
 

 

 

 

 

 

 

 

Untersuchungen zum Sekundärmetabolismus des Schwärzepilzes 

Stachybotrys chartarum Genotyp S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

von Katharina Tribelhorn 

 

 



 

 

 

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwürde  

der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

Untersuchungen zum Sekundärmetabolismus des Schwärzepilzes 

Stachybotrys chartarum Genotyp S 

 

 

 

 

 

von Katharina Tribelhorn 

aus Ust-Kamenogorsk 

 

München 2023 

 



 
 

 

Aus dem Veterinärwissenschaftlichen Department  

der Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

Lehrstuhl für Bakteriologie und Mykologie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arbeit angefertigt unter der Leitung von: Prof. Dr. Frank Ebel 

Mitbetreuung durch: Priv.-Doz. Dr. Sebastian Ulrich 

 

 



 

 

Gedruckt mit Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D. 

 

Berichterstatter:  Prof. Dr. Frank Ebel 

 

Korreferent/en:  Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka 

   Priv.-Doz. Dr. Kristina Schauer 

   Univ.-Prof. Dr. Herbert Kaltner 

   Priv.-Doz. Dr. Petra Kölle 

 

 

 

Tag der Promotion: 22. Juli 2023 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meiner Familie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis     V 

INHALTSVERZEICHNIS 

I. EINLEITUNG ............................................................................................ 1 

II. LITERATURÜBERSICHT ...................................................................... 3 

1 Gattung Stachybotrys..................................................................................3 

1.1 Taxonomie ....................................................................................................3 

1.2 Wachstumsbedingungen...............................................................................5 

1.3 Metabolite des sekundären Stoffwechsels....................................................7 

1.3.1 Trichothecene ...............................................................................................8 

1.3.2 Atranone .....................................................................................................10 

1.3.3 Phenylspirodrimane ....................................................................................12 

1.4 Vorkommen ................................................................................................13 

1.4.1 Futtermittel .................................................................................................13 

1.4.2 Lebensmittel ...............................................................................................14 

1.4.3 Innenraum...................................................................................................14 

1.5 Medizinische Bedeutung ............................................................................16 

1.5.1 Bedeutung in der Tiermedizin ....................................................................17 

1.5.2 Bedeutung in der Humanmedizin ...............................................................19 

2 Sekundärmetabolismus von filamentösen Schimmelpilzen..................22 

2.1 Mykotoxine ................................................................................................23 

2.2 Sekundärmetabolismus und Pilzentwicklung.............................................24 

3 Methoden zur Untersuchung von Stachybotrys-Spezies .......................26 

3.1 Kultur- und Mikromorphologie ..................................................................26 

3.2 ATR-Infrarotspektroskopie ........................................................................28 

3.3 MTT-Test – Zytotoxizitätstest mittels Zellkultur.......................................29 

3.4 Flüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie ...........................31 

3.4.1 HPLC ..........................................................................................................31 

3.4.2 LC-MS/MS .................................................................................................33 

III. PUBLIKATIONEN .................................................................................. 36 

1 Publikation Sekundärmetabolismus .......................................................36 

2 Publikation Stickstoff- und Kohlenstoffquellen ....................................55 

IV. DISKUSSION ........................................................................................... 78 



Inhaltsverzeichnis     VI 

1 Sporulation und Produktion von Mykotoxinen ....................................79 

2 Charakterisierung von Melanin ..............................................................84 

3 Kommunikation zwischen Schimmelpilzkolonien ................................84 

4 Einfluss verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen ..................85 

V. ZUSAMMENFASSUNG ......................................................................... 94 

VI. SUMMARY............................................................................................... 97 

VII. LITERATURVERZEICHNIS .............................................................. 100 

VIII. DANKSAGUNG ..................................................................................... 133 

 



Abkürzungsverzeichnis     VII 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

AMM Aspergillus Minimal Medium 

ATR attenuated total reflection (dt.: abgeschwächte Totalreflexion) 

aw-Wert Wasseraktivität 

chs1 Chitinsynthase 1 

dt. deutsch 

engl. englisch 

FT-IR-Spektroskopie Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration 

LC-MS/MS Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 

M Molare Masse 

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight 

MEA Malzextrakt-Agar 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid 

PDA Potato-Dextrose-Agar 

PDA-S Potato-Dextrose-Agar (Sigma-Aldrich) 

PDA-V Potato-Dextrose-Agar (VWR Chemicals) 

S. Stachybotrys 

SBS Sick-Building-Syndrom 

SK Swine Kidney 

Syn. Synonym 

tri5 Trichodiensynthase 5 

tub1 β-Tubulin 1 

  



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis    VIII 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

Abbildung 1:  Chemische Strukturformeln von makrozyklischen Trichothecenen, 

die von S. chartarum Chemotyp S gebildet werden, Isoformen    

sind nicht dargestellt ........................................................................ 9 

Abbildung 2:  S.-chartarum-Genotyp-S-Stämme ATCC 34916 (A), IBT 40293 

(B) und DSM 114129 (C) nach 21 Tagen Anzucht auf           

Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C .................................................... 26 

Abbildung 3:  Guttationstropfen einer S.-chartarum-Kultur (ATCC 34916) nach 

sieben Tagen Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C ......... 27 

Abbildung 4:  Stereomikroskopische Aufnahmen von S.-chartarum-Kulturen 

(ATCC 34916) nach 21 Tagen (A, 160-fache Vergrößerung) und 

sieben Tagen (B, 630-fache Vergrößerung, Lactophenolblau-

Klebestreifenpräparat) Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei      

25 °C .............................................................................................. 27 

Abbildung 5:  Schematische Darstellung eines Tandem-Massenspektrometers .. 35 

 

TABELLENVERZEICHNIS 

Tabelle 1:  Nachweise von Stachybotrys-Spezies in Innenräumen ................. 15 



I. Einleitung     1 

I. EINLEITUNG 

Filamentöse Schimmelpilze der Gattung Stachybotrys (S.) kommen ubiquitär in der 

Umwelt vor, wachsen jedoch bevorzugt auf feuchten, zellulosehaltigen Materialien 

(MCQUADE, 1963; NIELSEN et al., 1998). Daher werden sie häufig aus 

wassergeschädigten Gebäuden und Baumaterialien sowie unsachgemäß gelagerten 

Futtermitteln (z. B. Stroh und Heu) isoliert (EL-KADY & MOUBASHER, 1982; 

NIELSEN et al., 1998; ANDERSEN et al., 2002). Die von dieser Gattung 

gebildeten Sekundärmetaboliten werden mit diversen Erkrankungen in Verbindung 

gebracht. Bei Tieren, insbesondere Pferden, kann die Stachybotryotoxikose nach 

oraler Aufnahme oder Inhalation von Mykotoxinen aus unsachgemäß gelagertem, 

verschimmeltem Futter auftreten (FORGACS et al., 1958; FORGACS, 1972). 

Menschen sind insbesondere in wassergeschädigten Gebäuden gefährdet. 

Stachybotrys-Spezies können Symptome des Sick-Building-Syndroms hervorrufen 

und stehen im Verdacht bei Säuglingen pulmonale Hämorrhagien verursacht zu 

haben (JOHANNING et al., 1996; DEARBORN et al., 2002; HINTIKKA, 2004). 

S. chartarum ist eine der am häufigsten isolierten Spezies der Gattung Stachybotrys 

(LOMBARD et al., 2016). Die von dieser Art produzierten, hochtoxischen 

makrozyklischen Trichothecene (vor allem Satratoxine) besitzen ein ausgeprägtes 

zyto- und neurotoxisches Potenzial gegenüber Säugetierzellen (JARVIS et al., 

1995; GAREIS, 2006; ISLAM et al., 2009) und stellen somit eine Gefahr für Men-

schen und Tiere dar. Aber auch andere von S. chartarum gebildete Metabolite, wie 

die Phenylspirodrimane, stehen im Verdacht aufgrund ihrer immunsuppressiven 

Wirkung an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt zu sein (HONG et al., 1979; 

MIYAZAKI et al., 1980; JAGELS et al., 2019). 

In zahlreichen wissenschaftlichen Studien wird beschrieben, dass verschiedene 

externe Faktoren wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Nährstoffe das 

Mykotoxinprofil und Mykotoxinkonzentrationen deutlich beeinflussen (NIELSEN 

et al., 2004; MAGAN & ALDRED, 2007). Hierbei spielen bei Schimmelpilzen wie 

Aspergillus- und Fusarium-Spezies die verfügbaren Stickstoff- und Kohlenstoff-

quellen eine wichtige Rolle (MEDINA et al., 2008; KOHUT et al., 2009). Trotz 

des von S. chartarum ausgehenden Gefährdungspotentials für Menschen und Tiere 

ist wenig über den Einfluss spezifischer Nährstoffe auf die Produktion von 

Mykotoxinen bekannt. Um Toxin-produzierende, gesundheitsschädliche Stämme 
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jedoch eindeutig zu identifizieren, ist es notwendig diese unter Bedingungen 

anzuzüchten, die die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen zuverlässig 

ermöglichen. Verschiedene Baumaterialien und komplexe Nährmedien wie 

Potato-Dextrose-Agar wurden in Studien getestet (ALEKSIC et al., 2016; JAGELS 

et al., 2020; ULRICH & SCHÄFER, 2020). Die darin enthaltenen komplexen 

Bestandteile lassen jedoch keine eindeutige Aussage über den Einfluss einzelner 

Stickstoff- und Kohlenstoffquellen zu. Für andere Schimmelpilze wie 

Aspergillus-Spezies werden aus diesem Grund Minimal-Nährmedien verwendet. 

Diese sind in ihren Inhaltsstoffen eindeutig definiert und ermöglichen einen 

gezielten Austausch einzelner Komponenten (HILL & KAFER, 2001). So können 

Nährstoffe bestimmt werden, die die Produktion von Mykotoxinen begünstigen 

oder unterdrücken. Für S. chartarum war ein solches Medium bisher unbekannt. 

Des Weiteren ist bekannt, dass die Mykotoxinproduktion und die Sporulation bei 

verschiedenen filamentösen Schimmelpilzen wie Aspergillus-, Fusarium- und 

Penicillium-Spezies funktionell miteinander verbunden sind. Eine Hemmung der 

Sporulation führt demnach bei diesen Schimmelpilzen zu einer Hemmung der 

Mykotoxinproduktion (SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; REIß, 1982; SHIM & 

WOLOSHUK, 2001). Für S. chartarum wird ebenfalls ein Zusammenhang 

vermutet, dieser wurde bisher jedoch nicht experimentell bestätigt (CALVO et al., 

2002). 

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, im ersten Teil zunächst den Zusammenhang 

zwischen der Sporulation und der Produktion von makrozyklischen Trichothecenen 

zu untersuchen und zu prüfen, ob diese beiden Vorgänge miteinander in 

Verbindung stehen. Hierbei sollte zudem getestet werden, inwieweit sich die 

Anzahl der Kolonien, die sich auf einer Agarplatte befinden, auf den Grad der 

Sporulation und die Toxinproduktion auswirkt. Ein weiteres Ziel war es, das in den 

Sporen von S. chartarum eingelagerte dunkle Pigment näher zu untersuchen und 

mittels ATR-Infrarotspektroskopie zu charakterisieren. Im zweiten Teil sollte 

anschließend der Einfluss verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie 

Konzentrationen auf das Myzelwachstum und die Mykotoxinproduktion untersucht 

werden. Hierfür war es notwendig ein für S. chartarum geeignetes 

Minimal-Nährmedium zu bestimmen, dessen Inhaltsstoffe genau definiert sind, 

sodass ein gezielter Austausch einzelner Komponenten möglich ist.
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1 Gattung Stachybotrys 

1.1 Taxonomie 

Die Gattung Stachybotrys wurde im Jahr 2014 taxonomisch neu eingeordnet 

(CROUS et al., 2014). Hierbei wurde sie der Familie Stachybotryaceae der 

Ordnung Hypocreales, Unterklasse Hypocreomycetidae, Klasse Sodariomycetes, 

Unterabteilung Pezizomycotina, Abteilung Ascomycota, Unterreich Dikarya und 

letztendlich dem Reich der Pilze (Mycota) zugeordnet. 

Die erste Spezies der Gattung Stachybotrys (S.) wurde im Jahr 1837 von einer 

Tapete in einem Gebäude in Prag isoliert. Der österreichische Botaniker Corda 

beschrieb den schwarzen Schimmelpilz morphologisch und benannte ihn 

S. atra Corda (CORDA, 1837). Seitdem wurden etwa 179 Stachybotrys-Spezies 

beschrieben, von denen jedoch nicht alle vollständig analysiert wurden 

(MYCOBANK DATABASE; CROUS et al., 2004). 

LOMBARD et al. (2016) stellten fest, dass taxonomische Studien zur Familie der 

Stachybotryaceae hauptsächlich auf Analysen des Phänotyps basieren. Tatsächlich 

richtete sich in den vergangenen Jahren die Zuordnung eines Isolates zur Gattung 

Stachybotrys und die Identifikation als eigene Spezies zunächst nach der Farbe der 

Kolonien (BISBY, 1943). BISBY (1943) reduzierte die bis 1943 beschriebenen 

Spezies auf zwei, nämlich S. atra Corda und S. subsimplex. Er wies darauf hin, dass 

extrinsische Faktoren einen Einfluss auf einzelne Kolonien nehmen können, diese 

jedoch nicht als neue Spezies behandelt werden dürfen. Später erfolgte die 

taxonomische Klassifizierung anhand der Form und Beschaffenheit der 

Konidiophoren und Konidien (HUGHES, 1953). HUGHES (1958) stellte später 

fest, dass S. atra Corda und Stilbospora chartarum (Ehrenb.) derselben Art 

angehören und schlug eine Umbenennung beider Spezies in 

Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) S. Hughes vor. Derzeit ist der Name 

S. chartarum allgemein anerkannt und wird weltweit von Mykologen verwendet 

(LI & YANG, 2005; LOMBARD et al., 2016). 

Die Gattung Stachybotrys wird, basierend auf dem Phänotyp, Genotyp, Proteom 

und Metabolom, als sehr heterogen beschrieben (CRUSE et al., 2002; WANG et 
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al., 2015b; LOMBARD et al., 2016; ULRICH et al., 2016). Daher stellt sich die 

Zuordnung von Isolaten zur Gattung Stachybotrys und die Charakterisierung von 

Stachybotrys-Spezies nur anhand morphologischer Eigenschaften als 

problematisch dar. Immer wieder werden neue, fragliche Spezies beschrieben, 

deren taxonomische Einordnung für Verwirrung sorgt (CRUSE et al., 2002; 

SCHULTES et al., 2021). Auch die Einordnung der eng verwandten Gattungen 

Memnoniella und Myrothecium, die aufgrund morphologischer Ähnlichkeiten und 

Ähnlichkeiten ihrer Sekundärmetaboliten erfolgte, wurde kontrovers diskutiert 

(CASTLEBURY et al., 2004; WANG et al., 2015a; WANG et al., 2015b). Da die 

drei Gattungen jedoch genetisch voneinander unterscheidbar sind, wurden sie in 

neueren Studien als verschiedene Gattungen gelistet (LOMBARD et al., 2016). 

Aufgrund der unzureichenden Einordnung anhand morphologischer Eigenschaften 

wiesen WANG et al. (2015b) und LOMBARD et al. (2016) auf die Notwendigkeit 

einer umfassenden phänotypischen, genetischen und metabolomischen Untersu-

chung der Stachybotrys-Spezies hin, um die taxonomische Klassifizierung zu 

klären. 

Eine Untersuchung metabolomischer und genetischer Daten ließ eine weitere 

Differenzierung von Isolaten zu, die zuvor als S. chartarum identifiziert wurden. 

Die Analyse der Sekundärmetaboliten und der tri5-, chs1- und tub1-Gensequenzen 

ermöglichte es ANDERSEN et al. (2003) die Isolate in zwei Chemotypen zu 

unterteilen, die beide der Spezies S. chartarum angehören. Demnach bildet der 

Chemotyp S die hochgradig zytotoxischen makrozyklischen Trichothecene (z. B. 

Satratoxine) und der Chemotyp A die weniger zytotoxischen Atranone. Außerdem 

unterscheiden sich die beiden Chemotypen innerhalb ihrer tri5-Gensequenzen. 

Zusätzlich konnte eine bis dahin unbekannte Spezies als S. chlorohalonata 

abgegrenzt werden. S. chartarum und S. chlorohalonata unterscheiden sich zum 

einen morphologisch voneinander, weisen aber auch Unterschiede innerhalb ihrer 

tri5-, chs1- und tub1-Gensequenzen auf (ANDERSEN et al., 2003). Später wurde 

dieser Ansatz durch Proteom-Analysen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie 

ergänzt (ULRICH et al., 2016) und die Untergliederung in zwei eng verwandte, 

jedoch eigenständige Spezies von LOMBARD et al. (2016) bestätigt. Einige Jahre 

später stieß eine Arbeitsgruppe auf mehrere S.-chartarum-Stämme des 

Chemotyps S, die anhand des tri5-Gens identifiziert wurden, aber nicht in der Lage 

waren makrozyklische Trichothecene zu produzieren (ULRICH et al., 2016). 
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Hierdurch wurde deutlich, dass eine Einteilung in zwei Chemotypen nach der 

Definition von ANDERSEN et al. (2003) unzureichend ist. ULRICH et al. (2019) 

führten daher eine neue Einteilung von S.-chartarum-Stämmen in drei Genotypen 

ein. Je nach Vorhandensein oder Fehlen von Genen, von denen man annimmt, dass 

sie für relevante Enzyme für die Biosynthese von Atranonen oder Satratoxinen 

kodieren, werden die Stämme dem Genotyp A, S oder H zugeordnet. Der 

Genotyp A besitzt den Atranoncluster (atr1-14), aber nicht die Satratoxincluster 

und bildet demnach nur Atranone. Satratoxin-produzierende Stämme, die alle 

Satratoxincluster (SC1-SC3, sat1-21), aber nicht den Atranoncluster besitzen, 

werden dem Genotyp S zugeordnet. Der Genotyp H stellt einen Hybridtyp dar, der 

den Atranoncluster (atr1-14), aber nur Teile der Satratoxincluster (SC1, SC3) 

besitzt und somit keine Satratoxine bildet. Da die Gene der SC1- und SC3-Cluster 

in diesen Stämmen unterschiedlich gut konserviert sind, zeigen die H-Stämme eine 

größere genetische Heterogenität (ULRICH et al., 2019). 

Im Vergleich zu anderen filamentösen Schimmelpilzen, wie Fusarium- oder 

Aspergillus-Spezies, stehen nur wenige genetische Informationen zur Gattung 

Stachybotrys zur Verfügung. Derzeit sind die Genome von nur vier 

S.-chartarum-Stämmen und jeweils einem S.-chlorohalonata-, S.-microspora- und 

S.-elegans-Stamm in der NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology 

Information) hinterlegt (SEMEIKS et al., 2014; BETANCOURT et al., 2015; 

MESNY et al., 2021). Verschiedene Autoren weisen daher darauf hin, dass weitere 

Gesamtgenomuntersuchungen und sequenzbasierte Analysen notwendig sind, um 

bestehende taxonomische Unklarheiten zu klären (WANG et al., 2015b; 

LOMBARD et al., 2016; ULRICH et al., 2019). 

1.2 Wachstumsbedingungen 

Seit der Entdeckung von S. chartarum (ehemals S. atra Corda) im Jahr 1837 

(CORDA, 1837) wurden verschiedene Faktoren, die das Wachstum beeinflussen 

können, untersucht und beschrieben. 

In älterer Literatur werden Nährstoffe wie Glucose als limitierende Faktoren für das 

Wachstum und die Sporulation von Stachybotrys-Spezies und 

Memnoniella echinata genannt (STEINBERG, 1939; BUSTON & BASU, 1948; 

MCQUADE, 1963). Eine andere Studie beschreibt einen positiven Effekt von 

Biotin auf das Wachstum und die Sporulation von Stachybotrys- und 
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Memnoniella-Isolaten (MARSH & BOLLENBACHER, 1946). MCQUADE 

(1963) untersuchte den Einfluss verschiedener anorganischer Verbindungen auf das 

Wachstum von Stachybotrys-Stämmen. Dieser Veröffentlichung zufolge führen 

hohe Konzentrationen von Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) zu einem 

gesteigerten filamentösen Myzelwachstum, wohingegen Ammoniumchlorid 

(NH4Cl) in höheren Konzentrationen die Sporulation unterdrückt. 

Außerdem werden zellulosehaltige Materialien als bevorzugte Matrix für das 

Wachstum von Stachybotrys-Spezies beschrieben, da Zellulose enzymatisch 

abgebaut und als Kohlenstoffquelle verwertet werden kann (SAMSON et al., 2010). 

Weitere Studien zeigten zudem, dass das Wachstum auf zellulosehaltigen 

Materialien die Produktion von Mykotoxinen stimuliert (CROFT et al., 1986; 

ALEKSIC et al., 2016; ULRICH & SCHÄFER, 2020). 

Die komplexen Nährmedien Malzextrakt-Agar (MEA) und Potato-Dextrose-Agar 

(PDA) werden in neueren Studien als geeignete Medien für das Wachstum und eine 

hohe Produktion von makrozyklischen Trichothecenen beschrieben. Daher werden 

sie üblicherweise zur Charakterisierung von Stachybotrys-Spezies verwendet 

(ANDERSEN et al., 2003; SAMSON et al., 2010; GAREIS & GOTTSCHALK, 

2014; JAGELS et al., 2019; ULRICH & SCHÄFER, 2020). 

Als weitere wichtige Faktoren werden die Temperatur und die Wasseraktivität 

(aw-Wert) genannt. Stachybotrys-Spezies wachsen hauptsächlich auf Materialien 

mit hohen aw-Werten (NIELSEN, 2001; SAMSON et al., 2010). AYERST (1969) 

nennt in seiner Studie eine optimale Wachstumstemperatur von 23 °C und einen 

aw-Wert von 0,98 für S. atra (Syn.: S. chartarum). Zusätzlich schränkt er den 

Temperaturbereich für das Wachstum auf 7 °C bis 37 °C ein. OCHIAI et al. (2005) 

testeten 21 S.-chartarum-Isolate und zeigten ebenfalls, dass keines der Isolate bei 

Temperaturen über 37 °C wachsen konnte. Für das Nährmedium PDA beschrieben 

FRAZER et al. (2011) für das Wachstum ein Optimum bei 25 °C und einem 

aw-Wert von 0,997 und für die Sporulation einen Temperaturbereich von 25 °C bis 

30 °C und einen aw-Wert von 0,95 bis 0,98. Später wurde gezeigt, dass die 

Produktion von Satratoxinen bei 20 °C und einem aw-Wert von 0,98 am höchsten 

ist (FRAZER et al., 2012). NIELSEN (2003) beschrieb zudem, dass auf 

Baumaterialien nennenswerte Mengen an Biomasse und an Mykotoxinen erst ab 

einem aw-Wert von mindestens 0,95 gebildet werden.
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1.3 Metabolite des sekundären Stoffwechsels 

Stachybotrys-Spezies sind in der Lage, eine Vielzahl strukturell verschiedener 

sekundärer Metaboliten zu produzieren, darunter Trichothecene, Atranone, 

Phenylspirodrimane, Isoindolin-Derivate, Xanthone, Chromene, Cochlioquinone, 

Cyclosporine und andere (IBRAHIM et al., 2022). 

Die Identifizierung toxigener S.-chartarum-Stämme erfolgt hauptsächlich anhand 

der Untersuchung der Isolate auf die Produktion von einfachen und 

makrozyklischen Trichothecenen, Atranonen sowie Phenylspirodrimanen 

(ANDERSEN et al., 2003). Die Spezies S. chartarum kann in zwei Chemotypen 

unterteilt werden, wobei der Chemotyp A Atranone und der Chemotyp S 

makrozyklische Trichothecene produziert. Beide bilden zudem 

nicht-makrozyklische Trichothecene (ANDERSEN et al., 2003). Außerdem kann 

die Spezies in die drei Genotypen A, S und H unterteilt werden. Dies erfolgt auf der 

Grundlage von Genen, die für relevante Enzyme kodieren, welche für die 

Biosynthese dieser Mykotoxine notwendig sind (ULRICH et al., 2019). Der 

Genotyp S bildet sowohl nicht-makrozyklische als auch makrozyklische 

Trichothecene, jedoch keine Atranone. Der Genotyp A hingegen bildet Atranone 

und nicht-makrozyklische Trichothecene, aber keine makrozyklischen 

Trichothecene. Für den Genotyp H wurde bisher nur ausgeschlossen, dass er 

makrozyklische Trichothecene produziert (ULRICH et al., 2019). 

Für andere Spezies wie S. chlorohalonata und S. dichroa konnte ebenfalls 

nachgewiesen werden, dass sie nicht-makrozyklische Trichothecene bilden. 

S. chlorohalonata bildet zusätzlich Atranone und S. dichroa zusätzlich 

makrozyklische Trichothecene wie Roridin E (JARVIS et al., 1995; ANDERSEN 

et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003). Für andere Stachybotrys-Spezies wie 

S. albipes, S. kampalensis und S. microspora sind die Angaben in der Literatur über 

die Produktion von nicht-makrozyklischen und makrozyklischen Trichothecenen 

widersprüchlich (EL-KADY & MOUBASHER, 1982; EL-MAGHRABY et al., 

1991; ANDERSEN et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003). Derzeit ist kein Stamm 

bekannt, der sowohl makrozyklische Trichothecene als auch Atranone bildet 

(HINKLEY et al., 1999; ANDERSEN et al., 2003; SEMEIKS et al., 2014; 

ULRICH et al., 2022). 
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Phenylspirodrimane werden nach heutigem Wissensstand von allen 

Stachybotrys-Arten gebildet und stellen die größte Gruppe von Metaboliten dar 

(JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019). 

1.3.1 Trichothecene 

Trichothecene sind eine große Gruppe von chemisch verwandten Verbindungen, 

die strukturell zur Gruppe der zyklischen Sesquiterpene gehören. Sie werden von 

mehreren Gattungen filamentöser Schimmelpilze gebildet (BAMBURG, 1983). 

Als gemeinsame strukturelle Merkmale besitzen sie ein trizyklisches Grundgerüst, 

einen 12,13-Epoxy-Ring und eine 9,10-Doppelbindung (BAMBURG, 1983; 

UENO, 1983). 

Die Gruppe der Trichothecene ist nach dem ersten Isolat, Trichothecin, benannt, 

das 1948 entdeckt wurde. Trichothecin wird von Trichothecium roseum gebildet 

(BAMBURG, 1983). Aufgrund unterschiedlicher chemischer Strukturen werden 

Trichothecene in die vier Typen A bis D unterteilt (UENO, 1983). Außerdem 

werden sie übergeordnet als makrozyklisch oder nicht-makrozyklisch eingestuft 

(UENO, 1983). 

Die Typen A und B kommen am häufigsten vor und zählen zu den 

nicht-makrozyklischen Trichothecenen. Typ-B-Trichothecene unterscheiden sich 

durch eine C-8-Carbonylgruppe von Typ-A-Trichothecenen (UENO, 1983). 

Typ-C-Trichothecene sind ebenfalls nicht-makrozyklische Trichothecene, die eine 

oder mehrere zusätzliche Epoxygruppen aufweisen (COLE et al., 2003). Zu den 

Typ-D-Trichothecenen werden die makrozyklischen Trichothecene gezählt. 

Charakteristisch ist ein makrozyklisches Ringsystem zwischen C-4 bis C-15, das 

unterschiedlich aufgebaut ist (UENO, 1983; GROVE, 1993). 

Typ-A- und Typ-B-Trichothecene werden vor allem von Spezies der Gattung 

Fusarium gebildet (UENO, 1983). Dennoch produzieren auch Stachybotrys- und 

Myrothecium-Spezies Typ-A-Trichothecene, wie Trichodermol und Trichodermin 

(UENO, 1983; NIELSEN et al., 1998; ANDERSEN et al., 2002; ANDERSEN et 

al., 2003). Typ-C-Trichothecene werden hauptsächlich von den Gattungen 

Cephalosporium und Trichothecium produziert (COLE et al., 2003). 

Typ-D-Trichothecene, also makrozyklische Trichothecene, werden von 

S. chartarum Chemotyp S, S. dichroa, Myrothecium roridum und 

Myrothecium verrucaria sowie von einigen Pflanzen der Gattung Baccharis 
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gebildet (ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003). Nicht alle dieser Organismen 

bilden identische makrozyklische Trichothecene: S. chartarum Chemotyp S 

produziert die Satratoxine G, H und F und deren Isoformen sowie Roridin E, 

Roridin L-2 und Verrucarin J. S. dichroa produziert Roridin E, während Roridin A 

und Verrucarin A nur von Myrothecium roridum und Myrothecium verrucaria 

gebildet werden (ANDERSEN et al., 2002; COLE et al., 2003). 

Nach heutigem Wissensstand produzieren Stachybotrys-Spezies nur Trichothecene 

des Typs A und D (UENO, 1983; JARVIS et al., 1995). Die chemischen 

Strukturformeln, der von S. chartarum gebildeten makrozyklischen Trichothecene 

sind in Abbildung 1 dargestellt. 

 

Abbildung 1: Chemische Strukturformeln von makrozyklischen Trichothecenen, 

die von S. chartarum Chemotyp S gebildet werden, Isoformen sind nicht dargestellt 

Modifiziert nach COLE et al. (2003), Molare Masse (M) in g/mol 
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Makrozyklische Trichothecene sind die Mykotoxine mit der höchsten Zytotoxizität 

gegenüber Säugetierzellen (HANELT et al., 1994; ISLAM et al., 2009; ZHU et al., 

2020). Mittels eines diagnostischen Zellkulturtests konnte nachgewiesen werden, 

dass die makrozyklischen Trichothecene Roridin A, Verrucarin A und Satratoxin G 

in etwa zwanzig Mal toxischer sind als das T2-Toxin vom Typ A (GAREIS, 2006). 

Es wird vermutet, dass sie aufgrund ihrer Makrozyklen irreversibel an die 

60S Untereinheit der Ribosomen binden und dadurch die Proteinsynthese 

irreversibel hemmen. Nicht-makrozyklische Trichothecene binden im Gegensatz 

dazu vermutlich reversibel (UENO, 1977; HERNÁNDEZ & CANNON, 1982; 

FEINBERG & MACLAUGHLIN, 1989; ROCHA et al., 2005). 

Trichothecene besitzen durch die Hemmung der DNA- und Proteinsynthese sowie 

des mitochondrialen Elektronentransportsystems ein ausgeprägtes zytotoxisches 

Potenzial gegenüber eukaryotischen Organismen (UENO, 1977; LI et al., 2017b). 

Es wird angenommen, dass der 12,13-Epoxy-Ring für die Hemmung der 

Proteinsynthese wesentlich ist (UENO, 1977). Nach UENO (1983) wird hierbei die 

Initiationsphase der Proteinbiosynthese gehemmt. Neben ihrer zytotoxischen 

Wirkung können Trichothecene auch als Immunsuppressiva wirken und Ödeme 

und Hautschädigungen verursachen, indem sie Membranen und Kapillargefäße 

schädigen (DANKÓ, 1975; UENO, 1984). Zusätzlich wirken Trichothecene vom 

Typ D proinflammatorisch, indem sie die Produktion von reaktiven 

Sauerstoffradikalen und Zytokinen induzieren (RUOTSALAINEN et al., 1998; 

LEINO et al., 2003; YIKE et al., 2005; ISLAM et al., 2006; PIECKOVA et al., 

2009; LICHTENSTEIN et al., 2010). 

1.3.2 Atranone 

HINKLEY et al. (1999) kultivierten zahlreiche S.-atra-Isolate (Syn.: S. chartarum) 

auf Reis und untersuchten die Extrakte auf die darin enthaltenen 

Sekundärmetaboliten. Aus den Extrakten der Isolate, die nachweislich keine 

makrozyklischen Trichothecene produzierten, konnten sie eine Reihe neuer 

Verbindungen, die Atranone A bis G, isolieren. Atranone bestehen in ihrer 

Grundstruktur aus einem Dolabellan-Diterpen-Ringsystem, das durch ein 

Enol-Lacton-System erweitert ist. Bei dem Enol-Lacton-System an C-4 handelt es 

sich um eine für Atranone charakteristische und einzigartige Struktureinheit 

(HINKLEY et al., 1999). 



II. Literaturübersicht     11 

Später konnten zahlreiche weitere Atranone, die Atranone H bis U, isoliert und 

strukturell verifiziert werden (HINKLEY et al., 2003; LI et al., 2017a; YANG et 

al., 2019; QIN et al., 2020; IBRAHIM et al., 2022). 

Stämme des S. chartarum Chemotyps A bzw. Genotyps A und S. chlorohalonata 

bilden nachweislich Atranone (HINKLEY et al., 1999; ANDERSEN et al., 2003; 

RAND et al., 2006; SEMEIKS et al., 2014). Zusätzlich konnten für Isolate des 

Genotyps H die Gene nachgewiesen werden, von denen angenommen wird, dass 

sie für die Synthese von Atranonen ausschlaggebend sind (SEMEIKS et al., 2014; 

ULRICH et al., 2019). Die Bildung von Atranonen durch den Genotyp H wurde 

bisher jedoch noch nicht verifiziert (ULRICH et al., 2019). 

Verschiedene Autoren gehen auf die biologische Aktivität von Atranonen ein, die 

Datenlage ist jedoch sehr übersichtlich. Atranone wurden im Vergleich zu 

makrozyklischen Trichothecenen als schwach zytotoxisch gegenüber murinen 

Makrophagen beschrieben (NIELSEN et al., 2002). Dennoch konnte eine deutliche 

zytotoxische Wirkung von Atranon Q gegen MG-63-Zellen (menschliche 

Osteosarkom-Zellen) nachgewiesen werden (QIN et al., 2020). Diese Ergebnisse 

deuten laut QIN et al. (2020) darauf hin, dass Atranon Q als vielversprechendes 

Antitumormittel weiterentwickelt werden kann. Zudem ist beschrieben, dass 

Atranone proinflammatorisch wirken. RAND et al. (2006) injizierten Mäusen 

intratracheal die Atranone A und C. Hohe Dosen induzierten signifikante 

Entzündungsreaktionen, die sich in unterschiedlich stark erhöhten Konzentrationen 

von Makrophagen und Neutrophilen, des Makrophagen-Entzündungsproteins-2 

sowie des Tumornekrosefaktors-alpha und Interleukin-6 äußerten (RAND et al., 

2006). Für das Atranon B konnte gezeigt werden, dass es das Auswachsen von 

Neuriten aus adulten Spinalganglien-Neuronen deutlich fördert, ohne das 

Zellüberleben zu beeinträchtigen (LI et al., 2017a). Im Jahr 2019 charakterisierten 

YANG et al. (2019) weitere Atranone und wiesen signifikante antimikrobielle 

Aktivitäten von Atranon Q gegen Candida albicans und Enterococcus faecalis 

sowie Methicillin-resistente Staphylococcus aureus nach. Die zugrunde liegenden 

Mechanismen sind unbekannt (YANG et al., 2019).
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1.3.3 Phenylspirodrimane 

Phenylspirodrimane stellen die größte Gruppe von Metaboliten dar, die von 

Stachybotrys-Spezies gebildet werden (JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019). 

Sie gehören strukturell zur Gruppe der Meroterpene (Terpenophenole). Diese sind 

Naturstoffe, deren Molekülstrukturen Elemente enthalten, die sowohl aus dem 

Polyketidweg als auch aus dem Terpenweg stammen (GERIS & SIMPSON, 2009; 

MATSUDA & ABE, 2016). Derzeit wird angenommen, dass alle 

Stachybotrys-Spezies Phenylspirodrimane produzieren. Dies wurde jedoch nicht 

für alle beschriebenen Arten verifiziert (JARVIS et al., 1995; HINKLEY et al., 

1999; JAGELS et al., 2019). Außerdem ist bekannt, dass Phenylspirodrimane in 

höheren Konzentrationen als Satratoxine und Atranone gebildet werden (JARVIS 

et al., 1995; JAGELS et al., 2019). Bisher wurde eine Vielzahl dieser Verbindungen 

aus Stachybotrys-Spezies isoliert und strukturell analysiert (JARVIS et al., 1995; 

ZHAO et al., 2017a; JAGELS et al., 2018; FENG et al., 2019; ZHANG et al., 

2019a; LIU et al., 2020; BAO et al., 2021; LIN et al., 2022). 

Für die strukturell einzigartige und heterogene Gruppe der Phenylspirodrimane sind 

eine große Vielfalt biologischer Aktivitäten beschrieben worden. Es konnte gezeigt 

werden, dass Phenylspirodrimane das Potential haben als immunsuppressive 

Wirkstoffe zu fungieren, da zum Beispiel K-76 sowie dessen Derivate, das 

Komplementsystem hemmen (MIYAZAKI et al., 1980). Des Weiteren ist 

beschrieben, dass sie sowohl zytotoxisch als auch neurotoxisch sind, wobei die 

Zytotoxizität gegenüber Säugetierzellen im Vergleich zu makrozyklischen 

Trichothecenen deutlich geringer ist (JARVIS et al., 1995; NIELSEN, 2003; ZHAO 

et al., 2018; ZHANG et al., 2019b; BAO et al., 2021). SAWADJOON et al. (2004) 

wiesen eine antivirale Wirkung nach, die vergleichbar mit dem Arzneistoff 

Aciclovir ist. Für einige Phenylspirodrimane wurde außerdem eine signifikante 

Aktivität gegen das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) beschrieben (MA et al., 

2013; ZHAO et al., 2017b). Zusätzlich wirken Phenylspirodrimane fibrinolytisch, 

indem sie die Synthese von Plasminogen aktivieren (NIELSEN, 2003; SASAOKA 

et al., 2007; YIN et al., 2017).
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1.4 Vorkommen 

Stachybotrys-Spezies kommen ubiquitär in der Umwelt vor und wachsen bevorzugt 

auf feuchten, zellulosehaltigen Materialien (MCQUADE, 1963; NIELSEN et al., 

1998). Daher werden sie vor allem aus Baumaterialien von Gebäuden mit 

Wasserschäden (z. B. Wandverkleidungen und Tapeten) sowie abgestorbenem 

Pflanzenmaterial (z. B. Stroh und Heu), aber auch Kräutern und Gewürzen isoliert 

(EL-KADY & MOUBASHER, 1982; ANDERSEN et al., 2002; BIERMAIER et 

al., 2015). S. chartarum ist eine der am häufigsten isolierten Arten der Gattung 

Stachybotrys (LOMBARD et al., 2016). Diese Spezies wurde sogar auf 

Meeresschwämmen beschrieben (LI et al., 2017b). 

1.4.1 Futtermittel 

Es existieren zahlreiche Nachweise von Stachybotrys-Spezies aus Futtermitteln, die 

mit Erkrankungen in Verbindung gebracht wurden, aber auch solche, ohne einen 

Bezug zu Erkrankungen. Stroh wird grundsätzlich als sehr geeignetes Substrat für 

das Wachstum von S. chartarum beschrieben (DANKÓ, 1975; HARRACH et al., 

1987; BARS & BARS, 1991). 

In den 1930er Jahren kam es in der ehemaligen Sowjetunion zu zahlreichen 

Todesfällen bei Pferden. Als Ursache konnte die orale Aufnahme von unsachgemäß 

gelagertem Stroh, das mit schwarzem Schimmel bedeckt war, eruiert werden 

(DROBOTKO, 1945; FORGACS, 1972). SARKISOV und ORSHANSKAIYA 

(1944) berichteten, dass sie S. alternans (Syn.: S. chartarum) aus inneren Organen 

einiger dieser Pferde isolieren konnten. Zusätzlich gelang es ihnen S. alternans aus 

dem Stroh eines betroffenen Betriebes zu isolieren und so Stachybotrys mit der 

Erkrankung in Verbindung zu bringen (FORGACS, 1972). Auch in anderen 

Ländern wie Ungarn (JARMAI, 1929; DANKÓ, 1975; HARRACH et al., 1987), 

der Ukraine (DROBOTKO et al., 1946), Südafrika (KRIEK & MARASAS, 1983; 

BOTHA & NAUDÉ, 2002), Frankreich (LEFEBVRE et al., 1994) und Deutschland 

(LAUNER et al., 1987) wurden Stachybotrys-Spezies aus Heu und Stroh isoliert 

und mit Erkrankungen bei Pferden und Wiederkäuern in Verbindung gebracht. 

Es konnten zudem zahlreiche Stachybotrys-Stämme aus Futtermitteln isoliert 

werden, bei denen der Bezug zu Erkrankungen nicht weiter untersucht wurde. In 

Frankreich isolierten BARS und BARS (1991) zahlreiche S.-atra-Stämme (Syn.: 

S. chartarum) aus Stroh. EL-KADY und MOUBASHER (1982) konnten in 
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Ägypten 164 S.-chartarum-Isolate aus 50 Strohproben gewinnen. OHFF und 

WEISSBACH (1984) isolierten elf S.-atra-Stämme aus verschiedenen 

Futtermitteln. BATA et al. (1985) beschrieben 17 S.-atra-Stämme, die aus Stroh in 

Ungarn und der ehemaligen Tschechoslowakei isoliert worden waren, und wiesen 

nach, dass diese makrozyklische Trichothecene bildeten. In einer neueren Studie 

beschrieb KLUWE (2006) das Vorkommen zahlreicher Stachybotrys-Isolate in 

Stroh- und Heuproben, welche aus Pferdeställen in Deutschland stammten. In 

Rumänien konnte Stachybotrys neben Schimmelpilzen zahlreicher anderer 

Gattungen aus dem Einstreustroh von Schweinen isoliert werden (PUIA et al., 

2012). 

1.4.2 Lebensmittel 

In den vergangenen Jahren konnten Stachybotrys-Spezies aus verschiedenen 

Lebensmitteln isoliert werden. Ende der 1990er Jahre wurde S. chartarum auf 

Pfeffer, Rosmarin und Zimt nachgewiesen (ABDEL-HAFEZ & EL-SAID, 1997). 

Im Iran isolierten NEJAT-SALARI und ERSHAD (1994) S. chartarum aus Gerste. 

Zudem wurden Stachybotrys-Spezies auf Sojabohnen nachgewiesen (LI et al., 

2002). ABDEL‐HAFEZ und EL NAGGAR (2006) isolierten S. chartarum aus 

medizinischen Heilpflanzen, wobei andere filamentöse Schimmelpilze wie 

Alternaria alternata, Cladosporium herbarum und Ulocladium botrytis in deutlich 

höherer Zahl nachgewiesen werden konnten. Bei einer Untersuchung von 

getrockneten Kräutern (Majoran, Oregano, Thymian und Bohnenkraut) konnten 50 

Stachybotrys-Isolate, von denen fünf nachweislich hochtoxisch waren, isoliert 

werden (BIERMAIER et al., 2015). Zudem wurde das Vorkommen von sechs 

S.-chartarum-Isolaten in Ackerbohnenstaub in Ägypten beschrieben 

(GHERBAWY et al., 2021). 

1.4.3 Innenraum 

Die meisten Pilze, auch Stachybotrys-Spezies, sind Saprophyten. Innenräume 

bieten daher zahlreiche, kohlenstoffreiche Nährstoffquellen, die ihr Wachstum 

begünstigen (z. B. Baumaterialien wie Tapeten und Holzbaustoffe) (VACHER et 

al., 2010; D’ORAZIO, 2012). Schimmelbildung in Innenräumen ist eine Folge von 

Feuchtigkeit durch Wasserschäden, Wasserlecks, Kondensation, unangemessen 

hoher Luftfeuchtigkeit oder Überschwemmungen (NIELSEN et al., 2002; 

D’ORAZIO, 2012). 



II. Literaturübersicht     15 

S. chartarum benötigt, als sogenannter tertiärer Besiedler, im Gegensatz zu anderen 

Schimmelpilzen, konstant hohe aw-Werte von mindestens 0,9 und eine relative 

Luftfeuchtigkeit von über 90 %, um zu wachsen (ANDERSEN & NISSEN, 2000; 

D’ORAZIO, 2012). S. chartarum wird außerdem wegen seiner Cellulase-Aktivität 

als zellulolytischer Schimmelpilz beschrieben (THOMAS, 1956; SAMSON et al., 

2010). Aufgrund dieser Eigenschaften wird er häufig in Gebäuden mit 

langanhaltenden Wasserschäden aus feuchten, zellulosehaltigen Baumaterialien 

(z. B. Tapete, Gips, Glasfaser und Papierprodukte) isoliert (NIELSEN et al., 1998; 

ANDERSEN et al., 2002). Das erste Isolat der Gattung Stachybotrys wurde im Jahr 

1837 beschrieben und stammte von einer Tapete aus einem Gebäude in Prag 

(CORDA, 1837). In den folgenden Jahren wurden weitere Isolate von S. chartarum 

in Innenräumen aus verschiedenen feuchtigkeitsgeschädigten Materialien 

beschrieben (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Nachweise von Stachybotrys-Spezies in Innenräumen 

Land Matrix Referenz 

England/Schottland Staub HUNTER et al. (1988) 

Niederlande Tapete 
VAN REENEN-

HOEKSTRA et al. (1991) 

Finnland Luftproben REPONEN et al. (1994) 

USA 
Gipskartonplatten, Bücher, 

Luftproben, Luftfilter 
JOHANNING et al. (1996) 

Finnland Staub, Baumaterial ANDERSSON et al. (1997) 

Deutschland 
kompostierbare Töpfe aus 

Altpapier 
DILL et al. (1997) 

USA Luftproben ETZEL et al. (1998) 

USA Wände, Tapete, Holz JOHANNING et al. (1998) 

Dänemark Holz, Gips, Isoliermaterial GRAVESEN et al. (1999) 

Deutschland Tapete USLEBER et al. (2001) 

Schweden Baumaterial ENGVALL et al. (2001) 

USA Baumaterial SCHEEL et al. (2001) 

USA Luftproben, Baumaterial BRASEL et al. (2005) 

Deutschland 
Tapete, Gipskartonplatten, 

Wandmaterial 

GOTTSCHALK et al. 

(2006) 

USA Staub BLOOM et al. (2009) 

Finnland Baumaterial 
MUSSALO-RAUHAMAA 

et al. (2010) 

Polen Tapete, Wandmaterial 
PIONTEK und 

ŁUSZCZYNSKA (2021) 
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1.5 Medizinische Bedeutung 

In den letzten Jahren wurden verschiedene Erkrankungen mit 

S.-chartarum-Stämmen in Verbindung gebracht (FORGACS et al., 1958; 

DEARBORN et al., 2002; HINTIKKA, 2004). S. chartarum ist in der Lage eine 

große Anzahl strukturell verschiedener Sekundärmetaboliten zu produzieren, 

darunter Trichothecene, Atranone und Phenylspirodrimane (IBRAHIM et al., 

2022). Die von dieser Spezies gebildeten makrozyklischen Trichothecene (vor 

allem Satratoxin G und H) werden als die zytotoxischsten Mykotoxine gegenüber 

Säugetierzellen beschrieben. Sie besitzen ein ausgeprägtes zytotoxisches und 

neurotoxisches Potenzial, indem sie die Protein-, DNA- und RNA-Biosynthese 

blockieren (CUNDLIFFE & DAVIES, 1977; MCLAUGHLIN et al., 1977; 

THOMPSON & WANNEMACHER JR, 1990) und die Apoptose von neuronalen 

Zelllinien induzieren (ISLAM et al., 2008). Die Exposition von Säugern gegenüber 

diesen Metaboliten kann zu schweren gesundheitlichen Problemen führen 

(HARRACH et al., 1987; PAGE & TROUT, 2001; PESTKA et al., 2008). 

Phenylspirodrimane stellen die größte Gruppe von Metaboliten dar, die von 

Stachybotrys-Spezies gebildet werden (JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019). 

Dennoch ist ihre Rolle für die Gesundheit von Menschen und Tieren noch unklar. 

Es wird jedoch vermutet, dass sie durch die Hemmung des Komplementsystems 

eine immunsuppressive Wirkung haben (HONG et al., 1979; MIYAZAKI et al., 

1980). Atranone werden im Vergleich zu makrozyklischen Trichothecenen als 

weniger zytotoxisch beschrieben, dennoch ist auch ihre Rolle im Zusammenhang 

mit Erkrankungen bisher unklar (NIELSEN et al., 2002). 

Makrozyklische Trichothecene und andere Metaboliten, die von S. chartarum 

gebildet werden, besitzen jedoch nicht nur ein Gefährdungspotenzial für Menschen 

und Tiere, sondern zeigen außerdem einen selektiven zytotoxischen Effekt gegen 

bestimmte menschliche Krebszelllinien und eine Inhibition von Tumor-assoziierten 

Tyrosinkinasen (LI et al., 2017b; YANG et al., 2020). Der gezielte Einsatz solcher 

Verbindungen könnte demnach Möglichkeiten für neue Krebstherapien eröffnen 

(HAIDAR et al., 2021).
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1.5.1 Bedeutung in der Tiermedizin 

Die Stachybotryotoxikose ist eine Mykotoxikose, die durch makrozyklische 

Trichothecene des Schwärzepilzes S. chartarum hervorgerufen werden kann 

(BÜTTNER et al., 2007). Bei Tieren kann die sogenannte Stachybotryotoxikose 

nach Inhalation oder oraler Aufnahme von Mykotoxinen aus verschimmeltem 

Futter, oder seltener nach Hautkontakt, auftreten (FORGACS et al., 1958; 

SCHNEIDER et al., 1979; KRIEK & MARASAS, 1983). 

Die ersten Krankheitsfälle, die vermutlich auf S. chartarum zurückzuführen sind, 

traten im 13. Jahrhundert auf. Eine Vielzahl mongolischer Pferde verstarb im 

heutigen Russland, nachdem diesen verschimmeltes Stroh von Dächern verfüttert 

worden war (FORGACS, 1972; DANKÓ, 1975). Weitere Krankheitsfälle wurden 

in den 1930er Jahren in der ehemaligen Sowjetunion von Wissenschaftlern 

beschrieben und betrafen Nutztiere, wobei es vor allem bei Pferden zu Todesfällen 

kam. Die Tiere erkrankten nach der oralen Aufnahme von unsachgemäß gelagertem 

Stroh, das mit schwarzem Schimmel bedeckt war (DROBOTKO, 1945; 

FORGACS, 1972). Nachdem es dem russischen Wissenschaftler Sarkisov gelang, 

S. alternans (Syn.: S. chartarum) aus Stroh eines betroffenen Betriebs zu isolieren, 

konnte Stachybotrys mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden 

(FORGACS, 1972). Die Erkrankung war zu diesem Zeitpunkt unter dem Namen 

„NZ“ (neizvestnoe zabolevanie, dt.: unbekannte Erkrankung) oder „MZ“ 

(massovoe zabolevanie, dt.: Massenerkrankung) bekannt (FORGACS, 1972). Ein 

ähnlicher Krankheitsverlauf wurde in Ungarn beobachtet und war dort als 

Pyoseptikämie bekannt (DANKÓ, 1975). Der Name Stachybotryotoxikose wurde 

laut KLUWE (2006) erstmals in einer sowjetischen Fachzeitschrift des Militärs 

erwähnt, in der auch Hygienemaßnahmen zur Verhinderung weiterer Todesfälle 

durch verschimmeltes Stroh genannt wurden. Da bis dahin das Auftreten der 

Erkrankung vor allem bei Pferden beschrieben wurde, testete FORGACS et al. 

(1958) zahlreiche S.-chartarum-Stämme auf ihre Toxizität gegenüber anderen 

Tierarten. Er führte Tierversuche an Mäusen, Kaninchen, Pferden, Rindern, 

Schafen und Schweinen durch. Bei Kaninchen, Rindern und Pferden konnten 

Reaktionen der Haut, die durch Hyperämie, Ödeme und anschließende Nekrosen 

gekennzeichnet waren, ausgelöst werden. Zudem löste die Verfütterung von 

verschimmeltem Stroh und Hafer bei Pferden, Kälbern, Schweinen, Schafen und 

Mäusen klinische Anzeichen einer Stachybotryotoxikose aus. 
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Später wurde die Stachybotryotoxikose auch bei zahlreichen Nutztieren aus 

verschiedenen Teilen der Welt beschrieben (HINTIKKA, 1977a; WANG et al., 

2015b). Neben Fällen von erkrankten Pferden waren auch Rinder, Schafe, Hühner 

und Schweine betroffen (SZABÓ et al., 1970; FORGACS, 1972; DANKÓ, 1975; 

SCHNEIDER et al., 1979; HARRACH et al., 1983; BOTHA & NAUDÉ, 2002). 

Außerdem konnte die Stachybotryotoxikose bei einem Bison und einem Nilpferd 

in einem Zoo diagnostiziert werden (FORGACS, 1972). 

Das Krankheitsbild der Stachybotryotoxikose bei Pferden wurde von FORGACS 

(1972) beschrieben. Der Krankheitsverlauf anderer Tierarten ähnelt dem des 

Pferdes, wobei Rinder mildere klinische Anzeichen entwickeln (FORGACS et al., 

1958). 

Es werden drei Verlaufsformen der Stachybotryotoxikose unterschieden: die 

typische Form, die atypische Form und die Schockform (FORGACS, 1972). 

Welche Form auftritt, hängt von der Menge der aufgenommenen Mykotoxine und 

der Dauer der Exposition ab. 

Die typische Form tritt ein, wenn über einen längeren Zeitraum niedrige 

Toxindosen aufgenommen werden. Sie wird in drei Stadien unterteilt. Das erste 

Stadium beginnt nach zwei bis zehn Tagen und ist durch Stomatitis, übermäßigen 

Speichelfluss, oberflächliche bis tiefe Verletzungen der Maulwinkel und Nekrosen 

gekennzeichnet. Zudem können Ödeme im Kopfbereich und schmerzhafte 

Schwellungen der lokalen Lymphknoten auftreten. Die Dauer der klinischen 

Anzeichen des ersten Stadiums kann zwischen acht und 30 Tagen variieren 

(FORGACS, 1972). Das zweite Stadium ist durch eine deutlich verlangsamte 

Blutgerinnung sowie eine fortschreitende Thrombozytopenie und Leukopenie 

gekennzeichnet. Dieses Stadium dauert in der Regel fünf bis 20 Tage (FORGACS, 

1972). Im dritten Stadium erhöht sich die Körpertemperatur auf bis zu 41,5 °C und 

die Zahl der Thrombozyten und Leukozyten nimmt weiter ab. Außerdem sind ein 

schneller, schwacher Puls und Herzrhythmusstörungen zu beobachten. Die lokalen 

Läsionen aller Schleimhäute des Maulbereichs weisen zahlreiche nekrotische 

Stellen auf und das Pferd wird zunehmend apathisch. Das dritte Stadium dauert 

zwischen ein bis sechs Tagen und verläuft in der Regel tödlich (FORGACS, 1972). 
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Die atypische Form tritt ein, wenn größere Mengen von verschimmeltem Stroh 

aufgenommen werden. Sie entwickelt sich meist innerhalb von 72 Stunden und ist 

vor allem durch Störungen des Nervensystems gekennzeichnet (FORGACS et al., 

1958). Es kommt zu verminderten Reflexen oder einer Hyperästhesie. Außerdem 

treten Schluckstörungen und ein fortschreitender Verlust des Sehvermögens auf. 

Die meisten Tiere, die an der atypischen Form erkranken, verenden durch 

Atemstillstand (FORGACS, 1972). 

Die Schockform verläuft sehr schnell und ist immer innerhalb von zehn bis zwölf 

Stunden tödlich. Die betroffenen Pferde zeigen klinische Anzeichen eines Schocks 

mit einer erhöhten Körpertemperatur von bis zu 41 °C, Zyanosen, Hämorrhagien 

an sichtbaren Schleimhäuten und einen sehr schwachen Puls (FORGACS, 1972). 

1.5.2 Bedeutung in der Humanmedizin 

Erkrankungen, die beim Menschen durch die Exposition gegenüber S. chartarum 

hervorgerufen werden, werden auf die von ihm gebildeten Mykotoxine 

zurückgeführt (PAGE & TROUT, 2001; MILLER et al., 2003; PESTKA et al., 

2008). Der Mensch ist diesen in der Regel durch aerogene Übertragung und 

Inhalation oder direkten Hautkontakt ausgesetzt, wobei auch eine orale Aufnahme 

nicht ausgeschlossen werden kann (JARVIS, 2003). 

Der erste Nachweis für die Toxizität von S. chartarum gegenüber Menschen 

erfolgte durch ein humanmedizinisches Experiment. Hier führte das Auftragen von 

hochgradig kontaminiertem Stroh auf die Haut zu Veränderungen dieser 

Hautstellen. Darüber hinaus traten Irritationen der Schleimhäute und 

Atemwegsbeschwerden auf (DROBOTKO, 1945). Später wurde von Fällen von 

Stachybotryotoxikose bei Landarbeitern berichtet, die mit verschimmeltem Stroh 

oder Heu gearbeitet hatten sowie in Regionen, in denen Heu oder Stroh als 

Einstreumaterial verwendet wurden (GAJDUSEK, 1953; OZEGOVIC et al., 1971). 

Die Landarbeiter entwickelten Dermatitis, Konjunktivitis, Rhinitis, Pharyngitis und 

Laryngitis (OZEGOVIC et al., 1971). Im Jahr 1986 wurde ein Fallbericht über eine 

Familie mit klinischen Symptomen veröffentlicht, die denen der 

Stachybotryotoxikose ähnelten. Die Toxikose wurde auf eine Exposition gegenüber 

S. atra (Syn.: S. chartarum) und die von ihm gebildeten makrozyklischen 

Trichothecene zurückgeführt (CROFT et al., 1986). 
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Seitdem wurden zahlreiche Fallberichte veröffentlicht, in denen Metabolite von 

Stachybotrys-Spezies, und hier vor allem S. chartarum, mit respiratorischen und 

neurologischen Symptomen in Verbindung gebracht werden (KOSKINEN et al., 

1995; JOHANNING et al., 1996; ANDERSSON et al., 1997; DEARBORN et al., 

1999; ENGVALL et al., 2001; SCHEEL et al., 2001; MUSSALO-RAUHAMAA 

et al., 2010; PIONTEK & ŁUSZCZYNSKA, 2021). 

Menschen sind in erster Linie in wassergeschädigten, mit Schimmel befallenen 

Gebäuden gefährdet (CROFT et al., 1986; SMORAGIEWICZ et al., 1993; 

JOHANNING et al., 1996), aber auch Landwirte und Arbeiter, die mit 

kontaminierten Materialien umgehen, können gefährdet sein (HINTIKKA & 

NIKULIN, 1998; LANIER et al., 2012). 

In den 1990er Jahren kam es zu zahlreichen Fällen von pulmonaler Hämosiderose 

bei Säuglingen, die in Cleveland, Ohio, USA, lebten. Zwischen Januar 1993 und 

Dezember 1993 wurde von zehn betroffenen Kindern berichtet (ETZEL et al., 

1998). Später wurden weitere Fallberichte veröffentlicht, aus denen hervorgeht, 

dass die pulmonale Hämosiderose im Zeitraum von 1993 bis 1998 bei insgesamt 37 

Kindern diagnostiziert wurde, von denen 12 verstarben (DEARBORN et al., 1999). 

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Erkrankung und der Kontamination der 

Gebäude mit S. chartarum nach Wasserschäden festgestellt werden (ETZEL et al., 

1998; DEARBORN et al., 1999). In späteren Untersuchungen der Stämme, die aus 

den Gebäuden der betroffenen Kinder isoliert wurden, konnten JARVIS et al. 

(1998) nachweisen, dass die Isolate eine Reihe hochgiftiger Verbindungen, unter 

anderem makrozyklische Trichothecene, bildeten. Später untersuchte man die 

Isolate nochmals und stellte fest, dass wahrscheinlich nicht nur die Mykotoxine, 

sondern auch andere Sekundärmetaboliten, wie das Stachylysin (ein von 

S. chartarum gebildetes Hämolysin), ebenfalls an der Entstehung der pulmonalen 

Hämosiderose beteiligt sein könnten (VESPER & VESPER, 2002). 

Des Weiteren ist eine Beteiligung von S. chartarum an der Entstehung des 

„Sick-Building-Syndroms“ beschrieben (SCHEEL et al., 2001; KUHN & 

GHANNOUM, 2003; HINTIKKA, 2004). Ein längerer Aufenthalt in betroffenen 

Gebäuden kann unspezifische Beschwerden und Symptome hervorrufen, die unter 

dem Begriff „Sick-Building-Syndrom“ (SBS) zusammengefasst werden 

(ENGVALL et al., 2001; SCHEEL et al., 2001; ADITAMA & ANDARINI, 2002). 

Das SBS ist ein Komplex verschiedener klinischer Symptome, wie Haut- und 
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Schleimhautreizungen, tränenden Augen, Ermüdungserscheinungen, Kopf-

schmerzen, Allergien sowie gastrointestinalen, respiratorischen und neurologischen 

Beschwerden (REDLICH et al., 1997; JOHANNING et al., 1999; SABIR et al., 

1999; ADITAMA & ANDARINI, 2002). Die Ursachen des SBS werden als 

multifaktoriell beschrieben (ADITAMA & ANDARINI, 2002). Es wird 

angenommen, dass Expositionen gegenüber Mykotoxinen, bakteriellen 

Endotoxinen, Bioaerosolen, flüchtigen organischen Bestandteilen, eine schlechte 

Luftqualität sowie psychischer und physischer Stress zu Symptomen des SBS 

führen können (OOI & GOH, 1997; TROUT et al., 2001; ADITAMA & 

ANDARINI, 2002; PANDEY & YADAV, 2018). 

In der Literatur sind außerdem ein Fall einer S.-chartarum-Infektion der Kopfhaut 

eines 80-jährigen immunkompetenten Mannes (AYOUBI & DASS, 2019) und ein 

Fall einer invasiven S.-chlorohalonata-Sinusitis beschrieben, die bei einem 

23-jährigen Mann mit akuter lymphatischer Leukämie auftrat (SEMIS et al., 2020). 

Da es sich hierbei um Einzelfälle handelt, ist die medizinische Relevanz solcher 

Infektionen fraglich. 

Ein weiterer möglicher Expositionsweg für den Menschen ist die orale Aufnahme 

von Mykotoxinen über die Nahrung. Obwohl Sporen von toxigenen 

Stachybotrys-Stämmen aus verschiedenen Küchenkräutern isoliert werden 

konnten, konnte in keiner der bisher durchgeführten Studien sowohl S. chartarum 

selbst als auch die von ihm produzierten zytotoxischen makrozyklischen 

Trichothecene in Lebensmitteln nachgewiesen werden (GOTTSCHALK et al., 

2009; SULYOK et al., 2010; BARTHEL et al., 2012; BIERMAIER et al., 2015). 
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2 Sekundärmetabolismus von filamentösen Schimmelpilzen 

Der Sekundärmetabolismus fasst alle Stoffwechselprozesse zusammen, die nicht an 

lebenswichtigen Funktionen beteiligt sind und demnach nicht direkt zur Lebenser-

haltung eines Organismus beitragen. Die dabei entstehenden Metaboliten sind nicht 

unmittelbar für das Wachstum von Bakterien, Pflanzen und Pilzen notwendig 

(BETINA, 1994b; MAGAN & ALDRED, 2007). Der Primärstoffwechsel fasst im 

Gegensatz dazu alle Prozesse zusammen, die Energie, synthetische 

Zwischenprodukte und wichtige Makromoleküle liefern und demnach für das 

Wachstum unerlässlich sind (BETINA, 1989). 

Filamentöse Schimmelpilze kommen ubiquitär in der Umwelt vor und besitzen die 

Fähigkeit eine Vielzahl strukturell diverser Sekundärmetaboliten zu produzieren. 

Diese können für den Menschen entweder sehr nützlich sein und als Arzneistoffe 

eingesetzt werden (z. B. Penicillin und Cyclosporin A), oder toxisch sein. Die 

Gruppe der toxischen Verbindungen wird als Mykotoxine bezeichnet (FLEMING, 

1929; NIELSEN, 2003; MAGAN & ALDRED, 2007). 

Es bestehen immer noch Unklarheiten, wann und warum Mikroorganismen Sekun-

därmetaboliten produzieren und welchen Zweck sie für den produzierenden 

Organismus haben (AHARONOWITZ & COHEN, 1985; MAGAN & ALDRED, 

2007). Aufgrund der vermutlich fehlenden Bedeutung im Rahmen des Wachstums-

prozesses, wird in der Literatur häufig beschrieben, dass es sich bei 

Sekundärmetaboliten um „Abfall-, Reserve- oder Detoxifikationsprodukte“ handelt 

(HASLAM, 1986; VINING, 1986). Andere Hypothesen besagen, dass der 

Sekundärmetabolismus ein Prozess ist, der dem produzierenden Organismus in 

jedem Fall einen Vorteil verschaffen muss (MAGAN & ALDRED, 2007). Für diese 

Hypothese spricht, dass Sekundärmetaboliten verstärkt gebildet werden, wenn die 

Bedingungen kein ausgeglichenes Wachstum mehr zulassen, z. B. bei 

Nährstoffmangel (HASLAM, 1985; HASLAM, 1986; RATLEDGE, 1993). Somit 

könnte die Produktion von Sekundärmetaboliten als eine Art Überlebensstrategie 

und zur Vorteilsbeschaffung dienen, um weiter konkurrenzfähig zu bleiben 

(JANZEN, 1977; MAPLESTONE et al., 1992; JARVIS et al., 1995; GAREIS & 

GOTTSCHALK, 2014). Es ist außerdem bekannt, dass das Metabolitenprofil vieler 

filamentöser Schimmelpilze sich aufgrund unterschiedlicher Wachstumsbedingun-

gen, wie Nährstoff- und Wasserverfügbarkeit sowie temperaturbedingt verändert 
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(NIELSEN et al., 2004; MAGAN & ALDRED, 2007). Mikroorganismen, die in 

nährstoffreichen Umgebungen leben, in denen wenig Konkurrenz herrscht, bilden 

in der Regel keine Sekundärmetaboliten (VINING, 1990; DEMAIN, 2007). 

Außerdem ist aufgrund der sehr langen, komplexen und energieaufwendigen 

Synthesewege ein positiver Effekt auf das Wachstum, die Physiologie und 

Reproduktion des Organismus zu erwarten (MAGAN & ALDRED, 2007). 

Stachybotrys-Spezies produzieren eine Vielzahl von Sekundärmetaboliten, die 

genaue Funktion dieser Verbindungen ist jedoch häufig unbekannt (IBRAHIM et 

al., 2022). Dennoch ist auch für S.-chartarum-Stämme beschrieben, dass sich das 

Metabolitenprofil, abhängig von den zur Verfügung stehenden Nährstoffen, 

verändert. Die Ursache hierfür und die zugrundeliegenden Mechanismen sind 

jedoch noch nicht erforscht (JAGELS et al., 2019; ULRICH & SCHÄFER, 2020). 

Die meisten mit Stachybotrys-Spezies durchgeführten Studien beschäftigen sich, 

aufgrund ihrer hochgradigen Zytotoxizität, mit den von ihnen gebildeten 

Mykotoxinen (vor allem Satratoxine) (ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003; 

ULRICH et al., 2019). 

2.1 Mykotoxine 

Mykotoxine wie Trichothecene, Fumonisine, Aflatoxine, Patulin und Zearalenon 

spielen vor allem als Kontaminanten von Innenräumen, Futtermitteln und 

Lebensmitteln eine Rolle (KELLER, 2019). Die meisten sind nicht flüchtig und 

haben ein Molekulargewicht von unter 1.500 Dalton (NIELSEN, 2003). 

Mykotoxin-bildende Schimmelpilze kommen in der Regel nicht allein vor, sondern 

sind Teil einer vielfältigen Gemeinschaft. Um bestimmte ökologische Nischen zu 

besiedeln, müssen sie mit anderen Mikroorganismen um Ressourcen konkurrieren 

(MAGAN & ALDRED, 2007). Filamentöse Schimmelpilze konkurrieren, 

interagieren und kommunizieren miteinander, indem sie extrazelluläre 

Verbindungen, wie Enzyme, Oxylipine oder flüchtige organische Verbindungen 

(engl.: Volatile Organic Compounds, kurz VOC) in ihre unmittelbare Umgebung 

abgeben (MAGAN & ALDRED, 2007; GESSLER et al., 2017; GUO et al., 2021). 

Außerdem ist beschrieben, dass einige Mykotoxine als Reaktion auf eine 

Veränderung der Umweltbedingungen gebildet werden. Dies geschieht in der Regel 

durch das Eintreten von Stressbedingungen wie Nährstoffmangel, Konkurrenz 

durch andere Mikroorganismen oder als Reaktion auf eine geringe 

Wasserverfügbarkeit (MARIN et al., 1998; YATES et al., 1999; CAIRNS et al., 
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2003; MAGAN & ALDRED, 2007). Auch Stachybotrys-Spezies bilden eine 

Vielzahl von Mykotoxinen, von denen vor allem makrozyklische Trichothecene als 

besonders toxisch für Säugetiere beschrieben werden (GAREIS, 2006; ZHU et al., 

2020; IBRAHIM et al., 2022). Die Toxizität gegenüber Säugetieren könnte ein 

möglicher Grund für die Entstehung dieser Verbindungen sein, dies ist jedoch eher 

unwahrscheinlich, da kein offensichtlicher Vorteil aus dieser antagonistischen 

Wechselwirkung hervorgeht. Aufgrund ihres langsamen Wachstums sind 

Stachybotrys-Spezies im Vergleich zu schneller wachsenden Schimmelpilzen 

(Aspergillus- oder Penicillium-Spezies), die in der gleichen Umgebung vorkom-

men, im Nachteil (DYLĄG et al., 2022). Die Fähigkeit von Stachybotrys-Spezies, 

in bestimmten ökologischen Nischen zu wachsen, deutet jedoch darauf hin, dass sie 

in der Lage sind, mit anderen Schimmelpilzen zu konkurrieren. Die Produktion von 

makrozyklischen Trichothecenen könnte ein Mittel sein, das zu dieser 

Konkurrenzfähigkeit beiträgt (BUTT & GHAFFAR, 1972). 

Es ist denkbar, dass die Produktion von Mykotoxinen ein Prozess ist, mit dem 

filamentöse Schimmelpilze auf Veränderungen im Wettbewerb mit anderen Arten 

oder auf sich verändernde abiotische Faktoren reagieren können. Dennoch ist der 

Zweck von Mykotoxinen immer noch nicht vollständig geklärt, sie scheinen jedoch 

eine ökologische Funktion zu haben (SAMSON & FRISVAD, 2004; MAGAN & 

ALDRED, 2007; SCHARF et al., 2014; BILLS & GLOER, 2017). 

2.2 Sekundärmetabolismus und Pilzentwicklung 

Die optimalen Bedingungen für die Biosynthese von Sekundärmetaboliten sind 

nicht immer identisch mit denen für die Pilzentwicklung bzw. das Wachstum. In 

der Regel sind die optimalen Bereiche für die Produktion von Sekundärmetaboliten 

kleiner. Die physiologische Regulierung dieser Prozesse kann innerhalb 

verschiedener Mikroorganismen variieren (BETINA, 1994a; BETINA, 1994b). 

Die Bildung von Sekundärmetaboliten wird häufig mit der Sporulation von 

Schimmelpilzen in Verbindung gebracht (BU'LOCK, 1961; SEKIGUCHI & 

GAUCHER, 1977; MAPLESTONE et al., 1992). Die dabei entstehenden 

Verbindungen können laut CALVO et al. (2002) in drei große Gruppen unterteilt 

werden: Metaboliten, die die Sporulation aktivieren (z. B. Derivate der Linolsäure), 

Pigmente (z. B. Melanine) und Mykotoxine. 
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Melanine sind die Pigmente, die am häufigsten von Schimmelpilzen gebildet 

werden. Diese dunkelbraunen bis schwarzen Verbindungen werden während der 

Sporenbildung produziert und in die Zellwand eingelagert (DURRELL, 1964; 

KUBO & FURUSAWA, 1991). Das Pigment schützt die Sporen vor schädlichem 

UV-Licht, ist aber auch ein wichtiger Virulenzfaktor (TSAI et al., 1998; 

KAWAMURA et al., 1999; GÓMEZ & NOSANCHUK, 2003; EISENMAN & 

CASADEVALL, 2012). Auch S.-chartarum-Spezies bilden ein dunkles Pigment, 

welches aber noch nicht genauer untersucht wurde. Es wird jedoch vermutet, dass 

es sich hierbei um ein Melanin handeln könnte (BUSKIRK et al., 2011; ULRICH 

et al., 2016). 

Eine Reihe von Daten sprechen dafür, dass die Mykotoxinproduktion und die 

Sporulation bei filamentösen Schimmelpilzen wie Aspergillus-, Fusarium- und 

Penicillium-Spezies aber auch Claviceps purpurea funktionell miteinander 

verbunden sind. Eine Hemmung der Sporulation führt bei diesen Schimmelpilzen 

zu einer Hemmung der Mykotoxinproduktion (PAŽOUTOVÁ et al., 1977; 

SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; GUZMÁN-DE-PEÑA et al., 1998; SHIM & 

WOLOSHUK, 2001). Bei Aspergillus- und Fusarium-Spezies werden beide 

Prozesse durch einen ähnlichen G-Protein-vermittelten Signalweg gesteuert (TAG 

et al., 2000; BROWN et al., 2018). Diese Signalwege regulieren die Entwicklung 

des Pilzes, die Stressreaktion und die Ausprägung von Virulenzfaktoren 

(BRODHAGEN & KELLER, 2006). Die Bildung von Sekundärmetaboliten muss 

jedoch nicht immer an die Sporulation gekoppelt sein. Für einige Schimmelpilz-

Stämme ist beschrieben, dass sie trotz einsetzender Sporulation, bestimmte 

Sekundärmetaboliten nur in geringen Konzentrationen oder gar nicht bilden 

(SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; SHIMIZU & KELLER, 2001). 

Für S. chartarum wurde noch nicht genauer beschrieben, ob und durch welche 

Mechanismen die Sporulation funktionell mit der Mykotoxinproduktion verbunden 

ist. Dies wurde bisher lediglich vermutet (CALVO et al., 2002). Jedoch konnte in 

einer Studie gezeigt werden, dass das Mykotoxin Satratoxin G vor allem in den 

Sporen und nur in geringen Konzentrationen im Myzel lokalisiert ist (GREGORY 

et al., 2004). 
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3 Methoden zur Untersuchung von Stachybotrys-Spezies 

In diesem Kapitel werden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden zur 

Untersuchung des Sekundärmetabolismus von S. chartarum beschrieben. 

3.1 Kultur- und Mikromorphologie 

Aufgrund ihres langsamen Wachstums werden Stachybotrys-Spezies häufig, beim 

Versuch diese aus der Umwelt zu isolieren und zu kultivieren, von Vertretern schneller 

wachsender Gattungen wie Aspergillus und Penicillium überwachsen (HINTIKKA, 

1977b; CHAPMAN, 2003). Da Stachybotrys-Spezies bevorzugt auf feuchten, 

zellulosehaltigen Materialien wachsen, werden für die Anzucht Medien empfohlen, die 

Zellulose als Kohlenstoffquelle enthalten. Aufgrund ihrer Cellulase-Aktivität erhalten 

Stachybotrys-Spezies so einen Selektionsvorteil gegenüber anderen Schimmelpilzen 

(YOUATT, 1958; NIELSEN, 2001). Eine weitere Möglichkeit ist die Anzucht auf 

sterilen zellulosehaltigen Papierfiltern, die mit einem Minimal-Nährmedium (z. B. 

Van-Iterson-Medium) befeuchtet werden (HINTIKKA, 1977b). Grundsätzlich können 

Stachybotrys-Spezies jedoch auf verschiedenen Nährmedien angezüchtet werden 

(SAMSON et al., 2010). Malzextrakt-Agar (MEA) und Potato-Dextrose-Agar (PDA, 

Abbildung 2) wurden bisher üblicherweise in Studien zur Charakterisierung von 

Stachybotrys-Spezies verwendet (ANDERSEN et al., 2003; JAGELS et al., 2019). 

 

Abbildung 2: S.-chartarum-Genotyp-S-Stämme ATCC 34916 (A), IBT 40293 (B) 

und DSM 114129 (C) nach 21 Tagen Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C 

S. chartarum bildet auf MEA und auf PDA zunächst grau-weiße und später 

grau-schwarze Kolonien. Während die Rückseite der Kolonie immer schwarz bleibt, 

kann sich auf der Vorderseite weißes Luftmyzel entwickeln (ANDERSEN et al., 2003; 

SAMSON et al., 2010; WALSH et al., 2018). Eine Besonderheit von S. chartarum ist 

die Fähigkeit, ein extrazelluläres orange-braunes Pigment auf MEA zu produzieren, 
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welches das Medium um die Kulturen entsprechend einfärbt (SAMSON et al., 2010). 

Die meisten Isolate bilden außerdem an Tag sieben bis vierzehn Guttationstropfen 

(Abbildung 3) auf ihrer Kolonieoberfläche (GAREIS & GOTTSCHALK, 2014). 

 

Abbildung 3: Guttationstropfen einer S.-chartarum-Kultur (ATCC 34916) nach 

sieben Tagen Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C 

Mikroskopisch lassen sich bei S.-chartarum-Isolaten regelmäßig septierte Hyphen 

erkennen, denen olivbraune oder olivgraue Konidiophoren aufsitzen (Abbildung 4). 

Diese sind gerade aufgerichtet und können mehrfach verzweigt sein. Ältere 

Konidiophoren haben in der Regel eine leicht papilläre Oberfläche und sind im oberen 

Teil dunkler (BISBY, 1943; JONG & DAVIS, 1976; ANDERSEN et al., 2002; 

LOMBARD et al., 2016). Den Konidiophoren sitzen strahlenförmig Phialiden auf. 

Diese sind meist keulenförmig und haben eine glatte Oberfläche. S. chartarum bildet 

ellipsoide Konidien mit einer rauen Oberfläche (JONG & DAVIS, 1976; ANDERSEN 

et al., 2003; WANG et al., 2015b). Die Konidien sind von einer schleimigen, klebrigen 

Masse umgeben, die sie zu Paketen, den sogenannten „slimy heads“, zusammenfasst 

(PINRUAN et al., 2004; SAMSON et al., 2010). 

 

Abbildung 4: Stereomikroskopische Aufnahmen von S.-chartarum-Kulturen 

(ATCC 34916) nach 21 Tagen (A, 160-fache Vergrößerung) und sieben Tagen (B, 

630-fache Vergrößerung, Lactophenolblau-Klebestreifenpräparat) Anzucht auf 

Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C
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3.2 ATR-Infrarotspektroskopie 

In der vorliegenden Arbeit wurde die ATR-Infrarotspektroskopie dazu verwendet, 

das in den Sporen von S. chartarum eingelagerte, dunkle Pigment zu 

charakterisieren und zu überprüfen, ob es sich hierbei um ein für filamentöse 

Schimmelpilze typisches Melanin handelt. 

Die ATR-Infrarotspektroskopie (engl.: attenuated total reflection, dt.: 

abgeschwächte Totalreflexion) ist eine Infrarot-spektroskopische Messmethode für 

die chemische Oberflächenuntersuchung von homogenen festen und flüssigen 

Proben. Sie wird unter anderem zur Überprüfung von Rohstoffen, zur 

Qualitätskontrolle aber auch in der Forschung zur Charakterisierung von 

Substanzen eingesetzt (HERRES & GRONHOLZ, 1984; MOHEBI, 2008; 

GÜNZLER & GREMLICH, 2012; BRUKER CORPORATION, 2020). 

Das Prinzip der klassischen Infrarotspektroskopie beruht auf der Eigenschaft vieler 

Moleküle, Licht im Infrarotbereich des elektromagnetischen Spektrums zu absor-

bieren. Substanzen verschiedener Aggregatszustände können mit der Infrarotstrah-

lung durchleuchtet und untersucht werden. Hierbei wird die Transmission, also die 

Durchlässigkeit einer Substanz, mit Hilfe eines Spektrometers bestimmt. Diese ist 

charakteristisch für die chemischen Bindungsverhältnisse eines Materials 

(GÜNZLER & GREMLICH, 2012). Die Lichtintensität kann anschließend als 

Funktion der Wellenzahl in einem Infrarot-Spektrum dargestellt werden 

(BRUKER CORPORATION, 2023). Mit Hilfe der Absorptionsbanden in den 

generierten Spektren können so Aussagen über Strukturgruppen (z. B. 

Hydroxylgruppen und Doppelbindungen) getroffen werden. Zusätzlich können 

stoffspezifische Absorptionsbanden mit kommerziell erhältlichen Spektrenbiblio-

theken abgeglichen werden und so organische und anorganische Substanzen che-

misch eindeutig identifiziert werden (GÜNZLER & GREMLICH, 2012). Durch die 

Weiterentwicklung zu der Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) kön-

nen zudem alle Infrarot-Wellenlängen mit einer Messung analysiert werden 

(HERRES & GRONHOLZ, 1984). Hierbei wird das Infrarotlicht durch ein Interfe-

rometer auf die Probe und anschließend zum Detektor geleitet. Das Interferogramm 

wird von dem Detektor registriert und mittels Fourier-Transformation in ein soge-

nanntes Einkanalspektrum transformiert. Das endgültige Spektrum wird anschlie-

ßend aus dem Verhältnis des Einkanalspektrums zu einer Referenz (Messung der 

Messplatte ohne Probenmaterial) generiert (HERRES & GRONHOLZ, 1984). 
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Die abgeschwächte Totalreflexion (ATR) wird mittlerweile als Standardtechnik bei 

der FT-IR-Spektroskopie verwendet. Mittels ATR können Proben analysiert 

werden, die entweder zu dick sind oder zu stark absorbierende Eigenschaften für 

das Standard-Durchstrahlverfahren haben (GÜNZLER & GREMLICH, 2012; 

BRUKER CORPORATION, 2020). Das Prinzip der ATR-Infrarotspektroskopie 

beruht auf der bei der Totalreflexion auftretenden Wechselwirkung der 

evaneszenten Welle mit der Probe. Die Probe wird für die Untersuchung direkt auf 

den ATR-Kristall gepresst. Das Infrarotlicht wird zunächst durch den ATR-Kristall, 

der aus Infrarot-transparentem Material (z. B. Diamant, Germanium oder 

Zinkselenid) besteht, geleitet und interagiert anschließend mit der Probe 

(BRUKER CORPORATION, 2020). Eine Voraussetzung für die Verwendung 

dieser Methode ist ein höherer Brechungsindex des ATR-Kristalls im Vergleich zur 

untersuchten Probe (GÜNZLER & GREMLICH, 2012; 

BRUKER CORPORATION, 2020). Das Infrarotlicht wird im Inneren des 

ATR-Kristalls an der Grenzfläche zur Probe reflektiert und teilweise von der 

Oberfläche der Probe absorbiert. Aufgrund seiner wellenartigen Eigenschaften 

dringt das Infrarotlicht leicht in die optisch weniger dichte Probe ein. In diesem so 

genannten evaneszenten Feld interagiert das Infrarotlicht mit den ersten 

Mikrometern der Probenoberfläche, kann sich jedoch nicht ausbreiten. Die 

Intensität des evaneszenten Feldes nimmt exponentiell ab. Das reflektierte Licht 

wird anschließend detektiert und ein ATR-Spektrum generiert 

(BRUKER CORPORATION, 2020). 

3.3 MTT-Test – Zytotoxizitätstest mittels Zellkultur 

Der MTT-Test ist ein biologisches Testverfahren, das bei Vergleichsuntersuchun-

gen von Mykotoxinen, Pestiziden, Mikroorganismen und für die Qualitätskontrolle 

von Umweltproben, Futtermitteln und Nahrungsmitteln eingesetzt werden kann 

(GAREIS, 2006). Namensgebend ist das gelbe Tetrazoliumsalz MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid). Der MTT-Test 

stellt kein in vitro Modell für toxikologische Untersuchungen dar, sondern wird in 

der Regel anderen qualitativen und quantitativen Methoden (Flüssigkeits- und 

Gaschromatographie, Massenspektrometrie) als Screeningverfahren bzw. 

unspezifisches Testverfahren vorangestellt. Diese können so ergänzt werden. 
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Das Prinzip des MTT-Test beruht auf dem Vergleich des zytotoxischen Effekts von 

Proben gegenüber einer SK (Swine-Kidney)-Zelllinie mit dem zytotoxischen 

Effekt der Kontrollprobe (GAREIS, 2006). Hierfür werden die SK-Zellen zunächst 

in einem Minimal-Medium kultiviert. Die adhärent wachsenden Zellen werden 

anschließend mit Trypsin vom Boden des Kulturgefäßes gelöst und in 96-Well-

Mikrotiterplatten ausgesät (HANELT et al., 1994). SK-Zellen werden aufgrund 

ihrer hohen Sensitivität gegenüber zytotoxischen Substanzen bei geringer Spezifität 

sowie ihrer geringen Sensitivität gegenüber Matrixbestandteilen verschiedener 

Ausgangsproben eingesetzt (GAREIS, 2006). Im nächsten Schritt werden die 

Rohextrakte der zu untersuchenden Proben in verschiedenen Verdünnungsstufen zu 

den Zielzellen pipettiert. Nach einer mehrstündigen Inkubation wird das gelbe 

Tetrazoliumsalz MTT zugegeben und das Gemisch nochmals vier Stunden 

inkubiert. Der MTT-Test beruht auf einer kolorimetrischen Reaktion, bei der das 

gelbe, wasserlösliche Tetrazoliumsalz MTT, in den Mitochondrien lebender Zellen, 

in ein wasserunlösliches, violettes Formazan umgesetzt wird (KUHN & JERCHEL, 

1941; MOSMANN, 1983). Jede Schädigung der Zielzellen durch zytotoxische 

Substanzen führt zu einem Rückgang der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalz und 

damit zu einem geringeren Farbumschlag. Die Intensität der Farbreaktion ist 

proportional zur Anzahl der intakten und stoffwechselaktiven Zellen und kann pho-

tometrisch bei einer Wellenlänge von 510 nm (maximale Absorptionswellenlänge 

der Formazanderivate) gemessen werden (HANELT et al., 1994; GAREIS, 2006). 

Anschließend werden die Extinktionen jedes Ansatzes bzw. jeder 

Probenkonzentration mit der Extinktion der unbehandelten Zellkontrolle 

verglichen. Als toxische Grenzkonzentration wird der IC50-Wert (mittlere 

inhibitorische Konzentration) ermittelt. Der IC50-Wert gibt die niedrigste 

Konzentration der getesteten Probe pro Milliliter Zellkulturmedium an, welche die 

Spaltungsaktivität der Zielzellen im Vergleich zur Kontrollprobe um 50 % reduziert 

(YUNG-CHI & PRUSOFF, 1973; GAREIS, 2006). Je niedriger der Wert, umso 

zytotoxischer eine Probe. Der MTT-Test ermöglicht so eine schnelle und einfache 

Durchführbarkeit und eine objektive Befunderhebung (HANELT et al., 1994; 

GAREIS, 2006).
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3.4 Flüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie 

3.4.1 HPLC 

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (engl.: High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) ist eine flüssigkeitschromatographische Methode zur 

Untersuchung löslicher fester und flüssiger Substanzgemische (SNYDER et al., 

2011). Komplexe Probengemische können in ihre einzelnen Komponenten 

aufgetrennt, diese identifiziert und auch quantifiziert werden. Die HPLC hat sich 

als Trenn- und Analysetechnik in unterschiedlichen Bereichen wie der Umwelt- 

und Pharmachemie bewährt (KARGER & GIESE, 1978; SNYDER et al., 2011). 

Bei der Chromatographie handelt es sich um ein physikalisch-chemisches 

Trennverfahren, mit dem Stoffgemische durch unterschiedliche Verteilung der 

Einzelbestandteile zwischen einer stationären und einer mobilen Phase aufgetrennt 

werden. Bei der Flüssigkeitschromatographie bilden Flüssigkeiten bzw. 

Lösungsmittel die mobile Phase, die als Transportmedium für das Analytengemisch 

durch die stationäre Phase dienen (SNYDER et al., 2011). Die stationäre Phase 

kann grundsätzlich flächenförmig (Papier- & Dünnschichtchromatographie) oder 

säulenförmig (Säulenchromatographie) sein. Bei der HPLC handelt es sich um eine 

technisch optimierte Säulenchromatographie, bei der die mobile Phase nicht 

aufgrund der Schwerkraft durch die stationäre Phase fließt, sondern unter hohem 

Druck durch die Säule gepumpt wird. Hierdurch können Säulen mit kleineren und 

damit dichter gepackten Partikeln verwendet werden, wodurch die Trennleistung 

und Trenngeschwindigkeit deutlich verbessert werden (SNYDER et al., 2011). 

Heutzutage existieren verschiedene Trennmethoden und zugrunde liegende Trenn-

mechanismen. Die wichtigsten Trennverfahren bilden die Normalphasen-HPLC 

(engl.: normal-phase HPLC) und die Umkehrphasen-HPLC (engl.: reversed-phase 

HPLC), wobei letztere deutlich häufiger Anwendung findet (KIRKLAND, 2004; 

SNYDER et al., 2011). Bei diesen beiden Trennverfahren werden die Analyten im 

Wesentlichen nach ihrer Polarität aufgetrennt. Die mobile und die stationäre Phase 

werden so gewählt, dass sie eine möglichst unterschiedliche Polarität aufweisen. In 

der Normalphasen-HPLC werden als stationäre Phase meist Kieselgelpartikel ver-

wendet, die aufgrund der Hydroxylgruppen auf ihrer Oberfläche der stationären 

Phase einen polaren Charakter geben. Die polare stationäre Phase wird mit einer 

unpolaren mobilen Phase, also einem Lösungsmittel wie Hexan, kombiniert. Polare 
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Substanzen werden länger an der stationären Phase zurückgehalten, wodurch sie 

später die Säule verlassen und detektiert werden (SNYDER et al., 2011). In der 

Umkehrphasen-HPLC werden meist chemisch modifizierte Kieselgelpartikel als 

stationäre Phase verwendet, die durch kovalent gebundene Alkylketten an ihrer 

Oberfläche einen unpolaren Charakter erhalten. Demnach ist die stationäre Phase 

ebenfalls unpolar. Bei der Umkehrphasen-HPLC werden polare Lösungsmittel wie 

z. B. Wasser, aber auch solche mit leicht unpolaren Eigenschaften, wie z. B. 

Methanol und Acetonitril, verwendet. Die gewünschte Polarität lässt sich durch das 

Mischen von polaren (z. B. Wasser) mit leicht unpolaren (z. B. Acetonitril) 

Lösungsmitteln einstellen (BIDLINGMEYER, 1980). Unpolare Verbindungen 

treten stärker mit der unpolaren stationären Phase in Wechselwirkung und werden 

somit länger zurückgehalten. Polare Verbindungen verlassen die Säule hingegen 

schneller. Die Substanzen eluieren daher in einer allgemeinen Reihenfolge 

abnehmender Polarität. Hierdurch ergibt sich für jeden Analyten eine 

charakteristische Retentionszeit, die zur Identifikation des jeweiligen Stoffes dient 

(KARGER & GIESE, 1978; BIDLINGMEYER, 1980; KIRKLAND, 2004; 

SNYDER et al., 2011). 

In der HPLC wird zudem häufig eine Gradientenelution verwendet, bei der die 

Zusammensetzung der mobilen Phase graduell, während der Auftrennung des 

Stoffgemisches, geändert wird (SNYDER et al., 2011). Hierbei wird die 

Elutionskraft der mobilen Phase kontinuierlich erhöht und die Polarität der mobilen 

Phase an die Polarität der stationären Phase angepasst. Stark zurückgehaltene 

Substanzen können so schneller von der stationären Phase in die mobile Phase 

überführt werden. So wird z. B. in der Umkehrphasen-HPLC der mobilen Phase 

(polar) immer mehr unpolares Lösungsmittel (z. B. Acetonitril) zugemischt, 

wodurch die Polarität des Lösungsmittelgemisches abnimmt. Dies kann die 

Trennung bestimmter Substanzen verbessern und Analysezeiten verkürzen 

(SNYDER et al., 2011; GLÖCKNER, 2012). 

Nach Verlassen der Trennsäule werden die abgetrennten Substanzen kontinuierlich 

von einem Detektor erfasst. Der UV/VIS-Detektor wird aufgrund seiner guten 

Nachweisgrenzen am häufigsten in der HPLC eingesetzt (MORGAN & SMITH, 

2010; SWARTZ, 2010). UV/VIS-Detektoren basieren auf dem Prinzip eines 

UV/VIS-Spektrometers. Hierbei wird Licht verschiedener Wellenlängen im 

UV/VIS-Bereich von einer Lichtquelle ausgestrahlt. Anschließend wird die 
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Intensität des Lichtes am Ende der Durchflussmesszelle gemessen, die von der 

mobilen Phase mit den darin enthaltenen Analyten durchflossen wird. So kann die 

Extinktion der Lösung bestimmt werden (MORGAN & SMITH, 2010). Der Analyt 

muss hierfür ausreichend UV-Strahlung bzw. sichtbares Licht einer entsprechenden 

Wellenlänge absorbieren, um detektiert werden zu können (SWARTZ, 2010). Die 

Messung wird anschließend mit Hilfe eines Computerprogramms graphisch 

dargestellt. Das resultierende Detektorsignal (Peak), aufgetragen gegen die Zeit 

(Retentionszeit des jeweiligen Analyten), bildet das Chromatogramm. Indem die 

Retentionszeiten der abgetrennten Substanzen mit denen von Referenzstandards 

verglichen werden, können die jeweiligen Substanzen identifiziert werden. Durch 

Anwendung des Lambert-Beer´schen Gesetz, kann die Konzentration des Analyten 

bestimmt werden (MORGAN & SMITH, 2010; SWARTZ, 2010). Mittlerweile 

werden außerdem häufig Diodenarraydetektoren eingesetzt, die die leistungsstärks-

ten UV/VIS-Detektoren darstellen. Aufgrund der vielen Einzeldetektoren können 

mehrere Wellenlängen parallel detektiert und so das gesamte Spektrum für jeden 

Peak aufgezeichnet werden (SWARTZ, 2010; SNYDER et al., 2011). 

3.4.2 LC-MS/MS 

Die Flüssigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung 

(engl.: Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) ist ein 

analytisches Verfahren zur Trennung und qualitativen sowie quantitativen 

Bestimmung niedermolekularer Analyten in Stoffgemischen, wie z. B. 

Mykotoxinen, Arzneistoffen, Hormonen und Enzymen (LIM & LORD, 2002; 

LOTTSPEICH et al., 2012; KUHN, 2013; EUROPÄISCHE KOMMISSION, 

2021). Die LC-MS/MS kann sowohl zur Untersuchung von Lebens- und 

Futtermittelproben, als auch in der klinisch-chemischen Diagnostik eingesetzt 

werden (KUHN et al., 2006; XAVIER & SCUSSEL, 2008; GOTTSCHALK et al., 

2009; SULYOK et al., 2010; KUHN, 2013). Die Flüssigkeitschromatographie dient 

hierbei der Auftrennung der in einer Probe enthalten Substanzen und die 

anschließende Massenspektrometrie der Identifikation und/oder Quantifizierung 

dieser Substanzen. Da das Prinzip der Flüssigkeitschromatographie bereits 

ausführlich unter Punkt 3.4.1 beschrieben wurde, wird im Folgenden lediglich auf 

die Massenspektrometrie eingegangen. 
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Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, bei dem Verbindungen, die in Form 

von Ionen vorliegen, anhand ihres Masse-zu-Ladung-Verhältnisses getrennt und 

detektiert werden können. In der LC-MS/MS werden die Analyten zunächst 

chromatographisch aufgetrennt, die eigentliche Messung der Analyten erfolgt 

jedoch im nachgeschalteten Tandem-Massenspektrometer (MACLAFFERTY & 

TUREČEK, 1995; KUHN, 2013). 

Ein Tandem-Massenspektrometer besteht aus zwei Massenanalysatoren und einer 

dazwischen geschalten Reaktionseinheit, der sogenannten Kollisionszelle 

(Abbildung 5) (MACLAFFERTY & TUREČEK, 1995; KUHN, 2013). Damit die 

qualitative und quantitative Analyse der einzelnen Analyten jedoch möglich ist, 

müssen diese zunächst ionisiert werden. In der Ionenquelle des Massenspektrome-

ters werden die Moleküle meist mittels Elektrospray-Ionisation schonend unter 

Atmosphärendruck in die Gasphase überführt und anschließend ionisiert. Die dabei 

entstehenden Ionen sind meist positiv geladen (Kationen) (MACLAFFERTY & 

TUREČEK, 1995; KUHN, 2013). Anschließend werden die Molekül-Ionen im 

ersten Massenanalysator durch ein elektrisches Feld beschleunigt, sodass sie an vier 

parallel angeordneten Stabelektroden entlang fliegen. Mit Hilfe des 

Masse-zu-Ladung-Verhältnisses wird das Molekül-Ion des zu messenden Analyten 

(Mutter-Ion) selektiert. Die meisten Ionen werden von ihrer Flugbahn abgelenkt, 

sodass alle Verunreinigungen entfernt werden können (LOTTSPEICH et al., 2012; 

KUHN, 2013). Anschließend wird das selektierte Mutter-Ion in der Kollisionszelle 

fragmentiert. Dabei entstehen charakteristische Fragmente und Spaltprodukte, die 

sogenannten Produkt- oder Tochter-Ionen (LOTTSPEICH et al., 2012). Diese 

werden im zweiten Massenanalysator nochmals selektiert, sodass nur 

Fragment-Ionen einer definierten Masse den Detektor des Massenspektrometers 

erreichen. 

Die Übergänge von Mutter-Ion zu Tochter-Ionen sind sehr spezifisch, da die 

Fragmentierung nach einem eindeutigen Muster erfolgt (KUHN, 2013). Die 

Produkt-Ionen werden anschließend umgewandelt, sodass sie ein elektronisch 

messbares Signal erzeugen. Das Signal der Produkt-Ionen tritt hierbei zu einer 

charakteristischen Retentionszeit auf und wird in sogenannten Peaks 

zusammengefasst (EUROPÄISCHE KOMMISSION, 2021). Da die Moleküle zu 

Fragmenten zerfallen sind, entsteht ein Spektrum mit mehreren Peaks. Die 

Peakflächen im Chromatogramm stehen in einem spezifischen Verhältnis 
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zueinander und treten zur selben Retentionszeit auf. Meist verwendet man den 

empfindlichsten Übergang zur Quantifizierung des Analyten (Quantifier) und einen 

weiteren Übergang zur Bestätigung (Qualifier) der Messung (KUHN, 2013). 

Dadurch ist eine eindeutige Identifizierung der Substanz möglich. Bei bekannten 

Substanzen kann mit Hilfe eines Referenzstandards auch die Konzentration der 

Analyten bestimmt werden (MACLAFFERTY & TUREČEK, 1995; 

LOTTSPEICH et al., 2012; KUHN, 2013). 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Tandem-Massenspektrometers 
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III. PUBLIKATIONEN 

1 Publikation Sekundärmetabolismus 
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2 Publikation Stickstoff- und Kohlenstoffquellen 
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IV. DISKUSSION 

Filamentöse Schimmelpilze und andere Mikroorganismen besitzen die Fähigkeit, 

eine Vielzahl strukturell diverser, extrazellulärer Verbindungen zu bilden, die als 

Sekundärmetaboliten bekannt sind. Diese kleinen Moleküle sind nicht unmittelbar 

für das Pilzwachstum notwendig und in vielen Fällen ist ihr Nutzen für den produ-

zierenden Organismus unklar (WILLIAMS, 1994; COLE et al., 2003). Die Gruppe 

der toxischen Sekundärmetaboliten wird als Mykotoxine bezeichnet (FLEMING, 

1929; NIELSEN, 2003; MAGAN & ALDRED, 2007). Stachybotrys-Spezies bilden 

ein breites Spektrum an Sekundärmetaboliten und bis heute wurden mehr als 200 

verschiedene Verbindungen entdeckt. Zu diesen zählen Mykotoxine wie 

makrozyklische Trichothecene (Satratoxine G, H und F, Roridin L-2, Roridin E, 

Verrucarin J) und Phenylspirodrimane (z. B. Stachybotrylactam) (IBRAHIM et al., 

2022). Diese Metaboliten können toxisch und demnach schädlich, oder nützlich für 

Menschen und Tiere sein (WANG et al., 2015a). 

Für ein besseres Verständnis der Mykotoxine und ihrer biologischen Bedeutung ist 

es notwendig, die Mechanismen zu analysieren, die ihre Produktion auslösen, 

verhindern oder regulieren. Für verschiedene filamentöse Schimmelpilze ist 

beschrieben, dass die Sporulation und die Produktion von Mykotoxinen funktionell 

miteinander verbunden sind und Mykotoxine von wachsenden Kolonien gebildet 

werden (SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; REIß, 1982; SHIM & WOLOSHUK, 

2001; CALVO et al., 2002). Für S. chartarum wird ebenfalls ein Zusammenhang 

dieser beiden Prozesse vermutet. Dies wurde bisher jedoch nicht experimentell 

bestätigt (CALVO et al., 2002). 

Die Produktion von Mykotoxinen kann sich außerdem aufgrund unterschiedlicher 

Wachstumsbedingungen, wie Nährstoff- und Wasserverfügbarkeit sowie 

temperaturbedingt verändern (NIELSEN et al., 2004; MAGAN & ALDRED, 2007; 

LOZOWICKA et al., 2022). Es ist beschrieben, dass äußere Faktoren wie 

Temperatur und Feuchtigkeit die Mykotoxinproduktion von S. chartarum 

beeinflussen (BATA et al., 1989; NIELSEN et al., 2004). Über weitere Faktoren 

wie Licht, pH-Wert und Nährstoffverfügbarkeit ist jedoch erstaunlich wenig 

bekannt. In verschiedenen Studien wurde der Einfluss komplexer Medien und 

Substrate auf das Wachstum und die Mykotoxinproduktion untersucht (ALEKSIC 
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et al., 2016; JAGELS et al., 2020; ULRICH & SCHÄFER, 2020). Dieser Ansatz 

ist allerdings für die Untersuchung des Einflusses einzelner Nährstoffe nicht 

optimal. Für verschiedene Schimmelpilze konnte gezeigt werden, dass das 

Hyphenwachstum aber auch Mykotoxinprofile und Mykotoxinkonzentrationen 

erheblich von den verfügbaren Nährstoffen, insbesondere den Stickstoff- und 

Kohlenstoffquellen, abhängig sind (MÜHLENCOERT et al., 2004; MEDINA et 

al., 2008; BRZONKALIK et al., 2011). Der Einfluss dieser Nährstoffe ist nicht 

überraschend, da Stickstoff und Kohlenstoff wesentliche Bestandteile von 

Proteinen, Nukleinsäuren und anderen Zellsubstanzen darstellen. Ihre 

kontinuierliche Versorgung ist somit eine Voraussetzung für das Wachstum. 

Das Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Faktoren, die Einfluss auf die 

Mykotoxinproduktion von S. chartarum nehmen, zu untersuchen. Hierfür wurden 

drei Stämme des Genotyps S der Spezies S. chartarum untersucht. Die 

ausgewählten Stämme wurden aus drei verschiedenen Lebensräumen isoliert, 

nämlich Futtermittel (ATCC 34916), Baumaterial (IBT 40293) und Lebensmittel 

(DSM 114129). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen 

der Sporulation und der Produktion von Mykotoxinen untersucht und geprüft, ob 

diese beiden Vorgänge funktionell miteinander in Verbindung stehen. Außerdem 

wurde mit Hilfe eines chemisch definierten Minimal-Nährmediums der Einfluss 

verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, die in unterschiedlichen 

Konzentrationen zugesetzt wurden, auf das Myzelwachstum und die 

Mykotoxinproduktion untersucht. 

1 Sporulation und Produktion von Mykotoxinen 

Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Feststellung, dass die Verwendung von 

zwei Potato-Dextrose-Medien verschiedener Hersteller (VWR Chemicals und 

Sigma-Aldrich) zu gänzlich unterschiedlichen Wachstumsphänotypen der 

angezüchteten Kolonien führten (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Auf 

Potato-Dextrose-Agar des Herstellers VWR Chemicals (PDA-V) sporulierten die 

Kolonien deutlich und hatten durch die Sporen ein schwarzes Erscheinungsbild, 

während auf Potato-Dextrose-Agar des Herstellers Sigma-Aldrich (PDA-S) die 

Sporenbildung der Kolonien deutlich geringer bzw. kaum vorhanden war. Der 

einzige offensichtliche Unterschied in der Zusammensetzung der beiden Medien 

war, dass PDA-V Kartoffel-Pepton und PDA-S stattdessen Kartoffel-Infusion als 
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Hauptbestandteil enthält. Ansonsten wurden durch die beiden Hersteller keine 

exakteren Daten zur Herstellung und Zusammensetzung bereitgestellt. Sowohl 

Kartoffel-Pepton als auch Kartoffel-Infusion sind komplexe Gemische und ihre 

Einzelbestandteile und Konzentrationen sind weitgehend undefiniert. Nach 

BEEVER und BOLLARD (1970) wird Kartoffel-Infusion aus einem wässrigen 

Extrakt aus Kartoffelknollen gewonnen. Kartoffel-Infusion wird als geeignete 

Quelle für Stickstoff und Mineralsalze und damit als ein gutes Nährmedium für 

Schimmelpilze beschrieben (BEEVER & BOLLARD, 1970). Kartoffel-Pepton ist 

eine häufig verwendete Alternative. Die Inhaltsstoffe sind besser, jedoch dennoch 

nicht vollumfänglich definiert. Kartoffel-Pepton ist ein Gemisch aus Peptiden und 

freien Aminosäuren und wird durch enzymatische Hydrolyse aus Kartoffelprotein 

gewonnen. Die darin enthaltenen Peptide und Aminosäuren können als geeignete 

Stickstoffquellen für das Wachstum dienen. Es kann mit hoher Wahrscheinlichkeit 

angenommen werden, dass die stickstoffreichen, kleinen Moleküle in 

Kartoffel-Pepton leichter zugänglich sind als in Kartoffel-Infusion. Das bessere 

Wachstum und die starke Sporulation von S. chartarum auf PDA-V könnte daher 

auf eine bessere Stickstoffversorgung in diesem Medium zurückzuführen sein. Ein 

Einfluss von Stickstoff auf das Wachstum und die Satratoxinproduktion von 

S. chartarum wurde bereits in früheren Studien vermutet (JAGELS et al., 2020; 

ULRICH & SCHÄFER, 2020). Auch bei anderen filamentösen Schimmelpilzen 

wie Alternaria alternata hängt die Produktion von Alternariol und anderen 

Sekundärmetaboliten von der Stickstoffkonzentration und der jeweiligen Art der 

Stickstoffquelle ab (BRZONKALIK et al., 2011). Die Produktion von 

Ochratoxin A durch Aspergillus-Spezies und Fumonisin durch 

Fusarium proliferatum wird durch Stickstoffmangel induziert, während hohe 

Stickstoffmengen die Fumonisinproduktion hemmen (SHIM & WOLOSHUK, 

1999; MEDINA et al., 2008; TUDZYNSKI, 2014). Stickstoff kann demnach, je 

nach Konzentration, aber auch in Abhängigkeit vom jeweiligen Schimmelpilz und 

vom Mykotoxin, unterschiedliche Einflüsse nehmen. 

Vergleicht man die Kulturen auf PDA-S mit denen auf PDA-V, sporulierten die 

Kulturen auf PDA-V deutlich stärker und bildeten höhere Konzentrationen von 

Satratoxin G und H (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 2 & Kapitel 2.4, 

Abbildung 4). Die nachgewiesene Satratoxinkonzentration pro cm2 der 

Koloniefläche korrelierte positiv mit der Anzahl der Sporen pro cm2 (Publikation 
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1, Kapitel 2.4, Abbildung 5). Um einen weiteren Beweis für diese Korrelation zu 

liefern, wurden die Stämme zusätzlich in Kartoffel-Dextrose-Bouillon des 

Herstellers VWR Chemicals angezüchtet. Es ist bekannt, dass bei der Anzucht in 

Flüssigmedium das gebildete Myzel von S. chartarum nicht sporuliert (Publikation 

1, Kapitel 2.1, Abbildung 3). Die ausbleibende Sporulation bei Anzucht in 

Flüssignährmedien konnte bereits bei diversen Schimmelpilzen beobachtet werden. 

Demnach sporulieren diese Schimmelpilze nur bei direktem Kontakt mit der Luft. 

Dies lässt die Annahme zu, dass dieses Phänomen auftritt, da der Luftkontakt für 

eine effiziente Verteilung der Konidien notwendig ist. 

Sowohl die HPLC-Daten als auch die Ergebnisse des Zytotoxizitätstests 

(MTT-Test) (Publikation 1, Kapitel 2.1, Tabelle 2 & Kapitel 2.3, Tabelle 3) zeigen 

deutlich, dass die Produktion von Satratoxinen in der Flüssigkultur nicht 

nachweisbar war. Demnach produzierte S. chartarum trotz des guten Wachstums in 

Flüssigkultur keine oder nur sehr geringe, nicht nachweisbare Mengen an 

Satratoxinen. Dies dient als weiterer Beweis dafür, dass die Sporulation und die 

Produktion von Satratoxinen bei S. chartarum eng miteinander verbunden sind. 

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit (Publikation 2) gezeigt werden, 

dass die verschiedenen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen das Wachstum und 

insbesondere die Sporulation auf eine ähnliche Weise beeinflussen wie die 

Produktion der makrozyklischen Trichothecene (Satratoxine G, H und F, 

Roridin L-2, Roridin E, Verrucarin J). Das heißt, große und stark sporulierende 

Kolonien bildeten die höchsten Konzentrationen von makrozyklischen 

Trichothecenen, wohingegen weniger oder nicht sporulierende Kolonien geringere 

bzw. nicht nachweisbare Mengen an makrozyklischen Trichothecenen produzierten 

(Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Damit 

konnten die Ergebnisse der ersten Studie, mit den Daten der zweiten Studie, 

bestätigt werden. Ergänzend lässt sich feststellen, dass die Sporulation nicht nur mit 

der Produktion von Satratoxin G und H korreliert (Publikation 1), sondern ebenfalls 

mit allen anderen von S. chartarum gebildeten makrozyklischen Trichothecenen 

(Satratoxin G, H und F, Roridin L-2, Roridin E, Verrucarin J) (Publikation 2, 

Kapitel 2.3.1, Abbildung 5). 
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Ähnliche Ergebnisse wurden zuvor für Aspergillus-Spezies und deren Sekundär-

metaboliten (Sterigmatocystin, Aflatoxine) beschrieben (HICKS et al., 1997; 

CALVO et al., 2002; BRODHAGEN & KELLER, 2006). Eine Verbindung 

zwischen Sekundärmetabolismus und Sporulation ist daher ein gemeinsames 

Merkmal vieler filamentöser Schimmelpilze (BRODHAGEN & KELLER, 2006). 

Beide Prozesse können außerdem gemeinsame regulatorische Elemente aufweisen 

(HICKS et al., 1997). Bei Aspergillus- und Fusarium-Spezies wird die 

Mykotoxinproduktion durch einen G-Protein-vermittelten Signalweg reguliert 

(HICKS et al., 1997; MCDONALD et al., 2004). Durch intensive genetische 

Forschung konnte der Signalweg entschlüsselt werden, der die 

Sterigmatocystin-Aflatoxin-Produktion und die Sporulation in Aspergillus nidulans 

miteinander verbindet. Beide Prozesse werden von zwei Genen, fluG und flbA, 

reguliert. Ein Funktionsverlust des Gens fluG führt zum Einbruch der Sporulation 

und der Sterigmatocystin-Produktion (HICKS et al., 1997). Für S. chartarum ist bis 

zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt, wie diese beiden Prozesse reguliert werden 

und der Mangel an genetischen Daten erschwert derzeit jeden Fortschritt auf diesem 

Gebiet. Bislang beruht die genetische Forschung weitgehend auf der Analyse der 

verfügbaren genomischen Informationen. So konnten z. B. durch den Vergleich des 

Core-Trichothecen-Genclusters Ähnlichkeiten zwischen den Gattungen Fusarium 

und Stachybotrys festgestellt werden (SEMEIKS et al., 2014). Da Fusarium- und 

Stachybotrys-Spezies ähnliche Mykotoxin-Klassen produzieren, z. B. die 

Trichothecene (UENO, 1983), ist es denkbar, dass die Produktion von 

Trichothecenen und die Sporulation sowohl bei Fusarium-, als auch bei 

Stachybotrys-Spezies über einen G-Protein-vermittelten Signalweg reguliert 

werden. 

Des Weiteren zeigte S. chartarum in Übereinstimmung mit früheren 

Veröffentlichungen einen Trend zur Produktion von mehr Satratoxin H als 

Satratoxin G (Publikation 1 und 2). Die Ursache hierfür ist unbekannt. Dennoch 

wurde dies von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben. Diese untersuchten 

z. B. Baumaterialien, die mit S. chartarum kontaminiert waren, oder komplexe 

Nährmedien (HINKLEY & JARVIS, 2000; ALEKSIC et al., 2016; ULRICH & 

SCHÄFER, 2020). 
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Obwohl in früheren Untersuchungen beschrieben wurde, dass Sporen höhere 

Konzentrationen von Satratoxin G enthalten als das Myzel (ABDEL-HAFEZ & 

EL-SAID, 1997), ist dies die erste Studie, die eine positive Korrelation zwischen 

der Sporulation und der Produktion von makrozyklischen Trichothecenen bei 

S. chartarum aufzeigt. Dieses Ergebnis hat eine direkte, praktische Auswirkung auf 

die Diagnostik von mykologischen Proben in Innenräumen. Wird eine 

Kontamination mit Schimmelpilzen festgestellt oder vermutet, kann das in der 

Probe vorhandene Myzel zunächst auf Sporenbildung untersucht werden. Bei 

einem positiven Ergebnis folgt dann die Identifizierung des Schimmelpilz-Isolats. 

Für analytische Tests zum Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen kann 

durch die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse PDA als geeignetes 

Medium bestätigt werden. Dennoch kann die Verwendung von PDA-V oder eines 

anderen validierten Potato-Dextrose-Mediums nur dringend empfohlen werden, da 

nicht jedes PDA die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen zuverlässig 

gewährleistet. 

Im Gegensatz zu der Bildung von makrozyklischen Trichothecenen konnte für die 

Produktion von Stachybotrylactam, einem Vertreter der Gruppe der 

Phenylspirodrimane, keine Abhängigkeit von der Koloniefläche oder der 

Sporulation festgestellt werden (Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 

2.4.1, Abbildung 8). Diese Beobachtung lässt die Annahme zu, dass die Produktion 

von Stachybotrylactam durch andere Mechanismen als die Sporulation und die 

Produktion von makrozyklischen Trichothecenen reguliert wird. Unsere Ergebnisse 

zeigen, dass auch kleine und nicht sporulierende Kolonien in der Lage sind, hohe 

Konzentrationen von Stachybotrylactam zu bilden. Diese Daten sind in 

Übereinstimmung mit früheren Studien. So beschrieben JAGELS et al. (2019), dass 

die Produktion von Phenylspirodrimanen, einschließlich Stachybotrylactam, bereits 

in frühen Stadien der Kolonieentwicklung (ca. am dritten Tag) beginnt. Zu diesem 

Zeitpunkt sind makrozyklische Trichothecene noch nicht in nennenswerten 

Konzentrationen nachweisbar. Demnach ist Stachybotrylactam nach JAGELS et al. 

(2019) kein geeigneter Marker für das Pilzwachstum. Da Stachybotrylactam ein 

Vertreter der Phenylspirodrimane ist und diese unter Verdacht stehen 

immunsuppressiv zu sein (HONG et al., 1979; MIYAZAKI et al., 1980), sollte in 

Betracht gezogen werden, dass auch nicht-sporulierende, kleine Kolonien aufgrund 

der Produktion von Stachybotrylactam ein Gesundheitsrisiko darstellen können. 
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2 Charakterisierung von Melanin 

Ein weiteres bemerkenswertes Merkmal der S.-chartarum-Kolonien, die auf 

PDA-S angezüchtet wurden, stellte der grün eingefärbte Bereich um die Kolonien 

dar (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Dieser wurde bereits von SAMSON 

et al. (2010) als „green halo“ beschrieben und als Schlüssel zur Unterscheidung von 

S. chartarum und S. chlorohalonata auf PDA der Marke Difco genannt. Unsere 

Daten zeigen, dass der sogenannte „green halo“ ebenfalls bei Kolonien der Spezies 

S. chartarum auftreten kann. Dieses Ergebnis lässt die Annahme zu, dass das 

Auftreten des „green halos“ wiederum von der Art des verwendeten PDAs abhängt, 

jedoch nicht charakteristisch für die eine oder andere Spezies ist. 

Des Weiteren wurde das in den Sporen von S. chartarum enthaltene Pigment 

untersucht. Die erhobenen ATR-Infrarotspektroskopie-Daten deuten darauf hin, 

dass die Konidien verschiedener Kolonien und Stämme von S. chartarum, die in 

dieser Studie auf PDA-V und PDA-S angezüchtet wurden, ein gleichartiges 

Pigment enthalten (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Das dunkle Pigment 

wurde bereits in früheren Studien beschrieben, z. B. als eine Struktur, die die 

Ionisierung bei Messungen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie unterdrückt 

(BUSKIRK et al., 2011; ULRICH et al., 2016). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde 

jedoch nur vermutet, dass es sich hierbei um ein Melanin handelte. Die in der 

vorliegenden Arbeit generierten Spektren weisen eine deutliche Ähnlichkeit zu 

zuvor beschriebenen Melanin-Spektren anderer filamentöser Schimmelpilze auf 

(PINTO et al., 2018; RIBERA et al., 2018). Es ist daher anzunehmen, dass 

S. chartarum ein für Schimmelpilze typisches Melanin produziert. 

3 Kommunikation zwischen Schimmelpilzkolonien 

Neben der positiven Korrelation zwischen der Sporulation und der Bildung von 

Satratoxinen konnte in der Arbeit „Production of Satratoxin G and H Is Tightly 

Linked to Sporulation in Stachybotrys chartarum“ ein weiterer Faktor beobachtet 

werden, der die Bildung von Satratoxinen deutlich beeinflusste. Der Vergleich von 

Ein- und Drei-Punkt-Kulturen zeigte, dass die Interaktionen zwischen den Kolonien 

einen positiven Einfluss auf die Sporulation und auch die Satratoxinproduktion 

nahmen (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.4, Abbildung 4). 

Diese Beobachtung ist ein starker Hinweis dafür, dass benachbarte Kolonien 

desselben Stammes miteinander kommunizieren. An solchen Interaktionen sind 
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oftmals flüchtige Verbindungen beteiligt, jedoch schließen die Experimente dieser 

Studie dies weitgehend aus, da für Kolonien, die durch eine Wand voneinander 

getrennt waren, keine Zunahme der Sporulation im Vergleich zur Einzelkolonie 

festgestellt werden konnte (Publikation 1, Kapitel 2.5, Abbildung 6b). Die 

erhobenen Daten lassen die Annahme zu, dass die Kommunikation wahrscheinlich 

über direkten physischen Kontakt oder über Moleküle erfolgt, die in den Agar 

sezerniert werden (Publikation 1, Kapitel 2.5, Abbildung 6c). Die Erkenntnis, dass 

diese Interaktionen zu einer erhöhten Produktion von Satratoxinen führten, deutet 

auf eine antagonistische Wechselwirkung hin. Die Kolonien scheinen in der Lage 

zu sein einen potenziellen Konkurrenten um verfügbare Ressourcen wahrzunehmen 

und hierauf mit der Produktion von Satratoxinen zu reagieren. Es ist 

unwahrscheinlich, dass diese Mykotoxine in der Lage sind, einem anderen 

Genotyp-S-Stamm von S. chartarum zu schaden, wie es durch unseren Versuch 

anzunehmen wäre. Dennoch ist denkbar, dass sie das Wachstum anderer 

Schimmelpilze beeinträchtigen könnten. Dies wurde bereits in einer anderen Arbeit 

vermutet (BUTT & GHAFFAR, 1972). Wenn diese antagonistischen Reaktionen 

tatsächlich durch den Wettbewerb um dieselben Ressourcen ausgelöst werden, 

stellt sich die Frage, wie Kolonien zwischen Hyphen, die zur selben Kolonie 

gehören, und solchen, die zu einer benachbarten und rivalisierenden Kolonie 

gehören, differenzieren. Weitere Experimente sind erforderlich, um diese 

faszinierenden Prozesse genauer zu beleuchten und aufzuklären. 

Aus der vorgestellten Arbeit geht hervor, dass die Mykotoxinproduktion und die 

Sporulation offenbar durch eine Kombination verschiedener Signale gesteuert 

werden (Publikation 1). Insgesamt war der Einfluss des Nährmediums (PDA-V 

gegenüber PDA-S) auf die Sporulation und die Mykotoxinproduktion jedoch 

deutlich stärker als der Einfluss der Anzucht als Drei- gegenüber einer 

Ein-Punkt-Kultur. Andere Faktoren wie Temperatur und Feuchtigkeit spielen 

ebenfalls eine Rolle und tragen zu den komplexen Mechanismen, die die 

Produktion von Mykotoxinen bestimmen, bei. 

4 Einfluss verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen 

Die Beobachtung, dass S. chartarum auf Aspergillus Minimal Medium (AMM) 

angezüchtet werden kann, ermöglichte eine Untersuchung des Einflusses 

verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf das Wachstum, die 
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Sporulation und die Mykotoxinproduktion von S. chartarum (Publikation 2). Der 

Gesamteinfluss der getesteten Nährstoffe auf das Myzelwachstum und die 

Mykotoxinproduktion war trotz der unterschiedlichen Herkunft der drei getesteten 

Stämme vergleichbar. 

Schimmelpilze sind in der Lage eine Vielzahl von Stickstoffquellen zu 

metabolisieren (MARZLUF, 1996). NH4
+ und NO3

- spielen eine wichtige Rolle in 

verschiedenen biochemischen Prozessen, sie unterscheiden sich in der 

Oxidationsstufe des Stickstoffs und sind für viele Schimmelpilze geeignete 

Stickstoffquellen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von drei anorganischen 

Stickstoffquellen, nämlich NaNO3, NH4NO3 und NH4Cl, näher beleuchtet. Diese 

Stickstoffquellen dissoziieren in Wasser zu Ammonium- bzw. Nitrat-Ionen. Die 

Kolonien, die auf AMM-Agar mit je einer dieser Stickstoffquellen angezüchtet 

wurden, unterschieden sich deutlich in ihrem Wachstum, Phänotyp und in ihrer 

Mykotoxinproduktion (Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Hiermit konnte 

gezeigt werden, dass jede Stickstoffquelle einen unterschiedlichen Einfluss auf die 

Entwicklung von S. chartarum nimmt. 

NaNO3 erwies sich in der vorliegenden Arbeit als geeignetste Stickstoffquelle für 

alle drei getesteten Stämme. Es ermöglichte das beste Wachstum, mit einem dichten 

und stark sporulierenden Myzel und einer hohen Produktion von makrozyklischen 

Trichothecenen. Außerdem lassen die erhobenen Daten die Annahme zu, dass 

NaNO3 in Konzentrationen von mindestens 10 mg Stickstoff pro Liter Medium 

enthalten sein muss, um ein gutes Wachstum der Kulturen zu gewährleisten 

(Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Bevor NO3
- 

in den Stoffwechsel eingespeist werden kann, ist zunächst eine Reduktion auf das 

Niveau von NH4
+ notwendig. Dieser Prozess erfordert Gene, die für Nitrat- und 

Nitritreduktasen kodieren (KELLER & HOHN, 1997). Solche Gene sind in anderen 

Schimmelpilzen wie Neurospora crassa (TOMSETT & GARRETT, 1980) und 

Aspergillus nidulans (JOHNSTONE et al., 1990) gut definiert. Sie wurden jedoch 

bisher noch nicht im Genom von S. chartarum identifiziert. 

Im Gegensatz zu NaNO3 wurde festgestellt, dass NH4Cl überraschenderweise 

deutlich schlechter als Stickstoffquelle geeignet ist. Die Anzucht auf NH4Cl führte 

zu kleinen, nicht-sporulierenden Kolonien mit geringer bzw. nicht nachweisbarer 

Produktion von makrozyklischen Trichothecenen (Publikation 2, Kapitel 2.1, 

Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Ein erster Hinweis darauf, dass NH4Cl 
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die Sporulation von Stachybotrys-Spezies zum Erliegen bringen kann, stammt aus 

dem Jahr 1963 (MCQUADE, 1963). Unsere Daten zeigen, dass dieser Effekt bereits 

bei niedrigen Konzentrationen (≥ 25 mg Stickstoff pro Liter) eintritt. Da 

NH4
+-Ionen direkt zur Synthese von Glutamin aus Glutamat eingesetzt werden 

können und die Assimilation von NO3
- ein aufwendigerer Prozess ist, stellte sich 

der negative Einfluss von NH4
+ als überraschendes Ergebnis dar (TER SCHURE et 

al., 2000). Eine NH4
+-vermittelte Hemmung der Sporulation wurde auch für 

zahlreiche andere Schimmelpilze beschrieben (PINON, 1977; DICKINSON & 

DAWES, 1983; CHIU & MOORE, 1988), jedoch ist der zugrundeliegende 

Mechanismus bislang unklar. 

Die Beobachtung, dass NaNO3 zu einem besseren Wachstum als NH4Cl führte, ist eine 

der wichtigsten Ergebnisse dieser Studie. Es ist bekannt, dass für verschiedene 

Organismen, aufgrund der potenziellen Toxizität von NH4
+, die Erkennung und 

Aufnahme dieses Ions durch spezifische Transporter sorgfältig reguliert wird und 

durch regulatorische Proteine unterbunden werden kann (VAN DEN BERG et al., 

2019). Des Weiteren konnte für verschiedene filamentöse Schimmelpilze ein 

unzureichendes Wachstum in Verbindung mit NH4
+-Salzen beobachtet werden. 

BRIAN et al. (1947) nahmen an, dass organische Säuren während des Wachstums mit 

NH4
+ zur Bereitstellung von Ketosäuren benötigt werden. Die Aufnahme von NH4

+ 

wird unterbrochen bis ausreichend Akzeptor-Moleküle verfügbar sind, um so eine 

Akkumulation von toxischen NH4
+-Ionen in den Zellen zu verhindern. Eine alternative 

Erklärung ist, dass die hemmende Wirkung von NH4
+ das Resultat einer 

pH-Verschiebung ist, da die Assimilation von NH4
+ mit einer stetigen Freisetzung von 

H+-Kationen einhergeht. Dies führt zu einer Ansäuerung des Mediums (PATROVSKY 

et al., 2019). MORTON und MACMILLAN (1954) beschrieben jedoch, dass der aus 

diesem pH-Effekt resultierenden schwachen Assimilation von NH4
+ durch die Zugabe 

von puffernden organischen Säuresalzen entgegengewirkt werden kann. Der Einfluss 

des pH-Wertes auf das Wachstum, die Sporulation und die Mykotoxinproduktion sollte 

daher in zukünftigen Studien dringend untersucht werden. Ein weiterer Aspekt, der in 

diesem Zusammenhang von Bedeutung sein könnte, ist die Tatsache, dass NO3
- als 

Elektronenakzeptor bei der Nitratatmung genutzt werden kann, ein Prozess, der bei 

vielen Pilzen zu finden ist (TAKAYA, 2002). Zudem nutzen einige Schimmelpilze bei 

Sauerstoffmangel alternative Atmungswege (KAMP et al., 2015). Dies ist jedoch 

aufgrund des experimentellen Aufbaus dieser Studie, bei der die Schimmelpilze in 
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direktem Kontakt zur Luft wuchsen, unwahrscheinlich. 

Interessanterweise waren das Myzelwachstum, die Sporulation und die Produktion 

von makrozyklischen Trichothecenen der Kolonien, die auf NH4NO3 angezüchtet 

wurden, denen auf NH4Cl ähnlicher als denen auf NaNO3. Diese Beobachtung lässt 

die Annahme zu, dass die Assimilation von NO3
- unterdrückt wurde und der 

Einfluss von NH4
+ überwog. Für S. chartarum wurde dieser Regulierungs-

mechanismus bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht beschrieben. Er ist jedoch als 

Stickstoff-Katabolit-Repression bekannt und wurde bei verschiedenen anderen 

Schimmelpilzen nachgewiesen (WIAME et al., 1985). Hierbei werden Gene, die an 

der Metabolisierung alternativer Stickstoffquellen beteiligt sind, solange 

unterdrückt, solange NH4
+ vorhanden ist (TER SCHURE et al., 2000). Dies scheint 

eine adaptive Bedeutung in natürlichen Lebensräumen zu haben, z. B. im Boden, in 

dem sowohl NH4
+ als auch NO3

- vorkommt. Da die Assimilation von NO3
-ein 

energieaufwendigerer Prozess ist, kann angenommen werden, dass NO3
- nicht 

bevorzugt genutzt wird (MORTON & MACMILLAN, 1954). Ob der Mechanismus 

der Stickstoff-Katabolit-Repression auch für S. chartarum gilt, konnte nicht geklärt 

werden und bedarf weiterer Untersuchungen. 

Da für andere Schimmelpilze beschrieben wurde, dass die Stickstoffkonzentration 

einen erheblichen Einfluss auf die Biosynthese von Mykotoxinen nimmt (SHIM & 

WOLOSHUK, 1999; MEDINA et al., 2008; KOHUT et al., 2009), wurden in der 

vorliegenden Arbeit verschiedene Stickstoffkonzentrationen, nämlich 0, 1, 5, 10, 

25, 50, 250 und 500 mg Stickstoff pro Liter AMM, getestet (Publikation 2, Kapitel 

2.1, Abbildung 1). Für S. chartarum existierten zu Beginn dieser Arbeit kaum 

Daten über den Einfluss verschiedener Stickstoffkonzentrationen. Für 

Baumaterialien, die einen geringen Stickstoffgehalt aufweisen, wurde allerdings 

beschrieben, dass sie geeignete Bedingungen für das Wachstum und die 

Mykotoxinproduktion bieten. Der tatsächliche Einfluss von Stickstoff blieb hierbei 

jedoch unklar (CROFT et al., 1986). Auch ULRICH und SCHÄFER (2020) 

vermuteten einen Einfluss der Stickstoffkonzentration auf die Bildung von 

Mykotoxinen, da auf stickstoffreichen Nährmedien weniger Mykotoxine 

nachgewiesen werden konnten als auf stickstoffarmen Medien. In dieser Studie 

wurden jedoch komplexe, nicht ausreichend definierte Nährmedien verwendet. 

Diese lassen eine Analyse des Einflusses einzelner Nährstoffe nicht zu. 
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In der vorliegenden Studie führten bereits geringe Konzentrationen von NH4
+ zu 

einer drastischen Verringerung der Produktion von makrozyklischen Trichothece-

nen, sodass diese nicht mehr nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu führten 

steigende Konzentrationen von NO3
- zu einem deutlichen Anstieg der Produktion 

von makrozyklischen Trichothecenen. Des Weiteren resultierte die Anzucht von 

S. chartarum auf AMM-Agarplatten mit niedrigen Stickstoffkonzentrationen 

(1 und 5 mg/L), unabhängig von der Stickstoffquelle, in großen, jedoch flachen und 

kaum sporulierenden Kolonien. Diese Beobachtung lässt annehmen, dass eine 

Stickstoffknappheit eine umfangreiche Ausbreitung von Hyphen auslöst, die die 

Umgebung nach einem stickstoffreicheren Substrat absuchen. Dies führt jedoch im 

Umkehrschluss zu einer verminderten Bildung von Pilzbiomasse. Ähnliche 

Wachstumsphänotypen wurden bereits für Candida albicans und 

Saccharomyces cerevisiae beschrieben. Die Steuerung des Wachstums erfolgt hier-

bei durch Stickstoff-Transzeptoren. Stickstoff-Transzeptoren sind Transporter, die 

auch als Rezeptoren fungieren und nachgeschaltete Signalwege steuern. Ein 

Überleben in einer stickstoffarmen Umgebung wird bei diesen sonst in der 

Hefe-Form wachsenden Schimmelpilzen durch die Bildung von Pseudohyphen und 

fadenförmiges Wachstum in Richtung neuer Stickstoffquellen ermöglicht 

(GIMENO et al., 1992; BISWAS & MORSCHHÄUSER, 2005). 

Da in früheren Studien der Einfluss verschiedener Mono- und Polysaccharide auf 

das Wachstum und die Mykotoxinproduktion von Stachybotrys-Spezies aufgrund 

der Verwendung von komplexen Medien nicht ausreichend beschrieben wurde, 

wurden in dieser Arbeit zusätzlich verschiedene Kohlenstoffquellen (Glucose, 

Fructose, Maltose, Kartoffelstärke, Weizenstärke und Zellulose) getestet und 

verglichen. Die Kohlenstoffquellen wurden dabei mit den drei Stickstoffquellen 

NaNO3, NH4NO3 und NH4Cl kombiniert. Die beiden wichtigsten Beobachtungen 

dieser Studie, die negative Wirkung von NH4
+ auf das Myzelwachstum, die 

Sporulation und die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen, und die 

positive Wirkung von NO3
-, traten in Kombination mit allen getesteten 

Kohlenstoffquellen auf (Publikation 2, Kapitel 2.2, Abbildung 2 & Kapitel 2.3.2, 

Abbildung 6). Dies bedeutet, dass kombinatorische Effekte weitgehend 

ausgeschlossen werden können und der Einfluss der Stickstoffquellen überwiegt. 

Der Vergleich der auf NaNO3-haltigen Medien angezüchteten Kulturen macht 

jedoch deutlich, dass die Kohlenstoffquellen ebenfalls einen nicht unwesentlichen 
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Einfluss auf die Größe, die Morphologie, die Sporulation und die Produktion von 

makrozyklischen Trichothecenen nahmen (Publikation 2, Kapitel 2.2, Abbildung 3 

& Kapitel 2.3.2, Abbildung 7). Die auf stärkehaltigen Medien angezüchteten 

Kolonien sporulierten stark, waren sehr dunkel und bildeten ein dichtes Myzel. Die 

getesteten Mono- und Disaccharide waren im Vergleich zur Stärke eindeutig 

schlechter geeignete Kohlenstoffquellen. Dies war bei den Stämmen IBT 40293 

und DSM 114129 besonders deutlich. Die Beobachtungen stimmen gut mit 

früheren Studien überein, in denen Kartoffel-Dextrose-Agar als optimales 

Nährmedium für das Wachstum und die Produktion von makrozyklischen 

Trichothecenen beschrieben wurde (SAMSON et al., 2010; ULRICH & 

SCHÄFER, 2020). Interessanterweise wuchs und sporulierte der Stamm 

ATCC 34916 besser auf den Medien, die Mono- und Disaccharide enthielten, als 

die anderen beiden Stämme. Ob diese Beobachtung auf eine Anpassung des 

Stammes an Laborbedingungen zurückzuführen ist, oder eine stammspezifische 

Eigenschaft darstellt, ist unbekannt. 

Es ist beschrieben, dass die Kohlenstoffquelle einen Einfluss auf die Produktion 

von Mykotoxinen haben kann, jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen 

bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt und mit hoher Wahrscheinlichkeit bei 

verschiedenen Schimmelpilzgattungen nicht einheitlich (WANG et al., 2023). 

In unseren Experimenten wiesen die Kolonien, die auf zellulosehaltigen 

AMM-Agarplatten angezüchtet wurden, einen deutlich abweichenden Phänotyp 

auf. Der Schimmelpilz breitete sich stark aus und das flache und schwach 

sporulierende Myzel bedeckte die gesamte Oberfläche der Agarplatte (Publikation 

2, Kapitel 2.2, Abbildung 3). Diese Beobachtung lässt die Annahme zu, dass die 

Größe der Kolonien zu Versuchsende durch die Größe der Petrischale begrenzt 

wurde. Diese hätten demnach größer sein können. Der Wachstumsphänotyp ähnelte 

dem, der bei Kolonien beobachtet wurde, die auf AMM mit geringen 

Stickstoffkonzentrationen angezüchtet wurden. Somit scheinen sowohl 

Stickstoffknappheit als auch Zellulose, wenn diese als einzige Kohlenstoffquelle 

zur Verfügung steht, einen Hungerphänotyp auszulösen. Es ist anzunehmen, dass 

die geringe Wachstumseffizienz auf Agarplatten mit Zellulose mit hoher 

Wahrscheinlichkeit den aufwendigen Prozess der Zelluloseverwertung 

widerspiegelt. Die Assimilation von Zellulose ist ein Prozess, der ein 

multi-enzymatisches System zum Abbau des Polymers zur Gewinnung von 
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Glucosemolekülen erfordert (SAIBI et al., 2011). Das begrenzte Angebot an 

Glucose könnte damit das hinsichtlich der produzierten Biomasse begrenzte 

Wachstum und die geringe Produktion von makrozyklischen Trichothecenen 

erklären. Frühere Daten deuten darauf hin, dass ein hoher Zellulosegehalt in 

Nährmedien oder Substraten die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen 

fördert (CROFT et al., 1986). Stachybotrys wird außerdem stets als zellulolytischer 

Schimmelpilz beschrieben (SAMSON et al., 2010). Unsere Daten zeigen, dass dies 

im Vergleich mit anderen Schimmelpilzen möglicherweise zutrifft, aber andere 

Kohlenstoffquellen als Zellulose für das Wachstum von S. chartarum deutlich 

besser geeignet sind. Diese ermöglichen die Bildung eines dichten Myzels und einer 

erhöhten Produktion von makrozyklischen Trichothecenen (Publikation 2, Kapitel 

2.2, Abbildung 3 & Kapitel 2.3.2, Abbildung 7). 

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem im Einzelnen der Einfluss der getesteten 

Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf die Produktion von sieben makrozyklischen 

Trichothecenen untersucht. Durch unsere Daten wird deutlich, dass jeder der drei 

getesteten Stämme Roridin L-2, Roridin E, Verrucarin J, Satratoxin G, 

Satratoxin H und Satratoxin F, jedoch kein Verrucarin A bildete. Dies stimmt mit 

früheren Studien überein (JARVIS et al., 1995; ULRICH & SCHÄFER, 2020). Die 

Beobachtung, dass sich eine Zunahme oder Abnahme der Gesamtkonzentration an 

makrozyklischen Trichothecenen auch weitgehend in den Konzentrationen jedes 

einzelnen Mykotoxins widerspiegelt, deutet darauf hin, dass die Biosynthesewege 

dieser Toxine eng miteinander verbunden sind und ähnlich reguliert werden. Eine 

solche Verbindung der einzelnen Biosynthesewege wird auf Grundlage früherer 

Untersuchungen zwar angenommen, jedoch liegen bisher nur wenige Daten hierzu 

vor. Die Interpretation der wenigen, verfügbaren Daten beruht daher weitgehend 

auf Vermutungen. Im derzeitigen Modell wird angenommen, dass Roridin E der 

Vorläufer eines biosynthetischen Prozesses ist, bei dem nacheinander Verrucarin J 

und die Satratoxine G, H und F gebildet werden (DEGENKOLB et al., 2008; 

MCCORMICK et al., 2011). Nach DEGENKOLB et al. (2008) nimmt Roridin L-2 

eine gesonderte Rolle ein und entsteht als ein Endprodukt aus Roridin E und ist 

demnach keine Vorstufe der Satratoxine. 

Welches makrozyklische Trichothecen auf Agarplatten oder Baumaterialien in der 

höchsten Konzentration gebildet wird, bleibt weiterhin ungeklärt. In früheren 

Studien konnten Satratoxin H und Roridin E in höheren Konzentrationen als die 
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anderen makrozyklischen Trichothecene nachgewiesen werden (ALEKSIC et al., 

2016; ULRICH & SCHÄFER, 2020). In der vorliegenden Arbeit war Roridin L-2 

in allen gemessenen Proben das Mykotoxin, das in deutlich höheren 

Konzentrationen nachgewiesen wurde. Daher scheint AMM die Produktion von 

Mykotoxinen auf eine andere Weise zu beeinflussen als andere, weniger definierte 

Medien. Hierbei muss jedoch zusätzlich berücksichtigt werden, dass bei früheren 

Studien andere Messmethoden angewendet wurden. Um den Einfluss der 

Messmethode beurteilen zu können, müsste die Produktion von Mykotoxinen auf 

verschiedenen Medien mit einer einheitlichen Messmethode verglichen werden. 

Des Weiteren wurde in anderen Studien kein kommerziell erhältlicher Roridin L-2 

Standard verwendet. Stattdessen wurde die Konzentration von Roridin L-2 

semiquantitativ mit Hilfe anderer Toxine bestimmt (ULRICH & SCHÄFER, 2020). 

HINKLEY und JARVIS (2000) stellten außerdem selbst einen Roridin L-2 

Standard her, indem sie Roridin L-2 aus Reis isolierten. Solche im Labor 

hergestellten Reagenzien sind jedoch anfällig für Schwankungen, z. B. hinsichtlich 

ihres Reinheitsgrades. Es ist denkbar, dass sich der in unserer Studie verwendete 

handelsübliche Standard, in seinem Reinheitsgrad, von dem von HINKLEY und 

JARVIS (2000) verwendeten Standard, unterscheidet. 

Die gemessenen Konzentrationen von Verrucarin J und Satratoxin F waren die 

niedrigsten von allen untersuchten makrozyklischen Trichothecenen. Dieses 

Ergebnis ist jedoch kritisch zu betrachten, da für Verrucarin J und Satratoxin F kein 

handelsüblicher Referenzstandard erhältlich war. Die Konzentrationen dieser 

Mykotoxine wurden semiquantitativ als Äquivalent von Roridin E bzw. 

Satratoxin G bestimmt (GAREIS & GOTTSCHALK, 2014). Es ist denkbar, dass 

die Konzentrationen aufgrund eines abweichenden Ionisierungsverhaltens der 

Toxine in der LC-MS/MS im Vergleich zu Roridin E und Satratoxin G höher oder 

niedriger sein könnten. 

Wie bereits im Kapitel „Sporulation und Produktion von Mykotoxinen“ beschrie-

ben, konnte im Gegensatz zur Produktion von makrozyklischen Trichothecenen, 

keine Korrelation zwischen der Koloniefläche, der Sporulation und der Produktion 

von Stachybotrylactam festgestellt werden. 

Ein weiterer auffälliger Unterschied zwischen der Produktion von 

Stachybotrylactam und makrozyklischen Trichothecenen bestand darin, dass alle 

Stickstoffquellen mit steigender Konzentration zu einer Zunahme der Produktion 
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von Stachybotrylactam führten (Publikation 2, Kapitel 2.4.1, Abbildung 8). Die 

Produktion stand demnach nicht in Verbindung mit dem Phänotyp der 

entsprechenden Kolonie, sondern mit der verfügbaren Stickstoffmenge. Dieses 

Ergebnis steht in guter Übereinstimmung mit früheren Studien, die zeigen, dass die 

Produktion von Isoindolinon-Derivaten auf stickstoffreichen Medien begünstigt 

wird (JAGELS et al., 2019). 

Die Produktion von Stachybotrylactam aller drei Stämme war auf AMM mit 

Glucose, Fructose oder Maltose deutlich höher als auf AMM mit Kartoffelstärke, 

Weizenstärke und insbesondere Zellulose (Publikation 2, Kapitel 2.4.2, Abbildung 

9 & 10). Zellulose führte zu einem nahezu vollständigen Einbruch der Produktion 

von Stachybotrylactam. Diese Beobachtungen stimmen gut mit früheren 

Ergebnissen von ULRICH und SCHÄFER (2020) überein. Sie beschrieben, dass 

das Wachstum auf Kartoffel-Dextrose-Agar zu einer Produktion geringer Mengen 

von Stachybotrylactam führt. Die Feststellung, dass die höchsten Konzentrationen 

auf zellulosehaltigen Medien nachweisbar waren, steht jedoch im Gegensatz zu 

unseren aktuellen Ergebnissen. Diese Diskrepanz könnte auf den Einfluss anderer, 

noch unbekannter Moleküle zurückzuführen sein, die in dem von ULRICH und 

SCHÄFER (2020) verwendeten zellulosehaltigen Medium enthalten waren (z. B. 

Hefeextrakt). 

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum und die 

Mykotoxinproduktion bei Anzucht von S.-chartarum-Genotyp-S-Stämmen auf 

AMM durch verschiedene Stickstoff- und Kohlenstoffquellen deutlich beeinflusst 

werden. Dies unterstreicht die Bedeutung der Standardisierung in der 

Mykotoxinforschung von S. chartarum und die Notwendigkeit chemisch eindeutig 

definierter Kulturmedien.
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Stachybotrys chartarum ist ein toxigener Schimmelpilz, der häufig aus wasserge-

schädigten Gebäuden oder unsachgemäß gelagerten Futtermitteln isoliert wird. Die 

von diesem Schimmelpilz gebildeten Sekundärmetaboliten werden mit schweren 

Erkrankungen bei Menschen und Tieren in Verbindung gebracht. Makrozyklische 

Trichothecene und insbesondere Satratoxine sind hochtoxisch und die potentesten 

bekannten Mykotoxine, die von diesem Schimmelpilz produziert werden. 

Phenylspirodrimane, z. B. Stachybotrylactam, bilden die größte Klasse von 

Sekundärmetaboliten und besitzen vermutlich eine immunsuppressive Wirkung. Da 

die Synthese von Sekundärmetaboliten von verschiedenen Faktoren wie 

Wachstumszeit, Temperatur, Feuchtigkeit und verfügbaren Nährstoffen beeinflusst 

wird, ist es zur Bewertung des pathogenen Potenzials von S.-chartarum-Isolaten 

notwendig, sie unter Bedingungen anzuzüchten, die die Toxinproduktion 

zuverlässig gewährleisten. Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten den Einfluss 

der Kulturbedingungen auf die Produktion von Mykotoxinen, jedoch 

konzentrierten sich diese Studien auf undefinierte oder komplexe Baumaterialien 

und Medien. Diese machen eine Analyse des Einflusses spezifischer Nährstoffe 

unmöglich. 

Ziel dieser Studie war es, verschiedene Faktoren zu untersuchen, die das Myzel-

wachstum und die Mykotoxinproduktion von S. chartarum beeinflussen und hier-

durch einen tieferen Einblick in den Sekundärmetabolismus dieses Schimmelpilzes 

zu erhalten. In dieser Studie führte das Wachstum von S.-chartarum-Stämmen des 

Genotyps S auf Potato-Dextrose-Agar von zwei verschiedenen Herstellern zu 

unterschiedlichen Ergebnissen, nämlich einerseits gut wachsenden und 

sporulierenden Kulturen mit hohen Satratoxinkonzentrationen, und andererseits 

Kulturen mit spärlicher Sporenbildung und geringer Satratoxinproduktion. Da 

Potato-Dextrose-Agar ein Medium ist, das für Untersuchungen der Mykotoxinbil-

dung durch S. chartarum empfohlen wird, ist diese Beobachtung von besonderer 

Bedeutung und sollte bei künftigen Studien und Diagnoseverfahren berücksichtigt 

werden. Weitere Experimente, die mit den beiden Medien durchgeführt wurden, 

lieferten deutliche Hinweise auf eine positive Korrelation zwischen der Bildung 

von Satratoxinen und der Sporulation, d. h., große und insbesondere stark sporulie-

rende Kolonien bildeten die größten Mengen an makrozyklischen Trichothecenen. 
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Hierbei korrelierte eine geringere Sporulation mit einer geringeren Zytotoxizität 

aufgrund einer geringeren Satratoxinproduktion und umgekehrt. Ein Vergleich von 

Drei-Punkt- und Ein-Punkt-Kulturen, die auf den beiden Potato-Dextrose-Agars 

angezüchtet wurden, zeigte außerdem, dass zwischen den Kolonien eine 

Kommunikation stattfand. Diese beeinflusste sowohl die Sporulation als auch die 

Mykotoxinproduktion von S. chartarum. Die verstärkte Sporulation in Gegenwart 

benachbarter Kolonien bedarf entsprechender Signale. Diese werden offenbar über 

die wässrige Phase oder direkten physischen Kontakt, und nicht über flüchtige 

Verbindungen ausgetauscht. Die Mechanismen und Moleküle, die daran beteiligt 

sind, sind derzeit noch unbekannt. Darüber hinaus wurde das in den Konidien von 

S. chartarum enthaltene Pigment mittels ATR-Infrarotspektroskopie analysiert. Die 

in dieser Studie ermittelten Spektren ähneln Spektren, die zuvor für das von anderen 

Fadenpilzen produzierte Melanin beschrieben wurden. Es kann daher angenommen 

werden, dass S. chartarum ein typisches Pilzmelanin produziert. 

Um den Einfluss verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf das Wachs-

tum von S. chartarum und die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen 

und Stachybotrylactam zu untersuchen, wurde ein chemisch definiertes Medium 

gesucht, auf dem S.-chartarum-Kulturen wachsen. Das Aspergillus Minimal 

Medium erwies sich als geeignet. Die mit Variationen dieses Mediums erhaltenen 

Daten zeigen, dass verschiedene Stickstoff- und Kohlenstoffquellen die Morpholo-

gie und die Mykotoxinproduktion deutlich beeinflussen. Es konnte festgestellt wer-

den, dass steigende Konzentrationen von Natriumnitrat das Wachstum positiv be-

einflussen und zu einem dichten und stark sporulierenden Myzel mit hoher Produk-

tion von makrozyklischen Trichothecenen führen. Im Gegensatz dazu wurde für 

Ammonium eine negative und nicht-unterstützende Wirkung beobachtet, und dies 

insbesondere in hohen Konzentrationen. Unter Berücksichtigung der Daten für das 

Wachstum, die Sporulation und Produktion von makrozyklischen Trichothecenen 

erwies sich Kartoffelstärke für alle drei getesteten Stämme als die beste Kohlen-

stoffquelle. Außerdem bestätigten die Ergebnisse eine positive Korrelation zwi-

schen der Sporulation und der Bildung von makrozyklischen Trichothecenen. Im 

Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Produktion von Stachybotrylactam 

nicht mit dem Koloniewachstum und der Sporulation in Verbindung steht. Dies 

deutet darauf hin, dass die Bildung von Stachybotrylactam und makrozyklischen 

Trichothecenen deutlich unterschiedlich reguliert wird. 
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das Wachstum, die Sporulation und die 

Mykotoxinproduktion maßgeblich von dem Nährmedium und den darin enthalte-

nen Komponenten abhängen, aber auch durch die Anwesenheit anderer Kolonien 

beeinflusst werden. Dies hebt die Notwendigkeit der Standardisierung in der 

Mykotoxinforschung von S. chartarum und den Bedarf an chemisch eindeutig 

definierten Nährmedien hervor. Das Aspergillus Minimal Medium wurde als erstes 

definiertes Medium für S. chartarum eingeführt. Hierdurch wird eine zuverlässige 

Identifizierung von gesundheitsgefährdenden, Mykotoxin-produzierenden 

S.-chartarum-Isolaten ermöglicht. Das Medium wird zudem zukünftige 

Untersuchungen der Biosynthese- und Stoffwechselwege sowie der Regulations-

mechanismen, die die Mykotoxinproduktion in S. chartarum steuern, erleichtern 

und die Reproduzierbarkeit der Daten verbessern. Des Weiteren kann nun in künf-

tigen Experimenten auch der Einfluss anderer Nährstoffkomponenten, z. B. von 

Aminosäuren und Salzen, untersucht werden. 
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VI. SUMMARY 

Stachybotrys chartarum is a toxigenic fungus that is frequently isolated from water 

damaged buildings or improperly stored forage. The secondary metabolites formed 

by this mold have been associated with severe health problems in humans and 

animals. Macrocyclic trichothecenes and in particular satratoxins are highly toxic 

and the most potent mycotoxins known to be produced by this fungus. 

Phenylspirodrimanes, e.g. stachybotrylactam, represent the largest and most 

abundant class of secondary metabolites produced by Stachybotrys species and are 

presumed to possess an immunosuppressive activity. To assess the pathogenic 

potential of S. chartarum isolates, it is important to grow them under conditions 

that reliably promote toxin production. It was already known that the synthesis of 

secondary metabolites depends on different factors, including time of growth, 

temperature, humidity, and the available nutrients. Several authors have studied the 

influence of culture conditions and growth media on the production of mycotoxins 

by S. chartarum, but these studies focused on undefined or complex media and 

building materials, which impeded investigations on the influence of specific 

nutrients. 

The aim of this study was to investigate different factors that influence the mycelial 

growth and mycotoxin production of S. chartarum and to provide more insights into 

the secondary metabolism of this mold. A key finding of this study is that growth 

of S. chartarum genotype S strains on potato dextrose agar from two different 

manufacturers led to divergent results, namely, well-grown and sporulating cultures 

with high satratoxin concentrations versus cultures with sparse sporulation and low 

satratoxin production. Since potato dextrose agar is a medium recommended for 

investigations on mycotoxin production by S. chartarum, this finding is of 

particular importance and has to be considered in future experiments and diagnostic 

procedures. Further experiments performed with the two media provided strong 

evidence for a positive correlation between satratoxin production and sporulation, 

or in other words, large and in particular strongly sporulating colonies formed the 

highest amounts of macrocyclic trichothecenes. Reduced sporulation correlates 

with reduced cytotoxicity due to low satratoxin production and vice versa. A 

comparison of three-point and one-point cultures grown on the two types of potato 

dextrose agar furthermore demonstrated an inter-colony communication that 
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influenced both sporulation and mycotoxin production of S. chartarum. The 

enhanced sporulation in the presence of neighboring colonies requires 

communication and the corresponding signals are apparently exchanged via the 

aqueous phase or occur by direct physical contact and not by volatile compounds. 

The mechanisms and molecules that are engaged in this interaction are currently 

unknown. An ATR-IR analysis of the pigment found in the conidia of S. chartarum 

demonstrated that the spectra detected in this study were very similar to previously 

described spectra for melanin, which was derived from other filamentous fungi. It 

can therefore be assumed that S. chartarum produces a typical fungal melanin. 

A chemically defined medium was used to investigate the impact of several 

nitrogen and carbon sources on growth of S. chartarum and its production of 

macrocyclic trichothecenes and stachybotrylactam. Aspergillus Minimal Medium 

has been found to be suitable for this purpose. Data obtained with variations of this 

medium revealed that different nitrogen and carbon sources distinctly affect the 

morphology and mycotoxin production. Increasing concentrations of sodium nitrate 

were found to stimulate growth, resulting in a dense and heavily sporulating 

mycelium with high macrocyclic trichothecene production. In contrast, a strong 

non-supportive effect was observed for ammonium, particularly at high 

concentrations. Considering the data for growth, sporulation, and macrocyclic 

trichothecene production, potato starch was the superior and most reliable carbon 

source for all three strains tested. Additionally, the results confirmed a positive 

correlation between sporulation and macrocyclic trichothecene production. In 

contrast, stachybotrylactam production was not linked to colony growth and 

sporulation, indicating that stachybotrylactam and macrocyclic trichothecene 

production are differently regulated. 

The results of this study demonstrate that mycelial growth, sporulation and myco-

toxin production are primarily dependent on the nutrition medium, but are also 

influenced by the presence of other cultures on the agar. The obvious impact of 

nutrients on the secondary metabolism emphasizes the importance of standardiza-

tion in mycotoxin research of S. chartarum and the need for well-defined culture 

media. Aspergillus Minimal Medium was established as a first defined medium for 

S. chartarum that supports the production of macrocyclic trichothecenes. This will 

enable a more reliable identification of hazardous S. chartarum isolates. The new 

medium will also be instrumental to analyze the biosynthetic and metabolic 
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pathways and the regulatory mechanisms that control mycotoxin production in 

S. chartarum and to improve the reproducibility of the data. Furthermore, the 

impact of other nutritional components, e.g., amino acids and salts can now be 

investigated in future experiments.
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