2030002 Dermocybe sp. B. C. sp. ,honey pileus 1*

MEL 2089665 Dermocybe austroveneta Cortinarius austrovenetus

MEL 2089669 Dermocybe canaria Cortinarius canarius

MEL 2089674 Dermocybe cinnabarina Cortinarius cinnabarinus

MEL 2089677 Dermocybe clelandii Cortinarius clelandii

MEL 2089681 Dermocybe erythrocephala Cortinarius erythrocephalus
MEL 2089684 Dermocybe sanguinea Cortinarius sanguineus

MEL 2089685 Dermocybe sanguinea Cortinarius sanguineus

MEL 2089692 Dermocybe kula Cortinarius kula

MEL 2089694 Dermocybe splendida Cortinarius persplendidus

MEL 2089700 Dermocybe umbonata Dermocybe umbonata

MEL 2089707 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2089708 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120740 Dermocybe kula Cortinarius kula

MEL 2120754 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120761 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120762 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120769 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120785 Dermocybe Cortinarius subgen. Dermocybe
MEL 2120791 Dermocybe atropurpurea Cortinarius atropurpureus

MEL 2314603 Dermocybe austrosanguinea n.A.

MEL 2314609 Dermocybe austrosanguinea n.A.

MEL 2314611 Cortinarius austrocinnabarinus n.A.

MEL 2315128 Dermocybe cardinalis Cortinarius cardinalis

MEL 2315282 Dermocybe austroveneta Cortinarius austrovenetus

MEL 2317501 Dermocybe kula Cortinarius kula

MEL 2317516 Dermocybe austroveneta Cortinarius austrovenetus

MEL 2317536 Dermocybe kula Cortinarius kula

MEL 2364398 Cortinarius Cortinarius

MEL 2364449 Cortinarius Cortinarius

MEL 2366667 Dermocybe canaria Cortinarius canarius
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FUr die Isolierung von Fallacinol aus Cortinarius cinnabarinus wurden als
Ausgangsmaterial verschiedene Pilzkollektionen gepoolt, welche man der Tabelle 10

entnehmen kann.

Tabelle 10. Ausgangsmaterial von C. cinnabarinus

Fundort Sammelzeitpunkt Kollektion Genbank Nummer
Dullaberg 1980 *

Baseo del Lago di 2019 *

Campotosto

Monte penne 2019 IBF2019/0142 *

Campotosto, 2019 *

Pratozocchiano

Compo Felice, AQ 2019 IBF20190153 OM®638753
Biebertal-Kénigsberg IBF2017/400 *

Hahen 2019 IBF2019/14 *

*Yon den mit Stern gekennzeichneten Pilzkollektionen wurde jeweils eine
entsprechende Menge einbehalten, um eine Gensequenzierung durchfuhren zu

konnen.

4.1.4 Gerate

Das getrocknete Pilzmaterial wurde anhand von Reibschale und Pistill aus Keramik
zerkleinert und nachfolgend mit einer Analysenwaage der Sartorius weighing
technology GmbH (Gaéttingen, Deutschland) in Zentrifugenrohrchen (V = 25 ml) der
Firma VWR International GmbH (Wien, Osterreich) eingewogen. Fir samtliche
Pipettiervorgange benutzte man Kolbenhubpipetten der Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland) oder STARLAB International GmbH (Hamburg, Deutschland) sowie die
dazu passenden Spitzen. Zur Durchmischung der Proben kam der Vortex-Mischer
Vortex-Genie 2, K-550-GE der Firma Scientific Industries, Inc (Bohemia, NY, USA)
zum Einsatz. Im Extraktionsprozess fand das Ultraschallbad Sonorex RK53 der Firma
Bandelin electronic GmbH & Co. KG (Berlin, Deutschland) Anwendung. Im weiteren
Verlauf wurde die Laborfuge 400 function line der Firma VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland) zur Zentrifugation genutzt. Fur die Analyse mittels

Hochleistungsflissigkeitschromatographie bediente man sich einer HPLC/UFLC XR
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Anlage der Shimadzu USA Manufacturing Inc (Canby, OR, USA). Die Ausstattung
dieses Analysengerats inkludiert eine binare Pumpeinheit, Vialsampler, Saulenofen,
Saulenthermostat und einem Diodenarry-Detektor. In diesem Kontext wurde die Saule
Synergi 4u MAX- RP 80A mit den MalRen 150 x 4,60 mm und einer PartikelgroRe von
4 um der Firma Phenomenex (Aschaffenburg, Deutschland) verwendet. Ferner
konnten massenspektroskopische Untersuchungen mit dem modularen System
Agilent Technologies 1260 Infinity Il der Firma Shimadzu USA Manufacturing Inc
(Canby, OR, USA) durchgefuhrt werden, welches eine quaternare Pumpe,
Vialsampler, Saulenthermostat, Diodenarray-Detektor und ein Esquire 3000 Plus
lonenfallen-Massenspektrometer mit Elektronensprayionisation umfasst. Dieses Gerat
wurde von der Firma Bruker Daltonics (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Zudem
wurde fur den Lyophilisierungsvorgang das Gerat BenchTop Pro with Omnitronics
(Graz, Osterreich) von Bartelt genutzt.

Unabhangig davon wurde fur die Ausfihrung des beschriebenen DMA- Assays ein
entsprechendes Belichtungssetup bendtigt. Dieses setzt sich aus dem Netzteil Agilent
E3611A Dc Power supply (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) sowie
einem LED-Panel der Universitat Leiden (Leiden, Niederlande) zusammen [5]. Hierbei
wurden LED-Panels mit A = 468 + 27 nm sowie A = 519 + 33 nm fir die Analyse
herangezogen. Im Zusammenhang mit den Absorptionsmessungen sowie der
Bestimmung der optischen Dichte kam das Mikrotiterplatten- Lesegerat Tecan
Spark ® 10M (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) zur Anwendung. Zudem setzte
man die Reagenzreservoirs von StarTub Reagent Reservoirs 25 ml PS der Firma
STARLAB (Hamburg, Deutschland) ein. Zur Einstellung des pH-Wertes der
Ascorbinsaure-Stammldsung mittels 0.1N Natronlauge diente das pH-Meter Seven
Multi der Firma Mettler Toledo GmbH (Wien, Osterreich).

FUr die Aufreinigung der Extrakte mittels Festphasenextraktion fanden SPE C Strata ®
C18 E (55 um, 70 A, 50 mg/ 1ml) S&ulen sowie das entsprechende Modul zur
Festphasenextraktion der Firma Phenomenex (Aschaffenburg, Deutschland)
Anwendung.

Im Zuge des Feature-based molecular networking wurde das UHPLC-HRMS? System

Orbitrap Exploris 120 mit Vanquish LC ausgestattet mit Pumpe, Autosampler,
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Saulenofen und variablen Wellenlangendetektor der Firma Thermo Fisher Scientific

(Waltham, MA, USA) zur massenspektroskopischen Analyse eingesetzt.

4.2 Herstellung der Extrakte

Bei der Extraktion des Biomaterials wurde eine parallele Vorgehensweise mit jeweils
acht verschiedenen Pilzen gewahlt. Die ersten Schritte umfassten hierbei die
Zerkleinerung des getrockneten Pilzmaterials mit Reibschale und Pistill als auch die
nachfolgende Einwaage (250 mg) in ein zuvor beschriftetes Zentrifugenrohrchen. In
Folge wurden die Proben mit Methanol (V = 5 ml) versetzt. Es folgte die
Durchmischung der Proben mittels Vortex- Mischer fur ca. 15-20 Sekunden, die
Behandlung im Ultraschallbad fur zehn Minuten sowie eine Zentrifugation ebenfalls fur
zehn Minuten mit einer relativen Zentrifugalkraft von 2500 RCF. Der so erhaltene
Uberstand wurde anhand einer Kolbenhubpipette in ein zuvor beschriftetes und
tariertes Rollrandglas Uberfihrt und das Extraktionsmittel durch Luftstrom abgedampft.
Bei diesem Vorgang wurden die Proben mit Alufolie vor Lichteinstrahlung geschutzt.
Der gesamte Extraktionsprozess wurde wie oben beschrieben noch zweimal
wiederholt. Die vereinigten Uberstéande wurden dann tiber Nacht unter Luftstrom bis
zur Trockne eingedampft. AbschlieRend wurde die Ausbeute durch Wagen der
Rollrandglaser ermittelt. Um sicherzustellen, dass die Extrakte frei von
Losungsmittelrickstéanden sind, wurden diese im Anschluss lyophilisiert und
wiederholt gewogen. Dieser Vorgang wurde bei p = 56 ybar und ca. T = -80 °C Uber
24 Stunden vorgenommen. Bis zur Weiterverwendung der hergestellten Extrakte

erfolgte die Lagerung in einer lichtgeschutzten Box.

4.3 Analyse der Extrakte mittels HPLC-DAD und
HPLC-DAD-ESI-MS

Fur die Analyse mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie wurde eine kleine
Menge (m = 1 mg) des jeweiligen Extraktes in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
(GefallgroRe = 1,5 ml) eingewogen und mit Dimethylsulfoxid (c = 1 mg/ ml) versetzt.
Zur Beschleunigung des Loésevorgangs setzte man fir 15-20 Sekunden den
Vortex- Mischer ein. Im Folgenden wurden die erhaltenen Losungen in zuvor

beschriftete, braune HPLC-Vials durch Watte filtriert. Die Bedingungen fur die
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Auftrennung der vorbereiteten Proben mittels HPLC- DAD waren eine Saulenofen-
Temperatur von 40°C sowie eine Flussrate von 1 mil/min. Das verwendete
Laufmittelsystem weist im Laufe der 15-minitigen Methode einen gradientischen
Verlauf auf. Dieser ist gekennzeichnet durch eine Konzentrationsabnahme des
Eluenten A bestehend aus Wasser mit 0,1% Ameisensaure sowie einer
Konzentrationszunahme des Eluenten B bestehend aus Acetonitrii mit 0,1 %
Ameisensaure. Aus der Tabelle 11 kann die Veranderung der Zusammensetzung der

mobilen Phase uber die Zeit entnommen werden.

Tabelle 11. Gradientisches HPLC-Laufmittelsystem

Time [min] Eluent A: Eluent B:
[H20 + 0,1 % FA] [ACN + 0,1% FA]

1 Start Start

3 50 50

5 10 90

7 1 99

11 1 99

11,01 90 10

15 Stop Stop

Zur  Charakterisierung von  Sekundarmetaboliten  wurde neben einer
HPLC- DAD- Analyse auch eine HPLC-DAD-MS-Analyse durchgefuhrt, welche mit
Unterstitzung von Mag. pharm. Johannes Fiala umgesetzt werden konnte. Die
Elektronenspray-lonisierung wurde an dieser Stelle sowohl im Positiv- Modus als auch
im Negativ-Modus angewandt. Die geratespezifischen Einstellungen konnen der

Tabelle 12 enthommen werden.

Tabelle 12. Parameter fiir massenspektroskopische Analyse

Parameter

Drying Gas Flow (I/min) 12.0

Nebulizer Pressure [61] 1294

Drying Gas Temperature (°C) 320

Capillary Voltage (V) 4500 (Positiv- und Negativ-Modus)
Corona Current (uA) N/A

Charging Voltage (V) N/A
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4.4 Lyophilisation

Zur Entfernung von verbliebenen Losungsmittelspuren in den getrockneten
Pilzextrakten wurden diese gefriergetrocknet. Dabei wurden Bedingungen von ca.
p = 56 pybar und eine Temperatur von T = -80 °C gewahlt und der Vorgang uber
t = 24 Stunden durchgeflhrt.

4.5 Festphasenextraktion der Pilzextrakte

Die Pilzextrakte wurden an der Universitat Innsbruck, am Institut fir Pharmakognosie
(Innsbruck, Osterreich) in einer massenspektroskopischen Analyse mittels UHPLC-
DAD-HRMS? untersucht. Im Vorfeld dieser Analyse erfolgte eine Vorbereitung der
Pilzextrakte mittels Festphasenextraktion. Dazu stellte man eine MeOH-H20-
Mischung (V = 200 ml; 9/1 v/v %) her. Im ersten Schritt erfolgte die Aktivierung der
C18-Saulen mittels Methanol HPLC grade (V > 3 ml). Hierbei wurde das Modul fur die
Festphasenextraktion an die Vakuumpumpe angeschlossen. Dem folgte das
Equilibrieren mit dem bereitgestellten MeOH-H20-Gemisch (V = 3 ml). Fur den
Ladevorgang der Proben wurde eine entsprechende Menge der Extrakte (m= 10-15
mg) mit dem vorbereiteten MeOH-H20 Gemisch (=1 ml) versetzt, das Losen der
Extrakte im Ultraschallbad beschleunigt und die Proben auf die Saulen aufgebracht.
AbschlieRend erfolgte die Elution ebenfalls mit der oben beschriebenen MeOH-H20-
Mischung (V = 5 ml).
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4.6 Durchfuhrung des Feature-based molecular networking

Fur die Vorprozessierung der Rohdaten aus der UHPLC-HRMS?-Analyse wurden im

Programm MZmine entsprechende Parameter laut Tabelle 13 und Tabelle 14 gewahilt:

Tabelle 13. Parameter fiir die Vorprozessierung in MZmine

Schritte  Parameter Werte
Negative lonisation
1 Mass detection -> Noise level
(same masses list):
MS1 1.5E5
MS2 0
2 Peak detection -> ADAP chromatogram
builder
Min group size in # of scans 5
Group intensity threshold 1.5E5
Min highest intensity 1.5E5
m/z tolerance [ppm] 8 ppm
3 Peak detection -> chromatogram
deconvolution Wavelets (ADAP)
S/N threshold 80
S/N estimator: intensity window SN
m/z center calculation Auto
Min feature height 1.5E5
Coefficient area threshold 100
Peak duration range [min] 0.01...0.80
RT wavelet range [min] 0.01-0.04
m/z range for MS2 scan pairing [Da] 0.025
RT range for MS2 scan pairing [min] 0.05
4 Isotopic peaks grouper

m/z tolerance [ppm]

0.005 m/z or 8.0 ppm

Retention time tolerance absolute [min]

0.05 min

Maximum charge

1

Representative isotope

Most intense
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Tabelle 14. Fortsetzung der Parameter fiir MZmine Vorprozessierung

5 Alignment -> JOIN
m/z tolerance [ppm] 8
Weight for m/z [Da] 70
Retention time tolerance absolute [min] 0.05
Weight for RT 30
Require same charge state M -> not necessary
Compare isotope pattern -> 8 ppm
1E4 > 1ES (intensity
established based on the
third isotope!)
Min score 80%
-> not necessary
6 Gap filling -> Peak finder (NI)
Intensity tolerance 20%
m/z tolerance [ppm] 0.005 m/z or 8.0 ppm
Retention time tolerance (min) 0.05
RT correction False
7 Filtering -> Duplicate peak filter:
NEW AVERAGE
Filtering 2> Time
m/z tolerance [ppm] 0.005 m/z or 8.0 ppm
Retention time tolerance absolute [min] 0.05
8a Filtering -> peak list rows filter ->
Retention time 0.5-8.0 min
Keep only peaks with MS2 scan [54] 4
Reset the peak number ID |
8b Identification -> Custom DB, adduct search, Datenbank AQ_FH

complex search (also on Na+, K+, NH4+)

Retention time tolerance absolute [min]

m/z tolerance [ppm]

0.005 m/z or 8.0 ppm

Max complex/adduct peak height

500%

Export to .csv

Export to GNPS
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Auf der Plattform GNPS wurden folgende Werte fiur die Generierung des Netzwerkes
definiert (siehe Tabelle 15):

Tabelle 15. Parameter fiir die Generierung eines Netzwerkes auf der GNPS-Website

10 GNPS
Precursor lon Mass 0.02
tolerance
Fragment lon Mass 0.02
tolerance
Run MS Cluster? No
Minimum Cluster size 1
Min pairs Cos 0.6
Min matched fragment ions 4
Network TopK 10
Max connected component 100
size (Beta)
Advanced filtering options Filter below Std Dev 0.0
Filter Precursor Window Filter
Filter peaks in 500 Da
Window Filter

Filter Spectra from G6 as
Blanks Before Networking Filter

4.7 9,10-Dimethylanthracen-Assay

Zur Ausfuhrung des 9,10-Dimethylanthracen-Assays war die Herstellung zweier
Stocklosungen erforderlich. Die Einwaage von DMA (m = 14,4 mg, n = 1,40 mmol)
sowie das Auffullen mit Ethanol auf die Markierung des Mal3kolben (V = 50 ml) ergab
eine ethanolische DMA-L6sung. Der Losevorgang wurde unter zur Hilfenahme des
Ultraschallbads beschleunigt. Zudem wurde eine L- Ascorbinsaureldsung vorbereitet.
Dazu wurde L-(+)-Ascorbinsaure (m = 880 mg, n = 0,25 mol) mit doppelt ionisierten
Wasser mit einer Leitfahigkeit von 0,055 pS/cm (V = 20 ml) ergénzt und mittels
pH- Meter auf eine pH-Wert zwischen 7,2 und 7,4 eingestellt wurde. Diese Anpassung
wurde durch tropfenweise Zugabe von Natronlauge (n = 0.1 N) erzielt. AnschlieRend
konnte im Mal¥kolben auf eine Konzentration von ¢ = 0,1 M mit doppelt ionisierten
Wasser mit einer Leitfahigkeit von 0,055 uS/cm aufgefullt werden.

Die zu testenden Pilzextrakte wurden in braunen Eppendorf-Reaktionsgefalden in
DMSO (¢ = 1 mg/ml) gelést, mit dem Vortex-Mischer durchmischt und ins
Ultraschallbad gegeben (t = 5 min).
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AuRerdem wurde eine reine DMSO Losung als Kontrolle bereitgestellt. Die
Referenzsubstanzen wurden einerseits in Form einer 1%- ige (0,09/ 99,91 m/m%)
Berberinlosung in DMSO (c = 0,27 yM) fur Messungen bei A = 468 nm (blaues Licht)
und andererseits als 0,1%-ige Rose bengal Lésung in DMSO (c = 0,01 mM) fur die
Messung bei A = 519 nm (grunes Licht) gewahlt.

Aus den vorbereiteten Stockldsungen wurden anschlieRend die Arbeitsldsungen
hergestellt (V = 5 ml). Dabei handelte es sich zum einen um Ethanol, zweitens um eine
Mischung (75/25 viv %) aus Ethanol (V = 3750 ul) und DMA (V = 1250 upl;
n = 1,40mmol) drittens um eine Kombination (65/25/10 v/v%) aus Ethanol
(V = 3250 pl) und DMA (V = 1250 pl; n = 1,40 mmol) sowie Ascorbinsaure (V = 500 pl)
(65/25/10 v/v %) und viertens um eine Losung (90/10 v/v %), bestehend aus Ethanol
(V = 4500 pl) und Ascorbinsaure (V = 500 ul; 10 mM). Die Aufbewahrung der
vorbereiteten Losungen erfolgte im Kihlschrank bzw. unter Lichtschutz.

Fur die Abwicklung des DMA-Assays wurde in einer Rotlichtkammer gearbeitet und
entsprechend dem etablierten Pipettierschema aus Abbildung 33 vorgegangen.
Hierbei stehen die Zahlen 1- 6 fUr die verschiedenen zu analysierenden Pilzextrakte,
welche in der entsprechenden Reihe je von 2-9 zu je 10 pl in die Mikrotiterplatte mit
96 Wells pipettiert wurden um eine 1%-ige Probenldosung der Pilzextrakte zu testen.
Im Anschluss daran wurden jeweils 10 yl der DMSO-Kontrolle in Reihe B und E in die
Position 10 und 11 pipettiert, sowie die entsprechende Referenzlésung zu je 10 pl in
Reihe C, D, F und G in Position 10 und 11. Mit den vier Arbeitsldsungen wird wie folgt
vorgegangen: Jede Losung wird mit einer 8- Wege- Pipette zu je 190 pl pipettiert.
Erstens wird EtOH in Spalte 2- 3 sowie Spalte 10 B-D pipettiert, zweitens die Mischung
aus EtOH und DMA in Spalte 4-5 sowie Spalte 10 E-G, drittens die Arbeitsldsung aus
EtOH, DMA und Ascorbinsaure in Spalte 6-7 sowie in Spalte 11 B-D und viertens die
Mischung aus EtOH und Ascorbinsaure in Spalte 11 E-G. Die Wells der Reihe A und
H sowie der Spalte 1 und 12 bleiben frei.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 1 1 1 1 1 1 1 1 DMSO DMSO

C 2 2 2 2 2 2 2 2 Referenz Referenz
D 3 3 3 3 3 3 3 3 Referenz Referenz
E 4 4 4 4 4 4 4 4 DMSO DMSO

F 5 5 5 5 5 5 5 5 Referenz Referenz
G 6 6 6 6 6 6 6 6 Referenz Referenz
H

EtOH EtOH + | EtOH + | EtOH +
DMA DMA + | Asc
Asc

Abbildung 33. Pipettierschema fiir den DMA-Assay

Im Anschluss an die Pipettiervorgange erfolgt die Absorptionsmessung zum Zeitpunkt
Null Hierbei A =377 nm

gemessen, sowie entsprechend der gewahlten Belichtungswellenlange entweder bei

mittels Mikrotiterplatten-Lesegerat. wird allenfalls bei
L =468 + 27 nm oder 519 + 33 nm. Um eine vergleichbare Lichtdosis von 24,7 J/cm?

bei unterschiedlichen Belichtungswellenlangen zu erzielen, ergibt sich ein
Belichtungsintervall fur blaues Licht (A = 468 nm) von 4 x 5 Minuten und fur grines
Licht (A = 519 nm) von 4 x 4,6 Minuten.

Nach jedem Belichtungsvorgang wurde die Messung der optischen Dichte bei der
entsprechenden Wellenlange wiederholt durchgefuhrt. Die Auswertung des DMA-

Assays erfolgte mittels Excel.
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4.8 Isolierung von Fallacinol aus Cortinarius cinnabarinus

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung von Fallacinol aus Cortinarius cinnabarinus
wurden die im Abschnitt Herkunft der Pilzkollektion, in Tabelle 9 aufgelisteten
Kollektionen verwendet. Das getrocknete Biomaterial wurde mit Reibschale und Pistill

zerkleinert und die verfugbare Menge des Pilzmaterials eingewogen (22 g).

In der Reihenfolge Petrolether, Dichlormethan und Methanol wurde das jeweilige
Extraktionsmittel (V = 110 ml) zum zerkleinerten Biomaterial gegeben, im
Ultraschallbad extrahiert (t = 10 min) und mit dem Bulchner-Trichter abgenutscht.
Dieser Vorgang wurde pro Extraktionsmittel dreimal wiederholt und in einem separaten
GefalR gesammelt. Das verbleibende Extraktionsmittel wurde mit dem
Rotationsverdampfer entfernt und die Ausbeute bestimmt. Der orange Dichlormethan-
Extrakt wurde fur eine FlUussig-Flussigextraktion im Scheidetrichter (V = 500 ml) in
Dichlormethan wieder gelést und im 1:1 Verhaltnis gegen Wasser ausgeschuttelt, um
mogliche wasserlésliche Verunreinigungen sowie Glykoside abzutrennen. Die
Gegenphase wurde nochmals mit DCM gewaschen und die vereinigten DCM-Phasen
eingedampft. Der Ruckstand wurde in einem 1:2 Verhaltnis von Methanol und
Petrolether im Scheidetrichter extrahiert. Dieser Schritt diente der Abtrennung von
fettigen Begleitstoffen. Die Petroletherphase wurde mit Methanol gewaschen und die
vereinigten Methanolphasen im Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft und
stellen die sogenannte Rohphase des Fallacinols dar. Durch mehrmalige
Umkristallisation aus Methanol in kleinem Malstab konnte das Fallacinol (m = 8,6 mg;
n = 0,086%) gewonnen werden. Zudem wurde sowohl vom DCM-Extrakt als auch von

der Rohfallacinolphase ein DMA-Assay entspr. Abschnitt 4.7 durchgeflhrt.
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4.8.1 Chemische Charakterisierung von Fallacinol

Abbildung 34. Strukturformel von Fallacinol

Fallacinol (auch Teloschistin genannt, CAS 569-05-1) wurde nach Umkristallisation in
Form von gelben Kristallen gewonnen (m = 12mg, n = 0.014 %).
Rf (SiO2; Aceton/Toluol 1:4) = 0,51; Smp. = 236°C; 1H-NMR (400MHz, Chloroform-d)
0= 12.29 (s, 1H, C(8)-OH), 12.20 (s, 1H, C(1)-OH), 7.78 (s, 1H, CH(5)), 7.40 (s, 1H,
CH (7)), 7.33 (s, 1H, CH (4)), 6.71 (s, 1H, CH (2)), 4.82 (s, 2H, CHz), 3.95 (s, 3H,
OCHs) ppm; MS (ESI, neg-Modus) m/z = 299.0 (100%, [M-H]), 300.0 (20%, [M]),
621.0 (40%, [2M+Na-1H]’), 622.0 (17.3%, [2M+Na-2H]"); IR n = 3008w, 1739w, 1674w,
1629m, 1614m, 1560m, 1479m, 1443m, 1368s, 1322s, 1292s, 1208s, 1162s, 1099s,
1038s (cm™).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Vorfeld der Erarbeitung der vorliegenden Masterarbeit wurde das Screening von 33
australischen Vertretern der Cortinarien der Subgattung Dermocybe als Ziel definiert.
Der Fokus sollte dabei erstens auf der Testung der Photoaktivitat der Pilze liegen,
zweitens wurde eine Einteilung der Pilze nach Pigmenttypen angestrebt und drittens
sollte das Pigment Fallacinol aus C. cinnabarinus isoliert werden und die Zugehdrigkeit
dieses Pilzes zur nordlichen oder sudlichen Hemisphare geklart werden, da dieser Pilz
bisher nicht eindeutig den Cortinarien der Subgattung Dermocybe der

Nordhemisphare zugeordnet werden konnte.

Ausgehend vom durchgefuhrten 9,10-Dimethylanthracenassay konnte fur samtliche
Vertreter der australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe eine starke
Photoaktivitat in Relation zu den bekannten Photosentizers Berberin und Rose bengal
gemessen werden. Dieses Ergebnis bestatigt die aufgestellte Hypothese, dass die
australischen Cortinarien der Subgattung Dermocybe eine unterschatzte, natirliche
Ressource an photoaktiven Verbindungen darstellen, welche analog zu den nordlichen
Cortinarien der Subgattung Dermocybe fur eine antimikrobielle, photodynamische
Therapie potenziell genutzt werden kénnen. Dies ist insbesondere im Hinblick auf die

steigenden Antibiotikaresistenzen von hoher Relevanz.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Einteilung der Pilze nach Pigmenttypen.
Einerseits konnte sowohl eine Klassifizierung der Pilze auf binaren Level erreicht
werden als auch eine Gruppierung nach dem Trichterprinzip erzielt werden.
Andererseits war es jedoch aufgrund der gro3en Vielfalt an Pigmenten nicht moglich
im Rahmen dieser Masterarbeit alle Pigmente zu annotieren und entsprechende
Pigmenttypen zu definieren. Es bendtigt daflr weiterflihrende Analysen im Bereich der
mikroskopischen und makroskopischen Merkmale der australischen Cortinarien der
Subgattung Dermocybe als auch die Einteilung der Gattung in Sektionen. Im Bereich
des Clustering mittels Maschinellen Lernens birgt das semietablierte Verfahren

Feature-based molecular networking [51] grol3es Potential fur die Zukunft.

Die Isolierung des Pigments Fallacinol aus C. cinnabarinus stellte das dritte Ziel dar

und konnte erfolgreich durchgefuhrt werden. Im Hinblick auf die Einordnung des Pilzes
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zur sudlichen oder nordlichen Hemisphare gab es im Zuge der Anwendung der
computerunterstitzen Methode FBMN vielversprechende Hinweise, dass jener Pilz zu

den sudlichen Vertretern der Cortinarien der Subgattung Dermocybe zahlt.
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6 Anhang

6.1 Graphik der initialen Einteilung nach Farbe der Extrakte

6.1.1 Gruppe braun gefarbter Extrakte
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6.1.2 Gruppe der restlichen Extrakte
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6.2 IR Spektrum von Fallacinol

_— E99Zi
— 09ss

— 95/08
— G5106

— 62’80l
— SZ660)
— ¥zt
— C9402)

—— iL1BZ)
— Il

——— OZErrl
— BEaLrl

[ul=]
o @
@ m
O =
P~ w0

— EE'CE8T
— lgegzaL
—— |¥a00e

T T T T T T T
06 08 O 0 0 o 6.3

|2a] oouepmusueL |,

2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber ecm-1

5000

53500

64



6.3 Annotierte Pigmente mit MS-Spektrum, UV/VIS-Spektrum und Retentionszeit

Annotierte Pigmente

MS Spektrum

UVIVIS

RT
Origin

Pilz Beispiel

A5 Emodin-8-glucosid

0]

HOCH3

O O OH

Molecular Weight: 432,38

4,55

C.sp.
“australsanguineus”

A7 Austrocortirubin

O OH OH

MeO ‘I -I il - YOH

M
O OH ©
Molecular Weight: 320,30

4,79

C. erythrocephalus

A8 Austrocortinin-8-O-
gentiobiosid

OH

OH
o o (o) O - OH
909 ?
HsC o OH
O OH (‘3H3

Molecular Weight: 608,55

4,84

C. persplendidus 1

65



RT Pilz Beispiel

Annotierte Pigmente MS Spektrum UV/IVIS Origin
A9 Dermocybin-glucosid
- mJAU
50047
] C. sp. ,austral
250 ”
1\ § 4,88 sanguineus*”
Al 0; g g; "
’ 20 %0 40 500  nm
Molecular Weight: 478,41
A11 Cardinalic Acid
- AU
OH O OH O ]

HO OH e 2005 inali
E ] 5,01 C. cardinalis
H;C—O CH,4 i 100

0 : R g
Molecular Weight: 344,28 S T R R R R e R e w0 w40 s0
A13 Dermolutein
. e s et ) eAU
: 500
OCHL OH : ol
COOH f 0 7
- ] C. sp. ,austral
200 2 534 sanguineus”
HO CHj ; . o . g
O E o — |
Molecular Weight: 328,28 e R ; o 2o a0 w0
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RT

Pilz Beispiel

Annotierte Pigmente MS Spektrum UV/IVIS Origin
A17 Endocrocin
- — rI\AU
OH O OH O 1]
200-|
OH 1
O‘O 100 576 basirut():éscens
HO CHsy ] -
Molecular Weight: 314,25 e e o a0 w0
A21 Austrocortilutein
- 10000 w
S
OH O OH ]
200i
] C.
] 2 .
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i le Lol Ll L O{ B
Molecular Weight: 304,30 o a0 "o o
A27 Emodin
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, rrlel\:‘!
OH O OH 0
300—;
e 21| R
HO Me 100 3 plleus
0 o] g
Molecular Weight: 270,24 20 a0 40 s0
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Pilz

. . RT I
Annotierte Pigmente MS Spektrum UVIVIS Origin Beispiel
A28 Dermocybin N
300
oHQ oH mol| | C. sp.
O‘O 1\ 7,38 ,austral
HsC o Ot 100 3 : «
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00 300 00 50 nm
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naAld
OH O OH - i NS
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OH O OH T T T T T T
Molecular Weight: 538,46 200 300 400 500 nm
A33 Physcion S 5002""55
OH O OH 4007
: 300 .
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200 €D o 8,28
MeO Me i ] 2 2
o ; m ‘ 100 N
Molecular Weight: 284,27 ORI 01 TR hE o
h 00 0 00 50
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Annotierte Pigmente

RT

Pilz

MS Spektrum UVIVIS Origin Beispiel
A35 7,7'-Biphyscion S— "
- C.
“ 9,22 cardinalis
o o _—
Molecular Weight: 566,52 \ illo J_H,WLJL\L w = W am | em |
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