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I. EINLEITUNG

Stachybotrys (S.) ist ein Schimmelpilz, der ubiquitér vorkommt, bevorzugt jedoch
auf zellulosehaltigem Material wiachst (MCQUADE, 1963; NIELSEN et al.,
1998a). Ein besonderes Problem stellt der Schimmelbefall in Gebduden mit
vorangegangenem Wasserschaden und erhohter Luftfeuchtigkeit sowie in
Futtermitteln dar (ENGVALL et al., 2001; ANDERSEN et al., 2002; BOTHA und
NAUDE, 2002). Der Kontakt mit Stachybotrys kann vor allem bei Pferden und
seltener bei anderen Tierarten die Erkrankung der Stachybotryotoxikose auslosen
(FORGACS, 1972; DANKO, 1975; HARRACH et al., 1983). Beim Menschen
wurden Fille des sogenannten ,,Sick Building“-Syndroms (SBS) und pulmonale
Hamorrhagien bei Kleinkindern mit dem Vorkommen von Stachybotrys spp. in

Verbindung gebracht (ETZEL et al., 1998; JOHANNING et al., 1999).

Die Familie der Stachybotriaceae wird genetisch als hoch divers und besonders
heterogen in ihrer Produktion von Sekundarmetaboliten beschrieben (ANDERSEN
etal., 2002; LOMBARD et al., 2016). Neben einer Einteilung in zwei Chemotypen
(A und S) nach ihrer Fahigkeit zur Bildung von makrozyklischen Trichothecenen
oder Atranonen (ANDERSEN et al., 2003) gibt es einen weiteren Ansatz zur
Einteilung von S. chartarum in drei Genotypen (A, Hund S) (ULRICH et al., 2020).
Die Einteilung der Genotypen richtet sich nach der Existenz unterschiedlicher
Genabschnitte, die zur Bildung von Satratoxinen (Satratoxincluster 1 bis 3) oder
Atranonen (Atranoncluster 1) bendtigt werden (SEMEIKS et al., 2014; ULRICH et
al., 2020).

In dieser Arbeit wurden vier der bisher auf NCBI hinterlegten Genomsequenzen
analysiert und in Bezug auf ihre Satratoxin- und Atranoncluster verglichen.
AuBerdem wurden von vier S. chartarum Isolaten (zwei H-Genotypen, ein Genotyp
S und ein Genotyp A) Deep Resequencing und Transkriptomanalysen durchgefiihrt.
Es folgte eine Toxinextraktion der vier Isolate sowie eine Analyse der Metaboliten
mittels LC-MS/MS. Die Beurteilung der Zytotoxizitit der verschiedenen

Genotypen wurde mittels Zytotoxizitétstest ermittelt.

Das Ziel war es durch diese Untersuchungen mehr Einblicke in die Unterschiede
und Gemeinsamkeiten der verschiedenen Genotypen zu erlangen. Mit Hilfe der
erlangten Daten konnen Erkldrungsansitze fiir die evolutiondre Entwicklung in

Richtung der unterschiedlichen Genotypen von S. chartarum aufgestellt werden.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Gattung Stachybotrys

1.1. Taxonomie

HIBBETT et al. (2007) unterteilten das Reich der echten Pilze, der Mycota, in
siecben  Abteilungen:  Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia und Neocallimastigomycota. Die
Einteilung der Mycota erfolgt nach SAMSON (2010) jedoch in vier Abteilungen:

die Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota und Chytridiomycota.
Die Gattung Stachybotrys (S.) wurde von CROUS et al. (2014) neu eingeordnet:

Reich Mycota
Unterreich Dikarya
Abteilung Ascomycota
Klasse Sordariomycetes
Unterklasse Hypocreomycetidae
Ordnung Hypocreales
Familie Stachybotryaceae

Gattung Stachybotrys

Der Name S. chartarum ist gebrauchlich und wird von verschiedenen
Wissenschaftlern weltweit verwendet (LI und YANG, 2005). Zum jetzigen
Zeitpunkt beinhaltet die Gattung Stachybotrys laut Informationen der Mycobank
179 legitimierte Spezies (MYCOBANK DATABASE; CROUS et al., 2014).
Stachybotrys ist eine Gattung, welche sich in ithrem Phénotyp, Genotyp, Proteom
sowie Metabolom sehr heterogen zeigt (CRUSE et al., 2002; WANG et al., 2015;
LOMBARD et al., 2016; ULRICH et al., 2016).

In der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts wurde ein schwarzer Schimmelpilz von
einer Tapete in einem Gebdude in Prag isoliert. Der Osterreichische Botaniker
Corda beschrieb diesen Pilz morphologisch und benannte ihn S. atra (CORDA,
1837). BISBY (1943) beschrieb die beiden Spezies S. atra und S. subsimple, die
sich variabel in ihrer Morphologie zeigten. Man ging davon aus, dass duf3ere

Faktoren, wie Licht und Kalte, Einfluss auf die Spezies hétten und dadurch ,,freak
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isolates* (abnormale Isolate) entstehen konnten, die jedoch keine eigenen Spezies
seien. Die Zugehdrigkeit eines Isolates zur Gattung Stachybotrys richtete sich nach

der Farbe der Kolonie (BISBY, 1943).

Zehn Jahre spéter erfolgte die taxonomische Einteilung mikroskopisch nach Gestalt
und Beschaffenheit der Konidien und Konidiophoren (HUGHES, 1953). Im Jahr
1976 erfolgte die Umbenennung von S. atra in S. chartarum (JONG und DAVIS,
1976). Zudem wurden aufgrund unterschiedlicher Kulturmorphologien elf Spezies
unterteilt (JONG und DAVIS, 1976). Im Jahr 2002 wurden morphologisch ebenso
elf anerkannte Spezies, teilweise jedoch abweichend von JONG und DAVIS
(1976), beschrieben (CRUSE et al., 2002). Es wurden zwei Chemotypen (A und S)
von S. chartarum, sowie eine neue Spezies namens S. chlorohalonata, beschrieben.
Diese Einteilung erfolgte aufgrund der Sekunddrmetaboliten sowie molekularer
und phylogenetischer Untersuchung, hierbei spielte insbesondere die Sequenz des
tri5 Gens eine wichtige Rolle (ANDERSEN et al., 2003). Eine neuere Arbeit zeigte
dann aber, dass es Isolate gibt, die nach Sequenzierung des #i5 Gens zum
Chemotyp S gezdhlt werden miissten, aber tatsdchlich keine makrozyklischen
Trichothecene bilden und somit nicht dem Chemotyp S zuzuordnen sind (ULRICH
et al., 2016). ULRICH et al. (2020) stellten daher eine neue Einteilung von S.
chartarum in drei Genotypen vor: Genotyp A besitzt den Atranoncluster, aber nicht
die Satratoxincluster. Genotyp S besitzt stattdessen alle Satratoxincluster 1 —3 (SC1
- SC3), dafiir nicht den Atranoncluster 1. Genotyp H stellt einen Hybridtyp dar: Er

besitzt den Atranoncluster, aber nur Teile der Satratoxincluster.

Die Zuordnung zur Gattung Stachybotrys stellt sich teilweise als problematisch dar,
da immer wieder neue fragliche Spezies auftauchen (CRUSE et al., 2002;
SCHULTES et al., 2021).

Ein Beispiel hierfiir ist die Gattung Memnoniella (M.). M. echinata weist dhnliche
Konidiophoren auf, produziert im Gegensatz zu Stachybotrys aber runde Sporen,
die aneinander gekettet sind. Aus diesem Grund wurde diese Gattung zunéchst
unabhingig genannt (JONG und DAVIS, 1976). M. echinata weist zwar
morphologische Ahnlichkeiten mit Stachybotrys auf, jedoch wurde durch
phylogenetische Untersuchungen gezeigt, dass Memnoniella paraphyletisch zu
Stachybotrys ist (HAUGLAND et al., 2001). Aufgrund ihrer Ahnlichkeit im
Metabolitenprofil wurden Memnoniella spp. spéter zu Stachybotrys spp. gezahlt
(WANG et al., 2014). Zudem konnte gezeigt werden, dass auch M. echinata in der
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Lage ist dhnliche Sporenpakete wie S. chartarum zu bilden (ZUCK, 1946; WANG
et al.,, 2015). Darum wies WANG et al. (2015) Memnoniella der Gattung
Stachybotrys zu. Dies wurde jedoch nach weiteren genetischen Untersuchungen

wieder korrigiert (LOMBARD et al., 2016).

Neben Memnoniella wurde auch die Gattung Myrothecium unabhingig von
Stachybotrys aufgelistet (LOMBARD et al., 2016). Doch auch Myrothecium hat ein
dhnliches Metabolitenprofil sowie morphologische und phylogenetische

Gemeinsamkeiten mit Stachybotrys spp. (CASTLEBURY et al., 2004).

Die taxonomische Einteilung von Stachybotryaceae auf Basis von mikroskopischen
Merkmalen scheint nicht auszureichen, weshalb es mehr sequenzbasierter Analysen
bedarf (LOMBARD et al., 2016). Im Vergleich zu vielen anderen filamentdsen
Schimmelpilzen stehen nur sieben Gesamtgenomanalysen von Stachybotrys zur
Verfiigung. WANG et al. (2015), LOMBARD et al. (2016) und ULRICH et al.
(2020) weisen daher auf den Bedarf von weiteren Genomuntersuchungen hin, um
die Gattung Stachybotrys weiter zu durchdringen und mehr Einheitlichkeit in der

Taxonomie zu erlangen.

Aktuelle Untersuchungen {iber das mitochondriale Genom der Familie
Stachybotryaceae bekriftigen die Zuordnung zu Hypocreales. Zudem wurde
aufgrund dieser Untersuchungen angenommen, dass diese Spezies bereits in der

Kreidezeit existierte (REN et al., 2021).

1.2. Wachstumsbedingungen

Die bevorzugte Matrix, auf der Stachybotrys spp. wachsen, ist zellulosehaltiges
Material, da sie die Fahigkeit besitzen aus Zellulose Kohlenstoff zu beziehen
(MCQUADE, 1963; SAMSON, 2010). Fir S. atra wurde eine ideale
Wachstumstemperatur von 23 °C und ein optimaler aw-Wert von 0,98 beschrieben.
Es wurde auerdem ein Minimum von 0,94 ay und Temperaturlimits von 7 °C bis
37 °C genannt (AYERST, 1969). Fiir Stachybotrys spp. und M. echinata wurde
Glucose als ein limitierender Faktor fiir das Wachstum beschrieben (BUSTON und
BASU, 1948; MCQUADE, 1963). Zudem wurde Biotin in der ersten Hélfte des 19.
Jahrhunderts als limitierender Wachstumsfaktor fiir M. echinata beschrieben
(STEINBERG, 1939; BUSTON und BASU, 1948). In neueren Studien wird 25 °C
als die optimale Bebriitungstemperatur sowie PDA und MEA als die geeignetsten

Néhrmedien flir Stachybotrys spp. angegeben (SAMSON, 2010; ULRICH und
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SCHAFER, 2020). Fiir das Nihrmedium PDA wurden 25 °C und 0,997 ay als
optimale Wachstumsparameter beschrieben (FRAZER et al., 2011). AuBlerdem
liegt die optimale Temperatur fiir die Sporulation laut FRAZER et al. (2011) bei 25
°C bis 30 °C und der aw-Wert bei 0,95 — 0,98. Diese Parameter wurden bestatigt
durch weitere Untersuchungen der Produktion von Sekunddrmetaboliten des
Schimmelpilzes, bei denen das Optimum auf PDA bei 25 °C bis 30 °C und 0,995
aw lag (FRAZER et al., 2012). CROFT et al. (1986) nahmen an, dass ein hoher
Zellulosegehalt und ein niedriger Stickstoffanteil im Medium die Produktion von
Sekundirmetaboliten stimulieren. ULRICH und SCHAFER (2020) zeigten
ebenfalls durch LC-MS/MS-Messungen von makrozyklischen Trichothecenen die
Relevanz des verwendeten Nédhrmediums auf. Die hochsten Konzentrationen von
makrozyklischen Trichothecenen konnten auf Potato Dextrose Agar und

Zelluloseagar detektiert werden (ULRICH und SCHAFER, 2020).

1.3. Vorkommen

Der Schwiérzepilz Stachybotrys spp. kommt ubiquitér vor, zumeist wichst er jedoch
auf zellulosehaltigem Material (MCQUADE, 1963; NIELSEN et al.,, 1998a).
Passende Substrate stellen Futtermittel und Einstreu, wie Heu und Stroh, sowie
feuchte und welkende Elemente, darunter Baustoffe, die Zellulose als Grundlage
haben, dar (HINTIKKA, 1977; JARVIS et al., 1983; NIKULIN et al., 1994; DILL
etal., 1997; NIELSEN et al., 1998b).

1.3.1. Futtermittel

In der Sowjetunion kam es im Jahr 1931 vermehrt zu Todesféllen bei Militdrpferden
(FORGACS, 1972). Die Ursache hierfiir war der Verzehr von Stroh, welches mit
schwarzem Schimmel bedeckt war (DROBOTKO, 1945a). Sarkisov gelang es im
Jahr 1947 S. chartarum aus Stroh zu isolieren, welches von einem Betrieb stammte,
auf dem das Krankheitsbild der Stachybotryotoxikose beschrieben wurde
(FORGACS, 1972). 1983 konnten makrozyklische Trichothecene, welche zur
Stachybotryotoxikose fiihrten (FORGACS, 1972), erstmals in Stroh nachgewiesen
werden (HARRACH et al., 1983). Heu und Stroh werden als die geeignetsten
Substrate fiir das Wachstum von S. chartarum beschrieben (DANKO, 1975;
HARRACH et al., 1987). Das Vorkommen von S. chartarum in Heu und Stroh und
daraus resultierende Erkrankungen bei Tieren wurden bis vor einigen Jahrzehnten

mehrfach in verschiedenen Landern, darunter Siidafrika (KRIEK und MARASAS,
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1983; BOTHA und NAUDE, 2002), Ungarn (HARRACH et al., 1987),
Deutschland (LAUNER et al., 1987) und Marokko (TANTAOUI-ELARAKI et al.,
1994) beschrieben. KLUWE (2006) beschrieb das Vorkommen unterschiedlicher
Stachybotrys-Isolate in 32 Stroh- und Heuproben, welche aus Pferdestéllen in
Deutschland stammten. Einige der gewonnenen Isolate hatten die Fihigkeit
makrozyklische Trichothecene zu produzieren. ULRICH et al. (2021) untersuchten
192 Strohproben aus Deutschland aus den Erntejahren 2006 und 2007 auf das
Vorkommen von 21 Mykotoxinen. In 184 Proben wurde mindestens eines der
Mykotoxine detektiert. In einer Strohprobe konnten makrozyklische Trichothecene
nachgewiesen werden. Zudem wurde in vier Proben erstmals Stachybotrylactam
detektiert. Dies weist darauf hin, dass Stroh zu einem nicht unerheblichen Teil zur
oralen und inhalativen Exposition bei Tier und Mensch, welche Kontakt zu

kontaminiertem Stroh haben, fiihren kann (ULRICH et al., 2021).

1.3.2. Lebensmittel

Stachybotrys spp. konnte in verschiedenen Lebensmitteln nachgewiesen werden.
Im Folgenden sind einige dieser Funde beschrieben. Da jedoch in keinem der Félle
makrozyklische Trichothecene nachgewiesen werden konnten, wird vermutet, dass
eine Kontamination durch einzelne Sporen wahrscheinlicher ist (BIERMAIER et
al., 2015). Anfang der 1970er Jahre wurde in Finnland Stachybotrys aus Gerste und
Weizen isoliert (KORPINEN und YLIMAKI, 1971). In den USA gelang die
Isolierung aus Sojabohnenwurzel (LI et al., 2001). Bei einer Untersuchung von
getrockneten Krautern (Majoran, Oregano, Thymian und Bohnenkraut) zeigte sich,
dass es sich bei 10 % der isolierten Pilzstimme um hochtoxische Isolate des
Chemotyp S von S. chartarum handelte (BIERMAIER et al.,, 2015). Im
vergangenen Jahr wurde zudem das Vorkommen von diversen S. chartarum
Isolaten in dem Staub von Ackerbohnen wihrend des Dreschvorgangs beschrieben

(GHERBAWY et al., 2021).

GOTTSCHALK (2009) untersuchte verschiedene Lebensmittelproben, darunter
Weizen, Roggen und Hafer, auf deren Belastung mit Trichothecenen. Weizen und
Roggen waren in dieser Studie vor allen mit Typ B Trichothecenen belastet,
wohingegen Typ A Trichothecene vorwiegend bei Hafer gefunden werden konnten.
In den untersuchten Proben konnten keine Trichothecene vom Typ D gefunden
werden (LODs £ Limit of detection, zwischen 0,2 und 0,4 pg/kg Roridin A
Aquivalent) (GOTTSCHALK et al., 2009). BARTHEL et al. (2012) untersuchten



II. Literaturiibersicht 27

Gerste und Gerstenprodukte aus Bayern auf die Kontamination mit Trichothecenen.
Braugerste und Wintergerste waren am starksten kontaminiert. Braugerste wies die
hochsten Konzentrationen mit Typ-A Trichothecenen auf. Im Gegensatz dazu
wurden in Wintergerste vor allem Typ-B Trichothecene detektiert. In keiner der
untersuchten Proben wurden makrozyklische Trichothecene gemessen (BARTHEL
et al., 2012). Auch in weiteren Untersuchungen mit Friichten, Gemiise und Niissen
konnten keine makrozyklischen Trichothecene in den Proben nachgewiesen werden

(SULYOK et al., 2010).

1.3.3. Innenriume

Die erste Beschreibung von Stachybotrys spp. erfolgte nach der Isolierung von einer
Tapete (CORDA, 1837). Stachybotrys spp. und andere filamentose Schimmelpilze
kommen vor allem in Gebduden mit vorangegangenen Wasserschdden und daraus
resultierend erhohter Luftfeuchtigkeit vor (ENGVALL et al., 2001; NIELSEN,
2002). Stachybotrys spp. produziert ab einem Wert von 0,95 ay signifikante
Mykotoxinmengen (NIELSEN, 2003; FRAZER et al., 2012). Diese Toxine werden
mittels Sporen verschleppt und konnen bei hoher Sporenlast in Luftproben
detektiert werden. Der ungiinstigste Fall tritt auf, wenn es zunichst durch einen
tempordren Wasserschaden im Gebdude zu starkem Schimmelbefall und
einhergehender Mykotoxinsynthese kommt, gefolgt von einer Episode mit
trockenen Bedingungen, die dazu fiihren, dass die produzierten Sporen geldst und
an die Umgebungsluft abgegeben werden (ADAN, 1994; NIELSEN, 2003).
ALEKSIC et al. (2017) fithrten Untersuchungen an Schimmelpilzen (unter anderem
S. chartarum) durch. Die Schimmelpilzproben wurden fiir den Versuch auf Tapete
angeziichtet und anschliefend auf ihre Toxinproduktion getestet. AuBerdem
wurden Aerosole auf das Vorkommen dieser Toxine iiberpriift. ALEKSIC et al.
(2017) kamen zu dem Schluss, dass die untersuchten Substanzen je nach
Luftgeschwindigkeit im Aerosol zu finden sind. Besonders die makrozyklischen
Trichothecene Satratoxin H und Verrucarin J konnen sich an Partikel, welche
kleiner als Sporen sind, festsetzen und somit tief in die respiratorischen Luftwege

aufgenommen werden (ALEKSIC et al., 2017).

Aus Tabelle 1 ist zu entnehmen, dass Stachybotrys spp. sowie dessen
Sekundirmetaboliten mehrfach in mehreren Lindern aus Innenrdumen von
verschiedenen Materialien isoliert werden konnten. Teilweise konnten

Erkrankungen von Anwohnern oder Mitarbeitern in den befallenen Gebiuden
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festgestellt werden. Ndheres wird in Kapitel 11.4.2 beschrieben.

Tabelle 1: Ubersicht iiber Nachweise von Stachybotrys spp. in Innenrdumen

Land Matrix Referenz
Luftfilter, FuBboden, VAN REENEN-
Niederlande Mobel, Teppiche, HOEKSTRA et al.
Wandmaterial, Luftfilter | (1991)
Finnland Luftfilter REPONEN et al. (1994)
. . JOHANNING et al.
USA verschimmeltes Papier (1996)
. Staub und Baumaterial ANDERSSON et al.
Finnland N
aus Innenrdumen (1997)
England Luftfilter HUNTER et al. (1988)
USA Luftfilter ETZEL et al. (1998)
JOHANNING et al.
USA Luftfilter (1998)
Dinemark Holz, Gips, GRAVESEN et al.
Isoliermaterial, Tapete (1999)
Verschiedene
Schweden Materialien aus ENGVALL et al. (2001)
Innenrdumen
USA Luftfilter BRASEL et al. (2005)
Tapete,
Deutschland Gipskartonbauplatten, (C;(g(’)f;SCHALK ctal
Wandmaterial
MUSSALO-
Finnland Luftfilter RAUHAMAA et al.
(2010)
1.4. Sekundiarmetabolismus

Die Metaboliten des Sekundérstoffwechsels, im Gegensatz zu denen des
Primérstoffwechsels, tragen nicht zur Lebenserhaltung eines Organismus bei. Aus
diesem Grund wurden sie als sogenannte Abfall- und Detoxifikationsprodukte
bezeichnet (HASLAM, 1986). Metaboliten des sekundiren Stoffwechsels weisen
nur ein geringes Molekulargewicht von meist weniger als 3.000 Da auf
(WILLIAMS et al., 1989; KELLER et al, 2005). Zu diesen Stoffen des
Sekundirmetabolismus zdhlen auch die Mykotoxine (JARVIS et al., 1995).

Die Sekundédrmetaboliten scheinen eine d6kologische Funktion zu haben (SCHARF
et al., 2014; BILLS und GLOER, 2016). Zudem wurden antibiotische
(MATSUMOTO et al., 1977), antimykotische sowie krebshemmende (DE
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CARVALHO et al, 2016) und immunmodulierende (WU et al., 2017)

Eigenschaften von Mykotoxinen beschrieben.

Die von S. chartarum produzierten Metaboliten lassen sich laut JARVIS (2003) in
drei Gruppen einteilen: Phenylspirodrimane, Atranone und Satratoxine. In Tabelle
2 ist beschrieben, welche Metaboliten von S. chartarum und welche von S.
chlorohalonata gebildet werden konnen (ANDERSEN et al., 2003; JAGELS et al.,
2019).

Tabelle 3 gibt die Erkenntnisse iiber die Bildung von Atranonen, einfachen und
makrozyklischen Trichothecenen sowie Phenylspirodrimanen je nach Genotyp (S,
H oder A) von S. chartarum wieder (ANDERSEN et al., 2003; ULRICH et al.,
2020).

Tabelle 2: Produktion der Sekundirmetaboliten von S. chartarum und S.
chlorohalonata nach ANDERSEN et al. (2003) und JAGELS et al. (2019)

S. chartarum S. chlorohalonata
Chemotyp A Chemotyp S
Atranone + - +
Phenylspirodrimane + + +
Satratoxine - + -
+ Produktion - keine Produktion

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Bildung von Sekundirmetaboliten von S. chartarum
geordnet nach Genotyp A, H und S, modifiziert nach ANDERSEN et al. (2003) und
ULRICH et al. (2020)

Einfache Makrozyklische Phenyl-
S. chartarum | Atranone ) . . .
Trichothecene Trichothecene | spirodrimane
Genotyp S - + + +
Genotyp A + + - +
Genotyp H n.b. n.b. - n.b.
+ Bildung nachgewiesen - Bildung nicht nachgewiesen n.b. bisher nicht bekannt

14.1. Phenylspirodrimane

Phenylspirodrimane gehdren zu den Meroterpenen. Sie haben einen polyzyklischen
Aufbau mit einer sogenannten Spiroverbindung (siehe Abbildung 1) (NIELSEN,
2003; WANG et al., 2014).
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Abbildung 1: Strukturformel von Stachybotrylacton (X = O) und
Stachybotrylactam (X = NH), roter Pfeil: Spiroverbindung; nach JARVIS (2003).

Es werden mehrere Dutzend unterschiedliche Phenylspirodrimane beschrieben, die
von Stachybotrys spp. gebildet werden konnen (JARVIS et al., 1995; Ll et al., 2014;
BAO et al.,, 2021; YANG et al., 2021). Sie machen den groften Teil an
Sekundirmetaboliten von Stachybotrys spp. aus. Chemotyp S (S. chartarum) bildet
zudem eine groflere Anzahl an Phenylspirodrimanen als S. chlorohalonata, welche
jedoch in ihrer Toxinkonzentration geringer sind (JARVIS et al., 1995; JAGELS et
al., 2019). Die Zytotoxizitit von Phenylspirodrimanen ist im Vergleich zu der von

makrozyklischen Trichothecenen wesentlich geringer (JARVIS et al., 1995).

Sie konnen entweder iiber den Terpensyntheseweg oder den Polyketidsyntheseweg
hergestellt werden (NIELSEN, 2003; GERIS und SIMPSON, 2009; MATSUDA
und ABE, 2016).

Das Stachybotrylactam, welches zu dieser Gruppe von Sekunddrmetaboliten
gehort, wird aufgrund seiner Fahigkeit zur Hemmung des Komplementsystems und
der Reduktion der Ausschiittung von TNF-a als immunsupprimierend beschrieben
(HINKLEY et al., 1999). Phenylspirodrimane weisen zudem antibakterielle,
immunmodulierende, antivirale und zytotoxische Aktivitit auf (BAO et al., 2015;

LI etal., 2017; JIA et al., 2020; BAO et al., 2021; MOU et al., 2021).

1.4.2. Atranone

Atranone haben als chemische Grundstruktur ein Dolabellan-Diterpen-Ringsystem,
sowie ein Enol-Lacton-System (siehe Abbildung 2). Atranone A — K gehoéren zu
den Atranonen, welche von S. chartarum und S. chlorohalonata gebildet werden
konnen. Die Atranone A — K unterscheiden sich in ihrer Struktur jeweils in ihrem

variablen Rest (HINKLEY et al., 1999; HINKLEY et al., 2000; HINKLEY et al.,
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2003). Stachybotrys spp. sind nur in der Lage entweder Atranone oder
makrozyklische Trichothecene zu bilden, nicht jedoch beide gleichzeitig
(ANDERSEN et al., 2003). S. chlorohalonata und Chemotyp A von S. chartarum
gehoren zu denen, die die Fahigkeit zur Atranonproduktion besitzen (HINKLEY et
al., 1999; ANDERSEN et al., 2003; RAND et al., 2006; SEMEIKS et al., 2014).

Die Gene, die vermutlich fiir die Atranonbildung kodieren, wurden atr1 bis atrl4
bezeichnet. Der Cluster, der diese Gene beinhaltet soll, wurde als Core
Atranoncluster (CAC) oder Atranoncluster 1 (AC1) beschrieben (SEMEIKS et al.,
2014).

Genotyp H, welcher durch eine Triplex-PCR bestimmt werden kann, besitzt die
ATR-Gencluster, die zur Atranonbildung benétigt werden. Die Bildung von
Atranonen wurde bisher aber nicht bestimmt (ULRICH et al., 2020). Die Triplex-
PCR von ULRICH et al. (2020) ermoglicht die Zuordnung zu Genotyp A, H oder
S von S. chartarum, sowie von S. cholorhalonata durch den Einsatz von drei

Primerpaaren.
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Abbildung 2: Strukturformel von Atranon A (R 2 H) und Atranon B (R 2 OMe),
rot eingekreist: Enol-Lacton-System; nach JARVIS (2003).

Es wurde eine immunmodulierende Wirkung von Atranonen beschrieben. Nach
einer intratrachealen Applikation von Atranon A und C, mit Konzentrationen von
2 — 20 pg pro Tier, konnte eine konzentrationsabhingige Zunahme von
Entziindungsmediatoren in der broncho-alveoldren Lavagefliissigkeit (BALF)
beobachtet werden (RAND et al., 2006). Zudem wurden drei neu entdeckte
Atranone beschrieben, die von S. chartarum isoliert werden konnten. Fiir diese
Atranone konnte in vitro ein inhibitorischer Effekt auf Candida albicans,

Enterococcus faecalis und Methicillin-resistente Stachylococcus aureus (MRSA)
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aufgezeigt werden (YANG et al., 2019). AuBerdem wurde kiirzlich ein
zytotoxischer Effekt von Atranonen auf humane Osteosarkomzellen (MG-63)

beschrieben (QIN et al., 2020).

1.4.3. Trichothecene

Zur Familie der Trichothecene werden aktuell iiber 200 Toxine gezdhlt. Sie alle
haben als chemische Grundstruktur ein tetrazyklisches 12,13-Epoxytrichothec-9-en
Ringsystem (EPT) (GROVE et al., 2007).

10

16
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=i
£

Abbildung 3: Grundstruktur eines tetrazyklischen 12, 13-Epoxytrichothec-9-en
Ringsystems (EPT) mit Nummerierung der Kohlenstoffatome.

Trichothecene wurden in die vier Typen A — D unterteilt; sie alle unterscheiden sich
in Position und Anzahl der Hydroxygruppen und der Form der Veresterung
(UENO, 1983). Typ A und Typ B zdhlen zu den einfachen Trichothecenen.
Trichothecene vom Typ C sind ebenso einfache Trichothecene und zeichnen sich
durch eine oder mehrere zusétzliche Epoxygruppen aus. Typ D-Trichothecene
zdhlen zu den makrozyklischen Trichothecenen (COLE et al., 2003;
MCCORMICK et al., 2011). Die makrozyklische Form bildet sich durch ein
Ringsystem zwischen den Kohlenstoffatomen C-4 und C-15. Bei ihnen befindet
sich eine Epoxygruppe zwischen den Kohlenstoffatomen C-12 und C-13 (COLE et
al., 2003). Die Grundstruktur eines Typ D-Trichothecens ist der Abbildung 4 zu

entnehmen.
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O

Abbildung 4: Grundstruktur eines Typ D-Trichothecens; rot hervorgehoben:
Ringsystem zwischen dem C-4 und C-15-Kohlenstoffatom, griin eingekreist:

Epoxygruppe.

Sowohl S. chartarum als auch S. chlorohalonata sind in der Lage Typ A-
Trichothecene, wie Trichodermol und Trichodermin, zu bilden (NIELSEN et al.,
1998b; ANDERSEN et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003). Die Bildung von
makrozyklischen Trichothecenen ist zu diesem Zeitpunkt innerhalb der Gattung
Stachybotrys nur von Chemotyp S bekannt. Zu diesen Substanzen zéhlen Satratoxin
F, G und H, Roridin E und L-2, sowie Verrucarin J und deren Isoformen (JARVIS
et al., 1988; ANDERSEN et al., 2002; JARVIS, 2003).

Makrozyklische Trichothecene sind generell potenter als einfache Trichothecene
(PESTKA und FORSELL, 1988; ISLAM et al., 2009). Die makrozyklischen
Trichothecene Satratoxin G, Roridin A und Verrucarin A zeigten im Zellkulturtest
gegeniiber SK-Zellen eine etwa zwanzig Mal hohere inhibitorische Konzentration
(ICs0: 0,001-0,007 pg/ml) als das Typ A Trichothecen T2-Toxin (ICso: 0,018 pg/ml)
(HANELT et al., 1994; GAREIS, 2006).

Makrozyklische Trichothecene werden neben Stachybotrys spp. auch von anderen
Schimmelpilzgattungen, wie Myrothecium spp., gebildet. Zudem hat auch die
Pflanzengattung Baccharis vermutlich die Fahigkeit diese Toxine zu synthetisieren
(JARVIS et al., 1988). Typ D-Trichothecene zeigen die hochste Zytotoxizitét, da
sie die Fahigkeit zur irreversiblen Hemmung der eukaryotischen Proteinsynthese
haben, indem sie irreversibel an die ribosomale 60S Untereinheit binden (UENO,
1977, HERNANDEZ und CANNON, 1982; UENO, 1985; FEINBERG und
MACLAUGHLIN, 1989; ROCHA et al., 2005).
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Makrozyklische Trichothecene haben neben einem immunsuppressiven Effekt
auch Odeme und Hautschidigung zur Folge, da sie Schiden an Membranen und
KapillargefdBen verursachen konnen (UENO, 1984). Sie wirken zudem
proinflammatorisch, indem sie die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen
und Zytokinen fordern (LEINO et al., 2003; ISLAM et al., 2006; PIECKOVA et
al., 2009; LICHTENSTEIN et al., 2010). Bei Zellkulturtests mit Makrophagen
wurde eine Hochregulierung von MIP-2 (,,macrophage inflammatory protein-2*)
sowie C3aR (,,complement 3A receptor*) durch Satratoxin G festgestellt, was sich
mit der vorher genannten proinflammatorischen Wirkung von makrozyklischen

Trichothecenen deckt (CHUNG et al., 2003a).

2. Genetik von Pilzen

Bedeutende Fortschritte im Verstandnis der Genetik von Organismen wurden in
den 1940er Jahren durch die genetischen Untersuchungen biochemischer Prozesse
an dem Schimmelpilz Neurospora von G. W. Beadle und E. L. Tatum erreicht
(BEADLE und TATUM, 1941; SEGUNDO-VAL und SANZ-LOZANO, 2016).
Durch ihre Untersuchungen konnte die Erkenntnis erlangt werden, dass ein Gen fiir
Biosynthese bestimmter Stoffwechselkomponenten verantwortlich ist — dies fiihrte

zur ,,Ein-Gen-ein Enzym-Hypothese* (GRAW, 2015).

Im Laufe der Zeit wurde diese aber zur ,,Ein-Gen-ein-Protein-Hypothese* erweitert.
Vereinfacht betrachtet blieb diese Hypothese auch weitestgehend bestehen. In den
1940er und 1950er Jahren fiihrten weitere Untersuchungen zum besseren
Verstindnis der RNA. Dazu zdhlten die Studien von GOLDSTEIN und PLAUT
(1955). Sie beschrieben, dass die RNA im Zellkern synthetisiert wird und
schlieBlich ins Zytoplasma libergeht.

2.1. RNA-Klassen

Die rRNA (ribosomale RNA) kommt mit etwa 85 % am héufigsten vor und stellt
ein wichtiges Element der Ribosomen dar (PALADE, 1955). Die deutlich
instabilere mRNA (englisch: messenger-RNA oder Boten-RNA) macht nur rund 4
% der gesamten RNA aus und ist wesentlich an der Proteinbiosynthese beteiligt
(BRENNER et al., 1961). Die heute als tRNA (Transfer-RNA) bekannte Form der
RNA macht 5 — 10 % der gesamten RNA aus. HOAGLAND et al. (1958) konnten
zeigen, dass Aminosduren an die tRNA gekoppelt werden konnen, was sie zu einem

Adaptermolekiil in der Proteinsynthese macht. Es gibt fiir jede der 20 Aminosduren
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eine gesonderte tRNA als Anticodon, wodurch die in der DNA kodierten
Aminosduren aneinandergefiigt werden konnen (GRAW, 2015). Neben der eben
genannten RNA-Formen ist heute bekannt, dass es eine Reihe weiterer RNA-
Klassen (unter anderem: snRNA, snoRNA, asRNA, siRNA) gibt. Diese sind
wesentlich kiirzer und gehoren zu den nicht-kodierenden Ribonukleinsduren. Sie
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genaktivititen (DUPUIS-
SANDOVAL et al., 2015; ROMANO et al., 2017).

2.2. Transkription bei Eukaryoten
Pilze gehoren neben Pflanzen und Tieren zum Reich der Eukaryoten, weshalb in
diesem Abschnitt auf die Transkription von Protein-kodierenden Genen bei

Eukaryoten eingegangen wird.

Als Transkriptom versteht man die Gesamtheit aller kodierender und nicht-
kodierender RNA-Molekiile (GRAW, 2015). Eukaryoten besitzen vier (I-IV) RNA
Polymerasen, die am Transkriptionsvorgang beteiligt sind. Die Polymerasen
unterscheiden sich sowohl in ihren biochemischen Parametern als auch in ihren
funktionellen Charakteristika. Die RNA-Polymerase II transkribiert die mRNA
Protein-kodierender Gene. Sie benétigt bei Eukaryoten spezielle Proteinmolekiile
fiir die Polymerasebindung, diese werden als Transkriptionsfaktoren bezeichnet
(BENTLEY, 1999; GRAW, 2015). Eine essentielle Rolle bei der Regulation der
Expression Protein-kodierender Gene spielt der Promotor, ein Sequenzbereich etwa
200 bp upstream des Transkriptionsstarts. An diesen Promotor binden sowohl die
RNA-Polymerase II als auch die Transkriptionsfaktoren (GRAW, 2015). Seit den
1970er Jahren weill man, dass Eukaryoten in ihrer DNA neben kodierenden (Exons)
auch nicht-kodierende (Introns) Bereiche aufweisen. Die Introns werden beim
SpleiBvorgang aus den primiren Transkripten herausgeschnitten (SCHERRER et
al., 1979). Nach dem Spleilen verfiigen die Transkripte iiber ein durchgehendes
offenes Leseraster (englisch: open reading frame, ORF), das die Proteinsynthese
ermOglicht (BENTLEY, 1999; PROUDFOOT, 2000). Das sogenannte alternative
Spleilen ermdglicht zudem eine Vielzahl von Kombinationen, wie DNA-
Sequenzen in Proteininformationen iibersetzt werden konnen (KEREN et al., 2010;

GRAW, 2015).

Es werden vier Gruppen von Introns unterschieden, die mittels verschiedener

Mechanismen gespleiit werden. Die Introns der Gruppe I werden unter anderem in
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Mitochondrien von Pilzen gefunden. Diese Introns spleifien sich selbst, was auch
autokatalytisches SpleiBlen genannt wird (HAUGEN et al., 2005). Die Introns der
Gruppe II kdnnen im Genom von Bakterien und Organellen gefunden werden; sie
zeichnen sich durch eine Lassostruktur aus (LAMBOWITZ und ZIMMERLY,
2011). Bei den meisten eukaryotischen Introns handelt es sich um die dritte Gruppe
mit der SpleiBosom-abhingigen Reaktion (GRAW, 2015). Das Spleilosom ist ein
komplexes Ribonukleoprotein, es kann spezifische Erkennungssignale an den
Enden der Introns erkennen. Verschiedene snRNAs (englisch: small nuclear RNAs)
sind am Aufbau des SpleiBosoms beteiligt und somit essentiell fiir den Vorgang der
Genexpression (WILL und LUHRMANN, 2011). Die vierte Gruppe der Introns
stammt von tRNA. Diese werden im Zellkern von FEukaryoten und in

Archaebakterien gefunden (HEINEMANN et al., 2010).

3. Mykotoxincluster bei Stachybotrys spp.

Gene konnen im Genom entweder isoliert oder in Genclustern (£ Gruppen)
vorkommen (TRAIL et al., 1995). Mykotoxincluster bezeichnet Cluster, deren
enthaltene Gene fiir Proteine kodieren, die zur Bildung von Mykotoxinen bendtigt
werden. Gencluster beinhalten sogenannte ,,backbone® Biosynthesegene fiir die
Produktion von diesen Mykotoxinen (KELLER, 2015). Gene, die in dem gleichen
Syntheseweg zur Produktion von Sekunddrmetaboliten bei Schimmelpilzen
eingebunden sind, sind meist in Genclustern fokussiert und benachbart zu finden.
Sie sind somit nur selten getrennt im Genom aufzufinden (SIDHU, 2002; KELLER
et al., 2005; ALEXANDER et al., 2009). Diese Genloki werden entweder als
»secondary metabolite biosynthesis® (SMB) Cluster (SEMEIKS et al., 2014) oder
als Biosynthetische Gencluster (BGCs) (ROKAS et al., 2020) bezeichnet. Sie
befinden sich zumeist an den Enden von Chromosomen oder auf akzessorischen
Chromosomen (HOOGENDOORN et al., 2018; ROKAS et al., 2020). Es wurden
drei Mechanismen beschrieben, wie es zur evolutiondren Entstehung
unterschiedlicher Gencluster kommen kann. Dazu zdhlen die de novo
Assemblierung, die sogenannte funktionale Divergenz und der horizontale

Gentransfer (ROKAS et al., 2020).

In S. chartarum sind drei Gencluster beschrieben, die an der Biosynthese von
Satratoxinen beteiligt sind. Diese sind jedoch im Genom verteilt und nicht direkt

aufeinanderfolgend. Dies dhnelt den Genclustern, die die Synthese des T-2 Toxins
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in Fusarium sportrichioides ermoglichen (PROCTOR et al., 2009; ROKAS et al.,
2018). SEMEIKS et al. (2014) beschrieb all die Gencluster von S. chartarum, die
fiir Proteine kodieren, die je nach Chemotyp entweder fiir die Synthese von
Atranone oder Satratoxine benotigt werden. Dazu zéhlen zum einen der Core
Trichothecencluster (CTC), die drei Satratoxincluster (SC1 — 3 mit sat1 bis sar21)
und zum anderen der Core Atranoncluster (CAC oder auch AC1 genannt) und AC2,
welche an der Atranonproduktion beteiligt sein sollen. SC1 ist 30 kbp grof3 und
beinhaltet die Gene sat1 bis sar10. Satratoxincluster 2, der eine Grofle von 20 kbp
hat, ist ausschlieBlich bei Satratoxin bildenden Isolaten zu finden und umfasst die
Gene satl1 bis sat16 (ULRICH et al., 2020). Die Regulierung des SC2 erfolgt
vermutlich durch das Zinkfingerprotein Satl5 (SEMEIKS et al., 2014).

Zinkfingerproteine sind eine Klasse von Proteinen, die die Fahigkeit besitzen an
Nukleinsduren zu binden (PABO und SAUER, 1984). Zinkfingerproteine besitzen
die sogenannte Zinkfingerdomine, an die ein Zinkion gebunden ist (HANAS et al.,
1983). Durch dieses eingebaute Zinkatom entsteht eine schleifenformige Struktur —
der Zinkfinger. Dieser kann spezifisch mit der DNA oder RNA interagieren und
zdhlt somit zu den Transkriptionsfaktoren (KLUG, 2010).

SC1 und SC2 sind die grofiten Satratoxincluster und konnen als klassische SMB
Cluster gesehen werden, die auf PKSs (Polyketidsynthasen) basieren (SEMEIKS et
al., 2014).

Polyketidsynthasen (PKSs) sind eine Familie von groen Multidoménenenzymen
oder Enzymkomplexen, welche die Polyketide produzieren (COX, 2007). Die PKS
Gene, die an der Bildung eines bestimmten Polyketids beteiligt sind, sind in der
Regel in Genclustern organisiert (KELLER, 2015). SEMEIKS et al. (2014)
beschrieben das Vorkommen von 35 — 38 PKSs bei den von ihnen untersuchten S.
chartarum Isolaten. Das sind mehr als bei jedem anderen bisher bekannten
Schimmelpilz und doppelt so viele als bei Fusarium (SEMEIKS et al., 2014). Dies
weist darauf hin, dass eine Vielzahl von Sekundédrmetaboliten von Stachybotrys
noch nicht beschrieben sind. Zudem scheinen PKSs eine Rolle in der Biosynthese
von Trichothecenen und Atranonen von Stachybotrys zu spielen (SEMEIKS et al.,
2014).

Der kleinere SC3 schlie3t die Gene satl7 bis sat21 ein und befindet sich direkt
neben dem CTC. Sat20 ist dem Cys6-Zinkfingerprotein dhnlich, wodurch es
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womoglich bei der Regulierung des SC3 beteiligt ist (SEMEIKS et al., 2014).
Ahnliche Sequenzen wurden bereits in diversen anderen Transkription
regulierenden Proteinen von Schimmelpilzen gefunden (WOLOSHUK et al.,
1994).

In Abbildung 5 sind SC1 bis SC3 sowie der Core Trichothecencluster (CTC) von
IBT 40293 (Genotyp S) mit den angrenzenden Genen dargestellt, wie sie in der
Arbeit von SEMEIKS et al. (2014) beschrieben wurden.

SC1

0 kbp 10 kbp 20 kbp 30 kbp 40 kbp 50 kbp

satl sat3  sath sat/ sat9
7 ST T sat8 N iy i

SC2

0 kbp 10 kbp 20 kbp

sgtﬂ satl3 = saﬂ 5
 saf12 " san4  satlé
CTC SC3
0 kbp 40 kbp 50 kbp 60 kbp 70 kbp 90 kbp

satl7 sat19 sat21
PP —PC— —— P > S~  —p —
sat18  sat20

Abbildung 5: Satratoxincluster 1 —3 (SC1 -SC3) und der Core Trichothecencluster
(CTC) mit angrenzenden Genen von S. chartarum IBT 40293 (Genotyp S) aus
ULRICH et al. (2022). Pfeile zeigen Gene mit ihrer Ausrichtung, die jeweiligen
Cluster sind blau eingerahmt dargestellt, aus ULRICH et al. (2022).

Der etwa 35 kbp grofe Atranoncluster 1 und die angrenzenden Gene sind
schematisch in Abbildung 6 dargestellt. Der Atranoncluster 1 (AC1) beinhaltet die
Gene atrl bis atrl4.

AC1
S. chartarum 0 kbp 20 kbp 30 kbp 40 kbp 60 kbp 70 kbp
atrl atr3 _ atr5 atr7 _atr9 atril atr13
IBTA0288  »APm > > X T ad a6 and CattidatniZati> T

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Atranonclusters 1 (AC1), Pfeile
zeigen Gene mit ihrer Ausrichtung, der AC1 ist blau eingerahmt dargestellt, aus
ULRICH et al. (2022).
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Ein weiterer Gencluster wurde von SEMEIKS et al. (2014) beschrieben und als
Atranoncluster 2 (AC2) bezeichnet (siche Abbildung 7). Dessen Funktion ist bis
dato jedoch unklar, da drei der sechs darin enthaltenen Gene auch in Genotyp S zu

finden sind und somit nicht Genotyp A spezifisch sind (SEMEIKS et al., 2014).

S. chartarum AC2
0 kbp 15 kbp 25 kbp 32 kbp

BT7711-S [ +— — —» = > EI _’-‘_ _’IE:I

IBT 40293 - S — — —— — —> —_— > — — —> E_‘

40288 - A —— — ——p — —F | — —P —P — P — — — —

& [ N| [
s1-m — & * B " g "_l‘ — =

Abbildung 7: Schematische Darstellung des AC2 und der Region downstream
davon von IBT 7711, IBT 40293, IBT 40288 und 51-11 aus ULRICH et al. (2022).
Gene sind als Pfeile dargestellt. Blau eingerahmt zeigt den AC2, welcher fiir die
folgenden hypothetischen Proteine kodiert: S40288 09035, S40288 11459,
S40288 09036, S40288 09037, S40288 09038 und S40288 11460 (von links
nach rechts). Gene in eckigen Klammern sind nicht im Scaffold, der auch AC2
beinhaltet, sondern in anderen Scaffolds. Die gleiche Farbe eines Kastens weist auf
einen Zusammenhang der Scaffolds in den jeweiligen Stimmen hin, aus ULRICH
et al. (2022).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde kein Isolat von S. chartarum isoliert, welchem
sowohl der ACI als auch alle Satratoxincluster fehlen oder der alle diese Cluster
gleichzeitig aufweist (KOCK et al., 2021). Es wurde beschrieben, dass Chemotyp
S von S. chartarum in der Lage ist makrozyklische Trichothecene zu produzieren,
wihrend Chemotyp A die weniger toxischen Atranone bildet (JARVIS et al., 1998;
HINKLEY et al., 1999; ANDERSEN et al., 2003; HINKLEY et al., 2003) (siche
dazu Tabelle 4). Obwohl der genaue Syntheseweg von makrozyklischen
Trichothecenen und Atranonen nicht endgiiltig geklért ist, weil man, dass am
Beginn beider Synthesewege Farnesylpyrophosphat steht (UENO, 1983;

HINKLEY et al., 1999).
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Tabelle 4: Ubersicht der Chemotypen und Genotypen von S. chartarum

Chemotyp S! Chemotyp A!

Produziert Satratoxine, ‘ _ .
‘ Produziert Atranone, aber keine Satratoxine
aber keine Atranone

Genotyp S? Genotyp H? Genotyp A?

Besitzt alle Besitzt nur einen Teil Besitzt keinen SC, aber
Satratoxincluster (SC) der Satratoxincluster, den AC1 mit allen

und alle Satratoxingene | aber alle Atranongene Atranongenen (atrl -
(satl bis sar21) (atrl -atrl4) atrl4)

"nach ANDERSEN et al. (2003)
2nach ULRICH et al. (2020)

In der NCBI (National Center for Biotechnology Information) Datenbank sind
aktuell vier Genome von S. chartarum hinterlegt: zwei Genome von Genotyp S
(IBT 40293 und IBT 7711) und ein Genotyp A (IBT 40288), sowie 51-11, dessen
Genotyp aber bisher nicht untersucht wurde. Die drei erstgenannten Stimme haben
SEMEIKS et al. (2014) zur Erforschung der Chemotyp-spezifischen
Mykotoxincluster herangezogen. Bisher gibt es noch keine Gesamtgenomdaten von
einem Genotyp H-Stamm. Bislang weisen PCR-Ergebnisse darauf hin, dass
Genotyp H den AC1 aufweist, jedoch nur unvollstindige Satratoxincluster
(ULRICH et al., 2020). Neben den vier Genomen von S. chartarum ist ein S.
chlorohalonata, ein S. elegangs sowie ein S. microspora als Genomprojekt auf
NCBI zu finden. Uber S. elegans wurde berichtet, dass diese Spezies weder
Trichothecene noch Atranone bilden kann (ANDERSEN et al., 2002). S.
chlorohalonata besitzt die Fahigkeit zur Produktion von Atranonen und einfachen
Trichothecenen, jedoch kann dieser Stamm keine makrozyklischen Trichothecene
synthetisieren (ANDERSEN et al., 2003). Von S. microspora ist bekannt, dass er
Atranone produziert (ANDERSEN et al., 2002). Uber die Bildungsfihigkeit von
Trichothecenen sind die Informationen aber teils widerspriichlich (EL-KADY und

MOUBASHER, 1982; ANDERSEN et al., 2002).
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4. Bedeutung als Krankheitserreger

4.1. Bedeutung in der Tiermedizin

Es wurde beschrieben, dass wihrend der Invasion der Mongolen in Russland im 13.
Jahrhundert eine Vielzahl von Pferden verstarb, welche zuvor von mit Schimmel
kontaminiertem Stroh fraen. Dies ist die fritheste Beschreibung von Todesfillen
im Tierreich, die vermutlich mit Stachybotrys spp. in Verbindung steht
(FORGACS, 1972; DANKO, 1975).

Im Jahr 1930 kam es zu plotzlichen Todesfillen von Pferden in der Sowjetunion.
Die Tiere erkrankten damals nach deren Aufnahme von verschimmeltem Stroh, dies
wurde als ,,NZ* (neizvestnoe zabolevanie - unbekannte Erkrankung) oder ,,MZ*
(massovoe zabolevanie - Massenerkrankung) bezeichnet. Es wird davon
ausgegangen, dass die Erkrankung der Pferde, die frither in Ungarn als
Pyoseptikimie bezeichnet wurde, als Primirursache die Erkrankung der
Stachybotryotoxikose hatte. Es kam sowohl zu Nekrosen und Geschwiiren als auch
zu plotzlichen Todesfillen der Tiere (DANKO, 1975). Sarkisov und seiner
Arbeitsgruppe gelang es 1938 einen Zusammenhang zwischen Stachybotrys und
der beschriebenen Erkrankung herzustellen indem er S. alternans im Stroh eines
betroffenen Pferdebestandes nachweisen konnte (FORGACS, 1972). Das
Krankheitsbild der sogenannten Stachybotryotoxikose wurde erstmalig in einem
Wehrblatt der sowjetischen Armee erwdhnt. Um die Gesundheit der Militirpferde
zu gewihrleisten, wurde darin unter anderem eine Haltungs- und
Erndhrungsempfehlung beschrieben. Im Jahr 1942 wurde in der Zeitschrift fiir
Veterindrkunden (54. Jahrgang, Nr. 8) eine erste deutsche Fassung der russischen
Zeitschrift veroffentlicht, wodurch sich das Wissen tiber die Stachybotryotoxikose

auch im deutschsprachigen Raum verbreitete (KLUWE, 2006).

Bisher sind in der Literatur neben Pferden, auch Félle von Stachybotryotoxikose
bei Rindern (FORGACS, 1972), Schafen (SCHNEIDER et al., 1979; HARRACH
et al., 1983) und Schweinen (DANKO, 1975) beschrieben. Der klinische Verlauf
zeigt Ahnlichkeiten mit dem der Pferde (siehe Tabelle 5), wobei Rinder weniger
anfidllig erscheinen (FORGACS et al., 1958). Zudem weill man von Fillen dieser
Erkrankung bei Hithnern (ASKALONOV, 1949; FORGACS, 1972). Die
Stachybotryotoxikose konnte auflerdem bei einem Nilpferd und einem Bison in

einem Zoo diagnostiziert werden (FORGACS, 1972).
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Die Krankheitsform, der Krankheitsverlauf und die Krankheitsdauer (sieche Tabelle
5) der Stachybotryotoxikose richten sich nach der aufgenommenen Menge des
Toxins und der Dauer der Exposition (FORGACS, 1972). Die atypische
Verlaufsform kommt nur selten vor (REED et al., 2017).

Tabelle 5: Krankheitsverlauf der Stachybotryotoxikose des Pferdes nach
FORGACS (1972)

Beginn der | Krankheits

Verlaufsfi Stadi
erlaufsform adium Symptamik' | -dauer

Symptomatik

Oberflachliche bis tiefe
Risse im Maulbereich

1 2-20d 8-30d Odeme im Kopfbereich
Anschwellen lokaler
Lymphknoten

Koagulopathie
2 k.A. 5-20d Thrombozytopenie
Lymphopenie

Typisch
yp1 Thrombozytopenie 1

Lymphopenie?
Hyperthermie bis 41,5 °C
Frische Nekrosen im
Maulbereich

Apathie

Schwacher Puls

Tod

Nervose Storungen

3 k.A. 1-6d

verminderte Reflexe
Hyperésthesie
Schluckbeschwerden
Tod durch Aussetzen der

Atypisch k.A. k.A. k.A.

Atmung
Hyperthermie bis 41 °C
Zyanose

Schockform KA. KA. 10—12h Hamo-rrheiglen an
Schleimhéuten

Schwacher Puls

Immer todlich

! nach Exposition des Toxins k.A.: keine Angaben

Im Tierversuch konnte Korneev im Jahr 1948 Symptome der Stachybotryotoxikose
bei Maiusen, Meerschweinchen, Hasen und Hunden gezielt hervorrufen
(FORGACS, 1972). Zudem konnte in einem Experiment die Stachybotryotoxikose
durch die Verabreichung von mit S. alternans kontaminiertem Futter bei

Hiithnerkiiken ausgeldst werden (PALYUSIK, 1970).

Untersuchungen ergaben eine Verschiebung der Immunantwort vom Typ 1 zum
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Typ 2, nachdem Maéusen mehrfach hohe Dosen von S. chartarum Sporen

intratracheal verabreicht wurden (ROSENBLUM LICHTENSTEIN et al., 2016).

Bei einem Tierversuch mit Méusen konnte liberdies gezeigt werden, dass eine
intranasale Einbringung von Sporen Krankheitssymptome hervorruft (LEINO et al.,
2003). Es wurde eine Monozytose, Neutrophilie und Lymphozytose durch
Untersuchungen der Lunge festgestellt. Zudem waren die proinflammatorischen
Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF- a, sowie die Expression der Chemokine MIP-1a,
MIP-1b und MCP-1 erhoht (LEINO et al., 2003).

4.2. Bedeutung in der Humanmedizin

Trichothecene, welche von Stachybotrys produziert werden, wurden mehrfach mit
Toxikosen im Menschen in Verbindung gebracht, wenn diese in Kontakt mit von
Stachybotrys befallenem Getreide kamen oder dieses aufnahmen (UENO, 1977).
Bei einem humanmedizinischen Experiment konnten bei Personen unter anderem
Irritationen der Schleimhdute und andere dermatologische Beschwerden sowie
Atemwegsprobleme hervorgerufen werden, wenn sie direkten Hautkontakt mit

hoch kontaminiertem Stroh hatten (DROBOTKO, 1945).

Der Schimmelbefall durch S. chartarum in Gebduden mit vorangegangenem
Wasserschaden und erhdhter Luftfeuchtigkeit stellt ein weiteres Gesundheitsrisiko
dar (ANDERSEN et al., 2011). So wurden zwischen Januar 1993 und Dezember
1994 bei zehn Sduglingen in Cleveland, Ohio, USA pulmonale Hdmorrhagien und
Hamosiderosen beschrieben (ETZEL et al., 1998). In den Jahren 1993 bis 1998
wurde bereits von zehn verstorbenen und insgesamt 37 erkrankten Kleinkindern in
derselben Gegend berichtet, bei denen eine pulmonale Himosiderose diagnostiziert
werden konnte. Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Erkranken der Kinder
und dem S. chartarum Befall nach Wasserschaden in den Hausern hergestellt
(ETZEL et al., 1996; DEARBORN et al., 1999). Ein weiterer Fall einer
lebensbedrohlichen pulmonalen Hamorrhagie wurde im Jahr 2000 bei einem
Neugeborenen in Florida (USA) beschrieben. Das Kind war Berichten zufolge
starkem Schimmelbefall (unter anderem Stachybotrys) im Wohnbereich und

Tabakrauch ausgesetzt (NOVOTNY und DIXIT, 2000; TRIPI et al., 2000).

In dieser Zeit wurde mehrfach das Vorkommen von Stachybotrys mit dem
Auftreten von neurologischen und respiratorischen Auftélligkeiten beim Menschen

in Verbindung gebracht (KOSKINEN et al., 1995; JOHANNING et al., 1996;
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DEARBORN et al., 1999; SCHEEL et al., 2001; DEARBORN et al., 2002).

Bei Personen in Finnland, die in von Stachybotrys befallenen Hiusern wohnten,

konnten Augenirritationen, Atemnot und Lethargie festgestellt werden

(MUSSALO-RAUHAMAA et al., 2010).

Als sogenanntes ,,Sick-Building“-Syndrom (SBS) wird ein Symptomenkomplex
bezeichnet, welcher unter anderem mit dem Aufenthalt in von Schimmel befallenen
Riumen in Verbindung steht (ENGVALL et al., 2001; SCHEEL et al., 2001;
ADITAMA und ANDARINI, 2002). Das ,,Sick-Building“-Syndrom zeichnet sich
durch  Symptome  wie  Schleimhautirritationen,  Gelenkbeschwerden,
Ermiidungserscheinungen, Hautleiden sowie neurologische, respiratorische und
gastrointestinale Symptome aus (REDLICH et al., 1997; JOHANNING et al., 1999;
SABIR et al., 1999; ADITAMA und ANDARINI, 2002; LORENZ et al., 2013).

Man geht davon aus, dass dem SBS ein multifaktorielles Geschehen zu Grunde liegt
(ADITAMA und ANDARINI, 2002). Physischer und psychischer Stress, schlechte
Luftqualitit und die Exposition gegeniiber Mykotoxinen, Bioaerosolen, Rauch und
bakteriellen Endotoxinen filhren zum Ausbruch des Krankheitsgeschehens
(ENGVALL et al., 2001; TROUT et al., 2001; KUHN und GHANNOUM, 2003;
MARMOT et al., 2006; ARIKAN et al., 2018).

In Gebédude mit vorangegangenem Wasserschaden kommt S. chartarum héufig
zusammen mit einer Vielzahl anderer Schimmelpilze vor (MILLER et al., 2003).
Die allergischen und nicht allergischen Symptome, die von S. chartarum ausgelost
werden sollen, kdnnen auch von anderen Schimmelpilzen hervorgerufen werden.
Daher postulieren MILLER et al. (2003), dass es in feuchten Gebduden nicht
moglich ist die Beteiligung eines spezifischen Schimmelpilzes (wie S. chartarum)

an bestimmten Erkrankungen zu beurteilen.

In manchen Fillen konnte riickblickend zudem kein Zusammenhang zwischen den
Ausbriichen von pulmonalen Hamosiderosen und der Prisenz von makrozyklischen
Trichothecenen in den betroffenen Héusern hergestellt werden (JARVIS et al.,
1998). Daher wird davon ausgegangen, dass neben den makrozyklischen
Trichothecenen auch andere Sekunddrmetabolite von Stachybotrys, wie das
Stachylysin (ein von Stachybotrys gebildetes Hamolysin), an den Symptomen
beteiligt waren (VESPER et al., 2000; VESPER et al.,, 2001; VESPER und
VESPER, 2002). Es wurden Stachybotrys-Isolate untersucht, die aus den Gebduden
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aus Cleveland stammten, in denen Félle von pulmonalen Hédmosiderosen bei
Kleinkindern diagnostiziert wurden. Dabei wurde festgestellt, dass sieben der acht

Isolate Stachylysin produzierten (VESPER und VESPER, 2002).

S. chartarum konnte jedoch nicht nur als Pathogen in der Humanmedizin relevant
sein, sondern durch diesen Pilz gebildete Molekiile konnten in Zukunft auch als
Therapeutikum eine Rolle spielen. So konnten Untersuchungen mit Zellkulturtests
zeigen, dass natlirliche Sekundarmetaboliten, die aus S. chartarum isoliert werden
konnen, die humane Proteinkinase CK2 inhibieren (HAIDAR et al., 2021). Die
Proteinkinase CK2 ist in verschiedenen Krebszellen liberexprimiert und der gezielte
Einsatz solcher Inhibitoren konnte Mdglichkeiten fiir neue Krebstherapien erdffnen

(HAIDAR et al., 2021).
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5. Methoden zur Untersuchung von Stachybotrys spp.

5.1. Genotypisierung

Zur Genotypisierung von Stachybotrys spp. wird die Polymerasekettenreaktion
(PCR) und eine anschlieBende Teilgensequenzierung herangezogen. Es gibt eine
Reihe von Gensequenzen, die zur Identifizierung von Stachybotrys spp.
herangezogen werden konnen. Dazu zéhlen unter anderem die Genabschnitte ITS-
1/4, ITS-1/2, 18S rRNA, ITS-1 sowie die Gene tri5, tub2, chsl und satl — sar21
(WHITE et al., 1990; ZHOU et al., 2000; CRUZ-PEREZ et al., 2001; CRUSE et
al., 2002; BLACK et al., 2008; SEMEIKS et al., 2014; ULRICH et al., 2020).

Fiir die initiale Zuordnung zum Reich der Mycota dienen die sogenannten ITS-
Regionen (internal transcribed spacer). Hierbei handelt es sich um nicht kodierende
Genabschnitte, die alle Schimmelpilze besitzen (HAUGLAND und HECKMAN,
1998; SCHOCH et al., 2012; HIBBETT und TAYLOR, 2013). Abbildung 8 zeigt
eine schematische Darstellung der ITS-Region von Schimmelpilzen mit Primern

zur Untersuchung von S. chartarum.

NS70

NS71 IT51 IT70
| L L
18S rDNA ITS1 5,85 rDNA ITS2 285 rDNA
- | L I ]
— NS81 StacR3 IT80 StacR4 1T41 IT60
ca. 100 bp

Abbildung 8: ITS-Region von Schimmelpilzen mit Primern fiir S. chartarum nach
HAUGLAND und HECKMAN (1998).

S. chartarum und S. chlorohalonata unterscheiden sich in dieser ITS-Region
lediglich an Position 58 in einem Basenpaar (HAUGLAND und HECKMAN,
1998). Nach ANDERSEN et al. (2003) ist es nicht moglich die beiden Chemotypen

A und S von S. chartarum anhand der ITS1- und ITS4-Sequenzen zu differenzieren.

Das Gen chsl ist kodierend fiir die Chitin-Synthase (JOLLES, 1999). Diese
Gensequenz ermdglicht die Differenzierung von S. chlorohalonata und S.
chartarum, da sich diese Sequenzen hier in neun Basenpaaren unterscheiden

(ANDERSEN et al., 2003).

Eine Moglichkeit zur Differenzierung der Chemotypen A und S bietet das Gen #i5
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(CRUSE et al., 2002). Das tri5 kodiert fiir die Trichodiensynthase, welche fiir die
Umwandlung von Trichodien aus Farnesylpyrophosphat essentiell ist
(MCCORMICK et al., 2011). Die eben genannten Chemotypen unterscheiden sich
in einem Basenpaar, wahrend S. chartarum und S. chlorohalonata sogar 28
Basensubstitutionen in diesem Abschnitt aufweisen (CRUSE et al.,, 2002;
ANDERSEN et al., 2003).

Ein weiteres Gen, das laut ANDERSEN et al. (2003) zur Unterscheidung von S.
chlorohalonata und S. chartarum herangezogen werden kann, ist tub2. Das Gen
tub2 kodiert fiir B-Tubulin: dieses Protein ist Bestandteil des Zytoskeletts
eukaryotischer Zellen (LOFFLER, 2007).

Einige Isolate, die laut ANDERSEN et al. (2003) zu Chemotyp S von S. chartarum
gezahlt werden, sind jedoch nicht in der Lage makrozyklische Trichothecene zu
produzieren (ULRICH, 2016). Aus diesem Grund war eine weitere Unterteilung der
Isolate notig. ULRICH et al. (2020) gelang es eine Triplex-PCR zu entwickeln,
durch die sich drei Genotypen (A, S und H) unterscheiden lassen. Die Isolate, die
keine makrozyklischen Trichothecene bilden kénnen, aber nach ANDERSEN et al.
(2003) aufgrund der #i5-Sequenz urspriinglich zum Chemotyp S gezihlt wurden,
konnen laut ULRICH et al. (2020) nun dem Genotyp H zugeordnet werden.

Die Fahigkeit zur Produktion von makrozyklischen Trichothecenen ist bislang nur
von Genotyp S bekannt. Dieser besitzt alle sat-Gene, aber keine Atranongene.
Genotyp A besitzt alle atr-, jedoch keine sat-Gene. Genotyp H ist ein Hybridtyp,
der zwar alle Atranongene, aber nur einen unvollstindigen Satratoxincluster
aufweist (ULRICH et al., 2020).

Tabelle 6: Nachweisbarkeit der Satratoxin- und Atranongene von H-Stimmen von
S. chartarum mittels PCR, nach ULRICH et al. (2020)

Gencluster | Gene Nachweisbarkeit
SC1 satl bis sat10 +

SC2 satl1 bis sat16 -

SC3 satl7 bis sar21 +/-

ACI atrl bis atrl4 +

+ nachweisbar durch PCR
— nicht nachweisbar durch PCR
+/- nur manche der Gene waren durch PCR nachweisbar
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5.2. Next Generation Sequencing

In dieser Arbeit wurden Next Generation Sequencing (NGS),
Transkriptomanalysen und Deep Resequencing Analysen an drei unterschiedlichen
Genotypen von S. chartarum durchgefiihrt, um so neue Erkenntnisse in Bezug auf
Genetik und Expression der verschiedenen Genotypen zu erlangen.

Das NGS, auch Sequenzierung der zweiten Generation genannt, ist eine effektive
Methode zur Sequenzierung von DNA. Bei dieser Methode werden DNA-
Fragmente klonal fragmentiert und schlieBlich mit Hilfe von Mikrofluiden
sequenziert (MCGINN und GUT, 2013).

Im Vergleich dazu steht die Didesoxymethode nach Sanger, welche eine
enzymatische Methode der Sequenzierung darstellt. Dabei wird die DNA zunéchst
denaturiert, mit Hilfe eines Primers wird der Template-Strang komplementiert. Der
Einbau eines markierten Desoxynukleotid fiihrt schlieflich zum Kettenabbruch.
Aus diesem Grund wird diese Methode auch Kettenabbruch-Synthese genannt

(SANGER et al., 1977a).

Fred Sanger und sein Team begannen in den 1960er Jahre mit der Entwicklung
einer  Sequenzierungsmethode, die heute als  Sanger-Sequenzierung
(Didesoxymethode nach Sanger) bekannt ist. Bei dieser Methode kann die
Basenabfolge einer DNA-Sequenz bestimmt werden, indem DNA-Molekiile in
kiirzere Sequenzen gespalten, anschlielend analysiert und wieder zusammengesetzt
werden. Ausgehend von einem Oligodesoxynukleotid-Primer katalysiert dabei eine
DNA-Polymerase die Synthese des komplementéren DNA-Stranges (SANGER et
al., 1977b). Durch den Einsatz der Ionophorese gelang zudem eine Auftrennung der
DNA-Fragmente nach ihrer Grofle (SANGER und COULSON, 1978). Nachteilig
ist, dass bei dieser Methode eine Teilsequenz der DNA bekannt sein muss, damit

der Primer daran binden kann (SANGER, 2001).

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA gelang durch die Entwicklung einer
neuen Sequenzierungsmethode von GRONENBORN und MESSING (1978). Bei
dieser Methode wandelt der hier verwendete M13 Phage doppelstriangige in

einzelstringige DNA um.

Im Laufe der Zeit begann die Sequenzierung der mitochondrialen DNA des
Menschen, wodurch erste Ergebnisse im ,,Human Genome Projekt* erlangt werden

konnten (ANDERSON et al., 1981; SANGER, 2001). Im Rahmen des ,,Human
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Genome Projekts wurden die bisherigen Methoden und Techniken zur
Sequenzierung weiterentwickelt, woraus sich das Next Generation Sequencing
entwickelte. Das Next Generation Sequencing hat im Vergleich zur Sanger-
Sequenzierung Vorteile in Bezug auf Zeit, Kosten und Arbeitsaufwand (MCGINN
und GUT, 2013).

5.2.1. Transkriptomanalyse

Das Transkriptom bezeichnet die Gesamtheit der RNA-Molekiile in einer Zelle zu
einem bestimmten Zeitpunkt (WANG et al., 2009). Die Transkriptomanalyse in
dieser Arbeit wurde mittels Illumina Sequenzierung durchgefiihrt, weshalb im
Folgenenden nur auf diese Art der RNA-Sequenzierung (kurz RNA-Seq) nédher
eingegangen wird. In dieser Arbeit wurde nicht das gesamte Transkriptom

analysiert, sondern lediglich die mRNA (messenger-RNA).

Die RNA-Sequenzierung ist eine effiziente Technologie mit hoher Sensitivitét, die
der Quantifizierung der Genexpression dient (ANONYMUS, 2014; ZHANG et al.,
2018). Die Illumina ,,short read sequencing by synthesis* (SBS) Technologie ist
durch ihre Schnelligkeit, Kosteneffizienz und Genauigkeit gut fiir die RNA-
Sequenzierung geeignet (ROSENKRANZ et al., 2008; CRAWFORD et al., 2010).

Zunichst erfolgt die Vorbereitung der Sequenzierungsbibliothek. Fiir die
Sequenzierung von mRNA wird die gesamte RNA-Probe vorab einem Poly(A)
Enrichment unterzogen. Dieser Schritt ist notwendig, da die RNA-Proben neben
mRNA auch grofle Anteile nicht relevanter RNAs aufweisen, die storend auf die
Sequenzierungstiefe wirken (RIO et al., 2010). Eine schematische Darstellung der
Durchfithrung des Poly(A) Enrichments fiir die Sequenzierungsbibliothek ist in
Abbildung 9 dargestellt. Wihrend der Ligation binden die Adapter an beiden Enden
des Stranges. Als ,Library” oder Sequenzierungsbibliothek werden die DNA
Einzelstringe mit den gebundenen Adaptern bezeichnet (ILLUMINA INC.,
2022b).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung einer [llumina Sequenzierungsbibliothek,
die einem Poly(A) Enrichment unterzogen wurde; nach MICROSYNTH (2022).

Bei der Vorbereitung der cDNA Bibliothek werden Adapter an die Enden der
fragmentierten cDNA ligiert. Das Ziel der Sequenzierungsbibliothek ist die
Vorbereitung der Sequenzen, sodass sie an der FlieBzelle binden kénnen. Die
FlieBzelle ist eine Sequenzierungsplatte, auf der kurze DNA-Sequenzen
aufgebracht sind, welche komplementdr zu den Sequenzierungsadaptern sind. Der
Aufbau der FlieBzelle hingt von dem zur Sequenzierung verwendeten Illuminagerét

ab (ILLUMINA INC., 2022b).

Die erstellte Sequenzierungsbibliothek ist ,stranded”, was bedeutet, dass die
Stranginformationen der sequenzierten Molekiile beibehalten werden. Daraus
resultiert eine zuverldssigere Quantifizierung der Genexpression im Vergleich zur

,hon-stranded* RNA-Seq (ZHAO et al., 2015).

Alle Sequenzierungsgerdte von I[llumina beruhen auf der SBS-Technologie. Je nach
Sequenzierungsgerdt wird die 4-Channel, 2-Channel oder 1-Channel SBS
Chemistry verwendet. Die 4-Channel SBS Chemistry beruht auf der Detektion der
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vier Basen, wobei jede der Basen eine eigene Fluoreszenzfarbung besitzt (Thymin
2 griin, Adenin £ rot, Guanin £ blau, Cytosin £ gelb). Diese 4-Channel SBS
Methode ist in Abbildung 10 schematisch dargestellt.

Die 2-Channel SBS Chemistry verwendet nur zwei Fluoreszenzfarben fiir alle vier
Basen. Thymin (T) erscheint in der Farbe griin oder blau (je nach Gerit), Cytosin
(C) erscheint rot, Adenin (A) leuchtet mit beiden Farben und Guanin (G) erscheint
dunkel, da es auf keine Farbe anspricht. Da nur zwei Farben detektiert werden, ist
die Sequenzierungsdauer geringer. Die Anzahl der Bilder richtet sich fiir beide
Methoden nach der Lénge der Sequenz (hier 75 Bilder fiir 75 Basen) (ILLUMINA
INC., 2022b).

|
|

‘_____________—————— g

|
Abbildung 10: SBS Sequenzierung (ILLUMINA INC., 2022a).

Die SBS-Methode basiert auf einer Paired-End Sequenzierung. Hierbei wird die
DNA zunichst von der einen Seite (Read 1) und schlieSlich von der anderen Seite
(Read 2) sequenziert. Zwischen diesen beiden Sequenzierungen werden ,,Dual
Index Reads — Reverse Complement™ vorgenommen. Durch Indices kdnnen die
Proben nach dem Sequenzieren identifiziert werden (ILLUMINA INC., 2022b).
Eine schematische Darstellung dieses Sequenzierungsablaufes kann Abbildung 11

entnommen werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Paired-End Sequenzierung mit Dual

Index Reads — Reverse Complement; nach ILLUMINA INC. (2022b) und
MICROSYNTH (2022).

Nach  Auswertung der  NGS-Datensidtze  wurde das  sogenannte

Hauptkomponentenverfahren durchgefiihrt. Das Hauptkomponentenverfahren, auf

Englisch PCA (Principal Component Analysis), ist ein Verfahren der multivariaten
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Statistik. Es strukturiert umfangreiche Datensidtze durch Benutzung der
Eigenvektoren der Kovarianzmatrix. Dadurch kdnnen Datensidtze vereinfacht und
veranschaulicht dargestellt werden. Eine Vielzahl statistischer Variablen wird
durch eine geringere Zahl moglichst aussagekriftiger Linearkombinationen, die
sogenannten ~ Hauptkomponenten,  gendhert (JOLLIFFE, 2011). Das
Hauptkomponentenverfahren kann zur Darstellung von Gruppierungen einzelner
Proben einer RNA-Sequenzierung verwendet werden. Die Anzahl der Dimensionen
héngt von der Anzahl der Konditionen, der Anzahl der Replikate, sowie der Anzahl

der Transkripte ab (JOLLIFFE, 2011).

5.2.2. Deep Resequencing Analyse

Die Daten der Deep Resequencing Analyse wurden ebenfalls mittels [llumina Next
Generation Sequencing ermittelt. Die in Kapitel I1.5.2.1 beschriebene
Durchfiihrung deckt sich in vielen Teilen, weshalb in diesem Abschnitt nicht mehr

auf die Methode des NGS eingegangen wird.

Mit der Hilfe von Referenzgenomen lédsst sich ein schnelleres und effektives
Resequenzieren erreichen. Dabei werden vergleichsweise kurze Reads mit einem
Referenzgenom verglichen, um innerhalb von Spezies genetische Variationen zu
identifizieren (BENTLEY et al., 2008). Die theoretische oder erwartete Coverage
ist die durchschnittliche Anzahl an Sequenzierungen eines Nukleotids. Man geht
von einer bestimmten Anzahl an Reads mit bestimmter Linge aus und nimmt eine
zufillige Verteilung in einem idealisierten Genom an (LANDER et al., 2001; SIMS
etal., 2014). Die tatsdchliche empirische per-base Coverage stellt die exakte Anzahl
dar, mit der sich eine Base im Referenzgenom mit einem Read einer untersuchten
Sequenz deckt. Die Redundanz der Coverage wird auch als Tiefe (englisch depth)
oder Tiefe der Coverage bezeichnet (SIMS et al., 2014). In der Next Generation
Sequenzierung ist die Coverage oft die durchschnittliche und unbearbeitete oder
einem Alignment unterzogene Tiefe von Reads. Dies deutet auf die erwartete
Coverage auf Basis der Anzahl und Lange von hoch qualitativen Reads - vor und
nach dem Alignment - an ein Referenzgenom hin. Die Begriffe Tiefe und Coverage
konnen zum einen als Synonym verwendet werde, zum anderen kann Coverage
auch als Umfang der Abdeckung eines Zielgenoms bezeichnet werden. Dies ist ein
Prozentanteil von Zielbasen, die mit einer gewissen Anzahl an Wiederholungen
sequenziert werden (SIMS et al., 2014). Sequenzierungen erhéhen nicht nur das

Verstindnis von Genomsequenzen, sondern auch von Genomorganisierung,



II. Literaturiibersicht 54

Genexpression, genetischen Variationen wund diversen Aspekten der

Transkriptomregulation (SIMS et al., 2014).

5.3. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein Verfahren, bei dem Molekiile in gasformige
Ionen umgewandelt werden, mittels Massen-/Ladeverhiltnissen (m/z) aufgetrennt
und gemessen werden. Ein dabei generiertes Massenspektrum zeigt auf der x-Achse
das Massen-/Ladeverhéltnissen (m/z) und auf der y-Achse die detektierten Ionen
pro Zeiteinheit (hier: cps £ counts per second) (MCLAFFERTY und TURECEK,
1995).

Je nach gemessener Substanz reicht der Massenbereich von weniger als 100 Dalton
(Da) bis zu mehr als 100 kDa. Massenspektrometrische Verfahren dienen zum
einen der Identifikation einzelner Molekiile und zum anderen der Quantifizierung
dieser Molekiile. AuBBerdem dienen sie der Generierung von Massenspektren, mit
deren Hilfe beispielsweise die Identifikation von Mikroorganismen gelingt

(LOTTSPEICH et al., 2012).

53.1. LC-MS/MS

Die LC-MS/MS ist ein Analyseverfahren, bei dem die Fliissigkeitschromatographie
(LC) und die Tandemmassenspektrometrie (MS/MS) kombiniert werden. Diese
Methode dient dazu die Konzentration von niedermolekularen Analyten, wie z.B.

von Mykotoxinen oder Arzneimitteln, in einer Probe nachzuweisen (LOTTSPEICH

et al., 2012; EUROPAISCHE KOMMISSION, 2021).

Diese Methode kann unter anderem zur Untersuchung von Lebens- und
Futtermitteln verwendet werden (XAVIER und SCUSSEL, 2008; GOTTSCHALK,
2009; SULYOK etal., 2010). Die LC-MS/MS wurde in verschiedenen Studien zum
Nachweis von  makrozyklischen  Trichothecenen in  Umwelt- und
Futtermittelproben herangezogen (GOTTSCHALK et al., 2006; BLOOM et al.,
2007; LANIER et al., 2012; ALEKSIC et al., 2017; JAGELS et al., 2020; ULRICH
et al.,, 2021). Zudem wurden so Stachybotrys spp., welche auf verschiedenen
Medien angesetzt wurden, auf ihre Sekundarmetabolie {iberpriift (JAGELS et al.,
2019; ULRICH und SCHAFER, 2020).

Um die gewliinschten Analyten aus einer Matrix zu extrahieren, gibt es

unterschiedliche Herangehensweisen. In den meisten Féllen arbeitet man mit
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organischen und anorganischen Lésungsmitteln, je nach chemischer Eigenschaft
des Analyten. Am Ende der Extraktion besteht das Probenextrakt somit aus den
Analyten und verschiedenen Losungsmitteln, weshalb weitere Reinigungsschritte

folgen (GOTTSCHALK, 2009; LOTTSPEICH et al., 2012).

Die gewlinschten Analyten werden mit Hilfe einer
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-Maschine aufgetrennt. In der
Ionenquelle des Massenspektrometers erfolgt unter hoher Spannung (Elektrospray-
Ionisation, ESI) und Temperatur die Uberfiihrung in die Gasphase und die
darauffolgende Ionisierung. Es folgt die Auftrennung der Molekiilionen anhand

ihres Masse-/Ladungs-Verhéltnisses (MCLAFFERTY und TURECEK, 1995).

Ein Tandemmassenspektrometer ist aus drei Quadrupolen wund vier
parallellaufenden Stabelektroden aufgebaut. Der erste Quadrupol dient der
Selektion der ionisierten Zielmolekiile, auf Englisch ,,precursor ions* genannt. Die
Selektion erfolgt anhand des Masse-/Ladungs-Verhiltnisses. Im zweiten Quadrupol
wird das selektierte Mutterion in Tochterionen, den ,,product ions®, fragmentiert
(LOTTSPEICH et al., 2012). Im dritten Quadrupol werden zwei spezifische
Fragmente mit spezifischen Massen selektiert, die schlieBlich einen elektronisch
messbaren Ausschlag (Peak) zu einer bestimmten Retentionszeit bewirken.
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002). Aufgrund der spezifischen
Retentionszeit eines Fragmentions und der Peakfliche im dazugehdrigen
Chromatogramm ist die hochspezifische Identifizierung einer Substanz gegeben

(MCLAFFERTY und TURECEK, 1995; LOTTSPEICH et al., 2012).

5.4. Zellkultur und Zytotoxizititstest mit S. chartarum

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde erstmals von Versuchen berichtet, bei denen
Gewebe oder Organe in vitro kultiviert wurden — der Beginn der Untersuchungen
mit Hilfe von Zellkulturen (CARREL, 1912). Je nachdem von welchem Gewebe
oder Organ die Zellen abstammen, wichst die Zellkultur adhdrent oder in
Suspension (FRESHNEY, 2015). Adhérente Zelllinien bilden entweder einlagige,
zusammenhdngende Zellschichten (Monolayer) oder einen dreidimensionalen
Multilayer. Diese Zelllinien wachsen auf einem Substrat, von welchem sie fiir die
Subkultur wieder abgeldst werden miissen (LINDL und GSTRAUNTHALER,
2008; FRESHNEY, 2015).

Die Zellkultur ermdglicht den Einsatz in verschiedenen Bereichen der Forschung.
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Dazu zdhlt die Erforschung der Funktion der Zellen und spezifischer Zell-zu-Zell-
Interaktionen (CHO et al., 2008). Die Zellkultur dient zudem dem Wachstum
verschiedener Viren zur Produktion von Impfstoffen (ZHU, 2012). Uberdies
konnen mittels Zellkultur neue Erkenntnisse iiber die Wirkung verschiedener
Chemikalien oder Toxine auf unterschiedliche Zelllinien gewonnen werden und die
Technik kann somit als unspezifischer Zytotoxizitdtstest eingesetzt werden (SUNG
et al., 2014). Ein groBer Vorteil der Zellkultur ist auBerdem, dass so die Haufigkeit
von Tierversuchen im Rahmen von Toxizitdtstests reduziert werden kann

(ANDERSEN et al., 2010).

Eine schnelle und einfache Methode um die Viabilitdt von Zellen zu iiberpriifen ist
die Farbung mit Trypanblau (STROBER, 2015). Der dunkelblaue Farbstoff wird
von perforierten und toten Zellen aufgenommen. Lebende Zellen nehmen den
Farbstoff in der Regel nicht auf. Es kann jedoch vorkommen, dass
Zellmembranschiden wieder repariert werden, wodurch die Zelle wieder vital wird
(STROBER, 2015). Falls eine Zelle mit intakter Zellmembran den Farbstoff nicht
aufnimmt, kann dadurch jedoch nicht automatisch auf die Funktionstiichtigkeit der

Organellen im Zellinneren geschlossen werden (STROBER, 2015).

Eine weitere Methode, die in der Arbeit mit Zellkulturen verwendet wird, ist die
Féarbung der Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid (PI). Die Farbung mit
Annexin V und PI erméglicht die Unterscheidung der Art des Zelltodes einer Zelle
(Apoptose oder Nekrose) (VERMES et al., 1995). Annexin V bindet an das
Phospholipid Phosphatidylserin (PS), welches sich normalerweise nur in der
inneren Schicht der Zellmembran, in Richtung des Cytoplasmas zeigend, befindet.
In friihen Phasen der Apoptose, dem programmierten Zelltod, wendet sich das PS
jedoch auf die duBBere Seite der Zellmembran (MARTIN et al., 1995) und wird
dadurch fiir das auflen zugesetzte Annexin V zugénglich. Die zweite Substanz, PI,
hat die Fahigkeit an DNA zu binden, kann jedoch nur in die Zelle eindringen, wenn
die Zellmembran zerstort wurde und somit durchléssig ist. Die Anféarbung der
Zellen mit PI kann somit fiir Nekrose und spitere Phasen der Apoptose sprechen

(VINDELOV und CHRISTENSEN, 1990; RISS et al., 2004).

In der Literatur sind eine Reihe von Studien beschrieben, die mit S. chartarum und
dessen Sekundidrmetaboliten durchgefiihrt wurden, wodurch unterschiedliche
gesundheitsschddliche Auswirkungen von S. chartarum festgestellt werden

konnten. ISLAM et al. (2009) fiihrten in vitro Untersuchungen an neuronalen
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Zelllinien durch und konnten die Zytotoxizitit von Satratoxin G nachweisen. Die
von S. chartarum gebildeten makrozyklischen Trichothecene interagieren mit
eukaryotischen Ribosomen, indem sie die Initiation oder Elongation von
Polypeptidketten unterbinden (HERNANDEZ und CANNON, 1982; BAMBURG,
1983; UENO, 1983). Zudem wird eine intrazelluldre Stressantwort induziert und
kann zur Erh6hung von Entziindungsmediatoren oder sogar bis zur Apoptose der

Zellen fithren (CHUNG et al., 2003b; PESTKA et al., 2008).

Ein Test der zur Beurteilung der metabolischen Aktivitit von Zellen verwendet
werden kann, ist der MTT- (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid)-Zellkulturtest. Hierbei wird der gelbe Farbstoff Tetrazoliumsalz in ein
blau-violettes Formazan reduziert (ALTMAN, 1976). Der Grad der Reduktion und
somit des Farbumschlages héngt von der Viabilitit der untersuchten Zellen ab, je
vitaler die Zellen sind, desto stirker ist der Farbumschlag (MOSMANN, 1983;
GERLIER und THOMASSET, 1986). Mit Hilfe des MTT-Tests konnte die
Zytotoxizitit von verschiedenen Umweltproben, die mit S. chartarum kontaminiert
waren, bewiesen werden. Nach Inkubation mit einem Extrakt wird der Grad der
Zellschadigung durch die Stirke des Farbumschlages und durch Errechnen des
ICso-Wertes ermittelt. Je zelltoxischer ein Extrakt ist, desto geringer fallt der ICso-
Wert aus (GAREIS, 1994; HANELT et al., 1994; GAREIS, 2006). Der ICso-Wert
zeigt die Toxinkonzentration an, bei der die Bildung von Formazan gegeniiber dem
Kontrollansatz um 50 % reduziert ist (CHENG und PRUSOFF, 1973). Die 1Cso-
Werte der untersuchten makrozyklischen Trichothecene liegen zwischen 0,005
pg/ml und 0,007 pg/ml, wohingegen Deoxynivalenol einen ICso-Wert von 17,0
png/ml und T-2 Toxin von 0,02 pg/ml aufwies (UENO, 1983; YOSHIZAWA et al.,
1986; GAREIS, 2006).
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I11.

1.1.

1.1.1.

MATERIAL UND METHODEN

Allgemein

Verwendete Materialien und Gerite

Anzucht

Aqua dest.

Bunsenbrenner Gasprofi [WLD-Tec (Gottingen) Art.Nr. 6.007.000]
Glycerin [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 37831]

Horizontalschiittler, Typ 3005 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10561614E]
Impflanzette [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 631-7121 N]

Impfose [VWR (Darmstadt), Art.Nr. SCUT3686232]

Impf6senhalter Aluminium mit PVC 150 mm [VWR (Darmstadt), Art.Nr.
612-2683]

Kaniile, Sterican® Gr. 1, gelb [B. Braun (Melsungen), Art.Nr. 4657519]
Lichtmikroskop Leica DMIL LED [Leitz (Stuttgart), Art.Nr. MIC5252]
Microbank™ Rohrchen [Pro-Lab Diagnostics (Round Rock), Art.Nr.
11929054]

Mikroskop Axiostar plus [Carl Zeiss (Jena) Art.Nr. 10716153]
Objekttrager 76 x 26 mm, geputzt/Mattrand [Menzel (Braunschweig),
Art.Nr. 021102]

Petrischalen Greiner @ 94 mm [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 391-3662]
Pipettenspitzen EP Dualfilter T.I.P.S. 200 pl [Eppendorf (Hamburg),
Art.Nr. 613-3685]

Skalpell [B. Braun (Melsungen), Art.Nr. 5518083 ]

Pepton [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 107228]

Isolierung chromosomaler DNA fiir PCR

Ethanol [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 9065.1]

Isopropanol [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 9718.2]

Lysing Matrix A, 2 ml tube [MP Biomedicals (Eschwege), Art.Nr.
6910600]

Masterpure™ Yeast DNA Purification Kit [Lucigen, Biosearch
Technologies (Wisconsin), Art.Nr. MPY80200]

MP Biomedicals™ FastPrep-24™ 5G [MP Biomedicals (Eschwege),
Art.Nr. 12079310]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 0,5-10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.024]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
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1.1.3.

1.14.

4910000.083]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.059]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3681]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3685]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf (Hamburg),
Art.Nr. 613-3687]

PureLink™ RNase A [ThermoFisher Scientific™ (Waltham), Art.Nr.
1383185]

Reaktionsgefiafle 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]
Skalpell [B. Braun (Melsungen), Art.Nr. 5518083]

Thermomixer comfort [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 2985]
Vortex-Genie® 2 Shaker [Scientific Industries, Inc. (New York) Art-Nr. SI-
0236]

Zentrifuge [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. EP5427000015]

Konzentrationsmessung von DNA und RNA

Aqua dest.

NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spektrophotometer (ThermoFisher
Scientific™Waltham), Art.Nr. IC 14441)

Pipette ,,Eppendorf Reference” 0,5-10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.024]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3681]

Polymerasekettenreaktion und Agarose-Gelelektrophorese

1 x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer [Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr.
1.06174.1000]

1kb DNA-Marker [New England Biolabs (Ipswich), Art.Nr. N3232S]

100 bp DNA-Marker [New England Biolabs (Ipswich), Art.Nr. N3231S]
Agarose Standard, Roti®garose [Bio-Rad (Miinchen), Art.Nr. 1613101]
Formamid [Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. 47671]
Gelelektrophoresekammer, horizontal [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 401515]
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain [Biotium (Fremont), Art.Nr. 41003}
Loading dye 6x [ThermoFisher Scientific™ (Waltham), Art.Nr. R0611)
Mastercycler® pro [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 11874001]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 0,5-10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.024]
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1.1.5.

1.1.6.

Pipette ,,Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.059]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3681]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3685]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 613-
3687]

Reaktionsgefiafle 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]

Taq CORE Kit 10 [MP Biomedicals (Eschwege), Art.Nr. 11417040]

Tm Calculator [New England Biolabs]

UV-Transilluminator UVP GelStudio [Analytik Jena (Jena), Art.Nr. 849-
97-0852-02]

Isolierung chromosomaler DNA fiir Deep Resequencing Analyse

50 ml Falkon [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr. 10535253]

Aqua dest.

Cetyltrimethylammoniumbromid (Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 9161]
Chloroform [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 1888]

Glasperlen sterili 4 mm @ [Bio-Spec Products (Karlsruhe), Art.Nr.
11079105]

Isopropanol [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 9718.2]

Thermomixer comfort [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 2985]
Tris(hydroxymethyl)aminomethane [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr.
A411.3]

Vortex-Genie® 2 Shaker (Scientific Industries, Inc., New York) SKU: SI-
0236

Isolierung von mRNA

Dithiothreitol [ThermoFisher Scientific™(Waltham), Art.Nr. 10578170]
Ethanol [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 9065.1]

FastPrep-24™ 5G [MP Biomedicals™ (Eschwege) Art.Nr. 15260488]
InnuPREP Plant RNA Kit [Analytik Jena (Jena), Art.Nr. 845-KS-2060050]
Kit DNase Behandlung Kit [Analytik Jena (Jena), Art.Nr. 845-KS-
5200050]

Lysing Matrix A, 2 ml tube, SKU: 116910050-CF, MP Biomedicals
Pipette ,,Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.024]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.083]
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1.1.7.

1.1.8.

Pipette ,,Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.059]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3681]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3685]

PureLink™ RNase A [ThermoFisher Scientific™ (Waltham), Art.Nr.
1383185]

Skalpell [B. Braun (Melsungen), Art.Nr. 5518083]

Zellbiologische Methoden

Epifluoreszenzmikroskop Leica DM 5000B [Leica Biosystems Nussloch
GmbH (Nussloch), Art.Nr. 298931]

Kamera Leica DFC 3000G [Leica Biosystems Nussloch GmbH (Nussloch),
Art.Nr. 106094917]

Lichtmikroskop Leica DMIL LED [Leitz (Stuttgart), Art.Nr. MIC5252]
Minimum Essential Medium (MEM 1X) [ThermoFisher Scientific™
(Waltham), Art.Nr. 15188319]

Zellkulturflasche, TC-Flasche T75, Standard (Sarstedt™ (Niimbrecht),
Art.Nr. 83.3910.002]

Zytotoxizititstest mittels Zellkultur

15 ml Falcon [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr. 50-809-220]

50 ml Falcon [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr. 10535253]

CryoPure Gefdl3 [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr. 20010132]

DMSO [Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. D8779]

Fetal Bovine Serum [ThermoFisher Scientific™ (Waltham), Art.Nr.
11533387]

MEM Non-essential Amino Acid Solution (100X) (Sigma-Aldrich,
(Taufkirchen), Art.Nr. 32160406]

Minimum Essential Medium (MEM 1X) [ThermoFisher Scientific™
(Waltham), Art.Nr. 15188319]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.083]

Pipette ,,Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
4910000.059]

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr.
613-3685]

TC-Platte 96 Well, Standard F [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr. 83.3924]
Trypanblau [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. CN76]
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1.1.9.

1.1.10.

1.1.11.

Trypsin-EDTA-L6sung [Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr.
MFCDO00130286]

Zellkulturflasche, TC-Flasche T75, Standard [Sarstedt™ (Niimbrecht),
Art.Nr. 83.3910.002]

Toxinextraktion

Acetonitril [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 8825.2]

Methanol ROTIPURAN® >99 9 % [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr. 4627.1]
Original-Langkorn-Reis [Ben's Original™ (Vis¢), Art.Nr. 7390947
Papierfilter Whatman™, 595 2, Durchmesser 185 mm [GE Healthcare
(Buckinghamshire) Art.Nr. 10311647]

SPE Séaulen Strata™-X 33um Polymeric Reversed-Phase 500 mg/6 ml
[Phenomenex (Aschaffenburg), Art.Nr. 8B-S100-TBJ]

Stomacher® 80 microBiomaster [Seward Limited (Worthing), Art.Nr.
11701477]

Stomacher® 80, BA6040 closure bags (Seward Limited (Worthing), Art.Nr.
BA6040/CLR)

Visiprep™ SPE Vakuumverteiler [Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr.
57044]

Wasser, HiPerSolv CHROMANORM® fiir die HPLC [VWR International
GmbH (Darmstadt), Art.Nr. 601-006-00-1]

Farbung mit Annexin V-FITC Kit

Annexin V-FITC Kit [Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach), Art.Nr.
5130930482]

Propidiumiodid  [ThermoFisher  Scientific™  (Waltham),  Art.Nr.
541.465.8300]

TC-Platte 24 Well, Standard, F Gefdll [Sarstedt™ (Niimbrecht), Art.Nr.
4038917338523]

Zellkulturtest mit Toxinstandards

Satratoxin G [Cayman Chemicals (Michigan), Art.Nr. Cay9003415-5]
Satratoxin H [Cayman Chemicals (Michigan), Art.Nr. Cay30199-5]
Roridin L2 [Cayman Chemicals (Michigan), Art.Nr. Cay27374-5]
Zellkulturflasche, TC-Flasche T75, Standard [Sarstedt™ (Niimbrecht),
Art.Nr. 83.3910.002]

Minimum Essential Medium (MEM 1X) [ThermoFisher Scientific™
(Waltham), Art.Nr. 15188319]
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1.1.12. LC-MS/MS

e QTRAP 5500 Tandemmassenspektrometer [AB Sciex (Framingham),
Art.Nr. 25088069091]

e Stickstoffverdampfer Evaporator, puriVap-6™ [Interchim® (Montlugon),
Art.Nr. AWZ5RO0]

e Millex® 0.20um PTFE Membranfilter [Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
Art.Nr. 32031690]

e Kinetex CI18 100x2.1mm, 2.6um [Phenomenex (Torrance), Art.Nr. 00A-

4461-AN]

1.2. Stachybotrys Isolate

Es wurden vier Isolate von S. chartarum fir eine Transkriptom-, LC-MS/MS und
Deep Resequencing Analyse ausgewdhlt. Jeweils eines dieser Isolate war ein
Genotyp S, ein Genotyp A und bei zwei Isolaten handelte es sich um Genotyp H
(siche Tabelle 7). Alle Isolate wurden bis zu ihrer Anzucht in gepuffertem
Peptonwasser (+ 10 % Glycerin) bei -80 °C gelagert (NIESSEN und VOGEL,
2010). Die oben genannten Isolate wurden mittels einer Triplex-PCR nach

ULRICH et al. (2020) in ihrer Identitét bestatigt (siche IV.2).

Tabelle 7: Verwendete Stachybotrys Isolate (n = 4) fiir Transkriptom-, LC-MS/MS
und Deep Resequencing Analyse und ihre Herkunft

Stachybotrys Bezugsquelle /
Land Herkunft Genotyp*
(S). spp. Referenznummer
S. chartarum | USA Baumaterial | IBT**/40293 S
S. chartarum | n.b. n.b. IBT**/42685 H
S. chartarum | Niederlande | Innenraum CBS***/324 .65 H
S. chartarum | Ddnemark Baumaterial | IBT**/40288 A

* Triplex-PCR nach ULRICH et al. (2020)
** BioCentrum der Technischen Universitit Danemark (DTU, Lyngby)
*** Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Niederlande

n.b. nicht bekannt
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Die Isolate, die fiir weitere Genomuntersuchungen herangezogen wurden, sind in

Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Isolate (n = 8) von S. chartarum fir PCRs und ihre Herkunft

Land Herkunft Bezugsquelle Genotyp*
Referenznummer
USA Baumaterial IBT? /40293 S
Ungarn Hafer ATCC" /34916 S
Finnland Gips DSM°¢/ 12880 S
UK Baumwollstoff DSMF€ /2144 S
n.b. n.b. IBT? / 42685 H
Déanemark Baumaterial IBT?/ 40288 A
n.b. n.b. CBSY/129.13 A
Deutschland Innenraum MS¢/ 1 A

2BioCentrum der Technischen Universitit Danemark (DTU, Lyngby)

> American Type Culture Collection, USA

¢ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Deutschland

4 Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Niederlande

¢ Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Bakteriologie und Mykologie der Tierdrztlichen Fakultt,
LMU Miinchen

n.b. nicht bekannt

* bestimmt durch Triplex-PCR nach ULRICH et al. (2020)

1.3. Oligonukleotide
In Tabelle 9 sind die verwendeten Oligonukleotide, ihre Basenpaarlédnge und deren

Schmelztemperatur fiir eine Triplex-PCR aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide fiir Triplex-PCR nach ULRICH et al.
(2020)

Gen- Bezeichnun Seauenz Erwartete | Tm¢ in
abschnitt g 1 bp¢-Léange | C°
ACTCTGAAATCTTC 58.0-
4 AT19-Stype-f 4
sat'19 | SATI9-Stype-t | soac 346 59.0
ATTAGTCCAAGACA
SATI19-Stype-r CGGAAC
GTTGCTACCCGAAT
b - -
atr’4 ATR4-1chloro-f CATCA 544 59.0
CACTCTTGAAAGCT
ATR4-1chloro-r GAGTCT
AAGTCCATCCTTTG
b - -
atr’6 ATRG6-7Atype-f TGACTC 230 59.0
GAATCTTGCTGAAC
ATR6-7Atype-r TIGCTC
2 Satratoxingen
b Atranongen
¢ Basenpaar

4 Schmelztemperatur

In Tabelle 10 sind die verwendeten Oligonukleotide fiir die PCR im Bereich
downstream von SC1 aufgefiihrt. Diese Primer liegen im ersten Gen downstream
von SC1. Dieses Gen wird in dieser Arbeit SC1-down-1 bezeichnet. Mittels dieser
PCR kann man {iiberpriifen, welche Stdamme das komplette SCI1-down-1 oder

lediglich eine trunkierte Teilsequenz davon besitzen.

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide fiir PCR im Bereich downstream von SC1

Bezeichnung Sequenz
A-genl-F GCG GGC ACC AGG TGG GC
A-genl-R GAG TAC TCC ATC AAG TCC ATC CG
S-genl-F ACA TAT CCT CAT GCC TGC AGA

Im Folgenden sind die beiden Primer und deren Sequenz angegeben, welche fiir die
PCR im Ubergang zwischen den beiden Scaffolds 1 und 1543 von IBT 40293
verwendet wurden (siehe Tabelle 11). Eine schematische Abbildung der Scaffolds

mit eingezeichneten Primern ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Tabelle 11: Verwendete Oligonukleotide fiir PCR im Ubergang zwischen Scaffold
1 und Scaffold 1543 von IBT 40293

Bezeichnung | Sequenz
F-crossing-1 AGT GCT GAT GGC AGG CGG CTA GCT CGA TCA
R-crossing-1 CAA TGT GAC TAT AGA GCC GAC CAG GGT GTT GG

S. chartarum IBT 40293

F-crossing-1 R-crossing-1
—
Scaffold 1 (KL652499) bisher Scaffold 1543 (KL651645)
unbekannte
Sequenz

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Randbereiche der Scaffolds 1 und
1543 von IBT 40293 (S) mit den Positionen der beiden Primer (roter und griiner
Pfeil)

1.4. Zelllinie

Bei der verwendeten Zellart fiir die Zytotoxizitatstests handelt es sich um PK15-
Zellen. Dies sind kanzerdse Schweinenierenzellen (Porzine-Kidney-Zellen) vom
epithelialen Typ. Diese Zellen haben die Féahigkeit zur Adhdrenz und Ausbildung
von Zellrasen. Die Zellen wurden vom Lehrstuhl fiir Virologie der Tierdrztlichen

Fakultdat, LMU Miinchen zur Verfiigung gestellt.

1.5. Erstellung von Graphiken

Die Abbildungen der chemischen Strukturen der Toxine wurden mithilfe von
ChemDraw (Version 20.0.0.38, PerkinElmer Informatics, Inc.) erstellt. Die
Erstellung von Abbildungen und Graphiken erfolgte durch die Anwendung von
Vorlagen auf BioRender.com (https://app.biorender.com/biorender-templates).
Zum anderen erfolgte die Erstellung von Abbildungen durch die Anwendung von

Adobe Photoshop und PowerPoint (Microsoft Office Professional Plus 2019).
2. Mykologische Methoden

2.1. Nihrmedien

Die verwendeten Ndahrmedien und ihre Zusammensetzung lassen sich aus Tabelle
12 entnehmen. Im weiteren Verlauf werden die Ndhrmedien abgekiirzt (PDA, MEA
oder SNA) genannt.
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Tabelle 12: Verwendete Nahrmedien

Néihrmedium Mischverhiltnis/Bezugsquelle
Fertigmischung 39,0 g, Aqua dest. ad 1000 ml
Potato Dextrose
Agar (PDA) [Merck Millipore (Burlington) Art.Nr. 110130]
Malzextraktagar Fertigmischung 48,0 g, Aqua dest. ad 1000 ml
(MEA) [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 105398]
Zusammensetzung in Gramm pro 1 Liter Nahrmedium:
¢ Glucose 0,2 [Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
Art.Nr. G7021]
e Saccharose 0,2 [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr.
9097.1]
e Kaliumdihydrogenphosphat 1,0 [Carl Roth
_ (Karlsruhe), 3904.1]
Synthetischer e Kaliumnitrat 1,0 [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr.
Néhrstoffarmer Agar A136.1]
(SNA) e Magnesiumsulfat, wasserfrei 0,25 [Sigma-
Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. M7899]
e Kaliumchlorid 0,5; [Carl Roth (Karlsruhe),
Art.Nr. 6781.3]
e Agar 14,0 [Carl Roth (Karlsruhe), Art.Nr.
64943]
e (Gesamtmenge 7,2 pH-Wert des fertigen
Mediums bei 25 °C: 5,4 £0,2
2.2, Anzucht

Zum Auftauen und Rekultivieren wurde ein eingefrorenes Myzelteil entnommen
und auf MEA rekultiviert. Die Pilzkulturen wurden im Brutschrank bei 25 °C und
0,89 aw bei Dunkelheit fiir mindestens 14 Tage inkubiert.

Nach 14 Tagen wurde mit einer Impflanzette Pilzmaterial entnommen und mittels
Dreipunktkultur auf eine Petrischale mit PDA aufgetragen. Bei der Dreipunktkultur
wird mit Hilfe einer Schablone an drei Stellen Pilzmaterial aufgetragen, sodass in
gleichméafligem Abstand drei einzelne Pilzkolonien wachsen kénnen (SAMSON,
2010). Die Pilzkulturen wurden fiir 14 Tage im Brutschrank bei 25 °C und 0,89 aw
bei Dunkelheit inkubiert.
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2.2.1. Erstellung von Einsporisolaten
Um sicher zu gehen, dass eine Reinheit der vorliegenden Kulturen besteht, wurden
Einsporisolate von den Stidmmen erstellt, die anschlieBend fiir die

Transkriptomanalyse sowie das Deep Resequencing benétigt wurden.

Auf einen Objekttrager wurden je zwei Tropfen 4 20 pul Aqua dest. aufgetragen. Mit
einer 1 pl Impfése wurden einige Sporen von einem zuvor beimpften PDA (siehe
II1.2.2) abgekratzt und im ersten Tropfen verteilt. Diese Impfése wurde in einem
breiten Abstand auf einer SNA Platte ausgestrichen. Danach wurde die Impfose
zunichst in den ersten Tropfen mit Pilzmaterial gehalten und anschlieBend mit dem
zweiten Tropfen vermischt, wodurch eine Verdiinnung der Sporensuspension
entstand. Wie oben bereits beschrieben, wurde die Impfose aus dem zweiten
Tropfen nun in breitem Abstand auf einer zweiten SNA Platte ausgestrichen (sieche
Abbildung 13). Die SNA Platten wurden fiir 24 Stunden bei 25 °C und 0,89 ay bei
Dunkelheit bebriitet.

Ausstreichen der Impfose
aus 1. Tropfen auf SNA

S N
/
1. Tropfen 2. Tropfen
(verdinnt)

Uberfiihren von |
Pilzsporen von PDA N =
in Wassertropfen

Ausstreichen Jer Impfése
aus 2. Tropfen auf SNA

Abbildung 13: Arbeitsablauf zur Erstellung von Einsporisolaten — Uberfiihren von
Pilzsporen auf SNA.

Nach 24 Stunden waren die Sporen sporuliert, sodass diese unter dem Mikroskop
»gepickt werden konnten. Hierfir wurde die Agarplatte bei vierfacher
Vergroflerung umgedreht unter das Mikroskop gelegt. Es wurde nahe der Furche,
die die Impfose auf der Agarplatte verursacht hatte, nach einzeln gelegenen Sporen
gesucht. Sobald eine passende Spore gefunden wurde, wurde der Lichtkegel des
Mikroskops verkleinert und die Position der Spore mittels eines Folienstiftes
markiert. Eine 200 ul Pipettenspitze wurde mit Hilfe eines Skalpells soweit
abgeschnitten, dass der Durchmesser etwa 2 mm betrug. Die Pipettenspitze wurde

senkrecht gehalten, sodass die Spore markiert und ansatzweise ausgestanzt werden
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konnte. Dabei war es wichtig, dass der Agar moglichst nicht komplett ausgestanzt
wurde und sich am Ende nicht in der Kaniile befand. Zur Kontrolle, ob die Spore
getroffen wurde, wurde die Agarplatte erneut umgedreht und unter dem Mikroskop
bei vierfacher VergroBBerung angeschaut. Wenn sich die Spore genau in der Mitte
des Stanzlochs befand, wurde dieses mit einer sterilen Kaniile herausgenommen
und umgedreht in die Mitte auf einen PDA gelegt (Arbeitsablauf ist in Abbildung
14 dargestellt).

Betrachten der Markieren der Mit umgedrehter Ausgestanze Stelle
umgedrehten Position einer Pipet‘tenspitze den (mit einzelner Spore)
Petrischale unter Spore auf der markierten Punkt mit einer sterilen
Mikroskop - Riickseite der anvisieren Kaniile auf neuem
Suchen einer Petrischale mit PDA uiberfiihren
einzelnen Spore einem Folienstift

Abbildung 14: Arbeitsablauf zur Erstellung von Einsporisolaten — ,,Picken
einzelner Sporen.

Die beimpfte Platte wurde je nach Verwendung, fiir zehn bis 21 Tage bei 25 °C und
0,89 ay bei Dunkelheit im Brutschrank inkubiert.

3. Molekularbiologische Methoden

3.1. Isolierung chromosomaler DNA

Zur DNA-Extraktion und der darauffolgenden PCR wurden die Kulturen der
Einsporisolate verwendet. So konnte die Reinheit einer jeden Pilzkultur
sichergestellt werden. Die Extraktion chromosomaler DNA wurde mit Hilfe des

MasterPure Yeast DNA Purification Kits nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Fiir die Isolierung erfolgte zunéchst die Erstellung eines Einsporisolates (sieche
I11.2.2.1), welches auf PDA fiir zehn Tage bei 25 °C und 0,89 aw bei Dunkelheit
inkubiert wurde. Es erfolgte eine Isolierung der gewiinschten Stimme indem mittels
einer sterilen 1 ml Pipettenspitze ein Teil des Pilzmyzels herausgestanzt wurde. Der

iberschiissige Agar wurde mit einem sterilen Skalpell entfernt. Das Myzel wurde
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in ein DNA-Lysing Matrix Rohrchen tiberfiihrt, welchem zuvor 225 pl Yeast Cell
Lysis Buffer zugegeben wurde. Das Pilzmyzel wurde durch Bearbeitung im MP
Biomedicals™ FastPrep-24™ 5G fiir 40 s bei 6 m/s mechanisch aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde die Probe fiir 30 min bei 65 °C in einem Heizblock inkubiert.
Danach erfolgte fiir 5 min eine Abkiihlung der Proben auf Eis. Nach Zugabe von
112,5 ul MCP Protein Prepitation Reagent und dem Vermischen der Probe mit Hilfe
eines Vortexmischers fiir 10 s, wurde die Probe fiir 10 min bei 10.600 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiB pipettiert,
in welches 375 ul Isopropanol hinzugegeben wurden. Indem das Reaktionsgefal3
verschlossen und mehrmals invertiert wurde, fiel die DNA aus. Nach erneutem
Abzentrifugieren fiir 15 min bei 17.900 g wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen und verworfen. Zum Ansatz wurden 500 pl eiskaltes Ethanol 70 %
(H20 / C2HeO, v/v) hinzugegeben, um die Probe zu waschen. Bei 4 °C und 17.900
g wurde die Probe erneut abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
bei gedffnetem Deckel fiir einige Minuten auf dem Heizblock bei 50 °C getrocknet.
Das Pellet wurde in 50 pul H>O (mit RNase 1:500) geldst. Die Probe wurde entweder
bei -20 °C gelagert oder fiir die Durchfiihrung einer PCR verwendet.

3.2 Konzentrationsmessung von DNA

Nach der Isolierung von DNA-Proben erfolgte die Messung der jeweiligen
Konzentration mit dem NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spektrophotometer. Dieses
Photometer misst zunédchst einen Leerwert, hierfiir wurde Aqua dest. verwendet.
Die extrahierte DNA zeigt ein Absorptionsmaximum bei A260 (260 nm). Zur
Bestimmung der Reinheit wird auch der Wert A280 (280 nm) gemessen, aus diesen
Werten wird im Anschluss der A260/A280 Quotient berechnet (ARNEMANN,
2019).

3.3. Triplex-PCR
Es wurde eine Triplex-PCR nach ULRICH et al. (2020) durchgefiihrt, um die

jeweiligen Genotypen der Stachybotrys Isolate zu bestdtigen.

Die verwendeten Oligonukleotide sind unter Kapitel III.1.1, Tabelle 9 aufgelistet.
In Tabelle 13 ist der Reaktionsansatz fiir die Triplex-PCR aufgefiihrt.
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Tabelle 13: Reaktionsansatz (25 ul) fiir die Triplex-PCR

Stammlésung pl/Ansatz
10X Puffer 2,5
dNTPs 0,5
sat19f 0,5

satl19r 0,5

atrdf 0,5

atrdr 0,5

atr6f 0,5

atror 0,5
Formamid 0,25

Taq Polymerase | 0,3

DNA (50 ng/ul) | 1,0

H>O 17,45 (ad 25,00)

nDTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat
f: forward I: reverse

Die PCR wurde im Mastercycler® pro durchgefiihrt. In Tabelle 14 ist das

durchgefiihrte Temperaturprogramm der Triplex-PCR aufgefiihrt. Die passende

Temperatur fiir die Primer-Hybridisierung wurde mit dem Onlineprogramm 7m

Calculator von New England Biolabs (Version 1.13.1) ermittelt.

Tabelle 14: Temperaturprogramm fiir Triplex-PCR

Schritt Zyklen | Temperatur in °C | Zeit in Minuten
Initiale

Denaturierung | 1 94 4

Denaturierung 35 94 1

Annealing 35 61 1

Elongation 35 74 1

Finale

Elongation 1 72 4

Im Anschluss des Temperaturprogrammes wurde die Probe fiir die Agarose-

Gelelektrophorese verwendet, die im folgenden Kapitel beschrieben wird.
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34. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde eine horizontale Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Die DNA-Molekiile werden hierbei nach ihrer Linge aufgetrennt. Es
wurde eine Agarosekonzentration von 1 % in 1 x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
(Verdiinnung 1:50 (w/v)) fiir das Gel verwendet. Zur Herstellung des Gels wurde
neben der Agarose der fluoreszierende Farbstoff GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(4 pl/100 ml TAE-Puffer) hinzugefiigt, um die DNA-Molekiile im Anschluss
darstellen zu konnen. Es erfolgte eine Mischung von 4 pl der Probe, 4 pul Aqua dest.
zusammen mit 1 pl Loading dye, welche anschlieBend in die Tasche des
Agarosegels pipettiert wurde. Zur Bestimmung der Lange der amplifizierten DNA-
Molekiile wurden zusitzlich 3 pl eines DNA-Markers (100 bp) in eine Tasche des
Agarosegels aufgebracht. Das beladene Agarosegel wurde in eine
Gelelektrophoresekammer, befiillt mit TAE Puffer, gelegt und fiir 90 min bei 90
Volt gefahren. Die aufgetrennte DNA in dem Gel konnte anschliefend in einem

UV-Transilluminator angesehen und fotografiert werden.

3.5. Isolierung chromosomaler DNA fiir die Deep Resequencing Analyse
Es wurde von zwei H-Genotypen (IBT 42685 und CBS 324.65) sowie von einem
S-Genotyp (IBT 40293) DNA extrahiert, um von diesen Stdmmen Deep
Sequencing Ergebnisse zu erhalten. Die Stimme wurden in fliissigem PDA fiir 21

Tage bei 25 °C und 0,89 ay bei Dunkelheit angeziichtet.

Das Myzel wurde in ein 50 ml Gefal3 iiberfiihrt und bei 8.228 g abzentrifugiert, der
Uberstand wurde anschlieBend verworfen. Das abzentrifugierte Myzel wurde
zweimal mit 20 ml sterilem Aqua dest. gewaschen und das Wasser erneut
verworfen. 200 mg des Myzels wurden in einem 2 ml Reaktionsgefa3 auf einem
Heizblock getrocknet. Zwei sterile Glasperlen (4 mm @) wurden hinzugegeben und
mit dem Vortex-Genie® 2 Shaker so lange bearbeitet bis das Myzel pulverisiert war.
Die Glasperlen wurden anschlieBend steril entnommen. Es wurde 1 ml
Cetyltrimethylammoniumbromid hinzugegeben und fiir 30 min bei 65 °C inkubiert,
nach jeweils 10 min wurde das Reaktionsgefd3 geschwenkt. Es folgte eine
flinfmintitige Inkubation auf Eis. 1 ml Chloroform wurde hinzugegeben und fiir 1
min geschwenkt bevor die Probe fiir 10 min bei 1.088 g abzentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde in ein neues GefdB iiberfiihrt und dieselbe Menge an kaltem
Isopropanol (100 %) hinzugegeben und vorsichtig invertiert. Es folgte ein

zehnminiitiger Zentrifugationsschritt bei 1.088 g bei 4 °C, nach welchem das
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Isopropanol verworfen wurde. Ein Milliliter eiskaltes 70 %iges Ethanol (H20 /
C>HeO, v/v) wurde hinzugefiigt und erneut fiir 10 min bei 1.088 g und 4 °C
abzentrifugiert. Das Ethanol wurde mit einer Pipette abgenommen und das Pellet
getrocknet. AnschlieBend wurden 100 pul TRIS-Puffer (10 nM, pH 7,5 — 8,5) zur
Probe gegeben. Die Proben wurden nach der Extraktion direkt auf Trockeneis zur

Firma Microsynth (Balgach, Schweiz) fiir die Sequenzierung geschickt.

3.6. Isolierung von mRNA

Die Isolierung von mRNA erfolgte mit dem InnuPREP Plant RNA Kit laut dem
Protokoll RNA Extraktion pflanzlicher Materialien (bis 100 mg) mit zusétzlicher
DNase Behandlung. Zusétzlich wurden 35 pl DTT (Dithiothreitol, 1 M) zu 965 pl
Lysis Solution RL gegeben. DTT hat die Fahigkeit RNasen zu inaktivieren indem
deren Disulfidbriicken gespalten werden (MOMMAERTS et al., 2015). Alle hier

aufgefiihrten Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C vorgenommen.

Fiir die Isolierung erfolgte zunichst die Erstellung eines Einsporisolates (siche
I11.2.2.1), welches auf PDA fiir 21 Tage bei 25 °C und 0,89 aw bei Dunkelheit
inkubiert wurde. Zur Homogenisierung der Probe wurde mit einer 1 ml
Pipettenspitze ein Teil des auf einer Agarplatte gewachsenen Myzels ausgestanzt.
Uberschiissiger Agar, der sich noch an dem Myzel befand, wurde mit einem sterilen
Skalpell entfernt. Das Myzel wurde in ein Lysing Matrix A Tube iiberfiihrt. Zur
Probe wurden 460 pl des Gemisches aus Lysis Solution RL und DTT pipettiert. Die
Homogenisierung erfolgte zweimal fiir 40 s bei 4 m/s im Fastprep 24". Zur
Kiihlung wurde etwa 50 g Trockeneis in den Aufsatz des Fastprep 24" gefiillt.
Zwischen den beiden Homogenisierungen wurde die Probe zusdtzlich auf Eis

gekiihlt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 1 min bei 11.200 g.

Der Spin Filter D wurde in ein Receiver Tube gegeben. Der Uberstand der lysierten
Probe wurde auf den Spin Filter pipettiert bevor diese fiir 2 min bei 11.000 g
abzentrifugiert wurde. Das Filtrat enthélt die RNA und falls die Losung nicht
komplett durch den Filter gedriickt wurde, wurde erneut abzentrifugiert.
AnschlieSend wurde der Spin Filter D verworfen. Ein Spin Filter R wurde auf einen
Receiver Tube aufgebracht. Das gleiche Volumen des Filtrats (etwa 400 pul) wurde
in Form von 70 %igem Ethanol zum Filtrat gegeben und durch Auf- und

Abpipettieren gemischt.

Diese Probe wurde auf den Spin Filter R aufgebracht und fiir 2 min bei 11.000 g
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abzentrifugiert. Der Receiver Tube mit dem Filtrat wurde verworfen und der Spin
Filter R wurde auf einen neuen Receiver Tube aufgebracht. Fiir die DNase
Behandlung wurden 300 pl der Washing Solution HS auf den Spin Filter R gegeben
und fiir 1 min bei 10.000 g abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
der Spin Filter R auf einen neuen Receiver Tube aufgebracht. Es wurden 1,5 pl
innuPREP DNase [ und 73,5 ul DNase I Digestion Buffer zusammen pipettiert und
auf den Spin Filter R gegeben. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurden 300 pul Washing Solution HS zugegeben. Nach fiinfmintitiger Inkubation
wurde die Probe fiir 1 min bei 10.000 g abzentrifugiert und der Durchfluss

verworfen.

Nach der DNase Behandlung wurden fiir den Waschschritt 650 pl Washing
Solution LS auf den Spin Filter R pipettiert und fiir 1 min bei 11.000 g
abzentrifugiert. Der Receiver Tube mit dem Filtrat wurde erneut verworfen und der
Spin Filter R auf einen neuen Receiver Tube gegeben. Der Waschschritt wurde ein
zweites Mal wiederholt. AnschlieBend wurde die Probe fiir 2 min bei 11.000 g
trocken abzentrifugiert, um alle Spuren von Ethanol zu entfernen. Der Receiver
Tube wurde verworfen und der Spin Filter R in ein Elution Tube gegeben. Es
erfolgte die Elution, indem 50 pl RNase-freies Wasser auf den Spin Filter R
gegeben wurde. Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die
Zentrifugation der RNA fiir 1 min bei 11.000 g. Da RNA fragil ist, muss die Probe

umgehend bei -80 °C eingefroren werden.

3.7. Konzentrationsmessung von mRNA

Nach der Isolierung von RNA-Proben erfolgte die Messung der jeweiligen
Konzentration mit dem NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spektrophotometer. Das
Photometer misst zunédchst einen Leerwert, wofiir Aqua dest. verwendet wurde.
Anschlieend misst das Gerit die Proben fotometrisch, wodurch die Konzentration
bestimmt werden kann. Der Quotient A260/A280 dient aulerdem der Bestimmung
der Reinheit der RNA (ARNEMANN, 2019).

3.8. Next Generation Sequencing
Die RNA-Sequenzierung der Proben wurde von der Firma Microsynth (Balgach,

Schweiz) vorgenommen.

Nach Isolierung der RNA wurden die Proben auf Trockeneis gelagert und zur Firma

Microsynth geschickt. Dort erfolgte eine Qualititskontrolle der Proben. Die RNA
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wurde einem Poly(A)-Enrichment unterzogen, néheres dazu wurde unter 11.5.2
beschrieben. Eine Library Preparation wurde mittels Illumina TruSeq mRNA
Library Preparation durchgefiihrt. Dies erfolgte mit einer ,,single-end read length*
von 75 Basenpaaren. Nach dem Illumina Next Generation Sequencing wurden die
Rohdaten einer RNA-Sequencing Analyse unterzogen. Nach einer erneuten
Qualititskontrolle wurden die sequenzierten Reads an das Referenzgenom [IBT
40293 (Accession: PRINA185808) und IBT 40288 (Accession: PRINA170468)]
gemappt. Die Accession ist eine eindeutige Bezeichnung eines Genomprojektes
und setzt sich in der Regel aus Buchstaben und Zahlen zusammen. Dies erfolgte
mit der Software ,,Salmon“ (PATRO et al., 2017) beziechungsweise ,,STAR*
(DOBIN et al., 2013). Die Identifizierung der unterschiedlich hoch exprimierten
Gene wurde mittels der Software DESeq2 (LOVE et al., 2014) vorgenommen. Die
Anzahl der Reads wurde normalisiert und die Varianz, je nach Héhe der Replikation

der einzelnen Konditionen, berechnet.

Fiir die weitere Auswertung der Daten haben wir uns ausschlieBlich auf die Gene
der Satratoxin- und des Atranonclusters sowie den Core Trichothecencluster

fokussiert und diese verglichen.

3.9. Deep Resequencing Analyse

Es wurde eine Deep Resequencing Analyse von den Stammen IBT 40293 (Genotyp
S), IBT 42685 (Genotyp H) und CBS 324.65 (Genotyp H) durchgefiihrt, um die
Coverage von Genen zu vergleichen, welche bei der Produktion von Satratoxinen
(SC1 —SC3) oder Atranonen (AC1) teilhaben. Ndhere Informationen zur Extraktion
der chromosomalen DNA befinden sich im Kapitel I11.3.5. Die Deep Resequencing
Analyse wurde von der Firma Microsynth (Balgach, Schweiz) durchgefiihrt. Zur
Coverage Analyse wurde als Referenz auf die Sequenzen von IBT 40293
(Accession: PRINA185808) und IBT 40288 (Accession: PRINA170468) der NCBI
Datenbank zuriickgegriffen. Tabelle 15 gibt den jeweiligen Locusnamen von SC1
— 3 und AC1 und AC2 wieder. Der Locusname ist eindeutig einem Scaffold
zuzuordnen und beinhaltet in der Regel Buchstaben und Zahlen. Auf NCBI sind im
Laufe der Zeit verschiedene Arten von Locusnamen aufgekommen. Wenn der
Locusname, wie in diesem Fall, aus acht Zeichen besteht, ist er lediglich die
Accession-Nummer. Die Lidnge einer Accession-Nummer kann variieren und

richtet sich nach der Art der Sequenzaufzeichnung.
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Tabelle 15: Gencluster und deren Locusname, welche zur Auswertung der Deep
Resequencing Daten verwendet wurden.

Gencluster Locusname
SC1 KL650302*
SC2 KL651028*
SC3 KL652499*
ACI KL659150**
AC2 KL656922%*

*von IBT 40293 **von IBT 40288

4. Sequenzanalysen

Folgende Genom-Projekte von S. chartarum waren iiber NCBI (National Center for
Biotechnology Information, US National Library of Medicine) verfiigbar: Genotyp
S: IBT 40293: GCA 000732565.1; IBT 7711: GCA_000730325.1; Genotyp A:
IBT  40288: GCA _000732765.1;  unbestimmter  Genotyp: 51-11:
GCA 001021365.1.

Die genannten Stimme wurden zum Genomvergleich herangezogen. Zur Eruierung
von dhnlichen Sequenzen wurden die Programme BlastN und BlastP auf NCBI
benutzt (ALTSCHUL et al., 1990). Zur Durchfiihrung von Sequenz-Alignments
wurde auf das Onlinetool Multiple Sequence-Alignment — Clustal Omega (EMBL,
Hinxton Hall Conference Centre, UK) mit dessen Standardeinstellungen
zuriickgegriffen. Zur weiteren Verarbeitung der Alignments wurde die Software
MegAlignPro 17.1.1 (DNASTAR, Madison, Wisconsin, USA) mit MUSCLE und
dessen Standardeinstellung verwendet. Das paarweise Alignment wurde mittels des
Smith-Waterman  Algorithmus von MegAlignPro 17.1.1  durchgefiihrt.
Proteindomédnen wurden mittels des SMART Algorithmus ermittelt

(http://smart.embl-heidelberg.de/).

4.1. PCR - Bereich Downstream von SC1

Um zu dberpriifen, welche Genotypen das erste hypothetische Protein
(S40293 09301) Downstream vom Satratoxincluster 1 aufweist, wurde eine PCR
durchgefiihrt. Diese soll zeigen, welche Stimme das gesamte Gen aufweisen und

welche nur einen Teil davon besitzen. Tabelle 16 gibt die Stimme und deren

Genotyp nach ULRICH et al. (2020) wieder.


http://smart.embl-heidelberg.de/
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Tabelle 16: Verwendete Stimme flir PCR im Bereich downstream von SC1
Genotyp nach ULRICH et al. (2020) | Stamm

IBT 40293

ATCC 34916

DSM 12880

DSM 2144

IBT 42685

IBT 40288

CBS 129.13

MSI1

> > »| oz v v v @

Die Isolierung der chromosomalen DNA und die anschlieBende
Konzentrationsmessung wurde in den Kapiteln II1.3.1 und II1.3.2 néher
beschrieben. Die verwendete Oligonukleotide sind in Kapitel II1.1.3, Tabelle 10
aufgelistet. Der Reaktionsansatz und das Temperaturprogramm fiir die PCR im

Bereich downstream von SC1 kann Tabelle 17 und Tabelle 18 entnommen werden.

Tabelle 17: Reaktionsansatz (25 pl) fiir PCR im Bereich downstream von SC1

Stammlésung pl/Ansatz
10X Puffer 2,5
dNTPs 0,5
A-genl-F 0,5

A-genl-R/S-genl-R | 0,5

Formamid 0,25

Taq Polymerase 0,3

DNA (50 ng/ul) 1,0

H>O 19,45 (ad 25)

nDTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat
F: forward R: reverse
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Tabelle 18: Temperaturprogramm fiir PCR im Bereich downstream von SC1

Schritt Zyklen Temperatur in °C | Zeit in Minuten
Initiale

Denaturierung | | 94 4

Denaturierung 35 94 1

Annealing 35 64 1

Elongation 35 74 1

Finale

Elongation 1 72 4

AnschlieBend wurde, wie in Kapitel II1.3.4 beschriecben, eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgefiihrt.

4.2. PCR - Ubergang zwischen Scaffold 1 und 1543

Um zu tiberpriifen, ob sich die Scaffolds 1 (dieser beinhaltet den SC3) und 1543
vom Stamm IBT 40293 (S) direkt nebeneinander befinden, wurde ein Primerpaar
erstellt. Dabei befindet sich der Vorwértsprimer F-crossing-1 im Scaffold 1 und der
Riickwirtsprimer R-crossing-1 ist im Scaffold 1543, beide Oligonukleotide sind auf

den Rand des jeweiligen Scaffolds hin orientiert.

Die Isolierung der chromosomalen DNA und die anschlieende
Konzentrationsmessung kann den Kapiteln I11.3.1 und II1.3.2 entnommen werden.

Die verwendeten Oligonukleotide sind in Kapitel II1.1.3, Tabelle 11 aufgelistet.

Der PCR Ansatz wurde in Tabelle 19 und das Temperaturprogramm in Tabelle 20
zusammengefasst. Anschliefend folgte eine Agarose-Gelektrophorese (siehe

Kapitel I11.3.4).
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Tabelle 19: Reaktionsansatz (25 ul) fiir PCR — Ubergang zwischen zwei Scaffolds

Stammlésung pl/Ansatz
10X Puffer 2,5
dNTPs 0,5
F-Ubergang 1 0,5
R-Ubergang 1 0,5

Taq Polymerase 0,3

DNA (50 ng/ul) 1,0

H>O 19,45 (ad 25)
nDTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat
F: forward R: reverse

Tabelle 20: Temperaturprogramm fiir PCR- Ubergang zwischen zwei Scaffolds

Schritt Zyklen | Temperatur in °C | Zeit in Sekunden
Initiale
Denaturierung | | 98 30
Denaturierung 35 08 35
Annealing 35 65 _ 75% 35
Elongation 35 7 35
Finale
Elongation 1 72 2
*QGradient
5. Zellbiologische und mikroskopische Methoden
5.1. Mikroskopische Untersuchungen

Zur mikroskopischen Untersuchung der Zellen wurde das Lichtmikroskop Leica
DMIL LED verwendet. Die Bilder wurden mit der Canon EOS 600D
aufgenommen. Fiir die Fluoreszenz-mikroskopische Untersuchung von Préparaten
wurde das Epifluoreszenzmikroskop Leica DM 5000B verwendet. Die Aufnahme
der Bilder wurde mit der Kamera Leica DFC 3000G, mit Hilfe der Software Leica
Application Suite X (LAS-X; Leica Microsystems), vorgenommen. Eine
Bearbeitung der jeweiligen Bilder erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm

Adobe Photoshop und PowerPoint (Microsoft Office Professional Plus 2019).
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5.2. Kultivierung von PK15-Zellen

Die Zellen wurden in einer Zellkulturflasche im Inkubator bei 37 °C und 5,0 %
CO2-Konzentration kultiviert. Bei dem verwendeten Medium handelt es sich um
Minimal Essential Medium (MEM 1X) mit Earle’s Salts und L-Glutamine.
Zusitzlich wurden 10 % FCS und 1 % MEM Non-essential Amino Acid Solution
(100X) hinzugegeben. Sobald unter dem Lichtmikroskop Leica DMIL LED bei
zwanzigfacher Vergroflerung ein Monolayer zu sehen war, wurde ein Teil der
Zellen in ein neues Medium tiberflihrt. Zunichst wurde mittels einer 25 ml Pipette
das Medium abgenommen. Auf die adhdrenten Zellen wurde 5 ml Trypsin-EDTA-
Losung gegeben, sodass die Zellen mit der Losung bedeckt waren. Nach einer
Einwirkzeit von 5 bis 10 min bei 37 °C konnte man unter dem Mikroskop erkennen,
dass sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche gelost hatten. Um die
Reaktion mit Trypsin zu stoppen, wurde 5 ml des oben beschriebenen MEM zum
Trypsin hinzugegeben. Das Trypsin-Zell-Medium-Gemisch wurde in ein 15 ml
Gefidl tberflihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml Medium
resuspendiert. Je nach Grofle des Zellpellets wurden 50 — 100 pl davon zusammen

mit 40 ml Medium in eine neue Zellkulturflasche tberfiihrt.

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zellen fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 1 ml 92 % FCS und 8 % DMSO
resuspendiert. Bis zur Verwendung wurden die PK15-Zellen bei -196 °C in einem
Cryotank mit fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Die Zellen wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und anschlielend fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 1 ml MEM suspendiert bevor es in eine Zellkulturflasche
mit demselben Medium tiberfiihrt und bis zum ndchsten Umsetzen bei 37 °C

kultiviert wurde.

6. Zelltoxische Methoden
6.1. Toxinextraktion fiir Zellkulturtest

6.1.1. Toxinextraktion von PDA
Um die verschiedenen Stdmme auf ihre Zytotoxizitdt zu liberpriifen, wurde bei
jedem Stamm eine Toxinextraktion vorgenommen. Die Stimme IBT 40293, IBT

42685, CBS 324.65 und IBT 40288 wurden dafiir mittels Dreipunktkultur auf PDA
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angezogen. Die Kultivierung erfolgte bei 25 °C und 0,89 ay bei Dunkelheit. Nach
21 Tagen wurde das Pilzmyzel inklusive des Agars einer Platte in einen
Stomacherbeutel tiberfiihrt. Es wurden 50 ml ACN/H20 (84/16, v/v) (Acetonitril
>99.9 % und Aqua dest.) in jeden Beutel gegeben und fiir 5 min im Stomacher® 80
microBiomaster bearbeitet. Der Inhalt eines Stomacherbeutels wurde durch einen
Papierfilter filtriert und aufgefangen. Es wurden SPE Séulen im Vorhinein
vorbereitet. Die Beladung jeder Séule erfolgte mit 5 ml Methanol 100 % und 5 ml
ACN/H:0 (84/16, v/v). Die unverdiinnte Probe wurde auf eine Sédule aufgebracht.
Danach erfolgte das Waschen der Sédule mit 10 ml Methanol (30 %) und das
Eluieren mit 10 ml Methanol (100 %). Das Mykotoxinextrakt wurde bis zur

Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.

6.1.2. Toxinextraktion von Reiskultur (IBT 40293)

Um die Ergebnisse des durchgefiihrten Zytotoxizititstest mit dem Toxinextrakt von
PDA (II1.6.1.1) zu iiberpriifen, wurde IBT 40293 auf Reis angeziichtet und
anschlieend extrahiert. Es wurden 50 g Reis und 50 ml Aqua dest. fiir 25 min bei
100 °C autoklaviert (JARVIS et al., 1998). Nach anschlieBender Abkiihlung des
Reises wurden 150 pl einer Sporensuspension von S. chartarum IBT 40293 (S) auf
den Reis gegeben. Es folgten vier Wochen Inkubation bei 25 °C in einem Inkubator.
Die nun schwarze Reiskultur wurde nach vier Wochen abgewogen und mit Hilfe
eines Handmixers zerkleinert. Die Reiskultur wurde mit der zehnfachen Menge
ACN/H:0 (84/16, v/v) gemischt. Es folgte eine 24-stlindige Inkubation bei 4 °C im
Kiihlschrank. Am néchsten Tag wurde die Reiskultur zweimal durch einen
Papierfilter und anschlieBend einmal durch einen PVDF Filter gefiltert. Das

Toxinextrakt wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

6.2. Zytotoxizititstest mittels Zellkultur

Sobald ein dichter Zellrasen unter dem Mikroskop zu sehen war, wurde das
verbrauchte Medium abgenommen. Wie unter II1.5.2 beschrieben, wurden 5 ml
Trypsin-EDTA-L6sung auf den Zellrasen pipettiert und fiir 5 bis 10 min bei 37 °C
inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche gelost hatten,
wurden 5 ml frisches Medium hinzugegeben. In einem Reaktionsgefd3 wurde das
Gemisch fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml frischem
Medium geldst. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde eine 1:10 Verdiinnung des

Zellgemisches angefertigt (2 pl des Zellgemisches mit 18 ul Medium). 5 pul davon
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wurden mit 5 ul Trypanblau vermischt. Mittels einer Neubauer Zahlkammer wurde
die Zellzahl mit folgender Rechnung bestimmt (beispielhaft gehen wir von 50

ausgezdhlten Zellen aus):
50 *2 * 10 * 10.000 = 10 Mio Zellen/ml

Damit sich nach 24 Stunden ein dichter Zellrasen in einem Well einer 96-Wellplatte
bildete, wurde eine geeignete Zellzahl ermittelt. Die ideale Zellzahl lag hierbei bei

10* Zellen pro Well.

Bei unserer Beispielrechnung wurde jedes Well mit 240 pl Medium und 1 pl
Zellgemisch bestiickt. Im Dreifachansatz wurden 5 pl von jedem Toxinextrakt und
als Kontrolle 5 pl Methanol 100 % hinzugegeben, da die Extrakte in 100 %

Methanol gelost waren.

Es erfolgte eine 24-stlindige Inkubation bei 37 °C.

6.3. Uberpriifung der Zell-Viabilitit durch Trypanblaufirbung

Das Ziel war es die Viabilitdt von PK15-Zellen zu tiberpriifen, die zuvor mit dem
Toxinextrakt von IBT 40293 versetzt wurden. Zundchst wurden zwei Wells einer
96-Wellplatte mit je 240 ul Medium, 10* PK15-Zellen und 5 ul vom Toxinextrakt
von IBT 40293 bestiickt. Die Platte wurde fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Der
Grofiteil der Zellen war nach 24 Stunden nicht adhédrent und befand sich im
Uberstand; diese lieBen sich zusammen mit dem Medium mit Hilfe einer Pipette
abnehmen. Der Uberstand der beiden Wells wurde in ein neues Reaktionsgefil
{iberfiihrt und fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 5 ul Medium und 5 pl Trypanblau aufgenommen. Zuletzt
wurden die Zellen in eine Neubauer Zihlkammer {iberfithrt und unter dem

Mikroskop auf ihre Viabilitit tiberpriift.

6.4. Toxintest mit Firbung durch Annexin V-FITC und Propidiumiodid
Die PK15-Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche
gelost (siehe I11.5.2), dann wurde mittels einer Neubauer Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt. Es wurde je ein rundes Deckgldschen in ein Well einer 24-Wellplatte
gelegt. Pro Well wurde 1 ml des Mediums hinzugegeben. Im Vorhinein wurde
ermittelt, welche Zellzahl am besten geeignet ist, sodass das Deckgldschen mit
einem moglichst dichten Zellrasen bewachsen ist. Auf jedes Deckgldschen wurden

demnach 7x10* Zellen gegeben. Es folgte eine Inkubation von 24 Stunden, damit
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die Zellen einen Zellrasen ausbildeten.

Am nichsten Tag wurden 20 ul des jeweiligen Toxinextraktes auf den Zellrasen
pipettiert. Nach einer fiinfstiindigen Inkubation bei 25 °C wurden die Deckglaschen
aus dem Well genommen und auf Watte gelegt. Es wurden 10 ul Annexin auf die
Deckglédschen pipettiert und fiir 15 min bei Raumtemperatur und bei Dunkelheit
angefarbt. AnschlieBend wurden die Deckglidschen zweimal in PBS eingetaucht. 5
ul der Propidiumiodid-Losung wurden auf einen Objekttrager getropft und ein
Deckglaschen umgedreht, mit der bewachsenen Seite nach unten, daraufgelegt.
AnschlieBend wurden die angeférbten Zellen unter dem Epifluoreszenzmikroskop

Leica DM 5000B betrachtet und fotografiert.

6.5. Uberfiihrung der mit Toxinextrakt behandelten Zellen in frisches
Medium

PK15-Zellen, welche mit Trypsin aus der Zellkulturflasche gewaschen wurden,
wurden nach der Zentrifugation in 1 ml Medium aufgenommen und wie in I11.6.2
behandelt. Nach 24 Stunden bei 37 °C wurden die Zellen aus dem Medium mit dem
Toxinextrakt in ein Mikrozentrifugationsrohrchen verbracht. Falls sich die Zellzahl
wihrend der folgenden Waschschritte deutlich verringern sollte, wurde der Inhalt
von drei Wells, die alle mit derselben Menge an Toxinextrakt versetzt worden
waren, verwendet. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert und der
Uberstand wurde anschlieBend vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Es folgte
zweimal eine Waschung mit 1 ml PBS, zwischen den Waschungen wurde erneut
fiir 5 min bei 400 g abzentrifugiert. Um das Pellet von PBS zu befreien, wurde mit
500 ul Medium gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Als letzter Schritt wurde das Pellet in 240 pl Medium aufgenommen und in ein
Well einer 96-Wellplatte liberfiihrt. Nach 24 und 48 Stunden wurde der Zustand der
Zellen tiberpriift.

6.6. Zellkulturtest mittels verschiedener Zelliiberstinde

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob Uberstinde der Zellen,
die mit dem Toxinextrakt von IBT 40293 versetzt wurden, ihre Toxizitét verlieren.
Wie in II1.6.2 beschrieben, wurden dafiir 240 ul Medium und 10* Zellen in ein Well
einer 96-Wellplatte pipettiert. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Nach diesen 24 Stunden wurde erneut ein Well mit Medium und Zellen

befiillt. Die adhdrent gewordenen Zellen vom Vortag, sowie die neu eingesetzten
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Zellen, wurden mit 5 ul des Toxins von IBT 40293 versetzt und erneut fiir 24
Stunden bei 37 °C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden wieder frische PK15-Zellen fiir den Zellkulturtest
verwendet. In ein Well wurden 10* dieser Zellen zusammen mit dem Uberstand der
adhirenten Zellen in ein Well gegeben. In ein zweites Well wurden 10* Zellen mit
dem Uberstand der ,kugeligen* Zellen von Tag zwei pipettiert. Dieser Uberstand
wurde zuvor flir 5 min bei 400 g abzentrifugiert, um die bereits geschadigten Zellen
aus dem Uberstand zu entfernen. Am nichsten Tag wurde ermittelt, ob eine

unterschiedliche Wirkung der Uberstiinde auf die Zellen gesehen werden konnte.

6.7. Zellkulturtest mit Toxinstandards

Wie unter I11.6.2 beschrieben, wurden je 10* PK15-Zellen und 240 pl MEM in ein
Well einer 96-Wellplatte {iberfiihrt. Jeweils im Dreifachansatz wurden den Zellen
5 ul eines Toxinstandards zugefiigt. Bei den Standards handelte es sich um
Satratoxin G, Satratoxin H und Roridin L2. Die Konzentration der Standards lag
jeweils bei 100 pg/ml. Nach 24 Stunden wurden die behandelten Zellen fotografiert

und beurteilt.

Die Zellen wurden anschlielend, wie in IV.5.1.4 beschrieben, in frisches Medium
iiberfiihrt. Damit sollte liberpriift werden, ob die Zellen, sobald sie in frisches
Medium {iberfiihrt werden, wieder Adhdrenz zeigen. Dafiir wurde nach 24 und 48

Stunden eine mikroskopische Aufnahme der Zellen gemacht.
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7. LC-MS/MS

7.1. System

Die qualitative Messung von 6-Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on, 3,4-Epoxy6-
hydroxy-dolabella-7,12-dien-on und Atranon A wurde an dem QTRAP 5500
Tandemmassenspektrometer mit einem Shimadzu Nexera HPLC System mit der

analytischen Séule Kinetex C18 100x2.1mm, 2.6um durchgefiihrt.

7.2. Toxinextraktion der Isolate

Um die vorherigen Ergebnisse beziiglich der Fahigkeit zur Atranonproduktion zu
bestdtigen, wurden die vier Staimme (IBT 40293, IBT 42685, CBS 324.65 und IBT
40288) mittels Massenspektrometrie auf zwei Vorldufermolekiile von Atranonen
(6-Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on, 3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-
dien-on) sowie Atranon A iberpriift. Bis auf IBT 42685 wurde diese Messung
bereits in frilheren Untersuchungen durchgefiihrt (ANDERSEN et al., 2002;
ANDERSEN et al., 2003).

Die folgenden Schritte wurden nach der Methode von ANDERSEN et al. (2003)

vorgenommen:

Es wurden Dreipunktkulturen der zu untersuchenden Stimme angesetzt und fiir drei
Wochen bei 25 °C und 0,89 aw bei Dunkelheit inkubiert. Fiir die Toxinextraktion
wurden zehn Agarpfropfen mit je 6 mm Durchmesser aus einer 21 Tage alten
Kolonie herausgestochen und in ein 2 ml Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt. Nach Zugabe
von 1,5 ml Methanol (100 %) wurden diese iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Am
darauffolgenden Tag wurden die Proben jeweils durch einen PVDF Filter gedriickt,
in ein frisches Gefal} iiberfiihrt und mittels eines Stickstoffverdampfers getrocknet.
In gekiihlter Form wurden die Proben an die Universitidt Uniwersytet Kazimierza
Wielkiego (Wydziat Nauk Biologicznych Katedra Fizjologii i Toksykologii,
Bydgoszcz, Poland) zur weiteren Bearbeitung geschickt. Die folgenden Schritte
wurden erneut nach der Methode von ANDERSEN et al. (2003) durchgefiihrt:

Die Proben wurden in 1 ml der mobilen Phase (A:B 4:1) (Bestandteile der mobilen
Phase - sieche Tabelle 21) aufgelost. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 min bei
14.100 g und eine Filterung der Proben durch einen 0,20 pm PTFE Membranfilter.
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7.3. Messung der Toxinextrakte mittels LC-MS/MS

Die Bestimmung des Gehalts von zwei Vorldufermolekiilen von Atranonen (6-
Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on, 3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-dien-
on) und Atranon A erfolgte mittels LC-MS/MS.

Die Bedingungen fiir die Fliissigkeitschromatographie sind in Tabelle 21 und
Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 23 gibt die Massenspektrometer-spezifische Einstellung wieder. Tabelle 24
zeigt die substanzspezifischen MS-Parameter der jeweiligen Toxine. Alle Analyten
wurden als ,,adduct ions* von Wasserstoff [M+H]+ gemessen. Die Identifikation

der Toxine erfolgte im “multiple reaction monitoring““-Modus (MRM).

Da bis zum jetzigen Zeitpunkt keine kommerziellen Atranontoxinstandards zur
Verfligung stehen, wurde auf den bisher beschriebenen MRM zuriickgegriffen
(ANDERSEN et al., 2003).

Tabelle 21: Grundbedingungen fiir die HPLC

Kinetex C18 analytical column (100x2.1mm, 2.6pm;
HPLC-Séule
Phenomenex, Torrance, USA)

' Reinstwasser + 0,1 % Essigsdure + 5 mM*
Mobile Phase A )
Ammoniumacetat

Mobile Phase B | Methanol + 0,1 % Essigsdure + 5 mM* Ammoniumacetat

Flussrate 0,300 ml/min
Injektionsvolumen 10 pl
Saulentemperatur 40 °C

*mM  Millimolar
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Tabelle 22: Gradientenprogramm (linear) fiir die HPLC

Zeit (min) | Eluent A (%) | Eluent B (%)
0 85 15
14,2 25 75
14,5 5 95
17 5 95
17,1 85 15
22 85 15

Eluent A: Reinstwasser + 0,1 % Essigsdure + 5 mM Ammoniumacetat
Eluent B: Methanol + 0,1 % Essigsdure + 5 mM Ammoniumacetat

Tabelle 23: Verwendete Quellenparamter des Tandemmassenspektrometers
(QTRAP 5500, Sciex, Framingham, USA)

Ionisierung Elektrospray positiv (ESI +)
Ionisierungsspannung (ISV) | 4.500 V

Temperatur 550 °C

Nebuliziergas (GS1) 80 psi*

Heizgas 80 psi*

Curtaingas (CUR) 20 psi*

Kollisionsgas (CAD) medium

* pounds per square inch
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Tabelle 24: Substanzspezifische Parameter fiir die Identifikation von 6-
Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on,

on und Atranon A

3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-dien-

Q1 Q3 Retentions- | DP CE CXP
Analyt

[m/z]* | [m/z]* | zeit [min]® | [V] [V] V]
6-Hydroxydolabella- 205,1 | 12,0 86 15 12

303,3
3,7,12-trien-14-on 243,0 | 12,0 86 11 14
3,4-Epoxy6- 319,2 | 221,1 | 10,5 101 11 12
hydroxy-dolabella-

319,2 [ 259,0 | 10,5 101 9 14
7,12-dien-on

417,3 12052 |114 200 33 12
Atranon A

4173 3572 | 114 200 15 11

2 qualitative Messung,
CE: Collision energy

b voraussichtliche Retentionszeit; DP: Declustering Potential

CXP: Cell exit potential



IV. Ergebnisse 89

IV. ERGEBNISSE

Die Einteilung nach Genotypen A, H und S erfolgt anhand der atranon- und
satratoxinspezifischen Gene (atr- und sat-Gene) (ULRICH et al., 2020).

Das Prinzip, S. chartarum Isolate nach Genotypen einzuteilen, ist vergleichsweise
neu. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, mehr Informationen tiber die Unterschiede
der Genotypen in Bezug auf ihr Genom, Transkriptom und ihre Féhigkeit zur

Produktion von Toxinen sowie deren Wirkung im Zellkulturtest zu erlangen.

In Hinblick auf die Gensequenzen wurde der Fokus in dieser Arbeit auf die
Gencluster, die von SEMEIKS et al. (2014) beschrieben wurden, sowie ihre

flankierenden Sequenzen gelegt.

Die Bezeichnungen upstream und downstream richten sich bei Genclustern nach
der Strangrichtung (5'—3'-Richtung), die durch den jeweiligen Datenbankeintrag
vorgegeben ist. Upstream bezeichnet dabei den an das 5'-Ende angrenzenden

Bereich (LODISH et al., 2008).

Von Interesse waren die Scaffolds, die Satratoxincluster 1 bis 3 (SC1 - SC3), Core
Trichothecencluster (CTC) und Atranoncluster 1 und 2 (AC1 und AC2) beinhalten.

In Tabelle 25 sind diese Scaffolds der verwendeten Stimme aufgelistet.

Tabelle 25: Auflistung der Scaffolds der Stamme IBT 40293 (S), IBT 7711 (S),
51-11 und IBT 40288 (A), die SC1 bis SC3, CTC und AC1 und AC2 enthalten

IBT 40293 (S) IBT 7711 (S) 51-11 IBT 40288 (A)
SC1 155 234 31 n/a
SC2 902 1.258 111 n/a
SC3 und
1 1.385 11 n/a
CTC
AC1 n/a n/a n/a 1
AC2 n/a 1.035 4 123

n/a nicht vorhanden

Im Folgenden werden die Genotypen nach ULRICH et al. (2020) vereinfacht mit
S, H oder A abgekiirzt und zum besseren Verstindnis in Klammern nach dem
jeweiligen Stamm geschrieben. Wie spdter noch erldutert wird, ist nicht eindeutig
geklért, ob der Stamm 51-11 ein S-Genotyp ist. Aus diesem Grund wird bei diesem

Stamm auf die Nennung des Genotypus in Klammern verzichtet.
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1. Sequenzanalysen

In dieser Arbeit wurden Sequenzanalysen von S. chartarum durchgefiihrt, um mehr

Einblicke in die Gencluster und ihre flankierenden Bereiche zu erlangen.

In den durchgefiihrten Sequenzanalysen wurde auf bereits vorhandene Sequenzen
(aus der NCBI-Datenbank) und Annotierungen, soweit diese verfiigbar waren,
zuriickgegriffen. Es gibt noch keine vollstdndigen Sequenzen, stattdessen liegen
lediglich grofBere Genomabschnitte, sogenannte Scaffolds, vor. Dazu zéhlen die
Scaffolds, die SC1 — SC3, CTC sowie AC1 und AC2 beinhalten. [Stamm 51-11
(Scaffolds 31, 111, 11, 4); Genotyp S: Stamm IBT 40293 (Scaffolds 155, 902, 1,
1203) und Stamm IBT 7711 (Scaffolds 234, 1258, 1385, 1035); Genotyp A: Stamm
IBT 40288 (Scaffolds 1 und 123)].

Der Core Trichothecencluster (CTC) wurde von SEMEIKS et al. (2014) fiir die
Stimme IBT 7711 (S), IBT 40293 (S) und IBT 40288 (A) von S. chartarum sowie
fir IBT 40285 von S. chlorohalonata beschrieben. Dieser beinhaltet bei
Stachybotrys neun sogenannte tri-Gene, die fiir diverse Enzyme kodieren, die zur

Trichothecenbiosynthese bendtigt werden.

1.1. Satratoxincluster

Abbildung 15 Feld A bis C zeigt SC1 bis SC3 und den CTC sowie die flankierenden
Bereiche, wie sie von SEMEIKS et al. (2014) beschrieben wurden. Die Gene sind
als Pfeile dargestellt. Die dazugehdrigen Cluster sind mit einem blauen Kasten

markiert. Wenn eine Sequenz fehlt, ist diese als gepunktete Linie dargestellt.

Abbildung 15 Feld A zeigt den SC1 und die angrenzenden Bereiche. IBT 7711 (S),
IBT 40293 (S) und 51-11 haben homologe Sequenzen (Identitit 95,7 — 99,8 %,
siche Tabelle 28). IBT 40293 (S) weist einen vollstdndigen SC1 auf. Der Stamm
51-11 besitzt ebenfalls alle Satratoxingene, jedoch ist das safl nur trunkiert

vertreten (siche Abbildung 16).

In Abbildung 15 Feld B sind die Gene des SC2 dargestellt. IBT 7711 (S), IBT 40293
(S) und 51-11 sind in ihren Genen identisch, lediglich IBT 40288 (A) besitzt diese

Gene nicht.

In Abbildung 15 Feld C sind die Genbereiche des CTC und des SC3 sowie deren

flankierende Genbereiche zu sehen. Der CTC und der upstream Bereich sind mit
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einer Identitidt von mehr als 99 % in den verglichenen Sequenzen sehr dhnlich. IBT
7711 (S) und IBT 40293 (S) zeigen zudem einen iibereinstimmenden SC3. Der
rechte eingerahmte Kasten in Feld C zeigt den Scaffold 1543. Da die Reihenfolge
der anderen Sequenzen (IBT 40288 und 51-11) einen Hinweis dafiir liefert, dass
der Scaffold 1543 im Genom anschlieen konnte, wurde eine PCR durchgefiihrt.
Das Ziel war es, zu liberpriifen, ob Scaffold 1 und Scaffold 1543 im Genom von
IBT 40293 aufeinander folgen (siehe dazu IV.1.1.2). Die braunen Pfeile stellen vier

homologe Gene dar, die in allen vier Stimmen vorkommen.

Durch Proteinvergleiche mittels BlastP sind Ahnlichkeiten von Sat10 und die
Proteine downstream davon mit dem Purpureocillium lilacinum Isolat PLBJ-1

aufgefallen. Diese wurden in Abbildung 15 Feld A ebenso dargestellt.

SC1
A 0 kbp 10 kbp 20 kbp 30 kbp 40 kbp 50 kbp
S. chartarum “« > > P>r> > <« < — >~ —>
IBT 7711 -S safl sat3  sath5 sat7 sat9
isé'lf: Zg‘gggun; e i s‘a?z_’sg?d "s'a?b’ sat8 i sat10 bl
S.chartarum — ---pesssmssesesememeee oo - —
IBT40288 - A
S. chartarum - e *Sim* S8, 4 oS0, &
51-11 safl  sat3  sath sat7 satg
P lilacinum e - — <
PLBJ-1
SC2
B S. chartarum 0 kbp 10 kbp 20 kbp
BT #71 =5 sém g sat13 ¢ = sans
IBT 40293 -8 e g T
IBT40288 - A
51-11 -« .
CTC SC3
C S. chartarum 0 kbp 40 kbp 50 kbp 60 kbp 70 kbp 90 kbp

IBT7711-8 *+ %+ 3 ——t+— >4+ > +— — — — —

>~ + —
safl7 sat19 sat21

IBT 40293 -S >4+ —pt— —— >+ >+ |

-~ « — 4 ——> — —
sat18 sat20 L

IBT40288-A -4+ |+ —P4—4+— >4+ >+ +—| ———p +— —p

51-11 P PP —Pt—t—— Pt P —| ——P — —p

Abbildung 15 Feld A-C: Satratoxincluster 1 bis 3 (SC1 — SC3) und der Core
Trichothecencluster (CTC) der Stamme IBT 7711 (S), IBT 40293 (S), IBT 40288
(A) und 51-11 nach SEMEIKS et al. (2014). Die Pfeile zeigen Gene mit
entsprechender Ausrichtung; die Gencluster sind mit blauen Kasten umrandet; eine
gepunktete Linie bedeutet, dass eine Gensequenz nicht vorhanden ist. Die Gene im
rechten Kasten in Feld C liegen in einem anderen Scaffold, der sich laut unseren
Ergebnissen jedoch hinter dem Scaffold 1 (mit SC3) von IBT 40293 befinden sollte.
Die braunen Pfeile in Feld C zeigen homologe Gene, die in allen vier Stimmen
vorkommen. Feld A zeigt zudem homologe Sequenzen von Purpureocillium
lilacinum (Isolat PLBJ-1), aus ULRICH et al. (2022).
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SCT
0 kbp 10 kbp 20 kbp 30 kbp 40kbp 50 kbp
S. chartarum > — >+ > >+ < — - —
IBT7711-S setl. s@

S. chartarum | trunkiertes satl sat2
o111 = "intergenic” sat1-2 '«
200 600 1.000 1.400 1.600 2.200 2.600 3.000
Basenpaare

Abbildung 16: Darstellung des trunkierten sa¢1 in Scaffold 31 von 51-11, annotiert
nach SEMEIKS et al. (2014), aus ULRICH et al. (2022). Die Gene und das sat1
Fragment sind als griine Pfeile bzw. eine griine Linie dargestellt.

IBT 40288 (A) weist den SC1 nicht auf, jedoch besitzt dieser Stamm Teile des 1.
Gens downstream von SC1, welches fiir ein hypothetisches Protein kodiert, sowie
die beiden nachfolgenden Gene. Daher wurden Primer designed und eine PCR
durchgefiihrt, um zu {iberpriifen, ob dies auch in anderen A-Genotypen so
vorkommt. Die ersten beiden Gene downstream des SC1 wurden in dieser Arbeit
als SCl-down-1 (& S40293 09301) und SCl-down-2 (& S40293 09300)

bezeichnet.

1.1.1. PCR - Bereich downstream von SC1

Es wurden Primer designed, um zu iiberpriifen, welche Stimme nur einen Teil und
welche Stdmme den gesamten Genabschnitt des SC1-down-1 besitzen. Man
erwartet fiir die S-Genotypen ein langes als auch ein kurzes PCR-Amplifikat und
nur ein kurzes Fragment bei den A-Genotypen. Da keine Sequenzen der H-
Genotypen zur Verfiigung standen, war unklar, ob diese Stimme die gesamte

Sequenz oder nur die Teilsequenz besitzen (vergleiche Abbildung 17)).
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S. chartarum
IBT 40293 -S

S. chartarum
IBT 40288 - A

S. chartarum

S-genl-F

C1
0 kbp 10 kbp 20 kbp 30 kbp 40 kbp 50 kbp
Ll i 513?2_’;374 *5.56* sat8 R sai10 s

A-genl1-F A-gen1-R SC1-dowr\Z
<_

trunkiertes SC1-down-1 (252 bp)

A-gen1-F  A-genl-R . ¥
_ - | SC1-down-2

IBT 40293 -8 komplettes SC1-down-1 (3.712 bp)
30.000 35.000 40.000
Basenpaare

Abbildung 17: Vereinfachte Darstellung der Gensequenz von SC1, SC1-down-1
und SC1 SC1-down-2 . Gesamte Gensequenz von IBT 40293 (S) mit 3.712 bp und
Teilsequenz von SC1-down-1 mit 252 bp. Die verwendeten Primer sind als bunte
Pfeile dargestellt, aus ULRICH et al. (2022).

In Abbildung 18 ist zu sehen, dass alle hier untersuchten S-Genotypen sowohl das

kurze, als auch das lange Genfragment besitzen. Dies weist darauf hin, dass diese

Stimme von S. chartarum das gesamte Gen besitzen, welches fiir das hypothetische

Protein kodiert. In Abbildung 19 zeigt sich hingegen, dass die drei A-Genotypen

nur ein kurzes Fragment dieses Gens aufweisen, jedoch ist keine weitere Bande zu

erkennen. Dies beweist, dass Genotyp A nur ein Teilstiick dieses Gens besitzt.

3000 bp =

500 bp

GeneRuler 1 kb bp ladder

Abbildung

1-IBT 40293 — Genotyp S

B

2 —IBT 40293 — Genotyp S

1-ATCC 34916 — Genotyp S
2 — ATCC 34916 — Genotyp S
1-DSM 12880 — Genotyp S

18: Gelbild von

2 —DSM 12880 — Genotyp S
1-DSM 2144 — Genotyp S
2 —DSM 2144 — Genotyp S

SC1-down-1 in verschiedenen S-Genotypen: IBT

40293, ATCC 34916, DSM 21880, DSM 2144; 1: Teilsequenz mit 252 bp; 2:
Gesamte Gensequenz mit 3.712 bp.
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1—IBT 40288 — Genotyp A
2 — IBT 40288 — Genotyp A
1-MS1- Genotyp A
2 —MS1 - Genotyp A

Abbildung 19: Gelbild von SCl-down-1 in verschiedenen A-Genotypen: IBT
40288, CBS 129.13 und MS1; 1: Teilsequenz mit 252 bp; 2: Gesamte Gensequenz
mit 3.712 bp.

1.1.2. Ubergang zwischen Scaffold 1 und 1543

Da die Reihenfolge der Sequenzen von IBT 40288 (A) und 51-11 downstream des
CTC einen Hinweis dafiir lieferten, dass Sequenzen von IBT 40293 (S) von
Scaffold 1 und 1543 im Genom benachbart liegen konnten, wurde eine PCR
durchgefiihrt. Das Ziel war es, zu iiberpriifen, ob Scaffold 1 und Scaffold 1543 im
Genom von IBT 40293 aufeinander folgen. Aus diesem Grund wurden zwei Primer
designed und eine PCR mit dem Stamm IBT 40293 (S) durchgefiihrt. Das PCR-
Produkt wurde anschlieBend sequenziert. In Abbildung 20 ist die erhaltene Sequenz
mit den Primern (in rot und griin) sowie ein neu sequenzierter Genbereich (gelb),
der die beiden Scaffolds verbindet, abgebildet. Der Vorwirtsprimer (griin) ist in
Scaffold 1 und der Riickwirtsprimer (rot) in Scaffold 1543 gelegen. Dies zeigt, dass
die beiden Scaffolds im Genom aufeinander folgen und dass der noch unbekannte

Ubergangsbereich lediglich 177 bp umfasst.
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ICCAGGCGCAAL ; ' TCA CCGCACCGTGGGGACCTCGAGGA
GCAAGTGGGAAAGGCGAAAAAGGAGGTAGAGGATAAATGGGACCACGAGATGCGTATICCGCA
ACATGTCACAGGGCGAATCCAAGATGAACAGCGGATCAAATCGACCTCTIGCAAAGATACTTGATT
TGATAGTGATGGAATGGATGGCTAAGCAGTTGAATATTAATTATACTTAGLTTATTTTAAGAAGTA
AACTTTTTTAAATACCCCTTATATTAATTAAAGTATTTTAAATTGTITTAAATTATITAAAAAGAAG
TATTAAATATATAGAATTTAGAATTTAGTAATTATATITATAAAAATGTATTATATTATITAGATTA
TTAAAGAAAAACTTAATAACTATACAATAGTATTATATAAGTAGCTTAAGAGAAAATAGTATATT
ATAGATAAGGAATTAATAGAGACATACTACGTTTTITATAGGGACGCATAATATAATCCTTAGGG
ACACATAACTGACTACACCTCCGATTGGTCAGAAAACAATCTGCCCTGCTATTCCCCGGCCCACC
ATATCGCAACCACATGCCCTAACAGAGCCATAGCTACAACGGCTACAGCACTAGGCGCTAACAG
CCTCCATAGCTTCAATCCGGCTGCCGGTACCGCTATCGGCGCTATAGCTATTATTAAACCGGAGG
CATCCTGCACAAGGCACAGTATGACAATATTACGCAGCTCAAATAACCAGAATAAGCCTCGTTG
CTAGAGTCTAACGGTCATGTTACCATACCACTCCCAATTAGGCATAGTGCAAGTAGTTTCCCTCA
AATGCTCCCAGAATTGAGGGGCCAAGAGGGAATAGACACTAACAACAACATGACGGTCAAACA
CAAATGCCTCTCTTITCCCCCTCCTACCACTCGE
GTAATCAACTTCGCCAAACACGTACGAACCGCTGTTAGCCTTGAGCTCGATAS

Abbildung 20: Verbindende Sequenz der 'Scaffolds 1 (KL652499) und *1543
(KL651645) von IBT 40293 (S). Griin: Vorwirtsprimer F-crossing-1; Rot:
Riickwirtsprimer R-crossing-1; 2Gelb: neu sequenzierter Bereich, aus ULRICH et
al. (2022).

1.2. GC-Gehalt

Der GC-Gehalt in Prozent fiir die entsprechenden Cluster sowie deren
flankierenden Bereich ist in Tabelle 26 A + B dargestellt. Der GC-Gehalt der
Cluster und der meisten up- und downstream gelegenen Regionen ist mit 42 — 54
% recht dhnlich. Der GC-Gehalt der Satratoxincluster gleicht sich ebenso mit 47 —
53 %, wohingegen die Bereiche up- und downstream des SC2 vom Stamm 51-11
einen recht geringen GC-Anteil von 27 % haben. Der Bereich upstream von SC2
der Stimme IBT 40293 (S) und IBT 7711 (S) ist mit 772 und 886 Basenpaaren
verhdltnisméaBig kurz. Daher ist deren GC-Gehalt im Vergleich zu 51-11 nur
bedingt beurteilbar.

In Tabelle 26 B sind die GC-Gehalte und die Lange der Basenpaare der Sequenzen
von AC1 und AC2 mit ihren flankierenden Bereichen aufgefiihrt. Der GC-Gehalt
ist bei allen vorhandenen Sequenzen mit 45 bis 57 % recht dhnlich. Lediglich im

Bereich downstream von ACI liegt der GC- Gehalt von 51-11 bei 39 %.
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Tabelle 26: GC-Gehalt der SC1 bis SC3 (A) und von AC1 und AC2 (B) und deren
Bereiche up- und downstream. Der GC-Gehalt, angegeben in % wurde in normaler
SchriftgroBe und die Lange der jeweiligen Sequenz in tiefgestellter Schrift
dargestellt. Aufgelistet sind 51-11, IBT 40293 (S), IBT 7711 (S) und IBT 40288
(A). bp = Basenpaare, n.d. = nicht definiert, - - - = fehlt, IBT = Institut for
Bioteknologi; SC = Satratoxincluster, *aufgrund von Fragmentierung nur teilweise
ausgewertet, **Sequenz ist in zwei Teile geteilt und befindet sich in zwei Scaffolds

A: Satratoxincluster

Stammnummer
IBT IBT
51-11 IBT 40293
7711 40288
sc1 Upstream 4516380p | 444.155bp 454564bp | - - -
SC1 5329998 bp | 5328.909 bp 5329996 | ---
Scaffolds
Downstream | 43140301bp | ST10.6136p 5072.574bp | 5296283 bp
Upstream 2721330p | 42886 bp 45720p | ---
SC2
SC2 4719876 0p | 4719.873 bp 4719854 bp | - - -
Scaffolds
Downstream | 27140301 bp | 4410.613 bp 4372.5740p | - - -
Upstream 518492000p | S1105.159 bp 5195549 bp | 51129.561 bp
SC3 SC3 --- 5310.500 bp 5410.496bp | - - -
Scaffolds 48112 bp/42.552
Downstream | - - - 3312bp ---
bp**
B: Atranoncluster
Stammnummer
51-11 IBT 40293 | IBT 7711 | IBT 40288
5033211
Upstream 4685.474 bp 4942.470 bp 4524.509 bp
bp/12.367 bp
AC1
AC1 --- --- --- 4935610 bp
Scaffolds
3921564
Downstream 4954221 bp --- 4874.142 bp
bp/849.200 bp**
AC2 AC2 5310.350 bp 579340 bp 53103800p | S111.699 bp
Scaffolds | Downstream | 53, 4. 54294349 bp* | 5364.1670p* | 5124.996 bp
1.3. Vergleich der Aminosiuresequenzen von Proteinen mittels BlastP

Um néhere Informationen iiber den Ursprung der Gene der Satratoxin- und
Atranoncluster zu bekommen, wurde eine Suche nach homologen Sequenzen

mittels BlastP vorgenommen. Das Ziel war es, orthologe Proteine zu identifizieren.
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Es zeigte sich, dass die aus allen sat Genen abgeleiteten Proteinsequenzen fiir die
Stamme IBT 7711 und IBT 40293 mit 87 — 100 % Ubereinstimmung sehr homolog

waren.

Es wurden Proteine, die dhnlich zu den von satl bis sat10 kodierten (SC 1) in
mehreren Pilzspezies gefunden, wobei auch jeweils dhnliche Doméanenstrukturen
vorhergesagt wurden. Manche dieser Spezies hatten entweder mehrere, andere nur
eines dieser homologen Proteine. Sofern mehrere dieser Proteine vorhanden waren,
waren die sie kodierenden Gene meist im Genom verteilt und nicht auf eine Stelle
fokussiert. In Tabelle 27 sind homologe Sequenzen von den Sat-Proteinen des SC1
von IBT 40293 (S) mit Eutypa lata UCREL1 aufgefiihrt. Es wurden keine
Homologien mit Sat2, Sat8 und Sat9 gefunden. Gene, die fiir die homologen
Proteine von Sat5 bis Sat7 kodieren, befinden sich als benachbarte Gene im
Scaffold EL1 03 scaffold 1050.

Tabelle 27: Homologe Sequenzen mit Proteinen des SC1 von IBT 40293 (S) mit
Eutypa lata UCRELI

KB706815.1

Satl EMR65633.1 0% ELZ?(?Z?_:caféold_MW
KB705644.1 /

Sat3 EMR71422.1 67% EL1 03 scaffold 306

Sat4 EMR66051.1 34 % Eff?(f??_zs%;fgold_w&
KB706388.1/

Sat5 EMR67658.1 55% EL1 03 scaffold 1050
KB706388.1 /

Sat6 EMR67661.1 1% EL1_03_scaffold_1050

Sat7 EMR67660.1 59 % Efff)(f;fsiifgold_low
EL1 03 scaffold 865

Sat10 | EMR68614.1 29% KB706203.0/

Ein weiteres Beispiel hierfiir ist S. elegans. Die homologen Proteine sind hier Satl,
Sat2 und Sat3 (IDS: IDs: KAH7316935.1, KAH7303828.1, und KAH7323111.1)
mit einer Identitit von 70 — 88 % und einer Coverage von 86 — 100 %. Ahnliche
Ergebnisse konnten fiir die Proteinsequenzen der SC2-Gene fiir Monosporascus

gefunden werden. In diesem Fall waren diese Gene zudem in Clustern angeordnet.
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Monosporascus cannonballus besitzt einen Cluster, der die benachbarten Gene
beinhaltet, welche fiir Sat14 (RY094656.1) und Satl5 (RY094655.1) kodieren.
Ein weiterer Cluster schliefft zehn mutmaBliche Trichodiensynthasegene ein; dazu
gehoren die Gene, die fiir Satll (RYO75587.1), Satl2 (RYO75582.1), Satl3
(RYO75583.1) und Satl6 (RYO75586.1) kodieren. Diese Organisation zeigt sich

beispielsweise in dem Genom von Monosporascus sp. SCOA.

Zudem konnten weitere homologe Sequenzen der von SC3 kodierenden Proteine
(Satl7 — Sat21) in diversen Pilzspezies gefunden werden. Darunter zdhlt Xylaria
grammica. Diese Gattung hat Gegenstiicke der fiinf SC3-Proteine. Dabei sind vier
davon in einem Cluster zu finden (EKO27 g10813, EKO27 g10814,
EKO27 g10815 und EKO27 g10816). Lediglich das Gen, das fiir das dem Sat17
dhnliche Protein (EKO27 g994) kodiert, befindet sich an einer anderen Stelle im

Genom.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es diverse homologe Proteinsequenzen,
die den Proteinen dhnlich sind, die von SC2 kodiert werden, gibt. Cluster konnten

jedoch nur fiir Homologe der SC2- und SC3-kodierten Proteine gefunden werden.

Die Proteine, die vom AC1 kodiert werden, lassen sich neben S. chartarum auch in
dem Stamm IBT 40285 von S. chlorohalonata finden, der ebenfalls die Fahigkeit
zur Atranonproduktion hat (ANDERSEN et al., 2002). Dieser Stamm wurde in der
Arbeit von SEMEIKS et al. (2014) ebenfalls als Atranonproduzent zur
Untersuchung der Clusterbildung von Stachybotrys herangezogen. Der AC1 von
IBT 40288 (A — S. chartarum) und von IBT 40285 (S. chlorohalonata) ist dhnlich
aufgebaut, mit dem Unterschied, dass IBT 40285 nur 13 Atranongene hat. Die
Identitdt der Proteinsequenzen dieser beiden Stimme ist hoch und liegt zwischen

91 und 98 %.

Zudem konnten weitere Proteine anderer Pilzspezies ausgemacht werden, die
Ahnlichkeiten mit den von AC1 kodierten Proteinen haben. Dazu zihlen unter
anderem diverse Fusarium und Aspergillus Spezies. Die Identitdt ist allerdings
niedrig und liegt in den meisten Fillen zwischen 40 und 60 %. Oft fanden sich
dhnliche Doménenstrukturen, ein Hinweis fiir Clusterbildung der entsprechenden

Gene konnte jedoch nicht gesehen werden.

1.3.1. Satratoxincluster 1 (SC1)
Die SC1 der Staimme IBT 7711 (S) (29.996 bp), IBT 40293 (S) (29.998 bp) und 51-
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11 (28.909 bp) weisen eine #hnliche Linge und starke Ahnlichkeiten ihrer
Sequenzen auf (siehe Tabelle 28). Laut SEMEIKS et al. (2014) beinhaltet der SC1
zehn Gene (satl bis sat10) (Abbildung 15 Feld A). IBT 7711 (S), IBT 40293 (S)
und 51-11 weisen einen vollstdndigen SC1 auf. Nur dem Stamm 51-11 fehlt das
Gen satl. Sonstige Liicken befinden sich ausschlieBlich in den nicht-kodierenden

Bereichen.

Die verfiigbare Sequenz von 51-11 upstream von SC1 ist mit 1.638 bp nur kurz. Im
Vergleich dazu hat die entsprechende Sequenz von IBT 7711 (S) eine Lange von
4.564 bp und von IBT 40293 (S) eine Lénge von 4.155 bp. Die Identitit ist

auBBerdem mit 85,7 % sehr hoch und somit in ihrer Sequenz gut konserviert.

Das Gen satl von 51-11 ist nicht vorhanden. Deshalb wurde die Region upstream
von sat2 (mit einer Lange von 1.638 bp im Scaffold 31) ndher analysiert. Es zeigte
sich, dass eine kurze Sequenz mit 230 bp auch in anderen Stdmmen zu finden ist:
Zum einen im IBT 7711 (Scaffold 518) mit einer Identitit von 87 % und einer
Coverage von 100 %. Zum anderen im IBT 40293 (Scaffold 506) mit einer Identitét
von 89 % und einer Coverage von 97 %. Dieser Bereich deckt die Sequenz
zwischen den Genen sat2 und sat1 (1.373 bp, Identitdt 99 %) und die letzten 35 bp
von satl ab (Identitdt 97 %) (siche Abbildung 15).

Tabelle 28: Vergleich der genomischen Sequenzen, die SC1 von 51-11, IBT 40293
und IBT 7711 beinhalten (Scaffolds 31, 155 und 243)

upstream von downstream von
SC1 genes (sat1-10)

SC1 SC1
Stamm-ID

Identitat | Lucken | Identitdt | Licken Identitat Lucken

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
51-11 vs.

46.5 37.6 95.7 4.1 98.7 0.6
IBT 40293
51-11 vs.

454 40.0 95.7 4.1 98.5 0.6
IBT 7711
IBT 40293
vs. IBT 85.7 11.7 99.8 0.0 99.3 0.1
7711
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Die Sequenzen downstream von SC1 haben bei allen drei S-Genotypen eine Lange
von etwa 10.000 bp. Sie haben eine hohe Ubereinstimmung ihrer Sequenz mit 98,7
% bis 99,3 % und einer Coverage von 100 %. Direkt downstream des SC1 werden
Gene, die fiir zwei hypothetische Proteine kodieren, vorhergesagt. Diese wurden
zum besseren Verstindnis als SC1-down-1 (£ S40293 09301) und SC1-down-2
(2 S40293 09300) bezeichnet. Mittels BlastN wurde nach homologen Sequenzen
in anderen Schimmelpilzen gesucht. Die einzige Ubereinstimmung wurde bei
Purpureocillium (P.) lilacinum Isolat PLBJ-1 (scaffold00012) gefunden. Die
beiden hypothetischen Proteine lauten VFPBJ 11029 und VFPBJ 11030. Die
Ubereinstimmungen mit SC1-down-1 und SC1-down-2 liegen bei 77 % und 82 %.
Die beiden Gene befinden sich in gleicher Ausrichtung wie in Stachybotrys
nebeneinander im Genom von P. [lilacinum PLBJ-1 und PLFJ-1. Bei dem
Sequenzvergleich weiter upstream der beiden Purpureocillium Isolate zeigte sich
zudem eine Ubereinstimmung eines Gens mit sat10 von S. chartarum von 73 %.
Das entsprechende Protein von P. lilacinum (AOA179HIDS mit 1265 AS) weist
eine kiirzere Aminosduresequenz als das Satl0 auf (KEY74377 mit 1930 AS).
Beide Proteine haben jedoch die gleiche Anzahl von Ankyrin-Wiederholungen (n
=16). Aufgrund der Homologien und der konservierten Genanordnung kann davon
ausgegangen werden, dass diese Sequenz entweder von oder an P. lilacinum durch

horizontalen Gentransfer tibertragen wurde.

Die hohen Ubereinstimmungen der drei Stimme im SCI und die
iibereinstimmenden Gensequenzen up- und downstream davon weisen auf einen
gemeinsamen Insertionsort dieses Clusters hin. Die einzige abweichende Region

liegt im Bereich upstream von SC1 im Stamm 51-11.

Der Vergleich der Sequenzen mit denen aus IBT 40288 (Genotyp A) zeigt stark
homologe Bereiche downstream von SC1 (Scaffold 1204 von IBT 40288). Es zeigt
sich ein vollstdndiges SC1-down-2-Gen mit einer Identitdt von 100 %. Das Gen
SC1-down-1 ist mit 241 bp statt 3.691 bp nur als Fragment vorhanden. Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde eine PCR verschiedener Stimme im Bereich
downstream von SCI1 durchgefiihrt (siehe IV.1.1.1). Im Gegensatz zum Bereich
downstream konnten upstream keine Homologien zwischen IBT 40288 und den S-

Genotypen gefunden werden.

Des Weiteren konnten keine Ubereinstimmungen der Gensequenz upstream des

unvollstandigen SC1-down-1 von IBT 40288 mit den S-Genotypen gefunden
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werden. Dies weist darauf hin, dass die beiden Gene, die fiir zwei hypothetische
Proteine (S40288 06821 und S40288 11170) kodieren, Genotyp-A-spezifisch

sind.

1.3.2. Satratoxincluster 2 (SC2)

Es wurden iiberdies Alignments der Sequenzen, die SC2 beinhalten, vorgenommen.
(51-11: Scaffold 111, IBT 40293: Scaffold 902, IBT 7711: Scaffold 1258). Eine
Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 29 aufgefiihrt. Die Gensequenzen von sat11-
16 sind in allen drei Stimmen mit 99,5 - 99,6 % sehr homolog. Alle Sequenzen
zeigen zudem eine dhnliche Lange: 51-11: 19.876 bp, IBT 7711: 19.854 bp und IBT
40293: 19.873 bp. Die Sequenzen upstream von SC2 sind vergleichsweise kurz mit
einer minimalen Lange von 772 bp bei IBT 7711 und einer Maximalldnge von 2.133
bp bei 51-11. Auch die Sequenzen upstream zeigen mit 99,0 — 99,1 % eine hohe
Ubereinstimmung bei allen drei Stimmen. Downstream haben die Sequenzen der
Stimme unterschiedliche Langen: 51-11: 8.737 bp, IBT 7711 bp: 2.775 und IBT
40293: 2.768 bp. All die Sequenzen sind jedoch hoch konserviert, was auf eine
Insertion an derselben Stelle im Genom der drei Stimme hinweist. In den Bereichen
up- und downstream sind bisher keine weiteren Gene annotiert. Der Vergleich
dieser angrenzenden Sequenzen mit IBT 40288 (A) zeigte keine eindeutigen

Ergebnisse.
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Tabelle 29: Vergleich der Scaffolds, die SC2 beinhalten (51-11: Scaffold 111, IBT
7711: 1258, IBT 40293: 902)

Gene von SC2

upstream von SC2 downstream von SC2
Stamm- (sat11-16)
1D Identitdt | Licken | Identitdt | Liicken | Identitét Liicken

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
51-11
vs. IBT | 99.0 0.3 99.5 0.1 98.5 0.2
40293
51-11
vs. IBT |99.0 0.6 99.5 0.1 98.6 0.1
7711
IBT
40293

99.1 0.8 99.6 0.1 98.8 0.2
vs IBT
7711

1.3.3. Satratoxincluster 3 (SC3)

Der SC3 ist bei den Stimmen IBT 7711 und IBT 40293 neben dem Core
Trichodiensynthasecluster (CTC) gelegen. Aus diesem Grund wurde im Stamm 51-
11 an dieser Position nach dem SC3 gesucht. Es konnten aber keine homologen
Sequenzen downstream des CTC oder an einer anderen Stelle im Genom von 51-
11 gefunden werden. Aus diesem Grund ist von einem Fehlen des SC3 in diesem

Stamm auszugehen.

IBT 7711 und IBT 40293 zeigen beim Alignment, dass alle Gene des SC3 (sat17
bis sar21) vollstindig vorhanden sind und eine Identitdt von liber 99,1 % aufweisen
(siche Abbildung 15 Feld C). Auch die Region upstream von SC3, die den CTC
beinhaltet, weist alle Trichodiensynthasegene auf und hat eine Ubereinstimmung
von 99 %. Die Sequenzen downstream von SC3 sind sehr kurz mit 122 bp bei IBT

7711 und 112 bp bei IBT 40293, zeigen aber eine gute Konservierung.

Ein Alignment des Scaffolds, der die SC3 der jeweiligen S-Genotypen beinhaltet,
mit den vorhandenen Sequenzen des IBT 40288 (A) weist, mit Ausnahme der

Trichodiensynthasegene, keine homologen Sequenzen auf.

Uberdies zeigen die Sequenzen downstream des CTC in 51-11 und IBT 40288 (A)
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eine gute Konservierung der kodierenden und nicht kodierenden Sequenzen. Die
Liange der Sequenzen ist 273.615 bp (51-11) und 59.315 bp (IBT 40288) und weist

eine Identitit von 100 % auf.

Die beiden Gene, die sich bei 51-11 und IBT 40288 (A) downstream des CTC,
befinden, konnten auch in IBT 7711 (S) und IBT 40293 (S) mit einer
Ubereinstimmung von 99 % gefunden werden (siehe dazu Abbildung 10 Feld C,
braune Pfeile). Jedoch liegen diese Gene in den beiden S-Stimmen in einem
anderen Scaffold als der CTC. Da die Gene im jeweiligen Scaffold aber am Rand
der Sequenz liegen, war die Uberlegung, ob die Scaffolds im Genom nebeneinander
liegen konnten. Aus diesem Grund wurde eine PCR durchgefiihrt, die in Kapitel
IV.1.1.2 ndher beschrieben ist.

Diese PCR zeigte, dass die beiden Scaffolds 1 und 1543 in IBT im Genom

nebeneinander liegen und nur durch 177 bp voneinander getrennt sind.
14. Atranoncluster 1 und 2

1.4.1. Atranoncluster 1 (AC1)

Eine BlastN Suche ergab, dass keiner der S-Genotypen die Gene des AC1 (atrl-
atr14) aufweist. Lediglich eine 170 bp lange Promotorregion von afrl und eine
Teilsequenz des atrl (atrl: Lange: 242 bp, Identitdt 80,4 % Coverage 42 %) wurden
in IBT 40293 (S) und 51-11, jedoch nicht in IBT 7711, gefunden.

Dies bestitigt die Ergebnisse der Deep Resequencing Analyse (siehe 1V.3.1.1), die
zeigt, dass Teile des atrl in IBT 40293 (S) noch vorhanden sind. Fiir IBT 40293
(S) und 51-11 sind keine weiteren Informationen {iber die Sequenzen downstream
von atrl vorhanden, da die jeweiligen Scaffolds (1474 und 47) an dieser Stelle

enden.

Die Region upstream von AC1 in IBT 40288 (A) ist in allen S. chartarum
Genomsequenzen vorhanden und gut konserviert (Identitit 99 %). Bei IBT 7711
(S) ist die Region upstream von AC1 in zwei Scaffolds (Scaffold 1183 und 1150)
unterteilt (siche Abbildung 21). Es scheint, dass diese Scaffolds aufeinander folgen.
Ein Hinweis dafiir ist, dass die Sequenzen von IBT 40293 (S), IBT 40288 (A) und
51-11 in diesem Bereich durchgéingig sind. Eine durchgefiihrte PCR konnte die
Vermutung, dass die beiden Scaffolds von IBT 7711 (S) aufeinanderfolgen, aber

nicht bestatigen.
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Die Sequenzen downstream von ACI1 sind mit Ausnahme von IBT 7711 (S)
ebenfalls gut konserviert. Ein Unterschied ist die Sequenz, die fiir ein
hypothetisches Protein (S40288 11253) kodiert. Diese wurde nur beim Genotyp A
(IBT 40288) gefunden, nicht aber bei den S-Genotypen. Die Region mit Homologie
zum downstream-Bereich von ACI1 in IBT 40288 findet sich im 51-11 Genom in
zwei Scaffolds. Die dargestellten Gene befinden sich aber nicht am Ende der
genannten Scaffolds, weshalb sich diese Regionen vermutlich an unterschiedlichen
Positionen im Genom befinden. Die Stelle, die die beiden Scaffolds trennt, scheint
genau die zu sein, bei der in IBT 40288 (A) das Genotyp-A-spezifische Gen
(S40288 11253) liegt.

AC1

S. chartarum 0 kbp 20 kbp 30 kbp 40 kbp 60 kbp 70 kbp

IBT 7711 bd—bd——bd—El

IBT 40293 AP — > ——> |->4-»4——+ -»4-\
atrl atr3  atr5 atr7 _atr9 atri7 atr13

IBT40288 PP — > ——> —>;rr—2—>a1F4<— Tb +a?§ +af?70‘:9f?7?6#74 e

I

Abbildung 21: Region des Atranoncluster 1 und Bereiche up- und downstream
der genannten vier Stimme. Gene sind als Pfeile gekennzeichnet. Die blau
umrandete Region zeigt den AC1. Bereich mit rechteckigen Klammern:
Sequenzen aus Scaffolds, die nicht den AC1 beinhalten. Gleiche Farben weisen
auf einen gemeinsamen Scaffold in den jeweiligen Stimmen hin, aus ULRICH et
al. (2022).

Um zu iiberpriifen, ob anderen Genome von Stachybotrys spp. Ubereinstimmungen
im AC1 aufweisen, wurden Analysen mit BlastN durchgefiihrt. Die hinterlegten
Sequenzen von IBT 40288 (Genotyp A von S. chartarum) (Accession-Nummer:
GCA 000732765.1) und dem S. microspora N1 (Accession-Nummer
GCA _020085135.1) zeigten bei atr1 und atr3 bis atr14 eine Identitit von 89,00 bis
93,49 % sowie einer Coverage von 99 — 100 %. Das a#r2 Gen konnte aufgrund der

fehlenden Annotierung in IBT 40288 (A) nicht beurteilt werden.

1.4.2. Atranoncluster 2 (AC2)

Der AC2 wurde von SEMEIKS et al. (2014) definiert. Dieser Cluster setzt sich aus
sechs Genen zusammen, fiinf von diesen sind in den drei S-Genotypen gut
konserviert mit einer Identitdt von 88 % und einer Coverage von 99 % (siehe
Abbildung 22 und Tabelle 30). Die Region downstream von AC2 unterlief in den

einzelnen Stammen signifikanten Verdnderungen und Umorganisierungen. Die
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Identitét liegt nur bei 51,1 — 74,5 % bei einer Coverage von 64,4 — 86,0 %. Die
Gene in dieser Region downstream von AC2 sind in den S-Genotypen meist gut
konserviert, jedoch auf verschiedene genomische Scaffolds verteilt (siche
Abbildung 22). Aufgrund fehlender Sequenzen konnte von den Regionen upstream

von AC2 bisher kein Vergleich vorgenommen werden.

Es wurde eine intensivere Analyse der Proteinsequenzen von AC2 vorgenommen.
Es zeigte sich eine Pho4 Domine (InterPro entry IPR001204) im Protein
S40288 09036 und ein Helix-Loop-Helix-Motiv in S40288 11459, die beide
bereits von SEMEIKS et al. (2014) beschrieben wurden. Auflerdem konnten fiinf
Transmembranregionen in S40288 11460 sowie eine LMWPc Domine
(pfam01451), die gewdhnlich in niedermolekularen Phosphatasen vorkommt, in
S40288 09035 gefunden werden. Das eben genannte Protein zeigt sich nur in IBT
40288 (A).

AC2
S. chartarum(Q kbp 15 kbp 25 kbp 32 kbp

IBT 7711-S — > > = > E:I _,-4_ _,IEJ

IBT 40293 -S — — — — — —_— — — — — H

40288 - A “——— —> P — — P | — —PF — P —— —P 4—— ——

51-11 +—— > > < ¥ I‘ "I —bi|_—b<—|4— e +—

Abbildung 22: Sequenzen von AC2 und der Region downstream davon in IBT
7711, IBT 40293, IBT 40288 und 51-11. Gene sind als Pfeile dargestellt. Blau
eingerahmt zeigt den AC2, welcher fiir die folgenden hypothetischen Proteine
kodiert: S40288 09035, S40288 11459, S40288 09036, S40288 09037,
S40288 09038 und S40288 11460 (von links nach rechts). Gene in eckigen
Klammern sind nicht im Scaffold, der auch AC2 beinhaltet, sondern in anderen
Scaffolds. Die gleiche Farbe eines Kastens weist auf einen Zusammenhang der
Scaffolds in den jeweiligen Stimmen hin, aus ULRICH et al. (2022).
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Tabelle 30: Vergleich der kodierenden Sequenzen der von AC2 kodierten
hypothetischen Proteine und der Scaffolds, die homolog zum AC2 bzw. zu dessen
flankierenden Bereichen im Genom von IBT 40288 sind (IBT 40288: Scaffold 123;
51-11: Scaffolds 4, 5 und 2; IBT 40293: Scaffolds 1203, 1206, und 386; IBT 7711:

Scaffolds 1035, 142, 1199 und 500).

AC2 downstream von AC2
Stamm-ID Durchschnittl. | Durchschnittl. | Durchschnittl. | Durchschnittl.
Identitdt (%) | Coverage (%) | Identitét (%) | Coverage (%)
51-11 88.4 100 74.5 86.0
IBT 40293 89.2 98.8 54.1 64.4
IBT 7711 88.7 100 73.5 84.2
2. Bestitigung der Genotypen mittels Triplex-PCR

Um sicher zu gehen, dass die vier Stimme, die zur Deep Resequencing und
Transkriptomanalyse herangezogen wurden, nicht kontaminiert sind und um deren
Genotyp zu bestitigen, wurde eine Triplex-PCR nach ULRICH et al. (2020)
durchgefiihrt. Abbildung 23 zeigt das Gelbild der durchgefiihrten PCR. Das grofere
DNA-Fragment zeigt eine Gensequenz von sat19. Dieses ist sowohl in den S- als
auch in den H-Genotypen zu finden. Das kiirzere DNA-Fragment spiegelt eine
Sequenz im Bereich von afr6 und atr7 wider, die bei A- und H-Genotypen

vorkommt.
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IBT 40293 —Genotyp S
IBT 42685 — Genotyp H
CBS 324.65 — Genotyp H
IBT 40288 — Genotyp A
GeneRuler 100 bp ladder

Abbildung 23: Gelbild der Triplex-PCR der Staimme IBT 40293 (S), IBT 42685
(H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) zur Bestitigung der Genotypen.
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3. Deep Resequencing Analyse

Es wurde eine Deep Resequencing Analyse von den Stimmen IBT 40293 (S), IBT
42685 (H) und CBS 324.65 (H) durchgefiihrt. Die Analyse fokussierte sich auf die
Genbereiche, bei denen angenommen wird, dass deren Expression essentiell fiir die

Bildung von Satratoxinen (SC1 bis SC3) und Atranonen (AC1 und AC2) ist.
3.1. Coverage der Atranoncluster

3.1.1. Coverage des Atranoncluster 1 (AC1)

Fiir die Coverage Analyse des Atranoncluster 1 (AC1) wurde als Referenz auf die
Genomsequenz des Stammes IBT 40288 (A) aus der NCBI Datenbank
zurlickgegriffen. Der Genbereich von AC1 befindet sich in Scaffold 1 (Accession
Nummer KL659150) von IBT 40288 (A). Der AC1 reicht von 24.509 bp (atrl) bis
60.118 bp (atr14).

In Abbildung 24 lésst sich erkennen, dass die beiden H-Genotypen, IBT 42685 und
CBS 324.65, eine vollstandige Coverage der KLL659150 aufweisen. Im Gegensatz
zum IBT 40293, einem Genotyp-S, (vergleiche Abbildung 25) ist der ACI hier
vollstindig vorhanden. Da keine Liicken zu erkennen sind, ist der KL659150 (mit

ACI inbegriffen) gut konserviert.

KL659150 von IBT 42685

50 100 150 200

Tiefe (arb. u.)

o]

0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000 120.000
Position (bp)
KL659150 von CBS 324.65

Tiefe (arb. u.)
0 50 100 150 200 250

0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000 120.000
Position (bp)

Abbildung 24: Coverage des KL659150 von IBT 42685 (H) und CBS 324.65 (H),
(beinhaltet den AC1).

In Abbildung 25 zeigt sich, dass der AC1 im Genom von IBT 40293 (S) nicht
vorhanden ist. Lediglich eine kurze Sequenz am Beginn des AC1 ist zu erkennen.

Dies weist darauf hin, dass ein Teil des atr]1 noch vorhanden ist (siche blaue
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Markierung in Abbildung 25). Zudem zeigt die Abbildung 25, dass der Bereich up-
und downstream von ACI1, mit Ausnahme zweier Sequenzen, gut konserviert ist.
Die Sequenzen mit fehlender Coverage reichen im KL659150 aus dem
Referenzstamm IBT 40288 (A) von 70.513 bis 71.026 bp und 71.417 bis 73.403
bp. Im IBT 40288 (A) befindet sich an der zweiten Position (siehe griiner Pfeil in
Abbildung 25) der kodierende Bereich fiir ein hypothetisches Protein mit der
Bezeichnung S40288 11253 (71.829 bis 73.238 bp). Dieses Protein mit der
Accession-Nummer KFA70679 zeigt Ahnlichkeiten mit dem hypothetischen
Protein F4814DRAFT 136125 des Holzkohlenpilzes Daldinia grandis (Identitét
50,23 %, Coverage: 90 %).
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Abbildung 25: Ausschnitt der Coverage des KL659150 von IBT 40293 (S), welche
den ACI1 (rot markiert) beinhaltet, griiner Pfeil zeigt auf den Bereich, der fiir das
hypothetische Protein S40288 11253 kodiert, der blau markierte Bereich spiegelt
den Uberrest von atrl wider, aus ULRICH et al. (2022).

3.1.2. Coverage des Atranoncluster 2 (AC2)

Fiir die Coverage Analyse des Atranoncluster 2 (AC2) wurde als Referenz ebenso
auf die Genomsequenz des Stammes IBT 40288 (A) aus der NCBI Datenbank
zurilickgegriffen. Der Genbereich von AC2 befindet sich im KL656922 des Scaffold

123 von IBT 40288 (A). Die Position reicht von 2.926 bis 14.620 bp.

Die Coverage mit den IBT 40293 (S) Sequenzen zeigt, dass im KL656922 der AC2
vorhanden ist (siche blau markierter Bereich in Abbildung 26). Der restliche
Bereich dieser Sequenz weist aber nur eine geringe Tiefe und eine immer wieder

liickenhafte Coverage auf, was auf schlecht konservierte Genbereiche hinweist

(vergleiche Abbildung 26).

Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen die Coverage von KL656922 durch die
Sequenzen der verwendeten H-Genotypen IBT 42685 und CBS 324.65. Der blau

markierte Bereich stellt die Position von AC2 dar. In beiden Stdimmen ist der AC2
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vorhanden, wobei die Tiefe bei IBT 42685 hoher ist. Die Coverage im KL656922

ist teilweise liickenhaft und nicht vollstindig.

Das Muster weist in allen drei Stimmen Ubereinstimmungen in der Coverage auf.

Tendenziell ist die Coverage der H-Genotypen aber vollstindiger als die von IBT

40293 (S).
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Abbildung 26: Coverage des KL656922 von IBT 40293 , welcher den AC2 (blau
eingezeichnet) beinhaltet, aus ULRICH et al. (2022).
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Abbildung 27: Coverage des KL656922 von IBT 42685 , welcher den AC2 (blau
eingezeichnet) beinhaltet.
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Abbildung 28: Coverage des KL656922 von CBS 324.65 , welcher den AC2 (blau
eingezeichnet) beinhaltet.
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3.2. Satratoxincluster 1 bis 3 (SC1 bis SC3)
Fiir die Satratoxincluster 1 - 3 (SCI bis SC3) wurde als Referenz auf die
Genomsequenzen des Stammes IBT 40293 (S) aus der NCBI Datenbank

zuriickgegriffen. Der SC1 liegt in KL650302, der SC2 in KL651028 und der SC3
in KL652499.

Da der Stamm identisch mit dem Referenzstamm ist, bestitigt die Coverage von
IBT 40293 (S), dass die Satratoxincluster SC1 bis SC3 im verwendeten Stamm
vorhanden sind (sieche Abbildung 29 A — C).
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Abbildung 29: Coverage der KL650302, KL651028 und KL652499 von IBT
40293 (S). Bild A: Coverage des KLL650302 (beinhaltet SC1) von IBT 40293 (S),
Bild B: Coverage des KL651028 (beinhaltet SC2) von IBT 40293 (S) und Bild C:

Coverage des KL652499 (beinhaltet SC3) von IBT 40293 (S), aus ULRICH et al.
(2022).

Abbildung 30 (A — C) und Abbildung 31 (A — C) zeigen die Deep Resequencing
Ergebnisse der Isolate CBS 324.65 (H) und IBT 42685 (H). Die Coverage zeigt,
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dass KL650302 (Feld A) und KL652499 (Feld C), diese beinhalten SC1 und SC3,
vollstindig vorhanden sind. Jedoch haben die beiden H-Genotypen keine Coverage
von KL651028 (B); in diesem Genbereich liegt der SC2 in IBT 40293 (S). Dies
weist auf ein Fehlen des SC2 der H-Genotypen hin und bestitigt somit die
bisherigen Teilgensequenzierungen von ULRICH et al. (2020).
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Abbildung 30: Coverage der KL650302, KL651028 und KL652499 von CBS
324.65 (H). Bild A: Coverage des KL650302 (beinhaltet SC1) von CBS 324.65 (H),
Bild B: Coverage des KL651028 (beinhaltet SC2) von CBS 324.65 (H) und Bild C:
Coverage des KL.652499 (beinhaltet SC3) von CBS 324.65 (H).
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Abbildung 31: Coverage der KL650302, KL651028 und KL652499 von IBT
42685 (H). Bild A: Coverage des KLL650302 (beinhaltet SC1) von IBT 42685 (H),
Bild B: Coverage des KLL651028 (beinhaltet SC2) von IBT 42685 (H) und Bild C:
Coverage des KL652499 (beinhaltet SC3) von IBT 42685 (H).

4. Transkriptomanalyse

Es wurde eine Transkriptomanalyse der Stimme IBT 40293 (S), IBT 42685 (H),
CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) durchgefiihrt. Das Ziel dieser Untersuchung
war es, Informationen {iber die Hohe der Expression der Gene der verschiedenen
Stimme zu erlangen. Der Fokus lag hierbei auf den Satratoxingenen (satl bis
sat21), den Atranongenen (atrl bis atrl4) sowie den tri-Genen im CTC (tri3, trid,
tri5, tri6, tril0, trill, tril4, tril7 und tri18). Die Stimme IBT 40293 (S)
(Accession: PRINA185808) und IBT 40288 (A) (Accession: PRINA170468) auf

NCBI wurden als Referenzstimme herangezogen.
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4.1. Hauptkomponentenverfahren
Beim Hauptkomponentenverfahren (Englisch: PCA) wurden die einzelnen Proben

anhand ihres Transkriptionsmusters gruppiert.

In Abbildung 32 ist der 2D PCA-Plot mit IBT 40293 (S) als Referenzgenom
(Accession: PRINA185808) dargestellt.

Die vier Stimme von S. chartarum zeigen in dem folgenden PCA-Plot eine klare
Separierung, was auf die unterschiedlichen Genexpressionsmuster zuriickzufiihren
ist. Gleichzeitig gruppieren sich die drei Replikate der Stimme, was als

Qualitdtsparameter angesehen werden kann.
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Abbildung 32: PCA-Plot 2D mit IBT 40293 (S) als Referenzgenom.

In Abbildung 33 ist der 2D PCA-Plot mit IBT 40288 (A) als Referenzgenom
(Accession: PRINA170468) zu sehen. Die drei Replikate der verschiedenen
Stamme gruppieren sich auch in diesem Plot. In dieser Abbildung liegen die drei
Replikate von IBT 40293 (S) und IBT 42685 (H) nahe zusammen. Wenn man
jedoch den dazugehorigen 3D PCA-Plot (Ausschnitt davon in Abbildung 34)

betrachtet, kann man erkennen, dass in dieser Ansicht die beiden Stimme weiter
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voneinander entfernt sind, als es in der 2D-Ansicht scheint.
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Abbildung 33: PCA-Plot 2D mit IBT 40288 (A) als Referenzgenom.
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4.2. Satratoxincluster

Die Transkriptomanalyse der Satratoxingene (satl bis sat21) soll iiberpriifen wie
hoch die Expressionslevel in Genotyp S, H und A sind. Es ist von Interesse zu
sehen, welche der Gene eine besonders hohe Transkription zeigen. Durch die Hohe
der transkriptionellen Expression kann vermutlich ein Zusammenhang zum

Expressionslevel der Proteine hergestellt werden.

4.2.1. Satratoxincluster 1

In Abbildung 35 sind die normalisierten Readcounts der Satratoxingene des SC1
(satl bis sat10) als Balkendiagramm dargestellt. Es wurde jeweils ein Durchschnitt
der normalisierten Readcounts der drei biologischen Replikate eines Isolates
verwendet. Tabelle 31 zeigt dieselbe Anzahl der normalisierten Readcounts der
Stimme in tabellarischer Form. Genotyp A (IBT 40288) zeigt keine Expression der
SC1 Gene.

Das satl Gen zeigt anndhernd keine Expression in den beiden H-Genotypen. IBT
40293 (S) zeigt zudem keinerlei Transkription fiir dieses Gen. IBT 40293 (S) zeigt
bei den Genen sat6, sat7 und sat10 eine signifikant hohere Genexpression als IBT
42685 (H). Im Gegensatz dazu zeigt IBT 42685 (H) nur im satl eine signifikant
hohere Expression als IBT 40293 (S). CBS 324.65 (H) hat bei den Genen satl, sat2,
sat3 und sat8 eine signifikant hohere Expression als der Genotyp S. IBT 40293 (S)

dagegen zeigt nur bei sar9 und sat10 signifikant mehr Expression.

Generell kann man zusammenfassen, dass das Expressionsmuster bei den beiden
H-Genotypen und dem Genotyp S im SC1 dhnlich ist. Lediglich sar10 féllt mit einer
deutlich hoheren Expression (8.617 arb. u.) des Genotyp S auf. Die Gene sat1 und

sat9 sind zudem tendenziell geringer transkribiert (0 bis 27,9 arb. u.).
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Abbildung 35: Reads der Satratoxingene (satl bis sar10) der drei biologischen
Replikate von IBT 40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A)
mit Standardabweichung (arb. u. = normalisierte Readcounts).

Tabelle 31: Durchschnittliche Reads der Satratoxingene (sat1 bis sat10) von IBT

40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) im Vergleich

Satratoxingene | IBT 40293 CBS 324.65 | IBT 42685 IBT 40288
satl 0,0 27,9 9,8 0,0
sat2 151,6 590,9 115,3 0,0
sat3 13,1 409,3 20,7 0,0
sat4 3323 281,9 229,0 0,0
sat5 292,4 193,3 192,4 0,0
satb 1.339,9 1.258,8 448,9 0,0
sat7 481,3 707,8 197,4 0,0
sat8 1449 733,44 133,3 0,0
sat9 24,9 6,2 9,5 0,0
sat10 8.617,0 957.8 1.686,8 0,0
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4.2.2. Satratoxincluster 2

In Abbildung 36 und Tabelle 32 sind die normalisierten Readcounts fiir die Gene
des SC2 (satll bis sat16) dargestellt. Da der SC2 laut bisherigen PCR- und
Genomergebnissen nicht im Genom der Genotypen A und H vorkommt, liegt die
Expression hier jeweils bei null Reads. IBT 40293 als Vertreter des Genotyp S zeigt
eine Expression vor allem bei satll bis satl4, sat15 und sat16 haben dagegen

anndhernd keine Expression.

Satratoxincluster 2
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Abbildung 36: Reads der Satratoxingene (satl1 bis sat16) der drei biologischen
Replikate von IBT 40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A)
mit Standardabweichung (arb. u. = normalisierte Readcounts).

Tabelle 32: Durchschnittliche Reads der Satratoxingene (saf11 bis sat16) von IBT
40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) im Vergleich

Satratoxingene | IBT 40293 CBS 324.65 | IBT 42685 IBT 40288
satll 5.313,1 0,0 0,0 0,0
sat12 2.124,5 0,0 0,0 0,0
satl3 3.525,6 0,0 0,0 0,0
satl4 5.313,1 0,0 0,0 0,0
satl5 33,9 0,0 0,0 0,0
satl6 0,4 0,0 0,0 0,0
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4.2.3. Satratoxincluster 3

Abbildung 37 und Tabelle 33 sind die Readcounts der vier Isolate zu entnehmen.
Wie bereits in SC1 und SC2 zeigt IBT 40288 (A) keine Expression der aufgefiihrten
Gene. Auch die beiden H Genotypen (CBS 324.65 und IBT 42685) zeigen keine
hohe Expression im SC3. Lediglich CBS 324.65 zeigt bei sat21 normalisierte
Readcounts von durchschnittlich 79,8 arb. u.. IBT 40293 (S) hat die hochsten
Expressionen (828,7 und 755,1 arb. u.) bei sat17 und sar20. Die anderen drei Gene

sind mit 12,3, 44,1 und 219,1 arb. u. deutlich geringer in ihrer Transkription.
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Abbildung 37: Reads der Satratoxingene (sat17 bis sat21) der drei biologischen
Replikate von IBT 40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A)

mit Standardabweichung (arb. u. = normalisierte Readcounts).

Tabelle 33: Durchschnittliche Reads der Satratoxingene (sat17 bis sat21) von IBT
40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) im Vergleich

Satratoxingene | IBT 40293 CBS 324.65 | IBT 42685 IBT 40288
satl7 828,7 0,0 0,0 0,0
satl8 44,1 0,0 0,5 0,0
sat19 12,3 1,5 2,0 0,0
sat20 755,1 10,3 9,1 0,0
sar21 219,1 79,8 0,0 0,0
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4.3. Atranoncluster 1

Die Gene des Atranoncluster 1 kodieren fiir Proteine, die zur Produktion von
Atranonen bendtigt werden. In Abbildung 38 und Tabelle 34 sind die Ergebnisse
der Transkriptomanalyse als Balkendiagramm und in Tabellenform dargestellt. IBT
40288 (A) und IBT 42685 (H) zeigen in allen Atranongenen ein dhnlich hohes
Expressionsmuster. Diese beiden Isolate sind jeweils signifikant hoher exprimiert
als CBS 324.65 (H) und IBT 40293 (S). Bei dem Isolat IBT 40293 (S) sind
eigentlich keine Reads zu erwarten, da dieser Stamm keine Atranongene besitzen
sollte. Jedoch liegt die Expression der Atranongene von IBT 40293 (S) zwischen

Null und 15,1 normalisierten Readcounts.
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Abbildung 38: Reads der Atranongene (atrl bis atrl4) der drei biologischen
Replikate von IBT 40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A)
mit Standardabweichung (arb. u. = normalisierte Readcounts).
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Tabelle 34: Durchschnittliche Reads der Atranongene (atrl bis atrl4) von IBT
40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) im Vergleich

Atranongene | IBT 40293 CBS 324.65 | IBT 42685 IBT 40288
atrl 1,7 41,6 1008,0 931,3
atr 0,0 12,0 87,9 61,0
atr3 23,7 180,6 4509,4 5191,2
atrd 1,6 62,1 1091,3 1781,5
atrs 2,2 76,5 953,4 1046,1
atré 1,9 58,0 577,8 1147,1
atr’l 7,0 95,6 2054,7 1537,4
atr8 10,1 167,1 2267,5 2776,3
atr9 8,8 111,2 1818,0 1749,2
atrl0 35,1 4142 7675,7 5168,8
atrll 9,2 138,7 2436,3 1369,6
atrl2 1,2 25,4 359,2 203,5
atrl3 14,5 171,5 3440,9 2821,9
atrl4 24,3 297.8 6019,6 3678,5
4.4. tri-Gene

Die tri-Gene liegen laut SEMEIKS et al. (2014) im Core Trichothecencluster

(CTC). Ein Teil dieser Gene wird vermutlich benétigt, um die
Trichothecenproduktion zu katalysieren. Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse
ergaben, dass IBT 40293 (S) i3, #i5, trill und #ril4 signifikant mehr als die
anderen drei Stdmme exprimiert, dagegen zeigen #i17 und #ri18 in allen Stimmen
kaum Transkription mit normalisierten Readcounts unter 13 arb. u.. IBT 40288 (A)
zeigt seine hochste Expression mit 1.782,1 arb. u. im #i10. AuBer bei #7i6 und #i10
zeigen die beiden H-Genotypen kaum Expression im CTC. Generell zeigt IBT

40293 (S) im Schnitt die hochsten Expressionswerte.
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Abbildung 39: Reads der tri-gene (¢7i3, trid, tri5, tril0, tril 1, tril4, tril7 und tri18)
der drei biologischen Replikate von IBT 40293 (S), IBT 42685 (H), CBS 324.65

(H) und IBT 40288 (A) mit Standardabweichung (arb. u.
Readcounts).

= normalisierte

Tabelle 35: Durchschnittliche Reads der #ri-gene (i3, tri4, tri5, tri6, tril0, trill,
tril4, tril7 und #il18) der drei biologischen Replikate von IBT 40293 (S), IBT
42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) im Vergleich

Tri-Gene IBT 40293 CBS 324.65 | IBT 42685 IBT 40288
tri3 1.506,5 7,2 39,3 32,4

tri4 102,2 59,7 53,2 88,0

tri5 1.114,7 0,0 0,3 30,4

tri6 704,5 914,7 671,7 516,3

tril0 2.211,0 272,5 559,0 1.782,1
trill 3.716,0 8,7 3,0 146,9

tril4 1.492,3 0,0 1,3 20,7

tril7 11,6 5,5 8,7 7,4

tril8 4,5 4,9 8,1 12,4
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5. Zytotoxizititstest mittels Zellkultur

Die Zytotoxizitétstests wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Toxinextrakte der
verschiedenen Genotypen auf PK15-Zellen zu testen. Durch das Zellverhalten
sowie die Viabilitdt der Zellen ldsst sich so ein Riickschluss auf die Toxizitét der

jeweiligen Genotypen ziehen.

5.1. Zytotoxizitatstest

Bei diesem Zytotoxizititstest wird der Einfluss der Toxinextrakte von IBT 40293
(S), IBT 42685 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A) auf PK15-Zellen
unspezifisch bestimmt. Da die Toxinextrakte in Methanol gelost waren, wurde
Methanol zusitzlich als Kontrolle eingesetzt, um auszuschlieBen, dass das
Methanol bereits Einfluss auf die Zellen hat. Auf Bild a der Abbildung 40 kann man
erkennen, dass die Zellen (ohne Methanol oder Toxinzugabe) nach 24 Stunden, wie
fiir diese Zellen typisch, einen adhirenten Zellrasen gebildet haben. Auch durch
eine Zugabe von 5 ul Methanol 100 % bildeten die PK15-Zellen, innerhalb von 24
Stunden Inkubationszeit, einen Zellrasen (sieche Abbildung 40, Bild b). Somit
scheint das 100 %ige Methanol, in dem die Toxine der einzelnen Stdmme geldst
sind, keinen nennenswerten Einfluss auf die Zellen zu nehmen. Die PK15-Zellen
(Bild c), die mit 5 pl des Toxinextraktes von IBT 40293 (S) versetzt wurden, zeigten
die groften Verdnderungen. Die Zellen waren nicht adhédrent und die einzelnen
Zellen blieben in ihrer Form kugelig. Diesen kugeligen Charakter zeigen die Zellen
ansonsten beispielsweise nach der Behandlung mit Trypsin, sobald sie vom Boden
gelost werden. Das Toxinextrakt von Genotyp S scheint die Zellen daran zu hindern
einen Monolayer auszubilden. Bei Zugabe der Toxinextrakte der Stimme IBT
42685 (Bild d) und CBS 324.65 (Bild e), die dem Genotyp H zugeordnet werden,
bildeten die Zellen nach 24 Stunden keinen konfluenten Zellrasen. Bild f zeigt
PK15 Zellen, welche mit dem Toxinextrakt von Genotyp A (IBT 40288) versetzt
wurden. Diese Zellen verhielten sich dhnlich wie die Zellen in Bild d und e, jedoch

war der Zellrasen dichter ausgebildet als bei den beiden H- Genotypen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Toxinextrakt von Genotyp S die
PK15-Zellen am stirksten in ihrem Verhalten beeinflusst hat, da die Zellen
kugelférmig in Suspension blieben (Abbildung 40 Bild c). Die Zellen, die einem
Toxinextrakt von Genotyp A oder H von S. chartarum ausgesetzt waren, waren in

threm Wachstum inhibiert, da sie im Vergleich zum Negativ- und Kontrollansatz
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(siche Abbildung 40 Bild a und b) keinen konfluenten Zellrasen ausgebildet haben
(Bild e bis f).

Abbildung 40: Ergebnisse des Zytotoxizititstests mittels Zellkultur. a:
Negativkontrolle; adhédrente Zellen und konfluenter Zellrasen gebildet von PK15-
Zellen ohne Zugabe von Methanol oder Toxinextrakt; b: PK15-Zellen 24 Stunden
nach Zugabe von 5 pl Methanol; ¢ - f: PK15-Zellen 24 Stunden nach Zugabe der
verschiedenen Toxinextrakte; c: Toxinextrakt von IBT 40293; d: Toxinextrakt von
IBT 42685; e: Toxinextrakt von CBS 324.65; f: Toxinextrakt von IBT 40288.

Bei dem vorangegangenen Versuch wurde deutlich, dass das Toxinextrakt von IBT
40293 (Genotyp S) den stiarksten Effekt auf die PK15-Zellen genommen hat. Die
Pilzkulturen wurden vor der Extraktion auf PDA angeziichtet. Um auszuschlieBen,
dass die beobachteten Effekte durch das verwendete Néhrmedium hervorgerufen

wurden, wurde IBT 40293 (S) auf Reis angeziichtet und extrahiert.

Die Zellen, die mit diesem Toxinextrakt der Reiskultur behandelt wurden, blieben

ebenfalls in Suspension, waren kugelformig und wurden nicht adhdrent (siehe
Abbildung 41).
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”

Abbildung 41: PK15-Zellen, 24 Stunden nach Zugabe von 5 ul Toxinextrakt von
IBT 40293 von Reiskultur.

Da nach den oben durchgefiihrten Zytotoxizititstests nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass andere Substanzen als makrozyklische Trichothecene fiir die oben
beschriebenen Effekte verantwortlich sind, wurde im nichsten Schritt der Effekt
reiner Toxinstandards makrozyklischer Trichothecene (Satratoxin G, Satratoxin H

und Roridin L2) tiberpriift.

In Abbildung 42 lasst sich erkennen, dass auch die reinen Toxinstandards die Zellen
an der Ausbildung eines Zellrasens hindern. In allen Féllen war der Grofteil der
Zellen nach 24 Stunden in einem kugelférmigen Zustand, der nicht fiir diese Zellen
typisch ist. Lediglich ein kleiner Teil der Zellen zeigte Tendenzen zur Adhdsion am

Boden der Wells.
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Abbildung 42: PK15-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5pl Toxinextrakt von
IBT 40293 und den Toxinstandards Satratoxin G, Satratoxin H und Roridin L2
(Endkonzentration jeweils 2 pg/ml).

5.1.1.  Fahigkeit zur Adhirenz von PKI15-Zellen nach Zugabe des
Toxinextrakts von IBT 40293

Um zu tiberpriifen, ob die Zellen in Anwesenheit des Toxins von IBT 40293 (S)

einen Zellrasen ausbilden, wurden die Zellen nach 0, 24 und 48 Stunden

Inkubationszeit, nach Zugabe des Toxinextrakts, beurteilt (siche Abbildung 43).

Die Zellen blieben auch nach 48 Stunden in Suspension und bildeten keinen

Zellrasen aus. Dadurch ldsst sich darauf schlieBen, dass die Zellen ihre Fahigkeit

zur Adhérenz bei Anwesenheit des Toxinextrakts von IBT 40293 (S) verlieren.

PK15-Zellen, die nicht diesem Toxinextrakt ausgesetzt waren, haben stattdessen

einen dichten Zellrasen gebildet, wie in Abbildung 40, Bild a zu sehen ist.
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Abbildung 43: PK15-Zellen nach 0 (a), 24 (b) und 48 (c) Stunden Inkubation mit
Sul Toxinextrakt von IBT 40293 (S).

5.1.2. Morphologische Verinderungen von PK15-Zellen nach Zugabe des
Toxinextrakts von IBT 40293
Die PK15-Zellen, die mit dem Toxinextrakt von IBT 40293 in Beriihrung kamen,
zeigten auBBerdem eine verdnderte Morphologie, wie in Abbildung 44 zu sehen ist.
Die rot eingekreisten Zellen waren kugelig und befanden sich im Zelliiberstand, sie
legten sich nicht adhirent am Boden ab. Lediglich eine geringe Anzahl an Zellen
(gelb eingekreist) zeigte Ansétze, dass sie sich am Boden festsetzen. Diese Zellen
blieben jedoch einzeln und bildeten keinen Zellrasen aus. Einige Zellen, die blau
eingekreist sind, haben ihre Zellstruktur fast vollstindig verloren. Sie erschienen

zerkliiftet und zeigten einen kornigen Zellinhalt.
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Abbildung 44: PK15-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit dem Toxinextrakt
von IBT 40293. Einige Zellen zeigen erhebliche Zellschdden und verlieren ihre
Zellstruktur (blauer Kreis), die meisten Zellen weisen einen kugeligen Charakter
auf (roter Kreis), wenige Zellen haben die Fahigkeit zur Adharenz behalten (gelber
Kreis).

5.1.3. Uberpriifung der Zell-Viabilitit durch Trypanblaufirbung

Das Ziel der Farbung mit Trypanblau war es herauszufinden, ob die PK15-Zellen,
die 24 Stunden mit dem Toxinextrakt von IBT 40293 (S) inkubiert wurden, noch
eine intakte Zellmembran aufwiesen, wodurch Riickschliisse auf die Viabilitét
gezogen werden konnen. In Abbildung 45 lésst sich erkennen, dass die meisten

Zellen eine funktionstiichtige Zellmembran aufwiesen und Trypanblau nicht an

Proteine der Zellen binden konnte.



IV. Ergebnisse 129

Abbildung 45: PK15-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit Toxinextrakt von IBT
40293 (S) und Farbung mit Trypanblau. Zellen, die blau angefarbt wurden, sind
nicht vital (roter Pfeil). Zellen, die nicht angefarbt wurden, aufgrund von
Zellvitalitdt oder zumindest der Funktionstiichtigkeit der Zellmembran, zeigten
keine Aufnahme des Farbstoffs.

5.14. Uberfiithren der Zellen in neues Medium nach Inkubation mit
Toxinextrakt

Der Versuch mit dem Trypanblau (siche 1V.5.1.3) gab einen Hinweis darauf, dass

die Zellen, welche dem Toxinextrakt von IBT 40293 ausgesetzt waren, noch

lebendig sind. Deshalb wurden die Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit dem

Toxinextrakt zuerst mit PBS, dann mit Medium gewaschen und zwischen den

Waschschritten abzentrifugiert. Die Zellen wurden darauthin in frisches Medium

iiberfiihrt und nach 24 und 48 Stunden mikroskopisch beurteilt und fotografiert.

Bild a in Abbildung 46 zeigt die Zellen mit ihrem kugeligen Charakter nach 24
Stunden mit dem Toxinextrakt. Bild b zeigt diese Zellen 24 Stunden nach
Waschung und dem Verbringen in frisches Medium. Man kann erkennen, dass sich
der Grofteil der Zellen erholte und erneut begann einen Zellrasen auszubilden, wie
es fiir diese Zellen typisch ist. Bild ¢ bestitigt dies, da auch nach 48 Stunden, die

Zellen anndhernd einen Monolayer gebildet hatten.



IV. Ergebnisse 130

Abbildung 46: PK15-Zellen, die zunéchst fiir 24 Stunden dem Toxinextrakt von
IBT 40293 (Bild a) ausgesetzt waren, wurden gewaschen und in ein frisches
Medium tiberfiihrt. Diese Zellen wurden erneut nach 24-(Bild b) und 48-Stunden
(Bild c) fotografiert.

Derselbe Versuch wurde mit Zellen, die mit reinen Toxinstandards versetzt wurden,
durchgefiihrt. Es zeigte sich, wie in Abbildung 47 zu sehen ist, dass die Zellen
bereits nach 24 Stunden in frischem, toxinfreiem Medium ihre Féhigkeit zur
Anlagerung am Zellboden wiedererlangten. Nach weiteren 24 Stunden war dieser
Effekt noch stirker zu sehen. Besonders deutlich war dies bei den Zellen, die mit
Satratoxin versetzt wurden. Nach 48 Stunden in frischem Medium hatten die Zellen
einen nahezu vollstandigen Zellrasen ausgebildet. Die Zellen, die dem Toxinextrakt
von IBT 40293 (S) und Roridin L2 ausgesetzt waren, zeigten sich ebenfalls
adhirent, jedoch weniger dicht als bei Satratoxin G und H. Somit konnte der Effekt,
der in Abbildung 46 zu sehen ist, bestitigt werden und ist daher auf die

Toxinstandards iibertragbar.
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5 ul Toxinextrakt TBT 40293
nach 48 Stunden

ul Toxinextrakt IBT 40293
24 Stunden

Satratoxin G nach 48 Stunden

Satratoxin H nach 24 Stunden Satratoxin H nach 48 Stunden

Roridin L2 nach 24 Stunden Roridin L2 nach 48 Stunden

Abbildung 47: PKI15-Zellen aus Abbildung 42 (Endkonzentration der
Toxinstandards jeweils 2 pg/ml) nach Waschung und Ausséen in frischem Medium
nach 24 und 48 Stunden Inkubation.
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5.1.5. Zellkulturtest mit Toxinzugabe auf intakten Zellrasen

Die zuvor durchgefiihrten Zellkulturtests wurden mit noch nicht adhirenten PK15-
Zellen durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde im néchsten Schritt der Effekt des
Toxinextrakts von IBT 40293 (S) auf einen Monolayer von PK15-Zellen gepriift.
Nach 24 Stunden war zu erkennen, dass sich der Zellrasen an mehreren Stellen vom
Boden gelost hatte. Einige Zellen zeigten sich kugelig, wie unter IV.5.1.2
beschrieben wurde. Der Effekt, dass sich fast alle Zellen gleichzeitig in diesem
kugeligen Zustand befanden, konnte zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht beobachtet
werden. Das Toxinextrakt schien jedoch einen negativen Einfluss auf den
Monolayer auszuiiben, da sich der Zellrasen nach und nach aufloste (siehe

Abbildung 48).

a

Abbildung 48: PK15-Zellrasen vor und nach Zugabe von Toxinextrakt von IBT
40293 (S). Bild a zeigt PK15-Zellen die nach 24 Stunden Inkubation einen intakten
Zellrasen gebildet haben. Bild b wurde nach Zugabe von 5 pl Toxinextrakt von IBT
40293 (S) und weiteren 24 Stunden Inkubation aufgenommen.

5.1.6. Toxinhaltige Zelliiberstinde auf gesunde PK15-Zellen

Im Folgenden wurde iiberpriift, ob die Wirkung des Toxinextrakts von IBT 40293
(S) moglicherweise reduziert wird, wenn es vorher mit Medium auf einen
adhérenten Zellrasen aufgetragen wurde. Dabei gab es zwei verschiedene Ansitze:
Zum einen wurde das Toxinextrakt auf einen adhirenten Zellrasen aufgetragen.
Zum anderen wurde das Toxin zu Zellen in Suspension gegeben. Nach 24 Stunden
wurden die Uberstinde abgenommen und im zweiten Ansatz abzentrifugiert. Um

zu iiberpriifen, ob die Toxinextrakte in einem der beiden Uberstéinde reduziert oder
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verbraucht wurden, wurden die Uberstinde mit frischen PK15-Zellen fiir 24
Stunden inkubiert. Die Ergebnisse in Abbildung 49 lassen jedoch nicht darauf
schlieBen, dass in einem der Félle das Toxinextrakt seine Wirkung verdndert oder
reduziert. Beide Zelliiberstinde haben die gleiche Wirkung auf gesunde Zellen und

hindern sie an der Ausbildung eines Monolayers.

Abbildung 49: PK15-Zellen, versetzt mit dem toxinhaltigen Zelliiberstand von
adhérenten und von kugeligen Zellen. Bild a zeigt die Zellen mit Zelliiberstand, der
zunéchst auf adhirenten Zellen war, Bild b zeigt diese nach 24 Stunden. Bild ¢ zeigt
Zellen mit dem Zelliiberstand von kugelformigen Zellen, Bild d zeigt diese nach 24
Stunden.
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5.2. Farbung mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid
Die Farbung von Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) ermoglicht eine

Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose.

Abbildung 50: PKI15-Zellen nach Fiarbung mit Annexin V (griin) und
Propodiumiodid (rot). Die Zellen wurden mit 20 pl des Toxinextrakts von IBT
40293 (a), IBT 42685 (b), CBS 324.65 (c) und IBT 40288 (d), 20 ul Methanol (e)
sowie keiner Zugabe (f) fiir fiinf Stunden inkubiert.

In Abbildung 50, Bild a sind Zellen dargestellt, die mit dem Toxinextrakt vom
Genotyp S (IBT 40293) versetzt wurden. Dieser Test wurde in einer 24-Wellplatte
angesetzt. Da das Volumen des Mediums in einem Well einer 24-Wellplatte
viermal so hoch gewihlt wurde als in den vorherigen Tests, wurde die vierfache

Menge des jeweiligen Toxinextrakts eingesetzt als zuvor.

Diese Zellen waren teilweise Pl-positiv, jedoch nur minimal Annexin V-positiv.
Diese Zellen weisen aufgrund der PI-Positivitit Hinweise von Nekrose auf. Bild b
und c zeigt Zellen, die dem Toxinextrakt des Genotyp H ausgesetzt waren. Auf
beiden Bildern sind Teile der Zellen jeweils Annexin V- und Pl-positiv, was auf die
Nekrose dieser Zellen hinweist. Auf Bild d sind Zellen abgebildet, die mit dem
Toxinextrakt von IBT 40288 (A) versetzt wurden. Sie scheinen keine erheblichen
Schiden genommen zu haben. Es sind lediglich einige rote Bereiche erkennbar,
welche fiir PI-Positivitdt sprechen. Zellen, die lediglich Methanol, dem
Losungsmittel der Toxine, ausgesetzt waren (Bild e), weisen nur an den Stellen des
Monolayers Nekroseschidden auf, wo der Zellrasen Liicken aufweist. Denselben

Effekt sieht man auf Bild f, hier wurde keine Substanz hinzugegeben.
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6. LC-MS/MS

Die Stimme IBT 40293 (S), IBT 42684 (H), CBS 324.65 (H) und IBT 40288 (A)
wurden, wie in Kapitel III1.7.3 beschrieben, auf das Bildungsvermdgen von 6-
3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-dien-
on und Atranon A untersucht. Die LC-MS/MS-Ergebnisse in Tabelle 36 zeigen,

Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on,

dass beide H-Genotypen und Genotyp A in der Lage sind die genannten Substanzen
zu bilden. Aufgrund fehlender Standardsubstanzen war eine Quantifizierung aber
nicht moglich. Bei IBT 40293 (S), als Vertreter von Genotyp S, konnten diese
Substanzen nicht detektiert werden. Dies bestitigt die bisherigen Ergebnisse, dass
Genotyp S keine Atranone bilden kann.

Tabelle 36: Ergebnisse der LC-MS/MS-Messungen von 6-Hydroxydolabella-
3,7,12-trien-14-on, 3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-dien-on und Atranon A

3,4-Epoxy6- 6-
Atranon A hydroxy-dolabella- | Hydroxydolabella-
7,12-dien-on 3,7,12-trien-14-on
Quantifier | Qualifier | Quantifier | Qualifier | Quantifier | Qualifier
417,3/ 417,3/ 319,2/ 319,2/ 303,2/ ;2?(2)/
357,2Da | 205,2Da | 221,1 Da | 259,0 Da | 205,1 Da Da’
IBT
40293 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IBT
42685 392.000* | 295.000* | 487.000* | 148.000* | 326.000* | 78.600*
CBS
324.65 28.200* | 21.100* | 50.700* 14.800* | 30.800* 6.830*
IBT
40288 491.000* | 379.000* | 349.000* | 107.000* | 230.000* | 54.900*

n.d.: nicht detektiert, *Flache des detektierten Peaks

Die Abbildung 51 bis Abbildung 54 zeigen die einzelnen LC-MS/MS-
Chromatogramme eines jeden Stammes und der getesteten Substanzen. IBT 40293
(S) zeigt als einziger Stamm keine Peaks der Fragmentionen der getesteten

Substanzen.
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Abbildung 52: LC-MS/MS-Chromatogramme von Atranonen und dessen
Vorldufermolekiilen fiir IBT 42685 (H) — die jeweilige Retentionszeit der
Fragmentionen ist blau umkreist. Blaues Spektrum = Quantifier-Tochterion, rotes
Spektrum = Qualifier-Tochterion.
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Abbildung 53: LC-MS/MS-Chromatogramme von Atranonen und dessen
Vorldufermolekiilen fiir CBS 324.65 (H) — die jeweilige Retentionszeit der
Fragmentionen ist blau umkreist. Blaues Spektrum = Quantifier-Tochterion, rotes
Spektrum = Qualifier-Tochterion.
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Abbildung 54: LC-MS/MS-Chromatogramme von Atranonen und dessen
Vorldaufermolekiilen fiir IBT 40288 (A) — die jeweilige Retentionszeit der
Fragmentionen ist blau umkreist. Blaues Spektrum = Quantifier-Tochterion, rotes
Spektrum = Qualifier-Tochterion.
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V. DISKUSSION

1. Sequenzanalyse

In dieser Arbeit wurden verschiedene Gencluster von S. chartarum Stimmen
verglichen und auf mogliche Homologien tliberpriift, um so ein tieferes Verstdandnis

iiber die Evolution in Richtung unterschiedlicher Stimme zu erlangen.

Innerhalb der Genotyp S Stimme (IBT 40293 und IBT 7711) konnte eine hohe
Homologie sowohl innerhalb der Cluster als auch der umliegenden Gene
nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass die Lokalisation der jeweiligen
Cluster identisch ist. Da jedoch keine Daten iiber die Position der Cluster auf den
Chromosomen vorhanden ist, kann darliber keine definitive Aussage getroffen
werden. Biosynthetische Gencluster sind hoch variabel und haben die Fahigkeit
sich rasch zu wandeln und umzustrukturieren. Sie befinden sich oft auf
akzessorischen Chromosomen oder an den Enden von Chromosomen (PALMER et
al., 2010; HOOGENDOORN et al., 2018; ROKAS et al., 2020). Die vorhandenen
Genome von S. chartarum sind nicht vollstdndig annotiert und sind lediglich als
einzelne Scaffolds vorhanden. Somit kennt man die genaue Position der AC oder
SC innerhalb des Scaffolds, jedoch gibt es keine Informationen {iiber die
Lokalisation auf den entsprechenden Chromosomen. Die meisten dieser Cluster
befinden sich nicht am Ende des jeweiligen Scaffolds (SC1 bis SC3) und somit auch

nicht direkt am Ende eines Chromosoms.

Das Genom vom Stamm 51-11 von S. chartarum weist die langsten
zusammenhdngenden, genomischen Sequenzen auf. Dies bietet die Moglichkeit,
wie auch in dieser Arbeit erfolgt, in den anderen S. chartarum Stimmen
zusammenhidngende Sequenzen und benachbarte Scaffolds zu ermitteln.
Ahnlichkeiten zwischen den Sequenzen von 51-11 und IBT 40288 (A) gaben den
Hinweis dafiir, dass der Scaffold 1, der den SC3 in IBT 40293 (S) beinhaltet, nicht
randstindig liegt. SC3 liegt am Ende des Scaffold 1 in IBT 40293 (S), doch mittels
PCR konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass der Scaffold 1 benachbart
zu Scaffold 1543 liegt. Fiir den Atranoncluster 1 kann man diese Aussage zum
jetzigen Zeitpunkt aber nicht endgiiltig treffen, da upstream des AC1 nur eine kurze

Gensequenz vorhanden ist.
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Durch den Erwerb von DNA anderer Organismen kann es zu einem abweichenden
GC-Gehalt im Vergleich zum restlichen Genom kommen (ALEXANDER et al.,
2016). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit der GC-Gehalt der Gencluster
und der angrenzenden Regionen in den Scaffolds verglichen. Alle Gencluster
wiesen einen dhnlichen GC-Gehalt wie das restliche Genom auf. Lediglich die
flankierenden Gene des SC2 bei 51-11 wiesen einen deutlich geringeren GC-Gehalt
von 27 % auf. Dies konnte jedoch nicht weiter lberpriift werden, da die
flankierenden Regionen in den anderen Isolaten von IBT 7711 und IBT 40293 mit
772 — 886 bp sehr kurz waren.

Genotyp S zeichnet sich durch das Vorhandensein der SC1 bis SC3 und den
fehlenden ACI1 aus, was bisherige Ergebnisse bestitigt (SEMEIKS et al., 2014;
ULRICH et al., 2020). Zu diesem Genotyp konnen IBT 40293 und IBT 7711
gezéhlt werden. Bis dato gab es nicht geniigend Informationen {iber den Stamm 51-
11: es sind keine Annotierungen fiir die hinterlegten Gensequenzen vorhanden,
zudem ist nicht klar welche Mykotoxine von diesem Stamm gebildet werden. Aus
diesen Griinden konnte 51-11 keinem bestimmten Geno- bzw. Chemotyp
zugeordnet werden. In dieser Arbeit wurde der SC1 und SC2, aber kein AC1 und
SC3 ausfindig gemacht. Beim Stamm 51-11 waren an dieser Stelle des SC3 die
Gene, die sich bei den anderen S-Genotypen downstream des SC3 befinden. Das
bedeutet, dass dieser Stamm die bisherigen Kriterien eines Genotyp S nicht exakt
erfiillt (ULRICH et al., 2020). Daher konnte man den Stamm 51-11 als einen
atypischen Genotyp S von §. chartarum bezeichnen. Die nidhere Betrachtung der
angrenzenden Regionen von SC1 bis SC3 weist auf dieselbe oder zumindest eine
sehr dhnliche chromosomale Lokalisation hin. Dies bekréftigt somit
vorausgegangene Ergebnisse (SEMEIKS et al., 2014; ULRICH et al., 2020). Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen daher nicht darauf schlieen, dass die
Satratoxincluster besonders mobile Genelemente im Genom von S. chartarum

darstellen.

Zu einem anderen Ergebnis kommt man aber, wenn man den ACI1 betrachtet.
Dieser Gencluster kommt sowohl in Genotyp A als auch in Genotyp H vor, nicht
jedoch im Genom von Genotyp S (SEMEIKS et al., 2014; ULRICH et al., 2020).
Bisherige Ergebnisse weisen darauf hin, dass der AC1 in den S Genotypen
vorhanden war, da trunkierte atrl ausfindig gemacht wurden und benachbart

ahnliche, flankierende Gensequenzen zu finden sind. Jedoch gelang es mittels PCR
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bisher nicht, zu bestitigen, dass die mutmallich benachbarten Scaffolds tatsdchlich
nebeneinander liegen. Der AC2 hingegen ist in allen untersuchten S-Genotypen
vorhanden, lediglich eines der sechs Gene des AC2, welches fiir das Protein
S40288 09035 kodiert, fehlt in Genotyp S. Wie SEMEIKS et al. (2014) bereits
vermuteten, scheint dieser Gencluster nicht in direktem Zusammenhang mit der

Atranonproduktion zu stehen.

Der AC2 befindet sich je nach untersuchtem Stamm an unterschiedlichen
Positionen im Genom. Die Sequenzen downstream sind zwar vorhanden, aber in
bis zu drei unterschiedlichen Scaffolds positioniert. Daraus kann man schlief3en,
dass der AC2 zu unterschiedlichen Ereignissen erworben wurde oder dass die
Umgebung dieses Clusters nachtriglich wesentliche Umordnung und

Reorganisation erfahren hat.

Da laut den bisherigen Ergebnissen AC1 und SC2 jeweils exklusiv vorkommen, ist
es denkbar, dass der Vorlduferstamm einen der beiden Cluster beinhaltet. Genotyp
H besitzt sowohl Cluster, die in Genotyp S vorkommen (SC1 und SC3), als auch
den ACI, der in Genotyp A présent ist. Nach der Hypothese von SEMEIKS et al.
(2014) ist der SC2 durch eine Duplikation des CTC entstanden. Nach der
Duplikation des CTC konnte eine funktionale Divergenz stattgefunden haben,
welche zur Bildung des SC2 und gleichzeitig zum Verlust des AC1 fiihrte. Dies
spricht dafiir, dass Genotyp S entweder aus Genotyp H oder A entstammt. Die
Tatsache, dass in IBT 40293 (S) und 51-11 Uberreste des atrl zu finden sind,
untermauert diese Hypothese. Es ist auch denkbar, dass sich der CTC in einem Ur-
Stamm duplizierte, der ausschlieSlich den CTC beinhaltete — ein solcher Stamm
wurde bisher jedoch nicht beschrieben. In diesem Zusammenhang sind die
Ergebnisse der Suche homologer Proteine mit Hilfe von BlastP interessant. Diese
zeigten einen Gencluster in Monosporascus, dessen Gene fiir Proteine kodieren, die
homolog zu den Proteinen sind, die von bestimmten Genen des SC2 kodiert werden,
aber auch Trichodiensynthasen, die homolog zu Proteinen sind, die im CTC von S.
chartarum kodiert sind. Diese Erkenntnis wird dadurch untermauert, dass kiirzlich
die Vermutung aufgestellt wurde, dass Monosporascus die Féhigkeit haben konnte,
makrozyklische Trichothecene zu bilden (ZHU et al., 2020). Da Monosporascus
ein wichtiger Erreger beim Verderb von Melonen ist (MARTYN, 2002), kdnnte
diese Erkenntnis fiir potentielle Gesundheitsrisiken beim Menschen eine Rolle

spielen.
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In dieser Arbeit wurde zudem die Region downstream des SCI1 betrachtet. Die
Ergebnisse zeigten, dass diese Region auch im IBT 40288 (A) gut konserviert ist.
Allerdings ist das Gen direkt downstream des SC1 (SC1-down-1), welches fiir ein
hypothetisches Protein kodiert, nur teilweise vorhanden. Statt des SC1 ist eine
Gensequenz, die nicht bei den bekannten S-Genotypen vorkommt, aufzufinden.
Daher kann man vermuten, dass das SC1-down-1 durch eine ungenaue Exzision
des SC1 teilweise verloren gegangen ist. Dies weist darauf hin, dass Genotyp A aus
einem Stamm stammen miisste, der den SC1 beinhaltete. Dies trifft auf Genotyp H

und S zu.

Das sar10 ist das letzte Gen im SC1 und somit endstindig im Gencluster gelegen.
Analysen mittels BlastN zeigten, dass die beiden S. chartarum Gene downstream
des SC1 auch in Purpureocillium lilacinum gut konserviert vorkommen. Uberdies
zeigt das benachbarte Gen starke Homologien mit saz10 und kodiert ebenfalls fiir
ein Protein mit 16 Ankyrin Wiederholungen (siehe V.3); dieses Gen war jedoch
kiirzer, was eventuell auf ein Intron zuriickzufiihren ist. AuBler in Purpureocillium
konnten keine anderen homologen Sequenzen gefunden werden. Da diese drei Gene
gut konserviert vorliegen und dieselbe Orientierung im Genom aufweisen, ist es
wahrscheinlich, dass diese Gengruppe eine Art genetisches Element darstellt.
Dieses konnte entweder von S. chartarum an P. lilacinum oder umgekehrt
iibertragen worden sein. Diese Art von horizontalem Gentransfer wurde fiir andere
Gene von Schimmelpilzen beschrieben. Dazu zéhlen zum Beispiel die Gene, die
bei der Synthese von Sterigmatocystin bei Aspergillus spp. beteiligt sind (SLOT
und ROKAS, 2011; SHEN et al., 2019). Ahnliche Mechanismen koénnten zudem
beim Transfer von Trichothecen-spezifischen Genen von oder zu Myrothecium
Spezies beteiligt gewesen sein, die Gemeinsamkeiten mit Stachybotrys spp. zeigen

(CASTLEBURY et al., 2004).

Sowohl Genotyp A (IBT 40288) als auch Genotyp H (siehe V.1) besitzen einen
vollstindigen AC1. Zudem weisen frithere Analysen darauf hin, dass Genotyp H
genetisch heterogen ist und thm oftmals eines oder mehrere Gene des SC1 und/oder
SC3 fehlen (ULRICH et al.,, 2020; KOCK et al., 2021). Die nicht komplett
vorhandenen SC1 und SC3 weisen auf eine eingeschriankte Funktion der Cluster
hin. Das teilweise Fehlen der Gene dieser Cluster spricht fiir einen destruktiven
Prozess, bei dem die heute bekannten H-Genotypen aus einem Stamm

hervorgingen, welcher noch intakte SC1 und SC3 aufwies.
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Eine zentrale Frage, die durch die verschiedenen Genotypen von S. chartarum
aufkommt, ist, wie diese durchaus verschiedenartigen Genotypen evolutionér in
Verbindung stehen. Aufgrund der wenigen vorhandenen Genome von den
jeweiligen Genotypen ldsst sich dieser Zusammenhang jedoch nur schwer im Detail
kliren. Dennoch folgen einige Uberlegungen, die mehr Einblicke in die
evolutiondre Beziehung der drei Genotypen geben konnen. Aufgrund dieser
Uberlegungen kann zudem ein Modell iiber die evolutiondiren Zusammenhinge

aufgestellt werden, das mit den bisherigen Ergebnissen in Einklang steht.

Alle bisher untersuchten Stimme von S. chartarum weisen entweder den AC1
und/oder mehrere Satratoxincluster auf; dies gilt gleichermallen fiir Genotyp A, S
und H (ULRICH et al., 2020). In einer grofer angelegten Studie, die 105 Stdmme
von S. chartarum untersuchte, zeigte sich zudem bei keinem Stamm, dass AC1 und
SC2 gleichzeitig vorhanden waren oder gleichzeitig fehlten, was die
durchgefiihrten Genomanalysen bestitigen (KOCK et al., 2021). Dies untermauert
die Vermutung, dass AC1 und SC2 jeweils nur exklusiv vorkommen. Bisher gibt
es keine Hinweise, dass ein Stamm von S. chartarum einen vollstdndigen SC2 und
zur gleichen Zeit einen vollstaindigen AC1 —und umgekehrt — aufweist. Dies deutet
darauf hin, dass das Vorhandensein eines der Gencluster immer mit dem Fehlen des
anderen Clusters einhergeht. Zwar ist der genaue Biosyntheseweg der
makrozyklischen Trichothecene oder der Atranone nicht abschlieend geklirt,
jedoch ist bekannt, dass in beiden Féllen Farnesylpyrophosphat der Ausgangsstoff
beider Stoffwechselprozesse ist (UENO, 1983; HINKLEY et al., 1999). Auch
DEGENKOLB et al. (2008) beschreibt Farnesylpyrophosphat als
Ausgangssubstanz. Es scheint, als miisste jeder Stamm wihlen, ob das
Farnesylpyrophosphat fiir die Bildung von Atranonen oder Satratoxinen verwendet
wird. Dies ist im Einklang mit den Genomdaten vom atypischen S-Genotyp 51-11,
der SC2 aufweist, dem jedoch der AC1 und SC3 fehlen. Da der Stamm nicht in
Kultur vorhanden ist, konnte keine Analyse der Sekunddrmetaboliten erfolgen.
Bisher veroffentliche Daten zur Toxizitit von 51-11 bieten lediglich den Hinweis
fiir Zytotoxizitit, aber keine konkreten Informationen iiber die Bildung von
makrozyklischen Trichothecenen (VESPER et al., 1999). Es wire eine interessante
Erkenntnis, ob dieser Stamm die Fihigkeit besitzt, Satratoxine zu bilden und
abzugeben, da der MFS-Transporter vermutlich im SC3 kodiert ist und somit fehlt.
Dem 51-11 fehlt zudem neben dem SC3 zusétzlich fast das komplette saz1 Gen.
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Basierend auf den durchgefiihrten Analysen der Genomsequenzen konnte ein
Modell zur evolutionidren Entstehung der drei Genotypen von S. chartarum,

welches in Abbildung 55 schematisch dargestellt ist, aufgestellt werden.

In diesem Modell wird Bezug auf vier verschiedene Aspekte genommen: Erstens
auf den Uberrest des atrl in Genotyp S. Zweitens auf die unvollstindig
vorkommenden SC1 und SC3 im Genotyp H. Drittens wurde auf das trunkierte
SC1-down-1 in Genotyp A Bezug genommen. Viertens zeigt das Modell einen
Erkliarungsansatz flir den atypischen S-Genotyp 51-11, dem SC3 fehlt, der aber
einen Uberrest des atrl aufweist. Daher kann man in dem beschriebenen
evolutiondren Modell (Abbildung 55) von einem Ur-Stamm mit intakten SC1 und
SC3 ausgehen. Ein solcher Stamm ist beispielsweise CBS 324.65 (H), der in dieser

Arbeit fiir Deep Resequencing — und Transkriptomanalysen herangezogen wurde.

51-11

f sc [ sc2 [

Verlust von SC3
IBT 40293

Genotyp's I

CBS 324.65 / Exzision von AC1, Entstehung von SC2

WEH | et
\ (aufeinanderfolgender) Verlust
von SC1 und SC3
\ IBT 40288

Genotyp A AC1

*%

* annahernd vollstandiger Verlust von satl  ** Uberrest von atrl

Abbildung 55: Schematische Darstellung des Modells zur Evolution der
Genotypen S, A und H von S. chartarum. Die Satratoxincluster sind als rote und
der ACI als blauer Kasten dargestellt. Die Grof3e und Position der Cluster stimmen

nicht mit den entsprechenden Clustern im Genom iiberein, nach ULRICH et al.
(2022).

Eine andere Frage, die durch diese Arbeit aufkommt, ist, wie die verschiedenen

Gencluster zusammenwirken, um die Mykotoxinproduktion (von Satratoxinen und
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Atranonen) zu ermoglichen. Gencluster beinhalten sogenannte Backbone
Biosynthesegene fiir die Produktion einzelner Mykotoxine. Zudem sind Gene,
welche im selben Syntheseweg zusammenwirken, iiblicherweise in Genclustern
organisiert, die meist stabil und nur selten getrennt voneinander vorkommen
(SIDHU, 2002; ALEXANDER et al., 2009). Bei S. chartarum sind drei Gencluster
bekannt, die bei der Biosynthese von Satratoxinen beteiligt sein sollen. Diese
Cluster sind jedoch im Genom verteilt aufzufinden. In Fusarium sportrichioides
sind die Gencluster, die fiir die Biosynthese von dem strukturdhnlichen T-2 Toxin
bendtigt werden, in dhnlicher Weise im Genom aufzufinden (PROCTOR et al.,
2009; ROKAS et al., 2018). Wenn Gencluster an verschiedenen Positionen im
Genom verteilt vorkommen, weist dies auf unterschiedliche Funktionen der
Gencluster hin, synergistische Interaktionen werden aber nicht ausgeschlossen.
Alle drei Satratoxincluster von S. chartarum beinhalten einen potentiellen
Transkriptionsfaktor (SC1: Sat9, SC2: Satl5 und SC3: Sat20). Dies ist bei Clustern
fiir Sekunddrmetaboliten nicht uniiblich und ermdglicht eine eigenstindige
Regulation dieser Gengruppe. Neben der Biosynthese miissen Mykotoxine zudem
an die Umwelt freigegeben werden. Sogenannte MFS (,,Major Facilitator
Superfamily*) Transporter sind an dieser Freisetzung beteiligt (COLEMAN und
MYLONAKIS, 2009). Interessanterweise ist das einzige MFS Protein, welches von
den Satratoxingenen kodiert wird, im SC3 (Sat21) gelegen. SEMEIKS et al. (2014)
nahmen daher an, dass der SC3 eine bedeutende Rolle im Transport von
Trichothecenen spielt. Diese Uberlegung wird dadurch untermauert, dass sich der
SC3 und CTC benachbart im Genom befinden. Da den Atranon produzierenden
Stimmen entweder der SC3 (Genotyp A) oder oftmals das Gen sar21 (Genotyp H)
fehlt (KOCK et al., 2021), deutet dies darauf hin, dass Atranone durch andere
Mechanismen transportiert werden, welche Sat21 nicht bendtigen. Dies wirft erneut
die Frage auf, ob 51-11, der den SC3 nicht besitzt, in der Lage ist Satratoxine zu
synthetisieren. Da 51-11 aktuell nicht in Kultur verfiigbar ist, konnte sein
Metabolitenprofil in dieser Arbeit nicht bestimmt werden, weshalb eine definitive

Aussage nicht moglich ist.

Bis jetzt kann nicht gekldrt werden, wie die Proteine, die in Satratoxinclustern
kodiert sind, interagieren. Zudem ist nicht klar, ob die Mykotoxinbiosynthese im
Zytoplasma, in Organellen oder in bestimmten intrazelluldren Kompartimenten

stattfindet. Lediglich die Lokalisation der makrozyklischen Trichothecene wurde in
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einer Studie von GREGORY et al. (2004) in Sporen nachgewiesen. GREGORY et
al. (2004) konnten nachweisen, dass Satratoxin G ins Zytoplasma gebildet wird und

sich vor allem im dufleren Plasmalemma der Sporen befindet.

2. Deep Resequencing Analyse

Die Deep Resequencing Analyse wurde vor allem aufgrund fehlender
Genomprojekte von H-Genotyp durchgefiihrt. Bei der Deep Resequencing Analyse
konnen vergleichsweise kurze Reads mit passenden Referenzgenomen verglichen
werden, wodurch genetische Variationen innerhalb von Spezies identifiziert werden
konnen (BENTLEY et al., 2008). Die Coverage zeigt die durchschnittliche Anzahl
an Sequenzierungen eines Nukleotids (LANDER et al., 2001). Durch die
Sequenzierungen kann ein tiefgreifenderes Verstdndnis von Genomorganisation,
genetischen Variationen und unterschiedlichen Aspekten der Genexpression

erlangt werden (SIMS et al., 2014).

In dieser Arbeit wurden Deep Resequencing Analysen von den Stdmmen IBT
40293 (S), IBT 42685 (H) und CBS 324.65 (H) durchgefiihrt. Mit Hilfe der
Referenzgenome von IBT 40293 (S) und IBT 40288 (A) konnten somit die
Scaffolds, die SC1 bis SC3 sowie AC1 und AC2 beinhalten, anhand ihrer Coverage

verglichen werden.

Beide H-Genotypen zeigten eine vollstindige Coverage der Scaffolds, die ACI
aufweisen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Ergebnissen von
ULRICH et al. (2020). Dem gegeniiber steht die Coverage des KL659150 von IBT
40293 (S). Die Analyse zeigte, dass der ACl mit Ausnahme einer kurzen
Teilsequenz von atrl nicht im Genom von IBT 40293 (S) vorkommt. Diese
Tatsache konnte fiir eine unvollstindige Exzision des AC1 im Laufe der Evolution
von IBT 40293 als Vertreter von Genotyp S sprechen. Diese Exzision, die fast den
ganzen Gencluster betrifft, konnte auf einen horizontalen Gentransfer dieser
Sequenz hinweisen (FITZPATRICK, 2012). Der Vorgang von horizontalem
Gentransfer von Genclustern von Sekunddrmetaboliten zwischen Pilzen wurde
bereits bei anderen Schimmelpilzspezies wie Fusarium beschrieben (PROCTOR et
al., 2013). Dies steht zudem in Einklang mit den vorangegangen genomischen
Daten (siehe V.1), die darauf hinweisen, dass horizontaler Gentransfer zwischen

Stachybotrys und Purpureocillium stattgefunden haben konnte.
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Das Fehlen des Gens, welches fiir das hypothetische Protein S40288 11253 in IBT
40293 (S) kodiert, wirft die Frage auf, ob dieses ebenfalls Genotyp A spezifisch ist
und somit mit der Atranonproduktion in Zusammenhang stehen konnte. Beide H-

Genotypen weisen eine vollstandige Coverage des AC1 auf und untermauern so

vorangegangene Untersuchungen (SEMEIKS et al., 2014; ULRICH et al., 2020).

Der AC2 weist in allen untersuchten Stimmen ein dhnliches Muster auf, wobeli die
Coverage bei Genotyp H hoher lag als bei Genotyp S. Dies weist darauf hin, dass
der AC2 bei Genotyp H, welcher die Fahigkeit zur Produktion von Atranonen hat,
eine essentiellere Rolle spielt, da bisherige Untersuchungen zu dem Ergebnis
kommen, dass eine hohere Sequenzierungstiefe in Zusammenhang mit hoherem

Expressionslevel steht (WANG et al., 2011; SIMS et al., 2014).

Die Deep Resequencing Analyse der Satratoxincluster unterstiitzt die Hypothese,
dass Stimme von S. chartarum nur zur Produktion von Satratoxinen fahig sind,
wenn sie den SC2 mit den Genen sat11 bis sat16 aufweisen (ULRICH et al., 2020).
Beiden H-Genotypen fehlt die Coverage des Scaffolds, der SC2 beinhaltet, und
bestdtigt somit erneut die bisherigen Teilgensequenzierungen von ULRICH et al.
(2020). Genotyp S besitzt laut der durchgefiihrten Analysen, wie nach ULRICH et

al. (2020) zu erwarten war, alle drei Satratoxincluster.

2. Transkriptomanalyse

Dieser Teil der Arbeit fokussierte sich auf den Vergleich der unterschiedlichen
Expressionslevels der Satratoxin-, Atranon- und Trichothecengene der vier
untersuchten Stdmme. Bisher lagen keine RNA-Seq Daten zu etwaigen
Stachybotrys Spezies vor. Bei der RNA-Seq zeigte sich, dass die Readanzahl mit
der Menge der Zieltranskripte linear in Verbindung steht (MORTAZAVI et al.,
2008). Zwar zeigen Studien, dass die Transkriptomanalyse mittels NGS
vergleichbare Ergebnisse wie bisherige Mikroarrays ermdglicht (MARIONI et al.,
2008), es jedoch bei dieser Methode auch zu falsch-positiven Ergebnissen und
Fehlcounts kommen kann (ANDERS & HUBER, 2010). Aus diesem Grund ist es
essentiell, dass die Reads fiir die korrekte Bewertung normalisiert werden
(ROBINSON und OSHLACK, 2010). Somit wurde der Fokus in dieser Arbeit auf
die normalisierten Readcounts gelegt und zum Vergleich der Genexpression

herangezogen.
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Im Hauptkomponentenverfahren zeigten alle vier untersuchten Stimme (darunter 2
H- sowie ein S- und A-Genotyp) eine klare Separierung und Gruppierung. Obwohl
IBT 42685 und CBS 324.65 jeweils zu Genotyp H gezdhlt werden, befinden sich
die beiden Stimme im PCA-Plot nicht nah zusammen gruppiert. Dies zeigt, dass
die beiden H-Stamme in ihrem Expressionsmuster heterogen sind, was mit
bisherigen Daten von LOMBARD et al. (2016) in Einklang steht, die nachwiesen,

dass sich das Genom von Stachybotrys als hoch-divers darstellt.

Wenn man die normalisierten Readcounts des SC1 betrachtet, zeigt sich ein
dhnliches Expressionsmuster fiir Genotyp S und H. Die Gene, die am niedrigsten
exprimiert werden, sind satl und sar9. Da satl in dem atypischen S-Stamm 51-11
fast vollstindig verloren gegangen ist (siehe V.1), ldsst sich daraus schlie3en, dass
die Funktion von satl nicht essentiell fiir die Satratoxincluster ist, da IBT 40293
trotz einer nicht nachweisbaren Expression dieses Gens Satratoxine produziert. Das
Gen sat10 wird von IBT 40293 (S) mit tiber 8.000 normalisierten Reads am meisten
exprimiert. Somit ist Satl10 ein Protein, dem vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt
werden sollte. Es beinhaltet 16 Dominen mit Ankyrin-Wiederholungen. Dies
spricht dafiir, dass Satl0 ein Geriistprotein ist, welches mit anderen
Satratoxinproteinen interagiert, um deren Aktivititen zu koordinieren. Bis dato ist
nicht geklirt, welche Aufgabe die verschiedenen Satratoxingene bei den H-
Genotypen spielen. Sie besitzen zwar SC1 und SC3, kdnnen aber keine Satratoxine
produzieren, was die Frage aufwirft, ob diese Gene fiir Genotyp H andere Aufgaben

erfillen.

Der SC2 wird ausschlieBlich von IBT 40293 exprimiert, da er auch nur dort
vorhanden ist (sieche V.1). Die Gene sat11 bis sat14 werden zudem mit 2.000 bis
5.300 normalisierten Reads recht hoch transkribiert. Sat15 und sat16 zeigen kaum
Expression bei IBT 40293. Laut SEMEIKS et al. (2014) kénnte der SC2 durch
Satl5 (ein putativer Transkriptionsfaktor mit einer Zinkfingerdoméne) reguliert
werden. Dieses Protein zeigt zudem Ahnlichkeiten mit einem Protein eines SMB
Clusters des Neotyphodium, welcher zur Familie der Mutterkornpilzverwandten,
gehort (SPIERING et al., 2005; SEMEIKS et al., 2014). Die Vermutung von
SEMEIKS et al. (2014), dass das Zinkfingerprotein Sat15 den SC2 reguliert, konnte
durch die geringe Readzahl aber nicht untermauert werden. Sat14 und Sat16 sind
jeweils vollstindige beziehungsweise trunkierte Paraloge der Acetyltransferase

Tri3 (SEMEIKS et al., 2014). Da sat16 mit 0,3 normalisierten Reads quasi nicht
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exprimiert ist, kann vermutet werden, dass diese Aufgabe durch Sat14 {ibernommen

wird.

Im SC3 werden vor allem sat17, sat20 und sat21 von IBT 40293 exprimiert. Satl7
ist vermutlich eine TauD Hydroxylase und Sat20 ein Cys6-Zinkfingerprotein
(SEMEIKS et al.,, 2014). Durch die hohe Expression von sar20 kann die
Vermutung, dass das kodierte Zinkfingerprotein als Transkriptionsfaktor den SC3
reguliert, bestitigt werden (sieche auch V.1). Beide H-Genotypen haben mit 9,1 und
10,3 normalisierten Readcounts aber nur eine sehr geringe Expression dieser Gene.
Dies spricht nicht dafiir, dass dieses Protein in Genotyp H noch eine essentielle
Funktion iibernimmt. Das einzige MFS Protein, welches von den Satratoxingenen
kodiert wird, ist Sat21 (SEMEIKS et al., 2014). Lediglich IBT 40293 (S) und CBS
324.65 (H) zeigen eine Expression dieses Gens. Die normalisierten Readcounts bei
Genotyp S fallen mit 219,1 fast dreimal hoher aus als bei Genotyp H. Dieser MFS
Transporter konnte bei IBT 40293 (S) fiir die Freisetzung von Satratoxinen relevant
sein. Da Genotyp H keine Satratoxine produziert, ist die Relevanz von saz21 fiir

diesen Genotyp fraglich.

Die Transkriptomanalyse des AC1 verdeutlichte, dass IBT 40288 (A) und IBT
42685 (H) dhnlich hohe Expressionslevel zeigen. Interessanterweise exprimiert
IBT 42685 (H) signifikant mehr im AC1 als der zweite untersuchte H-Genotyp CBS
324.65. Diese Ergebnisse untermauern die bereits beschriebene Heterogenitét in
den unterschiedlichen Stachybotrys Isolaten (LOMBARD et al. (2016). Genotyp S
sollte laut den hier durchgefiihrten Sequenz- und Deep Resequencing Analysen
keine Atranongene aufweisen und somit eigentlich auch keine Expression der
Atranongene zeigen. Die geringe Readanzahl von weniger als 36 arb. u. konnte

daher als zu erwartende Fehlcounts angesehen werden.

Im CTC sollen #ri18 und #ri3 paralog zueinander sein (SEMEIKS et al., 2014). Da
tri18 in keinem der untersuchten Stdmme eine nennenswerte Expression aufwies,
scheint #i3 eine wichtigere funktionale Rolle zu spielen. 77i3 wurde jedoch, wie
auch 5, fast ausschlieBlich von IBT 40293 (S) transkribiert. Es wurde
beschrieben, dass Trill und Tri4 verschiedene Reaktionen in Fusarium und
Trichoderma katalysieren sollen (DEGENKOLB et al., 2008). Tri4 katalysiert
vermutlich die Reaktion von Farnesylpyrophosphat zu Trichodien (MCCORMICK
et al., 2011). SEMEIKS et al. (2014) beschrieb zudem einen moglichen
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Biosyntheseweg, bei dem Tri4 Trichodien hydroxyliert und dadurch seine Derivate
entstehen. Da in dieser Transkriptionsanalyse #7i4 aber kaum exprimiert wurde, ist
fraglich, ob dieses Gen tatsdchlich eine hohe Relevanz in der Biosynthese von
Trichothecenen hat. Die hochsten normalisierten Readcounts zeigte IBT 40293 (S),
wobei #rill, tril0 und #i14 die hochsten Expressionslevel aufwiesen. Es wird
vermutet, dass Tri3 eine Acetyltransferase und Tri4 sowie Trill eine Hydroxylase
ist, zudem konnte Tril0 ein Transkriptionsfaktor sein (SEMEIKS et al., 2014). Von
tril4 ist bislang nicht bekannt, welche Funktion es iibernehmen kénnte (SEMEIKS
et al., 2014). Es wurde beschrieben, dass das #i5 in IBT 40293 (S), IBT 7711 (S)
und IBT 40288 (A) sehr dhnlich ist (ANDERSEN et al., 2003). Das #i5 wurde in
dieser Arbeit, auBBer von IBT 40293 (S), kaum exprimiert, was darauf hinweist, dass

dieses Gen vor allem fiir Stamme wichtig ist, die Satratoxine produzieren.

Ein Abgleich der vorhergesagten Exons und Introns, die von SEMEIKS et al.
(2014) ermittelt wurden, fand in dieser Arbeit nicht statt, ist aber fiir weitere

Analysen liber Genotyp H sinnvoll.

Um die Transkriptionsdaten zu bestétigen, ist die Untersuchung mittels qPCR
zudem eine sinnvolle Ergénzung und kdnnte daher in zukiinftigen Analysen iiber
die Transkription von S. chartarum durchgefiihrt werden (KOZERA und RAPACZ,
2013).



V. Diskussion 152

3. Zytotoxizititstest

Die Zytotoxizitétstests wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Toxinextrakte der
verschiedenen Genotypen auf PK15-Zellen zu testen. Durch das Zellverhalten und
die Zellviabilitdt ldsst sich ein Riickschluss auf die Toxizitit der jeweiligen

Genotypen ziehen (SUNG et al., 2014).

In dieser Arbeit mit Zellkultur wurden kanzerése PK15-Zellen verwendet. Diese
Zellen sind im Vergleich zu anderen Zelllinien robust und zugleich besonders

sensitiv gegeniiber Mykotoxinen (GAREIS, 1994; GAREIS, 2006).

Die Zytotoxizitétstests mit den Toxinextrakten der drei Genotypen zeigten deutlich,
dass Genotyp S die starkste zelltoxische Wirkung hatte. Da die Bildung von den
hochtoxischen makrozyklischen Trichothecenen bisher nur von Genotyp S bekannt
ist, bestitigt dies friihere Untersuchungen (ANDERSEN et al., 2003). Zuvor durch
Trypsinbehandlung abgerundete Zellen, die mit dem Toxinextrakt von Genotyp S
versetzt wurden, waren nicht in der Lage, wie sonst fiir die Zellart typisch, einen
Monolayer auszubilden, sich also an die Oberfliche des Kulturgefilles anzuheften.
Da die Zellen ihre kugelige Form beibehielten, kann davon ausgegangen werden,
dass das Toxinextrakt die normale Funktion der Adhérenz verhindert, was auf einen
Differenzierungsdefekt der Zellen hindeutet. Aufgrund dieses eindrucksvollen
Effekts wurden mit dem Toxinextrakt von IBT 40293 (S) weitere Tests
durchgefiihrt. Die Tests mit Trypanblau ergaben, dass sich die meisten Zellen nicht
mit dem Farbstoff anfarbten und somit eine intakte Zellmembran aufwiesen.
Aufgrund einer intakten Zellmembran kann indes nicht automatisch auf die
Funktionstiichtigkeit der Organellen im Zellinneren geschlossen werden. Aus
diesem Grund wurden die mit Toxinextrakt behandelten Zellen gewaschen und in
frisches Medium ausgesit. Die Zellen begannen daraufhin wieder einen Zellrasen
auszubilden; dies weist darauf hin, dass der beschriebene Effekt bei PK15-Zellen
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden reversibel ist. Um zu {iberpriifen, ob
dieser Effekt durch makrozyklische Trichothecene in dem Toxinextrakt von IBT
40293 (S) hervorgerufen wurde, wurden Toxinstandards von Satratoxin G,
Satratoxin H und Roridin L2 angewendet. Die Toxinstandards 10sten dieselben
Effekte wie das Toxinextrakt von IBT 40293 (S) aus und wiesen so darauf hin, dass

makrozyklische Trichothecene dafiir verantwortlich gemacht werden konnen.

Im Gegensatz dazu wurde in der Literatur mehrfach beschrieben, dass
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makrozyklische Trichothecene irreversibel die Zellen schidigen, indem sie an die
60S Untereinheiten binden (UENO, 1977; HERNANDEZ und CANNON, 1982;
UENO, 1985; FEINBERG und MACLAUGHLIN, 1989; ROCHA et al., 2005).
Jedoch wurden in diesen Untersuchungen andere Methoden zur Untersuchung der
Zytotoxizitit mittels Zellkultur benutzt. AuBBerdem konnte die Dauer der Inkubation
(hier 24 Stunden) einen Einfluss auf die Zytotoxizitdt haben. Im Gegensatz zu den
vorher genannten Studien wurde in der vorliegenden Studie zudem das Toxin
bereits vor der Entstehung eines Monolayers hinzugegeben. Beim
Zytotoxizititstest, bei dem das Toxinextrakt auf einen Monolayer gegeben wurde,
bildeten sich im Monolayer zwar Liicken, die Zellen wurden jedoch nicht
kugelférmig, wie oben beschrieben. Das ldsst darauf schlieBen, dass die Zellen je

nach Wachstumsphase unterschiedlich auf die Toxine reagieren.

Der Effekt der Zellen, der nach Zugabe des Toxinextrakts von IBT 40293 (S)
gesehen werden konnte, konnte mit dem antikanzerogenen Effekt von
makrozyklischen Trichothecenen auf verschiedene Krebszelllinien (DE
CARVALHO et al.,, 2016; HAIDAR et al., 2021) in Verbindung stehen. Da dies
eine neue Moglichkeit in der Krebstherapie ermoglicht (HAIDAR et al., 2021),
konnte Genotyp S von S. chartarum zukiinftig von grofBerem Interesse auf diesem
Gebiet sein. Daher wiren weiterfithrende Zellkulturtests mit den verschiedenen
Toxinextrakten von S. chartarum sinnvoll, um auch eventuelle therapeutische

Einsatzmdglichkeiten der Toxine zu erforschen.

Um zu iberpriifen, ob und welche Art von Zelltod durch den Einsatz der
unterschiedlichen Genotypen auf die PK-Zellen hervorgerufen wird, wurde eine
Féarbung mit Annexin V-FITC und PI durchgefiihrt. Eine lebende Zelle ist bei dieser
Farbung Annexin V- und Pl-negativ. Zellen, bei denen eine Apoptose
vonstattengeht, ist Annexin V-positiv und Pl-negativ. Nekrotische Zellen sind
sowohl Annexin-V-positiv als auch PI-positiv. Die Kombination von PI-positiven
und Annexin-negativen Zellen, wie sie bei dem Toxinextrakt von IBT 40293 (S)
gesehen wurden, ist daher eher ungewdhnlich. Die beiden H-Genotypen zeigten
sich an manchen Stellen nekrotisch, da sich diese Zellen mit beiden Farbstoffen
anfarbten. Die Zellen, die nicht behandelt wurden oder mit Methanol tiberpriift
wurden, zeigten sich an Stellen, wo der Monolayer Liicken aufwies, ebenfalls
nekrotisch. Diese Schidden konnten auch durch das Handling des Objekttragers mit

der Pinzette entstanden sein, also mechanische Schidigungen darstellen. Eine
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andere Moglichkeit wére, dass die Zellen an Stellen, wo der Monolayer nicht ganz
geschlossen ist, mehr Angriffsflache haben. Da diese nekrotischen Zellen aber auch
bei den Zellen ohne jegliche Behandlung zu sehen waren, weist dies eher auf die

Theorie mit der Beschddigung des Zellrasens durch die Pinzette hin.

4. LC-MS/MS

Da zum jetzigen Zeitpunkt S. chartarum nicht im MIBiG (Minimum Information
about Biosynthetic Gene cluster) inbegriffen ist (MEDEMA et al., 2015), da eine
funktionale Validierung der Satratoxin- und Atranoncluster noch aussteht, kann
nicht endgiiltig geklart werden, welche Aufgaben die verschiedenen Gencluster in
S. chartarum haben. Bisher wurden diverse mogliche Mechanismen dieses
Syntheseweges in der Literatur vorgeschlagen (UENO, 1983; DEGENKOLB et al.,
2008; SEMEIKS et al., 2014). Um das Metabolitenprofil der untersuchten Stimme
aus vorangegangen Studien zu bestitigen (Andersen 2003) wurden IBT 40293 (S)
und IBT 40288 (A) mittels LC-MS/MS analysiert. In dieser Studie konnten die
Hypothesen von SEMEIKS et al. (2014) und ULRICH et al. (2020) {iber den
Zusammenhang der Satratoxin- und Atranoncluster mit der Bildung dieser

Sekundirmetaboliten weiter bestitigt werden.

Mittels LC-MS/MS wurden die Stimme IBT 40293 (S), IBT 42684 (H), CBS
324.65 (H) und IBT 40288 (A) auf ihre Bildungsfahigkeit von Atranon A und den
beiden Vorstufen 6-Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on und 3,4-Epoxy6-
hydroxy-dolabella-7,12-dien-on untersucht. Genotyp H besitzt den ACI, der laut
SEMEIKS et al. (2014) fiir die Atranonbildung benétigt werden konnte. Bis zu
dieser Untersuchung wurde die Bildung von Atranonen von Genotyp H jedoch nicht
beschrieben (ULRICH et al., 2020). Die Messungen ergaben, dass sowohl Genotyp
A als auch die beiden H-Genotypen in der Lage sind, die Substanzen zu
produzieren. Die hoheren Konzentrationen (sieche Tabelle 36) von IBT 42685 (H)
im Vergleich zu CBS 324.65 (H) stehen zudem mit den hoheren Expressionswerten
der durchgefiihrten Transkriptionsanalyse in Einklang. IBT 40293 als Vertreter von
Genotyp S war nicht in der Lage die genannten Substanzen zu synthetisieren. Da
Dolabellan am Anfang des Biosynthesewegs von Atranonen gebildet wird
(HINKLEY et al., 1999; HINKLEY et al., 2000; SEMEIKS et al., 2014), ist auch
davon auszugehen, dass Genotyp S keine anderen Atranone bilden kann, wenn

dieser die beiden Atranonvorldufer 6-Hydroxydolabella-3,7,12-trien-14-on und
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3,4-Epoxy6-hydroxy-dolabella-7,12-dien-on nicht produziert.

Zwar stehen bisher keine Standardsubstanzen von Atranonen zur Verfligung,
dennoch bietet die hier durchgefiihrte Methode erste Interpretationsmoglichkeiten.
Durch eindeutig charakterisierte Standardsubstanzen wire eine genauere

Quantifizierung und eine fundiertere Identifikation der Metaboliten moglich.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Stachybotrys spp. ist ein ubiquitir vorkommender Schimmelpilz. Durch die
Féhigkeit zur Bildung von hochtoxischen Sekunddrmetaboliten riickte Stachybotrys
spp. in der Human- und Tiermedizin immer wieder in den Fokus (HARRACH et
al., 1983; DEARBORN et al., 2002). Vor allem nach Wasserschiden in Gebauden
kann es zum Befall mit Stachybotrys kommen (NIELSEN, 2003). In der
Tiermedizin steht hingegen besonders der Schimmelbefall von Heu und Stroh im

Vordergrund (EL-KADY und MOUBASHER, 1982).

S. chartarum kann in die drei Genotypen A, H und S unterteilt werden (ULRICH
et al., 2020). Die Genotypen weisen verschiedene Gencluster auf, die vermutlich
fiir die Bildung von Satratoxinen und Atranonen gebraucht werden (SEMEIKS et
al., 2014; ULRICH et al., 2020). Besonders die von Genotyp S produzierten
Satratoxine, die zu den makrozyklischen Trichothecenen gezéhlt werden, sind
aufgrund ihrer hohen Zytotoxizitit ein potentielles Gesundheitsrisiko

(ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003).

Da iiber die Entstehungen in Richtung der verschiedenen Genotypen bislang nur
Vermutungen aufgestellt wurden, lag ein Fokus dieser Arbeit auf der Analyse der
unterschiedlichen Genotypen. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf die

Satratoxin- und Atranoncluster gelegt.

Es wurden Sequenzanalysen unterschiedlicher Stamme, welche in der NCBI-
Datenbank hinterlegt waren, vorgenommen und nach homologen Sequenzen in
anderen Pilzspezies gesucht. Dariliber hinaus wurden Deep Resequencing und
Transkriptomanalysen von vier Stdmmen durchgefiihrt, um bisherige
Sequenzanalysen zu bestitigen und neue Erkenntnisse der drei Genotypen vor
allem in Bezug auf die unterschiedlichen Gencluster zu erlangen. Durch die
Ergebnisse dieser Untersuchungen ergaben sich mehrere Hinweise, die es
ermoglichten, ein Modell der Evolution der drei Genotypen aufzustellen. Laut
Modell ist es wahrscheinlich, dass es einen Ur-Stamm gibt, der Genotyp H dhnlich
ist und der sich zum einen in Richtung Genotyp S und zum anderen in Richtung des
Genotyp A entwickelt hat. Die wichtigsten Ergebnisse waren dabei ein Uberrest des
atrl in Genotyp S, unvollstindig vorkommende SC1 und SC3 in Genotyp H, ein
trunkiertes SC1-down-1 Gen in Genotyp A und zuletzt das Fehlen des SC3 und ein
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Uberrest des atr1 in dem atypischen Genotyp S-Stamm 51-11.Bislang wurden noch
keine  Transkriptomdaten zu  Stachybotrys  spp. verdffentlicht.  Die
Expressionsanalyse der beiden untersuchten H-Genotypen zeigte, dass IBT 42685
signifikant hohere Expression im AC1 als CBS 324.65 aufweist.

Um mehr Einblicke in die von Genotyp H produzierten Mykotoxine zu bekommen,
wurden deren Toxinextrakt mittels LC-MS/MS auf Atranone und deren
Vorldufermolekiile untersucht. Genotyp A und H, welche auch den Atranoncluster
1 aufweisen, waren im Gegensatz zu Genotyp S in der Lage die untersuchten

Substanzen zu bilden.

Die Zytotoxizitit der Staimme wurde durch Zellkulturtests mit PK15-Zellen
ermittelt. Besonders eindrucksvoll war der Effekt des Toxinextrakts von Genotyp
S, IBT 40293. Gab man, entgegen der bisherigen Studien, die Toxinextrakte vor der
Bildung eines Monolayers hinzu, so blieb die Adhdrenz und die Bildung von
Zellrasen aus und die Zellen blieben kugelférmig in Suspension. Sobald die Zellen
wieder in toxinfreies Medium {iberfiihrt wurden, begannen die Zellen erneut einen

Monolayer auszubilden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Stachybotrys chartarum durch das
Vorkommen der verschiedenen Gencluster in den unterschiedlichen Genotypen und
die Fahigkeit zur Produktion der verschiedenen Mykotoxine gut als
Modellorganismus zur Erforschung biosynthetischer Stoffwechselwege in
Schimmelpilzen geeignet ist. Mit Hilfe von Sequenzanalysen wurde auflerdem ein
Modell zur moglichen Evolution in Richtung der unterschiedlichen Stamme

aufgestellt, was Grundlage fiir weitere Studien sein kann.
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VII. SUMMARY

Stachybotrys spp. is a fungus that occurs ubiquitously. Due to its ability to produce
highly toxigenic secondary metabolites, Stachybotrys spp. received particular
attention in human and veterinary medicine (HARRACH et al., 1983; DEARBORN
et al., 2002). Mold growth with Stachybotrys emerged in particular after water
damage in buildings (NIELSEN, 2003). In veterinary medicine, growth in hay and
straw is more relevant (EL-KADY und MOUBASHER, 1982).

S. chartarum can be subclassified into the three genotypes A, H and S (ULRICH et
al., 2020). These genotypes manifest themselves in different gene clusters, which
are probably required for the production of satratoxins and atranones (SEMEIKS et
al., 2014; ULRICH et al., 2020). Especially the satratoxins, which belong to the
macrocyclic trichothecenes, are produced by genotype S and represent a health

threat due to their high cytotoxicity (ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003).

The main focus of this thesis is the analysis of the different genotypes, since little

was known about their development.

Sequence analysis of the different genomes present in the NCBI databank was
conducted and homologous sequences were searched for in other fungal species.
Deep Resequencing and transcriptome analysis were performed for four strains.
These results confirmed the previous data and provided new information on the
different genotypes, particularly with regard to the mycotoxin gene clusters. Due to
the study results, some clues were obtained that allowed us to build a model for the
evolution of the three genotypes. According to this model, an ancestor strain similar
to an H-type strain existed that subsequently evolved either to genotype S or
genotype A. The most important findings that let to this model are the remnant of
atrl in genotype A, the truncated SC1 and SC3 clusters in genotype H, a truncated
SC1-down-1 gene in genotype A and lastly the lack of SC3 and the afrl fragment
in the atypical S-type strain 51-11. So far, no transcriptome data of Stachybotrys
spp. had been released. The gene expression analysis of both H-type strains
demonstrated that the expression levels of AC1 of IBT 42685 are significantly
higher than the ones of CBS 324.65.

For more insight into the mycotoxins produced by genotype H, their toxin extracts

were subjected to LC-MS/MS analysis of atranones and their precursors. Genotype
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A and H, which also possess AC1 in contrary to genotype S, can produce the

analyzed substances.

The cytotoxicity of the strains was detected using a cell-culture test with PK15-
cells. The effect of the toxin extract of genotype S, IBT 40293 is particularly
interesting. Contrary to previous studies, the toxin extract was added before the
formation of a monolayer. The adherence and the formation of a cell layer were
prevented by the extract. The cells stayed globular in suspension. As soon as the

cells were transferred into a toxin-free medium the cells began to form a monolayer.

In summary, the presence of different set of gene clusters and its ability to produce
the related mycotoxins makes S. chartarum an attractive model organism for
research on biosynthetic pathways in fungi. Using sequence analysis, a model has
been developed that describes a potential evolution of the different genotypes of S.

chartarum and thereby provides a groundwork for further studies.
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