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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein DNA-Mikroarray fiir die Analyse der differentiellen Expression und
Regulation von Biosynthesegenen der wichtigsten lebensmittelrelevanten
Mykotoxine Aflatoxin, Ochratoxin, Trichothecen und Fumonisin, konnte im
Rahmen dieser Arbeit entwickelt und erfolgreich angewandt werden. Der
Mikroarray, ,Mycochip”, tragt Sonden dieser geclustert vorliegenden Gene in der
Reihenfolge der Biosyntheseschritte des jeweiligen Mykotoxins. Durch die
Anwendung dieses ,Mycochip” konnten verschiedene Fragestellungen bearbeitet
werden, wie zum Beispiel die Identifikation von Geninduktionsmustern, die
speziesspezifisch und fiir eine aktive Toxinbiosynthese indikativ waren. Des
Weiteren konnte der Einfluss verschiedener extrinsischer Faktoren wie Substrat,
pH, Wasseraktivitat, Temperatur und Licht unterschiedlicher Wellenldnge auf
die Expression der Biosynthesegene und deren Korrelation zur
Mykotoxinbildung in reprasentativen Feld- und Lagerpilzen analysiert werden.
So konnten Funktionalitdt, Sensitivitdt und Spezifitdt des Mycochips validiert
werden. Im Verlauf der Experimente konnte beobachtet werden, dass die
Induktion der Mykotoxinbiosynthesegene vornehmlich unter physiologischen
Stressbedingungen erfolgt. Hierbei kam es jeweils zur Ausprdagung eines
Hauptinduktionspeaks nahe dem Wachstumsoptimum des untersuchten
Pilzstammes, sowie eines weiteren Nebenpeaks kurz vor der Inaktivierung.
Zudem konnten oszillierende Schwankungen in der Genexpression beobachtet
werden, die zum einen endogen basiert scheinen und zum anderen durch Licht
unterschiedlicher Wellenldnge beeinflusst werden. Durch die Anwendung des
Mycochip war es weiterhin moglich, eine Infektion von Weizenpflanzen mit
unterschiedlicher Resistenz gegen Fusarium iiber den Zeitraum von der Anzucht
bis zur Ernte auf transkriptionaler Ebene in F. culmorum zu monitoren und mit
der Mykotoxinbiosynthese zu korrelieren. Als Identifikations- und
Differenzierungstool konnte der Mycochip eingesetzt werden um Infektionen
von Weizen mit Penicillium und Fusarium nachzuweisen und um unterschiedlich

auftretende Mykotoxin-Chemotypen von F. graminearum zu diskriminieren.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Grundlagen filamentoser Pilze: Die Bezeichnung ,Pilz” leitet sich
urspriinglich von den Hutpilzen ab (lat. fungus; gr. Mykes), was per
Definitionem fiir eine Gruppe chlorophyllfreier, heterotropher, eukaryontischer
Organismen steht. Die Zahl der bis zum heutigen Zeitpunkt beschriebenen
Pilzarten belduft sich auf ungefahr 120.000 wobei die tatsdchliche Anzahl jedoch
eher bei tiber 300.000 Pilzspezies liegt und somit diejenige der Samenpflanzen bei
weitem tbersteigt (Campbell, 2000). Pilze treten als Saprophyten, Symbionten
und Parasiten auf. Saprophytische Pilze leben in und auf abgestorbenen
organischen Substraten und beziehen notwendige Kohlenstoffverbindungen
mittels oxidativen Abbaus. Biotrophe Pilze hingegen sind als Symbionten oder
Parasiten auf direkten Kontakt mit Pflanzen, Tieren, Algen, Protozoen oder
Bakterien angewiesen. Flechten (Lichenes) sind nur ein Beispiel fiir eine
erfolgreiche Symbiose zwischen Pilz und in diesem Falle einer photosynthetisch
aktiven Griin- oder Blaualge. Zu einer chemoorganoheterotrophen Erndhrung
sind Pilze durch ein Arsenal von Enzymen befdhigt. Es wird vermutet, dass Pilze
schon seit 800-1000 Millionen Jahren existieren, ein Fund aus 850 Millionen Jahre
altem Schiefergestein in Kanada wird als Pilzfossil gedeutet, der erfolgreiche
Landgang der Pflanzen wire zudem nach heutigen Erkenntnissen ohne
Pilzsymbiosen vermutlich nicht moglich gewesen (dies belegen u.a. neuere

Untersuchungen der AG Kottke und Weifs; Universitat Tiibingen).

1.1.1 Vorkommen, Vorteile und Problematik: Es gibt wohl keinen Bereich in
unserem Leben, in dem wir nicht bewusst oder unbewusst Umgang mit
Mikromyceten haben. Ebenso vergeht kein Tag, an dem wir nicht Nutzen oder
Schaden aus ihnen ziehen, was die folgenden Beispiele verdeutlichen: Neun von
zehn Landpflanzen leben in Symbiose mit Pilzen, die sich an ihren Wurzeln
angesiedelt haben. Hefepilzkulturen von Saccharomyces cerevisae werden zur
Brotherstellung eingesetzt, der Pilz wandelt hier in einer chemischen Reaktion

die Stiarke im Mehl zu Zucker und schliefSlich in Kohlendioxid um, welches den

1
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Teig ,aufgehen” ldsst; unter anaeroben Bedingungen hingegen wird der
Fruchtzucker der Weintrauben wéhrend des Garprozesses zu Alkohol umgesetzt
und Geschmackstoffe freigesetzt. Kdsen wie Camembert und Roquefort
verdanken den Schimmelpilzkulturen Penicillium camembertii und Penicillium
roquefortii ihren Geschmack. Schimmelpilze der Gattungen Rhizopus, Mucor und
Aspergillus werden aufierdem in Asien zur Herstellung zahlreicher fermentierter
Lebensmittel verwendet, wie zum Beispiel von Sojabohnenprodukten. Toxine des
Mutterkornpilzes Claviceps purpurea werden hingegen aus Fermenterkulturen von
Claviceps-Myzel gewonnen, um in der Geburtshilfe zur Verringerung von
Gebdarmutterblutungen eingesetzt zu werden, bzw. finden als Blutdrucksenker
und Migranetherapeutikum Verwendung. Der Schimmelpilz Aspergillus niger
wird dartiber hinaus zur grofitechnischen Herstellung des Antioxidations- und
Konservierungsmittels Zitronensdure eingesetzt, die er aus zuckerhaltigen
Abfallstoffen produziert. Allgemein finden filamentdse Pilze Verwendung bei
der biotechnologischen Herstellung von Aminosduren, Zuckern, Vitaminen und
Hormonen. Nachteil einiger Schimmelpilze ist zum Beispiel das allergene
Potential der Schimmelpilzsporen und die Unmoglichkeit, eine Exposition mit
diesen zu vermeiden. Die Oberflichen der meisten Substrate sind mit Sporen
kontaminiert und es ist extrem schwer bis unmoglich, eine Kontamination von
Lebensmitteln oder Wohnrdumen mit Sporen zu verhindern bzw. alle Sporen zu
entfernen oder zu deaktivieren. Aufier dem allergenen Gefdhrdungspotential
kommt hinzu, dass einige Spezies unter den Schimmelpilzen in der Lage sind, so
genannte Mykotoxine zu bilden. Mykotoxine tangieren die Menschheit schon seit
Beginn des organisierten Nahrungsmittelanbaus. Der Ergotismus, eine Krankheit
die nach dem Verzehr von Mutterkorn auftritt, wird bereits in der Bibel als so
genanntes Antoniusfeuer beschrieben. Die Sklerotien des Mutterkornpilzes
Claviceps purpurea produzieren Toxine wie das Ergotamin, das schwere
Vergiftungen und Nierenschdden verursacht, wenn die Mutterkérner mit dem
Getreide zermahlen werden, und so das Gift in die Nahrung gelangt. (Penny et

al., 1979).
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1.1.2 Metabolismus: Bei filamentosen Pilzen kann zwischen zwei wichtigen
metabolischen Phasen unterschieden werden. Zum einen der Trophophase
(exponentielle Phase), sowie zum anderen der Idiophase (stationdre Phase). Die
exponentielle Phase zeichnet sich durch eine konstante, minimale Generationszeit
aus. Die Substratkonzentration nimmt ab, die Biomasse zu und
Stoffwechselprodukte des Primérstoffwechsels sammeln sich in der Zelle an. Im
Primérstoffwechsel werden Makromolekiile und Lipide synthetisiert sowie
Energie und Grundbausteine fiir den Stoffumsatz geliefert. Zu den
Primdrmetaboliten zdhlt man beispielsweise Aminosduren, Vitamine und
Nukleotide, sowie Zwischenprodukte des Intermedidrstoffwechsels (z. B. die
Sduren des Zitronensdurezyklus). Die stationdre Phase hingegen ist
gekennzeichnet durch eine Verarmung des Nihrstoffangebotes. Die Zellen
wachsen in dieser Phase kaum mehr. Die stationdre Phase kann jedoch auch
durch eine Anderung der Umweltbedingungen oder Akkumulation von
toxischen Stoffwechselprodukten eingeleitet werden. In diesem Fall werden
spezifische Enzyme aktiviert, die diese in sekunddre Metabolite umwandeln
konnen, welche u.a. in das umgebende Medium ausgeschieden werden. Der
Vorgang der Sekunddrmetabolitbildung wird &uflerlich meist von der
Sporenbildung begleitet (Rudolph, 1962; Panasenko, 1967). Im Gegensatz zum
Primdrmetabolismus ist der Sekunddrmetabolismus fiir den Organismus nicht
essentiell (Czapek, 1925). Es existiert aktuell keine allgemeingiiltige Theorie,
sondern nur Erkldrungsansdtze zur Aufgabe des Sekundirstoffwechsels, wie
beispielsweise =~ die = Verwertung  iiberschuissiger  Stoffwechselprodukte,
Entgiftungsreaktionen im Stoffwechsel, Abwehrwirkung nach auflen durch
Hemmung von Konkurrenten oder Frafischutz. Die Metabolite des
Sekundarstoffwechsels, zu denen unter anderen Antibiotika, Farbstoffe und auch

die Mykotoxine zdhlen, variieren in Abhédngigkeit von der Pilzart.

1.2 Grundlagen Mykotoxine: Mykotoxine werden definiert als sekundére
Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen, die auf Menschen, Tiere und
Pflanzen akut oder chronisch toxisch einwirken (Cast, 2003). Uber 400

Mykotoxine sind bis heute bekannt, diese werden von ungefdhr 120
3
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Schimmelpilzgattungen produziert. Die Mehrzahl der Mykotoxinbildner gehort
den Deuteromyceten an, Ascomyceten ohne sexuelle Hauptfruchtform. Die
Lebensmittel relevanten Mykotoxine werden dabei vor allem von drei
Hauptgattungen produziert. Zum einen von Penicillium, der auf Obst, Gemtise
und Getreide vorkommt; Aspergillus auf Olhaltigen Samen, zuckerhaltigen
Friichten und Getreide, sowie Fusarium auf Getreide, Obst und Gemiise. Von
allen genannten Gattungen existieren Mykotoxinbildner und -Nichtbildner,
moglich ist auch die Bildung mehrerer Toxine oder Derivate. Zwischen Bildner
und Nichtbildner sowie zwischen unterschiedlichen Chemotypen ist keine
Unterscheidung anhand morphologischer Merkmale moglich. Nur auf
genetischer und analytischer Ebene kann eine Identifizierung und
Differenzierung erfolgen. Ein weiterer Unsicherheitsfaktor ist die Moglichkeit der
Anastosomenbildung zwischen Myzelfiden nahe verwandter Arten. Uber diese
konnen Zellkerne und Plasma ausgetauscht werden und damit beispielsweise die
Fahigkeit, ein bestimmtes Toxin zu bilden. Mykotoxine werden bereits auf der
Kulturpflanze auf dem Feld von dem jeweiligen Kontaminanten gebildet, wie
zum Beispiel im Fall von Fusarium, oder sie entstehen bei Lagerung, Verarbeitung
oder wahrend des Transports der Nahrungs- oder Futtermittel zum Verbraucher
beispielsweise durch Penicillium. Von den bekannten Mykotoxinen besitzen
hauptsdchliche Relevanz unter dem Aspekt der Nahrungsmittelsicherheit vor

allem die Aflatoxine (Abb. 1) (Gong et al., 2002),

A B
Abb. 1: Aspergillus sp. A verschiedene Aspergillen auf einer Walnuss, B
Molekiilstruktur Aflatoxin B1.

mit {iber 20 verschiedenen Derivaten, deren Grundgeriist ein Difuran-

Cumarinbaustein ist; Ochratoxin (Abb. 2), (Zeljezic et al., 2006), dessen

4



Einleitung

Grundgeriist ein Methylisocumarinbaustein ist, der tiber eine Amidbindung mit

Phenylalanin verbunden ist;

CHs
cl

Abb. 2: Penicillium sp. A P. verrucosum auf Weizenkornern, B Molekiilstruktur
Ochratoxin A.

sowie die Fusarientoxine (Abb. 3), (Desjardins et al., 1993). Zu diesen gehoren u.a.
die Trichothecene T-2, Deoxynivalenol, Nivalenol sowie Zearalenon und

Fumonisin.

SOURCE:AD Litd= {1955, Ch, d).

B

Abb. 3: Fusarium sp. A Mit Fusarium infizierte Getreidedhre, B Grundstruktur
Trichothecene.

Trichothecene lassen sich aufgrund ihrer funktionellen Gruppen in 2 Haupttypen
unterteilen. Zum einen in die Typ-A-Trichothecene, diese werden durch eine von
einer Carbonylfunktion abweichende, zumeist sauerstoffhaltige Gruppe am C-8
charakterisiert (Ueno, 1977), sowie die Typ-B-Trichothecene die sich durch eine
Carbonylfunktion in der C-8-Position auszeichnen. Das am hé&ufigsten nattirlich
auftretende Fusarientoxin, Deoxynivalenol (DON), wurde 1972 erstmals in Japan
von Morooka et al. (1972) aus Getreide isoliert, das mit F. roseum kontaminiert
war. Es wurde unter dem Namen Vomitoxin in den USA charakterisiert (Wolff,

1995). Von einigen Mykotoxinen existieren mannigfaltige Derivate, zum Beispiel
5



Einleitung

die an unterschiedlichen C-Atomen acetylierten DON-Subtypen, 3-Acetyldeoxy-
nivalenol und  15-Acetyldeoxynivalenol. = Andere toxisch  wirkende
Sekunddrmetabolite sind das Patulin, welches als Hydroxypyrofuran vorkommt
und das Nierengift Citrinin, eine Benzopyrancarbonsdure. Citrinin wird von
mehreren Aspergillus- und Penicillium-Arten gebildet und wirkt im gleichen Mafle
sowohl toxisch als auch antibiotisch, so dass eine eindeutige Unterscheidung
zwischen Toxin und Antibiotikum nicht immer moglich ist. Durch moderne
Verarbeitungsmethoden haben die Mutterkornalkaloide (Wolff et al., 1988)
zumindest in Industrieldindern keine signifikante Bedeutung mehr als

Lebensmittelkontaminanten.

1.2.1 Biosynthese: Die Biosynthese der Mykotoxine erfolgt durch verschiedene
Stoffwechselwege, wobei Essigsdure in Form von Acetyl-CoA in den meisten
Fillen eine signifikante Rolle spielt. Uber den Polyketidweg werden durch
Kondensation von Acetyl-CoA mit Malonyl-CoA (dhnlich der Fettsduresynthese)
uw.a. Aflatoxin, Patulin und Ochratoxin gebildet. Die Trichothecene werden
hingegen tiber Essigsdure und Mevalonsdure synthetisiert. Einige Toxine
enthalten auch Aminosduren, wie zum Beispiel Cyclopiazonsdure die

Aminosdure Tryptophan, oder Ochratoxin die Aminosdure Phenylalanin.

1.2.2 Giftwirkung: Finige Mykotoxine zdhlen zu den giftigsten bekannten
Verbindungen. Sie sind {iiblicherweise stabile, niedermolekulare Stoffe, gegen die
der Organismus im Allgemeinen keine Antikorper bildet, da er sie aufgrund
deren meist geringen Molekulargewichts nicht als Antigen identifizieren kann.
Sie werden auflerdem meist durch den Korper akkumuliert, wodurch sie sich bei
fast jedem Menschen in Blut oder Fettgewebe nachweisen lassen (Aksenov et al.,
2007) und dort, je nach chronischer oder akuter Aufnahmemenge, zu mehr oder
minder schweren Erkrankungen fiihren konnen. Die Aufnahme der Mykotoxine
erfolgt hierbei vor allem mit der Nahrung, aber auch durch die Inhalation
kontaminierter Stdube, oder , Carry over” tiber tierische Erzeugnisse. Mykotoxine

wirken auf unterschiedliche Weise toxisch auf den Organismus. Im Fall von
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Aflatoxin wird das Toxinmolekiil im menschlichen und tierischen Organismus
durch oxidative Enzyme epoxidiert. Trichothecene hingegen beinhalten schon
eine Epoxidgruppe in der Grundstruktur. Diese Epoxide fithren im weiteren
Verlauf zu DNA-Addukten und so zu Mutationen, oder sie binden an Proteine,
wobei sich weitere giftige Stoffwechselprodukte bilden. Die toxische Wirkung
beruht bei subletalen Mengen aufierdem auf einer Hemmung des Immunsystems
durch Inhibierung der Lymphozytenaktivitit (Sharma, 1993), sowie einer
Behinderung der Bildung von Immunglobulinen und Makrophagen (Corrier,
1991). Dadurch kann das Entstehen von Infektionskrankheiten geférdert werden
(Kolb, 1984). Ferner greifen viele Toxine Leberzellen an, verursachen

Hautirritationen, sind nephrotoxisch oder sie sind Nervengifte (Reif, 1970).

Die Kontamination von Lebens- und Futtermitteln mit Mykotoxinen war und ist
ein weltweites Problem. Nach Einschdtzung der UN Food and Agriculture
Organization (FAO), sind bis zu 25 % der Weltproduktion an Nahrungsmitteln
mit Mykotoxinen verunreinigt. Etwa 20 % allein der Zerealienernte der EU
enthalten messbare Kontaminationen an Schimmelpilzen oder deren toxische
Stoffwechselprodukte. Folgende geschichtliche Schlaglichter reprédsentieren die
Signifikanz der durch Schimmelpilztoxine verursachten Epidemien, die in ihren
Auswirkungen den durch herkémmliche Erreger ausgelosten Krankheiten in

nichts nachstehen:

430v.C.:  Raitselhafte Massenerkrankung der Spartaner wiahrend des Krieges
gegen Athen, begriindet durch Ergotaminvergiftung.

857n.C.:  Berichte tiber eine europédische Ergotamin-Epidemie (Bove, 1970).

1910: Aspergillus flavus ist toxisch und kommt hdufig auf Parantissen vor
(Hugo Kiihl).
1928: Balkan-Nephropathie, verursacht durch Ochratoxin A von A.

ochraceus; Larsen beschreibt eine ,Danish Porcine Nephropathy”
genannte Nierenerkrankung beim Schwein in Zusammenhang mit
der Verfiitterung von verschimmeltem Roggen (Larsen).



Einleitung

1930:

1942:

1943:

1948:

1962:

1965:

1975:

1975:

1988:

Pferdesterben in der Ukraine aufgrund Stachybotryotoxin.

Alimentédre Toxische Aleukie verursacht durch das Trichothecen T-2
von F. sporotrichioides in Winterweizen, tausende Menschen sterben.

Patulin wird erstmals isoliert aus Penicillium patulum.

Freeman und Morrison isolieren T-2 Toxin aus Trichothecium roseum
(Freeman et al.).

,Turkey X“-disease, Truthahnsterben in Grofibritannien nach
Verfiitterung von mit Aflatoxin belasteten Erdnussmehl (Nesbitt et
al.).

Asoa et al. isolieren Aflatoxin B1.

Morooka et al. isolieren und charakterisieren Deoxynivalenol.

Yellow Rain Trichothecen Biowaffeneinsatz in Vietham (Mirocha et
al., 1983).

Identifikation =~ von  Fumonisin Bl als  Ursache der
Leukoenzephalomalazie der Equiden (Gelderblom et al.).

1.2.3 Einflussfaktoren und Regulation: Welche Toxinmenge jeweils synthetisiert

wird, kann von unterschiedlichen extrinsischen Faktoren abhdngen, die auf den

physiologischen Status des filamentosen Pilzes einwirken. Zu diesen gehoren

zum Beispiel pH-Wert (O'Callaghan et al.,, 2006), Temperatur und relative

Luftfeuchte (Belli et al., 2006; Ramirez, 2006). Auch die Substratzusammensetzung

des Nahrmediums hat einen Einfluss (Skrinjar und Dimic, 1992). Wie breit das

Wachstumsspektrum von einigen filamenttsen Pilzen z. B. im Vergleich zu

pathogenen Bakterien ist, zeigen die folgenden zwei Abbildungen im Fall der

zum Leben im jeweiligen Habitat vorhandenen Wasseraktivitédt (Abb. 4) bzw. der

Temperatur (Abb. 5):
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Abb. 4: Wachstumstoleranz verschiedener MO bei
unterschiedlichen Wasseraktivititen. Beispiele fiir die
Wachstumstoleranz von A. amstelodami im Vergleich
zu zwei reprasentativen Bakterienarten.

Abb. 5: Wachstumstoleranz verschiedener MO
bei unterschiedlichen Temperaturen. Beispiele
fur die Wachstumstoleranz von A. flavus im
Vergleich zu zwei reprédsentativen Bakterienarten.

Deutlich erkennbar ist der grofiere Toleranzbereich der Schimmelpilzspezies
Aspergillus beztiglich Wasseraktivitit und Temperatur im Vergleich zu den
Bakterienbeispielen. Zusitzlich spielt der momentane Erndhrungsstatus der Zelle
eine Rolle (Pardo et al., 2006), bzw. die Wachstumsphase (Belli et al., 2006). Die
Toxinbiosynthese wird dabei auf transkriptionaler Ebene reguliert. Ublicherweise
spricht eine Expression der meist geclustert vorkommenden Mykotoxingene fiir
eine aktive Mykotoxinbildung (Geisen, 2004). Die Gencluster der wichtigsten
Mykotoxine sind bekannt und in Abbildung 6 A-D dargestellt.
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Abb. 6: Die Gencluster der wichtigesten Mykotoxine. A, Aflatoxincluster; B, Fumonisincluster; C,
Ochratoxincluster; D, Trichothecencluster.

6A zeigt den Aflatoxincluster von Aspergillus (Yu et al, 2004), 6B den

2003) und 6C den
9

Fumonisingencluster von F. verticillioides (Proctor et al.,
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Trichothecen Gencluster von Fusarium (Desjardins et al., 1993). Die Gene des
Clusters der Ochratoxinbildung in Penicillium nordicum, 6D, konnten im Vorlauf
dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert werden (Karolewiez und Geisen
2005; Geisen, Schmidt-Heydt und Karolewiez, 2006). Durch die geclusterte
Anordnung konnen zusammengehorige Gene eventuell besser koreguliert
werden. Eine solche Regulationsfunktion ist in jiingster Zeit fiir das Gen lzeA
beschrieben worden. Dieses Gen kodiert fiir eine Methyltransferase, die tiber eine
Methylierung der Histonproteinkomplexe die Transkription von Genen
innerhalb des Clusters steuert (Bok et al., 2006). Abbildung 7 verdeutlicht den
typischen Aufbau eines Mykotoxingenclusters mit hierarchisch vorgeschaltetem
regulatorischen Gen, im Falle des Aflatoxin-Genclusters das afIR/afl] -Gen (Price
et al., 2006), bzw. die Gene tri6 und #1110 im Falle des Trichothecengenclusters (Yu
und Keller, 2005).

pH-Regulation |_> i

N-Regulation Katabolit

Repression regulatorisches Gencluster

Gen
Transkriptionsfaktoren

Abb. 7: Genereller Aufbau eines Mykotoxin-Genclusters. Dargestellt sind die geclustert angeordneten
Gene mit vorgeschaltetem Kontrollgen, welches wiederum durch spezifische Transkriptionsfaktoren in
seiner Aktivitdt beeinflusst wird.

Uber diesen Kontrollgenen konnen noch globale Regulatorgene oder
Transkriptionsfaktoren stehen, wie das pacC/pal System in Aspergillus nidulans
(Ehrlich et al., 2002; Ehrlich und Cotty, 2002; Yu und Keller, 2005), das die
Expression verschiedener Gene in Abhéngigkeit von einem verdnderten pH-Wert
des Substrats kontrolliert, oder die Gene creA (Tudzynski et al., 2000) bzw. areA
(Mihlan et al., 2003), welche in Abhdngigkeit vom Erndhrungsstatus der Zelle
andere Gene downstream regulieren. Ein Verstindnis der Regulation der
Mykotoxinbildung auf genetischer Ebene, beeinflusst durch die verschiedenen
extrinsischen und intrinsischen Parameter, sowie synergistischer Effekte aus
Kombinationen dieser Parameter, kann daher zu Mafinahmen fiihren, die es

erlauben, durch geeignete Steuerung der Bedingungen wihrend der
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Verarbeitung, des Transports, oder der Lagerung die Mykotoxinbildung zu

vermindern.

1.2.4 Analytik: Der Ursprung der Mykotoxinanalytik lag in der Suche nach der
Ursache einzelner, endemisch auftretender menschlicher oder tierischer
Erkrankungen, ftir deren Vorkommen man keine Ausloser wie
Mikroorganismen, Pflanzengifte, Schwermetalle oder Pestizidriickstinde finden
konnte. Schritt fiir Schritt wurde klar, dass mit Schimmelpilzen kontaminierte
Futtermittel verantwortlich fiir eine Reihe von Erkrankungen bei Nutztieren sind,
wie zB. das Ostrogensyndrom bei Schweinen, Futterverweigerung oder
Erkrankungen bei Truthdhnen, die , Turkey X Disease" (Nesbitt et al., 1962). Dass
diese Verbindungen ebenso in menschlichen Nahrungsmitteln vorhanden sein
und Krankheiten verursachen konnten, zeigte sich erst, nachdem die
Analysemethoden genauer wurden und man in der Lage war, eine Vielzahl von
Lebensmitteln und Lebensmittelbestandteilen zu untersuchen. Seither gab und
gibt es viele Fortschritte in der molekularbiologischen Diagnostik und Methodik,
wie die erste DNA Isolierung 1869 von Friedrich Miescher; E. Southern gelingt es
1975 erstmals, Nukleinsdure spezifisch nachzuweisen. Den Durchbruch ins
Genomzeitalter des 20. Jahrhunderts brachte dann die maschinelle DNA-
Sequenzierung (Sanger, 1977). Jetzt wurden auch Untersuchungen im grofien
Mafistab moglich. Das erste vollstindig sequenzierte Genom in der
Grofienordnung von 5.375 kb war das des Bakteriophagen phi-174 (Sanger et al.,
1977). Die Anwendung dieser Techniken machte es moglich, Gene zu
identifizieren und die Mengen an gebildeter RNA in Korrelation zu deren
Aktivitdit zu setzen. Dies wirkte sich auch auf die Erforschung von
Genregulationsmechanismen in Mikromyzeten aus, ebenso wie die
fortschreitende Entwicklung von Identifikations- und Trennverfahren fur die
unterschiedlichen Sekundadrmetbolite, wie die Diinnschichtchromatographie
1901, von dem russischen Botaniker M. Tswett erstmals beschrieben, sowie die
Weiterentwicklung zur hochsensitiven Hochdruckfliissigchromatographie

(HPLC, 1970er Jahre). Auflerdem wurden viele Identifikations- und
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Analyseschritte ~ wesentlich  erleichtert durch die Entwicklung von
Polymerasekettenreaktion (1983, Mullis), Magnetresonanzspektroskopie und
Gaschromatographie. Mykotoxine kdnnen mit diesen analytischen Methoden in
Lebensmittelproben bereits mit grofser Genauigkeit nachgewiesen werden.
Zudem fiihrten diese und andere Entwicklungsfortschritte in der Toxinanalytik
und deren Anwendung in der mykologischen Forschung zu grundlegenden
Erkenntnissen. So zum Beispiel, dass vom Vorhandensein pathogener Pilze nicht
zwangsldufig auf eine Mykotoxinkontamination geschlossen werden kann. Ein
Fusarienbefall in einem Getreide- oder Maisfeld dufiert sich beispielsweise im
Normalfall durch verschiedene makroskopische und mikroskopische
Auffilligkeiten und Verdnderungen an der Pflanze, bzw. der Frucht. Dazu
gehoren die Taub- oder Weifidhrigkeit, hell- oder dunkelrot-violett gefdarbte
Korner, sowie im Extremfall deutlich sichtbares Pilzmyzel auf Stingel und
Kolben. Aber auch so eindeutig sichtbare Hinweise miissen nicht zwangslaufig
eine Mykotoxinbelastung bedeuten. So waren die im Rahmen einer Studie
untersuchten Proben von Wintergerste aus einer Ernte von 1998 frei von den
Fusarientoxinen Zearalenon und Deoxynivalenol, obwohl mikrobiologisch ein
hoher Besatz mit Schimmelpilzen der Gattung Fusarium nachzuweisen war (Lufa
der Landwirtschaftskammer Weser-Ems, 1998). Ein weiteres Beispiel ist, dass
selbst unter toxinbildenden Vertretern wie z. B. Aspergillus flavus nur ca. 40 %
tatsdchlich das Toxin Aflatoxin synthetisieren. Die toxinbildenden Stamme einer
Art sind bisher weder biochemisch noch morphologisch von den harmlosen zu
unterscheiden. Zudem bilden Schimmelpilze, wie im vorherigen Abschnitt
erldutert wurde, nur unter bestimmten Bedingungen Toxine (Ueno et al., 1970).
Die Milieubedingungen, die bei einem potentiell toxigenen Stamm die
Toxinbildung auslosen oder hemmen, kdnnen sehr unterschiedlich und variabel
sein und sind fiir jedes Toxin und jede Pilzart anders. Daraus ergibt sich, dass
Bedingungen, die eine Induktion der Mykotoxinbiosynthesegene erlauben und
die Riickschliisse auf die Regulation der Gene zulassen, nicht durch analytische
Methoden ermittelt werden konnen die eine Endpunktkontrolle darstellen,

sondern nur durch molekularbiologische Methoden auf Transkriptionsebene. Mit
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den ,klassischen” molekularbiologischen Methoden lassen sich dabei
Verdanderungen in der Expression einzelner Gene nachweisen (Northern Blot
Hybridisierung/Real Time PCR) und einzelne Gene identifizieren (Differential
Display PCR). Mayer et al. (2003) beschrieben ein RT Real Time PCR System,
welches auf dem nor-1 Gen der Aflatoxinbiosynthese basiert. Mittels solcher
Reaktionen kann die Expression einzelner Gene verfolgt werden. Vergleichbare
Systeme existieren fiir andere Spezies. Zum Beispiel fiir P. nordicum, einem
Ochratoxinbildner (Geisen et al., 2004). Hier beruht die Messung auf dem
otapksPN-Gen das fiir eine Polyketidsynthase kodiert. Eine Korrelation der
Expression der Mykotoxinbiosynthesegene mit einer aktiven
Mykotoxinbiosynthese ist jedoch nicht im Fall aller Gene gegeben. Vielmehr sind
nur einzelne ,Schliissel”-Gene des jeweiligen Clusters direkt mit der
momentanen Mykotoxinbildung gekoppelt. Beziiglich der Aflatoxinbiosynthese
sind dies die Gene nor-1, omtA und omtB (Scherm et al., 2005). Die tibrigen Gene
zeigen eine wesentlich weniger stringente Assoziation mit der phéanotypischen
Toxinbiosynthese. Ein umfassendes, detailliertes Bild der Verdnderungen im
Genexpressionsmuster von sich beispielsweise im Wachstum unter
unterschiedlichen Bedingungen befindlichen Organismen, erlauben diese
Methoden nicht und das Wissen um die Funktion einzelner Gene reicht nicht aus,
um die globalen regulatorischen Zusammenhénge zu erkennen. Méchte man also
komplexere gengesteuerte Vorgdnge analysieren, sind standardisierte
Parallelmesstechniken unerldsslich. Hierftir bietet sich die Verwendung von
DNA basierten Mikroarrays an, mittels denen man die Genexpression quantitativ
auf genomischer Ebene erfassen kann (Brown und Botstein, 1999). Bei
Verwendung von DNA-Mikroarrays beruht die Expressionsanalyse nicht nur auf
einem Zielgen, vielmehr kann die Expression eines ganzen Genclusters auf
einmal analysiert werden, wodurch auftretende Unterschiede zwischen den
Expressionsstdarken der jeweiligen Gene ausgeglichen werden. Das Prinzip eines
Mikroarray-Experiments besteht darin, alle auf dem DNA-Array befindlichen,
immobilisierten Gensonden gleichzeitig gegen ein Nukleinsduretarget zu

hybridisieren und beruht damit funktionell auf dem von E. Southern
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entwickelten Southern-Blot. Bei diesem werden einzelne markierte DNA-Strange
mit komplementdren DNA-Strangen hybridisiert, die in Form von Gesamt-DNA
auf einer soliden Matrix fixiert sind. Bei einem Mikroarray werden vorhandene
DNA-Proben mit Hilfe von speziellen Spottern, z.B. mittels Metallnadeln, so
genannten split-pins, welche die DNA-Losung tiber Kapillarkrdfte aufnehmen
und bei Kontakt mit der Glasoberfliche des Chips wieder abgeben, auf
vorbehandelte Glasobjekttrager aufgebracht und dort immobilisiert. Hybridisiert
wird fluoreszenzmarkierte cDNA, die durch reverse Transkription aus der zu
untersuchenden mRNA Probe gewonnen wurde. Das parallele Hybridisieren
einer Nukleinsdureprobe gegen eine Vielzahl von komplementdren Genproben
auf einem DNA-Array, fiithrt letztlich zu einem probenspezifisch
charakteristischen Genexpressionsprofil (Schena et al, 1995). Besonders
interessant ist auch die Moglichkeit die Interaktion verschiedener Gene zu

untersuchen.

1.3 Zielsetzung der Arbeit: Ein solcher DNA-Mikroarray sollte in dieser Arbeit
zur Analyse von Mykotoxinbiosynthesegenen zum ersten Mal entwickelt und
eingesetzt werden. Dabei sollte an den aktuellen Forschungsstand angekntipft
werden ( Magan et al., 1984; Marin et al., 1996; Ramos et al., 1998; Hallsworth und
Magan, 1999; Marin et al., 1999, Hope und Magan, 2003 ; Arroyo et al., 2005,
Cairns-Fuller et al., 2005, Hope et al., 2005, Magan et al., 2006). In diesen
Publikationen werden die Auswirkungen einzelner Einflussfaktoren auf
Wachstum und Toxinbiosynthese in Schimmelpilzen auf phanotypischer Ebene
beschrieben. Die in dieser Arbeit mit dem entwickelten Mikroarray
durchgefiihrten Untersuchungen sollten noch weiter gehen und eine Korrelation
zwischen Wachstum, Expression der Mykotoxingene im Kontext zum jeweiligen
Biosynthesecluster und Toxinbiosynthese analysieren. Die aus den Messungen
resultierenden Daten sollten zur Erstellung von Modellsystemen verwendet
werden. Mittels solcher Systeme wire es moglich die Mykotoxinbiosynthese
unter bestimmten Vorraussetzungen vorherzusagen und auf Grundlage dieser

Erkenntnisse = Vermeidungsstrategien zu entwickeln, die sich auf
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Produktionsprozesse wie Ernte und Lagerung von Lebensmitteln anwenden
lassen. Als Versuchsstimme fiir die im weiteren Verlauf durchgefiihrten
Experimente wurden zwei Vertreter der Gattung Fusarium, F. culmorum und F.
graminearum, ausgewdhlt. Es handelt sich hierbei um eine Pilzgattung, die
tiblicherweise schon auf dem Feld die Wirtspflanze infiziert (Davari et al., 2006)
und in der Lage ist, das Typ-B-Trichothecen Deoxynivalenol zu synthetisieren
(Llorens et al., 2006). Als typische Lagerpilze wurden die Ochratoxin-bildenden
Penicillien, P. nordicum und P. verrucosum verwendet (Larsen et al., 2001; Castella

et al., 2002; Torelli et al., 2006).

1.4. Vorarbeiten: Vorraussetzung fiir die Entwicklung dieses Mikroarrays, der
die Gene der Biosynthesewege aller wichtigen Mykotoxine enthalten sollte, war
die Identifikation der Gene des Ochratoxinbiosyntheseclusters in Penicillium.
Wihrend die Gene der iibrigen Mykotoxincluster bereits in Datenbanken frei
verfuigbar sind, waren diese Gene bisher nicht identifiziert worden. Ochratoxin A
ist ein Mykotoxin, das wie bereits einleitend beschrieben, nephrotoxisch und
hepatotoxisch wirkt. OTA-bildende Penicillien kommen vor allem auf
fermentierten Fleisch, Obst, Gemiise und Getreide vor. Bekannt sind 2 stabile
Formen von Ochratoxin. Zum einen Ochratoxin B, welches am 5 C-Atom des
Methylisocumarinrestes ein Wasserstoffatom trdgt, und zum anderen das um den
Faktor 100 toxischere Ochratoxin A, bei dem das Wasserstoffatom durch ein
Chloratom substituiert ist. Die Gene des Ochratoxinclusters wurden auf zwei
verschiedenen Wegen identifiziert. Zum einen wurde eine Lambda-Genbank
erstellt. Die aus dem nachfolgenden Screening mit spezifischen Gensonden
resultierenden Klone wurden dann auf Positive untersucht. Dies gelang
(Karolewiez und Geisen, 2005) und es konnte ein 10 kb grofier Abschnitt
gefunden werden (Genbank Accession: AY557343), auf dem eine
Polyketidsynthase (otapksPN) und eine nichtribosomale Peptidsynthetase (npsPN)
liegen. Aufierdem wurde eine nicht in die OTA-Synthese involvierte, alkalische
Serinprotease auf dem Sequenzabschnitt identifiziert der den Cluster nach 5

abgrenzt (aspPN) und ein durch Stickstoff reguliertes Gen, nreg, aufierhalb des
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Genclusters. Dieser, in Abbildung 8 gezeigte, Abschnitt wurde sequenziert, die
entsprechenden Gene konnten mittels Datenbankabgleich und Geninaktivierung

funktionell zugeordnet werden.

P. nordicum
P. verricosum )
Penicillivim spp. P. nordicum
E— -
] I [ ]
aspPN npsPN oftapksPN
KS AT
aspPN alkalische Serinprotease ) )
npsPN nicht-ribosomale Peptidsynthetase KS Ketosynthetase DOII‘Lﬁ}‘lE
otaplksPIN Ochratoxin Polyketidsynthetase Acyltransferase Domane

Abb. 8: 10kb Abschnitt des Ochratoxin Genclusters. Abgegrenzt wird der Cluster 5 durch eine
alkalische Serinprotease, aspPN. Darauf folgen die Gene npsPN, welches fiir eine nichtribosomale
Peptidsynthetase kodiert, sowie otapksPN, welches fiir eine Polyketidsynthetase kodiert.

Betrachtet man das in Abbildung 9 dargestellte Ochratoxin A Molekiil genauer,
so fallt auf, dass weitere Gene vonnoten sind, um ein vollstandiges OTA-Gertist

zu synthetisieren.

B
COO0OH o]
’ | I
CH N CH N
H
A: Polyketidsynthase c

B : Mathylase/Carboxylase

: Halogenase/Chloroperoxidase
D : Phenylalaninmetabolismus

: Peptidsynthetase

Abb. 9: Molekiilstruktur des Ochratoxin A. A bis E kennzeichnen die jeweils fiir den
Syntheseschritt erforderlichen Enzyme.

Bekannt waren nun die Polyketidsynthase (A) und die Peptidsynthetase (). Da
auf dem herkommlichen Weg keine weitere Gene gefunden werden konnten,

wurde auf anderem Wege die Identifizierung weiterer Gene verfolgt. Es wurde
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eine Differential Display PCR durchgefiihrt (Geisen und Farber, 2004). Hierbei

wurden die in der nachfolgenden Abbildung (10) aufgefiihrten

Sequenzfragmente von Genen identifiziert, die nur unter Ochratoxin A

Bildungsbedingungen transkribiert werden.

Tuble I. Homology of sequenced DDRT-PCR fragments at the protein kevel

DDRT-PCR Direction of DNA sequence Putative function: Class*  DDRT-PCR Direction of DNA sequence Putative function: Class:”
fragment no: forward: reverse complement: Tragment no: forwand: reverse complement:
T-01/A no sequence homology non-sibosomal peptide - secondary metabolism A T-20B putative DNA-binding no sequence homology - general regulatory AlC
detected symthetase [Hypocrea virens] - OTA biosynthesis protein detected protein
T01B no sequence homology phenylalany-tRNA  synthe- - primary metabolism B [ Dendrasbizan grex) - OTA spexific regulatory
detected tase [Caemarhabditis elegans] - precursor for OTA protein
biosynthesis T-21/A o sequence homology o sequence homology cee
T-03/B AMMONTUM FANSPOTEEr polvketide synthase = fransport C detectad detected
AmiC [ Dictyostelium [Cardyceps bromgniartii T-2/B o sequence homology acyl-CoA synthetase - peimary metabolism B
diveoideum] detected [ Phasmondium fialciparum] + precursor for OTA
T-4/B no sequence homology pulative non-ribosomal - secondary metabolism A . biosynthesis
detected peptide synthetase - OTA biosynthesis T-23/A no sequence homology  mo sequence homology o
[Acrinomadra sp.] detected detected
3 . ¥ . -
1058 10 sequence homology K* channel - tramsport c T-24/A o sequence homology ABC transporter, ATP-bind- - trnsport of secondary AlC
detected (Arabidapsis thaliand) N dhetected ) ing Pm‘“" |Vitwrio .M-km..'\ :vfcl..d!?]llcs. )
1068 acetyhCo synthetase 10 sequence homology - peimary metabolism B T-23B o sequence homology sumn_\l-(.'o.-\ ) synthetase - primary metabolism C
. N detected [ Plasmodism falciparnm]
[Bericedly nidels) detected - precursor 1jc.u OTA T-26/A o sequense homology polyketide synthase - seoondary metabolism A
. ) ., biosynthesis detected [Mycobacteriin tubercudosis - OTA biosynthesis
T07/A puiatve DNA-binding o sequence homology : P‘“‘r‘_'l regulatory AIC T o sequence homology ammonium Irmsporier - Iransport C
protein detected protein detected | Bacitlus halodrans]
[Dencdrabinm gre:x] = OTA spexific regulatory
ek
T-08a/B iryptophan halogenase no sequence homology = secondary metabolism A
Caulobacter crescentus detected - OTA biosynthesis
methyliraesierase 00 SEqUERCE Homology - prmary metabolism AIC
[Bacillus anthracis] detected - OTA biosynthesis
T-08:B no sequence homology translation elongation factor - general gene expression C
detected I-alpha {EF-1-alpha)
[Aspergilhiar orvzae]
T-0%2/A non-ribosomal  peptide no sequence homology - secomdary metabolism A
synthetase [Prendonno- detected = OTA biosynthesis
s syringae]
To%e/A acetyl-CoA carboxylase no sequence homology - primary metabolism C
[Arabidapsis thaliand] detected
T-1A no sequence homology decarboxylase - primary metabolism ¢
detected [Steepromiyees sp]
T-11/A no sequence homology no sequence homology
detected detected
T-12/A no sequence homology ammonia - peimary boli C
detected [umcultured sedl bacterium]
T-13B no sequence homology ABC-type  transmembrane - transport of secondary AlC
detected Iransport prodein metabolites
[Campylobacter jejuni]
T-14B NADH dehydrogenase, no sequence homology - primary metabolism C
suburit F [Chromolep- detected
it heterophylla)
T-I58 no sequence homology  no sequence homology
detected detected
T-16/B no sequence homology no sequence homology
detected detected
T-1T/A peptide ABC transpor- no sequence homology - transport C
ter [Vibrio cholerar] detected
T-18/A no sequence homology no sequence homology
detected detected
T-19A polyketide synthase, type | no sequence homology - secondary metabolism A
[Strepromyces averminilis]  detected - OTA biosynthesis
Abb. 10: Sequenzfragmente der DDRT-PCR. Die dargestellten Gene wurden nur unter

Toxinbildungsbedingungen exprimiert. Das rote Rechteck kennzeichnet ein Fragment mit Homologie zu
einer Halogenase.

Die funktionelle Zuordnung erfolgte {iber den Vergleich mit sequenzhomologen

Genen bekannter Funktion (http://www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST). Unter

anderem wurde mit dieser Methode ein DDRT-Fragment identifiziert, welches
eine hohe Homologie mit einer Halogenase aufzeigte (Abbildung 10, rotes
Rechteck). Eine Halogenase, genauer eine Chloroperoxidase, wird wéhrend der

OTA-Biosynthese benotigt, um das Wasserstoffatom am C5 des Methyl-
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isocumarinrestes mit einem Chloratom zu substituieren. Hierdurch wird das
Ochratoxin B-Molekiil zu Ochratoxin A halogeniert. Um dieses Gen in P.
nordicum zu identifizieren, wurde der kurze DDRT-Sequenzabschnitt als Sonde
verwendet und mit dieser eine Southern-Blot-Hybridisierung mit restriktiv
geschnittener genomischer DNA von P. nordicum durchgefiihrt. Das zur Sonde
homologe DNA-Fragment in P. nordicum wurde in einen Vektor kloniert und in
kompetente E. coli Zellen transformiert. Der positive Transformant wurde mittels
PCR identifiziert und das Insert sequenziert. Aus der erhaltenen Sequenz wurden
wiederum jeweils in 5'- und 3’-Richtung Primer generiert, um so das vollstandige
Gen zu erhalten. Die Sequenz dieses fiir eine Halogenase kodierenden Gens
umfasst 951 bp (Genbank Accession: DQ100374). Die Funktionalitit wurde
mittels Geninaktivierung validiert, d.h. die knock-out-Transformante bildet
ausschlieSlich Ochratoxin B. Auflerdem konnte auf diese Weise upstream ein
Ochratoxin A Transporter identifiziert werden (otatraPN), sowie downstream ein
nicht in die OTA-Synthese involvierter Nitrattransporter (ntraPN). Der aktuelle
Ochratoxin A Gencluster sieht wie folgt aus (Abb. 11) (Geisen, Schmidt-Heydt
und Karolewiez, 2006):

5‘

)
> HNEEE - B - B - HE

Abb. 11: Gencluster der Ochratoxinbiosynthese in P. nordicum. Der Cluster besteht aus zwei Blocken von
10 kb, sowie 3,5 kb. Die Gene otanpsPN, otapksPN und otachIPN sind nachweislich in die Biosynthese des
Ochratoxin A involviert.

Mit den nun vollstindig verfiigbharen Genen der  wichtigsten
Mykotoxinbiosynthesecluster wurde im weiteren Verlauf der DNA-Chip

entwickelt.
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2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Verwendete Primerpaare

Tab. 1: Verwendete Primerpaare

Primername ‘ Tm/°C ‘ Linge/bp | Sequenz 5" -> 3’ Funktion
Subarray OTA-Cluster
T09cA_for 53 27 taa ccc tca cta aat get gta tgt atg
TO09cA_rev 65 21 ggg cga att ttt age gge cge
T26A_for 53 27 taa ccc tca cta aat get gta tgt atg
T26A_rev 56 20 acg gaa gag tgg cgg aag ac Primer spezifisch
T08aB_for 58 25 gct ggt gge aag aag aag aga aagt | fiir DDRT-Fragmente
To8aB_rev 54 21 tgc gac agc cat aga aag gac
T09bB_for 51 17 agc gec tga cga gtg gt
TO9bB_rev 57 22 ata cgc ctt tac aac ggg atg c
otapksPV_for 60 22 ccg cag gaa gga tca cga aga a
Eaggrase 8278 Polyketidsynthase PV
otapksPV_rev 61 24 tga ttt gca gca ggg gaa gta gga ¢
otatransPN_for 63 20 tgg tcc ccg ggg cat cct ta
OTA-transporter
otatransPN_rev 61 24 gct gaa tce cge tct gaa cac aaa
npsPN_for 65 23 cag agg geg get teg tgt tgt cc
n.ribos.Peptidsynth.
npsPN_rev 67 24 tgt cca tgt gec ggg ctg ata cga
nitrattransPN_for | 57 21 tca ggg aat cga tgc gta tgc
Nitrattransporter
nitrattransPN_rev | 65 22 cgaggcggagttggg gotgaag
aspPN_for 65 23 tgg cgt cga cac cgg gat tga ta
alkal.serin.Protease
aspPN_rev 62 24 tcg cac taa ggg aga ggg gga act
chIPN_for 63 24 ctt tcg gea tgg cag tgg ctt tac
Chloroperoxidase
chIPN_rev 63 23 gct tgg cag gtg gac gag gaa tc
otapksPN_for 65 25 tec teg ctg gtt get gtt catcte g
Polyketidsynthase PN
otapksPN_rev 69 25 ata aag cca acc gcg cca gcacca g
Circadiane Rhythmik / Screeningprimer
wcl_NC_for 67 20 cgc cgt cag gtg gag gag ¢
BB BB EIEEI S White-Collarl NC
wcl _NC_rev 67 24 cga ctt ctc gat gaa ggg geg acg
wc2_NC_for 69 21 cc gee gee gte tac acc tge
sreeesTs 5 White-Collar 2 NC
wc2_NC_rev 66 25 ctg tat ata ggc caa tgc gee gag ¢
frq_clock_NC_for | 71 22 gcg cga cac gec cga tggect g
Frequency N. crassa
frq_clock_NC_rev | 69 23 cgg tga cgg ctg cca atg ggc tg
wcl_NC_for2 56 22 gec ctg att tte ttt cte ttt ¢
White-Collarl NC2
wcl _NC_rev2 67 23 gcg aat agt gtc gag tcc gge cg
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wc2_NC_for2 67 22 cca ac agt cga cag tgg ¢
B BB BACap B s B8 White-Collar 2 NC2
wc2_NC_rev2 67 24 gec ctg cge gee tac cte ata atc
frq_NC_for2 64 22 gcg cga gat act agec agc aga g
Frequency N. crassa2
frq_NC_rev2 65 20 cgg geg tgt cge gea gat ag
Vektorprimer pGEM-Teasy System
pGEM-Tfor 64 21 ggg taa cge cag ggt ttt ccc
Vektorprimer
pGEM-Trev 60 22 cag cta tga cca tga tta cgc c
Primername Tm/°C | Linge Sequenz 5" -> 3’ Funktion
Primer fiir Real Time PCR Expressionsmessung Penicilliumn
chIPN2-SYBR_for 61 24 atg gtt tcg gat agg ttg aga gtc
Chloroperoxidase
chlPN2-SYBR _rev 60 18 gag cgg cgg gtt tcc aga
otatransPN-SYBR_for | 58 18 ttc tgg aac tgg cgc tge
&8 BECETE OTA Transporter
otatransPN-SYBR_rev | 59 21 tga ggt aca cta gcc aac gca
nitTraPN-SYBR_for 59 20 tca agt cca tct tca ccc cc
Nitrat Transporter
nitTraPN-SYBR_rev 57 20 gaa ccg aaa atg cca tca cc
chIPN-SYBR_for 60 18 cac tgc cga tac cag ccc
Chloroperoxidase
chIPN-SYBR_rev 60 22 cca tce tgg tac att ggg ttc t
aspPN-SYBR_for 61 19 tgg gtg gcg ceg tttctc a
alk.Serin Protease
aspPN-SYBR_rev 59 20 att ggc age ggce gtc att ca

Primer fiir Real Time PCR Expressionsmessung Fusa

rium

FGtri5-taq_for 60 22 cgc caa gaa gtt ctg caa gtt
tri5 F. graminearum
FGtri5-tag_rev 60 18 ccc act ccg agg gtg caa
FCtri5-taq_for 61 21 ccc agg atc cca tga cta tcc
tri5 F. culmorum
FCtri5-taq_rev 59 20 caa aga agc ccc gac aca gt
FStri5-taq_for 54 16 agc agg ctg cca acg t
tri5 F. sporotrichioides
FStri5-taq_rev 56 18 gcg caa ctg gtg gat aag
FGtri5TaqSonde 58 19 cgtttctccttc gga gtg g
Tagman Sonde
FCtri5TaqSonde 64 23 ctt cga cgc atg aat ggce ttg gg
5Fam 3'Tamra
FStri5TaqSonde 58 19 cgr ttc tec ttc gga gtg g
FGtril2-taq_for 59 21 gcg gtt geg get cta ctt att
tril2 F. graminearum
FGtril2-taq_rev 59 21 teg tec cte tta cga gec ttt
FStril2-taq_for 59 21 gat gtc agc gac tge ctc att
tri12 F. sporotrichioides
FStril2-taq_rev 59 20 cgg atg tgc ctg aca aga tg
FGtril01-taq_for 57 20 ggc gat gtt tga cga gaa ca
tril01 F. graminearum
FGtril01-taq_rev 61 20 ggg cca gta cca ggt cca at
FStri101-taq_for 62 22 gtg gga tge tgg gag tat gac t
tril01 F. sporotrichioides
FStril01-taq_rev 60 22 ggt tca aag cga ggt ctt ctc a
FSFGtri5-390-Std_for | 62 23 caa gga att cga cga tga geg tg | tri5 Standard fiir FS FG
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FSFGtri5-390-Std_rev | 58 23 tca ctc cac tag ctc aat tga ac
FCtri5-373-5Std_for 60 22 ccc tte tge teg ttg aac ctta
tri5 Standard fiir FC
FCtri5-373-5td_rev 62 24 cgt agt tct tga cga ggc tga tct
FGtri12-458-Std_for 59 20 t tgg cga gct gat gag ta
BoT BB BB BT B8 tri12 Standard fiir FG
FGtri12-458-Std_rev 58 19 cct tga aaa gga cag gcg g
FStri12-457-Std_for 59 21 tgg tac tac ccc ccg tea ttt
tril2 Standard fiir FS
FStri12-457-Std_rev 61 19 cca cca ctc cag cac ctg
FGtri101-454-Std_for | 59 20 tga gga cgt tcc tcg tgt t
578698 58S tril01 Standard fiir FG
FGtri101-454-Std_rev | 57 16 tgc act gac cgg cgt g
FStri101-452-Std_for | 58 18 tca acc teg cge gta cgt
tri101 Standard fuir FS
FStri101-452-Std_rev | 58 19 tcc cca tca gge tte ttg g

Identifikationsprimer fiir Fusarium culmorum

Fculmorum_ident_for 53 19 atg gtg aac tcg tcg tgg ¢ FC spezifische Primer
Fculmorum_ident_rev 54 20 ccc tte tta cge caa tct cg (Nicholson et al. 1998)
Identifikationsprimer fiir Fusarium poae

Fpoae_ident_for 45 18 acg acg aag gtg gtt at
P EagmesEe” s FP spezifische Primer
Fpoae_ident_rev 54 21 ggt gaa gag cct gtt tgc ttg
Screeningprimer Chloroperoxidase P. nordicumn
leptofum_for 59 21 ggc tac cca tac gac aac aac spez. L. fumago
leptofum_rev 59 20 gcg aag atg aag cca gac tc Chloro.
aqgbi_for 56 19 acg ccg ccg aaa aag tag t spez. A. bisporus
aqgbi_rev 56 19 gaatgccgegaatgtcaag Chloro.
putchloroPnNC_for 61 21 tag cct cga cct ttc tct geg
spez. N. crassa Chloro
putchloroPnNC_rev 54 21 ttc ctc tac caa tat aac ctc
putchloroPnT08ab_for 59 20 geg ctg cte ctt gag ctt tt put. chlorop. aus
putchloroPnT08ab_rev 54 21 ttc ctc tac caa tat aac ctc DDRT
Primer fiir Afl-Gene in A. flavus
norl-m 73 25 acc get acg ccg gea ctc tcg gea Primer spezifisch fiir
ausgewihlte
nor2-m 71 25 gtt ggc cge cag ctt cga cactcc g
Gene des
omtA-2_for 59 20 cgg gtt tcg caa aag cat cc Aflatoxinbiosynthese
omtA-2_rev 51 20 cgc atc ggg ata gtc atg ta -clusters in A. flavus
nor_FC_for 57 20 ggc gat taa gtt ggg taa cg
nor_FC_rev 63 21 cgg gec caa ttc gee cta tag
verl 56 24 gcc gea gge cge gga gaa agt ggt
ver2 68 24 ggg gat ata ctc ccg cga cac agec
omtAl 65 24 gtg gac gga cct agt ccg aca tcac
omtA2 66 25 gtc ggc gec acg cac tgg gtt ggeg g
pksA_Aflavus_for 64 25 gcg cca cag atg gat cca get cag ¢
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pksA_Aflavus_rev 58 21 ggc gat gtg cac att geg agc
fas-2_Aflavus_for 55 22 ggc ccc cac acc att aca aag g
fas-2_Aflavus_rev 57 24 gcc aca aag tcg ggg gtt aac agc

Chemotyp-spezifische Primer 3-Ac-DON/15-Ac-DON F. graminearum

tri3_3AcDonspec_RT_for | 54 22 ttg ttc atc agt gac ggt gtc a tri3 Real Time Primer

spezifisch fiir 3/15-

Ac-DON Chemotyp
in F. graminearum

tri3_3AcDonspec_RT_rev | 53 19 ctt gac gtt gtc cge tec t

2.1.2 Chemikalien: Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Losemittel
und Grundstoffe waren p.a. Qualitit und wurden von den Firmen VWR
(Darmstadt ), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (USA) bezogen.

21.3 Puffer und Loésungen: Alle Puffer und Losungen wurden nach
Standardmethoden hergestellt (Sambrook et al, 1989). Fur spezielle
Fragestellungen angesetzte Puffer und Losungen sind in der jeweiligen
Methodenbeschreibung gesondert angegeben.

2.1.4 Medien: Spezialmedien sind in den jeweiligen Methoden aufgefiihrt. Alle
anderen Medien wurden standardmaéfsig angesetzt (Sambrook et al., 1989).

2.1.5 Kits: Die verwendeten Kits wurden in der jeweiligen Methode aufgefiihrt

2.1.6 Primer und Oligonukleotidsynthese: Die Primer wurden von den Firmen
MWG-Biotech, GATC-Biotech und Biomers synthetisiert, die Oligonukleotide
von den Firmen Scienion (Berlin/ Deutschland) und Eurogentec (Belgien).

2.1.7 Gerite: Die verwendeten Gerdte und Ausstattung wurden im jeweiligen
Methodenteil angesprochen. Alle PCR-Reaktionen wurden in einem i-Cycler von
Bio-Rad (Miinchen) durchgefiihrt, alle Real Time PCR Reaktionen in einem
GeneAmp 5700 Sequence Detection System von Applied Biosystems (Foster City,
USA).

2.1.8 Verwendete Pilzsstimme:

Tab. 2: Verwendete Pilzspezies

BFE Nummer Genus/Spezies Toxin
500 P. verrucosum Ochratoxin
487 P. nordicum Ochratoxin
752 P. nordicum Ochratoxin
751 P. nordicum Ochratoxin
754 P. nordicum Ochratoxin
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501 P. verrucosum Ochratoxin
491 P. verrucosum Ochratoxin
495 P. verrucosum Ochratoxin
497 P. verrucosum Ochratoxin
66 P. nalgiovense
137 P. camemberti
141 P. chrysogenum
96 A. flavus Aflatoxin B1 G2
45 P. italicum
481 P. vridicatum
573 P. crustosum
574 P. commune
659 P. citreonigrum
660 P. citrinum Citrinin
661 P. glabrum
227 F. solani Solanin
312 F. moniliforme Fumonisin
324 F. poae
347 F. proliferatum
640 A. carbonariu
631 A. niger
635 A. ochraceus Ochratoxin
1006 F. graminearum DON, NIV
994 F. sporotrichioides T-2 Toxin
929 F. poae
928 F. culmorum DON, NIV
126 F. graminearum 3-Acetyl-DON
633 F. graminearum 3-Acetyl-DON
646 F. graminearum 3-Acetyl-DON
4435 F. graminearum 15-Acetyl-DON
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4436 F. graminearum 15-Acetyl-DON

4438 F. graminearum 15-Acetyl-DON

4439 F. graminearum 15-Acetyl-DON

4459 F. graminearum 15-Acetyl-DON

4475 F. graminearum 15-Acetyl-DON

5356 F. graminearum 15-Acetyl-DON
2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Herstellung und Anwendung des Mikroarray: Es wurden
jeweils in Eigenarbeit Microarrays entwickelt, sowie zum Vergleich auch
Microarrays durch die Firmen Scienion (Berlin) und Eurogentec (Koln) im
Auftrag gespottet. Folgende Methodenbeschreibung bezieht sich auf die selbst

hergestellten Microarrays.

2.21.1 Spotten des Mikroarrays: Zur Herstellung der DNA-Chips wurden
unterschiedlich beschichtete Glasobjekttréager der Firmen Nexterion und Scienion
verwendet. Die zu spottende DNA-Probe wurde gereinigt und auf eine
Konzentration von 1 pg/pl eingestellt. Danach wurde die Probe eingeengt und in
unterschiedliche Spottlosungen reeluiert. Hierbei handelte es sich um spezielle
Puffer der Firmen Scienion und Eurogentec, sowie 50 % DMSO oder destilliertes
Wasser. Die Programmierung des Nadelspotters (Spottarray 24, Perkin Elmer) ist
im Anhang aufgefiihrt. Verwendet wurden 4 Nadeln mit einem Kavitdtsvolumen
von 0,25 pl. Die gespotteten Objekttrager wurden in einer Feuchtekammer

inkubiert (Siehe Ergebnisse, Entwicklung des Mikroarrays).

2.2.1.2 RNA Isolierung: Zur RNA-Isolierung wurde ein kommerzielles Kit der
Firma Qiagen (RNeasy Plant Min Kit) eingesetzt. Die Isolierung der RNA
erfolgte, mit Ausnahme einiger versuchsspezifischer Modifikationen, nach den
Angaben des Herstellers und wird kurz beispielhaft skizziert: Die zu
untersuchenden Pilzstimme wurden auf unterschiedlich zusammengesetzten

Medien inkubiert (Minimalmedium, Vollmedium, Lebensmittelmodellmedium,

24




Materialien und Methoden

Lebensmittel). Verschiedene Einzelparameter und Parameterkombinationen
(Wasseraktivitdt, Temperatur, pH-Wert) wurden im Medium standardisiert
eingestellt und der Pilz unter konstanten Bedingungen inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und aus dem erhaltenen
Myzel die RNA isoliert. Das Myzel wurde hierzu zuerst mit einem sterilen
Skalpell von der Agaroberfliche moglichst quantitativ abgeschabt, in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt und durch Morsern aufgeschlossen. Von dem pulverisierten
Myzel wurden je 250 mg in 1.5 ml RNase freie Eppendorfgefdfie mit 750 ul RLC-
Lyse-Puffer, sowie 7,5 ul B-Mercaptoethanol tberfiihrt. Um den Aufschluss des
Myzels und die Homogenisierung im Puffer zu optimieren, wurden 100
Glaskugeln (D=0,5 mm) in die Eppendorfgefifie gegeben. Danach wurde 1 min
gevortext. Die Proben wurden nun bei 55 °C in einem Wasserbad fiir 3 min
inkubiert. Das resultierende Lysat wurde in eine Qiashredder-Spin-Saule gegeben
und fiir 2 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Danach wurde der Durchfluss in 0,5
Vol absoluten Ethanol {iiberfiihrt. Das entstandene Lysat und Prézipitat wurde
dann auf eine RNeasy-mini-Sdule tiberfithrt und 15 s bei 11.000 Upm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule mit 350 ul RW1
Puffer gewaschen. Um verbliebene DNA aus der Probe zu entfernen, wurde ein
15 mintitiger DN Ase-Verdau mit RN Asefreier DNAse durchgefiihrt. Diese wurde
zuvor aus 10 pl DNAse Stocklosung und 70 ul RDD Buffer angesetzt. Darauthin
wurden die Sdulen zuerst mit 350 ml Buffer RW1 und dann mit 500 ul Buffer RPE
gewaschen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 40 ul RNAse freien Wasser in
ein 1.5 ml Eppendorfgefdfs eluiert. Die RNA-Konzentration wurde in einem
Photometer ermittelt und die Qualitdat der RN A mittels Elektrophorese bestimmt.

Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

2.21.3 Reverse Transkription der mRNA in ¢cDNA und Markierung: Die
verwendete mRNA wurde mittels Reverser Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Zu diesem Zweck und auch fiir die nachfolgende Markierung,
wurde das Direct Labeling Kit der Firma Perkin Elmer eingesetzt. Die zu

vergleichenden Proben wurden hierzu mit zwei verschiedenen Farbstoffen,
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Cyanin3 und Cyanin5, markiert. Diese werden im Rahmen der cDNA-Synthese
als markierte Nukleotide (Cy3-dUTP, bzw. Cy5-dUTP) in den neu zu
synthetisierenden DNA-Strang eingebaut. Fiir eine Versuchsreihe wurde jeweils
auf eine bestimmte RNA Menge eingestellt (mindestens 7 pg und maximal 80 pg
Gesamt-RNA), aufSerdem auf die Biomasse aus der die jeweilige RNA isoliert
worden war. Die RNA wurde in einem ersten Arbeitsschritt mittels
Vakuumzentrifuge eingeengt. Anschlieffend wurden 19 ul RNAse freies Wasser,
sowie 1 pl des Primer-Mix-Konzentrats aus dem Direct Labeling Markierungskit
hinzugegeben. Nachdem die Proben 10 min bei 65 °C in einem Heizblock (Ika
Labortechnik) inkubiert worden waren um die Sekundérstruktur der RNA zu
denaturieren, wurden sie fiir 5 min bei RT abgekiihlt, um ein Binden der Primer
an die Probe zu ermoglichen. Nachfolgend wurden die Fluorophore Cyanin3 und
Cyanin5 zu den Proben gegeben. Jeweils verschieden markierte Nukleotide zu
zwei zusammengehorigen Proben. (z.B. Fusarium culmorum 5 Tage auf Mais-
Agar-Medium inkubiert, sowie auf YES-Agar-Medium). Um die Reaktion zu
starten, wurden die Proben 3 min auf 42 °C vortemperiert, 2,5 pl 10x
Reaktionsbuffer, sowie 2 pl AMV RT/RNAse Inhibitor Mix hinzugegeben und
sodann fiir weitere 60 min bei 42 °C inkubiert. Danach wurden die Proben fur 5
min auf 4 °C heruntergekiihlt, 2,5 pl 0,5M EDTA (pH 8) hinzupippettiert, um die
Reaktion zu stoppen, sowie 2,5 ul 1IN NaOH, um die Hydrolyse des RNA-
Templates einzuleiten. Die Proben wurden dann fiir 30 min bei 65 °C inkubiert,
Daraufhin wieder fiir 5 min auf 4 °C abgekiihlt und 6,5 ul 1 M Tris-HCL-Losung

hinzugegeben, um die Reaktion zu neutralisieren.

2.2.1.4 cDNA Aufreinigung: Wihrend mehrerer Optimierungsschritte konnte
festgestellt werden, dass eine Aufreinigung der cDNA zu einem signifikant
verminderten Hintergrundrauschen auf dem Mikroarray fiihrt. Die cDNA-
Proben wurden daher mit dem QiaQuick MinFElute Kit (Qiagen) wie folgt
aufgereinigt: Die markierte cDNA wurde in 1.5 ml Eppendorfgefifie tiberfiihrt
und mit 500 pl PB-Puffer versetzt. Dieser Ansatz wurde in MinElute

Zentrifugationssdulen pipettiert und fiir 1 min bei 13.000 Upm zentrifugiert.
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Anschlieffend wurden 750 pl 35 % Guanidinum-Hydrochlorid hinzugegeben um
Proteinbestandteile zu binden. Wiederholt wurde bei 13.000 Upm fiir 1 min
zentrifugiert und die Sdulen mit 400 pl PE-Puffer mehrmals gewaschen. Die
gereinigte cDNA wurde in 1.5 ml Eppendorfgefdfie mit 30 ul EB-Puffer eluiert,
mittels Vakuumzentrifuge eingeengt und unter mehrmaligem Vortexen in 100 pl
Hybridisierungspuffer aufgenommen. Die so vorbereiteten Proben wurden fiir 2
min bei 95 °C inkubiert, um die enthaltene ¢cDNA in Einzelstringe zu

denaturieren.

2.21.5 Hybridisierung und Scannen des Mikroarrays: Die cDNA-Proben
wurden in einer automatischen Hybridisierungsstation (Hybarray, Perkin Elmer)
fur 18 h bei 42 °C gegen die Gensonden auf den Mikroarrayslides hybridisiert.
Nach dem Hybridisierungsvorgang wurden die Slides in einem bichromatischen
Array-Scanner (Scanarray, Perkin Elmer) bei einer Auflosung von 5 pm
ausgelesen. Eine Fluoreszenzanregung der hybridisierten Proben erfolgt hierbei
durch Laserlicht zwei verschiedener Wellenldngen (He-Ne 633 nm, bzw. Kr-Ar
514 nm). Diese Fluoreszenz wird optoelektronisch gemessen. Die Auswertung

der Ergebnisse erfolgte mittels der Scanarray Software von Perkin Elmer.

2.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden:

2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus dem Myzel von Schimmelpilzen:
Einige Sporen des gewtinschten Pilzstammes wurden mittels einer ausgegliihten
Platinimpfose aus der Stammkultur entnommen, in ein 1.5 ml Eppendorfgefafs
mit 100 pl Tween-80 (Sigma) tiberfiihrt und gevortext. Anschlieffend wurde die
Sporenlosung in 250 ml Kolben mit dem jeweiligen Medium pipettiert und 5
Tage bei 25 °C auf einem Kolbenschiittler inkubiert. Das in diesem Zeitraum
gewachsene Pilzmyzel wurde unter Vakuum abfiltriert und der Myzelpellet zur
DNA-Extraktion mit Morser und Pistill unter Zugabe von fliissigem Stickstoff
zerkleinert. Das pulverisierte Myzel wurde mittels Spatel in 30 ml

Zentrifugenrohrchen tberfithrt. Hiernach wurden 7 ml 50 mM Lysepuffer

27



Materialien und Methoden

hinzugegeben, gevortext und bei 65 °C fiir 15 min im Wasserbad inkubiert.
Danach wurde das lysierte Myzel bei 15.000 Upm und 4 °C in einer
Sorvalzentrifuge fiir 20 min zentrifugiert (Rotor SS-34). Der Uberstand mit der
DNA wurde in ein frisches Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt, der Pellet aus
Zellmaterial verworfen. Nach Zugabe von 1 ml 4M Na-Ac-Losung wurde auf Eis
fur 1 Std ausgefillt. Schliefllich wurde bei 15.000 Upm und 4 °C fiir 20 min
zentrifugiert. Nach dem Fillungsschritt wurde der gesamte Uberstand wieder in
ein frisches Zentrifugenrohrchen gegeben und dieses mit dem 2,5 fachen
Volumen an absoluten Ethanol, sowie 1/10 Vol 3M Na-Ac-Lsg aufgefiillt. Der
Reaktionsansatz wurde tiber Nacht bei -20 °C gefillt. AnschliefSend wurde bei
13.000 Upm und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand mittels
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und der verbleibende Pellet fiir 20 min in einem
Vakuumkonzentrator (SpeedVac) eingeengt. Der verbleibende Pellet wurde in 1
ml 10 mM Tris resuspendiert und in 2 ml Eppendorfgefdfse pipettiert. Die Losung
wurde bei 13.000 Upm innerhalb von 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde nachfolgend in frische 2 ml Eppendorfgefdfie tiberfiihrt und dieser
Waschschritt 2 mal wiederholt. Die resultierende genomische DNA wurde bei -20

°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.2.2 Spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels der
Polymerasekettenreaktion: Die PCR, entwickelt 1985 von K. Mullis (Mullis et al.,
1992), dient zur spezifischen Amplifikation von DNA. Als Ausgangs-DNA wurde
entweder genomische DNA oder Plasmid-DNA eingesetzt. Annealing-
temperatur, Konzentrationen von Primern, dNTPs, Puffer, Taq-Polymerase und
DNA-Template wurden gegeneinander optimiert um eine grofitmogliche
Sensitivitit und Spezifitdit der PCR-Reaktion zu erreichen. Ein allgemeiner
Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 5 pl Template (1 pg DNA) bzw.
1 pl Template (0.2 pg Plasmid-DNA). Aufserdem 5 pl 10 x-Polymerase-Puffer, 8 ul
dNTP-Mix (je 2.5 mM), Primer 1, 1,25ul 100 pmol, Primer 2, 1,25ul 100 pmol,
DNA-Polymerase 0.5 ul (2 U), mit H>O bidest wurde auf 50 pl aufgefillt. Die PCR
wurde in einem iCycler (Bio-rad, Miinchen) durchgefiihrt. Ein typisches PCR-
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Programm war wie folgt aufgebaut: 1X: 95 °C 2 min, X °C 30 s (X =
primerspezifische Annealingtemperatur), 72 °C 2 min; 40X: 95 °C 30s, X °C 30 s,
72 °C 2 min, 95°C30s, 72 °C, 6 min.

2.2.2.3 Bestimmung der Kopienzahl eines PCR-Produktes: Zur Bestimmung der
Kopienzahl eines Amplifikats wurde dessen Konzentration im Photometer
ermittelt. Betrdgt die gemessene Konzentration an DNA beispielsweise 4,8 pug/ml
und man setzt voraus, dass 1 Nukleotid die Masse von 300 g/Mol/1 hat und 1
Basenpaar 600 g/Mol/1 entspricht, sowie eine erwartete Fragmentlinge von
beispielsweise 340 bp vorliegt, so kime eine Gesamtmasse von 204.000 g/Mol/L
zustande. 204.000 g/L = 1Mol; 0,48 g/L = x; so ist x = 2.35x10-¢ Teilchen und 1Mol
entsprache 6,025x102% Teilchen. Ergo 1,4158x10'® Teilchen/L -> 1,4158x1012
Teilchen/ pul.

2.2.2.4 Expand PCR: Die Amplifikation von DNA-Fragmenten >3 kb erforderte
besondere Versuchsansdtze, da die Tag-Polymerase Fragmente dieser
Groflenordnung nicht mehr mit ausreichender Effizienz amplifiziert. Aus diesem
Grund wurde hierfiir das Expand™ Long Template PCR-System von Roche
Diagnostics (Mannheim) verwendet. Hierbei wird ein Mix aus Taqg-Polymerase
und einer proofreading-Polymerase (eine Polymerase mit 3'-5' Exonuklease-
Aktivitdt) eingesetzt. Der optimierte Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 24,25
ul H2O bidest. , 5 ul ANTP-Mix (5 mM), 5 pl Puffer 1 (10x mit 17,5 mM MgCl,), 5
ul DNA (1pg/ul, 1:20 verdiinnt) 5 pl Primer1 (1:20 von 100 pmol/pl = 5pmol/ul),
5 pl Primer2 (1:20 von 100 pmol/pul = 5pmol/pl), sowie 0,75 ul Enzym-Mix
(5U/ul). Ein typisches Expand-PCR-Programm war wie folgt aufgebaut
(Steigerungsintervall nach jedem Zyklus: 10 s: 1X: 92 °C 2 min; 10X: 92 °C 10's, 60
°C30s, 68 °C 2 min; 20x: 92 °C10s, 60 °C 30 s, 68 °C 2 min; Ix: 68 °C 2 min.

2.2.2.5 Quantitative Real Time PCR: Die quantitative Real Time PCR ist, wie
auch die Standard-PCR, eine Multiplikationsmethode fiir DNA-Fragmente. Sie

bietet jedoch zusdtzlich die Moglichkeit der Quantifizierung eines Amplifikats.
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Zur Durchfiihren einer quantitativen Real Time PCR Reaktion wurde das qPCR
core kit/SYBR Green (Eurogentec, Kéln) nach den Vorgaben des Herstellers
verwendet. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 1 pul DNA-
Probe, 2.5 ul Puffer, 1.5 ul MgClz (50 mM), 1.0 pl ANTP-Mix (2.5 mM), 1 ul je
Primer (20 uM), 0.75 ul SYBR green, 0.25 ul Amp Erase UNG, 1.0 pl Ampli Tag
Gold, 15.88 ul H2O bidest. Folgendes Temperaturprofil kam zum Einsatz: 1X: 50
°C 2 min, 95 °C 10 min, 35X: 95 °C 20 s, 55 °C 20 s, 72 °C 30 s; 1X: 55 °C, 20 s, 72 °C
30 s.

2.2.2.6 Real Time PCR: Wahrend fiir eine quantitative Analyse genomische DNA
verwendet wird, kommt bei der Real Time PCR ¢DNA zum Einsatz, da hier nur
aktiv exprimierte Gene analysiert werden sollen. Zu diesem Zweck wurde die zu
amplifizierende mRNA-Probe mittels reverser Transkription in c¢DNA
umgeschrieben. Es wurde das Omniskript Reverse Transcriptase Kit von Qiagen
eingesetzt. Ein typischer Reaktionsansatz lautete wie folgt: 2 ul 10 x Puffer RT, 2
ul ANTP mix, 2 pl Oligo dT Primer (10 pmol/ul), 1 ul RNase Inhibitor (9,8 u/pul), 1
ul Omniskript Reverse Transkriptase und 10 pl RNA - Probe (1 png/ul, DNase
behandelt). Dieser Ansatz wurde 1 Std bei 37 °C inkubiert. Die aus dieser
Reaktion hervorgehende cDNA wurde wie folgt fiir die Real Time PCR Reaktion
weiterbehandelt. Jeder Ansatz enthielt ein Gesamtvolumen von 25 ul. Es wurde
jeweils ein Mastermix angesetzt, der wie folgt zusammengesetzt war: 2,5 ul 10 x
SYBR-Green PCR Puffer, 3,0 pl, MgCl> (25mmol), 2,0 pl ANTP - Mix, 0,5 pl
forward Primer (100 pmol 1:5 verdiinnt) und 0,5 pl reverse Primer (100 pmol 1:5
verdiinnt). Aufserdem 14,125 pl Aqua dest., 0,25 pl Amp Erase UNG, 0,125 pl
Ampli Taq Gold, Tag-Polymerase und 2 ul cDNA Template (1pg/pl). Der Ansatz
wurde in 0,2 ml GeneAmp optical PCR tubes pipettiert (Applied Biosystems,
USA), diese mit optical caps verschlossen (AB), in ein MicroAmp 96-Well
Aufnahmegitter eingesetzt und dieses in die Real Time PCR Maschine eingesteckt
(GeneAmp 5700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, USA). Ein
typisches Real Time PCR Programm war wie folgt strukturiert: 1X: 50 °C 2 min,
95 °C 10 min; 50X: 95 °C 20 s, X °C 40 s (X= primerspezifische
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Annealingtemperatur), 72 °C 60 s. Fur die Standardkurve wurde eine
Verdiinnungsreihe des zu untersuchenden PCR Produktes mit einer
voreingestellten Kopienzahl von 107 bis 102 verwendet, als Negativkontrolle ein

Reaktionsansatz ohne Template.

2.2.2.7 Agarosegelelektrophorese: Die analytische Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte elektrophoretisch in einem Agarosegel (Sharp et al., 1973;
Sambrook et al., 1989). Um die aufgetrennten DNA-Banden sichtbar zu machen,
wurde den Agarosegelen Ethidiumbromid zugegeben. Dieses interkaliert in die
DNA und fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht. Vor dem Auftragen der
DNA-Proben wurden diese mit Ladepuffer (50 % Glycerin, 042 %
Bromphenolblau, 0,42 % Xylencyanol, 0,42 % Orange-B) versetzt. Das Glycerin
erhoht hierbei die Dichte der DNA-Losung und ldsst die Proben in die Taschen
absinken. Der Farbstoff dient als Indikator und =zeigt die zurtickgelegte
Laufstrecke im elektrischen Feld an. Die Grofie von linear doppelstrangigen
Molekiilen wurde durch Vergleich mit einem internen Langenstandard bestimmt.
Die Agarose wurde durch Aufkochen im Mikrowellengerdt in 1x TBE-Puffer
gelost. Danach wurde die Agaroselosung mit 5 mg/ml Gel Ethidiumbromid
versetzt und in die Gelkammer mit eingesetztem Probentaschenkamm gegossen.
Das vollstandig auspolymerisierte Agarosegel wurde mit 1x TBE-Puffer
tiberschichtet und mit den DNA-Proben (1 Vol DNA-Losung + 9 Vol 1X
Ladepuffer, bzw. 9 Vol PCR-Produkt+ 1 Vol 10X Ladepuffer) beladen. Als
Grofienstandard wurde ein 100 bp-Standard von Amersham Bioscience
verwendet (McDonnell et al., 1977). Die Elektrophorese erfolgte jeweils fiir 120
min und 120 V bei 0,8 %igen Gelen und bei 1 %igen Gelen bei 100 V. Zur
Detektion wurden die DNA-Banden im Gel auf einem UV-Leuchttisch von
Neolab zur Fluoreszenz angeregt und auf einem Geldokumentationsgerit (Fluor-

S) fotographisch festgehalten.

2.2.2.8 Isolierung von PCR-Fragmenten aus dem Agarosegel: Um DNA-

Fragmente einer bestimmten Grofie zu isolieren, wurde nach der PCR oder dem
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Restriktionsverdau  eine  Gelelektrophorese = durchgefiihrt. Nach dem
Elektrophoreselauf wurde auf einem UV-Leuchttisch mit einem Skalpell das
Agarosesttick aus dem Gel ausgeschnitten, welches das gewtinschte DNA-
Fragment enthielt. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
erfolgte dann mit dem QIAEXII-Gel-Extraction-Kit (Qiagen, Hilden). Zu dem
Agarosestiick mit dem gewiinschten DNA-Fragment wurde ein 3-faches
Volumen an Buffer QX I zugegeben (fiir 100 bp - 4 kb). Dabei werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Galaktoseresten des
Agarosepolymers durch die hohe Konzentration an chaotrophen Salz im QX1-
Puffer gespalten. Anschliefend wurde die QIAEX II Suspension aus dem Kit
hinzu gegeben. Die jeweils erforderliche Menge an QIAEX II Suspension hing
von der verfligbaren DNA-Konzentration ab. (< 2 pg DNA - 10 ul QIAEX1I, 2 -
10 pg DNA - 30 pl QIAEX II, jede weitere 10 ng DNA erforderten je 30 pul QIAEX
IT zusétzlich). AnschlieSend wurden die Proben 10 min im Wasserbad bei 50 °C
inkubiert, um die Gelmatrix aufzulosen. Die durch das Auflosen der Agarose
freigewordene DNA bindet an die Silica-Gelpartikel der QIAEX II-Suspension

und wird mit H>O in ein 1.5 ml Eppendorftube eluiert.

2.2.2.9 Southern Blot: Der Southern-Blot ist eine Moglichkeit zur Ubertragung
der DNA von einem Agarosegel auf eine Nylonmembran zur spiteren
Hybridisierung gegen eine komplementidre DNA-Sonde. (Southern, 1992). Zur
Vorbereitung wurde die genomische DNA des zu untersuchenden Pilzstammes
mit der entsprechenden Restriktions-Endonuklease verdaut, um so Fragmente
unterschiedlicher Grofie zu erhalten. Der Restriktionsansatz mit der genomischen
DNA wurde fiir 2,5-3 Std bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Zum
Abstoppen des Verdaus wurden zu der Probe 20 ul 3M Na-Ac-Lsg. und 500 pl
Ethanol absolut hinzugeben. Der Verdau wurde sodann tiber Nacht bei -20 °C
gefdllt. Anschlieflend wurde die Probe bei 13.000 Upm fiir 15 min abzentrifugiert
und der resultierende Pellet fiir 10 min getrocknet. Zur Weiterverarbeitung
wurde der Pellet in 10 ul 10 mM Tris-Lsg. aufgenommen. Der Verdau wurde nun

auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Dieses
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Gel wurde dann in eine Plastikschale tiberfiihrt und wie folgt in dieser
weiterbehandelt: Erst wurde fiir 15 min in Depurinierungslosung inkubiert, mit
H>O abgespiilt und 15 min in Denaturierungslosung inkubiert. Nach diesem
Schritt wurde wieder mit H>O abgespiilt und fir 15 min in
Neutralisierungslosung inkubiert bevor am Schluss noch einmal mit H>O
abgespiilt wurde und fiir 5 min 20x SSC Puffer inkubiert wurde. Wahrend der
nachfolgenden Gel-Behandlung wurde die positiv geladene Nylonmembran mit
H>O gewdssert und anschlieffend in 20x SSC-Puffer eingelegt. Die Pinzetten zur
Uberfithrung der Membran wurden zuvor mit Aceton abgespiilt, die
verwendeten Filterpapiere wurden mit 20x SSC-Puffer befeuchtet. Die Membran
wurde luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt. Wéahrend des Transfers wird der
Puffer durch das Gel in trockenes Filterpapier gesaugt und nimmt dabei die DNA
aus dem Gel mit, die auf ihrem Weg nach oben aber durch das Nylonfilter
zuriickgehalten wird und somit an diesem haften bleibt. Nach dem Transfer, der
tiber Nacht erfolgte, wurde die Nylonmembran mindestens 30 min auf
Filterpapier getrocknet und dann fiir 2,5 min von beiden Seiten mit UV-Licht von
80.000 pJ bestrahlt (Cross-linking). Durch diesen Schritt wird die DNA kovalent
an die Membran gebunden. Danach erfolgte die Hybridisierung mit den
entsprechenden Sonden. Hierzu wurde die vollstandig trockene und beidseitig
gecrosslinkte Nylon-Membran zusammen mit 10 ml Prahybridisierungslosung in
ein Hybridisierungsrohrchen geben und fiir 4-6 h bei der jeweils erforderlichen
Hybridisierungstemperatur in einem Hybridisierungsofen (Thermo Elektron)
prahybridisiert. Mit dieser Verfahrensweise sollte erreicht werden, dass die
unspezifischen ~ Bindungsstellen = auf der  Membran  durch  die
Prahybridisierungslosung belegt werden, um eine spéatere Artefaktbindung, bzw.
einen zu intensiven Hintergrund wiahrend der Hybridisierung zu vermeiden.
Nach Ablauf der Zeit wurde die Prahybridisierungslosung abgegossen und
verworfen. Nun wurden 5 ml der bei 95 °C denaturierten Sonde hinzugegeben.
Es wurden nun die DNA-Fragmente auf der Nylonmembran tiber Nacht bei der
jeweiligen Hybridisierungstemperatur inkubiert. Zur Herstellung der Sonde

wurde die PCR mit den jeweiligen Primern, die das gewiinschte Fragment
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amplifizieren sollen durchgefiihrt, jedoch mit Digoxigenin markierten dNTPs.
Die Sonde hybridisiert mit homologen Strukturen auf der Membran. An diesen
Hybridisierungsstellen bildet sich, nach entsprechender Vorbehandlung, spiter
das Farbprazipitat. Die Membran wurde im Hybridisierungsrohrchen
weiterbehandelt. Zuerst Inkubation 2x 5 min bei RT mit 10 ml Waschlosung 1.
Danach Inkubation 2x 15 min bei x °C mit 10 ml Waschlésung 2. Nach den
Waschvorgdngen wurde die Membran im Hybridisierungsrohrchen gefarbt.
Zuerst Inkubation 5 min bei RT mit 10 ml Waschpuffer, dann Inkubation 30 min
bei RT mit 10 ml 1x Blockierungslosung. Inkubation 30 min bei RT mit 10 ml
Antikorperlosung. Anschlieffend Inkubation 2x 15 min bei RT mit 10 ml
Waschpuffer. Danach Inkubation 2x 5 min bei RT mit 10 ml Detektionspuffer.
Zum Schluss Inkubation tiber Nacht bei RT mit 10 ml Farbsubstratlosung Nach
Ablauf der Farbreaktion wurde die Nylonmembran mit H>O dest. abgespiilt und

fotografiert.

2.2.3 Mikrobiologische Standardmethoden:

2.2.3.1 Nihrmedien und Wachstumsbedingungen:

2.2.3.1.1 Modifikationen der Nihrmedien: Um die Bildungsrate des jeweiligen
stammspezifischen =~ Mykotoxins auf verschiedenen N&dhrmedien bzw.
Minimalndhrmedien zu untersuchen, wurden Sporensuspensionen der
entsprechenden Staimme vorbereitet, in Tween-80 (Sigma) resuspendiert und als
3-Punkt-Kultur auf dem jeweiligen Nadhrmedium angeziichtet. Fiir das
Lebensmittelmodellmedium wurden 25 g Weizenkorner und 15 g Agar je Liter
verwendet, bzw. 25 g geschrotete Maiskorner und 15 g Agar. Zur Analyse des
Einflusses verschiedener Wachstumsparameter auf die Toxinbiosynthese wurde
jeweils Standard YES-Medium verwendet (20 g/l Hefeextrakt, 150 g/1
Saccharose, 15 g/1 Agar) und die pH-Werte 4, 5, 6, 8 eingestellt, unter den
Temperaturen 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C inkubiert, oder die aw-Werte 0.99, 0.98,
0.95, 0.93 eingestellt.

34



Materialien und Methoden

2.2.3.1.2 Einstellen des pH im Medium: Der pH-Wert wurde im Medium jeweils

durch Zugabe von Natriumhydroxidpléttchen oder Salzsdure (37 %) eingestellt.

2.2.3.1.3 Einstellen der Temperatur im Medium: Zur Inkubation bei
unterschiedlichen Temperaturen wurden jeweils verschiedene Brutschranke

verwendet.

2.2.3.1.4 Einstellen der Wasseraktivitit im Medium: Die Wasseraktivitit im

Medium wurde wie folgt durch Zugabe von Glycerol eingestellt:

Tab. 3: Einstellen der Wasseraktivitit im
Medium. Glycerolanteil zum Einstellen des
aw-Wertes im Medium.

aw-Wert | Glycerol in 100 ml Medium
0.99 10.8
0.98 13.1
0.95 19.9
0.93 245
0.90 31.3
0.88 35.9

Um ein Verdndern der Wasseraktivitit im Medium wihrend der
Inkubationsdauer zu verhindern, wurden Probenplatten mit identischem aw-Wert

in einem Plastikbeutel eingeschlagen.

2.2.3.1.5 Minimalndhrmedien: Im Fall von Penicillium wurden Wachstum und
Genexpression aufler auf YES-Medium, welches die OTA-Biosynthese forderte,
auch auf Minimalndhrmedium mit KNOs untersucht, welches die
Toxinbiosynthese moderat hemmte (20 g/1 KH2POq, 0.5 g/1 MgSO4 x 7 H20, 0.1
g/1 NaCl, 0.1 g/1 CaCly, 0.7 g/1 KOH, 15 g/1 Agar, pH 6.5 versetzt mit 5 g/1
Glucose, 1.2 g/1 KNOs). Uberimpft wurde jeweils aus der 7 Tage alten Vorkultur.
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Das Medium, welches in Fusarium die Toxinbiosynthese hemmte, war wie folgt
zusammengesetzt: 15 g Pepton, 1g KH2PO4, 0.5 g MgSO4* 7H20, 20 g Agar, 0.0025
g Malachitgriinoxalat, 1 L H>O dem.

2.2.3.2 Weitere Inkubationsbedingungen:

2.2.3.2.1 Inkubation unter Licht verschiedener Wellenlinge: Die Lichtqualitat
wurde mit Plexiglasfiltern von 3 mm Dicke (R6hm GmbH & Co. KG, Darmstadlt),

UV-undurchladssig und mit definierten Transmissionswellenldngen eingestellt.

GS blau 627: GS rot 502: GS gelb 303:

A ] A B

Y100 0 A 0
% il

LA D r
aNDA AN /

P

A = UV-Bereich

E = sichtbarer Bereich

X =Waellenlange » in nm

Y = Transmissionsgrad tin %
Y1 = Reflexicnsgrad p in %

Abb. 12: Verwendete Plexiglasfilter. Absorbtionsbereich der verwendete Plexiglasfilter.

Inkubiert wurden die zu untersuchenden Schimmelpilzstdimme auf Standard
YES-Medium, bzw. stammspezifischem Lebensmittel in einem Phytotron bei
einer voreingestellten Temperatur von 25 °C, einer Gesamtlichtintensitdt von 50
klx und einer relativen Luftfeuchte im Raum von 70 % unter dem jeweiligem
Plexiglasfilter, bzw. im Dunkeln als Kontrolle. In spdteren Versuchen wurden 5-

Watt Leuchtdioden (Luxeon) verwendet:
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Abb. 13: Verwendete LEDs. A Luxeon 5 Watt LED auf Kiihlkorper, B
Versuchsaufbau. Die LED ist in den Styroporsockel eingelassen und strahlt auf die
inokulierte Agarplatte am Boden der Styroporkiste.

2.2.3.2.2 Inkubation im 24 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus: Um zu analysieren,
welchen Einfluss wechselnde Hell-Dunkel-Phasen auf Toxinproduktion bzw.
Genexpression in Schimmelpilzen haben, wurde der jeweils zu untersuchende
Stamm in einem Brutraum mit voreingestellter Temperatur von 25 °C inkubiert.
Fiir die moglichst nattirliche Beleuchtung sorgte eine spezielle Leuchtstoffrohre
(LifeLite, LifeEnergy Systems, Deutschland) mit einem dem Tageslicht

entsprechenden Spektrum.

Artnr. Leistung Lumen Linge 1%} Fassung
LLT 58 58 Watt 3700 1500 mm 26 G13

Relative Intensity
10

08
06
04

0,2

300 400 500 600 700 800

Wavelength in Nanometer

LifeLite® Vollspektrum Tageslicht Leuchtstoffréhre
5800° Kelvin - CRI 95

Abb. 14: Verwendete Tageslichtlampe. Spektrum der verwendeten Tageslichtlampe.

Diese wurde mittels vorgeschalteter Zeitschaltuhr im 12-Stunden-Rhythmus an-
und ausgeschaltet. Proben fiir RNA-isolierung (Genexpression) und HPLC

(Toxinbiosynthese) wurden in einem Versuchsansatz alle 6 h genommen (6:00,
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12:00, 18:00, 24:00) und in einem anderen Versuchsansatz jede volle Stunde. Die
verwendeten Vorkulturen waren 4 Tage alt. Auflerdem wurden jeweils zu den
gleichen Zeitpunkten Kontrollproben von Kulturen genommen, die nur im

Dunkeln inkubiert worden waren.

2.2.3.3 Infektion von Weizenpflanzen mit Fusarium unter kontrollierten
Bedingungen: Um die Genexpression und Mykotoxinbiosynthese unter in vivo
Bedingungen zu analysieren, wurden Weizenkorner der Sorten Thasos (moderate
Resistenz gegen Fusarium) und Taifun (keine Resistenz gegen Fusarium) in je 5
Mitscherlich-Topfe (D=20cm) mit einem entsprechenden Torf/Erde Gemisch zu
je 10 Weizenkdrnern/ Topf ausgesédt. Der Versuch wurde in einem Phytotron mit

voreingestellten Wachstumsprogramm (Tab 4) durchgefiihrt (Abb. 15).

Abb. 15: Phytotron mit jungen Weizenpflanzen in sogenannten Mitscherlichtopfen. Die
Pflanzen der Sorten Thasos und Taifun wurden mit Sporen von Fusarium culmorum
inokuliert.

Die programmierten Inkubationsbedingungen sind den natiirlichen
Feldbedingungen nachempfunden. Die Substratoberfliche sowie die
auskeimenden Pflanzen wurden mehrmals mit einer Sporensuspension von F.
culmorum inokuliert. Nach 46, 68, 74, 81, 89 und 95 Tagen wurden Proben
genommen (jeweils die ganze Ahre), die RNA isoliert und mittels Mikroarray die
Expression des Trichothecengenclusters, sowie mit Real Time PCR die Expression
der Trichothecenbiosynthesegene tri5, tril2 und tri101 ermittelt. Aufierdem
wurde mit ELISA die zum jeweiligen Zeitpunkt von Fusarium gebildete

Toxinmenge bestimmt.
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Tab. 4 Programm des Phytotron. Programmierung des Phytotron fiir die Anzucht von Weizen.

1. 2. 3. 4. 5.
Segment | Segment | Segment | Segment| Segment
Temperatur | 15°C 25 °C 25 °C 15 °C 15 °C
Luftfeuchte 80 % 60 % 60 % 80 % 80 %

Zeitdauer |6 Stunden|6 Stunden|7 Stunden3 Stunden|2 Stunden

Aquiv. . . ' . '
Uhrzeit 0:00 12:00 19:00 22:00 0:00

Segment

2.2.3.4 Probenahme, Toxinextraktion und Analytik

2.2.3.4.1 Penicillium/Ochratoxin: Die Entnahme der Proben zur Bestimmung der
Toxinkonzentration mittels Diinnschichtchromatographie oder HPLC wurde
folgendermafien durchgefiihrt: Aus mehreren Bereichen einer Pilzkolonie
wurden mit einem sterilen Korkbohrer (J = 8 mm) insgesamt 4 Blockchen
ausgestochen und diese in ein 2 ml Eppendorfgefafs tiberfiihrt. Zur Extraktion
wurden 500 pl Chloroform zu den Probenblockchen gegeben und diese 30 min
bei 25 °C auf einem Eppendorfschiittler ausgeschiittelt. Wahrend dieser Prozedur
geht das Mykotoxin in Losung. Anschliefend wurden feste Bestandteile
abfiltriert und die Losung eingeengt. Danach wurde der Ruckstand in 100 pl
Methanol (LiChrosolv) reeluiert und in Probenfldschchen mit Deckelmembran

iiberfiihrt.

2.2.3.4.1.1 Ochratoxin A Bestimmung mittels Diinnschichtchromatographie: Die
Methanolextrakte wurden zu je 10 pl mittels eines CAMAG TLC Sample-III-DC-
Roboters auf DC Glasplatten (MERCK Silica 20 x 20 cm) aufgetragen. Als
Referenz wurde zusitzlich ein OTA-Standard aufgetragen (4 ng/ul OTA). Nach
dem Auftragen wurden die Proben auf den Kieselgelplatten in einer Lauf-
Kammer mit FliefSmittel aufgetrennt. Das FliefSmittel setzte sich wie folgt

zusammen: 30 ml Toluol; 15 ml Ethylacetat; 5 ml Ameisensdure.

2.234.1.2 Ochratoxin Bestimmung mittels HPLC: Die Detektion und
Quantifizierung von Ochratoxin mittels HPLC wurde nach der in ISO 15141
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Standard beschriebenen Methode durchgefiihrt (1998, www.iso.ch). Hierfiir
wurden 100 mg der Pilzbiomasse auf einem Schiittler fiir 30 min in 500 pl
Chloroform bei RT extrahiert. Im Falle von Weizenproben wurden 2 g
kontaminierte Weizenkorner verwendet. Nach der Extraktion wurden die festen
Bestandteile abfiltriert und die Chloroform-Phase in einem Konzentrator (Savant
Instruments, USA) eingeengt. Der verbleibende Pellet wurde dann in 200 pl
Methanol reeluiert und 20 pl in die HPLC Sdule des HPLC-Gerétes eingespritzt.
(Pharmacia HPLC apparatus LKB 2150, Pharmacia, Sweden). Als Sdule wurde
eine Nucleosil 100-5 C18 CCV 250/4 verwendet (Machery and Nagel, Germany).
Die Durchflussrate betrug 1 ml/min mit folgender Laufmittelzusammensetzung;:
Acetonitril:Wasser:Essigsdure (40:60:1, [v:v:v]). Die Auswertung erfolgte mittels

Fluoreszenz Detektor (Shimazu RF551, Germany)

2.2.3.4.2 Fusarium/Deoxynivalenol: Jeweils eine vollstindig mit Myzel
bewachsene Medienplatte wurde aus der Petrischale entnommen, grob
zerkleinert und fiir 60 min in 500 ml Duroblastflaschen mittels 100 ml
Acetonitril/H:O (84:16) extrahiert. Die resultierende Losung wurde {iber
Wattman Filterpapier mit 1 g Aktivkohle abgefiltert und sodann in einem

Rotationsverdampfer eingeengt. AnschliefSend wurde in 1 ml Methanol reeluiert.

2.2.3.4.2.1 Deoxynivalenolbestimmung mittels Diinnschichtchromatographie:
10 pl des Methanolreeluats wurden auf eine DC-Platte aufgtropft. Diese wurde
zur Derivatisierung zuvor mit einer 20 % AlCL-Losung bespriiht und fiir 10 min
bei 100 °C gebacken. Durch diesen Derivatisierungsvorgang wird das nicht
fluoreszierende Toxin in ein durch UV-Licht anregbares Derivat tiberfiihrt. Das
Fliefsmittel setzte sich wie folgt zusammen: 40 ml Toluol; 20 ml Methanol; 10 ml
Aceton. Die DC-Glasplatten mit den Proben wurden durch Betrachten unter UV-
Licht ausgewertet. In diesem Falle sollte in Hohe des jeweiligen Toxinstandards
eine tiirkisgriine/hellblaue Fluoreszenz zu sehen sein. Die Ergebnisse wurden

fotographisch festgehalten. Die Belichtungszeit betrug tiblicherweise 20 s.
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2.2.3.4.2.2 Deoxynivalenolbestimmung mittels Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA): Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, welches
auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Mittels ELISA konnen
niedermolekulare Verbindungen wie Mykotoxine nachgewiesen werden. Als
Ausgangsproben wurden die filtrierten Toxinextrakte verwendet. Zur
Durchftthrung wurde ein AgraQuant Deoxynivalenol Kit der Firma Romer
(Romerlabs, Singapur) verwendet und eine dquivalente Anzahl an Elisa-Wells
vorbereitet. In jedes Dilution-Well wurden 200 pl Konjugat vorgelegt. Sodann
wurde der entsprechende Standard (entsprechend 0; 0,25; 1,0; 2,0; 5,0 ppm DON),
bzw. die zu untersuchenden Proben pipettiert. Anschliefend wurde griindlich
gemischt und jeweils 100 pl des Ansatzes in die mit Antikorper beschichteten
Analyse-Wells tiberfithrt. Nun wurde 15 min bei RT inkubiert, die Losung
anschlieflend verworfen und die Wells 5x mit Pufferlosung gewaschen. Nach
Hinzuftigen von 100 pl Substratlosung wurde wieder fiir 5 min bei RT inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 100 pl Stopplésung hinzu pipettiert
und die Ergebnisse unter Verwendung eines 450 nm Filters auf einem ELISA-

reader (Thermomax, Molecular Devices) quantitativ ausgewertet.

2.2.3.5 Transformation:

2.2.3.5.1 Bakterientransformation/Transformation von E. coli: Als
Transformation bezeichnet man die Aufnahme freier, 16slicher DNA aus dem
Medium durch einen Rezipienten (Escherichia coli). E. coli besitzt kein nattirliches
Transformationssystem das sie zur aktiven Aufnahme freier DNA befdhigt. Aus
diesem Grund ist bei diesen Bakterien nur eine passive Aufnahme der DNA nach
entsprechender Vorbehandlung der Zellen moglich. Es gibt unterschiedliche
Moglichkeiten, Bakterien die Fdhigkeit zur Aufnahme externer DNA
(Kompetenz) zu verleihen. In dieser Arbeit wurden E. coli- Kulturen verwendet,

welche durch die CaCl>-Methode Kompetenz erhielten.

2.2.3.5.1.1 Ligation mit T4-DNA-Ligase: Die T4-DNA-Ligase katalysiert die
Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 3'-OH und dem 5'-
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Phosphat-Ende doppelstrangiger DNA-Molekiile. Zur Ligation wurden in einem
1.5 ml Eppendorfgefafs Vektor und DNA-Fragment im Verhdltnis 3:5 gemischt.
Es wurden 2 pl Ligase-Puffer (10 x) und 0.5 ul T4-DNA-Ligase hinzugegeben und
mit Wasser auf ein Volumen von 20 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde 1 Std bei RT

und anschliefiend eine Stunde bei 4 °C inkubiert.

2.2.3.5.1.2 Transformation kompetenter E.coli Zellen: Zu je 200 pl der
kompetenten Zellen wurden 10 pl Ligationsansatz, oder 1 upl der zu
transformierenden Plasmid-DNA pipettiert, kurz gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurde der Transformationsansatz 120 s einem
Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt. Zur Regeneration der Zellen wurden 0,8 ml
LB-Medium hinzugegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
die Zellen bei 7.500 Upm fiir 2 min abzentrifugiert und resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde auf LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe des chromogenen
Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galactosid (XGal) kénnen rekombinante
Plasmide durch a-Komplementation identifiziert werden (Ullmann et al., 1967).
Das Plasmid enthilt hierbei einen Teil des Aminoterminus der p-Galactosidase in
dem ein Polylinker eingebettet ist. Das Empfangerbakterium enthdlt den
Carboxy-Terminus (DH5a-Stimme). Assoziieren beide Fragmente entsteht ein
intaktes Enzym, welches X-Gal in Galactose und 5-Brom-4-indoxyl hydrolysiert
(Horwitz et al.,, 1964). 5-Brom-4-indoxyl dimerisiert zu der blauen unltslichen
Verbindung 5,5"-Dibrom- 4,4’-chlorindigo. Enthdlt der Polylinker des Plasmids
ein Insert, so unterbleibt die Entstehung eines vollstindigen Amino-Terminus

und somit auch die Blaufarbung der Kolonie durch X-Gal.

2.2.3.5.1.3 Plasmidvermehrung in E. coli-Transformanten: Es wurden 5 pl der
Plasmidprobe mit 15 ml 10 M Tris-Losung, sowie 100 pl kompetenten E. coli-
Zellen (DH50TH) versetzt. Nun wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde ein Heatshock bei 42 °C durchgefiihrt. Sodann wurde 1 ml LB-

Bouillon hinzupipettiert und 1 Std bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die
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Proben auf LB-Ampicillin-Platten (10ng Ampicillin/10 ml Medium) ausplattiert
und diese bei 37 °C tiber Nacht inkubiert. Zur weiteren Vorgehensweise wurde
eine einzelne Kolonie mittels Impfose in LB-Ampicillin-Bouillon (Ampicillin 100
ul/ml) gegeben. Diese wurde anschlieffend wieder tiber Nacht bei 37 °C auf

einem Schiittler inkubiert.

2.2.3.5.1.4 Maxiprdparation von Bakterien-DNA: Die LB-Bouillon mit den
Transformanten wurde auf Zentrifugenrohrchen zu je 20 ml verteilt, bei 13.000
Upm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Pellet wurde mit
2 ml Plasmid-Losung 1 resuspendiert und fir 25 min auf Eis inkubiert. Dann
wurden je 4 ml Plasmidlésung 2 hinzugegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Nun wurden je 3 ml Plasmidlosung 3 hinzupipettiert und fiir 25 min auf Eis
inkubiert. Anschlieffend wurde fiir 5 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert und der
Uberstand in frische Zentrifugenrshrchen tiberfiihrt. Der Pellet wurde verworfen.
In den Uberstand wurden 1 ml 3 molare Na-Ac-Losung, sowie je 25 ml absoluter
Ethanol pipettiert. Gefillt wurde tiber Nacht bei -20 °C, danach bei 13.000 Upm
fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der Pellet mit 2 ml
Plasmid-Losung 4 resuspendiert. Nun wurden 0,5 ml 3 molare Na-Ac-Losung,
sowie 12,5 ml absoluter Ethanol hinzugegeben und tiber Nacht bei -20 °C gefillt.
Anschliefsend wurde bei 13.000 Upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, der
resultierende Pellet in 1 ml 10 mM Tris-Losung resuspendiert und bei -20 °C

eingefroren.

2.2.3.5.2 Pilztransformation/Transformation von Penicillium: Um eine
Transformation an Pilzzellen durchzufiithren, muss zuerst deren Zellwand
entfernt werden. Auf diese Weise erhidlt man , kompetente” Protoplasten des zu

transformierenden filamentdsen Pilzes.

2.2.3.5.2.1 Herstellen von Protoplasten: Fiir Pilztransformationen wurden 7 Tage
alte Vorkulturen des zu transformierenden Pilzes verwendet. Diese wurden als

Schiittelkultur in Malz-Glucose-Fliissigmedium bei 25 °C inkubiert. Mit 1 ml
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einer Vorkultur wurde dann ein Schikanekolben mit 1,2 M Hefe-Sorbitol-Agar
angeimpft und die Suspension fiir 48 Std bei 25 °C inkubiert. Danach wurde das
Myzel abfiltriert. 2 g des Myzels wurden in einen 50 ml Erlenmeyerkolben mit 9
ml osmotischen Mediums (KCI 1,2 M) gegeben. Nun wurde Lyse-Enzym von T.
harzianum hinzugegeben, um die Zellwand des filamentdsen Pilzes zu
degradieren. Hiernach wurden 75 pl p-Glucuronidase hinzupipettiert und das
Myzel mit dem Lyseansatz fiir 2 Std bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit liegen
die Pilzzellen als Protoblasten, also ohne Zellwand vor. Die Protoplasten wurden
mikroskopisch ~ auf  gleichméfsige = Morphologie  untersucht,  mittels
Thomazdhlkammer auf eine Zelldichte von 10°/ml eingestellt und {iber
Glaswolle in ein steriles 5 ml Glasrohrchen abfiltriert. Die Losung wurde zu je 400
ul in 1.5 ml Eppendorfgefifie aliquotiert und 800 pl 1,2 M KCI hinzugegeben.
Sodann wurde bei 4.000 Upm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen

und das Pellet in 25 ul 1,2 M KCl resuspendiert.

2.2.3.5.2.2 Protoplastentransformation: Zu 100 pl der Protoplasten-Suspension
wurden 10 pl der zu transformierenden, restriktiv geschnittenen Plasmid-DNA (5
ng/ul) pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei RT, wurden 800 pul PEG-Losung
(Polyethylenglycol) hinzugegeben, unter Invertieren 20 min bei RT inkubiert und
dann 5 min bei 8.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, der
Pellet in 1 ml MEBS-Medium (Hefeextrakt-Sorbitol-Agar, 1,2 M, pH 5,6)
resuspendiert und bei einer fiir den jeweiligen Pilz optimalen Temperatur fiir 8
Std inkubiert. Nach dieser Regenerationsphase, wurden jeweils 100 ul der MEBS-
Protoplastensuspension in ein auf 50 °C vortemperiertes 5 ml Reagenzglas
tiberfiihrt, auf eine Basis-Agarplatte abgegossen und bis zum Wachstum der
primdren Pilz-Transformanten bei entsprechender Temperatur inkubiert. Sporen
dieser primdren, heterozygoten Transformanten wurden dann auf
Selektivmedium tiberimpft (Hefeextrakt-Sorbitol-Softagar mit Hygromycin 200

pg/ml), um homozygote Transformanten zu erhalten.
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3. Ergebnisse

3.1. Entwicklung und Validierung des Mikroarrays ,Mycochip“:

3.1.1 Auswahl der Gensequenzen und Primerpaare: Die Entwicklung eines
DNA-Chips fiir Transkriptionsanalysen erfordert zundchst die Auswahl der
notwendigen Gensequenzen. Diese wurden tiber frei zugédngliche Datenbanken

ermittelt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), die Gene der Ochratoxinbiosynthese

ausgenommen. Da auf den Array jedoch nur kleine Abschnitte dieser Sequenzen
immobilisiert werden, mussten Bereiche von 60-80 bp aus jeder Gensequenz
ausgewdhlt werden. Allgemein kann gesagt werden, dass eine kiirzere
Sondensequenz zu einer spezifischeren, jedoch weniger sensitiven
Hybridisierungsreaktion fiihrt. Allerdings ist es schwierig bei kurzen DNA-
Sequenzen moglichst &hnliche Schmelztemperaturen und somit auch
Hybridisierungseigenschaften zu generieren. Hierbei fiihren langere, 300-500 bp
umfassende Sondenfragmente, zu einer unspezifischeren aber sensitiveren
Hybridisierung. Zudem sind die thermodynamischen Unterschiede bei langeren
Fragmenten vernachldssigbar. Nachteil ist die Gefahr von Kreuzhybridisierungen
und die mangelhafte Diskriminierungsmoglichkeit zwischen Genen mit hoher
Homologie. Bei der Auswahl der Primerpaare musste darauf geachtet werden,
dass die Amplifikate das jeweilige Gen spezifisch und sensitiv detektieren. Aus
diesem Grund mussten homologe oder stark konservierte Bereiche vermieden
werden, damit es moglichst zu keinen Kreuzhybridisierungen zwischen den
Genen der verschiedenen Spezies kommt. Eine solche Auswahl konnte {tiber
direkte Sequenzvergleiche erfolgen. Danach wurden die erforderlichen PCR-
Reaktionen durchgefiihrt und die Amplifikate anschliefSfend mit H:O auf eine

Konzentration von 1 pg/ pl eingestellt.

3.1.2 Ausarbeitung eines Layouts fiir den ,Mycochip”: Nach Auswahl der Gene
und Sequenzen der entsprechenden Mykotoxinbiosynthesewege, musste ein

anwendungsoptimiertes Layout fiir die Programmierung des Spottersystems
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ausgearbeitet werden. Das Layout des Mikroarray in der bisher 4. Generation
wurde so ausgelegt, dass mit diesem die Expression aller lebensmittelrelevanten
Mykotoxingene analysiert werden kann. Die verwendeten Sequenzabschnitte
dieser Gene (Tabelle im Anhang) sind auf dem DNA-Chip nach der
physiologischen Reihenfolge im jeweiligen Biosyntheseweg angeordnet, so dass
eine Mustererkennung bei der Aktivierung der Gene erleichtert wird. Der
Prototyp enthielt die Gene der Ochratoxinbiosynthese von Penicillium nordicum
(Geisen, Schmidt-Heydt und Karolewiez, 2006), auflerdem die Gene der
Aflatoxinbiosynthese von Aspergillus flavus (Yu et al., 2004), die Gene der
Trichothecenbiosynthese vom Typ A von Fusarium sporotrichioides (Alexander et
al., 2004), sowie die Gene der Fumonisinbiosynthese von Gibberella moniliformis
(Proctor et al., 2003). Wie sich zeigte sind die Gene der Trichothecenbiosynthese
innerhalb der Fusariumspezies sehr dhnlich, so dass die verwendeten
Oligonukleotide aus Gensequenzen von F. sporotrichioides auch fur
Hybridisierungsexperimente mit DNA von F. culmorum und F. graminearum
verwendet werden konnten. Der Prototyp wurde tiber mehrere Stufen optimiert,
sowie den experimentellen Fortschritten angepasst. So wurden Oligonukleotide
mit ineffizienten Hybridisierungsaffinitdten substituiert oder ersatzlos entfernt.
Des Weiteren wurden neu gefundene Gene der Ochratoxinbiosynthese
hinzugefiigt, z.B. von Penicillium verrucosum das otapksPV Gen (Schmidt-Heydt et.
al. 2007d submitted), welches fur die Polyketidsynthase der Ochratoxin A
Biosynthese kodiert, auflerdem die Gene der Trichothecenbiosynthese vom Typ B
von Gibberella zeae (Kimura et al., 2003) (Teleomorph von Fusarium garminearum).
Zusdtzlich wurden offene Leseraster, so genannte ,open-reading-frames”
integriert von noch nicht ndher charakterisierten Genen von Penicillium. Diese
stammten aus der einleitend beschriebenen DDRT-PCR. Der Mikroarray ist nicht
als finales Monitoringsystem gedacht sondern vielmehr als offenes System, so
dass er fur alle relevanten Mykotoxine, deren genetischer Hintergrund bekannt
ist, einsetzbar ist und den neusten wissenschaftlichen Erkenntnissen und

Aktualisierungen angepasst werden kann. Das Layout des aktuell verwendeten
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Mikroarrays wurde jeweils in vier Replikaten gespottet und ist wie folgt

aufgebaut:
Negativkontrolle
Gene der
Gene der Trichothecenbiosynthese

Ochratoxinbiosynthese vom Typ A

N \/\r’ \/‘
_f\ VANANYAND

Gene der
Trichothecenbiosynthese
vom Typ B

Gene der

e 990000 00000
9999005000000 ...

Fumonisinbiosynthese

Positivkontrolle

Abb. 16: Layout des Mycochip in der 4. Generation. Die Gene der Biosynthesecluster aller wichtigen,
lebensmittelrelevanten Mykotoxine wurden entsprechend ihrer Reihenfolge im Biosyntheseablauf auf dem
Array angeordnet. Dieses Layout wurde jeweils in 4-facher Wiederholung gespottet.

3.1.3 Auswahl eines geeigneten Bindesubstrates: Fir die Herstellung der
Mikroarrays wurden gewohnliche Glasobjekttrager verwendet. Damit die DNA
auf diesen dauerhaft immobilisiert werden kann, miissen diese jedoch mit einem
DNA-bindenden Substrat beschichtet sein. Beziiglich der Bindeeffizienz zeigten
sich Glasobjekttrdager der Firmen Scienion und Peqlab (Nexterion slide E) mit
Epoxidbeschichtung als geeigneter im Vergleich zu Objekttragern, die mit
Aminosylan-, oder Aldehyd-Substrat beschichtet waren. Die verwendeten PCR-
Produkte mussten bei Epoxidbeschichtung nicht zuvor mit Aminolinkern
versehen werden, was zeit- und kostenaufwindiger gewesen wire. AufSerdem

konnen unmodifizierte PCR-Produkte durch deren exozyklische Aminogruppen
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kovalent an das Substrat binden (Abb. 17). Den Ausschlag gab jedoch das

wesentliche giinstigere Signal-Rausch-Verhdltnis der Epoxybeschichtung.

CH CH
»H; ~CH;
0 0 ;%ii ;§§§
NH OH NH OH
7 oy

| |
“eH “CH

b *

| ] —> | f

A B

Abb. 17: Beschichtung der Glastrager. A Freie Epoxygruppen auf Glasobjekttrager; B DNA-
Addukte an Epoxygruppen gebunden.

3.1.4 Auswahl eines geeigneten Spott-Puffers fiir die Gensonden: Um ein
optimales Binden der DNA-Sonde sowie eine reproduzierbare Qualitit zu
gewdhrleisten, musste ein geeigneter Druckpuffer ausgewdhlt werden. Zum
Spotten der Amplifikate auf den beschichteten Glasobjekttrager (Slide), wurden
daher unterschiedliche Spottlosungen in Hinblick auf Bindungsstirke an das
Arraysubstrat und Spotmorphologie getestet. Bei den eingesetzten
epoxybeschichteten Glastragern konnen Standardpuffer wie SSC oder auch
Wasser verwendet werden. Es zeigte sich jedoch, wie auf Abbildung 18
dargestellt, dass im Vergleich zu HO dest., 3X-SSC und 50 % DMSO
(Dimethylsulfoxid), bei Verwendung von DMSO 50 % eine signifikant erhohte

Binde- und Hybridisierungseffizienz erreicht werden konnte.

Abb. 18: Mikroarrayhybridisierung von 3
Replikaten des aspPN Gens aus dem
Ochratoxinbiosynthesecluster. Gespottet
wurde das PCR-Produkt in HoO gelost, A;
in 50% DMSO gelost, B; in 3X-SSC Puffer
gelost, C. B zeigte die  Dbeste
A B C Spotmorphologie.

Der Vorteil bei der Verwendung von DMSO liegt bei dessen
Denaturierungsfahigkeit, was zu den erforderlichen Einzelstrangen fiihrt und

eine bessere Bindung an das Slidesubstrat ermoglicht. Zudem verftigt DMSO

48



Ergebnisse

tiber hygroskopische Eigenschaften und hat nur einen relativ geringen
Dampfdruck, was eine bessere Lagertauglichkeit der gelosten DNA-Proben
erlaubt, ohne das es zu einer nennenswerten Verdunstung kommt. Wiirde ein
nichtdenaturierendes Agens als Spottingpuffer verwendet, miisste eine
asymmetrische PCR durchgefiihrt werden (Uberschuss an einem Primer), um

eine moglichst grofie Anzahl an Einzelstrdngen zu generieren.

3.1.5 Bestimmung der optimalen Druckbedingungen: Anderungen von
Luftfeuchte und Temperatur im Spotter hatten einen signifikanten Einfluss auf
die Spotmorphologie. Beste Ergebnisse konnten bei 25 °C und 60 % Luftfeuchte
erzielt werden. Wurden Temperaturen aufierhalb dieses Bereichs, oder auch
geringere Luftfeuchten verwendet, kam es zum teilweisen Antrocknen der
Proben an die Nadeloberfliche und so zu morphologisch unsauberen, kleinen
Spots. Wurde die Luftfeuchte hingegen {iberschritten, so liefen die Spots
ineinander. Die Proben (je 5ul mit 1pg/pl DNA) wurden in 96-Well Platten
(Greiner) tiberfiihrt, das eigentliche ,,Spotten” erfolgte mittels feiner Nadelspitzen

(,splitted stealthpins”, Abb. 19) die eine Kavitdt aufweisen.

Abb. 19: Verwendete Spotternadeln.
Split Pins, A  Gesamtansicht; B
Probenaufnahmebereich.

Durch die Kapillarwirkung nehmen diese ein definiertes Probenvolumen von
0,25 pl auf und geben es an die Glasoberfliche des Chips wahrend des

Spottvorganges wieder ab.
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Die generelle Vorgehensweise bei der Herstellung von Mikroarrays und die
nachfolgende experimentelle Durchfiihrung soll durch folgende Abbildung

veranschaulicht werden:

RNA Population RNA Population
Wachstums- Wachstums-
bedingung A bedingung B
- = @
' <
T - mRNA aus
[ ] ~ ) jeweiligem Pilzstamm =
a isoliert
A B

N

Reverse Transkription |
INA und
erung mit

-crosslinking , i), Loz,
anin5-Nukleotiden

ammenfiihren beider Proben und
Hybridisierung auf einen Microarray gegen die
komplementé NA

| T—

Scannen des

Hybridisierten Chips
und Auswertung der
Spots

Abb. 20: Schema der Vorgehensweise bei der Herstellung und Anwendung des DNA-Chips. Die in
Losungsmittel eluierte Sonden-DNA (A) wird durch einen Nadelspotter mittels Kontakt-Spotting-
Verfahren (B) auf einem mit einer Bindematrix beschichteten Glastrager (C) immobilisiert. Das cDNA
Target, welches meist aus reziproken Proben mit unterschiedlicher Markierung besteht, wird gegen die
Sonden des DNA-Chips hybridisiert (D).

3.1.6 Weitere Postprozessierungsschritte zur Optimierung: Nach dem Spotten
wurden die Slides in einer Feuchtekammer aus Styropor fiir 1 Stunde bei 60 °C

und > 90 % Luftfeuchte inkubiert um die Spotmorphologie zu optimieren. Die zu

diesem Zweck entwickelte Kammer war wie folgt konstruiert:

Abb. 21: Schema der verwendeten
Feuchtekammer. Eine Feuchtekammer
Ca,80.90% aus Styropor wurde zur Optimierung

der Spotmorphologie nach dem
Spottvorgang verwendet. Durch ein
Glas mit erhitztem Wasser wurden
gewtinschte Luftfeuchte und
<D Temperatur innerhalb der Box ein-

Box o gestellt.
60 °C

Nach dem Trocknen der Slides wurde eine kovalente, dauerhafte Fixierung der

Nukleinsduren an das Arraysubstrat erreicht, indem mit UV-Licht (800 m]J) so
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genanntes , Crosslinken” der DNA erfolgte. Durch das UV-Licht werden die
Thyminreste der DNA aktiviert, die daraufthin mit den Epoxygruppen des

Substrats reagieren.

3.1.7 Normalisierung der Hybridisierungsdaten: Die biologische Relevanz der
erhaltenen Daten wurde mittels Real Time PCR anhand einzelner Gene validiert,
auflerdem wurden umfangreiche Normalisierungsmafinahmen durchgefiihrt. Dies
zum einen durch reziproke Markierung der Proben, zum anderen durch das
Spotten mehrerer Replikate jeden Gens auf den Array, sowie eine Filterung der
Daten durch Berechnung des Median abziiglich der Arrayspezifischen
Hintergrundwerte. Als Normalisierungsinstrument wurde von Seiten der
Software der LOWESS - Algorhythmus (locally weighted scatter blot smoother)
angewendet, also eine Art lokale Regressionsglidttung der Daten. Hierbei wurden
durch Modifizierung der Laserstrahlintensitdt des entsprechenden Kanals zuerst
die Intensitdtswerte des roten und grinen Kanals aneinander angepasst. Eine
solche Anpassung war notwendig, da die Cyaninfarbstoffe molekiilbedingt eine
unterschiedliche Fluoreszenzintensitdt aufweisen. Dies wurde tiiber eine Signal-
Mittelwertberechnung erreicht, bei der ein Korrekturfaktor aus dem Verhaltnis der
Gesamtsignalintensititen beider Farbkandle berechnet wird. Durch die
nachfolgende Anwendung des LOWESS-Algorhythmus konnten Variationen des
Hybridisierungssignals innerhalb eines Arrays korrigiert werden, die z. B. durch

Schwankungen der Hybridisierungsbedingungen verursacht werden kdnnen.

Nachfolgende Abbildung (22) zeigt beispielhaft einen so genannten Scatterblot,
wobei die roten Signalpunkte oberhalb der Mittellinie jeweils Gene kennzeichnen,
die in der dargestellten Probe hochreguliert waren, wohingegen Gene unterhalb
dieser Linie herabreguliert waren. Ein Komposit der beiden Signale fungiert

hierbei als Referenz.
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Abb. 22: Beispiel eines Scatterplots aus einem Mikroarrayexperiment. Die roten
Punkte kennzeichnen jeweils Gene die im Vergleich zur Referenzprobe hochreguliert
waren (oberhalb der schwarzen Linie), bzw. herunterreguliert (unterhalb der Linie). Es
wurde in diesem Fall mit den logarhythmierten Medianwerten gearbeitet abziiglich der
Hintergrundwerte.

Abbildung 23 verdeutlicht die unterschiedliche Signalintensitidtsverteilung der

beiden Fluorophore. Diese musste bei der Auswertung der Daten berticksichtigt

werden und beruht auf deren unterschiedlichen Absorbtionsverhalten.
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Abb. 23: Signalverteilungsdiagramm. Beispiel der Intensititsverteilung der
Signalwerte von verschiedenen Genen bei Markierung mit Cyanin5, bzw. Cyanin3.
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Die folgende Abbildung (24) zeigt einen Cim-Plot. Die einzelnen Gene sind hier
tabellarisch mit der jeweiligen Signalintensitdt des entsprechenden Kanals

aufgeftihrt.
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Abb. 24: Beispiel eines CIM-Plots. Die einzelnen Gene sind tabellarisch gegen die
Markierung angeordnet. Rote Quadrate zeigen die Hybridisierung eines Gens im
Cyanin5-Kanal, Griine hingegen eine solche im Cyanin3-Kanal. Die einzelnen
Farbschattierungen spiegeln die Hybridisierungsintensitit wieder.

3.2 Testen der Funktionalitit des Mikroarray: Um Funktionalitdt und Spezifit&t
der ausgewdhlten Gensonden zu {iiberpriifen, wurde jeweils mit der RNA des zu
analysierenden Schimmelpilzstammes eine Hybridisierung durchgefiihrt. Dieser
war entsprechend wunter Bedingungen inkubiert worden, die die

Toxinbiosynthese fordern.

Wie auf folgender Abbildung (Abb. 25, A-D) zu sehen ist, kam es zu keinen
signifikanten Kreuzhybridisierungen zwischen der ¢cDNA des untersuchten
Schimmelpilzstammes und den Oligonukleotidsonden der anderen
Biosynthesecluster auf dem DNA-Chip. Nur die Gene des jeweils hybridisierten

Pilzstammes zeigten ein positives Signal mit den Genen des entsprechenden
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Mykotoxinclusters. Wurde der eingesetzte Pilzstamm unter Bedingungen
inkubiert, die stark inhibierend beztiglich der Toxinbiosynthese waren, zeigten
die Gene des dazugehorigen Mykotoxinclusters kein oder ein nur sehr schwaches

Signal.

000000000000

0000 4
0000000
000 000000
00000000
A B C D

838855888888

Abb. 25: Spezifititstest des Mycochip durch Hybridisierung mit verschiedenen Spezies. Zu sehen ist die
Expression des jeweiligen Toxinbiosyntheseclusters der verschiedenen Schimmelpilzspezies. Diese wurden
zuvor unter Mykotoxinbildungsbedingungen inkubiert. A: Aflatoxincluster Aspergillus flavus; B:
Ochratoxincluster Penicillium nordicum; C: Trichothecencluster Typ A Fusarium sporotrichioides, Typ B
Gibberella zeae; D: Fumonisingencluster Gibberella moniliformis; E: Schematisches Mikroarraylayout.

Fiir die Genexpressionstests wurden die Pilzstimme jeweils auf folgenden, die
Toxinbiosynthese fordernden Ndhrmedien wachsen gelassen. Fiir (A) BFE96,
Aspergillus flavus war dies YEP- Medium (Yeast Extract Peptone) bei 30 °C fiir die
Dauer von 5 Tagen. Fiir den Test der Ochratoxinoligonukleotide wurde BFE487,
Penicillium nordicum 5 Tage bei 25 °C auf YES-Medium angeziichtet (B), und fiir
den Spezifitdtstest der Trichothecenclustergene wurde Fusarium sporotrichioides
verwendet und dieser fiir 5 Tage auf YES-Medium bei 25 °C inkubiert (C). Im Fall
des Fumonisinclusters wurde der Hybridisierungstest mit Gibberella moniliformis

auf Malz-Glucose-Agar durchgefiihrt nach 5 Tagen Wachstum bei 25 °C (D).
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3.3 Anwendung des Mycochip fiir verschiedene Fragestellungen: Da der
Mikroarray die gewtiinschten Anforderungen erfiillte, konnte er fiir die weiteren
Fragestellungen eingesetzt werden. Wie einleitend beschrieben, ist die
Biosynthese von Mykotoxinen in ihrer Ausprdagung durch verschiedene Faktoren
beeinflussbar. Erkenntnisse tiber den Einfluss dieser Faktoren auf die
Transkription von Mykotoxinbiosynthesegenen konnen die Ausarbeitung von
Vermeidungsstrategien zum Beispiel beziiglich der Lagerung von Lebensmitteln
ermdoglichen. Im weiteren Verlauf wurden folglich verschiedene Einflussfaktoren

untersucht.

3.3.1 Einfluss des Substrats auf Genexpression und Mykotoxinbiosynthese in
Fusarium culmorum und Penicillium verrucosum: Um den Einfluss des Substrats
auf die Toxinbiosynthese zu untersuchen, wurde exemplarisch ein Vertreter
typischer = pathogener  Feldpilze  ausgewdhlt, F.  culmorum,  ein
Deoxynivalenolbildner, sowie als typischen Lagerpilz P. wverrucosum, ein

Ochratoxin A -bildner.

3.3.1.1 Einfluss des Substrats in Fusarium culmorum: Zur Ermittlung von
Substrateffekten auf F. culmorum wurde dieser jeweils auf unterschiedlich
zusammengesetzten Medien (Minimalmedium, Vollmedium, Lebensmittel-
modellmedium) bei 25 ©°C inkubiert. Als Vollmedium wurde das
Standardlabormedium, YES, verwendet sowie als Lebensmittelmodellmedium
Mais, ein natiirliches Habitat simulierend. Beide Medien foérdern die
Mykotoxinbildung. Als Minimalmedium wurde MGA-Medium eingesetzt,
welches die Biosynthese in Fusarium reprimiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden
Proben entnommen und aus dem Myzel die RNA isoliert. Eine RNA Population
wurde in der Regel mit einer RNA-Population verglichen, die unter anderen

Wachstumsbedingungen erhalten worden war.
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Abbildung 26 zeigt einen signifikanten, substratabhdngigen Unterschied in der

Expression der Mykotoxingene in F. culmorum:
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Abb. 26: Substratspezifische Mikroarray Expressionsanalyse in Fusarium. Analyse des
Trichothecenclusters in F. culmorum nach Wachstum auf verschiedenen Medien. A, die Toxinbildung

inhibierendes Medium MAG; B, fordendes Medium Mais; C, forderndes Labormedium YES. Das
typischerweise auftretende Induktionsmuster (weifs umrandet) indiziert eine aktive Toxinbiosynthese.

Wie deutlich erkennbar ist, war die Expression der Trichothecenbiosynthesegene
auf dem inhibierenden MGA-Medium nicht messbar. Anders verhielt es sich
hingegen bei Wachstum von F. culmorum auf Mais-Medium und YES-Medium.
Auf diesen konnte die Expression der Trichothecengene tri5, tri8, tril5, tri4,
tril01, sowie einer Cytochrom-p450-monooxygenase detektiert werden. Mittels
Ditinnschichtchromatographie konnte die Biosynthese des Trichothecens

Deoxynivalenol in den Proben semiquantitativ nachgewiesen werden (Abb. 27).

Abb. 27: Substratspezifische DC-Analyse in
- Fusarium. Dinnschichtchromatographie nach
‘ Extraktion des Mykotoxins DON

DON . . - .
Standard (Deoxynivalenol) aus dem jeweiligen Medium,
welches mit Fusarium culmorum inokuliert und 30
Tage bei 25 °C inkubiert worden war. A: YES

Medium; B: Mais-Medium; C: MAG-Medium.

A B C
Um mediumspezifische Unterschiede beziiglich des Genexpressionsverlaufs im

Rahmen einer Kinetik zu analysieren, wurde F. culmorum auf Labormedium

(YES) sowie Lebensmittelmodellmedium (Mais) angeziichtet und bei 25 °C fiir 5 -
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30 Tage inkubiert. Nach jeweils 5, 10, 20 und 30 Tagen wurden Proben
genommen, aus dem Myzel die jeweilige RNA isoliert und gegen den

Mikroarray hybridisiert. Das Ergebnis der Analyse war wie folgt (Abb. 28):

. v

® OO : . erste
® 4 . signifikante
® - - o Toxinmengen
® " detektierbar
FiE : y T L
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Abb. 28: Mikroarray Genexpressionsanalyse in Fusarium culinorum. Expression der Gene des
Trichothecenbiosyntheseclusters nach 5-30 Tagen Inkubation bei 25 °C auf den Medien YES (A)
und Mais (B).

Wie auf Abbildung 28 ersichtlich, kam es auf dem YES-Medium nach einem
moderaten Anstieg der Genexpression, am Tag 10 zu einem so genannten
Induktionsmuster. Induktionsmuster wird im Folgenden das Auftreten einer
Reihe bestimmter hochexprimierter Gene genannt, die indikativ fiir eine
nachfolgende Mykotoxinbiosynthese war. Erst ab Tag 20 liefS sich Toxin in
nennenswerten Quantititen nachweisen. Wihrend das indikative Muster also
erst pradiktiv am 10. Tag auftritt, korreliert es schwidcher werdend zum Tag 20
mit der dann aktiven Toxinbiosynthese. Im Lebensmittelmodellmedium Mais
kam es anfanglich zu einer Vollinduktion des gesamten Genclusters. Dieser
regulierte sich zwischen Tag 5 und Tag 10 auf das Niveau der Expression auf
YES-Medium ein, woraufhin es ebenfalls zur Ausbildung des Induktionsmusters
am Tag 10 kam. Auch hier war eine signifikante Toxinbiosynthese erst ab dem 20.
Tag detektierbar. Nach 20 Tagen wurden die Gene auf Maismedium nicht mehr
exprimiert, bzw. waren unter die Sensitivititsgrenze des Mikroarrays
herabreguliert. Es lieS sich beobachten, dass die Expression der
Toxinbiosynthesegene auf nattirlichem Medium wesentlich —stidrkeren
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Expressionsschwankungen = unterworfen = war im  Vergleich  zum
Laborvollmedium YES. Um zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen der
Expression von Toxinbiosynthesegenen und der tatsdchlichen Toxinbildung
besteht, wurde mittels Diinnschichtchromatographie der jeweilige Ansatz auf die

gebildete Menge Deoxynivalenol tiberpriift (Abb. 29):

e

soss

NIV DON 5t 10t 20t 30t NIV DON 5t 10t 20t 30t

YES Mais

Abb. 29: DC Analyse in Fusarium. Diinnschichtchromatographie der
Toxinextraktion von Fusarium culmorum nach Inkubation von 5-30 Tagen bei
25 °C auf YES- und Mais-Medium jeweils mit Standard fiir Nivalenol und
Deoxynivalenol (Pfeil).

Wie auf Abbildung 29 deutlich wird, wurde auf Labormedium YES eine
quantitativ = groffere Menge an Toxin gebildet im Vergleich zum
Lebensmittelmodellmedium Mais. Besonders zwischen Tag 20 und Tag 30 kam es
auf YES Medium zu einem deutlichen Anstieg der Toxinkonzentration,
wohingegen auf Mais-Medium nur eine moderate Steigerung erfolgte. Erste
signifikante Mengen an Toxin konnten ungefdhr 10 Tage vorher durch Messung

der Transkription der Mykotoxingene vorhergesagt werden.

3.3.1.2 Einfluss des Substrats in Penicillium verrucosum: Um den Einfluss des
Substrats auch in P. verrucosum zu untersuchen, wurde dieser auf einem speziell
zu diesem Zweck entwickelten, moderat die Toxinbiosynthese hemmenden
Medium KNOj, bzw. auf dem die Biosynthese stark férdernden Labormedium
YES, bei 25 °C inkubiert und mittels Mikroarray die Expression der Gene des

Ochratoxin A Biosyntheseclusters gemessen.
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Folgendes Mikroarray-Expressionsprofil resultierte:

A B

Abb. 30: Substratspezifische Mikroarray Expressionsanalyse in Penicillium.
Mikroarray Expressionsprofil des Ochratoxin A Biosyntheseclusters in P. verrucosum
nach Wachstum auf einem moderat die Toxinbiosynthese inhibierenden Medium A und
einem stark férdernden Medium B.

Wie schon zuvor in Fusarium gemessen werden konnte, war auch in diesem
Pilzstamm ein signifikanter Expressionsunterschied nach Wachstum auf den
beiden, die Toxinbiosynthese unterschiedlich beeinflussenden Medien zu
verzeichnen. Wahrend auf dem moderat hemmenden Medium die Expression
eher schwach ausfiel, war auf dem stark fordernden Medium eine starke

Expression fast aller Gene des Biosyntheseclusters zu beobachten.

3.3.2 Analyse der differentiellen Genexpression in Fusarium: In nachfolgenden
Versuchen, wurde die generelle Regulation der Mykotoxinbiosynthesegene in
Fusarium analysiert. Um den zeitlichen Ablauf der Genexpression noch einmal
fur YES-Medium systematisch zu untersuchen, wurde eine Expressionskinetik
durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf wurde dann der Einfluss verschiedener

Wachstumsbedingungen auf diese Spezies analysiert.

3.3.2.1 Durchfiihrung einer Genexpressionskinetik in F. culmorum: Biologisch
begriindet kann die Toxinbiosynthese erst beginnen, wenn zuvor die daftr
notwendigen Gene induziert und transkribiert wurden. Naturgemafs kann also
tiber eine Messung der Genexpression eine Toxinbildung angenommen, oder

ausgeschlossen werden. Um diese Anwendungsmoglichkeit zu tiberpriifen und

59



Ergebnisse

um den Zeitabstand zwischen Geninduktion und beginnender Toxinbiosynthese
zu verifizieren, wurde F. culmorum iiber einen Zeitraum von 29 Tagen bei 25 °C
auf YES-Medium inkubiert und Expressionsanalysen bzw. Toxinbestimmungen
durchgefiihrt. Die Vorkultur war hier 10 Tage alt. Da im Fall von F. culmorum
unter anderen das tri5-Gen bei verschiedenen untersuchten Einflussfaktoren gut
mit der Toxinbiosynthese korrelierte und zudem dessen Produkt sehr frith im
Verlauf der Biosynthese von Deoxynivalenol benottigt wird, wurde es fiir diese
Real Time PCR Expressionskinetik ausgewédhlt. Das Ergebnis zeigt folgende
Abbildung (31):
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Abb. 31: Kinetik mit F. culimmorum iiber 29 Tage, Real Time PCR und ELISA. Real Time PCR
Genexpressionsanalyse des tri5 Gens in F. culmorum tiiber einen Zeitraum von 29 Tagen (blaue
Balken) bei 25 °C mit parallel durchgefiihrter quantitativer ELISA Toxinanalyse (orangene
Balken).

Interessanterweise zeigte die Expressionskinetik eine oszillierend ablaufende
Induktion und Repression des tri5-Gens, in diesem Falle mit einer Amplitude von
etwa 8 Tagen. Die Expression begann dabei auf einem relativ hohen Niveau zum
Zeitpunkt der ersten Probennahme, sank dann aber bis zum Tag 29 immer weiter
ab. Die Toxinbiosynthese lief bemerkenswerter Weise ebenfalls unregelmafsig ab
und stieg bis zum 29. Tag immer weiter an. In diesem Fall wurden signifikante

Mengen dauerhaft tiber 100 ng/g erst ab dem 10. Tag gebildet.
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3.3.3 Einfluss duflerer Faktoren auf Genexpression und Mykotoxinbildung in
Fusarium culmorum wund Fusarium graminearum: Die Transkription der
Mykotoxinbiosynthesegene wird tiber Transkriptionsfaktoren reguliert. Diese
existieren jeweils fiir unterschiedliche Einfliisse, die auf die Zelle einwirken. Sind
die Auswirkungen der entsprechenden Einflussfaktoren auf dieses regulatorische
Netzwerk bekannt, kann mittels gezielter Modifikation die Transkription der
Biosynthesegene und somit die Toxinbiosynthese stark vermindert werden. In
diesem Versuchsansatz sollte der Einfluss von pH, Temperatur und
Wasseraktivitat auf Wachstum, Genexpression und Mykotoxinbildung in den
genannten Pilzstimmen untersucht werden. Diese Parameter wurden im
Medium eingestellt und der Pilz unter moglichst konstanten Bedingungen
inkubiert. Dann wurden Wachstum und gebildete Toxinmenge gemessen, sowie

mittels Mikroarray Genexpressionsanalysen durchgefiihrt.

3.3.3.1 Einfluss des pH in Fusarium culmorum: Zum Zweck der ndheren
Untersuchung des pH-Einflusses auf F. culmorum, wurde dieser auf YES-Medium

mit voreingestellten pH-Wert bei 25 °C inkubiert:

20001
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fop tri5  tri4 tri101 tri11  tri3  tri7  tri8 tri1  tri9 tri12 tri13 tri14 tri15 tri16 tri6 tri10 p450 btb
Gen

Abb. 32: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. culmorum bei
unterschiedlichen pH-Werten. Die Abbildung zeigt die relative Expression der
Gene des Trichothecenclusters. Die Inkubationstemperatur war 25 °C.

Wie auf Abb. 32 deutlich zu sehen ist, lag das Expressionsoptimum der meisten

Gene des Trichothecengenclusters bei pH 5 (fpp, tri5, tri4, trill, tri3, tri7, tril2,
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tril3, tril4, tri6 tril0 und p450), jedoch waren zwei Gene stdrker bei pH 6
exprimiert (tri15, tri8), bzw. bei pH 8 (tri101). Das interne Kontrollgen Betatubulin
(btb) war vergleichsweise konstitutiv exprimiert. Ein weiterer Induktionspeak
war bei einigen Genen des Biosyntheseclusters bei pH 8 zu beobachten. Bei der

anschliefend durchgefiihrten Toxin- und Wachstumsanalyse zeigte sich

folgendes Bild (Abb. 33).
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Abb. 33: Wachstum und Toxinbiosynthese von F. culmorum bei verschiedenen pH-
Bedingungen. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt.
Gelbe Balken entsprechen dem relativen Koloniewachstum, blaue Balken zeigen die
Menge an gebildetem Toxin.

Die Biosynthese von Deoxynivalenol korellierte mit der Expression eines
Grofsteils der analysierten Gene des Trichothecenbiosyntheseclusters. Die relative
Ausprdagung der Expression der einzelnen Gene war dabei untereinander sehr
unterschiedlich. So wurden beispielsweise die Gene tri4, tril5, sowie die
Cytochrom-p450-Monooxygenase vergleichsweise stark exprimiert, wohingegen
die Gene tril, tri9 und tril6 eine kaum messbare Expression aufzeigten. Die
optimalen Wachstumsbedingungen lagen interessanterweise eher im neutralen
bis leicht alkalischen pH-Bereich, wohingegen Toxin vorzugsweise im leicht
sauren Bereich synthetisiert wurde. Tril kodiert fiir eine p450-Monooxygenase,

tri9 hat eine bis dato unbekannte Funktion, tri16 kodiert fiir eine Acyltransferase.
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Das Gen tri4 war unter den fiir die Toxinbildung forderlichen Bedingungen
relativ stark exprimiert und korrelierte sehr gut mit den Analysewerten der
Toxinbildung. Interessanterweise trat bei pH 8, dem Genprofil entsprechend, eine

weitere Erhohung der Toxinbiosyntheseleistung auf im Vergleich zu pH 6.

3.3.3.2 Einfluss des pH in Fusarium graminearum: Im Vergleichsstamm Fusarium

graminearum resultierte folgendes Ergebnis (Abb. 34):

4000

EpH8 ®pH6

WpH5 mpH4

rel. Expression

fpp tri5 tri4 tri101 tri11  tri3  tri7  tri8 tri1  tri9 tri12 tri13 tri14 tri15 tri16 tri6 tri10 p450 btb
Gen

Abb. 34: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. graminearum bei
unterschiedlichen pH-Werten. Die Abbildung zeigt die relative Expression der
Gene des Trichothecenclusters. Die Inkubationstemperatur war 25 °C.

Interessanterweise lag das Expressionsoptimum eines Grofdteils der
Trichothecenbiosynthesegene von Fusarium graminearum bei pH 8 (fpp, tri5, tri4,
tril01, tri3, tri7, tri8, tril, tril2, tril3, tril4, p450), also im leicht alkalischen
Bereich. Nur die Gene trill, tri9, tril6, tril> und tri1l0 hatten eine hohere
Expressionsrate bei pH 5, bzw. pH 6. Aufierdem waren alle Gene aufler fpp, tri8,
tril, tril5, sowie p450 insgesamt wesentlich schwicher exprimiert im Vergleich
zu F. culmorum unter gleichen Bedingungen. Auch hier war das p450-

Monooxygenasegen wieder sehr stark exprimiert.
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Die Analyse der Proben auf gebildetes Deoxynivalenol fiihrte bei diesem Stamm

zu folgendem Ergebnis:

Toxinbiosynthese [ng/g]
®
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Abb. 35: Wachstum und Toxinbiosynthese in F. graminearum bei verschiedenen pH-
Bedingungen. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt.

Gelbe Balken entsprechen dem relativem Koloniewachstum, blaue Balken zeigen die
Menge an gebildetem Toxin.

Auch hier korrelierte die Deoxynivalenolbiosynthese wieder mit einigen, jedoch
nicht mit allen Genen des Trichothecenbiosyntheseclusters. Interessanterweise
wurde durch diesen Stamm, entsprechend der Expression auf niedrigerem
Niveau, nur knapp halb so viel Toxin gebildet im Vergleich zu F. culmorum.
Aufierdem war hier kein Nebenpeak im suboptimalen Bereich zu beobachten.
Moglicherweise liegen die Bedingungen fiir eine sekundére Induktion bei diesem
Stamm in einem geringfiigig verschobenen Bereich. Das optimale

Koloniewachstum entsprach in diesem Fall dem Optimum der Toxinbiosynthese.

3.3.3.3 Einfluss der Wasseraktivitit in Fusarium culmorum: Damit Pilzsporen
auskeimen kdnnen und auch fuir das spatere Myzelwachstum, muss nicht nur der
pH im Medium den physiologischen Erfordernissen des Organismus
entsprechen, sondern auch eine bestimmte Menge frei verfiigbaren, also
ungebundenen Wassers vorhanden sein. Die frei verfiigbare Wassermenge wird
als Wasseraktivitdt bezeichnet, die als Quotient vom Dampfdruck des Wassers im

Substrat zu dem entsprechenden Dampfdruck reinen Wassers definiert wird,
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oder auch als relative Feuchte. Da Lebensmittel oft in Kiithlraumen, Kellern oder
Schranken gelagert werden wund unter diesen Bedingungen héufig
Kondenswasser, bzw. einer erhchten Luftfeuchte ausgesetzt sind, wurde der
Einfluss des Faktors Wasseraktivitdt auf Genexpression und Toxinbiosynthese
untersucht. Der filamentose Pilz wurde dazu auf YES-Medium mit

voreingestellten aw-Wert bei 25 °C inkubiert (Abb. 36).
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Abb. 36: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. culmorum bei
unterschiedlicher Wasseraktivitit. Die Abbildung zeigt die relative Expression
der Gene des Trichothecenclusters. Die Inkubationstemperatur war 25 °C.

Wie aus den erhaltenen Daten ersichtlich, war die Expression von 7 Genen des
Biosyntheseclusters bei einem aw-Wert von 0.98, also 98 % frei verfligbaren
Wassers, am ausgepragtesten (fpp, trid, trid, tril01, tri12, tri13, p450), bzw. von 8
Genen bei einem aw-Wert von 0.99 (trill, tri3, tri7, tri8, tril, tril4, tril6, tril0).
Auflerdem war bei nahezu allen Genen des Clusters ein weiterer Peak bei einer
relativen Luftfeuchte von 0.93 auszumachen. Bei den Genen #ri9, tri6 und tril15 lag
dort sogar der Optimumpeak. Die Cytochrom-p450-Monooxygenase war auch
hier sehr prominent exprimiert. Die restlichen Gene des Trichothecen-
biosyntheseclusters wurden hingegen alle auf einem &hnlichen Niveau
exprimiert. Bemerkenswert ist auch, wie unterschiedlich einige Gene reguliert
waren im Vergleich zu den Expressionsdaten bei variierten pH-Werten. Waren

dort die Gene tri4, tril5 und p450 tiberdurchschnittlich stark exprimiert und die
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Gene tril, tri9 sowie tril6 besonders schwach, fiel hier nur die Cyt-p450-
Monooxygenase anhand ihrer Expressionsstdarke besonders auf. Bei der Analyse
auf gebildetes Deoxynivalenol fiel auf, dass hier bei einer Wasseraktivitdt von
0.98 auch am meisten Toxin produziert wurde, gefolgt von 0.99. Das
Wachstumsoptimum lag hingegen bei einer Wasseraktivitit von 0.99 (Abb. 37).
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Abb. 37: Wachstum und Toxinbiosynthese in F. culmorum bei unterschiedlicher
Wasseraktivitat. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt.
Gelbe Balken entsprechen dem relativem Koloniewachstum, blaue Balken zeigen die
Menge an gebildetem Toxin.

3.3.3.4 Einfluss der Wasseraktivitit in Fusarium graminearum: Vergleicht man
nun die erhaltenen Daten mit den Werten fiir F. graminearum, so resultierte hier

das auf folgender Abbildung dargestellte Expressionsmuster (Abb. 38):
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Abb. 38: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. graminearum bei
unterschiedlicher Wasseraktivitit. Die Abbildung zeigt die relative Expression der
Gene des Trichothecenclusters. Die Inkubationstemperatur war 25 °C.
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Nimmt man dazu noch die Toxinbiosynthese unter gleichen Bedingungen (Abb.
39), so fdllt auf, dass Fusarium graminearum sein Hauptgenexpressions- und
Toxinbiosyntheseoptimum bei aw 0.99 hatte. Auflerdem kam es auch hier zu
einem Nebenpeak, sowohl bei der Expression der Mykotoxingene als auch

beztiglich der Toxinbildung.
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Abb. 39: Wachstum und Toxinbiosynthese in F. graminearum bei unterschiedlicher
Wasseraktivitit. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA
bestimmt. Gelbe Balken entsprechen dem relativem Koloniewachstum, blaue Balken
zeigen die Menge an gebildetem Toxin.

Das Gen fpp, welches fiir das Initialprodukt Farnesylpyrophosphat kodiert,
auflerdem die Gene tri5, trid, tri7, tril3, tril4, tril0 und p450 korrelierten sehr gut
mit dem Optimum beztiglich der gebildeten Toxinmenge. Die Gene tri101, trill,
tri3, tri8, tril, tri9, tril2, trilé, sowie tri6 hatten ihr Optimum bei aw 0.98.
Beachtenswert ist, dass es auch bei F. graminearum zum Auftreten eines zweiten
Peaks im suboptimalen Wachstumsbereich kam. Aufierdem lag die insgesamt
akkumulierte Toxinmenge wieder unter der von Fusarium culmorum.
Interessanterweise war auch hier wieder die Cyt-p450-Monooxygenase am
hochsten exprimiert. Es lieSen sich ebenso wie bei F. culmorum Diskrepanzen in
der Korrelation einiger Gene beziiglich des Biosynthesestatus erkennen.
Offensichtlich sind grundsétzlich nicht alle fiir die Toxinbiosynthese relevanten
Gene auch tatsdchlich direkt mit der zum Zeitpunkt der RNA-Gewinnung

aktuellen Mykotoxinbiosyntheseaktivitit in Einklang zu bringen.
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3.3.3.5 Einfluss der Temperatur in Fusarium culmorum: Nach der
Wasseraktivitdt hat die Temperatur einen grofien Einfluss auf Germination,
Wachstum und Biosynthese von Mykotoxinen in filamentosen Pilzen. Dieser
Faktor wurde im Folgenden analysiert. Der entsprechende Pilzstamm wurde
hierzu auf YES-Medium angeimpft und jeweils bei 15 °C, 20 °C, 25 °C und 30 °C
inkubiert. Abbildung 40 zeigt die Expression des Trichothecengenclusters in F.

culmorum bei unterschiedlichen Inkubationstemperaturen:
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Abb. 40: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. culmorum bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die Abbildung zeigt die relative Expression
der Gene des Trichothecenclusters.

Wie deutlich zu sehen ist, lag das Expressionsoptimum der meisten Gene des
Clusters bei 30 °C. Bei den Genen #ri101 und t7i8 lag ein weiterer Expressionspeak

bei 15 °C.
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Betrachtet man nun das Ergebnis der Toxinanalyse (Abb. 41), so fallt auf, dass bei

25 °C am meisten Toxin synthetisiert wurde:
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Abb. 41: Wachstum und Toxinbiosynthese in F. culmorum bei verschiedenen

Temperaturen. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt.

Gelbe Balken entsprechen dem relativen Koloniewachstum, blaue Balken zeigen die

Menge an gebildetem Toxin.
Die temperaturabhidngige Varianz in der Expression der Trichothecen-
biosynthesegene in Fusarium culmorum lasst jedoch ein
Toxinbiosyntheseoptimum um 30 °C erwarten, da hier die Expression der
meisten Gene des Biosyntheseclusters am ausgeprédgtesten war. Abgesehen
davon, dass die Gene tri9, tril6 und die Cyt-p450-Monooxygenase in ihrer
Expression mit dem Bildungspeak bei 25 °C korrelierten, wirft sich die Frage auf,
wie es zu dieser starken Diskrepanz zwischen den Expressionsergebnissen und
der tatsachlichen Bildungsspitze kam. Besonders die Gene tri5, tri4 tri12 und tri13
waren ja in den vorhergehenden Versuchen tiblicherweise sehr exakt korreliert.
Das Wachstumsoptimum lag bei 30 °C. Um dieser Besonderheit auf den Grund
zu gehen, wurde eine Kinetik tiber 30 Tage angesetzt. Hierzu wurde Fusarium
culmorum jeweils bei 30 °C und bei 25 °C inkubiert und mittels ELISA die

akkumulierte Toxinmenge ermittelt. Betrachtet man nun das Ergebnis, so wird

klar, dass bei 25 °C zwar frither Deoxynivalenol gebildet wurde, bei 30 °C jedoch
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die mit Abstand groflere Menge (Abb. 42). Liegt der Probennamezeitpunkt bei 5
Tagen, so erhilt man als Resultat fialschlicherweise eine hohere Toxinbiosynthese

bei 25 °C im Vergleich zu 30 °C.
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Abb. 42: Toxinbiosynthese in F. culmorum bei 25 °C und 30 °C. Der
Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt. Die
Inkubationsdauer betrug 30 Tage, jeweils bei 25 °C und 30 °C. Nach 2, 5,
10, 15, 20 und 30 Tagen wurden Proben genommen.

3.3.3.6 Einfluss der Temperatur in Fusarium graminearum: Bei Fusarium
graminearum sah die Expression auch relativ heterogen aus (Abb. 43), hatten doch
6 Gene ihr Expressionsoptimum bei 25 °C, wahrend der Peak von 10 Genen bei 30

°C positioniert war.
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Abb. 43: Expressionsprofil der Mykotoxingene in F. graminearum bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die Abbildung zeigt die relative Expression
der Gene des Trichothecenclusters.
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Beachtenswert war hier auch wieder die stark verminderte Gesamtexpression im
Vergleich zu F. culmorum (~ 1:6). Aufierdem fiel die sonst im Vergleich zu den
restlichen Genen prominent exprimierte Cyt-p450-Monooxygenase vom
Blickpunkt der Expressionsstirke dieses Mal hinter den anderen Genen zurtick.
Betrachtet man daneben die tatsdchlich gebildete Toxinmenge, so wurde die
maximale Ausbeute bei 30 °C synthetisiert (Abb. 44). Auch bei diesem
Einflussfaktor war ein Nebenpeak bei 15 °C sowohl bei der Toxinbiosynthese als

auch bei der Expression einiger Gene des Trichothecenclusters zu beobachten.
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Abb. 44: Wachstum und Toxinbiosynthese in F. graminearum bei verschiedenen
Temperaturen. Der Deoxynivalenolgehalt der Proben wurde mittels ELISA bestimmt.
Gelbe Balken entsprechen dem relativem Koloniewachstum, blaue Balken zeigen die
Menge an gebildetem Toxin.

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 5) ist eine Zusammenstellung der erhaltenen
Daten aus den Einzelfaktoranalysen aufgefiihrt. Betrachtet man diese genauer so
wird klar, dass nicht alle Gene mit der momentanen Toxinbiosynthesesituation
direkt korreliert waren. Aufierdem gab es Variationen in den Gensets, die jeweils
bei den verschiedenen Faktoren mit der augenblicklichen Synthesesituation
tibereinstimmten. Nur einige wenige Gene waren bei allen Einflussfaktoren
direkt korreliert. Bei F. culmorum waren das die Gene tri5, trid, tril2, tril3, bei F.
graminearum fpp, tri4, tril3, tril4, sowie die Cyt-p450-Monooxygenase. Bei allen

untersuchten Faktoren liefS sich die Toxinbiosynthese mittels Analyse der
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Expression einiger der mykotoxinrelevanten Gene des Trichothecenclusters
evaluieren.
Tab. 5: Expressionsunterschiede innerhalb des Genclusters nach Wachstum von F. culmorum und F. graminearum

bei verschiedenen dufSeren Einflussfaktoren. Dargestellt ist die faktorabhingige Korrelation einzelner Gene zur
Toxinbiosynthese.

Faktor zum Optimum der zum Optimum der bei allen 3
Stamm Toxinbiosynthese Toxinbiosynthese Faktoren
AU korrelierte Gene nicht korrelierte Gene korreliert
oH trib, trid, tril2, tril3, frp,tril01, tri8, tril0,
trill, tri3, tri7, tril2, tril5, (tril, tri9, tril6),
/PH5 ti13, tril4, tri6 p450-MO
fpp, tri5, tri4, tril01,
s Temperatur | 11, i3, tri7, tri8, tril, S, trid, mil2,
tri9, tril5, tril6, tril0 #i13
/25 °C tril2, tril3, trild, tri6,
p450-MO
Wasseraktivitit ; ; ; ; ;
fop, 5, trid, ti101, trzl'l, trz'3, trz7,' tri8, %rzl,
12, tri13, pA50-MO tri9, trild, tril6, tri6,
/0.98 112, LS, pot- tri10
fpp, tri5, tri4, tril01,
pH tri3, trill, tri7, tri8, tril, | tri9, tril6, tril5, trilo,
/pH8 tril2, tril3, tril4, p450- tri6
MO fop, trid, tril3,
F. graminearum Temperatur fpp, tri4, tril01, trill, tril4, Cyt-p450-
tri3, tri8, tri9, trib, tri7, tril, tril2, tri6, MO
/30 °oC t?’llo, t7115, trilé
p450-MO, tril3, trild
Wasseraktivitdt | g, 1i5, trid, i3, tri7, | tril01, trill, tri3, tri8,
tril3, tril4, tril0, p450- tril, tri9, tril2, tril5,
/0.99 MO tril6, tri6

Die vorhergehenden Versuche bezogen sich alle auf einfaktorielle Analysen. Ob

es zu synergistischen Effekten bei der Anwendung von zwei Einflussfaktoren

kommt, sollte im Folgenden untersucht werden.

3.3.3.7 Einfluss einer Kombination von zwei Faktoren auf Genexpression und

Mykotoxinbildung in Fusarium culmorum und Fusarium graminearum: In

diesem Versuchsansatz wurden die Faktoren Wasseraktivitit

und

(aw)

Temperatur in Kombination im Medium eingestellt und der Pilz unter moglichst

konstanten Bedingungen inkubiert. So sollte untersucht werden, ob sich simultan

72




Ergebnisse

auftretende Parameter in der resultierenden Wirkung auf Genexpression und

Toxinbiosynthese eher synergistisch potenzieren oder gegenseitig abschwéachen.

F. culmorum wurde dazu auf YES Medium mit unterschiedlich eingestellter

Wasseraktivitdt (0.99, 0.98, 0.95, 0.93) unter jeweils verschiedenen Temperaturen

(30 °C, 25 °C, 20 °C, 15 °C) inkubiert und Proben genommen. Aus diesen wurde

jeweils flir Genexpressionsanalysen die RNA isoliert, sowie fiir die Toxinanalytik

mittels ELISA Deoxynivalenol extrahiert. Bei der Kombination 15 °C mit einem

aw von 0.93 konnten innerhalb des Messzeitraumes keine ausreichenden Mengen

an Biomasse gebildet werden, um die Mindestmenge erforderlicher Gesamt-RNA

daraus isolieren zu konnen. Aus diesem Grunde konnte fiir diesen Wert jeweils

nur die Toxinmenge bestimmt werden. Folgende Ergebnisse resultierten:

rel. Expression
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Abb. 45: Zweifaktorielle Genexpressionsanalyse in F. culmorum. Inkubation bei
Kombinationen von ,.,-Wert und Temperatur. 2-D-Ansicht.

Deutlich zu sehen in den Abbildungen 45 und 46 ist die starke Expression des

Trichothecengenclusters im Bereich um 30 °C - 25 °C bei einer Wasseraktivitit

von 0.99 bis 0.98. Bei 15 °C konnte aufSerdem auch hier wieder ein schwicherer
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Zusatzpeak unter suboptimalen Bedingungen beobachtet werden, bei den aw-

Werten 0.95-0.99 auch im niederen aw-Bereich.
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Abb. 46: 3-dimensionales Modell der Zweifaktoriellen Genexpressionsanalyse von F.
culmorum. Inkubation bei Kombinationen von .w-Wert und Temperatur. Es gilt dasselbe
wie fiir Abbildung 45.

Die jeweils gebildete Toxinmenge wurde mit ELISA ermittelt und ergab

folgendes, der Genexpression weitgehend entsprechendes Ergebnis (Abb. 47):
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Abb. 47: Zweifaktorielle Toxinbiosyntheseanalyse von F. culmorum bei
Kombinationen von ,w-Wert und Temperatur. ELISA-Analyse.
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Anders hingegen sah es bei Fusarium graminearum aus. Hier waren mehrere
Expressionsoptima eher diffus tiber den Analysebereich verteilt. Bis auf einige
Wenige war der {iberwiegende Anteil der Gene des Biosyntheseclusters eher auf
niederem Niveau exprimiert. Trotzdem war ebenfalls um den Temperaturbereich
30 - 25 °C eine Anhdufung an hochexprimierten Genen zu beobachten, sowie ein

weiterer Peak auf niedererem Expressionsniveau um die 15 °C (Abb. 48/49).
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Abb. 48: Zweifaktorielle Genexpressionsanalyse von F. graminearum. Inkubation bei
Kombinationen an ,~-Wert und Temperatur. 2-D-Ansicht.
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Abb. 49: 3-dimensionales Modell der Zweifaktoriellen Genexpressionsanalyse von F.
graminearum. Inkubation bei Kombinationen von .w-Wert und Temperatur.
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Selbiges galt fiir die mit ELISA ermittelte Toxinbiosynthese (Abb. 50).
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Abb. 50: Zweifaktorielle Toxinbiosyntheseanalyse von F. graminearum bei
Kombinationen von ,w-Wert und Temperatur. ELISA-Analyse.

Auf Grundlage der vorliegenden Analysendaten konnten folgende
faktorbezogene Mykotoxingenexpressionsmodelle fiir Fusarium entwickelt
werden:
pH pH
4 PEE [ BT 4 e ————m
5
Temperatur Temperatur
15°C = —aillilie... 30°C (15°C o ————suailll 30°C
25 °C
Wasseraktivitiit Wasseraktivitiit
093 . ——— 1 098 093 _ = __——] 099
Abb.  51:  Prdventionsmodell F.  culmorum. Abb. 52: Priventionsmodell F. graminearum.

Faktorspezifische Toxinbiosyntheseoptima in Fusarium Faktorspezifische Toxinbiosyntheseoptima in Fusarium

culmorum. graminearum.

Bei Berticksichtigung der vorliegenden Modelle kann die Induktion der
Mykotoxinbiosynthesegene verhindert oder stark vermindert werden, um so eine

Kontamination des Lebensmittels mit Mykotoxinen zu vermeiden.
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3.3.3.8 Einfluss einer Kombination drei von Faktoren auf Genexpression und
Mykotoxinbildung in Fusarium culmorum: Um den synergistischen Effekt
verschiedener gemeinsam auftretender, negativer und positiver Faktoren auf
Mykotoxinbiosynthese und Wachstum zu untersuchen, wurde F. culmorum unter
kombinierten Bedingungen inkubiert, welche sich anhand der Modelle als
besonders vorteilhaft bzw. nachteilig beziiglich der Mykotoxinbiosynthese
ableiten lielen. Als die Toxinbildung induzierende Faktoren, wurde eine
Kombination aus pH5/25°C/aw0.98 eingestellt, als am wenigsten induzierende

Kombination pH6/20°C/aw0.95.

Folgende Ergebnisse resultierten aus dieser Untersuchung;:

3000

WpH 5; 25 °C; 0.98

HpH 6; 20 °C; 0.95

2500

2000 -

1500

rel. Expression

1000 -

500

fop tri5  tri4 tri101 tri11  tri3  tri7  tri8 tri1  tri9 tri12 tri13 tri14 tri15 tri16 tri6 tri10 p450 btb
Gen

Abb. 53: Mikroarray Genexpressionsanalyse in F. culmorum unter einer Kombination
an  reprimierenden  bzw. fordernden Bedingungen beziiglich der
Mykotoxinbiosynthese. Wie deutlich zu sehen ist, addierten sich die férdernden, bzw.
reprimierenden Einflussfaktoren in ihrer Wirkung auf die Genexpression.

Tatsdchlich war die Expression der Mykotoxingene unter der Kombination an
fordernden, nicht induzierenden Faktoren entsprechend erhoht oder stark
vermindert (Abb. 53). Die Toxinbiosynthese folgte der Tendenz der
Genexpression, wohingegen das Wachstum bemerkenswerter Weise nicht im

gleichen Mafle beeinflusst wurde.
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Dies geht aus Abbildung 54 deutlich hervor:

1400 6

1200 -

1000 -

800 -

600 -

Toxinbiosynthese ng/g
WD WNJSYIEMIIUO[0)] ‘[T

400 A

200

pH5; 25 °C; 0.98 pH8; 20 °C; 0.95

Faktor

Abb. 54: Wachstum und Toxinanalyse in F. culmorum unter Kombinationen
von reprimierenden, bzw. férdernden Bedingungen. Die gebildete
Toxinmenge wurde mit ELISA ermittelt. Die gelben Balken stehen fiir das
relative Koloniewachstum in Zentimetern.

Wie in F. culmorum sehr gut analysierbar, waren alle Gene des
Trichothecenclusters stark reprimiert unter nicht-induktiven Bedingungen und
vice versa. Nur das Gen tril5, ein Negativregulator, war erwartungsgemaf

reziprok exprimiert. Die Mykotoxinbiosynthese entsprach der Genexpression.

Aus den erhaltenen Daten kristallisierte sich heraus, dass die faktorabhidngige
Geninduktion- und Repression auf transkriptionaler Ebene messbar ist und mit
der Toxinbildung anhand der Expressionsdaten einiger, jedoch nicht aller
Toxinbiosynthesegene korrelierbar ist. Die Expression der Mykotoxingene lief3
sich dabei immer einige Zeit vor der Bildung problematischer Mengen an Toxin
nachweisen. Auch das Ausmafs der Expression liefS sich z. T. sehr gut mit der
quantitativen Toxinakkumulation in Korrelation bringen. Allerdings zeigte sich
die Abhdngigkeit der Expression von dufSeren Einfliissen als komplexer als bisher
angenommen. So konnten Expressionspeaks unter suboptimalen Bedingungen
ausgemacht werden, z.B. nach Inkubation bei 15 °C. Bei dieser Temperatur
wurde eher eine niederere Expressions-, bzw. Toxinbildungsaktivitdt vermutet
im Vergleich zur Inkubation bei 20 °C. Des Weiteren konnte ein eindeutiger

Unterschied in der faktorabhingigen Genexpression zwischen F. culmorum und F.
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graminearum festgestellt werden. Es kam hierbei zu wunterschiedlichen

Auspriagungen von Expressionsmustern.

3.3.4 Analyse der differentiellen Genexpression in Penicillium: Nach Fusarium
als Vertreter unter den Pflanzenparasiten, die hauptsédchlich bereits auf dem Feld
zum Problem werden, sollte in nachfolgenden Versuchen die generelle
Regulation der Mykotoxinbiosynthesegene auch in Penicillium analysiert werden,
einem Schimmelpilz, der vor allem als Lagerkontaminant Bedeutung hat. Um
den tempordren Verlauf der Genexpression auch hier zu untersuchen, wurde
eine Expressionskinetik durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf wurde dann der

Einfluss verschiedener Wachstumsbedingungen auf diese Spezies analysiert.

3.3.4.1 Durchfithrung einer Genexpressionskinetik in P. nordicum: Zum
Feststellen einer grundlegenden Induktionskinetik, wurde reprasentativ P.
nordicum, ein starker Ochratoxin A-Bildner, fiir 16 Tage auf YES-Medium
inkubiert (Abb. 55) und parallel die Ochratoxinbiosyntheseleistung analysiert
(Abb. 56).

Wotapks Enps WotacHI EotaTra Entra Enreg Wasp1 W pksPV Obtb_PN

10001

8001

6001

rel. Expression

4001

2001

2 4 6 8 10 12 14 16
Tage

Abb. 55: Mikroarray Expressionskinetik  Penicillium. Mikroarray
Genexpressionsanalyse des Ochratoxin A Biosynthesegenclusters in Penicillium
nordicum {iber einen Zeitraum von 16 Tagen.

Wie aus den Daten ersichtlich, wurden einige Gene im Verlauf der 16 Tage

unregelméfiig, aber stetig hoher exprimiert (otapksPV, otachlPN, otatraPN),
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widhrend andere eine ansteigende und wieder abfallende Expression tiber die 16
Tage aufzeigten (otapks, nps, ntra, nreg, asp). Was jedoch besonders auffiel, war
eine auch bei dieser Spezies auftretende oszillierend ablaufende Expression aller
analysierten Gene, wie auch beobachtet beim tri5 Gen im Verlauf der Fusarium
culmorum Kinetik. Um die Expression eines gut korrelierten Gens der
Ochratoxinbiosynthese = mittels Real Time PCR der tatsdchlichen
Toxinbiosynthese gegeniiber zu stellen, wurde das gut korrelierte Schliissel-Gen
otapksPV ausgewdhlt, welches eine initiale Rolle im Ochratoxinbiosyntheseweg

einnimmt, es kodiert hier fiir eine Polyketidsynthase.

B Expression [Kopienzahl]l Ochratoxinbiosynthese [ng/g]

OTA [ng/g]
pksPV

Tage 16

Abb. 56: Toxin- und Genexpressionsanalyse des Polyketidsynthasegens otapksPV in
Korrelation zur OTA-Biosynthese in Penicillium nordicum. Die Toxinmenge wurde mit HPLC
bestimmt. Eine Expression des ofapksPV-Gens lieff sich ab dem Tag 2 nachweisen, eine
signifikante Toxinbiosynthese erfolgte ab dem 8. Tag.

Wie auf Abbildung 56 zu sehen ist, kam es zwischen Tag 2 und Tag 12 zu einem
sprunghaften Anstieg der Expression des Polyketidsynthasegens otapksPV. Am
Tag 14 knickte die Expression ein, um schliefllich zum Tag 16 nach oben
auszubrechen. Die Toxinbiosynthese mit nennenswerten Quantitdten begann hier
jedoch erst ab dem 8. Tag Inkubation. Auch hier hatte die Analyse der

Genexpression also wieder einen prediktiven Charakter.
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3.3.5 Einfluss duflerer Faktoren auf Genexpression und Mykotoxinbildung in
Penicillum nordicum und Penicillium verrucosum: In diesem Versuchsansatz
wurden Penicillium nordicum, sowie Penicillium verrucosum auf YES-Medium
inkubiert. Zuvor wurden die verschiedenen Parameter im Medium eingestellt. So
sollte untersucht werden, welche extrinsischen Parameter Einfluss auf die
Mykotoxinbildung in Lagerpilzen am Beispiel von Penicillium haben. Penicillium
nordicum und Penicillium verucosum sind beides starke Ochratoxin A Bildner. P.
verrucosum produziert aufserdem das Mykotoxin Citrinin. Bei der Lagerung von
Lebensmitteln ist es von besonderer Bedeutung, den Einfluss von Faktoren wie
pH, Temperatur, oder Wasseraktivitit auf die Expression relevanter Gene des
pathogenen Pilzstammes zu kennen, da man hier, anders als unter
Feldbedingungen, in einer kontrollierbaren Umgebung arbeitet, die sich

zugunsten der Haltbarkeit des Lebensmittels modifizieren ldsst.

3.3.5.1 Einfluss des pH in Penicillium nordicum: Zum Zweck der ndheren
Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf Penicillium nordicum, wurde
dieser auf YES-Medium mit unterschiedlich voreingestellten pH-Wert bei 25 °C
inkubiert. Aus dem erhaltenen Myzel wurde RNA isoliert fiir Mikroarray

Expressionsanalysen, sowie OTA extrahiert fiir die HPLC Toxinanalytik.

6000

HpH4 WpH5
EMpH6 @pHS8

5000

4000

3000

rel. Expression

2000

otapks nps otacHI otaTra ntra nreg asp pksPV btb
Gen

Abb. 57: pH abhingiges Expressionsprofil in P. nordicum. Expression der Gene des
Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter verschiedenen pH-
Bedingungen.
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Wie deutlich zu sehen ist, lag das Expressionsoptimum der meisten Gene des
Ochratoxinclusters in Penicillium nordicum bei pH 6 (otapks, nps, otachl, otatra, nreg,
pksPV), nur die Gene ntra und asp hatten ihr Expressionsoptimum bei pH 5,
waren jedoch insgesamt bei pH 4-6 ziemlich gleichméfiig exprimiert, ein Abfall
der Aktivitat war bei pH 8 zu beobachten. 5 Gene hatten aufSerdem einen zweiten
Expressionspeak bei pH 4 (otapks, nps, otatra, nreg und otapksPV). Das interne
Kontrollgen Betatubulin (btb) war vergleichsweise konstitutiv exprimiert. Bei der
anschliefend durchgefiihrten Toxin- und Wachstumsanalyse zeigte sich

folgendes Bild (Abb. 58).
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800.00 - D Induktion
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Ochratoxinbiosynthese [ng/g]
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WD WNJSYIEMIUO[0)] ‘[oX

200.00

100.00 -
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Abb. 58: pH abhingiges Wachstum und Ochratoxin A Biosynthese in P. nordicum.

HPLC der Ochratoxin A Toxinbiosynthese in P. nordicum nach Inkubation unter

verschiedenen pH-Bedingungen (blaue Balken). Relatives Koloniewachstum (gelbe

Balken).
Das Optimum beziiglich der Biosynthese von Ochratoxin A korrelierte nicht mit
dem beobachteten Wachstumsoptimum, jedoch mit der Expression eines
Grofsteils der Ochratoxinbiosynthesegene. Die proportionale Auspriagung der
Expression der einzelnen Gene innerhalb des Ochratoxingenclusters war dabei
untereinander nicht so extrem unterschiedlich wie zum Beispiel bei Fusarium.
Nur die Gene chIPN, sowie otapksPV waren vergleichsweise stark exprimiert. Die

optimalen Wachstumsbedingungen lagen, wie auch bei Fusarium, eher im

neutralen bis leicht alkalischen pH-Bereich. Eine erhohte
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Toxinbiosyntheseleistung ist also auch bei Penicillium nicht immer mit starkem

Wachstum gekoppelt.

3.3.5.2 Einfluss des pH in Penicillium verrucosum: Im Vergleichsstamm

Penicillium verrucosum resultierte folgendes Ergebnis (Abb. 59):

EpH8 WMpH6

18001

EpH5 @EpH4

16001

14001

12001

10001

8001

rel. Expression

6001

4001+

2001

otapks nps otacHI otaTra ntra nreg pksPV asp btb
Gen

Abb. 59: pH abhingiges Expressionsprofil in P. verrucosum. Expression der Gene des
Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter verschiedenen pH-
Bedingungen.

Interessanterweise lag das Expressionsoptimum eines Grofsteils der Ochratoxin A
spezifischen Gene von Penicillium verrucosum bei pH 8 (otapks, nps, otachl, otatra,
nreg und otapksPV), bzw. bei pH 4 (ntra). Die Gene ntra, asp und btb waren dabei
relativ gleichméflig exprimiert. Das Gen otapksPV war in Penicillium verrucosum
um den Faktor 3 stirker exprimiert im Vergleich zu P. nordicum.
Bemerkenswerter Weise trat auch bei diesem Stamm ein Nebenpeak unter

Bedingungen auf, die beziiglich des Wachstums suboptimal waren.
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Die Analyse der Proben auf gebildetes Ochratoxin A fiihrte bei diesem Stamm zu

folgendem Ergebnis (Abb. 60):
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Abb. 60: pH abhingiges Wachstum und Ochratoxin A Biosynthese in P. verrucosum.
HPLC der Ochratoxin A Toxinbiosynthese in P. verrucosum nach Inkubation unter
verschiedenen pH-Bedingungen (blaue Balken). Relatives Koloniewachstum (gelbe
Balken).

Die hochste Toxinbiosyntheseleistung lag bei Penicillium verrucosum um den pH
8, die maximale Eexpression lag bei einem Grofsteil der Biosynthesegene ebenfalls
bei pH 8. Das stirkste Koloniewachstum war bei pH 6 zu beobachten.
Entsprechend der vergleichsweise wesentlich hoheren Expression des
Schliisselgens otapksPV in P. verrucosum, ergab die Quantifizierung mittels HPLC

eine um den Faktor 7 erhohte Toxinmenge.

3.3.5.3 Einfluss der Wasseraktivitit in Penicillium nordicum: Unter
Lagerbedingungen ist gerade die vorhandene Wasseraktivitdt im Lebensmittel
oder Lagerraum einer der gewichtigsten limitierenden Faktoren fiir
Schimmelpilzwachstum und Toxinbiosynthese. Der Pilz benétigt einen
Mimimalbedarf an Luftfeuchte, um auskeimen und wachsen zu konnen. Vor
diesem Hintergrund wurde der Einfluss dieses Faktors auf Genexpression und

Toxinbiosynthese untersucht.
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Penicillium wurde dazu auf YES-Medium mit voreingestellten aw-Wert bei 25 °C

inkubiert. Folgendes Genexpressionsprofil resultierte:

3500

m0.99 m0.98
3000 W0.9530.93
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otapks nps otacHI otaTra ntra nreg pksPV asp1 btb
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Abb. 61: Von der Wasseraktivitit abhingiges Expressionsprofil in P. nordicum.
Expression der Gene des Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter
verschiedenen .-Bedingungen. Balken zeigen relative Expression.

Wie aus dem Genexpressionsprofil in Abbildung 61 ersichtlich, war die
Expression von 2 Genen des Biosyntheseclusters bei einem aw-Wert von 0.98, also
98 % frei verfugbaren Wassers, am hochsten (otapks, nps), bzw. bei 4 Genen bei
einem aw-Wert von 0.99 (otachl, otatra, nreg, pksPV). Das Gen, welches fiir einen
Nitrattransporter kodiert, hatte sein Optimum bei einem Wasseraktivitdtswert
von 0.93. Aufierdem war auch hier bei einigen Genen des Clusters ein weiterer
kleiner Peak bei einer relativen Luftfeuchte von 0.93 auszumachen. Von Seiten
der Expressionsstdrke fiel das Gen otachl, welches fur eine Chloroperoxidase
kodiert, besonders auf. Alle anderen Gene wurden auf niederem Niveau
exprimiert. Bei der Analyse auf gebildetes Ochratoxin A fiel auf, dass hier bei
einer Wasseraktivitdt von 0.99 auch am meisten Toxin produziert wurde, gefolgt
von 0.98 und 0.93 (Abb. 62). Das Wachstumsoptimum lag dieses Mal mit dem
Biosyntheseoptimum konform, was einmal mehr verdeutlicht, dass die
Wachstumsrate ein denkbar schlechter Faktor ist, um von diesem auf eine

bestimmte Toxinbiosyntheseleistung zu schliefSen.
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Abb. 62: Von der Wasseraktivitit abhingige Ochratoxin A Biosynthese in P.
nordicum. HPLC der Ochratoxin A Toxinbiosynthese in P. nordicum nach Inkubation
unter verschiedenen .w-Bedingungen (blaue Balken). Relatives Koloniewachstum

(gelbe Balken).
3.3.5.4 Einfluss der Wasseraktivitit in Penicillium verrucosum: Vergleicht man
nun die erhaltenen Daten mit den Werten fiir P. verrucosum, so ergibt sich

folgendes Bild:
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Abb. 63: Von der Wasseraktivitit abhingiges Expressionsprofil in P. verrucosum.
Expression der Gene des Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter
verschiedenen .-Bedingungen. Balken zeigen relative Expression.

Nimmt man dazu noch die Toxinbiosynthese unter gleichen Bedingungen (Abb.
64), so fdllt auf, dass hier Genexpressions- und Toxinbiosyntheseoptimum bei
einer Wasseraktivitdt von 0.98 lagen. Die Gene des Clusters waren beziiglich der
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Expressionsstarke sehr heterogen exprimiert. Die Wachstumsrate korrelierte

nicht mit dem Optimum der Toxinbiosynthese.
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Abb. 64: Von der Wasseraktivitit abhingiges Wachstum und Ochratoxin A
Biosynthese in P. verrucosum. HPLC der Ochratoxin A Toxinbiosynthese in P.
verrucosum nach Inkubation unter verschiedenen .,-Bedingungen (blaue Balken).
Relatives Koloniewachstum (gelbe Balken).

3.3.5.5 Einfluss der Temperatur in Penicillium nordicum: Nach der
Wasseraktivitdt hat auch die Lagertemperatur einen bedeutenden FEinfluss
zumindest auf die Wachstumsgeschwindigkeit eines Schimmelpilzes. AufSerdem
ist dieser Faktor mit relativ geringem technischen Aufwand in der Lagerhaltung
zu Ungunsten des Schimmelpilzwachstums modifizierbar. Penicillium wurde zur
Untersuchung dieses Wachstumsfaktors auf YES Medium in unterschiedlich
temperierten Brutschranken bei 15 °C, 20 °C, 25 °C und 30 °C inkubiert und auf

differentielle Genexpression, sowie Toxinbiosynthese und Wachstum analysiert.

Wie auf folgender Abbildung dargestellt (Abb. 65), lag das Expressionsoptimum
eines Grofiteils des Ochratoxinclusters bei einer Inkubationstemperatur von 25
°C. Ein weiterer Nebenpeak war wieder am Ende des Messbereichs, hier bei 15 °C

festzustellen.
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Abb. 65: Temperaturabhingiges Expressionsprofil in P. nordicum. Expression der Gene des
Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter verschiedenen Temperaturen.
Balken zeigen relative Expression.

Dem entsprechend lag die maximale Biosyntheseleistung an Ochratoxin A
ebenfalls bei 25 °C (Abb. 66). Mit relativ grofiem Abstand folgten 30 °C, dann 15
°C bzw. 20 °C. Das Wachstumsoptimum lag bei 30 °C abfallend zu 15 °C.
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Abb. 66: Temperaturabhingiges Wachstum und Ochratoxin A Biosynthese in P.
nordicum. HPLC des durch P. nordicum bei verschiedenen Temperaturen gebildeten
Ochratoxin A (blaue Balken); Relatives Koloniewachstum (gelbe Balken).

3.3.5.6 Einfluss der Temperatur in Penicillium verrucosum: Bei P. verrucosum
resultierten die gleichen Optima, jedoch war der Abstand bei &hnlichen
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Expressionswerten ( Abb. 67) zwischen 30 °C und 25 °C beztiglich der gebildeten

Toxinmenge wesentlich geringer (Abb. 68). Der bisher obligatorische Nebenpeak

trat auch bei diesem Stamm auf (15 °C):
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Abb. 67: Temperaturabhingiges Expressionsprofil in P. verrucosum. Expression der Gene
des Ochratoxin A Biosyntheseclusters nach Inkubation unter verschiedenen Temperaturen.

Balken zeigen relative Expression.

nreg asp

pksPV
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Auf der folgenden Abbildung sind die ermittelten Daten von Toxinbiosynthese

und Koloniewachstum abgebildet (Abb. 68).
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Abb. 68: Temperaturabhingiges Wachstum und Ochratoxin A Biosynthese in P.
verrucosum. HPLC der Ochratoxin A Toxinbiosynthese in P. verrucosum nach
Inkubation unter verschiedenen Temperaturen (blaue

Koloniewachstum (gelbe Balken).

Relatives

Nur geringe Mengen an Ochratoxin A wurden bei 15 °C gebildet, gefolgt von 20

°C, das Wachstumsoptimum lag bei 30 °C.
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Wie in der nachfolgend aufgefiihrten Tabelle ersichtlich (Tab. 6), waren auch bei
den beiden untersuchten Penicillien einige, jedoch nicht alle Gene mit der

Toxinbiosynthese zum Probenahmezeitpunkt kongruent.

Tab. 6: Expressionsunterschiede innerhalb des Genclusters nach Wachstum von P. nordicum und P. verrucosum bei
verschiedenen dufleren Einflussfaktoren. Dargestellt ist die faktorabhingige Korrelation einzelner Gene zur
Toxinbiosynthese.

o zum Optimum der zum Optimum der bei allen 3
aktor
Stamm JOpti Toxinbiosynthese Toxinbiosynthese Faktoren
ptimum
korrelierte Gene nicht korrelierte Gene korreliert
pH otapks, nps, otachl,
ntra, asp
/pH6 otatra, nreg, pksPV
p » Temperatur otapks, nps, otachl, otachl, pksPV,
. nordicum ntra, asp
/25 °C otatra, nreg, pksPV otatra, nreg
Wasseraktivitat otachl, otatra, nreg,
/0.99 A, otapks, nps, ntra
pH » asp, ntra, otatra, nps,
otachl, nreg
/pHS8 otapks
P. verrucosum Temperatur otapks, nps, otachl, otachl
/25°C otatra, pksPV nira, nreg, asp
Wasseraktivitit e, s, G, e
/0.98 otatra, ntra, pksPV 8 asp

Bei P. nordicum korrelierten bei allen Einflussfaktoren die Gene otachl, pksPV,
otatra und nreg. Bei P. verrucosum stimmte hingegen nur das Gen otachl mit der
augenblicklichen Toxinbiosynthese tiiberein. Dies ldsst sich vielleicht durch die
bivalente Toxinbildung erkldren, da dieser Stamm aufler Ochratoxin A auch das
hier nicht quantifizierte Mykotoxin, Citrinin, bildet. AufSerdem ladsst sich diese
geringe Gesamtiibereinstimmung durch die Diskrepanzen wahrend der pH-
Analysen erkldren. Wihrend nahezu alle Gene unter Einfluss der anderen
Faktoren mit der Toxinbiosynthese tibereinstimmten, war bei diesem Faktor der
Unterschied am ausgeprégtesten. Interessanterweise korrelieren auch hier, wie

schon in Fusarium beobachtet, faktorabhédngig unterschiedliche Sets an Genen.
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3.3.5.7 Einfluss einer Kombination von zwei Faktoren in Penicillium nordicum
und Penicillium verrucosum: In diesem Versuchsansatz wurden die Faktoren
Wasseraktivitit (aw) und Temperatur in Kombination eingestellt und der
jeweilige Penicillium-Stamm unter moglichst konstanten Bedingungen auf YES-
Medium inkubiert. So sollte untersucht werden, ob sich simultan auftretende
Parameter auch in Penicillium in der resultierenden Wirkung auf Genexpression
und Toxinbiosynthese synergistisch potenzieren, um so die Toxinbiosynthese
moglichst stark zu inhibieren. P. nordicum wurde hierzu auf einem Medium bei
unterschiedlich eingestellter Wasseraktivitdat (0.99, 0.98, 0.95, 0.93) und
Temperatur (30 °C, 25 °C, 20 °C, 15 °C) inkubiert und Proben genommen fiir
Genexpressionsanalysen sowie Toxinanalytik. Unter der Kombination aw -Wert
0.93 mit unterschiedlichen Temperaturen, konnte in P. nordicum nach dieser
Zeitspanne jedoch bei keinem Temperaturwert ausreichend Biomasse gebildet
werden, um eine addquate RNA-Ausbeute zu erhalten, bei P. verrucosum nur bei
den Kombination 20 °C, 25 °C und 30 °C mit einem aw von 0.93, bei 15 °C nur bis

zur Kombination 0.95.

Folgende Ergebnisse resultierten:
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Abb. 69: Zweifaktorielle Genexpressionsanalyse von P. nordicum. Inkubation bei
Kombinationen an ,w-Wert und Temperatur. 2-D-Ansicht.
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Deutlich zu sehen in den Abbildungen 69 und 70, ist die starke Expression des

Ochratoxingenclusters im Bereich um 25 °C - 30 °C bei einer Wasseraktivitdt von

0.99 bis 0.98.

rel. Expression
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Abb. 70: 3-dimensionales Modell der Zweifaktoriellen Genexpressionsanalyse von
P. nordicum. Inkubiert wurde bei Kombinationen an .,-Wert und Temperatur.

Bei 15 °C konnte aufierdem auch hier wieder ein schwicherer Zusatzpeak unter
suboptimalen Wachstumsbedingungen bei den aw-Werten 0.95-0.99 beobachtet

werden.
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Abb. 71: Zweifaktorielle Toxinbiosyntheseanalyse von P. nordicum bei
Kombinationen an ,w-Wert und Temperatur. HPLC-Analyse.

92



Ergebnisse

Anders hingegen sah es bei P. verrucosum aus (Abb. 72-74). Hier waren zwei
deutlich abgegrenzte Bereiche starker Genaktivitdt auszumachen. Diese lagen
zum einen nahe dem optimalen Wachstumsbereich zwischen den Kombinationen
25 °C mit einer Wasseraktivitiat von 0.93, bis zu 30 °C, bei einer Wasseraktivitit

von 0.99.
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rel. Expression

Abb. 72: Zweifaktorielle Genexpressionsanalyse von P. verrucosum.
Inkubation bei Kombinationen an ,w-Wert und Temperatur. 2-D-Ansicht.

Zum anderen war auch in dieser kombinierten Anwendung von Faktoren ein

Nebenpeakbereich um 15 °C/0.95 - 20 °C/0.93 zu beobachten.
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Abb. 73: 3-dimensionales Modell der Zweifaktoriellen Genexpressionsanalyse von P. 03

verrucosum. Inkubation bei Kombinationen an ,.-Wert und Temperatur.
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Zwischen diesen beiden Peakbereichen starker Genexpression war nur eine
rudimentédre Genaktivitdt auszumachen. Dies spiegelte sich in einer sehr geringen

Mykotoxinbiosyntheseleistung in diesem Bereich wider (Abb. 74).
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Abb. 74: Zweifaktorielle Toxinbiosyntheseanalyse von P. verrucosum bei

Kombinationen an ,w-Wert und Temperatur. HPLC-Analyse.

Aus den erhaltenen Daten konnten fiir Penicillium folgende faktorabhidngige
Expressionsmodelle generiert werden, die jeweils die Bedingungen aufzeigen, die

sich beziiglich der Mykotoxinbiosynthese als besonders férdernd auswirkten:

pH pH
4 | 8 4 F———— | 8
(5]
Temperatur Temperatur
15°C o e 30°C 15°C o e 30°C
25 25
Wasseraktivitat Wasseraktivitat
093 _ ] 099 |09 _ ] 098
Abb. 75: Priventionsmodell P. nordicum. Abb. 76: Priventionsmodell P. verrucosum.

Faktorspezifische Toxinbiosyntheseoptima in Fusarium Faktorspezifische Toxinbiosyntheseoptima in Fusarium

culmorum. culmorum.

Aus diesen Modellen lassen sich Bedingungen auswédhlen und in Kombination

anwenden, die am wenigsten zu einer Aktivierung der Toxinbiosynthesegene
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fihrten, um so eine mogliche Toxinbildung bestenfalls vollstandig zu verhindern.
Fiir die Lagerhaltung wéren so wichtige Erkenntnisse zur Verhinderung oder
Verminderung einer Mykotoxinkontamination im Lebens- oder Futtermittel

gewonnen worden:

3.3.5.8 Einfluss einer Kombination von drei Faktoren auf Genexpression und
Mykotoxinbildung in Penicillium nordicum: Um den synergistischen Effekt
verschiedener, gemeinsam auftretender, negativer und positiver Faktoren auf
Mykotoxinbiosynthese und Wachstum auch in Penicillium zu untersuchen, wurde
P. nordicum unter kombinierten Bedingungen inkubiert, welche sich laut den
Praventionsmodellen als besonders vorteilhaft bzw. nachteilig beziiglich der
Mykotoxinbiosynthese in diesem Stamm erwiesen hatten. Als die Toxinbildung
induzierende Faktoren wurde eine Kombination aus pH6/25°C/aw0.99

eingestellt, als am wenigsten die Genexpression induzierende Kombination

pH5/20°C/a,,0.95.

Folgendes Genexpressionsprofil resultierte bei P. nordicum:
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Abb. 77: Microarray Genexpressionsanalyse in P. nordicum bei einer Kombination
an reprimierenden und férdernden Bedingungen. Auch in diesem Stamm traten
synergistische Effekte der kombinierten Anwendung verschiedener Faktoren auf.
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Auch bei Penicillium konnte die Expression der Mykotoxinbiosynthesegene unter

einer Kombination an nichtinduzierenden Bedingungen stark reduziert werden

(Abb. 77),
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Abb. 78: Wachstum und Toxinbiosynthese von P. nordicum unter
reprimierenden bzw. fordernden Bedingungen. HPLC-Analyse. Gelbe
Balken zeigen das Koloniewachstum, blaue Balken die Toxinbiosynthese.

wohingegen es bei der kombinierten Anwendung von Bedingungen, die die
Genexpression induzieren, zu einer erhdhten Mykotoxinbiosynthese kam (Abb.

78).

Wie schon bei Fusarium liefS sich auch bei dieser Spezies die phénotypische
Toxinbiosynthese auf transkriptionaler Ebene anhand der Genaktivitdt des
Biosyntheseclusters messen bzw. hatte einen prediktiven Charakter. Die
Toxinbildung stimmte mit der Expression einiger, jedoch nicht aller Gene
tiberein. Wachstumsoptimum und Toxinbiosyntheseoptimum korrelierten jedoch
meist nicht miteinander. Quantitdt und Ausmafi der Genexpression zeugten oft,
aber nicht immer von einer hohen Mykotoxinbiosyntheserate. Auch bei
Penicillium konnten so genannte ,Stress”-Expressionspeaks unter suboptimalen
Bedingungen ausgemacht werden, so z. B. bei 15 °C. Offensichtlich ist eine durch
moderaten Stress induzierte Expression der Mykotoxinbiosynthese eine generelle

Reaktion bei allen untersuchten Einflussfaktoren.
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3.3.6 Einfluss von Licht auf Genexpression und Toxinbiosynthese in
Penicillium verrucosum: Die Untersuchung von Licht als weiteren Einflussfaktor,
der sich auf Wachstum, Genexpression und Mykotoxinbildung filamentoser Pilze
auswirken kann, ergab sich aus Beobachtungen in den vorhergehenden
Genexpressionsanalysen. Die Expression der Mykotoxingene war unabhingig
von der Natur des untersuchten Einflussfaktors und auch besonders zu
beobachten wihrend der Langzeitkinetiken einem oder mehreren Rhythmen
bzw. Expressionsschwankungen unterworfen. Bei vielen Spezies, Prokaryonten
wie Eukaryonten, haben sich zellulire Systeme entwickelt, die periodisch
ablaufen. Endogen Dbasierte Rhythmen sind hierbei meist durch
erndhrungsphysiologische Abldufe charakterisiert, wéhrend eine circadian
gesteuerte Rhythmik einen Organismus dazu befdhigt, sich auf tdglich
regelmafsig wiederkehrende Phéanomene einzustellen. Letztere ist meist an einen
Lichtrezeptor gekoppelt, iiber den die circadiane Uhr angesteuert werden kann.
Die Analyse der Regulation einer oszillierend ablaufenden Expression von
Mykotoxingenen ist von elementarer Bedeutung vor allem fiir die Probennahme
und Versuchsplanung bei Genexpressionsanalysen, da es von Bedeutung ist ob
man sich auf Expressionsebene zum Zeitpunkt der Probennahme in einem
Expressionswellental oder auf einem -Wellenkamm befindet. Vollig
unterschiedliche Daten wiirden resultieren. Die Ursache dieser periodischen
Schwankungen in der Expression der Mykotoxingene und die Differenzierung
zwischen einem etwaig vorhandenen, endogen oder circadian basierten
Rhythmus, sollte im Folgenden analysiert werden. Fiir die Versuche wurde
Penicillium verrucosum ausgewdhlt. Dies aus zwei Griinden: Erstens ist die
Toxinanalytik des von P. verrucosum produzierten Ochratoxin A relativ einfach
ohne Vorderivatisierung durchfiihrbar, zweitens waren die
Expressionsschwankungen hier besonders ausgeprdagt und gleichzeitig relativ
homogen. Mit diesem Stamm wurde nun zuerst eine 24-Stunden-Kinetik
durchgefiihrt. Zuvor wurde P. verrucosum 3 Tage unter einem Hell-Dunkel-
Intervall von je 12 Stunden inkubiert, damit er sich in einen etwaigen Rhythmus

einpendeln kann. Fiir die Hellphasen wurde eine Vollspektrum-Tageslichtlampe
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verwendet (siehe Methodenprotokoll). Aufierdem wurde als Vergleichskontrolle
eine entsprechende Charge im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf des Versuchs
wurde aus den erhaltenen Myzelien die RNA isoliert, sowie mittels HPLC auf
synthetisiertes Ochratoxin A analysiert. Mit den RN A-Populationen wurden Real

Time PCR Expressionsanalysen des otapksPV-Gens durchgefiihrt, eines initialen

Gens in der OTA-Biosynthese. Folgende Kinetik resultierte:
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Abb. 79: 48 Stunden Genexpressionsanalyse des
otapksPV-Gens in P. wverrucosum (Hell/Dunkel).
Gemessen wurde nach Wachstum unter 12 stiindig
alternierenden Hell-Dunkel Phasen.
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Abb. 80: 48 Stunden Genexpressionsanalyse des
otapksPV-Gens in P. verrucosum (Dunkel). Gemessen
wurde nach Wachstum in standiger Dunkelheit.

Auf den Abbildungen 79 und 80 ist deutlich ein Unterschied in der
Gleichmafligkeit der Genexpression zwischen 48-stiindiger Inkubation im
Dunkeln im Vergleich zu alternierenden Hell-Dunkel-Phasen auszumachen. Die
Expressionsschwankungen lassen sich folglich durch den Einfluss von Licht

synchronisieren.

Im direkten Vergleich, hier {iber einen Zeitraum von 24 Stunden (Abb. 81), lief3
sich deutlich beobachten, dass die Expression des otapksPV-Gens innerhalb der
ersten 12 Stunden anstieg, um dann in den darauf folgenden 12 Stunden wieder

abzufallen.
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Abb. 81: 24 Stunden HPLC Analyse der Ochratoxin A Biosynthese in P. verrucosum. Jeweils
bei Wachstum unter 12 stiindig alternierenden Hell-Dunkel Phasen, bzw. bei Wachstum in
standiger Dunkelheit.

Ebenso verhielt es sich mit der Biosynthese von Ochratoxin A. Hierbei waren
leichte Schwankungen erkennbar, jedoch wurde die Kinetik der
Toxinbiosynthese auch in kiirzeren Abstinden durchgefiihrt, was eine feinere
Auflosung  zulief. Die Dunkelkontrolle war auf Expressions- und
Toxinbiosyntheseebene vergleichsweise inhomogen, immer wieder von

besonders starken oder schwachen Peaks unterbrochen.

3.3.6.1 Identifikation und Inaktivierung eines White-collar-1 Homologs in P.
verrucosum: Um zu verifizieren, ob es sich um einen circadian basierten
Regulationsmechanismus in P. verrucosum handelt, wurde nach Homologen von
Genen gesucht, die in Neurospora crassa fiir diese Steuerung verantwortlich sind.
Hierbei handelt es sich um die Gene frq, wc-1 und wc-2. Funktionell fungiert frq
(Frequency) in N. crassa als Uhrenkontrollgen, bei den Genen wc-1 und wc-2
(White-Collar) handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die zusammen einen
lichtsensitiven, funktionsfihigen, heterodimeren Komplex bilden, der iiber ein
Binden an den Promotor des frg -Gens die Aktivitit von frq steuert. Die
Transkription von frq wird tiber einen negativen Ruckkopplungsmechanismus
durch das eigene Transkriptionsprodukt oszillierend reguliert, die Transkription

nachgeschalteter, uhrenkontrollierter Gene wird durch diese Rhythmik
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gleichfalls induziert beziehungsweise reprimiert. Genomische DNA von P.
verrucosum wurde hierzu mit Primern gescreent, die spezifisch fiir die genannten
Gene in N. crassa sind. Begonnen wurde mit dem Transkriptionsfaktor White-
Collar-1. Es wurden Primer aus der wc-1 Sequenz von N. crassa abstrahiert und
mit diesen eine PCR mit genomischer DNA von P. verrucosum durchgefiihrt.
Hierbei resultierte ein Amplifikat dhnlicher Grofie im vergleich zu N. crassa (Abb.

82).

Abb. 82: PCR bei 55 °C mit wcl-
Primern. Die Primer wurden aus
dem wcl-Gen von N. crassa
generiert. A = P. verrucosum B = N.
crassa, C = Grof3enstandard.

A B C

Die DNA dieser PCR-Bande (Abb. 82, Pfeil) wurde aus dem Gel
wiedergewonnen, aufgereinigt und in einen Vektor kloniert. Dann wurde mittels
Pilztransformation das dazugehorige Gen durch homologe Rekombination in
Penicillium verrucosum inaktiviert. Dies resultierte in einer leicht grofleren Bande

in der nachfolgenden Southern-Blot-Hybridisierung. (Abb. 83, Pfeil).

Abb. 83: Southern-Blot-
Hybridisierung  der  wc-1-
Amplifikation bei 55 °C. A =
wc-1(-) Transformante B = P.
verrucosum Wildtyp mit einer
aus dem wc-1-PCR-Produkt
generierten Sonde.

A B

Gleiche Beobachtungen machte auch Linnemannsttns (Linnemannstons et al.,
2002) bei der Inaktivierung von Genen der Karotinoidbiosynthese durch

homologe Rekombination in Fusarium fujikuroi. Anschlieffend wurden Homologe
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des Transkriptionsfaktors wc-2 und des Uhrenkontrollgens Frequency (frg) auf
gleiche Weise identifiziert (Abb. 84-1 und Abb. 84-2).

Abb. 84: PCR-Reaktion bei 55 °C mit
wc-2 und frg-Primern.
1) A =Groenstandard, B = wc-2
Homolog in P. verrucosum, C

- =wc-2in N. crassa.
2) A = Grofienstandard, B = frg
Homolog in P. verrucosum, C
= frqin N. crassa
A B C A B C
1 2

Die Geninaktivierung von wc-1 sollte zu einer verdnderten Licht-Dunkel-
Reaktion fithren. Es handelt sich bei diesem Gen um einen Lichtrezeptor, zudem
ist es essentiell fur einen funktionellen WCC-Komplex (Cheng, 2003). Dies konnte
eingeschrankt bestédtigt werden, da die Inaktivierung bisher nicht stabil ist.
Interessanterweise synthetisiert die Awcl-Transformante das Mykotoxin
Ochratoxin A in signifikant hoheren Ausmafs im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
85).

25000

20000 Abb. 85: OTA-Biosynthese Wildtyp vs.
Awc-1 im Licht bzw. im
2 15000 Dunkeln.Vergleich der Ochratoxin A
Biosynthese des Wildtyps und der Awcl-
10000 Transformante, jeweils unter Licht (gelbe

Balken) oder im Dunkeln (schwarze
Balken).

8

Toxinbiosynthe

5000

808 T3 Awc-1 808 wiwe-1

Dies deutet auf eine wc-1 abhédngige Regulation der Ochratoxin A Biosynthese

hin. Offensichtlich wird die Transkription der Gene des Ochratoxinclusters durch
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den WCC-Komplex reguliert. Die Gene der Ochratoxinbiosynthese gehoren

moglicherweise zu den so genannten uhrenkontrollierten Genen (ccg).

3.3.6.2 Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Lichtwellenlingen auf
P. verrucosum: Um zu verifizieren, auf welcher Wellenldnge des Lichtspektrums
dieser Einfluss basiert, wurde P. verrucosum unter Lichtquellen mit definierten
Wellenldngen inkubiert und auf Verdnderungen beziiglich Wachstum und
Toxinbiosynthese analysiert. Um sekunddre Einflussfaktoren zu minimieren,
wurde die Inkubation in einem Phytotron mit voreingestellter Temperatur (25 °C)
und Luftfeuchte (70 %) durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die Kolonien fiir 3 Tage
im Dunkeln inkubiert, danach wurden sie jeweils unter unterschiedlichen
Plexiglasplatten mit definierter Wellenldngentransmission (Blau, Rot, Gelb)
weiter inkubiert (siehe Methodenprotokoll), bzw. im Dunkeln belassen. Folgende

Abbildung zeigt die Resultate dieser Untersuchung (Abb. 86).
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Abb. 86: OTA-Bildung in P. verrucosum bei verschiedenen Wellenlingen. HPLC-Analyse auf
Ochratoxin A. P. verrucosum wurde 3 Tage im Dunkeln bei 25 °C inkubiert und dann entweder im
Dunkeln belassen oder unter Licht verschiedener Wellenlénge fiir 6 Stunden weiterinkubiert.

Wie sich herausstellte wurde die Biosynthese des Mykotoxins Ochratoxin A
durch die Wellenldingen Blau (~390-460 nm) und Rot (~600-650 nm)

unterschiedlich stark reprimiert, wahrend es unter Gelblicht (~575 nm) sogar zu
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Abb. 87: Mikroarray Genexpressionsanalyse von P.
verrucosum in Blaulicht. Die Probennahme erfolgte nach
1, 2, 3 bzw. 4 Stunden Inkubation unter Blaulicht.
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einer gesteigerten Bildung des Mykotoxins kam. Erstaunlicherweise nahm die
Gesamttoxinmenge unter Einfluss des Blaulichts und Rotlichts sogar ab. Wurden
die Platten unter der jeweiligen Lichtquelle belassen, so kam es unter
Blaulichteinfluss zu keiner signifikanten Grofsenzunahme beziiglich des
Kolonieradius. Der Pilz hatte offensichtlich sein Wachstum eingestellt. Bei
Rotlicht war dieser Effekt nicht so stark ausgeprédgt, es war jedoch ein
vermindertes Wachstum beobachtbar. Bei Gelblicht hingegen proliferierte die
Kolonie rascher im Vergleich zur Dunkelkontrollee. Um den Einfluss des
Blaulichtes als den am stirksten reprimierenden Wellenldngenbereich auf
Transkriptionsebene zu untersuchen, wurden Kolonien dieses Stammes jeweils
im Dunkeln fiir 3 Tage inkubiert und dann entweder unter Blaulicht fiir 4
Stunden weiter inkubiert, oder im Dunkeln belassen. Nach jeweils 1, 2, 3 und 4
Stunden wurden Proben genommen, um Expressionsdnderungen innerhalb des
Ochratoxin A Biosyntheseclusters mit dem Mikroarray zu analysieren (Abb. 87

und 88).
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Abb. 88: Mikroarray Genexpressionsanalyse von
P. wverrucosum im Dunkel. Die Probennahme
erfolgte nach 1, 2, 3 bzw. 4 Stunden Inkubation im
Dunkeln.

Wie deutlich anhand der unterschiedlichen Expressionsstarke zu sehen, kam es
nach dem Uberfithren der P. verrucosum in das Blaulicht zu einer konzertierten
Repression der Genexpression des Ochratoxin A Clusters. Selbst die
tiblicherweise relativ konstitutiv exprimierten Kontrollgene Betatubulin (btb) und

alkalische Serinprotease (asp) wurden reprimiert. Dies spricht fiir eine generelle
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Hemmung des Organismus nicht nur auf Sekunddarmetabolitebene. Wurde die
Inkubation von P. wverrucosum nach Auskeimen der Sporen unter 5 Watt
Leuchtdioden fortgesetzt, einer wesentlich stdrkeren Lichtquelle im Vergleich zur
Plexiglastransmission (Abb. 89), so kam es im Vergleich zur Dunkelkontrolle
(Abb. 89 A) zu einer moderaten Inhibierung des Wachstums und der
Toxinbiosynthese im Rotlicht (Abb. 89 B) und zu einer starken Inhibierung von
Wachstum und Toxinbiosynthese im Blaulicht. Interessanterweise kam es dabei

nur zu der Ausbildung eines glasartigen Myzels ohne sichtbare Sporenbildung

(Abb. 89 C).

000 _

AN _ OTA> -

A B C a b c

Abb. 89: P. verrucosum, Inkubation unter verschiedenen Wellenlingen. P. verrucosum wurde jeweils fiir 5
Tage inkubiert im Dunkeln (A), unter einer Rotlicht-Diode (B) und unter einer Blaulicht-Diode (C). a,b,c
kennzeichnen die mit Diinnschichtchromatographie ermittelte jeweils gebildete Ochratoxin A Menge.

3.3.6.3 Untersuchung der Sensitivitit des OTA-Molekiils gegen
Blaulichtbestrahlung: Wurde ein Ochratoxinstandard (4 ng/ml) mit einer
Blaulicht-Diode bestrahlt, so kam es innerhalb von 24 Stunden zu einer

signifikanten Degradierung des Ochratoxin A im Vergleich zur Dunkelkontrolle

(Abb. 90).

- —-— Abb. 90: Blaulichtbestrahlung einer Ochratoxin
A Lésung. Eine 1 ml OTA-Losung (4 ng/ml)
wurde fiir 24 Stunden in einem 2 ml Eppendorf-

blaun dkl Gefafs mit einer Blaulicht-Diode bestrahlt.

OT&A-Strd

Aus den erhaltenen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass Wachstum,

Genexpression und Toxinbiosynthese filamentdser Pilze durch Licht
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verschiedener Wellenldnge im unterschiedlichen Ausmafs beeinflussbar ist.
Auflerdem zeigte sich das Ochratoxin A Molekiil sensitiv fiir Licht im blauen

Frequenzband um 390-450 nm.

3.3.7 In vivo-Anwendungen des Mycochip:

3.3.7.1 Nachweis von Fusarium in Weizen mit Mikroarray und Real Time PCR:
Die bisherigen Untersuchungen beschrdnkten sich auf den in vitro-Versuche.
Besonders interessant ist jedoch die Durchfithrung von Mikroarrayanalysen
direkt mit Lebensmittelmatrizes. Um den entwickelten Mycochip unter in vivo-
Bedingungen zu testen, wurde eine visuell nicht sichtbar kontaminierte Probe aus
dem Thinger Versuchshof (Versuchsstation lhinger Hof, 71272 Renningen) mit
einem Deoxynivalenolgehalt tiber dem gesetzlich zuldssigen Grenzwert
verwendet. So sollte tiberpriift werden, ob der Mycochip eine ausreichende
Sensitivitdt beztiglich Schimmelpilz-RNA aufweist, die direkt aus kontaminierter
Lebensmittelmatrix gewonnen wurde, ohne eine vorherige Vermehrung des
Pilzes auf Labormedium. Dies im Vergleich zu einer Probe gleichen Ursprungs,
bei der der Toxingehalt weit unter diesem Grenzwert lag. Welche der beiden

Proben stark belastet ist, war vorher nicht bekannt (Abb. 91).

Abb. 91: Weizenproben des Thinger Versuchshofs. A : belastete Probe; B:
Referenzprobe. Eine Kontamination war mit blolem Auge nicht zu erkennen.

Die aus diesen Proben gewonnene Pilz-RNA wurde nach reverser Transkription

in cDNA, jeweils mit unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierung gegen die Sonden
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des Mikroarray hybridisiert. Wie auf Abbildung 92 deutlich zu erkennen ist,
wurden die Gene des Clusters der Trichothecenbiosynthese nur in der
kontaminierten Weizenprobe exprimiert, wenn auch nur auf einem relativ
niedrigen Level, was sich jedoch mit der geringen Ausbeute an RNA erkldren
lasst (0,1 ug/pl). Bemerkenswerter Weise kam es zu keinen
Kreuzhybridisierungen zwischen der Weizen-RNA und den Gensonden auf dem

Array.

A

Abb. 92: Mikroarray Expressionsanalyse von Weizenproben. Analyse des
Trichothecengenclusters: Weizenproben Thinger Versuchshof. A : belastete Probe; B:
Referenzprobe.

Um die Expressionsergebnisse mit einer anderen Methode abzusichern, wurde
eine Real Time PCR mit Primern durchgefiihrt, die spezifisch fiir die Gene tri5,

tri12 und tri101 des Trichothecenclusters von Fusarium sind (Abb. 93):
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Abb. 93: Real Time PCR Expressionsanalyse von Weizenproben. Analyse der Gene tri5 A, tri12 B, tri101 C, jeweils
mit wenig belasteter Probe a und stark belasteter Probe b.

Aufierdem wurde die gebildete Toxinmenge semiquantitativ mittels

Diinnschichtchromatographie nachgewiesen.
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Wie in Abbildung 94 deutlich ersichtlich, konnte die stdrker belastete Probe mit

beiden Methoden eindeutig identifiziert werden.

- @

a b [ d

Abb. 94: Diinnschichtchromatographie von Weizenproben. DC-
Analyse Jeweils der wenig belasteten Probe a und stark belasteten
Probe b, Nivalenol Standard ¢, Deoxynivalenol Standard d (Pfeil).

Die Expression der Mykotoxinbiosynthesegene korrelierte aufSerdem
proportional mit der jeweils gebildeten Toxinmenge. Durch direktes Vergleichen
der Expressionsdaten, die mit Mikroarray bzw. Real Time PCR gewonnenen
worden waren, ldsst sich folgern, dass die Detektion von Expressionsignalen bei
sehr geringer RNA-Menge (0,1 - 0,5 pg/pl, bzw. 10 - 50 ng Gesamt-RNA, also 0,4
- 2 pg mRNA) mit Real Time PCR sensitiver moglich ist. Aus diesem Grund liefs
sich auch in der wenig belasteten Probe eine Expression der Gene nachweisen,
wenn auch auf deutlich niedrigeren Niveau im Vergleich zu der stdrker

belasteten Probe.

3.3.7.2 Nachweis von P. verrucosum in Weizen mit PCR, Real Time PCR und
Mikroarray: Weizen wird meist in grofien Silos gelagert. Diese Silos sind
konstruktionsbedingt tiblicherweise gut durchliiftet, es kann jedoch immer
wieder zu Feuchte-Nestern bzw. Feuchtwerden des Saatguts kommen. Oft
kommt es auflerdem durch die natiirliche Kornatmung zu einer erhohten
Temperatur und Luftfeuchte im Lagersilo, so konnen optimale Bedingungen fiir
das Wachstum von toxinbildenden Schimmelpilzen entstehen. Der Ansatz dieses
Versuchs war, eine Kontamination von Weizenkérnern mit dem Lagerpilz P.
verrucosum mit einer bestimmten relativen Feuchte im Getreidekorn zu
identifizieren und aufierdem mit einer aktiven Toxinbiosynthese zu korrelieren.

Dazu waren Primer von einer Polyketidsynthase von Monascus purpureus
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abstrahiert worden. Mit diesen wurde nach Art eines homologen Screenings in
genomischer DNA von P. verrucosum ein homologes Fragment gefunden (Abb
95/A2). Durch Inaktivierung des identifizierten homologen Gens in P.
verrucosum, konnte dieses funktionell als OTA-Polyketidsynthase klassifiziert
werden. Nach der Inaktivierung wurde OTA nur noch in sehr geringen Mengen,
eventuell tber einen alternativen Biosyntheseweg gebildet, wahrend die

Citrininbiosynthese weitgehend unbeeinflusst blieb (Abb. 95/B3).

- - Abb. 95: PCR mit spezifischen Primern fiir das
otapksPV-Gen. A1 DNA-Leiter, A2 positives
e PCR Produkt mit den spezifischen Primern fiir
> die Polyketidsynthase der OTA-Biosynthese in
g P. wverrucosum. Dieses PCR-Produkt wurde
sequenziert, und das dazugehorige Gen mittels
homologer Rekombination inaktiviert. B1 OTA-
Standard, B2 P. wverrucosum Wildtyp, B3 P.
verrucosum AotapksPV-Transformante. Es wird
nur noch Citrinin gebildet (dunkler Bereich
unter der OTA-Linie).

Aus dem sequenzierten homologen Genfragment wurden dann fiir P. verrucosum

spezifische otapksPV-Primer (Abb. 96) generiert.

r forward Primer

COGCAGGAAGGATCACGAAGAA ATATGACGGAGAGACCTGGCTCGACACCGTCG
TGACGGACTGCTTICTGCCALGTGGCAGGTATCTTTGTGAACCTCATGACTACCAL
GATCGACTTGTCTGAGAGAGGCATITTCATITGCGATGGAATTGATCGGTGGATG
CGAGCACCGAACGCAGATGCALACGACGCTCCTTCACACGTCCATGAGGTATTTG
CTTTGCACCATTGCGAATCAGGGTCCAAGTACCTCAGUGATGTTITTGCTTTCGAT
GCTCGTGATGGGTCACTTGTTGAAGTTGCTCTTGGTATTAGTTACCAAA AGGTTCC
AATCTCCGGAATACGCAGGGTACT GTCGAAGGCTATGCCAGTTGGTATTCAGCCA
CAAGTTCCTACTTCCCCTGCTGCAAATCA

reverse Primer

Abb. 96: Teilsequenz der Polyketidsynthase in P. verrucosum. Mit diesen spezifischen Primern
(grau unterlegt) kann P. verrucosum in Weizenkornern selektiv ab einer KBE-Konzentration von
104 nachgewiesen werden.

Um die Spezifitat dieser Primer fiir P. verrucosum zu testen, wurden verschiedene

Vertreter von Penicillium und Aspergillus mittels PCR auf mogliche

Kreuzhybridisierungen getestet (Tab. 7).
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Tab. 7: PCR Reaktionen mit den in P. verrucosum spezifischen otapksPV Primern. Mit dieser PCR, sollte die
Spezifitit der Primer anhand verschiedener Penicillien demonstriert werden. Keinen unspezifischen
Kreuzreaktionen traten auf, mit Ausnahme des nahe verwandten Ochratoxin A-bildners P. nordicum.

Spezies PCR Reaktion Spezies PCR Reaktion
P. verrucosum BFE500 + P. viridicatum BFE481 -
P. nordicum BFE487 + P. crustosum BFE573 -
P. nordicum BFE752 + P. commune BFE574 -
P. nordicum BFE751 + D. citreonigrum BFE659 -
P. nordicum BFE754 + P. citrinum BFE660 -
P. verrucosum BFE501 o P. glabrum BFE661 -
P. verrucosum BFE491 + F. solani BFE227 -
P. verrucosum BFE495 + F. moniliforme BFE312 =
P. verrucosum BFE497 + F. poae BFE324 -
P. nalgiovense BFE66 - E. proliferatum BFE347 -
P. camemberti BFE137 - A. carbonarius BFE640 -
P. chrysogenum BFE141 - A. niger BFE631 -
P. italicum BFE45 - A. ochraceus BFE635 -

Wie aus den in Tabelle 7 aufgelisteten Ergebnissen hervorgeht, kam es nur mit P.
nordicum, ebenfalls einem Ochratoxin-A-Bildner, zu einer Kreuzamplifikation mit
den otapks-Primern von P. verrucosum. Fiir den eigentlichen Versuch wurden nun
Weizenproben verwendet, die in 6 Liter Versuchssilos jeweils bei 14%, 19% und
24% rel. Kornfeuchte gelagert worden waren. Es wurden die KBE in diesen
Proben bestimmt und unter Verwendung der otapks-Primer eine PCR

durchgefiihrt (Abb. 97).
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Folgendes Ergebnis resultierte:

A B

AREE]

Abb. 97: PCR der analysierten Weizenproben mit
spezifischen Primern fiir das
Polyketidsynthasegen otapksPV von Penicillium
verrucosum. A: Weizen der mit Sporen von P.
verrucosum (102/g) kontaminiert wurde, Wachstum
bei 14% rel. F. B: Weizen mit einer PV-
Sporenkonzentration von 103/ g, Wachstum bei 19%
rel. F. C: P. verrucosum, P. nordicum. Selektiver
Nachweis ab einer KBE von 103/g nach Wachstum
bei einer rel. F. von 24%. Kreuzreaktion nur mit dem
nahe verwandten Stamm P. nordicum.

Wie auf Abbildung 97 zu sehen ist, konnte der selektive Nachweis einer

Kontamination mit P. verrucosum ab einer Sporenkonzentration von 103/g

erfolgen. Diese Konzentration wurde erreicht, wenn die Weizenkorner eine rel.

Kornfeuchte von mindestens 19% aufwiesen.

Zum Nachweis der Kontamination mit Mikroarray und Real Time PCR wurde

jeweils RNA aus einer nichtkontaminierten Weizenprobe gewonnen, sowie aus

einer Weizenprobe, die zuvor mit Sporen von P. verrucosum inokuliert worden

war und dann 58 Tage bei 25 °C inkubiert wurde (Abb. 98).

Abb. 98: Weizenkoérner kontaminiert mit Sporen von P.

verrucosum A, bzw.
Kontamination war mit blofen Augen kaum zu

erkennen.

nicht

kontaminiert B. Die

Von der kontaminierten Weizenprobe wurden regelméfiig Aliquots genommen

und nach Ablauf der Inkubationszeit mit den, fuir P. verrucosum spezifischen

Primern eine Real Time PCR-Expressionskinetik durchgefiihrt, sowie eine HPLC
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gestiitzte Analyse auf Ochratoxin A. Die Expression des otapksPV-Gen wurde
hierbei tiber einen Zeitraum von 42 Tagen verfolgt (Abb. 99):

35000~

30000

25000

20000

15000

rel. Expression otapks PV

10000

5000

6 7 8 9 10 1" 15
Zeit/Tage

Abb. 99: Real Time PCR Expressionskinetik des otapksPV- Gens in P.
verrucosum iiber einen Zeitraum von 42 Tagen. Lagerung bei 25 °C. Die
Expression der Gene stieg zwischen dem 22.-30. Tag rapide an.

Fiir die Analyse auf gebildetes Ochratoxin A wurde ein Zeitraum von 58 Tagen

bemessen (Abb. 100).

5000

4500
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3500

3000 Erste
signifikante
Toxinmengen
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2000

Real Time PCR  Mikroarray

Ochratoxinbiosynthese ng/g

1500

1000
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5 6 8 1" 15 18 22 25 30 37 42 58
Zeit/Tage

Abb. 100: Kinetik der Ochratoxin A Biosynthese in P. verrucosum iiber einen
Zeitraum von 58 Tagen. Lagerung bei 25 °C. Eine Expression der Gene des
Ochratoxinclusters lief sich mittels Mikroarray am 22. Tag nachweisen, mit Real Time
PCR ab dem 15. Tag. Ab ca. Tag 30/37 wurde Toxin in signifikanten Quantitdten
synthetisiert.
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Auflerdem wurden Negativprobe und kontaminierte Probe mittels Mikroarray
verglichen, um zum einen die Real Time PCR Ergebnisse zu bestitigen und zum
anderen die Sensitivitdt und Spezifitdt des Array auch fiir diese Art Anwendung

zu testen (Abb. 101).

C

Abb. 101: Mikroarrayanalyse der Expression des Ochratoxin A Biosyntheseclusters
in Weizen. Dieser war mit Sporen von P. verrucosum kontaminiert, bzw. nicht
kontaminiert. Expression der Mykotoxinbiosynthesegene (D) in der kontaminierten
Probe (B). In dieser Probe wurde Ochratoxin A 50 ng/g detektiert. In der nicht
kontaminierten Refrenzprobe (A) keine aktive Expression der OTA-Gene (C).

Mittels Mikroarray konnte eine Kontamination am 22. Tag nachgewiesen werden,
bei Verwendung der Real Time PCR war dies ab dem 15. Tag moglich. Wahrend
der Untersuchung von Weizenproben mit einem Feuchtegehalt von 14%, 19%
und 24%, konnte mit Real Time PCR festgestellt werden, dass es erst ab 24% zu
einer einer signifikanten Expression des otapksPV Gens und dadurch aktiven
OTA-Biosynthese kommt. Bei Weizenkérnern mit einem rel. Feuchtegehalt von
14% und 19% war dies nicht zu beobachten. Bemerkenswerter Weise war die aus
den Weizenkdrnern gewonnene Menge an P. verrucosum-RNA auflerdem
ausreichend fiir eine Mikroarray-Hybridisierung, obwohl eine Kontamination mit
bloffem Auge kaum auszumachen war. Eine Expression konnte hier am 22. Tag
nachgewiesen werden. Erst ab Tag 37 kam es jedoch zu einer signifikanten
Toxinbiosynthese. Wie ersichtlich war die Sensitivitat des Mikroarray ebenfalls
ausreichend fiir in wvivo Kontaminationsversuche auf Weizenmatrix. Der

Nachweis einer Kontamination von Lebensmittelproben mit Schimmelpilzen
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gelingt also {iiber selektive PCR und eine Messung der Transkription der
Biosynthesegene (Schmidt-Heydt et al., 2007e). Aus den Expressionsdaten kann
auflerdem auf eine zukiintige Toxinbiosynthese geschlossen werden. Von
besonderem Interesse ist nattirlich die mogliche Anwendbarkeit in der Pflanze
selbst. Der nédchste logische Schritt war daher, den Mycochip direkt unter
simulierten Feldbedingungen an der wachsenden Wirtspflanze zu testen. Zu
diesem Zweck wurden zwei reprasentative Weizensorten ausgewahlt. Eine Sorte,
Thasos, verftigt tiber eine moderate Resistenz gegen einen Befall mit Fusarium,
wohingegen die zweite Sorte, Taifun, {iber keine solche Resistenzeigenschaften

verfugt:

3.3.7.3 Expressionsverlauf der Trichothecenbiosynthesegene bei Wachstum von
Fusarium culmorum auf Weizensorten verschiedener Resistenz gegen
Fusarium: In diesem in vivo -Versuch wurden Weizenkorner der Sorten Thasos
und Taifun eingesetzt, die nach Einstufung des Bundessortenamtes eine

unterschiedliche Resistenz gegen einen Befall mit Fusarium aufweisen (Tab. 8).

Tab. 8: Verwendete Weizensorten. Rot umrandet sind die ausgewéhlten Weizensorten
und deren ziichtungsabhingige Infektanfalligkeit gegen Fusarium. Die Weizensorte
Taifun besitzt hierbei keine besonderen Resistenzeigenschaften gegen eine Infektion mit
Fusarium, die Sorte Thasos zeichnet sich durch eine moderate Resistenz aus. Quelle: IPZ-
LfL, ALF SG 2.1 P Bundessortenamt.

- Ertrags- Wachstums- .
Ertraj
Qualtit 1) g komponenten merkmale Resistenz

Sorte Fal- RMT- Roh- Mehl|Matel  ex- i | Best Kome THG |Wuehi- Stand- Reife | Mehl- DTR Braun- Geb- Sept Sept | Fusa-

zahl Vol protein aush fwert tensiv tensw |dichte zahl hihe festgh. tau rost rost1) it mod.1)riumi)
mehrjahrig geprufte Sommerweizensorten
Eminent E + #4+ + &+ | () - o Ji#) +) o | o o B I T o - 1
Taifun E #+ #+ ++ o + # 4 o (4 + + (=) + +#1 #  + + 4+ e
Thasos E * Lad 4+ {#) ] (=) - (=) © i+) -] i=} -] -] - (=) - (+) L] * | (+)
Triso E + +++ +++ o e (+) @ + =) +)| e o L =) o e == {+) + (+)
Monsun A #=+ (%) (4} (%) -] ] {*) | (=} o 4+ {+} o =) | £} (4) -] * i+ (#) a
Melissos A+ ) = o + L € T N C0 T € TR S O O €5 - N £5 TR £ 5 T € I € T €3 T £ B
Picolo A 4 + S o B R S - T £ T 0 B I £ o o o # + (=) e e
zweijahrig geprufte Sommerweizensorten (vorlaufige Einstufung)
Epos E ++ +++ +++ o e + -l e o | [+ + e [{-) e (#) (+) (+)
Tybalt A 4 {4 4 e + 4 H =y e (4} 44+ (4 o | 4+ () 4 (=) =

C) Emnsiufung nach BSL 2005
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Die Weizenkorner wurden durch Bestrahlung mit 3 Kgray sterilisiert und in je 5
,Mitscherlich”-Topfe D = 20 cm (je Topf 10 Weizenktrner mit einem
entsprechenden Torf/Erde/Sand (10:85:5) Gemisch) ausgesit. Der Versuch fand
in einem Phytotroninkubationsraum mit voreingestellten Wachstumsprogramm
statt, welches den nattirlichen Feldbedingungen nachempfunden war (Abb. 102;

Programm in Methodenbeschreibung).

A Sl ‘. o : - k-

Abb. 102: Weizenversuch Phytotron. A und B zeigen ausgekeimte Weizenpflinzchen der Sorten Thasos und
Taifun, welche in speziellen ,Mitscherlich”-topfen unter den kontrollierten Wachstumsbedingungen des
Phytotron angezogen wurden. C Erntereife Weizenpflanzen D Ahrenfusariose, symptomatisches Ausbleichen der
Ahre, so genanntes ,headblight”.

Die Oberfliche der Erdmischung, sowie die auskeimenden Pflanzen wurden
mehrmals mit einer Sporensuspension (107 KBE/ml) von Fusarium culmorum
inokuliert. Zu 6 verschiedenen Zeitpunkten, nach 46, 68, 74 ,81, 89 und 95 Tagen
wurden Proben genommen (Jeweils die ganze Ahre), die RNA isoliert und mittels
Mikroarray die Expression der Gene des Trichothecenbiosyntheseclusters
gemessen (Abb. 103 und 104). Im Folgenden ist der Ablauf der Genexpression des
Mykotoxinbiosyntheseclusters in Fusarium bei Wachstum in wvivo auf

Weizenpflanzen der Sorten Taifun und Thasos dargestellt.

2500~

W46 Tage W68 Tage W74 Tage @81 Tage W89 Tage @95 Tage

rel. Expression

fpp  tri5  tri4 101 tri11 i3 tri7  ti8  tri1 tri9  tri12  ti13  tri14  tri15 tri16 tri6  tri10 p450 btb
Gen

Abb. 103: Expressionsanalyse der Trichothecengene in Fusarium culimmorum nach
Wachstum auf Weizenpflanzen der Sorte Taifun. Weizenpflanzen ohne besondere 114
Resistenzeigenschaft gegen Fusarium.
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Die Expression war interessanterweise auf Weizen der Sorte Taifun (Abb. 103)
ungefdhr doppelt so hoch im Vergleich zur Expression bei Verwendung der
Weizensorte Thasos als Wirtspflanze (Abb. 104). Die Resistenzeigenschaften
dieser = Weizensorte fithrt zu einer verminderten Expression der

Mykotoxinbiosynthese in Fusarium.

900

800 I

W46 Tage W68 Tage W74 Tage @81 Tage W89 Tage D95 Tage

rel. Expression

fop tri5 tri4  tri101 tri11 i3 tri7 tri8 tri1 tri9  tri12  tri13  tri14  tri15 tri16  tri6  tri10 p450 btb
Gen

Abb. 104: Expressionsanalyse der Trichothecengene in Fusarium culmorum nach
Wachstum auf Weizenpflanzen der Sorte Thasos. Weizenpflanzen mit moderater
Resistenzeigenschaft gegen Fusarium. Insgesamt lag ein wesentlich geringeres
Expressionsmaximum vor im Vergleich zur Weizensorte Taifun, sonst dhnlicher
Expressionsverlauf.
Mykotoxine haben im Fall von Fusarium auch eine Bedeutung als
Virulenzfaktoren, was bedeutet, dass der Pilz mit dem Mykotoxin die Pflanze
effizienter infizieren kann. Die erhaltenen Daten wurden mittels Real Time PCR

anhand der Expression des Trichothecenbiosynthesegenes tri5 validiert (Abb.

105).
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Abb. 105 Real Time PCR Weizenpflanzen. Real Time PCR Expressionsanalyse anhand des fri5-
Gens iiber den Zeitraum von 95 Tagen, jeweils in Thasos A und Taifun B. 115
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Aufierdem wurde mittels ELISA die von F. culmorum bis zum jeweiligen
Probenahmezeitpunkt gebildete Toxinmenge bestimmt (Abb. 106) und mit der

Genexpression in Korrelation gesetzt.
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Abb. 106: ELISA Weizenpflanzen. ELISA Toxinanalyse iiber den Zeitraum von 95 Tagen, jeweils in Thasos A
und Taifun B.

Vergleicht man den mittels Mikroarray erhaltenen Datensatz mit dem der Real
Time PCR Validierung anhand des tri5 Gens, so zeigt sich, dass sich diese
ziemlich genau entsprechen, mit Ausnahme der letzten Mikroarraymessung am
Tag 95. Die Ausbeute an mRNA lag hier jedoch weit unter der optimalen Grenze
fur eine Mikroarray-Hybridisierung. Aufféllig war, dass auch in diesem in vivo-
System die Expression der Biosynthesegene ihren Zenit nach 74 Tagen erreichte,
die Toxinbildung jedoch am Tag 81 bzw. 89, um dann, wie auch die Expression
der Gene, wieder abzufallen. Die Gesamttoxinakkumulation war bei der weniger
gegen Fusarium resistenten Weizensorte, Taifun, zehnfach erhoht im Vergleich

zur Weizensorte Thasos mit moderaten Resistenzeigenschaften.

Die erhaltenen Daten bestitigten die Funktionalitdt des Mikroarrays sowohl fiir
experimentelle  Fragestellungen auf Labormedium als auch auf
Lebensmittelmodellmedium. Zudem verfugt der entwickelte Mikroarray tiber
eine ausreichende Sensitivitdt bei der Verwendung von sehr geringen RNA-
Mengen die beispielsweise aus Weizenkornern, einer relativ problematischen

Lebensmittelmatrix, gewonnen werden konnten. Uber eine Messung der
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Genexpression konnte auch hier, wie bereits in vitro gezeigt, eine zukiinftige

Toxinbiosynthese prognostiziert werden.

Ob der Mikroarray auch eingesetzt werden kann um zwischen dem Auftreten
verschiedener Mykotoxin-Chemotypen zu differenzieren, sollte im Folgenden an
Fusarium graminearum gezeigt werden. Wie bereits einleitend erldutert kommen
von dieser Spezies jeweils unterschiedliche Chemotypen vor die das Mykotoxin
Deoxynivalenol entweder in der 3’ acetylierten Form synthetisieren, oder mit

einer Acetylgruppe am 15" C-Atom.

3.3.8 Differenzierung zwischen unterschiedlichen DON-Chemotypen von
Fusarium graminearum: F. graminearum ist ein wichtiger pflanzenpathogener
Ascomyzet, der vor allem auf Weizen und Mais in ganz Europa und den USA
vorkommt. Abgesehen vom wirtschaftlichen Schaden durch Infektion von
Lebensmittelpflanzen schon auf dem Feld, die nach giiltigem EU-Recht nicht
mehr in Verkehr gebracht werden diirfen, ist F. graminearum in der Lage, die fiir
Mensch und Tier toxischen Trichothecenmykotoxine Deoxynivalenol (DON),
sowie dessen Derivate 3-Acetyl-deoxynivalenol (3A-DON), und 15-acetyl-
deoxynivalenol (15A-DON) zu synthetisieren. Die Biosynthese des
entsprechenden Derivats wird durch jeweils andere Chemotypen durchgefiihrt.
DON synthetisierende Chemotypen von F. graminearum kommen in
verschiedenen europdischen Lindern und den USA vor. Einige Stimme
produzieren jedoch zum grofien Teil 3A-DON, Andere 15A-DON. In Norwegen,
Deutschland, Danemark, Ungarn und der UK, wird hauptsachlich der 3A-DON-
Chemotyp gefunden, wihrend in Frankreich und den USA meist 15A-DON-
Chemotypen vorherrschen. Die Acetylierungsposition beeinflusst im starken
Mafle die Toxizitdt des jeweiligen Derivats (Kimura et al., 1998). Aus diesem
Grunde ist es von Bedeutung den jeweils im Lebensmittel auftretenden
Chemotypen schnell und sicher zu identifizieren um eine Risikoeinschidtzung
beziiglich des im Lebensmittel gebildeten Toxins treffen zu konnen. Zur

Durchfiihrung dieses Versuches wurden Exemplare von F. graminearum aus
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verschiedenen Regionen ausgewdhlt, die entweder zum 3-A-DON-Chemotyp
oder zum 15-A-DON-Chemotyp gehoren. Dieser Versuch wurde in Kooperation
mit einer italienischen Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Institute of Sciences of Food

Production, ISPA, Italien). Folgende Stimme wurden verwendet:

Tab. 9: Fusarium graminearum Staimme fiir die Chemotyp-Differenzierung. Die
Stamme sind typisch fiir die verschiedenen Regionen und gehoren jeweils zum 3-
Ac-DON, bzw. zum 15-Ac-DON Typus.

StammNs. Chemotyp geographische
Herkunft
126 3-A-DON Italien
633 3-A-DON [talien
646 3-A-DON Italien
4435 15-A-DON Jugoslawien
4436 15-A-DON Jugoslawien
4438 15-A-DON Jugoslawien
4439 15-A-DON Jugoslawien
4459 15-A-DON Jugoslawien
4475 15-A-DON Japan
5356 15-A-DON USA

Die Genexpressionsanalyse anhand des #7113 Gens des Trichothecenclusters wurde
mittels Real Time PCR durchgefiihrt und zum Teil mit Mikroarray validiert. Da
dieses Gen fiir eine 15-O-Acetyltransferase kodiert, welche jedoch nur bei einer
Acetylierung am 15" C-Atom des Deoxynivalenol-Molekiils benétigt wird, sollte
dieses Gen folglich auch nur in diesem Chemotyp exprimiert werden, oder
zumindest in einem signifikant hoheren Ausmaf§ im Vergleich zum 3-A-DON-

Chemotyp.
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Die verwendeten tri3-Primer (Abb. 107) sind spezifisch fiir beide Chemotypen

von F. graminearum.

TTGTTCATCA GTGACGGTGTF CAACGAACGC TTCATTCCTC GCGAAATCAA 50
AACAAGTAGT CACTGCCACA GTTGCITGCG AAGTAAGGAG CGCTTTAGIT

GCGAACTGCA ACAGGCGAGG ACGTTTTGTC CGTTGAAAGC ATAGACTTTA 100
CGCTTGACGT TGTCCGCTCC GCAAAACAG GCAACTTTCG TATCTGAAAT

<

TTGTGAACCA GTCTTTGCCA TATCT 125
AACACTTGGT CAGAAACGGT ATAGA

Abb. 107: Sequenzabschnitt des tri3-Gens in F. graminearum. Die verwendeten Primer sind rot unterlegt. Das
Gen sollte nur im 15-A-DON Chemotyp exprimiert sein, bzw. signifikant hoher exprimiert im Vergleich zum 3-A-
DON Chemotyp

Die Toxinanalytik wurde mit HPLC durch die italienischen Kooperationspartner

durchgeftihrt.
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Abb. 108: Real Time PCR Genexpressionsanalyse des #ri3-Gens in F.
graminearum. Stamm-Nr 126 (3-A-DON Chemotyp) und Nr. 4435 (15-A-DON
Chemotyp) im Vergleich. Das Gen wurde im 15-A-DON Chemotyp signifikant
hoher exprimiert im Vergleich zum 3-A-DON Chemotyp

Zuvor wurden die Stamme auf YES-Medium fiir 5 Tage bei 25 °C inkubiert, die

RNA isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben.
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Validiert wurde dieses Ergebnis exemplarisch mittels Mikroarrayanalyse:

A B
Abb. 109: Mikroarray Genexpressionsanalyse des Trichothecenclusters in F.
graminearum. Stamm-Nr 126 (A = 3-A-DON Chemotyp) und Nr. 4435 (B = 15-A-DON

Chemotyp) im Vergleich. Gemessen wurde die differentielle Expression des Tri3-Gens
(blaue Kreise).

Wie in der Real Time Genexpressionsanalyse zu sehen war (Abb. 108) und auch
mittels Mikroarray validiert werden konnte (Abb. 109), ist es moglich, anhand
des tri3-Gens zwischen den zwei verschiedenen Chemotypen von F. graminearum
zu unterscheiden. Dieser Expressionsunterschied trat bei allen untersuchten

Stammen reproduzierbar auf.

Mit dem entwickelten Mikroarraysystem Mycochip ist es moglich, zwischen

unterschiedlich auftretenden Schimmelpilzchemotypen zu differenzieren.
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4 Diskussion:

Ein Mikroarray fiir die Analyse der Regulation von Biosynthesegenen der
wichtigsten  lebensmittelrelevanten =~ Mykotoxine  Aflatoxin, = Ochratoxin,
Trichothecen sowie Fumonisin, konnte im Verlauf dieser Arbeit entwickelt
werden (Schmidt-Heydt und Geisen, 2007a). Die Oligonukleotidsonden dieses
Mycochip sind spezifisch fiir die dazugehorigen Gene. Keine signifikanten
Kreuzhybridisierungen traten auf, aufier zwischen stark homologen Genen, wie
zum Beispiel den Polyketidsynthasen der unterschiedlichen Spezies. Bisher noch
nicht identifizierte Gene des Ochratoxin A Biosynthesewegs in P. nordicum
konnten wéhrend der Vorarbeiten dieser Dissertation gefunden und funktionell
verifiziert werden (Geisen, Schmidt-Heydt und Karolewiez, 2006). In initialen
Anwendungsversuchen konnte gezeigt werden, dass die mit dem Mycochip
durchgefiihrten Hybridisierungen sehr stringent und spezifisch verlaufen. Der
Mikroarray kann dabei eingesetzt werden, um zum einen den Einfluss
verschiedener Wachstumsparameter auf die Regulation von Mykotoxin-
biosynthesegenen zu untersuchen und zum anderen zur Identifikation und
Differenzierung verschiedener Schimmelpilzspezies und Chemotypen. Die
Zielsetzung dieser Arbeit, eine Korrelation zwischen phéanotypischer
Auspragung der  Mykotoxinbildung und deren  Regulation auf
Transkriptionsebene zu finden, wurde durch den Einsatz des entwickelten
Mikroarrays in verschiedenen Fragestellungen erreicht (Schmidt-Heydt et al.,
2007b-e). Um eine kausale Signifikanz der Datensdtze aus den unterschiedlichen
Experimenten zu sichern, war es prinzipiell nétig, einige Normalisierungsschritte
einzufugen (Dufva, 2005) (Siehe Punkt: Normalisierung der Datensitze).
Transkriptionale Analysen von Schimmelpilzen mittels Mikroarray wurden
bisher nur mit Est-Chips (expressed sequence tags) durchgefiihrt, bzw. mit Full-
Genome-Chips und hier auch mit einer vollig anderen Zielsetzung wie Genom-
oder generelle Identifikationsanalysen (Jin et al., 2007; Guldener et al., 2006).
Unter dem Aspekt der Nahrungsmittelsicherheit ist es jedoch von grofler

Bedeutung die Regulation der fiir die Mykotoxinbiosynthese relevanten Gene zu
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verstehen. Um dieses Ziel zu erreichen wurden mit dem entwickelten Mikroarray
als Monitoring- und Analysetool verschiedene in vitro und in vivo Versuche

durchgefiihrt:

In vitro Versuche konnten verwirklicht werden, durch Verwendung von hierfiir
entwickelten Lebensmittelmodellmedien und Labormedium. Auf diese Weise
konnte die Genregulation im Kontext zu phéanotypischer Toxinbiosynthese und
Wachstum in reprédsentativen filamentdsen Pilzen untersucht werden. Dass
bestimmte Wachstumsparameter einen starken Effekt auf die Biosynthese von
Mykotoxinen haben konnen, beschrieb z.B. Haggblom (1982) beziiglich des
Einflusses von Wachstumsphase, Temperatur und Inokkulumgrofie auf die
Ochratoxin A Produktion in P. verrucosum. Gonzalez et al. (1987) analysierte den
Einfluss der Temperatur auf die Wachstumsrate von Penicillium, Aspergillus und
Fusarium, Kokkonen et al. (2005) den des Substrats auf die Mykotoxinbiosynthese
in verschiedenen Penicillien. Arroyo et al. (2005) untersuchte den Effekt der
Wasseraktivitdt auf die Biosynthese von OTA beim gleichen Stamm, wahrend
Hope et al. (2005) und Llorens et al. (2004) den Einfluss von Wasseraktivitdt und
Temperatur auf die Biosynthese von Trichothecenen in Fusarium culmorum und F.
graminearum beschrieben. Diese und andere Publikationen zeigen auf, dass die
Mykotoxinbiosynthese sehr variabel ist. In dieser Arbeit wurden erstmals
systematisch die Zusammenhidnge zwischen Wachstum, Toxinbiosynthese und
Expression der Gene des jeweiligen Genclusters unter dem Einfluss
verschiedener dufierer Faktoren untersucht. Dies sowohl fiir zwei reprasentative
Vertreter der Gattung Fusarium, als auch fuir Penicillium. Beispielsweise wurden
P. nordicum und F. culmorum auf einem die Toxinbiosynthese fordernden
Medium inkubiert, sowie auf einem Medium welches die Toxinbiosynthese
hemmte. Entsprechend dem Einfluss des Mediums, kam es entweder zu einem
starken Expressionssignal des gesamten Biosyntheseclusters, oder zu einer nur
schwachen Aktivierung einzelner Gene und folglich zu einer verminderten
Mykotoxinbildung. Eine besondere Stirke des Mycochip war die Moglichkeit

Expressionskinetiken durchzufiihren. Fusarium culmorum wurde dazu auf zwei
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verschiedenen Medien tiber einen Zeitraum von 30 Tagen wachsen gelassen. Auf
Labormedium YES und auf Mais-Medium, welches ein natiirliches Habitat
simulieren sollte. Beide Medien fordern die Toxinbiosynthese. Auf dem
nahrstoffreichen Maismedium wurde insgesamt weniger Toxin synthetisiert im
Vergleich zum YES Medium. Moglicherweise ist dies auf die verschiedene
Nahrstoffzusammensetzung, Hemmstoffe und/oder etwaige Matrixeffekte
zuriickzufiihren. Ublicherweise wird ja der Sekunddrmetabolismus aktiviert,
wenn es wihrend der Idiophase zu einer Né&hrstoffverarmung des Substrats
kommt (Bu'lock, 1974; Liao et al., 1995). Mais-Medium ist eher reichhaltig.
Beziiglich der Aktivierung der Biosynthesegene auf dem jeweiligen Medium,
konnten auch hier signifikante Unterschiede beobachtet werden. Letztlich kam es
jedoch auf beiden Medien zu einem indikativen Expressionsmuster. Dieses zeigte
eine aktive Toxinbiosynthese an, die phanotypisch jedoch erst einige Tage spater
auftrat. Da das spezifische Expressionsmuster auch dann noch persistierte, kann
man zu Beginn der Expressionsmessung von einer Vorhersagefunktion der
Transkription sprechen, wihrend es im spéteren Verlauf, hier nach ungefdahr 10
Tagen, zu einer Korrelation zwischen Induktionsmuster und tatséchlicher
Toxinbiosynthese kommt. Schematisch ist dieser Vorgang in folgender

Abbildung dargestellt:

Vorhersage Korrelation

Abb. 110: Vorhersagefunktion und Korrelation. Modellhaftes Schema des Zusammenhangs
zwischen der Expression von Mykotoxinbiosynthesegenen und der Toxinbildung.
Wie auf der Abbildung ersichtlich, beginnt die phédnotypische Toxinbiosynthese
deutlich zeitversetzt nach der Induktion der Toxinbiosynthesegene. Deren
Aktivitat ist zu diesem Zeitpunkt bereits wieder am Abfallen. Es kommt also erst

zu einer Expression der Mykotoxingene mit nachfolgender Prozessierung der
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Genprodukte. Wohl tber negative Riickkopplung sinkt dann der
Transkriptionslevel ~wéhrend die Toxinbiosynthese ansteigt bis die
Transkriptionsprodukte  verbraucht sind, was zu einer erneuten
Transkriptionsinduktion fithrt. Zu einem spdteren Zeitpunkt synchronisieren
Genexpression und Toxinbiosynthese, es kommt zu einer Korrelation zwischen
den beiden oszillierend ablaufenden Phasen. Diese Beobachtung konnte sowohl
wahrend der in vitro Versuche gemacht werden als auch in vivo. Ein relativ grofier
Zeitraum zwischen dem Auftreten erster messbarer Gentranskripte und einer
signifikanten Toxinbiosynthese, war auch bei einer Infektion von Weizenktrnern
unterschiedlicher rel. Feuchte mit Sporen von P. verrucosum zu beobachten.
Wahrend erste Mykotoxingentranskripte mit Mikroarray und Real Time PCR
nach spatestens 22 Tagen Inkubationszeit nachgewiesen werden konnten und
nach 42 Tagen ihren hochsten Stand erreichten, erfolgte eine nennenswerte
Biosynthese des Mykotoxins Ochratoxin A erst nach 58 Tagen (Schmidt-Heydt et
al., 2007e).

Verschiedene Gene, im Weiteren Schliisselgene genannt, zeigten eine besondere
Korrelation zur Toxinbiosyntheseleistung und konnen daher als Indikator fiir
eine  phdnotypische  Toxinbiosynthese  angesehen  werden. Andere
Biosynthesegene wurden zum Teil stark durch physiologische Ereignisse
beeinflusst, die sich nicht auf eine verdnderte Sekunddrmetabolitsynthese
zurtickfiihren lielen. Zu den Schliisselgenen in Fusarium gehort unter Anderen
das Gen tri5, da es nahezu tiber den gesamten Messzeitraum aktiv und gut
korreliert blieb. Dieses Gen kodiert fiir eine Trichodiensynthase, einem
Schltisselenzym der Trichothecenbiosynthese (Hohn und Desjardins, 1992). Im
weiteren Verlauf blieben einige weitere Gene stark aktiv, die Ubrigen lieen sich
in ihrer Aktivitit nur nach Erhohung der Scanintensitdt detektieren. Hoch
exprimierte Gene waren zum Beispiel das tri12-Gen, dass fiir eine Effluxpumpe
kodiert, also eine Art Toxintransporter (Alexander et al., 1999); tri101, welches fuir
eine 3-O-acetyltransferase kodiert und die Zelle durch Acetylierung des
Trichothecenmolekiils schiitzt (McCormick et al., 1999), sowie tril5, dass als

Negativregulator beztiglich der Toxinbiosynthese fungiert (Alexander et al.,
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2004). Interessanterweise war dieses Gen meist reziprok zu nahezu allen anderen
Genen des Clusters exprimiert und somit auch gegensitzlich zum
Toxinbiosyntheseoptimum. {ril5 war also jeweils stdrker exprimiert wenn die
tibrigen Gene des Clusters schwécher exprimiert waren und vice versa. Diese
Regulation macht Sinn. Im Verlauf der Toxinbiosynthese kommt es zu einer
Akkumulation an Mykotoxin in den Zellen. Dieses ist auch fiir den Pilz toxisch,
so dass Toxintransporter und Acetylierung als Selbstschutz aktiviert werden. Der
Negativregulator ist immer dann am stdrksten aktiv wenn die Bedingungen nicht
optimal fiir eine Toxinbiosynthese sind. Aufiferdem wurde eine nicht n&her
charakterisierte Cytochrom-p450-Monooxygenase stark exprimiert. Das Gen tri4,
welches auch als Schliisselgen identifiziert werden konnte und ebenso fiir eine
Cyt-p450-Monooxygenase kodiert (Tokai et al., 2007), war ebenfalls meist sehr gut
korreliert. Cytochrom-p450-Monooxygenasen haben in filamentdsen Pilzen eine
besondere Bedeutung beziiglich der schnellen Adaptionfdhigkeit an neue
okologische Nischen, also verdnderten Umgebungsbedingungen. (Deng et al.,
2007). In P. wverrucosum wund P. nordicum sind bisher keine Cyt-p450-
Monooxygenasen bekannt, so dass hier keine Bestdtigung diesbeziiglich erfolgen
konnte, jedoch waren die Ochratoxin A relevanten Gene im Allgemeinen gut mit

der aktiven Biosynthese korreliert.

In vivo Versuche wurden mit zwei Weizensorten mit unterschiedlicher Resistenz

gegen Fusarium durchgefiihrt (www.bundessortenamt.de). Hierbei konnte wahrend

der mittels Mikroarray durchgefiihrten Genexpressionsanalysen, eine deutlich
differente, resistenzabhidngige Expression der Mykotoxinbiosynthesegene im
Kontaminanten nachgewiesen werden, die mit einer entsprechenden
Mykotoxinbiosynthese einherging. Aufierdem konnte der Ablauf einer Infektion
von Weizenpflanzen mit Fusarium tiber den gesamten Zeitraum, vom Auskeimen
der Weizenpflanzen bis zur Ernte, auf Transkriptionsebene gemonitort werden.
Diese Anwendungsmoglichkeit erlaubt eine Einschidtzung von
Resistenzmechanismen beztiglich deren Effektivitdt die Mykotoxinbildung im

Pilz zu vermindern. Ein Verstindnis, der iiber den Zeitraum ablaufenden
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Genexpressions- bzw. Toxinbildungsaktivitdten auch im Hinblick auf die durch
das Mykotoxin erhohte Virulenz, ermoglicht auflerdem eine bessere Planung und
Einschdtzung von prédventiven Mafinahmen, wie den Einsatz von Fungiziden.
Gerade bei Fungiziden der Strobilurinklasse ist der Anwendungszeitpunkt von
grofier Bedeutung fiir den Erfolg der Behandlung, da anderenfalls sogar eine
Induktion der Mykotoxingene im Pilz resultieren kann und somit eine sogar
erhohte Toxinkontamination (Ellner, 2005).

Wihrend systematischer Expressionsanalysen von Mykotoxinbiosynthesegenen
mittels Real Time PCR und Mikroarray konnten aufserdem generelle, vom
Einflussfaktor abhidngige Expressionsmuster identifiziert werden. Im Verlauf
dieser Experimente wurden systematisch die Einfltisse der Faktoren pH,
Temperatur und Wasseraktivitit auf Genexpression, Wachstumsrate und
Toxinbiosynthese untersucht. Es konnte gezeigt werden dass der Einfluss dieser
Faktoren auf die Biosynthese von Mykotoxinen auf einem transkriptionalen Level
reguliert wird. Bedingungen, die eine verminderte Transkription der
Mykotoxinbiosynthesegene zur Folge hatten, fiihrten auch zu einer Abnahme der
phénotypischen Toxinbiosynthese. Ebenso verhielt es sich im umgekehrten Fall.
Von Aspergillus nidulans ist bekannt, dass unterschiedliche globale Regulatorgene
durch den Einfluss dufderer Faktoren in ihrer Aktivitit modifiziert werden, so z.
B. das einleitend beschriebene creA-Gen im Falle von Glucose (Tudzynski et al.,
2000), oder das pacC/palC-System (Penalva und Arst, Jr.,, 2002), dessen
Transkription durch einen alkalischen (Induktion der pal-Gene) oder sauren
(Induktion der pac-Gene) pH beeinflusst wird und dass selbst wiederum die
Aktivitit von  ,downstream”  gelegenen @ Genen, wie die der
Mykotoxinbiosynthesegene verdandert. O’Callaghan et al. (2006) fanden
beispielsweise fiir Aspergillus ochraceus eine erhohte Expression der Ochratoxin A
Biosynthesegene und ebenso der Toxinbiosynthese bei einem pH-Wert <7. In
Fusarium verticillioides wurde ein zum pacC-System homologes Gen gefunden, das
pacl mit dquivalenter Funktion (Flaherty et al., 2003). Es kann vermutet werden,
dass Penicillium tiber dhnliche sensorische Systeme verfiigt die auf den

nachfolgenden Biosynthesecluster regulatorisch einwirken. Das der pH-Wert
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einen grofien Einfluss auf den physiologischen Status eines Organismus hat, ist
moglicherweise dadurch begriindet, dass Biosorption, Verfiigbarkeit und
Akkumulation von Nahrstoffen und Ionen stark vom pH-Wert abhéngen und je
nach Substanz und Enzymaustattung stark differieren (Blackwell et al., 1995). Ein
pH-Wert im alkalischen Bereich kann beispielsweise eine Deprotonierung
funktioneller Gruppen biologischer Oberfldichen zur Folge haben. Dies fiihrt
wiederum zu einer erhohten Bindungskapazitdt beztiglich freier Kationen. Ein
pH-Wert im sauren Bereich hingegen fiihrt zu einer Protonierung und folglich zu
einer Verringerung der negativen Ladung an den Bindestellen, was in einer
Inhibierung zum Beispiel von Metallbindungen resultieren wiirde (Yan und
Viraraghavan, 2001). Fiir jeden Organismus gibt es hierbei Optima, in S. cerevisae
wird zum Beispiel die optimale Biosorption bei pH 4 erreicht. Gadd et al. (1993)
dokumentierte die Fahigkeit einiger Pilze organische Verbindungen freizusetzen,
um damit den pH-Wert des umgebenden Substrats zu ihrem Vorteil zu
verdndern. Eventuell fithrt die pH-Wert-Verdnderung zu einer besseren
Verfiigbarkeit von Nahrstoffen im Substrat. Nach Jennings et al. (1989), handelt es
sich beispielsweise im Fall einer Alkalisierung des Mediums, um eine aktive
Sekretion von Ammoniumionen. Diese entstehen durch Protease vermittelte
Deaminierung von Aminosduren. Eine Sekretion von Ammoniumionen wurde
auch bei N. crassa und A. fumigatus beobachtet (Sikora und Marzluf, 1982; De
Bernardis, 1998). Bei verschiedenen Wachstumsversuchen im Verlauf dieser
Arbeit konnte beobachtet werden, dass bei Inkubation von F. culmorum auf
einem, durch den Farbstoff Malachit-Griin-Oxalat griin gefarbten Medium, nach
einigen Tagen ein Farbumschlag nach gelb stattfand. Dies spricht fiir eine
Ansduerung des Mediums durch Fusarium und lief sich nach Uberpriifung des
pH-Wertes auch bestdtigen. Die Fahigkeit das duflere Medium anzusduern, z. B.
mittels Aktivierung der H*-ATPase in der Zell-Membran, wurde fiir F. oxysporum
schon 1992 beschrieben (Brandao et al.). Durch die Ausscheidung von Oxalsdure
oder Zitronensdure durch S. sclerotiorum und verschiedene Vertreter von
Penicillium  und  Aspergillus, werden zudem  Mineralhaushalt und

Membranstabilitit von Wirtspflanzen gestort (Bateman und Beer, 1965;
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Cunningham und Kuiack, 1992). Diese Metaboliten wirken so auch als
Virulenzfaktor (Godoy et al., 1990). Berticksichtigt man diese Fakten, so wird klar,
dass der pH-Wert einen nicht wunerheblichen Einfluss auf die
Mykotoxinbiosynthese und gegebenenfalls die Virulenz eines filamentosen Pilzes
haben kann. Moglicherweise wird durch das Erreichen oder Vorhandensein eines
bestimmten pH-Wertes im umgebenden Medium ein Signal fiir die Induktion
bestimmter Sekunddrmetabolitgene gesetzt oder deren Transkription gefordert.
Entsprechend der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse, liegt das
Expressionsoptimum der Mykotoxinbiosynthesegene fiir F. culmorum bei einem
pH von 5, fiir F. graminearum bei pH 8. Tatsdchlich wurde auch bereits in der
Literatur beschrieben, dass F. graminearum das Mykotoxin Deoxynivalenol
hauptsdchlich unter alkalischen Bedingungen bildet (Vasavada und Hsieh, 1987).
Bei P. nordicum lag das Optimum bei pH 6 und bei P. verrucosum ebenfalls bei pH
8. Toxinbiosyntheseoptima in diesem Bereich resultierten auch aus den
phéanotypischen Untersuchungen von Sweeney und Dobson (1998). Ob ein Pilz
ein definiertes pH-Optimum aufweist kann bisher nicht klar beantwortet werden,
vielmehr ist es denkbar dass in verschiedenen Habitaten unterschiedliche Optima
auftreten. Moglicherweise hdngt dies auch mit dem Umgebungs-pH der
Wirtspflanze zusammen. A. alternata gedeiht beispielsweise sowohl auf
Citrusfriichten mit einem eher niederen pH von 3-4, als auch auf Datteln, welche
einen pH von 5-6 aufweisen. Dieser pathogene Pilz exprimiert bei verschiedenen
pH-werten unterschiedliche Sets an Genen, die eine entsprechend an den pH
angepasste Enzymausstattungen zur Folge haben (Isshiki, 2001). Eine dhnliche
Habitatsdiversitdt liegt auch bei Penicillium und Fusarium vor. Hinzu kommt,
dass einige Mykotoxine pH-spezifisch synthetisiert werden, so bildet F.
graminearum beispielsweise unter alkalischen Bedingungen das Mykotoxin DON
wdhrend unter sauren Bedingungen die Biosynthese von 3-Acetyl-DON
tiberwiegt (Vasavada et al., 1987).

Die Aktivitit der Mykotoxingene wurde in den analysierten Pilzstimmen
aufierdem durch unterschiedliche Inkubationstemperaturen beeinflusst. Nach der

Regel von Van't Hoff wird bei Zunahme der Temperatur um 10 K die
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Geschwindigkeit einer chemischen Reaktion etwa verdoppelt. Da dies auch fiir
enzymatisch katalysierte Reaktionen zutrifft, sollte die Temperatur einen Einfluss
auf die fur die Toxinbiosynthese relevanten Enzyme haben. Als Minimal-
Temperatur fiir alle getesteten Stimme erwies sich eine Temperatur von 15 °C.
Unter dieser Grenze benétigten die Pilze unverhéltnismaflig lange, um auch nur
geringe Myzelmassen zu bilden. Die grofite Toxinmenge wurde in F. culmorum
bei einer Temperatur von 25 °C synthetisiert was auch Bottalico (1982)
beobachtete. Bei F. graminearum lag das Optimum bei 30 °C, wohingegen bei
diesem Stamm signifikante Mengen bei 25 °C wesentlich frither detektiert
werden konnten. Die Toxinbiosynthesemaxima von P. nordicum und P.
verrucosum waren bei 25 °C lokalisiert. P. verrucosum kommt zwar iiblicherweise
eher in kiithleren Klimaten vor, jedoch scheint er sich an warmere Regionen leicht
zu adaptieren da er inzwischen auch in Italien auftritt und andere Autoren
ebenfalls ein Toxinbiosyntheseoptimum in diesem Bereich beschreiben (Cairns-
Fuller et al., 2005).

Der dritte untersuchte Einflussfaktor war die Wasseraktivitat. Dieser Faktor zahlt
allgemein zu den wichtigsten abiotischen Einflussfaktoren (Magan et al., 2004).
Die Aktivitit der Pilzenzyme ist ganz entscheidend vom Wassergehalt des
Mediums abhidngig, da Enzyme nur in hydratisierter Form ihre katalytische
Aktivitdt entfalten konnen. Dies ist besonders fiir die Lagerhaltung von grofser
Bedeutung. Bei allen untersuchten Pilzstimmen zeigte sich, dass minimal eine
Wasseraktivitdat von 0.93 im Medium fiir ein zeitlich akzeptables Auskeimen der
Sporen vorhanden sein musste. F. culmorum und F. graminearum synthetisierten
die grofite Menge Deoxynivalenol bei einer Wasseraktivitdt von 0.98, bzw. 0.99. P.
nordicum und P. verrucosum hatten ihre Optima bei einem aw von 0.99, bzw. 0.98.
Fiir P. verrucosum wurde dies auch auf phéanotypischer Ebene bereits von Cairns-
Fuller et al. (2005) festgestellt und hiermit auf transkriptionaler Ebene bestatigt.
Interessanterweise korrelierten dabei nicht immer alle Gene des entsprechenden
Biosyntheseclusters mit der tatsdchlichen Toxinbiosynthese, vielmehr waren

immer nur bestimmte ,Schliisselgene” direkt mit der Toxinbildung stringent.
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Bemerkenswerter =~ Weise konnte fiir alle 3 Einflussfaktoren ein
Hauptexpressionspeak nahe dem Wachstumsoptimum ausgemacht werden,
sowie ein zweiter Nebeninduktionspeak unter suboptimalen
Wachstumsbedingungen die offensichtlich eine physiologische Stresssituation fiir
den Organismus darstellt. So kam es zu einer sekunddren Induktion der
Mykotoxingene bei einer Temperatur von 15 °C, pH 4, oder bei einer
Wasseraktivitdt von 0.93. In diesen Messbreichen war jedoch das Wachstum an
Myzel regelmifiig sehr gering. Beim Wachstum gab es jeweils auch nur ein
Optimum welches zum suboptimalen Bereich abfiel. Zum Beispiel konnte im
Falle von P. verrucosum ein klares Wachstumsoptimum definiert werden,
widhrend fiir die Genexpression ein Hauptoptimum und ein Nebenoptimum
beztiglich der Aktivitit der Mykotoxingene auszumachen war. Das
Hauptoptimum lag hierbei nahe dem Wachstumsoptimum, wéhrend das
Nebenoptimum in einem Bereich auftrat, der aus Sicht des Wachstums als
suboptimal fiir den Organismus angesehen werden kann, also in einem Bereich
lag in dem Wachstum zwar noch méglich, jedoch stark vermindert war. In einem
zweifaktoriellen Experiment, wédhrend dem Kombinationen der Faktoren
Temperatur und Wasseraktivitit im Medium eingestellt worden waren, lieflen
sich wieder zwei Induktionspeaks beobachten. In diesem Experiment hatte die
Temperatur einen deutlich prominenteren Einfluss auf die Expression der
Mykotoxinbiosynthesegene = im  Vergleich zur  Wasseraktivitit. = Die
Toxinbiosynthese korrelierte hierbei in jedem Fall mit der Expression der
Mykotoxingene, was bedeutet dass eine starke Toxinbiosynthese durch eine
erhohte Genexpression widergespiegelt wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
diese grundlegenden Reaktionsmechanismen generell und reproduzierbar
sowohl fiir die Ochratoxinbiosynthese in Penicillium, die Trichothecenbiosynthese
in Fusarium und auch fiir die Aflatoxinbiosynthese in Aspergillus (Daten hier nicht
gezeigt) auftreten. Im Rahmen eines HACCP-Konzepts (Hazard Analysis Critical
Control Point) wéren die einzelnen Faktoren also als kritische Lenkungspunkte
zu Kklassifizieren, durch deren Kontrolle sich das Gefdhrdungspotential der

Mykotoxinbiosynthese modifizieren l&dfit. Durch den Einfluss eines einzelnen
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Faktors konnte die Expression der fiir die Toxinbiosynthese relevanten Gene
reduziert werden, um so in einer verminderten Toxinbiosynthese zu resultieren.
Selbiges liefs sich auch im umgekehrten Fall beobachten. Das Ausmafi der
Zunahme bzw. Abnahme korrelierte jedoch meist nicht mit den beobachteten
Wachstumsoptima fiir den Pilz. Geringes Myzelwachstum ldsst folglich nicht auf
eine verringerte Toxinbiosynthese schlieffen und vice versa. Eine vollstindige
Repression der Mykotoxinbildung konnte durch die Anwendung von
Einzelfaktoren nicht erreicht werden. Eine kombinierte Anwendung hatte jedoch
synergistische Effekte, das heifst mehrere nicht zu einer Geninduktion fiihrende
Einfltisse potenzierten sich, so dass die Induktion der Transkription von
Mykotoxinbiosynthesegenen fast vollstindig verhindert werden konnte und
somit auch die Toxinbiosynthese. Ebenso konnte im umgekehrten Fall eine
Aktivitdtssteigerung der entsprechenden Gene erreicht werden durch eine

Kombination an Faktoren, die die Toxinbiosynthese erhthten.

Offensichtlich aktivieren verschiedene Arten von physikalischen Stress die
Mykotoxinbiosynthesegene. Diese Aussage wird durch die Tatsache unterstiitzt,
dass auch andere Faktoren die als Stress eingestuft werden konnen, wie
Fungizide (Ellner, 2005), einen &hnlichen Effekt auf Genexpression und
Toxinbiosynthese haben. Doohan et al. (1999) beschrieb z. B. eine Erhohung der
Expression des tri5 Genes in Fusarium nach der Anwendung von Fungiziden.
Dies spricht auch fiir einen Zusammenhang von Stress und Induktion der
Toxinbiosynthese. Eventuell versucht der Pilz durch die Exkretion der
Mykotoxine in einer Phase der physiologischen Schwiche seine Umgebung zu
sichern gegen Bakterien, Insekten, Frafifeinde etc. Es lassen sich hierbei
Unterschiede zwischen verschiedenen physikalischen Einflussfaktoren
beobachten. Wahrend Wasseraktivitdt und Temperatur dhnliche Auswirkungen
auf Genexpression und Toxinbiosynthese haben, fiihrt eine Anderung im pH
Wert zwar tendenziell auch zu zwei verschiedenen Induktionspeaks, wirkt sich
jedoch insgesamt weniger modifizierend auf Toxinbiosynthese und

Genexpression aus. Moglicherweise hdngt dies damit zusammen, dass hier
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effiziente Regulations- und Homoostasesysteme vorhanden sind, wie das bereits
erwdhnte pac/pal-System. Vordergriindig erscheint es widersinnig, dass es sich
bei dem Hauptpeak unter nahezu optimalen Wachstumsbedingungen tatsachlich
um eine Stresssituation fiir den Organismus handelt. Jedoch kann es gerade in
einer Phase exponentiellen Wachstums zur punktuellen Néahrstoffverknappung
und somit zu einer partiellen Mangelsituation fiir den Pilz kommen, die auch als
Stress einzustufen wére. Es ist bekannt, dass ein Mangel an Stickstoff im Substrat
die Aflatoxinbiosynthese in Aspergillus induzieren kann (Bennett und Christensen,
1983). Warum der Hauptpeak hierbei nicht absolut mit der hochsten
Wachstumsrate korreliert, dartiber kann nur spekuliert werden. Moglicherweise
handelt es sich bei den zwei Peaks auch um jeweils unterschiedliche
Kompensationsmechanismen bei gleicher Reaktion. Dafiir spricht, dass jeweils
bei Auftreten des Hauptpeaks bzw. des Nebenpeaks andere Sets an Genen
besonders induziert sind. Nach dieser Annahme werden verschiedene Gene bei
unterschiedlichen Arten von Stress induziert. Es konnte beobachtet werden, dass
milde Stressbedingungen zu einer Induktion der Mykotoxinbiosynthesegene
fuhrten, wiahrend eine Verstirkung der Stressbedingungen schlieilich eine
allgemeine Verminderung von Genexpression und Toxinbiosynthese zur Folge
hatten. Kolliputi (2006) fand beispielsweise eine erhohte Aflatoxinbiosynthese,
wenn A. flavus nicht-letalem oxidativem Stress ausgesetzt wurde. In
Zusammenarbeit mit Professor N. Magan (Cranfield Univerity, GB) wurden
Wachstum, Genexpression und Toxinbiosynthese nach der Zugabe von geringen
Mengen der Konservierungsstoffe Kaliumsorbat oder Calciumpropionat
untersucht (Daten hier nicht gezeigt). Dabei konnte gezeigt werden, dass es bei
einer bestimmten Konzentration dieser Konservierungsstoffe zu einer Induktion
der Toxinbiosynthesegene in P. verrucosum kommt, und somit auch zu einer
erhohten Ochratoxin A Biosynthese. Eine weitere Konzentrationserh6hung fiihrt
schliefilich zu einer verminderten Toxinbiosynthese (Schmidt-Heydt et al., 2007c).
Unter Bedingungen, die fiir den Pilz als stressfrei einzustufen sind, oder die tiber
moderate Stressbedingungen hinausgehen, wird folglich am wenigsten Toxin

produziert. Die Tatsachen, dass das jeweils auftretende Mikroarray-
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Expressionsprofil bei verschiedenen Spezies und Toxinen dhnlich ist (Penicillium-
Ochratoxin A, Fusarium-Deoxynivalenol und Aspergillus-Aflatoxin) und es jeweils
zur Ausprdagung von zwei Peaks nahe dem Wachstumsoptimum bzw.
suboptimalen Bedingungen kommt, sprechen daftir, dass es sich hier um eine
generelle Regulation handelt.

Ein wichtiger Schluss aus dieser Beobachtung ist, dass Lagerungsbedingungen
die fur das Wachstum von filamentosen Pilzen suboptimal sind, nicht
zwingenderweise die Toxinbiosynthese durch einen Kontaminanten verhindern
und das bei einigen Spezies unterschiedliche Bedingungen alternativ auftretende
Metaboliten zur Folge haben. Um diese Moglichkeit abzuschdtzen, miissen die
verschieden auftretenden Chemotypen einer Gattung bekannt sein. Zwischen
diesen Chemotypen unterscheiden zu konnen, war eine weitere
Einsatzmoglichkeit des Mycochip. Uber die differentielle Expression eines Gens
des Trichothecenbiosynthesewegs konnte zwischen den unterschiedlich
auftretenden DON-Chemotypen von F. graminearum unterschieden werden.
Waéhrend ein Chemotyp das Toxin 15-Acetyldeoxynivalenol synthetisiert, bildet
der Andere 3-Acetydeoxynivalenol. Um 15" acetyliertes DON zu synthetisieren,
muss eine 15-O-Acetyltransferase aktiviert werden, die durch das tri3-Gen des
Trichothecenbiosyntheseclusters kodiert wird (Lee et al., 2002). In Norwegen,
Deutschland, Danemark, Ungarn und der UK, wird hauptsachlich der 3-Acetyl-
DON-Chemotyp gefunden, wéhrend in Frankreich und den USA meist der 15-
Acetyl-DON-Chemotyp vorherrscht (Quarta et al, 2005). Da durch die
Acetylierung an unterschiedlichen C-Atomen des DON-Molekiils eine
unterschiedliche Toxizitdt resultiert, ist es von Bedeutung die beiden
Chemotypen im Vorfeld zu identifizieren, um eine Gefdhrdung einstufen zu
konnen (Kimura et al., 1998). Bei allen 10 untersuchten F. graminearum Stimmen
gelang diese Differenzierung. Von diesen 10 Stimmen bilden 3 Stamme das 3’
acetylierte DON, widhrend 7 Stamme das 15" acetylierte DON bilden. Die
Identifikation erfolgte hierbei anhand der differentiellen Expressionsmessung des

genannten tri3- Gens. (Quarta et al., 2006). Dieses Gen wurde wie erwartet nur,
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bzw. im signifikant hoheren Mafse im 15-Acetyl-DON-Chemotyp exprimiert, da
es fiir die Acetylierung am 15 -C-Atom des DON-Molekiils benotigt wird.

Die Expression der Mykotoxinbiosynthesegene war aber nicht nur Faktor
abhangig und Chemotyp spezifisch, sondern zeigte besonders im Verlauf der
Expressionskinetiken eine oszillierende Schwankung in Signalstdrke und -dauer.
Interessanterweise entsprach auch die Menge an gebildetem Toxin diesem
oszillierenden Verlauf. Dieser liefd sich durch duflere Einfliisse in der Amplitude
oder Altitude modifizieren. Beispielsweise verringerte sich die nachweisbare
Toxinmenge, um nach Exkretion oder Reakkumulation wieder anzusteigen. Diese
zwischenzeitlich immer wieder auftretende Abnahme der Gesamttoxinmenge
sahen auch schon Bol und Smith (1990) und Knol et al. (1990) bei A. flavus
Stammen. Moglicherweise fungieren die Toxinmolekiile als eine Art chemischer
Reservepool fiir die Synthese anderer Verbindungen. Uberwiegt der
Katabolismus sinkt der Gesamtlevel, {iberwiegt der Anabolismus steigt der
Gesamtlevel. So kommt es zu einer Oszillation sowohl beztiglich der Expression
der Mykotoxinbiosynthesegene, als auch der gemessenen Mykotoxinmenge.
Diese Oszillation konnte in allen untersuchten Stimmen beobachtet werden. Die
Hohe der Altitude dieses parabelféormigen Expressionsverlaufs war hierbei durch
dufiere Einfliisse modifizierbar (z.B. pH, Temperatur, Wasseraktivitdt), wahrend
die Oszillationsbreite von anderen Faktoren abhing (z.B. Licht). Doch weshalb
und durch welche physiologischen Mechanismen werden diese Oszillationen
getriggert? Gerade filamentose Pilze, die als Erstbesiedler besonders
anpassungsfahig sein miissen, haben eine Vielzahl an verschiedenen
biochemischen und physiologischen Vorgingen miteinander zu koordinieren,
um sich den im Verlauf eines Tages periodisch verdndernden Bedingungen
effizient anpassen zu konnen und so erfolgreich in ihrer jeweiligen Nische zu
existieren. Durch solche Regulationsmechanismen werden unter anderem bei
Pflanzen Blattbewegungen oder Bliiten6ffnung gesteuert (Johnson et al., 2001), bei
Tieren Herzfrequenz, Schlaf-Wach-Rhythmus, Blutdruck und die
Korpertemperatur (Geiser, 2004; Heller et al., 2004; Siegel, 2005), bei filamenttsen
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Pilzen Sporulation, Mykotoxinbiosynthese und Entwicklung (Bennett et al., 1979;
Adams et al., 1998; Chang et al., 2002, Idnurm et al., 2005). Teilweise wird auch die
sexuelle Entwicklung in filamentosen Pilzen durch Lichteinfluss gesteuert. In A.
nidulans beispielsweise in Verbindung mit einem Rotlichtrezeptor FphA
(Blumenstein, 2005). Grundlegend fiir alle oszillierenden Rhythmen ist hierbei ein
Feedbackregulationsmechanismus (Tu et al., 2005), also eine Hemmung der
Transkription von Genen durch deren Produkte und umgekehrt. Wachstum und
Entwicklung in filamentdsen Pilzen unterliegen physiologisch bedingten
Rhythmen mit unterschiedlicher Zeitdauer. Zu den Rhythmen mit relativ kurzer
Periodenlédnge von nur einigen Minuten, gehort beispielsweise die glykolytische
Oszillation (Dunlap und Loros, 2006). Eine Schwankung der Genexpression, die
eine Periodenldnge von Stunden haben kann, ist das rhythmisch ablaufende
,Umschalten” zwischen verschiedenen Néahrstoffabbauwegen. Diese Art von
Zyklen wurde beispielsweise in der Hefe Saccharomyces cerevisae beobachtet
(Satroutdinov et al., 1992; Tu et al, 2005, Tu und McKnight, 2006). Das
Verstdndnis solcher Rhythmen ist von elementarer Bedeutung fur die
experimentelle Planung eines Genexpressionsversuches, da die Expression eines
untersuchten Gens sich ein Mal in einem , Expressionstal” und ein anderes Mal
auf einem , Expressionskamm” befinden kann. Vollig unterschiedliche Ergebnisse

sind die Folge.

Existenz und generelle Regulation von lichtgesteuerten Rhythmen in
filamentdsen Pilzen wurden erstmals in Neurospora crassa untersucht (Bianchi,
1964), einem bekannten Modellorganismus der Biologie. Aufierdem in einigen
anderen filamenttsen Pilzen (z. B. Carlile, 1965; Tan, 1978). N. crassa verfugt tiber
einen haploiden Lebenszyklus der eine einfache genetische Analyse erlaubt. In N.
crassa wird ein circadianer Rhythmus durch das Zusammenwirken der Gene wc-1
(White-Collar-1) (Ballario et al., 1996), wc-2 (Talora et al., 1999) frq (Frequency) und
vod (Vivid) (Schwerdtfeger et al, 2003) ermoglicht. Der prinzipielle
Regulationsmechanismus ist schematisch in folgender Abbildung dargestellt

(Abb.111):
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Frequency fungiert hierbei als Uhrenkontrollgen, also als circadianer Oszillator.
Die Produkte der Gene wc-1 und wc-2 (beides Zinkfingerproteine) agieren als
Transkriptionsfaktoren, die zusammen einen funktionsfdhigen, heterodimeren
Komplex bilden (WCC), der die Transkription von frg durch das Binden an den
Frequency-Promotor beeinflusst (Crosthwaite et al., 1997) und wiederum durch
vod kontrolliert wird. Die Oszillation entsteht durch rhythmisch induzierte
Transkription und Translation des Uhrenkontrollgens. Das Produkt akkumuliert
in der Zelle bis zum Erreichen eines kritischen Schwellenwertes. Wird dieser
tiberschritten, gelangen FRQ-Molekiile in den Zellkern, wo sie iiber einen
negativen Riuckkopplungsmechanismus die Transkription von frg inhibieren.
Durch Unterdriickung der Neusynthese und Abbau der vorhandenen FRQ-
Molekiile, kommt es zu einer erneuten Transkriptionsinduktion des
Uhrenkontrollgens. Die Transkription nachgeschalteter, so genannter
uhrenkontrollierter Gene wird durch diese Rhythmik, bzw. den WCC-Komplex
ebenso induziert bzw. reprimiert. Uhrenkontrollierte Gene sind zum Beispiel die
der Konidienbildung. (Loros et al., 1989). Die oszillierende Konidienbildung
duflert sich bei N. crassa in einem typischen Tagesringartigen Konidienmuster
(Greene et al., 2003), ebenso in A. nidulans (Mooney et al., 1990) und P. glaucum
(Moreau et al., 1912; Hall et al., 1933). Wahrend der Expressionskinetiken konnte
sowohl in Fusarium, als auch in Penicillium eine Oszillation der Mykotoxingene
beobachtet werden. In Letzterem sind deutliche Konidienringe erkennbar, was

fur eine oszillierend ablaufende Regulation der Sporulation spricht (Abb. 112 B).

Abb. 112: Ostzillierende Sporulation in
N. crassa und P. verrucosum. A N. crassa;
B P. verrucosum, BFE808. Deutlich bei
beiden Stimmen erkennbar, ist die
oszillierende Sporulation, welche zu
einem charakteristischen Ringmuster
fiihrt.

A B

Wurde P. verrucosum bei gleich bleibender Temperatur inkubiert, so lief die
Oszillation der Genexpression des Ochratoxinclusters in einer 7 Stunden

umfassenden Periode ab, es konnte jedoch bei der Durchfiihrung von
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Feinkinetiken zusédtzlich eine ungefdhr 24 Stunden andauernde Oszillation
wiederholbar beobachtet werden. Um eine vorhandene Rhythmik noch zu
verstirken wurde der Pilz unter 12 stiindig alternierender Hell-Dunkel-Phase
inkubiert damit sich eine etwaig vorhandene circadiane Uhr einstellen kann.
Auch dann trat die beobachtete Rhythmik jedoch nicht immer so klar im Verlauf
der Hell-Dunkel-Phasen auf. Wurde dieser Versuch {iber mehrere Tage
durchgefiihrt, kam es zu einem Anstieg in der Gleichmafsigkeit der Rhythmik.
Moglicherweise ist eine lichtabhdngige Genregulation nur teilweise oder
rudimentédr in Penicillium vorhanden, bzw. wird durch Nahrstoffrhythmen oder
einen sich verdndernden physiologischen Zellstatus tiberlagert. Wie auf
Abbildung 113 deutlich zu sehen ist, konnte jedoch ein signifikanter Unterschied
in der Gleichméfiigkeit der Expressionsoszillation zwischen den Stimmen
festgestellt werden die unter alternierender Hell-Dunkel-Phase inkubiert wurden

und Jenen, die nur im Dunkeln inkubiert worden waren.
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Abb. 113: Real Time PCR Expressionsanalyse, Vergleich Hell-Dunkel, nur Dunkel. Real Time PCR
Expressionsanalyse des otapksPV Gens, eines initialen Gens in der Ochratoxin A Biosynthese. Es wurde jeweils

tiber einen Zeitraum von 48 Stunden analysiert. Hierzu wurde P. verrucosum jeweils unter 12 stiindig
alternierenden Hell/Dunkel-Phasen inkubiert A, oder in stindiger Dunkelheit B.

Bei Letzteren war keine gleichméfiige Rhythmik zu beobachten, vielmehr kam es
zu ungleichmifiig verteilten Peaks. Interessanterweise wurde wéhrend der
Dunkelphasen mehr Ochratoxin A synthetisiert im Vergleich zur Hellphase.

Vielleicht ist diese Beobachtung durch den Umstand erkldrbar, dass Sporulation
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und Biosynthese von Sekundadrmetaboliten oft gekoppelt auftreten (Calvo et al.,
2002) und die Konidienringe meist in den Dunkelphasen gebildet werden und so
auch in diesem Zeitraum mehr Toxin synthetisiert wird. Moglich wére auch, dass
Toxin durch Lichteinfluss zum Teil degradiert wird, bzw. dessen Biosynthese
durch das WCC-Sytem negativ reguliert wird. Um den Einfluss des WCC-
Systems zu verifizieren, wurden Homologe der Gene in P. verrucosum gesucht
und identifiziert, die in Neurospora crassa fiir eine circadiane Rhythmik vonnoten
sind. Das dem Blaulichtrezeptor (Frohlich et al., 2002), wc-1, entsprechende Gen,
wurde in P. verrucosum durch homologe Rekombination inaktiviert. Durch die
Inaktivierung konnte die Rhythmik nicht persistent gestort werden, jedoch
synthetisierte die Awcl-Transformante eine ca. 10 fach hohere Menge an OTA,
was nahe legt dass die Transkription der Ochratoxin A Biosynthesegene durch
den WCC-Komplex reguliert wird. Demnach gehoren die
Ochratoxinbiosynthesegene zu den uhrenkontrollierten Genen. Ist im Wildtyp
der WCC-Komplex aktiv (Hellphase), so wird weniger OTA gebildet, der OTA-
Cluster also reprimiert; ist der WCC-Komplex hingegen weniger aktiv

(Dunkelphase), so kommt es zu einer gesteigerten Toxinbiosynthese.

In weiteren Versuchen stellte sich heraus, dass besonders der Blauanteil des
Spektralbereichs einen Einfluss auf den Metabolismus des Pilzes hat. Die
Expression der Mykotoxingene wurde unter Blaulicht am effektivsten inhibiert,
unter Rotlicht moderat und bei Gelblicht kam es sogar zu einer Steigerung der
Expression im Vergleich zur Dunkelkontrolle. Unter Blaulicht resultierte
aufierdem ein glasartiges Myzel. Sporulation und Ausbildung von Luftmyzel
wurden offensichtlich unterdriickt. Das der WCC-Komplex in diese Regulation
involviert ist wurde dadurch bestétigt, dass die Awcl-Transformante durch das
Blaulicht nicht tangiert wurde. Hier wurden weder Sporulation, noch Wachstum
oder Toxinbiosynthese inhibiert. Es stellte sich zudem heraus, dass Ochratoxin A
durch Bestrahlung mit Blaulicht zerstort wird. Die molekularen Hintergriinde
sowohl der Wachstumsinhibierung des wc-1-Wildtypstammes, als auch der

Sensitivitit des OTA-Molekiils, sollten in Zukunft erortert werden um die
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zugrunde liegenden Mechanismen verstehen zu konnen. Auf Grundlage der
bisher ermittelten Daten konnte folgendes Modell fiir die Regulation der

Transkription von Mykotoxinbiosynthesegenen erarbeitet werden:

Circadiane

i aw: pH: Tem p Ozillation Parameter

kontrollierter
Einfluss

+«— Licht/Dunkel

Abb. 114: Modell der oszillierenden Genexpression. Diese verlduft zyklisch und kann in der Altitude durch
bestimmte dufSere Faktoren beeinflusst werden, wéahrend die Auspragung in der Amplitude von circadianen
und nihrstoffabhiangigen Rhythmen reguliert werden kann.

Modell der oszillierenden Genexpression (Abb. 114): Die Expression der
Mykotoxingene verlduft oszillierend und wird zum einen beeinflusst durch
dufiere Faktoren wie Wasseraktivitdt, pH und Temperatur, sowie zum anderen
durch Licht unterschiedlicher Wellenldnge. Unter Berticksichtigung dieser Fakten
ist es moglich die Grundlagen der Toxinbiosynthese zu verstehen und ein Modell
fiir jeden beliebigen filamentdsen Pilz auf unterschiedlichen Matrizes zu
generieren. Mittels solcher Modelle kann fiir einen bestimmten Faktor, bzw.
Kombinationen hieraus und fiir ein bestimmtes Lebensmittel eine mogliche
Toxinbildung vorhergesagt und durch Einflussnahme tiber die Modifikation
bestimmter Einflussgrofsen auch verhindert werden. Die in unterschiedlicher
Auspragung auftretenden Schwankungen in der Expression miissen bei der
Probennahme berticksichtigt werden, um eine moglichst objektive Aussage zu
erhalten. Der Einfluss dieses Modells auf die Pilzzelle ist in Abbildung 115
dargestellt und zeigt den hypothetischen Regulationsweg. Von aufien wirken
Einflussgrofsen auf die Zelle ein, die tber ein Netzwerk an
Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden die Expression wu.a. der

Mykotoxinbiosynthesegene regulieren und in deren Auspragung modifizieren.
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Abb. 115: Regulationsmodell. Modell der Einflussgroien die die Physiologie der Pilzzelle verdndern und Genexpression und Toxinbiosynthese
modifizieren. Von Aufien wirken hierbei verschiedene Parameter auf die Zelle ein, die tiber bestimmte Transkriptionsfaktoren und nachgeschaltete
Signalwege die Expression der Mykotoxinbiosynthesegene steuern und so die Biosyntheseleistung modifizieren. 141



Diskussion

Schlussfolgerung und Ausblick: Das entwickelte Differenzierungs- und Monitoring-
Tool ,,Mycochip”, konnte als ausreichend spezifisch und sensitiv validiert werden und
kann fiir beliebige Fragestellungen eingesetzt und erweitert werden. Eine Analyse der
Mykotoxinbiosynthese auf transkriptionaler Ebene ist moglich. Hierbei sind Wachstum
und Toxinbiosynthese nicht korreliert, wéahrend Mykotoxingenexpression und
Toxinbiosynthese eine starke Abhdngigkeit voneinander zeigen. Eine Korrelation der
Expression aller mykotoxinspezifischen Gene mit der Mykotoxinbildung ist jedoch nicht
gegeben. So konnten so genannte Schliisselgene identifiziert werden die mit der
tatsdchlichen Biosynthese korrelieren. In dieser Arbeit wurden dabei zum ersten Mal die
Auswirkungen verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Transkription von
Mykotoxinbiosyntheseclustern in verschiedenen filamentosen Pilzen untersucht.
Entsprechend der erhaltenen Daten, haben externe Parameter wie Wasseraktivitt,
Temperatur, pH und auch Licht unterschiedlicher Wellenldnge einen starken Einfluss
auf die Expression von Mykotoxinbiosynthesegenen und damit die gebildete
Toxinmenge. Die Genexpression kann durch das Verdndern jeweils eines Faktors in
unterschiedlichem Ausmafs inhibiert oder geférdert werden. Eine fast vollstindige
Repression der Toxinbiosynthese ist jedoch nur bei einer konzertierten Verdanderung
mehrerer Faktoren moglich. Systematische Genexpressionsanalysen lassen zudem auf
eine Stressadapationsfunktion der Mykotoxine schliefien. In weiteren Experimenten nach
Abschluss dieser Arbeit konnte gezeigt werden dass mykotoxinproduzierende Stimme
der Spezies Penicillium resistenter gegen Stresseinfliisse sind als nichtbildende Stamme.
Moglicherweise fungiert hier das Mykotoxin stressprotektiv. Da Ochratoxin A eine
starke Bindungsaffinitidt zu einigen Proteinarten aufweist, werden diese moglicherweise
stabilisiert was eine Denaturierung unter suboptimalen Bedingungen verhindern kénnte.
Diese Hypothese wird zurzeit anhand der Hitzestabilitit von BSA (Bovine Serum
Albumin) nach Zugabe von unterschiedlichen Mengen an OTA untersucht.

Vom Standpunkt der Nahrungsmittelsicherheit ist also darauf zu achten, moderate
Stressbedingungen zu vermeiden, oder der Stress sollte so stark sein, dass er zu einer
vollstandigen Inaktivierung der Mykotoxinbiosynthesegene fithrt. Die der
Genexpression zugrunde liegende, faktorspezifische Signalverarbeitung durch die
Pilzzelle, soll in zukiinftigen Analysen erortert werden, ebenso die Zusammenhinge

zwischen Photorezeptor vermitteltem , Lightsensing” und Mykotoxinbiosynthese.
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Mycochip-IV: Gensequenzen und Accession Nummer

Gen Oligonukleotidsequenz Accession
Aflatoxin A. flavus [C]

fas2 CACGGTGGGCGTGGACCTGGTTCCTCTCGCCTCCTTCGATGCATACAAGAATGCCATCTTTGTTGAGC AY510451
glcA ACGGCTGCATATCCCAACGACACAGAGCTTCACAAGGTGACATTAGAGCAATTCCGCGTAAAGTCTCG AY510451
hxtA AGAAATGATCAGACCCTCCATGTTCGAGCTTATATTCTCGCCGACATTCTTCGCAACTATAGGCGGTT AY510455
nadA GTCAGGAGCCATTCCTTTGCCACGACATATTGAGTGGCAAGATACCTGGCGCCATAATTCCGGTTATG AY510453
sugR CCATTCAGTCAGGAACGGCATCTGTTCGTCACCGGCGACTTCAAAGGCTGGTATCGCCCTGGATGAGT AY510451
norB GTGATGCAGAAAGCGCCATATGTGTTTCCCATTGTTGGAGTCCGCAAGGTCGACCATCTCACGGGCGT AY510452
cypA CCACCCGCGATGGGAACAACTTGCATCGGTATCTGATTGTCTTTAGCAAAGGCAGTCGGCATTGCCTC AY510452
ordB GTACAGTGACCTAGCGAAGGCCGAGAAGATCTTACGTGCTCAGAAGCATTGGGTGTCCACAACTTTCG AY510452
aflT TCAGGTGGCCCTAATTTGCAGCTGTCTTAGCATTCTCGGCGCCGTCGGGATCGAATGGAGAAGCGTTA AY510453
pksA CAGACGGTGCTAATCATTTTACGTTGATGCAAAAGGAACATGTCTCTATAATTAGCGATCTGATCGACCGGG AY510453
norl ACTACATGGTGCGCAAGTTCCACTTTGAGAACAAATGGCTCACGGCCTTCATCATCGATCCAGGACAT AY510453
afl] GCGGGAAGTTCGCTCTCCCACTAACGCCGTTATTGCATTTGAGATTCAGTACCGTGTGGATAACGATG AY510453
adhA GGGAGTACGCTGTAACCTTCTTGCTCCTTGGTTCATCGACACCCCACTGATTGCGCCTATGAAGAAGG AY510453
estA ATGAAGGGGGCGTTAGACACTGCTAAGGTGCCGGTCATGTACGATGCCTATCCGGGATATC AY510453
verl GGCTGTGTCGCGGGAGTATATCCCCAATGGTGAGACTTTCACCGATGAGCAGGTAGACGAGTGCGCCG AY510453
verA ACGATGAGTGGGATAGCATTCACCCGGCCACTACTTCCAAAGAGGTTAATGGGCATCGTGCCTACCAG AY510453
avnA CGTGGAAATGCGGTTGATCCTAGTCAAGCTTCTCTGGCATTTCGACCTACGATTAGATACTACGCAGA AY510453
verB GAGCAACAGTTTGTGGCCGATTCGTGCCCGAAGAGACTAGGGTCGGTGTTAGCCATCTTGGCGCCTAC AY510453
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omtB GATATTCCTCAAACTCTAGCTAACGCGCAGCCAGCGGCAGGGGTCGAGTTCATGGAGCACAATTTCIT AY510453
ordA CGTGATCAGTCAACCGGGCGCCTTTGACCTCAATGTGGTTCCTCGCAGCCCTGCTCACGAAGAATTGA AY510453
cypX TGTCGTTACGCAGAACTGGAGTCTGCACGGCAATCCGAAGGTGTGGAAAGACCCTCATACATTTGATC AY510453
moxY TACGTGGTTCAGTGGATTAAGAAGGCCCAGAATGAGAATCTCCGTAGCTTCGTGCCGCGGC AY510453
hypA AGAAGGCAGACTTTCTAACACTGGCACACATGACTATGGATTCGGTCGAGCGCATGTTGGATCCAAAT AY510453
omtA GTTGAGGACACTGATAAAGTCACCATGATGGAGCATGACATTCGGCGCCCCAACCCGGTGCGTG AY510453
vbs TCCACAATACGACGGCAAGAATTATTTTAGTATGTCTGCCGCTCTGATGACCCCCTTCAGTCGTGGTA AY510453
avfA CGGCTCGTTTGAGGGAGAAAATAGCGAAGAAGACAGTAGTTGTCGGGATTGTGTGTTCTTTCCTGGTA AY510453
aflR TGGAGACGATGCAGCAGGGATACCGGCGCACCATCCAGCGTCCCCTTTCTCACTACTCGGGTTTAGTG AY510451
norA CCGTACTAACATGACGAGCAAGGATATATGGCAGCTGTCCTGCAACACTCGGCTAGAAACAGTGCCCA AY510451
fasl CAACATCAACTCGCAGCAATACGTCTGCGCAGGCCATTTCCGAGCCCTTTGGATGCTGGGTAAGATAT AY510451
Fumonisin G. moniliformis [H]
nptl TCGTCAAGATTCCGGCGACCCTGCAGAGTACACCAAGTGGATGAAAGAGTTCTACGATAAGCAGG AF155773-23
wdrl TGGCGGTGAACGCAAGAGCTGGTGGATGACTTTCAAGTACAGACCCATCTITCGGTGTCGTCCCTC AF155773-24
pngl TTCTCCATTGATGGAGCTACTGATGTCACTCGACGATACGTGCGCAAGAATCAGCATGCT AF155773-25
znfl CGCTGCCGCCTGTGGTCAGAACATCCACGAGGAGTGTTTCAGAATGTGGGCGCAGACAAAGG AF155773-3
zbd1l GCGCGGAACTATTTCGGTGCTGAGAAGATCATTTCAACAGTCTCGACGCCAAAGATGGGCTTGGT AF155773-26
Sfuml AATTCGCCTCCTAGTCGCCTCATGTGAGGAAGACCCGGGTATCTTGGAGGATCCGGCAACGGTTG AF155773-5
fum6é ACCTGTGATTATGGTGGGAGCCGGAACTGGACTGGCTCCGTTCAGAGCCTTTCTACAAGAGCGCA AF155773-6
fum7 GCCCAGTTTCATCAGATAGCAGAAAACGCTATGGAGGATGTCTGCACACAAGTTAATCCGGTTGA AF155773-7
fum8 AGGGTATATCATTAGCAGTGCCTCATTCATTGAAGTACACACTGTAAGTTCCAAGAGCTTTGTCT AF155773-8
fum3 TTAGTATGGGCACCGCCAAGAAGCTTCCGGTCCGCTCCCAGCGTTGCCTGGGATTTCGATCTCA AF155773-9
Sfum10 GAGATTTGTCTTCGGGGTAAGAATATCATGGCGGGTTATACTAATAACCCTGCCGCGAACAGGGA AF155773-10
Sfumll CCACGGGCTGAGTGGTTTCTTTCAAGGATTCTGGCCTACTACCGCTCGACAGTCCGCAGGCAGCG AF155773-11
Sfum12 GCTACCAGGCACTGGGTATGAAAGTGACCGCAAGGGCATTCTGCAGCCTTTTTTGATCGGTCCCC AF155773-12
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Sfum13 GCCCAAGGGACTAGCAGCAACACCATCCGATGTGACGAATGGCAGTAACATCTTCGGTATTGGTC AF155773-13
fuml4 TTTACAGAAGCAGGGCCAGTTGCGACTTCGAATGTACTATCAGTCGCAGCTCCTGAGTCACGATA AF155773-14
Sfum15 GTGTCTCGAAGTTATGCGGTACTTCGCCCCTATACCACTCACAATGCGAGAGGCAACGTGTGACA AF155773-15
fuml6 TGTCAAAATGCAAGGTGGCGAGTATATCGCCCTGGAAAAGCTTGAATCCATCTACAGGACATCTC AF155773-16
Sfuml7 ACCGTTGGTCCTTTCGAGCTTGACTGGGAGGCAGAACAGTACAAATGCCAATTATCTCAGTTCAT AF155773-17
fum18 AGTGTATACTCAGATGTTCCTCGAATAATCGAGCCGTCTTGTTTCATGGGCTCTGCCAATGACCT AF155773-18
Sfum19 CGCAATCCATGTCAGAACCAGCGCCCCAAGGTGGGCTTCTCCTACTCGATGAGCCTAGTTCTGCT AF155773-19
ORF20 CGGATTGTTGTGGAGTAGATACACACGATTCCGCCTTTATCTACGTGCAGCTCACTTCGAAACAT AF155773-20
OREF21 GACGCTGTCTGCAGTGCGCTGGTCCAAACGATCGACCTTCACGTGCAACATGGAATAAAGTCACT AF155773-21
mpul CGCTGTCTTTAACTACCTGGCCGGTTCTTTGTCTCGAATCTTCACAACCCTCCAGGAAGTTGACG AF155773-27
Trichothecen F. sporotrichioides [J]
fpp ATCCCTCTCGGAGAGTACTTCCAGATCCAGGACGACTACCTTGACAACTTT FPP-0
p450 GAAGAACCCTGACAAGTTCGTTCCGGAGCGTTGGCTTGACATTTACTCGCAAAATCAGACGTCIT AY226098-0
tri10 GGTCTTATGAAGCGACATTCAGCTCGTTAAAGAAGTACGACGGAGTTCTTGAGGTGTTGGAAGATGCT AF359360
tri6 CAATGTCTTAGAGTCTTCAGCCGCGTGGATAACATGAGGGATCACTATAGG U22150
trilé TCAACAAGTGTTGCAAATGCACCATTCTACGAATGTGACTTTGGGCCATCGCTTAGCGAAGATTC AY187275-0
tril5 TCCCGACACTCAAGTGTTGACCAGACGCGAGAAGCGACAAAGGGCTACTGCCGCGCATCAGC AF327521-0
trild GCCGAGAACATGACACCGGATTATCCCTACGGTGGCGTGTCGGTTTATCAGGATAAGACTAAGCA AF326571-0
tri13 TCTCTAGCTACCGTACCATCGAAGGTTTGACTAGCATGCCGGAACATTCCTACATCAGTCTGGCG AF330109-0
tril12 TTGGACTGCTACTTAACTGACCACGTTCCGCATCAGCTTTATGACAGAAAG AF011355
tri9 TCGCCGTTGTAAACTTCAACTACAGAAACCTAGCAAAACCATCTATATCACCCA AF359360
tril GATGTTGCGGTTAGCGTTGGAGGATATTACTCTCGAAGACGGCACCTTTATTCCTAAAGGTCATC AY040587-0
tri8 CACTACGAGGAAACCAACAATAGTTATAAGGCGGCTGTTCAGTGGCITGAG AY032744
tri7 GGCATTCGTACTGTCGCTGGACTCTCACCACGATCAGTAGTTTTATATGC U22463
tri3 GTTGTAAACCAGTCTTTGCCATATCTCTGGAGGGACGCTTCTACCCTCAAC U22463

trill

GCAAGAACAGTTTGGGAGTTTGATATTCGTCTTTCTGAAGGTAGCCGGAAT

AF011355
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tri101 CTACTGAATTCTGCCGCGCTGTCGACATGCGGGGCCCAATGGGCGTATCAAGCACATACCCAGGCCTT AF127176
tri4 CTCTAGACAGTGCATCGGTTACACAATGGCCTTTGCTGAGATGTATCTTG U22462
tri5 ATTGGCGAATGTTCGATCCAAGGATGTGAAGGAGGTTCAGAAGCCTTTTCTGAGCTCAATTG AF359360
Trichothecen G. zeae [1]
tri5 CGTGGCACTTGTGCGACGCTAGATACCGCCTCCATGAGATTTATGAAAAGGTCAAGGATCAGGATACA AY102584
trid AACTTGAAGTACAAGGAGCATGTCATCCCTAAAGGAACTCCCATTTCTCAGTCCACCTATTTCATGCA AF359361
trill GAGATGCGCGTTTCAGTAGTGACCGACTGGATGCGGTCAAGCCATTCTCAATCGGACCACGGAATTGT AF359361
tri3 AGCTCTAGAGAAGGCTTGCAGGGATATCAAGAAATGTTACGATCAATGGCTTGGAAATCCGTTCCTGG AF359361
tri8 AGACTGGCTTTCTCGCTGCTGAGGGTTTTACCATCAACGAAGCTGGCGTCGCCTTTTATGGAATTGAT AF359361
tri9 CTCATATGAGATGGACCCTGATGTCTCGTGGCTCGAGGTTTTCGCATACTCGGGAGTTAGCGCTGCTT AF359361
tril2 TATGATAGAAATAAAGCGGATAAGGACGTACTTGAGGGAGATTCCGATTCGCAGTCATCTCCAACTA AF359361
tril4 TTGCCGAGAATATGACACCGGATCATCCCTTCGGTGGCGTGTCAGTTTACCAGGATAAGACTCAGCAG AF359361
tri6 ACGGGACTTTAGGCGGCATTACCGGCAACACTTCAAGCGCTTTTTCTGTCGCTACTCAGAATGCCCTC AF359361
tril0 GATAGTGTGGCCGGGACGCTTCAATTGTTGGAGAGGCTCCCAAATCTTGAAGCTGTCACGAGCGTTAC AF359361
tri102 AACAACCAGTACCCAAAAGAAATCGGAAGCCATCTGACTTCAGCCCTGCGTGGTACGGATATTCCGCA AF336365
tril3p TCGCACCATAGAAGGTCTGACTAGCATGCCAGAGTATTTATATATCAGGCTGGCAAAGAGCGATTTGA AB060689
tril3 TGACCACGACATTGGAGCTTTCAAGCCCGAAAGATGGCTCATACAGAAGGAGTCATCGACTGGAACCG AF336365
tri7 AGCTCTATGGCGCCGCATCACCGGTGCCACAAAGCAAGACGGAGACGAAGGAGTCCCTCTATGGCACA AF336365
orfF ACCTGCACTATTCACGCGAGTATGGAACTACTCCCAGGATCAAGTCATGGTTTTAATGGAAGGCGTGA AF359361
orfE AAACAATGCCATTCTCATCGAGAACTGTTACAACCTAGCTATCCGAGATGGTGTCGTTAACGGAGGCG AF359361
orfD GATTCCTTACATAAAATACCCGTTCTTCACACTCAGCGAAACTGACAAAACGGAATTGGTGCTTT AY102584
orfC TGCGACATTGCCATCACAAACGGTTTCCCCTACTGGCAGGGTGTTCCCATCAAGGATGCTCTCCGCCT AF359361
orfB ATCTGGACCTCAACACCGCAAGCACCAAGTATGTTAATGCTATTGGCCAAGAGAACGCGGATAAATAC AF359361
orfG CTATTCGTCTTTTGGCGGTGCCGAACCCTCTCTAGACTTGTACAACGCTGGCCTAAACCATGGAGGCT AF359361
orfH TTCATAGGTAAACCTACGATCGAAAGCTGGGAAGATTTACCGAACTTGCGAGTTAACGTCTCGGGCAA AF359361
orfl TTGAGGAGATAAAATTCCACCCCTATGTAGCTCGCAAAGAGTCGACTGGCTTCATCTACAACCGTCIT AF359361
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orf] CGGTACCCAAAGAACTTCAAAGTTTATTACATGTTAGATGAACCGCCTAGCGATTGGGAGCATGGCTC AF359361
orfK ATATGATCCTACCAGGAGGATATCGTCTCCCAAAGGGTGCAGTAGTTATTTCAGCGCTTCATCACATG AF359361
orfL GTCTTTAACGGAAACGGATACAAGAAATTTAATGGTACCATCAGCTGTGATGCACTCGAATGGAGAGA AF359361
Trichothecen F. poae [F]
tri5_FP AACTGGCAAACGTTCGATCCAAGGATGTGAAGAATGTGAAGCAGATTGAAAAGCCTCTGCTGAGTTCA AY130294
Positivkontrollgene versch. Species [E,G]
btbPv CGGACAGTAAGTTTTAATGGTGATGTTGGTTTCTGGTGGATTGCACGTCTGATATCTTGCTAGGT AF001205-0
btbPn CGCGTTGGGTATCAATTGACAAGTTACTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGG AY674319
actin GCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGCTTCCGGTGGCAAGTATGTTCCCCGTGCCGTTC AY160979-0
btbAo ATGGACAGTAAGTTTTAACTGTGATGGGGGTTCCGGTAGATCATACATCTGATATCTTCCTAGGT AY160979
btbFspc CATGAGCGTCTACTTCAACGAGGCCTCTGGCAACAAGTACGTCCCTCGCGCCGTCCTCGTCGATCTTG AY725266
atbGz CCCCACTGGTTTCAAGCTTGGTATCTGCTACCAGGCTCCCGAGAACGTGCCCAACGGCGACCTCGCCA AY860418
btbFp ATGCGTGAGATTGTTCACCTTCAGACCGGTCAGTGCGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGCAGAC U85572
btbFs TCTGGCGAGCACGGTCTCGACAGCAATGGTGTTTATCACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCAT AF404188
Ochratoxin P. nordicum [B]
t08_ab ATATAACAGAGTAATAGATTAGCTCTAGTCCTTTCTATGGCTGTCGCAGGCGTCATTTCGAAGA T-08_aB
otapksPN1 CACCTATTTATTTCAAGTGGGACTCGTCGCTGTTCTTGATTCATTGGGTCTACAGCCCAATGCGATAA AY557343
otapksPN2 TCTCACCTATTTATTTCAAGTGGGACTCGTCGCTGTTCTTGATTCATTGGGTCTACAGCCCAATGCGA AY557343
npsPnl TCTTTATAGGACCTGCTTTCTAAGATTGTTGTGGAAATCGTTCACACCCGCCAAAAGACACAGCGAGA AY557343
npsPn2 TTTATAGGACCTGCTTTCTAAGATTGTTGTGGAAATCGTTCACACCCGCCAAAAGACACAGCGAGAAA AY557343
nregPnl CCGAGAAACCTCATTACTCCACGGCTATGGGTGTTTGCATTGCGCTGCAGCTAGTTGGTGGTCTTTCG AY557343
nregPn2 CGATCTGGACCCCCTACACGTATTTCGAAACCGAGAAACCTCATTACTCCACGGCTATGGGTGTTTGC AY557343

otaTraPnl

GGAACTGGCGCTGCGCTCTTGAGCACAGTTGCGTTGGCTAGTGTACCTCAATGGTTTGATCGAAAGGC

otaTraPnl
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otaTraPn2 GGCTAGTGTACCTCAATGGTTTGATCGAAAGGCAGCCTTTGCAATTGGGATTTCGATGTCGGGCGCCG otaTraPn2
otacHIPn1 TGCTCGACAAAGTCGGGAAGAGAGCCATGGTGGCATACTTGGGAAGTGTTCTGATAGTGTCACTTGGT DQ100374
otacHIPn2 ACAATCCCTCCATAGGTTGTGACTTGACTTGTCACTGCCGATACCAGCCCCCAAGCGCAGACGAAGAA DQ100374
otacHIPnNc GGGCACACGACGAATTCAAGAATGTATGTGCTGAAACATTATCAAGAAGGAT BX294091
ntraPn GGTTGCTCACTTGATCAGATGGAAACTAGTGAAGAACAGGGACAATTTCCC ntraPN
pksAo ATTAACTTCTGTTTCGAATTTGCCGGACCCAGCTATACCAATGACACGGCCTGTTCATCCAGTCT AY320070
pksPUrtic GGAGTCATCCGACTGTCAGCCATCTGGCGGTGTGTTTGCTGAGAAGCTTGCCAAATGATTGACCTTATAAGAACG pksp_urticae
asp1Pn TGTTATTCGTGGAAGCGTACTGATGGTATTACTACAGTCGACCTCTATGCTCCTGGGGAGGCCATCACGGCCGCA AY557343
asp2Pn GTCCCITGCGACTCTGGCAGTCGTCAATGCCGGTAAGCTCCTTACCGCCAGTGATGCCCACGCTGTCATT AY557343
t01_a GCGAAGGTGTGGGCAAAAACGCGAGTCCCGGGATATCACGATCACGTGCTTCTATTACATAGGACAATACTGTTT T-01_A
t02_b TGGACCCAAGTGCAGATCTAGAGTATTAAATGTTTCCCTGCATGCGAAATACCCATCTTGAAATCATGAA T-02_B
t03_b TTACGTTCACGAAACGAGTGTGAAGTGCATTTGTCAAGAAATCATTGATCATCAAAGCTGCATAAACCCCCACCG T-03_B
t04_b TGCCCCCCAAAGCCCTGGGCAGAACAGGTCCCCAATATCGCCGGCGCTATGACCGATTTAGTGAG T-04_B
t06_b CTCATGACGAGATTTCGGGCAACGTTGATTTACATGTAACCTAACAACTACATTTGGAGCCAAAAGTCTGTCCGT T-06_B
07_a ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATAGACCTTGAACCACAGTCCCTCTGCCCACCAAAGTACCCCCAGAACCACAA T-07_A
108_bb CATCTATATACCTACGTACATTACTCAGTCTTTTTGTGCACAGCAGGCGACTTCAGAAAGCCGAAAACCGCCAGT T-08_bB
pksPV ACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGG PKS_PV
Negativkontrolle
spotpuffer 3X SSC
spotpuffer 50 % DMSO
spotpuffer Scienion
spotpulffer Nexterion
spotpulffer H>O dem.

human actin

normalisierte DNA Probe (Experimentspezifisch)
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Plate |dentification: Wwell | Accession No. Gene Name Status Al
Mame:
- 402 | scisnionpuffer | otapksPN Rul
Dctustosin Cluster S6-well ark AD3 scienionpulfer | olalians Full
404 | scienionpuffer | nitratrans Rul
et A5 scienionpufer | chFH Ful
ADE | scienionpuffer | npsPh Rl
AD7 scienionpuffer | aspPM Rl
Description: ADB | scienionpuffer | T264, Rl
AD3 scienionpuffer | TO9BB Rl
Plate for Ochratoxin Cluster Test
96-well plate pratocol. il? scienionpuifer LEIr‘n“pty_
Werschiedene Spottingl:sungen. | a1z EE
e BO1 DRS0E0% otapksPY
Plate: Type: BO2 | DMSOB0% atapksPN Rl
BO3 DRS0E0% otatrans Rl
Nunc - 245344 B04 DRS050% ritrattrars
BOS DRS0E0% chiPM Full
Plate capacity: 96 Wells 805 DMsO50% npsPN Rl
BO7 DRS0E0% aspPH Rl -
BOa DRS050% T264 Rl
BO3 DRS050% T03bE Rl
“iew Contertts As: 810 DMSos0x Ful
“iligt CMap B11 Empty
B1 Empty
————— |0l s0%DMs0 otapksPY Rl
Help and Directions coz S0%DMS0 otapksPN Rl
Al wells marked 2 ull or control CO3  BO%DMSD olalians CRull
wil be dipped and printed. Welk: C04 | 50%DMSO ritrattrans Rul
marked empty or bad may or may C05 B0%DKS0 chiFH Rl
not be printed, depending on the CO6 50%DMS0 npsPN Rl
status of neighboring well: and the co7 B0%0M50 aspPN Ful |
pin configuration. C08 | 50%DMSO T264, Ful
C03 B0%DMS0 T03bE Rl
ci0 S0%DMS0 Rl
Ci11 Empty
1 Empty
Do DS050% otapksPY Rl
Doz DrS080% otapksPN Rl
D03 DS050% otatrans Rl
o4 DMS050% nitrattrang Rl
D05 DMS050% chiPH Rl
DOE DrS080% npsPN Rl
D07 DMS050% aspPN Rl
nne | NMSNAT: ToRA Fuil = |
Import from File | Cancel |

Beispiel der Anordnung von Genen auf der 96-Well Platte welche die zu spottenden DNA-
Proben enthielten, hier testweise in unterschiedlichen Matrizes gelost.

Printing Protocol - Fins E X
Printhead Fin spacing: Smm (36 well plates]
Miew from abovel
Humber of Pins
12 1 pin
4 pinsin arow
11
Zone  Aping in a colmn
10  Bpins
" 12pins
5 1B pins
32 pins
C 48pins
8
7
Zone
B
]
4
3
Zong
A
2
1
Mouse is over pin:

< Back MNext > Finish Cancel

Nadelkonfiguration des Spotterkopfes. Die Anzahl der Nadeln betrug 4. Diese waren im
Quadrat angeordnet.
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Printing Protocol - Pre-print E X

@ Fie-pints
Murmber of pre-prints after each sample load:

Pre-print spot spacing, center to center (um): | 300

< Back MNext > Finish Cancel

Einstellung des Preprints, dem ,Abtupfen” der Nadeln vor dem Spottvorgang zur
Verbesserung der Spottmorphologie.

Printing Protocol - Array Layout E X

Microarray:

Spats
Number of times t print each spot within array B

Nominal spot diameter (um): | 200

Spot spacing, center o center (ump | 800

Subarray Spacing
I Use pin liting

Location of array on substiate
" Top " Center * Bottom ! Custom

[v Leave space for a barcode/label at bottom

Custom anay parametsrs

Upper left spot center: Subanay dimensions:
Fram left (mm]: “wlidth [rm]:
Frarn top [mm] Height [rm]

Fiedraw Ay

< Back MNext > Finish Cancel

Layout-Einstellung, Spottdurchmesser und Abstand zwischen zwei Spotts.
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Printing Protocol - Pin Motion E X
FY
Printing approach velacity [mm/sec) =
Piinting departure welosity mm/sec) | 25 %
Prirting avertravel [um): 500
Fiinting dwell tine [méec] | 200
Sample load avertravel [um): 500
Sample load dwel ime (mSec) | 2000
Substrate thickness [mm]: 1
Masimum number of printed spots per sample loack 2
Speed of printhead Y motion
O glow & Medum C Fast
< Back MNext > Finish Cancel
optimale Beschleunigung und Abbremsen des nadelfithrenden

Einstellungen fiir
Roboterarmes wihrend des Spottvorganges, sowie von Nadelfiihrung, Probenaufnahme und

Anzahl der mit einer Ladung zu generierenden Spots.

Printing Protocol - Wash & Dry E X
Length of wash procedure [seck | B
Number of times towash: | 2
Length of diy procedure after washing (sec): 3
< Back MNext > Finish Cancel

Einstellung von Nadelwaschszyklen und -Waschzeit, sowie der Trocknungsdauer nach

jedem Waschgang.
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@ Huridiy
¥ Do ot print when humidity s outside of scceptabls rangs
P Mirimum acceptable humidity (ZAH): 50
Masimum acceptable humidiy (%FH) [
@ 4 Prepint
¥ Cantrol humidity level duing printing procedure
Target humidity level (%RH): 60
Temperalure

v U not prnt when temperature is outside of acceptable range

Minimum acceptable temperature (T el

Mawimurn acceptable temperature [C): 30

< Back MNext > Finish Cancel

Einstellung der relativen Luftfeuchte und Temperatur fiir ein bestmdgliches Spottergebnis.

Protocol: Mark-l

Micraanay: Selected Subarray:

Selected Subanray: Plate ID:
Mumber of spots: 48
Auray: 1 Plate name:
Pir A3

Flate description;

< Back MNext > Finish Cancel

Layout-Einstellung des Spottersystems. Bei Verwendung von 4 Nadeln wird jeder Array in 4
Subarrays unterteilt. Diese konnen einzeln ausgewahlt werden.

Printing Protocol - Environmental Control E X

Printing Protocol - Finished Microarray E X
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