(]}

Karlsruhe Institute of Technology

Etablierung von CRISPR/Cas9 in Alternaria alternata und die
Untersuchung der Biosynthesewege von Alternariol, Hortein
und Altertoxin

Zur Erlangung des akademischen Grades eines

DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN
(Dr. rer. nat.)
von der KIT-Fakultat fur Chemie und Biowissenschaften
des Karlsruher Instituts fir Technologie (KIT)

genehmigte
DISSERTATION

von

Maximilian Wenderoth

Dekan: Prof. Dr. Reinhard Fischer
1. Referent: Prof. Dr. Reinhard Fischer
2. Referent: Prof. Dr. Jorg Kdmper

Tag der miindlichen Prifung 10.12.2018



Die vorliegende Arbeit wurde von Juni 2015 bis Oktober 2018 am Institut fir angewandte
Biowissenschaften, Abteilung Mikrobiologie des Karlsruher Instituts fir Technologie (KIT)
unter der Betreuung von Prof. Dr. Reinhard Fischer durchgefiihrt.



Inhalt

1. ZUSAMMENTASSUNE «.cceuiiieiiiiieiiieeiirieeereeneerneserenaereaseernasssenssssenssssnnssssnsssnenssssenssssnasssennes 1
7 T = 1y 1
2.1 SekundarmetaboliSmus.........ccciviiiiiiiiiiiiiiiii e 3
2.1.1 Sekundarmetabolite dienen unterschiedlichen Zwecken........cc.cccooceriiiiiiiiiii e, 3
2.1.2 Sekundarmetabolite sind flir den Menschen von groRem Interesse.......ccccceeeecciveeeeeeeeeennns 4
2.1.3 Biosynthese von Sekundarmetaboliten — Polyketidsynthasen (PKS).......cccccvevceeeeniieeeennen, 6
2,004 GENCIUSEET ettt sttt st sttt et esre e st e s b b eans 11
2.1.5 Regulation VON GENCIUSTEIN ......vviiiiciiee ettt ettt stte e e e e e e e e e aae e e s s aee e e eanees 13
2.1.6 Strategien zur Charakterisierung von GeNnclUSTEIN ......ccceiiviiieiee et 16

Ry 2 I =1 1 1o | (o 18
2.2.1 Lebensweise und Eigenschaften von A. alternata ...........cccceeecvvveeeecceeeiccciee e 18
2.2.2 Sekunddarmetabolismus in A. GIEEIrNALA.........c.cocveiiiiiiiieeeeeee e 20

2.3 CRISPR/CAST ...uuveiiiiunnniiiiinneissisneessssssessssssstessssssssssssssssssssssssesssssssesssssssssssssssnsesssssssssssns 23
TR T = =T o131 27

3.1 Die meisten Polyketidsynthasen in A. alternata sind unter Laborbedingungen wenig aktiv. 27
3.2 CRISPR/Cas9 ist eine geeignete Alternative zur Geninaktivierung in A. alternata ................ 29

3.3 Das pksl-Gencluster ist fiir die Biosynthese von Alternariol und dessen Derivaten

LY=L 118 o Lol o 39
3.3.1 Pksl ist eine nicht-reduzierende PKS .........c.coviiiiiiiiieeieeeeee et 39
3.3.2 Das pksl-Gencluster kodiert fiir insgesamt flinf biosynthetische Enzyme und einen
TransKriptioNSTaKEOr ...eei e e e e e e e e e e e e annaee s 40
3.3.3 Das pksi-Gencluster ist in Alternaria KONServiert........cccoccveeieciiee e e 42

3.3.4 Die Tailoring-Enzyme des Clusters sind fiir die Synthese der AOH-Derivate verantwortlich

....................................................................................................................................................... 44
3.3.5 AohR aktiviert die Expression des pks/-GenClUSTErS........ccccevieciieieecieee e 55
3.3.6 AOH ist €N Virulenzfaktor .......cc.coiiiiiiiii it 58
3.4 pksJ kodiert fiir eine hochreduzierende PKS.........cceoiiiiiiiiiicciiirrrce e eenee s eeneessennnns 62
3.4.1 pksJ ist homolog zU PASF QUS A. SOIONI ....ceeeeeieeeeiiiiiieee ettt ettt e e ree e e e e e 64
3.4.2 Die heterologe Expression von pksJ produziert drei verschiedene Metabolite................... 65
3.4.3 Regl ist ein Zink-Cluster Transkriptionsfaktor .........ccceieeciieieccie e 68
3.5 PksA synthetisiert die Vorstufen mehrerer Sekundarmetabolite.........cccceueerrreenirirenennneeen. 69
3.5.1 Altertoxin wird durch PksA hergestellt........coocuiiiiioiiiiicciee e e 70
3.5.2 Hortein ist ein weiteres Produkt VON PKSA..........coiiiiiiiiiiieetee e 75

3.6 A. alternata eignet sich als Expressionsstamm zur Entdeckung neuer Sekundiarmetabolite . 78

3.6.1 Die Uberexpression von pksJ fiihrt zur Produktion neuer Metabolite...........ccccovvvevrvennnee. 79



3.6.2 Die Uberexpression der Betaenon-Synthase PksF in A. alternata kompensiert unentdeckte

NI 11 oY T Lo i =L VAV £ 1= SRR 80
4. DiSKUSSION.....uuuiiiiiiiii s 85
4.1 Die meisten PKS liegen in kryptischen Genclustern............cccceiiiiinniiiiiinniininncni, 85
4.2 CRISPR/Cas9 ist ein effizientes System zur Geninaktivierung in A. alternata ....................... 87
4.3 Pksl ist fiir die Synthese von Alternariol verantwortlich...........cccoeuirirriiiiieiiirrecccrreeeens 89
4.3.1 Die restlichen Gene im pks/-Cluster Gbernehmen die Synthese der AOH-Derivate............. 90
4.3.2 AOH ist €in ViIrulenzfaktor .........ooociiiiiiiiieeee e s 94
4.4 Das pksJ-Gencluster ist fiir die Synthese von Aslanipyron verantwortlich...........cccccccerinnnnens 96
4.5 ATX und Hortein entstammen dem Syntheseweg von Melanin........ccccccceerrveniirireeccreeennnnns 99
4.5.1 PksA stellt eine Vielzahl von Bausteinen her.........o.cooieeiiniiieniieeeeeee e 99
4.5.2 Die ATX-Synthese zweigt aus den Vorstufen von Melanin ab.........ccccccceiviiieiicineeccnnnn. 100
4.5.3 Hortein wird ebenfalls aus den Vorstufen der Melaninsynthese hergestellt.................... 102
4.6 A. alternata eignet sich als Expressionssystem fiir Sekundarmetabolite........c...ccccereeeueneanene 104
4.6.1 Die Expression von pksJ ist in A. alternata erfolgreich moglich.........cccccoovviviiiicieeicnnenn. 105
4.6.2 Die Uberexpression von pksF in A. alternata fiihrt zur Synthese von Betaenon................ 106
5. Material und Methoden............cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinierrrrrerrrr e 108
5.1 Chemikalien ........ccocviiiiiiiiiiiiiiiiiiii 108
5.2 Verwendete Stamme von A. alternata, A. nidulans, A. oryzae und E. cOli...............ccc......... 108
5.3 Kultivierung der OrganiSmen ......cccveeeiiiiiiniinuiieiinniiiiimmmiiiismsieeismessssessssmesssssssssssss 110
5.4 Molekularbiologische Methoden ..........ccccceiiieuiiiiieiiniiiiiiiieeseesssenes 112
5.5 Nachweis von Sekundarmetaboliten..........cccccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 127

B. LiteratUrVerZEIiChNIS...cuuveireireieireireireereeireireeresssesrarasssecsessssssssessssssasssssssssassssssssssssnnne 131



1. Zusammenfassung

Alternaria alternata ist ein weltweit verbreiteter, filamentoser Pilz, der eine Vielzahl an
Lebensrdumen besiedelt. Er wachst sowohl saprophytisch auf organischem Substrat, als auch
parasitdr auf Pflanzen. Durch sein breites Wirtsspektrum ist er in der Lage, viele wichtige
Kulturpflanzen zu Infizieren. Zusatzlich produziert A. alternata mehr als 70 verschiedene
Sekundarmetabolite, von denen vor allem die Mykotoxine Alternariol (AOH),
Alternariolmonomethylether (AME), die Altertoxine I-lll (ATX I-lll) und Tenuazonsdure
charakteristisch fur diesen Pilz sind. Durch Kontamination von Lebensmitteln mit diesen
Toxinen stellt A. alternata eine erhebliche Gesundheitsgefahr dar. Fiir die Synthese von
Sekundarmetaboliten sind in der Regel Polyketidsynthasen (PKS) und nicht ribosomale
Peptidsynthasen (NRPS) verantwortlich, die haufig in Genclustern organisiert sind. A.
alternata besitzt mit zehn PKS-Genen pksA — pksJ eine im Vergleich zu anderen filamentdsen
Pilzen geringe Anzahl. Trotzdem konnte bisher lediglich pksA eindeutig eine Funktion

zugeordnet werden, namlich in der Melaninbiosynthese.

In dieser Arbeit wurde das pks/ Gencluster, welches fiir die Alternariolsynthese verantwortlich
ist, identifiziert. Deletionsmutanten von pks/ waren nicht mehr zur AOH-Produktion in der
Lage. Durch verschiedene, CRISPR/Cas9 induzierte Deletionen sowie die heterologe
Expression der einzelnen Clustergene in Aspergillus nidulans und Aspergillus oryzae, wurde
die Biosynthese der AOH-Derivate AME, Altenusin und Altenuen aufgeklart. Zusatzlich wurde
eine aktivierende Rolle des im Cluster liegenden Transkriptionsfaktorgens, aohR, gezeigt. Die
heterologe Expression von pks/ zeigte, dass diese PKS zur AOH Synthese ausreichend ist. Durch
Infektionsstudien an Tomaten, Apfeln und Zitrusfriichten wurde AOH als Pathogenitatsfaktor

identifiziert, der die Besiedelung verschiedener Pflanzen unterstiitzt.

Eine weitere Entdeckung ist, dass PksA nicht nur fur die Produktion von Melanin
verantwortlich ist, sondern an der Synthese der Altertoxine und einem Sekundarmetaboliten
namens Hortein beteiligt ist. Die Synthesewege beider Metabolite zweigen aus dem
Melaninsyntheseweg ab. Deletionsmutanten von pksA, brm1 und brm2 waren nicht mehr in
der Lage, diese Metabolite zu bilden. Die differentielle Expression von Laccasen in stark
melanisierten und sporulierenden Kulturen, bei gleichzeitig verringerter ATX Produktion,

deutet auf eine entwicklungsabhangige Regulation hin.



SchlieRlich wurden die Funktionen der beiden Gencluster von pksJ und pksF aufgeklart. Durch
Uberexpression von pksJ und pksF in einem pksA- und pksl-Doppeldeletionsstamm von A.
alternata, wurden die dazugehoérigen Metabolite Aslanipyron und Betaenon identifiziert.
Dieser Deletionsstamm produzierte wenige storende Metabolite und eignet sich auch fir

zuklinftige Anwendungen in der Identifikation von unbekannten Sekundarmetaboliten.



2. Einleitung

2.1 Sekundarmetabolismus

2.1.1 Sekundarmetabolite dienen unterschiedlichen Zwecken

Die Produktion von sogenannten Sekundarmetaboliten ist eine weitverbreitete Eigenschaft
von verschiedenen Mikroorganismen und Pflanzen. Die Bezeichnung Sekunddrmetabolit ist
hierbei nicht auf eine bestimmte Stoffklasse beschrankt, sondern dient als Uberbegriff fiir
verschiedene, niedermolekulare Stoffe, die aus diesen Organismen isoliert werden kdnnen.
Weiterhin dient sie als Abgrenzung zum primdren Metabolismus. Dieser fasst samtliche
biochemischen Prozesse zusammen, die eine Zelle und somit auch der Organismus benétigt,
um die Uberlebenswichtigen Funktionen aufrecht erhalten zu kdénnen. Dazu gehdren
samtliche Bestandteile des Energiestoffwechsels und der strukturgebenden Prozesse. Im
Gegensatz zum primaren Metabolismus ist der Sekunddrmetabolismus jedoch fiir den
Organismus nicht zwingend Uberlebenswichtig (Keller et al. 2005). Dennoch besitzen
Sekundarmetabolite verschiedene Bioaktivititen und werden oftmals in bestimmten
Entwicklungsphasen gebildet. Uber den genauen Zweck dieser Stoffe gibt es viele Theorien,
jedoch verschaffen sie den Produzenten haufig einen Vorteil gegenliber konkurrierenden
Organismen. Bodenbewohnende Mikroorganismen wie Bakterien und Pilze sehen sich einer
Reihe von Konkurrenten in ihrem Lebensraum gegeniibergestellt, die oftmals dhnliche
okologische Nischen bewohnen (Losada et al. 2009). Auch gegeniiber abiotischen

Bedrohungen haben viele Metabolite eine Verwendung.

Zu den Sekundidrmetaboliten gehoéren beispielsweise Pigmente, die vor Strahlung und
oxidativem Stress schitzen. Pigmente, wie zum Beispiel Melanin, dienen dem Schutz vor
schadlicher UV-Strahlung oder reaktiven Sauerstoff-Spezies und werden in Zellwdnde von
Hyphen und vor allem Sporen eingelagert, um die DNA vor Schaden zu bewahren. Zudem sorgt
Melanin fur eine erhdhte Stabilitat, die von vielen pathogenen Pilzen, wie dem Reispathogen
Magnaporthe grisea, genutzt wird, um Appressorien zu bilden, die wahrend des
Infektionsvorganges einen sehr hohen Druck aushalten miissen (Howard and Ferrari 1989). In
Hortaea werneckii schiitzt das Melanin in der Zellwand vor osmotischem Stress, da dieser Pilz
extrem salzhaltige Lebensrdume besiedelt (Kejzar et al. 2013). Eine Kuriositat stellt das
Melanin der Gattung Cryptococcus dar, die dieses scheinbar nutzt, um aus ionisierender
Strahlung Energie zu gewinnen (Dadachova et al. 2007). Viele antibiotisch wirkende Stoffe
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stellen eine Moglichkeit der Abwehr von FraRfeinden und Konkurrenten dar. Jedoch ist deren
Funktion nicht nur auf das Abtoten oder die Wachstumshemmung anderer Organismen
beschrankt, sondern greift auch in die Kommunikation dieser untereinander ein. So konnte
von Fusarinsdure aus Fusarium oxysporum gezeigt werden, dass diese einen Einfluss auf die
Kommunikation verschiedener Stamme des Bakteriums Pseudomonas fluorescens hat. So
kann ein Stamm erfolgreich am Wachstum und der Besiedelung der Hyphen gehemmt werden
(Notz et al. 2002), wahrend ein anderer dadurch zur Besiedelung angeregt wird (de Weert et
al. 2004). Vor allem Bakterien nutzen eine Form der Kommunikation {ber
Sekundirmetabolite, die allgemein als Quorum Sensing bezeichnet wird. Uber die
Konzentration dieser Metabolite kann sowohl die Zelldichte als auch das Nahrstoffangebot
kommuniziert werden. Dadurch werden verschiedene Entwicklungsprozesse wie
beispielsweise die Zellteilung und Biofilmbildung gesteuert (Grandclement et al. 2016). Toxine
sind haufig Pathogenitatsfaktoren, die bei der Infektion des jeweiligen Wirts unterstiitzend
wirken oder sogar zwingend nétig sind. So werden bei der Infektion durch Botrytis cinerea die
beiden spezifischen Toxine Botrydial und Botcininsdure produziert. Bei Deletion beider
Synthesegene ist die Virulenz deutlich eingeschrankt (Dalmais et al. 2011). Siderophore (gr.
Eisentrdger) dienen in der Regel der Aufnahme von Eisen in die Zelle und dessen Speicherung,

kdnnen jedoch auch eine Rolle bei der Pathogenitat bernehmen (Oide et al. 2006).

Somit stellen Sekundirmetabolite, auch wenn sie nicht direkt fiir das Uberleben der
Organismen verantwortlich sind, einen wichtigen Bestandteil in der Interaktion mit der
Umwelt dar. Sie Gbernehmen verschiedene Funktionen, wobei ein und derselbe Stoff auch
mehrere gleichzeitig Gbernehmen kann. Die wahre Funktion der meisten Metabolite ist jedoch
haufig nicht ersichtlich. Bei der Untersuchung von Sekundarmetaboliten liegt ein groRes
Augenmerk meistens auf dem potentiellen Nutzen, beziehungsweise der potentiellen Gefahr

fur den Menschen.

2.1.2 Sekunddrmetabolite sind fiir den Menschen von groBem Interesse

Neben der Funktion flir den produzierenden Organismus sind Sekundarmetabolite auch fir
den Menschen interessant. Seit Entdeckung des Antibiotikums Penicillin hat sich ein ganzer
Wissenschaftszeig auf die Entdeckung und Erforschung neuer, pharmakologisch wirksamer
Substanzen spezialisiert. Tatsachlich sind ein GroRteil aller heute verwendeten Pharmazeutika

entweder Naturstoffe, basieren darauf oder ahmen deren Funktion nach (Newman and Cragg



2007). Der Einsatz dieser Stoffe geht jedoch Uber die Wirkung von Antibiotika hinaus. Viele
finden Anwendung in der Therapie verschiedener Krankheiten. So wird das Polyketid
Lovastatin, das zum Beispiel aus A. terreus isoliert werden kann (Kennedy et al. 1999), zur
Senkung des Cholesterinspiegels im Blut verwendet. Dariber hinaus kann es zur Regeneration
von Leberschdden eingesetzt werden (Cai et al. 2000). Cyclosporin A, ein nicht ribosomales
Peptid aus Tolypocladium niveum, ist ein starkes Immunsuppressivum, das als Komplex mit
Cyclophilin an Calcineurin bindet und dadurch die Immunantwort unterdriickt (Huai et al.
2002). Auch in der Krebstherapie konnen Polyketide eingesetzt werden, was sogar die Suche
in seltenen Organismen antreibt, um neue Wirkstoffe zu entdecken. So konnte aus
australischen Actinomyceten eine Reihe an Metaboliten, genannt Kibdelone, isoliert werden,
die zytotoxisch auf verschiedene Krebszelllinien wirken (Ratnayake et al. 2007). Weitere
Anwendungen finden sich beispielsweise in der Landwirtschaft als Insektizide, Herbizide und
Fungizide. Oft findet so eine Einteilung von Sekundarmetaboliten Gber ihre flir den Menschen
spezifische Funktion oder Nutzlichkeit statt. Diese sagt jedoch nichts Uber die eigentliche,

naturliche Funktion aus.
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Abbildung 1: Strukturformeln von verschiedenen, fiir den Menschen wichtige Sekunddrmetaboliten. Das B-Lactam
Antibiotikum gehort zu den nicht ribosomalen Peptiden und wird heute noch fermentativ auf Penicillium nodorum gewonnen.
Das als Cholesterin senkende Medikament eingesetzte Lovastatin gehort zu den Polyketiden und wird ebenfalls aus einem
Pilz, A. terreus isoliert. Cyclosporin A gehort wiederum zu den nicht ribosomalen Peptiden und besteht aus elf Aminosauren.
Gewonnen wird es aus dem Pilz T. niveum und wird als Immunsuppressivum eingesetzt. Die andere Seite der Medaille stellt
Aflatoxin B1 dar. Das Polyketid aus dem Pilz Aspergillus flavus gilt als eines der starksten cancerogene (Strukturformeln aus
Brakhage (2013)).



2.1.3 Biosynthese von Sekundarmetaboliten — Polyketidsynthasen (PKS)

Trotz der groBen strukturellen Vielfalt von Sekundarmetaboliten gehoren diese nur wenigen
Stoffklassen an. Die von filamentdsen Pilzen gebildeten Sekundarmetabolite gehéren in den
meisten Fallen zur Stoffklasse der Polyketide und der nicht-ribosomalen Peptide,
beziehungsweise Hybride aus beiden Stoffen. Ferner stellen Terpene und Alkaloide weitere
Stoffklassen dar. Der hohen, strukturellen Komplexitdt der Endprodukte steht eine relativ

simple Synthese gegeniiber. Hierbei kommen wenige, einfache Bausteine zum Einsatz.

Im Falle der Polyketidsynthese sind dies Coenzym A (CoA) aktivierte Fettsauren wie Acetat und
Malonat. Bei der Synthese von nicht-ribosomalen Peptiden bilden Aminosduren die Basis,
wobei jedoch nicht nur proteinogene Aminosduren zum Einsatz kommen. Zu den Produkten
gehoren sowohl aliphatische als auch aromatische Verbindungen, die verschiedene
MolekiilgroBen erreichen konnen. Die Synthese wird von groRen, teilweise modularen
Multidomanenenzymen Gbernommen. Zu den wichtigsten, auch Megasynthasen genannten
Enzymen, gehoren die Polyketidsynthasen (PKS) und nicht ribosomalen Peptidsynthasen
(NRPS), sowie Hybridenzyme aus beiden. Da sich in dieser Arbeit vor allem mit PKS beschaftigt

wurde, wird im Folgenden auf deren Aufbau und Funktionsweise ndher eingegangen.

PKS sind, was ihre GroRe, Domanenarchitektur und Funktionsweise angeht, eng mit den
Fettsdauresynthasen verwandt. Auch bei der Synthese von Fettsauren kommen Acetyl-CoA als
Starter-, sowie Malonyl-CoA als Kettenverlangerungsmolekil zu Einsatz. PKS kénnen jedoch
auch andere Startermolekiile verwenden. In beiden Fallen findet die Kettenverlangerung tGber
eine Claisen-Kondensation der einzelnen Bausteine an die wachsende Kette statt, wobei eine
B-Ketoacylgruppe entsteht. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wird ein gemeinsamer
evolutionarer Ursprung dieser Enzyme angenommen (Staunton and Weissman 2001). Der
Unterschied zwischen beiden Synthesewegen liegt in der unterschiedlich ablaufenden
Reduktion der wachsenden Kohlenstoffkette. Bei der Synthese von Fettsauren werden die
Ketogruppen vollstandig reduziert, was eine gesattigte Kohlenstoffkette zur Folge hat. Bei der
Synthese von Polyketiden findet nicht bei jedem Schritt eine Reduktion statt und auch der
Grad der Reduktion variiert. Dies fuhrt dazu, dass das Produkt bei der Polyketidsynthese eine
hohe Variabilitdat aufweist. Zudem enthalten Polyketidsynthasen hdufig noch zusatzliche
Domaénen, die weitere Modifikationen am Molekiil vornehmen konnen. Hierbei kénnen

weitere, funktionelle Gruppen angefiigt oder beispielsweise ein Ringschluss der Kette



vorgenommen werden. Eine weitere Besonderheit stellt die unterschiedliche Ausstattung mit

den jeweiligen Domanen dar.

Jede PKS besitzt zunachst eine minimale Ausstattung an Domanen, die flr die Synthese
notwendig sind. Dies sind die drei fiir die Kondensation nétigen Domanen Acyl-Carrier-Protein
(ACP), B-Ketoacyl-Synthase (KS) und Acyltransferase (AT). Zudem sind flankierend haufig noch
eine Starter-Unit ACP-Transacylasedomane (SAT) fir die Auswahl des Startermolekiils, eine
Product-Template- (PT), die héaufig an der Zyklisierung beteiligt ist und eine
Thioesterasedomane (TE) fir die Abspaltung von der PKS vorhanden. Zusatzlich zu diesen
Domaénen sind hdufig noch weitere, sogenannte reduzierende Domanen vorhanden, welche
die Ketogruppen Schritt flr Schritt reduzieren. Zu diesen Domdnen gehort die [-
Ketoreduktasedomane (KR), die eine Reduktion der Ketogruppe zu einer Hydroxylgruppe
vornimmt. Des Weiteren eine Dehydratasedomane (DH), die die Hydroxylgruppe abspaltet,
wobei eine C=C-Doppelbindung entsteht. Die letzte, reduzierende Domédne ist die
Enoylreduktasedomane (ER), von welcher die Reduktion der Doppel- zu einer Einfachbindung
katalysiert wird. Zusatzlich zu den reduzierenden Domanen konnen noch Domaénen
vorhanden sein, die an weiteren Modifikationen des Molekils beteiligt sind. Ein Beispiel
hierfir ist die  Methylierung der  Molekillkette durch eine S-Adenosyl-
Methyltransferasedoméane (Ado-MeT) (Abb. 2).

Minimal
/ Optional \

SAT Ado

&]

Abbildung 2: Domanenarchitektur von Polyketidsynthasen. Typischerweise verfiigen PKS (iber die drei essentiellen
Domadnen B-Ketoacylsynthase (KS), Acyltransferase (AT) und Acyl-Carrier-Protein (ACP) (griin). Zusatzlich konnen noch eine
B-Ketoreduktase (KR), eine Dehydratase- (DH) und eine Enoylreduktasedoméane (ER) vorhanden sein. Sind diese nicht
vorhanden, handelt es sich um eine nicht reduzierende PKS. In diesem Fall sind hdufig noch eine Starter-Unit ACP-
Transacylase- (SAT) und eine Product-Template-Doméane (PT) vorhanden, die das Startmolekll auswdhlen, bzw. die
Cyclisierung des Endproduktes vornehmen. Eine Thioesterasedomane (TE) ist gelegentlich ebenfalls vorhanden, welche das
fertige Polyketid vom Enzym abspaltet. Ebenfalls zu den Optionalen Domdnen gehort die S-Adenosyl-
Methyltransferasedoméde (Ado-MeT), welche eine zusatzliche Methylierung des Polyketids katalysiert.

=

Die Reaktion lauft im Einzelnen folgendermalen ab: Das Startermolekdl, in der Regel Acetat,

wird mithilfe der AT-Domaéne, unter Ausbildung eines Thioesters, von Acetyl-CoA an die KS-



Doméne (ibertragen. Das Molekil fir die Kettenverldngerung, in der Regel Coenzym A
aktiviertes Malonat, wird nun wiederum ebenfalls unter Ausbildung eines Thioesters, von der
AT-Domane auf die ACP-Domane geladen. Die KS-Domane katalysiert nun die Kondensation
des Malonats an Acetat, wobei von diesem CO; abgespalten wird. AnschlieRend kann die nun
entstandene, um zwei C-Einheiten verlangerte Kette von den reduzierenden Domanen
weiterbearbeitet werden. Die ACP-Domaéne besitzt hierfiir die prosthetische Gruppe
Phosphopantethein, die als eine Art ,Arm“ arbeitet und das Produkt zwischen den einzelnen
Domaénen bewegt. Ein neuer Kettenverlangerungszyklus beginnt, indem die verlangerte Kette
Uber das ACP wieder an die KS-Domane Ubertragen, und ein neues Malonat auf die ACP-

Domaéne geladen wird (Crawford and Townsend 2010) (Abb. 3).
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Abbildung 3: Ablauf der Polyketidbiosynthese. A: Uber die AT Domine werden Acetat und Malonat an die KS-Doméne bzw.
die ACP-Domine geladen, wobei es zur Ausbildung eines Thioesters kommt. B: Uber eine Claisen-Kondensation, katalysiert
durch die KS-Domane und unter CO,-Abspaltung am Malonat (blauer Kreis), werden die zwei Kohlenstoffatome des Acetats
(roter Kreis) an dieses geknlpft und es entsteht eine neue Ketideinheit, die weiterhin an die ACP-Doméane gebunden ist. C:
Zum Beginn eines neuen Zyklus, wird die verldngerte Kette lber die AT-Domane wieder an die KS-Domane transferiert und
gleichzeitig ein neues Malonat an die ACP-Domaéne. D: Die optional vorhandenen, reduzierenden Domanen KR, DH und ER
koénnen vor Beginn eines neuen Zyklus eine Reduktion der jeweils neuen Ketogruppe vornehmen. Zusatzlich kann das
Polyketid auch Methyliert werden (Ado-MeT). Ist die endglltige Lange erreicht, wird das Produkt Giber eine Thioesterase von
der Polyketidsynthase abgespalten und kann weiter modifiziert werden.
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Anhand der einzelnen vorhandenen Domdanen koénnen Polyketidsynthasen in Klassen
eingeteilt werden. Die Einteilung erfolgt hier in nichtreduzierend (NR = non-reducing),
teilweise reduzierend (PR = partially reducing) und vollstdndig reduzierend (HR = highly
reducing). Eine NR-PKS besitzt lediglich die Minimalausstattung der Synthesedomanen sowie
eine SAT- und PT-Domadne. Manchmal kann auch eine Ado-MeT-Domane vorhanden sein.
Diese PKS produzieren oftmals aromatische Polyketide. Die PT-Domane steuert hier die
Zyklisierung des Polyketids. Teilweise reduzierende PKS besitzen zusatzlich ein oder zwei der
drei moglichen, reduzierenden Domanen. Dies ist die KR-Domaéne, die die Reduktion der B-
Ketogruppe zur Hydroxylgruppe katalysiert. Zusatzlich kann noch die DH-Domane vorhanden
sein, die die Dehydrierung zum Alken katalysiert. Sind alle drei reduzierenden Domédnen
vorhanden, handelt es sich um eine vollstandig reduzierende PKS, da hier die C-C-

Doppelbindung durch die ER-Domane weiter zur gesattigten Fettsdure reduziert werden kann.

Die Einteilung in nicht-, teilweise- und vollstandig reduzierend beschrankt sich in der Regel auf
das Vorhandensein der einzelnen Domdanen. Da sich die Architektur von PKS teilweise
erheblich unterscheidet, findet zusatzlich noch eine Einteilung in insgesamt drei verschiedene

Typen statt, die in erster Linie den Aufbau des Proteins betrifft.

Typ I:

Typ | PKS entsprechen in ihrem Aufbau weitestgehend dem schon beschriebenen Schema. Da
es sich dabei um ein einzelnes Modul von PKS handelt und unter Umstanden mehrere Module
hintereinandergeschaltet sind, wird bei diesem Typ der PKS eine weitere Unterteilung in
modulare und iterative PKS vorgenommen, wobei erstere fiir Bakterien und letztere fir Pilze

typisch sind. Nach wie vor handelt es sich jedoch um ein einzelnes Protein.

Modulare PKS vom Typ | bestehen aus mehreren Moduleinheiten von ca. 160-200 kDa GroRe.
Jedes Modul enthadlt dabei den Kernsatz an Synthesedomadnen, sowie optional auch die
anderen modifizierenden Domanen. Bei der Synthese des Polyketids wird jedes Modul nur
einmal fur die Kettenverlangerung verwendet und ihr jeweiliges Produkt an das nachste
Modul weitergereicht. Anhand der Domanenstruktur der Module, deren Anordnung und
Anzahl ist es hier moglich eine Vorhersage tber die GroBe und Modifikation des entstehenden
Produkts zu machen. Durch Modifikation der einzelnen Module kann sogar die Beschaffenheit

des Endprodukts beeinflusst werden. So konnte durch die Deletion der KR-Domadne eines



Moduls der Erythromycin A-Synthase die Synthese einer Hydroxylgruppe verhindert werden.

Stattdessen befand sich an dieser Stelle eine Ketogruppe (Donadio et al. 1993).

Bei iterativen Typ | PKS ist insgesamt nur ein Modul vorhanden. Fir die Biosynthese des
Polyketids wird dieses Modul in einer Art Kreislauf wiederverwendet, bis die vorbestimmte
Kettenlange des Molekiils erreicht ist. Aufgrund der sich wiederholenden Arbeitsweise kommt
die Bezeichnung iterative PKS (iPKS) zustande. Eine weitere Besonderheit bei diesen PKS ist,
dass die modifizierenden Domaénen nicht bei jeder Wiederholung in gleicher Weise verwendet
werden. Dies macht eine Vorhersage lUber GroRe und Beschaffenheit des entstehenden
Produkts schwer bis unmoglich. Neuere Untersuchungen tber die Regulation der Kettenlange
sowie die der Modifikationen bei jedem Verlangerungsschritt weisen darauf hin, dass das
Volumen und die Hydrophobizitat der Tasche im aktiven Zentrum der KS-Domane eine grof3e

Rolle spielen (Yadav et al. 2009), sowie die Auswahl des Startmolekiils (Liu et al. 2014).

Typ ll:

Dieser Typ der PKS ist in Bakterien zu finden und ist von der Funktion her den iterativen Typ |
PKS ahnlich. Ein wesentlicher Unterschied ist jedoch, dass es sich hierbei nicht um ein Protein,
sondern um einen Multienzymkomplex handelt. Jede Einheit, die bei den Typ | PKS eine
Domane darstellt, ist hier als einzelnes Protein vorhanden. Die wachsende Kette bleibt stets
an das ACP gebunden, wdhrend die heterodimeren KS-Proteineinheiten a und B die
Kettenverlangerung katalysieren. Die Modifikationen werden ebenfalls von einzelnen
Proteinen an der wachsenden Molekiilkette vorgenommen und sind ebenfalls fir jeden
Schritt unterschiedlich. Die Kettenlange wird hier durch die KS-B Einheit bestimmt, weshalb

sie auch als Chain-Length-Factor (CLF) bezeichnet wird (Hertweck et al. 2007).

Typ lll:

Eine Besonderheit unter den Polyketidsynthasen stellen die des dritten Typs dar. Diese
werden auch als Chalcon-Stilben-Synthase PKS bezeichnet, da Proteine dieses Typs in Pflanzen
vor allem fiir die Synthese von Chalconen, einer Vorstufe der Flavonoide, verantwortlich sind.
Sie sind wesentlich kleiner als die PKS der anderen Typen (typischerweise zwischen 40 und 50
kDa) und nutzen h&ufig ungewohnliche Starteinheiten wie Cumarsaure. Zusatzlich fehlt ihnen
die ACP-Domane und die Kettenverlangerung findet nur an der KS-Domane, durch direkte

Kondensation der Verlangerungseinheit, in iterativer Weise statt. Typ Ill PKS treten als
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Homodimere auf. lhre typischen Produkte sind kleine, oft aromatische Molekiile mit ein bis
zwei Ringen. Die MolekiilgroRRe des Polyketids wird hier wahrscheinlich, dhnlich den Typ I iPKS,
durch die GroRe der Tasche im aktiven Zentrum begrenzt (Jez et al. 2001). Anfanglich wurde
angenommen, dass sie nur auf das Pflanzenreich und Prokaryoten beschrankt sind. Jiingere
genetische Untersuchungen, moglich durch komplette Sequenzierung ganzer Genome,
fliihrten jedoch auch zur Entdeckung in filamentésen Pilzen (Seshime et al. 2005). Im
Gegensatz zu pflanzlichen Typ Il PKS verwenden sie jedoch nicht Coumaroyl-CoA als
Starteinheit, sondern normalerweise Acetyl-CoA. Jedoch konnte in verschiedenen Versuchen
gezeigt werden, dass sie auch langkettige Acyl-CoA-Einheiten als Startermolekil akzeptieren

(Hashimoto et al. 2014).

2.1.4 Gencluster

Die Synthese von Sekundarmetaboliten ist mit den von Megasynthasen produzierten Stoffen
noch nicht abgeschlossen. Meistens wird dieses Ausgangsprodukt noch weiter
funktionalisiert. Dies geschieht liber die Bearbeitung durch weitere, biosynthetische Enzyme,
die allgemein als Tailoring-Enzyme bezeichnet werden. Die von diesen Enzymen katalysierten
Reaktionen sind aullerst vielfaltig. Haufig werden zusatzliche funktionelle Gruppen an das
Molekil angefligt. Dies konnen kleine Gruppen, wie zum Beispiel Methyl- oder
Hydroxylgruppen sein, aber auch Glykosylierungen kommen haufig vor. Allgemein sind solche
Tailoring-Enzyme haufig Redoxenzyme verschiedener Klassen. Charakteristisch fir diese an
der weiteren Verarbeitung des Metaboliten beteiligten Enzyme ist, dass deren Gene sich in
direkter Nahe des Gens der jeweiligen Megasynthase befinden. Man spricht hier von
sogenannten Sekunddrmetabolitgenclustern (Abb. 4). In diesen Genclustern kénnten sich,
zusatzlich zu den bereits erwdhnten Megasynthasen und Tailoring-Enzymen, noch weitere
Gene befinden, deren Produkte an der Metabolitproduktion beteiligt sind. Haufig befinden
sich fiir das jeweilige Gencluster spezifische Transkriptionsfaktoren in diesem Cluster, welche
die Expression der Clustergene oder einem Teil davon aktivieren. Auch Transportproteine
liegen haufig in diesen Clustern, welche den Transport der Metabolite aus der Zelle
bewerkstelligen. Besitzen die jeweiligen Metabolite einen toxischen Effekt, kdnnen auch
Resistenzgene vorhanden sein. Die rdumliche Nahe der Gene zueinander erinnert dabei an die

Struktur von prokaryotischen Operons, wobei die Gene meistens in unterschiedlichen
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Orientierungen zueinander, sowohl auf dem Forward- als auch auf dem Reverse-Strang,
liegen. Typische Gencluster erstrecken sich Gber einen Bereich von einigen 10.000 Basen. Die
GroRe der Gencluster, also die Anzahl der darin enthaltenen Gene, kann variieren. So hat zum
Beispiel das Gencluster fur die Penicillinsynthese aus Penicillium chrysogenum eine Grof3e von
ca. 16.000 Basen und enthalt insgesamt drei Gene. Eine NRPS, eine IPN-Synthase und eine
Acyltransferase (van den Berg et al. 2007). Das Aflatoxin-Cluster aus Aspergillus flavus besteht
aus insgesamt Gber 25 Genen und erstreckt sich tiber ca. 70.000 Basen (Ehrlich et al. 2005). In
manchen Féllen befinden sich die Gene zur Synthese eines Stoffes auch in zwei oder

mehreren, separaten Genclustern, wie das Austinol-/Dehydroaustinol-Cluster aus A. nidulans

(Lo etal. 2012).

Abbildung 4: Typische Zusammensetzung von Genclustern. Sekundarmetabolitgencluster bestehen in der Regel aus einem
Hauptgen, tiber welches dieses Cluster definiert wird. Meistens handelt es sich dabei um eine Megasynthase (PKS oder NRPS).
Des Weiteren befinden sich haufig sogenannte Tailoring-Enzyme (T) in einem solchen Cluster, die unterschiedliche
Modifikationen an dem, von der Megasynthase hergestellten Stoff vornehmen. In manchen Clustern befindet sich zusatzlich
ein Transkriptionsfaktor (TF), der die Expression der einzelnen Synthesegene aktiviert. Ebenfalls in manchen Clustern
vorhanden sind Transportproteine (TR), die die Sekretion des jeweiligen Metaboliten bewerkstelligen. Die GroBe von
Genclustern kann stark variieren (zwischen wenigen und mehreren 10.000 Basen) und auch die Anzahl an Genen ist sehr
unterschiedlich.

Interessanterweise liegen Gencluster haufig in den Randbereichen von Chromosomen, nahe
der Telomere. Diese zeichnen sich durch eine hohe Dynamik mit haufigen
Rekombinationsereignissen, Deletionen und Translokationen aus. Daher wird angenommen,
dass solche Gencluster einer regen Evolution unterstehen und somit bei adaptiven Prozessen
eine wichtige Rolle spielen (Farman 2007). Durch die Moglichkeit, komplette Genome in
kiirzester Zeit kostenglinstig zu sequenzieren, wurde die Suche nach noch unentdeckten
Sekundarmetabolitgenclustern erheblich vereinfacht. Mithilfe verschiedener,
bioinformatischer Programme wie zum Beispiel antiSMASH (Weber et al. 2015) kann die
Genomsequenz nach solchen Clustern durchsucht werden. Diese orientieren sich in der Regel
an den konservierten Bereichen der Synthesegene wie PKS und NRPS, die als Kern des Clusters
definiert werden. Im weiteren Verlauf werden weitere, typische Gene identifiziert, die an der
Biosynthese von Sekundarmetaboliten beteiligt sein kdnnen. Die gezielte Suche nach Genen

fiir Sekundarmetabolismus wird auch als Genome-Mining bezeichnet.
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2.1.5 Regulation von Genclustern

Wie in Kapitel 2.2.1 bereits beschrieben wurde, dienen Sekunddrmetabolite den
produzierenden Mikroorganismen zu unterschiedlichen Zwecken. Daher ist die Regulation der
Expression der dazugehorigen Gencluster duBerst komplex gestaltet. Manche Gencluster
enthalten spezifische Transkriptionsfaktoren, die aktivierend oder reprimierend auf die
Expression der Clustergene oder einen Teil davon wirken. Der clusterspezifische
Transkriptionsfaktor AfIR beispielsweise aktiviert in den Aspergillus-Arten die Transkription
der Aflatoxin- beziehungsweise Sterigmaticystin-Synthesegene (Brown et al. 1996). Es kann
jedoch auch zu Cluster-libergreifender Regulation kommen, wobei die Aktivierung von einem
oder mehreren weiteren Clustern erfolgen kann. In A. nidulans wird durch den
Transkriptionsfaktor ScpR nicht nur das NRPS-Gencluster aktiviert, in welchem dieser
lokalisiert ist, sondern auch der Asperfuranon-Cluster Transkriptionsfaktor AfoA, der

wiederum sein eigenes Cluster aktiviert (Bergmann et al. 2010).

Oftmals sind an der Regulation der Clusterexpression sogenannte globale Regulatoren
beteiligt (Abb. 5). Diese steuern essentielle Prozesse, wie den Stoffwechsel oder die
Entwicklung und Differenzierung, und reagieren damit auf bestimmten Umweltbedingungen.
Dabei kommt es zu verschiedenen Signalkaskaden, an deren Ende neben vielen anderen
Prozessen auch oftmals die Aktivierung oder auch Inaktivierung eines Genclusters steht. Zu
den Bedingungen, die die Expression eines Genclusters beeinflussen, gehdren unter anderem
das Nahrstoffangebot, vor allem die Zusammensetzung von Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
und verfligbare Aminosauren, Licht, pH-Wert, oxidativer Stress, Eisenverfiigbarkeit und auch
biotische Faktoren, wie die Anwesenheit anderer Organismen. Uber den pH-Regulator PacC
werden eine Reihe von Sekundarmetabolitgenclustern reguliert. Da PacC oftmals fiir die
Virulenz von verschiedenen Pathogenen verantwortlich ist, ist die Produktion verschiedener
Toxine an diesen Regulator gekoppelt. In Aspergillus fumigatus wird durch ihn bei der
Infektion des Lungenepithels die Produktion von Gliotoxin reguliert (Bertuzzi et al. 2014). In
verschiedenen Pflanzenpathogenen, wie Fusarium verticillioides und Fusarium fujikuroi, ist die
Produktion von Mykotoxinen ebenfalls tiber PacC reguliert (Flaherty et al. 2003, Niehaus et al.
2014). Der Regulator des Kohlenstoffmetabolismus CreA aktiviert beispielsweise in Aspergillus
parasiticus die Aflatoxinproduktion in Anwesenheit von Glucose (Roze et al. 2004), wahrend
die gleiche Bedingung in Acremonium chrysogenum die Produktion von Cephalosporin

inhibiert (Janus et al. 2008). Auch der Regulator des Stickstoffmetabolismus AreA konnte mit
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der Regulation verschiedener Sekundarmetabolitgencluster in Verbindung gebracht werden.
Auch hier sind sowohl Aktivierung als auch Inaktivierung moglich. In F. fujikuroi reguliert dieser
als Transkriptionsfaktor direkt die Produktion von Gibberillin (Tudzynski et al. 1999). In A.
nidulans und A. parasiticus ist die Sterigmatocystin- bzw. Aflatoxin-Produktion ebenfalls Gber
AreA reguliert, wobei hier die Regulation Uber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AfIR
and Afl) ablauft (Chang et al. 2000). Ein weiterer globaler Regulator ist der lichtabhdngige
Velvet-Komplex, bestehend aus dem Heterodimer VeA und VelB sowie LaeA, der in A. nidulans
fir die lichtabhangige Entwicklung und ebenso fir die damit verbundene Regulation des
Sekundarmetabolismus verantwortlich ist (Bayram and Braus 2012). Dieser ist jedoch nur bei
Dunkelheit aktiv. So findet beispielsweise die Bildung von Sterigmatocystin in A. nidulans nur
wahrend der sexuellen Entwicklung statt, wahrend diese unter Lichteinwirkung inhibiert ist,

bei Deletion von veA jedoch komplett fehlt (Kato et al. 2003).

Interspecies
communication
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Carbon source Iron starvation

complex

Q_@
Velvet complex

Ada B@an
\y% SAGA-ADA

Secondary metabolism cluster

Abbildung 5: Regulation des Sekundidrmetabolismus. Die Regulation von Genclustern, die fiir die Produktion von
Sekundadrmetaboliten codieren, erfolgt oftmals tGiber komplexe Regulationskaskaden. Meistens spielen dulRere Einflisse eine
Rolle, wie das Vorhandensein von Makro- und Mikrondhrstoffen, pH, Licht und Temperatur. Hierbei kommen sogenannte
globale Regulatoren zum Einsatz. Neben Entwicklung und Stoffwechsel steuern dieses auch haufig die Expression
verschiedener Sekundarmetabolitgencluster. Auch biotische Faktoren kommen hier zum Tragen etwa bei der
Kommunikation, Symbiose oder Infektionsvorgangen (Brakhage 2013).

Bei der Regulation von Genclustern spielt zusatzlich auch die Chromatinstruktur eine Rolle,
womit auch die epigenetische Regulation eine wichtige Rolle spielt. Die raumliche Nahe der
Gene zueinander macht eine solche Regulation besonders effektiv und auch wahrscheinlich.
Da durch die verdichtete Chromatinstruktur die Gene fir die Transkription schlechter

zuganglich sind, stellt dies eine weitere Regulationsebene dar. Bei der Modifikation der
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Chromatinstruktur spielen Histonacetylasen und -deacetylasen, sowie Methyltransferasen
eine wichtige Rolle. In der Regel werden verschiedene Lysine des Histon 3 methyliert (K4 und
K9) bzw. acetyliert (K9 und K14) (Abb. 6). Acetylierte Histone bilden sogenanntes
Euchromatin, eine ,gedffnete” Struktur, wobei die Transkription der dort liegenden Gene
ungehindert stattfinden kann. Werden die Histone deacetyliert, entsteht eine verdichtete
Struktur, die Heterochromatin genannt wird und in der die DNA ,,dicht verpackt” ist. Somit
wird eine Transkription verhindert. In vielen Experimenten konnte gezeigt werden, dass durch
die Inhibierung dieser Enzyme oftmals die Expression von Sekundidrmetabolitgenclustern
aktiviert oder deaktiviert werden konnte. Durch Inhibition der Histondeacetylase durch
Trichostatin A in Alternaria alternata und Penicillium expansum konnte die Produktion von
Sekundarmetaboliten angeregt werden (Shwab et al. 2007). Das selbe Phdanomen konnte
durch Williams et al. (2008) in weiteren Stammen von Aspergillus, Cladosporium,
Clonostachys, Diatrype und Penicillium beobachtet werden. Der globale Regulator LaeA (=loss
of AfIR) besitzt eine Methyltransferaseaktivitat. Durch Methylierung von Histonen kénnen die
dort liegenden Bereiche ebenfalls aktiviert oder deaktiviert werden. In A. nidulans

Deletionsmutanten von JaeA ist beispielsweise die Transkription des Penicillin- und

Sterigmatocystinclusters herunterreguliert (Yin and Keller 2011).
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Abbildung 6: Gencluster werden hdufig iiber die Chromatinstruktur reguliert. Bei der Regulation der Aktivitdt von
Genclustern spielen haufig auch Histonmodifikationen wie Methylierung und Acetylierung eine wichtige Rolle. Uber diese
Modifikationen wird die Chromatinstruktur beeinflusst, was entweder zu einer Verdichtung (Heterochromatin) und
Inaktivitit oder eine Offnung (Euchromatin) und verstérkter Aktivitdt fiihrt. Diese Mechanismen wirken zwar lokal, jedoch
kdnnen mehrere Gene gleichzeitig beeinflusst werden, was Gencluster fiir diese Art der Regulation besonders geeignet
macht. Uber die Acetylierung von Histon 3 (B) wird die Struktur ge6ffnet, was eine Aktivierung von Genclustern zur Folge hat.
Inhibierung von Histondeacetylasen wie HdaA fiihrt zu permanent acetylierten Histonen und einer erhéhten transkriptiven
Aktivitat. Bei der Methylierung (A) ist Art und Position entscheidend lber die Aktivitdt oder Inaktivitat. Die in der Abb.
Gezeigte Trimethylierung von K9 bewirkt die Bildung von Heterochromatin und somit eine Inaktivierung der dort liegenden
Gene. LaeA wirkt diesem Prozess entgegen und reguliert dariiber die Aktivitat (Brakhage 2013).
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Dariber hinaus spielen Sekundarmetabolite ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Interaktion
mit anderen Organismen. Sei es zur Kommunikation, zur Abwehr oder auch als
Pathogenitatsfaktor bei der Infektion von Pflanzen und Tieren, einschlief3lich des Menschen.
Somit wird auch Uber solche Interaktionen die Expression verschiedener Clustergene aktiviert

(Macheleidt et al. 2016).

Die komplexe Regulation hat in der Regel zur Folge, dass bestimmte Gencluster nur unter
bestimmten Bedingungen aktiv sind. Bei der Untersuchung der Genome verschiedener Pilze
stolt man in der Regel auf viele verschiedene Gencluster, denen jedoch nur eine
vergleichsweise geringe Menge an Sekunddrmetaboliten gegenibersteht. Unter
Laborbedingungen sind die meisten Cluster inaktiv und es werden nur wenige
Sekundarmetabolite produziert. Die inaktiven Gencluster oder auch Gencluster, denen kein

Metabolit zugeordnet werden kann, werden allgemein als kryptische Gencluster bezeichnet.

2.1.6 Strategien zur Charakterisierung von Genclustern

Da die meisten, im Genom vorhandenen, Gencluster unter Laborbedingungen nicht aktiv sind,
ist das Potential zur Produktion von bioaktiven Substanzen, die vor allem auch fiir den
Menschen interessant sein kdnnten, kaum ausgeschopft. Daher existiert eine Reihe von
Methoden, die darauf abzielen diese schlafenden Custer ,aufzuwecken”. Dabei werden die
Kultivierungsbedingungen des zu untersuchenden Organismus auf verschiedene Arten
gedndert. Verschiedenartige Zusammensetzungen der essentiellen Nahrstoffquellen oder
verschiedene Mangelbedingungen kommen hier zu Einsatz. Flr diese Methode wurde von
Bode et al. (2002) der Begriff OSMAC (one strain many compounds) gepragt. So konnte zum
Beispiel in Sphaeropsidales sp., aus dem lediglich der Metabolit Cladospiron-Bisepoxid isoliert
werden konnte, die Produktion von acht weiteren Substanzen angeregt werden, indem
verschiedene Kultivierungsbedingungen angewendet wurden (Bode et al. 2000). Eine weitere
Methode beinhaltet die bereits erwahnte Manipulation der epigenetischen Regulation durch
Behandlung mit beispielsweise Histondeacetylasehemmern, wodurch jedoch oftmals eine
Reihe an verschiedenen Genclustern aktiviert wird, zusatzlich zu anderen Einflissen auf den

gesamten Organismus.

Eine weitere Moglichkeit herauszufinden, welcher Stoff durch das jeweilige Gencluster
hergestellt wird, ist die biosynthetischen Gene in einem heterologen Wirt zu exprimieren. Der
Vorteil liegt hierbei darin, dass die Aktivitdt der jeweiligen Gene durch die Wahl verschiedener
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Promotoren gesteuert werden kann. Zusatzlich hebt sich der neu produzierte Metabolit in der
Regel von dem Metabolom des Wirtsorganismus ab, was eine Detektion erleichtert. Flir diesen
Zweck werden in der Regel genetisch gut zugangliche Organismen verwendet, fiir die eine
Reihe an molekularbiologischen Methoden zur Verfiigung steht. Die meistens hierfir
verwendeten Organismen sind die Ascomyceten A. nidulans und A. oryzae. Mit
Einschrankungen wird auch auf Saccharomyces cerevisiae zurlickgegriffen. S. cerevisiae ist das
am besten untersuchte pilzliche System und bietet sich, mit einer Reihe an Mdoglichkeiten zur
genetischen Manipulation und einem vernachldssigbaren Sekundarmetabolismus, fir diesen
Zweck an (Siddiqui et al. 2012). Damit werden kaum stérende Metabolite produziert und die
Manipulation des Syntheseweges durch eigene Enzyme ist relativ unwahrscheinlich. Der
eingeschrankte Sekundarmetabolismus stellt jedoch auch eine Limitation dar, da die hierfir
notigen Ressourcen fehlen (Kealey et al. 1998). Zudem beinhalten Gene in S. cerevisiae selten
Introns, was die heterologe Expression erschwert, da hier normalerweise auf genomische DNA
zuriickgegriffen wird und die Introns bei der Expression wahrscheinlich nicht erkannt werden
(Spingola et al. 1999, Kupfer et al. 2004). Bei den beiden Aspergillus-Arten A. nidulans und A.
oryzae handelt es sich um eine geeignete Alternative. Diese sind genetisch ebenfalls sehr gut
zuganglich und sind in der Lage Introns zu erkennen und diese korrekt zu spleilRen. A. nidulans
verfligt selbst jedoch einer Uber eine hohe Aktivitdt, was die Produktion an eigenen
Sekundarmetaboliten angeht, was das Risiko beinhaltet produzierte Stoffe nicht detektieren
zu konnen oder dass diese durch die eigene Maschinerie verandert werden. A. oryzae besitzt
im Vergleich dazu eine relativ geringe Aktivitat, was den eigenen Sekundarmetabolismus
angeht und ist ebenfalls sehr gut zuganglich. Somit stellt A. oryzae ebenfalls einen geeigneten
heterologen Wirt dar (Anyaogu and Mortensen 2015). Beide Pilze wurden jedoch schon haufig
erfolgreich als Wirte eingesetzt und fihrten zur Entdeckung neuer Metabolite,
beziehungsweise deren Zuordnung zu einer bestimmten PKS. So konnte zum Beispiel 6-MSA
aus A. terreus dem PKS Gen atX zugeordnet werden (Fujii et al. 1996). 1,3,6,8-
Tetrahydroxynaphthalen als Produkt der PKS1 aus Colletotrichum lagenarium, Alternapyron
der PKSN aus Alternaria solani und 3-Methylorcinaldehyd einer PKS aus Acremonium strictum

(Fujii et al. 1999, Fujii et al. 2005, Bailey et al. 2007).
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2.2 A. alternata

2.2.1 Lebensweise und Eigenschaften von A. alternata

A. alternata ist ein weltweit verbreiteter, filamentoser Pilz, der zu den Ascomyceten gezahlt
wird. Darliber hinaus sind weitere Einteilungen gelaufig. So wird er gelegentlich zu der art-
und gattungsiibergreifenden Gruppe der Schwarzepilze gezahlt, was darauf zurlickzufiihren
ist, dass bei der Bildung der Konidiosporen der Pigmentfarbstoff Melanin eingelagert wird.
Dies verleiht ihnen eine dunkelbraune bis schwarze Farbe. A. alternata bildet mehrzellige,
dickwandige Sporen, die mehrfach ldngs und quer septiert sind, was ein typisches
Erscheinungsbild ergibt (Abb. 7). Eine weitere Einteilung, die haufiger zu finden ist, ist die in
die Gruppe der Deuteromyceten, die sich durch einen fehlenden sexuellen Zyklus
auszeichnen. Daher werden diese auch meistens als fungi imperfecti bezeichnet. Nach
neuesten Erkenntnissen ist diese Einteilung jedoch Uberholt, da neueste Untersuchungen
Uber die Verbreitung von Kreuzungstypen (Mating-Types) zumindest eine Art kryptischen

sexuellen Zyklus erkennen lassen (Meng et al. 2015).

Abbildung 7: Morphologie von A. alternata Kolonien und Sporen unterschiedlichen Alters. A: drei Tage alte Kolonie von A.
alternata auf mCDB-Agar. Bei beginnender Sporenbildung farbt sich die Kolonie durch die Pigmentierung langsam
dunkelgriin. B: 10 Tage alte, vollstandig bewachsene mCDB-Agarplatte. Die Kultur hat sich, aufgrund der stark melanisierten
Sporen fast schwarz verfarbt. C: Sporen von A. alternata. Auch hier sind unterschiedliche Melanisierungsgrade, abhdngig vom
Alter der Kolonie zu erkennen. Jingere Sporen bestehen aus einigen wenigen Zellen und besitzen wenige Quer- und
Langssepten (links). Altere Sporen sind mehrfach septiert, besitzen eine dickere Zellwand und sind stirker melanisiert.

Wie fiur Vertreter der Gattung Alternaria typisch, ist A. alternata in der Lage, eine Vielzahl von
Habitaten zu besiedeln. Als klassischer Saprophyt ist A. alternata haufig im Boden oder
allgemein auf organischem Substrat zu finden. So existieren neben Bodenisolaten auch Isolate
aus Tapeten, Putz und Textilien. Durch die Besiedelung verschiedener Lebensmittel und deren
Kontamination mit Mykotoxinen kommt A. alternata auch eine wirtschaftliche und

gesundheitliche Bedeutung zu. So ist A. alternata zu einem grolRen Teil am Verderben von

18



Lebensmitteln beteiligt und findet sich haufig auf verschiedenen Friichten und Gemiisesorten
sowie auf Getreide (Abb. 8). Die Fahigkeit auch bei niedrigen Temperaturen zu wachsen sorgt
dafir, dass auch gekiihlte Lebensmittel besiedelt und mit Mykotoxinen kontaminiert werden
konnen (Ostry 2008). Neben den Schaden, die an bereits geernteten Agrarerzeugnissen
angerichtet werden, sorgt dieser Pilz auch durch die Infektion von Pflanzen schon davor fiir
Ernteverluste. A. alternata verfligt Gber ein breites Wirtsspektrum und ist in der Lage Uber
100 verschiedene Pflanzen zu befallen (Lee et al. 2015). So ist er neben A. solani Ausldser der
Spriihfleckenkrankheit von Kartoffeln. Im Allgemeinen wird A. alternata jedoch als

Schwadcheparasit angesehen.

Abbildung 8: Verschiedene, von A. alternata befallene Friichte und Pflanzen. A. alternata besitzt ein breites Wirtsspektrum
und ist in der Lage viele, verschiedene Pflanzen zu infizieren. Als allgemeiner Schwacheparasit oder auch spezifisches
Pathogen ist A. alternata Ausloser verschiedener Pflanzenkrankheiten. So wird durch eine Infektion mit diesem Pilz die
sogenannte Sprihfleckenkrankheit bei Kartoffelpflanzen ausgelést (B, http://www.landwirtschaftskammer.de) und die
Braunfleckenkrankheit bei Zitrusfriichten (C, https://www.forestryimages.org/). Zuséatzlich zu den Pflanzenkrankheiten und
damit verbundenen ErnteeinbulRen, besiedelt A. alternata auch haufig schon geerntete Agrarerzeugnisse und verdirbt diese
durch die Kontamination mit Mykotoxinen. Typische Ziele sind Tomaten (A, http://expertsystm.wixsite.com/tomato/single-
post/2015/05/06/Black-mold) und Apfel (D, http://www.agronomicabr.com.br) aber auch Erdbeeren (E,
https://content.ces.ncsu.edu/alternaria-black-spot).

Neben den opportunistisch pathogenen Stammen von A. alternata existieren auch solche, die
auf den Befall von bestimmten Pflanzen spezialisiert sind. In diesem Fall spricht man von
sogenannten Pathotypen von A. alternata. Von diesen gibt es innerhalb dieser Art sehr viele
und in der Regel befillt ein Pathotyp nur eine bestimmte Pflanze (Thomma 2003, Tsuge et al.
2013). Die Abgrenzung ist auch durch die Produktion von spezifischen Toxinen moglich, die

nur bei Befall der jeweiligen Pflanze produziert werden. Diese wirtsspezifischen Toxine
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werden nur jeweils von diesen Pathotypen gebildet und kommen in keinem anderen A.
alternata-Stamm vor. So sind von A. alternata-Pathotypen mittlerweile mehrere Toxine
bekannt. Diese Toxine sind in der Regel nach dem Wirt oder Pathotyp benannt. So wird zum
Beispiel das AM-Toxin vom Apfel-Pathotyp (malus), AF-Toxin vom Erdbeer-Pathotyp
(Fragaria), ACR-Toxin vom Zitrus-Pathotyp und das AT-Toxin vom Tabak-Pathotyp gebildet.
Dariber hinaus existieren noch Pathotypen von Tomaten (AAL-Toxin), Tangerinen (AAT-Toxin

und ACGT-Toxin), Japanischen Birnen (AK-Toxin) und Sonnenblumen (AS-Toxin).

Neben dem Befall von Pflanzen ist A. alternata auch fiir den Menschen gesundheitsschadlich.
Dies ist vor allem durch die Kontamination von Lebensmitteln mit Mykotoxinen der Fall als
auch durch die Besiedelung von Wohnraumen, wo es zum Ausldsen von Allergien kommen
kann. Zudem steht A. alternata im Verdacht Asthma auslésen zu kdnnen (Salo et al. 2006).
Innerhalb der Gattung Alternaria ist er der haufigste Ausldser diverser Erkrankungen. Des
Weiteren kann, vor allem bei immungeschwachten Menschen, eine Infektion der Haut
auftreten. In selteneren Fallen kdnnen auch die Atemwege, Augen und Nagelbetten betroffen

sein (Pastor and Guarro 2008).

2.2.2 Sekunddrmetabolismus in A. alternata

Uber die Produktion von wirtsspezifischen Toxinen hinaus besitzt A. alternata die Fahigkeit
zur Synthese einer Reihe weiterer Mykotoxine und anderer Sekundarmetabolite, die vor allem
wahrend der saprophytischen Phase gebildet werden. Daher kommt es bei Besiedelung von
Lebensmitteln und Wohnraumen zur Kontamination mit verschiedenen Mykotoxinen. Zu den
bekanntesten Vertretern der von A. alternata produzierten Toxine gehoren Alternariol (AOH),
Alternariol-Monomethylether (AME) und Altenuen (ALT), sowie Tenuazonsdure (TeA) und die
Altertoxine (ATX) I-1ll (Abb. 9). Uber die Regulation der Synthese ist wenig bekannt. AOH, AME
und ALT sowie ATX gehoren zu den Polyketiden und werden beispielsweise auch unter
Laborbedingungen nach einiger Zeit des Wachstums gebildet. Sie kénnen relativ einfach
mittels Diinnschichtchromatographie nachgewiesen werden, da sie bei Bestrahlung mit UV
eine blaue (AOH und AME), beziehungsweise gelbe (ATX) Fluoreszenz abgeben. Diese Toxine
konnen haufigin von A. alternata befallenen Lebensmitteln und Bausubstanzen nachgewiesen
werden. Durch ihre toxische Wirkung auf den Menschen stellen sie eine erhebliche
Gesundheitsgefahr beim Verzehr dieser Lebensmittel dar (EFSA 2011). Dabei ist die Wirkung

zwar nicht akut toxisch, jedoch weisen Studien darauf hin, dass vor allem AOH und AME an

20



der Entstehung von Speiserohrenkrebs beteiligt sind (Liu et al. 1991, Zhen et al. 1991). Die
mutagene und kanzerogene Wirkung von AOH und AME konnte in mehreren Studien belegt
werden. In Experimenten mit Mdusen und Ratten konnte fiir AOH und AME eine teratogene
und organschadigende Wirkung nachgewiesen werden (Pollock et al. 1982, Combina et al.
1999). Des Weiteren besitzen sie Ostrogenaktivitit sowie Mutagenitit und interferieren mit
dem Zellzyklus, was in in vitro Studien an Ishikawa- und V79-Zellen gezeigt werden konnte
(Brugger et al. 2006, Lehmann et al. 2006). ATX Il besitzt sogar eine noch héhere Mutagenitat
als AOH, was ebenfalls in V79-Zellkulturen getestet wurde (Fleck et al. 2012). Allgemein
besitzen Rohextrakte aus A. alternata eine hohe Mutagenitat, was zusatzlich mittels Ames-
Test gezeigt werden konnte (Schrader et al. 2001). TeA ist ein Hybrid aus Polyketid und nicht
ribosomalem Peptid (Yun et al. 2015), welches die Proteinbiosynthese inhibiert, indem die

Freisetzung vom Ribosom verhindert wird (Shigeura and Gordon 1963).
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Abbildung 9: Strukturformeln verschiedener, von A. alternata gebildeten Mykotoxine. A: Zu den Mykotoxinen, die
typischerweise aus A. alternata isoliert werden kénnen, gehoren die Dibenzo-a-Pyrone Alternariol (AOH) und sein
Monomethylether (AME) und Altenuen (ALT). Die Altertoxine (ATX) I-1ll gehdren zu den Perylen-Quinonen und Tenzuansaure
(TeA) ist ein PKS-NRPS Hybrid. All diese Stoffe kommen in von A. alternata kontaminierten Lebensmitteln vor und haben
unterschiedliche, gesundheitsschadliche Wirkungen. AOH, AME, ALT und ATX I-IIl wirken allesamt mutagen und zytotoxisch.
TeA erhélt seine toxische Wirkung durch Inhibition der Proteinbiosynthese. B: Die Mykotoxine AOH, AME und ALT, sowie ATX
koénnen leicht mittels Diinnschichtchromatographie nachgewiesen werden. Durch Bestrahlung mit UV-Licht floureszieren
diese blau (AOH und AME), ttirkis (ALT) bzw. gelb (ATX).

Durch die heutzutage mogliche bzw. im Vergleich zu frither schnelle Mdglichkeit der
Sequenzierung ganzer Genome ist es einfacher geworden, das genetische Potential zur
Synthese verschiedener Sekundarmetaboliten aufzudecken. Die Sequenzierung des Genoms

von A. alternata zeigte, dass hier mit insgesamt 17 relativ wenige Kernenzyme von
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Genclustern gefunden werden kénnen. Darunter befinden sich acht Typ | PKS, eine Typ Il PKS,
finf NRPS, ein NRPS-PKS-Hybrid und drei Terpensynthasen. Zusatzlich kénnen, Giber das
Genom verteilt, jedoch weitere Enzyme gefunden werden, die mit der Synthese von
Sekundarmetaboliten in Verbindung stehen konnten (Abb. 10 A). Bei einer GenomgrofRRe von
etwa 33,5 Mb (Nguyen et al. 2016) liegt diese Anzahl an Kernenzymen jedoch deutlich unter
dem Durchschnitt von gewohnlichen filamentosen Pilzen. Aspergillus-Arten besitzen mit einer
durchschnittlichen GenomgroRRe von etwa 28 - 40 Mb durchschnittlich 50 solcher Gencluster
und auch Pilze mit kleineren Genomen wie etwa Arthroderma benhamiae mit etwa 22 Mb
immer noch knapp 30 Cluster (von Dohren 2009, Burmester et al. 2011, Brakhage 2013). Dies
steht im krassen Kontrast zu den mehr als 70 verschiedenen, aus A. alternata isolierbaren
Metaboliten. Trotz der geringen Anzahl an Genclustern sind diese bisher kaum charakterisiert.
Die Polyketidsynthasen werden mit pksA — pksJ bezeichnet, wobei einzig das Cluster um pksA
als das fur die Melaninsynthese verantwortliche bekannt ist (Kimura and Tsuge 1993). Bei pksB
handelt es sich eigentlich um das PKS-NRPS-Hybridenzym und pksE bezeichnet die Typ Il PKS
(Abb. 10 B). Welche Metaboliten von ihnen produziert werden, konnte bisher nicht eindeutig
geklart werden. Friihere Experimente, bei denen eine Inaktivierung der Expression mittels
RNAi durchgefiihrt wurde, schriankten beispielsweise die AOH-Produktion auf zwei PKS ein
(Saha et al. 2012). Neueste Untersuchungen einer homologen PKS in Parastagonospora

nodorum deuten darauf hin, dass es sich hierbei um pks/ handelt (Chooi et al. 2015).
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Abbildung 10: In A. alternata gefundene Sekunddrmetabolitsynthesegene: A: Durch die Untersuchung der Genomsequenz
mit Hilfe von verschiedenen bioinformatischen Werkzeugen, wie z.B. antiSMASH, konnen mehrere Syntheseenzyme
gefunden werden. Insgesamt konnten so acht PKS, flinf NRPS, ein PKS-NRPS-Hybrid und drei Terpensynthasen gefunden
werden. Die zusatzlich vorhandene Typ Il PKS (pksE) wird von diesen Programmen oftmals nicht erfasst. Bei den 90 putativen
Clustern handelt es sich um potentielle, biosynthetische Enzyme, in deren Nahe sich jedoch keine Megasynthase befindet. B:
Umgebung der zehn identifizierten PKS-Gene. Bisher sind die Gencluster noch nicht hinreichend charakterisiert. Die einzige
PKS, der bereits ein Produkt zugeordnet ist, ist PksA welche an der Melaninsynthese beteiligt ist (B aus Saha et al. (2012)).
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2.3 CRISPR/Cas9

Seit der Entdeckung von CRISPR, einem Teil des bakteriellen Immunsystems, wurde dieses
System konstant fiir die Anwendung zur Geneditierung weiterentwickelt. Mittlerweile gibt es
eine Vielzahl von Systemen fiir verschiedene Organismen wie Hefe (DiCarlo et al. 2013),
Saugerzellen (Cong et al. 2013), Zebrafische (Hwang et al. 2013) und Pflanzen (Belhaj et al.
2013). Hierbei wird die Endonuklease Cas9 aus Streptococcus pyogenes zusammen mit einer
kiinstlichen, sogenannten single-guide RNA (sgRNA) im Zielorganismus exprimiert oder in
diesen eingebracht. Die sgRNA enthalt eine 20 Nukleotide groRe Sequenz, den sogenannten
Protospacer, der die Endonuklease an die Zielstelle fihrt. Die Zielsequenz besteht aus
ebendiesen 20 Nukleotiden mit einer zusatzlichen, drei Nukleotiden grolRen Sequenz, genannt
PAM (protospacer adjacent motiv). Erkennt die Nuklease die Zielsequenz zusammen mit der
vorhandenen PAM-Sequenz, wird ein Doppelstrangbruch drei Basen oberhalb dieser PAM-
Sequenz durchgefiihrt (Abb. 11 B). Die PAM-Sequenz besteht bei der S. pyogenes Cas9 aus der
Nukleotidabfolge NGG. Der Doppelstrangbrunch wird meistens Giber den Mechanismus des
non-homologous end joinings (NHEJ) repariert, wobei mitunter Fehler unterlaufen, die zu
unterschiedlich groRen Deletionen fihren konnen. Diese Deletionen verursachen wiederum
eine Verschiebung des Leserasters im ORF von Genen und flihren somit zu einer falschen
Translation durch ein vorzeitiges Stopcodon. Dies wird sich zunutze gemacht, um Gene gezielt
zu inaktivieren. Alternativ kann auch die Reparatur (iber homologe Rekombination erfolgen.
Dies kann sich ebenfalls zunutze gemacht werden, indem solche Sequenzen bereitgestellt
werden, die gleichzeitig einen Selektionsmarker tragen. Dieser wird an die Stelle des
Doppelstrangbruchs eingebaut und ersetzt den dort vorhandenen ORF, was ebenfalls zur
Deletion des Zielgens fiihrt (Abb. 11 C). Diese Zielgenauigkeit zusammen mit der Flexibilitat,
dasselbe Enzym durch verschiedene sgRNAs an verschiedene Stellen im Genom steuern zu
kénnen, macht dieses System den meisten etablierten (Zink-Finger und TALENS) Uberlegen.
Bei diesen bedarf es in der Regel einer Modifikation des gesamten Proteins, wahrend bei der
CRISPR/Cas9 Methode lediglich eine andere sgRNA produziert werden muss, um ein anderes
Ziel anzuvisieren. Die einzige Limitierung ist hierbei das Vorhandensein der PAM-Sequenz
selbst. Da diese als kurze Basenabfolge jedoch haufig im Genom vorhanden ist, ist somit die
Editierung theoretisch jedes Gens maoglich. Ein weiteres Risiko besteht in sogenannten off-
target effects, bei denen die Zielsequenz oder eine fast identische im Genom doppelt oder
sogar mehrfach vorhanden ist. Somit kdnnten mehrere Schnitte im Zielgenom erfolgen und
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somit zusatzliche, unerwiinschte Mutationen erzeugen. Das Risiko ist jedoch relativ gering und
kann bei Organismen mit relativ kleinen Genomen, wie S. cerevisiae, vernachlassigt werden
(Jakociunas et al. 2015). AuRerdem verhindert die hohe Spezifitat, die vor allem auf die zwolf
PAM-nahen Nukleotide zutrifft, unspezifische Schnitte. Die hohe Effizienz der CRISPR/Cas9
Methode, vor allem in Organismen die normalerweise schwer zuganglich und somit auch
schwer zu manipulieren sind, macht diese Methode auch fiir die Anwendung in verschiedenen
filamentdsen Pilzen attraktiv. Zwar gibt es eine Reihe an Methoden fiir die Geneditierung von
verschiedenen filamentosen Pilzen. Diese beschrianken sich allerdings in der Regel auf seit
langem etablierte Modellorganismen, wie verschiedene Arten der Gattung Aspergillus oder
Fusarium und Arten wie Neurospora crassa. Mit der Moglichkeit, die Genome verschiedener
Organismen in relativ kurzer Zeit kostenglinstig zu sequenzieren und deren genetisches
Potential zur Synthese verschiedenster Stoffe aufzudecken, besteht ein reges Interesse daran
auch mit diesen Pilzen im Labor arbeiten zu kdnnen. Die Vielfalt an vollstandig sequenzierten
Genomen steht jedoch einem relativ kleinen Set an Werkzeugen gegenliber, falls diese
Uberhaupt vorhanden sind, was es schwer macht, mit den neuen Organismen auf

molekularbiologischer Ebene arbeiten zu kénnen.

Um dies bewerkstelligen zu kénnen, wird in der Regel auf genetische Marker zuriickgegriffen,
die Giber beispielsweise Auxotrophien eine Selektion von genetisch verdnderten Stammen zu
ermoglichen. Einer der gangigsten Selektionsmarker ist der der Disruption des Orothidin-5‘-
Decarboxylasegens pyrG, wodurch eine Uracilauxotrophie entsteht. Dadurch wird im
Weiteren eine Selektion Uiber die neue Einfihrung dieses Gens in den jeweiligen Organismus
moglich und ebenfalls die Disruption weiterer Gene, wenn der Marker Uber homologe
Rekombination in den zu deletierenden Lokus integriert. Des Weiteren ist eine Gegenselektion
mit 5-Fluororothsdaure moglich, die bei Anwesenheit des Gens in das toxische 5‘-Fluoruracil
umgesetzt wird. Dies ermoglicht ein sogenanntes Marker-Recycling, wodurch eine neue
Transformation mit diesem moglich gemacht wird (Ballance et al. 1983, Boeke et al. 1984). Da
jedoch die Einflihrung eines solchen Markers ebenfalls von der genetischen Zuganglichkeit des
jeweiligen Organismus abhangt, sind solche Marker in den wenigsten Organismen etabliert.
Somit muss haufig auf dominante Marker, wie verschiedene Antibiotika, zurickgegriffen
werden, was jedoch nicht fiir den Erfolg der Geneditierung garantiert. Die einzige Limitierung
beim Einsatz in Pilzen ist die Notwendigkeit, dass die sgRNA Uber eine Typ Ill RNA-Polymerase

transkribiert werden muss, da die durch Typ Il RNA-Polymerasen transkribierten RNAs mit
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einer Cap-Struktur und einem Poly-A-Schwanz versehen werden, die diese in ihrer
Funktionalitdt beeintrdchtigen (Gao and Zhao 2014). Da Promotoren, die von Typ llI-
Polymerasen genutzt werden, in Pilzen nur unzuldanglich beschrieben sind, muss die sgRNA
oftmals in vitro transkribiert und separat zur Cas9 transformiert werden. Diese kann jedoch
relativ einfach auf die Expression in verschiedenen Organismen optimiert werden. Ein von
Nodvig et al. (2015) entwickeltes CRISPR/Cas9-Vektorsystem ist ein vielversprechendes
Werkzeug, welches die Probleme der sgRNA Expression umgeht. In diesem System lauft die
Expression mittels Typ-ll-Polymerasen ab, was die Verwendung von etablierten, konstitutiven
Promotoren ermdglicht. Das Problem der durch diese Polymerasen Ublichen Prozessierung
wird hier durch zwei flankierende Ribozyme geldst, die sich nach der Transkription abspalten
und die sgRNA freigeben (Abb. 11 A). Dieses System wurde erfolgreich eingesetzt, um den
Wildtypstamm von Aspergillus aculeatus zu einem Laborstamm mit pyrG-Auxotrophie zu
transformieren. Da von A. alternata ebenfalls nur Wildtypstamme verfiigbar sind, ist dieses

System potentiell geeignet, um die Arbeit mit diesem Organismus zu vereinfachen.
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Abbildung 11: Anwendung von CRISPR/Cas9 zur Geneditierung. A: Das von Nodvig et al. (2015) entwickelte System zur
Expression einer sgRNA in filamentdsen Pilzen. Zur erfolgreichen Expression wird die Sequenz der sgRNA von zwei Ribozymen
(Hammerhead und HDV) flankiert. Dies ermdglicht die Expression mittels Typ Il RNA-Polymerasen. Die sgRNA wird durch
automatische Abspaltung der Ribozyme freigesetzt. B: Allgemeine Funktionsweise des Cas9-sgRNA-Komplexes. Mit Hilfe der
spezifischen, 20 Basen langen Sequenz, genannt Protospacer, wird Cas9 zu der entsprechenden Stelle im Genom gefiihrt.
Befindet sich auf der DNA zusatzlich zu der Protospacersequenz in 3‘-Richtung eine sogenannte PAM (Protospacer adjacent
motiv) mit der Sequenz NGG, erfolgt ein Schnitt drei Basen von der PAM-Sequenz entfernt innerhalb des Protospacers. C: Der
von Cas9 verursachte Doppelstrangbruch kann auf zwei Arten repariert werden. Durch den Mechanismus des non-
homologous end joinings (NHEJ) werden die beiden Doppelstriange direkt wieder zusammengefiigt. Hierbei konnen jedoch
Fehler unterlaufen und es kann zu Deletionen kommen, eine bei Anwendung dieser Methode haufig gewiinschte Folge, da
es hierdurch zu Deletionen und somit einer Verschiebung des Leserasters kommt. Dies hat die Inaktivierung des jeweiligen
Gens zur Folge. EIN weiterer Mechanismus ist der der homologen Rekombination. Dieser kann ebenfalls genutzt werden, um
Uber sogenannte Donor-DNA, die zusatzlich transformiert wird, eine Integration von beispielsweise Markern in den jeweiligen
Lokus zu verursachen.

l Repair by HR
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3. Ergebnisse

3.1 Die meisten Polyketidsynthasen in A. alternata sind unter
Laborbedingungen wenig aktiv

Viele der in filamentoésen Pilzen vorhandenen Gencluster sind unter Laborbedingungen
inaktiv. Man spricht hierbei von sogenannten kryptischen Clustern. In A. alternata sind zehn
Polyketidsynthasegene bekannt, deren zugehorige Cluster teilweise annotiert sind. Zunachst
wurde die Expression jeder Polyketidsynthase gemessen, um die aktiven und kryptischen
Gencluster bestimmen zu kénnen. Hierzu wurde der A. alternata Wildtypstamm fir sieben
Tage bei 28°C in flissigem mCDB inkubiert. Da die Aktivitdt des Sekundarmetabolismus
oftmals erst mit der Sporulation einsetzt (Calvo et al. 2002), wurde diese Inkubationsdauer
gewadhlt. Als Referenzgen wurde das fiir Histon-2B kodierende Gen gewahlt, da dieses in A.
alternata tUber langere Inkubationsdauer hinweg eine stabile Expression aufweist. Nach sieben
Tagen wurde aus dem gewachsenen Myzel RNA mithilfe des OMEGA Fungal-RNA Kits isoliert.
Von dieser wurden jeweils 100 ng firr eine quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) verwendet.
Die Expression der meisten PKS Gene war nach dieser Zeit im Vergleich zum Haushaltsgen
relativ niedrig. Einzig die beiden Gene pksA und pks/ stachen in ihrem Expressionslevel hervor.
pksA erreichte knapp 37% des Expressionslevels des Haushaltsgens und pks/ wurde mit 76%
sogar anndhernd gleich stark exprimiert (Abb. 12 A). Da die Expression vieler Gencluster von
auleren Faktoren beeinflusst wird und die meisten Gencluster in A. alternata unter
Laborbedingungen inaktiv sind, wurden verschiedene Stressbedingungen getestet. Das
Andern der Kultivierungsbedingungen ist eine gingige Methode, um kryptische Gencluster
,aufzuwecken”. Zu den getesteten Bedingungen gehorten verschiedene Mangelbedingungen
wie Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphatmangel (jeweils 25% der normalen Konzentration,
unterschiedliche pH-Werte (pH4, 7 und 9), Anderung der Kohlenstoffquelle und osmotischer
Stress durch hohen NaCl-Gehalt (1M) des Mediums). Unter diesen Bedingungen wurde A.
alternata fiir sieben Tage inkubiert. Als Medium wurde mCDB eingesetzt, dessen Rezeptur
entsprechend geandert wurde, um die jeweilige Stressbedingung zu erzeugen (Mat. & Meth.).
Jede Bedingung wurde als Triplikat mit jeweils 10.000 Sporen angeimpft. Da in der
Vergangenheit schon die lichtabhangige Regulation der PKS-Gene untersucht wurde, wurden

diese Bedingungen nicht berlcksichtigt. Auch wurde bis auf Weiteres das pksA-Gen nicht
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weiter untersucht, da hier die Funktion der Melaninproduktion bereits bekannt ist und auch

eine lichtabhdngige Regulation nachgewiesen wurde.
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Abbildung 12: Expression der pksA-J Gene unter verschiedenen Bedingungen. A: Vergleich der Expression der PKS Gene
untereinander. A. alternata wurde fir sieben Tage in flissigem mCDB bei 28°C und Dunkelheit inkubiert (jeweils 10.000
Sporen, jede Kultur in Triplikaten). AnschlieBend wurde RNA aus dem gewachsenen Myzel extrahiert und diese fiir eine qRT-
PCR verwendet. Als Referenz wurde die Expression des H2B-Gens verwendet. pks/ zeigte ca. 76% der Expressionsstarke von
H2B, pksA 37% und pksD knapp 5 %. B: Test des Einflusses verschiedener Mangel-, Stress- und N&dhrstoffbedingungen auf die
Expression der pksB-J Gene. Zu diesen Bedingungen gehérten Phosphatmangel (P), osmotischer Stress (Osm.),
Stickstoffmangel (N), Kohlenstoffmangel (C), gedanderte Kohlenstoffquelle (€Q) und die pH-Werte 4, 7 und 9.
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Die Aktivitat der meisten PKS-Gene konnte durch die Anwendung der Stressbedingungen nicht
signifikant angehoben werden. Ausnahmen stellen hier die PKS-Gene pksC, pksD, pksl und pksJ
dar. Die Expression von pksC konnte unter Glukosemangel (Kohlenstoffmangel) um das 5,7-
fache gesteigert werden. pksD wies bei Phosphatmangel eine um das 2,7-fach erhohte
Expression auf. Die Expression von pksl, die schon unter Normalbedingungen hoch war,
konnte durch Stickstoffmangel nochmals um das 5,9-fache gesteigert werden. Fir pksJ
bewirkte wiederum Phosphatmangel eine Expressionssteigerung um das 3,7-fache (Abb. 1 B).
Fiir die restlichen PKS-Gene konnte keine Bedingung ausgemacht werden, die die Expression
in signifikantem MalRe beeinflusste. Da die Expressionswerte der restlichen Gene weiterhin
sehr niedrig waren, kdnnen diese auch unter den getesteten Bedingungen als kryptisch

betrachtet werden.

3.2 CRISPR/Cas9 ist eine geeignete Alternative zur Geninaktivierung
in A. alternata

Zur Untersuchung der Funktion von Genen ist eine Inaktivierung durch Deletion eine
Standardmethode. Diese Deletionskassetten beinhalten in der Regel einen Selektionsmarker
und flankierende Sequenzen, die zu denen des jeweiligen Gens homolog sind. Unter
Ausnutzung des zelleigenen Mechanismus zur Reparatur von DNA-Schaden, der homologen
Rekombination, wird das lineare Fragment in den jeweiligen Lokus eingebaut und somit das
Zielgen durch diesen Marker ersetzt. Wahrend diese Methode in den meisten Laborstammen
gangiger Modellorganismen erfolgreich verwendet wird, war sie bei der Anwendung in A.
alternata selten erfolgreich. Es kam haufig vor, dass die Kassette nicht in allen Zellkernen
vorhanden war. Zusatzlich integrierten diese Kassetten nicht immer homolog, was zu einem
Heterokaryon in den daraus resultierenden Transformanten fiihrte. Hierbei existierten sowohl
noch intakte Versionen des Zielgens neben erfolgreichen Deletionsereignissen und ektopisch
integrierten Kassetten, was die Untersuchung der jeweiligen Genfunktion erschwerte.
Zusatzlich waren in A. alternata keine Auxotrophiemarker etabliert, was es notig machte, auf
dominante Selektionsmarker zurlickzugreifen. Etablierte Marker sind Hygromycin B und
Geniticin. Die Verwendung dieser Antibiotika zur Selektion ist zwar erfolgreich, jedoch konnte
in der Vergangenheit, vor allem im Hinblick auf die Untersuchung des Sekundarmetabolismus,
festgestellt werden, dass der Einsatz dieser Marker das Metabolitenprofil oftmals verfalscht

(Abb. 13).
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Abbildung 13: Diinnschichtchromatographie von
Ethylacetatextrakten aus A. alternata. Ein Stamm mit
Hygromycinresistentenz wurde, jeweils in Triplikaten auf
mCDB Agar mit 80 ug/ml Hygromycin B und ohne inkubiert
(Masterarbeit Maximilian Wenderoth, 2015).

Um Gene in A. alternata erfolgreich zu inaktivieren, wurde auf den Einsatz von RNAI-
Konstrukten zurilickgegriffen (Fetzner et al. 2014). Hiermit konnte das Problem der
Heterokaryen umgangen werden, da die RNAi nicht im Zellkern, sondern auf RNA-Ebene im
Zytoplasma stattfindet. AuBerdem war eine homologe Integration der Konstrukte in jeden
Kern nicht erforderlich. Das Problem hierbei war jedoch die Aufrechterhaltung der RNAi-
Konstrukte in den jeweiligen Stammen. Da wahrscheinlich nicht jeder Kern ein Konstrukt
aufnimmt, besteht das Risiko, dass diese ohne Selektionsdruck Gber die Zeit verloren gehen.
Auch konnten mit dieser Technik die jeweiligen Gene nicht vollstandig inaktiviert werden,

wodurch immer eine, wenn auch geringe, Expression gemessen werden konnte.

Die Entwicklung eines CRISPR/Cas9-Vektorsystems fir filamentdse Pilze er6ffnete auch bei
der Anwendung flr A. alternata neue Moglichkeiten (Nodvig et al. 2015). Fir die Etablierung
des Systems in A. alternata wurden die Vektoren pFC332 und pFC330 sowie der Vektor pFC334
als Template verwendet. pFC332 beinhaltet ein Resistenzgen zur Selektion auf Hygromycin B-
haltigem Medium, was den Einsatz auch bei A. alternata moglich machte. Die im Vektor
enthaltenen Konstrukte zur Expression der sgRNA und von cas9 beinhalten beide konstitutive
Promotoren aus Aspergillus nidulans. Das sgRNA-Konstrukt steht unter der Kontrolle des
gpdA-Promotors und trpC-Terminators. Zusatzlich beinhaltet es jeweils 5 und 3‘ anhdangend
die Sequenz zweier Ribozyme. 5° sitzt das Hammerhead-Ribozym und 3‘ das Hepatitis-Delta-
Virus-Ribozym. Diese dienen zur Stabilisierung der sgRNA und deren Freisetzung. Durch
Linearisierung der Vektoren pFC330 und 332 mittels Restriktionsverdau mit der Endonuklease
Pacl kann das Konstrukt in den Vektor kloniert werden. Hierfir missen zunachst zwei PCR-
Fragmente erzeugt werden, fir deren Amplifizierung der Vektor pFC334 als Template dient.
Dieser enthalt bereits ein Konstrukt das das A. nidulans Gen yA als Ziel hat. Die Primer werden

jeweils so gewahlt, dass sie die neue Protospacersequenz enthalten und beim Binden den
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Bereich des alten Protospacers lberspannen. Somit wird bei der Amplifikation der neue
Protospacer in das PCR-Fragment eingefiigt. Durch denselben Mechanismus werden die zur
Protospacersequenz komplementaren 6 bp ausgetauscht. Die hierbei entstehenden zwei PCR-
Fragmente konnen nun mittels einer Gibson assembly-Reaktion in den jeweiligen,
linearisierten Vektor kloniert werden (Abb. 14). cas9 steht unter der Kontrolle des tefl-
Promotors und -Terminators. Zur Verwendung in eukaryotischen Organismen wurde Cas9 C-
terminal eine SV40 Kernlokalisationssequenz (PKKKRKV) angefiigt. Zusatzlich beinhaltet das
Konstrukt eine AMA1-Sequenz, die eine freie Replikation des Plasmids ermdglicht und eine
Integration verhindert. Dies soll nach erfolgreicher Geninaktivierung das Marker-Recycling

erleichtern, da ohne Selektionsdruck die Plasmide mit der Zeit verloren gehen.

Crispy-fw Protospacer-fw
— ——
—|__gpdae)  {ove| HH-Ribozym |

Protospacer

sgRNA-Backbone

<+—
Crispy-re

6bp-re

X

Protospacer

= sgRNA-Backbone -I ,!,A,,: -.-,9. u,u,

pFC332 Backbone
tefl(t)

| i — s

Abbildung 14: Konstruktion der CRISPR/Cas9 Konstrukte zur Inaktivierung von Genen in A. alternata. Als Basis diente der
Vektor pFC334, der bereits ein funktionierendes Konstrukt zur Inaktivierung des yA-Gens in A. nidulans enthielt (oben). Zum
Austausch der Protospacer- und der dazu komplementéren 6 bp-Sequenz (gelb) wurden die Primer 6 bp-re und Protospacer-
fw in zwei unterschiedlichen PCR-Reaktionen verwendet. Da sie den jeweiligen Sequenzbereich iberspannen, wird die 6 bp-
und Protospacersequenz wahrend der PCR (Mitte, blau) ausgetauscht. Die beiden Fragmente iberlappen gegenseitig in der
Sequenz des HH-Ribozyms und jeweils in die flankierenden Bereiche des Vektors. Dieser wurde zuvor mittels
Restriktionsverdau mit Pacl linearisiert. Die Klonierung erfolgte per Gibson assembly. (Modifiziert nach Nodvig et al. (2015))

tef1(p)

Um die Funktionalitdt aller Bestandteile des Vektors zu Uberprifen, wurden fiir die ersten
Versuche Gene als Ziel ausgewahlt, bei deren erfolgreicher Inaktivierung ein klarer Phanotyp
resultierte. Hierfir wurden zwei an der Melaninbiosynthese beteiligten Gene ausgewahlt.
Zum einen das Gen der Polyketidsynthase PksA, die fir die Synthese von 1,3,6,8-
Tetrahydroxynaphthalen verantwortlich ist und somit den Start der Melaninbiosynthese
darstellt. Zum anderen wurde brm2 ausgewahlt. brm2 kodiert fiur die 1,3,6-

Trihydroxynaphthalenreduktase. Der Phanotyp bei Inaktivierung beider Gene wurde bereits
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beschrieben (Kimura and Tsuge 1993, Fetzner et al. 2014), was eine Detektion erleichterte.
Die Inaktivierung von pksA fiihrt zu einem vollstdndigen Verlust der Melaninbiosynthese,
wodurch die Kolonien, die diese Mutation beinhalten, weil} erscheinen. Die Inaktivierung von
brm2 fihrt zur Akkumulation von Zwischenprodukten, hauptsachlich die von 1,3,6-
Trihydroxynaphthalen, und verleiht den Kolonien eine braune Farbung. Als Zielsequenz fur
Cas9 wurde fiir jedes Gen jeweils eine Protospacersequenz zu Beginn der kodierenden
Sequenz nahe des Startcodons gewahlt. Der Protospacer des pksA Gens liegt 32 Nukleotide 3°
des Startcodons (+32 - +51) mit der PAM-Sequenz CGG, der fiir brm2 auf Position +18 bis +37
mit der PAM-Sequenz AGG. Die jeweiligen Sequenzen wurde Uber eine Gibson assembly-
Reaktion in den Vektor pFC332 kloniert. Die beiden resultierenden Vektoren pCP1 und
pMW29 wurden mittels Protoplastentransformation in den A. alternata Wildtypstamm ATCC
66981 eingebracht. Die Selektion erfolgte mit Hygromycin B (80 pg/ml) haltigem
Regenerationsmedium, mit dem die Transformationsplatten nach einer 24 stindigen
Regenerationsphase (iberschichtet wurden. Nach drei bis vier Tagen erschienen erste
Kolonien, die wiederum auf Selektionsmedium transferiert wurden. Einige Kolonien zeigten
bereits auf der Transformationsplatte den erwarteten Phanotyp mit weiBer bzw. brauner
Koloniefarbung (Abb. 15 A). Einige Transformanten zeigten erst nach dem Transfer vereinzelt
den jeweiligen Phdnotyp, nachdem sie auf der Transformationsplatte noch die
Wildtypfarbung besaflen. Kolonien, die auf nicht selektives Medium (berimpft wurden,
behielten den Mutantenphdnotyp bei, was fiir eine stabile Inaktivierung des jeweiligen Gens
spricht (Abb. 15 B). Weiterhin verloren die Transformanten nach mehrmaligem Uberimpfen
auf nicht selektivem Medium die Hygromycinresistenz und konnten nicht mehr auf
Selektionsmedium wachsen. Dies bestdtigt den Verlust des jeweiligen Plasmids. Die
Mutationen, die durch den Doppelstrangbruch und das fehlerbehaftete NHEJ entstehen, sind
zufallig. Um das Spektrum an moglichen Mutationen in A. alternata zu untersuchen, wurde
aus verschiedenen, phanotypisch positiven Transformanten genomische DNA extrahiert und
ein 1 kb groBes Fragment amplifiziert. Der jeweilige Forward bzw. Reverse Primer band in 500
bp Abstand zur erwarteten Schnittstelle im Protospacer. Durch Sequenzierung der
resultierenden PCR Fragmente konnten verschieden Deletionen ausgemacht werden. Das
Spektrum an Deletionen reicht von einem einzelnen Basenpaar bis hin zu 303 bp (Abb. 15 C).
In manchen Fallen konnte kein PCR-Fragment amplifiziert werden, was eine groRere Deletion

oder sogar Insertion nahelegte. Im Fall einer pksA-Mutante, bei der dies der Fall war, wurde
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das zu amplifizierende Fragment auf 4 kb vergroBert mit. Die Sequenzierung des
resultierenden Fragments zeigte eine Deletion von etwa 1,5 kb, die Uber das Startcodon

hinaus bis in die 5-UTR reicht (Abb. 15 D).

A B

brm2 ATGGCATCAATCGAGCAGACATGGAGCCTTGCCGGC!_}.TCGCCGTTGTTACCGGCTCAGGTAAGCTCAAGCATATC 78
brm2A1 ATGGCATCAATCGAGCAGACATGGAGCCTTGCCG-CAAGGTCGCCGTTGTTACCGGCTCAGGTARGCTCARGCATATC | 77
brm2A2 ATGGCATCAATCGAGCAGACATGG-============—=- TCGCCGTTGTTACCGGCTCAGGTRAGCTCRAGCATATC | 62
brm2A3 ATGGCATCAATCGAGCAGACA---== e e e et e e et s 21
brm2 [82...272] CAACGTCGAGGAGTCTGAGAAGCTGATGGATGACGTTGTTGCCCACTTCGGCAAGCTCGACATCTGCT | 340
brm2A1 [82...272] CAACGTCGAGGAGTCTGAGAAGCTGATGGATGACGTTGTTGCCCACTTCGGCAAGCTCGACATCTGCT | 339
brm2A2 [82...272]CAACGTCGAGGAGTCTGAGAAGCTGATGGATGACGTTGTTGCCCACTTCGGCAAGCTCGACATCTGCT | 324
brm2A3 [82...272] AAGCTCGACATCTGCT | 37
D

.I:I pksA

e R [ — 7 Y\

VYV

Deletion
pksa . . .GGCTCGCATATACCACGAGARACCTGGTCGRATTC CCTTACCATGCTGCGCACTTCTACAGTCCTGCCGA. . .
pksAAl | ...GGCTCGCATATACCACGAGARACCT ---CTGCGCACTTCTACAGTCCTGCCGA. . .

Abbildung 15: Inaktivierung der Melaninsynthesegene pksA und brm2. A: Schon direkt nach der Transformation der
Konstrukte konnten auf den Transformationsplatten einzelne Kolonien ausgemacht werden, die einen Defekt in der
Melaninsynthese aufwiesen (Pfeile, weie Kolonien nach Transformation mit pCP1). B: Stabile KO-Stamme von pksA und
brm2. Im Vergleich zum Wildtyp ist die Melaninsynthese nicht mehr méglich, was sich in einer weiBen (pksA), bzw. braunen
(brm2) Farbung der Kolonien duRert. C: Verschiedene, durch den Doppelstrangbruch mit anschlieBender, fehlerhafter NHEJ-
Reparatur, verursachte Deletionen bei brm2. Die Deletionen reichten von einem (brm2-1) bis hin zu 303 bp. D: die

Inaktivierung von pksA erfolgte durch eine 1,5 kb groRRe Deletion, die sich Gber den ORF in die 5’UTR erstreckte. Verandert
nach Wenderoth et al. (2017).

Die Verwendung von Auxotrophiemarkern ist in der Biologie weit verbreitet und stellt ein
nitzliches Werkzeug der Selektion von Transformanten dar. In A. alternata wurde bisher

jedoch kein Selektionsmarker etabliert. Mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems konnte dies nun
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bewerkstelligt werden. Einer der gangigsten Marker ist das in die Pyrimidin-Biosynthese
involvierte Gen, das fiir die Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase kodiert und den
Syntheseschritt von Orotidin-5-Phosphat zu Uridin-5‘-Phosphat bewerkstelligt. In Hefe
(URA3), Aspergillus (pyrG) und Neurospora crassa (pyr-4) ist dieser Marker etabliert. Das
entsprechende Gen wurde in A. alternata bereits annotiert (Dang et al. 2015). Das 379
Aminosiuren groRe Protein zeigt eine 44%ige Ubereinstimmung zu PyrG aus A. nidulans und
Aspergillus fumigatus sowie eine 41%ige Ubereinstimmung zu Pyr-4 aus N. crassa. Zur
Inaktivierung von pyrG wurde dieselbe Strategie angewendet wie zuvor in den Féllen von pksA
und brm2. Ein Protospacer, 138 bp in 3‘ Richtung vom Startcodon entfernt, wurde ausgewahlt.
Der A. alternata Wildtypstamm ATCC 66981 wurde mit dem mit der Zielsequenz
ausgestatteten Vektor pMW46 transformiert. Die Selektion erfolgte mit Hygromycin B.
Zusatzlich wurde das verwendete Regenerationsmedium mit Uracil und Uridin in einer
Konzentration von 1 g/L supplementiert, um den potentiellen Mutanten das Wachstum
weiterhin zu ermoglichen. Die resultierenden Transformanten wurden wiederum auf
Selektionsmedium (mCDB mit Hygromycin B und Uracil/Uridin) Gberimpft. Der Vorgang wurde
drei Mal wiederholt. AnschlieRend wurden die Transformanten auf Uracilauxotrophie hin
untersucht, indem sie auf mCDB ohne zusétzliche Uracil/Uridin Supplementierung transferiert
wurden. Von 24 iberimpften Transformanten waren sechs nicht mehr in der Lage auf Medium
ohne Supplementierung zu wachsen. Zusatzlich wurden die Transformanten auf Medium
Uberfihrt, das 5-Fluororotsaure enthalt. Dieser Stoff wird von der Orotidin-5-Phosphat-
Decarboxylase zu dem toxischen 5‘-Fluoruracil umgewandelt. Transformanten mit noch
intaktem pyrG sollten demnach nicht mehr in der Lage sein, zu wachsen. Die auf dieses
Medium Uberimpften Transformanten zeigten alle ein stark eingeschranktes Wachstum.
Diejenigen Transformanten, die auf Medium ohne Uracil/Uridin nicht mehr wachsen konnten,
waren zwar ebenfalls in ihrem Wachstum eingeschrankt, jedoch zeigten sie im Vergleich zu
den restlichen Kolonien und dem Wildtyp Sporenbildung und ein starkeres Wachstum. Die
Transformante, die im Vergleich zu den anderen das starkste Wachstum zeigte, wurde
nochmals auf Selektionsmedium tberimpft und von diesem anschlieBend drei Mal auf nicht
selektivem Medium inkubiert. Nach diesen Passagen war sie nicht mehr in der Lage, auf
Medium zu wachsen, das Hygromycin B enthielt, bzw. nicht mit Uracil/Uridin supplementiert

wurde (Abb. 16). Der nun stabile Stamm tragt die Bezeichnung SMW24.
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Abbildung 16: Stabiler pyrG-Deletionsstamm und dessen Rekomplementation. Die erfolgreiche Inaktivierung von pyrG kann
durch die dadurch entstandene Uracilauxotrophie nachgewiesen werden. Der Stamm war nicht mehr in der Lage auf Medium
zu wachsen, das kein zusatzlich beigefuigtes Uracil enthielt (rechts). Auf Medium mit Uracil (1g/1) konnte der Stamm wieder
wie der Wildtyp wachsen (links). Durch Transformation dieses Stammes mit einer pyr-4 Kassette aus N. crassa, konnte die
Auxotrophie wieder aufgehoben werden. Der Stamm war in der Lage auch ohne zusatzliches Uracil im Medium zu wachsen
(Wenderoth et al. 2017).

Als nachster Schritt wurde getestet, ob die bereits fir diverse Systeme etablierten
Selektionsgene pyrG (A. fumigatus) und pyr-4 (N. crassa) fur die Anwendung in SMW24
geeignet waren. Hierzu wurden der CRISPR/Cas9-Vektor pFC330 (pyrG) und der fir A.
nidulans etablierte Vektor ,Efimov” (pyr-4) verwendet. Beide Vektoren wurden mittels
Protoplastentransformation in den auxotrophen Stamm eingebracht. Die Selektion fand hier
bereits auf dem Regenerationsmedium statt, dem kein Uracil/Uridin beigefiigt wurde.
Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt, um das Auftreten von falsch positiven
Transformanten ausschlieBen zu koénnen. In beiden Fallen konnte die Auxotrophie
rekomplementiert werden. Sowohl die Transformation mit pyrG, als auch die mit pyr-4 fiihrte
dazu, dass sich auf den Transformationsplatten Kolonien bildeten. Im Falle von pFC330
konnte, wie schon zuvor bei pFC332, ein Marker-Recycling durchgefiihrt werden, indem die
gewachsenen Kolonien mehrmals auf nicht selektives Medium {berimpft wurden.
AnschlieRend waren diese nicht mehr in der Lage auf Medium ohne Uracil/Uridin-Zusatz zu
wachsen. Die Transformation mit dem pyr-4 tragenden Plasmid, welches im Gegensatz zu
pFC330 keine AMA1 Sequenz enthélt und somit ektopisch in das Genom integriert, erzeugte
stabil rekomplementierte Transformanten. Auch nach mehrmaligem Uberimpfen auf nicht
selektives Medium behielten diese ihre Rekomplementation bei und bendtigten keine
Uracil/Uridin-Supplementierung. Einzig die Wachstumsgeschwindigkeit der Kolonien war im
Falle des pyr-4 Markers schneller als bei pyrG. Nach Transformation mit pyr-4 konnten bereits

nach drei bis vier Tagen sporulierende Kolonien von den Transformationsplatten tbertragen
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werden, wahrend das Wachstum bis zum Eintreten der Sporulation bei Transformanten mit
pyrG in etwa sieben bis zehn Tage in Anspruch nahm. Nach erfolgreichem Test beider Marker
wurde nun getestet, ob auch Konstrukte zur Untersuchung von Zellfunktionen in A. alternata
SMW24 eingesetzt werden konnten. Die Verwendung von fluoreszenten Proteinen wie GFP
findet in der Zellbiologie breite Anwendung zur Untersuchung von Lokalisation und
Interaktion von Proteinen in der Zelle. In A. alternata wurden bisher selten solche
Experimente durchgefiihrt, was wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren ist, dass fir diesen
Organismus kaum etablierte Systeme vorhanden sind. Um die Eignung des Stammes zu testen,
wurde ein Konstrukt transformiert, das neben dem effizienteren pyr-4 Markergen eine fir
Aspergillus optimierte Version von GFP enthielt. GFP stand unter der Kontrolle des
konstitutiven gpdA-Promotors, dessen Funktion auch in A. alternata gewahrleistet ist.
Zusatzlich wurde GFP C-terminal eine Domane des A. nidulans-Proteins StuA, die eine
Kernlokalisationssequenz  enthélt, angefigt (Abb. 17 A). Nach erfolgter
Protoplastentransformation wurden 14 Transformanten fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. In neun Transformanten wurden griin fluoreszierende Zellkerne beobachtet. Die
Kernlokalisation wurde durch anschlieRende Farbung der Zellen mit Hoechst 33342 bestatigt.
Im Gegensatz zu den Transformanten zeigten sowohl der Wildtypstamm als auch SMW24
schwache Autofluoreszenz, jedoch konnte keine Fluoreszenz in den Kernen festgestellt

werden (Abb. 17 B und C).
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Abbildung 17: Etablierung fluoreszenzmikroskopischer Methoden in A. alternata. Der auxotrophe Stamm SMW24 wurde
mit dem Konstrukt pBV1 (A) transformiert, das GFP mit einer C-terminalen NLS exprimiert. Die Transformanten zeigen eine
stabile Fluoreszenz im Zellkern (B), wahrend dies im Wildtyp nicht der Fall ist. Die Kerne wurden zuséatzlich mit Hoechst 33342
angefarbt (Wenderoth et al. 2017).
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Da die Mutationen, die durch die Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems im Genom
entstanden, von zufélliger Natur waren, machte dies das Screening nach positiven Mutanten
relativ aufwandig. Dies war vor allem der Fall, wenn der aus der Mutation resultierende
Phadnotyp nicht eindeutig auszumachen war und eine Untersuchung der Zielsequenz zwingend
notig wurde. Selten wurden grofRere Deletionen bzw. Insertionen festgestellt, die bei
Durchfiihrung der Test-PCR einen eindeutigen Shift der Banden nach erfolgter
Gelelektrophorese verursachten. Oftmals konnten auch keine Mutanten erzeugt werden. In
anderen Fallen hatten die Deletionen eine GroRe von mehreren Kilobasen, was einerseits
deren Charakterisierung erschwerte und andererseits die Gefahr mit sich brachte, dass
benachbarte Gene betroffen waren. Dies beinhaltet zusatzlich das Risiko Phanotypen zu
erhalten, die nicht nur auf die Deletion eines einzelnen Genes zuriickzufiihren sind. Um dieses
Problem zu adressieren, wurden fiir die Deletion von Genen zwei Konstrukte co-transformiert.
Die Etablierung des Auxotrophiemarkers fiir Uracil machte es moglich, gleichzeitig die
Vektoren pFC332 fiir die Selektion mit Hygromycin B und pFC330 fiir die gleichzeitige Selektion
mit Uracil zu verwenden. Hierflir wurde als jeweilige Zielsequenz fir Cas9 jeweils ein
Protospacer in der Nahe des Start- und des Stopcodons ausgewahlt. Bei gleichzeitiger
Expression der beiden sgRNAs wiirden die beiden Doppelstrangbriiche dazu fiihren, dass die
dazwischenliegende Sequenz aus dem DNA-Strang entfernt wiirde. Die daraus resultierende
Deletion hatte dabei eine definierte GroRRe und es kdnnte gezielt nach solchen Mutanten
gesucht werden. Tatsdchlich konnte so die Suche nach geeigneten Mutanten optimiert
werden. Nur diejenigen, die die gewlinschte, definierte Deletion zeigten, wurden in den
weiteren Experimenten ausgewihlt. Die Verwendung des Zwei-Vektor-Systems lieferte zwar
die gewinschten Ergebnisse, jedoch ergaben sich hierbei wiederum einige Nachteile. Die
Verwendung des pyrG-Markergens zeigte schon in den ersten Experimenten, dass die
Transformanten relativ langsam wuchsen. Dieser Effekt konnte hier wieder beobachtet
werden und wurde, wahrscheinlich durch die Verwendung der Doppelselektion, noch
verstarkt. Teilweise vergingen bis zu 14 Tage nach der Transformation, bis die Kolonien
Uibertragen werden konnten. Da die Ubertragung auf Selektionsmedium erfolgte, betrug die
weitere Wachstumszeit wiederum bis zu sieben Tage, bis die Transformanten getestet werden
konnten. Zuséatzlich waren die erzeugten Mutanten nach erfolgtem Marker-Recycling wieder
Uracil-auxotroph. Da es sich bei A. alternata auch um einen Pflanzenpathogen handelt, bei

dem unter anderem auch verschiedene Virulenzfaktoren untersucht werden sollen, macht die
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durch die Auxotrophie eingebrachte FitnesseinbuBe den Stamm SMW24 fiir weitere Studien
unbrauchbar. Um dieses Problem zu umgehen, wurden diejenigen Stdmme, bei denen der
Doppel-KO durchgefiihrt wurde, im Nachhinein nochmals mit einem linearen pyr-4 PCR-
Fragment rekomplementiert. Die Vergleichbarkeit mit dem Wildtypstamm wurde durch
mehrere Wachstumsversuche auf Medium und auch auf den Zielpflanzen (insbesondere
Tomaten, siehe Kapitel 3.3.6) bestatigt. Der rekomplementierte SMW24-Stamm wies die
gleiche Virulenz auf wie der Wildtyp. Um sowohl das langsame Wachstum der
Doppeltransformanten und die nochmalige Transformation von Mutanten zur
Rekomplementation der Auxotrophie zu umgehen, wurde das Vektorsystem nochmals
weiterentwickelt. Der Vektor pFC332 wurde so modifiziert, dass nach erfolgter Klonierung
zwei sgRNAs gleichzeitig exprimiert werden kénnen. Hierzu wurde zusatzlich zu dem Konstrukt
unter Kontrolle des gpdA-Promotors noch ein weiteres erstellt, das unter der Kontrolle des
trpC-Promotors steht. Dieses wurde in einen separaten Vektor kloniert, der im Weiteren als
Template zur Amplifizierung der gewiinschten Fragmente diente. Fiir die Klonierung in pFC332
wurden nun vier Fragmente erzeugt. Da sich die Fragmente jedoch im Bereich der
Ribozymsequenzen Uberlappen, wurden die jeweiligen sgRNA-Konstrukte vor der Klonierung

mittels Fusion-PCR zusammengefiigt (Abb. 18).

Konstrukt 1:
Fragment 1
—|_apdae)_{obe| wm-Ribozym{ -
T >< Protospacer +—
; sgRNA-Backbone 98 Riboz
Konstrukt 2: Fragment 2
20bp
trpC(t) Fragment 3

re2

—> >< Protospacer
fw2
sgRNA-Backbone

Fragment 4

pFC332 Backbone
tef1(t) tef1(p)

Abbildung 18: Modifikation des CRISPR/Cas9 Systems zur gleichzeitigen Expression von zwei sgRNAs. Zur simultanen
Expression von zwei sgRNAs von einem Konstrukt wurde die Kassette modifiziert. Der gpdA-Promotor wurde durch den trpC-
Promotor ersetzt und der kurze trpC-Terminator durch eine ldngere Version. Da die beiden Konstrukte ansonsten gleich sind
und somit Fragment 1 und 4 ebenfalls in der HH-Ribozymsequenz liberlappen, missen die einzelnen Fragmente vor der
Klonierung mittels Fusion-PCR zusammengefiigt werden. Die daraus entstehenden Kassetten konnen anschliefend per
Gibson assembly in den linearisierten Vektor (pFC332) kloniert werden (modifiziert nach Nodvig et al. (2015)).
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Dadurch wurde verhindert, dass sich nur Fragment 1 und 4 in den Vektor klonierten. Um die
Funktionalitdt des neuen Konstruktes zu testen, wurde wiederum pksA als Ziel ausgewahlt.
Neben dem bereits in den ersten Versuchen verwendeten Protospacer wurde ein zweiter
ausgewahlt, der sich an Position +5997 - +6016 des ORFs befindet. Bei gleichzeitig erfolgtem
Doppelstrangbruch sollte die Deletion demnach eine GréBe von 5965 bp betragen. Das
Konstrukt mit der Bezeichnung pAK1 wurde in den Wildtypstamm ATCC 66981 transformiert.
Die nach der Transformation erhaltenen Transformanten, die einen Verlust der
Melaninproduktion zeigten, wurden wiederum auf die gewiinschte Deletion getestet.
Tatsdchlich konnte bei den Transformanten die erwartete Deletion festgestellt werden, was
die Funktionalitdt des modifizierten Konstrukts bestatigt. Somit kénnen nun effizient
definierte Deletionen in A. alternata eingefiigt werden, ohne dabei auf den Wildtypstamm

verzichten zu missen.

3.3 Das pksl-Gencluster ist fiir die Biosynthese von Alternariol und
dessen Derivaten verantwortlich

3.3.1 Pksl ist eine nicht-reduzierende PKS

AOH und AME sind die unter Alternaria-Arten am weitesten verbreiteten Mykotoxine. Sie
gehoren zu den Dibenzo-alpha-Pyronen und gehéren damit einer sehr diversen Klasse von
Sekundarmetaboliten an, die vor allem von Pilzen produziert werden (Mao et al. 2014). Auch
A. alternata produziert diese Sekundarmetabolite. Obwohl diese Toxine und ihre Derivate
schon lange bekannt und auch im Hinblick auf Toxizitat und Mutagenitat gut untersucht sind,
ist relativ wenig Uber die Biosynthese dieser Stoffe bekannt. Bei AOH handelt es sich um ein
Heptaketid, Gber dessen Biosynthese bisher nur theoretisch berichtet wurde, jedoch ohne
eine entsprechende PKS zuordnen zu konnen. In A. alternata konnte bisher lediglich der
Polyketidsynthase PksA eine eindeutige Rolle zugesprochen werden. Diese ist an der
Melaninsynthese beteiligt. Die weiteren im Genom von A. alternata vorhandenen PKS sind
bisher keinem der bekannten Metabolite zugeordnet. Durch friihere RNAi-Experimente wurde
die fir die AOH-Synthese moglicherweise verantwortliche PKS auf PksH und Pks)
eingeschrankt, bei deren verringerter Expression ebenfalls eine verringerte Produktion von
AOH beobachtet werden konnte (Saha et al. 2012). In dem Weizenpathogen P. nodorum

wurde die AOH-produzierende PKS (SnPks19) identifiziert (Chooi et al. 2015). Diese weist eine
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hohe Identitat zur in A. alternata vorhandenen pks/ auf. Um dies zu bestatigen, wurde die
Proteinsequenz von SnPKS19 in nochmals in der Alternaria-Datenbank mittels BLASTP
gesucht. Die BLAST-Suche ergab einen Treffer mit einer der bereits bekannten PKS aus A.
alternata Pksl. Pksl besitzt eine Sequenzidentitdt von 87% zu der von SnPKS19. Dies bestatigt
die Annahme, dass es sich hierbei um die PKS handeln kdnnte, die in A. alternata fir die
Synthese von AOH verantwortlich ist. Das dazugehorige Gen liegt auf dem Contig
AATCTG00324 auf dem antisense Strang und tragt hier die Bezeichnung AAT_PG07581. Es hat
eine GrolRe von 5796 bp und besitzt drei vorhergesagte Introns an den Positionen +321- +369,
+674 - +1067 und +4491 - +4551 mit einer jeweiligen GréRe von 49, 394 und 61 bp. Somit
ergibt sich eine codierende Sequenz von 5290 bp. Zur Verifizierung der Introns wurde RNA aus
einer Kultur von A. alternata isoliert, die bei 28°C in flissigem mCDB inkubiert wurde. Die RNA
wurde in cDNA umgeschrieben und sequenziert. Die vorhergesagten Introns konnten durch
die Sequenzierung bestétigt werden. Das aus der codierenden Sequenz resultierende Protein
hat eine GroRe von 1763 Aminosauren. Bei Pksl handelt es sich um eine typische,
nichtreduzierende PKS. Sie beinhaltet die essentiellen Synthesedomanen AS, KS und ACP,
sowie eine PT- und SAT-Domédne (Abb. 19 A). Weiterhin besitzt sie weder eine der

reduzierenden, noch eine Methyltransferasedomane.

3.3.2 Das pksl-Gencluster kodiert fiir insgesamt fiinf biosynthetische Enzyme
und einen Transkriptionsfaktor

Um das Gencluster um pks/ zu charakterisieren und die dazugehdrigen Gene zu identifizieren,
wurde die direkte Umgebung des PKS-Gens ndher untersucht. Hierzu wurde die Gensequenz
mit zusatzlichen, jeweils 50 kb in 5 und 3 Richtung mit Hilfe des online frei zuganglichen
Programmes antiSMASH (Weber et al. 2015) analysiert. Der Algorithmus dieses Programms
sucht in Sequenzen nach typischen Mustern, die fliir Gene bzw. Proteine charakteristisch sind,
die an der Synthese von Sekundarmetaboliten beteiligt sind. Zusatzlich dazu wurden die
bereits in der Alternaria-Datenbank angegebenen Gene noch einmal manuell untersucht und
gegebenenfalls annotiert. Durch die Kombination beider Methoden konnten zusatzlich noch
potentiell finf weitere Gene identifiziert werden, die dem Cluster zugehorig sein konnten.
Zusammen mit allen Genen hat das Custer eine GesamtgroRe von 17,2 kb. Um

herauszufinden, welche Rolle diese Gene bei der Sekundarmetabolitsynthese spielen, wurden
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diese weiter untersucht. Die Analyse der zugehorigen Proteinsequenzen ergab, dass es sich
hierbei um typische, an der Biosynthese von Sekunddrmetaboliten beteiligten Enzyme
(Tailoring-Enzyme) handeln kdnnte. Die Gene tragen die Bezeichnungen AAT_PG07582 -
AAT_PGO07586 und liegen alle in 3‘ Richtung des pks/-ORF.

Bei AAT_PGO07582 handelt es sich um eine O-Methyltransferase. Diese Enzyme methylieren
Hydroxylgruppen unter Ausbildung eines Methylethers. Da mit AME ein Methyletherderivat
von AOH bekannt ist, kommt dieses Enzym fiir diese Funktion in Betracht. Das Gen hat eine
GroRe von 1428 bp und besitzt funf vorhergesagte Introns an den Positionen +138 - +195,
+206 - +267, +383 - +440, +565 - +622 und +1063 - +1114. Mit einer kodierenden Sequenz von
1140 bp hat das daraus resultierende Protein eine Grofle von 379 AS. Aufgrund der
vorhergesagten Funktion wird das Gen im Weiteren mit omt/ bezeichnet. AAT_PG07583 hat
eine GroRe von 1318 bp mit zwei vorhergesagten Introns an den Positionen +259 - +366 und
+992 - +1043. Mit einer kodierenden Sequenz von 1158 bp hat das daraus resultierende
Protein eine GroRe von 385 AS. Das Protein zeigt charakteristische Eigenschaften einer
Monooxygenase, daher wird das dazugehorige Gen im Weiteren als mox/ bezeichnet.
AAT_PGO07585 ist mit einer GroRe von 749 bp und einem vorhergesagten Intron an der
Position +531 - +586 das kleinste Gen des Clusters und das resultierende Protein besitzt eine
GrolRe von 230 AS. Die Untersuchung der Sequenz ergab, dass es sich hierbei um ein ,,Short
chain Dehydrogenase-Reductase-like” (SDR) Protein handelt. Daher wurde dem Protein die
Bezeichnung sdrl gegeben. AAT_PG07586 kodiert fir eine Extradiol-Dioxygenase. Mit einer
GréRe von 1102 bp und zwei vorhergesagten Introns an den Positionen +524 - +580 und +783
- +849 resultiert daraus ein Protein mit einer GréBe von 325 AS. Extradiol-Dioxygenasen
katalysieren die oxidative Offnung von aromatischen Ringen mit zwei nebeneinander
liegenden (ortho) Hydroxylgruppen. Die Bezeichnung ,Extradiol” bedeutet, dass die
Ringoffnung dabei auBerhalb der benachbarten Hydroxylgruppen stattfindet (Abb. 19 B). Im
Weiteren wird dieses Gen mit dox/ bezeichnet. Zusatzlich zu den biosynthetischen Genen
beinhaltet das Gencluster einen potentiellen Transkriptionsfaktor. Das mit AAT _PG07584
bezeichnete Gen hat eine Grofle von 1767 bp und besitzt keine Introns. Das daraus
resultierende Protein hat eine GroBe von 588 AS. Bei dem Protein handelt es sich um einen
GAL4 Zn(I1)2Cyse Transkriptionsfaktor. Diese Art von Transkriptionsfaktor kommt nur in Pilzen
vor und ist trotz der Verwendung von Zink als Kofaktor kein Zinkfingerprotein. Diese Art von

Transkriptionsfaktoren tragt die Bezeichnung Zink-Cluster-Transkriptionsfaktor und besitzt ein
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hochkonserviertes Motiv CysX2CysXsCysXs-12CysX2CysXe-sCys (MacPherson et al. 2006). Dieses
Motiv konnte ebenfalls in AAT_PG07584 gefunden werden (Abb. 19 D). Da es sich hierbei um
einen potentiellen Regulator des Genclusters und somit der Produktion von AOH handeln
konnte, wird das Gen im weiteren als aohR bezeichnet. Die GroRe und Orientierung der

Clustergene kann der Abb. 19 C entnommen werden.

A B

| SAT PT ow ° o
—_— |

c / -

——y/

Jomnt/>—— m oxl >
5769bp 1428bp!  1318bp P ‘
— P p P 1767 bp 749bp  1102bP 17 kb

D o f—{me )

[ METHTIRSFTGEWTERLRRKKEDEKRPIFD VS SLMIAHFDLAKPEWMD. . ]

Abbildung 19: Struktur des pks/-Genclusters und die Funktion einzelner darin enthaltener Gene. A: Domanenstruktur von
Pksl. Es handelt sich hierbei um eine nicht-reduzierende PKS mit den Essentiellen Ketoacylsynthase (KS), Acyltransferase-(AT),
und Acylcarrierproteindoméanen (ACP). Zusatzlich befindet sich in der Sequenz noch eine ,Starter-Unit-ACP-transacylase”
Domédne (SAT) und eine ,,Product-Template” Doméne. C: Genanordnung im pks/-Cluster. Die Gene pks/ und sdrl befinden sich
auf dem Antisense-Strang, wahrend die restlichen Gene auf dem Sense-Strang liegen. Die Gene kodieren jeweils fiir eine PKS
(pksl), eine O-Methyltransferase (omtl), eine Monooxygenase (moxl/), eine Short-Chain Dehydrogenase/Reduktase (sdrl) und
eine Extradiol Dioxygenase (dox/). Zusatzlich befindet sich in dem Cluster noch ein Transkriptionsfaktor (aohR). B: Reaktion,
die von Extradiol Dioxygenasen katalysiert wird. Die oxidative Ring6ffnung von ortho-hydroxylierten Aromaten erfolgt an der
benachbarten C=C-Bindung. D: Domanenstruktur des Zink-Cluster Transkriptionsfaktors AohR. Die bei diesen
Transkriptionsfaktoren hoch Konservierten Cysteine (rot) befinden sich am N-terminus.

3.3.3 Das pksl-Gencluster ist in Alternaria konserviert

Da AOH ein charakteristisches Mykotoxin der Gattung Alternaria ist und auch aus anderen
Arten isoliert wurde, wurden die verfligbaren Alternaria-Genomsequenzen nach dem
Vorhandsein dieses Genclusters durchsucht. Hierflir wurde zunachst eine BLAST-Suche in der
Alternaria Genome Database vorgenommen, mit samtlichen vorhandenen Sequenzen als Ziel.
Die Suche ergab, mit Ausnahme von Alternaria brassicicola, bei jeder Art einen Treffer mit
hoher Ubereinstimmung. Um auch die Vollstindigkeit des in A. alternata gefundenen
Genclusters in den anderen Arten zu Uberpriifen, wurde dieselbe Methode angewendet, wie
schon zuvor in A. alternata. Jeweils wurde die Sequenz der pksl-Homologen mit 50 kb in 5'-

und 3‘-Richtung mit AntiSMASH untersucht. Auch hier zeigte sich, dass das Cluster in nahezu
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allen Arten vollstandig vorhanden war. Lediglich in den Arten Alternaria carthami, Alternaria
dauci, Alternaria macrospora, Alternaria tagetica und Alternaria tomatophila war die Sequenz
der Monooxygenase nur teilweise vorhanden, mit Deletionen von ca. 400 bp zwischen den
ORFs von omt! und dem von mox/ und ca. 700 bp innerhalb des mox/-ORFs (Abb. 20 A). Eine
phylogenetische Untersuchung der Proteinsequenzen der Pksl-Homologen ergab eine nahe
Verwandtschaft zwischen denjenigen Stammen, die mox/ verloren haben. Lediglich A.
carthami stellt hier eine Ausnahme dar (Abb. 20 B).

A

A. alternata, A. arborescens, A. capsici, A. citriarbusti, A. crassa, A. destruens, A. fragariae, A. gaisen, A.
limonasperae, A. longipes, A. mali, A. porri, A. solani, A. tangelonis, A. tenuissima, A. turkisafria
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Abbildung 20: pksi-Gencluster in anderen Alternaria Arten. A: Mit Ausnahme von A. brassicicola kann das Gencluster in allen
Alternaria Arten gefunden werden. Eine Besonderheit stellen hier A. carthami, dauci, macrospora, tagetica und tomatophila
dar. In diesen Arten ist der ORF der Monooxygenase nur noch fragmentiert vorhanden, wodurch das Enzym Moxl in diesen
Arten nicht funktionell ist. Insgesamt fehlen ca. 700 bp des ORFs. Eine weitere Deletion befindet sich in 5‘-Richtung des moxI-
ORFs und hat eine GréBe von etwa 400 bp. In P. nodorum befindet sich die zu pks/ homologe pks19 ebenfalls in einem dhnlich
strukturierten Cluster. Hier fehlt jedoch ebenfalls die Monooxygenase. Zusatzlich befindet sich in diesem Cluster noch eine
weitere O-Methyltransferase. B. Phylogenetische Verwandtschaft der Pksl Sequenzen innerhalb der Gattung Alternaria. Mit
Ausnahme von A. carthami, befinden sich alle Arten ohne Monooxygenase in einem Ast (griiner Kasten). Interessanterweise
bildet Pks19 (roter Kasten) keine AuBengruppe zu den restlichen Sequenzen.
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Auch die ndhere Umgebung der pksl-Homologen SnPKS19 in P. nodorum wurde naher
untersucht. Im Vergleich zu den in Alternaria vorhandenen Clustern befand sich im Cluster von
Pks19 eine zusatzliche O-Methyltransferase. Das Gen der Monooxygenase, das in fast allen
Alternaria Arten vorkam und nur in manchen fragmentiert vorlag, fehlte hingegen bei P.
nodorum komplett. Auch die Sequenz von pks19 wurde in die phylogenetische Untersuchung

mit einbezogen (Abb. 20 A und B).

3.3.4 Die Tailoring-Enzyme des Clusters sind fiir die Synthese der AOH-Derivate
verantwortlich

Um zu Uberpriifen, ob Pksl tatsachlich flir die Produktion von AOH verantwortlich ist, wurde
unter Verwendung des nun in A. alternata etablierten CRISPR/Cas9-Systems eine Deletion des
pksl-Gens vorgenommen. Hierzu wurde eine Protospacersequenz nahe des Startcodons als
Ziel fiir den Doppelstrangbruch ausgewdhlt. Der Protospacer befindet sich 30 bp vom
Startcodon entfernt (+33 - +52) in der codierenden Sequenz von pksl/. Das Konstrukt wurde,
wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben, hergestellt. Als Vektor wurde pFC332 verwendet, da
die Geninaktivierung im Wildtypstamm ATCC 66981 erfolgen sollte und somit eine Selektion
der Transformanten mit Hygromycin B stattfinden musste. Das fertige Konstrukt mit der
Bezeichnung pMW36 wurde mittels Protoplastentransformation in A. alternata eingebracht.
Nach drei bis vier Tagen konnten die ersten Kolonien auf Selektionsmedium (mCDB-Agar + 80
ug/ml Hygromycin B) (ibertragen werden. Die Ubertragung erfolgte zum einen auf
Rasterplatten, um spater genomische DNA extrahieren zu kénnen, zum anderen wurden die
Transformanten einzeln auf Selektionsmedium {bertragen, damit Metabolitextrakte
hergestellt werden konnten. Die Rasterplatten wurden drei Tage bei 28°C inkubiert, bei den
Produktionsplatten betrug die Inkubationszeit sieben Tage bei gleicher Temperatur. Nach
sieben Tagen kann bei A. alternata in der Regel eine stabile Produktion von AOH beobachtet
werden, sodass ein guter Vergleich der Produktion zwischen Transformanten und Wildtyp
gewadhrleistet ist. Nach drei Tagen Wachstum wurde aus den auf der Rasterplatte
gewachsenen Kolonien genomische DNA extrahiert und fiir spatere Untersuchungen bei 4°C
gelagert. Die fir sieben Tage inkubierten Einzelkolonien wurden fiir die Extraktion der von
ihnen synthetisierten Sekundarmetabolite verwendet. Fir die Extraktion der Metabolite
wurden aus jeder Kolonie jeweils drei Agarblockchen mit der Riickseite einer 1 ml
Pipettenspitze ausgestochen und in ein 2 ml Reagiergefald Gberfiihrt. Hier wurde das Gemisch

aus Myzel und Medium mit einem Spatel zerkleinert und 1 ml 100% Ethylacetat dazugegeben.
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Die Extraktion fand fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Ruttler statt. Flr die
Analyse der Extrakte wurde eine Dinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Diese Methode
eignet sich gut zur Detektion von AOH, da dieses bei Anregung mit UV-Strahlung der
Wellenldnge 254 nm eine blaue Fluoreszenzstrahlung abgibt und somit fiir das bloRe Auge
sichtbar ist. Fiir die Diinnschichtchromatographie der Metabolitextrakte wurde jeweils 15 pl
der Uberstinde auf eine 20 x 10 cm mit 0,25 mm Kieselgel als stationire Phase beschichtete
Glasplatte gegeben. Als mobile Phase wurde ein Gemisch aus Toluol, Ethylacetat und
Ameisensaure im Mischungsverhiltnis 5:4:1 verwendet. Nach 20 bis 25 Minuten Laufzeit in
der Laufkammer wurden die Platten luftgetrocknet und mit UV-Strahlung der Wellenlange 254
nm bestrahlt. Unter den ersten zwolf untersuchten Kolonien konnte eine ausgemacht werden,
die weder AOH noch dessen Derivat AME mehr produzierte (Abb. 21 B). Zusatzlich fand eine
Analyse mittels HPLC-DAD statt. Hierfir wurden die Extrakte eingedampft und in einem
Flinftel des urspriinglichen Volumens 100%igem Methanol eluiert. Als stationare Phase diente
eine C18-Sdule der Mal3e 150 x 4,6mm und einer PartikelgréRe von 5 um. Verwendet wurde
ein Acetonitrilgradient (Siehe Material und Methoden: Kapitel 5.5.3) bei dem AOH bei 12,42
min eluiert und einen charakteristischen Peak bei 254 nm erzeugt. Zusatzlich konnte der Peak
von AME bei 15,89 min und gleicher Wellenldange detektiert werden. In der Deletionsmutante
fehlten diese Peaks (Abb. 21 C). Im weiteren Verlauf konnten noch zwei weitere Mutanten
ausgemacht werden, die kein AOH mehr produzierten. Zur naheren Untersuchung der
Deletion wurde die genomische DNA der ersten Mutante verschiedenen Test-PCRs
unterzogen. Hierbei zeigte sich, dass durch das NHEJ nach dem Doppelstrangbruch nahezu das
gesamte Cluster deletiert wurde (Abb. 21 A). Die Deletion betrug in etwa 14 kb und erstreckte
sich von der Position des gewdhlten Protospacers in das Gencluster, einschliel§lich der Gene
omtl, moxl/ und aohR. Der Deletionsstamm tragt die Bezeichnung SMW21. Da es hier, wie
schon zuvor in den ersten Versuchen zu CRISPR/Cas9-induzierten Inaktivierung, zu einer
genlibergreifenden Deletion kam, wurde in einer weiteren Versuchsreihe die Strategie der
zwei Protospacer gewdhlt. Als Stamm wurde SMW24 verwendet. Der zweite Protospacer,
dessen zugehorige sgRNA nun von einem zweiten Vektor mit pFC330 als Basis exprimiert
wurde, befindet sich 298 bp in 5‘-Richtung des Stopcodons (+5476 - + 5496). Das Plasmid tragt
die Bezeichnung pMW®61. Durch Co-Transformation beider Konstrukte in SMW24 und
anschlielender Doppelselektion mit Hygromycin B bzw. Uracilauxotrophie konnten wiederum

Transformanten gefunden werden, die nicht mehr in der Lage waren, AOH und dessen
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Derivate zu produzieren (Abb. 21 B und C). Die erwartete Deletion von 5443 bp konnte durch
Test-PCR und anschliefende Sequenzierung des PCR-Fragments in zwei der Transformanten

nachgewiesen werden (Abb. 21 A). Benachbarte Gene waren nicht von der Deletion betroffen.
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Abbildung 21: Verschiedene Deletionen von pksl in A. alternata. A: Durch die Verwendung von nur einer sgRNA gestaltete
sich die Suche nach geeigneten Deletionsstimmen schwierig, da diese mitunter sehr groBe Deletionen enthielten. So wurde
im Wildtypstamm fast das gesamte Cluster deletiert (unten). Bei der Verwendung von zwei sgRNAs konnten unter den
Deletionsstammen diejenigen ausgemacht werden, die nur eine definierte Deletion von 5443 bp innerhalb des pks/-ORFs
enthielten (oben). B: Diinnschichtchromatographie der beiden Deletionsstamme SMW21 und SMW34, sowie des Wildtyps
und des Stammes SMW24. Beide Deletionsstimme waren nicht mehr in der Lage AOH oder eines der Derivate herzustellen.
C: HPLC-DAD Profil des Wildtyps und der Deletionsmutante SMW21. Die Extrakte, die schon fir die
Dinnschichtchromatographie verwendet wurden, wurden eingedampft und in einem Fiinftel des urspriinglichen Volumens
Acetonitril eluiert. Bei dem angewendeten Acetonitrilgradient (siehe Mat. & Meth.) eluiert AOH bei 12,42 min und erzeugt
einen charakteristischen Peak bei 254 nm. Zusatzlich kann AME bei 15,89 min detektiert werden. Die beiden anderen Peaks
bei 13,82 und 11,11 min werden durch 4-OH-AME und ALN erzeugt. In der Deletionsmutante kann weder AOH, noch eines
der Derivate detektiert werden.

Zur weiteren Verwendung dieses Stammes wurde dieser zundchst mehrere Male auf nicht
selektives Medium Ubertragen, bis keine Hygromycinresistenz mehr festgestellt werden

konnte und auch die Uracilauxotrophie wiederhergestellt war. Dieser, nun als SMW34
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bezeichnete Stamm, wurde wiederum mit einer linearen pyr-4 Kassette transformiert, um die
Auxotrophie zu rekomplementieren und den Stamm fiir weitere Analysen verwenden zu
kénnen. Der Phanotyp des daraus resultierenden und mit SMW35 bezeichneten Stammes

entsprach, bis auf die nicht vorhandene AOH-Produktion, dem des Wildtyps.

Durch die Inaktivierung von pks/ konnte diese nun tatsachlich als die fir die AOH-Synthese
verantwortliche PKS in A. alternata bestatigt werden. Chooi et al. berichteten zudem, dass
Pks19 aus P. nodorum allein dazu in der Lage ist AOH zu produzieren. Um dies auch fir pksl zu
bestatigen, wurde eine heterologe Expression von pks/ durchgefiihrt. Hierfiir wurde pks/ in
einen Expressionsvektor fiir A. nidulans kloniert. Damit eine konstitutive Expression von pksl/
gewadhrleistet ist, wurde der konstitutiven gpdA-Promotor verwendet. Der Promotor wurde
Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRl und Ascl in den Vektor kloniert. Die Klonierung von
pksl wurde ber die Schnittstellen Ascl und Pacl realisiert. Hierzu wurde der gesamte ORF von
pksl per PCR aus genomischer DNA von A. alternata amplifiziert und Gber die Primer mit den
beiden Schnittstellen versehen. Zusatzlich wurde noch die Sequenz des trpC-Terminators liber
die Schnittstellen Pacl und BamHI hinter den ORF von pks/ kloniert. Als Selektionsmarker tragt
das Konstrukt eine pyr-4 Kassette. Die heterologe Expression fand in den Experimenten von
Chooi et al. in A. nidulans als Wirt statt. Als weltweit etablierter Modellorganismus mit einer
Fille an etablierten molekularbiologischen Methoden ist A. nidulans besonders geeignet fiir
solche Experimente. Das Konstrukt mit der Bezeichnung pMW15 wurde mittels
Protoplastentransformation in den dreifach auxotrophen (Uracil, Pyridoxin und Arginin) A.
nidulans Stamm SRF200 eingebracht. Die erzeugten Transformanten wurden wiederum fir
sieben Tage auf Selektionsmedium (MM + pyro, arg) inkubiert. Nach erfolgter Extraktion der
Sekundarmetabolite mit Ethylacetat wurde eine Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt.
Tatsachlich zeigten nahezu alle Transformanten die AOH-Bande (Abb. 22 A). Zusatzlich zu
dieser waren noch weitere, blaue Banden sichtbar, die fiir eine Modifikation von AOH durch
biosynthetische Enzyme von A. nidulans sprechen. Nichtsdestotrotz konnte die alleinige
Fahigkeit von Pksl zur Produktion von AOH bestétigt werden. Die Rolle der weiteren im pksi-
Cluster enthaltenen Gene wurde bisher noch nicht aufgeklart. Da sich die heterologe
Expression der pksl als vielversprechend erwies, wurde der A. nidulans Stamm (SMW12), der
diese bereits exprimiert, mit einem weiteren Konstrukt transformiert, das die O-
Methyltransferase enthielt (pMW28). Auch diese wurde unter Kontrolle des gpdA-Promotors

kloniert. Zusatzlich wurde die pyr-4-Kassette durch eine pyroA-Kassette zur Selektion auf
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Pyridoxinauxotrophie ersetzt. Da O-Methyltransferasen die Synthese von Methylethern
katalysieren und AME ein Methylether von AOH ist, liegt die Annahme nahe, dass diese fiir die
Synthese von AME aus AOH verantwortlich ist. Tatsachlich zeigten viele der erzeugten
Transformanten (SMW16) nach erfolgter Diinnschichtchromatographie der
Ethylacetatextrakte die AME-Bande (Abb. 22 B). Wie AOH, kann AME durch Bestrahlung mit
UV-Strahlung von 254 nm Wellenldnge zu blauer Fluoreszenz angeregt werden. Jedoch waren
auch hier weitere, blau fluoreszierende Banden zu erkennen, die fiir eine weitere Modifikation

der Metabolite durch A. nidulans sprechen.

AME
WT pksl AOH pksl + omt!

Abbildung 22: Diinnschichtchromatographie von A. nidulans Transformanten die pks/ und omt/ heterolog exprimieren. Die
heterologe Expression von pks/ durch das Konstrukt pMW15 (pks/ unter gpdA-Promotor und pyr-4 Kassette), das in A. nidulans
SRF200 transformiert wurde fihrt in den erhaltenen Transformanten (SMW12) zur Bildung von AOH. Allerdings werden
offensichtlich Nebenprodukte gebildet, da zusatzlich zur AOH-Bande noch weitere zu sehen sind. Der Stamm SMW12 wurde
anschlieBend mit dem Konstrukt pMW28 (omt/ unter gpdA-Promotor und pyroA-Kassette) transformiert. Die erhaltenen
Transformanten (SMW16) waren dazu in der Lage AME zu bilden. Jedoch kam es auch hier zur Bildung von Nebenprodukten,
weshalb das Expressionssystem gewechselt wurde.

Da dies bei der Identifikation der Rolle der weiteren im Cluster enthaltenen Enzyme zu
verfdlschten Ergebnissen flihren kdnnte, wurde das Expressionssystem gewechselt. Fur
weitere Experimente mit heterologer Expression wurde Aspergillus oryzae verwendet. Dieser
filamentose Pilz ist flir solche Experimente besonders geeignet, da er selbst nur eine geringe
Aktivitat im Sekundadrmetabolismus aufweist. Somit ist hier das Risiko, dass heterolog
produzierte Metabolite ungewollt durch den eigenen Metabolismus modifiziert werden,
relativ gering. Verwendet wurde der vierfach auxotrophe A. oryzae Stamm NSAR1 (Jin et al.
2004) und ein Vektorsystem zur simultanen Expression von bis zu vier Genen pro Konstrukt
(Pahirulzaman et al. 2012). Der Stamm wurde freundlicherweise von Russel J. Cox (Leibnitz
Universitat Hannover) zur Verfligung gestellt, die Konstrukte von Colin B. Lazarus (University
of Bristol). Die Vektoren pTYGSarg, -met und -ade tragen jeweils eine Kassette zur

Rekomplementation einer Auxotrophie (Arginin, Methionin und Adenin). Fiir die Expression
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einer Megasynthase (PKS oder NRPS) wird diese zwischen den Amylase-B-Promotor und -
Terminator kloniert. Uber diesen kann mit Stirke, aber auch mit anderen Oligosacchariden
wie z.B. Maltose, die Expression induziert werden. Um die normalerweise mittels Gateway-
Klonierung stattfindende Integration des Gens in den Vektor zu umgehen, wurden die
Vektoren so modifiziert, dass lediglich eine Linearisierung mittels Restriktionsverdau durch die
Endonuklease Pacl notig ist. Die Klonierung erfolgt nun mittels Gibson assembly. Die
modifizierten Vektoren erhielten jeweils den Zusatz ,,2.0“. Fir die Expression von bis zu drei
Tailoring-Enzymen besitzen die Vektoren drei zusatzliche Expressionskassetten. Diese
enthalten die konstitutiven Promotor-/Terminatorpaare der Alkoholdehydrogenase adh1 aus
A. oryzae, des gpdA-Gens aus A. nidulans und des Enolasegens enoA aus A. oryzae. Diese
zeigen unter den amyB-induzierenden Bedingungen die starkste Aktivitat (Pahirulzaman et al.
2012). Zwischen diesen Sequenzen liegt jeweils eine Ascl-Restriktionsschnittstelle. Bei Verdau
wird der Vektor in drei Fragmente aufgespalten. Diese werden mit den jeweiligen Genen

mittels homologer Rekombination zu einem intakten Vektor kloniert (Abb. 23).

Megasynthase PKS/NRPS

amyB(p) amyB(t)

Marker

pTYGSade/arg/met 2.0

URA3

Abbildung 23: Modifiziertes Vektorsystem zur heterologen Expression in A. oryzae. Die urspriinglich zwischen amyB-
Promotor und Terminator enthaltene Gateway-Cloning Kassette wurde durch eine Pacl-Schnittstelle ersetzt. Durch vorherige
Linearisierung kann eine Megasynthase (PKS oder NRPS) per Gibson assembly in diesen Lokus kloniert werden. Auf die gleiche
Art kbnnen bis zu drei Tailoring-Enzyme in den Vektor kloniert werden. Daflir wird dieser mit Ascl in drei Fragmente geteilt
und diese kénnen anschlieRend mit bis zu drei zusatzlichen Sequenzen assembliert werden (modifiziert nach Pahirulzaman
et al. (2012)).
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Um zu Uberprifen, ob die Verdanderungen von AOH auch in A. oryzae auftreten, wurde
zunachst nur pksl allein in A. oryzae exprimiert. Hierzu wurde der per PCR amplifizierte ORF
von pksl in den modifizierten Vektor pTYGSarg2.0 kloniert (pMW37). Dieses Konstrukt wurde
in A. oryzae NSAR1 transformiert. Die Transformanten wurden zur Induktion der Expression
von pksl fur sieben Tage bei 28°C auf MPY-Agar (enthalt Maltose) inkubiert. Tatsachlich wurde
bei alleiniger Expression von pksl/ in A. oryzae (SMW26) lediglich AOH produziert. Die
Dinnschichtchromatographie der Extrakte zeigte nur die AOH-Bande (Abb. 24 A). Um die
Homogenitat des Produktes zu (iberprifen, wurden die Extrakte zusatzlich mittels HPLC-DAD
analysiert und dabei das gleiche Programm verwendet, wie fiir die Extrakte aus A. alternata.
Die Extrakte zeigten nur einen einzelnen Peak, der auf ein homogenes Produkt schlieBen lasst.
Der Peak trat bei dem verwendeten Gradienten bei 12,42 min (Abb. 24 C). Dies war sowohl
bei Extrakten aus A. alternata fiir AOH der Fall, als auch fiir einen AOH Standard (vgl. Abb. 21
C).

Da die Rolle der weiteren Clustergene, bis auf omtl, in der weiteren Modifikation von AOH
noch nicht bekannt war, wurden weitere Konstrukte hergestellt, die diese Gene in
verschiedenen Kombinationen beinhalten. Die Gene wurden in folgenden Kombinationen
jeweils in pTYGSarg2.0 kloniert: pksl + omtl/moxl (pMW31), pksl + omtl/sdrl (pMW32) und
pks! + omtl/moxI/sdrl (pMW30). Fir die zusatzliche Expression von dox/ wurde der Vektor
pTYGSade2.0 verwendet und dox/ zwischen den adhl-Promotor und den enoA-Terminator
kloniert (pMW?72). Die Konstrukte wurden in A. oryzae NSAR1 transformiert. Nach sieben
Tagen Inkubation auf induzierendem Medium (MPY) wurden die Transformanten mit
Ethylacetat extrahiert und eine Dinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Bei der
gleichzeitigen Expression von pks/, omt!/ und moxl (SMW19) konnte die Produktion von zwei
zusatzlichen Banden beobachtet werden (Abb. 24 A). Die erste Bande lduft knapp unterhalb
der AOH-Bande. Diese Bande konnte bereits in Extrakten aus A. alternata beobachtet werden.
Die weitere Analyse der Extrakte mittels HPLC-DAD zeigte, dass auch hier ein Peak bei 11,11
min eluiert (Abb. 24 C), was auf das gleiche Produkt schlieBen lasst. Zusatzlich dazu konnte
eine zweite, schwachere Bande zwischen AOH und AME (eluiert bei 15,89 min) ausgemacht
werden, die auch in der HPLC-Analyse einen Peak bei 13,82 min erzeugte. Auch dieser

Metabolit konnte bereits in A. alternata beobachtet werden. Zur Analyse der ersten Bande
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wurden groBere Mengen der Ethylacetatextrakte mittels Dinnschichtchromatographie
aufgetrennt und die entsprechende Bande durch Auskratzen der Kieselgelschicht und
anschlieffende Elution in Ethylacetat herausgeldst. Der Extrakt wurde mittels LC-DAD-MS
analysiert (durchgefiuhrt von Dr. Markus Schmidt-Heydt und Dr. Sebastian Soukup, Max
Rubner-Institut Karlsruhe, Institut fir Sicherheit und Qualitat bei Obst und Gemiise). Fiir den
extrahierten Metaboliten konnte eine Summenformel von CisH1406 errechnet werden. Die

Suche nach vergleichbaren Metaboliten durch Literaturrecherche wies auf Altenusin (ALN) als

moglichen Kandidaten hin. Durch Vergleich mit einem kommerziell erhiltlichen
Referenzstandard konnte der Stoff als ALN identifiziert werden (Abb. 24 D).
SMw37
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SMW22 pksi  pksi omtl  moxI
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Abbildung 24: Heterologe Expression von pks/ und den dazugehérigen Tailoring-Enzymen in verschiedenen Kombinationen
in A. oryzae. A: Diinnschichtchromatographie der Extrakte aus A. oryzae Stammen, die verschiedene Kombinationen von
Tailoring-Enzymen zusammen mit pks/ exprimieren. Durch die Expression von pks/ wird AOH produziert (SMW26). Die
zusatzliche Expression von omt/ fiihrte wie auch schon in A. nidulans zur Produktion von AME. Die Expression von mox! fiihrte
zur Bildung von 4-OH-AME und ALN (SMW18 und 19). Die zusatzliche Expression von sdrl und dox/ hatte keinen weiteren
Effekt auler, dass die Banden fiir 4-OH-AME und ALN bei Expression von dox/ schwacher wurden. B: HPLC-DAD Profil von
NSAR1 bei dem schon zuvor bei A. alternata verwendeten Programm. C: Das gleiche Programm konnte auch in A. oryzae zur
Detektion von AOH und dessen Derivaten eingesetzt werden. Die Expression von pks/ erzeugte einen einzelnen Peak, der bei
12,42 min eluierte. Die Expression von omt/ erzeugte den charakteristischen AME-Peak bei 15,89 min. Durch die Expression
von mox! konnte auch im HPLC-DAD Profil ALN und 4-OH-AME nachgewiesen werden. Die Expression von sdr/ erzeugte auch
hier keine detektierbaren Stoffe. Das gleiche traf auf dox/ zu. D: Strukturformeln von AOH, AME, 4-OH-AME und ALN, die
durch die angewandten Methoden detektiert wurden. Zur Identifikation von ALN wurde zuséatzlich eine Massenspektroskopie
durchgefiihrt.
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Durch Monooxygenasen wird die Ubertragung einer Hydroxylgruppe auf einen Stoff
katalysiert. Da anzunehmen ist, dass es sich bei dem Substrat von mox/ um AME handelt,
wurde eine hydroxylierte Form dieses Stoffes als Produkt erwartet. Tatsachlich existiert dieser
Stoff, der bereits aus Alternaria isoliert werden konnte (Sun et al. 2012). Dabei handelt es sich
um 4-Hydroxy-Alternariolmonomethylether (4-OH-AME) (Abb. 24 D), der eine zusétzliche
Hydroxylgruppe an Position 4 tragt (Abb. 26). Die erwarteten Eigenschaften dieses Stoffes in
Kombination mit der katalytischen Eigenschaft von Monooxygenasen fiihrten zu dem Schluss,
dass es sich bei der zweiten Bande zwischen AOH und AME mit der Retentionszeit von 13,82
min um ebendiesen Stoff handeln muss. Auch ALN tragt eine Zusatzliche Hydroxylgruppe an
der erwarteten Position. Um die Rolle von Mox| weiter aufzuklaren, wurde das dazugehérige
Gen in A. alternata inaktiviert. Da hier eine definierte Deletion gewiinscht war, wurde hierbei
auf den Doppelvektoransatz zuriickgegriffen und die Deletion in A. alternata SMW24
durchgefiihrt. Die beiden Konstrukte mit der Bezeichnung pMW70 und pMW71 wurden in
diesen Stamm transformiert. Die exprimierten sgRNAs hatten Protospacersequenzen an den
Positionen +183 - +202 und +1170 - +1189 des mox/ ORFs als Ziel. Nach erfolgter Selektion und
Inkubation der Transformanten wurden von diesen Ethylacetatextrakte hergestellt, die
wiederum mittels Diannschichtchromatographie untersucht wurden. Bei einigen
Transformanten konnte beobachtet werden, dass sowohl die Bande fiir ALN, als auch die fir
4-OH-AME nicht mehr produziert wurde (Abb. 25). Zusatzlich fehlte noch eine weitere Bande,
die vom Wildtyp und SMW24 produziert wurde. Diese lauft mit einigem Abstand weiter unten
in der Diinnschichtchromatographie und zeigt eine helle, tiirkise Fluoreszenz. Durch Vergleich
mit einem Standard, der freundlicherweise von Dr. Markus Schmidt-Heydt zur Verfiigung
gestellt wurde, konnte dieser Stoff als Altenuen (ALT) identifiziert werden. Hierbei handelt es
sich um einen mit AOH strukturverwandten Stoff. Der Unterschied besteht in der an Position
4a statt 1 vorhandenen Methylgruppe, der von Position 4 auf 2 versetzten Hydroxylgruppe
und der nur zwischen C10a und C1 vorhandenen C=C-Doppelbindung (Abb. 26). Durch Test-
PCR konnten unter denjenigen Transformanten mit dem beschriebenen Phanotyp diejenigen
gefunden werden, in denen die gewiinschte Deletion in mox/ stattgefunden hatte (987 bp).
Das Fehlen der Bande in den Amox/ Stammen lieB also darauf schlieBen, dass es sich hierbei

um ein weiteres AOH-Derivat handeln muss. Der Stamm tragt die Bezeichnung SMW36.
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A5443 bp 7987 bp 20692 bp ~ A755 bp

WT SMW24 SMW34 SMW36 SMW32 SMW52

AME
4-OH AME

AOH
Altenusin

Abbildung 25: Diinnschichtchromatographie von Extrakten verschiedener KO-Mutanten der pks/-Clustergene. Samtliche
Mutanten wurden mit CRISPR/Cas9 erzeugt und tragen jeweils eine definierte Deletion in den jeweiligen ORFs zwischen den
gewadhlten Protospacersequenzen. Die Deletion von pks/ flihrte zum Verlust samtlicher AOH-Derivate (SMW34). Die Deletion
von moxl fuhrte dazu, dass die Mutanten (SMW36) nur noch AOH und AME bilden konnte. Im Falle von sdr/ wurde ein Verlust
der ALN-Produktion beobachtet (SMW32), was bedeutet, dass diese Funktion in A. oryzae wahrscheinlich durch ein dort
vorhandenes Enzym Glbernommen wurde. Die Deletion von dox/ war beeinflusste die AOH, AME, 4-OH-AME und ALN Bildung
nicht. Jedoch fiel bei allen Mutanten auf, dass eine weitere Bande fehlte. Diese stellte sich als Altenuen (ALT) heraus, einen
strukturverwandten Stoff.

Die gleichzeitige Expression von sdrl zusammen mit pks/ und omtl sowie zusatzlich mox/ in A.
oryzae (SMW20 und SMW18) fiihrte in beiden Stdmmen nicht zu der Produktion von neuen
Stoffen. Die Expression von pksl, omt/ und sdrl zusammen erzeugte das gleiche Bandenmuster
wie die Expression von pks/ und omt/ allein (pMW38 In NSAR1 = SMW22). Die Expression von
pksl, omtl, moxl und sdrl erzeugte wiederum das gleiche Muster, das schon in Abwesenheit
von sdrl zu beobachten war. Zur Uberpriifung der Rolle von sdrl in A. alternata wurde auch
dieses Gen mittels CRISPR/Cas9 inaktiviert. Die beiden Konstrukte mit der Bezeichnung
pMW56 und pMWS57 wurden in A. alternata SMW24 transformiert und hatte
Protospacersequenzen an den Positionen +10 - 429 und +702 - +721 als Ziel. Die
Transformanten, in denen die gewilinschte Deletion von 692 bp stattgefunden hatte,
produzierten ebenfalls kein ALT und ALN mehr (Abb. 25). 4-OH-AME war in diesen
Transformanten jedoch noch vorhanden. Teilweise konnte noch eine sehr schwache Bande
auf Hohe der ALN-Bande beobachtet werden, was entweder auf eine unvollstiandige Deletion
oder eine spontan ablaufende, nicht enzymatische Umsetzung von 4-OH-AME zu ALN
hinweist. Da diese Bande auch in A. oryzae unabhdngig von der Anwesenheit von Sdrl zu

beobachten war, wenn mox/ exprimiert wurde, ist dies eine der moglichen Erklarungen.
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Zusatzlich ist es moglich, dass die Umsetzung von einem bereits in A. oryzae vorhandenen
Enzym vorgenommen wird. Zur Aufklarung der Funktion von dox/ wurde dieses Gen, das in
den pTYGSade2.0-Vektor kloniert wurde (pMW?72), in den A. oryzae Stamm SMW18
transformiert. Dieser exprimierte bereits die restlichen, biosynthetischen Gene des Clusters.
Die zusatzliche Expression von dox/ fihrte in A. oryzae wiederum nicht zur detektierbaren
Produktion von neuen Stoffen (Abb. 24 A). Jedoch konnte beobachtet werden, dass die positiv
getesteten Transformanten schwachere ALN und 4-OH-AME banden produzierten, was auf
eine Umsetzung oder Degradierung dieser Stoffe hinweist. Da Extradiol-Dioxygenasen eine
Spaltung des Ringes neben zwei Hydroxylgruppen katalysieren, liegt es nahe, dass sowohl 4-
OH-AME als auch ALN als Substrat fir dieses Enzym dienen konnen. Auch dox/ wurde mittels
CRISPR/Cas9 im Doppelvektoransatz deletiert. Die beiden Konstrukte mit der Bezeichnung
pPMW?76 und pMW77, mit den sgRNAs fiir die Protospacersequenzen an Position +137 - +156
und +892 - +911, wurden in A. alternata SMW24 transformiert. Ethylacetatextrakte von positiv
auf die gewtlinschte Deletion von 755 bp getesteten Transformanten zeigten nach erfolgter
Diinnschichtchromatographie, dass hier die ALT-Bande nicht mehr produziert wurde (Abb.
25). Da in A. oryzae die Expression von doxl nicht zu der Produktion von ALT fiihrte, ist es
wahrscheinlich, dass zur weiteren Prozessierung noch zusétzliche, biosynthetische Enzyme
notig sind. Bei einer erneuten Analyse der Sequenzen um das pks/-Gencluster konnten jedoch

keine weiteren biosynthetischen Enzyme gefunden werden.

Die Biosynthese von AOH und dessen Derivaten stellt sich nun wie folgt dar. Durch Pksl wird
aus einem Acetyl-CoA als Starteinheit und sechs Malonyl-CoA das Heptaketid AOH
synthetisiert. Durch Anfligen einer Methylgruppe unter Ausbildung eines Methylethers durch
Omtl entsteht AME. Die weitere Hydroxylierung von AME durch MoxI an Position 4 erzeugt 4-
OH-AME. Sdrl ist fir die Umsetzung von 4-OH-AME zu ALN verantwortlich. Die Rolle von DoxI
ist noch nicht vollends aufgeklart. Als Substrat kommen sowohl 4-OH-AME, als auch ALN in
Frage. Im weiteren Verlauf und unter Beteiligung noch unbekannter biosynthetischer Enzyme

entsteht ALT (Abb. 26).
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Abbildung 26: Biosynthese von AOH und dessen Derivaten durch das pksi-Gencluster. Durch Pksl wird (iber ein Acetyl-CoA
und sechs Malonyl-CoA das Heptaketid AOH gebildet. Durch Omtl wird an die Hydroxylgruppe an Position 9, unter Ausbildung
eines Ethers, eine Methylgruppe angefligt und somit AME gebildet. MoxI katalysiert die Hydroxylierung von C4 wodurch 4-
OH-AME entsteht. Die Funktion von Sdrl ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Da die Deletion des dazugehdrigen Gens jedoch
zum Verlust von ALN fiihrt, katalysiert Sdrl wahrscheinlich diese Reaktion. Ebenso verhalt es sich mit Doxl. Die Deletion
verursacht einen Verlust der ALT-Produktion. Jedoch konnte auch durch heterologe Expression von dox/ in Kombination mit
den anderen Genen kein ALT in A. oryzae nachgewiesen werden. An der ALT-Synthese sind neben Doxl wahrscheinlich noch
andere Tailoring-Enzyme (X) beteiligt, die jedoch noch nicht identifiziert werden konnten.

3.3.5 AohR aktiviert die Expression des pks/-Genclusters

Das pks/-Gencluster enthédlt neben den biosynthetischen Enzymen noch einen potentiellen
Transkriptionsfaktor. Dieser gehort zu den Gald Zinkcluster-Transkriptionsfaktoren und
enthélt zwei charakteristische Domanen. Eine N-terminale Gal4-like Zn(11)2Cyss (auch C6-Zink)-
Cluster-DNA-Bindedomdne und eine C-terminale, fir Pilze charakteristische,
Transkriptionsfaktordomane (vgl. Abb. 19). Transkriptionsfaktoren dieser Art sind vor allem in
der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae gut untersucht, kdnnen jedoch im gesamten Reich
der Pilze gefunden werden. Der am besten charakterisierte Transkriptionsfaktor dieser Art ist
der aus S. cerevisiae stammende Gal4p, der dort die in den Galaktosestoffwechsel involvierten
Gene aktiviert. Daher rihrt die Bezeichnung Gal4-like fiir alle Transkriptionsfaktoren der
Zinkcluster-Familie. Da diese Transkriptionsfaktoren unterschiedliche regulatorische
Funktionen ibernehmen, wurden fiir die Rolle von AohR zwei Experimente durchgefiihrt. Zum

einen sollte aohR in A. alternata deletiert werden und zum anderen eine Uberexpression
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stattfinden. Sowohl die Deletion als auch die Uberexpression fanden in A. alternata SM\W24
statt. Fir die Deletion wurde der Stamm mit den beiden Konstrukten pMW53 und pMW55
transformiert, die Protospacersequenzen an den Positionen +17 - +36 und +1111 - +1130 als
Ziel hatten und eine Deletion von 1094 bp erzeugen. Fiir die Uberexpression wurde ein
Konstrukt verwendet, in dem aohR unter der Kontrolle des gpdA-Promotors aus A. nidulans
steht. Zur Selektion tragt das Konstrukt zusatzlich eine pyr-4 Kassette (pMW58) (Abb. 27 A).
Von den positiv auf die gewiinschte Deletion bzw. Integration des Uberexpressionskonstrukts
getesteten Transformanten, wurden jeweils zwei fiir weitere Analysen weiterverwendet. Um
die Uberexpression von aohR zu bestétigen, wurde eine quantitative real-time PCR (qPCR)
durchgefiihrt. Im Vorfeld wurden beide Stamme jeweils in Triplikaten fir drei Tage in
flussigem mCDB inkubiert, bis sich eine Kahmhaut gebildet hatte. Aus dieser wurde RNA
extrahiert und diese fir die qPCR verwendet. Es zeigte sich, dass in den
Uberexpressionsstimmen im Vergleich zu SMW24 und dem Wildtyp eine um das fast 60-
Fache erhohte Expression von aohR zu verzeichnen war (Abb. 27 C). Um zu Uberprifen, ob die
Uberexpression auch einen Effekt auf die Expression der tibrigen Clustergene hat, wurde auch
deren Expressionslevel mittels gPCR bestimmt. Bei allen Clustergenen konnte eine deutlich
gesteigerte Expression festgestellt werden. Fiir pks/ konnte eine 26-fach gesteigerte
Expression gemessen werden. Bei den Tailoring-Enzymen wurde fir omtl eine fast 35-fache,
fir moxl eine finffache, fir sdrl eine 30-fache und fir doxI eine 15-fache
Expressionssteigerung gemessen. Fiir den Ausschluss falsch positiver Messungen wurden
ebenfalls die direkt benachbarten Gene in die Messung mit einbezogen. Das 5‘ gelegene
putative Gen fiir eine DNA-Translokase verzeichnete gegeniiber dem Wildtyp lediglich eine
knapp 1,5-fache Steigerung der Expression. Das 3 gelegene putative Gen fir ein
Heterokaryon-Inkompatibilitatsprotein war deutlicher betroffen. Hier konnte eine etwa 3,5-
fach gesteigerte Expression gemessen werden (Abb. 27 C). Um festzustellen, ob sich die
gesteigerte Expression ebenfalls in einer erhdhten Produktion von AOH und dessen Derivaten
niederschlagt, wurde der zeitliche Verlauf der AOH-Produktion beobachtet. Hierbei wurden
ebenfalls die Deletionsmutanten Gberprift. Der Elternstamm SMW24 wurde zusammen mit
den jeweils zwei Deletions- und Uberexpressionsstimmen SMW31 und SMW33 auf mCDB-
Agar, der bei Bedarf mit Uracil und Uridin supplementiert wurde, Gber den Zeitraum von einer
Woche inkubiert. Fiir jeden Stamm wurden Triplikate angefertigt und jeweils 10.000 Sporen

einer, vorher von jedem Stamm angefertigten, Sporensuspension pro Kultur angeimpft. Im
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Abstand von drei, finf und sieben Tagen wurden Ethylacetatextrakte der gewachsenen
Kulturen angefertigt und mittels Dinnschichtchromatographie untersucht. Es zeigte sich, dass
beim Elternstamm die Produktion von AOH und AME nach etwa fiinf Tagen begann und sich
nach sieben Tagen leicht steigerte. In den Deletionsstammen wurde nach fiinf Tagen nur eine
geringe Menge AOH und kein AME gebildet. Die Produktion steigerte sich auch nach sieben
Tagen nicht und es wurden keine der anderen Derivate gebildet. In den
Uberexpressionsstimmen konnte im Gegensatz dazu bereits nach drei Tagen AOH und AME
detektiert werden. Nach finf Tagen wurde zusatzlich ALN und geringe Mengen Altenuen
gebildet, deren Produktion sich nach sieben Tagen nochmal steigerte und nun alle Banden

deutlich zu erkennen waren (Abb. 27 B).
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Abbildung 27: Deletion und Uberexpression des Transkriptionsfaktors AohR. A: Durch gleichzeitige Expression von zwei
sgRNAs durch die Konstrukte pMW53 und pMWS55 konnte eine Deletion von 1094 bp innerhalb des aohR-ORFs erzielt
werden. Die Uberexpression fand durch den Vektor pMWS58 statt, in welchem aohR hinter den gpdA-Promotor kloniert
wurde. Von den erzeugten Mutantenstimmen SMW31 und SMW33 wurden jeweils zwei ausgesucht und fiir jeweils drei,
funf und sieben Tage in Triplikaten auf mCDB inkubiert. AnschlieBend wurden Sekundarmetabolite und RNA extrahiert. Als
Kontrolle diente der WT Stamm. B: Die Dliinnschichtchromatographie der Extrakte zeigt, dass Produktion von AOH nach ca.
fiinf Tagen beginnt. Die Uberexpression von aohR fiihrte dazu, dass bereits nach drei Tagen AOH und AME gebildet wurden.
Nach fiinf Tagen konnte ALN detektiert werden und nach sieben Tagen ALT. In den Deletionsmutanten wurde auch nach
sieben Tagen nur schwach AOH gebildet und keines der Derivate. C: Mit der extrahierten RNA wurde die Expression der
Clustergene in den Uberexpressionsstimmen gemessen. Die Expression von aohR lag 60-fach iiber dem normalwert. Die
Expression der Gbrigen Gene im Cluster wurde ebenfalls gesteigert. Die Expressionssteigerung von pks/ betrug das 26-fache,
die von omtl das 35-fache, die von mox/ wurde 5-fach gesteigert, sdrl 30-fach und dox/ 15-fach.
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3.3.6 AOH ist ein Virulenzfaktor

AOH gehort zu den charakteristischen Mykotoxinen der Gattung Alternaria. Fast jede Art
dieser Gattung ist in der Lage diesen Sekundarmetabolit zu bilden, was zahlreiche Isolate
beweisen (Ostry 2008). Viele der von Pilzen gebildeten Mykotoxine spielen eine wichtige Rolle
als Pathogenitatsfaktor, da sie die Wirtszellen durch verschiedenartige Mechanismen téten
und somit eine Besiedelung des Wirtes ermdglichen. Diese Strategie wird vor allem von
nekrotrophen Pathogenen angewendet. Von A. alternata ist bekannt, dass dieser sowohl
saprophytisch auf organischem Substrat wachst als auch als Pathogen Pflanzen befillt. In der
Regel werden Mykotoxine, die als Pathogenitatsfaktor wirken, erst im Falle eines
Pflanzenbefalls produziert. AOH fallt hierbei aus dem Muster, da es vorwiegend dafiir bekannt
ist, wahrend der Saprophytischen gebildet zu werden. Dies ist im Labor dadurch zu erkennen,
dass AOH gebildet wird, wenn A. alternata auf Nahrmedium inkubiert wird. Daher wurde AOH
bisher in der Regel nur beim Verzehr befallener Lebensmittel als gefdhrlich eingestuft. Auch
samtliche Studien zur toxischen Wirkung von AOH beschranken sich auf Saugerzellen. Die
phytotoxische Wirkung ist bisher kaum untersucht. Einzig zu AME ist ein Zusammenhang mit
Pathogenitdt bekannt, da es die Elektronentransportkette der Photosynthese hemmt. Fiir
AOH gab es jedoch schon Hinweise darauf, dass es eine Rolle bei der Pathogenitat spielen

konnte (Graf et al. 2012).

Um herauszufinden, ob AOH auch bei der Pathogenitat von A. alternata eine Rolle spielt,
wurden verschiedene Infektionsstudien durchgefiihrt. Hierbei wurde der Wildtypstamm ATCC
66981 mit den pksl-Deletionsstammen SMW21 und SMW35 verglichen. Da A. alternata ein
breites Wirtsspektrum besitzt und oft Kulturpflanzen befallt, wurden typische Zielorganismen
fiir die Studien ausgewahlt. Es wurden sowohl Friichte als auch Blatter mit A. alternata

infiziert.

Zunachst wurden fir die ersten Infektionsstudien Tomaten als Wirt ausgewahlt. Die
Besiedelung von gelagertem Obst und Gemdse ist ein weit verbreitetes Problem, das von A.
alternata ausgeht. AOH wurde schon von vielen kontaminierten Agrarerzeugnissen isoliert.
Somit liegt es nahe, die Rolle von AOH bei der Besiedelung zu untersuchen. Da A. alternata
oftmals Gber beschadigte Stellen in die jeweiligen Friichte eindringt, wurden die verwendeten
Tomaten entsprechend prapariert. Verwendet wurden Rispentomaten anndhernd gleicher

GrolRe, um eine Vergleichbarkeit der LasionsgroRe zu gewahrleisten. Fir die Infektion wurden
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jeweils Sporensuspensionen der zu untersuchenden Stamme angefertigt. Den Tomaten wurde
nach erfolgter Oberflachensterilisation mit 70% Ethanol mit einem sterilen Skalpell ein Schnitt
von einem Zentimeter Lange zugefligt. In diesen Schnitt wurden jeweils 10.000 Sporen des
jeweiligen Stammes gegeben. Als Negativkontrollen dienten Wasser und Methanol. Um den
Effekt von AOH allein zu Uberprifen, wurde eine AOH-L6sung in Methanol in den Schnitt
gegeben. Die Gesamtmenge betrug hierbei 50 pug. Die Tomaten wurden anschlieRend fir
sieben Tage bei 28°C und Dunkelheit inkubiert. Nach sieben Tagen wurden die verursachten
Lasionen in Lange und Breite gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die Ldsionen, die von den
Deletionsstammen verursacht wurden, sowohl bei SMW21 als auch bei SMW35 im
Durchschnitt eine um 63% verringerte Flache aufwiesen (Abb. 28 A und B). Die mit AOH
behandelten Tomaten zeigten eine VergroRerung der Schnittflaiche, was offensichtlich auf
starkere Austrocknung der Schnittstelle zurtickzufihren war (Abb. 28 A). Als nachstes sollte
Uberprift werden, ob die Deletionsmutanten durch Zugabe von AOH wieder an Virulenz
gewinnen konnten. Dies war tatsachlich der Fall. Bei Zugabe des AOH-Standards, der schon
fur die Kontrollversuche verwendet wurde, erreichten die Lasionen anndhernd die GrolRRe, wie

diejenigen, die durch den Wildtypstamm verursacht wurden.
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Abbildung 28: Infektionsversuche mit verschiedenen A. alternata Stammen zur Untersuchung der Rolle von AOH. A: Fir
die Infektion von Tomaten mit A. alternata wurden jeweils 10.000 Sporen des zu testenden Stammes in einen 1 cm grofRen
Schnitt gegeben. AnschlieBend wurden die Tomaten bei 28°C fir sieben Tage inkubiert. Alle Stimme wurden in Triplikaten
angeimpft. Die Deletionsmutante (SMW21) erzeugte deutlich kleinere Lasionen als der Wildtyp. Durch die Zugabe von 50 ug
AOH konnte jedoch wieder der WT-Status hergestellt werden. Die Uberexpression von aohR mit der dazugehérigen
Produktionssteigerung von AOH hatte jedoch keinen Effekt auf die Virulenz. Die alleinige Applikation von AOH in einen Schnitt
erzeugte gegeniiber der Kontrolle eine deutliche VergrofRerung des Schnittes durch Austrocknung, was wahrscheinlich auf
eine grofRere Anzahl abgestorbener Zellen hindeutet. B: Vermessung der LasionsgréRe ergab bei den Deletionsstimmen eine
um 63% verringerte Flache. Die Zugabe von AOH bewirkte, dass wieder Lasionen von WT-GréRe erzeugt wurden.
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Mit dem aohR-Uberexpressionsstamm wurden ebenfalls Infektionsversuche unternommen.
Da hier die Produktion von AOH im Vergleich zum Wildtyp sehr frih einsetzte, wurde
angenommen, dass dies sich ebenfalls auf die Virulenz auswirken kénnte. Nach sieben Tagen
Wachstum konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp beobachtet werden. Die
Lasionen hatten vergleichbare GréRBen, was auf keinen verstarkenden Effekt der Virulenz
durch die Uberexpression hinwies. Um zu Uberpriifen, wie stark sich das Wachstum auf
Tomaten auf die Expression von pks/ und den Clustergenen auswirkt, wurde A. alternata ATCC
66981 auf Medium inkubiert, das Tomatenstiicke enthielt. Da schon bekannt war, dass in
jungem Myzel die Produktion von AOH noch nicht oder nur sehr schwach begann, wurden die
Kulturen fir drei Tage bei 28°C inkubiert, bis sich eine Kahmhaut ausgebildet hatte. Schon
nach drei Tagen konnte bei der Kultur, die mit Tomatenstiicken inkubiert wurde, eine
verstarkte Melanisierung im Vergleich zu den Kulturen auf mCDB festgestellt werden (Abb. 29
A). Aus dem gewachsenen Myzel wurden sowohl RNA als auch die Metabolite extrahiert.
Schon die Diinnschichtchromatographie der Ethylacetatextrakte zeigte, dass in dem auf
Tomaten inkubierten Myzel AOH und AME gebildet wurden, wahrend das Myzel auf mCDB
keinen der beiden Metabolite produzierte (Abb. 29 B). Die anderen AOH-Derivate konnten
nicht detektiert werden. Zur Uberpriifung der Auswirkung auf die Expression aller Clustergene
wurde diese mittels quantitativer Real Time PCR bestimmt. Fiir pks/ und omtl konnte auf
Tomaten eine stark erhohte Expression um das 144- bzw. 127-fache festgestellt werden. Bis
auf dox/ mit einer Expressionssteigerung um das 112-fache, waren die weiteren Tailoring-
Enzym-Gene mox/ mit einer 5-fachen und sdr/ mit einer 15-fachen Steigerung nicht so stark in
ihrer Expression erhoht. Fiir aohR konnte keine erhéhte Expression auf Tomaten festgestellt
werden (Abb. 29 C). Die erhohte Produktion von AOH und AME durch den Einfluss von
Tomatenfragmenten ldsst jedoch vermuten, dass die Mengen mit denen aus dem aohR-
Uberexpressionsstamm vergleichbar sind und somit die Virulenz bei diesem nicht deutlich

gesteigert wurde.
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Abbildung 29: Einfluss von Tomatenfragmenten auf die Produktion von AOH und AME. A. alternata ATCC 66981 wurde in
flissigem mCDB inkubiert, in dem sich zuséatzlich Tomatenfragmente befanden. Hierzu wurden 10.000 Sporen einer
Suspension in das Medium gegeben und diese bei 28°C fiir vier Tage inkubiert, bis sich eine Kahmhaut gebildet hatte. Als
Kontrolle diente normales mCDB. Jede Bedingung wurde in Triplikaten getestet. A: Nach vier Tagen konnte eine deutliche
Melanisierung der Kulturen auf Tomaten beobachtet werden. Es wurden sowohl Sekundarmetabolite, als auch RNA
extrahiert. B: Die Diinnschichtchromatographie der Extrakte zeigte, dass auf Tomaten bereits nach vier Tagen AOH und AME
gebildet wurden, wahrend dies auf mCDB nicht der Fall war. C: Zusatzlich wurde die Expression der Clustergene mittels gRT-
PCR gemessen. Es zeigte sich eine deutliche Steigerung der Expression von pksl/ (144-fach), omtl (127-fach) und dox/ (112-
fach). Die Expression von mox! (5-fach) und sdrl (15-fach) war weniger stark erhéht. aohR zeigte keinerlei Steigerung (C).

Vergleichbare Ergebnisse konnten zusitzlich bei der Infektion von Apfeln und Zitronen
beobachtet werden sowie bei der Infektion von Zitrusblattern. Die Infektionsstudien an diesen
Frichten bzw. Pflanzen wurden an der University of Bari Aldo Moro am Department of Soil,
Plant and Food Sciences von Dr. Simona Marianna Sanzani und Dr. Francesca Garganese
durchgefiihrt. Sowohl bei der Infektion von Apfeln als auch bei der von Zitronen konnte ein
ahnlicher Verlust der Virulenz bei der Deletionsmutante festgestellt werden. Die Infektionen
wurden hier nur mit dem Deletionsstamm SMW21 durchgefiihrt. Bei Apfeln hatten die
verursachten Ldsionen eine um 34% verringerte GrolRe im Vergleich zu denen, die von
Wildtypstamm verursacht wurden. Bei den infizierten Zitronen war der Effekt sogar noch
starker. Hier hatten die Lasionen, die der Deletionsstamm verursachte, eine um 53%
verringerte GroRe. Die Zugabe von AOH hatte hier sogar einen noch starkeren Effekt als bei
den Versuchen mit Tomaten. Die Lisionen waren bei Apfeln um das 1,5-fache und bei Zitronen

um das 1,9-fache groRer, als die vom Wildtyp verursachten (Abb. 30).
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Abbildung 30: Infektionsstudien auf Apfeln und Zitronen mit A. alternata WT und SMW?21. Fiir die Infektion von Apfeln und
Zitronen wurde mit einer Lochstanze ein Loch von 5mm Durchmesser in die Schale gestanzt. Anschliefend wurden 10.000
Sporen der jeweiligen Stamme aus einer vorher angefertigten Sporensuspension in die Verletzung gegeben. Die Friichte
wurden zehn Tage bei 24°C inkubiert. A: Die Infektion von Apfeln mit den beiden A. alternata Stimmen ATCC66981 und
SMW21 hatte einen vergleichbaren Effekt wie schon zuvor auf Tomaten. Der pks/-Deletionsstamm erzeugte hier um bis zu
34% kleinere Lasionen als der Wildtyp. Durch die Zugabe von AOH konnte hier die Virulenz noch gesteigert werden. Die
Lasionen hatten hier die 1,5-fache GroRRe verglichen mit dem Wildtyp. B: Auf Zitronen war der Effekt noch deutlicher. SMW21
verursachte hier um 53% kleinere Lasionen, wahrend die Zugabe von AOH diese um das 1,9-fache gegeniiber dem Wildtyp
vergroRerte.

3.4 pksJ kodiert fiir eine hochreduzierende PKS

PksJ stand in der Vergangenheit im Verdacht, fir die Produktion von AOH verantwortlich zu
sein. Dies konnte mittlerweile widerlegt werden und Pksl wurde als die fiir die Produktion von
AOH verantwortliche PKS identifiziert werden. Da PksJ bisher kein Produkt zugeordnet werden
konnte, wurde das Gencluster ndher untersucht. Die Analyse fand, wie schon bei pks/, mithilfe
des Programmes antiSMASH statt, um noch weitere Tailoring-Enzyme identifizieren zu
konnen. pksJ (AAT_PG02879) liegt auf dem AATCTG00079 auf dem Komplementarstrang und
hat eine GréRe von 6887 bp mit zwei vorhergesagten Introns mit einer GréRe von 51 und 53
bp an den Positionen +374 - +424 und +679 - +749. Somit hat die codierende Sequenz eine
GroRRe von 6783 bp und das daraus resultierende Protein eine Grofle von 2260 AS. Die
Untersuchung der Sequenz ergab, dass es sich bei Pks) um eine vollreduzierende PKS handelt,
da neben den essentiellen Domanen AS, KS und ACP zusatzlich noch alle drei reduzierenden
Doménen KR, DH und ER vorhanden sind (Abb. 31 A). Somit unterscheidet sich PksJ

grundsatzlich von Pksl. Die Untersuchung der direkten Umgebung von pksJ ergab, dass sich in
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5‘-Richtung des pksJ-ORFs noch weitere Gene befanden, die fiir die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten verantwortlich sein kdnnen. Hierbei handelt es sich um eine putative
Hydrolase (AAT_PG02878), eine SDR (AAT_PG02877), eine Glycosyltransferase
(AAT_PGO02876) und eine Methyltransferase (AAT_PG02871). AAT_PG02878 hat eine GroRe
von 1164 bp ohne vorhergesagte Introns. Das daraus resultierende Protein hat eine Gré3e von
387 AS und besitzt Charakteristika einer Phosphoserin-Phosphatase, was die Beteiligung an
der Synthese von Polyketiden fragwirdig macht. AAT_PG02877 besitzt ebenfalls keine
vorhergesagten Introns, woraus aus der GengrofRe von 1095 bp ein 364 AS groRRes Protein
resultiert. Da es sich hierbei um ein SDR-Protein handelt, ist es wahrscheinlich, dass es sich
hierbei um ein potentielles Tailoring-Enzym handelt. Daher erhielt dieses Gen die Bezeichnung
sdr). AAT_PG02876 kodiert mit einer GroRe von 3880 bp und zwei vorhergesagten Introns
(+1097-+1149 und +1255 - +1302) fir ein Protein der GroRe 1260 AS. Die Proteinsequenz zeigt
eine  hohe Ubereinstimmung fiir UDP-Glycosyltransferasen/Glykogen-Phosphorylasen.
AAT_PGO02871 besitzt eine Grofle von 723 bp und keine vorhergesagten Introns, woraus sich
ein Protein von 240 AS GrolRe ergibt. Da es sich hierbei um eine S-Adenosyl-Methyltransferase
handelt, die haufig am Sekundarmetabolismus beteiligt sind, wird dieses Gen mit metJ
bezeichnet. Zusatzlich befindet sich in diesem Cluster ein putativer Transkriptionsfaktor.
Dieser wurde in der Vergangenheit aufgrund des vermuteten Zusammenhanges mit der AOH-
Produktion AltR genannt und tragt die Genbezeichnung AAT _PG02875. Da es sich dabei
jedoch um ein Cluster handelt, dessen Produkt nicht bekannt ist, wurde das Gen in regJ (fiir
Regulator-pksJ) umbenannt. In der Annotation der Datenbank ist die Sequenz des ORFs am 5°-
Ende um 351 bp zu kurz, was eine manuelle Uberpriifung der Sequenz nétig machte. regJ hat
eine korrigierte GréRRe von 2386 bp und enthalt zwei vorhergesagte Introns mit einer GréRe
von 63 und 70 bp an den Positionen +77 - +139 und +520 - +589, womit sich eine kodierende
Sequenz von 2253 bp ergibt. Das dazugehorige Protein hat somit eine Grofe von 750
Aminosauren. Bei Reg) handelt es sich, wie schon bei AohR aus dem AOH-Gencluster, um
einen Gal4 Zink-Cluster Transkriptionsfaktor mit einem N-terminalen DNA-Bindemotiv und
einer C-Terminalen, pilzspezifischen Transkriptionsfaktordomane (Abb. 31 C). Drei weitere
Gene (AAT_PG02872 - 74) unbekannter Funktion befinden sich ebenfalls in diesem Cluster.
Die Analyse mit antisSMASH ergab jedoch nur zwei potentielle ORFs an dieser Position.
Mangels zusatzlicher Daten bleibt diese Region im Weiteren unannotiert. Somit erstreckt sich

das potentielle Gencluster tber eine Lange von etwa 23,5 kb (Abb. 31 B).
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Abbildung 31: pksJ und das dazugehorige Gencluster. A: Pks) ist eine typische, hochreduzierende PKS. Sie enthalt neben den
essentiellen Domanen KS, AT und ACP alle drei reduzierenden Doméanen der Ketoreduktase (KS), Dehydratase (DH) und
Enoylreduktase (ER). B: Neben dem 6887 bp groRen Gen pksJ befinden sich noch mindestens zwei Gene potentieller Tailoring-
Enzyme in diesem Cluster. Zum einen fiir ein SDR-Protein, weshalb dieses Gen die Bezeichnung sdrJ erhielt und zum anderen
fir eine S-Adenosyl-Methyltransferase, met). Weitere Gene sind eine putative Hydrolase mit Phosphoserin-
Phosphataseaktivitdt (hyd) und eine UDP-Glycosyltransferase (UDP-Gly). Zusatzlich befindet sich noch ein potentieller
Transkriptionsfaktor in diesem Cluster. Wie schon bei aohR im pksi-Cluster handelt es sich hierbei um einen Zink-Cluster
Transkriptionsfaktor. Ein Alignment mit AohR zeigt die konservierten sechs Cysteine am N-terminus (C). Der
Transkriptionsfaktor wurde regJ genannt. Zwischen metJ und regJ befinden sich noch zwei weitere, potentielle ORFs. Da es
sich hierbei um hypothetische Proteine ohne bekannte Funktion handelt, kann (iber sie keine Aussage getroffen werden. Das
Cluster hat eine ungefdahre GréRe von 23,5 kb.

3.4.1 pksJ ist homolog zu pksF aus A. solani

Eine BLAST-Suche in der Alternaria Genome Database unter Berlicksichtigung aller Alternaria-
Arten ergab, dass sich in fast allen pks/-Homologe finden lieBen. Ausnahmen bildeten A.
brassicilola und A. porri, in denen keine zu pksJ homologe Sequenz zu finden war. Eine BLAST-
Suche mithilfe der Proteinsequenz von PksJ ergab einen Treffer flir PksF in A. solani, die fir
die Produktion einer Reihe verschiedener Sekundarmetabolite verantwortlich ist. Darunter
befinden sich Aslanipyron und Aslaniol (Kasahara et al. 2006) (Abb. 32 B). Die
Ubereinstimmung der Proteinsequenz zwischen Pks) und PksF betrdgt 87%. Um zu
Uberprifen, ob es sich hierbei um eine PKS gleicher Funktion handeln kdnnte, wurde zunachst
die genetische Umgebung um PksF in A. solani ndher untersucht. Dazu wurden die beiden
relativ kleinen Contigs ASLCTG03283 und ASLCTG03284 zusammengefligt, da diese den
Bereich des Clusters umfassen sollten, wie es in A. alternata vorhanden ist. pksF befindet sich
auf Contig ASLCTG03283 und tragt die Bezeichnung ASL_PG10500. Durch Analyse der Sequenz

mittels antiSMASH konnte diese Annahme bestatigt werden. Auch in A. solani befinden sich

64



in unmittelbarer Ndhe zu pksF eine Hydrolase (ASL_PG10501), eine SDR (ASL_PG10502), eine
Glycosyltransferase (ASL_PG10503), ein putativer Transkriptionsfaktor (ASL_PG10504) und
eine Methyltransferase (ASL_PT10508). Auch hier treten zwischen dem Transkriptionsfaktor
und der Methyltransferase zwei potentielle ORFs auf, die jedoch ebenfalls keine bekannte
Funktion besitzen. Zudem ist die Sequenz hier um etwa 600 bp kiirzer als in A. alternata. Da
sich alle Gene auch in A. solani in gleicher Orientierung zueinander befinden, kann davon

ausgegangen werden, dass es sich hierbei um das gleiche Gencluster handelt (Abb. 32 A).
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Abbildung 32: Vergleich des Aslanipyron-Genclusters aus A. solani mit dem pksJ-Gencluster. A: Die bereits aus A. solani
bekannte Aslanipyron-Synthase PksF zeigt eine hohe Sequenziibereinstimmung mit Pks) von 87 %. Zusatzlich befindet sich
pksF in A. solani ebenfalls in einem Gencluster (unten), das den gleichen Aufbau besitzt wie das Cluster von pksJ (oben). In
gleicher Position und Orientierung befinden sich hier eine Hydrolase, ein SDR-Protein, eine UDP-Glycosyltransferase, ein
Transkriptionsfaktor und eine S-Adenosyl-Methyltransferase. Zwischen dem Transkriptionsfaktor und der Methyltransferase
befinden sich ebenfalls ORFs unbekannter Funktion. Allerdings ist der Abstand der beiden Gene um 600 bp kleiner als in A.
alternata. B: Strukturformeln von Aslanipyron und Aslaniol, die beide von pksF synthetisiert werden.

3.4.2 Die heterologe Expression von pksJ produziert drei verschiedene
Metabolite

Da pksJ unter Laborbedingungen keine hohe Expression aufweist und keiner der méglichen
Stoffe bisher aus A. alternata isoliert wurde, wurde auch pks/ in A. oryzae heterolog
exprimiert. Da es sich bei pksJ um ein fast 7 kb groRes Gen handelt, wurde das Gen in zwei,
sich in der Mitte um 20 bp Uberlappende, Fragmente aufgeteilt, die per PCR amplifiziert
wurden. Als Template diente genomische DNA von A. alternata. Die beiden Fragmente

wurden per Gibson assembly iber die per PCR angefligten, zum Vektor homologen 20 bp
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Sequenzen, in den vorher mittels Restriktionsverdau linearisierten Vektor pTYGSarg2.0 mittels
Gibson assembly kloniert. Das entstandene Konstrukt mit der Bezeichnung pMW48 wurde in
den A. oryzae Stamm NSAR1 transformiert. Die dadurch erhaltenen Transformanten wurden
auf die Produktion von neuen Metaboliten getestet. Hierfiir wurden sie, zusammen mit NSAR1
als Kontrolle, fir eine Woche bei 28°C auf MPY-Agar inkubiert. AnschlieRend wurden
Ethylacetatextrakte hergestellt und zundchst per Diinnschichtchromatographie untersucht.
Einige Extrakte zeigten bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlange 254nm mehrere
absorbierende Banden, die relativ hoch, nahe der Lauffront der mobilen Phase liefen (Abb. 33
A). Die HPLC-Analyse der Extrakte erfolgte liber einen Acetonitrilgradient. (siehe Material und
Methoden, Kapitel 5.5.3) mit Detektion bei 254 nm und 400 nm. Die Extrakte der pksJ
exprimierenden Stamme zeigten drei deutlichen Peaks bei 17,64, 19,01 und 25,66 min (Abb.
33 B). Schon Kasahara et al. beschrieben bei der Expression von pksF aus A. solani allein die
Produktion von mehreren Produkten. Allerdings zeigten die Transformanten nicht die
beschriebene gelbe Pigmentierung. Die drei eluierenden Stoffe zeigten nicht die erwarteten
Absorptionsmaxima bei etwa 400 nm, sondern bei 194 nm. Der pksJ-exprimierende Stamm
tragt die Bezeichnung SMW27. Zur weiteren Analyse der Produkte des Clusters wurden
zunachst die zwei Gene sdrJ und met/ in Betracht gezogen. Diese wurden aus genomischer
DNA von A. alternata amplifiziert und mit jeweils 20 bp Uberlappenden Sequenzen zu den
jeweiligen Promotor- und Terminatorsequenzen des pMWA48 Vektors versehen. Die
Klonierung erfolgte ebenfalls per Gibson assembly und erzeugte die Vektoren pMW49 und
pPMWS50, zur gleichzeitigen Expression von pksJ, sdr) und metJ, bzw. pksJ und sdrJ. Der Vektor
wurde in A. oryzae transformiert und die daraus resultierenden Transformanten zur
Produktion auf MPY angeimpft und sieben Tage bei 28°C inkubiert. Als Vergleichsstamme
wurden SMW27 und NSAR1 bei gleichen Bedingungen inkubiert. Die Extraktion der
Metabolite erfolgte mit Ethylacetat und die Untersuchung der Extrakte erfolgte per
Diinnschichtchromatographie und HPLC-DAD. Die Transformanten produzierten jedoch keine
zusatzlichen Metaboliten im Vergleich zu SMW27. Stattdessen wurden sogar weniger
Metabolite produziert. Einzig die schon in SMW27 auftauchende, unterste Bande konnte hier
beobachtet werden (Abb. 33 C). Da sich auch per HPLC keine weiteren Peaks detektieren
lieRen, muss angenommen werden, dass die erzeugten Produkte sich moglicherweise unter
dem Detektionslimit befinden oder &dhnliche Retentionszeiten aufweisen, wie schon

vorhandene Metabolite. Die Stamme tragen die Bezeichnung SMW28 und SMW?29.
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Abbildung 33: Heterologe Expression von pksJ in A. oryzae. Fiir die heterologe Expression von pksJ, sdr) und met) wurde A.
oryzae NSAR1 mit den Vektoren pMW48 (pksJ in pTYGSarg2.0), pMWA49 (pksJ, sdrJ, metJ in pTYGSarg2.0) und pMWS50 (pksJ,
sdrJ in pTYGSarg2.0) transformiert. Damit wurden die Stimme SMW27, SMW28 und SMW?29 erzeugt. Die Transformanten
wurden auf MPY fir sieben Tage bei 28°C inkubiert und anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. A:
Diinnschichtchromatographie von SMW27 und NSAR1-Extrakten. Bei Durchleuchten der Platte mit UV (254 nm) kénnen drei
absorbierende Banden beobachtet werden. B: Fiir die Analyse mittels HPLC-DAD wurden die Extrakte eingedampft und in
einem Fiinftel des urspriinglichen Volumens Acetonitril eluiert. Bei dem angewendeten Programm mit Acetonitrilgradient
konnen in dem Extrakt von SMW27 drei Peaks bei 254 nm detektiert werden, die in NSAR1 nicht vorkommen. C:
Dinnschichtchromatographie von A. oryzae NASR1, SMW27, SMW28 und SMW?29. Im Vergleich zu SMW27 konnten keine
neuen Metabolite detektiert werden. SMW28 und SMW29 produzierten sogar weniger, was am Fehlen der oberen beiden
Banden zu erkennen ist. Lediglich die unterste der absorbierenden Banden konnte detektiert werden.

Zur Analyse der von Pks) produzierten Metabolite wurde die obere Bande, wie schon bei der
Analyse von ALN (Kapitel 3.3.4), aus einer Diinnschichtchromatographie-Platte eluiert. Hierzu
wurden groRRere Mengen Extrakt auf die Platte aufgetragen und aufgetrennt. An der Position
der obersten Bande wurde das Kieselgel entfernt und in 100% Acetonitril extrahiert. Als
Kontrolle diente ein Extrakt aus A. oryzae NSAR1l, das ebenfalls mittels
Dinnschichtchromatographie aufgetrennt wurde. AnschlieBend wurde auch hier das Kieselgel
an derselben Position wie bei den SMW27-Extrakten entfernt und in 100% Acetonitril
extrahiert. Mit den Extrakten wurde eine FTICR-Massenspektroskopie am Institut fir
Instrumentelle Analytik und Bioanalytik durchgefiihrt (Danke an Prof. Dr. Carsten Hopf und M.
Sc. David Weigt fir die Unterstlitzung). Bei der Analyse der Proben konnten in den Extrakten
von SMW?27 drei Massen detektiert werden, die in der Kontrolle nicht vorkamen. Mit einem
Molekulargewicht von 445.33102, 451.31805 und 565.35184 sind diese Massen relativ grof
und im Vergleich zu den angenommenen Stoffen konnte keine Ubereinstimmung gefunden

werden. Aufgrund er hohen Genauigkeit der Messmethode konnten fiir die kleinste und
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grofRte Massen die Summenformeln CzgHss0s4 und CssHagOs errechnet werden. Zu der
mittleren Masse konnte keine passende Summenformel mit anndahernder Massengenauigkeit
bestimmt werden. Zu den Summenformeln konnten keine bisher bekannten Stoffe

identifiziert werden.

3.4.3 ReglJ ist ein Zink-Cluster Transkriptionsfaktor

Auch das pksJ-Gencluster enthalt einen putativen Transkriptionsfaktor. Beim diesem handelt
es sich, wie bei AohR zuvor schon, um einen typisch pilzlichen Zink-Cluster-
Transkriptionsfaktor. Da im Fall von AohR eine Uberexpression des Gens zu einer erhéhten
Expression der dazugehdrigen Clustergene fiihrte, wurde dieser Versuchsansatz auch mit Reg)J
durchgefiihrt. Um eine Uberexpression von regJ zu erreichen, wurde das gleiche Konstrukt
wie schon bei aohR verwendet (vgl. Abb. 27). Hier steht reg/ unter der Kontrolle des
konstitutiven gpdA-Promotors aus A. nidulans. Zur Selektion auf Uracil-Auxotrophie enthalt
das Konstrukt eine pyr-4-Kassette. reg) wurde aus genomischer DNA von A. alternata
amplifiziert. Die Klonierung erfolgte mittels T4-Ligase (ber die beiden
Restriktionsschnittstellen Ascl und Pacl. Beide Schnittstellen sind sowohl im Vektor enthalten
als auch am regJ-PCR-Fragment, dem sie lber die Primer angefligt wurden. Das erhaltene
Konstrukt mit der Bezeichnung pMW?75 wurde in den A. alternata Stamm SMW34
transformiert, da hier bereits die AOH-Derivate nicht mehr gebildet werden und somit der
Hintergrund an stérenden Metaboliten geringer sein sollte. Die erhaltenen Transformanten
(SMW43) wurden nochmals fiir die Produktion von Sekundarmetaboliten fiir finf Tage auf
mCDB inkubiert. Als Kontrolle diente SMW34, welcher auf mCDB + Uracil/Uridin bei gleichen
Bedingungen inkubiert wurde. Anschlieend wurden mit Ethylacetatextrakte erstellt und per
Diinnschichtchromatographie untersucht. Da keine der Transformanten die aus der
heterologen Expression von pks/ in A. oryzae bekannten Banden zeigte (Abb. 34 A), wurden
die Transformanten auf erfolgreiche Uberexpression des Transkriptionsfaktors untersucht.
Hierfir wurde RNA aus drei Tage alten Kulturen extrahiert und eine qPCR zur Messung des
Expressionslevels von reg) und auch pks) durchgefihrt. Als Kontrolle diente wiederum
SMW34. In vier Stimmen konnte eine bis zu 56-fache Uberexpression von reg) gemessen
werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass es selbst bei erfolgreicher Uberexpression von regJ
keine Expressionssteigerung von pksJ zu verzeichnen gab (Abb. 34). Bei Reg) handelt es sich

somit um keinen aktivierenden Transkriptionsfaktor.
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Abbildung 34: Uberexpression von reg) in dem pksl-Deletionsstamm SMW34. Zur Uberexpression von reg) und der
Detektion potentieller neuer Metabolite wurde SMW34 gewahlt, da dieser kein AOH und Derivate mehr produzieren kann
und gleichzeitig, aufgrund der Auxotrophie mit dem Uberexpressionskonstrukt pMW?75 transformiert werden kann. A: Vier
Transformanten, die positiv auf die Integration des Uberexpressionskonstrukts getestet wurden, wurden mit SMW34 als
Kontrolle fiir flinf Tage auf mCDB bei 28°C inkubiert. Die Diinnschichtchromatographie der Ethylacetatextrakte zeigt im
Vergleich zu SMW34 keine neuen Metabolite. B: Fir die Untersuchung der Expression von reg/ und pks) wurden von den
beiden Stammen SMW34 und SMW43 jeweils 10.000 Sporen in flissigem mCDB bei 28°C inkubiert, bis sich eine Kahmhaut
gebildet hatte (drei Tage). Aus dem Myzel wurde RNA extrahiert und die Expression der beiden Gene mittels qRT-PCR
bestimmt. Es zeigte sich, dass trotz der 56-fachen Expressionssteigerung von regJ die von pksJ davon nicht beeinflusst wurde,
was das Fehlen neuer Metabolite erklart.

3.5 PksA synthetisiert die Vorstufen mehrerer Sekundarmetabolite

Eine weitere spannende Frage ist, wie die vergleichbar kleine Anzahl an mit dem
Sekunddrmetabolismus assoziierten Genen mit der Anzahl an Metaboliten in Einklang
gebracht werden kann, die aus A. alternata isoliert werden kdnnen. Ein Hinweis hierauf liefert
bereits die Betrachtung der Extrakte von A. alternata ATCC 66981. Allein bei einer
Diinnschichtchromatographie und der spateren Betrachtung dieser unter UV-Licht, |asst sich
eine Menge an verschiedenen Metaboliten detektieren. Vor allem AOH und seine Derivate
fallen hierbei auf. Obwohl diese alle von derselben PKS synthetisiert werden, sind ihre
Eigenschaften durchaus unterschiedlich. Die Deletion einer einzigen PKS hat also schon den
Verlust einer groRen Anzahl an verschiedenen Metaboliten zur Folge. Betrachtet man jedoch
die Extrakte von pksi/-Deletionsmutanten, lassen sich immer noch einige verschiedene
Metabolite beobachten. Diejenigen, die nicht durch Fluoreszenz sichtbar werden, kénnen bei
dieser Betrachtung schon gar nicht bericksichtigt werden. Dennoch kann man darauf

schlieflen, dass die Metabolite, die beobachtbar sind, ihren Ursprung nur in wenigen der
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vorhandenen Genclustern haben, da von diesen nur wenige unter Laborbedingungen aktiv

sind.

3.5.1 Altertoxin wird durch PksA hergestellt

Eine Gruppe von Metaboliten, die von A. alternata auch unter Laborbedingungen produziert
werden, sind die Altertoxine (ATX). Von diesem Mykotoxin existieren verschiedene Derivate
wie ATX I-lll und Stemphyltoxin, die aus A. alternata isoliert werden kénnen. Der Nachweis
von ATX ist vergleichbar mit AOH und relativ einfach, da sie unter UV-Licht eine gelbe

Fluoreszenz abgeben (Abb. 35).
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Abbildung 35: Strukturformeln von Altertoxin |, Il und lll, sowie die Struktur des Perylen-Quinon Grundgeriists. Altertoxine
werden von Pilzen der Gattung Alternaria gebildet und unterscheiden sich in der Verteilung der funktionellen Gruppen vom
Grundgerdiist des Perylen-Quinon Molekiils. Wahrend ATX | zwei zusatzliche Hydroxylgruppen besitzt, ist eine davon in ATX Il
durch eine Epoxygruppe ersetzt. ATX Ill besitzt zwei Epoxygruppen. Der Nachweis von ATX kann, wie schon der von AOH
mittels Dinnschichtchromatographie und anschlieBender Bestrahlung mit UV (254 nm) erfolgen. Dabei wird eine gelbe
Fluoreszenzstrahlung abgegeben, wie hier am Beispiel von ATX Il zu sehen ist.

Uber die Biosynthese von ATX ist bisher wenig bekannt. Stofflich gehéren die Altertoxine zu
den Perylen-Quinonen (Abb. 35). Zur Biosynthese von verschiedenen Perylen-Quinonen sind
jedoch Beispiele aus verschiedenen Mikroorganismen bekannt und sie stehen oftmals im
Zusammenhang mit der Biosynthese von Melanin. In Streptomyces griseus findet eine
Cytochrom-P-450 vermittelte Dimerisierung von 1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalen (THN) zu
Hexahydroxy-Perylen-Quinon (HPQ) statt, das durch Polymerisation zu HPQ-Melanin wird
(Funa et al. 2005). In Pilzen findet die Melaninbiosynthese ebenfalls Gber die oxidative
Kopplung von Naphthalenen statt, wobei hier 1,3-Dihydroxynaphthalen (DHN) die Basis fiir
DHN-Melanin bildet. Hierbei treten jedoch ebenfalls Perylen-Quinon-Strukturen auf (Solano
2014). In A. alternata wird Melanin Uber den DHN-Weg gebildet (Kimura and Tsuge 1993,

Fetzner et al. 2014), wobei auch THN als Vorstufe gebildet wird. Das fiir die THN-Biosynthese
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verantwortliche Enzym ist PksA. Somit ist diese, da auch unter Laborbedingungen aktiv, ein
potentieller Kandidat fiir die Synthese von ATX. Um dies zu tiberpriifen, wurde pksA in dem A.
alternata Stamm SMW35 mittels CRISPR/Cas9 inaktiviert. Verwendet wurde hierbei das in
Kapitel 3.2 erwahnte Konstrukt pAK1, welches den Vektor pFC332 als Basis hat und gleichzeitig
zwei sgRNAs exprimiert. Da SMW35 durch die Inaktivierung von pks/ kein AOH mehr bildet, ist
die Detektion von anderen Metaboliten einfacher, zumal die ATX-Bande bei der
Dinnschichtchromatographie von der AOH Bande (iberlagert wird (Abb. 36 A). Drei der
positiven Transformanten, die kein Melanin mehr bilden konnten, wurden auf die Produktion
von ATX getestet. Hierzu wurden Ethylacetatextrakte aus sieben Tage alten Kulturen erstellt
und mittels Dinnschichtchromatographie und HPLC-DAD untersucht. Fiir die HPLC-Analyse
wurde ein Acetonitrilgradient verwendet. (Siehe Material und Methoden, Kapitel 5.5.3) mit
Detektion bei 254 nm und 360 nm. Bei diesen Bedingungen eluiert ATX Il (Standard
freundlicherweise von Prof. Dr. Doris Marko vom Institut fur Lebensmittelchemie und
Toxikologie der Universitat Wien zur Verfigung gestellt) bei 10,65 min. In den pksA-Mutanten
(SMW44 1-3) konnte im Vergleich zu SMW35 kein ATX mehr nachgewiesen werden (Abb. 36
A und B). Zusatzlich fehlten auch noch weitere Banden. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass auch die ATX-Biosynthese von PksA ausgeht. Um zu Uberpriifen, ob der
Syntheseweg bereits zu Beginn lGber THN oder erst kurz vor der Melaninsynthese bei DHN
abzweigt, wurden noch zwei weitere Gene im Melaninsyntheseweg inaktiviert. Hierbei
handelt es sich um das Gen fiur die Scytalondehydratase Brm1 und das fir Brm2 (1,3,8-
Trihydroxynaphtalen Reduktase). Beide Gene wurden ebenfalls in SMW35 inaktiviert. Fir die
Inaktivierung von brm1 wurden zwei Protospacer im ORF ausgewdhlt. Der erst befindet sich
an Position +15 - +34, der zweite befindet sich an Position +344 - +363. Beide entsprechenden
sgRNAs wurden vom Vektor pMW?73 (pFC332 als Basis) exprimiert. Fiir die Inaktivierung von
brm2 wurde das bereits vorhandene Konstrukt pMW?29 (Siehe Kapitel 3.2) verwendet. Die
Transformanten, in denen brmi1 bzw. brm2 inaktiviert wurden, konnten bereits auf den
Transformationsplatten durch ihren erwarteten Phanotyp ausgemacht werden. Der
Phédnotyp, der aus der Inaktivierung von brm2 resultiert, ist bereits in Kapitel 3.2 beschrieben.
Die Inaktivierung von brm1 hat eine hellbraune Farbung der Kolonien zur Folge (Kimura and
Tsuge 1993). Von den positiven Transformanten wurden wiederum drei ausgewahlt und diese

auf die Produktion von ATX getestet. Weder in den brm1-KO Stammen (SMW46 1-3), noch in
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den brm2-KO Stammen (SMW45 1-3) konnte eine Produktion von ATX nachgewiesen werden

(Abb. 36 C).
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Abbildung 36: Untersuchung von verschiedenen A. alternata Stammen auf ATX-Produktion. A: Da pksA im Verdacht war
neben Melanin auch fiir die ATX Produktion verantwortlich zu sein, wurde diese im pks/-KO-Stamm SMW35, in dem die ATX-
Produktion nachgewiesen werden kann, inaktiviert. Hierzu kam das CRISPR/Cas9-Konstrukt pAK1 zum Einsatz. Die erhaltenen
Melanin-Mutanten (SMW44) wurden zusammen mit dem Wildtyp und SMW35 fiir sieben Tage bei 28°C auf mCDB-Agar
inkubiert. AnschlieBend wurden Ethylacetatextrakte hergestellt und diese mittels Dinnschichtchromatographie analysiert.
Es zeigte sich, dass in SMW44 kein ATX mehr gebildet wurde. Im Wildtyp ist der Nachweis aufgrund der Uberlagerung mit der
AOH Bande kaum moglich. B: Die Extrakte von SMW44 und SMW35 wurden ebenfalls per HPLC-DAD Uberprift. Bei dem
angewendeten Programm (M&M) eluiert ATX Il bei 10,65 min. In SMW44 fehlte der charakteristische Peak, was zusatzlich
beweist, dass kein ATX mehr hergestellt wurde. C: Zur Uberpriifung, ob ATX iiber DHN oder THN hergestellt wird, wurden
zusatzlich zwei Synthesegene des Melaninsynthesewegs mittels CRISPR-Cas9 inaktiviert. Die beiden KO Staimme der Gene
brm1 (SMW46) und brm2 (SMW45) konnten ebenfalls kein ATX mehr synthetisieren, was per Diinnschichtchromatographie
nachgewiesen werden konnte. Die Inaktivierung erfolgte ebenfalls im Stamm SMW35, um eine Stérung durch AOH zu
verhindern. Die Stamme wurden ebenfalls in Triplikaten zu den gleichen Bedingungen wie in A beschrieben inkubiert.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Produktion tatsdchlich iber DHN als
Ausgansprodukt stattfindet. Zusatzlich wurde das Genom von A. alternata nach Cytochrom-
P450 Kandidaten durchsucht, die zu dem P450mel-Protein aus S. griseus homolog sein
konnten. Diese Suche ergab jedoch keine Treffer in der Datenbank, womit dieser Syntheseweg
mit aller Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Da DHN ebenfalls das

Ausgangsprodukt fiir Melanin ist, wurde zusatzlich Gberprift, ob die Produktion von Melanin
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und ATX auf die ein oder andere Weise zusammenhangen. In vergangenen Experimenten fiel
auf, dass bei Inkubation auf mCDB mit Tomatenfragmenten die Melanisierung starker war, als
bei Inkubation auf mCDB ohne Tomatenfragmente (Abb. 29 A und Abb. 37 A). Bei
Uberpriifung der Sekundarmetabolitextrakte dieser Kulturen wurde primir auf die AOH
Produktion geachtet, jedoch fiel auf, dass die charakteristischen, gelben Banden auf Tomaten
nicht gebildet wurden. Um dies nochmals zu Gberpriifen, wurde SMW35 ebenfalls fir vier
Tage in flissigem mCDB mit und ohne Tomatenfragmenten inkubiert, bis sich eine Kahmhaut
gebildet hatte. Es wurden jeweils Triplikate angeimpft in denen jeweils 10.000 Sporen
inokuliert wurden. Die Inkubation fand bei 28°C und Dunkelheit statt. Von dem gewachsenen
Myzel wurden Ethylacetatextrakte angefertigt und eine Dinnschichtchromatographie
durchgefiihrt. Auch hier zeigte sich, dass in den Kulturen, die auf Tomatenfragmenten
inkubiert wurden, kein ATX gebildet wurde (Abb. 37 B). Die Weiterverarbeitung von DHN zu
Melanin geschieht in Pilzen Gber Laccasen. Diese Enzyme gehoren zu den Oxidoreduktasen
und oxidieren mit Hilfe von Sauerstoff Phenole, die dabei zu Radikalen werden. Bei der
Synthese von Melanin kommt es bei der Oxidation von DHN zu spontaner Dimerisierung und
Polymerisierung, was letztendlich die Bildung Melanin zur Folge hat. Laccasen, die an dieser
Reaktion beteiligt sind, sind bereits aus Aspergillus fumigatus und Talaromyces marneffei
(Sugareva et al. 2006, Sapmak et al. 2015) bekannt. Die Proteinsequenzen dieser beiden
Laccasen Arb2 (A. fumigatus) und PbrB (T. marneffei) wurden verwendet, um potentielle
Kandidaten in A. alternata zu finden. Durch eine BLAST-Suche in der Alternaria Genome
Database konnten mehrere Laccasen gefunden werden. Jedoch bestand zwischen diesen und
den als Anhaltspunkt genommenen Laccasen keine groRe Ubereinstimmung. Die gefundenen
Laccasen besaBen eine Ubereinstimmung von ca. 25% der Sequenz. Nachdem diejenigen
Laccasen, deren Funktion bereits bekannt war, aussortiert wurden, blieben sieben putative
Laccasen ohne zugewiesene Funktion Ubrig. Diese wurden mit der Bezeichnung Lccl-7
versehen. (Genbezeichnungen: AAT_PG01652, AAT _PG03670, AAT _PG04292, AAT _PG03044,
AAT_PG03044, AAT_PG10179, AAT_PG05304). Laccasen, die an der Bildung von Pigmenten
beteiligt sind, werden meistens wahrend der Bildung von Konidien exprimiert und nicht
wahrend der vegetativen Phase. Dies dirfte auch in A. alternata der Fall sein und es sollte ein
Unterschied in der Expression bei starker Pigmentierung zu sehen sein. Um dies zu

Uberprifen, wurde aus dem Myzel von SMW35, das bereits fiir die Metabolitenextraktion
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verwendet wurde, RNA extrahiert und die Expression der Laccasen durch gRT-PCR bestimmt.

Gleichzeitig wurde auch die Expression von pksA gemessen.

A SMW35 SMWwW45 SMW46
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o ‘ .
B C
SMW35 ATX Il SMW35
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3,5 -

Relative Expression auf
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Abbildung 37: Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Melanin und Altertoxin-Produktion. A: A. alternata SMW35,
45 und 46 wurde jeweils in Triplikaten mit 10.000 Sporen pro Kultur in flissigem mCDB und mCDB mit Tomatenfragmenten
flr vier Tage bei 28°C inkubiert. Bei SMW35 fiel die deutliche Melanisierung auf Tomaten im Vergleich zu normalem mCDB
auf. Die beiden Stdmme SMW45 und 46 waren zwar nicht mehr zu Melaninsynthese in der Lage, doch auch hier konnte eine
deutliche Verdunkelung festgestellt werden, was auf die Akkumulation von Zwischenprodukten der Melaninsynthese
hinweist. B: Aus dem Myzel von SMW35 wurden Ethylacetatextrakte hergestellt und diese mittels
Dinnschichtchromatographie untersucht. Es zeigte sich, dass auf mCDB ATX gebildet wurde, wahrend dieses in den Kulturen,
die auf mCDB mit Tomaten gewachsen sind, fehlte. C: Da Laccasen an der Weiterverarbeitung von DHN zu Melanin beteiligt
sind wurde die Expression, der in A. alternata vorhandenen Laccasen mit und ohne Tomaten verglichen. Hierzu wurde aus
dem Myzel von SMW35 ebenfalls RNA isoliert und die Expression der Laccasegene Icc1-7, sowie die der pksA mittels gRT-PCR
bestimmt. Es zeigte sich, dass die Expression von pksA auf Tomaten um das 3,2-fache gesteigert war. Die Expression von lcc6
wurde ebenfalls um das2,8-fache gesteigert. Icc4 und lcc5 zeigten nur noch 1,4 % bzw. 6,4 % der urspriinglichen Expression
auf mCDB. Womit diese potentiell als ATX-Produzenten in Frage kommen.

Es zeigte sich, dass die Expression von pksA bei Wachstum auf Tomaten um das 3,2-fache
erhoht war (Abb. 37 C). Dies konnte auch dadurch sichtbar gemacht werden, dass die beiden
Stamme SMW45 und 46 eine dunklere Farbung auf Tomaten annahmen (Abb. 37 A). Hier ist
pksA noch intakt und durch die hohere Expression werden auch vermehrt Zwischenprodukte

der Melaninproduktion gebildet. Icc1 zeigte eine insgesamt sehr niedrige Expression, die sich
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durch Wachstum auf Tomaten nicht anderte. lcc2 wurde starker exprimiert und zeigte fast die
doppelte Expressionsstarke auf Tomaten. lcc3 wurde ahnlich stark exprimiert wie Icc2 und auf
Tomaten entsprach die Expressionsstirke etwa 39% von der in mCDB. Die starkste
Veranderung zeigten die beiden Gene lcc4 und lcc5. Diese wurden auf mCDB ebenfalls relativ
stark exprimiert, zeigten auf Tomaten jedoch eine Reduzierung um 98,4% (lcc4) bzw. 93,6 %
(lcc5). Icc6 wiederum war auf Tomaten um das 2,8-Fache starker exprimiert. Die Expression
von lcc7 war relativ gering und dnderte sich auf Tomaten nicht signifikant (Abb. 37 C). Da lcc4
und lcc5 die starkste Reaktion zeigten und auf Tomaten kaum noch exprimiert wurden, sind
sie geeignete Kandidaten fiir die potentielle Weiterverarbeitung von DHN zu ATX. Mit Lcc6 ist

ein potentieller Kandidat fiir die Produktion von Melanin gefunden worden.

3.5.2 Hortein ist ein weiteres Produkt von PksA

Ein weiterer Stoff, der aus A. alternata isoliert werden kann, ist Hortein (Abb. 38 A). Durch
seine einzigartige Struktur (Acenaphtho[1/,2:7,8]Naphthalen Ringsystem) stellt dieser Stoff
eine Besonderheit unter Sekundarmetaboliten dar. Hortein ist aus dem marinen Pilz Hortaea
werneckii bekannt und wurde bisher nur einmal beschrieben (Brauers et al. 2001). Sowohl
Uber die Biosynthese als auch die Funktion dieses Metabolits ist nichts bekannt. In der
Vergangenheit konnte durch Tests an verschiedenen Zelllinien eine zytotoxische Eigenschaft
festgestellt werden. Da die Struktur von Hortein auf eine Biosynthese (iber den Polyketidweg
schlieffen lasst, wurden die aus H. werneckii bekannten PKS Gene mit denen aus A. alternata
verglichen. H. weneckii besitzt lediglich zwei annotierte PKS Gene mit der Bezeichnung
HWER_00116-RO und HWER_01465-R0. Die Proteinsequenzen mit der ID 115 und 15141

wurde aus der Datenbank des Joint Genome Institutes (JGI) bezogen (https://igi.doe.gov/).

Der Vergleich zeigte, dass fliir beide PKS aus H. werneckii eine 65,55%
Sequenzibereinstimmung zu PksA in A. alternata bestand. Zuséatzlich stimmte die
Domaénenstruktur genau Uberein. Untereinander zeigten die beiden PKS eine
Ubereinstimmung der Proteinsequenz von 98%. Da in H. werneckii eine Genduplikation
stattgefunden hat (Lenassi et al. 2013), handelt es sich bei den beiden PKS wahrscheinlich um
die gleiche, was die hohe Ubereinstimmung erkldrt. Auch die Tatsache, dass H. werneckii
Melanin produziert, stitzt die Annahme, dass es sich hierbei um eine zu PksA homologe PKS

handelt. Da schon Brauers et al. anmerkten, dass Hortein wahrscheinlich aus zwei
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gekoppelten Naphthalenmolekiilen besteht, |dsst dies darauf schliefen, dass es sich hierbei
um weiteres Produkt von PksA handeln konnte. Um dies zu bestatigen, wurden die
verschiedenen A. alternata Stamme auf Produktion von Hortein Gberprift. Zunachst wurden
Sekundarmetabolitextrakte aus den Stammen ATCC 66981, SMW35, 44, 45 und 46 per
Dinnschichtchromatographie getestet. Ein freundlicherweise von der AG Podlech
bereitgestelltes Isolat diente als Kontrolle. Es zeigte sich, dass Hortein keinem der Stamme per
Dunnschichtchromatographie detektiert werden konnte (Abb. 38 C). Vor allem im
Wildtypstamm und SMW35 ist jedoch davon auszugehen, dass die potentielle Hortein-Bande
von den AOH bzw. ATX Banden liberlagert wird, da diese eine dhnliche Laufhéhe besitzen und
im Vergleich zu Hortein stark fluoreszieren (Abb. 38 B). Die Extrakte wurden fir die weitere
Uberpriifung mittels HPLC analysiert. Laut Literatur besitzt Hortein in Methanol bei 254 nm
und 340 nm ein Absorptionsmaximum. Daher wurde hier ein Methanolgradient verwendet.
Die Extrakte wurden eingedampft und ebenfalls in 100% Methanol eluiert. Bei dem
angewendeten Programm (siehe Material und Methoden, Kapitel 5.5.3) eluierte Hortein bei
19,61 min und erzeugt einen charakteristischen Peak bei beiden Wellenlangen (Abb. 38 D).
Bei der Untersuchung der Proben von ATCC 66981 und SMW35 zeigte sich, dass kaum
detektierbares Hortein vorhanden war und sich der anfangliche Verdacht bestétigte. Auch in
der HPLC besitzt Hortein eine dhnliche Retentionszeit wie AOH und ATX. Da diese ebenfalls
bei 254nm absorbieren, erwies sich der Nachweis liber diese Wellenldange als ungeeignet. Bei
340 nm hingegen konnte im Wildtypextrakt ein schwacher Peak mit dhnlicher Retentionszeit

detektiert werden (Abb. 38 D).
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Abbildung 38: Hortein und dessen Produktion in verschiedenen A. alternata Stammen. A: Strukturformel von Hortein.
Hortein besteht aus zwei gekoppelten Naphthalen-Molekiilen, wobei eines davon DHN ist. Der rote Balken stellt die Grenze
der beiden Naphthalene dar. B und C: Diinnschichtchromatographie der Stamme ATCC 66981, SMW35, SMW45, SMW46 und
SMW44., Wie schon zuvor bei ATX kann zwar gezeigt werden, dass in dem pksA-, brm1- und brm2-KO-Stammen kein Hortein
gebildet wird. Jedoch ist der Nachweis per Diinnschichtchromatographie problematisch, da Hortein eine Ahnliche Laufhéhe
besitzt wie AOH und ATX und daher von diesen potentiell tiberlagert wird. D: HPLC-DAD Profil der Stamme ATCC 66981, SW35
und SMW44 verglichen mit dem Horteinstandard. Da die Detektion bei 254 nm aufgrund der Uberlagerung mit AOH und ATX
hier ebenfalls nicht moglich war, wurde zusatzlich bei 340 nm aufgezeichnet, da Hortein hier ebenfalls ein
Absorptionsmaximum besitzt. In den Extrakten des Wildtyps (blau) konnte ein schwacher Peak mit dhnlicher Retentionszeit
wie Hortein (braun) detektiert werden. In SMW44 fehlt dieser Peak (gelb) und in SMW35 ist er kaum zu sehen (grtin).

In SMW35 war dieser Peak noch schwacher. In den Extrakten des Stammes SMW44 (Apksl;
ApksA) konnte auch per HPLC-DAD kein Hortein detektiert werden. Die |dsst darauf schlielRen,
dass auch Hortein aus den Produkten von PksA synthetisiert wird. Da jedoch keine Bedingung
ausgemacht werden konnte, unter der ausschlielich und ausreichend Hortein produziert
wird, missen noch die weiteren biosynthetischen Enzyme gefunden werden. Diese liegen

jedoch nicht in einem Cluster vor, was es bisher eine Erfolgreiche Suche nicht méglich machte.
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3.6 A. alternata eignet sich als Expressionsstamm zur Entdeckung
neuer Sekundarmetabolite

Bei der Analyse von Sekundarmetaboliten wird haufig auf eine heterologe Expression der
entsprechenden Synthesegene zurlckgegriffen. Hierbei werden meistens etablierte
Modellorganismen wie A. nidulans oder A. oryzae verwendet, da diese genetisch leicht
zuganglich sind und bereits eine Reihe an Methoden existiert. AuBerdem kann in der Regel
davon ausgegangen werden, dass das gesuchte Produkt nicht vom heterologen Wirt
produziert wird und somit einfach detektiert werden kann. Die heterologe Expression birgt
jedoch auch einige Risiken. Z.B. konnte das gesuchte Produkt durch die eigenen
biosynthetischen Enzyme so modifiziert werden, dass verfalschte Ergebnisse erzielt werden.
Auch ist es moglich, dass das Gen heterolog nicht korrekt exprimiert wird, was zu Folge hatte,
dass gar kein Produkt gebildet wird. Die korrekte Expression kann im natirlichen Organismus
auf jeden Fall garantiert werden. Mit der Deletion von pks/ und pksA in A. alternata wurde die
Anzahl der produzierten Sekundarmetabolite erheblich reduziert. Sowohl per DC als auch per
HPLC konnten kaum noch Metabolite detektiert werden. Somit kdénnte sich ein solcher
Deletionsstamm selbst gut eignen, um die noch unentdeckten Metabolite zu produzieren, da
die restlichen Gencluster unter Laborbedingungen inaktiv sind. Da sich der Uracil-auxotrophe
Stamm SMW24 als geeignet fiir die Uberexpression verschiedener Gene erwies, wurde ein
Stamm hergestellt, in dem pks/ und pksA deletiert wurden und der gleichzeitig Uracil-
auxotroph ist. Als Basis diente SMW34, in dem bereit pyrG und pks/ deletiert waren. Um pksA
zu deletieren, wurde dieser Stamm mit dem Konstrukt pAK1 transformiert. Die positiven
Deletionsmutanten zeigten, wie schon SMW44, eine geringe Produktion an
Sekundarmetaboliten. Der Stamm tragt die Bezeichnung SMW53. Zur Bestdtigung der
Funktionsweise des Vorhabens wurde der Stamm mit dem Konstrukt pMW15 transformiert,
das schon zur Expression von pksl in A. nidulans diente. Da hier pks! hinter den gpdA-Promotor
kloniert wurde sollte eine konstitutive Expression in A. alternata die Folge sein. Tatsachlich
produzierten einige Transformanten wieder AOH, welches mittels
Dinnschichtchromatographie detektiert werden konnte. Interessanterweise jedoch keines

der Derivate (Abb. 39). Der AOH produzierende Stamm tragt die Bezeichnung SMW54,
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Abbildung 39: Uberexpression von pksl in SMWS53. Der dreifach
Deletionsstamm SMWS53 (Apks!, ApksA, ApyrG) wurde mit dem
Konstrukt pMW15 transformiert. Die daraus resultierenden
Transformanten (SMW54) wurden fir sieben Tage bei 28°C auf
mCDB inkubiert. Als Kontrolle diente der Stamm SMW53, der mCDB
mit Uracil bei gleichen Bedingungen inkubiert wurde. Von den
Kulturen wurden Ethylacetatextrakte erstellt und diese mittels
Dunnschichtchromatographie untersucht. Es zeigte sich, dass die
Transformanten wieder in der Lage waren AOH zu bilden.

3.6.1 Die Uberexpression von pksJ fiihrt zur Produktion neuer Metabolite

Da die heterologe Expression von pksJ in A. oryzae keine eindeutigen Ergebnisse erzielte,
wurde ein Konstrukt hergestellt, mit dem pksJ in A. alternata SMW53 (berexprimiert werden
kann. Hierzu wurde der gesamte ORF in zwei Fragmenten per PCR amplifiziert und per Gibson
assembly in den Efimov-gpdA(p)-Vektor kloniert. Das Konstrukt mit der Bezeichnung pMW88
wurde in SMW53 transformiert und die erhaltenen Transformanten fiir sieben Tage auf
mCDB-Agar bei 28°C inkubiert. Einige Transformanten erschienen weil3-gelblich, wiahrend die
beiden Kontrollstamme SMW53 und SMW44 die typische blassrosa Farbung hatten. Die
Transformanten wurden auf die Produktion von Sekunddarmetaboliten mittels
Dinnschichtchromatographie und HPLC Uberprift. In den Transformanten, die eine andere
Farbung aufwiesen, konnte die Produktion eines neuen Metaboliten beobachtet werden.
Dieser lief nahe der Laufmittelfront zwischen zwei Banden, die schon im Kontrollstamm
vorkamen und zeigte bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlange 365 nm eine blassgriine
Fluoreszenz (Abb. 40 A). Zur weiteren Uberpriifung wurden die Extrakte mittels HPLC-DAD
analysiert. Es wurde das gleiche Programm verwendet, das schon bei der heterologen
Expression von pksJ in A. oryzae zum Einsatz kam. Die Extrakte der Transformanten zeigten
wiederum, dass mehrere Metabolite produziert wurden. Bei einer Wellenlange von 254 nm
konnte kein neuer Metabolit detektiert werden. Bei 400 nm wurden zwei neue Peaks mit den
Retentionszeiten 13,63 und 17,60 min gemessen (Abb. 40 B und C). Ein Vergleich mit den
Peaks, die die Extrakte von SMW27 erzeugten, zeigte sich ein deutlicher Unterschied. Das

Absorptionsmaximum der Metabolite lag bei 400 nm was mit den Angaben von Kasahara et
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al. far Aslanipyron und Aslaniol Gbereinstimmt. Somit konnen diese Metabolite als der von

pksJ in Betracht gezogen werden. Der Stamm tragt die Bezeichnung SMW56.
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Abbildung 40: Uberexpression von pksJ in A. alternata SMW53. Da die Expression von pksJ in A. oryzae nicht die erwarteten
Ergebnisse lieferte, wurde eine Uberexpression in dem ,leeren” A. alternata Stamm SMW53 vorgenommen. Hierzu wurde
dieser mit dem Konstrukt pMW88 transformiert. In den Transformanten konnte nach Inkubation fiir sieben Tage bei 28°C auf
mCDB die Produktion eines neuen Metaboliten nachgewiesen werden. A: Nach erfolgter Diinnschichtchromatographie der
Ethylacetatextrakte konnte bei Beleuchtung der Platte mit UV (360 nm) eine blassgriin fluoreszierende Bande detektiert
werden (blauer Pfeil). Die Absorbierenden Banden (bei 254 nm), die aus A. oryzae bekannt waren, fehlten hingegen. B: Bei
der Untersuchung der Extrakte mittels HPLC-DAD konnten bei 400 nm zwei neue Peaks bei 13,63 und 17,60 min nachgewiesen
werden. Die Absorptionseigenschaften entsprechen denen, die fiir Aslanipyron und Aslaniol beschrieben wurden. C: Bei 254
nm konnten im Gegensatz zu den Extrakten von A. oryzae SMW?27, keine neuen Metabolite detektiert werden.

3.6.2 Die Uberexpression der Betaenon-Synthase PksF in A. alternata
kompensiert unentdeckte Tailoring-Enzyme

Eine weitere PKS, die auf diese Weise untersucht wurde, ist pksF. Diese PKS mit der
Genbezeichnung AAT_PG00845 liegt auf dem nur 16.970 bp umfassenden Contig
AATCTG00042 und hat eine GroRe von 9288 bp. Mit drei Introns an den Positionen +983 - +
1046, +6604 - +6657 und +8692 - +8957 kodiert dieser ORF fiir ein Protein der GroRRe 2967 AS.
Fiir die Analyse der ndheren Umgebung wurden die Contigs AATCTG0040, -41, -43, -44 und -
45 zusammengefigt und mittels antiSMASH untersucht. Es zeigte sich, dass es sich bei PksF

um eine reduzierende PKS mit zusatzlicher Methyltransferasedomane und einer C-terminalen
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SDR-Doméne handelt. Da die charakteristische ER-Doméne nicht enthalten war, zéhlt PksF zu
den teilweise reduzierenden PKS (Abb. 41 B). In unmittelbarer Umgebung konnte noch ein fir
Cytochrom P450 codierendes Gen (AAT_PG00844) in entgegengesetzter Orientierung
gefunden werden (Abb. 41 A), wobei es sich um ein potentielles Tailoring-Enzym handeln
kénnte (cytF). Diese Analyse zeigte weiterhin, dass es eine hohe Ubereinstimmung mit einem
bereits bekannten Gencluster aus Phoma betae, einem Pflanzenpathogen, gibt. Die
Ubereinstimmung der Proteinsequenz von PksF zu der PKS von P. betae (Betl) betrigt 83%,
die des Cytochrom P450 (Bet2) 86%. Das dort vorhandene Gencluster ist flir die Produktion
von Betaenon A -C (Abb. 41 C) verantwortlich (Ugai et al. 2015). Jedoch befinden sich in dem
Betaenon-Gencluster zusatzlich noch zwei weitere Tailoring-Enzyme, bei denen es sich um ein

SDR-Protein (bet4) und eine Enoylreduktase (bet3) handelt (Abb. 41 A).

A B
- .ss
A. alternata 2967 AS
Amidase cytF ATPase
e | — P —
1730bp 9288 bp
P. betae
FAD bet4  bet3 bet2 HP

Betaenon A Betaenon B Betaenon C

Abbildung 41: Struktur der PksF und des dazugehdrigen Genclusters in A. alternata im Vergleich mit dem Betaenon-
Synthesecluster aus P. betae. A: Genanordnung des pksF-Genclusters in A. alternata und des homologen Clusters in P. betae.
In A. alternata ist neben pksF nur noch ein weiteres Tailoring-Enzym, ein Cytochrom P450 (cytF) vorhanden. In P. betae
entsprechen diese den Genen bet1 und bet2. Entsprechende Gene zu bet3 (Enoylreduktase) und bet4 (SDR) konnten in A.
alternata nicht gefunden werden. B: bei PksF handelt es sich um eine teilweise reduzierende PKS mit den essentiellen
Domanen KS, AT und ACP, sowie den zusatzlichen reduzierenden Domanen KR und DH. Zuséatzlich befindet sich eine SDR-
Domédne am C-terminus. C: Strukturformeln von Betaenon A-C, die von dem Gencluster in P. betae synthetisiert werden.
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Bei der Untersuchung dieses Clusters durch Ugai et al. wurde festgestellt, dass die
Enoylreduktase die fehlende ER-Domane der PKS bei der Produktion von Betaenon
kompensiert. Die Suche im Genom von A. alternata nach diesen beiden Tailoring-Enzymen
blieb jedoch erfolglos. Entweder sind sie durch ein Deletionsereignis verloren gegangen oder
noch nicht annotiert. In unmittelbarer Umgebung von pksF konnte kein entsprechendes Gen
gefunden werden. Zunachst wurde eine heterologe Expression von pksF in A. oryzae
durchgefliihrt. Hierzu wurde der gesamte ORF aus genomischer DNA von A. alternata
amplifiziert. Aufgrund der GréBe von 9288 bp wurden zwei Fragmente amplifiziert, die sich
um 20 bp Uberlappen. Die verwendeten Primer fligten die fiir die Klonierung erforderlichen
20 bp an, die mit der jeweiligen Vektorsequenz Ubereinstimmen. Die Klonierung erfolgte
mittels Gibson assembly in den linearisierten Vektor pTYGSade2.0. Das Konstrukt (pAK2)
wurde in A. oryzae NSAR1 transformiert. Die Transformanten (Stamm SAK3) wurden fir
sieben Tage bei 28°C auf MPY-Agar inkubiert. Die Ethylacetatextrakte wurden zunachst mittels
Dinnschichtchromatographie untersucht. Einige Extrakte zeigten eine griinliche Farbung
(Abb. 42 A). Die Extrakte erzeugten eine Bande, die bei Bestrahlung mit UV-Licht der
Wellenlange 360 nm schwach rétlich fluoreszierte. Diese Bande verschwand jedoch nach
kurzer Zeit, was auf ein instabiles Produkt hinweist (Abb. 42 B). Fiir die Untersuchung mittels
HPLC-DAD wurde ein Acetonitrilgradient verwendet (siehe Material und Methoden, Kapitel
5.5.3). Die Analyse zeigte mehrere bei 360 nm schwach absorbierende Peaks, was auf mehrere

Produkte schlieRen ldsst (Abb. 42 C).
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Abbildung 42: Heterologe Expression von pksF in A. oryzae NSAR1. A. oryzae wurde mit dem Konstrukt pAK2 (pksF in
pTYGSade2.0) transformiert. Die Transformanten wuchsen bei 28°C fiir sieben Tage auf MPY-Agar. AnschlieRend wurden
Ethylacetatextrakte hergestellt. Manche Transformanten (SAK3) erzeugten ein grinliches Extrakt im Vergleich zu NSAR1 (A).
Die Duinnschichtchromatographie der Extrakte zeigte bei Bestrahlung mit UV (365 nm) eine rétliche Bande, die relativ weit
unten lief und nach einiger Zeit nicht mehr detektierbar war (B). C: HPLC-DAD Profil der Extrakte von SAK3. Bei dem
angewendeten Gradienten (Mat.&Meth.) kénnen bei 360 nm, im Vergleich zu NSAR1, mehrere Peaks detektiert werden, was
entweder auf mehrere Produkte oder ein Instabiles Molekdl hinweist.

Da schon bei Ugai et al. die alleinige Expression der PKS nicht erfolgreich war, wurde nun
versucht, diese in A. alternata zu exprimieren. Da hier noch nicht alle Gene annotiert sind,
wurde die Moglichkeit angenommen, dass die beiden fehlenden Gene in A. alternata an
anderer Position in Genom vorhanden sind und bisher unentdeckt blieben. Fiir die
Uberexpression wurde wie schon zuvor der Vektor Efimov-gpdA(p) verwendet. Der ORF von
pksF wurde in zwei Fragmenten per PCR amplifiziert und Uber die Primer mit zum Vektor
Ubereinstimmenden Sequenzen versehen. Die Klonierung erfolgte wiederum mittels Gibson
assembly. Das Konstrukt pMW86 wurde in den A. alternata Stamm SMW53 transformiert. Die
erhaltenen Transformanten wurden fiir sieben Tage bei 28°C auf mCDB-Agar inkubiert. Einige
Transformanten (Stamm SMW55) zeigten eine deutliche Gelbfarbung (Abb. 43 A) im Vergleich
zu den beiden Kontrollstammen, was auf die Produktion eines neuen Sekundarmetaboliten
hinwies. Die Extrakte hingegen hatten eine deutliche, griinliche Farbung (Abb. 43 B). Die
Diinnschichtchromatographie dieser Ethylacetatextrakte der zeigte bei Bestrahlung mit UV-
Licht der Wellenlange 365nm eine hellblau fluoreszierende Bande und dariiber noch weitere
in unterschiedlicher Farbung (Abb. 43 C und D). Betaenone zeigen bei Behandlung mit
Anisaldehyd eine blaue Farbe (Ichihara et al. 2014). Hierzu wurden die Diinnschichtplatten mit
Anisaldehyd-Reagenz (M&M) bespriiht und 15 Minuten bei 100°C Inkubiert. An den Stellen

der fluoreszierenden Banden traten blau gefarbte Flecken auf (Abb. 43 D). Zusatzlich wurden
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die Extrakte per HPLC-DAD untersucht. Verwendet wurden dieselben Bedingungen wie schon
bei der Untersuchung der A. oryzae Extrakte. Die Analyse zeigte auch hier die Produktion von
mehreren Metaboliten mit Retentionszeiten von 6,86, 7,23, 8,29, 8,60 und 9,79 min bei einer
Wellenldnge von 360 nm. (Abb. 43 E). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um Betaenon A-

C, sowie deren Vorstufen.
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Abbildung 43: Uberexpression von pksF in A. alternata SMW53. Da die Mdglichkeit bestand, dass die fehlenden,
biosynthetischen Enzyme in A. alternata vorhanden sein konnten, wurde pksF in dem ,leeren” Stamm SMW53 exprimiert.
Hierzu wurde das Konstrukt pMW86 hergestellt und in SMW53 transformiert. Die Transformanten (SMWS55) wuchsen fir
sieben Tage auf mCDB bei 28°C. A: Einige Transformante zeigten eine deutliche Gelbfarbung gegentiber dem Elternstamm
SMWS53, der als Kontrolle diente. B: auch die Ethylacetatextrakte von SMWS55 waren auffdllig gefarbt. C: Die
Diuinnschichtchromatographie der Extrakte zeigte bei Bestrahlung mit UV (365 nm) mehrere neue Banden im Vergleich zu den
SMWS53 Extrakten, die hellblau, blassblau und rétlich-gelb fluoreszierten. D: Der Nachweis von Betaenonen erfolgte durch
Behandlung der Diinnschichtplatten mit Anisaldehyd-Reagenz. Diese wurde auf die Platte gespriiht und anschlieRend wurde
die Platte bei 100°C fir 15 min inkubiert. An den Stellen der fluoreszierenden Banden farbte sich das Kieselgel der Platte
blaugrau bis violett (rote Pfeile). Diese Flecken traten in der Kontrolle nicht auf, was auf die Produktion eines neuen
Metaboliten hinweist. E: HPLC-DAD Profil der Extrakte aus SMWS55. Im Vergleich zu SMW53 kénnen in den Extrakten von
SMWS55 bei dem angewendeten Acetonitrilgradienten (Mat.&Meth.) mehrere Metabolite bei 360 nm mit Retentionszeiten
von 6,86, 7,23, 8,29, 8,60 und 9,79 min detektiert werden, was auf die Produktion mehrerer Metabolite hinweist.
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4. Diskussion

4.1 Die meisten PKS liegen in kryptischen Genclustern
In A. alternata wurden zehn potentielle PKS-Gencluster identifiziert. Jedoch ist die
Identifizierung dazugehoriger Sekundarmetabolite weiterhin nicht abgeschlossen (Abb. 44).
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Abbildung 44: Aktueller Wissensstand zu Zusammensetzung, Gr6Be und zugehorige Metaboliten der zehn PKS-Gencluster
in A. alternata. Bisher konnte pksA die Melaninproduktion zugeordnet werden. In dieser Arbeit konnte zuséatzlich die ATX-
und Horteinproduktion mit pksA verknlpft werden. PksC ist fiir die Synthese von Alternapyron verantwortlich, wobei der
finale Metabolit noch nicht identifiziert wurde (VoR et al., unveroffentlicht). Das pksF-Cluster ist fir die Synthese von
Betaenon verantwortlich, das pks/-Cluster flir AOH und dessen Derivate und das pksJ-Cluster fiir Aslaniol und Aslanipyron.
Die Identifizierung der Metabolite der restlichen Cluster steht aktuell noch aus. Bezeichnungen: MFS: Major Facility
Transporter, SDR: Short Chain Dehydrogenase/Reduktase, Adh: Alkoholdehydrogenase, Cyt: Cytochrom p450, FAD: FAD
abhangige Oxidoreduktase, TF: Transkriptionsfaktor, GMC-Ox.:Glucose-Methanol-Cholin Oxidoreduktase, C-CoA red:
Crotonyl-CoA Reduktase, Ser/Thr kin: Serin/Threonin-Kinase, HP: Hypothetisches Protein. PksB ist ein PKS-NRPS Hybrid.
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Der Vergleich der Expression unter den zehn verschiedenen Polyketidsynthasen zeigte, dass
hauptsachlich pksA und pks/ unter Laborbedingungen eine starke Expression aufweisen.
Lediglich fiir pksD konnte eine geringe Aktivitat festgestellt werden. Als Vergleich wurde das
flir Histon-2B codierende Gen verwendet, dessen Expression (iber die gesamte Inkubationszeit
stabil bleibt. Bei der Betrachtung von Sekundarmetabolitextrakten von A. alternata kann
beobachtet werden, dass trotz der geringen Aktivitat der verschiedenen Gencluster unter den
Inkubationsbedingungen viele verschiedene Sekundarmetabolite gebildet werden. Dabei
handelt es sich in erster Linie um AOH und dessen Derivate AME, 4-OH-AME, ALN und ALT
sowie die  verschiedenen  Altertoxine (blaue bzw.  gelbe Banden auf
Diinnschichtchromatographie). Die Inaktivierung der dazugehorigen Synthesegene zeigte,
dass in diesem Fall sehr viel weniger Sekunddarmetabolite nachgewiesen werden kénnen
(siehe Kapitel 3.5). Als kryptisch werden Gencluster bezeichnet, deren Expression oder deren
Produkte sich unter den jeweiligen Detektionsgrenzen befinden und somit nicht nachweisbar
sind (Hertweck 2009). Diese Charakteristika treffen somit auf die verbleibenden Gencluster

ZU.

Die Regulation von Sekundarmetabolit-Genclustern ist manchmal sehr komplex und teilweise
von vielen verschiedenen Faktoren abhadngig. Unter Laborbedingungen werden verschiedene
Sekundarmetabolite meistens nicht produziert, da diese oftmals als Antwort auf bestimmte
Umweltreize gebildet werden. Im inaktiven Zustand ist die Chromatinstruktur innerhalb der
Gencluster durch Histonmodifikationen sehr verdichtet. Verschiedene Umweltreize aktivieren
in der Regel eine Signalkaskade (iber globale und/oder spezifische Regulatoren, die wiederum
die Aktivierung des Genclusters (iber die Offnung der Chromatinstruktur bewirken (Yin and
Keller 2011). Vor allem wenn die Gencluster keinen eigenen Transkriptionsfaktor enthalten,
der zu diesem Zweck manipuliert werden kann, ist es nicht immer moglich, eine Bedingung zu
finden, unter denen die Gencluster aktiv sind und diese somit "aufzuwecken". Eine gangige
Methode um diese Bedingungen kiinstlich herbeizufiihren, ist den Organismus verschiedenen
Stress- oder Mangelbedingungen auszusetzen. Dadurch werden meist globale Regulatoren
aktiviert, die Stoffwechsel- und Entwicklungsprozesse regulieren. Hierzu gehoren
beispielsweise PacC (pH), AdeA (Stickstoff) und CreA (Kohlenstoff). Allgemein wird hier von
der sogenannten OSMAC-Methode gesprochen (one strain many compounds) (Bode et al.
2002, Craney et al. 2013). Schon in Aspergillus spp. konnte durch die Anderung des pH-Wertes

die Produktion von Aflatoxin und Sterigmatocystin angeregt werden (Keller et al. 1997a) und
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in Fusarium proliferatum konnte die gleiche Methode die Produktion von Fumosinin B1
mehrfach steigern (Keller et al. 1997b). Durch Phosphatmangel konnte die Produktion von
verschiedenen Antibiotika in Streptomyceten angeregt werden (Martin 2004). Die
Verfiigbarkeit und Beschaffenheit von Stickstoffquellen hat ebenfalls einen enormen Einfluss
auf die Produktion von Sekunddrmetaboliten in verschiedenen Pilzen, beispielsweise der
Gattung Aspergillus, Fusarium und Penicillium (Tudzynski 2014). In A. nidulans fihrte unter
anderem die Stickstofflimitierung zur Entdeckung zweier neuer Polyketide Sanghaspirodin A
und B (Scherlach et al. 2011). Unter Laborbedingungen herrschen fir den Organismus
glinstige Bedingungen, da in den meisten Medien Glucose als Kohlenstoffquelle verfligbar ist.
Dies fuhrt jedoch ebenfalls zu einer Unterdriickung verschiedener Synthesewege liber den

Regulator CreA (Katabolitrepression) (Knox and Keller 2015).

Diese Methode wurde ebenfalls an A. alternata durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass vor
allem der Mangel verschiedener, essentieller Ndhrstoffe zu einer verdnderten Expression
mancher PKS-Gene fihrte. Bei pksC konnte eine Steigerung der Expression bei Glucosemangel
festgestellt werden. Die Expression von pks/ konnte durch Stickstoffmangel gesteigert werden
und bei Phosphatmangel wurden pksD und pksJ starker exprimiert. Da deren Expressionslevel
dennoch relativ niedrig blieb, konnten (iber diese Methode keine neuen Metabolite detektiert

werden, was weiterhin bedeutet, dass diese Cluster als kryptisch bezeichnet werden kénnen.

4.2 CRISPR/Cas9 ist ein effizientes System zur Geninaktivierung in A.
alternata

Die Etablierung von CRISPR/Cas9-basierter Geninaktivierung in filamentdsen Pilzen schreitet
immer weiter voran. Der Einsatz verschiedener Systeme konnte in verschiedenen
filamentosen Pilzen bereits erfolgreich durchgefiihrt werden, wie zum Beispiel in A. fumigatus
(Fuller et al. 2015), aber auch fiir weniger zugangliche Pilze wie den Zuckerrohr Brandpilz
Sporisorium scitamineum (Lu et al. 2017). Vor allem fiir die Untersuchung von Organismen,
fur die kaum molekularbiologische Methoden existieren, ist die Entwicklung solcher
Methoden wichtig, um die Funktion verschiedener Gene untersuchen zu kdnnen. Traditionell
wird hierbei auf die homologe Integration eines linearen Markers zurlickgegriffen, der den zu
deletierenden Lokus ersetzt. Diese Methode wurde auch schon in A. alternata angewandt und

flhrte in manchen Fallen zum Erfolg. GroStenteils entstanden jedoch Heterokaryen und es
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konnte meistens noch eine Wildtypkopie des Gens nachgewiesen werden. RNAi-Systeme sind
zwar unabhéangig von der homologen Integration, jedoch kann mit ihnen keine komplette
Inaktivierung erfolgen, weshalb eine Deletion des jeweiligen Gens vorzuziehen ist (Henry et
al. 2007). Da in den meisten Pilzen die DNA-Reparatur (iber NHEJ der homologen
Rekombination vorgezogen wird, ist die Anwendung von CRISPR/Cas9 von Vorteil, da diese
Reparaturmethode relativ fehlerbehaftet ist und es somit hdufig zu Deletionen/Insertionen
kommen kann, die eine Stérung des jeweiligen ORFs mit sich bringen (Krappmann et al. 2006,

Zhang et al. 2016).

Als Beweis der Funktionalitdt eines solchen Systems wurde das fiir Aspergillus entwickelte
CRISPR/Cas9-System von Nodvig et al. (2015) in A. alternata angewendet. Als erste Ziele
dienten die Melaninsynthesegene pksA und brm2. Bei diesen ist der Mutantenphanotyp
bereits beschrieben und das Auffinden dieser ist durch einfache, optische Selektion moglich
(Kimura and Tsuge 1993, Fetzner et al. 2014). Die ersten Versuche zeigten eine erfolgreiche
Expression sowohl von Cas9 als auch der jeweiligen sgRNA. Die Zielgene zeigten allesamt
Deletionen an den erwarteten Positionen. Wie schon von Nodvig et al. (2015) fiir Aspergillus
beschrieben wurde, sind die verursachten Mutationen zufalliger Natur, was eine
Untersuchung der Mutanten auf die genaue Mutation nétig macht. Die Deletionen konnten
teilweise so grof8 sein, dass benachbarte Gene betroffen waren und somit die Gefahr bestand,
abweichende Phanotypen zu erhalten. Hierbei muss jedoch lediglich darauf geachtet werden,
dass sich die Mutation innerhalb des ORFs befindet und dementsprechend ein geeignetes
Screening durchgefiihrt werden. Durch die Verwendung von zwei Protospacersequenzen
innerhalb des Ziel-ORFs konnte die jeweilige Deletion gezielter gestaltet werden, da das
dazwischenliegende Fragment ,herausgeschnitten” wurde. Auch hier kam es zwar teilweise
zu grofleren Deletionen, jedoch konnten durch gezielte Suche mittels analytischer PCR
diejenigen Mutanten ausgemacht werden, die die gewliinschte Deletion beinhalteten. Zudem
kann die Etablierung des ersten Auxotrophiemarkers in A. alternata bestatigt werden. Die
Verwendung von solchen Markern vereinfacht die Arbeit und die genetische Manipulation von
Mikroorganismen und ist in den meisten Laborstammen etabliert. Zu den am haufigsten
eingesetzten Auxotrophiemarkern gehort die Uracilauxotrophie, die durch Inaktivierung der
5‘-Orothidin-Decarboxylase erreicht wird. Hierzu gehéren URA3 in S. cerevisiea, pyrG in A.
nidulans und A. fumigatus, sowie pyr-4 in N. crassa. Das dazu homologe Gen konnte in A.

alternata erfolgreich deletiert werden und wird ebenfalls mit pyrG bezeichnet. Die Mutanten
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waren nicht mehr in der Lage auf Medium zu wachsen, dem kein Uracil beigemengt wurde.
Mit Uracil im Medium konnten die Mutanten wieder wie der Wildtyp wachsen. Zusatzlich
waren sie weniger empfindlich gegeniber 5-Fluororotsaure, die bei funktionellem PyrG zum
toxischen 5-Fluoruracil umgesetzt wird. Die Mutanten waren zwar immer noch im Wachstum
gehemmt, zeigten im Gegensatz zum Wildtypstamm jedoch deutliche Sporulation. Die
Hemmung kann auf DMSO im Medium zurickzufihren sein, welches als Losungsmittel fiir 5-
FOA diente und mit einer Konzentration von 10 pl/ml Medium relativ hoch ist.
Wachstumshemmung konnte in der Vergangenheit schon bei einem Finftel dieser
Konzentration beobachtet werden (Bachelorarbeit Maximilian Wenderoth, 2012). Die
Auxotrophie konnte durch Transformation mit pyrG-Versionen aus A. fumigatus und N. crassa
erfolgreich rekomplementiert werden. Die Etablierung eines darauf aufbauenden
Vektorsystems zur Expression von GFP getaggten Proteinen konnte ebenfalls in die Wege
geleitet werden. Die erfolgreiche Expression von GFP mit einer C-terminalen
Kernlokalisationssequenz konnte fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Die
Untersuchung der Lokalisation von Proteinen in der Zelle basiert in der Regel auf solchen
Untersuchungen (Chalfie et al. 1994, Misteli and Spector 1997, Suelmann et al. 1997). Bisher
war jedoch kein solches System fiir A. alternata etabliert. Mit dem hier beschriebenen System
sind solche Untersuchungen in Zukunft moglich. Einen zusatzlichen Vorteil bietet das
verwendete System auch dadurch, dass der Vektor mit darauf liegendem Selektionsmarker
nicht in das Genom integriert und somit leichter recycelt werden kann, was weitere

Transformationen ermdglicht.

4.3 Pksl ist fiir die Synthese von Alternariol verantwortlich

AOH ist ein charakteristisches Mykotoxin, dass von verschiedenen Arten der Gattung
Alternaria gebildet wird und auch dariber hinaus aus anderen Pilzen bekannt ist. Obwohl
Einigkeit darlber herrschte, dass AOH liber den Polyketidweg synthetisiert wird, konnte die
dazugehorige PKS in A. alternata bisher nicht identifiziert werden. Die Herunterregulation
verschiedener PKS-Gene fiihrte in der Vergangenheit dazu, dass diese Rolle der Pks)
zugeschrieben wurden (Saha et al. 2012). Dies konnte jedoch in dieser Arbeit widerlegt
werden. Da AOH unter Laborbedingungen in signifikanten Mengen produziert wird, liegt es

nahe, dass dieser Stoff von einer der aktiven PKS synthetisiert wird. Zu den am starksten
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exprimierten PKS gehoren pksA und pksl. Da pksA in die Melaninproduktion involviert ist und
die Struktur des von dieser PKS produzierten Metaboliten THN nicht mit der von AOH
verwandt ist, stellt pks/ einen geeigneten Kandidaten dar. Tatsachlich konnte in P. nodorum
die fiir AOH-Produktion verantwortliche PKS identifiziert werden (Chooi et al. 2015). Diese hat
mit 87 % der Aminosiduresequenz die héchste Ubereinstimmung mit Pksl. Durch den
CRISPR/Cas9-induzierten knock-out in A. alternata und die heterologe Expression von pksl in
A. oryzae konnte bestatigt werden, dass Pksl in A. alternata fur die Biosynthese von AOH
verantwortlich ist. Durch die alleinige Expression von pks! in A. nidulans und A. oryzae konnte
die Produktion von AOH nachgewiesen werden. In A. oryzae wurde lediglich AOH produziert,
was beweist, dass Pksl dazu allein in der Lage ist und es dazu keine weiteren Modifikationen
bendtigt. Dies zeigt ebenfalls, dass es sich bei AOH um einen Precursor handeln kdnnte, dessen

Bioaktivitat durch weitere Modifikationen verstarkt oder verandert werden kann.

4.3.1 Die restlichen Gene im pks/-Cluster iibernehmen die Synthese der AOH-
Derivate

Die Rolle der restlichen Gene, die sich in dem Cluster von pks/ befinden, wurde bisher jedoch
nicht aufgeklart. Das pks/-Gencluster besteht insgesamt aus sechs Genen. Neben pks/ befinden
sich noch vier weitere, biosynthetische Gene und ein Transkriptionsfaktor in diesem Cluster.
Die vier biosynthetischen Gene codieren allesamt fir Enzyme, die typischerweise and er
Modifikation von Sekundarmetaboliten beteiligt sind. Somit kann allen vieren die Funktion als
Tailoring-Enzym des pksl-Genclusters zugeschrieben werden. Bei den Enzymen handelt es sich
um eine O-Methyltransferase (Omtl), eine Monooxygenase (Moxl), eine SDR (Sdrl) und eine
Extradiol-Dioxygenase (Doxl). Die Beteiligung an der Modifikation von AOH und der
Biosynthese dessen Derivaten konnte sowohl die Inaktivierung dieser in A. alternata als auch
durch die heterologe Expression in verschiedenen Kombinationen in A. nidulans und A. oryzae
gezeigt werden. Zundchst wurde omtl/ zusammen mit pks/ heterolog in A. nidulans und A.
oryzae exprimiert. Da mit AME ein Methyletherderivat von AOH bekannt ist, kam omt/ fir
diese Funktion in Frage. O-Methyltransferasen tibertragen Methylgruppen auf Hydroxylreste
verschiedener Molekiile wobei es zur Bildung eines Methylethers kommt (Liscombe et al.
2012). Tatsachlich fiihrte die Expression von omtl in A. nidulans als auch in A. oryzae zur
Bildung von AME. Somit konnte die Funktion fir dieses Tailoring-Enzym aufgeklart werden.
Die zusatzliche Expression der putativen Monooxygenase Moxl in A. oryzae flihrte gleich zur

Bildung von zwei neuen Metaboliten 4-OH-AME und ALN. Die Funktion von Monooxygenasen
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ist in der Regel die Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf organische Molekiile, wobei es zur
Bildung einer Hydroxylgruppe kommt (Harayama et al. 1992). Mit 4-OH-AME ist eine zusatzlich
hydroxylierte Form von AME bekannt und die Funktion von Moxl kann somit dafiir bestatigt
werden. Die zusatzliche Produktion von ALN ist jedoch durch die vorhergesagte, enzymatische
Aktivitat von MoxI vorerst nicht zu erklaren gewesen. In A. alternata konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die Inaktivierung dieses Gens zu dem Verlust der beiden Derivate fihrt.
Gleichzeitig war die Produktion von AOH und AME scheinbar erhéht. Dies kénnte durch die
Akkumulation der beiden Metabolite erklart werden, die nicht mehr weiterverarbeitet
werden kénnen. Dass die Méglichkeit bestand, dass in A. oryzae die Produktion von ALN aus
4-OH-AME Uber die Aktivitat eines dort vorhandenen Enzyms katalysiert wird, konnte durch
weitere Expressions- und Deletionsversuche bestatigt werden. Die zusatzliche Expression von
Sdrl fihrte in keinem Fall zu der Bildung eines neuen Produktes. Die Inaktivierung in A.
alternata jedoch fiihrte dazu, dass hier kein ALN mehr gebildet wurde, was eine Beteiligung
an dieser Reaktion wahrscheinlich macht. Die Familie der SDR-Proteine ist sehr divers und
katalysiert eine Reihe an verschiedenen Reaktionen (Kallberg et al. 2002). Die Beobachtung,
dass in allen Deletionsmutanten ein weiterer Metabolit, ALT, fehlte, fihrte zu dem Schluss,
dass dieser ebenfalls tiber diesen Weg hergestellt wird. Die Struktur von ALT ist dem von AOH
und dessen Derivaten sehr dhnlich, was auf einen gemeinsamen Ursprung hindeutet. Die
zusatzliche Expression von dox/ in A. oryzae fuhrte jedoch nicht zur Bildung von ALT. Die
Abnahme der Intensitat der Banden von ALN und 4-OH-AME, nicht jedoch von AOH und AME
flhrte zu der Annahme, dass Doxl an der Weiterverarbeitung dieser Molekile beteiligt sein
konnte. Tatsachlich passen beide Molekile in das Substratprofil von Extradiol-Dioxygenasen.
Diese Spalten aromatische Ringe auBerhalb von zwei Hydroxylgruppen, die sich in Ortho-
Position zueinander befinden. Sowohl 4-OH-AME als auch ALN besitzen eine solche
Konstellation an funktionellen Gruppen. Die Abnahme der beiden Produkte in den Extrakten
von A. oryzae weisen auf eine Weiterverarbeitung hin. Die Inaktivierung von dox/ in A.
alternata zeigte, dass, bis auf ALT, alle bisher identifizierten Produkte gebildet wurden. Das
Fehlen von ALT spricht dafiir, dass dieses entweder aus 4-OH-AME oder ALT gebildet wird,
wobei Doxl wahrscheinlich den Anfang dieses Syntheseweges bildet. Bei der Ringoffnung
werden zwei Sauerstoffatome (ibertragen (Dioxygenase). Die dabei entstehenden Produkte
sind oftmals instabil und reagieren mit anderen Stoffen, degradieren oder es kommt zu einer

Neuordnung innerhalb des Molekiils. Dies spricht ebenso fiir eine Umsetzung dieser Stoffe
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durch Doxl. Eine solche Reaktion kann bei der Umsetzung von L-DOPA zu Betalaminsadure
beobachtet werden (Christinet et al. 2004). Dafiir, dass es wahrend der Weiterverarbeitung
zu einer Neuordnung im Molekil kommt, spricht, dass sich in ALT die zwei Hydroxylgruppen
nicht an derselben Stelle befinden (2 und 3), wie bei den restlichen Derivaten (3 und 4). Zudem
befindet sich die normalerweise an Position 1 befindliche Methylgruppe in ALT an Position 4a.
Auch der Verlust zweier C=C-Doppelbindungen kénnte hierdurch erklart werden, jedoch
mussten hierzu weitere Enzyme in die Reaktion mit eingebunden werden. Da im heterologen
System keine Produktion von ALT beobachtet werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass noch
weitere Enzyme an der Reaktion beteiligt sind. Bei der Suche in der ndheren Umgebung von
pksl konnten jedoch keine weiteren, potentiellen Enzyme gefunden werden. Daher ist es
wahrscheinlich, dass diese sich an anderer Position im Genom befinden. Alternativ zu diesem
Syntheseweg existieren noch weitere Theorien Gber die Synthese von ALN und ALT, die bisher
jedoch noch nicht reproduziert werden konnten. Zum einen besteht die Moglichkeit nach Sun
et al. (2012), dass die Bildung eines Altenusin-Vorgangers parallel zur AOH-Synthese ablauft.
Unter Beteiligung einer Reduktase konnte dieses Produkt entstehen, welches durch
Methylierung durch Omtl und Hydroxylierung durch MoxI zu ALN weiterverarbeitet wird (Abb.
45). Die postulierten Zwischenprodukte konnten wahrend dieser Arbeit jedoch nicht
beobachtet werden. Die Weiterverarbeitung von ALN zu ALT konnte ebenfalls Gber eine
Dehydratase erfolgen. Durch diese wiirde das Zwischenprodukt Dehydroaltenusin entstehen

(Abb. 45), welches ebenfalls aus A. alternata isoliert werden kann (Mizushina et al. 2011).

Dass das Gencluster in den meisten Alternaria-Arten gefunden werden kann und dort hoch
konserviert zu sein scheint, ist ebenfalls logisch. Bei AOH handelt es sich um ein fiir Alternaria
typisches Mykotoxin, dass aus den meisten Arten isoliert werden kann. Die meisten Arten
dieser Gattung sind weltweit verbreitet und besiedeln eine Vielfalt an organischen Substraten
und Pflanzen, sind opportunistische oder auch spezialisierte Pathogene und kontaminieren
haufig Lebensmittel. In einigen Arten ist der ORF der Monooxygenase deletiert, was vermuten

lasst, dass diese nicht mehr in der Lage sind, 4-OH-AME, ALN und ALT zu produzieren.

Die Aufklarung der Synthesewege fiir die Derivate von AOH ist ebenfalls von besonderem
Interesse. Fiir AME konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass es den Kerntransport

der HIV-1-Integrase hemmt und somit als Basis fur HIV-Therapeutika dienen kénnte (Ding et
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al. 2017). Zuséatzlich wurde fiir ALN eine verstdarkende Wirkung fir Azol-Antimykotika

nachgewiesen werden (Phaopongthai et al. 2013).

o o [¢)
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HyC s HO S/CoA
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40H-AME
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Dehydro-ALT

Abbildung 45: Potentielle, alternative Synthesewege der AOH-Derivate. Der urspriinglich postulierte Syntheseweg, der die
Verarbeitung von AOH zu AME, 4-OH-AME, ALN und schlieBlich ALT erklart, kommt bei dem Schritt von ALN zu ALT nicht ohne
die Beteiligung unentdeckter Enzyme aus. Daher bestehen weiterhin mehrere Mdoglichkeiten zur Synthese. Die
Weiterverarbeitung von ALN kénnte gegebenenfalls auch ohne die Beteiligung von Doxl stattfinden. Hierbei wiirde eine
potentielle Dehydratase das Zwischenprodukt Dehydroaltenusin (Dehydro-ALT) bilden, welches anschlieRend durch eine
Reduktion zu ALT wird. Da Dehydro-ALT ebenfalls aus A. alternata isoliert werden kann, stellt dies einen alternativen
Syntheseweg dar. ALN selbst kénnte ebenfalls (iber einen alternativen, zu AOH parallelen Syntheseweg ablaufen. Hierbei
kommt es zu Beginn zu einer Reduktion, die das in Klammern stehende Zwischenprodukt bildet. Diese wird durch sukzessive

Methylierung und Hydroxylierung zu ALN weiterverarbeitet. Die hypothetischen Zwischenprodukte konnten jedoch nicht
beobachtet werden.

93



4.3.2 AOH ist ein Virulenzfaktor

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es sich bei AOH um einen Virulenzfaktor handelt,
der die Besiedelung verschiedener Pflanzenteile positiv beeinflusst. Bisher lag der Fokus bei
der Untersuchung von AOH und dessen Derivaten im Allgemeinen auf deren Wirkung auf
Sdugerzellen. Da A. alternata nicht nur als Pathogen Pflanzen befdllt, sondern auch
saprophytisch auf vielen, bereits geernteten Friichten und anderen Agrarerzeugnissen
wachst, sind diese mit diesen Mykotoxinen kontaminiert. Dabei ist A. alternata auch in
gekihlten Lebensmitteln in der Lage zu wachsen und dabei Mykotoxine zu produzieren
(Solfrizzo et al. 2004). Die Metabolite selbst sind auch sehr resistent gegeniiber der
Weiterverarbeitung von Lebensmitteln. Insbesondere die Thermostabilitdat von AME sticht in
Studien dazu hervor (Siegel et al. 2010, Estiarte et al. 2018). Viele Untersuchungen stiitzen die
These, dass AOH bei langerer Exposition durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel zu
Krebs fihren kann. So steht AOH im Verdacht Speiseréhrenkrebs auszuldsen (Liu et al. 1992).
Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass AOH als Inhibitor der Topoisomerase lla und IIf
wirkt. Dies fihrte zur Induktion von DNA-Strangbriichen (Fehr et al. 2009). Des Weiteren
konnte durch Tiessen et al. (2017) gezeigt werden, dass durch die metabolisierten Formen von
AOH (4-Hydroxy-AOH) in menschlichen Speiserohrenzellen die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies ausgelost wird. Die Metabolisierung von AOH und AME findet in der Regel
Uber Cytochrom P450 statt, was durch die Aktivierung des zustandigen Regulators in murinen
Leberzellkrebslinien gezeigt werden konnte (Schreck et al. 2012). In Caco-2 Zellen konnten
Fernandez-Blanco et al. (2016) und Bensassi et al. (2011) & (2012) den zytotoxischen Effekt
von AOH beziehungsweise AME Uber die Induktion der Apoptose (iber den mitochondrialen
Weg beschreiben. Der phytotoxische Effekt von AME konnte hingegen durch Demuner et al.
(2013) gezeigt werden und ist der erste Hinweis auf eine Rolle bei der Pathogenitat. Dieses
inhibiert die Elektronentransportkette der Photosynthese in Protoplasten. Fir den
Phytotoxischen Effekt von AOH gab es bisher keine Belege. Einen ersten Hinweis auf die
Beteiligung von AOH an der Pathogenitat konnte von Graf et al. (2012) gefunden werden. Hier
zeigte sich, dass ein A. alternata-Stamm, in dem der Regulator Hogl defekt war, weniger AOH
produzierte und auch weniger virulent war. Zwar konnte dies auf den Defekt des globalen
Regulators zurlckzufiihren sein, jedoch konnte die Virulenz durch Zugabe von AOH
wiederhergestellt werden. Dies wurde als Beweis angesehen, dass AOH die Besiedelung von

Pflanzen unterstltzt. Um diese Theorie zu Uberprifen, wurde die Virulenz der pksl-
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Deletionsstimme SMW21 und SMW35 mit der des Wildtyps verglichen. Tatsachlich zeigte
sich, dass bei der Besiedelung von Tomaten die verursachten Lasionen der Deletionsstamme
deutlich kleiner waren, als die vom Wildtyp. Dass dies nicht nur auf Tomaten zutrifft, konnte

zusitzlich durch Infektionsstudien von Apfeln und Zitronen durch SMW21 und ATCC 66981
gezeigt werden. Auch hier war eine verringerte LasionsgroRe zu beobachten. Es war ebenfalls

moglich, durch Zugabe von AOH die LasionsgrofRe wieder auf Wildtypniveau anzuheben. Durch
die alleinige Behandlung der Tomaten mit AOH ohne A. alternata zeigte ebenfalls, dass hier
eine verstarkte Austrocknung durch abgestorbene Zellen zu beobachten war. Dies ist
wahrscheinlich ebenfalls auf den Zytotoxischen Effekt von AOH zurlickzufiihren. Da hier keine
weiteren Derivate von AOH anwesend waren, wie es z.B. bei der Zugabe zum wachsenden
Myzel der Fall sein kdnnte, kann der Effekt tatsachlich auf AOH allein zurilickgefiihrt werden.
Der genaue Mechanismus bleibt weiterhin unklar. Da es sich hierbei jedoch um akut toxische
Effekte handelt kéonnen die meisten, fir Saugerzellen beschriebenen Langzeiteffekte
ausgeschlossen werden. Einzig die vermehrte Fahigkeit der Erzeugung reaktiver
Sauerstoffspezies der metabolisierten AOH-Form konnte einen Hinweis darauf geben. Dies
deutet darauf hin, dass es bei der Besiedelung von Pflanzen und Friichten zu einem komplexen
Zusammenspiel der verschiedenen AOH Derivate kommt. AOH und AME scheinen hierbei
allein durch seine zytotoxische Wirkung die Besiedelung durch Abtoten der Zellen zu
unterstitzen. AME ist dabei ein weiterer, unterstiitzender Faktor durch die Hemmung der
Photosynthese und scheint somit auch bei der Infektion von Pflanzen eine wichtige Rolle zu
spielen und nicht nur bei der Besiedelung von Friichten. Dass besonders pks/ und omt/ in der
frihen Phase stark exprimiert werden, deutet ebenfalls darauf hin, dass AOH und AME eine
wichtige Rolle spielen. Die Produktion von ALN konnte zwar nicht beobachtet werden und ist
durch die geringere Expression von mox/ und sdrl zu erklaren, jedoch ist anzunehmen, dass
ALN wahrscheinlich in spateren Phasen ebenfalls produziert wird. Fiir ALN konnte gezeigt
werden, dass es eine Antimykotische Wirkung besitzt und somit wahrscheinlich dafiir
verantwortlich ist konkurrierende Organismen wahrend der Besiedelung in Schach zu halten
(Johann et al. 2012, Phaopongthai et al. 2013). Da AOH und dessen Derivate permanent
produziert werden und ihre Wirkung sich auf allgemeine Zellfunktionen beschrankt, kann AOH
als allgemeiner Virulenzfaktor betrachtet werden und grenzt sich somit zu wirtsspezifischen
Toxinen ab. Diese werden in der Regel nur bei Besiedelung der jeweiligen Pflanze produziert.
AOH kann hierbei jedoch unterstiitzend wirken.
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4.4 Das pksJ-Gencluster ist fur die Synthese von Aslanipyron
verantwortlich

Bei PksJ aus A. alternata handelt es sich wahrscheinlich um eine Polyketidsynthase, die in allen
Alternaria-Stammen einen konservierten Sekundarmetaboliten produziert. In den meisten,
bisher sequenzierten Alternaria-Arten konnte das entsprechende Gen mit hoher
Ubereinstimmung gefunden werden. Die Ausnahme bilden hierbei A. brassicicola und A. porri.
In A. brassicicola konnte bereits die PKS fiir die AOH-Biosynthese nicht gefunden werden.
Wahrend fiir das pksl-Gencluster noch die flankierenden Bereiche vorhanden waren, was fiir
eine Deletion des Genclusters spricht, konnten diese fiir das pksJ-Cluster nicht ausgemacht
werden. In dem Cluster befinden sich, neben der PKS, noch weitere Gene, die typischerweise
eine Rolle bei der Biosynthese von Sekunddarmetaboliten spielen. In der Nahe von pks)
konnten noch eine SDR und eine Methyltransferase gefunden werden. SDRs sind
typischerweise in Sekunddarmetabolitgenclustern vorhandene Tailoring-Enzyme, die eine
Vielzahl von Redoxreaktionen katalysieren. Auch Methyltransferasen sind haufig in
Sekundarmetabolitgenclustern vorhanden und katalysieren hierbei die Methylierung der von
PKS synthetisierten Stoffe. Bei MetJ handelt es sich um eine S-Adenosyl-Methyltransferase.
Diese kommen haufig auch als Domane in Polyketidsynthasen selbst vor, was dafirspricht,
dass es sich hierbei um ein Tailoring-Enzym des Genclusters handeln konnte. Die weiteren, in
diesem Cluster vorhandenen Gene fiir biosynthetische Enzyme, sind jedoch wahrscheinlich
nicht an der weiteren Verarbeitung des von PksJ produzierten Metaboliten verantwortlich. Es
handelt sich um eine Phosphoserin-Phosphatase und eine UDP-Glycosyltransferase/Glykogen-
Phosphorylase. Haufig sind nicht alle Gene in der Nahe von PKS auch an der Biosynthese von
Sekundarmetaboliten beteilig. In dem Cluster befindet sich zusatzlich noch ein Zink-Cluster-
Transkriptionsfaktor Regl. Diese sind typische Regulatoren von PKS Genclustern (MacPherson
et al. 2006). Die Uberexpression von regJ fiihrte jedoch nicht, wie schon zuvor beim pksl/-
Gencluster, zur Expressionssteigerung von pksJ. Die Uberexpression von clusterspezifischen
Transkriptionsfaktoren ist eine vielversprechende Methode, um eine Aktivierung des
Genclusters zu erreichen, jedoch ist dies nicht immer erfolgreich, da die aktivierende Wirkung
noch von weiteren Faktoren abhangt, die unter Laborbedingungen nicht nachgestellt werden

konnen (Knox and Keller 2015).

Der Metabolit, der von PksJ synthetisiert wird, kann mittlerweile auf Aslanipyron und Aslaniol

eingegrenzt werden. Ein in A. solani vorhandenes, homologes Gencluster (hier pksF)
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produziert diese Metaboliten wie schon von Kasahara et al. (2006) gezeigt werden konnte. Die
hohe Ubereinstimmung sowohl der Sequenz der Gene und Proteine, als auch deren exakt
gleiche Anordnung innerhalb des Genclusters ldsst diesen Schluss zu. Uber die Homologie der
Gencluster aus anderen Arten auf den jeweiligen Metaboliten zu schlieBen ist oftmals
erfolgreich. Die ldentifikation der Funktion von Genclustern kann, nicht nur im Fall von
Sekundarmetaboliten, auch tUber Faktoren wie Syntanie und Homologie erfolgen (Sarkar et al.

2011).

Die heterologe Expression von pksJ in A. oryzae lieferte hierzu jedoch widersprichliche
Ergebnisse. Es konnte zwar die Produktion von neuen Metaboliten beobachtet werden,
jedoch hatten diese andere Eigenschaften als die von Aslanipyron und Aslaniol
angenommenen. Die UV-Spektren stimmten mit einem Absorptionsmaximum von 194 nm
und einer Detektion bei 254 nm nicht mit den vorhergesagten 400 nm liberein. Auch blieb die
erwartete Gelbfarbung des Myzels von A. oryzae bei der Expression aus. Die molekularen
Massen der Isolierten Metabolite waren mit 445.33102, 451.31805 und 565.35184 zu hoch
fir Aslanipyron (Summenformel = C2H2404, erwartete Masse bei angewendeter Methode:
[M+H] = 353.174736) und Aslaniol (Summenformel = Cy3H60,, erwartete Masse bei
angewendeter Methode: [M+H] = 335.200557). Dass es sich bei dem von PksJ produzierten
Metaboliten um einen ganzlich anderen handelt ist jedoch relativ unwahrscheinlich. Bei hoher
Ubereinstimmung der Gencluster und der darin enthaltenen Gene kann in der Regel davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei um die Produzenten der gleichen Stoffe handelt. So
konnte dies bereits fiir pks/ und AOH bewiesen werden. Auch ein anderes bereits in A. solani
enthaltenes Gencluster (pksN), das homolog zu dem von pksC in A. alternata ist, konnte
bereits Hinweise darauf liefern, um welchen Metaboliten es sich hierbei handelt. PksN ist fiir
die Produktion von Alternapyron in A. solani verantwortlich (Fujii et al. 2005). Mittlerweile
konnte dieser Metabolit auch fiir PksC aus A. alternata bestatigt werden (Vo8 und Weigt,
2018, unveroffentlichte Daten). Das Asperfuranon-Gencluster, das zuerst in A. nidulans
entdeckt wurde (Chiang et al. 2009), konnte spéter tiber die Homologie und Expression auch
in Aspergillus terreus charakterisiert werden (Chiang et al. 2013). Es ist daher
wahrscheinlicher, dass es bei der Expression zu ungewollten Modifikationen des oder der
Metaboliten kam. Bei der heterologen Expression kommt es auch hin und wieder dazu, dass
die PKS ihre Spezifitat verliert, falls sie allein exprimiert wird und es dabei zur Produktion von

mehreren Produkten kommt, die im urspriinglichen Organismus nicht oder nur in geringem
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Masse entstehen (Kennedy et al. 1999, Zaehle et al. 2014). Die um Uiber 100 — 200 Einheiten
grofRere molekulare Masse spricht dafiir, dass es hierbei zur Verknlipfung mit einem anderen
Metaboliten kam oder eine Reihe funktioneller Gruppen angefligt wurden. Da zu den
errechneten Summenformeln kein bekannter Metabolit passt, kann zurzeit noch keine genaue
Aussage dariiber getroffen werden. Uber potentielle Modifikationen kénnte jedoch die
Betrachtung von strukturverwandten Metaboliten Aufschluss geben. Aslanipyron weist eine
ahnliche Struktur auf, wie drei weitere bekannte Metabolite. Dabei handelt es sich um das
bereits erwahnte Alternapyron (Fujii et al. 2005), um Solanapyron bzw. dessen Vorstufe
Prosolanapyron (Kasahara et al. 2010) und ACR-Toxin | (lzumi et al. 2012). Bei diesen
Metaboliten werden die Kohlenstoffketten teilweise stark modifiziert oder mit funktionellen
Gruppen versehen. Bei Prosolanapyron kommt es zu einer Diels-Alder-Reaktion, die einen
Ringschluss der Kette mit sich bringt. Die Seitenkette von Alternapyron ist mehrfach
methyliert, wahrend die von ACR-Toxin mehrfach hydroxyliert und methyliert ist. Eine
Methylierung ist auch bei Aslanipyron wahrscheinlich, da sich in dem Cluster mit MetJ eine
Methyltransferase befindet. Bei Alternapyron tibernimmt die in PksC vorhandene Ado-Met-
Domadne diese Rolle. Durch unspezifische Modifikationen von in A. oryzae vorhandenen

Enzymen konnte es zu den erheblich abweichenden Massen gekommen sein (Abb. 46).

Eine weitere Bestdtigung, dass es sich bei den in A. oryzae detektierten Metaboliten um stark
veranderte Versionen des pksJ-Produkts handeln kénnte, zeigt die Uberexpression von pksJ in
A. alternata selbst, die in Kapitel 4.6.1 niher behandelt wird. Uber die Rolle des Endproduktes
des pksJ-Genclusters kann bisher noch keine Aussage getroffen werden. Die Expression der
beiden potentiellen Tailoring-Enzyme fiihrte lediglich dazu, dass die bei alleiniger Expression
von Pks) gebildeten Stoffe nicht mehr detektiert werden konnten. Die Wirkungen der
strukturverwandten Stoffe Solanapyron und ACR-Toxin sind gdnzlich unterschiedlich.
Waéhrend Solanapyron das Wachstum von Pilzen hemmt und somit wahrscheinlich ein Mittel
zur Beseitigung konkurrierender Pathogene darstellt (Kim et al. 2017), handelt es sich bei ACR-

Toxin um ein wirtsspezifisches Toxin und somit einen Pathogenitatsfaktor (Izumi et al. 2012).
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Abbildung 46: Vergleich von Aslanipyron mit strukturverwandten Metaboliten aus Alternaria. Mit Alternapyron und
Prosolanapyron aus A. solani sowie dem Wirtsspezifischen ACR-Toxin aus A. alternata (Citrus Pathotyp) als Vergleich, kdnnen
potentielle Aussagen Uber die weiteren Modifikationen an Aslanipyron getroffen werden. Bei diesen kommen sowohl
Methylierungen, Hydroxylierungen, als auch Ringschliisse vor. Mit met/ und sdrJ befinden sich im pksJ/-Gencluster zwei
potentielle Tailoring Enzyme. Somit ist es wahrscheinlich, dass eine Methylierung an einer oder mehreren Positionen
stattfindet. Durch sdrJ konnten ebenfalls einige der Doppelbindungen reduziert werden, was weitere Modifikationen zuldsst.
Im Falle von Prosolanapyron Il kommt es Uber eine Diels-Alder-Reaktion zum Ringschluss und Solanapyron A entsteht, von
dem wiederum mehrere Derivate existieren.

4.5 ATX und Hortein entstammen dem Syntheseweg von Melanin

4.5.1 PksA stellt eine Vielzahl von Bausteinen her

Mit pksA konnte eine PKS identifiziert werden, die fiir die Synthese von mehreren Metaboliten
verantwortlich ist. Dieser PKS kam bisher lediglich die Rolle der Melaninsynthese zu. Der DHN-
Melanin-Weg fiihrt von dem Produkt der pksA, THN Uber Scytalon, 3-THN und Vermelon zu
DHN, bewerkstelligt durch die Enzyme T4HN-Reduktase, brm1 und brm2. Die
Weiterverarbeitung zu Melanin erfolgt tGiber die Oxidation von DHN durch Laccasen aul3erhalb
der Zelle in den Konidien, was zu zufalligen Dimerisierungen und anschlieBender
Polymerisation fiihrt (Carzaniga et al. 2002). Es ist jedoch bekannt, dass noch weitere
Naphthalenderivate aus diesem linearen Syntheseweg abzweigen. So sind eine Reihe von
Nebenprodukten bekannt (Yurlova et al. 2008), die sich vor allem bei Defekt eines der
Melaninsyntheseenzyme ansammeln oder wenn diese gehemmt werden. So kommt es bei der

Anwendung von Trizyclazol zu einer Hemmung der THN-Reduktase (in A. alternata brm2). In

99



Wangiella dermatitidis konnte gezeigt werden, dass sich dadurch 2-Hydroxy-Juglon und
Flaviolin akkumulieren (Wheeler and Stipanovic 1985). Dies sind Nebenprodukte, welche
ebenfalls dazu in der Lage sind Dimere zu bilden. Viele weitere Nebenprodukte sind instabil,

jedoch ist eine Weiterverarbeitung zu anderen Metaboliten aus diesen Produkten denkbar.

4.5.2 Die ATX-Synthese zweigt aus den Vorstufen von Melanin ab

ATX ist ein weiteres, flr Alternaria charakteristisches Mykotoxin. Wie AOH besitzt es
mutagene Eigenschaften und ist dabei noch starker als AOH. Im Vergleich ist es effizienter
dazuin der Lage DNA-Strangbriiche hervorzurufen (Fleck et al. 2012). ATX besitzt eine Perylen-
Quinon Struktur Gber dessen Biosynthese bisher wenig bekannt war. Diese Strukturen treten
in Mikroorganismen haufig bei der Melaninbiosynthese auf (Solano 2014) und gaben somit
den Hinweis, dass es sich bei der Verantwortlichen PKS um pksA handeln kénnte. Ein weiterer
Hinweis ergab sich daraus, dass die chemische Synthese der ATX-Grundstruktur (ber
Naphthalenmolekiile moglich ist (Geiseler et al. 2013). pksA ist fiir die Synthese von solchen
Naphthalenen verantwortlich. Die Inaktivierung von pksA fihrte tatsachlich dazu, dass die
Deletionsmutanten nicht mehr zur ATX-Synthese in der Lage waren. Dies konnte sowohl Gber
den Nachweis per Dinnschichtchromatograhie, als auch tGber HPLC bewiesen werden. Als
nachstes wurde geklart, aus welchem Teil des Melaninyntheseweges der von ATX abzweigt.
Hierflir kamen zwei verschiedene Szenarien in Betracht. Bei der Melaninsynthese in Pilzen
kommt es durch die Oxidation von DHN zur spontanen Di- und Polymerisation, wobei Perylen-
Quinon-Strukturen auftreten. Die andere Moglichkeit bestand darin den HPQ-Melanin-Weg,
der aus Streptomyceten bekannt ist zum Vorbild zu nehmen, bei dem THN jedoch die Basis
bildet und die Dimerisierung durch Cytochrom P450 bewerkstelligt wird (Funa et al. 2005). Da
jedoch keine homologen Cytochrome zu denen aus S. griseus gefunden werden konnten und
die ATX Produktion ebenfalls ausblieb, wenn die Enzyme Brm1 und Brm2 inaktiviert wurden,
ist es wahrscheinlich, dass die ATX-Synthese ebenfalls (ber DHN ablduft. Da bei der
Melaninsynthese die Weiterverarbeitung von DHN Uber Laccasen ablauft, wurden diese
ebenfalls ndher betrachtet. Die Produktion von Melanin findet in den Konidien statt, wo dieses
durch Sekretion und Polymerisation durch Laccasen in die Zellwand der Sporen eingelagert
wird. In den Hyphen findet jedoch keine Melaninproduktion statt. Die Vorstufen von Melanin

werden in Endosomen produziert, wie in A. fumigatus gezeigt werden konnte. Dabei werden
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sowohl frithe als auch spate Syntheseenzyme zu unterschiedlichen Zeitpunkten importiert
(Upadhyay et al. 2016). Dass die Produktion von Melanin und ATX tber unterschiedliche Wege
realisiert wird, konnte die Inkubation auf Tomaten zeigen. Bei dieser kam es zu einer
verstarkten Melanisierung im Vergleich zur Inkubation auf normalem mCDB. Gleichzeitig war
ein Rickgang in der Produktion von ATX zu verzeichnen. Da hierbei auch Laccasen eine Rolle
spielen konnten, wurde die Expression von sieben verschiedenen Laccasen unter beiden
Bedingungen untersucht. Tatsachlich wurde die Expression von zwei Laccasen (lcc4 und lcc5)
bei der Inkubation auf Tomaten stark herunterreguliert. Gleichzeitig steigt die Expression von
lcc6 an und auch die Expression von pksA. Die Expression von Genen, die an der Pigmentierung
von Sporen beteiligt sind, steigt meistens an, wenn es zur Konidienbildung kommt. So ist das
Transkript des PKS-Gens wA und des Laccasegens yA in A. nidulans vor allem dann
nachzuweisen, wenn es zur Ausbildung der Konidiosporen kommt (Mayorga and Timberlake
1990, Aramayo and Timberlake 1993). Auch differentielle Expression von gleichen
Synthesewegen unter verschiedenen Bedingungen konnte schon gezeigt werden. In Botrytis
cinerea wurde beispielsweise gezeigt, dass die differentielle Expression zweier redundanter
PKS in den Sklerotien und den Konidien fiir die Produktion von THN und anschliefend DHN-
Melanin verantwortlich ist (Schumacher 2016). In A. alternata existiert nur eine PKS fiir die
Synthese von THN. Da bei der Deletion von pksA sowohl Melanin, als auch ATX fehlen ist der
weiterverarbeitende Syntheseweg nach der DHN-Synthese angesiedelt. Die Annahme, dass es
sich dabei um verschieden regulierte Laccasen handelt, ist durch die Betrachtung der
unterschiedlichen Expression dieser zusammen mit pksA und der verdanderten Produktion von
Melanin und ATX gestiitzt. Da hierbei jedoch nur die Entstehung der Perylen-Quinon-Struktur
zu erklaren ist, sind noch weitere Untersuchungen noétig um die verschiedenen,
biosynthetischen Enzyme zu identifizieren, die an der Synthese der verschiedenen Altertoxine

beteiligt sind (Abb. 47).

Auch Altertoxine sind potentielle Kandidaten fliir medizinische Anwendungen. So konnte eine
hemmende Wirkung verschiedener Altertoxine aus A. tenuissima gegeniber der Replikation
von HIV-1 in T-Zellen nachgewiesen werden und dies bei Konzentrationen, die nicht
zytotoxisch wirkten (Bashyal et al. 2014). Somit ist die Aufklarung der Synthesewege solcher

Sekundarmetabolite nach wie vor wiinschenswert.
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4.5.3 Hortein wird ebenfalls aus den Vorstufen der Melaninsynthese
hergestellt

Mit Hortein ist ein weiterer Stoff gefunden worden, dessen Synthese wahrscheinlich auf pksA
zurlickzufiihren ist. Schon bei der ersten Isolation aus H. werneckii wurde angemerkt, dass es
sich hierbei um einen Stoff handeln muss, der aus Naphthalenmolekiilen aufgebaut ist
(Brauers et al. 2001). Bei der Untersuchung potentieller PKS aus H. werneckii viel auf, dass
dieser nicht nur lediglich Uber zwei PKS verfliigte, sondern diese ebenfalls so ahnlich
zueinander sind, dass es sich sogar wahrscheinlich um dieselbe PKS handelt. Tatsachlich fand
in H. werneckii eine Duplikation des gesamten Genoms statt, was diesen Umstand erklart
(Lenassi et al. 2013). Die dort vorhandenen PKS zeigen in Sequenz und Domanenstruktur eine
hohe Ubereinstimmung mit pksA aus A. alternata. Auch die Tatsache, dass H. werneckii DHN-
Melanin produziert spricht dafiir. Da es sich bei H. werneckii um einen extrem halotoleranten
Pilz handelt, dient hier Melanin hauptsichlich zur osmotischen Stabilisierung. Uber die
Funktion von Hortein ist jedoch wenig bekannt. Es konnte jedoch eine zytotoxische Wirkung
bei Konzentrationen von 100 uM nachgewiesen werden. Die Hamsterzelllinie CHO-K1, sowie
die humanen Krebszelllinien U251-MG und SW-948 zeigten bereits nach 48 Stunden
veranderte Morphologie und es konnten nekrotische Zellen nachgewiesen werden (Katharina

Jakob-Obeid, 2014, unveroffentlichte Daten).

In A. alternata konnte unter Laborbedingungen nur eine schwache Horteinproduktion
nachgewiesen werden. Bei Inaktivierung von pksA fehlte auch hier Hortein komplett. Da
ebenfalls in den brm1 und brm2 Deletionsstdmmen kein Hortein mehr nachgewiesen wurde,
scheint auch hier DHN ein Ausgangsprodukt zu sein. Tatsdachlich fallt bei der Betrachtung des
Molekils auf, dass es sich bei einem der Bestandteile um DHN handeln muss (Kapitel 3.5.2).
Der zweite Naphthalenbaustein entstammt wahrscheinlich einer anderen, modifizierten

Form, die aus dem DHN-Weg abzweigt (Abb. 47).
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Abbildung 47: Potentielle Synthesewege fiir die Altertoxin und Hortein, abzweigend aus dem DHN-Melanin Weg. Durch
PksA wird THN synthetisiert. Fir die Synthese von DHN sind die Enzyme 1,3,6,8-THN-Reduktase (T-red), die
Scytalondehydratase Brm1 und die 1,3,6-THN-Reduktase Brm2 beteiligt, wobei Brm1 ebenfalls Vermelon als Substrat
verwendet. Die Weiterverarbeitung von DHN zu Melanin lduft Gber die Oxidation durch Laccasen (Lcc) ab, die zunéchst eine
Dimerisierung von DHN bewirken und anschlieBend die zufallige Polymerisation zu Melanin bewirken. Als Zwischenprodukt
entstehen dabei Perylen-Quinon-Strukturen (unten rechts), die wahrscheinlich fiir die Synthese der Altertoxine verwendet
werden. Der Expressionsanalyse zu Folge handelt es sich bei der Laccase fiir die ATX Synthese wahrscheinlich um Lcc4 oder
Lce5, bei der fiur die Melaninsynthese wahrscheinlich um Lcc6. Der alternative Weg lber 1,3,6,8-THN zu HPQ und
anschlieBend ATX konnte durch Inaktivierung von brm1 und brm2 ausgeschlossen werden, da hier die Produktion von ATX
nicht mehr stattfand (rotes X). Die Synthese von Hortein lauft wahrscheinlich Gber DHN als ein Monomer und ein anderes,
vorher aus dem DHN-Weg abzweigenden Molekil (Mitte oben). Hierbei kommen die beiden Metabolite Flaviolin und Juglon
in Betracht, wobei Juglon die wahrscheinlichere Moglichkeit darstellt. Durch Hydroxylierung einerseits und Reduktion der
Doppelbindung wiirde dabei der andere Teil des Dimers entstehen.
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4.6 A. alternata eignet sich als Expressionssystem fiir
Sekundarmetabolite

Bei der Untersuchung von Sekunddrmetaboliten und deren zugehdorigen Genclustern wird
haufig auf die heterologe Expression der Gene und somit auf die Produktion in einem anderen
System zuriickgegriffen. Hierbei kommen meistens etablierte Laborstamme gut untersuchter
Arten zum Einsatz. Da viele Gencluster unter Laborbedingungen inaktiv sind und selten
Informationen dariber vorliegen, unter welchen Umstanden das entsprechende Cluster
exprimiert wird, ist die heterologe Expression unter definierten Bedingungen das Mittel der
Wahl. Der Vorteil dieser Methode ist in der Regel die gute genetische Zuganglichkeit der
heterologen Wirte. Meistens kommen hier die Ascomyceten A. nidulans und A. oryzae zum
Einsatz. Auch S. cerevisiae ist, als wahrscheinlich am besten untersuchtes, pilzliches System,
haufig das Mittel der Wahl. Jedes dieser Systeme bietet verschiedene Vorteile. Fir S.
cerevisiae steht eine Vielzahl von Methoden der genetischen Manipulation zur Verfiigung und
gleichzeitig ist der eigene Sekundarmetabolismus nicht sehr ausgepragt, was zum einen den
Hintergrund stérender Metabolite verringert und zum anderen die Modifikation des eigentlich
gesuchten Metaboliten relativ unwahrscheinlich macht. Andererseits stellt gerade die geringe
Aktivitat, was den Sekunddrmetabolismus angeht, eine Limitierung dar, was die
Produktionsmengen der neuen Stoffe angeht. Die Ascomyceten A. nidulans und A. oryzae
stellen hierbei eine geeignete Alternative dar, da diese genetisch ebenfalls sehr gut zuganglich
sind. A. nidulans verfugt selbst jedoch mit 47 PKS-Genen und einer Vielzahl an
Sekundarmetaboliten Uber eine hohe Aktivitat. Somit eignet sich A. nidulans zwar zur
Produktion groBer Mengen des neuen Metaboliten, jedoch besteht auch das Risiko, dass
dieser ungewollt verandert wird. Dies konnte wahrend der heterologen Expression von pksl/
beobachtet werden, da hier noch weitere Derivate von AOH auftauchten, die jedoch nicht
weiter identifiziert wurden. Der Wechsel zu A. oryzae war hiermit gerechtfertigt, da hier nur
AOH produziert wurde, als pksl allein exprimiert wurde. A. oryzae verflgt selbst nur iber eine
geringe Aktivitat bei gleichzeitig guter genetischer Zuganglichkeit. Jedoch konnte auch hier bei
der Expression verschiedener Gene des AOH-Clusters beobachtet werden, dass die Metabolite
von der eigenen Maschinerie weiterverarbeitet werden kénnen. A. alternata ist zwar zur
Produktion von mehr als 70 verschiedenen Sekunddrmetaboliten in der Lage, jedoch ist die
genetische Ausstattung mit 10 PKS- und 5 NRPS-Genen (iberschaubar. So ist es auch nicht
verwunderlich, dass bei der Inaktivierung der zwei PKS-Gene, die unter Laborbedingungen die
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groflte Aktivitat zeigen, kaum noch Sekundarmetabolite produziert werden. Oftmals wird auf
heterologe Systeme zurlickgegriffen, weil die urspriinglichen Organismen genetisch schwierig
zuganglich sind und kaum Methoden dafiir etabliert sind. Mit der Etablierung von CRISPR/Cas9
und der damit einhergehenden Mdoglichkeit verschiedene Gene zuverladssig zu inaktiveren ist
dies bei A. alternata nun jedoch der Fall. Auch die Etablierung des ersten Auxotrophiemarkers
macht die Arbeit mit diesem Pilz zuverladssig moglich. Mit einem genetisch gut zuganglichen
System, das selbst kaum noch stérende Metabolite herstellen kann, sollte sich A. alternata

ebenfalls flr die Expression von Synthesegenen eignen.

4.6.1 Die Expression von pksJ ist in A. alternata erfolgreich moglich

Bei der Expression von pksJ in A. oryzae kam es zwar ebenfalls zu der Produktion von mehreren
Produkten, eine weitere Analyse zeigte jedoch, dass es sich hierbei nicht um die erwarteten
Metabolite Aslanipyron und Aslaniol handelte, sondern um weitaus groRere Molekiile, die
bisher nicht weiter charakterisiert werden konnten. Es ist hierbei wahrscheinlich, dass A.
oryzae auch hierbei die urspriinglichen Metabolite weiterverarbeitet hat. Da die produzierten
Stoffe nicht anndahernd die erwarteten Eigenschaften zeigten wurde versucht durch eine
Uberexpression von pksJ in dem A. alternata Stamm SMW53 deren Funktion aufzudecken. Die
Uberexpression fiihrte zur Produktion von neuen Metaboliten, die sich deutlich von denen aus
der Expression in A. oryzae unterschieden. Die Metabolite, die A. oryzae produziert wurden
konnten per Diinnschichtchromatografie sichtbar gemacht, werden, da sie bei 254 nm
absorbierende Banden produzierten. In der Untersuchung mittels HPLC-DAD zeigten sie ein
Absorptionsmaximum von 194 nm. Beides unterscheidet sich deutlich von den Angaben fir
Aslanipyron und Aslaniol, die ein Absorptionsmaximum von 400 nm besitzen und bei der
Produktion fir eine gelbe Pigmentierung der Kolonien sorgen (Kasahara et al. 2006). Bei der
In A. alternata konnte ebenfalls ein neuer Metabolit per Dinnschichtchromatographie
detektiert werden. Dieser zeigte bei Bestrahlung mit langwelligem UV (365 nm) eine
blassgriine Fluoreszenz, was einen deutlichen Unterschied zu den aus A. oryzae beobachteten
Metaboliten darstellt. Zudem hatten die Kolonien, die diesen Stoff produzierten eine leicht
gelbliche Farbung, die sie vom Elternstamm SMW53 unterschied, der eine weile bis blass rosa
Farbung aufweist. Die Untersuchung mittels HPLC-DAD zeigte die Produktion von zwei neuen

Stoffen, die hier tatsachlich ein Absorptionsmaximum von 400 nm besaBen. Dass es sich

105



hierbei um Aslanipyron und Aslaniol handelt, konnte noch nicht eindeutig geklart werden.
Wahrscheinlich ist es auch, dass es sich hierbei auch um die Endprodukte des pksJ-Genclusters
handelt konnte, die durch, wenn auch geringe, Aktivitat der Tailoring-Enzyme synthetisiert

werden.

4.6.2 Die Uberexpression von pksF in A. alternata fithrt zur Synthese von
Betaenon

Die Expression von pksF ist ebenfalls ein Beispiel dafiir, dass das Zuriickgreifen auf den
urspriinglichen Organismus Probleme umgangen werden konnen, die bei der heterologen
Expression auftreten. PksF zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit der fiir die Betaenon A-C
Synthese verantwortlichen PKS aus P. betae. Das Tailoring-Enzym CytF zeigt auch in Sequenz
und Orientierung eine hohe Ubereinstimmung mit dem in P. betae vorhandenen Cytochrom
P450. In A. alternata konnten jedoch die zwei weiteren Tailoring-Enzyme nicht ausgemacht
werden, die im Gencluster von P. betae vorhanden sind. Die dort vorhandene Enoylreduktase
(bet3) ist jedoch essentiell bei der Synthese der Vorstufe von Betaenon. Dieses kompensiert
die fehlende ER-Doméne in der PKS und die Vorstufe konnte nur durch Koexpression von bet1
und bet3 synthetisiert werden (Ugai et al. 2015). So ist es auch nicht verwunderlich, dass bei
der heterologen Expression von pksF kein stabiles Produkt detektiert werden konnte. Zwar
kam es zu der Produktion eines Metaboliten, da es sich hierbei aber wahrscheinlich um eine
instabile Verbindung handelte, konnte diese nicht weiter analysiert werden. Schon nach
kurzer Zeit war der Metabolit auf der Diinnschichtplatte nicht mehr detektierbar und bei der
HPLC-DAD Analyse kam es zur Detektion von mehreren Stoffen, was ebenfalls auf eine
Degradierung hinweist. Da die beiden Tailoring-Enzyme in A. alternata nicht ausfindig
gemacht werden konnten, besteht die Moglichkeit, dass das Cluster hier nicht mehr
funktionell ist und die beiden Gene durch ein Deletionsereignis verloren gingen. Eine andere
Moglichkeit ist jedoch, dass diese sich trotzdem an anderer Stelle im Genom von A. alternata
befinden und bisher nur nicht annotiert wurden. Zur Uberpriifung dieser Méglichkeit wurde,
wie schon im Fall von pksJ, eine Uberexpression von pksF in A. alternata SMW53
vorgenommen. Es kam zur Produktion von mehreren per Diinnschichtchromatographie und
auch HPLC-DAD detektierbaren Metaboliten. Auch hier unterschieden sich diese deutlich von

dem in A. oryzae produzierten Stoff. Zuséatzlich war eine deutliche Gelbfarbung des Myzels
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und Mediums zu erkennen. Der Nachweis, ob es sich bei den produzierten Stoffen tatsachlich
um Betaenon A-C handelt, war mangels Standards nur indirekt moéglich. Jedoch wurde eine
Nachweisemethode verwendet, die oft bei der Detektion von Sekundidrmetaboliten
angewendet wird. Durch Behandlung einer Dilinnschichtchromatographieplatte mit
Anisaldehyd und anschliefender Erhitzung kénnen funktionelle Gruppen lber die auftretende
Farbung nachgewiesen werden. Dabei zeigen unterschiedliche Sekundidrmetabolite
charakteristische Farbungen. Betaenonen farben sich bei dieser Behandlung in
unterschiedlichen Blautonen (Ichihara et al. 2014). Tatsachlich trat nach Behandlung der
Dinnschichtplatten eine blauliche Farbung an den Stellen auf, wo vorher per Fluoreszenz neue
Metabolite nachgewiesen werden konnten. In dem Kontrollstamm SMW53 konnten diese
Stoffe nicht nachgewiesen werden. Dies macht es wahrscheinlich, dass es sich dabei um
Betaenone handelt. Betaenone sind ebenfalls als Phytotoxine bekannt, somit kdnnten sie

ebenfalls eine Rolle bei der Pathogenitat Gbernehmen (Haraguchi et al. 1983).

Allgemein konnte durch die Experimente mit pksF und pksJ gezeigt werden, dass es unter
Umstdnden Sinn macht, die Untersuchung von Synthesegenen von Sekundarmetaboliten im
urspriinglichen Organismus durchzufiihren. Dies setzt natlirlich voraus, dass dieser genetisch

zuganglich ist. Mit CRISPR/Cas9 existiert eine Methode, mit der dies zu bewerkstelligen ist.
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5. Material und Methoden
5.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Kits stammten, soweit im Text nicht anders angegeben,
von den Firmen Roth (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Selze), Bio-Rad
(Miinchen), Bioline (Luckenwalde), Quiagen (Hilden), Nippon Genetics (Dliren), Macherei-
Nagel (Diren) und Biozymes (Hessisch Oldendorf). Restriktionsenzyme, DNA-Polymerasen
sowie GroBenstandards wurden von New England Biolabs (Frankfurt) bezogen.
Oligonukleotide wurden von MWG Eurofins Genomics (Ebersberg) synthetisiert. Die

Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde ebenfalls dort durchgefiihrt.

5.2 Verwendete Stamme von A. alternata, A. nidulans, A. oryzae und

E. coli

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Stamme von A. alternata

Stamm Genotyp Referenz
ATCC 66981 Wildtyp Virginia Bioinform. Inst.
(Blacksburg); Lawrence
Lab

SMW17 ATCC 66981 Abrm2 nach Transformation mit Diese Arbeit
pMW?29

SMw21 ATCC 66981 Apksl Aomtl AmoxI AaohR nach Diese Arbeit
Trasformation mit pMW36

SMw24 ATCC 66981 ApyrG nach Transformation mit Diese Arbeit
pMW

SMw31 SMW?24 AaohR nach Transformation mit Diese Arbeit
pMW53 und pMW55

SMwW32 SMW?24 Asdrl nach Transformation mit pMW56  Diese Arbeit
und pMW57

SMW33 SMW24 transformiert mit pMW58 Diese Arbeit

SMWwW34 SMW?24 Apksl nach Transformation mit pMW36  Diese Arbeit
und pMW6E1

SMW35 SMW34 pyr-4 Diese Arbeit

SMW36 SMW24 AmoxlI nach Transformation mit Diese Arbeit
pMW?70 und pMW?71

SMw43 SMW24 transformiert mit pMW?75 Diese Arbeit

SMw44 SMW35 ApksA nach Transformation mit pAK1 Diese Arbeit

SMw45 SMW35 Abrm2 nach Transformation mit Diese Arbeit
pMW?29

SMW46 SMW35 Abrm1 nach Transformation mit Diese Arbeit

pMW73
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SMW52

SMWS53
SMW54
SMWS55
SMW56
SCP1

SBV1

SMW24 Adox!/ nach Transformation mit pMW?76

und pMW?77

SMW34 ApksA nach Transformation mit pAK1
SMWS53 transformiert mit pMW15

SMWS53 transformiert mit pMW86

SMWS53 transformiert mit pMW88

ATCC 66981 ApksA nach Transformation mit
pCP1

SMW?24 transformiert mit pBV1

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Wenderoth et al. (2017)

Wenderoth et al. (2017)

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Stamme von A. nidulans

Stamm Genotyp Referenz

SRF200 ApyrG89; AargB::trpCAB; ApyroA4; veAl Karos & Fischer, 1999

SMW12 SRF200 transformiert mit pMW15 Diese Arbeit

SMW16 SRF200 transformiert mit pMW28 Diese Arbeit

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Stimme von A. oryzae

Stamm Genotyp Referenz

NSAR1 niaD~, sC, AargB, adeA™ Russel J. Cox, Leibniz
Universitat Hannover

SMw18 NSAR1 transformiert mit pMW30 Diese Arbeit

SMW19 NSAR1 transformiert mit pMW31 Diese Arbeit

SMWwW20 NSAR1 transformiert mit pMW32 Diese Arbeit

SMw22 NSAR1 transformiert mit pMW38 Diese Arbeit

SMW26 NSAR1 transformiert mit pMW37 Diese Arbeit

SMw27 NSAR1 transformiert mit pMW48 Diese Arbeit

SmMw28 NSAR1 transformiert mit pMW49 Diese Arbeit

SMwW29 NSAR1 transformiert mit pMW50 Diese Arbeit

SMw37 NSAR1 transformiert mit pMW?72 Diese Arbeit

SAK3 NSAR1 transformiert mit SAK3 Bachelorarbeit Anna-

Lena Klempke, 2018

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Stamme von E. coli

Stamm Genotyp Referenz
Top10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC); @80lacZAM15 Invitrogen,
AlacX74; recAl; araD139 A(ara-leu)7679; galU; Karlsruhe

galK; rpsL (StrR) endA1; nupG
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5.3 Kultivierung der Organismen

5.3.1 Medien und Zusatze fiir die Kultivierung von A. alternata, A. nidulans,
A. oryzae und E. coli

Samtliche Kulturen wurden, sofern nicht gesondert erwahnt, entweder auf Festmedium (mit
15 g Agar pro Liter) statisch oder im jeweiligen Flissigmedium in Erlenmeyerkolben in
Schittelinkubatoren bei 28°C (A. alterata, A. oryzae) bzw. 37°C (E. coli, A. nidulans) schittelnd
bei 180 rpm inkubiert. Hitzeempfindliche Zusdtze wurden sterilfiltriert und nach dem
Autoklavieren ins Medium gegeben. Fiir die Produktion von Sekundarmetaboliten wurden die
jeweiligen Stamme stets bei 28°C inkubiert.

Tabelle 5: Verwendete Medien und Losungen zur Kultivierung von A. alternata

Medium bzw. Losung Zusammensetzung pro Liter
Modifiziertes Czapek-Dox 40 g Glucose; 1 g Hefeextrakt; 50 ml
(mCDB) Salzstammlosung (pH 5,5)
Regenerationsmedium 342,7 g Saccharose; 0,5 g Casein-

Aminosaure-Hydrolysat; 0,5 g Hefeextrakt
(+7,5 g Agar)

Salzstammlosung 20 g NaNOs; 5 g NH4Cl; 20 g KH2PO4; 5 g KCl;
5 g NaCl; 10 g MgS0a4 x 7 H,0; 0,2 g FeSO4 x
7 H20; 0,2 g ZnSO4 x 7 H,0

Tabelle 6: Verwendete Medien und Lésungen zur Kultivierung von A. nidulans

Medium bzw. Losung Zusammensetzung pro Liter

Minimalmedium (MM) 50 ml Salzstammldsung; 20 g Glucose (oder
Threonin/Glycerin); 1 ml
Spurenelementlosung; mit 10 M NaOH auf
pH 6,5 einstellen (+ entsprechende
Selektionsmarker)

Salzstammlosung (20x) 120 g NaNOs; 10,4 g KCl; 10,4 g MgSO4 x 7
H,0; 30,4 g KH2PO4
Spurenelementlésung (1000x) 22 g ZnSO4 x 7 H20; 11 g H3BO3; 5 g MnCl; x

4 Hy0; 5 g FeSOs x 7

H.0; 1,6 g CoCl, x 5 H20; 1,6 g CuSO4 x 5
H.0; 1,1 g (NHa)s M07024

x 4 H20; 50 g Nas EDTA; mit
Kaliumhydroxidplatzchen auf pH 6,5-6,8
einstellen
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Tabelle 7: Verwendete Medien zur Kultivierung von A. oryzae

Medium Zusammensetzung pro Liter

Czapek-Dox 30g Saccharose; 3g NaNOs; 1g K2HPO4; 0,58
KCl; 0,5g MgS0a4 x 7H;0; 0,01g FeSO4 x 7
H.O (15g Agar) pH 7,3
+ entsprechende Selektionsmarker

mCD (modifiziertes Czapek-Dox) 15g Glucose; 4g Hefeextrakt; 1g KH2PO4,
0,5g NaCl; 0,5g MgSOa4 x 7H,0; 0,01g FeSO4
x 7H20; pH 7,0

DPY/MPY 20g Dextrin/Maltose; 10g Polypepton

(50:50 Pepton aus Fleisch und Casein)
5g Hefeextrakt ; 5g KH2PO4. 0,5g MgSQO4 x 7
H.0; (15g Agar), pH 7,0

Tabelle 8: Verwendete Selektionsmarker fiir A. alternata, A. oryzae und A. nidulans

Marker Konzentration der Stammldsung Eingesetzte Menge
Uracil Direkt ins Medium 1g/l

Uridin Direkt ins Medium 1g/l

Adenin Direkt ins Medium 1,2 g/l

Arginin 0,5M 10 ml/I

Methionin 0,5M 5 ml/l

Pyridoxin 0,1% 1 ml/l

Hygromycin 80 mg/ml 1 ml/l

Tabelle 9: Verwendete Medien zur Kultivierung von E. coli

Medium Zusammensetzung pro Liter
Luria Bertani (LB) 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl
(+ 15 g Agar fur Festmedium)

Super optimal broth with catabolite 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,58 g NaCl;
repression (SOC) 0,185 g KCl; 2,03 g MgCI2 x 7H20; 2,46 g
MgS0O4 x 7 H20; 3,6 g Glukose

Tabelle 10: Verwendete Antibiotika zur Selektion von E. coli

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/I
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5.3.2 Kultivierung von A. alternata unter Stressbedingungen

Fir die jeweilige Stressbedingung wurde die Zusammensetzung des mCDB-Mediums
entsprechend angepasst. Fur Stickstoffmangel wurden die Endkonzentration der
stickstoffhaltigen Bestandteile der Salzstammldsung sowie des Hefeextraktes auf 25 % der
urspriinglichen Konzentration gesenkt. Bei Phosphat- und Kohlenstoffmangel wurde ebenso
verfahren. Flir osmotischen Stress wurde dem Medium NaCl in einer Endkonzentration von
1 M beigemengt. Fir die unterschiedlichen pH-Werte wurde das Medium mit 1 M NaOH bzw.
1 M HCI auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt.

5.4 Molekularbiologische Methoden
5.4.1 Plasmide

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Inhalt Referenz

Efimov gpdA(p)/trpC(t) gpdA(p)::trpC(t); ampR; pyr-4 Diese Arbeit

pFC330 tefl(p)::cas9::tefl(t); AfpyrG; ampR; AMA1 Nodvig et al.

(2015)
pFC332 tefl(p)::cas9::tef1(t); hph; ampR; AMA1 Nodvig et al.
(2015)

pFC334 tef1(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::sgRNA-AnyA::trpC(t); Nodvig et al.
Afpyrd; ampR; AMA1 (2015)

pJET1.2 blunt Klonierungsvektor, Bestandteil des CloneJET Fermentas, St.
PCR Leon-Rot
Cloning Kits

pJET_CRISPR_Cassette2 pJET1.2 blunt + trpC(p)::sgRNA-AnyA::trpC(t) Diese Arbeit

pTYGSarg amyB(p)::attR1::camR::ccdB::attR2::amyB(t); Pahirulzaman
adh1(p)::adh1(t); gpdA(p)::gpdA(t); et al. (2012)
enoA(p)::enoA(t); ampR; argB; URA3

pTYGSade amyB(p):: attR1::camR::ccdB::attR2::amyB(t); Pahirulzaman
adh1(p)::adhi(t); gpdA(p)::gpdA(t); etal. (2012)
enoA(p)::enoA(t); ampR; adeA; URA3

pTYGSarg2.0 amyB(p)::amyB(t); adh1(p)::adh1(t); Diese Arbeit
gpdA(p)::gpdA(t); enoA(p)::enoA(t); ampR; argB;
URA3

pTYGSade2.0 amyB(p)::amyBi(t); adh1(p)::adh1(t); Diese Arbeit
gpdA(p)::gpdA(t); enoA(p)::enoA(t); ampR; adeA;
URA3

pMW15 gpdA(p)::pksl::trpC(t); ampR; pyr-4 Diese Arbeit

pMW28 gpdA(p)::omtl::trpC(t); ampR; pyroA Diese Arbeit

pMW29 tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::brm2-sgRNA- Diese Arbeit
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1

pMW30 amyB(p)::pksl::amyB(t); adh1(p)::omtl::adh1(t); Diese Arbeit

gpdA(p)::moxl::gpdA(t); enoA(p)::sdrl::enoA(t);
ampR; argB; URA3
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pMW31
pMW32

pMW36

pMW37

pMW38

pMW46

pMW48

pMW49
pMWS50

pMW53

pMWS55
pMWS56
pMWS57

pMW58
pMW61

pMW?70
pMW71
pMW72
pMW73

pMW?75
pMW?76

pMW?77

pMWS86
pMW88
pCP1

amyB(p)::pksl::amyB(t); adh1(p)::omtl::adh1(t);
gpdA(p)::moxl::enoA(t); ampR; argB; URA3
amyB(p)::pksl::amyB(t); adh1(p)::omtl::adh1(t);
gpdA(p)::sdrl::enoA(t); ampR; argB; URA3
tefl(p)::cas9::tef1(t); gpdA(p)::pksl-sgRNA-
cassettel::gpdA(t); hph; ampR; AMA1
amyB(p)::pksl::amyB(t); adh1(p)::adhi(t);
gpdA(p)::gpdA(t); enoA(p)::enoA(t); ampR; argB;
URA3

amyB(p)::pksl::amyB(t); adh1(p)::omtl::enoA(t);
ampR; argB; URA3

tef1(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::AapyrG-sgRNA-
cassettel::gpdA(t); hph; ampR; AMA1
amyB(p)::pksJ::amyB(t); adh1(p)::adhi(t);
gpdA(p)::gpdA(t); enoA(p)::enoA(t); ampR; argB;
URA3

amyB(p)::pksJ::amyB(t); adh1(p)::met)::adh1(t);
gpdA(p)::sdr)::enoA(t); ampR; argB; URA3
amyB(p)::pksJ::amyB(t); adh1(p)::sdrJ::enoA(t);
ampR; argB; URA3

tef1(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::aohR-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::aohR-sgRNA-
cassette2::trpC(t); AfpyrG; ampR; AMA1
tef1(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::sdrl-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::sdri-sgRNA-
cassette2::trpC(t); AfpyrG; ampR; AMA1
gpdA(p)::aohR::trpC(t); ampR; pyrd

tefl(p)::cas9::tef1(t); gpdA(p)::pksl-sgRNA-
cassette2::trpC(t); AfpyrG; ampR; AMA1
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::moxI-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::moxI-sgRNA-
cassette2::trpC(t); AfpyrG; ampR; AMA1
amyB(p)::amyB(t); adh1(p)::doxl::enoA(t); ampR;
adeA; URA3

tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p)::brm1-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1
gpdA(p)::regl::trpC(t); ampR; pyr4
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p):: doxI-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1
tefl(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p):: doxIl-sgRNA-
cassette2::trpC(t); AfpyrG; ampR; AMA1
gpdA(p)::pksF::trpC(t); ampR; pyrd

gpdA(p)::pksJ::trpC(t); ampR; pyrd

tef1(p)::cas9::tefl(t); gpdA(p):: pksA-sgRNA-
cassettel::trpC(t); hph; ampR; AMA1

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Wenderoth et

al. (2017)




pBV1 gpdA(p)::GFP::stuA(nls)::troC(t); ampR; pyr4 Wenderoth et

al. (2017)
pAK1 tefl(p)::cas9::tef1(t); gpdA(p):: pksA-sgRNA- Bachelorarbeit
cassettel::gpdA(t)::trpC(p)::pksA-sgRNA- Anna-Lena
cassette2::trpC(t); hph; ampR; AMA1 Klempke, 2018
pAK2 amyB(p)::pksF::amyB(t); adh1(p)::adh1(t); Bachelorarbeit
gpdA(p)::gpdA(t); enoA(p)::enoA(t); ampR; argB; Anna-Lena
URA3 Klempke, 2018

5.4.2 Plasmidpraparation aus E. coli

Tabelle 12: Verwendete Losungen zur Praparation von Plasmid-DNA

Losung Zusammensetzung

Zell-Suspensionspuffer 50 mM TrisCl pH 7,5
10 mM EDTA pH 8,0

100 pg/ml Rnase

Zell-Lysispuffer 0,2M NaOH
1% SDS
Kalium-Acetat 1,5 M KAc, pH 4,8

Fiir eine Plasmid-Praparationen im Mini-MalRstab wurden die, zundchst Uber Nacht
gewachsenen, Kolonien gepickt und in 3 ml flissiges LB-Medium mit entsprechendem
Selektionsmarker tGberfiihrt und tiber Nacht schiittelnd bei 37°Cinkubiert. 1,5 ml dieser Kultur
wurden in ein Reaktionsgefall Uberfiihrt und fir drei Minuten bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 200 pul Zellsuspensionspuffer
resuspendiert. Daraufhin erfolgte die alkalische Lyse der Zellen durch Zugabe von 200 pl Zell-
Lysis-Puffer, Invertierung und 2 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur. Durch
anschlieBende Zugabe von 200 pl 1,5M Kaliumacetat (pH4,8) und 10 Minuten Inkubation auf
Eis erfolgte die Féllung der Proteine. Zelltrimmer und Proteine wurden bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefaR
Uberfihrt. Die Fallung der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 500 pl kaltem 100%
Isopropanol und 10-minttiger Inkubation auf Eis. Danach wurde wiederum 10 Minuten bei

13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert und das entstandene Pellet mit 500 ul 70%
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Ethanol gewaschen, nochmal 3 Minuten bei 13.000 rom und Raumtemperatur zentrifugiert

und bei 68°C luftgetrocknet. Das DNA-Pellet wurde bei 68°C in 50ul ddH,0 gelost.

Die Prdparation von Plasmid-DNA fiir anschlieRende Protoplastentransformation oder
Sequenzierung erfolgte mit dem Nucleospin Plasmid Easy Pure - Kit von Macherei-Nagel

(Daren) nach Angaben des Herstellers.

5.4.3 Restriktionsverdau

Die verwendeten Restriktions-Endonukleasen und die zugehdrigen Puffer wurden alle von
NEB (New England Biolabs, Frankfurt) bezogen. Der Verdau wurde in einem Endvolumen von
10 pl nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Dauer des Verdaus betrug 60 Minuten

bei 37°C. Bei Verwendung von HF-Enzymen wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

5.4.4 Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden auf 1 % Agarosegele, versetzt mit MIDORI Green Advance (Nippon
Genetics, Duren) (Konzentration: 2 pl/100 ml) aufgetragen und in 0,5xTAE-Puffer (40 mM Tris-
Acetat pH 8,0, 1 mM EDTA) aufgetrennt. Als GroRRenvergleich wurden jeweils 5 ul 1 kb DNA-
Marker (NEB) mit aufgetragen. Nachdem die Gele ca. 30 Minuten einer Spannung von 135
Volt ausgesetzt waren, wurden sie mit einem FAS V Geldokumentationssystem (Nippon
Genetics, Diiren) betrachtet und fotografiert. Falls notig, wurden die DNA-Banden mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und durch Saulen-Elution mit Hilfe des FastGene Gel/PCR
Extraction Kit (Nippon Genetics, Diiren) aufgereinigt. Qualitat und Quantitat der eluierten DNA

wurde anschlieBend mit dem Nanodrop Spektrometer ND-1000 (Peqlab, Erlangen) liberprift.

5.4.5 Isolation genomischer DNA aus A. alternata, A. nidulans und A. oryzae

Tabelle 13: Verwendete Losungen fiir die Extraktion von genomischer DNA aus Myzel

Lésung Zusammensetzung
Extraktionspuffer 50 mM EDTA
0,2 % SDS
3 M Kaliumacetatlosung 29,45 g Kalium-Acetat in 60 ml Aqua dest.

|6sen; Zugabe von 11,5 ml Essigsdure; mit
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HCl konz. einen pH von 4,2 einstellen; auf
100 ml mit Aqua dest. auffillen

TE 10 mM TrisCl pH 7,4
1 mM EDTA pH 8,0

Der zu untersuchende Stamm wurde im jeweiligen Fllissigmedium in einer Petrischale statisch
inkubiert, bis eine Kahmhaut entstand. Diese wurde abgenommen und zwischen
Papiertiichern trockengepresst. Das gepresste Myzel wurde anschliefend in flissigem
Stickstoff gemorsert. Das nun pulverisierte Myzel wurde in ein 2 ml Reaktionsgefald Gberfihrt,
mit 1 ml Extraktionspuffer versehen und homogenisiert. Die Suspension wurde nun fiir 60
Minuten bei 68°C schiittelnd inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Zentrifugation der
Zelltrimmer fir 10 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tiberfiihrt, mit 100 pl 3M Kaliumacetat pH 4,2 versehen und
10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Fallung wurde das Prazipitat fir Minuten bei 13.000
rom und Raumtemperatur zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefall Gberfihrt. Nun erfolgte die Fallung der DNA durch Zugabe des gleichen
Volumens kalten Isopropanols (100%). Die geféllte DNA wurde daraufhin durch Zentrifugation
flir 10 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur pelletiert. Das entstandene Pellet wurde
mit kaltem Ethanol 70% gewaschen und erneut fir 3 Minuten bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRfend bei 68°C luftgetrocknet. Nach
dem Trocknen wurden 100 ul TE-Puffer zugegeben und das Pellet bei 68°C darin geldst. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C.

5.4.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden in Thermocyclern der Firma Sensoquest durchgefiihrt. Als
Polymerase kam Phusion®, Q5 oder Tag-Polymerase (NEB) zum Einsatz. Die verwendeten
Oligonukleotide (Tabelle) wurden von der Firma MWG-Eurofins bezogen. Die Reaktion fand
standardmaRig in einem Endvolumen von 50 pl statt. Die Endkonzentration der dNTPs betrug
hierbei 200 umol/ul, die der Oligonukleotide 2 pmol/ul. Das PCR-Protokoll wurde jeweils an
die Lange der zu amplifizierenden Sequenz, sowie die Schmelztemperatur der Oligonukleotide
angepasst. Denaturiert wurde bei 98°C und die Elongation fand bei 72°C (68°C bei

Verwendung von Tag-Polymerase) statt. Die PCR-Fragmente wurden anschlieBend mittels
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Gelelektrophorese von den Ubrigen Komponenten getrennt. Und gegebenenfalls, fiir weitere

Verwendung, mit dem FastGene Gel/PCR Extraction Kit (Nippon Genetics, Diren) aufgereinigt.

Tabelle 14: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Restriktionsschnittstellen sind blau,
verwendete Protospacersequenzen rot und die entsprechenden 6 Basen dazu griin markiert.

Oligo Sequenz

Oligos fiir die heterologe- oder Uberexpression von Clustergenen
pksl_Asc_fw TATGGCGCGCCATGATACGGGCCAAGGTCC
pksl_Pac_re TATTTAATTAACTACTGAAGCAACTTCTTGAGATC

omtl_Asc_fw
omtl_Pac_re
pksl_ory_Pamy_fw
pksl_ory_Tamy_re
omtl_ory_Padh_f
w
omtl_ory_Teno_re
omtl_ory_Tadh_re
moxIl_ory_Pgpd_f
w
moxl_ory_Tgpd_re
moxl_ory_Teno_re
sdrl_ory_Peno_fw
sdrl_ory_Teno_re
sdrl_ory_Pgpd_fw
pksJ_ory_Pamy_f
w
pks)_ory_Tamy_re
met)_ory_Padh_f
w
met)_ory_Teno_re
metj_ory_Tadh_re
sdr)_ory_Pgpd_fw
sdrj_ory_Teno_re
aohR_oe_fw
aohR_oe_re
reg)_oe_fw
regl_oe_re
pks)_oe_fw
pks)_oe_re
pks)_fw2

pks)_re2
pksF_oe_fw
pksF_oe_re
pksF_ory_Pamy_f
w

TATGGCGCGCCATGGTGGCCTACACTCTTATG
TATTTAATTAACTAAGCCAGTGTTGCACCAAT
AAGAGTCAGTCAGTCTTAATATGATACGGGCCAAGGTCCT
ATCGACTGACTGACTTTAATCTACTGAAGCAACTTCTTGAGATCT
CAAGATCCCAAAGTCAAAGGATGGTGGCCTACACTCTTATGG

GACGTCATATAATCATACGGCTAAGCCAGTGTTGCACCAATG
GTTATGAACATGTTCCCTGGCTAAGCCAGTGTTGCACCAATG
GCTTGAGCAGACATCACCGGATGTCGACCAAGTCGTACCCT

ATATCATCAATCATGACCGGCTACTGCACGGCAACAACCG
GACGTCATATAATCATACGGCTACTGCACGGCAACAACCG
ATTCCGCAGCTCGTCAAAGGATGGCTCCTGTGGTCCTCAT
GACGTCATATAATCATACGGTCACTTGAAAGAGGCATATCCCT
GCTTGAGCAGACATCACCGGATGGCTCCTGTGGTCCTCAT
AAGAGTCAGTCAGTCTTAAT

ATCGACTGACTGACTTTAAT
CAAGATCCCAAAGTCAAAGGGAGGTGTGTAGGTGCAGTCAT

GACGTCATATAATCATACGGTCACGTCCTCTTGAAGCAGAG
GTTATGAACATGTTCCCTGGTCACGTCCTCTTGAAGCAGAG
GCTTGAGCAGACATCACCGGATGGACGACTACAAGCCACAG
GACGTCATATAATCATACGGTCACCGCCCGAGGCCCAGAC
GCTTGAGCAGACATCACAGGATGGAAACTCACACAATCCGCA
TCAGTAACGTTAAGTTTAATCTAGACTAACAACACCAAGTCTC
ATAGGCGCGCCATGGCAACCACAATTCCTTCC
ATATTAATTAATCAAGTGACATGAGCAAGCC
GCTTGAGCAGACATCACAGGATGAACGACTTCATCGATCCGG
TCAGTAACGTTAAGTTTAATTTATTCCTTCAGCTCGTCCCTAAC
GATGGCACCTGTGCTGTACA
CAACAAATCCTGTACAGCACAGG
GCTTGAGCAGACATCACAGGATGTCACCAAATGCCCCCATC
TCAGTAACGTTAAGTTTAATTCATACGTCGGTGTTGTGTACC
AAGAGTCAGTCAGTCTTAATATGTCACCAAATGCCCCCATC
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pksF-ory_Pamy_re

pksF_fw2
pksF_re2

CRISPY_fw_2.0/3.0

CRISPY_re_2.0
CRISPY_fw_3.0
brm2_crispy_fw

brm2_crispy_re
AapyrG_crispy_fw
AapyrG_crispy_re
pksl_crispy_fw
pksl_crispy_re
pksl_crispy_fw2
pksl_crispy_re2
moxI_crispy_fw
moxIl_crispy_re
moxI_crispy_fw2
moxI|_crispy_re2
aohR_crispy_fw
aohR_crispy_re
aohR_crispy_fw2
aohR_crispy_re2
sdrl_crispy_fw
sdrl_crispy_re
sdrl_crispy_fw2
sdrl_crispy_re2
brm1_crispy_fw

brm1_crispy_re

ATCGACTGACTGACTTTAATTCATACGTCGGTGTTGTGTACC
CTTCGCAAGCTTCTCAAGCC
GGCTTGAGAAGCTTGCGAAG

Oligos fiir CRISPR/Cas9
GGTCATAGCTGTTTCCGCTGA
TGATTCTGCTGTCTCGGCTG
GACGTTAACTGATATTGAAGGAG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCGACATGGAGCCTTGCCGGCAGTT
TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGACATGCGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCGTCAGCCGAACTCCTACAACGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGTCAGCCGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCAGAGATACCTCAAGGGGATCGTT
TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAGAGATCGGTGATGTCT
GCTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCTCCGAACACTCCGATTCTTCGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCGAAATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCGGAGTCGATGCCGGAGGAGAGTT
TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGGAGTCCGGTGATGTCT
GCTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCACATGCTCTCACGTGGTAAGGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACATGCATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCTCCGCAGTTTCACAGGCTGTGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCGCACGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCATCAACCTCGAGGAAACAGTGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGATCAACATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCGTGGTCCTCATCCTCGGCTCGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGTGGTCCGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCTGGCAGGCCACTTTCGTGAAGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTGGCAGATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCCGAATTGAAGCCTACGTTCGGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCGAATTCGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
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brm1_crispy_fw2
brm1_crispy_re2
pksA_crispy_fw
pksA_crispy_re
pksA_crispy_fw2

pksA_crispy_re2

Brm2_test_fw
Brm2_test_re
Brm2_crispy_seq
pksl_ko_test_fw
pksl_ko_test_re
pksl_ko_test_fw2
pksl_ko_test_re2
pksl_ko_test_fw3
pksl_ko_test_re3

AaltH2B_RT_fw
AaltH2B_RT re
pksA_rt_fw
pksA_rt_re
pksB_rt_fw
pksB_rt_re
pksC_rt_fw
pksC_rt_re
pksD_rt_fw
pksD_rt_re
pksE_rt_fw
pksE_rt_re
pksF_rt_fw
pksF_rt_re
pksG_rt_fw
pksG_rt_re
pksH_rt_fw
pksH_rt_re
pksl_rt_fw
pksl_rt_re
pks)_rt_fw
pks_rt_re
omtl_rt_fw
omtl_rt_re
moxl_rt_fw
moxl_rt_re

GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCACTTCATCGGCGGTACACGGGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACTTCAATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCCCGACCAGTACCCGCTCCTGGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCCGACCCGGTGATGTCTG
CTCAAGCG
GTCCGTGAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTCACTGGTCAACTCTGGTGAGAGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA
GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACTGGTATCGATGCTTGG
GTAGAATAGG

Oligos fiir Test-PCR auf Deletionen
GCCGATTTCTAGGACACTCC
GGTCACAGTAAGAGTGGATGG
GATCTCATGAAACGGACAGG
GTTCTGACTCTCCCACGTTG
CCTGATCAACAACGAGCCC
GAACTAAGTTCGACTCACGAT
TGCCCTTCCATTACTATCATCG
CTATAATTAGGCGTCTCCACTG
CGTAATACCCTCTTGGGAAG

Oligos fiir gRT-PCR

ACAAGAAGAAGCGCACCAAG
CGTTGACGAAAGAGTTGAGAAT
TCGCCTCTGACTGGTGAAA
TGGTAAGGGCAGTGCAGAA
ACCAGGCAATTCAGACTCTC
TGAGAGCATAGACAGCTTGC
TGTCGACGCTTTCTACCATC
GGTGTGATGCTGAAGAATGG
CGACATACGTATCGGACTTG
TGAAGACAGCACCAAGAGCT
GCAAATTCGTTCCAGAAGCAG
GACTGCGGACCAACGATG
ACCTCAGTTCATTGAAGCGC
CGACTTCTCCTTGTTGCTGA
CCCGCCAGACGTTGTGTT
ACTACACGCCTGGTTGCC
ACCCATTACGGACTGACAGT
TCCAAAAGTAGCCTCAGCTG
GGAAAACGTCACTTGGTGGA
TGTGCCTCTCGCAATTAGGA
TGGAGACGAGCTATCATGCT
CATCTGAGAATCACGCTGAG
GAAGAGACTGGAACAGGCAT
CACTTTCTGCAGCTCTTGGA
AGTCGTACCCTCATGTTCTC
GTCGCGCTCAAAGATGGAAA
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aohR_rt_fw
aohR_rt_re
sdrl_rt_fw
sdrl_rt_re
doxl_rt_fw
doxl_rt_re
HET_rt_fw
HET_rt_re
DNAtI_rt_fw
DNAtl_rt_re
regl_rt_fw
regl_rt_re
lccdl_rt_fw
lccl_rt_re
lcc2_rt_fw
Icc2_rt_re
lcc3_rt_fw
Icc3_rt_re
lccd_rt_fw
Iccd_rt_re
lcc5_rt_fw
Icc5_rt_re
lcco_rt_fw
Icc6_rt_re
lec7_rt_fw
lcc7_rt_re

TtrpC_Pac_fw
TtrpC_Bam_re
Pyro_Xmal_fw
Pyro_Notl_re
Efi_Notl_fw
Efi_Xmal_re
PtrpC_pJET_fw
PtrpC_re

TtrpC_fw
TtrpC_pJET_re
Cassette_PtrpC_fw
Cassette_TtrpC_re
CRISPY_re_TtrpCk
urz/PtrpC
CRISPY_fw_PtrpC
CRISPY_re_TtrpCla
ng/Vect
Amp_frag_fw

Amp_frag_re
Marker_frag_fw

ATCTGTGACGATTGCTCGTC
GACTTCCAGTTTGAGTGCCT
TCAAGTCGGAGTTTGGCACT
TGATATTCAAGTCCTTGGTGACA
GAGTATGGGCAGGCTTTGT
CGACCGATATCCTCGTTGT
AGCCTCACGATGTGGTCTTT
AATGTAGGCTTCGCCAACGA
TACCCGGTATTGGCAAGATG
CGACATTTGCAGGCGCATG
TTCGATTCAGTGGGTTGCGA
CTGAGGAAGGCATTGTGGTT
GTGCAGGCGATGGACAATTC
CCGCAGCAGGTAGATTGAT
TGCCTTCGAGTCTGACAACC
ATCTCAGACGAGCGCTCAAG
CATCATCGATGGTCCTGCCA
CACGGGTAGAATGCTGTGCAA
GAATACTGGTTGGAGCTCACC
CCAGTCTGCAATGAGGGTTG
CTCAGCTTGCGCAGTGCAAGA
GTGCCATTGGAGCGGAAATC
AAGCTGTCTGGCTCTGTTCC
CTTGGTGCTTGCATCCTTCG
CGACTCTGGAGCCTGTCAT
CTCGCGAGAGTCTCCAATC

Oligos zur Modifikation von Vektoren
ATATTAATTAAACTTAACGTTACTGAAATCATCAAACA
ATTGGATCCTCTAGAAAGAAGGATTA
ATACCCGGGGATCTTCATCATTCGTCGCTTTCG
ATAGCGGCCGCCTGCTTCCTCAACCTCTCGA
ATAGCGGCCGCTATGCGGTGTGAAATACCGC
ATACCCGGGCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATC
CTCGAGTTTTTCAGCAAGATGACGTTAACTGATATTGAAGGAG
ATCGATGCTTGGGTAGAATAGG
ACTTAACGTTACTGAAATCATCAACA
AGGAGATCTTCTAGAAAGATTCTAGAAAGAAGGATTACCTCTAAC
TATTCTACCCAAGCATCGATTCCGCCCTGATGAGTCCG
TGATTTCAGGTAACGTTAAGTGTCCCATTCGCCATGCCG
CTTCAATATCAGTTAACGTCGAGCCAAGAGCGGATTCC

GACGTTAACTGATATTGAAGGAG
GTCTCGGCTGAGGTCTTAATTCTAGAAAGAAGGATTACCTCTAAAC

AGTCAGTCAGTCTTAATTAAAGTCAGTCAGTCGATCTGTAGTAGCTCGTG
AAG

CCCGATCGGTACGATGGC

CCTAATGCTATGGTTGCTTTGAC
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Marker_frag_re GACTGACTGACTTTAATTAAGACTGACTGACTCTTGCTGTGGGGTTTATT

GTTC
Tailor_frag_fw AAGTGCTTATGCGCCATCG
Tailor_frag_re CGCATACGTCAAAGCAACCA

5.4.7 Klonierung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte wurden, wie oben beschrieben, mit dem FastGene Gel/PCR Extraction Kit

(Nippon Genetics, Diiren) aufgereinigt. Flr eine Klonierung Uber Restriktionsschnittstellen

wurden die Fragmente mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Falls eine

Hitzeinaktivierung moglich war, wurde diese nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Falls

dies nicht moglich war, wurden die Fragmente nochmals mittels Gelelektrophorese und

Extraktion aufgereinigt und mittels T4-Ligase nach Angaben des Herstellers kloniert.

Alternativ wurde eine Klonierung nach Gibson (Gibson assembly) durchgefiihrt. Daflir wurden

die jeweiligen Fragmente in aquimolarer Konzentration in 15 pl Reaktionsmastermix gegeben.

Der Ansatz wurde, falls nétig, mit ddH,0 auf 20 ul aufgefiillt. Die Klonierung erfolgte fir 30 -

60 Minuten bei 50°C.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Puffers und Mastermix fiir die Gibson assembly Reaktion

Puffer

Zusammensetzung

5x ISO-Puffer

Reaktionsmastermix (1,33x)

3 ml 1M Tris-HCI (pH 7.5)
300 ul 1 M MgClI2

60 ul 100 mM dGTP

60 ul 100 mM dATP

60 ul 100 mM dTTP

60 ul 100 mM dCTP

300 ul 1 M DTT

1.5 g PEG-8000

300 pl 100 mM NAD

Auf 6 ml mit ddH,0 auffillen

320 pl 5X ISO-Puffer

0.64 pul 10 U/pl T5 Exonuklease

20 pl 2 U/ul Phusion DNA Polymerase
160 ul 40 U/ul Tag DNA Ligase

860 pl ddH20

1.2 ml Total

Jeweils 15 pl/Aliquot
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5.4.8 Transformation von E. coli

Fir die Transformation von Plasmiden wurden selbst hergestellte E. coli TOP10-Zellen
verwendet. Ein 50 pl Aliquot der Bakteriensuspension wurde auf Eis aufgetaut und die Halfte
des Ligationsansatzes dazugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 42°C fiir 60 Sekunden. Daraufhin wurden 200 ul, auf
37°C erwarmtes, SOC-Medium hinzugegeben und die Zellen 20 Minuten bei 37°C schittelnd
inkubiert. Der Ansatz wurde nach der Inkubation auf zwei Platten mit LB-Medium aufgeteilt,
welches mit dem entsprechenden Selektionsmarker versetzt war. Auf eine Platte kamen 50 pl
des Ansatzes und auf die zweite Platte der Rest. AnschlieRend wurden beide Ansdtze tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Fir das Suche nach dem passenden Plasmid wurden jeweils eine

Plasmid-Praparation und ein anschlieBender Restriktionsverdau durchgefiihrt.

5.4.9 Transformation von A. alternata

Tabelle 16: Losungen und Medien, die bei der Transformation von A. alternata verwendet wurden

Solutions and media Composition/I

0,7 M Nacl NaCl 0,7M (40,9g)

STC 182,2g Sorbitol
10ml TrisHCI 1M, pH7,5
10ml CaCl; 1M

PEG in STC 40% PEG 4000
in STC

Regeneration medium 342,3g Saccharose

5g Hefeextrakt
5g Casein-Hydrolysat
7,5g Agar

Konidiosporen des zu transformierenden Stammes wurden in 50 ml mCDB-Flissigmedium,
das gegebenenfalls mit Uracil versetzt wurde, gegeben und tGber Nacht bei 28°C und 180 rpm
schiittelnd inkubiert. Die entstandene Kultur wurde am nadchsten Tag durch steriles
Miracloth® abfiltriert und mit steriler 0,7M NaCl-Losung gewaschen. Der Zellwandverdau fand
in 10 ml 0,7M NaCl-Lésung statt, in welcher eine Spatelspitze Kitalase® (Wako Chemicals
GmbH, Neuss) gelost wurde. Diese Losung steril filtriert und etwas Myzel dazugegeben. Die
Suspension wurde 1,5 Stunden bei 30°C und 120 rpm schiittelnd inkubiert. Die Kontrolle der
Protoplasten fand durch Lichtmikroskopische Untersuchung der Suspension statt. Waren

genug Protoplasten entstanden wurde die Suspension durch 2 Lagen steriles Miracloth® in ein
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50 ml Falcon abfiltriert. AnschliefRend wurden die Protoplasten fiir 10 Minuten bei 4°C und
2430 rpm (Zentrifuge: Hettich UNIVERSAL-320R) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
mit 10 ml 0,7M NaCl-Lésung gewaschen und anschlieBend nochmal fur 10 Minuten bei 4°C
und 2430 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml STC
resuspendiert. Pro Transformation wurde ein 200 pl Aliquot dieser Suspension verwendet. Zu
den Protoplasten wurden nun etwa 5 - 10 ug Plasmid-DNA gegeben und der Ansatz fiir 10
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden erfolgte ein Hitzeschock fiir 5 Minuten bei 42°C und
eine weitere Inkubation von 10 Minuten auf Eis. AnschlieBend wurde der Ansatz in ein 50 ml
Falcon tberfihrt und 1 ml PEG in STC dazugegeben. Der Ansatz wurde nun homogenisiert und
flir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 50 ml flissiges,
handwarmes Regenerationsmedium zu der Suspension hinzugegeben, der Inhalt durch
invertieren gemischt und auf zwei leere, sterile Petrischalen verteilt. Nach erstarren des
Mediums, wurden die Platten liber Nacht bei 28°C inkubiert. Am nachsten Tag, wenn bereits
einzelne Hyphen zu sehen waren, wurde die Kultur mit weiteren 15 ml Regenerationsmedium
Uberschichtet, das Hygromycin in einer Konzentration von 80 pug/ml enthielt. Bei Selektion mit

pyrG-Marker entfiel der Uberschichtungsschritt.

5.4.10 Transformation von A. nidulans

Tabelle 17: Lésungen und Medien, die bei der Transformation von A. nidulans verwendet wurden

Reagenzien und Medien Zusammensetzung

Glucose (10x) 200g Glukose pro Liter
(autoklavieren)

Ammonium Tartrat (100x) 9,2g pro 100ml
(autoklavieren)

MMR (500ml) 10ml Salzstammldsung (ohne Stickstoff)
0,5ml Spurenelemente
bendtigte Vitamine (Marker)
171g Saccharose
7,58 Agar
mit Wasser auf 440ml auffillen
pH 6,8

autoklavieren

440ml MMR + 10ml Ammoniumtartrate (100x) und 50ml
Glukose (10x) = MMR
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MMR-TOP (500ml) 10ml Salzstammlosung (ohne Stickstoff)
0,5ml Spurenelemente
171g Saccharose
3g Agar
mit Wasser auf 500ml auffillen
autoklavieren

Losung 2 (50ml) 14,9¢ MgS04 x 7 H,0O

frisch ansetzen 1,8ml Na;HPOQ4 (0,2M)
0,7ml NaH2P0O4 (0,2M)
pH5,5

steril filtrieren
Lagerung bei 4°C
Losung 5 (100ml) 10,9g Sorbitol
10ml TrisHCI 1M pH7,5 (autoklavieren)

Losung 6 (100ml) 18,22g Sorbitol
1ml TrisHCI 1M pH7,5
autoklavieren

Losung 7 (100ml) 18,22g Sorbitol
1ml TrisHCI 1M pH7,5
1ml CaCl; 1M
autoklavieren

Losung 8 (50ml) 30g PEG-4000

0,5ml TrisHCI 1M pH7,5
0,5ml CaCl, 1M
Salzstammlésung ohne 26 g KCl; 26 g MgS04x7H,0; 76 g KH2PO4; 50 mL

Stickstoff (1L, 50x): Spurenelemente; pH 4; 2 mL Chloroform

Einen Tag vor der Transformation wurden Sporen von einer gut bewachsenen Platte
abgenommen und lber Nacht bei 37°C und 180 rpm in 200 ml Minimalmedium mit
entsprechenden Markern inkubiert. Die gewachsene Kultur wurde Gber sterilem Miracloth®
abfiltriert und etwa eine Spatelspitze Myzel in 10 ml Lésung 2 mit Vinotaste®Pro (Novozymes)
gegeben. Die Suspension wurde 1,5h bei 30°C und 120rpm inkubiert. Nach erfolgtem
Zellwandverdau wurden die Protoplasten mikroskopisch tberprift und ggf. nochmal eine
Stunde inkubiert. Anschlielend wurde die Suspension, wenn nicht bereits in diesem inkubiert
wurde, in ein steriles 50 ml Falcon gegeben und mit Lésung 2 auf ein Gesamtvolumen von 15
ml aufgefillt. Daraufhin wurde die Suspension langsam mit 10 ml gekiihlter Losung 5
Uberschichtet, sodass zwei Phasen erkennbar waren. Der Ansatz wurde 18 Minuten bei 4°C
und 5000 rpm mit langsamer Beschleunigung und Abbremsung zentrifugiert. Die danach an

der Interphase entstandene Protoplastenbande wurde mit einer sterilen Pasteurpipette
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abgenommen, in ein neues, steriles 50 ml Falcon tberfiihrt und mit dem doppelten Volumen
kalter Losung 6 versehen. Diese Suspension wurde wiederum 12 Minuten bei 5000 rpm, 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 1 ml kalter Lésung 6
suspendiert. Diese Suspension wurde in einem sterilen Eppendorff-GefakR 5 Minuten bei 4°C
und 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum abgenommen und das Pellet in
kalter Losung 7 suspendiert, wobei pro Transformation 200 pl und zusatzlich 100 pl fir eine
Positiv- und Negativkontrolle eingesetzt wurden. Die Transformation erfolgte, indem 200 pl
Protoplastensuspension mit ca. 10 pug Plasmid-DNA versehen und zu 100 pl L6sung 8 in einem
sterilen 50 ml Falcon gegeben wurden. Die Suspension wurde 20 Minuten auf Eis inkubiert
und anschliefend nochmals 1 ml Lésung 8 hinzugefligt und ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Ansatz wurde mit Losung 7 auf 5 ml und anschlieBend mit warmem, flissigem
Top-Agar auf 35 ml aufgefillt. Die Suspension wurde auf zwei Platten mit entsprechendem
Selektionsmedium gegeben und nach Festwerden des Top-Agars 2-3 Tage bei 32°C inkubiert,

bis Kolonien zu sehen waren.

5.4.11 Transformation von A. oryzae

Tabelle 18: Losungen und Medien, die bei der Transformation von A. oryzae verwendet wurden

Losungen und Medien Zusammensetzung pro Liter

NacCl 0,8M 46,8g NaCl

Losung 1 46,8g NaCl; 1,1g CaCl; 50mM Tris-HCI, pH 7,5 (20 ml 1M
Stock)

Losung 2 60% PEG 6000; 46,8g NaCl, 5,5g CaCl,
50mM Tris-HCl, pH 7,5 (20 ml 1M stock)

mCD 15g Glucose; 4g Hefeextrakt; 1g KH,PO4. 0,5g MgS04 x H,0;
0,5g NaCl; 0,01g FeSO4 x H20; pH 7,0

CZDS Top-Agar 3,5% Czapek Dox Flissigmedium; 0,7%  Agar;

182,2g Sorbitol (1M)

Czapek Dox Agar + Sorbitol 0,01g Fe,S0O4 x 7H20; 0,52 MgS04 x 7H,0; 0,5g KCl; 1,0g
K2HPO4; 3,02 NaNQOs; 30,0g Sucrose; 182,2g Sorbitol (1M)
15g Agar; pH 7,3

Czapek Dox Fliissigmedium 0,01g Fe2S04 x 7H20; 0,58 MgS04 x 7H,0; 0,5g KCl;
1,0g K;HPO4; 3,0g NaNOs; 30,0g Saccharose; pH 7,3

Der zu transformierende Stamm von A. oryzae wurde auf mCD-Agar kultiviert, bis sich
Konidiosporen gebildet hatten. Diese wurden in 50 pl flissigem mCD aufgenommen und tber

Nacht bei 28°C und 180 rpm inkubiert. Das gewachsene Myzel wurde Uber sterilem Miracloth®

125



abfiltriert und mit steriler, 0,8 M NaCl-Lésung gewaschen. Das Myzel wurde in ein 50 ml Falcon
mit 15 ml VerdaulGsung (eine Spatelspitze Vinotaste®Pro (Novozymes) in 15 ml 0,8 M NaCl)
gegeben und fir zwei Stunden bei 30°C und 120 rpm schiittelnd inkubiert. Die Kontrolle der
Protoplasten fand durch Lichtmikroskopische Untersuchung der Suspension statt. Waren
genug Protoplasten entstanden wurde die Suspension durch 2 Lagen steriles Miracloth® in ein
50 ml Falcon abfiltriert. Es folgte eine Zentrifugation bei 5000 rpm und 4°C (Zentrifuge: Hettich
UNIVERSAL-320R). Das Pellet wurde in 1 ml Losung 1 resuspendiert und in 100 ul Aliquots pro
Transformation aufgeteilt. Pro Transformation wurden 5 pg Plasmid-DNA dazugegeben. Diese
wurde fir 3 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ml Lésung 2 zugegeben und der
Ansatz fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu dem Ansatz wurden 30 ml CZDS-Top
Agar gegeben und dieser durch Invertieren gemischt. AnschlieRen wurde die Suspension auf
zwei Platten mit Czapek-Dox Agar + Sorbitol mit entsprechenden Markern aufgeteilt. Die

Platten wurden, nach Erstarren des Agars bei 28°C inkubiert, bis Kolonien entstanden.

5.4.12 Isolation von RNA

Die Extraktion von RNA wurde mit dem Fungal RNA Mini-Kit von Omega nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.

5.4.13 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zur Durchfiihrung der Real-Time-PCR wurde zundchst RNA aus den zu untersuchenden
Stammen isoliert. Von jedem Stamm wurden drei biologische Replikate erstellt. Von jeder
RNA-Probe wurden anschlieBend zwei technische Replikate erstellt, welche in der PCR
eingesetzt wurden. Als Referenz (,,Haushaltsgen”) zu dem zu untersuchenden Gen diente das
Histon 2B-Gen des jeweiligen Organismus. Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit
DEPC-H,0auf 50 ng/ul eingestellt. Die Konzentration der Primer wurde auf die gleiche Weise
auf eine 10 uM Konzentration eingestellt. Pro Reaktion wurde je 1 ul des forward- und
reverse-Primers (Endkonzentration 0,4uM), 0,25 pl Reverse Transkriptase, 0,5 ul RiboSafe
RNase-Inhibitor, 12,5 ul 2x SensiFAST SYBR No-Rox One-Step Mix, 7,75 ul Nuklease freies
Wasser (alles von Bioline) und 2 pl (100ng => Endkonzentration 4 ng/ul)) der zu
untersuchenden RNA eingesetzt. Die Reaktion wurde im BioRad CFX Connect Real-Time

System bei folgenden Einstellungen durchgefiihrt. 10 Minuten reverse Transkription bei 45°C
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mit anschlieBender Polymerase-Inaktivierung fir 2 Minuten bei 95°C. 40 Zyklen mit je 5
Sekunden Denaturierung bei 95°C, Annealing fiir 20 Sekunden bei 57°C und Elongation fiir 30
Sekunden bei 60°C. Fir die Dissoziationskurven wurde 1 Minute bei 95°C und 1 Minute bei
55°C angewandt. Fiir die Schmelzkurven 80 Zyklen mit je 10 Sekunden startend bei 55°C,
wobei pro Zyklus die Temperatur um 0,5°C gesteigert wurde. Als Template fiir die Real Time

PCR wurde ein etwa 100 bp grolRes Fragment in einem Exon des jeweiligen Gens gewahlt.

5.4.14 Synthese von cDNA

Die Herstellung von cDNA wurde mit dem SuperScript® Double-Stranded cDNA Synthesis Kit

von Thermo Fisher Scientific, nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

5.5 Nachweis von Sekundarmetaboliten

5.5.1 Extraktion von Sekundarmetaboliten aus Myzel

Das Myzel (A.nidulans oder A.alternata) wurde bei den jeweils fiir sie optimalen Bedingungen
inkubiert. Hier fand sowohl die Inkubation auf Festmedium, als auch die Inkubation in
Flissigmedium statt. Wurde das Myzel auf Festmedium inkubiert, wurden drei Agarblocke
mithilfe einer 1ml Pipettenspitze ausgestochen und diese in ein 2ml Eppendorf Gefals gegeben
und zerstoRen. Die Metabolite wurden mit Ethylacetat extrahiert indem das Gefal§ fiir 90
Minuten bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert wurde. Bei Inkubation in Flissigmedium
wurde das Myzel nach angemessener Wachstumszeit durch Filtration vom Medium
abgetrennt und Uber Nacht in einem Falcon gefriergetrocknet. Am nachsten Tag erfolgte die
Zugabe des Losungsmittels (ebenfalls Ethylacetat) und eine weiter Inkubation Gber Nacht auf
einem Taumler. Die Extrakte wurden anschlieBend auf 2ml Eppendorf GefaRe verteilt und im
Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft und anschlieRend in je 100 ul Ethylacetat oder

Acetonitril oder Methanol (bei Verwendung fiir HPLC) geldst und zusammengefihrt.

5.5.2 Diinnschichtchromatographie

Die Untersuchung der extrahierten Metabolite mittels Diinnschichtchromatographie erfolgte

auf Dlnnschichtplatten der Firma Merck, auf denen eine 0,25 mm dicke Kieselgel-60 Schicht
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als stationare Phase diente. Die Proben wurden in einem Abstand von einem Zentimeter zum
Rand und untereinander auf die Platten aufgetragen. Das aufgetragene Volumen etwa 10-20
pl. Als Mobile Phase diente ein Gemisch aus Toluol, Ethylacetat und Ameisensdure im
Volumenverhaltnis 5:4:1. Die Beladene Platte wurde in eine Laufkammer mit 10 ml Laufpuffer
gestellt und solange inkubiert, bis die mobile Phase einen Zentimeter vom oberen Rand
entfernt war. Die Zeit betrug hier etwa 25 Minuten. Zum Nachweis von Metaboliten wurden
die Platten Luftgetrocknet und anschliefend mit UV-Licht der Wellenldange 254 nm und 365
nm bestrahlt, um fluoreszierende Komponenten zu detektieren. Fir den Nachweis mit
Anisaldehyd-Reagenz (0,5 ml Anisaldehyd in 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol, 5 ml H,SO4 konz.)
wurde diese mit einem Sprihfldschchen auf die Platten gespriht und diese danach fiir 15

Minuten bei 100°C inkubiert.

5.5.3 High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Fir die HPLC-Analyse der Extrakte wurden diese eingedampft und in einem Finftel des
urspriinglichen Volumens Methanol eluiert. Die Analysen wurden mit einem Flexar System
von Perkin Elmer durchgefiihrt. Das System war ausgestattet mit einem Degaser, einer
bindren Pumpe einem Saulenofen und einem Diode-Array Detektor (DAD), welcher einen
Wellenldangenbereich von 190-700 nm detektierte. Als stationare Phase diente eine C18 Saule
(Brownlee Analytical C18, 150 x 4,6 mm, 5um PartikelgroRe). Alle verwendeten Losungsmittel
hatten ,HPLC grade” Qualitdt. Die Gradienten und Losungsmittel wurden den jeweiligen

Analyten angepasst. Das Injektionsvolumen betrug stets 20 pl

Alternariol und Derivate: Laufmittel A: 100% Acetonitril und Laufmittel B: H20 + 0,1%

Ameisensaure.

Die C18-Saule wurde in 10% A/90% B aquilibriert. AnschlieBend wurde bei einer Flussrate von
0,5 ml/min Gber 20 min die Konzentration von A auf 100% gesteigert und dann nochmals 10
min bei 100% A beibehalten. Der DAD zeichnete bei 254 nm und 360 nm bei 5 Hz auf. Die

Saulentemperatur wurde auf 35°C eingestellt.
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Altertoxine: Laufmittel A: 100% Acetonitril, Laufmittel B: H20 + 0,1% Ameisensaure.

Die C18-Saule wurde in 10% A/90% B &quilibriert. AnschlieBend wurde tGber 15 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min die Konzentration von A auf 100 % erhéht und fiir weitere 10 min bei
gleicher Flussrate beibehalten. Der DAD zeichnete bei 254 nm und 360 nm bei 5 Hz auf. Die

Temperatur wurde auf 35°C eingestellt.
Aslaniol/Aslanipyron: Laufmittel A: 100% Acetonitril, Laufmittel B: H20 + 0,1% Ameisensaure.

Die C18-Sdule wurde in 40%A/60%B &quilibriert. Diese Konzentration wurde bei einer
Flussrate von 0,5 ml/min fiir 5 min beibehalten. AnschlieBend wurde die Konzentration von A
Uber 15 min auf 90% erh6ht und innerhalb der nachsten 10 min auf 100%. Der DAD zeichnete

bei 254 nm und 400 nm mit 5 Hz auf. Die Sdulentemperatur wurde auf 35°C eingestellt.
Betaenon: Laufmittel A: Acetonitril, Laufmittel B: H20 + 0,1% Ameisensaure.

Die C18-Saule wurde in 10% A equilibriert. Bei einer Flussrate von 0,5 ml/min wurde ein
linearer Gradient bis 100% A Uber 20 min angewendet und anschliefend weitere 10 min
beibehalten. Der DAD zeichnete bei 254nm und 360 nm bei 5 Hz auf. Die Temperatur wurde

auf 35°C eingestellt.
Hortein: Laufmittel A: 100 % Methanol, Laufmittel B: H,0 + 0,02% H3POa.

Die C18-Saule wurde mit 10% A und 90% B equilibriert. Die Konzentration wurde bei einer
Flussrate von 1 ml/min fur funf Minuten beibehalten. AnschlieBend wurde die Konzentration
von A innerhalb von 15 min auf 100% erhéht und anschliefend bei dieser Konzentration und
Flussrate fiir 10 min beibehalten. Der DAD zeichnete bei 254 nm und 340 nm bei 5 Hz auf. Die

Temperatur wurde auf 35°C eingestellt.

5.5.4 LC/MS

Die Analyse von Altenusin wurde mit einem Triple TOF 5600 Massenspektrometer (AB Sciex,
Darmstadt, Germany) ausgestattet mit einem 1290 Infinity LC System (Agilent, Waldbronn,
Germany) durchgefiihrt. Das LC-DAD-MS System wurde mit der Software Analyst TF 1.6.0. LC
gesteuert. Die Auftrennung erfolgte mit einer Acquity HSS T3 - Sdule (2.1 mm x 100 mm, 1.8

um PartikelgrofRe; Waters, Eschborn, Germany), die mit einer Vorsaule (Waters Acquity HSS
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T3, 221 mm x 5 mm, 1.8 um PartikelgroRe) und einem Filter (Krudkatcher, 0.5 um;
Phenomenex. Aschaffenburg, Germany) ausgestattet war. Als Laufmittel A wurde 10 mM
Ammoniumformiatpauffer mit 0.05 % Ameisensdure verwendet, als Laufmittel B wurde
Acetonitril : Methanol (1:1, v:v) eingesetzt. Es wurde folgender, linearer Gradient mit einer
Flussrate von 0,3 ml/min verwendet: 0,0 — 2,0 min 3% B, 2,0 — 13,0 min vo 3% - 95% B, 13,0 —
18,0 min 95% B, 18,0 — 18,5 min 95% - 3% B und 18,5 — 23,0 min 3% B. Die Temperatur der
Sdule wurde auf 30 °C eingestellt und das Injektionsvolumen betrug 2 pl. Der DAD Zeichnete
von 220 - 600 nm mit einer Rate von 10 Hz auf. Die Proben wurden sowohl im negativen, als

auch im Positiven ESI Modus gemessen.

Tabelle 19: Gemessenes und theoretisches Masse-/Ladungsverhiltnis von ALN (C15H1406)
welches wahrend der LC-DAD-MS Analyse beobachtet wurde

Gemessene Theoretische Abweichung Fragmente [m/z]

Masse Masse [Ppm]

(M +H") [m/z] (M +H") [m/z]
Positiver 291.0864 291.0863 0.3 273, 255, 227,
Modus 199, 139, 128
Negativer 289.0733 289.0731 5.3 271, 245, 230,
Modus 229, 161, 160,

159, 146
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