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„Lobe den HERRN, meine Seele! 

HERR, mein Gott, du bist sehr groß; 

mit Pracht und Majestät bist du bekleidet, … 

HERR, wie sind deine Werke so viele! 

Du hast sie alle in Weisheit gemacht, 

und die Erde ist erfüllt von deinem Besitz.“ 

 

Psalm 104, 1.24 
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V       Volumen 

v.a.       vor allem 

VK       Variationskoeffizient 

z.B.       zum Beispiel 

z.T.       zum Teil 
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a       Jahr (≙ 31536000 s) 

ac       acre ≙ 4046,9 m² 

Å       Ångström (≙ 10-10 m) 

bar       Bar (≙ 105 Pa) 

°C       Grad Celsius ({ϑ}°C={T}K-273,15) 

d       Tag (≙ 86400 s) 

eV       Elektronenvolt (≙ 1,6021766208 J) 

g       Gramm (≙ 10-3 kg) 

       bei Zentrifugen: Zentrifugalkraft als Vielfaches der  

       Erdbeschleunigung (1 g ≈ 9,81 m/s2) 

h       Stunde (≙ 3600 s) 

ha       Hektar (≙ 10000 m²) 

Hz       Hertz (≙ s-1) 

J       Joule (≙ 1 kg∙m2/s2) 

K       Kelvin (absolute Temperatur) 

kg       Kilogramm 

L       Liter (≙ 10-3 m3) 

mm       Millimeter (≙ 10-3 m) 

m       Meter 

M       mol/Liter 

MHz      Megahertz (≙ 106 s-1) 

min       Minute (≙ 60 s) 

µL       Mikroliter (≙ 10-6 L) 

mol       Mol (≙ 6,022140857 × 1023 Teilchen) 

mot/min     Bewegungen pro Minute 

m/z       Masse-Ladungs-Verhältnis in der  

       Massenspektrometrie 

N       Äquivalentkonzentration in mol/L 

ng       Nanogramm (≙ 10-12 kg) 

nm       Nanometer (≙ 10-9 m) 

pH       pH=-log10a(H+) 
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rpm     Umläufe pro Minute 
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1 Einleitung 

1.1 Pilze 

Pilze bilden in der Taxonomie der Lebewesen ein eigenes Reich. Sie sind Kohlenstoff-

heterotroph, d.h. auf die Aufnahme von organischem Kohlenstoff angewiesen, da sie we-

der zur Photo- noch zur Chemosynthese befähigt sind. Nach der Art des Bezuges der 

Nahrung kann in Saprophytismus (Ernährung von abgestorbenen Organismen), Para-

sitismus (Befall und Ernährung von lebenden Organismen, die vorgeschädigt sein kön-

nen) und Symbiose (Ernährungsgemeinschaft mit einem Partner, d.h. gegenseitige Abga-

be und Bezug von Nahrungsbestandteilen) unterschieden werden. Die Nahrung wird in 

gelöster Form aufgenommen (Ausnahme: Phagozytose bei Schleimpilzen, den Myxomy-

cota). Pilze besitzen echte Zellkerne, gehören somit zu den Eukaryoten und weisen eine 

Zellwand auf. Sie sind für den Menschen von großer Bedeutung als Nahrungslieferanten, 

in der Nahrungsmittelherstellung (z.B. Brot, Wein, Käse) oder als Schadorganismen 

(Schimmelpilze, Pilzinfektionen bei Menschen und besonders bei Pflanzen). (Schwantes 

1996, S. 10–14) 

Morphologisch zeichnet Pilze ein Wachstum in Hyphen, d.h. einreihigen, verzweigten 

Fäden, die durch Septen eingeteilt sein können, oder wie bei Hefen Knospung aus. Die 

Gesamtheit der Hyphen eines Organismus bezeichnet man als Myzel, die Gesamtheit der 

Sproßketten als Sproßmyzel. Einige Pilze können sowohl durch Hyphenbildung als auch 

Sprossung wachsen, was als Dimorphismus bezeichnet wird. (Schwantes 1996, S. 21) 

Die pilzliche Zellwand kann in strukturelle und Matrixkomponenten unterteilt werden. 

Strukturelle Komponenten sind z.B. Chitin (Poly-N-Acetyl-D-glucosamin), β-1,3-, β-1,6- 

und β-1,4-Glucane. Die Matrix besteht aus Mannoproteinen oder deren mit Glucose 

(überwiegender Anteil an Zuckern, ca. 68 %), Xylose, Galactose oder Glucuronsäure ge-

bildeten Derivaten. Auch α-1,3-Glucane können vorkommen. (Sietsma und Wessels 1977) 

Hyphen von Pilzen können bis zu 100 µm/min wachsen (Feofilova 2010). 

Ein für die Fluidität der Zellmembran wichtiges Molekül ist Ergosterol. Hierbei handelt 

es sich um ein Triterpen, welches nach dem Acetat-Mevalonat-Weg synthetisiert wird. 

Zunächst wird über das Zwischenprodukt Squalen durch die Squalenmonoxidase unter 

Verbrauch von Sauerstoff das 2,3-Squalenepoxid hergestellt, dieses wird über Lanosterol 

weiter zum Ergosterol umgewandelt, welches in die Zellmembran integriert wird. Wich-



1. Einleitung 

2 

tig ist festzuhalten, dass bei dem Prozess der Ergosterol-Synthese Sauerstoff verbraucht 

wird, Pilze also auf Sauerstoff angewiesen sind. (Zamora 2009) 

Weiterhin befinden sich in pilzlichen Zellwänden auch Lipide (Feofilova et al. 2015).  

Über den Acetat-Mevalonat-Biosyntheseweg entstehen weitere Verbindungen der bioge-

netisch bedeutenden Stoffklasse der Triterpene. Triterpene besitzen eine Vielzahl an Ef-

fekten in biologischen Systemen. 

1.1.1 Therapeutische Anwendung 

Pilze, v.a. Fruchtkörper von Basidiomyceten, werden als Nahrungsmittel angewendet. 

Besonders in Asien und Osteuropa besitzen Pilze einen hohen Stellenwert, der weiter 

westlich geringer ausfällt. Die Bedeutung in der Nahrungsmittelherstellung ist weltweit 

weitaus größer als die Anwendung zur Linderung und Heilung von Krankheiten, doch 

auch als Arznei hatten und haben Pilze ihren Platz. Die therapeutische Anwendung von 

Pilzen besitzt eine lange Tradition in Asien. In der westlichen Hemisphäre nimmt die 

arzneiliche Bedeutung zu (Lai et al. 2014). Zumeist werden die Fruchtkörper von Basidio- 

oder Ascomyceten verwendet. Zu den bekanntesten Heilpilzen gehören: Shiitake (Lenti-

nula edodes [BERK.] PEGLER), Glänzender Lackporling (Ganoderma lucidum [CURTIS: FR.] P. 

KARST), Mandelpilz (Agaricus subrufescens PECK), Klapperschwamm (Grifola frondosa 

[DICKS.: FR.] GRAY) und der Igel-Stachelbart (Hericium erinaceus [BULL.: FR.] PERS.) (Lindequ-

ist et al. 2010). Weiterhin kann noch Inonotus obliquus (PERS.: FR.) PILÁT genannt werden 

(Lindequist et al. 2005). Potentiell bedeutsam sind antibakterielle (z.B. gegen MRSA), anti-

fungale, antivirale (z.B. gegen HIV-1), zytostatische und antitumorale, antioxidative, hy-

poglykämische, antiinflammatorische, hepatoprotektive sowie zentrale Effekte. Sowohl 

hoch- als auch niedermolekulare Substanzen können für die beschriebenen Effekte ver-

antwortlich gemacht werden. (Lindequist et al. 2005) 

1.1.2 Tricholoma populinum LANGE 

Bei dem Pappel-Ritterling, Tricholoma populinum LANGE, handelt es sich um einen Ba-

sidiomyceten aus der Familie der Tricholomataceae. Er bildet mit den Wurzeln verschie-

dener Pappel-Arten eine Mykorrhiza. Mögliche Symbiosepartner sind (Grubisha et al. 

2012): 
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 Populus nigra L. (Schwarz-Pappel) 

 Populus alba L. (Silber-Pappel) 

 Populus tremula L. (Zitter-Pappel, Espe, Aspe) 

 Populus balsamifera L. (Balsam-Pappel) 

 Populus trichocarpa TORR & GRAY (Westliche Balsam-Pappel) 

 

Der Pilz wächst oft in größeren, dicht gedrängt stehenden Gruppen. Der Stiel ist gefüllt, 

das Fleisch weiß, fest und verfärbt sich bei Anschnitt nicht, der Hut ist braun gefärbt. Die 

Lamellen stehen frei und sind nicht am Stiel angewachsen. Die Bezeichnung Ritterlinge 

soll daher rühren, dass die frei stehenden Lamellen eine Art „Burggraben“ um den Stiel 

herum bilden. Die Fruchtkörper erscheinen relativ spät im Jahr, im Oktober. Der Geruch 

ist distinktiv und ähnlich dem von frischen Gurken. T. populinum ist ein Spezialist, der 

nur in Verbindung mit Pappeln Mykorrhizen bildet, weitere Arten, z.B. Tricholo-

ma scalpturatum sind als Generalisten anzusehen und treten auch mit anderen Bäumen 

in eine solche Beziehung. Die Ausbreitung des Myzels von T. populinum erfolgt durch 

Wachstum (in einer Studie ca. 0,35 m/a), die von T. scalpturatum sexuell über Sporen 

(Gryta et al. 2006). Das Myzel der Tricholoma-Arten kann kultiviert werden, eine Frucht-

körperbildung findet jedoch nur in Verbindung mit dem Symbiosepartner statt. 

Der Pilz bildet mit den Wurzeln von Pappeln eine sogenannte Ektomykorrhiza aus. Hier-

bei werden die Wurzeln der Bäume von Pilzmyzel umwachsen. Der Pilz erhält organische 

Substanzen vom Baum, z.B. Kohlenhydrate und sorgt für dessen verbesserte Versorgung 

mit anorganischen Substanzen wie z.B. Nitrat. 

 

Die Gattung Populus L. umfasst 35 Arten. Es handelt es sich um zweihäusige, sommer-

grüne Bäume, die oft Wurzelsprosse bilden. Die Blüten sind aufgrund der Zweihäusigkeit 

eingeschlechtig und ohne Blütenhülle. Der Blütenstand ist eine Ähre („Kätzchen“). Pap-

peln werden windbestäubt und sind windausbreitend. Es sind Lichtkeimer, die Samen 

kurzlebig. Die Sprossachse der Pappeln besitzt eine monopodiale Verzweigung, d.h. eine 

Hauptachse übertrifft im Wachstum die Nebenachsen (Kück und Wolff 2009). In 

Deutschland kommen z.B. die Silber-Pappel (Populus alba L.), Schwarz-Pappel (Popu-

lus nigra L.) und Kanadische Pappel (Populus × canadensis MOENCH), vor. Bei der Kanadi-

schen Pappel handelt es sich um einen Hybriden aus Nordamerikanischer Schwarz-

in Nordamerika 

in Europa 



1. Einleitung 

4 

Pappel (Populus deltoides MARSHALL) und Schwarz-Pappel (Populus nigra L.). Dieser Hyb-

rid verdrängt die Schwarz-Pappel. 

Eine Unterscheidung zwischen Schwarz-Pappel und Kanadischer Pappel kann mithilfe 

der Blätter getroffen werden. Die Blattspreite der Schwarz-Pappel ist am Rand stets kahl, 

am Übergang zum Blattstiel ohne Drüsen und im Austrieb grün. Bei der Kanadischen 

Pappel ist die Blattspreite zumindest anfangs bewimpert, am Übergang zum Blattstiel mit 

0-2 Drüsen versehen und im Austrieb rötlich. (Rothmaler und Jäger 2011) 

Außerdem soll die Schwarz-Pappel einen insgesamt knorrigen Wuchs besitzen, der Hyb-

rid hingegen etwas „gerader“ auftreten. Eine weitere in Deutschland vorkommende Pap-

pel-Art ist Populus tremula L., die Zitter-Pappel, auch Espe oder Aspe genannt. 

Eine Besonderheit von Pappeln und auch der anderen Gattung der Familie Salicaceae, 

den Weiden, ist es, dass die Pflanze auch dann ein kräftiges Wachstum zeigt, wenn sich 

das gesamte Wurzelsystem im Grundwasserstrom befindet, da der im Grundwasserstrom 

gelöste Sauerstoff zur Versorgung der Wurzeln ausreicht (Scheffer et al. 2010). 

Pappeln gehören zu den verbreitetsten Bäumen in Europa (Worrell 1995) und sind Pio-

niere auf armen und zerstörten Böden. In der Mykorrhiza-Bildung kann ein Vorteil gera-

de unter schwierigen Umweltbedingungen gesehen werden, da Pilze Schwermetalle in 

Zellwand-Komponenten oder im Zytosol ablagern können (Krpata et al. 2008; Bellion et 

al. 2006). 

Pappeln bilden mit vielen Pilzen Ektomykorrhizen aus. In einer Studie konnten von den 

Wurzeln einer einzigen Pappel 182-207 Ektomykorrhiza-bildende Pilzarten gefunden 

werden (Bahram et al. 2011). 

 

Der Pappel-Ritterling tritt unter verschiedenen Pappel-Arten auf. Zu diesen gehören 

P. tremula, P. nigra und P. alba in Europa sowie P. balsamifera L. und P. trichocarpa 

TORR & GRAY in Nordamerika (Grubisha et al. 2012). 
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  Abb. 5 Fruchtkörper eines Pappel-Ritterlings. 
Gut zu erkennen sind die frei stehenden Lamellen 

Abb. 2 Fundort unter Pappel Abb. 1 Fundort unter Espe 

Abb. 3 Gruppe von Pappel-Ritterlingen im Laub Abb. 4 Fruchtkörper des Pappel-Ritterlings 



1. Einleitung 

6 

1977 berichtete der Pilzsammler Herbert Schäfer über eine positive Wirkung von 

T. populinum bei Thrombangiitis obliterans bzw. Panarteriitis nodosa (Schäfer 1977). 

Thrombangiitis obliterans (syn. Thrombendangiitis obliterans, Endangiitis obliterans, 

Winiwarter-Buerger-Krankheit, Buerger-Syndrom) ist eine chronisch-rezidivierende, 

entzündliche Gefäßerkrankung typischerweise mit segmentaler Beteiligung kleiner und 

mittlerer distaler Extremitätenarterien (Unterschenkel, Fuß, Unterarm, Hand) und peri-

pheren Durchblutungsstörungen infolge gefäßverschließender Thrombenbildung. Sie 

scheint auf allergisch-hyperergischer Basis zu entstehen. Meist sind gleichzeitig oder 

bereits vorangehend Venen betroffen (Thrombophlebitis migrans bzw. Thrombophlebitis 

saltans in ca. 40 % der Fälle). Ätiologisch lässt sich eine autoimmune Genese vermuten. 

Rauchen und Kälteeinwirkung beschleunigen den Verlauf. Symptome sind Kältegefühl, 

Parästhesien, brennende Schmerzen, sekundäres Raynaud-Syndrom (gefäßkrampfbe-

dingte, anfallsweise auftretende Ischämie auf dem Hintergrund einer Grunderkrankung), 

Neigung zu peripheren Ödemen und akralen Nekrosen, z.T. Claudicatio intermittens, 

besonders im Fuß. Die Therapie besteht in medikamentöser (z.B. Guanethidin) oder ope-

rativer Sympathikolyse (thorakale oder lumbale Sympathektomie, d.h. partielle oder voll-

ständige chirurgische Durchtrennung des Sympathikus) oder Verbesserung der Fließei-

genschaften des Blutes (z.B. Acetylsalicylsäure oder Prostaglandin-Analoga). Die Progno-

se ist im Hinblick auf die Lebenserwartung gut, auf die Erhaltung der Extremitäten je-

doch ungünstig, besonders wenn die Patienten weiterrauchen. 

Panarteriitis nodosa (syn. Periarteriitis nodosa, Polyarteriitis nodosa, Kussmaul-Maier-

Syndrom) ist eine den Kollagenosen zuzuordnende systemische Vaskulitis in Form einer 

nekrotisierenden Arteriitis. Histologisch kommt es zu einer akut-entzündlichen Zellin-

filtration und fibrinoider Nekrose der Media, Adventitia sowie des Endothels, welche zu 

arteriellem Verschluss und Aneurysmenbildung mit Rupturgefahr führen können. Symp-

tome sind Fieber, Gewichtsverlust, Glomerulopathie, renal bedingte Hypertonie, Arthri-

tis, Herzbeteiligung (Koronararteriitis, Herzrhythmusstörungen, Perikarditis). Es kann zu 

abdominellen Krisen in Folge von Mesenterialinfarkten, zu Leberinfarkten und Polyneu-

ropathie kommen. Auch Hautsymptome, z.B. Urtikaria und Nekrosen können auftreten. 

Diagnostisch finden sich eine beschleunigte Blutkörperchensenkung (BKS), Leuko- und 

Thrombozytose, Anämie, positive Rheumafaktoren (bei 40 % der Patienten), zirkulierende 

Immunkomplexe (bei 85 % der Patienten), sowie Autoantikörper (Typ pANCA). (s. Pschy-

rembel 1998 unter den fettgedruckten Begriffen) 
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Bei Herrn Schäfer äußerte sich die Erkrankung in heftigen, reißenden Schmerzen im 

Bauch- und Beckenraum, ebenfalls litt er an starken Muskelschmerzen bereits bei gerin-

gen Anstrengungen, Versagen der Gesäßmuskeln beim Besteigen kleiner Hügel oder län-

gerem Gehen, sowie an Wundschmerzen, besonders im Hautgewebe. Er schreibt: „Etwa 

eine Stunde nach dem Genuss des Pappel-Ritterlinge empfand ich ein schwaches, wohl-

tuendes Gefühl, dass sich dem Wundschmerz lindernd überlagerte und das entfernt an 

ein feines Kribbeln erinnerte.“ Der Pilzsammler nahm den Pappel-Ritterling in getrockne-

ter Form als Pilzpulver oder auch als Frischpilz zubereitet zu sich. Es zeigte sich ein stets 

wiederkehrendes Bild: Nach Perioden des Pilz-Genusses besserte sich der Zustand merk-

lich. Nach Absetzen des Pilzes hielt die Wirkung noch einige Monate an, dann wurden 

die Krankheitssymptome wieder stärker. Der Pilzsammler ging dazu über, zweimal im 

Jahr 2 Monate lang den Pappel-Ritterling zu sich zu nehmen. 

Frau Schäfer litt an Heuschnupfen und auch bei ihr wurde eine Wirksamkeit des Pappel-

Ritterlings bis hin zum restlosen Rückgang der Symptomatik beobachtet (Schäfer 1977). 

An dieser Stelle soll erwähnt werden, dass Herr Schäfer an sich selbst eine Fallstudie 

durchgeführt hat, in welcher er auch die Untersuchung einer „Dechallenge“ vornahm. 

Nach einiger Zeit kam es zur erneuten Verschlechterung der Symptomatik. Bei der 

„Rechallenge“ trat wiederum eine Symptom-Verbesserung ein. Der Bericht zeigt des Wei-

teren eine Spezifität, da sich bei ihm nicht alle Funktionen des menschlichen Körpers 

besserten, sondern er explizit die Symptomatik seiner Erkrankung erwähnt. Der Aussa-

gen von Herrn Schäfer können als zuverlässig bewertet werden und legen einen kausalen 

Zusammenhang zwischen Aufnahme der Biomasse des Pappel-Ritterlings und der Ver-

besserung sowohl der Symptomatik einer Thrombangiitis obliterans, als auch einer aller-

gischen Rhinitis nahe (vgl. Jaehde et al. 1998, S. 331). Auch der Erfahrungsbericht eines 

weiteren Patienten enthält die Beschreibung des vollständigen Rückgangs der Sympto-

matik einer allergischen Rhinitis nach Einnahme einer Messerspitze des Pulvers von 

Fruchtkörpern des Pappel-Ritterlings hin, die Einnahme erfolgte morgens, mittags und 

abends jeweils nach dem Essen (Dieter Roloff 1990). 

 

In den 1980er-Jahren wurden verschiedene Studien zur immunsuppressiven Wirkung des 

Pappel-Ritterlings und den dafür verantwortlichen Inhaltsstoffen durchgeführt (Lindequ-

ist et al. 1989a). Es konnte Ergosterolperoxid als immunsuppressiver Inhaltsstoff des Pil-

zes isoliert werden (Lindequist et al. 1989b). In-vitro wurde eine Aktivität im Hämolyse-

Plaque-Test (HPT) und im Lymphozytentransformationstest (LTT) festgestellt. Im HPT 
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werden v.a. die IgM-sezernierenden Zellen erfasst. Das Pilzpulver bewirkte bei p.o.-

Verabreichung an der Maus in einer Dosierung von 11 g/kg Körpergewicht (KG) eine 

Verminderung der Anzahl Plaque-bildender-Zellen um 50-60 % gegenüber der Kontrolle. 

Ergosterolperoxid zeigte in diesem Test eine Wirkung ähnlich der von Dexamethason. 

Auch das kultivierte Myzel des Pilzes war wirksam. Im LTT, in welchem der ³H-

Thymidin-Einbau in Phythämagglutinin (PHA)-stimulierte humane Lymphozyten gemes-

sen wird, zeigte Ergosterolperoxid eine Wirkung, die in ihrer Stärke annähernd der von 

Hydrocortison entspricht. Im Tierversuch verminderte Ergosterolperoxid den Antikör-

per-Titer von Ratten nach Immunisierung mit Schaferythrozyten und den von Meer-

schweinchen nach Infektion mit Salmonella paratyphi B. Des Weiteren lassen sich aus 

den Ergebnissen weitere wirksamkeitsbestimmende Inhaltsstoffe vermuten (Lindequist 

1987). 

1.1.3 Armillaria ostoyae (ROMAGN.) HERINK 

Der Dunkle Hallimasch, Armillaria ostoyae (ROMAGN.) HERINK (Syn. Armillaria solidipes 

PECK) ist ein Basidiomycet aus der Familie der Physalacriaceae. A. solidipes wurde 1900 

von Peck beschrieben (Peck 1900) und bekam später den Namen A. ostoyae (Romagnesi 

1970). Die Bezeichnung A. ostoyae wurde in Frage gestellt und die Änderung der Be-

zeichnung des Pilzes in A. solidipes angeregt (Burdsall 2008). Dies geschah aufgrund mik-

roskopischer und makroskopischer Betrachtung des Typus-Exemplares von Peck und 

verschiedener A. ostoyae-Exemplare. Molekularbiologische Daten wurden hierin nicht 

einbezogen. Die fehlende genetische Analyse wurde dann als Gegenargument aufgegrif-

fen und noch ein weiteres gegen die Einordnung als A. solidipes vorgebracht: Als Merk-

mal der makroskopischen Betrachtung sei in der genannten Publikation explizit die Ab-

wesenheit eines ausgeprägten Annulus festgehalten worden, jedoch besitze A. ostoyae 

einen dicken und robusten Annulus. A. solidipes könne daher die Bezeichnung A. ostoyae 

nicht ersetzen (Hunt et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wird die Bezeichnung 

A. ostoyae verwendet, welche überwiegend in der Literatur zu diesem Pilz zu finden ist. 

A. ostoyae ist ein nach Abkochen essbarer Pilz. Ohne Abkochen genossen kann es zu to-

xischen Wirkungen kommen. Die größte Bedeutung besitzt A. ostoyae jedoch als Forst-

schädling. In Nordamerika sind gewöhnliche Douglasien (engl. Douglas-fir) (Pseu-

dotsuga menziesii) besonders anfällig für eine Infektion mit A. ostoyae. 
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Beim Hallimasch ist eine besondere Ausbildung zu beobachten: Rhizomorphen. Hierbei 

handelt es sich um derbe, strangartige Gebilde, die nach außen von einer dickwandigen, 

vielfach durch Melanin dunkel pigmentierten Rindenschicht begrenzt sind und in der die 

Hyphen verkleben. Das Innere besteht aus dünnwandigen, großlumigen langgestreckten 

Hyphen. Rhizomorphen besitzen möglicherweise Transportfunktion. (Schwantes 1996, S. 

44) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das größte und schwerste Lebewesen der Erde ist ein Exemplar von A. ostoyae im Mal-

heur National Forest in Bundesstaat Oregon in den USA. Das größte Exemplar besitzt 

eine Ausbreitung von 2385 ac (≙ 9,65 km²) und ein geschätztes Gewicht von 7567-35000 t. 

Dort wo der Pilz wächst befindet sich ein „Armillaria disease center“, d.h. eine Fläche, wo 

viele abgestorbene bzw. absterbende Bäume vorhanden sind und einige junge Bäume 

nachwachsen (Schmitt und Tatum 2008). 

  

Abb. 7 Myzel des Dunklen Hallimaschs im 
Phasenkontrast. 

 Vergrößerung 400fach. Mikroskop 
AXIO Vert. A1 

Abb. 6 Myzel des Dunklen Hallimaschs. 
Vergrößerung 400fach. Mikroskop 
AXIO Vert. A1 
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In A. ostoyae konnten zwei Enzymsysteme identifiziert werden, Enzyme mit Phospholi-

pase A1-Aktivität (Dippe et al. 2012) und eine extrazelluläre Mangan-abhängige Peroxi-

dase (Robene-Soustrade et al. 1992). Die Phospholipase A1–Aktivität ist bei A. ostoyae 

verantwortlich für den Phospholipid-Abbau während der Sporogenese, wobei die Aktivi-

tät in der späten reproduktiven Phase in Korrelation mit der Freisetzung von reifen 

Sporen auftritt (Dippe und Ulbrich-Hofmann 2011). Die Mangan-abhängige Peroxidase-

Aktivität scheint im Zusammenhang mit der Degradation von Lignin zu stehen und ist 

bei A. ostoyae-Kulturfiltraten höher als bei solchen von A. mellea-Kulturen. Mangan-

Peroxidase spielt eine spezifische und bedeutende Rolle im Infektionsprozess. Armillaria-

Abb. 8 Fruchtkörper des Dunklen Hallimaschs. 
  Gut zu erkennen sind der ausgeprägte Annulus 
  und die braunen Schuppen auf dem Hut 

Abb. 9 Junge Fruchtkörper des Dunklen Hallimaschs 
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Arten gehören zu den Weißfäule-Pilzen, wobei A. ostoyae überwiegend Weichholzge-

wächse befällt, A. mellea hingegen meist Hartholzgewächse (Robene-Soustrade et al. 

1992). Da der Pilz zumeist die Wurzeln angreift ist die Diagnose einer Infektion von 

Bäumen bis zu dem Zeitpunkt schwierig, an dem charakteristische Fruchtkörper an der 

Basis des Stamms oder Symptome im Bereich der Krone oder im unteren Stammabschnitt 

auftreten. Symptome der Krone variieren bei Koniferen und Laubbäumen. Im Allgemei-

nen dünnt und bleicht die Beblätterung aus, wird zunächst gelb, dann braun; Äste ster-

ben ab, Spross- und Blattwachstum nehmen ab. Diese Symptome können jedoch teilweise 

bei Infektion mit anderen Pilzen auftreten. Daher müssen für die Diagnose einer Infekti-

on mit Armillaria zusätzliche Symptome herangezogen werden. Bei den meisten Konife-

ren sind die infizierten Bereiche des unteren Stammabschnitts vergrößert und sondern 

eine große Menge an Harz ab. Infizierte Bereiche der Wurzel sind häufig mit Harz, Erde 

und teilweise Pilzgewebe verkrustet. Bei Laubbäumen treten in den infizierten Bereichen 

eingefallene Läsionen der Rinde auf, die mit loser Borke oder Gummi bzw. anderen 

Exsudaten bedeckt sind. Meist sind diese Symptome unauffällig oder völlig abwesend. Bei 

der Anwesenheit von Armillaria zeigen sich unter der die infizierten Bereiche bedecken-

den Rinde die charakteristischen weißen Myzelmatten oder Rhizomorphen, welche zwi-

schen Holz- und Bastteil wachsen. Die Myzelmatten besitzen eine unregelmäßige, fä-

cherartig gestreifte Zeichnung. Dicke Matten zerfallen und hinterlassen Eindrücke auf 

der mit Harz bedeckten inneren Rinde. Rhizomorphen, welche unter der Rinde wachsen 

sind flach, schwarz oder rotbraun und können eine Breite von bis zu 5 mm erreichen. Sie 

besitzen eine innere Lage mit weißem und eine kompakte äußere Lage mit schwarzem 

Myzel. Rhizomorphen wachsen auch im Boden, sie sind aufgebaut wie diejenigen zwi-

schen Holz und Rinde und unterscheiden sich allein dadurch, dass sie zylindrisch und 

nur halb so groß sind. Treten Fruchtkörper auf, beweisen diese eine Infektion mit Armil-

laria. Die Fruchtkörper sind kurzlebig, erscheinen in Gruppen an der Basis infizierter 

Bäume und Baumstümpfe, werden sporadisch im Spätsommer oder Herbst gebildet und 

sind v.a. in feuchten Perioden anzutreffen (Williams et al. 1989). 

In einer Studie zeigte sich, dass P. tremuloides toleranter als Koniferen gegenüber einer 

Infektion mit A. ostoyae ist. Zwar wurden die Bäume häufiger infiziert, jedoch seltener 

abgetötet. Außerdem wurde festgestellt, dass die Fähigkeit, eine Krankheit hervorzurufen 

stark mit der Höhe der Produktion von Rhizomorphen korreliert (Omdal et al. 1995). Das 

finale Resultat, die Abtötung eines Baumes, ist nicht allein abhängig von der Aggressivi-

tät („Virulenzrate“), sondern auch von anderen Faktoren, so evtl. auch von der Abwehr-
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fähigkeit des Baumes (Morrison und Pellow 2002). In Zentral-Vermont (USA) betrug die 

Mortalität bei Fichten aufgrund von Wurzelinfektion mit Armillaria 8,5 m³/ha × a (Wargo 

und Shaw, 1985). 

Aus Armillaria-Arten wurden bereits Substanzen mit medizinisch interessanter Wirkung 

isoliert. Hierzu gehören die Melleolide I-IV (Midland et al. 1982) und ähnliche Sesquiter-

pen-Arylester (Donnelly et al. 1985; Donnelly et al. 1997; Kobori et al. 2015), Armillasin 

und Armillatin (Yang et al. 1991). Diese Verbindungen besitzen alle ein Protoilludan-

Grundgerüst (s. Abb. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Genus Armillaria gehört zu den Organismen mit der besonderen Fähigkeit der Bio-

lumineszenz (Rishbeth 1986). Das Licht wird vom Myzel emittiert, die Fruchtkörper hin-

gegen zeigen keine Emission. Die Aufgabe der fungalen Biolumineszenz ist ungeklärt. 

Eine bessere Verbreitung der Sporen durch Anlockung von Insekten bietet keine Erklä-

rung dafür, dass das Myzel leuchtet. Eine große Zahl von Invertebraten ernährt sich 

überwiegend oder ausschließlich von Pilzmyzel. Biolumineszenz könnte einen abschre-

ckenden Effekt auf Fungivoren besitzen oder deren Parasiten bzw. Fressfeinde anlocken 

(Sivinski 1981). Eine anderer Erklärungsansatz besteht darin, dass Biolumineszenz eines 

nur geringen Energieaufwandes bedarf und anstelle der Bildung von Wärme erfolgen 

könnte (Weitz 2004). Die Autoren eines Reviews bevorzugen die Hypothese, dass es sich 

um einen Prozess der Detoxifikation von schädlichen Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), 

welche durch die Zellatmung entstehen, handelt. ROS könnten im Verlaufe der Lignino-

lyse entstehende Peroxide sein. Alle biolumineszenten Pilze verursachen Weißfäule, d.h. 

sie sind zur Degradation von Lignin befähigt. (Desjardin et al. 2008) 

Diese Ansicht findet sich auch in einer Publikation über biolumineszente Mycena-Arten 

(Desjardin et al. 2007) und wurde in einer etwas älteren Arbeit vorgebracht (Bermudes et 

al. 1992). Der Mechanismus der Lichtemission ist ungeklärt. Diskutiert werden sowohl 

enzymatische als auch nicht-enzymatische Prozesse (Übersicht bei Desjardin et al. 2008). 

Abb. 10 Strukturformel von Protoilludan 
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1.2 Kurzabriss des menschlichen Immunsystems 

Das menschliche Immunsystem kann nach der Art der Abwehrmechanismen eingeteilt 

werden. 

 

 

Abb. modifiziert nach (Neumann 2008). 

 

Aus Abb. 11 ist ersichtlich, dass sowohl beim angeborenen als auch beim erworbenen 

Immunsystem humorale und zelluläre Abwehrmechanismen existieren. Im Organismus 

besteht ein Zusammenspiel von angeborenem und erworbenem Immunsystem, z.B. benö-

tigen die Effektorzellen des erworbenen Immunsystems (B- und T-Lymphozyten) pha-

gozytierende Zellen des angeborenen Immunsystems (Makrophagen und Dendritische 

Zellen) für die Aktivierung. Auf der anderen Seite geht die Phagozytose von Antigenen 

viel leichter vonstatten, wenn Antikörper an diese gebunden sind (Neumann 2008). 

  

Abb. 11 Einteilung des menschlichen Immunsystems nach Art des Abwehrmechanismus 
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1.2.1 Allergische Erkrankungen 

Bei allergischen Reaktionen handelt es sich um überempfindliche (hypersensitive) und 

schädigende Antworten des menschlichen Immunsystems auf potentiell harmlose Anti-

gene (Allergene). Der Zustand, welcher als Ergebnis einer allergischen Reaktion auftritt, 

lässt sich als Allergie bezeichnen (Ferenčík et al. 2006, S. 183). Es werden vier verschiede-

ne Typen der Allergie unterschieden: Soforttyp (Typ I), zytotoxischer Typ (Typ II), Im-

munkomplextyp (Typ III) und Spätreaktionstyp (auch zelluläre Immunreaktion genannt; 

Typ IV). In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Extrakten, Fraktionen und 

Substanzen auf die Degranulation von RBL-2H3-Zellen untersucht, welche mittels IgE-

Antikörper sensibilisiert wurden. Dies ist als ein Modell der allergischen Reaktion vom 

Soforttyp anzusehen. Typ-I-Allergien machen ca. 90 % aller allergischen Erkrankungen 

aus. Die zu Grunde liegende Immunantwort ist eigentlich der Abwehr von Infektionen, 

v.a. von Helminthen (Würmern) gewidmet. Im Falle der pathologischen Ausprägung als 

Allergie findet zunächst eine Sensibilisierung des Organismus statt. B-Zellen werden von 

Th2-Zellen über Interleukin-4 (IL-4) und IL-13 aktiviert, woraufhin die Produktion von 

IgE-Antikörpern erfolgt. Beim erneuten Kontakt mit dem Allergen tritt dann eine allergi-

sche Symptomatik auf. In der Frühphase kommt es zur Bindung des Antigens an IgE-

Antikörper, welche an Fcε-Rezeptoren gebunden vorliegen und vernetzt werden. In den 

Granula der Mastzellen vorhandene Mediatoren werden im Verlaufe von Sekunden bis 

Minuten freigesetzt. Histamin führt zu einer Vasodilatation, Juckreiz, Niesen und 

Schmerz. Heparin und Chondroitinsulfat stabilisieren das in den Granula vorhandene 

Histamin. Heparin hemmt zusätzlich die Blutgerinnung, es wirkt antiinflammatorisch 

und führt zur Begrenzung der allergischen Symptomatik. Tryptasen und Chymasen wir-

ken proinflammatorisch, erhöhen die Beweglichkeit von Leukozyten und verändern die 

Expression von Adhäsionsmolekülen und Zytokinen. Auch Tumornekrose-Faktor-Alpha 

(TNF-α) wird bereits freigesetzt. Über den Lipidmetabolismus bilden Mastzellen Prostag-

landine und Leukotriene. Diese erhöhen die Schleimproduktion und führen wie Histamin 

zu Vasodilatation und erhöhter Durchlässigkeit der Blutgefäße. Einige Lipide ermögli-

chen die Rekrutierung von Eosinophilen. Auch der Plättchen-aktivierende Faktor (PAF) 

ist ein Lipidmediator und bewirkt die Aggregation von Thrombozyten, Aktivierung von 

Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen und Eosinophilen und induziert die Bildung 

weiterer Lipidmediatoren. In Folge der PAF-Wirkung kommt es zur Verengung von Blut-

gefäßen und Bronchien. Klinisch können aufgrund der Vasodilatation Erytheme (Hautrö-
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tungen) erkannt werden. Die Herabsetzung der Blutgerinnung und die erhöhte Durchläs-

sigkeit der Blutgefäße für Flüssigkeit führen zur Urtikaria (Nesselsucht). Kommt es zur 

Bildung solcher Ödeme (Flüssigkeitsansammlungen im Gewebe) in den Bindegewebs-

schichten unter Haut oder Schleimhaut, spricht man von einem Angioödem. Bezogen auf 

die Lunge kann es zu allergischem Asthma durch Verengung von Bronchien und erhöh-

ter Schleimproduktion kommen. Ist die allergische Reaktion nicht auf die Kontaktstelle 

mit dem Allergen begrenzt, sondern betrifft zusätzlich andere Organe oder ist gar syste-

misch, spricht man von einer Anaphylaxie, welche in vier Grade eingeteilt werden kann. 

Die stärkste Ausprägung liegt beim anaphylaktischen Schock vor und ist lebensbedroh-

lich. In der Spätphase einer Typ-I-Allergie werden Zytokine freigesetzt, welche die In-

flammation aufrechterhalten, z.B. TNF-α und IL-3, -5, -10, -13, -17 und die Chemokine 

CXCL8 und CCL2. Bei wiederholter Exposition kann es zu einer chronischen Phase der 

Allergie kommen, welche zu permanenten Veränderungen der umliegenden Gewebe füh-

ren kann, z.B. zur vermehrten Bildung von Blutgefäßen und Verminderung der Barriere-

funktion von Epithelien. Liegt eine genetische Veranlagung zu allergischen Erkrankun-

gen vom Soforttyp vor, spricht man von Atopie. Hierzu zählen v.a. allergische Rhinitis, 

Asthma bronchiale und atopisches Ekzem (Neurodermitis). Auslöser der allergischen 

Rhinitis sind Pollen, Haustiere und Kot von Hausstaubmilben. Hier sind die „vorderen“ 

Atemwege betroffen. Findet die Reaktion in tiefer liegenden Atemwegen statt, kommt es 

zum allergischen Asthma bronchiale. Liegt eine allergische Rhinitis vor, ist das Risiko für 

das Auftreten von Asthma erhöht („Etagenwechsel“). Durch Veränderung der Gewebe 

kann sich die Verengung der Atemwege (z.B. Verdickung von Gewebeschichten, Vergrö-

ßerung der schleimproduzierenden Zellen) mit der Zeit verschlimmern. (Rink et al. 2012) 

Zu den häufigsten Ursachen von Anaphylaxien gehören Medikamente (z.B. Penicilline, 

Anästhetika, Antiphlogistika), Nahrungsmittelallergene (z.B. Nüsse, Eier, Milch), Insek-

tenstiche (Hautflügler wie Wespen und Bienen), Latex (z.B. Gummihandschuhe, Kathe-

ter), körperliche Belastung (nach bestimmten Speisen und unmittelbar darauf folgender 

Belastung wie Laufen oder schnelles Gehen) sowie unbekannte Ursachen (bei 20-30 % 

aller anaphylaktischen Reaktionen). Lebensrettendes Medikament bei einer anaphylakti-

schen Reaktion ist Adrenalin, welches intravenös verabreicht wird. (Ferenčík et al. 2006, 

S. 230–232) 

Thrombangiitis obliterans, wie sie bei Herbert Schäfer vorlag, kann keinem der Typen 

einer allergischen Erkrankung zugeordnet werden. Die allergische Rhinitis von Frau 

Schäfer entspricht einer allergischen Reaktion vom Typ I (Soforttyp). 
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Die Therapie von Allergien besteht vornehmlich in der Allergenkarenz, d.h. dem (mög-

lichst vollständigen) Meiden des die allergische Reaktion auslösenden Antigens, welches 

bei Allergien ein körperfremdes darstellt (bei autoimmunen Erkrankungen sind es kör-

pereigene Antigene, ein wichtiger Unterschied, vgl. Ferenčík et al. 2006, S. 184), z.B. kann 

durch einfache Maßnahmen wie tägliches Haarewaschen versucht werden, den Kontakt 

zu Pollenallergenen möglichst gering und kurz zu halten. 

Bei einer Hyposensibilisierung wird versucht, die Reaktion des Immunsystems mit stei-

genden Dosen eines Allergens abzuschwächen, was z.T. auch gelingt. Die Mechanismen, 

welche zu diesem Effekt führen sind noch unverstanden.  

Eine pharmakologische Behandlung von Allergien kann durch Immunsuppressiva, An-

tiphlogistika oder Antiallergika erfolgen. Immunsuppressiva sind hierbei v.a. bei Aller-

gien der Typen II-IV wirksam. Antiphlogistika (z.B. Glucocorticoide) können bei allen 

Typen eingesetzt werden. Als Antiallergika bezeichnet man die gegen Typ-I-Allergien 

wirksamen Arzneimittel. Hier sind zu nennen: „Degranulationshemmer“ (z.B. Cromogli-

cinsäure, Nedocromil), Omalizumab (ein gegen IgE gerichteter Antikörper) und H1-

Antihistaminika. (Freissmuth et al. 2012). 

Eine Immuntherapie mit dem Allergen kann zu einer 50 %igen Verminderung der Symp-

tomatik und Medikamenteneinnahme führen, wenn das aulösende Allergen mit epikuta-

nem oder perkutanem Hauttest identifiziert worden ist und ausreichend hoch dosiert 

wird. Der große Vorteil der Immuntherapie besteht darin, dass sie schützend bezüglich 

einer weiteren Sensibilisierung gegenüber weiteren Allergenen wirkt und auch einer 

Entwicklung von Asthma bei Patienten mit allergischer Rhinitis vorbeugt. Das Kosten-

Nutzen-Verhältnis scheint trotz des hohen Kostenaufwands dieser Therapieform positiv 

zu sein. Als schwerwiegende Nebenwirkung kann eine lebensbedrohliche Anaphylaxie 

auftreten, was die Verabreichung des Allergens mit anschließender 20-30 minütiger Be-

obachtung des Patienten durch einen Arzt erforderlich macht. Eine neuere Form der Im-

muntherapie ist die sublinguale Verabreichung des Allergens. (Ledford 2007, S. 159–161) 

Die Pharmakotherapie der allergischen Rhinitis kann in zwei Anwendungsarten geteilt 

werden: Topisch und oral. Bei der topischen Anwendung kommen v.a. Glucocorticoide 

und Antihistaminika zum Einsatz. Oral sind v.a. Antihistaminika, evtl. in Kombination 

mit dem Leukotrienrezeptor-Antagonisten Montelukast zu nennen. Die topische Anwen-

dung von Glucocorticoiden führt zu einer 70 %igen Verbesserung der Symptomatik bei 

ca. ¾ aller Patienten. Systemische Nebenwirkungen sind gering, jedoch nicht völlig aus-

zuschließen (ca. 80 % der verabreichten Dosis werden verschluckt). Topische Antihista-
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minika können ebenfalls angewandt werden. Azelastin z.B. ist in der Lage die Inflamma-

tion der Nasenschleimhäute einzudämmen. Orale Antihistaminika reduzieren Symptome 

wie Juckreiz und Niesen und führen zu einer 30 %igen Verbesserung der Symptomatik 

bei ca. der Hälfte aller Patienten. Diese geringere Verbesserung gebenüber topischen 

Glucocorticoiden kann darauf zurückgeführt werden, dass durch Antihistaminika keine 

Abschwellung der Nasenschleimhäute eintritt. Die Schleimhautschwellung mit der damit 

einhergehenden Obstruktion des Nasen-Atemwegs ist das am meisten belastende Symp-

tom einer allergischen Rhinitis. Eine Kombination mit oralen Dekongestiva ist zwar 

wirksam, die Nebenwirkungen mit Nervosität, Schlafstörungen, erhöhtem Blutdruck, und 

Blasenfunktionsstörung jedoch unvorteilhaft. (Ledford 2007, S. 161–164) 

 

Es existieren bereits einige pflanzliche Präparate zur Behandlung von allergischer Rhini-

tis. Diese enthalten v.a. Extrakte von Pestwurz-Arten (Petasites sp.) oder auch von Ast-

ragalus membranaceus. Die Präparate sind nicht als Arzneimittel zugelassen, sondern 

laufen unter der Bezeichnung Nahrungsergänzungsmittel. Für einen Extrakt (Ze 339) aus 

Petasites hybridus, der Gewöhnlichen Pestwurz konnte eine Verringerung der Atemwegs-

Hyperreaktivität und der Rekrutierung von Eosinophilen mithilfe der bronchoalveolären 

Lavage in Ovalbumin-sensibilisierten Mäusen nachgewiesen werden. Des Weiteren er-

folgte eine Erniedrigung der IL-4, IL-5 und RANTES (CCL5)-Produktion. (Brattström et 

al. 2010) 

In einer 18 Probanden umfassenden randomisierten, doppelblinden, Placebo-

kontrollierten cross-over-Studie konnte eine im Vergleich mit Desloratadin stärkere Bes-

serung der nasalen Obstruktion im Zuge einer durch Gräserpollen hervorgerufenen al-

lergischen Rhinitis festgestellt werden. Die Behandlung mit Desloratadin und Ze 339 be-

gann 5 d vor der Provokation durch das Antigen. Ze 339 könnte einen phrophylaktischen 

Nutzen gegen allergische Symptome besitzen. (Dumitru et al. 2011) 

Auch die aus dem Rhizom von Petasites tricholobus isolierte Sesquiterpene, sog. Bakkeno-

lide führten zu einer Verminderung allergischer Symptome, Eosinophilen-Rekrutierung 

in das nasale Gewebe und Serum-IL-4 und –Histamin (Zhang et al. 2011). 
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Allergien stellen ein aktuelles gesundheitliches Problem in der westlichen Welt dar. Bei 

Kindern und Jugendlichen sind sie die häufigste Erkrankung. Der Kinder- und Jugendge-

sundheitssurvey, welcher von 2003-2006 vom Robert-Koch-Institut in Deutschland 

durchgeführt wurde kam zu dem Ergebnis, dass die Lebenszeitprävalenz (Prävalenz: Quo-

tient aus Merkmalsanzahl und der Population zu einem bestimmten Zeitpunkt, s. Jaehde 

et al. 1998, S. 337) einer atopischen Erkrankung 22,9 % beträgt. Jungen litten dabei häufi-

ger unter der Erkrankung als Mädchen. Ein Ost-West-Unterschied konnte nur beim al-

lergischen Kontaktekzem festgestellt werden. Kinder mit Migrationshintergrund und aus 

niedrigeren sozialen Schichten waren seltener betroffen. Die Autoren sehen die Ergeb-

nisse als Stützung der sogenannten Hygienehypothese an. (Schlaud et al. 2007) 

In der ersten Folgebefragung zeigte sich, dass Neurodermitis und Allergische Rhinitis die 

höchsten Prävalenzen in der Reihe der atopischen Erkrankungen aufwiesen. Ärztlich 

festgestellt wurden Neurodermitis und Allergische Rhinitis signifikant häufiger bei Jun-

gen als bei Mädchen. (Schmitz et al. 2014) 

Kinder von Eltern, welche selbst Allergiker sind, haben ein erhöhtes Risiko an Allergien 

zu erkranken, z.B. sind Kinder von Allergikern vom Astma bronchiale doppelt so häufig 

betroffen wie Kinder von Eltern ohne Allergie. (Robert-Koch-Institut 2008) 

In einer ähnlichen Studie unter Erwachsenen wurde eine Lebenszeitprävalenz von 30 % 

für allergische Erkrankungen festgestellt. Hier gaben jedoch Frauen signifikant häufiger 

als Männer an, eine ärztliche Diagnose der Allergie erhalten zu haben. (Langen et al. 

2013) 

In dieser DEG1S genannten Studie kam auch heraus, dass ca. 50 % der Teilnehmer ge-

genüber mindestens einem der in der Studie untersuchten Antigene sensibilisiert waren. 

Unter den zehn wichtigsten Allergenen waren Gräser- und Baumpollen, Wespengift, 

Hausstaubmilbe sowie als Nahrungsmittelallergene Haselnuss und Pfirsich. (Haftenber-

ger et al. 2013) 

Die Prävalenz der allergischen Rhinokonjunktivitis scheint weltweit zu steigen (Asher et 

al. 2006). 

  



  1. Einleitung 

19 

1.2.2 Testmodelle für die Untersuchung der Beeinflussung allergischer 

Vorgänge 

Es existieren verschiedene Testmodelle, mit denen der Einfluss bestimmter Faktoren auf 

allergische Prozesse untersucht werden kann. Es können primäre oder sekundäre Zellen 

verwendet werden. Primäre Zellen sind für Untersuchungen in der Hinsicht besser ge-

eignet, als dass sie ein genaueres Bild der Wirklichkeit abgeben. Physiologische Vorgän-

ge sind in diesen Zellen weniger stark verändert als bei sekundären Zellen bzw. Zellli-

nien. Experimente mit primären Zellen können jedoch zu einer größeren Streuung der 

Messwerte führen, da die Ausgangslage der Zellen durch die Situation des Spenders bei 

der Entnahme beeinflusst werden kann. Zelllinien als sekundäre Zellen sind häufig tu-

morigen, es ist daher zu beachten, dass beträchtliche Änderungen der physiologischen 

Prozesse in diesen Zellen vorliegen können. Die Messergebnisse streuen jedoch meist 

weniger stark und auch die experimentelle Handhabung fällt leichter, da die Zellen durch 

Immortalität in Dauerkultur gehalten werden können. Dies ist bei primären Zellen nicht 

der Fall, da sie für jeden Versuch erneut aus dem Spenderorganismus entnommen wer-

den müssen.  

Es können in-vivo-Versuche bezüglich antiallergischer Wirkungen unternommen wer-

den. Vor allem im Bereich der Lebensmittelallergie existieren einige in-vivo-Modelle an 

Mäusen, Ratten, Hunden, Schafen und Schweinen. Eine Übersicht findet sich bei van 

Gramberg et al. 2013. Versuche können mit der Verfütterung von Versuchsmaterial z.B. 

an Ratten und anschließender Betrachtung biologischer Parameter und von Organen 

nach Euthanasierung erfolgen (Abril-Gil et al. 2016). Ein bekannter in-vivo-Test, welcher 

in der Untersuchung von allergischen Reaktionen angewandt wird ist die passive kutane 

Anaphylaxie (engl. passive cutaneous anaphylaxis, PCA). Hierbei handelt es sich um die 

Quantifizierung einer Hautreaktion von sensibilisierten Tieren, denen das entsprechende 

Antigen verabreicht wird, welches eine kutane allergische Reaktion hervorruft. Der Test 

kann z.B. mit Meerschweinchen oder Mäusen durchgeführt werden (Verdier et al. 1994; 

Sato et al. 2014; Kim et al. 2005b; Kim et al. 2008). 

Eine Möglichkeit des Tests an isolierten Zellen bietet sich mit Bone-marrow cultured 

mononuclear cells (BMCMCs) (Lin und London 2006). Hier wird mit einer Sensibilisie-

rung durch IgE-Antikörper und Stimulierung mit DNP-HSA gearbeitet. Anstatt der 

BMCMC können auch RBL-2H3-Zellen verwendet werden (s.u.). Physiologisch gesehen, 

sind BMCMCs der RBL-2H3-Zelllinie vorzuziehen, da es sich um primäre, nicht-
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tumorigene Zellen handelt, deren Funktionalität eher die physiologischen Gegebenheiten 

im Organismus widerspiegelt. Ein Nachteil besteht in der heterogenen Zusammenset-

zung von BMCMCs, da es sich um eine Zellfraktion handelt, welche aus tierischen Orga-

nismen isoliert, kultiviert und anschließend für Versuche vewendet wird. Zu primären 

Zellen gehören auch rat peritoneal mast cells (RPMCs), welche als Modell für die Unter-

suchung allergischer Reaktionen herangezogen werden können (Uramaru et al. 2014). 

Eine Zelllinie für die Untersuchung immunologischer Prozesse stellen RAW264.7-Zellen 

dar. Hierbei handelt es sich um murine Makrophagen-ähnliche Zellen. Diese werden z.B. 

für Versuche zur Zytokin-Freisetzung verwendet (Kobori et al. 2007). Eine weitere Mög-

lichkeit besteht in der Verwendung der humanen Makrophagen-Zelllinie HMC-1 (Park et 

al. 2008). Wie bereits erwähnt, besitzen primäre Zellen den Vorteil, die physiologischen 

Gegebenheiten des Organismus besser widerzuspiegeln als tumorigene Zelllinien. Die 

Arbeit mit primären Zellen ist jedoch aufwändiger und die Streuung der Ergebnisse auf-

grund der unterschiedlichen Ausgangssituationen der Spenderorganismen größer. Zur 

Bioaktivitäts-geführten Isolierung von Substanzen scheinen Zelllinien daher besser ge-

eignet. Eine Absicherung der Ergebnisse an primären Zellen ist nach Möglichkeit anzura-

ten. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Degranulation der RBL-2H3-Zelllinie als Modell zur 

Untersuchung antiallergischer Effekte verwendet. Es handelt sich um eine weit verbreite-

te und häufig angewandte Methode.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 12 RBL-2H3-Zellen. Vergrößerung 200fach 
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Bei der RBL-2H3-Zelllinie (ATCC® CRL-2256™) handelt es sich um Basophile aus der 

Ratte. Sie ist eine tumorigene Zelllinie und wurde 1973 durch die Induktion eines gra-

nulozytösen Tumors mit dem Carcinogen 2-(α-Chlor-β-iospropylamin)ethylnaphthalen 

erhalten (Eccleston et al. 1973).  

An dieser Zelllinie wurden verschiedene Mechanismen untersucht, so z.B. die Bindung 

von IgE-Antikörpern an den FcεRI-Rezeptor und nachfolgende Ereignisse. Basophile be-

sitzen die Fähigkeit, nach Cross-linking der IgE-gebundenen FcεRI-Rezeptoren vorge-

formte und neusynthetisierte Mediatoren freizusetzen. 

Die Zellen wuchsen sehr schnell und zeichneten sich durch hohe Robustheit gegenüber 

äußeren Einflüssen aus. Aufgrund ihres tumorigenen Charakters ist es möglich, dass sie 

keine primäre Zellphysiologie zeigen, Ergebnisse somit vorsichtig zu beurteilen sind und 

evtl. nicht die Realität in Basophilen abbilden (Passante und Frankish 2009). Dies betrifft 

zu einem gewissen Grade auch Resultate zur Degranulationshemmung. Wichtig scheint 

auch, dass es sich bei dieser Zelllinie um Basophile und somit nicht – wie in der Literatur 

oft angegeben – um Mastzellen handelt, obwohl diese beiden Zellklassen einige Gemein-

samkeiten besitzen. RBL-2H3-Zellen sind jedoch ein unpräzises Modell für Mastzellen 

(Passante et al. 2009). 

Das Testprinzip besteht in der Sensibilisierung der Zellen durch gegen DNP-HSA gerich-

tete IgE-Antikörper und Stimulation durch DNP-HSA. Das Ausmaß der Degranulation 

wird über die Aktivität des Enzyms β-Hexosaminidase im Überstand bestimmt. Bei der 

β‑Hexosaminidase handelt es sich um ein membranständiges Enzym, welches z.B. auf 

Nervenzellen und Leukozyten (Kim et al. 2016) anzutreffen ist.  

Im menschlichen Organismus kommen β‑Hexosaminidasen v.a. in Lysosomen vor und 

sorgen für die Abspaltung von endständigen, β-glycosidisch gebundenen 

N-Acetylglucosamin- und N-Acetylgalactosamin-Molekülen. Ein angeborenes Enzymde-

fizit führt zu einer Erkrankung der Gruppe der GM2-Gangliosidosen. (Wendeler und 

Sandhoff 2009) 

Ein Review beschreibt die biochemischen Folgen von Mutationen, welche zu GM2-

Gangliosidosen führen (Mahuran 1999). Erhöhte Blutspiegel an β-Hexosaminidasen kön-

nen bei verschiedenen Erkrankungen auftreten und z.B. auf einen Alkoholabusus hinwei-

sen. Eine Übersichtsarbeit findet sich bei Javors und Johnson 2003. 
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1.3 Qualitätssicherung 

1.3.1 β-Glucane 

Sowohl in Pflanzen, Bakterien als auch Pilzen sind β-Glucane enthalten. Bei Pilzen sind 

sie elementarer Bestandteil der Zellwand und daher in jedem Pilzorganismus in unter-

schiedlicher Zusammensetzung, Menge und Ausprägung zu finden. Die β-Glucane stehen 

seit Längerem im Interesse der Forschung, da ihnen nützliche Effekte auf den menschli-

chen Organismus zugeschrieben werden. Hierzu zählen v.a. Effekte auf das angeborene 

und erworbene Immunsystem. Wirkungen auf das angeborene Immunsystem sind z.B. 

die Aktivierung von Phagozyten bzw. Makrophagen, natural killer cells (NK-Zellen) und 

Typ 3 Komplement-Rezeptoren, beim erworbenen Immunsystem ist die Aktivierung von 

Dendritischen Zellen (DC) zu nennen (Chen und Seviour 2007). Multizelluläre Organis-

men besitzen sogenannte „pattern recognition receptors“ (PRRs), welche von Geburt an 

nicht-eigene Strukturen, wie z.B. die sog. pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs) erkennen können. Diese Rezeptoren sind z.B. der Dectin-1-Rezeptor, comple-

ment receptor 3 (CR3), scavenger receptors, lactosylceramide (LacCer) und der toll-like 

receptor (TLR) (Chen und Seviour 2007). Die β-Glucane als wichtiger Bestandteil der pilz-

lichen Zellwand binden an die PRRs, d.h. werden durch diese erkannt. Fehlende PRR-

Funktion kann zu einer Chromoblastomycosis, einer chronischen Pilzinfektion der Haut 

führen (da Glória Sousa et al. 2011). Interaktion von Pilzen mit dem Dectin-1-Rezeptor 

scheint Auswirkungen auf Morbus Crohn zu haben (Iliev et al. 2012). Auf Langerhans-

Zellen (LC) kommt das C-Typ-Lectin Langerin vor, welches opportunistische und patho-

gene Pilze erkennen kann (Jong et al. 2010). Dectin-2-Rezeptoren erkennen Manno-

se‑reiche Strukturen und scheinen eine Bedeutung für die Abwehr von Infektionen zu 

besitzen (McDonald et al. 2012). Auch sie sind zu den PRRs zu rechnen (Robinson et al. 

2009).  

Die strukturellen Voraussetzungen für die biologische Aktivität von β-Glucanen sind 

trotz einer großen Anzahl an Arbeiten noch unbekannt. Es ist unklar, ob z.B. die triple-

helicale oder die single-helicale Konformation biologische Effekte hervorruft. In einer 

Studie wurde der Einfluss von Natronlauge auf die triple-helicale Struktur von 

β‑Glucanen untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass Natronlauge zu einer partiel-

len Öffnung der triple-Helix in single-helicale Bereiche führte. Je stärker die Öffnung, 

desto höher war auch die Aktivität im Limulus-Amöbozyten-Lysat-Test (LAL-Test) und 
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die Stickstoffmonoxid-Produktion (NO-Produktion) alveolärer Makrophagen (Young et 

al. 2000). Einzig die Wasserlöslichkeit kann bisher positiv mit einer Wirkung korreliert 

werden. Diese ist v.a. bei verzweigten Glucanen gegeben, da diese keine langen, wasser-

unlöslichen Aggregate ausbilden können. Die triple-helicale Konformation ist über einen 

größeren pH-Bereich stabil und wird durch hochalkalische Lösungen (pH=12), Lösungs-

mittel wie z.B. DMSO oder Temperaturen über der triple-Helix-Schmelztemperatur 

(135 °C) denaturiert. (Vetvicka et al. 2008) 

Eine Übersicht beschäftigt sich mit den chemischen und physikalisch-chemischen Eigen-

schaften in Bezug auf deren Bedeutung für biologische Aktivität (Barsanti et al. 2011). 

Die o.g. PRRs sind wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems, sie führen da-

zu, dass eine Immunreaktion gegen ein durch sie erkanntes Pathogen durch z.B. die Pro-

duktion von Zytokinen „in Gang“ kommt, ohne sie wäre die Reaktion schwächer oder 

nicht vorhanden (Orr et al. 2013). Ohne funktionierende PRRs könnte das Immunsystem 

mit einer starken Polizei verglichen werden, die jedoch nicht kontaktiert und in Aktion 

versetzt werden kann. Aufgrund dieser PRRs scheinen β-Glucane einen bedeutenden 

Einfluss auf das Immunsystem auszuüben, die Erforschung von Aktivitäten, Vorausset-

zungen und Signalwegen kann zu wichtigen Erkenntnissen über das menschliche Im-

munsystem und zu einer breiteren und zugleich spezifischeren Anwendung führen. Eine 

pilzreiche Diät kann das Immunsystem modulieren (Savelkoul et al.).  

β-Glucane zeigen nicht nur Wirkungen auf das Immunsystem, sondern könnten auch 

den Verlauf der sog. „Zivilisationskrankheiten“ wie kardiovaskulärer Erkrankungen und 

Krebs positiv beeinflussen. So wird der Cholesterolspiegel gesenkt (Nicolosi et al. 1999). 

Auch bei Diabetes können β-Glucane positive Wirkungen zeigen, s. dazu die Übersichts-

arbeit von Chen und Seviour 2007. Auf die Stimulierung des Immunsystems wurde be-

reits weiter oben eingegangen.  
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1.3.2 Agaritin 

 

 

 

 

 

 

Agaritin – β-N-(γ-L-(+)-Glutamyl)-4-(hydroxymethyl)phenylhydrazin – ist ein aromati-

sches Hydrazin, welches in Pilzen wie Agaricus bisporus IMBACH, dem Champignon und 

Agaricus subrufescens PECK (Syn. Agaricus brasiliensis WASSER), Mandelpilz genannt, ent-

halten ist. Ersterer ist bekannt als meistverwendeter Speisepilz, letzterer als Arzneipilz 

mit einer Reihe biologischer Wirkungen, z.B. antitumoralen, immunmodulierenden und 

antiallergischen Effekten (Wisitrassameewong et al. 2012; Firenzuoli et al. 2008; Kawa-

gishi et al. 1989; Kimura et al. 2004; Fujimiya et al. 1998). Als aromatisches Hydrazin steht 

Agaritin im Verdacht, genotoxische und mutagene Aktivitäten zu besitzen. Untersuchun-

gen hierzu führten zu unterschiedlichen Ergebnissen. Bei Phenylhydrazin wurden ein 

Anstieg von freiem, redox-aktivem Eisen sowie die Induktion eines oxidativen DNA-

Schadens in der Leber von Ratten beobachtet (Ferrali et al. 1997). Phenylhydrazin und 

dessen Nitro-Derivate zeigten mutagene Effekte an Salmonella typhimurium TA1538 

(Malca-Mor und Stark 1982). Bei einem lacI-Mutations-Assay an transgenen Mäusen 

konnte eine schwache Genotoxizität in-vivo gefunden werden (Shephard et al. 1995). 

Nachgewiesen werden konnte eine kovalente Bindung von Agaritin an DNA in-vivo 

(Shephard und Schlatter 1998). Bei subkutaner Injektion konnte kein karzinogener Effekt 

von Agaritin an Mäusen beobachtet werden (Toth und Sornson 1984). In einem anderen 

Fall führte jedoch die intragastrische Instillation einer einzelnen Dosis von 

4-(Hydroxymethyl)-benzendiazonium-tetrafluoroborat (Diazonium-Ion des 

4-Hydroxymethylphenylhydrazin-Teils, kurz 4-HMPH, des Agaritins) zur Ausbildung 

eines gastrischen Tumors (Adenome und Adenokarzinome) (Toth et al. 1982). Das 

N´-Acetyl-Derivat von 4-HMPH führte bei oraler Aufnahme an Mäusen zur Ausbildung 

von Adenomen und Adenokarzinomen der Lunge, sowie Angiomen und Angiosarcomen 

der Blutgefäße (Toth et al. 1978). Mit Leber- und Nierenmikrosomen von Ratte und Maus 

konnte eine enzymatisch katalysierte Umwandlung des Agaritins zu an die DNA binden-

den Substanzen beobachtet werden. Es wurde folgender Bioaktivierungsweg vorgeschla-

Abb. 13 Strukturformel von Agaritin 
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gen: Agaritin wird in den Nieren zum 4-HMPH metabolisiert. Aus diesem wird durch 

Leberaktivität das Diazonium-Ion gebildet (Walton et al. 1997). In Mäusen konnte durch 

die Verfütterung von frischen (d.h. rohen), kultivierten A. bisporus-Fruchtkörpern eine 

Induktion verschiedener Tumore gezeigt werden (Toth und Erickson 1986). 

Die Ergebnisse zur eventuellen Toxizität von Agaritin sind höchst widersprüchlich. Eine 

neuere Übersichtsarbeit kommt zu dem Schluss, dass die Aufnahme von Agaritin kein 

toxikologisches Risiko für gesunde Menschen beinhaltet (Roupas et al. 2010). 

In den letzten Jahren geriet Agaritin verstärkt als nützliche Substanz in den Fokus. So 

wurden zytotoxische Effekte an Leukämie-Zelllinien mit IC50-Werten im Bereich 2,7–

16,0 µg/mL beobachtet, die Wirkung auf normale lymphatische Zellen war bis zu einer 

Konzentration von 40 µg/mL nicht signifikant ausgeprägt (Endo et al. 2010). An der 

U937-Zelllinie konnte eine Apoptose-Induktion gezeigt werden (Akiyama et al. 2011). 

Eine Publikation beschreibt die potentielle Inhibition von HIV-Proteasen durch Agaritin 

(Gao et al. 2007). 

 

Der Agaritin-Gehalt beträgt 94–629 mg/kg in frischen und 2110–6905 mg/kg in getrock-

neten Fruchtkörpern von A. bisporus (Fischer et al. 1984). Bei A. subrufescens wurde in 

getrockneten Fruchtkörpern eine Konzentration des Agaritins von 15,3 mg/kg, 22–

57 mg/kg oder auch 1792 mg/kg gemessen (Nagaoka et al. 2006; Koge et al. 2011). 

Es existieren verschiedene Methoden zur Quantifizierung von Agaritin in Pilzen, z.B. 

HPLC und Detektion mittels DAD (diode array detector) (Fischer et al. 1984; Soulier et al. 

1993) oder Fluoreszenz-Derivatisierung mit DMEQ-COCI (3,4-Dihydro-6,7-dimethoxy-4-

methyl-3-oxochinoxalin-2-carbonylchlorid) (Nagaoka et al. 2006). Auch LC-MS mit SRM 

(selected reaction monitoring) (Koge et al. 2011; Janák et al. 2006) oder LC-MS/MS mit 

MRM (multiple reaction monitoring) (Kondo et al. 2006), jeweils im negativen Ionisati-

onsmodus, wurden verwendet. 

1.3.3 Validierung 

Das Ziel der Validierung eines analytischen Verfahrens ist der Nachweis, dass das Ver-

fahren für den gedachten Zweck geeignet ist (International conference on harmonisation 

of technical requirements for registration of pharmaceuticals for human use Parent Gui-

deline 1994).  
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Validierte analytische Verfahren sind ein Schlüssel zu anerkannten Standards und Proto-

kollen auch für die Produktion von Arzneipilzen. Diese Standards existieren heutzutage 

noch nicht, sind jedoch unabdingbar für die Etablierung von Arzneipilzen als Arzneimit-

tel in der westlichen Hemisphäre (Wasser 2014; Lindequist 2013). Gerade im Bereich der 

Pilze gibt es wenige anerkannte Verfahren, die als allgemeine Anforderungen an Pilze 

und Pilzprodukte gestellt werden könnten. Arbeiten auf diesem Gebiet sind aus pharma-

zeutischer Sicht von großer Bedeutung und stoßen auch von Seiten seriöser Unterneh-

men zunehmend auf Interesse. 

1.4 Zielstellung der Arbeit 

Für die vorliegende Arbeit lag eine doppelte Zielstellung vor: Auf der einen Seite standen 

biologische und chemische Untersuchungen von Tricholoma populinum und Armilla-

ria ostoyae. Hierbei sollten der antiallergische Effekt des Pappel-Ritterlings im Testmodell 

bestätigt und die für diese Wirkung verantwortlichen Metabolite isoliert werden. Auch 

die Substanzen aus dem Dunklen Hallimasch, welche eine Degranulationshemmung im 

Testmodell hervorriefen, sollten identifiziert werden. Auf der anderen Seite stand die 

Untersuchung der Qualitätsaspekte von Pilzen und Pilzzubereitungen, um einen Beitrag 

zur Schaffung von Grundlagen für die Zulassung von Pilzen als Arzneimittel zu leisten. 

In diesem Teil waren β-Glucane und Agaritin im Mittelpunkt des Interesses. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Agar-Agar          Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Anisaldehyd         Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Anthron          Merck KgaA,  

            Darmstadt (Deutschland) 

Ascorbinsäure p.a.        Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Azelainsäure         Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Bovines Serum-Albumin (fest)     PAA Laboratories GmbH,  

            Pasching(Österreich) 

Bovines Serum-Albumin (7,5 %ige Lösung)  Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Calciumchlorid-Dihydrat      Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Chitin           Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Curdlan          Megazyme International Ireland,  

            Bray (Irland) 

DNP-HSA          Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

EDTA           Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Eisen(III)-chlorid         

Fumarsäure          Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 
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Glucose           Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Glycin           Merck KGaA,  

            Darmstadt (Deutschland) 

HEPES           Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

            Boehringer Mannheim GmbH 

            Mannheim (Deutschland) 

IgE-Antikörper         Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Kaliumdihydrogenphosphat      Merck KGaA,  

            Darmstadt (Deutschland) 

Kaliumchlorid 

Kongorot          Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Lentinan          Ajinomoto Co., Inc., Tokio (Japan) 

Linolsäure          Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Linolsäure-Methylester, konjugiert    Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat      

Methylblau          Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Methylcellulose         Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat     Fluka Chemie GmbH, 

            Buchs (Schweiz) 

Molybdatophosphorsäure 

NaCl           Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Natriumhydroxid 

4-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminid  Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 
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Ölsäure           Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Pachyman          Megazyme International Ireland,  

            Bray (Irland) 

Phosphorpentoxid Sicapent® with indicator  Merck KGaA,  

            Darmstadt (Deutschland) 

Quercetin          Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Schwefelsäure, konzentrierte     Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Stärke, lösliche         Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Thiazolblau          Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

2.1.2 Lösungsmittel 

DCM           Walter-CMP GmbH & Co. KG, 

            Kiel (Deutschland) 

DMSO           Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

DMSO für MTT-Assay       Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Eisessig           Walter-CMP GmbH & Co. KG, 

            Kiel (Deutschland) 

Ethanol           Walter-CMP GmbH & Co. KG, 

            Kiel (Deutschland) 

n-Hexan          GeReSo mbH, Chemikalienhandel 

            Einbeck (Deutschland) 

Methanol          Walter-CMP GmbH & Co. KG, 

            Kiel (Deutschland) 
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Toluol          VWR Chemicals, VWR International,  

           Radnor (PA, USA) 

           Walter-CMP GmbH & Co. KG, 

           Kiel (Deutschland) 

Wasser          falls nicht anders angegeben, ist  

           hiermit Aq. dest. aus der hauseigenen  

           Anlage gemeint 

Bidestilliertes Wasser      Anlage Siemens Labostar;  

           Siemens AG, München (Deutschland) 

2.1.3 Biomasse und Extrakte 

Fruchtkörper Tricholoma populinum   Eigene Sammlung in Greifswald  

           (Deutschland) 

Fundort: Am Gorzberg    Breite: 54° 4´ 34.52´´ N 

           Länge: 13° 23´42.11´´ E 

 

Fruchtkörper Armillaria ostoyae    Eigene Sammlung bei Greifswald  

           (Deutschland) 

Fundort: Wald bei Steffenshagen  Breite: 54° 7´ 31.51´´ N 

           Länge: 13° 18´ 30.46´´ E 

Die Fruchtkörper fanden sich im Umkreis von <80 m um diesen Fundort. 

 

Myzel Armillaria ostoyae     Nr. 71 der Stammsammlung Pilze der  

           Pharmazeutischen Biologie des  

           Instituts für Pharmazie der Ernst- 

           Moritz-Arndt-Universität Greifswald  

           (Deutschland) 

Fruchtkörper Lentinula edodes    Pilzhof Dr. Schulz,  

           Krummensee (Deutschland) 

Fruchtkörper Pleurotus ostreatus    Pilzhof Dr. Schulz,  

           Krummensee (Deutschland) 

Fruchtkörper Agaricus subrufescens (Pulver) Pilze Wohlrab GmbH & Co KG, 

           Entrischenbrunn (Deutschland) 
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Fruchtköper Ganoderma lucidum (Pulver) Pilze Wohlrab GmbH & Co KG, 

           Entrischenbrunn (Deutschland) 

Bio Reishi Extrakt Kapsel     Pilze Wohlrab GmbH & Co KG, 

           Entrischenbrunn (Deutschland) 

Bio Shiitake Extrakt Kapsel     Pilze Wohlrab GmbH & Co KG, 

           Entrischenbrunn (Deutschland) 

Bio Shiitake Pilz Extrakt      natuko, Neusitz (Deutschland) 

Reishi – HdT        Hifas da Terra S.L., 

           Pontevedra (Spanien) 

Rydex375 Immun-Power®     STADAvita GmbH,  

           Bad Homburg (Deutschland) 

Shiitake Extrakt Pulver      Hawlik Gesundheitsprodukte GmbH, 

           Straßlach (Deutschland) 

Shiitake Pulver        Carl Roth GmbH & Co. KG,  

           Karlsruhe (Deutschland) 

2.1.3.1 Kultivierung des Myzels 

Ammoniumsuccinat 

Bernsteinsäure        Merck KGaA,  

           Darmstadt (Deutschland) 

Ammoniak-Lösung 25 %ig     Carl Roth GmbH & Co. KG,  

           Karlsruhe (Deutschland) 

 

236 g Bernsteinsäure wird in wenig Aq. bidest gelöst und verrührt. 500 mL Ammoniak-

Lösung 25 %ig werden nach und nach hinzugegeben und verrührt. Danach wird in einem 

offenen Gefäß getrocknet. Die Dauer der Herstellung beträgt ungefähr 8 Wochen. 

 

Malt extract R2 (Malzextrakt R2)   Bernd Euler;  

           Frankfurt am Main (Deutschland) 

           Hersteller: Organotechnie S.A.S,  

           La Courneuve (Frankreich) 

Schüttler Innova 2100      New Brunswick Scientific,  

           Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland) 
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Schüttler GFL 3020       Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

           Burgwedel (Deutschland) 

2.1.3.1.1 Hagem-Agar pH 5,4 

 Ammoniumsuccinat      0,5 g 

 KH2PO4          0,5 g 

 MgSO4·7H20        0,5 g 

 FeCl3-Lösung 1 %ig       0,5 mL 

 Glucose          5 g 

 Malzextrakt R2        5 g 

 Agar-Agar         15 g 

 Aqua dest.         1000 mL 

 

pH-Wert mit NaOH-Lösung auf pH 5,7-5,8 einstellen und autoklavieren 

2.1.3.1.2 Hagem-Medium pH 5,4 

 Ammoniumsuccinat      0,5 g 

 KH2PO4          0,5 g 

 MgSO4 7H20        0,5 g 

 FeCl3-Lösung 1 %ig       0,5 mL 

 Glucose          5 g 

 Malzextrakt R2        5 g 

 Aqua dest.         1000 mL 

 

pH-Wert mit NaOH-Lösung auf pH 5,7-5,8 einstellen und autoklavieren 
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2.1.4 Chromatographie 

2.1.4.1 Säulenchromatographie 

Kieselgel 60 0,040-0,063 mm      Merck KGaA,  

            Darmstadt (Deutschland) 

Fraktionssammler Model 2110     Bio-Rad Laboratories Inc,  

            Hercules (CA, USA) 

2.1.4.2 High Performance Liquid Chromatography 

Degasser DGU-20A3 Prominence    Shimadzu Co., Kyoto (Japan) 

Pumpen LC-20AD Prominence      

Controller CBM-20A Prominence     

PDA SPD-M20A Prominence      

Säulenofen CTO-10ASVP       

Autosampler SIL-20AHT und SIL-10AF    

LC-MS Spektrometer LC-8030      

Software LabSolutions 5.65       

 

Kompaktanlage LC-2010AHT     Shimadzu Co., Kyoto (Japan) 

Software LabSolutions 5.42 SP3      

Methanol HPLC-Grade       VWR Chemicals, VWR International, 

            Radnor (PA, USA) 

Methanol LC-MS Grade       VWR Chemicals, VWR International, 

            Radnor (PA, USA) 

Acetonitril HPLC-Grade       VWR Chemicals, VWR International,  

            Radnor (PA, USA) 

Acetonitril LC-MS-Grade      VWR Chemicals, VWR International,  

            Radnor (PA, USA) 

2-Propanol HPLC-Grade      VWR Chemicals, VWR International,  

            Radnor (PA, USA) 

Wasser LC-MS-Grade       VWR Chemicals, VWR International,  

            Radnor (PA, USA) 
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Ameisensäure LC-MS-Grade     Sigma-Aldrich Co.,  

            St. Louis (MO, USA) 

Säule Luna® C5 250×4,6 mm; 5 µm; 100 Å  Phenomenex Inc., Torrance (CA, USA) 

Vorsäule + Vorsäulenhalter SecurityGuard™ 

Säule Luna® C5 250×10 mm; 5 µm; 100 Å  Phenomenex Inc., Torrance (CA, USA) 

Vorsäule + Vorsäulenhalter SecurityGuard™ 

Säule Synergi™ Polar-RP 250×4,6 mm;   Phenomenex Inc., Torrance (CA, USA) 

4 µm; 80 Å 

Vorsäule + Vorsäulenhalter SecurityGuard™ 

Säule Atlantis® T3 250×4,6 mm, 5 µm, 100 Å  Waters Co., Milford (MA, USA) 

Vorsäule + Vorsäulenhalter  

HPLC-Vials 1,5 mL        VWR International LLC,  

8 mm Screw cap PP, centre hole     Radnor (PA, USA) 

Silicone white/PTFE red, 1,3 mm 

Mikroeinsätze für HPLC-Vials     Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

0,2 µM-PTFE-Filter        VWR International LLC,  

            Radnor (PA, USA) 

Spritzen NORM-JECT® 2 mL (3 mL)    Henke Sass Wolf GmbH, 

            Tuttlingen (Deutschland) 

2.1.4.3 Dünnschichtchromatographie 

DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F254    Merck KGaA, 

            Darmstadt (Deutschland) 

PLC-Fertigplatten Kieselgel 60 F254    Merck KGaA, 

            Darmstadt (Deutschland) 

Linomat IV          CAMAG Chemie-Erzeugnisse und  

Filterkarton zur Kammersättigung    Adsorptionstechnik AG,  

            Muttenz (Schweiz) 
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2.1.4.4 Gaschromatographie 

Vials Rotilabo®-Kurzgewindefläschchen ND9 Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

Schraubkappen mit Bohrung, PP, ND9   Carl Roth GmbH & Co. KG,  

            Karlsruhe (Deutschland) 

2.1.4.5 Solid Phase Extraction 

SPE-Kartuschen Strata® C18E     Phenomenex Inc., Torrance (CA, USA) 

Sorbensmasse 20 g und 1 g 

SPE 12G-Kammer J. T. Baker®     Avantor Performance Materials, Inc. 

            Center Valley (PA, USA) 

            Phenomenex Inc., Torrance (CA, USA) 

2.1.5 Zellbiologisches Material 

Absauger-Pumpe         KNF Laboport,  

            Neubergen (Deutschland) 

Brutschrank         Binder GmbH, Tuttlingen (Deutschland) 

DMEM           Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

            PAA Laboratories GmbH,  

            Pasching (Österreich) 

            Gibco®, Thermo Fisher Scientific Co., 

            Waltham (MA, USA) 

EDTA           Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

Fetales Kälber-Serum (FCS)      Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

HBSS           Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

IMDM mit 25 mM HEPES      Lonza AG, Basel (Schweiz) 

Laminar-Flow-Box HeraSafe KS     Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Laminar-Flow-Box HeraSafe     (MA, USA) 

Mikroskop Olympus CK 40      Olympus Co., Tokyo (Japan) 

Kamera Infinity 3        Lumenera Co., Ottawa  

Software Infinity Capture 4.6.0     (Ontario, Kanada) 
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Mikrotiterplatte 24- und 96-Well   TPP Techno Plastic Products AG,  

            Trasadingen (Schweiz) 

            VWR International LLC,  

            Radnor (PA, USA) 

PBS mit Calcium und Magnesium    PAA Laboratories GmbH,  

            Pasching (Österreich) 

            Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

PBS ohne Calcium und Magnesium    PAA Laboratories GmbH,  

            Pasching (Österreich) 

            Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

RPMI1640          Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO, USA) 

            Gibco®, Thermo Fisher Scientific Co., 

            Waltham (MA, USA) 

Wasserbad          Memmert GmbH & Co. KG,  

            Schwabach (Deutschland) 

Zellkulturflaschen T25, T75      TPP Techno Plastic Products AG,  

            Trasadingen (Schweiz) 

            VWR International LLC,  

            Radnor (PA, USA) 

2.1.5.1 Medium für die Dauerkultur 

DMEM mit 1 % Penicillin/Streptomycin. Mit dem so vorbereiteten Medium wurde eine 

Lösung mit 8 % FCS hergestellt. 

2.1.5.2 PBS/EDTA-Lösung 

Es werden 5 mL einer 0,1 M EDTA-Stammlösung mit PBS auf 100 mL aufgefüllt. 

2.1.5.3 IgE-vermittelte Stimulation und β-Hexosaminidase-Assay 

2.1.5.3.1 DNP-HSA 

Stammlösung 1000 µg/mL in PBS in Eppendorf-Gefäßen; 1:20 mit PBS verdünnen. 
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2.1.5.3.2 IgE 495 ng/mL 

10 µL Antikörper (~1 mg/mL); auf 222,2 µL mit PBS ohne Ca und Mg in Mikroreaktions-

gefäß auffüllen; in Falcon 20 mL PBS hinzufügen, gut mischen; in Mikroreaktionsgefäße 

aliquotieren und einfrieren. 

2.1.5.3.3 4-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminid 

8,2 mg in 20 mL Na-acetat-Puffer pH 4,5 lösen. 

2.1.5.3.4 0,4 M Glycin-Puffer pH 10,7 

0,4 M Glycin-Lösung (75,07 g/mol; 30,03 g/L), mit Natronlauge pH 10,7 einstellen. Dazu 

3,0026 g Glycin in z.B. 70 mL Wasser lösen, mit Natronlauge (10 N) pH 10,7 einstellen; 

mit Wasser auf 100 mL auffüllen. 

2.1.5.3.5 0,1 M Na-acetat-Puffer pH 4,5 

0,1 M Essigsäure (60,05 g/mol; 6,005 g/L), mit Natronlauge pH 4,5 einstellen. Dazu 800 mL 

Wasser mit 6,005 g Eisessig versetzen, mit Natronlauge (6 N) pH 4,5 einstellen; mit Was-

ser auf 1 L auffüllen. 

2.1.5.3.6 Tyrode´s-Puffer 

Für die Zusammensetzung vgl. Abramson und Pecht 2002. 

 

  NaCl   130 mM   58,44 g/mol   7,6 g/L 

  KCl    5 mM   74,55 g/mol   0,373 g/L 

  CaCl2   1,4 mM   110,98 g/mol  0,155 g/L 

  (CaCl2∙2H20  1,4 mM   147,02 g/mol  0,205 g/L) 

  MgCl2   1 mM   95,21 g/mol   95,2 mg/L 

  (MgCl2∙6H2O 1 mM   203,30 g/mol  203,3 mg/L) 

  HEPES   10 mM   238,03 g/mol  2,38 g/L 

  Glucose   5,6 mM   180,16 g/mol  1,01 g/L 

bzw. BSA   0,1 %        1 g/L 
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Anstelle von BSA wurde anfangs eine 7,5 %ige BSA-Lösung in der Konzentration 

0,1 mL/L eingesetzt. 

 

Wenn sich bei Anwesenheit von Glucose die Lösung während des Autoklavierens braun 

färbt, wird sie ohne Glucose und BSA autoklaviert. Nach dem Autoklavieren erfolgt die 

Zugabe von einer Glucose-Stammlösung (Konzentration 5,05 g/10 mL; 2 mL/L Puffer). 

BSA wird als Feststoff hinzugefügt und der Puffer sterilfiltriert. 

2.1.5.4 Neutral Red Uptake-Assay 

2.1.5.4.1 Neutralrot-Stammlösung 

0,33 g in 100 mL Wasser lösen, Lagerung lichtgeschützt und gekühlt. 

2.1.5.4.2 Neutralrot-Gebrauchslösung 

Für eine 96-Well-Platte 12 mL Medium mit 120 µL Neutralrot gut vermischen. 

2.1.5.4.3 Ethanol/Eisessig-Mischung 

1 % Eisessig, 50 % Ethanol und 49 % Wasser. 

2.1.5.5 IL-2-Freisetzungs-Versuche 

RPMI1640-Medium         Sigma-Aldrich Co.,  

             St. Louis (MO, USA) 

Phorbol-12-myristat-13-acetat      Sigma-Aldrich Co.,  

             St. Louis (MO, USA) 

Ionomycin-Calciumsalz        Sigma-Aldrich Co.,  

aus Streptomyces conglobatus      St. Louis (MO, USA) 

Trypan Blau Lösung (0,4 %)       Sigma-Aldrich Co.,  

             St. Louis (MO, USA) 

Tween-20           Carl Roth GmbH & Co. KG,  

             Karlsruhe (Deutschland) 



  2. Material und Methoden 

39 

2.1.5.5.1 Waschpuffer 

Eine Lösung von 0,05 % Tween-20 in PBS (ohne Ca und Mg). 

2.1.6 Weitere Geräte 

Analysenwaage BP61S        Sartorius AG,  

             Göttingen (Deutschland) 

Analysenwaage BP61S        Sartorius AG,  

             Göttingen (Deutschland) 

Autoklav Systec HX-320 2D       Systec GmbH,  

             Linden (Deutschland) 

Drogenmühle IKA® A11 basic      IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 

             Staufen (Deutschland) 

Feinwaage MC1 Laboratory LC620P     Sartorius AG,  

             Göttingen (Deutschland) 

Feinwaage EW420-3NM        Kern & Sohn GmbH,  

             Balingen (Deutschland) 

Feinwaage MC1 Laboratory LC620P     Sartorius AG,  

             Göttingen (Deutschland) 

Feinwaage EW420-3NM        Kern & Sohn GmbH,  

             Balingen (Deutschland) 

Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4, LOC 1m  Martin Christ Gefriertrocknungsan- 

             lagen GmbH, Osterode am Harz  

             (Deutschland) 

+Vakuumpumpe Pfeiffer Vacuum DUO 5 M   Pfeiffer Vacuum Technology AG, 

             Aßlar (Deutschland) 

Gefriertrocknungsanlage VaCo5      Zirbus technology GmbH, 

             Bad Grund (Deutschland) 

+Vakuumpumpe RV8        Edwards, Crawley (UK) 

Heißluftsterilisator Stericell       Münchener Medizin Mechanik  

             GmbH, Planegg bei München  

             (Deutschland) 

Heizplatte Präzitherm        Harry Gestigkeit GmbH,  
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             Düsseldorf (Deutschland) 

Heizplatte Thermoplate S       Desaga GmbH, 

             Wiesloch (Deutschland) 

Magnetrührer Ikamag Reo       IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 

             Staufen (Deutschland)  

Magnetrührer MR 3001 K       Heidolph Instruments GmbH & Co.  

             KG, Schwabach (Deutschland) 

Mikroliterpipetten versch. Größen     Eppendorf AG, Hamburg  

             (Deutschland) 

             Carl Roth GmbH & Co. KG,  

             Karlsruhe (Deutschland) 

             Süd-Laborbedarf GmbH,  

             Gauting (Deutschland) 

Mikroskop AXIO Vert. A1       Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

             Jena (Deutschland) 

Software PROGRES GRYPHAX      Jenoptik Optical Systems GmbH, 

Version 1.0.6.598         Jena (Deutschland) 

Mikrotiterplattenreader FLUOstar Omega   BMG Labtech GmbH, Ortenberg  

Software Omega 1.10        (Deutschland) 

pH-Meter Delta 340         Mettler-Toledo GmbH,  

             Gießen (Deutschland) 

pH-Meter HI2020-edge        HANNA instruments Inc., 

             Rhode Island (USA) 

Schüttler HS250 basic        IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 

             Staufen (Deutschland) 

Spülmaschine Miele Professional     Miele & Cie. KG, 

             Gütersloh (Deutschland) 

Spülmaschine Miele Professional G7883    Miele & Cie. KG, 

             Gütersloh (Deutschland) 

Trockenschrank ED 115        Binder GmbH,  

             Tuttlingen (Deutschland) 

Trockenschrank UM 300       Memmert GmbH & Co. KG, 

             Schwabach (Deutschland) 
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Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK100H  Allpax GmbH & Co. KG,  

             Papenburg (Deutschland) 

Ultra-Tiefkühlschrank TSX Series with V-Drive  Thermo Fisher Scientific Co., 

             Waltham (MA, USA) 

UV-Vis Spektrophotometer UV mini 1240   Shimadzu Co., Kyoto (Japan) 

Vortexer RS-VA 10         Phoenix Intrument, 

             Garbsen (Deutschland) 

Zentrifuge Heraeus™ Megafuge™ 8 Centrifuge  Thermo Fisher Scientific Co., 

             Waltham (MA, USA) 

Zentrifuge Rotofix 32A        Andreas Hettich GmbH & Co. KG,  

             Tuttlingen (Deutschland) 

Zentrifuge Rotanta 460 R        Andreas Hettich GmbH & Co. KG,  

             Tuttlingen (Deutschland) 

Tischzentrifuge Mini Star silverline     VWR International LLC,  

             Radnor (PA, USA) 

2.1.6.1 Vakuumrotationsverdampfer 

Vacuum System B-178        Büchi Labortechnik AG, Flawil 1  

Rotavapor R-114 und R-210       (Schweiz) 

Waterbath B-480 

Heating Bath B-491 

Vacuum Controller B-721 und V-850     

Vacuum Pump V-700         

Pumpe CVC3000         Vacuubrand GmbH & Co. KG,  

             Wertheim (Deutschland) 

2.1.6.2 Software 

GraphPad Prism® Version 6       GraphPad Software Inc.,  

             La Jolla (CA, USA) 

ACD/ChemSketch (Freeware) 2015     Advanced Chemistry Development  

File Version C10E41, Build 76694, und niedriger  Inc., Toronto (Kanada) 

Word, Excel, PowerPoint 2010 und 2013    Microsoft Co., Redmond (WA, USA) 
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2.1.7 Weiteres Material 

Mikrotiterplatte 96-Well, transparent    Greiner Bio-One International 

             GmbH, Kremsmünster (Österreich) 

Mikrotiterplatte 96-Well, schwarz     Greiner Bio-One International 

             GmbH, Kremsmünster (Österreich) 

Mikrotiterplatte 96-Well, Nunc MicroWell   Thermo Fisher Scientific Co.,  

Microfluor 1 black         Waltham (USA) 

Mikroliterpipettenspitzen       Carl Roth GmbH & Co. KG,  

             Karlsruhe (Deutschland) 

             VWR International LLC,  

             Radnor (PA, USA) 

             Sartorius AG,  

             Göttingen (Deutschland) 

             Molecular BioProducts Inc. 

             San Diegeo (CA, USA) 

Parafilm „M“          Bemis Company,  

             Neenah (WI, USA) 

Rollrandgefäße (verschiedene Größen)    VWR International LLC,  

             Radnor (PA, USA) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Vorbereitung der Biomasse 

Frische Fruchtkörper aus eigener Sammlung wurden in Scheiben geschnitten und einge-

froren, teilweise geschah vor dem Zerschneiden noch eine Reinigung mit Wasser. Da-

nach wurde die Biomasse bis zur Trockene lyophilisiert, was aufgrund des hohen Was-

sergehaltes einen längeren Zeitraum in Anspruch nehmen konnte. 

Eine zweite Art der Trocknung geschah bei erhöhter Temperatur. Hierzu wurde auf ei-

nen Waschschritt verzichtet und die Fruchtkörper mithilfe eines Dörrgerätes getrocknet, 

indem sie auf einer siebartigen Unterlage platziert und von unten erwärmt wurden (Sigg 

Dörrex, Sigg™ Switzerland AG, Frauenfeld, Schweiz). 

Nach der Trocknung der Biomasse wurde diese in großvolumigen Glasflaschen gelagert, 

oder aber in Autoklavierbeutel verbracht, welche zugeklebt wurden. Die Lagerung ge-

schah bei Raumtemperatur an einem lichtgeschützten Ort. 

Für einen Versuch wurden lyophilisierte Fruchtkörper von T. populinum auf dem Dörrge-

rät (s.o.) über mehrere Arbeitstage während der Arbeitszeit erhöhter Temperatur (54 °C) 

ausgesetzt. Danach fand eine Extraktion mit DCM im Soxhlet (s.u.) statt. 

Die Fruchtkörper von Lentinula edodes und Pleurotus ostreatus, welche für die Untersu-

chung von Qualitätsaspekten Anwendung fanden, wurden nach Erhalt kleingeschnitten, 

eingefroren und lyophilisiert. 

2.2.2 Extraktion 

2.2.2.1 Extraktion bei Raumtemperatur 

Das Extraktionsgut wurde mithilfe einer Drogenmühle pulverisiert und in einen Rund-

kolben mit Schliff gegeben. Es wurde Lösungsmittel hinzugefügt und der Kolben mit ei-

nem Glasstopfen verschlossen. Außerdem wurde Alufolie um den gesamten Kolben ge-

wickelt. Die Extraktion erfolgte über 3×24 h auf einem Schüttler bei 150 mot/min. Nach 

der Extraktion wurde filtriert und am Vakuumrotationsverdampfer (Wasserbad auf 40 °C 

eingestellt) eingeengt. Der Extrakt wurde in ein tariertes Rollrandgefäß überführt und 

leicht flüchtige Lösungsmittel verdunsten gelassen. 
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2.2.2.2 Soxhlet-Extraktion 

Das Extraktionsgut wurde in eine Extraktionshülse abgewogen und in eine Soxhlet-

Apparatur überführt. Lösungsmittel wurde in ausreichender Menge in einen Kolben ge-

geben. Mithilfe eines Heizpilzes wurde der Kolben erhitzt. Über der Soxhlet-Apparatur 

befand sich ein mit Leitungswasser oder Kühlwasser durchspülter Kühler. Es erfolgte 

eine einstufige Extraktion mit DCM oder Wasser über 24 h oder eine dreistufige Extrak-

tion über jeweils 24 h in der Reihenfolge DCM, Methanol, Wasser. Nach der Extraktion 

wurde der Extrakt filtriert und am Vakuumrotationsverdampfer (Wasserbad eingestellt 

auf 40 °C) eingeengt. Der Extrakt wurde in ein tariertes Rollrandgefäß überführt und das 

leicht flüchtige Lösungsmittel verdunsten gelassen, bei dem schwerer flüchtigen Lö-

sungsmitteln Wasser wurde lyophilisiert. 

Im Rahmen der Qualitätsuntersuchungen extrahierte Shiitake- und Austernpilz-

Fruchtkörper wurden ebenfalls unter Verwendung der Soxhlet-Apparatur extrahiert. Die 

Extraktionszeit betrug hierbei 18,3 h. Die Extrakte wurden mithilfe des Vakuumrotati-

onsverdampfers eingeengt, eingefroren und lyophilisiert. 

2.2.3 Chromatographie 

2.2.3.1 Dünnschichtchromatographie 

Stationäre Phase:  TLC-Fertigplatten F254 

Mobile Phase:   Chloroform/Methanol  90:10 

Detektion:     

 

1 Anisaldehyd/Schwefelsäure-Sprühreagenz (s. 2.2.3.3), Erhitzen (z.B. 120 °C) bis 

zum Auftreten von Flecken 

2 Molybdatophosphorsäure-Sprühreagenz (s. 2.2.3.4), Erhitzen (z.B. 100 °C) bis zum 

Auftreten von Flecken 

 

Die Auftragung erfolgte mithilfe des Linomat IV. Kammersättigung geschah, soweit ver-

wendet, mit Filterkarton. 
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2.2.3.2 Präparative Dünnschichtchromatographie 

Stationäre Phase:  PLC-Fertigplatte F254 

Mobile Phase:   Chloroform/Methanol  90:10 

 

Die Probe wurde als Bande aufgetragen und das Chromatogramm entwickelt. Nach Ent-

wicklung wurde die Trennschicht vertikal eingeritzt, ein Teil abgedeckt, der andere Teil 

mit Detektionsreagenz besprüht und erhitzt. Die interessierende Bande wurde von der 

Glasplatte abgekratzt. Elution vom Kieselgel geschah mit Methanol (HPLC-Grade). Zur 

Entfernung des Kieselgels wurde abzentrifugiert (3500 rpm, 5 min) und durch einen 

0,2 µM-Filter filtriert. 

2.2.3.3 Anisaldehyd/Schwefelsäure-Sprühreagenz 

0,1 mL Anisaldehyd, 2 mL Eisessig und 17 mL Methanol werden gemischt und mit 1 mL 

Schwefelsäure versetzt. 

2.2.3.4 Molybdatophosphorsäure-Sprühreagenz 

Eine verschiedenprozentige Lösung (≤ 20 %) von Molybdatophosphorsäure in Ethanol. Es 

erfolgte ein Zusatz von Salzsäure, hierdurch soll die Empfindlichkeit erhöht werden. 
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2.2.3.5 Flüssigchromatographie 

2.2.3.5.1 Offene Säule 

Es wurden offene Glassäulen mit Kühlmantel, welcher mit Leitungswasser gefüllt bzw. 

durchspült wurde, verwendet. 

 

System I 

 

Stationäre Phase:   Kieselgel 60     0,040-0,063 mm 

Mobile Phase:    n-Hexan/Ethanol   92:8 

       n-Hexan/Ethanol   80:20 

       DCM/Methanol    90:10 

       DCM/Methanol    80:20 

       DCM/Methanol/Wasser  40:12:1 

       Methanol 

Säulenmaße:    h = 39 cm, d = 3 cm; V = 375 mL 

 

Im Verlaufe der Arbeit wurde der Gradient eingekürzt, so wurde die Stufe 

DCM/Methanol/Wasser 40:12:1 und später auch DCM/Methanol 80:20 weggelassen. 

 

Die Fraktionen wurden in kleinen Reagenzgläsern mithilfe eines Fraktionssammlers auf-

gefangen, dünnschichtchromatographisch untersucht (s. 2.2.3.1) und zu größeren Frakti-

onen zusammengefasst. 

 

System II 

 

Stationäre Phase:   Kieselgel 60    0,040-0,063 mm 

Mobile Phase:    Toluol/Aceton   90:10 

       Toluol/Aceton   75:25 

       Toluol/Aceton   50:50 

       Methanol 

Säulenmaße:    h = 39 cm, d = 2 cm; V = 125 mL 
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Die Fraktionen wurden in kleinen Reagenzgläsern mithilfe eines Fraktionssammlers auf-

gefangen, dünnschichtchromatographisch untersucht (s. 2.2.3.1) und zusammengefasst. 

2.2.3.5.2 HPLC 

Gradient analytisch I 

 

Stationäre Phase:  Luna® C5 250×4,6 mm; 5 µm 

Mobile Phase:    A  Aq. bidest. 

      B  ACN HPLC- oder LC-MS-Grade 

      B später mit 0,1 % Ameisensäure-Zusatz 

Flussrate:    0,8 mL/min 

Detektion:    190 nm; 272 nm 

 

t [min] 0 23,5 24,5 29,5 31,5 37 

B [%] 78 92 100 100 78 78 

 

 

 

Gradient analytisch II 

 

Stationäre Phase:  Luna® C5 250×10 mm; 5 µm 

Mobile Phase:   A  Aq. bidest. 

      B  ACN HPLC- oder LC-MS-Grade 

      B später mit 0,1 % Ameisensäure-Zusatz 

Flussrate:    0,8 mL/min 

Detektion:    190 nm; 272 nm 

 

t [min] 0 23,5 24,5 29,5 31,5 37 

B [%] 60 80 100 100 60 60 

 

Wenn möglich, wurde der Gradient verkürzt. Hierbei wurde die Steigung gleichgehalten 

und die 100 % B-Spülphase nach vorne verlegt.  
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Gradient semipräparativ I 

 

Stationäre Phase:  Luna® C5 250×10 mm; 5 µm; 100 Å 

Mobile Phase:   A  Aq. bidest. 

      B  ACN HPLC- oder LC-MS-Grade 

      B später mit 0,1 % Ameisensäure-Zusatz 

Flussrate:    4,0 mL/min 

Detektion:    190 nm; 272 nm 

 

t [min] 0 20,5 21,5 25,5 26,5 32 

B [%] 78 87 100 100 78 78 

 

 

 

Gradient semipräparativ II 

 

Stationäre Phase:  Luna® C5 250×10 mm; 5 µm; 100 Å 

Mobile Phase:   A  Aq. bidest. 

      B  ACN HPLC- oder LC-MS-Grade 

      B später mit 0,1 % Ameisensäure-Zusatz 

Flussrate:    4,0 mL/min 

Detektion:    190 nm; 272 nm 

 

t [min] 0 23,5 24,5 29,5 31,5 37 

B [%] 60 80 100 100 60 60 
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2.2.3.6 Gaschromatographie 

2.2.3.6.1 Gerätespezifikation 

GC/MS      Agilent Technologies Co., Santa Clara (CA, USA) 

Gaschromatograph   G1530 N 

MSD      G2588 A 

Software     G1701 CA 

Spritze      G2613 A 

2.2.3.6.2 Methode 

meta-gol.m (s. auch Liebeke et al. 2008) 

 

Parameter für den Gaschromatographen 

Carrier Gas      Helium 

Carrier Flussrate    1,0 mL/min 

Injection Port Parameter  split, 25:1 

Injection Port Temperatur  230 °C 

Purge flow to split vent   20 mL/min nach 2 min 

Säule       DB-5MS (30 min × 0,25 mm × 0,25 µm) 

Säulenofen-Temperatur   70 °C initial (1 min Halten) 

        Aufheizen auf 76 °C mit 1,5 °C/min 

        Aufheizen auf 330 °C mit 5 °C/min (10 min Halten) 

Gesamtzeit      65,8 min 

Solvent Delay     6,0 min 

Injektionsvolumen    2,0 µL 

Injection Liner     Single taper liner 

MS Transfer Line Temperatur 250 °C 
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Parameter für das Massenspektrometer 

Modus:       Electron Ionization (70 eV) 

Tune       Autotune mit PFTBA (m/z 69, 219, 502) 

Dwell time      30 ms 

Scan-Modus     35–573 m/z, Scanrate 2,74 /s 

 

Derivatisierung 

40 µL Methoxaminhydrochlorid (MeOX), 37 °C, 90 min 

80 µL N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA), 37 °C, 90 min 

2.2.4 Spektrometrie/Spektroskopie 

2.2.4.1 Hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS) 

Die Spektrenaufnahme und -auswertung geschah an der Eberhard-Karls-Universität Tü-

bingen (Deutschland) durch Prof. Dr. Timo Niedermeyer. 

Bei dem hochauflösenden Massenspektrometer handelte es sich um ein TOF-MS des Typs 

maXis 4G der Bruker Co. (Billerica, MA, USA). Genutzt wurden ESI- und APCI-

Interfaces. Die Messungen erfolgten im positiven und negativen Ionisationsmodus. Sub-

stanzen wurden mittels flow injection analysis (d.h. Injektion ohne die Verwendung ei-

ner HPLC-Säule) vermessen. Die Parameter lauteten wie folgt: Kapillarspannung 3500 V, 

Drying Gas-Fluss 4 L/min, Drying Gas-Temperatur 200 °C, Nebulizer-Druck 0,3 bar und 

Endplatten-Spannung 500 V. Die Injektionsgeschwindigkeit betrug 180 µL/h. Die Kon-

zentration der Proben lag bei ca. 1 µg/mL im Lösungsmittel Methanol. 

2.2.4.2 Magnetresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) 

Die Untersuchungen wurden an einem Spektroskop der AnalytiCon Discovery GmbH, 

Potsdam (Deutschland) durchgeführt. PD Dr. Kristina Jenett-Siems wertete die Spektren 

aus. 
1H-Spektren wurden bei 400 MHz und einer Temperatur von 27 °C aufgenommen. Als 

Lösungsmittel wurde CDCl3 verwendet. Für die Strukturaufklärung einiger Substanzen 

zog man auch 1H,1H-COSY-, 1H,13C-HSQC- und 1H,13C-HMBC-Spektren heran, bei denen 
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als Lösungsmittel MeOD oder CDCl3 diente und unter Verwendung einer Frequenz von 

500 MHz bei einer Temperatur von 27 °C gemessen wurde. 

2.2.4.3 Festphasenextraktion (SPE) 

Die Kartuschen wurden auf die SPE-Kammer montiert und mit Methanol (≥120 mL) kon-

ditioniert. Die Equilibrierung erfolgte mit 60 %igem Isopropanol (≥120 mL). Danach wur-

den ca. 200 mg Probe suspendiert in 60 %igem Isopropanol aufgetragen. Die Elution fand 

in den folgenden Stufen mit zumeist 200 mL Lösungsmittel statt: 60 % Isopropanol, 70 % 

Isopropanol, 80 % Isopropanol, 100 % Isopropanol. Die Eluate der einzelnen Elutions-

schritte wurden im Vakuumrotationsverdampfer eingeengt, in Rollrandgefäße überführt 

und getrocknet. 

2.2.5 Zellbiologische Methoden 

2.2.5.1 Erhaltungskultur der RBL-2H3-Zelllinie 

Adhärent wachsende RBL-2H3-Zellen (DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland; 

ACC 312) wurden in Dulbecco´s modified eagle´s medium (DMEM), welches mit 8 % FCS 

versetzt wurde, kultiviert. Die Kultur erfolgte in T25-Flaschen mit 5 mL Medium oder 

T75-Flaschen mit 15 mL Medium. Folgendes Protokoll wurde für die Passagierung erar-

beitet (Zahlen für T75-Flaschen in Klammern):  

Zunächst wurde das Medium abgesaugt. Danach wurde mit 1 mL (3 mL PBS/EDTA) ge-

spült und wiederum abgesaugt. Nun wurde 1 mL (3 mL) Trypsin/EDTA (Lösung mit 

Massenkonzentrationen von 0,5 % Trypsin und 0,2 % EDTA 1:10 mit Zellkulturwasser 

verdünnt) hinzugefügt und für 7–9 min inkubiert. Danach wurden 3 mL Medium hinzu-

gefügt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren die Zellen resuspendiert. Anschlie-

ßend wurde 3 min lang bei 1000 rpm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das 

Zellpellet wurde in z.B. 3 mL Medium resuspendiert und mit ca. 10 µL dieser Suspension 

die Zellzählung (s. 2.2.5.2) durchgeführt. Zum Schluss erfolgte die Einsaat der Zellen in 

neue Zellkulturflaschen. 
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2.2.5.2 Zellzählung mit Neubauer-Zählkammer 

Pro Großquadrat wurden 5 Kleinquadrate ausgezählt (in Abb. 14 rot markiert). Insgesamt 

wurden 3 Großquadrate ausgezählt. Zellen, die sich auf der linken und der oberen Grenze 

der Kleinquadrate befanden, wurden als zum Quadrat dazugehörig mitgezählt. Dement-

sprechend wurden Zellen, die sich auf den Grenzen rechts und unten befanden, nicht 

mitgezählt. Es wurden i.d.R. beide Kammern ausgezählt und der Mittelwert errechnet, 

z.T. auch nur eine Kammer verwendet. Die Berechnung der Zellen in der Zellsuspension 

erfolgte anhand folgender Formel: 

 

(Zellzahl × 50 × Gesamtvolumen Suspension in µL)

3
= Zellzahl in Suspension 

 
 

Formel 1 Berechnung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 14 Neubauer-Zählkammer mit Zellsuspension (Vergrößerung 100fach). 
Die rot markierten Kleinquadrate wurden ausgezählt 
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Rechenbeispiel: 

Die Zellen wurden in 3 mL Medium suspendiert, es wurden in der Zählkammer 

110 Zellen gezählt. In der Suspension befinden sich also: 

 

110 × 50 × 3000

3
= 5,5 × 106 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 

 

2.2.5.3 Einfrieren von Zellen 

Um die Zelllinie im Ausfallereignis aufrechterhalten zu können, wurden Aliquote auf 

flüssigem Stickstoff gelagert. Es wurden 1 × 106 Zellen/Vial im Einfriermedium gelagert, 

welches aus Iscove´s modified Dulbecco´s medium (IMDM) mit 10 % DMSO und 20 % FCS 

bestand. 

2.2.5.4 Auftauen von Zellen 

Auf flüssigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden aufgetaut und wiederum in Kultur ge-

nommen, um die Zelllinie nach längerer Passagierzeit zu erneuern (empfehlenswert nach 

ca. 30 Passagen). Hierzu wurden die die Zellen enthaltenden Vials aus dem Stickstoff ent-

fernt und zum Bearbeitungsort transportiert. Auf dem 37 °C warmen Wasserbad erwärm-

tes Medium (Zusammensetzung s. 2.1.5.1) wurde in einem Zentrifugenröhrchen vorge-

legt. Die feste, gefrorene Phase wurde mit einem Teil warmen Mediums durch Auf- und 

Abpipettieren mittels Mikroliterpipette nach und nach verflüssigt und der verflüssigte 

Teil schrittweise ins Zentrifugenröhrchen überführt. Danach wurde bei 1000 rpm für 

3 min abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde abgesaugt, erneut Medium ins Zentrifugen-

röhrchen gegeben und das Zellpellet durch Auf- und Abpipettieren mit einer Mikroliter-

pipette resuspendiert. Daraufhin folgte die Zellzählung. Anschließend wurden die Zellen 

in Zellkulturflaschen eingesät. Am Tag nach der Einsaat sollte ein Mediumwechsel vor-

genommen werden. 

2.2.5.5 IgE-vermittelte Stimulation 

Nach der Trypsinierung wurde die Zellzahl mit DMEM auf 5∙105 Zellen/mL eingestellt. 

Danach erfolgte die Einsaat auf eine 24-Well-Platte mit 400 µL pro Well (entspricht 
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2∙105 Zellen/Well). 3 Wells werden für die Bestimmung des Blindwertes freigelassen. In 

die Wells mit Zellsuspension wurden 100 µL IgE-Antikörper (495 ng/mL in PBS ohne Ca 

und Mg; Endkonzentration 99 ng/mL) oder 100 µL PBS (ohne Ca und Mg) pipettiert. Nun 

erfolgte die Inkubation des Ansatzes bei 37 °C und 5 % CO2 über Nacht. 

Am nächsten Tag wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen einmal vorsichtig mit 

500 µL Tyrodes Puffer gewaschen (es ist vorteilhaft, die Zeit zwischen Absaugen und 

Aufgabe des Puffer möglichst kurz zu halten). Danach wurden in die Wells für Testlö-

sungen 497 µL (später wurden 498 µL verwendet, um die Lösungsmittelkonzentration zu 

vermindern) Tyrodes Puffer hinzugefügt und für 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-

ßend wurden 3 µL (entsprechend später 2 µL) Testlösung hinzupipettiert und wiederum 

für 10 min bei 37 °C und 5 % CO2 im Begasungsbrutschrank inkubiert. Jetzt wurden die 

Zellen für 30 min bei 37 °C mit 10 µL einer DNP-HSA-Lösung (50 µg/mL in PBS; Endkon-

zentration im Well 1 µg/mL) stimuliert. Eine Positiv-Kontrolle wurde in Form einer mit 

IgE-Antikörper sensibilisierten und DNP-HSA stimulierten Parallele (d.h. 500 µL Tyrodes 

Puffer + DNP-HSA) mitgeführt. Die Negativ-Kontrolle bestand in einer unstimulierten 

(d.h. nur mit 510 µl Tyrodes Puffer inkubierte Zellen) Parallele, um die spontane 

β‑Hexosaminidase-Aktivität zu bestimmen. Als Referenzwert dienten durch 0,1 % Triton 

X-100 lysierte Zellen (Lösung von 0,1 % Triton X-100 in Tyrodes Puffer). Die Höhe der 

β‑Hexosaminidase-Aktivität wurde zu 100 % festgelegt. Der Blindwert wurde mit 510 µL 

Tyrodes Puffer in den bei der Einsaat freigelassenen Wells (d.h. ohne Zellen) bestimmt. 

2.2.5.6 β-Hexosaminidase-Assay 

Von der 24-Well-Platte wurden 50 µL des Überstandes eines jeden Wells auf eine 96-

Well-Platte überführt und mit 50 µL β-Hexosaminidase-Substrat (4-Nitrophenyl-N-

acetyl-β-D-glucosaminid (p-NAG); 1,2 mM in 0,1 M Na-acetat-Puffer pH 4,5) versetzt. 

Danach wurde für 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Begasungsbrutschrank inkubiert. Nach 

Verlauf dieser Inkubation wurde die Reaktion mit 150 µL 0,4 M Glycin-Puffer pH 10,7 

beendet. Die Farbentwicklung erfolgte sofort. Die Absorption wurde nun im Mikrotiter-

plattenreader bei einer Wellenlänge von 405 nm vermessen. Von allen Werten wurde der 

Blindwert abgezogen. IC50-Werte wurden mit der Software GraphPad Prism (s. 2.1.6.2) 

berechnet. 
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2.2.5.7 Messung der direkten Hemmung der β-Hexosaminidase 

Diese Bestimmung diente dazu, etwaige direkte Hemmeffekte auf das Enzym im 

β‑Hexosaminidase-Assay zu quantifizieren. Nur so kann die Erniedrigung der Aktivität 

des Enzyms im Überstand auch auf eine verminderte Degranulation zurückgeführt wer-

den. 

Es wurde mit Modifikationen wie unter 2.2.5.5 beschrieben verfahren. Nach der Einsaat 

wurde in alle Wells 100 µL PBS ohne Calcium und Magnesium hinzupipettiert. Nach der 

Inkubation über Nacht wurde abgesaugt, einmal mit 500 µL Tyrodes Puffer gewaschen 

und Triton X-100-Lösung (0,1 % in Tyrodes Puffer) hinzugefügt. In drei Wells wurde rei-

ner Tyrodes Puffer zur Bestimmung der spontanen Degranulation gegeben. Für Zelllyse- 

und Blindwert-Bestimmung wurden jeweils 510 µL Triton X-100-Lösung verwendet. In 

die Wells zur Untersuchung der Extrakte wurden jeweils 508 µL gegeben. Danach wurde 

der Ansatz für 10 min bei 37 °C inkubiert. Nun wurden je 2 µL der Testlösung hinzuge-

fügt. Wiederum wurde für 10 min und daran anschließend für 30 min inkubiert. Eine 

Stimulation fand nicht statt, da die Zellen bereits lysiert vorlagen. Nach Ablauf der Zeit 

wurden 50 µL des Überstandes auf eine 96-Well-Platte überführt und die Aktivität der 

β‑Hexosaminidase wie unter 2.2.5.6 beschrieben bestimmt. 
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2.2.5.8 Neutral Red Uptake-Assay 

 

 

 

 

 

 

 

Der Assay wurde auf einer 96-Well-Platte durchgeführt. Es wurden jeweils 15000 Zellen 

in 100 µL Medium in alle Wells eingesät, welche sich nicht am Rand der Platte befanden. 

Die randliegenden Wells wurden mit Medium ohne Zellen befüllt. Die Platte wurde über 

Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium abge-

saugt und in alle Wells der Platte außer denen der Reihen 3 und 11 150 µL Medium mit-

hilfe einer Achtkanalpipette eingebracht. Die Reihen 2 und 11 wurden nur mit 100 µL 

Medium befüllt. Danach wurden 150 µL der zu untersuchenden Testlösung hinzupipet-

tiert (Reihe 4). Mithilfe der Achtkanalpipette wurde in Reihe 4 durch mehrmaliges Auf- 

und Abpipettieren gut vermischt. Danach wurden 150 µL entnommen und in Reihe 5 

gegeben. Es wurde wieder gut vermischt, 150 µL entnommen und in Reihe 6 überführt, 

usw. Von Reihe zu Reihe wurde also um den Faktor 2 verdünnt. Dieses Vorgehen wurde 

bis zur Reihe 10 fortgesetzt. Nach dem Vermischen in Reihe 10 wurden 150 µL aus dieser 

entnommen und verworfen. In Reihe 11 wurde die Untersuchung des reinen Lösungsmit-

tels in der Konzentration vorgenommen, wie sie in Reihe 4 vorlag. Hierzu wurden 50 µL 

einer entsprechenden Mischung von Medium und Lösungsmittel hinzugegeben. Die Posi-

tiv-Kontrolle Etoposid wurde in einer Konzentration, welche der IC50 entspricht, in Rei-

he 3 gegeben. Hierfür wurde eine Mischung aus Etoposid-Lösung und Medium verwen-

det. Die Platte wurde wiederum über Nacht inkubiert. Am Tag 3 wurde abgesaugt und 

mit 200 µL Hank´s balanced salt solution (HBSS) gewaschen. Danach wurde in alle Wells 

der 96-Well-Platte eine Lösung von Neutralrot in Medium gegeben und für 3 h im Brut-

schrank inkubiert. Während dieser Zeit wird das Neutralrot in die Zellen aufgenommen. 

Ist die Zelle intakt, wird das Neutralrot in den Lysosomen protoniert und kann die Zelle 

nicht wieder verlassen. Nur lebende Zellen sind in der Lage, Neutralrot zu akkumulieren. 

Nach den 3 h Inkubationszeit wurde wiederum abgesaugt und zweimal mit jeweils 

100 µL HBSS gewaschen. Es ist darauf zu achten, dass nach dem Absaugen der Neutral-

Abb. 15 Strukturformel von Neutralrot 
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rot-Medium-Mischung die Spitzen des Absaugers ausgewechselt werden, damit keine 

Spuren von Neutralrot in die Wells gelangen. Danach wurde zu allen Wells eine Ethanol-

Essigsäure-Mischung zur Zelllyse und zum Lösen des Farbstoffs (Tonder et al. 2015) hin-

zugegeben. Danach wird für 45 min auf dem Schüttler gemischt. Anschließend erfolgte 

die Absorptionsmessung im Plattenreader bei einer Wellenlänge von 540 nm. Der Blind-

wert (Mittelwert der Absorptionen der am Rande der Platte befindlichen Wells) wurde 

von allen Absorptionswerten subtrahiert. 

Wird der Test durchgeführt, um die Wirkung von Substanzen bzw. Extrakten oder Frak-

tionen nach 1 h zu untersuchen, wurden die Zellen nach dem Einsäen für 48 h auf der 96-

Well-Platte inkubiert. Danach wird der Assay wie oben beschrieben durchgeführt. 

IC50‑Werte wurden mit der Software GraphPad Prism (s. 2.1.6.2) berechnet. 

2.2.5.9 Untersuchungen zur IL-2-Freisetzung 

2.2.5.9.1 Erhaltungskultur der Jurkat-T-Zelllinie 

Bei den Jurkat-T-Zellen handelt es sich um eine Suspensions-Zelllinie (ACC-282, von der 

DSMZ, Braunschweig, Deutschland). Die humane T-Zelllinie wurde in RPMI1640 Medi-

um mit 8 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Zweimal wöchentlich fand 

eine Subkultivierung statt. Hierzu wurde die Zellsuspension nach optischer Überprüfung 

im Mikroskop bei 400 g für 5 min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das 

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Zur Zellzählung wurden 10 µL der Zellsus-

pension mit 10 µL Trypanblau-Lösung versetzt, resuspendiert und im Zellzählgerät Lu-

na™ (Logos Biosystems; Annandale, VA, USA) ausgezählt. Die Einsaat erfolgte in einer 

Konzentration von 0,3∙106 Zellen/mL. Die Zellsuspension wurde zusätzlich einmal wö-

chentlich durch Entnahme von Zellsuspension und Zugabe frischen Mediums im Ver-

hältnis 1:2 ausgedünnt. 

2.2.5.9.2 Messung der IL-2-Freisetzung 

In eine 12-Well-Platte wurden 0,3∙106 Zellen/Well eingesät. Der zu untersuchende Ex-

trakt aus T. populinum wurde in einer Konzentration von 51,6 µg/mL hinzugegeben und 

für 24 h auf die Zellen einwirken gelassen. Für die Lösungsmittel-Kontrolle wurde die 

entsprechende Lösungsmittel-Konzentration ohne Extrakt auf die Zellen gegeben. Des 
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Weiteren wurde eine unbehandelte Parallele mitgeführt, an der ein Einfluss des Lö-

sungsmittels zu erkennen gewesen wäre. 

Ein zweiter Versuchsansatz bestand in der Beeinflussung der IL-2-Freisetzung von Jur-

kat-T-Zellen nach Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA). Hierzu wurden 

PMA (10 ng/mL) und Ionomycin (350 ng/mL) zeitgleich mit dem Extrakt auf die Zellen 

gegeben und für 24 h inkubiert. Als Kontrolle wurde eine nicht-stimulierte Parallele mit-

geführt. 

Nach der 24-stündigen Inkubation wurde die Zellsuspension bei beiden Versuchsansät-

zen bei 10000 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 

Mikroreaktionsgefäß überführt und bei -80 °C gelagert.  

Die Zytokin-Konzentration im Überstand wurde mithilfe eines ELISAs (Human IL-2 ELI-

SA MAX™ Deluxe Set, BioLegend, San Diego, CA, USA) gemäß Anleitung des Herstellers 

bestimmt. Einen Tag vor Beginn des Versuches wurde eine 96-Well-Platte mit Fang-

Antikörper beschichtet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dem Ende der Inkubation 

wurde viermal gewaschen (Puffer s. 2.1.5.5.1) um überschüssigen Fang-Antikörper zu 

entfernen und die Platte anschließend mit einem Puffer für 1 h auf dem Schüttler blo-

ckiert. Nach erneutem viermaligen Waschen wurden 100 µL Überstand oder Standard in 

Duplikaten auf die vorbereitete Platte gegeben und für 2 h bei Raumtemperatur unter 

leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde ungebundene Substanz abgewaschen. Zur 

Detektion wurden 100 µL Detektions-Antikörper in jedes Well gegeben und für 1 h bei 

Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. Wiederum wurde viermal gewa-

schen. Nun wurde mit Avidin-HRP-Lösung für 30 min bei Raumtemperatur behandelt, 

fünfmal gewaschen, 100 µL TMB-Substrat hinzugegeben und 30 min unter Lichtaus-

schluss inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µL 2 N Schwefelsäure ge-

stoppt. Danach wurde die Platte photometrisch im Plattenreader bei den Wellenlängen 

450 nm und 570 nm gemessen und der Gehalt durch die Kalibrationsgerade mithilfe des 

mitgeführten externen Standards berechnet. 
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2.2.5.10 Untersuchung der IL-4-Freisetzung 

Nach der Trypsinierung wurde die Zellzahl mit DMEM auf 5∙105 Zellen/mL eingestellt. 

Danach erfolgte die Einsaat auf eine 24-Well-Platte mit 400 µL pro Well (entspricht 

2∙105 Zellen/Well). 3 Wells werden für die Bestimmung des Blindwertes freigelassen. In 

die Wells mit Zellsuspension wurden 100 µL IgE-Antikörper (495 ng/mL in PBS ohne Ca 

und Mg; Endkonzentration 99 ng/mL) oder 100 µL PBS (ohne Ca und Mg) pipettiert. Nun 

erfolgte die Inkubation des Ansatzes bei 37 °C und 5 % CO2 über Nacht. 

Für die Stimulation wurde sich am Vorgehen von Sun et al. orientiert (Sun et al. 2015). 

Am nächsten Tag wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen einmal vorsichtig 

500 µL mit Tyrodes Puffer gewaschen (es ist vorteilhaft, die Zeit zwischen Absaugen und 

Aufgabe des Puffer möglichst kurz zu halten). Danach wurden in die Wells für Testlö-

sungen 498 µL Tyrodes Puffer hinzugefügt und für 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-

ßend wurden 2 µL Testlösung hinzupipettiert und für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Bega-

sungsbrutschrank inkubiert. Jetzt wurden die Zellen für 6 h bei 37 °C mit 10 µL einer 

DNP-HSA-Lösung (50 µg/mL in PBS; Endkonzentration im Well 1 µg/mL) stimuliert. Eine 

Positiv-Kontrolle wurde in Form einer mit IgE-Antikörper sensibilisierten und DNP-HSA 

stimulierten Parallele (d.h. 500 µL Tyrodes Puffer + DNP-HSA) mitgeführt. Die Negativ-

Kontrolle bestand in einer unstimulierten (d.h. nur mit 510 µl Tyrodes Puffer inkubierte 

Zellen) Parallele, um die spontane Freisetzung zu bestimmen. Der Blindwert wurde mit 

510 µL Tyrodes Puffer in den bei der Einsaat freigelassenen Wells (d.h. ohne Zellen) be-

stimmt. 

Nach der Stimulation wurden die Zellkulturüberstände in Pyrogen/Endotoxin-freie 

Mikroreaktionsgefäße überführt und einer Zentrifugation unterzogen. Anschließend 

wurde das Zentrifugat in neue Pyrogen/Endotoxin-freie Mikroreaktionsgefäße überführt 

und bei -80 °C gelagert. 

Um eine die IL-4-Werte verfälschende Vitalitätsminderung der Zellen durch Pilzextrakte 

bzw. Reinsubstanzen zu prüfen, wurde nach der Stimulation ein MTT-Test durchgeführt. 

Hierzu wurde der zurückbleibende Zellkulturüberstand nach Abnahme der Überstände 

für den IL-4-ELISA von der 24-Well-Platte vollständig abgesaugt, einmal mit 500 µL 

HBSS gewaschen und eine Lösung von 5,5 mg Thiazolblau auf 11 mL Zellkulturmedium 

pro 24-Well-Platte hergestellt und 400 µL dieser Lösung in jedes Well gegeben. Danach 

erfolgte eine Inkubation des Ansatzes für 3 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Begasungsbrut-

schrank. Anschließend wurde das Medium durch Abschütteln der Platte entfernt und 
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400 µL DMSO in jedes Well gegeben. Die Platte wurde für 20-30 min orbital-horizontal 

geschüttelt und anschließend die Absorption bei 550 nm und 620 nm mithilfe eines 

Mikrotiterplattenreaders gemessen. 

2.2.5.11 IL-4-ELISA 

Für die Messung wurde das Rat IL-4 ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) verwendet. Der Test wurde gemäß Anweisung des Herstellers durchgeführt. Zu-

nächst wurde der Waschpuffer durch Verdünnen des Konzentrats hergestellt. Proben 

wurden aufgetaut und evtl. mit Standard-Verdünnungspuffer verdünnt. Dann wurde der 

IL-4-Standard rekonstituiert und eine Verdünnungsreihe mit Standard-

Verdünnungspuffer sowie ein Blindwert (reiner Standard-Verdünnungspuffer) erstellt. 

Die Wells der 96-Well-Platte waren bereits mit Bindungsantikörper beschichtet. Von 

Standards und Blindwert wurden 100 µL in die betreffenden Wells gegeben. In die ande-

ren Wells wurden 50 µL Standard-Verdünnungspuffer pipettiert und 50 µL des aufgetau-

ten Zellüberstands normal und in der hergestellten 1:2-Verdünnung hinzugefügt. Jedes 

belegte Well wurde nun mit 50 µL Rat IL-4-Biotin-Konjugat versetzt, die Platte mit der 

mitgelieferten Folie abgedeckt und für 2 h unter leichtem orbital-horizontalem Schütteln 

bei Raumtemperatur inkubiert, die Platte ausgeklopft und 4mal mit Waschpuffer gewa-

schen. Danach wurden 100 µL Streptavidin-HRP-Lösung (Verdünnung eines Streptavi-

din-HRP-Konzentrates in der mitgelieferten HRP-Verdünnungslösung) in alle Wells au-

ßer denen für den Blindwert gegeben, 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem orbital-

horizontalem Schütteln mit Folie abgedeckt inkubiert, die Platte abgeklopft und 4mal mit 

Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurde in jedes Well die Chromogen-Lösung ge-

geben und wiederum für 30 min, inkubiert. Diese Inkubationszeit musste im Dunkeln 

erfolgen (Platte mit Alufolie abgedeckt in einer Schublade). Schließlich wurde die Stopp-

Lösung hinzugefügt, die Absorption bei 450 nm im Mikrotiterplattenreader gemessen 

und eine nicht-lineare Regression mit den Werten für die Standardkurve durchgeführt. 

Für die Regression wurde eine quadratische Gleichung verwendet.  
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2.2.6 Kultivierung des Pilzmyzels 

Für die Erhaltungskultur wird das axenische Myzel auf Schrägagar gezüchtet. Zur Pro-

duktion von Biomasse wird zunächst eine sogenannte Vorkultur angelegt. Hierfür wird 

das Pilzmyzel zunächst auf eine Agar-Platte übertragen und wachsen gelassen. Hat sich 

ein Myzel-Teppich ausgebildet, wird der mit Myzel bewachsene Bereich von der Agar-

Platte herausgeschnitten und in einen Erlenmeyer-Kolben mit Hagem-Medium überführt, 

welcher mit einem Steristopfen verschlossen wird. Es wird wiederum gewartet, bis das 

Myzel in der Vorkultur an Größe zugenommen hat. Für einen Kultur-Ansatz wird das so 

vorbereitete Myzel homogenisiert und in mit Hagem-Medium gefüllte Erlenmeyer-

Kolben überführt. Auf einem Schüttler wird bei 125 rpm für 3 Wochen bei Raumtempera-

tur kultiviert. Zur Ernte wird das Myzel abgesiebt und lyophilisiert. Das Medium wird am 

Vakuumrotationsverdampfer eingeengt und ebenfalls lyophilisiert. 

2.2.7 DNA-Extraktion und PCR 

Die Extraktion genomischer DNA erfolgte nach dem sogenannten „Usti“-Protokoll. Ein 

Teil Myzel wurde von einer Agarplatte entnommen, in ein Mikroreaktionsgefäß über-

führt (SafeLock) und eine Metallkugel hinzugefügt. Die Probe wurde bei -80 °C für 15 min 

eingefroren und anschließend für 2 min in einer Retsch-Mühle bei 30 Hz behandelt. Bei 

einem zweiten Ansatz wurde Sand hinzugefügt und mit einem kleinen Mörser die Bio-

masse zerdrückt. Nun wurden 500 µL Usti-Lyse-Puffer (s. 2.2.7.1) zupipettiert, 30 s gevor-

text und bei 65 °C für 15 min inkubiert, wobei alle 5 min wieder für 30 s gevortext wurde. 

Danach wurden 500 µL eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) hinzuaddiert 

für 30 s gevortext und bei 4 °C für 10 min abzentrifugiert. 400 µL der Oberphase des 

Zweiphasensystems wurden in neue Mikroreaktionsgefäße gegeben und 500 µL Chloro-

form-Isoamylalkohol (24:1) hinzugefügt. Wiederum wurde auf dem Vortexer gemischt 

und bei 4 °C für 5 min abzentrifugiert. 300 µL der Oberphase wurde in neue Mikroreakti-

onsgefäße überführt und 300 µL eiskaltes 2-Propanol hinzupipettiert, vorsichtig geschüt-

telt, für 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und bei 4 °C für 10 min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen, der Rückstand mit 200 µL Ethanol 70 % (V/V) gewa-

schen, das Pellet am Boden des Gefäßes getrocknet und 50 µL TE-Puffer hinzugefügt. 

Anschließend wurde eine PCR mit ITS1 und ITS4 Primern unter Standardbedingungen in 

einem Eppendorf-Mastercycler durchgeführt (s. 2.2.7.2). Das Ergebnis wurde anhand ei-
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ner Agarose-Gelelektrophorese (0,8 % Agarose) überprüft. Danach erfolgte die Sequen-

zierung der amplifizierten Sequenz. 

2.2.7.1 Usti-Lyse-Puffer 

Tris-Base/Tris HCl    10 mM 

NaCl       100 mM 

Na2-EDTA      1 mM 

SDS        1 % 

Triton X-100      2 % (V/V) 

 

Auf 1 L mit sterilem Aqua dest. auffüllen, bei Raumtemperatur lagern. 

2.2.7.2 PCR-Puffer und –Bedingungen 

Der nachfolgende Ansatz gilt für die PCR einer Probe. Bei mehreren Proben müssen die 

Volumina mit der entsprechenden Probenanzahl multipliziert werden (Solis et al. 2015). 

 

ddH2O       15,46 µL 

Mango-Puffer     5 µL 

MgCl2 (Bioline, 50 mM)   1,7 µL 

dNTP (10 mM)     0,5 µL 

IST 1 Primer (10 µM)    0,5 µL 

IST 4-Primer (10 µM)    0,5 µL 

Taq-DNA-Polymerase (5 U/µL) 0,16 µL 

Template DNA     1 µL; unverdünnt oder in 1:10-Verdünnung 
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PCR-Programm 

 

  5 min   94 °C 

35 PCR-Zyklen: 

  35 s    94 °C 

  50 s    52 °C 

  90 s    72 °C 

Ende: 

  5 min   72 °C 

 

Anschließend Inkubation bei 15 °C, wenn Ansatz über Nacht inkubiert wurde. 

2.2.7.3 Erstellung von Phylogenien 

Hierzu wurden zwei Programme verwendet: MrBayes (Huelsenbeck und Ronquist 2001) 

und RAxML (Silvestro und Michalak 2012; Stamatakis 2014). Publizierte Sequenzen un-

terschiedlicher Armillaria-Arten wurden aus GenBank (Benson et al. 2012) exportiert, 

mithilfe von MAFFT (Katoh und Standley 2013; Katoh et al. 2002) aligned, durch Mesqui-

te (Maddison und Madisson 2011) wurde eine NEXUS-Datei zur Verwendung in MrBayes 

erstellt. Die Berechnung der Phylogenie geschah in MrBayes. Dieselbe Datei wurde in 

das Programm RAxML importiert und auch hier eine Phylogenie nach dem Maximum-

Likelihood-Ansatz erstellt. Einstellungen waren: Rapid Bootstrap, 1000 replicates, bs BRL 

angehakt. Die Ergebnisse können in den Programmen SeaView (Gouy et al. 2010) und 

MEGA (Tamura et al. 2013) graphisch dargestellt werden. Die Programme zur Erstellung 

der Phylogenien berechnen auf Grundlage der Ähnlichkeit der gegebenen Sequenzen 

Verwandschaftsverhältnisse zwischen diesen. Der Gebrauch zur vermeintlichen Simula-

tion einer vermuteten stammesgeschichtlichen Entwicklung ist abzulehnen, da eine sol-

che Entwicklung nicht sinnvoll nachvollzogen werden kann und die Evolutionstheorie 

eine unbewiesene Theorie darstellt. Zur Anwendung für die Ordnung der Lebewesen auf 

Grundlage ihrer genetischen Information, d.h. für einen systematischen Ansatz, oder wie 

im vorliegenden Falle zur besseren Einordnung einer durch reinen Sequenzvergleich 

nicht sicher bestimmten Art, sind die genannten Programme jedoch gut geeignet. 
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2.2.8 Qualitätssicherung 

Die Untersuchungen zur Qualitätssicherung teilen sich in zwei Bereiche: 

 

 Gehaltsbestimmung von Polysacchariden/β-Glucanen 

 

Die Methoden und Ergebnisse entstammen einer durch den Verfasser dieser Arbeit be-

treuten Diplomarbeit am Institut für Pharmazie, Pharmazeutische Biologie der Ernst-

Moritz-Arndt-Universität Greifswald (Zeidler 2016). 

 

 Gehaltsbestimmung von Agaritin im Sinne einer Reinheitsprüfung 

 

Die Methoden und Ergebnisse entstammen einer durch den Verfasser dieser Arbeit be-

treuten Diplomarbeit am Institut für Pharmazie, Pharmazeutische Biologie der Ernst-

Moritz-Arndt-Universität Greifswald (Willke 2014). 

2.2.8.1 Gehaltsbestimmung Polysaccharide 

2.2.8.1.1 Anthron-Methode 

 

 

 

 

 

 

 Anthron-Lösung 0,1 % (m/V) in konz. Schwefelsäure 

 Mikrotiterplatte 96-Well 

 Analysenlösung: 100,0 mg Extrakt in 10 mL 1 M NaOH 

 

Die Anthron-Methode dient der Gesamtkohlenhydrat-Bestimmung. Durch die konz. 

Schwefelsäure werden die in der Probe enthaltenen Kohlenhydrate einer sauren Hydro-

lyse unterzogen und in ihre Monosaccharide gespalten. Durch die dehydratisierende 

Wirkung der Säure entstehen Furan-Derivate, wobei aus Hexosen Hydroxymethylfur-

Abb. 16 Strukturformel von Anthron 
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fural, aus Pentosen Furfural entsteht. Diese kondensieren mit Anthron zu photometrisch 

bestimmbaren Produkten. Um die Umsetzung des flüchtigen Furfurals mit Anthron zu 

gewährleisten, werden die Reaktionsansätze nach Anthron-Zugabe gekühlt. 

Die Kalibrierung erfolgt mittels externem Standard, welcher in den Konzentrationen 

10 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 150 mg/mL und 200 mg/mL vermessen wird. 

Eine einzelne Probe wird in Triplikaten vermessen, d.h. es existieren drei technische Rep-

likate. Während der Messung sollten zusätzlich zu Schutzbrille, Handschuhen und La-

borkittel auch Kopfhaube und Mundschutz getragen werden, um vor der Gefahr durch 

die konz. Schwefelsäure geschützt zu sein und Kontamination der Probe durch z.B. Haut-

schuppen, Staub und Speicheltropfen zu verhindern. Die Anthron-Methode ist hinsicht-

lich dieses Gesichtspunktes sehr störanfällig. Auch Luftzug sollte vermieden werden.  

 

Die Einwaage des Extraktes wird zunächst in ein Kulturröhrchen mit ca. 10 mL Fas-

sungsvolumen überführt, 10 mL einer 1 M Natronlauge hinzugefügt und durch Vortexen 

und gelegentliches Umschütteln dispergiert. Eine Ultraschallbehandlung von 10 min soll 

Pulvernester vermeiden. Nach der Behandlung wird für 10 min bei 4500 rpm abzentrifu-

giert. In einem 1,5 mL Mikroreaktionsgefäß werden 20 µL des Überstandes mit 980 µL 

destilliertem Wasser vermischt und somit 1:50 verdünnt. 50 µL dieser Lösung werden in 

ein neues 1,5 mL Mikroreaktionsgefäß überführt und mit 150 µL Anthron-Lösung ver-

setzt, wobei die Anthron-Lösung an die Wand des Mikroreaktionsgefäßes gegeben wird. 

Da diese Anthron-Lösung sehr viskos ist, wird mit reversem Pipettieren gearbeitet. Nach 

dem Hinzufügen wird für 15 s bei 6000 rpm zentrifugiert, um evtl. am Deckel oder an der 

Wand anhaftende Flüssigkeitstropfen mit der restlichen Phase zu vereinigen. Nun wird 

wiederum auf dem Vortexer durchmischt und bei 6000 rpm für 1 min abzentrifugiert. 

Danach wird der Reaktionsansatz für 10 min bei 4–6 °C im Kühlschrank gelagert (s.o.). 

Der Mikroreaktionsgefäß-Ständer sollte eine freie Luftzirkulation um die Gefäße ermög-

lichen. Anschließend wird der Ansatz für 20 min auf 100 °C im Trockenschrank erhitzt 

und daraufhin für weitere 20 min bei Raumtemperatur (18–25 °C) abgekühlt. Nun werden 

150 µL der Lösung auf eine 96-Well-Platte überführt (die äußeren Wells werden freige-

lassen) und bei 620 nm gegen einen Blindwert, bestehend aus Natronlauge ohne Probe, 

im Mikroplattenreader vermessen. 
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2.2.8.2 Gehaltsbestimmung β-Glucane 

2.2.8.2.1 Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Anilinblau (Methylblau)-Lösung 

o 17,5 Teile 1 M Salzsäure 

o 49,2 Teile 1 M Glycin/NaOH-Puffer pH=9 

o 33,3 Teile wässrige Anilinblau-Stammlösung 0,1 % (m/V) 

 1 M Natronlauge 

 6 M Natronlauge 

 Mikrotiterplatte 96-Well, schwarz 

 Analysenlösung: 15,0 mg Extrakt in 2 mL 1 M Natronlauge 

 

Durch die stark alkalischen Reaktionsbedingungen werden triple-helicale Strukturen der 

β-1,3-Glucane in die single-helicale Konformation überführt (Young et al. 2000; Nitschke 

et al. 2011). In diese kann sich das Anilinblau unter bathochromer Verschiebung (Ko und 

Lin 2004; Smith und McCully 1978) der Emissionswellenlänge mit Fluoreszenzverstär-

kung einlagern und somit fluorimetrisch nachgewiesen und quantifiziert werden. Anilin-

Abb. 17 Strukturformel von Anilinblau (Methylblau) 
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blau ist in diesem Fall nicht das reagierende Agens, sondern das darin enthaltene Siroflu-

or, welches selektiv an single-helicale β-1,3-Glucane bindet (Wood und Fulcher 1983; 

Evans und Hoyne 1984). Der Mechanismus der Reaktion ist unklar. Es wird die Ausbil-

dung eines durch Wasserstoffbrückenbindungen stabilisierten intramolekularen charge-

transfer-Komplexes vermutet (Thistlethwaite et al. 1986). Auch α-Glucane können mit 

Sirofluor reagieren, jedoch in deutlich geringerem und vernachlässigbarem Ausmaß 

(Evans und Hoyne 1984). Das pH-Optimum für die Anlagerung wird bei pH=11,5 ange-

nommen. Oberhalb dieses pH-Wertes würde keine single-Helix, sondern ein ungeordne-

tes Knäuel vorliegen, an welches sich kein Sirofluor anlagern könnte (Young und Jacobs 

1998). Verzweigungen durch β-1,6-Bindungen können ebenfalls die Anlagerung von Siro-

fluor behindern. Auch die Ionenstärke hat einen Einfluss auf den räumlichen Bau von 

β‑Glucanen und damit auf deren Wechselwirkung mit Sirofluor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Bestimmung wird eine konventionelle Standardadditionsmethode (Brown und 

Gillam 2012) unter Zusatz von Curdlan, einem unverzweigten β-1,3-Glucan, angewendet. 

Der Zusatz erfolgt dermaßen, dass mit der höchsten Zugabe an Curdlan das 2-3fache des 

vermuteten Gehaltes an β-Glucanen erreicht wird. Es sollten mindestens 2-3 verschiede-

ne Zugabemengen an Standard erfolgen, 4 sind empfehlenswert. Dem Graphen der Kalib-

rationskurve liegt ein Polynom 2. Grades zu Grunde. Da bei Standardadditionsverfahren 

extrapoliert wird, führt eine höhere Anzahl an Standardzugaben zu einem geringeren 

Abb. 18 Strukturformel von Sirofluor 
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Fehler, sodass auch nicht-lineare Kalibrationen valide Ergebnisse erzielen können 

(Kościelniak 1999). In der vorliegenden Versuchsanordnung werden jeweils gleiche Vo-

lumina von Standardlösungen mit den Konzentrationen 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL 

und 4 mg/mL verwendet.  

Zunächst werden 15 mg Probe in einem 2 mL-Mikroreaktionsgefäß mit 1 M Natronlauge 

bedeckt und durch Vortexen und gelegentliches Umdrehen dispergiert. Im Ultraschallbad 

sollen Pulvernester zerstört/vermieden werden. Danach wird für 10 min bei 350 mot/min 

auf einem Horizontalschüttler extrahiert, um die β-Glucane in Lösung zu bringen. Von 

der entstandenen Lösung werden in fünf neue 1,5 mL-Mikroreaktiongefäße jeweils 

250 µL pipettiert. Zu einer dieser Lösungen werden 75 µL einer 1 M Natronlauge hinzu-

gefügt, in die anderen jeweils 75 µL der Standardlösungen in den oben aufgeführten 

Konzentrationen. Alle fünf Lösungen werden anschließend mit 30 µL einer 

6 M Natronlauge versetzt. Danach werden die Reaktionsansätze für 30 min bei 80 °C im 

Trockenschrank erhitzt und direkt daran anschließend für 2 min in Eiswasser gekühlt. 

Durch diesen Schritt sollen, wie erwähnt, die β-Glucane quantitativ in die single-Helix-

Konformation überführt werden. Der Ständer für die Mikroreaktionsgefäße sollte eine 

freie Luftzirkulation um die die Probe enthaltenden Gefäße ermöglichen. Wird er für das 

Abkühlen in Eiswasser verwendet, muss für die weitere Versuchsdurchführung ein bei 

Raumtemperatur gelagerter Ständer verwendet werden. 

Nach Eisbad und Abtrocknen werden jeweils 630 µL Anilinblau-Lösung hinzugegeben 

(das Volumen im Mikroreaktionsgefäß steigt dadurch auf 985 µL). Daraufhin wird für 

30 min bei 50 °C im Trockenschrank inkubiert. Danach wird für 30 min bei Raumtempe-

ratur gelagert, um eine Entfärbung der Lösung zu erreichen. Aus jedem Mikroreaktions-

gefäß werden 200 µL in Triplikaten entnommen, auf eine schwarze 96-Well-Platte über-

führt und fluorimetrisch bei einer Exzitationswellenlänge von 400 nm und einer Emissi-

onwellenlänge von 500 nm im Mikrotiterplattenreader gegen einen Blindwert vermessen. 
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2.2.8.2.2 Kongorot-Methode 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 200 mM Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 

 Kongorot-Lösung 0,08 % (m/V) in 200 mM Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 

 Semi-mikro-Küvetten 

 Analysenlösung: 150,0 mg Extrakt in 4,5 mL eines 200 mM Natronlauge/Citrat-

Puffers mit pH=7 

 

Mit der Kongorot-Methode sollen selektiv triple-helicale β-Glucane detektiert werden 

können (Nitschke et al. 2011). Dies ist ein kontrovers diskutierter Aspekt, der unter 4.2 

behandelt wird. Kongorot interagiert über Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

Hydroxyl-Gruppen des Kohlenhydrates (als Wasserstoffbrückenbindungs-Donatoren) 

und den Amino-Gruppen des Farbstoffes (als Akzeptoren). Hierbei könnte auch die Azo-

Gruppierung als Akzeptor fungieren. (Puchtler et al. 1962) 

Durch die Interaktion von Kongorot mit Glucanen wird das Absorptionsmaximum des 

Farbstoffes bathochrom von ca. 493 nm (z.B. in Abhängigkeit von der Glucan-

Konzentration) auf ca. 523 nm verschoben. (Nitschke et al. 2011) 

Abb. 19 Strukturformel von Kongorot 
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Um eine durch sehr hohe pH-Werte herbeigeführte Konformationsänderung der Glucane 

zu verhindern, wird der pH-Wert bei pH=7 gepuffert. Bei Anlösung des festen Kongorots 

mit Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 bildet sich zunächst eine Suspension. Diese muss so 

lang im Ultraschallbad behandelt werden, bis sie klar ist. 

 

150,0 mg Extrakt werden in einem Kulturröhrchen mit 4,5 mL Puffer versetzt und auf 

dem Vortexer dispergiert. Eine 10 minütige Behandlung im Ultraschallbad soll Pulvernes-

ter vermeiden/ausschließen. Danach werden die Proben für 10 min bei 350 mot/min auf 

einem Horizontalschüttler extrahiert und bei 4500 rpm für 10 min abzentrifugiert. 400 µL 

Überstand werden mit Puffer auf 800 µL aufgefüllt und 20 µL frisch hergestellte Kon-

gorot-Lösung hinzugefügt (das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes beträgt 820 µL). 

Der Ansatz wird für 10 s auf dem Vortexer gemischt und bei einer Wellenlänge von 

523 nm gegen einen Blindwert, bestehend aus Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 und Kon-

gorot-Lösung photometrisch in Semi-mikro-Küvetten vermessen. Dieser Blindwert be-

rücksichtigt die Eigenabsorption des Kongorots. Lösungen mit Pilzextrakten sind teils 

stark gelblich bis bräunlich gefärbt, sodass sie die photometrische Messung beeinflussen 

können. Daher müssen zwei Blindwerte vom Messwert abgezogen werden. Die Eigenab-

sorption des Pilzextraktes wird hierbei mit 400 µL Probelösung und 420 µL Natronlau-

ge/Citrat-Puffer pH=7 bestimmt. Vom Messwert werden der Blindwert der Eigenabsorp-

tion des Kongorots und der Eigenabsorption des Pilzextrakts abgezogen. 
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2.2.8.3 Validierung der Anthron-Methode 

2.2.8.3.1 Richtigkeit 

Die Richtigkeit der Bestimmungsmethode wurde über die Aufstockung von Realproben 

mit definierten Massen von Glucose bestimmt. Als Matrix wurde Reishi HdT-Pulver (es 

handelt sich dabei um einen Extrakt) (Fa. Hifas da Terra S.L.) verwendet. Die Berechnung 

geschah wie in Formel 2 dargestellt. 

 

𝑅𝑅 [%] =
𝐶1 − 𝐶2

𝐶3
× 100 

Formel 2 Berechnung der Wiederfindungsrate der Anthron-Methode 
 

RR: Recovery rate, deutsch: Wiederfindungsrate 

C1: Glucose-Gehalt in der aufgestockten Probe in µg 

C2: Glucose-Gehalt in der nicht aufgestockten Probe in µg 

C3: Glucose-Einwaage in aufgestockter Probe in µg 

 

Die Wiederfindungsrate wurde in drei unterschiedlichen Konzentrationsbereichen ermit-

telt. Hierbei wurden je Konzentrationsbereich sechs Parallelen vermessen. Drei von die-

sen wurden mit der definierten Masse Glucose aufgestockt (gespiked), drei wurden ohne 

Aufstockung vermessen. Die Messung erfolgte in Triplikaten, d.h. jede Parallele ergab 

drei Messwerte. Für aufgestockte und nicht-aufgestockte Parallelen wurde jeweils der 

Mittelwert der Messungen berechnet und in Formel 2 eingesetzt. 

2.2.8.3.2 Präzision 

Methodenpräzision 

Eine Realprobe wurde sechsmal eingewogen und vermessen. Die sechs erhaltenen Mess-

werte wurden gemittelt und der Variationskoeffizient berechnet. Als Matrix wurde der 

Inhalt von Bio Shiitake Extrakt Kapseln der Fa. Wohlrab verwendet. 
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Messpräzision 

Aus einer Einwaage Realprobe wurden sechs Replikate erstellt und vermessen. Von den 

erhaltenen Messwerten wurden Mittelwert und Variationskoeffizient bestimmt. Als Mat-

rix diente Shiitake Extrakt Pulver der Fa. Hawlik. 

 

Intermediate precision 

An drei verschiedenen Tagen wurden drei Einwaagen einer Realprobe mit drei techni-

schen Replikaten pro Einwaage gemessen. An jedem Tag wurde eine neue Kalibrations-

gerade aufgenommen, Anthron-Lösung und Kalibrationslösungen wurden jeweils frisch 

hergestellt. Aus allen aufgenommenen Messwerten wurden der Mittelwert des Gehaltes 

sowie der Variationskoeffizient errechnet. Reishi Pulver Bio der Fa. Wohlrab diente als 

Matrix (es handelt sich um einen Reishi-Extrakt). 

2.2.8.3.3 Selektivität 

Die Genauigkeit einer Methode erlaubt eine indirekte Aussage über die Selektivität der-

selben (Kromidas et al. 1995). Es wurde jedoch zusätzlich die Wiederfindungsrate einiger 

ausgewählter Substanzen ermittelt. Auch hier wurden aufgestockte und nicht-

aufgestockte Realproben verwendet und die Wiederfindungsrate berechnet. Als Substan-

zen fanden Methylcellulose, Chitin, wasserlösliche Stärke und Pachyman Anwendung. 

Drei Einwaagen nicht-aufgestockter sowie drei Einwaagen aufgestockter Proben wurden 

jeweils in Triplikaten vermessen. 

2.2.8.3.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD und LOQ) 

Die Ermittlung dieser Validierungsparameter geschah über die Messung der Streuung des 

Blindwertes. Es wurden 20 Blindwerte aufgenommen, deren Mittelwert und Standardab-

weichung berechnet und Nachweis- und Bestimmungsgrenze anhand der unten aufge-

führten Formeln kalkuliert. 

 

𝐿𝑂𝐷 =
3,3 × 𝑆𝐷𝐵

𝑚
 

Formel 3 Berechnung der Nachweisgrenze 
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𝐿𝑂𝑄 =
10 × 𝑆𝐷𝐵

𝑚
 

Formel 4 Berechnung der Bestimmungsgrenze 
 

SDB: Standardabweichung des Blindwertes 

m:  Steigung der Kalibrationsgeraden 

2.2.8.3.5 Linearität und Arbeitsbereich 

Es wurden sechs Kalibrationsgeraden mit Glucose aufgenommen, wobei die Glucose-

Stammlösung der Konzentration 1 mg/mL und die Anthron-Lösung jeweils frisch herge-

stellt wurden. Die Kalibrationspunkte entsprachen 10 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 

150 mg/mL und 200 mg/mL, pro Punkt wurden 10 Replikate vermessen. Aus den Werten 

wurden eine Kalibrationsgerade sowie ein Residuenplot erstellt. Bei einer zufälligen Ver-

teilung der ermittelten Absorptionen bei den verschiedenen Glucose-Konzentrationen 

ober- und unterhalb der Nulllinie kann Linearität angenommen werden. Die Kalibrati-

onsgeraden wurden an verschieden Tagen aufgenommen und lassen somit einen Rück-

schluss auf die intermediate precision der Methode zu. Der Arbeitsbereich wird mit dem 

Bereich gleichgesetzt, in welchem die Methode Linearität aufweist. 
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2.2.8.4 Validierung der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

2.2.8.4.1 Richtigkeit 

Das Aufstocken der Proben geschah mit dem unverzweigten β-1,3-Glucan Curdlan. Das 

Vorgehen entspricht dem unter 2.2.8.3.1 beschriebenen. Die Kalibrationskurve wurde in 

der gleichen Matrix aufgenommen, die für die Bestimmung der Wiederfindungsrate An-

wendung fand, da die Standardadditionsmethode verwendet werden musste. Bei dieser 

Methode kann folglich keine Kalibration mit externem Standard erfolgen. Es wurde das 

Shiitake Extrakt Pulver der Fa. Hawlik verwendet. Zu 200 mg dieses Extraktes wurden 

jeweils 2,5 mg, 5 mg, 7,5 mg, 10 mg und 12,5 mg Curdlan hinzugefügt, eine weitere Ein-

waage diente zur Bestimmung des Nullwertes. Bei jeder Zugabe wurden drei Replikate 

erstellt, welche in Triplikaten vermessen wurden. Aus den entstehenden Datenpunkten 

wurde der Mittelwert berechnet. 

2.2.8.4.2 Präzision 

Methodenpräzision 

Hierfür wurden sechs Einwaagen gleicher Massen an Curdlan erstellt und vermessen. 

Aus den sechs Messwerten wurde der Variationskoeffizient berechnet. 

 

Messpräzision 

Aus einer Einwaage Realprobe (Bio Shiitake Pilz Extrakt, Fa. Natuko) wurden sechs tech-

nische Replikate angefertigt und vermessen. Danach wurde der Variationskoeffizient der 

Messwerte berechnet. 

 

Intermediate precision 

An drei verschiedenen Tagen wurden drei Proben in drei Replikaten eingewogen, welche 

anschließend mit drei technischen Replikaten vermessen wurden. Die pro Kalibrations-

konzentration bestimmten Messwerte wurden gemittelt. Die an den drei verschiedenen 

Tagen jeweils berechneten drei Gehalte wurden gemittelt und der Variationskoeffizient 

berechnet. Für die Bestimmung der intermediate precision wurde „Reishi Pulver Bio“ der 

Fa. Wohlrab verwendet (es handelte sich dabei um einen Reishi-Extrakt). 
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2.2.8.4.3 Selektivität 

Wie bei der Anthron-Methode wurden auch hier Wiederfindungsraten für verschiedene, 

sinnvoll erscheinende Substanzen bestimmt. Dabei handelte es sich um wasserlösliche 

Stärke, Methylcellulose, Chitin und Pachyman. Mit diesen Substanzen wurden Realpro-

ben aufgestockt. Es wurden drei Einwaagen einer Matrix aufgestockt und im Triplikat 

vermessen. Zur Bestimmung des Nullwertes wurden entsprechend drei Einwaagen einer 

Matrix unaufgestockt jeweils als Triplikat vermessen. Die drei Messwerte einer Einwaage 

wurden gemittelt und per Kalibrationsfunktion der Gehalt berechnet. 

2.2.8.4.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Es wurden 20 Blindwerte aufgenommen. Aus diesen wurden der Mittelwert sowie die 

Standardabweichung der Fluoreszenzintensitäten berechnet (s. Formel 5 und Formel 6). 

Nach Berechnung der Fluoreszenz-Intensität bei LOD und LOQ wurde durch Einsetzen in 

eine gesonderte Kalibrationsfunktion der Gehalt der LOD und LOQ bestimmt. Für die 

Kalibrationskurve wurden 15,0 mg Curdlan in 50 mL 1 M NaOH zu einer Lösung der 

Konzentration 300 µg/mL angelöst. Aus dieser Lösung wurden unter Verwendung von 

1 M NaOH Verdünnungen mit den Konzentrationen 30 µg/mL, 60 µg/mL, 90 µg/mL, 

120 µg/mL und 150 µg/mL hergestellt. 100 µL der aufgeführten Verdünnungen wurden 

mit 1 M NaOH auf 300 µL aufgefüllt, vermessen und die Fluoreszenz-Intensität gegen den 

Gehalt an Curdlan aufgetragen. 

 

𝐿𝑂𝐷 = 3,3 × 𝑆𝐷𝐵 + 𝑀𝑊𝐹 

 
Formel 5 Berechnung der LOD-Fluoreszenz-Intensität 

 

 

𝐿𝑂𝑄 = 10 × 𝑆𝐷𝐵 + 𝑀𝑊𝐹 

 

Formel 6 Berechnung der LOQ-Fluoreszenz-Intensität 
 

SDB: Standardabweichung der Fluoreszenz-Intensitäten des Blindwertes 

MWF: Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitäten des Blindwertes 
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2.2.8.4.5 Linearität 

Matrixeffekte übten bei der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode einen großen Einfluss auf 

die Messergebnisse aus. Daher wurde das konventionelle Standardadditionsverfahren 

angewendet. In drei verschiedenen Matrizes wurden je 2 Kalibrationsfunktionen aufge-

nommen, sodass insgesamt 6 Kalibrationsfunktionen erhalten wurden. Pro Funktion 

wurden 5 Einwaagen mit 2,5 mg, 5 mg, 7,5 mg, 10 mg und 12,5 mg Curdlan versetzt. Die 

Einwaage an Realprobe betrug 200,0 mg. Eine unaufgestockte Einwaage Realprobe diente 

als Nullwert. Aus den Messwerten wurde ein Residuenplot erstellt, um den mathemati-

schen Zusammenhang zwischen der Masse an Curdlan und der Fluoreszenz-Intensität zu 

ermitteln. 

2.2.8.5 Validierung der Kongorot-Methode 

2.2.8.5.1 Richtigkeit 

Hierfür wurde die Wiederfindungsrate von Lentinan nach Aufstocken bestimmt. Eine 

Realprobe wurde dreimal eingewogen und mit je drei unterschiedlichen Massen an 

Lentinan aufgestockt, sodass drei Replikate den gleichen Standard-Gehalt aufwiesen. Die 

ermittelten Gehalte wurden gemittelt und in die Kalibrationsfunktion eingesetzt. Als 

Nullwert diente eine Einwaage an Realprobe ohne Lentinan-Zusatz. Auch hier wurden 

drei Replikate vermessen. „Bio Shiitake Pulver“ der Fa. Natuko (ein Extrakt aus Shiitake) 

wurde als Matrix verwendet. 

2.2.8.5.2 Präzision 

Methodenpräzision 

Sechs verschiedene Einwaagen einer Realprobe (Shiitake Extrakt Pulver, Fa. Hawlik) 

wurden vermessen. Die erhaltenen Messwerte wurden gemittelt und der Variationskoef-

fizient berechnet. 

 

Messpräzision 

Aus einer einzigen Einwaage wurden sechs Replikate erstellt und vermessen. Danach 

wurden Mittelwert und Variationskoeffizient der erhaltenen Messwerte kalkuliert. 
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2.2.8.5.3 Selektivität 

Es wurden die Wiederfindungsraten von Methylcellulose, wasserlöslicher Stärke und 

Chitin in einer Realprobe analysiert. Drei Realproben wurden eingewogen und aufge-

stockt. Von dieser so vorbereiteten Probe wurden drei technische Replikate erstellt und 

vermessen. Eine nicht-aufgestockte Probe diente als Vergleich. Die Gehalte wurden mit-

tels Einsetzen in die Kalibrationsfunktion ermittelt. 

2.2.8.5.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Es wurden 20 Blindwerte, bestehend aus Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 aufgenommen. 

Aus diesen wurden Mittelwert und Standardabweichung berechnet und die LOD und 

LOQ mithilfe von Formel 5 und Formel 6 kalkuliert. 

2.2.8.5.5 Linearität 

Hierzu wurden zunächst Kalibrationsfunktionen aufgenommen. Dabei wurde das Stan-

dardadditionsverfahren und die Kalibrierung mittels externem Standard untersucht. Für 

das Standardadditionsverfahren wurden eine Realprobe sechsmal eingewogen und fünf 

dieser Einwaagen mit steigenden Volumina an Lentinan-Lösung der Konzentration 

4 mg/mL versetzt. Als Realprobe wurde Bio Shiitake Pulver der Fa. Natuko verwendet. 

Zur Untersuchung der Extern-Standard-Methode der Kalibration wurden fünf aufstei-

gende Konzentrationen von Lentinan in Natronlauge/Citrat-Puffer pH=7 angewandt. Pro 

Konzentrationslevel wurden zwei Replikate angefertigt und vermessen. Außerdem wurde 

eine Kalibrationsfunktion in Realprobenmatrix (Bio Shiitake Pulver der Fa. Natuko) auf-

genommen. Den Werten der Konzentrationslevel liegen die Daten der Messung von drei 

Replikaten zu Grunde. Für alle oben aufgeführten Kalibrationskurven wurde ein Residu-

enplot erstellt. 
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2.2.8.6 Gehaltsbestimmung Agaritin 

2.2.8.6.1 Probenvorbereitung 

Es wurden 0,1 g des Extraktionsgutes mit Methanol 90 % V/V (Lösungsmittel LC-MS-

Grade) versetzt und in einem Kulturröhrchen auf einem Minischüttler homogenisiert. 

Danach folgte der erste Extraktionsschritt auf dem Ultraschallbad für 10 min bei einer 

Maximaltemperatur von 40 °C. Anschließend wurde für 20 min mithilfe eines Mag-

netrührstabes auf einem Magnetrührer bei 2400 rpm weiter extrahiert. Der nächste 

Schritt war eine Zentrifugation (4500 rpm für 15 min bei 15°C), wobei der Magnetrühr-

stab zuvor entfernt und mit Lösungsmittel abgespült wurde. Das Zentrifugat wurde ab-

dekantiert, der Bodensatz erneut in 10 ml Methanol 90 % V/V aufgenommen, zentrifu-

giert und abdekantiert. Die zusammengefassten Überstände wurden in einem 100 mL-

Glaskolben gesammelt und im Vakuumrotationsverdampfer bei einer Wasserbadtempe-

ratur von 40 °C zur Trockne eingeengt. Der gesamte Vorgang wurde dreimal durchge-

führt. 

Die gesammelten Rückstände wurden in 3 mL 0,01 % Essigsäure/Methanol 9:1 V/V auf-

genommen und durch SPE an einer C18-Phase aufgereinigt. Dafür geschah zunächst eine 

Konditionierung der Kartusche mit 10 mL Methanol und anschließender Äquilibrierung 

mit 10 mL 0,01 % Essigsäure/Methanol 9:1 V/V. Danach wird 1 mL der Untersuchungslö-

sung aufgetragen und mit 2 mL 0,01 % Essigsäure/Methanol 9:1 V/V gespült. Eine Ad-

sorption des polaren Agaritins an der stark lipophilen Phase fand nicht statt, Agaritin 

war daher im Eluat enthalten und von lipophilen Substanzen, welche an das Phasenmate-

rial adsorbierten abgetrennt. Das Agaritin-haltige Eluat wurde durch einen 0,2 µm-Filter 

filtriert und sofort mittels LC-MS vermessen. Die Kartusche wurde wiederverwendet. 

Zum Nachweis, dass kein an der Festphase zurückbleibendes Agaritin nachfolgende Ver-

suche stören kann, wurde die Kartusche mit 3 mL 0,01 % Essigsäure/Methanol 9:1 V/V 

gespült und diese Lösung hinsichtlich des Agaritin-Gehaltes analysiert. 
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2.2.8.6.2 LC-Methode 

Stationäre Phase:   Atlantis® T3 5 µm; 250x4,6 mm, 100 Å mit Vorsäule 

Mobile Phase:     A Wasser LC-MS-Grade mit 0,01 % Essigsäure  

       B Methanol LC-MS-Grade 

Flussrate:     1,0 mL/min 

Injektionsvolumen:   10 µL 

 

t [min] 0 12,5 13,5 16 17 26 

B [%] 0,1 1,1 60 60 0,1 0,1 

 

2.2.8.6.3 MS-Parameter 

ESI-Interface: 

 

Spannung:       4500 V (positiver Modus) 

Desolvation Line-Temperatur:  250 °C 

Heat-Block-Temperatur:   400 °C 

Nebulizing-Gas-Fluss:    3 L/min 

Drying-Gas-Fluss:     15 L/min  

CID-Gas:       230 kPa 

 

Die Messung erfolgte im multiple reaction monitoring-Modus (MRM-Modus) nach auto-

matischer MRM-Optimierung mit Referenzsubstanz mit folgenden Parametern: 

 

Precursor-
Ion 

[m/z] 

Produkt-Ion 
[m/z] 

Dwell-time 
[ms] 

Q1 
[V] 

Q2 
[V] 

Q3 
[V]  

268,0 250,15 10,0 -13 -9 -16 Quantifier 

268,0 121,0 10,0 -13 -15 -26 Qualifier 
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2.2.8.6.4 Kalibrierung 

Die Bestimmung des Agaritin-Gehaltes erfolgte unter Zuhilfenahme der Externstandard-

Kalibrierung. Ausgehend von einer 1 mg/mL-Stammlösung von Agaritin in Methanol 

wurden Verdünnungen angefertigt. Jeweils 75 µL, 50 µL, 25 µL und 10 µL der Stammlö-

sung mit Methanol wurden auf 1,0 mL aufgefüllt und die entstehenden Lösungen 1:10 mit 

Methanol verdünnt. Folgende Konzentrationsniveaus wurden dabei erhalten: 7,5 µg/mL, 

5,0 µg/mL, 2,5 µg/mL und 1,0 µg/mL. Die Lösungen wurden erneut 1:10 mit Methanol 

verdünnt und folgende Konzentrationen hergestellt: 0,75 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,25 µg/mL 

und 0,1 µg/mL. Durch nochmalige 1:10-Verdünnung wurden Lösungen mit den Konzent-

rationen 0,075 µg/mL und 0,05 µg/mL angefertigt. Die Messung geschah sofort nach Filt-

ration durch einen 0,2 µm-Filter. Die Lösungen zur Erstellung der Kalibriergeraden wur-

den vor jeder Batch frisch hergestellt, d.h. die Kalibriergerade in jeder Batch neu aufge-

nommen. Die Peakfläche des 1. Massenüberganges (268,0 → 250,15 m/z) wurde in einem 

Koordinatensystem gegen die Massekonzentration aufgetragen. Der 2. Massenübergang 

(268,0 → 121,0 m/z) kann zur selektiveren Identifizierung des Analyten herangezogen 

werden. 

2.2.8.7 Validierung der Agaritin-Bestimmung 

Die Methode wurde hinsichtlich folgender Parameter validiert: 

 

 Richtigkeit 

 Präzision 

 Selektivität 

 Nachweisgrenze 

 Bestimmungsgrenze 

 Linearität und Arbeitsbereich 

 (Robustheit; nur indirekt, Rückschluss aus anderen Validierungsparametern) 
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2.2.8.7.1 Richtigkeit 

Zur Untersuchung der Richtigkeit der Methode wurde die Bestimmung der Wiederfin-

dungsrate (recovery rate, RR) herangezogen. Die Biomasse wurde mit einer definierten 

Menge Referenzsubstanz aufgestockt („gespiked“), der Gehalt der Biomasse an Analyt 

vor und nach Aufstockung bestimmt und aus der Differenz dieser beiden Ergebnisse die 

Wiederfindungsrate berechnet, wie in Formel 7 gezeigt. 

 

𝑅𝑅 [%] =
𝐶1 − 𝐶2

𝐶3
× 100 

Formel 7 Berechnung der Wiederfindungsrate von Agaritin 
 

C1: Konzentration des Analyten in der aufgestockten Probe in mg/kg 

C2: Konzentration des Analyten in der nicht aufgestockten Probe in mg/kg 

C3: Konzentration des aufgestockten Analyten in mg/kg 

2.2.8.7.2 Präzision 

Eine stabile, homogene Probe wurde sechsmal innerhalb eines kurzen Zeitraumes inji-

ziert. Der Variationskoeffizient der Retentionszeit wurde zur Bestimmung der Sys-

tempräzision des HPLC-Systems errechnet. Die Systempräzision des LC-MS/MS-Systems 

wurde über den Variationskoeffizienten der Gehalte bestimmt, die bei der sechsfach-

Injektion erhalten wurden. Um die Methodenpräzision zu erhalten, wurde eine Biomasse 

sechsmal eingewogen und die Gehaltsbestimmung wie unter 2.2.8.6 beschrieben durchge-

führt. 

Um die intermediate precision zu validieren, wurden unabhängige Parallelen einer 

A. bisporus-Probe an vier Tagen jeweils als Triplikate bestimmt. Die relative Standardab-

weichung dieser Werte wurde berechnet. 

2.2.8.7.3 Selektivität 

Der Begriff Selektivität wird von der International Union of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) gegenüber dem Begriff Spezifität vorgezogen (AOAC International 2013). Selek-

tivität bezeichnet die Fähigkeit einer Methode, einen Analyten in Gegenwart eines ande-

ren Analyten zu bestimmen. Die Selektivität der vorliegenden Methode wird durch die 

Aufreinigung mittels SPE, Retentionszeit des Agaritins in der HPLC sowie den 1. (Quan-
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tifier) und 2. Massenübergang (Qualifier) im LC-MS/MS-System erreicht. In der niedrig 

auflösenden Massenspektrometrie wird jedes Produkt-Ion mit 1,5 Punkten bewertet. Für 

eine ausreichende Selektivität werden 3,0 Punkte verlangt (European Commission 2002). 

2.2.8.7.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

0,01 % Essigsäure/Methanol 9:1 V/V wurde sechsmal injiziert (Inczédy et al. 1998). Die 

Differenz zwischen höchstem und niedrigstem Signal im interessierenden Retentionsbe-

reich wurde berechnet und die Summe von Mittelwert und dreifacher Standardabwei-

chung als Nachweisgrenze festgelegt. Mittelwert plus 10fache Standardabweichung 

ergibt die Bestimmungsgrenze. Der Ansatz entspricht der Bestimmung des Signal-

Rausch-Verhältnisses (S/N). 

2.2.8.7.5 Linearität und Arbeitsbereich 

Die Linearität der Methode ist durch die Kalibrationsgerade gegeben. Weist die Methode 

einen ausreichend hohen Regressionkoeffizienten auf, kann sie als linear bezeichnet wer-

den. Als Arbeitsbereich wird der Bereich festgesetzt, in dem die Methode eine ausrei-

chende Linearität aufweist, d.h. in diesem Fall dem Bereich der Kalibriergeraden. 

2.2.8.7.6 Robustheit 

Die Variation multipler Parameter zur Validierung der Robustheit ist ein sehr aufwändi-

ges Verfahren. Informationen über die Robustheit können aus den Ergebnissen der Un-

tersuchung der Richtigkeit und Präzision erhalten werden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Identifikation von Biomassen 

Die Fruchtkörper des Pappel-Ritterlings wurden auf makroskopischem Wege identifi-

ziert. Ein Hinweis war der Burggraben um den Stiel am Ansatz des Hutes, d.h. frei ste-

hende Lamellen. Dies wies auf eine Zugehörigkeit des Pilzes zu den Ritterlingen hin. Das 

Auffinden von dicht gedrängten Gruppen von bräunlichen Fruchtkörpern, welche unter 

einer Pappel wuchsen, sind deutliche Hinweise auf die vorliegende Art, den Pappel-

Ritterling. Das Myzel des Pappel-Ritterlings wurde nicht untersucht. Ein Isolierungsver-

such des Myzels aus Sporen von Fruchtkörpern von T. populinum führte zum Wachstum 

von Pilzmyzel auf einer Agar-Platte. Die genetische Untersuchung nach Extraktion der 

DNA mit dem ChargeSwitch® gDNA Plant Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) führte jedoch nicht zu auswertbaren Ergebnissen und ist in dieser Arbeit nicht dar-

gestellt.  

Fruchtkörper des Dunklen Hallimaschs konnten ebenfalls makroskopisch identifiziert 

werden. Es waren Gruppen von Pilzen, welche auf abgestorbenen Baumstümpfen z.T. in 

großer Menge und über einen größere Ausbreitungsfläche zu finden waren. Es konnte 

ein Ausbreitungsherd festgestellt werden, in dem kaum Bäume überlebten und dazu ge-

sund waren. Die Hüte der rot-bräunlichen Fruchtkörper waren mit dunkelbraunen 

Schüppchen besetzt. Der Stiel trug einen stark ausgeprägten Annulus.  

Das Myzel von Armillaria ostoyae musste genetisch identifiziert werden. Allein aufgrund 

makroskopischer Charakteristik ist die Bestimmung der Art eines Pilzmyzels nicht mög-

lich. Es wurde eine DNA-Extraktion mit anschließender Amplifizierung per PCR und 

ITS-Sequenzierung durchgeführt. Nach dieser ITS-Sequenzierung wurde ein Abgleich mit 

in GenBank (Benson et al. 2012) hinterlegten Sequenzen vorgenommen. Hierbei konnte 

keine eindeutige Zuordnung zu einer Spezies getroffen werden. Vielmehr gab es eine 

≥97 %ige Übereinstimmung mit mehr als einer Art der Gattung Armillaria, die Zugehö-

rigkeit zur Gattung Armillaria konnte jedoch festgehalten werden. Um die Art zu be-

stimmen, wurde eine Phylogenie mithilfe zweier Programme durchgeführt, MrBayes und 

RAxML.  
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Abb. 20 zeigt die mit MrBayes erstellte Phylogenie, Abb. 21 die mit RAxML erstellte. Zu 

erkennen ist, dass die untersuchte ITS-Sequenz TP des Myzels, sich im Clade von 

A. ostoyae befindet. A. ostoyae-Sequenzen befinden sich nah beieinander und bilden eine 

Gruppe, sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich beim untersuchten Orga-

nismus um A. ostoyae handelt. Die Bootstrap-Werte spiegeln gerade in der mir MrBayes 

erstellten Phylogenie eine hohe Zuverlässigkeit der Aussage wider. 

  

Abb. 20 Phylogenie für Myzel von A. ostoyae, erstellt mit MrBayes. 
Bei der mit TP bezeichneten Sequenz handelt es sich um die ITS-Sequenz des Myzels. 
Die Zahlen an den Verzweigungspunkten stellen die Bootstrap-Werte dar, die Bezeich-
nungen vor dem Artnamen die Registrierungsnummer in der Datenbank 
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Abb. 21 Phylogenie erstellt mit RAxML. 
Bei der mit TP bezeichneten Sequenz handelt es sich um die ITS-Sequenz des unter-
suchten Myzels. Die Bezeichnung vor den Artnamen geben die GenBank-Nummer der 
Sequenzen wieder, die Zahlen an den Verzweigungspunkten die Bootstrap-Werte 
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3.2 Extraktion 

Aus Fruchtkörper und Myzel wurden mithilfe einer Extraktion bei Raumtemperatur 

(„Ambient“) und Soxhlet-Extraktion („Soxhlet“) jeweils drei Arten von Extrakten erhal-

ten: Ein DCM-Extrakt (als „DCM“ bezeichnet), ein methanolischer („Methanol“) und ein 

wässriger Extrakt („Wasser“). Während der biologischen Testung fielen v.a. die DCM-

Extrakte des Fruchtkörpers von T. populinum und A. ostoyae mit signifikanter Wirkung 

auf die Degranulationshemmung auf. Daher fand in der weiteren biologischen Testung 

und Isolierung eine Fokussierung auf die DCM-Extrakte statt. 

3.2.1 Extraktauswaagen 

3.2.1.1 DCM-Extrakte 

 

Tab. 1 Extraktschlüssel und Auswaagen der DCM-Extrakte 
 

Bezeichnung Typ Organismus Biomasse % von Einwaage 

E1 Ambient T. populinum Fruchtkörper 2,45 

E2 Ambient A. ostoyae Myzel 4,99 

E3 Ambient A. ostoyae Myzel 5,95 

E4 Ambient T. populinum Fruchtkörper 2,32 

E5 Ambient T. populinum Fruchtkörper 2,29 

S1 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 2,61 

S3 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 2,59 

S5 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 3,96 

S6 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 1,27 

S7 Soxhlet A. ostoyae Myzel 19,05 

S8 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 1,98 

S9 Soxhlet A. ostoyae Myzel 6,67 

S10 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 2,79 

S11 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 1,94 

S12 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 1,77 

S13 Soxhlet Armillaria sp. Fruchtkörper 6,64 

 



  3. Ergebnisse 

87 

Wie aus Tab. 1 zu entnehmen, liegen die Extraktauswaagen der DCM-Extrakte aus pul-

verisiertem, getrocknetem Fruchtkörper von T. populinum relativ niedrig, im Bereich von 

ca. 2–3 %. Die Extraktion des Myzels und Fruchtkörpers von A. ostoyae mit DCM im Sox-

hlet ist effizienter, die Ausbeute beträgt mehr als 6 %. Bei Extraktion unter Umgebungs-

temperatur ist kein Unterschied zwischen beiden Organismen festzustellen.  

3.2.1.2 Methanol-Extrakte 

 

Tab. 2 Auswaagen der Methanol-Extrakte 
 

Bezeichnung Typ Organismus Biomasse % von Einwaage 

S1 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 40,20 

S3 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 26,92 

S5 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 20,06 

S6 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 26,54 

S7 Soxhlet A. ostoyae Myzel 15,11 

S13 Soxhlet A. ostoyae Fruchtkörper 29,15 

 

 

Methanol-Extraktion war weitaus effizienter als der Auszug mit DCM. Die Ausbeute be-

trug unter Verwendung von Methanol als Auszugsmittel ca. 26–40 % beim Fruchtkörper 

von T. populinum und A. ostoyae und ca. 15 % beim Myzel des Dunklen Hallimaschs. 
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3.2.1.3 Wasser-Extrakte 

 

Tab. 3 Auswaagen der Wasser-Extrakte 
 

Bezeichnung Typ Organismus Biomasse % von Einwaage 

S1 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 7,57* 

S2 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 37,25** 

S3 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 10,69* 

S4 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 38,99** 

S5 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 17,02* 

S6 Soxhlet T. populinum Fruchtkörper 10,35* 

S7 Soxhlet A. ostoyae Myzel 39,05* 

S13 Soxhlet A. ostoyae Fruchtkörper 8,75* 

* Extraktion mit Wasser als dritte Stufe der Soxhlet-Extraktion 

** einstufige Extraktion allein mit Wasser 

 

 

Wasserextrakte enthielten bei dreistufiger Extraktion ca. 7–10 % der Einwaage bei 

T. populinum und ca. 40 % bei A. ostoyae. Bei alleiniger Extraktion mit diesem Lösungs-

mittel waren aus dem Fruchtkörper von T. populinum 37–39 % Extraktauswaage bezogen 

auf die Einwaage an Biomasse zu erhalten. 
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3.2.2 Dünnschichtchromatographie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das in Abb. 22 dargestellte TLC-Chromatogramm zeigt Unterschiede in der Zusammen-

setzung der DCM-Extrakte aus den untersuchten Biomassen. Auffällig sind die Verschie-

denheiten zwischen T. populinum (Bahnen 2–4) und A. ostoyae (Bahnen 1 und 5). Im obe-

ren und mittleren Drittel sind bei Extrakten aus T. populinum weniger deutlich ausge-

prägte Banden als bei dem Extrakt des Myzels von A. ostoyae zu erkennen, im unteren 

Drittel dagegen vergleichsweise mehr vorhanden und auch nicht eluierte Substanzen 

(„am Startpunkt“) stärker ausgeprägt. Zwischen den unterschiedlich behandelten Bio-

massen von T. populinum ist kaum ein Unterschied festzustellen. Die schwächste Aus-

Abb. 22 Vergleichende DC von DCM-Extrakten aus Biomassen von 
T. populinum und A. ostoyae. 
Detektion 1 

  1 Myzel A. ostoyae lyophilisiert 
  2 Fruchtkörper T. populinum wärmegetrocknet 
  3 Fruchtkörper T. populinum lyophilisiert und erwärmt 
  4 Fruchtkörper T. populinum lyophilisiert 
  5 Fruchtkörper A. ostoyae lyophilisiert 

1       2       3      4      5 
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prägung von Banden im vorliegenden Chromatogramm besitzt der DCM-Extrakt aus 

dem Fruchtkörper von A. ostoyae. 

3.3 Isolierung 

Nachfolgend ist das Schema der Isolierung dargestellt. Isolierungsversuche wurden aus 

den DCM-Extrakten aus dem Fruchtkörper von T. populinum (s. 3.3.1) und dem Myzel 

von A. ostoyae (s. 3.3.2) unternommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 23 Schema der Isolierung. 
  Bedingungen der SPE und Chromatographie finden sich in 2.1.3.1 
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3.3.1 Tricholoma populinum 

3.3.1.1 Säulenchromatographie 

Aus der Säulenchromatographie des DCM-Extraktes aus dem Fruchtkörper von 

T. populinum wurden 9 Fraktionen erhalten. Eine dünnschichtchromatographische Un-

tersuchung ergab folgendes Bild: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zunächst wurden die unpolareren Verbindungen von der Säule eluiert, wie die höheren 

Rf-Werte der Flecken erkennen lassen. Mit zunehmender Polarität und somit steigender 

Elutionskraft des Gradienten eluierten auch polarere Verbindungen. Die Fraktionen F1, 

F2, F5 und F8 wurden im Degranulations-Assay getestet (Ergebnisse s. 3.4.1.2). 

  

Abb. 24 DC-Chromatogramm der Fraktionen der SC. 
Detektion 2 

F1  F2  F3   F4   F5    F6    F7     F8     F9 
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3.3.1.2 Gaschromatographie von DCM-Extrakt und Fraktionen aus 

Fruchtkörpern von T. populinum 

Im Gaschromatogramm des DCM-Extraktes aus dem Fruchtkörper von T. populinum sind 

vor allem Fettsäuren zu erkennen. Hierbei handelt es sich um die aliphatischen Monocar-

bonsäuren (Fettsäuren) Capron-, Öl-, Palmitin- und Stearinsäure, sowie die aliphatische 

Dicarbonsäure Azelainsäure. Die Fettsäuren können frei vorgelegen haben oder aber Lip-

iden entstammen, da auch Glycerol als ein Lipid-Baustein gefunden wurde. Aus der Auf-

zählung geht des Weiteren hervor, dass sowohl gesättigte als auch ungesättigte Fettsäu-

ren im DCM-Extrakt anwesend sind. Auch Verbindungen der Klasse der Sterole wurden 

gefunden. Nach SC und SPE sowie SC und HPLC erhaltene Fraktionen beinhalten wei-

terhin noch Octan- und Nonansäure. 
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3.3.1.3 Isolierungsschema der Reinsubstanzen aus T. populinum 

Die Vorgehensweise bei der Isolierung der Reinsubstanzen aus dem DCM-Extrakt von 

Fruchtkörpern des Pappel‑Ritterlings ist in Abb. 25 bildlich dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 25 Isolierungsschema der Reinsubstanzen aus dem DCM-
Extrakt von Fruchtkörpern des Pappel-Ritterlings 



3. Ergebnisse 

94 

3.3.1.4 Ölsäure 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel:    C18H34O2 

DBE      2,0 

Monoisotopische Masse  282,256, delta 2,8 ppm 

CAS-Nr.     112-80-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 26 Strukturformel von Ölsäure 

Abb. 27 HRAPCI-MS-Spektrum der isolierten Ölsäure im negativen Modus. 
m/z 281 ist [M-H+]- 
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3.3.1.5 Ergosterolperoxid 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C28H44O3 

DBE      7,0 

Monoisotopische Masse  428,329; delta -0,968 ppm. 

CAS-Nr.     2061-64-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Verbindung wurde sowohl im Fruchtkörper von T. populinum als auch im Myzel von 

A. ostoyae gefunden. 

  

Abb. 28 Strukturformel von Ergosterolperoxid 

Abb. 29 HRAPCI-MS-Spektrum von Ergosterolperoxid im positiven Modus. 
m/z 429 ist [M+H+]+ 
m/z 411 ist [M+H+-H2O]+ 
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3.3.1.6 9,11-Dehydroergosterolperoxid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C28H42O3 

DBE      8,0 

Monoisotopische Masse  426,313; delta -0,198 ppm 

CAS-Nr.     86363-50-0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Verbindung wurde sowohl im Fruchtkörper von T. populinum als auch im Myzel von 

A. ostoyae gefunden.  

Abb. 30 Strukturformel von 9,11-Dehydroergosterolperoxid 

Abb. 31 HRAPCI-MS-Spektrum von 9,11-Dehydroergosterolperoxid im positiven Modus. 
m/z 427 ist [M+H+]+ 

m/z 411 ist [M+H+-H2O]+ 
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3.3.1.7 Cerevisterol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C28H46O3 

Monoisotopische Masse  430,345 

CAS-Nr.     516-37-0 

 

In der +APCI-MS (s. Abb. 33) wurde ein Peak bei m/z 377 gefunden. Dieser entspricht  

[M+H+-3·H20]+.  

 

Summenformel    C28H40 

DBE      6,0 

Monoisotopische Masse  376,313; delta 0,06 ppm. 

  

Abb. 32 Strukturformel von Cerevisterol 
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Abb. 33 HRAPCI-MS-Spektrum von Cerevisterol im positiven Modus. 
m/z 395 ist [M-2∙H2O]+ 
m/z 377 ist [M-3∙H2O]+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Verbindung wurde sowohl im Fruchtkörper von T. populinum als auch im Myzel von 

A. ostoyae gefunden (vgl. 3.3.2.12). 
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3.3.2 Armillaria ostoyae 

3.3.2.1 Isolierungsschemata von Reinsubstanzen aus dem Myzel von A. ostoyae 

In Abb. 34 ist der Isolierungsweg des Linolsäure-Methylesters aus dem DCM-Extrakt des 

Myzels von A. ostoyae dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 34 Isolierungsschema des Linolsäure-Methylesters aus 
dem Myzel des Dunklen Hallimaschs 
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In Abb. 35 findet sich der Pfad der Isolierung der Sesquiterpen-Arylester aus dem DCM-

Extrakt des Myzels des Dunklen Hallimaschs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 35 Isolierungsschema von Sesquiterpen-Arylestern aus dem Myzel von A. ostoyae. 
Die semipräparative HPLC wurde mit dem angepassten Gradienten semipräpara-
tiv II durchgeführt. 
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3.3.2.2 Linolsäure-Methylester 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel:    C19H34O2 

DBE      3,0 

Monoisotopische Masse  294,256 (MS-Daten hierfür nicht vorhanden) 

CAS-Nr.     112-63-0 

 

 

Die Struktur des Linolsäure-Methylesters wurde allein durch NMR-Analyse aufgeklärt, 

da aufgrund der längeren Zeit, die bis zur HRMS-Messung verstrich, eine Oxidation er-

folgte. 

  

Abb. 36 Strukturformel des Linolsäure-Methylesters 
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3.3.2.3 Melleolide C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H30O8 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  446,194; delta -0,880 ppm 

CAS-Nr.     101901-56-8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 37 Strukturformel von Melleolide C 

Abb. 38 HRESI-MS-Spektrum von Melleolide C im negativen Modus. 
 m/z 445 ist [M-H+]- 
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3.3.2.4 Melleolide H 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H30O7 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  430,199; delta -0,619 ppm 

CAS-Nr.     117240-47-8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 39 Strukturformel von Melleolide H 

Abb. 40 HRESI-MS-Spektrum von Melleolide H im positiven Modus. 
m/z 453 ist [M+Na+]+ und m/z 883 [2M+Na+]+ 
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3.3.2.5 Melleolide J 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H29ClO7 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  464,160; delta -1,133 ppm 

CAS-Nr.     117458-33-0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 41 Strukturformel von Melleolide J 

Abb. 42 HRESI-MS-Spektrum von Melleolide J im positiven Modus. 
m/z 487 ist [M+Na+]+ und m/z 951 [2M+Na+]+ 
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3.3.2.6 Melledonal C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H29ClO8 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  480,155; delta -0,116 ppm 

CAS-Nr.     117458-35-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 44 HRESI-MS-Spektrum von Melledonal C im negativen Modus. 
m/z 479 ist [M-H+]- 

Abb. 43 Strukturformel von Melledonal C 
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3.3.2.7 10-Hydroxymelleolide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C23H28O7 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  416,184; delta -1,734 ppm 

CAS-Nr.     130396-93-9 

Protoilludan-Grundgerüst anders nummeriert als in Abb. 10 gezeigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 46 HRESI-MS-Spektrum von 10-Hydroxymelleolide im negativen Modus.  
 m/z 415 ist [M-H+]- 

 

Abb. 45 Strukturformel von 10-Hydroxymelleolide 
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3.3.2.8 Verbindung 13 

Summenformel    C24H30O8 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  446,194; delta 0,468 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das NMR-Spektrum der Substanz 13 war nicht auswertbar, daher kann keine Struktur-

formel angegeben werden. 

  

Abb. 47 HRESI-MS-Spektrum von Verbindung 13 im positiven Modus. 
m/z 469 ist [M+Na+]+ 
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3.3.2.9 Verbindung 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H29ClO8 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  480,155; delta -0,040 ppm 

 

[(2S,3R,5R,6S,9R)- oder (2R,3S,5S,6R,9S)-9-Hydroperoxy-6-hydroxy-14-oxoprotoillud-7-en-

5-yl]-3-chlor-6-hydroxy-4-methoxy-2-methylbenzoat 

Zur Nummerierung des Protoilludan-Grundgerüsts s. Abb. 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Abb. 49 HRESI-MS-Spektrum von Verbindung 14 im positiven Modus. 
m/z 503 ist [M+Na+]+ und m/z 983 ist [2M+H+]+ 

Abb. 48 Strukturformel von Verbindung 14 

oder Enantiomer 



  3. Ergebnisse 

109 

3.3.2.10 Armillarin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H30O6 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  414,204; delta 0,093 ppm 

CAS-Nr.     83329-14-0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 51 HRESI-MS-Spektrum von Armillarin im positiven Modus. 
m/z 437 ist [M+Na+]+ und m/z 851 [2M+Na+]+ 

Abb. 50 Strukturformel von Armillarin 
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3.3.2.11 Armillaridin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summenformel    C24H29ClO6 

DBE      10,0 

Monoisotopische Masse  448,165; delta 0,693 ppm 

CAS-Nr.     96684-80-9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 53 HRESI-MS-Spektrum von Armillaridin im positiven Modus. 
m/z 471 ist [M+Na+]+ und m/z 919 [2M+Na+]+ 

Abb. 52 Strukturformel von Armillaridin 
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3.3.2.12 C28-Sterole in A. ostoyae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Chromatogramme in Abb. 54 und Abb. 55 zeigen zwei Fraktionen aus dem DCM-

Extrakt des Myzels von A. ostoyae. Die im DCM-Extrakt des Fruchtkörpers von 

T. populinum enthaltenen C28-Sterole Ergosterolperoxid, 9,11‑Dehydroergosterolperoxid 

und Cerevisterol kommen auch im DCM-Extrakt des Myzels des Dunklen Hallimaschs 

vor. Die Moleküle konnten anhand der Massenspektren identifiziert werden (s. Abb. 56, 

Abb. 57 und Abb. 58). 

  

6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 min
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2:TIC(-)
1:TIC(+)

Abb. 54 (+)-APCI-MS-Chromatogramm der Fraktion 4 der Säulenchromato-
graphie 11 des DCM-Extraktes aus dem Myzel von A. ostoyae. 

  Blauer Pfeil: 9,11-Dehydroergosterolperoxid 
  Roter Pfeil: Ergosterolperoxid 

5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 min

0
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2:TIC(-)
1:TIC(+)

Abb. 55 (+)-APCI-MS-Chromatogramm der Fraktion 11 der Säulenchroma-
tographie 11 des DCM-Extraktes aus dem Myzel von A. ostoyae. 

  Grüner Pfeil: Cerevisterol 
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350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 m/z
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Abb. 56 (+)-APCI-Massenspektrum von 9,11‑Dehydroergosterolperoxid. 
  m/z 427 ist [M+H+]+ 
  m/z 409 ist [M+H+-H2O]+ 
  m/z 391 ist [M+H+-2∙H2O]+ 

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 m/z
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411,3395,2

429,2

377,3

393,2

409,2391,2375,2

Abb. 57 (+)-APCI-Massenspektrum von Ergosterolperoxid. 
m/z 429 ist [M+H+]+ 

  m/z 411 ist [M+H+-H2O]+ 
  m/z 393 ist [M+H+-2∙H2O]+ 
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393,2

Abb. 58 (+)-APCI-Massenspektrum von Cerevisterol. 
  m/z 413 ist [M+H+-H2O]+ 

m/z 395 ist [M+H+-2∙H2O]+ 
m/z 377 ist [M+H+-3∙H2O]+ 

Molekülpeak tritt nicht auf 
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3.4 β-Hexosaminidase-Assay 

3.4.1 Tricholoma populinum 

Im β-Hexosaminidase-Assay wird über die Aktivität des membranständigen Enzyms 

β-Hexosaminidase im Kulturüberstand Rückschluss auf die Stärke der IgE-vermittelten 

Degranulation gezogen. Die β-Hexosaminidase-Aktivität wird hierbei in Relation zur 

Aktivität nach Zelllyse („Zelllyse“) gesetzt. Als Positiv-Kontrolle wird eine IgE-

stimulierte Parallele („Ak“) und als Negativ-Kontrolle eine unstimulierte Parallele („Spon-

tan“) mitgeführt. 

3.4.1.1 Rohextrakte aus dem Fruchtkörper von T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Positiv-Kontrolle Ak zeigt eine ca. 70 %ige Freisetzung gegenüber der Zelllyse. Die 

spontane, unstimulierte Freisetzung beträgt ca. 12 %. DMSO besitzt einen messbaren Ein-

Abb. 59 Degranulationshemmung der Rohextrakte aus 
dem Fruchtkörper von T. populinum. 
n≥4, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur 

file:///H:/Veröffentlichungen/Dissertation/Dissertation Linuxschrift/Rohextrakte DCM, MeOH, Wasser 90 µg,mL;  Ak+DMSO_LinBiolinum.tif
file:///H:/Veröffentlichungen/Dissertation/Dissertation Linuxschrift/Rohextrakte DCM, MeOH, Wasser 90 µg,mL;  Ak+DMSO_LinBiolinum.tif
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fluss auf die IgE-vermittelte Degranulation. Von den getesteten Extrakten verfügt der 

DCM-Extrakt über einen statistisch signifikanten degranulationshemmenden Effekt. Die-

ser ist ebenfalls signifikant stärker als der von DMSO hervorgerufene Lösungsmittelef-

fekt ausgeprägt (zur DC des DCM-Extraktes s. Abb. 22). 

3.4.1.2 Fraktionen der SC aus Fruchtkörpern von T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die IgE-stimulierte Kontrolle zeigt eine Freisetzung von ca. 62 %. Die spontane Freiset-

zung beträgt ca. 15 %. Von den durch Säulenchromatographie erhaltenen Fraktionen be-

sitzen die Fraktionen F2 und F5 eine degranulationshemmende Wirkung, welche signifi-

kant stärker als die des zur Anlösung der Fraktionen verwendeten Lösungsmittels DMSO 

ist. Eine dünnschichtchromatographische Untersuchung der Fraktionen zeigt Abb. 24. 

  

Abb. 60 Degranulationshemmung von Fraktionen des DCM-Extraktes 
aus dem Fruchtkörper von T. populinum (F1, 2, 5, 8). 
n≥3, ungepaarter, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur 
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3.4.1.3 IC50 der Degranulationshemmung des DCM-Extraktes aus dem 

Fruchtkörper von T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 61 Überblick über den Verlauf der Wirkung des DCM-Extraktes auf die 
Degranulation von RBL-2H3-Zellen 

Abb. 62 IC50 des Fruchtkörper-DCM-Extraktes für die 
Degranulation an RBL-2H3-Zellen. 
Sie beträgt 161,8 µg/mL (CI5/95 123,4-210,3);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 
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Aus Abb. 61 ist ersichtlich, dass es im Verlauf der Wirkung des DCM-Extraktes auf die 

Degranulation von RBL-2H3-Zellen zwei IC50-Werte geben müsste. Die Bestimmung des 

einen, geringeren IC50-Wertes ist in Abb. 62 dargestellt (nichtlineare Regression; Modell: 

Vier Parameter und variabler Anstieg). Für den höheren IC50-Wert ergab die nichtlineare 

Regression keine verwendbaren Werte. Die IC50 für den DCM-Extrakt beträgt daher 

161,8 µg/mL und ist somit um eine Zehnerpotenz höher als die IC50 des Myzel-Extraktes 

aus A. ostoyae (s. 3.4.2.3). 
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3.4.1.4 DCM-Extrakt lyophilisierter Fruchtkörper von T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der DCM-Extrakt aus dem lyophilisierten Fruchtkörper-Material von T. populinum zeigt 

keinen signifikanten Einfluss auf die Degranulation von RBL-2H3-Zellen. 

  

Abb. 63 Untersuchung des Einflusses des DCM-Extraktes (S10) lyo-
philisierter Fruchtkörper von T. populinum. 
Zweiseitiger, ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur, n=5 
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3.4.1.5 DCM-Extrakt aus lyophilisierten und erhitzten Fruchtkörpern von 

T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 64 Verlauf der Wirkung des DCM-Extraktes aus  lyophilisierten 
und erhitzten Fruchtkörpern von T. populinum auf die Degranula-
tion von RBL-2H3-Zellen 

Abb. 65 IC50 des Fruchtkörper-DCM-Extraktes für die 
Degranulation an RBL-2H3-Zellen. 
Sie beträgt 224,2 µg/mL (CI5/95 187,6-287,1); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg. 
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In Abb. 64 ist der Verlauf der Wirkung verschiedener Konzentrationen des DCM-

Extraktes aus dem lyophilisierten und anschließend erhitzten Fruchtkörper von 

T. populinum zu erkennen. Die höchste Konzentration (500 µg/mL) weist einen erhöhten 

Wert der β-Hexosaminidase-Aktivität auf, der z.B. durch eine Zellschädigung hervorge-

rufen sein kann. Die nicht-lineare Regression (Abb. 65) wird unter Ausschluss dieses 

Wertes durchgeführt und ergibt eine IC50 von 224,2 µg/mL. 
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3.4.2 Armillaria ostoyae 

3.4.2.1 Rohextrakte aus dem Myzel von A. ostoyae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die durch IgE-Antikörper stimulierte Freisetzung beträgt ca. 75 % der durch Zelllyse her-

vorgerufenen, die spontane Freisetzung ca. 12 %. Von den getesteten Extrakten aus dem 

Myzel sowie dem Medium der Pilzkultur ist beim DCM-Extrakt ein degranulationshem-

mender Effekt wahrzunehmen, welcher signifikant stärker als der durch das Lösungsmit-

tel DMSO allein hervorgerufene Effekt ausgeprägt ist (zur DC des DCM-Extraktes s. Abb. 

22). 

  

Abb. 66 Degranulationshemmung der Rohextrakte aus 
dem Myzel von A. ostoyae. 
n≥4, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur 
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3.4.2.2 Fraktionen der SC des DCM-Extraktes aus dem Myzel von A. ostoyae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Ausmaß der durch IgE-Antikörper stimulierten Freisetzung beträgt laut Abb. 67 ca. 

40 %. Die Streuung des Bezugswertes, der Zelllyse, ist relativ gering. Einige Fraktionen 

(F1, F2, F4 und F5) zeigen eine signifikante Hemmung der Degranulation, die anderen 

besitzen diese Wirkung nicht. 

  

Abb. 67 Degranulationshemmung von Fraktionen des DCM-Extraktes 
aus dem Myzel von A. ostoyae (F1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11). 
Konzentration 50 µg/mL in Ethanol; n≥3, ungepaarter, zwei-
seitiger t-Test mit Welch-Korrektur 
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3.4.2.3 DCM-Extrakt des Fruchtkörpers von A. ostoyae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Stärke der Degranulationshemmung war von der Konzentration des DCM-Extraktes 

abhängig. Es konnte dabei eine IC50 von 115,1 µg/mL bestimmt werden. Das Ausmaß der 

Degranulation kann durch höhere Extrakt-Konzentrationen um bis zu 10 % gegenüber 

geringeren Konzentrationen verringert werden. 

  

Abb. 68 IC50 des Fruchtkörper-DCM-Extraktes aus A. ostoyae für 
die Degranulation an RBL-2H3-Zellen. 
Sie beträgt 115,1 µg/mL (CI5/95 87,4-151,5 µg/mL);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 
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3.4.2.4 Bestimmung der IC50 des DCM-Extraktes aus dem Myzel von A. ostoyae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mit dem durch Soxhlet-Extraktion hergestellten DCM-Extrakt wurde die Bestimmung 

eines IC50-Wertes der Degranulation durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 69 IC50 des Myzel-DCM-Extraktes für die Degranula-
tion an RBL-2H3-Zellen. 
Sie beträgt 21,5 µg/mL (CI5/95 11,6-39,7);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 

Abb. 70 Überblick über den Verlauf der Wirkung des DCM-Extraktes auf die 
Degranulation von RBL-2H3-Zellen 
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Aus Abb. 70 ist ersichtlich, dass es im Verlauf der Wirkung des DCM-Extraktes auf die 

Degranulation von RBL-2H3-Zellen zwei IC50-Werte geben müsste. Die Bestimmung des 

einen, geringeren IC50-Wertes ist in Abb. 69 dargestellt (nichtlineare Regression; Modell: 

Vier Parameter und variabler Anstieg). Für den höheren IC50-Wert ergab die nicht-lineare 

Regression keine verwendbaren Werte. Die beiden Werte, bei denen die Aktivität der 

β‑Hexosaminidase wiederum ansteigt wurden aus der nicht-linearen Regression ausge-

schlossen. Sie könnten auf eine Zellschädigung zurückzuführen sein. Die IC50 für den 

DCM-Extrakt beträgt daher 21,46 µg/mL und ist relativ niedrig. Es handelt sich um einen 

potent wirkenden Extrakt. Auch die Effizienz des Extraktes aus dem DCM-Extrakt des 

Myzels von A. ostoyae ist relativ hoch und führt zu einer bis zu 20 %igen Verringerung 

der Degranulation bei Verwendung höherer Konzentrationen gegenüber den geringeren 

Konzentrationen. 
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3.4.3 Testung von Reinsubstanzen 

3.4.3.1 Quercetin 

Quercetin, ein Flavonoid aus der Gruppe der Flavone, vermindert die Degranulation von 

RBL-2H3-Zellen. Es kann als Referenzsubstanz für die Testung der Degranulationshem-

mung verwendet werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die gemessene IC50 für Quercetin beträgt 6,8 µM (Abb. 71). Dieser Wert liegt nahe dem in 

der Literatur zu findenden von 4,6 µM (Mastuda et al. 2002). 

  

Abb. 71 Bestimmung der IC50 für Quercetin an RBL-2H3-Zellen. 
Sie beträgt 6,8 µM (CI5/95 5,4-8,4 µM);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 
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3.4.3.2 Aliphatische Säuren und Derivat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 72 sind die Ergebnisse der Untersuchung der Wirkung aliphatischer Säuren und 

eines Derivates auf die Degranulationshemmung dargestellt. Die getesteten Substanzen 

Linolsäure, Ölsäure und der konjugierte Linolsäure-Methylester besitzen keinen signifi-

kanten Einfluss auf die Degranulation. 

  

Abb. 72 Degranulationshemmung von aliphatischen Säuren und eines Derivates. 
Unterschiede von getesteten Substanzen zur Positiv-Kontrolle Ak nicht 
signifikant. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur, n≥3 
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In Abb. 73 ist zu erkennen, das Azelainsäure und Fumarsäure in einer Konzentration von 

500 µmol/L keinen Einfluss auf die Degranulation der basophilen Zelllinie besitzen. Auch 

das Lösungsmittel Ethanol zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Degranulation. 

  

Abb. 73 Einfluss von Azelain- und Fumarsäure auf die Degranulation von RBL-2H3-Zellen. 
Die untersuchten Substanzen zeigen keinen signifikanten Unterschied zur Lö-
sungsmittelkontrolle Ethanol.  
Ungepaarter, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur, n≥5 
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3.4.3.3 C28-Sterole 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die aus dem Fruchtkörper von T. populinum isolierten Sterole zeigen wie die aufgeführ-

ten Lösungsmittel keinen signifikanten Einfluss auf die IgE-stimulierte Degranulation 

von RBL-2H3-Zellen (s. Abb. 74). 

  

Abb. 74 Einfluss von C28-Sterolen auf die Degranulation der basophilen Zelllinie.  
  Weder Lösungsmittel noch verwendete Substanzen zeigen einen signifikanten 
  Unterschied gegenüber der Positiv-Kontrolle. 
  Ungepaarter, zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur, n≥3 
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3.4.3.4 Melleolide H 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 75 ist der Verlauf der Wirkung von Melleolide H auf die Degranulation von RBL-

2H3-Zellen dargestellt. Die IC50 beträgt rund 100 µmol/L. Die Konfidenzintervalle zeigen 

die Qualität des ermittelten Wertes an. Die Aussage über die IC50 kann als zuverlässig 

angesehen werden. 

  

Abb. 75 IC50 von Melleolide H an RBL-2H3-Zellen. 
  Sie beträgt 99,9 µM (CI5/95 84,0-118,7 µM);  
  Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 
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3.4.3.5 Melleolide J 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 77 IC50 von Melleolide J an RBL-2H3-Zellen. 
  Sie beträgt 39,5 µM (CI5/95 22,9-68,0 µM); 
  Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg 

Abb. 76 Überblick über den Verlauf der Wirkung von Melleolide J 
auf die Degranulation von RBL-2H3-Zellen 
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Aus Abb. 77 ist ersichtlich, dass Melleolide J die Degranulation von RBL-2H3-Zellen 

hemmt. Bei der höchsten Konzentration (500 µM, s. Abb. 76) ist im Verlauf eine erneute 

Erhöhung der Degranulation im Gegensatz zu niedrigeren Konzentrationen zu verzeich-

nen, was als schädigende Wirkung auf die Zellen betrachtet werden kann. Diese Kon-

zentration blieb im Rahmen der nicht-linearen Regression unbeachtet. 
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3.4.4 Untersuchung der direkten Inhibition der β-Hexosaminidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aus Abb. 78 ist ersichtlich, dass Pilzextrakte in der jeweiligen IC50 und Quercetin in einer 

Konzentration von 4,6 µM gegenüber dem verwendeten Lösungsmittel DMSO keine sig-

nifikante Erniedrigung der Aktivität der β-Hexosaminidase in der Lösung bewirken. Nur 

der Extrakt aus A. ostoyae zeigt eine signifikante Erhöhung der Aktivität der 

β-Hexosaminidase im Vergleich zu DMSO. Diese liegt absolut betrachtet bei ca. 6 % und 

ist eher gering. 

  

Abb. 78 Untersuchung der direkten Hemmung der β-Hexosaminidase 
durch DCM-Extrakte, Quercetin und DMSO.  
Pilzextrakte sind in IC50, Quercetin 4,6 µM 
Zweiseitiger, ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur, n=5 
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3.5 Effekt auf Interleukin-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der DCM-Extrakt aus dem Fruchtkörper von T. populinum setzt die Freisetzung von IL-2 

in der Jurkat-T-Zelllinie nach Stimulation mit PMA signifikant herab. Es ist an dieser 

Stelle nicht auszumachen, durch welchen Mechanismus die Verringerung der Freisetzung 

verursacht wird. Ohne Stimulation der humanen tumorigenen T-Zelllinie konnte keine 

Freisetzung von IL-2 nachgewiesen werden. Die Untersuchung des DCM-Extraktes aus 

dem Myzel von A. ostoyae erbrachte keine auswertbaren Ergebnisse, da der Extrakt in 

den verwendeten Konzentrationen eine zu hohe Zytotoxizität aufwies. 

  

Abb. 79  Beeinflussung der IL-2 Freisetzung von Jurkat-T-Zellen durch 
den DCM-Extrakt aus dem Fruchtkörper von T. populinum.  
Konzentration 51,6 µg/mL.  
Dunnett´s Test gegen Lösungsmit telkontrolle n=3 
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3.6 Effekt auf Interleukin-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Kalibration des IL-4-ELISAs erfolgte mit einer quadratischen Gleichung. Das Be-

stimmtheitsmaß weißt die Kalibrationsfunktion als zuverlässig aus. Die Absorptionen der 

untersuchten Zellkulturüberstände waren allesamt geringer als die des am geringsten 

konzentrierten Standards. Es war also nicht ausreichend IL-4 in den Zellkulturüberstän-

den vorhanden. Dies ist am ehesten darauf zurückzuführen, dass die Zellen kein IL-4 frei-

setzten. 

  

Abb. 80 Quadratische Kalibrationskurve des IL-4-ELISAs.  
Die Regressionformel lautet: y=0,1127x²+0,0081x-8,2120+10-6. 
R2 ist 0,9816. 
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3.7 Neutral Red Uptake-Assay 

3.7.1 Tricholoma populinum 

3.7.1.1 Zytotoxizität des DCM-Extrakts des Fruchtkörpers von T. populinum 

3.7.1.1.1 Zytotoxizität nach 1 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei der höchsten Konzentration des DCM-Extraktes aus dem Fruchtkörper von 

T. populinum von 500 µg/mL zeigen die Zellen nach dem Verlauf von 1 h eine relative 

Vitalität gegenüber der Lösungsmittelkontrolle > 50 %. Die IC50 liegt daher außerhalb des 

vermessenen Konzentrationsbereiches. Nur die höchste Konzentration (500 µg/mL) be-

sitzt einen statistisch signifikanten Unterschied in der Wirkung gegenüber der niedrigs-

ten. Die Zytotoxizität nach einer Stunde ist eher gering. 

  

Abb. 81 IC50 der Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus dem Frucht-
körper von T. populinum an RBL-2H3-Zellen nach 1 h. 
Sie ist >500 µg/mL; Modell: Vier Parameter und variabler 
Anstieg; n=4 
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3.7.1.1.2 Zytotoxizität nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der DCM-Extrakt aus dem Fruchtkörper von T. populinum zeigt eine deutliche zytotoxi-

sche Wirkung nach 24 h. Konzentrationen im einstelligen µg/mL-Bereich weisen keinen 

zytotoxischen Effekt auf RBL-2H3-Zellen mehr auf. 

  

Abb. 82 IC50 der Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus dem Frucht-
körper von T. populinum an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 91,9 µg/mL (CI5/95 81,6–104,1 µg/mL); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.1.2 Zytotoxizität des DCM-Extrakts aus lyophilisierten Fruchtkörpern von 

T. populinum nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 83 ist der Verlauf der Zytotoxizität verschiedener Konzentrationen des DCM-

Extraktes aus lyophilisierten Fruchtkörpern von T. populinum dargestellt. Die IC50 be-

trägt 149,7 µg/mL mit dem Konfidenzintervall CI5/95 von 128,3–174,7 µg/mL.  

  

Abb. 83 IC50 der Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus lyophilisierten 
Fruchtkörpern von T. populinum an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 149,7 µg/mL (CI5/95 128,3–174,7 µg/mL); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.1.3 DCM-Extrakt aus lyophilisierten und erhitzten Fruchtkörpern von 

T. populinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus lyophilisierten und erhitzten Fruchtkörpern 

von T. populinum nach 24 h ist in Abb. 84 dargestellt. Es ist eine deutliche zytotoxische 

Wirkung zu erkennen. Das Konfidenzintervall ist relativ eng. 

  

Abb. 84 IC50 der Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus lyophilisierten und erhitz-
ten Fruchtkörpern von T. populinum an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 84,4 µg/mL (CI5/95 73,8-96,6 µg/mL);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.2 Armillaria ostoyae 

3.7.2.1 Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus Fruchtkörpern von A. ostoyae 

3.7.2.1.1 Zytotoxizität nach 1 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 85 ist die Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus dem Fruchtkörper von A. ostoyae. 

gezeigt. Es besteht keine Zytotoxizität. Die Wirkung der höchsten Konzentration besitzt 

keinen statistisch signifikanten Unterschied gegenüber der niedrigsten (ungepaarter, 

zweiseitiger t-Test mit Welch-Korrektur). 

  

Abb. 85 IC50 der Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus dem 
Fruchtkörper von A. ostoyae an RBL-2H3-Zellen nach 1 h. 
Sie liegt über 500 µg/mL;  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 



3. Ergebnisse 

140 

3.7.2.1.2 Zytotoxizität nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der DCM-Extrakt aus dem Fruchtkörper von A ostoyae besitzt eine zytotoxische Wir-

kung nach 24 h. Die IC50 liegt im unteren zweistelligen µg/mL-Bereich. 

  

Abb. 86 Bestimmung der IC50 des DCM-Extraktes aus dem Frucht-
körper von A. ostoyae an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 183,6 µg/mL (CI5/95 164,1–205,4 µg/mL);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.2.2 Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus dem Myzel von A. ostoyae 

3.7.2.2.1 Zytotoxizität nach 1 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bereits nach 1 h weist der DCM-Extrakt aus dem Myzel von A. ostoyae einen zytotoxi-

schen Effekt an RBL-2H3-Zellen auf, welcher im niedrigen dreistelligen µg/mL-Bereich 

liegt. 

  

Abb. 87 Bestimmung der IC50 des DCM-Extraktes aus dem My-
zel von A. ostoyae an RBL-2H3-Zellen nach 1 h. 
Sie beträgt 111,1 µg/mL (CI5/95 80,3–153,7 µg/mL); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=4 
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3.7.2.2.2 Zytotoxizität nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der DCM-Extrakt aus dem Myzel von A. ostoyae weist eine relativ starke zytotoxische 

Wirkung nach 24 h auf. Konzentrationen von 62,5 µg/mL und darüber lassen keine Ak-

kumulation von Neutralrot in den Zellen der RBL-2H3-Zelllinie mehr erkennen. 

  

Abb. 88 Bestimmung der IC50 des DCM-Extraktes aus dem My-
zel von A. ostoyae an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 18,5 µg/mL (CI5/95 17,3–19,8 µg/mL); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.3 Testung von Reinsubstanzen 

3.7.3.1 IC50 der Zytotoxizität der Positivkontrolle Etoposid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 89 zeigt eine Konzentration von 0,88 µmol/L als IC50 von Etoposid an RBL-2H3-

Zellen. Das Konfidenzintervall ist eng, die Güte des Wertes hoch. Als Bezugswert dienten 

unbehandelte Zellen in Medium. 

  

Abb. 89 IC50 der Zytotoxizität von Etoposid an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 0,88 µM (CI5/95 0,66–1,16 µM);  
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.3.2 IC50 der Zytotoxizität von Quercetin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quercetin besitzt nach 24 h im Neutral Red Uptake-Assay eine nicht sehr stark ausge-

prägte zytotoxische Wirkung auf RBL-2H3-Zellen. Die IC50 liegt dabei im unteren 

dreistelligen mikromolaren Bereich. 

  

Abb. 90 IC50 der Zytotoxizität von Quercetin an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 185,2 µM (CI5/95 165,5–207,2 µM); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.3.3 IC50 der Zytotoxizität von Ergosterolperoxid nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ergosterolperoxid zeigt zytotoxische Wirkungen im NRU-Assay (s. Abb. 91). Auffällig ist, 

dass die Vitalität der Zellen bei niedrigeren Konzentrationen (oberes Plateau), bei ca. 

120 % gegenüber Vitalität der Lösungsmittelkontrolle (Ethanol) liegt. In den höheren 

Konzentrationen (unteres Plateau) ist keine Zellvitalität mehr zu erkennen. 

  

Abb. 91 IC50 der Zytotoxizität von Ergosterolperoxid an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 10,7 µmol/L (CI5/95 10,0–11,4 µmol/L); 
Modell: Vier Parameter und variabler Anstieg; n=4 
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3.7.3.4 IC50 der Zytotoxizität von Melleolide H nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die IC50 von Melleolide H beträgt 23,6 µM. Melleolide H besitzt damit nach 24 h eine 

deutliche zytotoxische Wirkung an RBL-2H3-Zellen. 

  

Abb. 92 IC50 der Zytotoxizität von Melleolide H an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
  Sie beträgt 23,6 µmol/L (CI5/95 20,7–27,0 µmol/L); 
  Modell: Vier Parameter  und variabler Anstieg; n=5 
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3.7.3.5 IC50 der Zytotoxizität von Melleolide J nach 24 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die IC50 von Melleolide J an RBL-2H3-Zellen liegt im unteren zweistelligen mikromola-

ren Bereich. Melleolide J besitzt nach dem Verlauf von 24 h eine deutliche zytotoxische 

Wirkung. 

  

Abb. 93 IC50 der Zytotoxizität von Melleolide J an RBL-2H3-Zellen nach 24 h. 
Sie beträgt 20,8 µmol/L (CI5/95 18,7–23,1 µmol/L); 
Modell: Vier Parameter  und variabler Anstieg; n=5 
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3.8 Vergleich der biologischen Ergebnisse 

 

Tab. 4 Zusammenfassung von Degranulationshemmungs- und Zytotoxizitäts-Daten 
 

 

 

In Tab. 4 sind die IC50 der Degranulationshemmung und Zytotoxizität noch einmal zu-

sammenfassend dargestellt. Reinsubstanzen, welche aus T. populinum isoliert wurden, 

besaßen keine Aktivität im Degranulations-Assay. Außer Ergosterolperoxid sind sie da-

her an dieser Stelle nicht aufgeführt. 

  

DCM-Extrakt bzw. 
Reinsubstanz 

IC50 
Degranulationshemmung 

IC50 
Zytotoxizität 

Fruchtkörper T. populinum 
wärmegetrocknet 

161,8 µg/mL 1 h: >500 µg/mL 
24 h: 91,9 µg/mL 

Fruchtkörper T. populinum 
lyophilisiert >500 µg/mL 24 h: 149,7 µg/mL 

Fruchtkörper T. populinum 
lyophilisiert und erwärmt 

224,2 µg/mL 24 h: 84,4 µg/mL 

Ergosterolperoxid >150 µmol/L 24 h: 10,7 µmol/L 

Fruchtkörper A. ostoyae 
lyophilisiert 115,1 µg/mL 1 h: >500 µg/mL 

24 h: 183,6 µg/mL 

Myzel A. ostoyae 
lyophilisiert 21,5 µg/mL 1 h: 111,1 µg/mL 

24 h: 18,5 µg/mL 

Melleolide H 99,9 µmol/L 24 h: 23,6 µmol/L 

Melleolide J 39,5 µmol/L 24 h: 20,8 µmol/L 

Quercetin 4,6 µmol/L 24 h: 185,2 µmol/L 
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3.9 Qualitätssicherung 

3.9.1 Polysaccharide/β-Glucane 

3.9.1.1 Anthron-Methode 

3.9.1.1.1 Richtigkeit 

 

Tab. 5 Wiederfindungsraten der Anthron-Methode zur Bestimmung der Richtigkeit 
 

 unterer Bereich mittlerer Bereich oberer Bereich 

 nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* 

Glucose-
Konzentration 

[µg/mL] 
5,08 15,9 67,33 107,54 55,96 157,77 

Glucose-Gehalt 
[mg] 2,54 7,95 33,66 53,72 27,98 78,88 

Einwaage 
Realprobe [mg] 10,0 100,0 100,0 

Zusatz 
Glucose [mg] 5,33 19,97 50,03 

RR [%] 101,42 100,43 101,74 

RR gesamt [%] 101,97 

*n=3 

 

Die Gesamtwiederfindungsrate der Anthron-Methode beläuft sich auf 101,97 %. Bei bio-

analytischen Methoden sollte die Spanne der Wiederfindungsrate zwischen 85–115 % 

liegen. Im der unteren Region des Arbeitsbereiches liegt diese Spanne bei 80–120 %. Die 

vorliegende Methode kann, basierend auf dieser Einordnung, als richtig angesehen wer-

den (United States Department of Health and Human Services Food and Drug Administ-

ration Center for Drug Evaluation and Research (CDER) Center for Veterinary Medicine 

(CVM)).  
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3.9.1.1.2 Präzision 

 

Methodenpräzision 

 

Tab. 6 Methodenpräzision der Anthron-Methode 
 

Einwaage Realprobe [mg] Absorption 

100,1 0,333 

99,6 0,318 

100,2 0,346 

99,7 0,325 

99,8 0,332 

100,5 0,349 

MW 0,334 

SD 0,012 

VK [%] 3,57 

 

 

Der Variationskoeffizient zur Bestimmung der Methodenpräzision der Anthron-Methode 

beträgt 3,57 %. Die FDA legt zur Validierung von analytischen Methoden einen Variati-

onskoeffizienten von ≤15 % fest. Die vorliegende Methode kann als präzise eingestuft 

werden (United States Department of Health and Human Services Food and Drug Ad-

ministration Center for Drug Evaluation and Research (CDER) Center for Veterinary 

Medicine (CVM)). 
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Messpräzision 

 

Tab. 7 Messpräzision der Anthron-Methode 
 

Einwaage Realprobe [mg] Absorption 

20,2 0,265 

 0,239 

 0,266 

 0,257 

 0,243 

 0,237 

MW 0,251 

SD 0,004 

VK [%] 1,49 

 

 

Die Messpräzision der Anthron-Methode, bestimmt anhand des Variationskoeffizienten 

der Messungen einer Einwaage, beträgt 1,49 %. Dieser Wert liegt nur leicht über den für 

eine LC-Gehaltsbestimmung geforderten 1,0 % (Ermer und Miller 2005, S. 43). Die vorlie-

gende Methode arbeitet im Hinblick auf das Messsystem präzise. 
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Intermediate precision 

 

Tab. 8 Daten zur intermediate precision der Anthron-Methode 
 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 

Gehalt 1 [mg] 9,68 10,08 9,62 

Gehalt 2 [mg] 9,84 9,46 9,40 

Gehalt 3 [mg] 10,40 9,26 10,08 

MW 9,76 

SD 0,37 

VK [%] 3,81 

 

 

Die intermediate precision der Anthron-Methode, ausgedrückt über den Variationskoef-

fizienten, beträgt 3,81 %. Für die intermediate precision können Werte gefordert werden, 

die um das 1,4–2fache größer als die für die Methodenpräzision geforderten sind, um die 

zusätzlichen Einflüsse auf die Variabilität mit einzubeziehen (Ermer und Miller 2005, S. 

45). Bei der Anthron-Methode beträgt die Methodenpräzision 3,57 %, die intermediate 

precision ist nur unbedeutend größer. Die Anthron-Methode liefert auch an unterschied-

lichen Tagen vergleichbare Messergebnisse. 
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3.9.1.1.3 Selektivität 

 

Tab. 9 Wiederfindungsraten verschiedener Substanzen im Rahmen der Selektivitäts-Untersuchungen 
 

Substanz Aufstockung [mg] Wiederfindung [mg] RR [%] 

Methylcellulose 20,2 18,2 90,10 

wasserlösliche 
Stärke 

20,2 20,4 100,88 

Chitin 20,0 0,26 1,31 

Pachyman 30,0 29,77 99,24 

 

 

Die Selektivitätsuntersuchungen anhand der Wiederfindungsraten verschiedener Sub-

stanzen zeigen eine Erfassung von wasserlöslicher Stärke, Methylcellulose und dem un-

verzweigten β-1,3-Glucan Pachyman, deren Wiederfindungsraten bei ca. 100 % liegen. 

Die Wiederfindungsrate für Chitin ist äußerst gering und beträgt nur 1,3 %. Chitin wird 

von der Anthron-Methode in der beschriebenen Durchführung nicht erfasst. Die Metho-

de erfasst α- und β-Glucane. 
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3.9.1.1.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Der Absorptionsmittelwert der 20 Blindwerte beträgt 0,042, die Standardabweichung 

0,005. Die für die Berechnung des Gehaltes benötigte Steigung wird der Kalibrationsge-

raden (s. Abb. 94) entnommen. Die Nachweisgrenze berechnet sich dementsprechend zu 

3,03 µg/mL, die Bestimmungsgrenze beträgt 9,18 µg/mL in der zur Messung vorbereiteten 

Probe. Werden die Werte auf die eingewogene Probe bezogen, ergibt sich für die Nach-

weisgrenze ein Wert von 1,5 %, für die Bestimmungsgrenze 4,6 %, berechnet als Glucose 

(Einbeziehung der 1:50-Verdünnung und des Faktors 10 für die Einwaage von 100,0 mg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 94 Kalibriergerade für die Bestimmung der LOD und LOQ 

y = 0,0053x + 0,0246
R² = 0,9977
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3.9.1.1.5 Linearität und Arbeitsbereich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die sechs Kalibrationsgeraden werden gemittelt (Abb. 95) und in einem Residuenplot 

(Abb. 96) aufgetragen. Dieser zeigt eine zufällige Verteilung der Mittelwerte der jeweili-

gen Kalibrationspunkte ober- und unterhalb der Nulllinie. In dem betrachteten Konzent-

rationsbereich kann die Anthron-Methode als linear angesehen werden. Der Arbeitsbe-

reich wird mit dem Bereich der Linearität festgelegt und liegt somit bei einer Konzentra-

tion von 10 mg/mL bis 200 mg/mL Glucose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 95 Aus den 6 verschiedenen Kalibrationsgeraden resultierende Kalibrationsgerade. 
  MW±SD. n=6 

y = 0,0053x + 0,0355
R² = 0,9996
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Abb. 96 Residuenplot der resultierenden Kalibrationsgeraden 
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3.9.1.1.6 Übersicht Anthron-Methode 

 

Tab. 10 Übersicht der Validierungsparameter und –ergebnisse der Anthron-Methode 
 

Validierungsparameter Wert 

Richtigkeit RR 101,97 % 

Präzision Methodenpräzision VK 3,57 % 

 Messpräzision VK 1,49 % 

 Intermediate precision VK 3,81 % 

Linearität und Arbeitsbereich 10 – 200 mg/mL 

LOD 1,5 % 

LOQ 4,6 % 
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3.9.1.2 Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

3.9.1.2.1 Richtigkeit 

 

Tab. 11 Wiederfindungsraten der Anthron-Methode zur Bestimmung der Richtigkeit 
 

 unterer Bereich mittlerer Bereich oberer Bereich 

 nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* 

Curdlan-
Gehalt [mg] 

0,93 3,43 0,89 6,89 1,1 11,3 

Zusatz 
Curdlan [mg] 

2,5 6,0 10,0 

Einwaage  
Realprobe 

[mg] 
220,0 220,0 220,0 

RR [%] 100,06 100,04 102,01 

RR gesamt [%] 100,70 

*n=3 

 

Die Wiederfindungsraten in den einzelnen Konzentrationsbereichen liegen bei der Ani-

linblau-Fluoreszenz-Methode um ca. 100 %. Die Methode ist somit als richtig zu bewer-

ten. Bei bioanalytischen Methoden sollte die Spanne der Wiederfindungsrate zwischen 

85–115 % liegen. Im der unteren Region des Arbeitsbereiches liegt diese Spanne bei 80–

120 %. Die vorliegende Methode kann, basierend auf dieser Einordnung, als richtig ange-

sehen werden (United States Department of Health and Human Services Food and Drug 

Administration Center for Drug Evaluation and Research (CDER) Center for Veterinary 

Medicine (CVM)). 
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3.9.1.2.2 Präzision 

 

Methodenpräzision 

 

Tab. 12 Methodenpräzision der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 
 

Einwaage Curdlan [mg] Fluoreszenz-Intensität 

7,9 70708 

7,8 73956 

7,8 78558 

8,3 80511 

7,7 75059 

7,9 79303 

MW 76349 

SD 4057 

VK [%] 5,31 

 

 

Der Variationskoeffizient der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode beträgt 5,31 %. Die FDA 

legt zur Validierung von analytischen Methoden einen Variationskoeffizienten von ≤15 % 

fest. Die vorliegende Methode kann als präzise angesehen werden (United States De-

partment of Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug 

Evaluation and Research (CDER) Center for Veterinary Medicine (CVM)). 
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Messpräzision 

 

Tab. 13 Messpräzision der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 
 

Einwaage Realprobe [mg] Fluoreszenz-Intensität 

20,2 44080 

 44509 

 44584 

 444292 

 44708 

 43970 

MW 44713 

SD 489 

VK [%] 1,09 

 

 

Die Messpräzision der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode, bestimmt anhand des Variati-

onskoeffizienten der Fluoreszenz-Intensitäten beläuft sich auf 1,09 %. Dies ist ein guter 

Wert und weist die Messung als einen präzisen, d.h. gut wiederholbaren, Vorgang aus. 

Dieser Wert liegt nur leicht über dem für eine LC-Gehaltsbestimmung geforderten von 

1,0 % (Ermer und Miller 2005, S. 43). 

  



3. Ergebnisse 

160 

Intermediate precision 

 

Tab. 14 Untersuchung der intermediate precision der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 
 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 

Gehalt 1 [mg] 4,45 4,00 4,68 

Gehalt 2 [mg] 3,67 4,17 4,90 

Gehalt 3 [mg] 3,82 3,60 4,58 

MW 4,21 

SD 0,47 

VK [%] 11,09 

 

 

Die intermediate precision der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode beträgt 11,09 %, ausge-

drückt über den Variationskoeffizienten und Bezug nehmend auf verschiedene Tage. Für 

die intermediate precision können Werte gefordert werden, die um das 1,4–2fache größer 

als die für die Methodenpräzision geforderten sind, um die zusätzlichen Einflüsse auf die 

Variabilität mit einzubeziehen (Ermer und Miller 2005, S. 45). Bei der Anilinblau-

Fluoreszenz-Methode ist zu erkennen, dass der Variationskoeffizient zwischen Messun-

gen an verschiedenen Tagen ungefähr das Doppelte der Methodenpräzision beträgt. Die 

intermediate precision ist bei dieser Methode ausreichend. 
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3.9.1.2.3 Selektivität 

 

Tab. 15 Wiederfindungsraten verschiedener Substanzen im Rahmen der Selektivitäts-Untersuchungen der 
Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

 

Substanz Aufstockung [mg] Wiederfindung [mg] RR [%] 

Methylcellulose 2,5 0,06 2,59 

wasserlösliche 
Stärke 3,0 -0,24 -8,00 

Chitin 3,0 0,003 0,10 

Pachyman 2,5 2,49 99,72 

Dargestellt sind Mittelwerte, n=3 

 

Die Wiederfindungsraten der mit der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode untersuchten 

Substanzen unterscheiden sich z.T. beträchtlich. Chitin und Methylcellulose werden von 

der Methode praktisch nicht erfasst, wasserlösliche Stärke erniedrigt die gemessenen 

Gehalte. Das unverzweigte β-Glucan Pachyman hingegen wird vollständig wiedergefun-

den. Die Methode kann als selektiv für β-Glucane angesehen werden, ein wichtiges 

Merkmal. 
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3.9.1.2.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Der Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitäten von 20 Blindwerten beträgt 2265, die Stan-

dardabweichung dieser Werte 116. Die Fluoreszenz-Intensität einer Probe, in der β-1,3-

Glucane nachgewiesen werden sollen, muss daher 2646 betragen, soll quantifiziert wer-

den, 3421. Dies entspricht β-1,3-Glucan-Gehalten (mithilfe der Kalibrationsfunktion be-

stimmt) von 0,33 % als Nachweisgrenze und 0,84 % als Bestimmunsgrenze. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 97 Resultierende Kalibrationsfunktion aus 6 Kalibrationen, 
für Bestimmung von LOD und LOQ. 

  Pro Kalibrationspunkt 12 Messwerte; MW±SD 
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3.9.1.2.5 Linearität 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 98 Kalibrationskurve in der Realmatrix „Bio Shiitake Pilz Extrakt“ der Fa. Natuko. 
  MW±SD 

y = -97,957x2 + 2935,7x + 23954
R² = 0,9963
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Abb. 99 Residuenplot einer imaginären Regressiongera-
den in Realmatrix „Bio Shiitake Pilz Extrakt“ 
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Abb. 100 Kalibrationskurve in Realmatrix „Reishi HdT-Pulver“ der Fa. Hifas da Terra S.L. 
  MW±SD 

y = -58,838x2 + 2292,4x + 16101
R² = 0,9936
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Abb. 101 Residuenplot einer imaginären Regressiongeraden in 
Realmatrix „Reishi HdT-Pulver“ 
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Für die Untersuchung der Linearität der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode wurden je zwei 

Kalibrationsfunktionen in drei unterschiedlichen Matrizes erstellt. Aus der aus der jewei-

ligen Doppelbestimmung resultierenden Kalibrationsfunktion wurde ein Residuenplot 

berechnet. Dieser zeigte bei allen drei Matrizes eine systematische Verteilung der Mess-

punkte über- und unterhalb der Kalibrationsgeraden. Die Methode ist in keiner dieser 

Matrizes als linear anzusehen. Dieser Befund ist für Fluoreszenz-Messungen nicht unge-

wöhnlich. Zur Kalibration wird eine Regression mit einem Polynom 2. Grades durchge-

führt. Die Regressionskoeffizienten lagen in jeder der verwendeten Matrizes über 0,99, 

Abb. 103 Residuenplot einer imaginären Regressionge-
raden in Realmatrix „Shiitake Extrakt Pulver“. 
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Abb. 102 Kalibrationskurve in der Realmatrix „Shiitake Extrakt Pulver“ der Fa. Hawlik. 
  MW±SD 

y = -308,77x2 + 7963x + 20792
R² = 0,9936
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eine nicht-lineare Regression mithilfe eines Polynoms 2. Grades war also in jeder Matrix 

möglich. 

Die Matrix übt bei dieser Methode einen großen Einfluss auf die Ausprägung der einzel-

nen Faktoren der Kalibrationsfunktion aus. Zur Quantifizierung muss das Standardaddi-

tionsverfahren angewendet werden, eine Extern-Standard-Kalibrierung ist nicht möglich. 

Nicht-lineare Regression ist, wie oben erwähnt, bei Fluoreszenz-Messungen häufig erfor-

derlich. 

3.9.1.2.6 Übersicht Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

 

Tab. 16 Übersicht der Validierungsparameter und –ergebnisse der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 
 

Validierungsparameter Wert 

Richtigkeit RR 100,70 % 

Präzision Methodenpräzision VK 5,31 % 

 Messpräzision VK 1,09 % 

 Intermediate precision VK 11,09 % 

Linearität Methode nicht linear 

LOD 0,33 % 

LOQ 0,84 % 
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3.9.1.3 Kongorot-Methode 

3.9.1.3.1 Richtigkeit 

 

Tab. 17 Wiederfindungsraten der Kongorot-Methode zur Bestimmung der Richtigkeit 
 

 unterer Bereich mittlerer Bereich oberer Bereich 

 nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* nativ* aufgestockt* 

Lentinan-
Gehalt [mg] 

0,00 183,5 0,00 388,09 0,00 558,47 

Zusatz 
Lentinan [mg] 

180,0 380,0 560,0 

Einwaage Re-
alprobe [mg] 

150,0 150,0 150,0 

RR [%] 101,95 102,13 99,73 

RR gesamt [%] 101,27 

*n=3 

 

Die Aufstockung einer Realprobe mit dem verzweigten β-1,3;1,6-Glucan Lentinan führt 

in jedem der untersuchten Konzentrationsbreiche zu Wiederfindungsraten um 100 %. Die 

Kongorot-Methode kann daher als richtig bezeichnet werden. Die bei bioanalytischen 

Methoden geforderte Spanne der Wiederfindungsrate liegt zwischen 85–115 %, in der 

unteren Region des Arbeitsbereiches zwischen 80–120 %. (United States Department of 

Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation 

and Research (CDER) Center for Veterinary Medicine (CVM)). 
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3.9.1.3.2 Präzision 

 

Methodenpräzision 

 

Tab. 18 Methodenpräzision der Kongorot-Methode 
 

Einwaage Matrix [mg] Absorption 

149,8 1,175 

150,3 1,168 

149,9 1,163 

150,2 1,168 

150,1 1,165 

149,7 1,170 

MW 1,168 

SD 0,004 

VK [%] 0,36 

 

 

Der Variationskoeffizient der vorliegenden Kongorot-Methode beträgt bei Untersuchun-

gen zur Methodenpräzision 0,36 %. Die FDA legt zur Validierung von analytischen Me-

thoden einen Variationskoeffizienten von ≤15 % fest. Die vorliegende Methode ist präzise 

(United States Department of Health and Human Services Food and Drug Administration 

Center for Drug Evaluation and Research (CDER) Center for Veterinary Medicine 

(CVM)). 
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Messpräzision 

 

Tab. 19 Messpräzision der Kongorot-Methode 
 

Einwaage Realprobe [mg] Absorption 

150,2 1,175 

 1,168 

 1,172 

 1,175 

 1,168 

 1,172 

MW 1,172 

SD 0,003 

VK [%] 0,27 

 

 

Die Messpräzision der Kongorot-Methode, bestimmt über den Variationskoeffizienten, ist 

0,27 %. Dies ist ein sehr guter Wert für die Messpräzision, d.h. der Vorgang der Messung 

ist präzise und führt nur zu geringen zufälligen Fehlern. Dieser Wert liegt im Bereich der 

für eine LC-Gehaltsbestimmung geforderten 1,0 % (Ermer und Miller 2005, S. 43). Die 

Kongorot-Methode kann, auch im Hinblick auf das Messystem, als sehr präzise betrach-

tet werden. 
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3.9.1.3.3 Selektivität 

 

Tab. 20 Wiederfindungsraten verschiedener Substanzen im Rahmen der Selektivitäts-Untersuchungen der 
Kongorot-Methode.  

 

Substanz Aufstockung [mg] Wiederfindung [mg] RR [%] 

Methylcellulose 2,0 nicht auswertbar - 

wasserlösliche 
Stärke 2,0 0,004 2,26 

Chitin 2,0 0,199 11,17 

n=3, dargestellt sind Mittelwerte 

 

Die Wiederfindungsraten sind bei allen untersuchten Substanzen relativ gering. In der 

Bestimmung verschiedener Proben fallen die genannten Substanzen kaum ins Gewicht, 

sie stören die Messung von β-Glucanen nicht. 
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3.9.1.3.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Die 20 Daten der Absorptionen der Blindwerte beträgt 0,805, die Standardabweichung ist 

0,002. Für die Nachweisgrenze ergibt sich ein Wert der Absorption von 0,811, für die Be-

stimmungsgrenze 0,822. Als prozentualer Gehalt ausgedrückt: Nachweisgrenze 0,008 %, 

berechnet als verzweigtes β-1,3;1,6-Glucan Lentinan, Bestimmungsgrenze 0,331 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 104 Kalibrationsfunktion für die Bestimmung der LOD 
und LOQ der Kongorot-Methode. 

  Gut zu erkennen ist die geringe Empfindlichkeit 
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3.9.1.3.5 Linearität 

Die Messung von Kalibrationspunkten in zwei verschiedenen Matrizes und Transformie-

rung der Werte in Residuenplots führt zu einer deutlich sichtbaren Normalverteilung, 

d.h. die Werte liegen systematisch verteilt über und unter der Kalibrationsgeraden. Die 

untersuchte Methode ist nicht linear, es muss eine nicht-lineare Regression durchgeführt 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 105 Kalibrationsfunktion der Kongorot-Methode nach Externstandard-Kalibrierung. 
  MW±SD 

y = -6,511E-07x2 + 0,0007442 x + 0,1079
R² = 0,9987
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Abb. 106 Weitere Kalibrationsfunktion mit externem Standard der Kongorot-Methode 
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R² = 0,9992

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0 100 200 300 400 500 600

A
b

so
rp

ti
o

n

Lentinan [mg]



  3. Ergebnisse 

173 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 107 Kalibrationsfunktion in der Realmatrix „Bio Shiitake Pilz Extrakt“ der Fa. Natuko 

y = -3,45E-07x2 + 0,0002042x + 0,05724 
R² = 0,9993
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Abb. 108 Residuenplot der Kalibrationskurve in der Realmatrix 
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3.9.1.3.6 Übersicht Kongorot-Methode 

 

Tab. 21 Übersicht der Validierungsparameter und –ergebnisse der Kongorot-Methode 
 

Validierungsparameter Wert 

Richtigkeit RR 101,27 % 

Präzision Methodenpräzision VK 0,36 % 

 Messpräzision VK 0,27 % 

 Intermediate precision nicht bestimmt 

Linearität nicht linear, 
Kalibration über Polynom 2. Grades 

LOD 0,008 % 

LOQ 0,331 % 
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3.9.1.4 Untersuchung von Realproben 

Mithilfe der validierten Methoden wurden Realproben untersucht. Bei „Reishi Pulver Bio“ 

und „Agaricus blazei MURRILL Pulver Bio“ handelt es sich um kommerziell erhältliche Zu-

bereitungen aus Trockenpilz-Pulver. Die Extrakte aus Lentinula edodes und Pleuro-

tus ostreatus wurden durch Soxhlet-Extraktion selbst hergestellt (s. 2.2.2.2, zweiter Ab-

satz). Rydex® ist ein Nahrungsergänzungsmittel mit β-Glucanen. 

3.9.1.4.1 Anthron-Methode 

 

Tab. 22 Ergebnisse der Untersuchung von Realproben mit der Anthron-Methode 
 

Probe Gehalt* [mg] MW [%] VK [%] 

„Reishi Pulver Bio“ 
9,68 
9,84 
10,4 

9,97 3,78 

„Agaricus blazei MURILL 
Pulver Bio“ 

15,17 
14,61 
15,07 

14,95 1,98 

L. edodes-Extrakt 
7,44 
7,40 
7,99 

7,60 4,36 

P. ostreatus-Extrakt 
31,25 
31,84 
33,33 

32,14 3,32 

Rydex® 
59,59 
60,76 
58,54 

59,63 1,87 

*Gehalt bezogen auf Trockengewicht 

 

Die Anthron-Methode, welche für die Anwendung an Extrakten validiert wurde, zeigt 

auch bei den Fruchtkörper-Pulvern von G. lucidum und A. subrufescens ähnliche Werte 

des Gesamtkohlenhydrat-Gehaltes, wie bei selbst hergestellten Extrakten aus L. edodes 

und P. ostreatus. Den höchsten Gehalt an Kohlenhydraten weist das Nahrungsergän-

zungsmittel Rydex® auf. 
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3.9.1.4.2 Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 

 

Tab. 23 Ergebnisse der Untersuchung von Realproben mit der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode 
 

Probe Gehalt* [mg] MW [%] VK [%] 

„Reishi Pulver Bio“ 
0,80 
0,83 
0,72 

5,23 7,34 

„Agaricus blazei MURILL 
Pulver Bio“ 

0,36 
0,38 
0,34 

1,85 6,63 

L. edodes-Extrakt 
0,52 
0,52 
0,48 

3,39 3,87 

P. ostreatus-Extrakt 
0,08 
0,08 
0,07 

0,37 5,76 

Rydex® 
5,12 
5,37 
4,93 

34,27 4,28 

*Gehalt bezogen auf Trockengewicht 

 

Die Gehalte an β-Glucanen unterscheiden sich kaum zwischen den untersuchten Extrak-

ten und Fruchtkörpern, nur das mit β-Glucanen angereicherte Nahrungsergänzungsmit-

tel Rydex® zeigt einen deutlich erhöhten Gehalt. Den geringsten Gehalt besitzt der Ex-

trakt aus dem Austernpilz, P. ostreatus, mit 0,37 % β-Glucan bezogen auf das Trockenge-

wicht. 
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3.9.2 Agaritin 

3.9.2.1 LC-MS/MS 

Die MRM-Optimierung ergab zwei spezifische Fragmente für Agaritin: m/z 250,15 auf-

grund von Wasserabspaltung über dem Benzen-Kern und m/z 121,0 durch den Verlust 

der Glutamyl-Gruppe (Kondo et al. 2006). Die Fragmentierung ist in Abb. 109 dargestellt.  

 

Abb. 109 modifiziert nach (Kondo et al. 2006). 

 

Das PDA-Chromatogramm (Abb. 110) zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 

Rt=9,8 min. Die Auflösung ist gering. Das MS-Chromatogramm (Abb. 112) zeigt einen 

ausgezeichnet geformten Peak bei einer Retentionszeit von Rt=10,25 min, der für eine 

Quantifizierung hervorragend geeignet ist. Das Leerchromatogramm mit reinem Lö-

sungsmittel (Abb. 113) verdeutlicht das schwache Rauschen im MRM-Modus. Das Spekt-

rum von Agaritin (Abb. 111) mit einem charakteristischen Maximum bei λ=236 nm könn-

te zur selektiveren Bestimmung herangezogen werden, wird aber im vorliegenden Fall 

aufgrund der LC-MS/MS-Methode nicht benötigt. 

Abb. 109 Fragmentierung von Agaritin im positiven Ionisationsmodus 
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Datafile Name:X6 in 0,01% AcOH$MeOH 9$1 10µL_28.03.2014_15.lcd
Sample Name:X6 in 0,01% AcOH/MeOH 9:1 10µL
Sample ID:Atlantis T3
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Abb. 110 Ausschnitt aus einem PDA-Chromatogramm eines HPLC-Laufes. 
  Die Auflösung des Agaritin-Peaks (Pfeil) ist gering 
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Abb. 112 MS-Chromatogramm von Agaritin mit ausgezeichneter Peakform 
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Abb. 111 Agaritin-Spektrum im PDA 
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3.9.2.2 Optimierung 

Kondo et al. verwendeten als Extraktionsmittel reines Methanol. Dieses zeigte in unse-

rem Fall eine unzureichende Extraktion von Agaritin. Eine Nach-Extraktion über 24 h 

und anschließender Vermessung zeigte, dass noch Agaritin in der Biomasse vorhanden 

war. (Kondo et al. 2006) 

Die Addition von Wasser zum Extraktionmittel zeigte einen positiven Effekt mit Wieder-

findungsraten >92 % (s. Tab. 24). Auch die Wahl der HPLC-Säule ist entscheidend. Da 

Agaritin eine Substanz mit hoher Polarität darstellt werden viele Säulen eine unzu-

reichende Retention zeigen. Die Atlantis® T3-Säule erbrachte gute Resultate. Verwen-

dung von Methanol als Bestandteil der mobilen Phase anstelle von Acetonitril ergab eine 

höhere Ionenintensität. 

3.9.2.3 Selektivität 

Die Methode muss mit 4,0 Punkten bewertet werden, da ein Precursor-Ion und zwei 

Fragmente, d.h. zwei MRM-Übergänge vorhanden sind. Zusätlich erfolgt eine HPLC-

Trennung, welche die Selektivität der Methode weiter erhöht. Aus Abb. 112 ist ersicht-

lich, dass keine mit Agaritin interferierenden Peaks im MS-Chromatogramm auftreten. 

3.9.2.4 Richtigkeit 

Als eine Probe, welche kein Agaritin enthält, wurde die Biomasse von L. edodes mit 20 µg 

Agaritin aufgestockt. Die Wiederfindungsrate des Agaritins betrug hierbei 96,7 %. Auch 

eine A. bisporus-Probe mit einem Gehalt von 1425,7 mg/kg Agaritin wurde mit 20 µg 

Agaritin gespiked. Die Wiederfindungsrate betrug 95,4 %. A. subrufescens enthielt viel 

Agaritin (3432,5 mg/kg) und wurde um 200 µg Referenzsubstanz aufgestockt. Die Wie-
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Abb. 113 MS-Leerchromatogramm nach Lösungsmittel-Injektion 
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derfindungsrate betrug nur 92,3 %. Der aufgrund des hohen Gehaltes nötige Verdün-

nungsschritt könnte einen negativen Einfluss aufweisen. Die AOAC empfiehlt für eine 

Analytkonzentration von 1 % eine Wiederfindungsrate zwischen 92 und 105 % (AOAC 

International 2013). Die vorliegende Methode kann daher als richtig bezeichnet werden. 

3.9.2.5 Präzision 

Zwei Standard-Lösungen von Agaritin (0,5 µg/mL und 7,5 µg/mL) wurden sechsmal inji-

ziert. Die relative Standardabweichung (RSD) betrug 1,7 % für 0,5 µg/mL und 1,0 % für die 

höhere Konzentration. Die Systempräzision des LC-MS/MS-Systems ist hoch. Die RSD 

der Retentionszeit lag bei 0,2 % für die niedrigere und 0,6 % für die höhere Konzentration. 

Diese Werte liegen unter 1 % und sind daher akzeptabel. Das HPLC-System arbeitet prä-

zise (Ermer und Miller 2005). Die Repeatability wurde anhand von sechs Parallelen einer 

Biomasse ermittelt. Diese wurde nach 2.2.8.6 behandelt. Die RSD betrug 4,30 %. Die 

AOAC gibt an, dass der kalkulierte Wert der Repeatability für eine Massenfraktion von 

0,1 % Analyt ungefähr 3 % beträgt. Der experimentell gefundene Wert sollte im Bereich 

vom 0,5–2fachen des kalkulierten liegen (AOAC International 2013). Im vorliegenden Fall 

ist der Wert gegenüber dem kalkulierten leicht erhöht, liegt aber im angegebenen Be-

reich. Agaritin ist kein stabiler Analyt und degradiert umso schneller, je höher die Tem-

peratur ist (Koge et al. 2011). Unterschiede im Degradationsverhalten können zu differie-

renden Resultaten führen, auch wenn schnell und bei niedriger Temperatur (≤40 °C) ge-

arbeitet wird. 

Zur Bestimmung der Intermediate Precision wurde eine A. bisporus-Probe an vier ver-

schiedenen Tagen jeweils als Triplikat analysiert. Die RSD lag bei 6,9 %, leicht höher als 

der Wert für die Repeatability. 

3.9.2.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenze 

Die Nachweisgrenze wurde durch Injektion einer Blindlösung (Lösungsmittelgemisch 

ohne Agaritin) zu 0,025 µg/mL oder 2,25 mg/kg Agaritin, berechnet auf die getrocknete 

Biomasse bestimmt. Für die Bestimmungsgrenze wurden 0,05 µg/mL oder 4,5 mg/kg an 

Agaritin, bezogen auf die getrocknete Biomasse, gefunden. 
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3.9.2.7 Linearität und Arbeitsbereich 

Als untere Grenze des Arbeitsbereiches wurde die Bestimmungsgrenze mit 4,5 mg/kg 

Agaritin festgesetzt. Die obere Grenze stellt die höchste Konzentration dar, bei der eine 

Kalibriergerade für die Bestimmung des Agaritin-Gehaltes verwendet werden kann, d.h. 

bei der der Regressionskoeffizient der resultierenden Kalibriergeraden ausreichend hoch 

ist. Für sehr hohe Konzentrationen konnten Sättigungseffekte beobachtet werden. Die 

obere Grenze wurde zu 675 mg/kg Agaritin bestimmt. Proben mit einem Agaritin-Gehalt 

>675 mg/kg (675 ppm) können dagegen mit geringerer Richtigkeit quantifiziert werden, 

da ein Verdünnungsschritt notwendig wird. Der Fehler der Bestimmung wird dann mit 

dem Verdünnungsfaktor multipliziert. Die Wiederfindungsrate für eine Biomasse mit 

0,4 % Agaritin-Gehalt betrug nur 92,3 %, war damit zwar annehmbar, jedoch niedriger als 

bei den niedrigeren Konzentrationen (s. Tab. 24). 

Die Validierung evaluierte die vorliegende Methode als geeignet zur Quantifizierung von 

Agaritin in Pilzbiomassen. Die Methode könnte daher zur Kontrolle der Pharmazeuti-

schen Qualität von Pilzprodukten verwendet werden. Tab. 24 gibt eine Übersicht über die 

Validierungsergebnisse. Mit dem LC-MS/MS-System, welches für die Aquirierung der 

Ergebnisse genutzt wurde, wurden auch andere, nicht-pilzliche Extrakte untersucht. Das 

System kommt in Kontakt mit verschiedenen Matrizes. Normalerweise sollte dies einen 

negativen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Die Validierung zeigt jedoch, dass die ge-

wählte Methode auch unter diesen Bedingungen zuverlässig arbeitet (Hinweis auf die 

Robustheit). 
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Tab. 24 Übersicht über Validierungsparameter und –ergebnisse der Agaritin-Bestimmung 
 

 

  

Parameter Wert 

Richtigkeit 

A. bisporus: 95,4 % 

L. edodes: 96,7 % 

A. subrufescens: 92,3 % 

Präzision 

Systempräzision: 

LC-MS 

Niedrige Konz. 

Höhere Konz. 

 

 

RSD 1,7 % 

RSD 1,0 % 

 Repeatability RSD 4,3 % 

 Intermediate precision: RSD 6,9 % 

 

Systempräzision 

HPLC 

Niedrige Konz. 

Höhere Konz. 

 

 

0,2 % 

0,6 % 

LOD  2,25 mg/kg 

LOQ  4,5 mg/kg 

Linearität/Arbeitsbereich  4,5 mg/kg–675 mg/kg 
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3.9.2.8 Agaritin-Gehalt verschiedener Pilzproben 

Verschiedene Pilzproben wurden hinsichtlich ihres Agaritin-Gehaltes untersucht. Die 

Ergebnisse sind in Tab. 25 aufgelistet. 

 

Tab. 25 Agaritin-Gehalt verschiedener Pilzproben 
(Werte für A. subrufescens und A. bisporus stammen nicht von der Untersuchung der Richtigkeit) 

*Ausreißer-Test nach Grubbs positiv, daher n=3. 

 

Der Agaritin-Gehalt verschiedener Pilzproben ist unterschiedlich. Die weiße Varietät von 

A. bisporus weist einen etwas erhöhten Agaritin-Gehalt gegenüber der braunen Varietät 

auf. A. subrufescens enthält viel Agaritin. Werden Agaritin enthaltende Proben Hitze aus-

gesetzt, nimmt dessen Gehalt deutlich ab, erkennbar z.B. bei den Konserven-Proben und 

durch die Hitzeinstabilität von Agaritin zu erklären (Koge et al. 2011). Shiitake (L. edodes) 

enthält kein Agaritin.  

Probe Agaritin-Gehalt [mg/kg] RSD [%] N 

L. edodes frei von Agaritin - 5 

A. subrufescens (Hawlik) 3981,2 6,4 4 

A. subrufescens (Wohlrab) 46 5,0 4 

A. subrufescens (Hanoju) 140,1 11,3 4 

A. bisporus (weiß) LIDL 2027,4 5,6 3* 

A. bisporus (weiß) PENNY 1801,3 9,0 4 

A. bisporus (weiß) REAL 1924,0 8,1 4 

A. bisporus (braun) LIDL 1727,6 4,8 4 

A. bisporus (braun) PENNY 1416,8 7,6 4 

A. bisporus (braun) REAL 1708,9 7,5 4 

A. bisporus-Pulver (Hawlik) 205,9 4,0 4 

A. bisporus-Extrakt (Hawlik) 10,2 27,5 4 

A. bisporus-Konserven 29,7 27,8 3 

Dosenflüssigkeit frei von Agaritin - 4 
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4 Diskussion 

4.1 Biologische und chemische Untersuchungen von 

Tricholoma populinum und Armillaria ostoyae 

4.1.1 Identifikation der Biomasse-Lieferanten 

Eine möglichst genaue Charakterisierung der Biomasse sichert die Aussagekraft der er-

zielten Ergebnisse. Gerade im Bereich der Pilze ist bei Fruchtkörpern eine eindeutige 

Artbestimmung allein auf makroskopischem Wege oftmals sehr schwierig und z.T. prak-

tisch nicht möglich. Auch mikroskopisch kann die vorliegende Art häufig nicht heraus-

gefunden werden. Eine genetische Identifizierung z.B. über die ITS-Sequenz ist eine zu-

verlässige, schnelle und einfache Methode. Ein reiner Abgleich der ITS-Sequenz mit in 

der BLAST-Datenbank (Benson et al. 2012) vorliegenden kann zu nicht eindeutigen Er-

gebnissen führen. Es gilt, dass nur bei einer Abweichung ≤3 % eine Zuordnung zu einer 

Art als wahrscheinlich anzusehen ist. In der Datenbank befinden sich viele nicht-kurierte 

Sequenzen. Dies ist darauf zurückzuführen, dass ein jeder dort Sequenzdaten hinterlegen 

kann. Es können falsch zugeordnete Sequenzen vorliegen. Abhilfe kann durch die Erstel-

lung einer Phylogenie geschaffen werden. Hierfür sollten zumindest bereits publizierte 

Sequenzen verwendet werden, zwischen denen mithilfe von Computerprogrammen Ähn-

lichkeiten berechnet werden. Aus dem entstehenden Baum können bessere Rückschlüsse 

über die Artzugehörigkeit gezogen werden als über einen reinen Ähnlichkeitsabgleich 

der eigenen Sequenz mit denen der Datenbank. Warum ist dies von Interesse? Die Veröf-

fentlichungen über Wirkungen von Pilzen, Pilzextrakten und Pilzmetaboliten nehmen 

stetig zu. Falsche Artidentifizierungen können dabei zu falschen Rückschlüssen z.B. be-

züglich biologischer Wirkungen führen. Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zu 

einer Pilzart können widersprüchlich sein, sollten in Wirklichkeit verschiedene Arten 

vorliegen. Eine zuverlässige Identifikation erleichtert die Interpretation und den Ver-

gleich von Ergebnissen. Daher ist eine genetische Bestimmung, gerade von Myzel-

Kulturen letztendlich unabdingbar. Das in dieser Arbeit verwendete Myzel von Armilla-

ria ostoyae bildet keine Sporen. Es ist daher fast nicht möglich makro- oder mikrosko-

pisch festzustellen, um welche Pilzart es sich handelt. Durch die genetische Analyse und 

nachfolgende taxonomische Untersuchungen konnte eine Identifizierung bis herunter auf 
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die Artebene erfolgen. Die beobachteten Effekte und isolierten Substanzen können genau 

einer Pilzart zugeordnet werden, was die Aussagekraft und den Informationsgehalt der 

Ergebnisse deutlich steigert. 

4.1.2 Biologische Testung und Bioaktivitäts-geführte Isolierung 

Das Ziel der Arbeit war die Findung von Substanzen, welche für die in Fallstudien beo-

bachtete Wirkung von T. populinum verantwortlich sein könnten. Als Hinweis auf eine 

solche Wirkung wurde die Aktivität an mit IgE stimulierten RBL-2H3-Zellen im 

β‑Hexosaminidase-Assay gewertet. Der Test scheint besonders gut geeignet, Kandidaten 

mit antiallergischem Wirkungspotential zu erkennen. 

Es existiert eine große Bandbreite an Substanzen und Substanzkombinationen (zu denen 

auch Extrakte und Fraktionen gerechnet werden können), welche einen Einfluss auf die 

Degranulation von RBL-2H3-Zellen aufweisen. Vor allem phenolische Verbindungen, wie 

sie z.B. in Weinbeerensamen (Chen et al. 2012) und Ingwer (Chen et al. 2009a) vorkom-

men, Neolignan-Derivate (Hong et al. 2014), Sesquiterpene aus Alpinia oxyphylla (Mori-

kawa et al. 2002) Sesquiterpenlactone wie Desacetylmatricarin (IC50 7,5 µM) (Ho et al. 

1998) und Parthenolid (IC50 4,5±0,4 µM) (Hong et al. 2011), das Pyridinalkaloid Piperin 

(Huang et al. 2014), S-Petasetin aus Petasites formosanus (Lee et al. 2015), das Phenylpro-

panderivat 1´S-1´-Acetoxychavicol aus Alpinia galanga (Matsuda et al. 2003) und das Tri-

terpensaponin Quillajasaponin (Zhang et al. 2012) führen zu einer Verminderung der 

Degranulation. Picholine Olivenöl (Isoda et al. 2012), wässriger Spinat-Extrakt (Ishida et 

al. 2013), ein methanolischer Extrakt aus den Früchten von Vitis amurensis (Kim et al. 

2008), ein wässriger Extrakt aus Artemisia iwamoyogi (Kim et al. 2005b), ein ethanolischer 

Extrakt aus Chrysanthemum sibiricum (Lee et al. 2004), auch TIPP (ein immunosuppressi-

ves Pentapeptid aus dem Thymus von Kälbern) (Lian et al. 2015), wässrige und ethanoli-

sche Extrakte aus Boesenbergia thorelii (Madaka und Tewtrakul 2011) besitzen den glei-

chen Effekt. Dies ist nur eine kleine Auswahl aus der Vielzahl von Publikationen, welche 

die IgE-stimulierte Degranulation von RBL-2H3-Zellen hemmen. Es wurde nicht nur der 

Einfluss von Naturstoffen, sondern auch anderer Analyten, z.B. Zigarettenrauch (Wei et 

al. 2005), mechanische Beanspruchung (Komiyama et al. 2014) und niedrige Dosen ioni-

sierender Strahlung (Joo et al. 2012) untersucht. Die „Mastzellstabilisierung“ (obwohl es 

sich bei der RBL-2H3-Zelllinie eigentlich um Basophile handelt) durch Naturstoffe wird 

in einem Review thematisiert (Finn und Walsh 2013). Es ist festzuhalten, dass hauptsäch-
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lich Ergebnisse zu Pflanzenmaterial vorliegen. Pilze sind im Hinblick auf solche Effekte 

bisher kaum betrachtet worden. 

Die im Verlaufe dieser Arbeit isolierten Melleolide H und J verminderten die Aktivität 

des Enzyms β-Hexosaminidase nach Stimulation der Zellen sehr effektiv (s. Abb. 75 und 

Abb. 77). Diese Substanzen stellen eine Synthese aus Partialstrukturen der biogeneti-

schen Stoffgruppen der Terpene, genauer der Klasse der Sesquiterpene, und der Stoff-

gruppe der Polyketide dar. Diese Substanzen können damit der Stoffklasse der Meroter-

pene zugeordnet werden. Die Wirkung der Einzelsubstanz liegt bei Melleolide H im 

dreistelligen und bei Melleolide J im unteren zweistelligen mikromolaren Bereich. Die 

Potenz des Rohextraktes aus dem Myzel von A. ostoyae liegt im unteren µg/mL-Bereich 

und nur um eine Zehnerpotenz höher als die des potenten Degranulationsinhibitors 

Quercetin (s. 3.4.3.1 und Mastuda et al. 2002). Die Wirkung der Fruchtkörper, sowohl von 

A. ostoyae als auch T. populinum ist nochmals um eine Zehnerpotenz schwächer als die 

des Rohextraktes aus dem Myzel des Dunklen Hallimaschs. Der degranulationshemmen-

de Effekt des Extraktes von A. ostoyae wurde erstmals festgestellt und kann z.T. auf die 

Meroterpene zurückgeführt werden. 

Der Rohextrakt aus dem Fruchtkörper von T. populinum besitzt eine deutliche degranula-

tionshemmende Wirkung. Hierbei ist die Vorbehandlung des Pilzmaterials von Bedeu-

tung: Bei erhöhter Temperatur getrocknete Fruchtkörper zeigen eine Degranulations-

hemmung, schonend durch Lyophilisation getrocknete Fruchtkörper nicht (vgl. Abb. 62 

mit Abb. 63). Dies könnte als ein Hinweis auf Artefakt-Bildung gewertet werden. Für 

diesen Ansatz spricht auch die Tatsache, dass die lyophilisierten, anschließend erhitzten 

und danach extrahierten Fruchtkörper ebenfalls eine degranulationshemmende Wirkung 

aufweisen, die der der unter Hitzeeinwirkung getrockneten Fruchtkörper vergleichbar ist 

(vgl. Abb. 62 mit Abb. 65). Die Artefakt-Bildung kann sich dabei nicht auf Ergosterolper-

oxid beziehen, welches unter dem Einfluss von Licht und Sauerstoff aus Ergosterol, das 

als Primärmetabolit in jedem Pilz enthalten ist, entsteht. Ergosterolperoxid zeigt isoliert 

keinen signifikanten Einfluss auf die Degranulation (s. 3.4.3.3). Auch der Pilzsammler 

Herbert Schäfer verwendete getrocknete Pilz-Fruchtkörper. Der positive Effekt auf seine 

Erkrankung trat jedoch auch beim Verzehr von Frischpilzen auf. Hier kann man argu-

mentieren, dass auch frische Pilze zunächst einer Hitzeeinwirkung im Zubereitungsvor-

gang ausgesetzt werden. Degranulationshemmung und Wirkung auf die chronisch-

entzündliche Gefäßerkrankung vermutlich autoimmuner Genese können, das muss an 

dieser Stelle ausdrücklich festgestellt werden, kaum aufeinander bezogen werden. Was 
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die allergische Rhinites von Frau Schäfer anbelangt, kam es zu einem vollständigen 

Rückgang der Symptomatik durch die Einnahme des Pappel-Ritterlings. Aus der Formu-

lierung des Berichts lässt sich entnehmen, dass hierbei die Einnahme von getrockneten, 

pulverisierten Fruchtkörpern erfolgte („…erfolgt nach Einnahme von…2 g Trockenpul-

ver…“). (Schäfer 1977) 

Für die degranulationshemmende Wirkung ist beim Pappel-Ritterling eine Hitzeeinwir-

kung auf die Fruchtkörper im Verlaufe der Trocknung oder auf die bereits getrockneten 

Fruchtkörper vonnöten. Extrakte aus nur mit Lyophilisation behandelten Biomassen 

zeigten keinen Einfluss auf die Degranulation. Wird der Fruchtkörper im Rahmen der 

Prozessierung vor der Extraktion jedoch einer Hitzeeinwirkung ausgesetzt, ist eine 

degranulationshemmende Wirkung festzustellen. Ein interessanter Aspekt ist hierbei 

auch die Zytotoxizität des DCM-Extraktes aus lyophilisierten Fruchtkörpern von 

T. populinum. Die IC50-Werte von Extrakten aus lyophilisiertem und von Extrakten aus 

unter Hitzeeinfluss getrockneten Fruchtkörpern liegen fast in derselben Zehnerpotenz 

und unterscheiden sich eher gering voneinander (154,9 µg/mL lyophilisierte Biomasse 

gegenüber 91,9 µg/mL Hitzetrocknung). Die bereits erwähnte Artefakt-Bildung scheint 

sich positiv auf die Bildung von die Degranulation hemmenden Substanzen auszuwirken, 

während die Zytotoxizität des Extraktes kaum erhöht wird (s. Tab. 4). Wie sind die Er-

gebnisse zur Zytotoxizität der DCM-Extrakte aus T. populinum zu bewerten? Der Pappel-

Ritterling gilt, nicht nur in Deutschland, sondern z.B. auch in Russland (s. 

Подтопольник (рядовка тополёвая, морозики, забалуйки)), als Speisepilz. Bisher sind 

keine toxischen Wirkungen nach Verzehr von Fruchtkörpern beschrieben worden. Die 

zytotoxische Wirkung auf die basophile tumorigene Zelllinie von Ratten kann nicht ohne 

Weiteres auf den menschlichen Organismus übertragen werden. Durch die vielfach er-

folgte und offensichtlich unproblematische „Anwendung“ des Pappel-Ritterlings als Nah-

rungsmittel scheint eine Gefährlichkeit des Verzehrs dieses Pilzes als unwahrscheinlich. 

Für den biologischen Test könnte dies bedeuten, dass evtl. vorhandene zytotoxische Ef-

fekte am ehesten die Werte für die Degranulationshemmung verfälschen. Dies scheint 

jedoch nicht der Fall zu sein. Nach 1 h wiesen DCM-Extrakte aus den Fruchtkörpern des 

Pappel-Ritterlings keinen zytotoxischen Effekt im Neutral Red Uptake-Assay auf. Es steht 

zu vermuten, dass eine schädigende Wirkung auf die Zellen bereits im β-

Hexosaminidase-Assay an einer Erhöhung der Aktivität dieses Enzyms im Überstand zu 

erkennen gewesen wäre. Da es sich bei der β-Hexosaminidase um ein membranständiges 

Enzym handelt, sollte auch bei einer Schädigung von RBL-2H3-Zellen eine Aktivitätser-
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höhung zu verzeichnen sein. Als Bezugswert im Degranulations-Assay wird der Wert für 

die Zelllyse benutzt, was die erhöhte Aktivität in Folge von unreguliertem Zelluntergang 

bestätigt. Tatsächlich ist beim DCM-Extrakt aus T. populinum eine Erhöhung der β-

Hexosaminidase-Aktivität bei Einwirkung der höchsten Konzentration des DCM-

Extraktes festzustellen. Vielleicht liegt hier bereits eine leichte toxische Wirkung vor (vgl. 

Abb. 61 und Abb. 62). 

Eine wichtige Kontrolle bei der Bestimmung der Degranulationshemmung ist die Quanti-

fizierung der direkten Inhibition der β-Hexosaminidase durch die Testlösung. Die Unter-

suchung der Pilzextrakte in den zuvor im Degranulationsmodell bestimmten IC50 ergab 

keinen signifikanten Unterschied zur Lösungsmittelkontrolle DMSO. Auch Quercetin 

zeigt in einer Konzentration von 4,6 µmol/L keine direkte Hemmung des Enzyms. Nur 

der Extrakt aus A. ostoyae führte zu einem signifikanten Anstieg der β-Hexosaminidase-

Aktivität gegenüber DMSO. Absolut betrachtet liegt dieser bei ca. 6 %. In diesem Falle 

scheint die statistische Signifikanz keine biologische Relevanz darzustellen und ist auf die 

äußerst geringen Standardabweichungen bei dieser Versuchsreihe zurückzuführen. Eine 

wirkliche Erhöhung der Aktivität des Enzyms durch den Extrakt scheint eher unwahr-

scheinlich. Wichtig ist festzuhalten, dass die beobachtete Verminderung der 

β-Hexosaminidase-Aktivität nach Sensibilierung und Stimulation der Zellen durch die 

Zugabe von Pilzextrakten auf die Herabsetzung der Degranulation zurückzuführen ist 

und nicht etwa durch direkte Enzymhemmung zu Stande kommt. 

Wie können die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse in Relation zu den in der Literatur 

vorkommenden Werten gesetzt werden? Eine Beeinflussung des immunologischen Vor-

gangs der IgE-stimulierten Degranulation durch äußere Bedingungen wie Ausgangssi-

tuation der Zellen (Alter, Kultivierung), verwendete Chemikalien sowie praktische 

Durchführung durch den Experimentator ist wahrscheinlich. Eine Möglichkeit der Stan-

dardisierung besteht in der Bestimmung der Degranulationshemmung einer bereits be-

schriebenen Substanz. Im vorliegenden Fall wurde Quercetin verwendet. Flavonoide stel-

len potente Inhibitoren der Degranulation von RBL-2H3-Zellen dar. Die in dieser Arbeit 

ermittelte IC50 liegt bei 6,8 µM (s. Abb. 71). In der Literatur findet sich ein Wert für die 

IC50 von 4,6 µM (Mastuda et al. 2002). Diese beiden Werte liegen in derselben Größen-

ordnung und unterscheiden sich kaum voneinander, d.h. eine Vergleichbarkeit der in 

dieser Arbeit angegebenen Werte mit denen in der Literatur erscheint als möglich. In der 

Einleitung wurde erwähnt, dass tumorigene Zelllinien die physiologischen Gegebenhei-

ten im Organismus möglicherweise nur unzureichend abbilden. Die erzielten Ergebnisse 
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können daher nicht ohne Weiteres auf eine Wirkung im menschlichen Organismus be-

zogen werden, sondern liefern lediglich Hinweise auf eine eventuelle Wirkung im tieri-

schen Organismus. Weitere Untersuchungen sollten Experimente an primären Zellen 

und in-vivo-Experimente miteinbeziehen. 

Bei Basophilen handelt es sich um Bestandteile des angeborenen zellulären Immunsys-

tems. Es wurde auch der Effekt des DCM-Extraktes aus dem Pappel-Ritterling auf die IL-

2-Freisetzung stimulierter Jurkat-T-Zellen untersucht. Hierbei handelt es sich um eine 

ebenfalls tumorigene T-Zelllinie. T-Zellen stellen eine zelluläre Komponente des erwor-

benen Immunsystems dar (vgl. Abb. 11). Es konnte eine signifikante Reduktion der IL-2-

Konzentration im Überstand gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. Wie schon er-

wähnt, besitzt der Pappel-Ritterling immunsuppressive Effekte. Die Verminderung der 

IL-2-Freisetzung stützt diese bereits beschriebene Wirkung. Aus den vorliegenden Ergeb-

nissen von in-vitro-Testungen kann eine Beeinflussung von Zellen des angeborenen und 

erworbenen Immunsystems festgestellt werden. IL-2 kann Treg (regulatorische T-Zellen)-, 

T-Effektor- und NKT-Zellen (Natürliche Killer T-Zellen) stimulieren. Niedrige Dosen von 

IL-2 stimulieren hauptsächlich Treg-Zellen, welche die Immunreaktion herabsetzen. Dies 

ist bei Autoimmunerkrankungen und chronischen Entzündungen nützlich. Eine Über-

sicht über diese Thematik findet sich bei Arenas-Ramirez et al. 2015. 

Eine Freisetzung von IL-4 konnte unter der verwendeten Stimulation nicht gemessen 

werden. Die Werte für die Positivkontrolle lagen unter der niedrigsten Konzentration, 

welche in der Standard-Verdünnungsreihe verwendet wurde. Dieses Ergebnis entspricht 

nicht dem Literaturbefund, dass RBL-2H3-Zellen in der Lage sind IL-4 freizusetzen. In 

mehreren Arbeiten wurden die Effekte von Substanzen auf die IL-4-Freisetzung dieser 

Zelllinie untersucht. Die Zellen waren hierbei in der Lage, IL-4 in den Überstand abzuge-

ben. (Sun et al. 2015; Joo et al. 2012; Kim et al. 2013; Matsuda et al. 2003; Yamamura et al. 

2014) 

Es mag sein, dass die Stimulation in der vorliegenden Versuchsanordnung nicht ausreich-

te. Hier könnten andere Inkubationszeiten und/oder andere Konzentrationen an Anti-

körper bzw. Stimulans versucht werden. 

Weitere Arbeiten zum Pappel-Ritterling sollten in-vivo-Versuche z.B. an Mäusen, Meer-

schweinchen oder Ratten beinhalten, um die Wirkung von Extrakten, Fraktionen und 

Einzelsubstanzen im komplexen tierischen Organismus zu beobachten. In diesen Ver-

suchsorganismen wäre ein komplettes Immunsystem vorhanden, dessen Beeinflussung 

aussagekräftigere Rückschlüsse bezüglich eines etwaigen Nutzens bzw. Risikos der ver-
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wendeten Extrakte, Fraktionen und Substanzen zulässt. Eine Vereinfachung durch den 

Test an Zelllinien kann derzeit keine abschließende Bewertung von positiven und nega-

tiven Wirkungen ermöglichen. 

 

Aus den untersuchten Organismen T. populinum und A. ostoyae konnten verschiedene 

Substanzen isoliert werden. Bei einigen gelang der Nachweis, ohne dass die Substanzen 

isoliert wurden. Die Isolierung geschah Bioaktivitäts-geführt. Zunächst konnte festge-

stellt werden, dass der DCM-Extrakt bei der dreistufigen Extraktion mit DCM, Methanol 

und Wasser die höchste Aktivität bezüglich der Degranulationshemmung aufwies. Daher 

konzentrierte sich die weitere Untersuchung auf die DCM-Extrakte der betrachteten Or-

ganismen. Auch nach Säulenchromatographie erhaltene Fraktionen zeigten z.T. einen 

inhibierenden Effekt auf die Degranulation. Aus den DCM-Extrakten des Fruchtkörpers 

von T. populinum und aus dem Myzel von A. ostoyae konnten Reinsubstanzen erhalten 

werden. Bei T. populinum sind C28-Sterole und aliphatische Säuren und ein Derivat zu 

nennen, bei A. ostoyae v.a. Sesquiterpenderivate. 

Als Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit können immer noch die Beobachtungen von 

Herbert Schäfer gelten, der die Wirkung des Pappel-Ritterlings bei Thrombangiitis obli-

terans sowie allergischer Rhinitis und Urtikaria erkannte. Zur Bioaktivitäts-geführten 

Isolierung mit dem Ziel der Identifikation der wirksamen Verbindungen wurde das Test-

system der Degranulationshemmung von RBL-2H3-Zellen gewählt. Die aus dem Frucht-

körper von T. populinum isolierten Einzelsubstanzen wiesen keine Hemmung der Degra-

nulation von RBL-2H3-Zellen auf. Sterole und aliphatische Säuren zeigten wie das Fett-

säure-Derivat Linolsäure-Methylester in dem verwendeten Test keine Wirkung. Extrakte 

bzw. aus Säulenchromatographie erhaltene Fraktionen besaßen dagegen eine z.T. nicht 

geringe Aktivität. Wie ist dieser Befund zu erklären? Es können zwei Gründe ausge-

macht werden: Zum einen, dass die für die Wirkung verantwortlichen Substanzen nur in 

geringer Konzentration im Extrakt vorhanden sind, zum anderen, dass nur eine Kombi-

nation der Substanzen zu einer Aktivität führt. Zur Isolierung wurden die Substanzen 

ausgewählt, welche in der betrachteten Fraktion in größerer Menge vorlagen. Dieses 

Vorgehen beinhaltet die Möglichkeit einer vollständigen Strukturaufklärung der Isolate. 

Eine vollständige Strukturaufklärung ist für die eindeutige Identifizierung der Verbin-

dungen unbedingt erforderlich. Kann die Substanz nicht zweifelsfrei bestimmt werden, 

bleibt auch der zugeschriebene Effekt zweifelhaft. Substanzen, die vermeintlich rein iso-

liert worden sind, können sich im Prozedere der HRMS-Messung und der NMR-
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Spektroskopie als Gemisch herausstellen. Die Frage, welche Substanz die Wirkung her-

vorruft, oder ob nur das Gemisch wirksam ist, würde die Untersuchung der reinen Sub-

stanz erforderlich machen. Um diese zu erhalten, kann unter Umständen eine aufwändige 

Nachisolierung vonnöten sein. Im Verlauf der praktischen Arbeiten wurde daher die 

vollständige Strukturaufklärung über die biologische Testung gestellt. Ein Nachteil dieser 

Vorgehensweise liegt auf der Hand: Im Extrakt höher konzentrierte Substanzen müssen 

nicht automatisch für die Wirkung verantwortlich sein. Verschiedene, definierte Sub-

stanzen können leicht Aktivitätsunterschiede in der Größe von Dimensionen aufweisen. 

Eine potente Substanz kann bereits in geringer Konzentration starke Effekte hervorrufen. 

Im verwendeten Testsystem wird die Degranulation durch Sensibilisierung mithilfe eines 

gegen DNP gerichteten IgE-Antikörpers und Stimulierung durch ein mit DNP derivati-

siertes Humanes Serumalbumin angewandt. Hierbei handelt es sich um einen sehr selek-

tiven Vorgang. Die geringe, spontan stattfindende Degranulation unterstreicht diesen 

Sachverhalt. Substanzen, die diesen Vorgang selektiv, effektiv und potent beeinflussen 

brauchen nicht in großer Menge vorzuliegen, um eine Wirkung hervorzurufen. Beim 

oben beschrieben Vorgehen der Isolierung kann solch eine Substanz übersehen werden. 

Angesichts knapper Zeit ist die gewählte Vorgehensweise jedoch vorzuziehen, um am 

Ende des Projektes eine deutliche Aussage treffen zu können, auch wenn diese negativ 

ausfällt (d.h. die isolierten Substanzen nicht für den beobachteten Effekt verantwortlich 

zeichnen). 

Im Falle, dass nur eine Substanzkombination den beobachteten Effekt hervorruft, ist das 

vorliegende Ergebnis einfacher zu erklären. Extrakte bzw. Fraktionen können als kom-

plexe Substanzkombination betrachtet werden. In der Pharmakognosie steht nicht selten 

zur Vermutung, dass nur die Kombination von Substanzen einen biologischen Effekt be-

sitzt. Im Verlaufe der praktischen Arbeiten wurden verschiedene Kombinationen der iso-

lierten aliphatischen Säuren und Sterole unter- und miteinander geprüft. Auch diese 

zeigten keine Wirkung. Da es sich hierbei nur um einen Versuch mit n=1 handelt, sind 

die Daten nicht statistisch gesichert und werden nicht dargestellt. Sie können als Indi-

zien, nicht als Beweise betrachtet werden. 

 

Dass die isolierten Substanzen keine Degranulationshemmung aufweisen, darf nicht zu 

dem Schluss führen, sie seien immunologisch unwirksam. Das Gegenteil ist der Fall: Alle 

Verbindungen besitzen in-vitro oder in-vivo Effekte auf Immunzellen bzw. immunologi-

sche Vorgänge.  
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Ölsäure ist eine in vielen Organismen vorkommende, einfach ungesättigte Fettsäure. Ihr 

werden gesundheitsfördernde Effekte zugeschrieben. In durch Streptotozin induzierten 

diabetischen Ratten, welche eine cholesterolreiche Diät verabreicht bekamen, sanken 

nach Applikation von Ölsäure die Werte für Blut-Lipide, Triacylglycerol, Glutathion, 

sowie Tissue factor-Aktivitäten. Ölsäure könnte demnach das Risiko für kardiovaskuläre 

Ereignisse bei Diabetes verringern (Emekli-Alturfan et al. 2010). Eine andere Arbeit be-

schreibt einen potenten Effekt der Ölsäure auf die Freisetzung, allerdings nicht Synthese, 

des Zytokins IL-1α in-vitro. Dort wird auch eine Induktion von vaskulärer Inflammation 

und Artherosklerose in-vivo vermutet (Freigang et al. 2013). Am Menschen konnte eine 

Verminderung von LDL-Cholesterol und HDL-Cholesterol, aber auch des LDL:HDL-

Quotienten durch eine ölsäurereiche Diät beobachtet werden (Gillingham et al. 2011), ein 

geringer Anteil von trans-Fettsäuren scheint keinen negativen Einfluss zu besitzen (Men-

sink 2008). Ölsäure war auch in der Lage, eine Stearinsäure-induzierte Erhöhung von 

ICAM-1 und NF-κB in humanen Aorten-Endothelzellen zu inhibieren (Harvey et al. 

2010). An RBL-2H3-Zellen konnte kein zytotoxischer Effekt bis zu einer Konzentration 

von 200 µM nach 24 h wahrgenommen werden (Kim et al. 2014). Das trans-Isomer der 

Ölsäure, Elaidinsäure, erhöhte die Aktivität von Caspase 3 in HepG2-Zellen (Kondoh et 

al. 2007) und könnte somit einen Einfluss auf apoptotische Vorgänge besitzen, eine Studie 

am Menschen konnte jedoch einen nur leichten Effekt von hoher trans-Fettsäure-

Aufnahme auf Entzündungsmarker und Marker oxidativen Stresses feststellen (Smit et al. 

2011). Orale Verabreichung von Ölsäure an Ratten führte zu einer Verminderung der 

Produktion der inflammatorischen Mediatoren, IL-1β, IL-6 und CINC-2αβ in Mastzellen. 

Die Produktion von Superoxid-Anionen, Wasserstoffperoxid, Nitrit, TNF-α, PGE2, LTB4 

und 15(S)-Hydroxyicosatetraensäure (15(S)-HETE) blieb unbeeinflusst (Magdalon et al. 

2012). 

Eine Studie diskutiert einen positiven Effekt auf die Wundheilung durch pro-

inflammatorische Aktivitäten (Pereira et al. 2008). Auf der anderen Seite war Ölsäure in 

der Lage, durch trans-10-, cis-12-konjugierte Linolsäure hervorgerufene inflammatori-

sche Reaktionen abzumildern (Reardon et al. 2012). Die Biosynthese des Plättchen-

aktivierenden Faktors (PAF) wurde durch Ölsäure gehemmt (Remy et al. 1989). Pro-

inflammatorische Signalwege wie ERK1/2 und p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase-

Phosphorylierung in Neutrophilen wurden erniedrigt. In der Konzentration von 

200 µmol/L reduzierte Ölsäure die Migration von humanen Neutrophilen (Reyes-Quiroz 

et al. 2014). An Mäusen konnte eine Besserung von chronischer Cholitis durch die Auf-
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nahme von nativem Olivenöl extra beobachtet werden. Hierbei wurde die Zytokin-

Modulation beeinflusst und COX-2- sowie iNOS-Level sanken durch die Herunter-

Regulierung von p38 MAPK (Sánchez-Fidalgo et al. 2012). Einfach ungesättigte Fettsäu-

ren (MUFAs) können direkt oder indirekt zu einer verringerten Inflammation von adipö-

sem Gewebe führen (Siriwardhana et al. 2013). Ein wichtiger Befund war, dass Fettsäure-

Wirkungen auf endotheliale Zellen von deren Aktivierungszustand abhängig sind. Dies 

könnte z.T. widersprüchliche Befunde erklären. Außerdem werden nicht alle Entzün-

dungsmarker gleichartig verändert, eine Einteilung in rein pro- oder anti-

inflammatorisch ist daher schwierig und sollte mit Vorsicht angewandt werden (Shaw et 

al. 2007). 

Aus den aufgeführten Wirkungen von Ölsäure wird klar, dass es sich um eine Substanz 

handelt, die einen nachweisbaren, modulierenden Effekt auf inflammatorische Vorgänge 

in verschiedenen Kontexten im Organismus besitzt. Die Mechanismen sind komplex und 

nicht abschließend geklärt. Eine positive Beeinflussung chronisch-inflammatorischer 

Vorgänge kann angenommen werden. 

Zu Linolsäure-Methylester existieren kaum biologische Daten. Allerdings konnte diese 

Verbindung häufig in Biomassen oder auch ätherischem Öl nachgewiesen werden (vgl. 

z.B. Payum et al. 2015; Nakahashi et al. 2015; Savel´eva et al. 2014; Cheng et al. 2015; 

Bogdanovic et al. 2016). Der kommerziell erhältliche konjugierte Linolsäure-Methylester 

wies keine Hemmung der Degranulation auf (s. Abb. 72).  

Auch die Ergebnisse der GC-MS-Untersuchung lassen die Anwesenheit aliphatischer 

Säuren, z.B. Palmitinsäure, erkennen. Palmitinsäure wurde bereits als immunsuppressiv 

wirkende Substanz in Meripilus giganteus identifiziert (Narbe et al. 1991). 

 

Lipide werden im menschlichen Darm durch die Aktivität der Pankreas-Lipase in ein 

Gemisch von Fettsäuren, Monoacylglycerolen und und Glycerol gespalten. Die Absorpti-

on durch Enterozyten geschieht nach der Bildung von Mizellen durch die Anwesenheit 

von Gallensäuren. In den Zellen des Darmepithels kommt es zur Resynthese von Tri-

acylglycerolen, welche mit Apolipoproteinen zusammen als Chylomikronen in die Lym-

phe abgegeben werden. Von hier aus gelangen sie in den Blutkreislauf und zu verschie-

denen Geweben. Der menschliche Organismus ist nur äußerst begrenzt in der Lage, un-

gesättigte Fettsäuren zu bilden. Daher müssen diese über die Nahrung aufgenommen 

werden. (Heinrich et al. 2014) 
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Bei den in Pilzbiomassen vorhandenen Lipiden und freien Fettsäuren sollten keine 

Bioverfügbarkeitsprobleme im menschlichen Organismus auftreten. Es ist davon auszu-

gehen, dass die isolierten Fettsäuren in relativ hohem Ausmaß absorbiert werden. 

 

Eine weitere Substanzklasse, der isolierte Substanzen angehören, sind die C28-Sterole. 

Aus dieser Klasse wurden die Substanzen Ergosterolperoxid, 

9,11‑Dehydroergosterolperoxid und Cerevisterol im DCM-Extrakt im Fruchtkörper von 

T. populinum gefunden. Diese Substanzen konnten auch im DCM-Extrakt des Myzels von 

A. ostoyae nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um bereits länger bekannte 

Substanzen, die allesamt biologische Effekte besitzen. Besonders gut untersucht ist hier-

bei Ergosterolperoxid. 

Das Peroxid lässt sich aus Ergosterol leicht mithilfe von Sauerstoff und Licht synthetisie-

ren. Insofern steht zur Frage, ob es sich nur um ein Artefakt in Pilzen handelt, was be-

reits 1967 vermutet wurde (Adam et al. 1967). 1976 konnte mit radioaktiv markiertem 

Ergosterol nachgewiesen werden, dass das Peroxid nicht allein durch Photo-Oxidation in 

Kulturen von Penicillium rubrum und Giberella fujikuroi entsteht. Die Daten lassen auch 

einen enzymatischen Weg vermuten. Des Weiteren konnte durch die Aktivität der Meer-

rettich-Peroxidase aus Ergosterol als Hauptprodukt Ergosterolperoxid erhalten werden. 

Im Rahmen des photo-oxidativen Weges könnten pilzliche Pigmente photo-

sensitivierend wirken. (Bates et al. 1976)  

Bei der Bildung des Peroxids ist wahrscheinlich Triplett-Sauerstoff das wirksame Agens 

(Barton et al. 1974). Eine Arbeit zeigte die Reversion von Ergosterolperoxid zu Ergosterol 

durch Enzym-Extrakte aus Sporothrix schenckii (Graça Sgarbi et al. 1997). 

Die biologischen Effekte von Ergosterolperoxid sind äußerst vielfältig. Eine grobe Eintei-

lung kann in zytotoxische, antiinflammatorische und verschiedene andere Wirkungen 

erfolgen. 

Ein zytotoxischer Effekt wurde bereits früh (Lindequist et al. 1989a) beschrieben, später 

kamen weitere Untersuchung zur Wirkung an Hep 3B-Zellen (Chen et al. 2009b), der 

Walker 256 Karzinosarkoma- und MCF-7-Zelllinie (Kahlos et al. 1989), sowie der Magen-

krebs-Zelllinie SNU-1, der Hepatom-Zelllinie SNU-354, der kolorektalen Tumorzelllinie 

SNU-C4 und der murinen Sarkoma-180-Zelllinie mit unterschiedlichen, aber teilweise 

relativ hohen IC50-Werten hinzu (Nam et al. 2001). Auch an der HL60-Zelllinie besaß Er-

gosterolperoxid eine zytotoxische Wirkung (Takei et al. 2005). Signifikante Toxizität 

wurde gegen DU 145-, PC 3- und M2182-Zellen gefunden (Han et al. 2014). In androgen-
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sensitiven LNCaP- und androgen-insensitiven DU-145-Zellen induzierte Ergosterolper-

oxid Apoptose (Russo et al. 2010; Han et al. 2014). Mit MicroRNA miR-378 transfizierte 

Zellen wurden weniger sensibel gegenüber Chemotherapeutika, sodass höhere Konzent-

rationen benötigt wurden, um die Zellen abzutöten. Ergosterolperoxid war in der Lage, 

Zellen, welche eine Überexpression von miR-378 zeigten stärker abzutöten als Zellen, bei 

welchen die miR-378-Überexpression durch anti-miR-378 herunterreguliert oder das en-

dogene miR-378-Level durch einen Kontrollvektor vermindert wurde (Wu et al. 2012). 

Auch das Wachstum von HT29 Kolon-Adenokarzinom-Zellen wurde inhibiert (Kobori et 

al. 2007). Es wurde gezeigt, dass Ergosterolperoxid die DNA-Topoisomerase I hemmt 

(Kuo et al. 2005). Ein interessanter Befund konnte durch Administration von Ergosterol-

peroxid an Ratten gemacht werden. So wurden Metabolite gefunden, welche ein höhere 

Zytotoxizität an CACO-2-, WiDr-, DLD-1 und Colo320-Zellen als das ursprünglich verab-

reichte Ergosterolperoxid besaßen. Die Metabolite konnten auch nach anaerober Inkuba-

tion mit Ratten-Intestinalbakterien nachgewiesen werden und waren allesamt an der 

Endoperoxid-Gruppe modifiziert. Es entstanden Epoxide und die Lage der Doppelbin-

dung war verändert. (Lee et al. 2008) 

Bereits in für U266 Multiplen Myelom-Zellen nicht zytotoxischen Konzentrationen konn-

te eine Inhibition von STAT3 gefunden werden. Die Expression der Protein-Tyrosin-

Phosphatase SHP-1 wurde sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene gehemmt. Das 

Silencing des SHP-1-Gens führte zur Aufhebung der Wirkung von Ergosterolperoxid auf 

die STAT3-Inaktivierung. Dies lässt den Schluss zu, dass die durch Ergosterolperoxid 

hervorgerufene Inhibierung von STAT3 indirekt über die Hemmung von SHP-1 zustande 

kommt. Auch die Bildung von VEGF, einem Zielgen von STAT3, wurde signifikant ver-

mindert. (Rhee et al. 2012) 

Was antiinflammatorische Wirkungen anbelangt, konnte an Lebermikrosomen aus Rat-

ten durch die Messung der Lipid-Oxidation eine antioxidative Wirkung gefunden wer-

den. Hierbei wurde Ergosterolperoxid aus Armillariella mellea isoliert (Kim et al. 1999). 

Ergosterolperoxid inhibierte die LPS-induzierte TNF-α-Sekretion und IL-1α/β-Expression 

in RAW264.7-Zellen (Kuo et al. 2005). Die PHA-induzierte Proliferation humaner 

T‑Lymphozyten wurde für ca. 24 h gehemmt. Es konnte ein Zellzyklusarrest am Über-

gang von der G1- zur S-Phase ausgemacht werden. Die mRNA-Expression und Produkti-

on der Cycline D2, E, A1 und B1, sowie von IL-2, 4, 10 und IFN-γ wurde in aktivierten 

T‑Lymphozyten supprimiert. Auch die Expression von AP-1-Proteinen wie c-Fos und c-

Jun nahm ab. (Kuo et al. 2003) 
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Durch computergestützte Analyse wurde Ergosterolperoxid als Farnesoid X-Rezeptor-

(FXR)-Agonist in Gespräch gebracht (Grienke et al. 2011). Es existieren bereits viele 

Übersichtsarbeiten zu den Wirkungen und Wirkmechanismen, welche in Bezug zum FXR 

stehen (s. Matsubara et al. 2013; Lee et al. 2006; Hollman et al. 2012). 

Auf die immunsuppressive Wirkung, welche in der Einleitung erwähnt wurde, sei an 

dieser Stelle noch einmal hingewiesen. 

Ergosterolperoxid besitzt diverse weitere Effekte. So wurde die NRK-49F-

Nierenfibroblasten-Aktivierung durch TGF-β1 inhibiert (Zhu et al. 2014). In einer Studie 

konnte gefunden werden, dass Ergosterolperoxid selektiv den inhibierenden Effekt von 

Linolsäure auf die DNA-Polymerase β verstärkt (Mizushina et al. 1998). Ergosterolper-

oxid besitzt eine deutliche trypanozide Aktivität (Ramos-Ligonio et al. 2012). Bei Er-

gosterolperoxid und Ergosterol wurde eine anti-Komplement-Aktivität beobachtet (Kim 

et al. 1997). Auch eine antiatherosklerotische Wirkung von Ergosterolperoxid, übrigens 

aus den Blüten von Erigeron annuus (Pflanze!) isoliert, konnte gezeigt werden (Kim et al. 

2005a). 

Die aufgeführten Effekte legen einen positiven Effekt von Ergosterolperoxid bei ver-

schiedenen Gesundheitsproblemen nahe. Es wurden bereits einige Studien bezüglich des 

Wirkmechanismus durchgeführt. Allerdings fehlen belastbare in-vivo-Daten, wie sie für 

die antiallergische Wirkung im Meerschweinchen bereits vor längerer Zeit erhalten wur-

den (Bendix et al. 1981). Viele Aktivitäten von Ergosterolperoxid wurden im Rahmen 

einer Bioaktivitäts-geführte Isolierung gefunden. Das Molekül scheint also mitverant-

wortlich für einige positive Effekte zu sein, welche Pilzen zugeschrieben werden. Zusätz-

liche in den jeweiligen Organismen enthaltene Substanzen könnten hierbei einen syner-

gistischen Effekt ausüben. Längerfristige immunsuppressive Wirkungen, die den Krank-

heitsverlauf von chronisch-entzündlichen Erkrankungen (Case report von Herbert Schä-

fer, s. 1.1.2) mit vermutlich autoimmuner Genese positiv beeinflussen, könnten auf dem 

Effekt von Sterolen, v.a. Ergosterolperoxid, 9,11-Dehydroergosterolperoxid, und Cerevi-

sterol vielleicht in der Kombination mit Fettsäuren beruhen. Diese Wirkung kann im 

Degranulationsassay nicht nachgestellt werden. In-vivo-Testungen, z.B. an Tieren, könn-

ten weiteren Aufschluss über das Potential des Pappel-Ritterlings bei Erkrankungen, de-

nen chronisch-entzündliche Prozesse zugrunde liegen, geben. 

9,11-Dehydroergosterolperoxid besitzt ebenfalls zytotoxische Eigenschaften. An Zellen 

der HL-60-Zelllinie wurden als IC50 7,5 µg/mL gemessen, es wurde ein Apoptose-

induzierender Effekt festgestellt und die Aktivität der Caspasen 3 und 7 war signifikant 
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erhöht (Matsuda et al. 2009). Weiterhin konnte eine im Vergleich zu Ergosterolperoxid 

stärkere Wachstumshemmung an HL-60-Zellen gezeigt werden. Außerdem war die Vita-

lität von HT29-Zellen (s.o.) stärker herabgesetzt als die von humanen W138-Fibroblasten. 

Der Effekt an HT29-Zellen war zytostatisch und nicht zytotoxisch. 9,11-

Dehydroergosterolperoxid induzierte die Bildung von CDKN1A, jedoch nicht über eine 

Erhöhung intrazellulärer ROS. (Kobori et al. 2006) 

Auch eine antimikrobielle Aktivität gegen den Mycobacterium tuberculosis-Stamm H37Rv 

wurde für 9,11-Dehydroergosterolperoxid beschrieben (Cateni et al. 2007). 

Durch die Reaktion von Ergosterol mit Singulett-Sauerstoff können verschiedene Pro-

dukte entstehen. Darunter befindet sich auch 9,11-Dehydroergosterolperoxid. Die Regio-

selektivität der Reaktion für den B-Ring wird mit den Eigenschaften des highest occupied 

molecular orbital (HOMO) begründet. In einer Originalarbeit wird folgender Reaktions-

weg vermutet: Zunächst findet ein Angriff von Singulett-Sauerstoff an Position 7 von 

Ergosterol statt, wodurch es zur Bildung des Hydroperoxids von Ergosterol an dieser 

Position kommt. Aus dem Hydroperoxid entsteht unter Abspaltung von Wasserstoffper-

oxid und Bildung einer neuen Doppelbindung das Trien Dehydroergosterol, bei welchem 

bereits die Doppelbindung zwischen Position 9 und Position 11 vorhanden ist. Durch 

erneuten Angriff von Singulett-Sauerstoff an Dehydroergosterol wird 9,11-

Dehydroergosterolperoxid produziert. (Ponce et al. 2002) 

Für das aus dem DCM-Extrakt von T. populinum isolierte Cerevisterol konnten ebenfalls 

immunologische Wirkungen gefunden werden. So wurde die Produktion pro-

inflammatorischer Mediatoren wie NO (über Inhibition der LPS-induzierten Produktion), 

PGE2 sowie der Zytokine IL-6, IL-10 und TNF-α in RAW264.7-Zellen gehemmt. Hierbei 

erfolgte eine Hemmung sowohl der Protein-Expression als auch der mRNA-Bildung. Die 

Autoren vermuten dementsprechend eine Beeinflussung der Produktion von Entzün-

dungs-Mediatoren auf transkriptioneller Ebene. (Liu et al. 2014) 

Ein weiterer interessanter Effekt wurde an Mäusen nachgewiesen: Hier kam es zu einer 

Analgesie (Koyama et al. 2002). Wie in der Einleitung beschrieben, empfand Herr Schäfer 

eine Stunde nach dem Genuss des Pappel-Ritterlings ein wohltuendes Gefühl, welches 

seine Schmerzen „überlagerte“. Die Verbindung der Schäfer´schen Empfindung und 

analgetischen Wirkung des Cerevisterols im Tiermodell ist momentan jedoch rein hypo-

thetisch. 

Für die im DCM-Extrakt von T. populinum gefundenen C28-Sterole existiert bereits eine 

Vielzahl an Veröffentlichungen. Zwei Zielrichtungen der Effekte können ausgemacht 
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werden: Eine zytotoxische Wirkung und eine entzündungshemmende Komponente. 

Auch wenn die isolierten Substanzen keine Hemmung der IgE-vermittelten Degranulati-

on von RBL-2H3-Zellen zeigen (s. Abb. 74), kann eine Beeinflussung des Immunsystems 

an anderer Stelle, resultierend in einer immunsuppressiven Wirkung, als wahrscheinlich 

angesehen werden. Die biologischen Wirkungen der beschriebenen Substanzen können 

in Einklang mit den von Herrn Schäfer an sich selbst beobachteten gebracht werden. Bei 

einer Thrombangiitis obliterans könnten die zytotoxischen und die antiinflammatori-

schen Wirkkomponenten den Gefäßverschluss gemeinsam vermindern, eine zusätzliche 

analgetische Wirkung die subjektive Empfindung des Patienten weiter verbessern. Diese 

Vermutung bedarf jedoch der Absicherung durch in-vivo-Daten. Eine antiallergische 

Wirkung wurde in den Fallberichten von Inge Schäfer und Dieter Roloff bereits beschrie-

ben (Schäfer 1977; Dieter Roloff 1990). 

Wird Ratten Ergosterol verabreicht, ist nur sehr wenig davon in Körpergeweben wieder-

zufinden. Die Hauptmasse befindet sich in den Fäzes. Daher stellt sich die Frage der 

Bioverfügbarkeit. Ergosterol wird relativ schnell zu Brassicasterol metabolisiert, wie eine 

ältere Untersuchung nahelegt. (Tsugawa et al. 1992) 

Die Bioverfügbarkeit von Xenosterolen im menschlichen Organismus ist gering. Dies 

kann z.B. an β-Sitosterol beobachtet werden (Duchateau et al. 2012). Eine länger andau-

ernde Gabe von Phytosterolen über den Zeitraum von 4 Wochen führte jedoch zu einer 

signifikanten Erhöhung der Serum-Konzentrationen (Garcia-Llatas et al. 2015). Auch 

Herr Schäfer nahm den Pappel-Ritterling über einen längere Zeit ein (einmal sogar über 

ca. 7 Wochen!). Die einmalige Gabe von Sterolen zur Bestimmung von Bioverfügbarkei-

ten lässt den Aspekt einer Erhöhung der Serum-Spiegel durch häufigere Einnahme außer 

Acht. In-vivo-Studien zu dieser Substanzklasse sollten den Aspekt der verlängerten Auf-

nahme mit berücksichtigen (vgl. eine Übersichtsarbeit zu Pflanzensterolen, Kapitel „Bio-

availability and physiological effects“, Piironen et al. 2000). 

Es wird vermutet, dass für die niedrige Netto-Retention von Xenosterolen ABCG5 und 

ABCG8 verantwortlich sind, welche in der Leber und im Darm lokalisiert sind und für 

den Efflux der Substanzen sorgen. Ein Aufnahme-Transporter für Sterole ist NPC1L1, der 

durch den Wirkstoff Ezetimib gehemmt werden kann. Eine Übersicht über die Mecha-

nismen der Sterol-Absorption findet sich bei Kidambi und Patel 2008. Durch die komple-

xe Mischung von Substanzen in der Biomasse bzw. in Extrakten könnte es zu einer Inter-

aktion mit Transportern kommen, welche eine Rolle im Rahmen der Sterol-Aufnahme 

spielen. Dies könnte in der erhöhten Aufnahme der für die Wirkung wichtigen Verbin-
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dungen resultieren. In-vivo-Versuche mit Biomasse und Extrakt könnten Aufschluss über 

die Bioverfügbarkeit von Sterolen aus T. populinum geben. 

 

Bei den aus dem Myzel von A. ostoyae isolierten Sesquiterpen-Arylestern, den Melleoli-

den C, H und J, 10-Hydroxymelleolide, Melledonal C, Armillarin und Armillaridin han-

delt es sich um Sesquiterpene, welche mit einem Orsellinsäure-Derivat verestert sind. Die 

Substanzen sind also aus einer Terpen- sowie einer Polyketid-Partialstruktur zusammen-

gesetzt und wurden bereits vor längerer Zeit entdeckt und beschrieben (s. 1.1.3). Auch 

diese Substanzen besitzen bereits veröffentlichte biologische Effekte. Sie sind antibakteri-

ell (Donnelly et al. 1985), antifungal und zytotoxisch (Bohnert et al. 2014; Kobori et al. 

2015) oder hemmen das Wachstum von Salatpflanzen (Kobori et al. 2015). Außer den be-

reits bekannten Verbindungen konnte auch die Verbindung 14 aus dem Myzel von 

A. ostoyae isoliert werden, bei der es sich um einen neuen Naturstoff handelt. Dieser ist 

wie die vorher genannten ein Sesquiterpen-Arylester mit der Besonderheit einer Hydro-

peroxid-Gruppe in Position 9 des Protoilludan-Grundgerüstes. Weitere Untersuchungen 

müssen folgen, um die Strukturformel in Abb. 48 zu bestätigen. Hierbei sollten Infra-

rot‑Spektrum (IR-Spektrum) der Substanz aufgenommen und der Circulardichroismus 

(CD) gemessen werden sowie evtl. eine Schmelzpunktmessung erfolgen. 

Die Bioverfügbarkeit der aus A. ostoyae isolierten Substanzen ist unbekannt. Es können 

derzeit keine Rückschlüsse auf die Absorption im menschlichen Organismus erfolgen. 

Der Dunkle Hallimasch ist bei Pilzsammlern bekannt und geschätzt. Er ist ein guter Spei-

sepilz und sehr ergiebig, muss vor dem Verzehr jedoch abgekocht werden, da es sonst zu 

schwerwiegenden Magen-Darm-Störungen kommen kann. Es scheint, dass die im Ver-

laufe dieser Arbeit isolierten Substanzen nicht für diesen Effekt verantwortlich zeichnen. 

Bei den isolierten Melleoliden handelt es sich um in Wasser schwer lösliche Substanzen. 

Auch Alkohole sind zur Lösung kaum geeignet. Eine Entfernung der Substanzen aus der 

Biomasse durch Abkochen ist daher unwahrscheinlich. Des Weiteren kann die Mutma-

ßung aufgestellt werden, dass im Zuge der Herstellung der DCM-Extrakte gut wasserlös-

liche Substanzen kaum durch DCM der Biomasse entzogen werden können. Im zur wei-

teren Untersuchung verwendeten Extrakt sollten die für die toxische Wirkung am Men-

schen verantwortlichen Metaboliten auf Grund ihrer Wasserlöslichkeit und vermuteten 

niedrigen Löslichkeit in DCM daher abwesend sein.  

Ein Verzehr von abgekochten Fruchtkörpern des Dunklen Hallimaschs könnte zur Auf-

nahme von Melleoliden führen. Die Frage der Absorption dieser Substanzen aus dem 



4. Diskussion 

200 

Magen-Darm-Trakt und eine eventuelle Wirkung im menschlichen Organismus wurden, 

wie oben erwähnt, noch nicht beleuchtet. 

Die zytotoxische Wirkung der DCM-Extrakte aus dem Fruchtkörper und dem Myzel des 

Dunklen Hallimasch sollte nicht unkritisch auf den menschlichen Organismus übertra-

gen werden. Durch die weit verbreitete Verwendung als Speisepilz sind toxische Effekte 

durch den Verzehr von A. ostoyae kaum zu erwarten. Allerdings könnten zytotoxische 

Wirkungen die Ergebnisse des Degranulations-Assays verfälschen. Dies scheint jedoch 

nicht der Fall zu sein. Eine Schädigung der Zellen sollte im Degranulations-Test eine er-

höhte Aktivität des Enzyms β-Hexosaminidase im Überstand zur Folge haben (weiterer 

Hinweis: Als Bezugswert dient die Aktivität der β-Hexosaminidase nach Lyse der Zellen). 

Tatsächlich ist diese beim DCM-Extrakt aus dem Myzel von A. ostoyae bei Verwendung 

von Konzentrationen ≥350 µg/mL auch zu beobachten (s. Abb. 70). Konzentrationen 

≤200 µg/mL lassen keine schädliche Wirkung auf die Zellen erkennen. Der NRU-Assay 

zeigt eine IC50 von 111,1 µg/mL für die Zytotoxizität nach 1 h. Da es sich bei der Bestim-

mung der IC50 der Zytotoxizität im Gegensatz zur Testung des Effektes auf die Degranu-

lation um eine andere Methode in einem anderen Medium handelt, kann die erniedrigte 

Konzentration, welche eine Zytotoxizität hervorruft, aufgrund des unterschiedlichen 

Testprinzips erklärt werden. 

 

Sollten weitere Untersuchungen belegen, dass die Extrakte oder isolierten Substanzen 

einen Nutzen in der Linderung allergischer Reaktionen besäßen, könnte über eine Ex-

trakt-Herstellung mithilfe von überkritischem CO2 nachgedacht werden. Bei DCM han-

delt es sich um ein lebertoxisches Lösungsmittel. Auch wenn es leichtflüchtig ist und 

somit schnell entfernt werden kann, müsste eine aufwändige Rückstandsüberprüfung im 

Endprodukt geschehen. Überkritisches CO2 eignet sich hervorragend zur Extraktion lip-

ophiler Substanzen aus Biomassen (s. Entkoffeinierung von Kaffee). Es ist toxikologisch 

unbedenklich, kann leicht entfernt werden und ist kostengünstig in Gewinnung, Anwen-

dung und Entsorgung. Halogenierte Lösungsmittel eignen sich kaum zur Herstellung von 

Extrakten zur Anwendung in Säugerorganismen oder am Menschen. 

  



  4. Diskussion 

201 

4.2 Qualitätssicherung 

4.2.1 Polysaccharid- und β-Glucan-Bestimmung 

Polysaccharid- bzw. Gesamtkohlenhydrat-Bestimmungen per Anthron-Methode werden 

im Bereich der Analytik von Nahrungs- und Nahrungsergänzungsmitteln bereits seit 

längerer Zeit angewendet. Auf Nahrungsergänzungsmitteln sind Nährwertangaben zu 

finden, unter denen auch der Kohlenhydrat-Gehalt aufgeführt ist. Dieser wird z.T. mit 

der Anthron-Methode gemessen. Eine selektive Analytik der für die biologischen Aktivi-

täten verantwortlich gemachten Glucan-Fraktion der Kohlenhydrate findet bei Nah-

rungsergänzungsmitteln nicht statt. 

 

Die Anthron-Methode ist eine Variante der Kohlenhydrat-Bestimmung, in der nach Re-

aktion eines Reagenzes mit Furfuralen (welche aufgrund Dehydratation durch Schwefel-

säure entstehen) zu einem farbgebenden Produkt eine photometrische Quantifizierung 

erfolgt. Weitere Spielarten existieren z.B. in der Phenol-Schwefelsäure-, Thymol-

Schwefelsäure- und Orcin-Methode. Die verwendeten Reagenzien ähneln sich im Vor-

handensein eines aromatischen Systems. Zur Untersuchung der Eignung einer Methode 

ist eine Validierung erforderlich. Hierbei werden wichtige Parameter bestimmt, die eine 

abschließende und vollständige Beurteilung der Eignung ermöglichen. Die Anthron-

Methode erfüllt in allen Parametern die Anforderungen an bioanalytische Methoden, 

welche von der FDA aufgestellt wurden (United States Department of Health and Human 

Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation and Research 

(CDER) Center for Veterinary Medicine (CVM)) und ist für eine Quantifizierung des Ge-

samtkohlenhydrat-Gehalts geeignet. Wie in 1.3.1 bereits erwähnt, scheint die dreidimen-

sionale Struktur von β-Glucanen von immenser Bedeutung für die immunologische Wir-

kung zu sein. Über den dreidimensionalen Bau dieser Moleküle liefert die Anthron-

Methode keine Informationen. Sie ist zu Untersuchungen, welche eine Klärung des räum-

lichen Baus auf biologische Effekte zum Ziel haben, nicht geeignet. Hier sollten andere 

Methoden, wie z.B. die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode, Anwendung finden. Im Rahmen 

der Qualitätskontrolle von Pilzen und Pilzprodukten hat die Anthron-Methode jedoch 

ihren Platz, da mit ihr die Konsistenz des Rohmaterials zwischen verschiedenen Chargen 

untersucht werden kann. Unterscheiden sich die Gesamtkohlenhydrat-Gehalte von 

Charge zu Charge deutlich, ist eine gleichbleibende Qualität des Produktes nicht zu ge-
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währleisten. Hohe Gehalte an Kohlenhydraten deuten dabei nicht unbedingt auf eine 

hohe Qualität des Materials hin, sondern können Folgen einer Verfälschung mit kosten-

günstigen Substanzen ohne Wirkung sein. Hier sind v.a. Verschnitte mit Stärke oder Cel-

lulose zu nennen. Die Anthron-Methode erfasst auch die in Glycoproteinen gebundenen 

Kohlenhydrate.  

 

Für die Bestimmung der im Rahmen einer Arzneimittelzulassung erforderlichen pharma-

zeutischen Qualität von Pilzen und Pilzprodukten ist die selektive Quantifizierung der für 

die Wirkung verantwortlich gemachten β-Glucane notwendig. Hierzu bietet sich die v.a. 

die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode an. Diese wird als selektiv für unverzweigte, single-

helicale β-1,3-D-Glucane angesehen (Wood und Fulcher 1984; Ko und Lin 2004). Die Er-

gebnisse der Validierung unterstreichen diese Annahme, da z.B. Methylcellulose als β-

1,4-Glucan keinen Ausschlag zeigt. Auch das in Pilzen und Pilzextrakten anwesende Chi-

tin, welches als derivatisiertes β-1,4-Glucan angesehen werden kann, beeinflusst den 

Messwert nicht. Wasserlösliche Stärke, ein α-1,4-Glucan, kann keine erhöhten Werte an 

β-Glucanen vortäuschen, es ist allenfalls ein verringernder Effekt vorhanden (die Wie-

derfindungsrate betrug bei der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode -8,00 %). Die Selektivität 

von Anilinblau für β-1,3-D-Glucane ist von großer Bedeutung. Durch diesen Farbstoff ist 

eine Markierung der β-Glucane in komplexen Matrizes möglich. Durch die Standardaddi-

tionsmethode ist dieser Vorgang quantifizierbar. Der genaue Mechanismus für die bat-

hochrome Verschiebung der Fluoreszenz durch Komplexierung mit β-1,3-Glucanen ist 

nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch als sicher anzusehen, dass nicht das Anilinblau, 

sondern das darin enthaltene Sirofluor für die Markierung von β-1,3-Glucanen verant-

wortlich zeichnet (Smith und McCully 1978; Evans und Hoyne 1982; Wood und Fulcher 

1983). Bereits vor längerer Zeit wurde entdeckt, dass dieser Mechanismus selektiv für 

unverzweigte β-1,3-Glucane und für solche, welche einen einzelnen Glucose-Rest in Posi-

tion 6 tragen, ist (Evans und Hoyne 1984). Im angeregten Zustand des Anilinblaus wird 

der Rückfall aus dem Franck-Condon-Zustand in einen intramolekularen charge-

transfer-Komplex vermutet. Polysaccharide könnten über die Bereitstellung einer unpo-

laren Umgebung in Form eines Inklusions-Komplexes Einfluss auf die Ausbildung des 

intramolekularen charge-transfer-Komplexes ausüben. Alternativ könnte eine Wechsel-

wirkung auch über die Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Flu-

orophor und dem Polysaccharid, evtl. vermittelt über die Stickstoffatome des Fluoro-

phors, erfolgen. Die helicale Struktur von β-1,3-Glucanen mit einem Polymerisationsgrad 
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>20 besitzt einen großen Einfluss auf die Verstärkung der Fluoreszenz, wobei die Helix 

nur bis zu einem pH≤12 besteht, darüber geht die helicale Strukur in ein ungeordnetes 

Knäuel über. (Thistlethwaite et al. 1986) 

Für weitere Untersuchungen mit der Anilinblau-Fluoreszenz-Methode wäre es von Nut-

zen, das reine, β-1,3-Glucan-selektive Fluorophor (Strukturformel s. Abb. 18) zu verwen-

den. Dieses ist momentan in reiner Form von den bekannten Anbietern nicht erhältlich. 

Durch den Einsatz des reinen Fluorophors könnte das Grundrauschen erniedrigt und die 

Sensitivität der Messung erhöht werden, da auch Anilinblau fluoresziert, aber nicht se-

lektiv für β-1,3-Glucane ist (Wood und Fulcher 1983). 

 

In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben darüber, ob die single-helicale oder die 

triple-helicale Konformation von β-1,3-Glucanen für die immunologische Wirkung ver-

antwortlich ist. Kongorot wird als selektiv für triple-helicale Strukturen beschrieben. Die 

Validierungsergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen die Kongorot-Methode jedoch als 

ungeeignet für die Messung von Pilzextrakten. Eine Selektivität für β-Glucane könnte 

gegeben sein, da die Wiederfindungsraten für wasserlösliche Stärke und Chitin relativ 

gering waren, jedoch ist die Methode nicht sehr sensitiv. Dies mag darin begründet lie-

gen, dass vom erhaltenen Messwert zwei Blindwerte abgezogen werden müssen, einer 

zur Bestimmung der Absorption des Kongorots, ein zweiter zur Messung der Eigenab-

sorption des verwendeten Extraktes. Pilzextrakte weisen oftmals eine bräunliche Eigen-

färbung auf, welche die Messung stört. Die ermittelten LOD und LOQ sind zwar relativ 

niedrig, jedoch unterscheiden sich die Absorptionen der Proben oftmals nur in der drit-

ten Nachkommastelle voneinander. Der Verbrauch an Referenzsubstanz, mit der die 

Standardaddition erfolgt, ist aufgrund dieser geringen Sensitivität hoch. Die Kongorot-

Methode kann in der vorliegenden Form kaum für eine Qualitätskontrolle von Pilzen und 

Pilzprodukten empfohlen werden. 

Zusätzlich zu den oben beschriebenen Methoden existieren noch zwei Testkits zur Be-

stimmung des β-Glucan-Gehaltes auf dem Markt. Zum einen ist es das K-YBGL-Testkit 

der Firma Megazyme International Ireland (Bray, Irland), zum anderen das Glucatell® 

(1,3)-Beta-D-Glucan Detection Reagent Kit (Associates of Cape Cod, Inc., MA, USA). Beim 

K-YBGL-Testkit erfolgt eine Hydrolyse mit anschließender enzymatischer Spaltung in 

Monomere, welche mittels Glucose-Oxidase-Peroxidase-Reagenz zu photometrisch aus-

wertbaren Produkten umgesetzt werden. Hierbei werden zwei Parallelen angesetzt, von 

der eine einer sauren, die andere einer alkalischen Hydrolyse unterzogen wird. Anschlie-
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ßend findet im ersten Fall die enzymatische Spaltung durch exo-1,3-β-Glucanase und 

β‑Glucosidase statt, im zweiten Fall die Behandlung mit Amyloglucosidase und Invertase. 

Die Behandlung mit Salzsäure dient der Lösung und partiellen Hydrolyse aller Glucane in 

der Probe, es werden bei diesem Schritt auch α-Glucane mit erfasst. Der zweite Behand-

lungsweg mit der alkalischen Hydrolyse soll nur den Gehalt an α-Glucanen (z.B. Stärke) 

in der Probe messen. Der β-Glucan-Gehalt ergibt sich aus der Subtraktion des α-Glucan-

Gehalts vom Gesamt-Glucan-Gehalt der Probe (vgl. Megazyme International Ireland 

2011). Es handelt sich also um eine indirekte Bestimmung von β-Glucanen. In der Ge-

brauchsanweisung des Testkits wird explizit darauf hingewiesen, dass die Methode bei 

Anwesenheit höherer Cellulose-Gehalte nicht angewendet werden kann. Cellulose spielt 

bei Pilzen als Bestandteil der Glucan-Fraktion jedoch nur eine äußerst untergeordnete 

Rolle. Ein Vorteil des Testkits ist die Möglichkeit, Biomassen direkt zu vermessen, d.h. 

ohne eine vorgeschaltete Extraktion. Weiterhin ist die Methode selektiv für β-Glucane. 

Für die Forschung, besonders in Bezug auf immunologische Effekte, scheint das Kit we-

niger geeignet zu sein, da keine Aussagen über die dreidimensionale Struktur von 

β‑Glucanen getroffen werden können. Gerade diese Aussage ist für das Verständnis der 

Wirkung von Pilzen und Pilzextrakten erwünscht. Es steht zu erwarten, dass Messungen 

mit dem K-YBGL-Testkit keine Korrelation mit der beobachteten immunologischen Wir-

kung von β-Glucanen aufweisen. Untersuchungen hinsichtlich des diätetischen Wertes 

scheinen mit dieser Methode jedoch gut durchführbar zu sein, da auch dieser Effekt der 

β-Glucane eine biologische Bedeutung zu besitzen scheint (s. 1.3.1). Für eine Qualitäts-

kontrolle von Pilzprodukten ist die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode weitaus weniger 

preisintensiv als das K-YBGL-Testkit. 

Als weitere Möglichkeit existiert das Glucatell®-Testkit. Dieses wird als selektiv für β-

1,3-D-Glucane beschrieben. Die Amöbozyten als Bestandteil des Immunsystems des Pfeil-

schwanzkrebses, Limulus polyphemus, sind in der Lage, Endotoxine (Lipopolysaccharide) 

von Gram-negativen Bakterien und β-Glucane als PAMPs zu registrieren. Der Weg zur 

Erkennung von Lipopolysacchariden kann aufgrund der Entfernung des Faktors C im 

Testkit nicht mehr beschritten werden. Anwesende β-1,3-D-Glucane aktivieren den Fak-

tor G, welcher wiederum das Proclotting-Enzym zum Clotting-Enzym aktiviert. Dieses 

Enzym spaltet para-Nitroanilin von einem derivatisierten Peptid ab, welches durch 

Azokupplung mit Ammoniumsulfamat und N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin zu einem bei 

540-500 nm photometrisch bestimmbaren Produkt umgesetzt wird. Die Kalibration er-

folgt mittels Extern-Standard-Kalibrierung mit dem unverzweigten β-1,3-Glucan 
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Pachyman (vgl. Associates of Cape Cod 2007). Ein eindeutiger Vorteil des Testkits ist der 

immunologische Vorgang, durch den die β-Glucane detektiert werden. Für die Erfor-

schung der Beeinflussung immunologischer Prozesse durch β-Glucane scheint das Test-

kit aus dieser Sicht gut geeignet zu sein. Eine Selektivität für β-1,3-D-Glucane scheint 

jedoch nicht gegeben, da auch das verzweigte, d.h. neben 1,3-Verknüpfungen auch 1,6-

Bindungen enthaltende Lentinan mit dem Testkit nachgewiesen werden kann (ältere 

Daten der Arbeitsgruppe, Daten nicht aufgeführt). Dies ist vom immunologischen Stand-

punkt aus nicht als Nachteil zu werten und nur von analytischem Interesse. Ein bedeu-

tender Nachteil dieses Testkits besteht in seinem hohen Preis. Für eine routinemäßige 

Qualitätskontrolle von Pilzprodukten ist es daher kaum zu empfehlen. Für die Untersu-

chung von Qualitätsaspekten scheint auch hier die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode bes-

ser geeignet zu sein. 

Die Erforschung der Wirkungen der β-Glucane sollte sich stärker auf die konformatio-

nellen Fragen bezüglich deren Einfluss auf die Wirkung beziehen. Eine reine Messung 

des Gesamt-Glucan-Gehaltes mit der Anthron-Methode im Allgemeinen und des β-

Glucan-Gehaltes mit dem K-YBGL-Testkit führt nicht zu immunologisch korrelierbaren 

Ergebnissen (vgl. z.B. Gründemann et al. 2015). Methoden, welche die dreidimensionale 

Struktur von β-Glucanen beleuchten, wie z.B. das Glucatell®-Testkit und die Anilinblau-

Fluoreszenz-Methode, sollten hier den Vorzug erhalten. Für die Qualitätssicherung von 

Pilzprodukten hingegen können die Anthron-Methode zur Untersuchung der Chargen-

Konsistenz und die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode zur Ermittlung des Gehaltes evtl. 

wirksamer β-Glucane in Kombination verwendet werden. Eine alleinige Bestimmung des 

Gesamt-Kohlenhydrat-Gehaltes durch die Anthron-Methode reicht nicht aus. Da über die 

Natur der für die Wirkungen verantwortlichen β-Glucan-Fraktion noch immer Uneinig-

keit herrscht, scheinen analytische Methoden nicht dazu geeignet zu sein, immunologi-

sche Aktivitäten abzubilden. Es wird daher eine biologische Wertbestimmung angeraten. 

Diese würde eine direkte Quantifizierung des Effektes ermöglichen. Der Informationsge-

halt einer solchen direkten Messung des biologischen Effektes kann durch eine rein che-

mische Quantifizierung derzeit noch nicht erreicht werden. 

4.2.2 Agaritin-Gehaltsbestimmung 

Wie in Kapitel 1.3.1 erläutert, sind die Effekte von Agaritin in verschiedenen Versuchs-

anordnungen in Bezug auf Qualität und Stärke äußerst unterschiedlich. Es handelt sich 
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noch immer um eine kontrovers diskutierte Substanz, deren letztendliche Bewertung 

hinsichtlich Toxizität nicht erfolgen kann. In letzter Zeit sind zudem positive Effekte des 

Agaritins beschrieben worden. Noch immer ist nicht geklärt, ob das Agaritin selbst oder 

aus diesem entstehende Abbauprodukte die beobachteten Wirkungen hervorrufen. Dies 

kann bei verschiedenen Wirkungen unterschiedlich sein, evtl. besitzt das Ausgangsmole-

kül selbst bestimmte Wirkungen, Abbauprodukte hingegen üben andere Effekte aus.  

Auch wenn oder gerade weil die Bedeutung des Agaritins für die menschliche Gesund-

heit ungeklärt ist, jedoch signifikante biologische Effekte auftreten, erscheint eine Ge-

haltsbestimmung dieses Metaboliten in Pilzen als sinnvoll. In der vorliegenden Arbeit 

wird die Etablierung und Validierung einer LC-MS/MS-Methode erläutert. Bei der LC-

MS/MS handelt es sich um die Kopplung von Flüssigchromatographie (hier HPLC) und 

der Detektion der Analyten nach der Säule mittels eines Massenspektrometers. Substan-

zen können mit erhöhter Selektivität detektiert werden, da sowohl die Retentionszeit in 

der HPLC, wie auch dass Masse-Ladungsverhältnis des Molekülions und aus diesem ent-

stehender Bruchstücke bestimmt werden. Gerade in der Arbeit mit Multistoff-

Gemischen, wie es Extrakte sind, ist eine selektive Bestimmungsmethode von hohem 

Wert, da keine zeitaufwändige Aufreinigung erfolgen muss, in deren Folge z.B. labile 

Verbindungen, zu denen auch Agaritin zu rechnen ist, nicht mit ausreichender Genauig-

keit quantifiziert werden können. 

Die Ergebnisse der Validierung erweisen die unter 2.2.8.6 beschriebene Methode als für 

die Agaritin-Quantifikation geeignet. Die Einordnung der Validierungsergebnisse wurde 

direkt bei der Beschreibung der Ergebnisse vorgenommen und kann dort eingesehen 

werden (s. 3.9.2). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die vorliegende Methode valide 

für die Quantifikation von Agaritin in Pilzbiomassen ist. Die Parameter Richtigkeit, Prä-

zision (Mess- und Methodenpräzision, intermediate precision), Selektivität, Linearität, 

Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden validiert. Sie liegen in den von verschiede-

nen Organisationen in deren Richtlinien aufgeführten Bereichen. Die Bestimmung genau 

beschriebener Substanzen ist mittels LC-MS/MS, besonders im MRM-Modus, sehr gut 

möglich. Charakteristischerweise besticht die Möglichkeit der selektiven Bestimmung 

von Analyten bei einer hohen Sensitivität und damit verbunden niedriger Nachweis- und 

Bestimmungsgrenze. Die Methode könnte im Bereich der Qualitätssicherung von Pilzen 

bei unterschiedlichen Fragestellungen angewandt werden. Zum einen, wie auch im vor-

liegenden Fall, für Reinheitsprüfungen im Hinblick auf klar identifizierte Verbindungen. 

Eine andere Möglichkeit ist die Gehaltsbestimmung von Substanzen, z.B. wirksamkeitsbe-
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stimmenden Inhaltsstoffen, sollten diese bekannt sein. Auch eine Identitätsprüfung bei 

Vorliegen für die Art charakteristischer Substanzen wäre denkbar. LC, gekoppelt mit 

Tandem-MS kann dementsprechend einen wichtigen Beitrag zu einer dem Arzneibuch 

entsprechenden Qualitätssicherung leisten. 

Weitere Untersuchungen zum Agaritin sollten den Aspekt des therapeutischen Nutzens 

oder toxikologischen Gefahrenpotentials klären. Sollte die Substanz sich dabei als ge-

sundheitsfördernd herausstellen, könnte sie im Rahmen einer Gehaltsbestimmung in 

Pilzbiomassen quantifiziert werden. Bei einem gesundheitsschädlichen Effekt müsste 

dagegen ein offizieller Grenzwert festgelegt und eine Reinheitsuntersuchung durchge-

führt werden. 

4.2.3 Regulatorische Aspekte 

Qualität im Rahmen des Gesetzes über den Verkehr von Arzneimitteln (Arzneimittelge-

setz, Abkürzung AMG) „ist die Beschaffenheit eines Arzneimittels, die nach Identität, 

Gehalt, Reinheit, sonstigen chemischen, physikalischen, biologischen Eigenschaften oder 

durch das Herstellungsverfahren bestimmt wird“ (Bundesgesetz 24.08.1976, §§ 4, Abs. 15). 

Die pharmazeutische Qualität von Arzneimitteln ist neben der Unbedenklichkeit und 

Wirksamkeit eine von drei im AMG (Bundesgesetz 24.08.1976, § 1) festgelegten Voraus-

setzungen für eine Zulassung als Arzneimittel. Ohne weitere Bemühungen auf den im 

Gesetz genannten Gebieten fehlt die Grundlage dafür, Pilze als Arzneimittel deklarieren 

zu können. 

Die Hürden für einen Stoff im Sinne des AMG (s. Bundesgesetz 24.08.1976, § 3) eine Zu-

lassung als Arzneimittel zu erhalten sind relativ hoch. Vor Allem der finanzielle Aufwand 

für Unternehmen ist enorm. Es steht zu vermuten, dass auch mittelfristig pflanzliche oder 

pilzliche Präparate diesen Zulassungsweg nicht oder nur äußerst selten beschreiten. Das 

medizinische Potential, welches ohne Frage vorhanden ist, bleibt dabei ungenutzt und 

leider auch unbewiesen.  

Viele der zunehmend auch in Europa angewandten Pilze stammen aus der östlichen He-

misphäre und sind dort schon seit Langem in Gebrauch. Eine Registrierung (im Gegensatz 

zur Zulassung) in Europa ist bei genügend langer Anwendung als traditionelles pflanzli-

ches Arzneimittel erreichbar (Bundesgesetz 24.08.1976, §§ 39c). Der kostenaufwändige 

Nachweis der therapeutischen Wirksamkeit mittels klinischer Studien könnte demnach 

entfallen. Eine Qualitätssicherung jedoch muss in jedem Fall erfolgen (Bundesgesetz 
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24.08.1976, §§ 39b, Abs. 2). Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Arbeit an Qualitätsas-

pekten von Pilzbiomassen und Pilzpräparaten. Hier können die Weichen für eine Ent-

wicklung von Pilzen Richtung Arzneimittel gestellt werden. Gerade neu in den Fokus 

gerückte einheimische Pilze besitzen dabei aufgrund der fehlenden traditionellen An-

wendung (laut Gesetz mindestens 30 Jahre) keine Möglichkeit der Registrierung. Diese 

Pilze werden aus realistischer Sicht in nächster Zukunft keine Rolle als Arzneimittel spie-

len. Jedoch verdienen auch hiesige Pilze hinsichtlich einer arzneilichen Wirkung Beach-

tung und können, wenn auch erst langfristig, zu einer hilfreichen und bisher weitgehend 

unerforschten Quelle therapeutischer Optionen für den Menschen werden. 
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5 Zusammenfassung 

Pilze sind eine in der westlichen Hemisphäre derzeit wenig ausgeschöpfte Ressource für 

biologisch aktive Naturstoffe. In den osteuropäischen Ländern und Asien dienen sie seit 

Jahrhunderten als geschätzte Lebensmittel und zur Behandlung verschiedener Krankhei-

ten. Langsam wächst jedoch auch in Mitteleuropa und Amerika das Interesse an diesen 

Organismen bezüglich ihrer gesundheitsfördernden Wirkung. Die vorliegende Arbeit 

beschäftigt sich mit Themen in zwei Zusammenhängen: Auf der einen Seite steht die 

Auffindung möglicherweise antiallergischer Komponenten in Pilzen, auf der anderen 

Seite werden Aspekte der Qualitätssicherung in Pilzen und daraus hergestellter Produkte 

betrachtet.  

 

Tricholoma populinum, der Pappel-Ritterling, ist ein einheimischer, eine Mykorrhiza mit 

Populus sp. ausbildender Speisepilz. Bereits 1977 veröffentlichte der Pilzsammler Herbert 

Schäfer einen Artikel über die Wirkung des Pappel-Ritterlings bei Thrombangiitis obli-

terans und Heuschnupfen. Später konnte in-vitro und im Tiermodell eine immunsuppres-

sive Wirkung festgestellt und Ergosterolperoxid als die Wirksamkeit mitbestimmender 

Inhaltsstoff identifiziert werden. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde in der vor-

liegenden Arbeit eine Suche nach antiallergischen Prinzipien im Pappel-Ritterling mit 

einer Bioaktivitäts-geführten Isolierung durchgeführt. Als in-vitro-Testmodell diente die 

Quantifizierung der Degranulation von RBL-2H3-Zellen nach Sensibilisierung mit einem 

IgE-Antikörper und Stimulierung mittels DNP-HSA. Anschließend wurde die Aktivität 

eines membranständigen Enzyms, der β-Hexosaminidase, im Überstand bestimmt. Es 

konnte beobachtet werden, dass der DCM-Extrakt aus Fruchtkörpern des Pappel-

Ritterlings eine signifikante Inhibition der Degranulation aufwies. Nach Säulenchroma-

tographie an offener Säule konnten aktive und nicht-aktive Fraktionen ausgemacht wer-

den. Eine Aufreinigung des DCM-Extraktes geschah durch SPE, präparative TLC und 

Säulenchromatographie. Der letzte Aufreinigungsschritt geschah bei allen Substanzen 

durch semipräparative HPLC. Reinsubstanzen wurden mit MS- und NMR-Techniken cha-

rakterisiert. Es konnten Ölsäure, Ergosterolperoxid, 9,11-Dehydroergosterolperoxid und 

Cerevisterol identifiziert werden. Die aus dem Pappel-Ritterling isolierten Reinsubstan-

zen aus den Klassen der aliphatischen Säuren und C28-Sterole wiesen einzeln keine 

Degranulationshemmung im in-vitro-Modell auf. 
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Ein weiterer untersuchter Organismus war Armillaria ostoyae, der Dunkle Hallimasch, 

welcher ebenfalls als Speisepilz verwendet wird. Bei diesem Organismus handelt es sich 

im Gegensatz zum symbiotisch existierenden Pappel-Ritterling um einen parasitär und 

saprophytisch lebenden Pilz. Auch der DCM-Extrakt aus Fruchtkörper und Myzel von 

A. ostoyae zeigte eine signifikante Reduktion der Degranulation. Dieser Effekt konnte 

erstmals für A. ostoyae festgestellt werden. Fruchtkörper wurden in Wildsammlung er-

halten, das Myzel kultiviert und durch molekularbiologische Untersuchung identifiziert. 

Aus dem Myzel des Dunklen Hallimaschs konnten Sesquiterpen-Arylester isoliert wer-

den. Hierbei handelte es sich um die Melleolide C, H und J, Melledonal C, 

10‑Hydroxymelleolide, Armillarin und Armillaridin sowie einen bisher unbekannten Na-

turstoff, dessen Struktur durch weitere IR- und CD-spektroskopische Untersuchungen 

bestätigt werden sollte. Des Weiteren wurde auch das Fettsäure-Derivat Linolsäure-

Methylester isoliert und mittels NMR identifiziert. Die Substanzen Melleolide H und J 

verminderten die Degranulation von RBL-2H3-Zellen, Linolsäure-Methylester wies die-

sen Effekt nicht auf. 

Eine Zytotoxizitäts-Untersuchung von Extrakten und Reinsubstanzen wurde mittels des 

Neutral-Red-Uptake-Assay durchgeführt. Die Extrakte von T. populinum und A. ostoyae 

zeigten zytotoxische Wirkungen. Nach 24 h Inkubationszeit war diese deutlich stärker als 

nach 1 h. Auch die isolierten Reinsubstanzen wiesen eine Zytotoxizität auf. Der zytotoxi-

sche Effekt kann nicht für die Verminderung der Degranulation verantwortlich gemacht 

werden. Schädigende Effekte wären bereits im Degranulationsassay sichtbar, konnten 

jedoch bei Konzentrationen um den IC50-Wert nicht beobachtet werden. 

Der DCM-Extrakt aus dem Fruchtkörper des Pappel-Ritterlings zeigte einen inhibieren-

den Einfluss auf die Interleukin-2-Freisetzung stimulierter Jurkat-T-Zellen.  

Die in der mykologischen Literatur als essbar deklarierten Arten T. populinum und 

A. ostoyae könnten mittel- bis langfristig zumindest unterstützend bei allergischen Reak-

tionen Anwendung finden. 

 

Bei den Untersuchungen zur Qualitätssicherung standen Methoden zur Gehaltsbestim-

mung von Polysacchariden, β-Glucanen und Agaritin im Mittelpunkt. Diese wurden 

etabliert, optimiert und validiert. Einen guten Überblick über allgemeine Kohlenhydrat-

gehalte gibt die Anthron-Methode. Bei dieser werden Polysaccharide hydrolysiert und zu 

Furfuralen umgewandelt, welche mit Anthron zu einem photometrisch bestimmbaren 
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Produkt reagieren. Validierung erwies die Methode als geeignet für die Bestimmung des 

Gehaltes von Polysacchariden in Pilzextrakten. 

Weitergehende Informationen über die dreidimensionale Struktur der in Extrakten ent-

haltenen β-Glucane können durch die Anilinblau-Fluoreszenz-Methode erhalten werden. 

Hierbei wird die bathochrome Verschiebung und Verstärkung der Fluoreszenz von Siro-

fluor infolge Reaktion mit single-helicalen β-1,3-D-Glucanen quantitativ ausgewertet. 

Evtl. vorhandene β-1,3;1,6-D-Glucane werden durch die Einwirkung von Natronlauge in 

unverzweigte β-1,3-Glucane umgewandelt. Die Methode erwies sich als selektiv für β-

1,3-D-Glucane und bewies auch bei Untersuchung anderer Validierungsparameter ihre 

Eignung für eine β-Glucan-Gehaltsbestimmung. 

Mit der Kongorot-Methode sollen verzweigte β-1,3;1,6-D-Glucane erfasst werden. Diesen 

Glucanen wird häufig eine immunologische Aktivität zugerechnet. Allerdings erwies sich 

die Kongorot-Methode für die Informationsgewinnung über eine 3D-Struktur als weniger 

geeignet, da ihre Sensitivität zu gering und ihre Selektivität zu schwach ausgeprägt ist. 

Agaritin als Substanz mit interessanten und widersprüchlichen biologischen Effekten 

kommt in Agaricus-Arten wie dem Champignon, Agaricus bisporus, und dem Mandelpilz, 

Agaricus subrufescens, einem bekannten Vitalpilz vor. Es ist noch ungeklärt, ob die biolo-

gischen Effekte des Agaritins für den Menschen als positiv oder negativ einzustufen sind. 

Eine Quantifizierung dieses Moleküls erscheint daher als sinnvoll. Es wurde eine Metho-

de etabliert, bei der Agaritin aus pulverisierten Fruchtkörpern extrahiert, durch SPE auf-

gereinigt und mittels LC-MS/MS und MRM im positiven Ionisationsmodus bestimmt 

wurde. Die Quantifizierung geschah mithilfe der Extern-Standard-Kalibration mit Agari-

tin als Referenzsubstanz. Die untersuchte Methode ist dazu geeignet, Agaritin zu quanti-

fizieren, was durch die durchgeführte Validierung belegt wurde. 

 

Pilze können in Zukunft Eingang in die Therapie verschiedener Erkrankungen finden. 

Das pharmakologische Potential hierzu ist vorhanden. Die erzielten Ergebnisse sind Vo-

raussetzungen für die Erstellung von Vorschriften zur Sicherung der pharmazeutischen 

Qualität von Pilzpräparaten. Weitere Untersuchungen zur Wirksamkeit und Unbedenk-

lichkeit, darunter klinische Studien, müssen folgen, um Menschen in den Nutzen der po-

sitiven biologischen Aktivitäten kommen zu lassen. 
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6 Abstract 

Mushrooms are a resource for biologically active natural products little utilized in the 

Western hemisphere up to now. For centuries, they have been used in the countries of 

Eastern Europe and Asia as food or for treatment of different diseases. In Central Europe 

and America interest in these organisms in respect to their supporting role for human 

health is growing slowly. For the present project, subjects of the investigations were two-

fold: On one hand was the finding of potential antiallergic compounds in mushrooms, on 

the other hand aspects of quality control of mushrooms and derived products. 

 

Tricholoma populinum is an edible mycorrhiza-building fungus in relation with Popu-

lus sp. In 1977 mushroom collector Herbert Schäfer published an article about the effects 

of T. populinum on thrombangitis obliterans and allergic rhinitis. An immunosuppresive 

activity in-vitro and in animal studies could be established in the following years. Ergos-

terolperoxid could be identified as one compound accountable for the effect. On the basis 

of these results, a bioactivity-guided isolation of further compounds with antiallergic 

properties in T. populinum was conducted in the present work. For in-vitro tests, quanti-

fication of degranulation of RBL-2H3-cells after stimulation with DNP-HSA following 

sensibilisation with IgE was used. Subsequently, the activity of the membrane-bounded 

enzyme β-hexosaminidase in the supernatant was measured. It could be found, that DCM 

extracts from fruiting bodies of T. populinum exhibited a significant inhibition of degran-

ulation. Gravity-driven column chromatography yielded active and non-active fractions. 

Purification of the DCM extracts was done by SPE, preparative TLC and column chroma-

tography. The last purification step was semipreparative HPLC for all substances. Pure 

compounds were characterized by mass spectrometry and nuclear magnetic resonance 

techniques. Therewith, oleic acid, ergosterolperoxide, 9,11‑Dehydroergosterolperoxide 

and cerevisterol were identified. Single compounds isolated from T. populinum belonging 

to the classes of aliphatic acids and C28-sterols showed no activity in the in-vitro assay. 

Another organism investigated was Armillaria ostoyae, which is also used as food. In 

contrast to symbiotically living T. populinum, A. ostoyae is a parasitic and saprophytic 

fungus. DCM extracts from fruiting bodies and mycelia exhibited significant reduction of 

degranulation. This effect could be observed for the first time in A. ostoyae. Fruiting bod-

ies were collected by wild harvesting. Cultivated mycelia was identified by molecular 
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biological experiments. Sesquiterpene-arylesters melleolides C, H and J, melledonal C, 

10‑Hydroxymelleolide, armillarin and armillaridin as well as an unknown natural prod-

uct were obtained from the mycelia of A. ostoyae. The structure of the new compound 

should be confirmed by IR- and CD-spectroscopy. Further, methyl linoleate was purified 

and characterized by NMR. The melleolides H and J decreased the degranulation of RBL-

2H3 cells, methyl linoleate did not show this effect. 

Cytotoxicity-testing of extracts and pure compounds was done by neutral red uptake-

assay. Extracts as well as single substances from T. populinum and A. ostoyae showed 

cytotoxic activity, which was considerably stronger after 24 h than after 1 h. The cyto-

toxic effect is not responsible for the decrease of degranulation. Damaging effects could 

be visible in the degranulation assay but were not observed in concentration around IC50. 

The DCM extract of fruiting bodies of T. populinum exhibited an inhibiting influence on 

the Interleukin-2 release of stimulated Jurkat-T-cells (a tumorigenic T cell line).  

T. populinum and A. ostoyae are accounted as edible in mycological literature and could 

play at least a supporting role in the treatment of allergic reaction in the middle- or long-

term. 

 

In the investigation respecting quality assurance, focus was on methods for the quantifi-

cation of polysaccharides, β-glucans and agaritine. These methods were established, op-

timised and validated. An overview on carbohydrate content can be get by the anthrone 

method. Polysaccharides are hydrolysed and converted to furfurals, which react with 

anthrone to photometrically measurable products. Validation showed this method to be 

suitable for determination of polysaccharide contents in mushroom extracts.  

Further information about the three-dimensional structure of β-glucans in extracts can be 

obtained by the aniline blue fluorescence method. Bathochromic shift and fluorescence 

enhancement following the reaction of sirofluor with sinlge-helical β-1,3-D-glucans is 

quantified. Possibly present β-1,3;1,6-D-glucans are converted to unbranched β-1,3-D-

glucans with the help of sodium hydroxide. The method showed to be selective for β-1,3-

D-glucans and other validation parameters also proved its appropriateness for a quantifi-

cation of β-glucan content. 

With the congo red method cross-linked β-1,3;1,6-D-glucans are said to be measured. 

Immunological activity often is ascribed to these glucans. The method is less suitable for 

the producing of informations on three-dimensional structures, because its sensitivity is 

very low and selectivity is also poor. 
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Agaritine, a substance with interesting and inconsistent biological effects is found in 

Agaricus species like Agaricus bisporus, the champignon and Agaricus subrufescens, a 

well-known medicinal mushroom. It is not clear if effects of agaritine have to be valuated 

positively or negatively. Therefore, quantification of this molecule seems to be logical. In 

this method, agaritine is extracted from pulverized fruiting bodies, purificated by solid 

phase extraction and measured by LC-MS/MS with multiple reaction monitoring in posi-

tive ionization mode. Quantification was done by external standard calibration with pure 

agaritine as reference substance. The method is able to quantificate agaritine validly. 

 

Mushrooms could enter into therapy of different diseases in the future. The pharmaco-

logical potential seems to be present. The presented results are the basis for establishing 

of standards for the quality assurance of pharmaceutical quality of mushroom prepara-

tions. Further studies on efficacy and safety including clinical studies have to follow, so 

that humans can benefit from positive biological activities of mushrooms. 
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