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Pigmentvergleich der rezenten Seelilie Hypalocrinus naresianus mit 
240 Millionen Jahre alten Fossilien von Carnallicrinus carnalli

Motivation

In der Vergangenheit präsentierten wir basierend auf 
Arbeiten Blumers[1] Untersuchungen zur 
Identifizierung von Farbstoffen in fossilen Seelilien aus 
der Trias (Carnallicrinus carnalli), die zeigten, daß 
organische Pigmente nahezu unverändert 240 
Millionen Jahre überdauern können.[2] Als Farbstoffe 
wurden das heute im Johanniskraut (Hypericum 
perforatum) vorkommende, medizinisch bedeutsame 
Hypericin[3] und damit strukturverwandte Substanzen 
identifiziert. Für die Biologie ist es nun auch von 
Interesse, rezente Seelilien mit ihren längst 
ausgestorbenen Vorfahren zu vergleichen, um 
beispielsweise chemotaxonomisch 
Verwandschaftsverhältnisse aufzuklären. Seelilien 
gehören wie Seeigel und Seesterne zur Gruppe der 
Stachelhäuter. 
Ein Exemplar der in ca. 800 m Meerestiefe lebenden 
rezenten Seelilie Hypalocrinus naresianus wurde uns 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt.[4] Erste 
massenspektrometrische Untersuchungen eines 
Rohextraktes werden hier vorgestellt. Ziel der Arbeiten 
ist die Isolierung und vollständige Charakterisierung 
aller Farbstoffe von Hypalocrinus naresianus.

LDI- und MALDI-TOF-Spektren wurden an einem Bruker Biflex TOF-Gerät mit Pulsed Ion 
Extraction im Reflektor-Modus gemessen. Der Extrakt wurde auf Edelstahltargets 
präpariert. LDI und MALDI mit DHB oder SA waren völlig ungeeignet, während negativ-
Ionen MALDI mit Dithranol-Matrix die Ergebnisse der ESI-Messungen sehr gut 
reproduzierte. Künftig werden MALDI mit Dithranol-Matrix zum probensparenden 
Screening von Extrakten und chromatographischen Fraktionen einsetzen. 

Das negativ-Ionen 
MALDI-Spektrum 
des Rohextraktes 
von H. naresianus
aus Dithranol zeigt 
die gleichen 
Signale und 
Isotopenmuster wie 
das ESI-Spektrum.

LDI- und MALDI-TOF-MS

LR-ESI-MS und ESI-MS/MS wurden an einem Finnigan TSQ700 Triplequadrupol-
Massenspektrometer aufgenommen. Der ethanolische Extrakt wurde 1:2 bis 1:5 mit 
Isopropanol/Wasser (2:1) verdünnt und mit einer Spritzenpumpe in das ESI-
Interface transferiert (5 µl/min, Fused Silica-Kapillare, 4,8 kV Sprayspannung, 
40 psi N2, Desolvatationskapillare 160 oC). Die Spektren wurden durch Mittelung 
von ca. 20 Scans bei 6 s/scan über den Bereich m/z 200-1100 erhalten. NanoESI 
war mit dem Rohextrakt nicht möglich. Für MS/MS-Experimente wurde Argon in Q2 
bei 1,8 mTorr verwendet und das Collision Offset auf 60 V gesetzt.

ESI-MS und ESI-MS/MS

Der dunkelgrüne ethanolische 
Extrakt des ganzen Tieres wurde in 
orientierenden Versuchen mit 
MALDI und ESI untersucht. 
Das negativ-Ionen ESI-Spektrum 
zeigte zwischen m/z 820 und 
m/z 1020 elf Ionen, von denen 
sich sechs als dreifach und und 
fünf als vierfach bromiert 
herausstellten. Deren m/z-Werte 
stimmten teilweise mit bekannten 
Farbstoffen aus der Gruppe der 
Gymnochrome überein, die aus der 
Seelilie Gymnocrinus richeri isoliert 
worden waren.[5] Die Gymnochrome 
lassen sich als Derivate des 
Hypericins auffassen.
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Vorgehensweise

Hypolocrinus naresianus nach 
Gefriertrocknung.
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bester Hit in der isotopenmustergewichteten Liste

Das negativ-Ionen ESI-
Spektrum des 
Rohextraktes von H. 
naresianus zeigt im 
Bereich m/z 820-1020 
die gleichen Signale 
und Isotopenmuster wie 
das MALDI-Spektrum 
aus Dithranol.

Im 60 eV CID-
Spektrum liefert das 
Ion bei m/z 855 im 
Wesentlichen drei 
Fragmentierungen, die 
sich mit der 
angenommen Struktur 
korrelieren lassen. 
Unterhalb m/z 600 
waren quasi keine 
Fragmentionenpeaks 
mehr zu beobachten.

HR-ESI-MS
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Formel [M-H]-m/zmono

Hochauflösende ESI-TOF-Spektren erlaubten die 
eindeutige Zuordnung aller Summenformeln bei sehr 
guter Übereinstimmung von experimentellen und 
berechneten Isotopenmustern. 
HR-ESI wurde an einem Bruker micrOTOFfocus-Gerät mit 
Loop Injection gemessen.

Die Zuordnung der Summenformeln 
am micrOTOF ist für das Ion bei 
m/z 853, [M-H]-, von Gymnochrom B, 
exemplarisch gezeigt. Die Fehler 
waren durchgängig unter 3 ppm.
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Isomere von Gymnochrom B, C36H25Br3O10, Mmono 853,899

, Mmono 931.810       Hypericin, C24H16O8, Mmono 504,084 
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Im CID-Spektrum des Gymnochrom B [M-H]- Ions der Summenformel C36H24Br3O10, 
m/z 853, 855, 857, 859, treten Massendifferenzen auf, die sich durch Verlust von 
Isopropanol, Isopentanol und davon ausgehend von CO2 erklären lassen. Das ist 
konsistent mit der postulierten Struktur. Die dafür notwendige hohe Stoßenergie 
wie auch CO2-Verluste sind bei Hypericinderivaten ebenfalls bekannt.[2,6]

Eliminierungen von Br. oder HBr treten nicht auf. Die Massendifferenzen (60, 88, 
132 u) erwiesen sich für die isotopomeren Vorläuferionen als identisch.
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Gymnochrome und Hypericin.
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