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Zusammenfassung 

Das genomsequenzierte β-Proteobakterium Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 und einige 

verwandte Arten weisen die ungewöhnliche Stoffwechselaktivität des anaeroben Abbaus von 

Kohlenwasserstoffen sowie phenolischen Verbindungen auf. Hierfür besitzt A. aromaticum 

mehrere sehr substratspezifische Stoffwechselwege. Trotz der starken chemischen Ähnlichkeit 

einiger Verbindungen, erfolgt die spezifische Induktion der katabolischen Enzyme 

ausschließlich in Anwesenheit des jeweiligen Substrates und nicht durch chemisch analoge 

Verbindungen. Mittelpunkt dieses Promotionsprojektes war der Mechanismus der spezifischen 

Sensierung von Kohlenwasserstoffen und phenolischen Substraten, sowie die Regulation der 

Induktion der jeweiligen Abbauwege. 

Durch die Kombination aus neu entwickelten und bereits etablierten biochemischen und 

molekularbiologischen Methoden, wurde eindeutig gezeigt, dass Ethylbenzol und  

p-Ethylphenol, trotz ihrer starken chemischen Ähnlichkeit, durch zwei vollständig getrennte 

Abbauwege mit spezifisch induzierten Enzymen metabolisiert werden. Hierfür wurden 

Kulturen des Stammes EbN1 unter denitrifizierenden Bedingungen neben Ethylbenzol und  

p-Ethylphenol auch auf Acetophenon, einem wichtigen Zwischenprodukt des anaeroben 

Ethylbenzolstoffwechsels, kultiviert. Die Messung der Aktivitäten aller beteiligten Enzyme, der 

Häm-Färbungen sowie der Immun- und Biotin-Blot-Analysen ermöglichten die Identifizierung 

und Differenzierung der Enzyme der beiden anaeroben Abbauwege. Weiterhin wurden Lücken 

des postulierten p-Ethylphenolabbauweges durch neu identifizierte Enzyme geschlossen. Zu 

den identifizierten Enzymen gehörte unter anderem eine Biotin-abhängige  

p-Hydroxyacetophenon-Carboxylase. 

Das aromatische Keton Acetophenon, Intermediat des anaeroben Ethylbenzolabbaus, kann 

durch A. aromaticum sowohl unter anaeroben als auch aeroben Bedingungen über eine  

ATP-abhängige Acetophenon-Carboxylase (ApcABCDE) metabolisiert werden. Um die 

Bedingungen genauer zu analysieren, unter denen das apc-bal Operon exprimiert ist, wurde ein 

Reporterstamm mit einem fluoreszierenden mCherry-Protein konstruiert. Dieser bildete die 

Grundlage für die Entwicklung eines spezifischen Acetophenon Bioreportersystems. Zu diesem 

Zweck, wurde eine Fusion des mCherry Gens mit dem ersten Gen des Operons (apcA) erstellt 

und in das Chromosom von A. aromaticum integriert. Die Expression dieses Fusionsproteins 

sowie dessen Fluoreszenzaktivität entsprach dem Expressionsmuster der Enzyme des 

Acetophenonmetabolismus. Zum anderen wurde nachgewiesen, dass die zugesetzte 

Acetophenonkonzentration, in einem Bereich von 25 bis 250 µM, proportional zur produzierten 
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Menge an ApcA-mCherry war. Mit Ausnahme der beiden 1-Phenylethanol Enantiomere, 

welche von A. aromaticum leicht zu Acetophenon umgesetzt werden können, zeigten alle 

getesteten chemisch analogen Verbindungen keine oder deutlich schwächere Signale. 

Ein weiterer Teil dieser Dissertation betraf die Analyse des adiRS Operons, das für ein 

Zweikomponenten-Regulationssystem (TCS) kodiert, welches wahrscheinlich die 

Acetophenon-abhängige Induktion des apc-bal Operons in A. aromaticum reguliert. Hierfür 

wurde durch homologe Rekombination eine Chloramphenicol-resistente Mutante konstruiert, 

bei der die adiRS Gene deletiert wurden. Entgegen den Erwartungen wuchs die adiRS 

Deletionsmutante noch immer mit Acetophenon und Ethylbenzol. Allerdings wurden reduzierte 

Acetophenon-Carboxylase-Aktivitäten in Extrakten dieser Kulturen nachgewiesen. 

Überraschenderweise zeigte die Mutante zudem ungewöhnliche Induktionsmuster der EbDH 

und zwei paraloger Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteine (XccB und XccB2), welche in 

Acetophenon- bzw. Ethylbenzol-abbauenden Zellen des Wildtyp-Stammes nicht induziert sind. 

Die Komplementation der adiRS Gene auf einem Plasmid führte nur zu einem teilweisen 

Ausgleich der beobachteten Abweichungen und nicht zum Phänotyp des Wildtyps. Weiterhin 

wurde das bereits beschriebene apcA-mCherry Reporterkonstrukt in das Chromosom der 

Deletionsmutante integriert. Die ermittelten Ergebnisse gaben Indizien für eine zeitverzögerte 

und verminderte Expression der apcA-mCherry Fusion, wenn die adiRS Gene deletiert waren. 

Die erhaltenen Daten sind konsistent mit der Annahme, dass die Acetophenon-abhängige 

Induktion des apc-bal Operons neben dem AdiRS-System möglicherweise durch ein zweites 

parallel wirkendes TCS beeinflusst wird. Ein möglicher Kandidat sind die xdiRS Genprodukte, 

welche hohe Ähnlichkeit zu AdiRS aufweisen. Abschließend wird ein vorläufiges Modell zur 

potentiellen Rolle der beiden TCS AdiRS und XdiRS in der Substraterkennung und  

-unterscheidung in A. aromaticum Stamm EbN1 vorgestellt. 

Schließlich wurden in dieser Arbeit mit Hilfe von Primer-Extension-Analysen erstmals putative 

Transkriptionsstartpunkte für die am anaeroben Ethylbenzol- und Acetophenonabbau 

beteiligten Operons experimentell ermittelt. Den identifizierten Startpunkten, wurden durch den 

Vergleich mit Konsensussequenzen σ70-abhängiger Promotoren putative -35 und -10 Regionen 

zugeordnet. Im Falle des apc-bal Operons könnten der umfangreiche 5‘-untranslatierte Bereich 

und die vorhergesagte Sekundärstruktur mit einer berechneten minimalen freien Energie von  

-61,4 kcal mol-1 ein Indiz dafür sein, dass diese RNA-Struktur an der transkriptionellen oder 

translationellen Regulation beteiligt ist.
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Summary 

The genome-sequenced Aromatoleum aromaticum strain EbN1 and several related  

β-proteobacterial genera have the unusual metabolic capability of degrading aromatic 

hydrocarbons as well as phenolic compounds under anaerobic conditions. A. aromaticum 

possesses numerous highly substrate-specific metabolic pathways which are activated only in 

the presence of the respective substrate and not by chemically analogous compounds that leads 

to the induction of highly specific and interesting catabolic enzymes. Focus of this PhD thesis 

was the investigation of the mechanism of specific sensing of hydrocarbons and phenolic 

substrates as well as the metabolic regulation of induction of the respective degradation 

pathways. 

By the combination of newly developed and already established biochemical and molecular 

biological methods, it was possible to show that, despite having a very similar chemical 

structure, ethylbenzene and p-ethylphenol were metabolized by completely separate pathways 

with specifically induced enzymes. Therefore, cultures of strain EbN1 were grown under 

denitrifying conditions on ethylbenzene, p-ethylphenol and acetophenone as important 

intermediate in the anaerobic ethylbenzene metabolism. The results of all determined enzyme 

activities, heme-staining as well as immuno- and biotin-blotting analyses allowed the 

identification and differentiation of the key enzymes involved in both anaerobic degradation 

pathways. Additionally, the proposed p-ethylphenol degradation pathway was substantiated by 

newly identified enzymes including a novel biotin-dependent p-hydroxyacetophenone 

carboxylase. 

The aromatic ketone acetophenone, an intermediate of anaerobic ethylbenzene degradation, is 

metabolized by A. aromaticum either anaerobically or aerobically by an ATP-dependent 

acetophenone carboxylase (ApcABCDE). A mCherry reporter strain was constructed to study 

the conditions under which the genes encoding the carboxylase were expressed. This reporter 

strain provides a basis for the development of a specific acetophenone bioreporter system. For 

this purpose, a gene fusion of the mCherry gene and the first gene of the apc-bal operon (apcA) 

was created and integrated into the chromosome of A. aromaticum. It could be shown that the 

induction of the fusion protein and its fluorescence activity responded consistently with the 

expression pattern of the acetophenone-metabolic enzymes. Furthermore, the recorded amounts 

of ApcA-mCherry production were proportional to the applied acetophenone concentrations 

within a range of 25 to 250 µM. With the exception of both 1-phenylethanol enantiomers which 
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are easily converted to acetophenone by A. aromaticum, all further tested analogous compounds 

showed a significantly weaker signal response or none at all. 

Furthermore, this thesis investigates the adiRS operon encoding a two-component regulatory 

system which was proposed to regulate the acetophenone-dependent induction of the apc-bal 

operon in A. aromaticum. Therefore, a chloramphenicol resistant deletion mutant lacking the 

adiRS operon was constructed by homologous recombination. In contrast to the expectations, 

the adiRS gene deletion strain still grew on acetophenone and ethylbenzene. However, reduced 

acetophenone carboxylase activities were detectable in extracts of these cultures. Surprisingly, 

the mutant strain showed uncommon induction of EbDH and two paralogous biotin-containing 

carrier proteins (XccB and XccB2) which are not induced in the wildtype strain grown on 

acetophenone or ethylbenzene, respectively. Restoring the adiRS genes in trans only resulted 

in a partial reversal of the observed deviations. Moreover, a mCherry reporter strain lacking the 

adiRS operon was constructed as described above. The results indicated a probable time-

delayed and decreased expression of the apcA-mCherry gene fusion in the reporter strain 

lacking the genes encoding AdiRS. The obtained data led to the assumption, that acetophenone-

dependent induction of the apc-bal operon is possibly mediated by a second two-component 

regulatory system (XdiRS) closely related to AdiRS. Finally, this study presents a tentative 

model of the potential role of the AdiRS and XdiRS regulatory systems in substrate recognition 

and discrimination in A. aromaticum strain EbN1. 

Finally, it was possible to map putative transcription start sites of the catabolic operons involved 

in the anaerobic ethylbenzene and acetophenone degradation by using primer extension analysis 

for the first time experimentally. Upstream of all determined starting points putative -35 and  

-10 boxes could be identified by comparison with consensus sequences of σ70-dependent 

promoters. In case of the apc-bal operon an extensive 5’-untranslated region and the predicted 

secondary structure with a calculated minimum free energy of -61.4 kcal mol-1 could indicate 

that this RNA structure has an influence on transcriptional or translational regulation. 
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Einleitung 

1. Mikrobieller Abbau von aromatischen Kohlenwasserstoffen unter 

anaeroben Bedingungen 

„Es geht auch ohne Sauerstoff“ (Heider, 2008). Unter anaeroben Bedingungen galten 

aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe lange Zeit als nicht biologisch abbaubar, da 

alle bis dato bekannten Organismen ausschließlich Mono- oder Dioxygenasen für deren obligat 

aerobe Initialreaktionen verwenden (Übersichtsartikel: Fuchs, 2007; Fuchs et al., 2011).  

Aromatische Kohlenwasserstoffe und andere Aromaten, wie die Benzolderivate, sind aufgrund 

ihres delokalisierten π-Elektronensystems durch eine hohe Mesomerieenergie bzw. 

Resonanzenergie gekennzeichnet. Um diese zyklischen Strukturen aufbrechen und für den 

weiteren Stoffwechselweg verfügbar machen zu können, haben alle aeroben Initialreaktionen 

die Gemeinsamkeit, dass sie molekularen Sauerstoff als essentielles Kosubstrat benötigen. 

Aufgrund der Vielfalt der Aromaten und der in der Natur vorliegenden Substratgemische, 

werden in einem peripheren Stoffwechselweg zuerst wenige zentrale Verbindungen gebildet. 

Zu den vier zentralen Intermediaten des aeroben Abbaus zählen Brenzkatechin, 

Protokatechusäure, Gentisinsäure und Homogentisinsäure. Im zweiten, zentralen 

Stoffwechselweg erfolgt der weitere Abbau der Intermediate durch wenige ringspaltende 

Dioxygenasen. 

Aromatische Verbindungen sind sowohl weit verbreitete und wichtige Wachstumssubstrate für 

Mikroorganismen als auch bekannte Umweltschadstoffe (Fuchs et al., 2011). Die aromatischen 

Kohlenwasserstoffe Benzol, Toluol, Ethylbenzol und die isomeren Xylole (BTEX, Abb. 1) 

werden in großen Mengen in industriellen Verfahren eingesetzt und können zu weiträumigen 

Umweltbelastungen führen. Diese flüchtigen, organischen und für den Menschen toxischen 

Verbindungen können aufgrund ihrer relativ hohen Löslichkeit in Wasser leicht in das 

Grundwasser oder tiefe Erdschichten gelangen. Aufgrund des Mangels bzw. schnellen 

Verbrauchs des Sauerstoffs an diesen Orten, erfolgt der Abbau der Kohlenwasserstoffe 

ausschließlich unter Verwendung alternativer Elektronenakzeptoren, wie z. B. Nitrat oder 

Sulfat (Lovley, 1997; Spormann und Widdel, 2000). 

Studien der letzten 30 Jahre identifizierten und charakterisierten zahlreiche Mikroorganismen, 

die in der Lage sind, Kohlenwasserstoffe auch unter anoxischen Bedingungen zu verwerten 

(Übersichtsartikel: Boll et al., 2002; Heider, 2007; Carmona et al., 2009; Boll und Heider, 2010; 

Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2016). Die meisten dieser Untersuchungen wurden mit Hilfe 
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denitrifizierender β-Proteobakterien des "Aromatoleum"/Azoarcus/Thauera Clusters, strikt 

anaerober δ-Proteobakterien der Gattung Geobacter oder dem phototrophen α-Proteobakterium 

Rhodopseudomonas palustris durchgeführt. Zu den Initialreaktionen der anaeroben Abbauwege 

aromatischer Verbindungen zählen: die Addition von Fumarat durch Glycyl-Radikalenzyme, 

die sauerstoffunabhängige Hydroxylierung mit Wasser durch Molybdän-Enzyme, die reverse 

Methanogenese mit verschiedenen Methyl-Coenzym-M-Reduktasen und die Carboxylierung. 

 

Abb. 1 Strukturdarstellung aromatischer Kohlenwasserstoffe der BTEX Gruppe 
BTEX ist eine allgemein gültige Abkürzung für die aromatischen Kohlenwasserstoffe mit der größten 
technischen Bedeutung: Benzol, Toluol (Methylbenzol), Ethylbenzol und die Xylole (Dimethylbenzol). 
Durch die unterschiedliche Anordnung der zwei Methylgruppen am Benzolring werden drei 
Konstitutionsisomere des Xylols unterschieden: ortho-Xylol, meta-Xylol und para-Xylol. 

 

Das denitrifizierende β-Proteobakterium Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 

(Azoarcus sp. EbN1) weist die ungewöhnliche Stoffwechselaktivität des anaeroben Abbaus 

unterschiedlichster Kohlenwasserstoffe und phenolischer Verbindungen auf (Rabus und 

Widdel, 1995). Insbesondere ist der Stamm EbN1 eines der wenigen bekannten Bakterien in 

Reinkultur, das anaerob auf Ethylbenzol wächst. Diesen Phänotyp besitzen sonst nur die eng 

verwandten Stämme PbN1 und EB1 sowie der sulfatreduzierende Stamm EbS7 (Rabus und 

Widdel, 1995; 1996; Ball et al., 1996; Heider et al., 1999; Kniemeyer et al., 2003). Abb. 2 zeigt 

transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen von A. aromaticum Stamm EbN1, 

die im Rahmen dieser Dissertation in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Prof. Dr. 

Maier, Zellbiologie, Philipps-Universität Marburg) aufgenommen wurden. Die ursprüngliche 

Isolierung von EbN1 erfolgte unter Nitrat-reduzierenden Bedingungen mit Ethylbenzol als 

Elektronendonor und Kohlenstoffquelle (Rabus und Widdel, 1995). Weitere Studien ergaben, 

dass dieser Stamm in der Lage ist, ein außerordentlich breites Spektrum unterschiedlicher 

aromatischer Verbindungen als Wachstumssubstrate zu verwenden (Übersichtsartikel: Rabus 

et al., 2014). Dazu gehören in erster Linie die aromatischen Kohlenwasserstoffe Toluol und 

Ethylbenzol, aber auch die phenolischen Verbindungen Phenol, p-Ethylphenol und p-Kresol, 

welche sehr ähnliche chemische Strukturen aufweisen. Aus diesem Grund wurde 

A. aromaticum als Modellorganismus ausgewählt und war der erste anaerobe 
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Aromatenabbauer, dessen Genom sequenziert wurde (Heider und Fuchs, 1997a; 1997b; Rabus 

et al., 2005). Mit Hilfe der Genomannotation wurden Gene identifiziert, die für die Enzyme 

von zehn anaeroben und vier aeroben Abbauwegen aromatischer Verbindungen kodieren. 

A B

C

D

 
Abb. 2 Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen von A. aromaticum 
TEM Aufnahmen ganzer Zellen (A) und Uranylacetat-gefärbter Dünnschnitte (B-D) von A. aromaticum 
Stamm EbN1 in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Prof. Dr. Maier, Zellbiologie, Philipps-
Universität Marburg). Die Anzucht der Kulturen erfolgte unter denitrifizierenden Bedingungen mit 
Benzoat (A-C) oder Toluol (D). Die Polyhydroxybuttersäure-Einlagerungen und das Chromatin sowie 
bisher unbekannte Strukturen, die eine gewisse Symmetrie und Hülle aufwiesen, und vorwiegend in 
Toluol-gezogenen Zellen auftraten, sind durch Pfeile markiert.  
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Der anaerobe Ethylbenzolmetabolismus wurde sowohl für den Stamm EbN1 und weitere 

Denitrifizierer als auch für sulfatreduzierende Bakterien beschrieben, die sich jedoch im 

Abbauweg und der Initialreaktion deutlich voneinander unterscheiden (Übersichtsartikel: 

Heider, 2007; Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2016). Die Addition von Fumarat in 

Sulfatreduzierern wie dem Stamm EbS7 (Kniemeyer et al., 2003) entspricht dabei der 

Initialreaktion des anaeroben Toluolabbaus in Thauera aromatica (Biegert et al., 1996; 

Leuthner et al., 1999) und verläuft vermutlich analog zum anaeroben Alkanabbau des 

denitrifizierenden Bakterienstamms HxN1 (Ehrenreich et al., 2000; Grundmann et al., 2008). 

Der erste Schritt des anaeroben Abbaus von Ethylbenzol in den denitrifizierenden Bakterien 

A. aromaticum Stamm EbN1 und Azoarcus sp. Stamm EB1 ist eine stereospezifische und 

sauerstoffunabhängige Hydroxylierung zu (S)-1-Phenylethanol (Abb. 3; Ball et al., 1996; 

Rabus und Heider, 1998; Johnson und Spormann, 1999). Die Initialreaktion wird dabei durch 

die sauerstofflabile Ethylbenzol-Dehydrogenase (EbDH) katalysiert, welche als lösliches 

Protein im Periplasma lokalisiert ist (Johnson et al., 2001; Kniemeyer and Heider, 2001a; Kloer 

et al., 2006; Heider et al., 2016b). Das native Enzym ist ein Heterotrimer, welches sich aus drei 

Untereinheiten mit molekularen Massen von 96, 43 und 23 kDa zusammensetzt. Weiterhin trägt 

EbDH einen Molybdän-Kofaktor, fünf Eisen-Schwefel-Cluster sowie einen Häm b559 Kofaktor. 

 

Abb. 3 Schematische Darstellung des postulierten anaeroben Ethylbenzol- und 
Acetophenonmetabolismus in A. aromaticum Stamm EbN1 (modifiziert nach Kniemeyer et al., 
2001a; Heider et al., 2016b) 
Am anaeroben Abbau beteiligte Enzyme: Ethylbenzol-Dehydrogenase (EbDH), (S)-1-Phenylethanol-
Dehydrogenase (Ped), Acetophenon-Carboxylase (Apc), Benzoylacetat-CoA-Ligase (Bal), Thiolase. 
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Im nachfolgenden Abbauschritt erfolgt eine NAD-abhängige Oxidation zu Acetophenon, 

welche durch die enantiospezifische (S)-1-Phenylethanol-Dehydrogenase (Ped) katalysiert wird 

(Champion et al., 1999; Kniemeyer and Heider, 2001b; Höffken et al., 2006; Dudzik et al., 

2014). Acetophenon, als wichtiges Intermediat des anaeroben Ethylbenzolabbaus, kann durch 

A. aromaticum auch als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle sowohl unter anaeroben als 

auch aeroben Bedingungen verstoffwechselt werden (Abb. 3; Rabus und Widdel, 1995; Rabus 

und Heider, 1998). Der Abbau des aromatischen Ketons zu Benzoylacetat wird durch eine 

komplexe ATP-abhängige Acetophenon-Carboxylase (Apc) initiiert (Jobst et al., 2010). Das 

aus fünf Untereinheiten bestehende Apc-Enzym wurde aus Zellen gereinigt, die unter 

denitrifizierenden Bedingungen entweder mit Ethylbenzol oder Acetophenon kultiviert wurden. 

Die Reaktion des gereinigten und rekonstituierten Enzyms zeigte eine Stöchiometrie von zwei 

ATP pro Acetophenonmolekül, die zu zwei ADP hydrolysiert bzw. Benzoylacetat carboxyliert 

wurden. Die Apc bildet zusammen mit Aceton-Carboxylasen aus verschiedenen Bakterien eine 

neue Familie von ATP-abhängigen Carboxylasen (Sluis et al., 2002; Schühle und Heider, 2012; 

Rabus et al., 2016; Heider et al., 2016c). Die nächsten Abbauschritte umfassen die Aktivierung 

des gebildeten Benzoylacetats zum Coenzym A (CoA)-Thioester durch eine postulierte 

Benzoylacetat-CoA-Ligase (Bal) und eine thiolytische Spaltung zu Benzoyl-CoA und  

Acetyl-CoA durch eine bisher noch unbekannte Thiolase (Rabus und Heider, 1998; Rabus et 

al., 2002; Jobst et al., 2010). Der weitere Abbau von Benzoyl-CoA, dem gemeinsamen 

Zwischenprodukt der meisten anaeroben Stoffwechselwege aromatischer Verbindungen, 

erfolgt durch Reduktion des aromatischen Rings durch eine ATP-abhängige Benzoyl-CoA-

Reduktase (Übersichtsartikel: Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011). 

Im Gegensatz zu Ethylbenzol wird der chemisch ähnliche Kohlenwasserstoff Toluol unter 

denitrifizierenden Bedingungen bis zum gemeinsamen Intermediat Benzoyl-CoA über einen 

völlig anderen Stoffwechselweg abgebaut (Schematische Darstellung in Abb. 4; 

Übersichtsartikel: Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2016; Heider et al., 2016a). Zu den Toluol-

abbauenden, denitrifizierenden β-Proteobakterien gehören u. a. Thauera aromatica Stamm 

K172 (Anders et al., 1995), Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 (Rabus und Widdel, 1995) 

und Azoarcus toloclasticus (Song et al., 1999). Gegenüber der sauerstoffunabhängigen 

Hydroxylierung der EbDH ist die initiale Reaktion eine stereospezifische Addition der 

Methylgruppe des Toluols an die Doppelbindung des Kosubstrates Fumarat, welche durch das 

sauerstoffsensitive Glycyl-Radikalenzym Benzylsuccinat-Synthase (BSS) katalysiert wird 

(Leuthner et al., 1998; Beller und Spormann, 1998; 1999; Leutwein und Heider, 1999; Selmer 

et al., 2005). Das Zwischenprodukt (R)-Benzylsuccinat wird zum CoA-Thioester aktiviert und 
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über einen speziellen β-Oxidationsweg zu Succinyl-CoA und Benzoyl-CoA abgebaut (Heider, 

2007; Fuchs et al., 2011). Das entstehende Succinat wird zu Fumarat oxidiert und der 

Initialreaktion der BSS als Kosubstrat rückgeführt. Der weitere Abbau von Benzoyl-CoA, dem 

zentralen Intermediat des anaeroben Aromatenabbaus, erfolgt über den weit verbreiteten 

Benzoyl-CoA-Weg (Übersichtsartikel: Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011). 

 

Abb. 4 Schematische Darstellung der Gene und Genprodukte der postulierten anaeroben 
Abbauwege von Toluol und Ethylbenzol in A. aromaticum Stamm EbN1 (modifiziert nach Rabus 
et al., 2002; Kühner et al., 2005) 
Der anaerobe Abbau von Toluol (oben) und Ethylbenzol (unten) erfolgt durch zwei unterschiedliche 
und substratspezifische Stoffwechselwege bis zum ersten gemeinsamen Intermediat, Benzoyl-CoA. Die 
verschiedenen postulierten Funktionen der Genprodukte werden durch verschiedene Farben dargestellt: 
schwarz: Regulation der Transkription, rot: Toluolabbau, gelb: Ethylbenzolabbau, blau: Ethylbenzol- 
und Acetophenonabbau, weiß: Transposase bzw. Transposase-Fragment, und grau: Protein unbekannter 
Funktion. Gencluster des Toluolmetabolismus (oben): Accession Numbers der Genprodukte: CAI07155 
für TdiR bis CAI07178 für BbsA. Beteiligte Enzyme: BssCAB: (R)-Benzylsuccinat-Synthase, BbsEF: 
Succinyl-CoA:Benzylsuccinat-CoA-Transferase, BbsG: Benzylsuccinyl-CoA-Dehydrogenase; BbsH: 
(E)-Phenylitaconyl-CoA-Hydratase, BbsCD: 2-(Hydroxymethylphenyl)-Succinyl-CoA-
Dehydrogenase, BbsAB: Benzoylsuccinyl-CoA-Thiolase, sowie TdiRS: putatives TCS des 
Toluolabbaus. Gencluster des Ethylbenzol- bzw. Acetophenonmetabolismus (unten): Accession 

Numbers der Genprodukte: CAI07428 für Ped bis CAI07450 für ApcA. Beteiligte Enzyme: EbdABC: 
Ethylbenzol-Dehydrogenase, Ped: (S)-1-Phenylethanol-Dehydrogenase, ApcABCDE: Acetophenon-
Carboxylase, Bal: Benzoylacetat-CoA-Ligase, sowie EdiRS und AdiRS: putative TCS des Ethylbenzol- 
bzw. Acetophenonabbaus. 
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2. Regulation des anaeroben Toluol- und Ethylbenzolabbaus in 

Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 

A. aromaticum ist mit mehreren distinkten und hoch substratspezifischen Stoffwechselwegen 

ausgestattet, die nur in Anwesenheit der jeweiligen Substrate, nicht aber durch chemisch 

analoge Verbindungen induziert werden (Übersichtsartikel: Boll et al., 2002; Heider et al., 

2007; Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2016). Die Spezifität der Diskriminierung 

unterschiedlicher Substrate, scheint im Falle des anaeroben Abbaus deutlich stärker ausgeprägt 

zu sein, als es für die regulatorischen Systeme des aeroben Aromatenabbaus bekannt ist 

(Kühner et al., 2005; Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2014). 

Die Enzyme des anaeroben Toluolmetabolismus, die durch zwei separate, aber ko-induzierte 

Operons kodiert werden, werden nur in Anwesenheit von Toluol produziert (Abb. 4; Leuthner 

und Heider, 2000; Hermuth et al., 2002; Kube et al., 2004). Das bss Operon kodiert u. a. für 

die Genprodukte der Untereinheiten der BSS, wohingegen im bbs Operon alle Enzyme der  

ß-Oxidation kodiert sind. In unmittelbarer Nachbarschaft des bss Operons, liegt in allen 

bekannten denitrifizierenden Bakterien ein Operon (tdiRS), das für ein Zweikomponenten-

Regulationssystem (TCS) kodiert (Coschigano und Young, 1997; Leuthner und Heider, 1998; 

Achong et al., 2001; Rabus et al., 2005). Aufgrund dieser Tatsache und der starken 

Aminosäuresequenzähnlichkeiten zu TCS des aeroben Toluolabbaus, wird angenommen, dass 

TdiRS die Induktion der bss und bbs Operons in Abhängigkeit der Toluolverfügbarkeit reguliert 

(tdiRS = toluene-degradation inducing regulator/sensor). 

Die Gene, die für die Enzyme des Ethylbenzolmetabolismus kodieren, sind ebenfalls in zwei 

Operons lokalisiert (Abb. 4; Rabus et al., 2002). Zum ebd-ped Operon gehören die Gene der 

Strukturuntereinheiten und des Reifungsproteins der Ethylbenzoldehydrogenase (ebdABC bzw. 

ebdD) sowie die (S)-1-Phenylethanol-Dehydrogenase (ped). Das zweite, apc-bal Operon 

enthält die Gene der fünf Untereinheiten der Acetophenon-Carboxylase (apcABCDE) 

zusammen mit dem Gen für die Benzoylacetat-CoA-Ligase (bal). Im Gegensatz zum 

Toluolabbau werden die Enzyme des anaeroben Ethylbenzol- und Acetophenonmetabolismus 

auf sequenzielle Weise in Abhängigkeit der Verfügbarkeit des jeweiligen Substrates reguliert 

(Rabus et al., 2005; Kühner et al., 2005; Jobst et al., 2010). Das bedeutet, dass die EbDH und 

die Ped nur in Zellen nachgewiesen werden können, die unter denitrifizierenden Bedingungen 

mit Ethylbenzol kultiviert werden. Dagegen sind die Apc und die Bal auch in Zellen induziert, 

die entweder mit Ethylbenzol oder dem Intermediat Acetophenon direkt kultiviert werden. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass EbN1 unter aeroben Bedingungen ausschließlich auf 
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Acetophenon und nicht auf Ethylbenzol wächst. Die katabolen ebd-ped und apc-bal Operons 

bilden zusammen mit zwei weiteren Operons (adiRS und ediRS), die für zwei putative TCS 

kodieren, ein ca. 30 kb großes Gencluster (Abb. 4; Rabus et al., 2002). Aufgrund der Lage und 

der starken Ähnlichkeit mit den Aminosäuresequenzen von TdiRS, wurde postuliert, dass das 

ediRS Operon für die Kontrolle der Transkription des ebd-ped Operons verantwortlich ist 

(ediRS = ethylbenzene-degradation inducing regulator/sensor). Basierend auf einer gewissen 

Ähnlichkeit zum p-Hydroxyacetophenon-abhängigen TCS VirAG aus Agrobacterium 

tumefaciens (Lee et al., 1995) und der Lokalisierung im Ethylbenzol-Gencluster, wurde für 

AdiRS postuliert, die Acetophenon-spezifische Transkription des apc-bal Operons zu 

regulieren (adiRS = acetophenone-degradation inducing regulator/sensor; Rabus et al., 2002). 

Zweikomponentensysteme dienen der Signaltransduktion und bestehen in der Regel aus einem 

Rezeptor, einer membrangebundenen Sensor-Histidin-Kinase, und einem zytoplasmatischen 

Response-Regulator-Protein, welches häufig als Transkriptionsfaktor wirkt (Übersichtsartikel: 

Gao und Stock, 2009; Cheung und Hendrickson, 2010; Krell et al., 2010; Henry und Crosson, 

2011; Alvarez et al., 2016). Die Proteine aller drei TCS (TdiRS, EdiRS und AdiRS) sind 

einander ähnlich und sowohl die jeweiligen Regulator- als auch die Sensor-Komponenten 

wurden als zytoplasmatische Proteine vorhergesagt (Rabus et al., 2002; 2005; 2014). Damit 

gehören diese drei Sensorproteine zu den löslichen Histidin-Kinasen, die N-terminale, 

zytoplasmatische Sensor-Domänen neben einer C-terminalen Transmitterdomäne aufweisen, 

aber keine typischen Transmembran-Segmente besitzen (Cheung und Hendrickson, 2010). Die 

putativen Sensorproteine besitzen eine (AdiS) bzw. zwei (EdiS und TdiS) sensorische 

Domänen der PAS-Familie sowie eine konservierte Histidin-Kinase-Domäne, die ähnlich des 

Sauerstoff-sensierenden FixL Proteins ist, und offenbar eine Autophosphorylierungsfunktion 

besitzt (Leuthner und Heider, 1998; Rabus et al., 2002; 2005). 

In Analogie zu bekannten prokaryotischen Systemen wurde postuliert, dass der 

Phosphorylierungsstatus der drei putativen Sensorproteine über Konformationsänderungen der 

PAS-Domänen in An- bzw. Abwesenheit der Signale moduliert wird (Rabus et al., 2002; 2005; 

2014). Der veränderte Phosphorylierungsstatus beeinflusst daraufhin in einem zweiten Schritt 

die Phosphorylierung des zugehörigen Response-Regulators und reguliert die Expression der 

Zielgene im Genom, entweder durch spezifische Bindung des Regulators an dessen 

Operatorstellen oder Lösen dieser. Dabei wird die Phosphorylgruppe des phosphorylierten 

Histidins auf ein Aspartat in der N-terminalen Empfänger-Domäne übertragen. Alle drei 

putativen Response-Regulatoren besitzen neben dieser Empfänger-Domäne mit einem 

konservierten Aspartat eine Helix-Turn-Helix-Domäne zur Bindung der DNA. 
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PAS-Domänen sind dafür bekannt, unterschiedlichste Signalformen zu sensieren, zu denen 

beispielsweise die Änderung von Redoxbedingungen, die Sauerstoffverfügbarkeit oder die 

Gegenwart von hydrophoben Molekülen gehören (Zhulin et al., 1997; Kamps et al., 2004). 

Hierfür tragen PAS-Domänen entweder einen Kofaktor, der auf den sensorischen Input reagiert 

(z. B. Häm in FixL oder FeS-Cluster in NreB) oder binden das zu sensierende Molekül direkt 

(Cheung et al., 2010; Henry und Crosson, 2011; Unden et al., 2013). Im speziellen Fall dieser 

drei putativen TCS ist es besonders interessant, das im sauerstoffunabhängigen bzw. -toleranten 

Acetophenonabbau das putative AdiS involviert ist, dass ausschließlich eine PAS-Domäne trägt 

(Rabus et al., 2002; 2005; 2014). Dagegen besitzen die beiden putativen Sensoren des strikt 

anaeroben Toluol- (TdiS) bzw. Ethylbenzolabbaus (EdiS) jeweils zwei PAS-Domänen. Eine 

mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass eine dieser Domänen die Anwesenheit des 

entsprechenden Kohlenwasserstoffs sensiert, während es sich bei der zweiten Domäne um einen 

Sauerstoffsensor handelt. Dies würde bedeuten, dass eine Erkennung und Integration zwei 

unterschiedlicher Signale parallel in einem sensorischen Protein erfolgt und somit eine neue 

Form eines bakteriellen Regulationsmechanismus darstellen. 

 

3. Regulation des anaeroben Abbaus phenolischer Verbindungen in 

Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 

Neben den aromatischen Kohlenwasserstoffen besitzt A. aromaticum die Fähigkeit unter 

denitrifizierenden Bedingungen phenolische Verbindungen als alleinige Energie- und 

Kohlenstoffquelle zu verstoffwechseln. Hierfür sind drei postulierte Abbauwege für die drei 

chemisch verwandten, phenolischen Substrate Phenol, p-Kresol und p-Ethylphenol bekannt 

(Rabus et al., 2005; 2014; Wöhlbrand et al., 2008; Carmona et al., 2009).  

Phenol wird zuerst zu Phenylphosphat aktiviert und daraufhin durch die sauerstoffsensitive 

Phenylphosphat-Carboxylase zu 4-Hydroxybenzoat carboxyliert (Schematische Darstellung in 

Abb. 5; Schmeling et al., 2004; Schühle und Fuchs, 2004). Im Gegensatz dazu wird die 

Initialreaktion des p-Kresols durch ein periplasmatisches Flavoenzym, die p-Kresol-

Methylhydroxylase, katalysiert (Boll et al., 2002). Das entstehende 4-Hydroxybenzaldehyd 

wird im nächsten Schritt mittels einer Aldehyd-Dehydrogenase zu 4-Hydroxybenzoat oxidiert. 

Der weitere Abbau des 4-Hydroxybenzoats zu Benzoyl-CoA, dem zentralen Intermediat des 

anaeroben Aromatenabbaus, erfolgt über einen gemeinsamen Stoffwechselweg (Abb. 5; Rabus 

et al., 2005; 2014).  
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Gene und Genprodukte der postulierten anaeroben 
Abbauwege von Phenol und p-Ethylphenol in A. aromaticum Stamm EbN1 (modifiziert nach 
Rabus et al., 2002; Wöhlbrand et al., 2008) 
Der anaerobe Abbau von Phenol (oben) und p-Ethylphenol (unten) erfolgt durch zwei unterschiedliche 
und substratspezifische Stoffwechselwege bis zum ersten gemeinsamen Intermediat, Benzoyl-CoA. Die 
verschiedenen postulierten Funktionen der Genprodukte werden durch verschiedene Farben dargestellt: 
schwarz: Regulation der Transkription, rot: Phenolabbau, gelb: p-Ethylphenol- und  
p-Hydroxyacetophenonabbau, und grau: Protein unbekannter Funktion. Gencluster des 
Phenolmetabolismus (oben): Accession Numbers der Genprodukte: CAI07889 für PdeR1 bis CAI07882 
für PpcD. Beteiligte Enzyme: PpsABC: Phenylphosphat-Synthetase, PpcABCD: Phenylphosphat-
Carboxylase, sowie PdeR1: putativer σ54-abhängiger XylR-Typ Regulator des Phenol- bzw.  
p-Hydroxybenzoatabbaus. Beteiligte Enzyme außerhalb des Genclusters lokalisiert: HbcL1:  
p-Hydroxybenzoat-CoA-Ligase (CAI09172) und HcrABC: p-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase 
(CAI008160 bis CAI08162). Gencluster des p-Ethylphenol- bzw. p-Hydroxyacetophenonmetabolismus 
(unten): Accession Numbers der Genprodukte: CAI06276 für PchC bis CAI06290 für AcsA; CAI06292 
für PdeR2. Beteiligte Enzyme: PchCF: p-Ethylphenol-Methylenhydroxylase, ChnA und EbA309: 
Alkoholdehydrogenase (SDR-Proteinfamilie), XccABC: postulierte Biotin-abhängige  
p-Hydroxyacetophenon-Carboxylase, AcsA: postulierte Acetoacetyl-CoA-Synthetase/CoA-Ligase, 
TioL: postulierte Thiolase, sowie PdeR2: putativer σ54-abhängiger XylR-Typ Regulator des  
p-Ethylphenol- bzw. p-Hydroxyacetophenonabbaus. 

 

Überraschend war vor allem ein separater und spezifischer Abbauweg für p-Ethylphenol 

(Schematische Darstellung in Abb. 5; Wöhlbrand et al., 2008), da die initialen Enzyme des 

anaeroben Ethylbenzolstoffwechsels auch die Umsetzung von p-Ethylphenol mit sehr hoher 

Aktivität katalysieren (Kniemeyer und Heider, 2001a; 2001b; Knack et al., 2012). Der 

postulierte p-Ethylphenol Abbauweg zeigt dabei Ähnlichkeiten zu den ersten Abbauschritten 

des Ethylbenzolmetabolismus, welche eine Hydroxylierung, gefolgt von einer 

Alkoholdehydrierung zu p-Hydroxyacetophenon enthalten (Wöhlbrand et al., 2008). Die 
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Hydroxylierung scheint jedoch nicht durch ein Molybdän-Enzym, sondern durch ein 

periplasmatisches Flavoprotein (PchCF) katalysiert zu werden, welches ähnlich der p-Kresol-

Methylhydroxylase ist, und ehemals als Initialenzym des p-Kresolabbaus annotiert wurde 

(Rabus et al., 2005; 2014; Wöhlbrand et al., 2008). Ein entsprechendes Enzym des aeroben  

p-Ethylphenolabbaus in Pseudomonas putida Stamm JD1 wurde bereits gereinigt und 

charakterisiert (McIntire et al., 1984; 1985; Reeve et al., 1989). Der weitere Abbau des  

p-Hydroxyacetophenons war zu Beginn dieses Promotionsprojektes noch spekulativ. Mit Hilfe 

proteomischer Untersuchungen wurden jedoch erste Hinweise ermittelt, dass eine Biotin-

abhängige Carboxylase (XccABC) und eine Thiolase (TioL) an der weiteren Umsetzung zu 

Benzoyl-CoA involviert sind (Wöhlbrand et al., 2008). 

Die Enzyme des anaeroben p-Ethylphenolabbaus, inklusive der postulierten Xcc und TioL, sind 

in einem Operon lokalisiert (Abb. 5). Das putative etp Operon scheint ähnlich zum postulierten 

Phenol-induzierten pps-ppc Operon, in Abhängigkeit des jeweiligen Substrates, durch einen  

σ54-abhängigen XylR-Typ Transkriptionsregulator reguliert zu werden (Rabus et al., 2005; 

2014; Wöhlbrand et al., 2008). XylR Regulatorproteine sind bereits als Regulatoren des 

aeroben Kohlenwasserstoff- und Phenolmetabolismus bekannt (Yu et al., 2011; Velazquez et 

al., 2005). Es wird angenommen, dass die Bindung des spezifischen Substrates an der  

N-terminalen XylR Domäne eine Konformationsänderung des Proteins zur Folge hat, wodurch 

die ATPase-Domäne für ATP oder den RNA-Polymerase-σ54-Komplex zugänglich und 

dadurch eine Transkriptionsinitiation ermöglicht wird (Perez-Martin und de Lorenzo, 1995). 

Zusätzlich benötigen XylR-Typ Regulatoren σ54-abhängige Promotorsequenzen mit hoch 

konservierten -24 und -12 Regionen vor den zu regulierenden Genen (Barrios et al., 1999). Das 

Genom von A. aromaticum enthält drei eng verwandte XylR-Typ Regulatoren (als PdeR1-3 

bezeichnet), die eine hohe Sequenzähnlichkeit mit den Regulatoren für den aeroben 

Phenolabbau aufweisen (Rabus et al., 2005). Außerdem enthalten alle drei postulierten  

XylR-regulierten Operons die essentiellen σ54-abhängigen Promotorsequenzen. 

Zwei dieser Genprodukte (PdeR1 bzw. PdeR2) werden durch Gene kodiert, welche unmittelbar 

an das pps-ppc Operon bzw. das etp Operon angrenzen (Abb. 5). Dagegen konnten weder  

σ54-abhängige Konsensussequenzen noch ein ko-lokalisiertes Gen für einen XylR-Typ 

Regulator für das putative p-Kresol Operon gefunden werden. Der dritte postulierte XylR-Typ 

Regulator wird durch ein Gen kodiert (ebA5755, in dieser Dissertation als pdeR3 bezeichnet), 

welches in einem putativen Gencluster lokalisiert ist, das sich aus Genen zusammensetzt, die 

für paraloge Enzyme der Stoffwechsel von Ethylbenzol, p-Ethylphenol und Phenol kodieren 

(Kühner et al., 2005; Rabus et al., 2005; Wöhlbrand und Rabus, 2009; Rabus et al., 2014). 
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Interessanterweise liegt das pdeR3 Gen zusätzlich in unmittelbarer Nähe zu einem Operon, das 

möglicherweise an der sogenannten Lösungsmittel-Stressantwort beteiligt ist (Rabus et al., 

2014). Bemerkenswert ist außerdem, dass dieses paraloge Gencluster auch zwei weitere Gene 

enthält, die für ein bisher unbekanntes TCS kodieren (ebA5752/ebA5750, in dieser Dissertation 

als xdiRS bezeichnet). Die Proteine XdiRS zeigen hohe Aminosäuresequenzähnlichkeiten zu 

den Komponenten AdiRS des putativen TCS für die Induktion der Gene des 

Acetophenonabbaus (Rabus et al., 2005). 

 

4. Schwerpunkt und Zielsetzung 

Schwerpunkt dieser Promotion war die Untersuchung des Mechanismus der spezifischen 

Sensierung von aromatischen Kohlenwasserstoffen und phenolischen Substraten sowie die 

Regulation der Induktion der jeweiligen Abbauwege in A. aromaticum Stamm EbN1. Im 

Mittelpunkt der Arbeit stand dabei das adiRS Operon, welches für das putative 

Zweikomponenten-Regulationssystem AdiRS kodiert, das als Aktivator für die 

substratspezifische Induktion der Enzyme des anaeroben Acetophenonmetabolismus 

vorgeschlagen wurde. Mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer, immunologischer und 

biochemischer Studien sollte an bestehende Vorarbeiten angeknüpft werden. Vor allem sollte 

eine adiRS Deletionsmutante durch die Insertion einer Antibiotika-Resistenzkassette 

konstruiert sowie die Regulation der Expression des apc-bal Operon mittels Reportergenen 

untersucht werden. Dies sollte es ermöglichen, die Grundlage der spezifischen Diskriminierung 

der Gene des Acetophenonabbaus von denjenigen für andere sehr ähnliche Substrate wie  

z. B. p-Hydroxyacetophenon weiter aufzuklären. 
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Ergebnisse 

Der Ergebnisteil wird in vier aufeinander aufbauende Kapitel unterteilt, von denen die ersten 

zwei Kapitel bereits veröffentlichte Publikationen in englischer Sprache in den Journalen 

Archives of Microbiology und Frontiers in Microbiology sind. Das dritte Kapitel besteht aus 

noch nicht veröffentlichten Daten zur Analyse der Zweikomponenten-Regulationssysteme in 

Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 und wird zur zukünftigen Publikation in 

Manuskriptform in englischer Sprache präsentiert. Es bedarf jedoch weiterer Experimente um 

finale Schlussfolgerungen zu ermöglichen. Erste weiterführende Schritte sind bereits an dieses 

Kapitel angefügt. Jedem dieser drei Kapitel wird eine Zusammenfassung in deutscher Sprache 

vorangestellt. Das vierte und abschließende Kapitel enthält erste Ergebnisse zur 

Transkriptionsstartbestimmung der Operons des anaeroben Ethylbenzol- und 

Acetophenonmetabolismus, die nicht Teil der vorherigen Publikationen und Manuskripte sind. 

Diese Ergebnisse sind in deutscher Sprache, aber ebenfalls in Manuskriptform präsentiert, um 

das Format der vorderen Kapitel beizubehalten. 

Weiterhin sind die erhaltenen Daten zur Entdeckung und Isolierung möglicher neuer 

Zellkompartimente, welche nicht Teil der eigentlichen Dissertation sind, im Anhang angefügt. 

 

Übersicht über Publikationen und Manuskripte 

1. Muhr E, Schühle K, Clermont L, Sünwoldt K, Kleinsorge D, Seyhan D, Kahnt J, Schall I, 

Cordero PR, Schmitt G, Heider J (2015) Enzymes of anaerobic ethylbenzene and  

p-ethylphenol catabolism in ‘Aromatoleum aromaticum’: differentiation and differential 

induction. Archives of Microbiology 197(9):1051-1062. doi: 10.1007/s00203-015-1142-z 

Eigenanteil: Planung, Durchführung und Auswertung der Carboxylase-Experimente und 

Häm-Färbungen. Anfertigung des Manuskriptes mit JH. 

 

2. Muhr E, Leicht O, González Sierra S, Thanbichler M, Heider J (2016) A fluorescent 

bioreporter for acetophenone and 1-phenylethanol derived from a specifically induced 

catabolic operon. Frontiers in Microbiology 6:1561. doi: 10.3389/fmicb.2015.01561 
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1. Enzymes of anaerobic ethylbenzene and p-ethylphenol 

catabolism in ‘Aromatoleum aromaticum’: differentiation and 

differential induction 

 

1.1. Zusammenfassung 

Das denitrifizierende Bakterium Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 ist eines der am 

besten charakterisierten Bakterien, dass die Fähigkeit des anaeroben Abbaus von Ethylbenzol 

besitzt. EbN1 verstoffwechselt außerdem eine große Zahl anderer aromatischer sowie 

phenolischer Verbindungen in Abwesenheit von Sauerstoff. Eine dieser chemisch analogen 

Verbindungen ist das p-Ethylphenol bzw. das zugehörige Abbau-Intermediat  

p-Hydroxyacetophenon. Trotz der starken chemischen Ähnlichkeit und der bekannten 

Kreuzreaktionen der katabolischen Enzyme mit Intermediaten des Abbaus, werden die zwei 

Substrat-Paare Ethylbenzol/Acetophenon und p-Ethylphenol/p-Hydroxyacetophenon offenbar 

durch vollständig getrennte Wege mit spezifisch induzierten Enzymen metabolisiert. In dieser 

Studie wurden biochemische und molekularbiologische Methoden etabliert und angewendet, 

um die Spezifität der Enzyme des jeweiligen Abbauweges zu belegen. Zum einen wurden alle 

zugänglichen Enzymaktivitäten beider Stoffwechselwege bis zum gemeinsamen Intermediat 

Benzoyl-CoA ermittelt. Hierfür wurden EbN1 Kulturen analysiert, welche auf fünf 

unterschiedlichen Substraten kultiviert wurden. Ergänzt wurden die erhaltenen Daten durch 

Häm-Färbungen, sowie Immun- und Biotin-Blot-Analysen. Mit Hilfe der vorgestellten 

Methodensammlung lässt sich ein Muster der induzierten Enzyme in Zellen bestimmen, welche 

auf unterschiedlichen Substraten angezogen wurden. Überraschenderweise wurde eine hohe 

regulatorische Spezifität festgestellt, welche die Anwesenheit der korrekten Enzyme 

korrelierend zum jeweiligen Abbauweg gewährleistet. Die kombinierten Ergebnisse 

ermöglichen die Identifizierung und Differenzierung der Enzyme des Ethylbenzol- 

beziehungsweise des p-Ethylphenol-Katabolismus und bestätigen den vorhergesagten  

p-Ethylphenol-Abbauweg. Zu den identifizierten Enzymen gehören eine Häm c haltige  

p-Ethylphenol-Hydroxylase, eine (R)- und eine (S)-spezifische Alkoholdehydrogenase sowie 

eine neuartige Biotin-abhängige Carboxylase. 

 

1.2. Artikelkopie  
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2. A fluorescent bioreporter for acetophenone and 1-phenylethanol 

derived from a specifically induced catabolic operon 

 

2.1. Zusammenfassung 

Das β-Proteobakterium Aromatoleum aromaticum verstoffwechselt das aromatische Keton 

Acetophenon sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen. Acetophenon ist ein 

wichtiges Zwischenprodukt des anaeroben Ethylbenzolstoffwechsels, dessen weiterer Abbau 

über eine komplexe ATP-abhängige Acetophenon-Carboxylase und eine Benzoylacetat-CoA-

Ligase erfolgt. Die Gene, welche diese Enzyme kodieren (apcABCDE und bal), sind in einem 

Operon lokalisiert und werden ausschließlich in Anwesenheit des Substrats Acetophenon 

exprimiert. In dieser Studie wurde ein Reporterstamm konstruiert, um die Bedingungen unter 

denen dieses Operon induziert wird, genauer zu analysieren. Hierfür wurde eine Fusion aus 

dem ersten Gen des apcA-bal Operons (apcA) und dem Gen, welches für das fluoreszierende 

Protein mCherry kodiert, erstellt und in das Chromosom von A. aromaticum integriert. Unter 

den getesteten Wachstumsbedingungen entsprach die Induktion des Fusionsproteins sowie 

dessen Fluoreszenzaktivität dem Expressionsmuster der Enzyme des Acetophenon-

metabolismus. Nach der Auswertung der Daten der Fluoreszenzmikroskopie, der 

fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie, sowie der Immunoblot-Analysen wurde 

nachgewiesen, dass die produzierte Menge an mCherry proportional zur eingesetzten 

Acetophenon Konzentration war. Der Reporterstamm ermöglicht die Quantifizierung von 

Acetophenon in einem Bereich von 25 µM (errechnete Nachweisgrenze) bis 250 µM. Die 

Konzentrationsbestimmung war nach Inkubationszeiten von 12 und 24 h sehr ähnlich und 

verschlechterte sich erst bei Inkubationszeiten von 48 h oder länger. Weiterhin zeigte sich die 

mCherry Produktion als hochspezifisch. Neben Acetophenon reagierte der Reporterstamm auf 

die beiden Enantiomere von 1-Phenylethanol, welche sowohl unter aeroben als auch anaeroben 

Bedingungen leicht zu Acetophenon umgesetzt werden können. Andere chemisch analoge 

Verbindungen zeigten hingegen keine oder deutlich schwächere Signale. Der in dieser Studie 

konstruierte Reporterstamm stellt die Grundlage für die Entwicklung eines spezifischen 

Bioreportersystems mit Anwendungsmöglichkeiten, welche von der Umweltüberwachung bis 

hin zur Erdölsuche reichen. 

 

2.2. Artikelkopie  
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2.3. Supplementary material 

 

 

Figure S1 Quantitation of maximum fluorescence signals for acetophenone-dependent 
fluorescence output from fluorescence microscopy images. For images see Fig. 4A. The 
values given are the average of the values obtained from at least 50 parallel measurements. 
Error bars indicate the standard deviations. Data were fitted by linear regression between 0 and 
250 µM acetophenone, yielding R² values of 0.997, a slope of 44.63 µM-1, and a background 
value of 2303 units. 
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Figure S2 Specificity of sensing acetophenone analogues. DIC and fluorescence microscopy 
images (RFP, 500 ms) from cultures of strain APC-CHY after 16 h of exposure to different 
substrates at final concentrations of 0.5 mM (see Fig. 6): #1 benzoate, #2 acetophenone, #3 
ethylbenzene, #4 propiophenone, #5 (S)-1-phenylethanol, #6 (R)-1-phenylethanol, #7 2-phenyl-
ethanol, #8 phenylacetaldehyde, #9 2'-hydroxyacetophenone, #10 3’-hydroxyacetophenone, 
#11 4’-hydroxyacetophenone, #12 2’-fluoroacetophenone, #13 3’-fluoroacetophenone, #14 4’-
fluoroacetophenone, #15 2’-chloroacetophenone, #16 2’-methylacetophenone, #17 4’-methyl-
acetophenone, #18 styrene oxide, #19 styrene, #20 toluene, #21 4-cresol, #22 phenol, #23 4’-
ethylphenol. All fluorescence microscopy images were scaled equally (250/10,000) and shown 
in monochrome for comparison of differences in brightness. Scale bar, 5 µm. Each picture 
shows a representative detail view of the full size images. 
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Figure S3 Quantitation of maximum fluorescence signals with acetophenone analogues 
from fluorescence microscopy images. For images see Fig. S3. The values given are the 
average of the data obtained for at least 30 parallel measurements. Error bars indicate the 
standard deviations in relative units (%). 

 

 

Figure S4 Concentration-dependency of reporter protein content to (S)-1-phenylethanol. 
(A) Cultures of strain APC-CHY were tested for their content of ApcA-mCherry fusion protein 
by immunoblot analysis after 12 h exposure to different concentrations of (S)-1-phenylethanol. 
(B) Quantification of ApcA-mCherry signal intensities from the immunoblot analysis. The 
values given are the average of at least three parallel measurements including standard 
deviations in arbitrary units (a.u.). Data were fitted by the saturation kinetics equation given in 
this study, with an R² value of 0.974. Curve parameters: max = 9.041 a.u., K = 168.9 µM, 
background value = 0.186 a.u.. It should be noted that the units are not directly comparable to 
Fig. 5 because the experiments were performed independently.  
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Figure S5 Immunoblot analysis of sensing specificity. Cultures of strain APC-CHY were 
analyzed for their content of ApcA-mCherry fusion protein by immunoblot analysis of cell free 
extracts (50 µg) using anti-mCherry antiserum after 16 h of exposure to different substrates at 
final concentrations of 0.5 mM (see Fig. 6): #1 benzoate, #2 acetophenone, #3 ethylbenzene, 
#4 propiophenone, #5 (S)-1-phenylethanol, #6 (R)-1-phenylethanol, #7 2-phenylethanol, #8 
phenylacetaldehyde, #9 2’-hydroxyacetophenone, #10 3’-hydroxyacetophenone, #11 4’-
hydroxyacetophenone, #12 2’-fluoroacetophenone, #13 3’-fluoroacetophenone, #14 4’-fluoro-
acetophenone, #15 2’-chloroacetophenone, #16 2’-methylacetophenone, #17 4’-methyl-
acetophenone, #18 styrene oxide, #19 styrene, #20 toluene, #21 4-cresol, #22 phenol, #23 4’-
ethylphenol. Molecular masses of the protein standard (M) are given along the right margin. 
Arrows indicate the positions of the ApcA-mCherry fusion product (30.1 kDa) and a 
degradation product corresponding in size to free mCherry (~27 kDa). It should be noted that 
the immunoblot analysis are not directly comparable because the experiments were performed 
independently. 
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3. Deletion of regulatory genes involved in the anaerobic 

degradation of ethylbenzene and acetophenone in 

Aromatoleum aromaticum 

 

3.1. Zusammenfassung 

Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 wurde bereits auf physiologischer, proteogenomischer 

und biochemischer Ebene untersucht und stellt daher einen Modellorganismus für mehrere 

verwandte β-Proteobakterien dar, welche die ungewöhnliche Fähigkeit des anaeroben Abbaus 

von Kohlenwasserstoffen sowie phenolischen Verbindungen besitzen. Im Rahmen dieser 

Studie wurde das adiRS Operon analysiert, das für ein Zweikomponentensystem (TCS) kodiert, 

welches wahrscheinlich die Acetophenon-abhängige Induktion des apc-bal Operons in 

A. aromaticum reguliert. Hierfür wurde durch homologe Rekombination eine 

Chloramphenicol-resistente Mutante konstruiert, bei der die adiRS Gene deletiert wurden. Im 

Gegensatz zu den Erwartungen wuchs die adiRS Deletionsmutante sowohl aerob auf 

Acetophenon als auch anaerob auf Ethylbenzol oder Acetophenon. Allerdings wurden um  

70% reduzierte Acetophenon-Carboxylase-Aktivitäten in Extrakten dieser Kulturen 

nachgewiesen. Überraschenderweise zeigte die Mutante zudem eine induzierte EbDH-Aktivität 

in Acetophenon-gezogenen Kulturen sowie eine erhöhte Synthese von zwei Biotin-Carboxyl-

Carrier-Proteinen in Ethylbenzol-gezogenen Kulturen. Die Komplementation der adiRS Gene 

in trans führte nur zu einer teilweisen Umkehr der beobachteten Abweichungen. Weiterhin 

wurde ein mCherry Reporterstamm konstruiert, bei dem die adiRS Gene deletiert wurden. Die 

hieraus ermittelten Ergebnisse gaben Indizien für eine zeitverzögerte und verminderte 

Expression der apcA-mCherry Fusion im Falle einer Deletion des adiRS Operons. 

Zusammenfassend führten die erhaltenen Daten zu der Annahme, dass die Acetophenon-

abhängige Induktion des apc-bal Operons neben dem AdiRS-System möglicherweise durch ein 

zweites parallel wirkendes TCS beeinflusst wird. Ein möglicher Kandidat sind die xdiRS 

Genprodukte, welche jeweils hohe Ähnlichkeit zu AdiRS aufweisen. Abschließend wird ein 

vorläufiges Modell zur potentiellen Rolle der beiden TCS AdiRS und XdiRS in der 

Substraterkennung und -unterscheidung in A. aromaticum Stamm EbN1 vorgestellt. 

Dieses Kapitel wird zur zukünftigen Publikation in Manuskriptform in englischer Sprache 

präsentiert, bedarf jedoch weiterer Experimente um finale Schlussfolgerungen zu ermöglichen. 
 

 

3.2. Manuskript  
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Abstract 

Aromatoleum aromaticum strain EbN1 has already been studied on a physiological, 

proteogenomic and biochemical level and therefore represents a model organism for several 

related β-proteobacterial genera, having the unusual metabolic capability of anaerobic 

degradation of hydrocarbons and phenolic compounds. In this study, we investigated the adiRS 

operon encoding a putative two-component regulatory system (TCS), proposed to regulate the 

acetophenone-dependent induction of the apc-bal operon in A. aromaticum by characterizing 

its effects in a deletion mutant. In contrast to our expectations, this gene deletion strain still 

grew aerobically on acetophenone and anaerobically on ethylbenzene or acetophenone. In 

addition, acetophenone carboxylase (Apc) was still detectable in extracts of the adiRS deletion 

mutant grown on acetophenone or ethylbenzene. However, reduced specific Apc activities of 

around 30% were determined compared to the wild type strain. Surprisingly, the mutant strain 

showed induced ethylbenzene dehydrogenase (EbDH) activity if grown on acetophenone as 

well as increased synthesis of two paralogous biotin-containing carrier proteins (XccB and 

XccB2) when grown on ethylbenzene. Restoring the adiRS genes on a broad host-range plasmid 

only resulted in a partial reversal of these deviations. Furthermore, a fluorescent reporter strain 

lacking the adiRS genes was constructed as described recently (Muhr et al., 2016). The results 

indicated a probable time-delayed and decreased expression of the apcA-mCherry gene fusion 
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in the reporter strain lacking the genes encoding AdiRS. Taken together, we assume that 

acetophenone-dependent induction of the apc-bal operon may be mediated by two independent 

regulatory systems which would be expected to complement each other in this deletion mutant. 

In this regard, two genes coding for a TCS (xdiRS) closely related to the putative acetophenone-

dependent AdiRS are prime candidates. Finally, this study presents a tentative model of the 

potential role of the AdiRS and XdiRS regulatory systems in substrate recognition and 

discrimination in A. aromaticum strain EbN1. 

 

Introduction 

Along with many other aromatic hydrocarbons and phenolic compounds, the β-proteobacterium 

Aromatoleum aromaticum strain EbN1 is able to degrade ethylbenzene in the absence of 

oxygen (Rabus and Widdel, 1995; Rabus and Heider, 1998). The first step of the degradation 

pathway is an oxygen-independent enantiospecific hydroxylation of the hydrocarbon substrate 

to (S)-1-phenylethanol (Ball et al., 1996; Rabus and Heider, 1998; Johnson and Spormann, 

1999) via ethylbenzene dehydrogenase (EbDH), an oxygen-labile molybdenum enzyme 

(Johnson et al., 2001; Kniemeyer and Heider, 2001a; Kloer et al., 2006; Heider et al., 2016b). 

The intermediate (S)-1-phenylethanol is further oxidized to acetophenone by an enantiospecific 

alcohol dehydrogenase (Champion et al., 1999; Kniemeyer and Heider, 2001b; Höffken et al., 

2006; Dudzik et al., 2014), which is encoded in a common operon with the subunits of EbDH 

(Fig. 1A) (Rabus et al., 2002). 

The aromatic ketone acetophenone (phenylmethylketone) is produced as metabolic 

intermediate in the oxygen-sensitive degradation pathway of ethylbenzene (Rabus and Widdel, 

1995; Rabus and Heider, 1998). The subsequent degradation pathway of acetophenone has been 

shown to be initiated by a novel type of a highly complex ATP-dependent carboxylase (Jobst 

et al., 2010; Heider et al., 2016a). The acetophenone carboxylase involved in this pathway 

consists of five subunits (ApcABCDE) with tightly bound zinc atoms, which are believed to be 

essential for its carboxylase activity. The purified and reconstituted enzyme complex exhibits 

a stoichiometry of two ATP hydrolyzed to ADP per acetophenone carboxylated to 

benzoylacetate. Similar to anaerobic degradation of acetophenone, A. aromaticum is also able 

to degrade the ketone as sole substrate under aerobic conditions, but not ethylbenzene (Rabus 

and Widdel, 1995). The next degradation steps comprise an activation to the CoA-thioester by 

a CoA-ligase (Rabus and Heider, 1998; Rabus et al., 2002; Muhr et al., 2015) and a further 

conversion to acetyl-CoA and benzoyl-CoA, the common intermediate of most anaerobic 
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metabolism of aromatic compounds, by a so far unknown thiolase (Harwood et al., 1998; 

Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011). The gene coding for the benzoylacetate CoA-ligase 

(bal) is located in an operon together with the five genes encoding the acetophenone 

carboxylase (Rabus et al., 2002). This apc-bal operon forms together with the ebd-ped operon 

a larger gene cluster with genes coding for two two-component systems (Fig. 1A). 

 

 

Figure 1 Scheme of the three gene clusters potentially involved in a common regulatory network 
effecting the metabolism of ethylbenzene, acetophenone, p-ethylphenol and phenol in 
A. aromaticum. Modified from Rabus et al., 2002, Wöhlbrand et al., 2008 and Muhr et al., 2015. Gene 
cluster coding for enzymes of ethylbenzene and acetophenone metabolism (A), for enzymes of  
p-ethylphenol and p-hydroxyacetophenone metabolism (B) and for paralogous enzymes of anaerobic 
ethylbenzene, p-ethylphenol and phenol metabolism (C). Predicted functions of gene products are 
indicated by different colors and hatching patterns: red: ethylbenzene degradation, blue: ethylbenzene 
and acetophenone degradation, green: p-ethylphenol and p-hydroxyacetophenone degradation, grey: 
paralogous enzymes, white: transposase/transposase fragment, filled: transcriptional regulation, 
horizontal stripes: transporter protein involved in stress response, diagonal stripes: identified or 
predicted function in previous publications, and broken lines: protein of unknown function. 

 

The enzymes of ethylbenzene and acetophenone metabolism are known to be regulated in a 

sequential manner in response to the availability of the substrates ethylbenzene and 

acetophenone, respectively (Kühner et al., 2005; Rabus et al., 2014; Muhr et al., 2015). Since 

the ebd-apc gene cluster contains two operons coding for related two-component regulatory 

systems (TCS), their gene products were proposed to be involved in mediating the substrate-

dependent induction of either the ebd-ped or the apc-bal operons (Fig. 1A) (Rabus et al., 2002; 

Kühner et al., 2005). EdiS and EdiR (ethylbenzene degradation inducing sensor/regulator) were 

suggested to be responsible for inducing the ebd-ped operon because of their particularly high 

sequence similarity to the tdiSR gene products, which are involved in regulation of the genes of 

2 kb
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anaerobic toluene metabolism (Leuthner and Heider, 1998; Rabus et al., 2002). Based on the 

similarity to the p-hydroxyacetophenone-responsive TCS VirAG from Agrobacterium 

tumefaciens (Lee et al., 1995), AdiR and AdiS (acetophenone degradation inducing 

regulator/sensor) have been proposed as probable regulatory compounds for the induction of 

the apc-bal operon (Rabus et al., 2002). 

In addition to the metabolic pathways of ethylbenzene and acetophenone, we also elucidate the 

anaerobic degradation pathway of p-ethylphenol and its ketone derivative  

p-hydroxyacetophenone in our study. These two compounds are very close chemical analogs 

of ethylbenzene and acetophenone, but are degraded via a different p-ethylphenol-induced 

pathway (Wöhlbrand et al., 2008; Rabus et al., 2014; Muhr et al., 2015). The metabolic 

enzymes probable involved in this pathway are encoded on an apparent single σ54-dependent 

etp operon (Fig. 1B) preceded by a gene coding for a XylR-type regulatory protein (Wöhlbrand 

et al., 2008; Büsing et al., 2015). The etp operon includes a flavin-containing p-ethylphenol 

hydroxylase instead of a molybdoenzyme-type hydroxylase, several alcohol dehydrogenases 

and a biotin-containing carboxylase in addition to enzymes involved in CoA-thioester 

formation and beta oxidation reactions (Wöhlbrand et al., 2008; Rabus et al., 2014). 

Furthermore, A. aromaticum possesses a third gene cluster (Fig. 1C), which consists of genes 

coding for paralogues of enzymes involved in the metabolism of ethylbenzene, p-ethylphenol 

and phenol as well as paralogues of solvent stress proteins (Kühner et al., 2005; Rabus et al., 

2005; Wöhlbrand and Rabus, 2009; Rabus et al., 2014). E. g. the ebd- and ped-like genes show 

a sequence similarity in the range from 47.2 to 83.5% (Rabus et al., 2005). Additionally, this 

cluster harbors a gene coding for a σ54-dependent regulator (ebA5755, renamed in this study as 

pdeR3) closely related to the XylR-type regulatory protein in the etp operon (pdeR2, 

44% identity). Remarkably, it also contains two genes coding for a so far unknown TCS 

(ebA5752/ebA5750, renamed in this study as xdiRS) related to the putative acetophenone 

dependent AdiRS, with identities of 61% and 48%, respectively (Rabus et al., 2005). 

Previous investigations on the regulation of ethylbenzene and acetophenone degradation were 

always lacking genetic studies. To address this issue, this work is based on recorded effects of 

the deletion of the adiRS genes in A. aromaticum, constructed by using a modified genetic 

system described previously (Wöhlbrand and Rabus, 2009). The desired deletion mutant was 

investigated for the specific activity of key enzymes of ethylbenzene and acetophenone 

degradation in cells grown on different carbon and energy sources combined with immuno- and 

biotin-blotting analyses. Furthermore, a fluorescent reporter construct was integrated into the 
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chromosome of the deletion mutant as described recently for strain EbN1-SR7 (Muhr et al., 

2016) to examine the induction pattern of the apc-bal operon in vivo as well as the influence of 

the predicted TCS AdiRS. 

 

Materials and methods 

Bacterial strains and growth conditions 

Bacterial strains used in this study are listed in Table 1. The streptomycin-resistant 

Aromatoleum aromaticum strain EbN1-SR7 was grown under denitrifying conditions at 28°C 

in mineral salt medium on benzoate, acetophenone, ethylbenzene, p-ethylphenol,  

p-hydroxyacetophenone or toluene (at 1 to 5 mM) as described elsewhere (Rabus and Widdel, 

1995; Muhr et al., 2015). Every culture was adapted to anaerobic growth on the respective 

substrate for at least four passages. Bacterial growth was followed by measuring optical density 

at 578 nm and the consumption of nitrate. For time- and concentration dependent analysis, the 

reporter strains were cultivated under aerobic conditions as described previously (Muhr et al., 

2016), except using mineral salt media containing 4 mM instead of 1.5 mM benzoate. For the 

generation of deletion mutants or conjugational plasmid transfer, EbN1-SR7 was grown in a 

modified mineral salt medium described previously (Wöhlbrand and Rabus, 2009). 

 

Table 1 Strains used in this study. 

Strain Genotype; characteristics and uses Reference/source 
A. aromaticum   

EbN1-SR7 SmR mutant of EbN1 wild type (Rabus and 

Widdel, 1995) 

(Wöhlbrand and Rabus, 

2009) 

ΔadiRS EbN1-SR7 deletion mutant ΔadiRS::cat Δtnp22, 

ΔtnpF7, SmR, CmR 

This study 

ΔadiRScom ΔadiRS, pAwt1m(-)adiRS, SmR, CmR, ApR, This study 

SR7-CHY EbN1-SR7, chromosomal integration of 

pK19apcA-CHY, SmR, KmR 

Renamed from APC-CHY  

(Muhr et al., 2016) 

ΔadiRS-CHY ΔadiRS, chromosomal integration of pK19apcA-

CHY, SmR, CmR, KmR 

This study 

E. coli   

DH5α Host for E. coli cloning; F– Φ80lacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 

(rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1 

(Taylor et al., 1993) 

WM3064 Donor strain for conjugation; thrB1004 pro thi 

rpsL hsdS lacZΔM15 RP4-1360 Δ(araBAD)567 

ΔdapA1341::[erm pir(wt)] 

W. Metcalf, unpublished 
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Escherichia coli strains were grown at 37 °C in LB media (Sambrook and Russell, 2001). The 

growth medium was solidified with 1.5% (w/v) agar if required. Antibiotics were added at the 

following final concentrations: ampicillin 50-150 µg ml-1, carbenicillin 50 µg ml-1, 

chloramphenicol 10-30 µg ml-1, kanamycin 30-50 µg ml-1 and streptomycin 30-50 µg ml-1.  

The diaminopimelate (DAP) auxotrophic E. coli strain WM3064 was grown on medium 

containing 0.3 mM DAP. 

DNA Techniques and plasmid transfer 

E. coli strain DH5α was used for all cloning purposes. All enzymes and kits for isolation of 

genomic or plasmid DNA as well as for purification and gel extraction of PCR products or 

restriction fragments were purchased from Thermo ScientificTM (Life Technologies GmbH, 

Darmstadt, Germany), Analytik Jena (Jena, Germany) or New England Biolabs (Frankfurt, 

Germany). Oligonucleotide primers (biomers.net GmbH, Ulm, Germany) used in this study are 

listed in Table S1. Sequence analyzes were evaluated using pDRAW32 (ACACLONE 

software) and DNAMAN (Lynnon Biosoft) software. 

Plasmids were transferred into E. coli strains by transformation using chemically competent 

cells (Inoue et al., 1990) and into A. aromaticum by conjugation using the DAP auxotrophic 

E. coli strain WM3064 (Wöhlbrand and Rabus, 2009; Muhr et al., 2016). Solid mating medium 

was supplemented with 0.3 mM DAP (see above). 

Construction of adiRS deletion mutant 

To generate a gene deletion mutant of the adiRS operon in A. aromaticum, we used a modified 

two-step protocol based on suicide-vector pK19mobsacB (Schäfer et al., 1994) as previously 

described in Wöhlbrand and Rabus (2009; see Fig. S1A for schematic depiction). The adiRS 

operon and two predicted adjacent genes coding for a transposase (tnp22) and a transposase 

fragment (tnpF7) were replaced by a resistance marker cassette encoding a chloramphenicol 

acetyl transferase (CAT). The cat gene (921 bp) and two fragments flanking each side of the 

desired deletion (1040 bp) were amplified from the plasmid pACYC184 (Chang and Cohen, 

1978) or from genomic DNA of A. aromaticum strain EbN1-SR7, respectively using the primer 

pairs listed in Table S1 (Fig. S1A). The three fragments were then fused together via PCR using 

the primer pair P1/P4 (2881 bp), restricted with PstI and XbaI, and ligated into the similarly 

treated pK19mobsacB containing the sacB gene as counter-selection marker. The resulting 

plasmid pK19ΔadiRS was conjugated into EbN1-SR7 as described above. As mentioned the 

desired deletion mutant was obtained in two steps. At first, transconjugants were screened for 

chromosomal insertion of the introduced plasmid via kanamycin (and chloramphenicol) 
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resistance and analyzed by colony PCR using the primer pairs P7/9 (upstream, 1584 bp) and 

P8/P10 (downstream, 1274 bp) (Table S1, data not shown). Positive single-crossover mutants 

were grown at least four passages under non-selective conditions and subsequently screened 

for a second crossover event for deletion of the plasmid portion via resistance against added 

sucrose and chloramphenicol. The kanamycin-sensitive deletion mutant strain was confirmed 

by colony PCR analysis using different primer pairs (see Table S1 and Fig. S1) and designated 

as ΔadiRS. 

Construction of complementation plasmid 

For complementation of the adiRS deletion in trans (modified from Wöhlbrand and Rabus, 

2009), the corresponding gene pair was amplified from genomic DNA using the primer pair 

adiRS_com_for3/adiRS_com_rev3 (Table S1). The expected PCR product (2211 bp) which 

contained the complete adiRS genes and 248 bp upstream region of adiRS, was cloned with the 

StarGate® cloning system (IBA GmbH, Goettingen, Germany) according to the protocol into 

the acceptor vector pASG-IBAwt1. Since EbN1-SR7 is not able to replicate these expression 

vectors and only can import mobilizable plasmids via conjugation, the ColE1 ori was replaced 

by a synthesized mob-site fragment (Gene Art, Regensburg, Germany) containing the  

pBR322 ori to get a wider broad host range. The vector pBBR1-MCS4 (Kovach et al., 1995) 

served as template for synthesis of the fragment, which was synthesized without any disturbing 

restriction sites. This mob-site fragment was cloned to a DNA fragment, amplified from 

plasmid pAwt1adiRS using the primer pair Sense_pASG_Mob(-ColE1)/ 

Antisense_pASG_Mob (Table S1), according to the StarGate® cloning system. The modified 

and confirmed plasmid pAwt1m(-)adiRS (7487 bp) was transferred to ΔadiRS as described 

above. The resulting mutant was designated as ΔadiRScom. 

Construction of a chromosomal apcA-mCherry insertion mutant 

To generate a ΔadiRS strain harboring a chromosomal integration of an apcA-mCherry fusion, 

we used a method previously described for EbN1-SR7 (Muhr et al., 2016). The proper insertion 

of the plasmid at the predicted site was verified by colony PCR using different combination of 

primers (see Table S1 and Fig. S3). For better comparison in this study the insertion mutants 

were designated as strains SR7-CHY (in Muhr et al., 2016 designated as APC-CHY) and 

ΔadiRS-CHY. 

Preparation of cell free extracts 

Harvested cells (20 min at 17,000 × g) were immediately frozen in liquid nitrogen and stored 

at -80°C. For extract preparation, frozen cells were resuspended in an equal volume of 10 mM 
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Tris/HCl buffer pH 7.5 containing 0.05 mg lysozyme and 0.05 mg DNase I per ml. Cell 

suspensions were disrupted by sonication or passed two times through a French pressure cell 

press at 110 MPa. Cell debris and membranes were removed by ultracentrifugation at 

125,000 × g and 4°C for 1 h. The cell free extracts (soluble fractions) were used immediately 

or stored in aliquots with added 10% (v/v) glycerol at -20°C. 

Electrophoretic methods and immunoblotting 

Defined amounts of protein (50 µg) from crude extract from at least two biological replicates 

per strain and substrate were prepared and separated by discontinuous sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 12% till 16.5% (w/v) polyacrylamide 

gels in the Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, Munich, Germany) as described 

previously (Laemmli, 1970). Biotin-blot analyses with HRP-coupled avidin and immunoblot 

analyses using antisera raised against the purified core enzyme of acetophenone carboxylase or 

against purified ethylbenzene dehydrogenase were performed as described before (Muhr et al., 

2015). Immunodetection with anti-mCherry antiserum and quantitative analyses of the 

immunocomplexes were performed as described previously (Jung et al., 2014; Muhr et al., 

2016). For quantitation of the immunocomplexes, the ApcA-mCherry fusion protein signals 

were recorded by a ChemiDoc MP imaging system as volume (intensity) of the respective bands 

using Image Lab 5.0 software (Bio-Rad, Munich, Germany) and are presented in arbitrary units 

(a.u.), where one unit corresponds to an original volume (intensity) readout value of 106. 

Enzyme assays 

EbDH activity was observed by a photometric assay in 100 mM Tris/HCl buffer pH 7.5 

containing 200 μM ferricenium tetrafluoroborate as electron acceptor (Kniemeyer and Heider, 

2001a; Muhr et al., 2015). Carboxylase activities were measured via substrate-dependent 

incorporation of [14C]bicarbonate into nonvolatile acid-stable products as described previously 

(Jobst et al., 2010; Muhr et al., 2015). 

Other methods 

Determination of protein concentrations was done by the Coomassie dye binding assay with 

bovine serum albumin as a standard (Bradford, 1976). The identities of proteins separated by 

SDS-PAGE were determined by LC-MS using a PepMap100 C-18 RP nanocolumn (Dionex, 

Idstein, Germany) and separated on an UltiMate 3000 liquid chromatography system (Dionex, 

Idstein, Germany). MALDI-TOF-TOF analysis was carried out on a 4800 Proteomics Analyzer 

(MDS Sciex, Concord, ON, Canada) and evaluated against an in-house database using Mascot 

embedded into GPS explorer software (MDS Sciex, Concord, ON, Canada). Fluorescence 
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microscopy and fluorescence-based flow cytometry were performed exactly as described in 

Muhr et al., 2016. 

 

Results 

Knock-out of the adiRS operon and complementation 

Previous studies which addressed the regulation of anaerobic acetophenone degradation in 

A. aromaticum proposed the adiRS gene products as probable two-component regulatory 

system (TCS) involved in the synthesis of acetophenone metabolic enzymes (Rabus et al., 2002; 

Kühner et al., 2005; Rabus et al., 2014). To prove the hypothesis a chloramphenicol resistant 

deletion mutant lacking the adiRS operon was constructed by homologous recombination  

(see Fig. S1A and Materials and Methods). Additionally, two predicted adjacent genes coding 

for a transposase (tnp22) and a transposase fragment (tnpF7) were deleted together with the 

adiRS operon to “clean up” the genome of EbN1-SR7 and to counteract unwanted transposase 

effects. The resulting deletion mutant was designated as ΔadiRS. 

To control the correct integration of the plasmid pK19ΔadiRS into the genome of EbN1-SR7 

(single crossover) as well as the correct second recombination (double crossover) to get rid of 

the integrated plasmid again, while replacing the adiRS operon with a chloramphenicol 

resistance cassette (cat), colony PCR reactions were run using different combinations of primer 

pairs listed in Table S1. Resulting PCR products, analyzed on 1% agarose gels, confirmed the 

adiRS deletion mutant (Fig. S1B). To rule out secondary mutation effects of the adiRS deletion, 

the corresponding gene pair was expressed in trans (modified from Wöhlbrand and Rabus, 

2009). Therefore a broad-host-range plasmid pAwt1m(-)adiRS was constructed and transferred 

into ΔadiRS resulting strain ΔadiRScom. PCR reactions were run to confirm the presence of the 

genes adiR and adiS (Table S1; Fig. S1C). 

Growth characteristics of ΔadiRS and ΔadiRScom 

Contrary to our expectations the isolated adiRS mutant was still able to grow on acetophenone 

and ethylbenzene. Cell growth of ΔadiRS, cultivated under denitrifying conditions on 

acetophenone, was monitored over 102 h compared to EbN1-SR7 and ΔadiRScom (see 

Fig. S2A). To exclude impairments of strain ΔadiRS, no chloramphenicol was added to the 

media. Only slightly decreased growth rates of the deletion strain compared to the wild type 

were reported both on acetophenone and other carbon sources like benzoate or ethylbenzene 

(data not shown). The deletion mutant was also able to grow on p-ethylphenol,  
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p-hydroxyacetophenone and toluene. To verify the absence of adiRS genes, colony PCR 

analyses were done using isolated DNA of ΔadiRS adapted cultures (48 h) grown on benzoate, 

acetophenone and ethylbenzene (Fig. S2BC). PCR reactions using primer pair 

adiR_for/adiR_rev (Table S1) confirmed the absence of this gene in cells adapted to 

acetophenone or ethylbenzene (Fig. S2B). To validate these template DNA PCR products of 

the gene ediR, nearby the deleted operon (Fig. 1A), were amplified using primer pair 

ediR_for/ediR_rev (Table S1; Fig. S2C). 

Slightly reduced growth rates compared to EbN1-SR7 and ΔadiRS were recorded with strain 

ΔadiRScom possessing the complementation plasmid pAwt1m(-)adiRS (Fig. S2A) due to the 

fact of added ampicillin (50 µg ml-1) as described previously (Wöhlbrand and Rabus, 2009).  

A second reason could be explained by expression stress of the adiRS genes in trans from the 

multicopy plasmid. This effect was enhanced by the addition of anhydrotetracycline (Fig. S2A) 

also known from previous experiments with different plasmids (K. Schühle and J. Heider, 

unpublished results). 

Presence of enzymes of anaerobic hydrocarbon metabolism in strain ΔadiRS 

The TCS AdiRS is proposed to be involved in the regulation of the apc-bal operon (Rabus et 

al., 2002) containing the genes encoding the acetophenone carboxylase (apcABCDE) and 

benzoylacetate-CoA ligase (bal; Fig. 1A). Along with the growth ability of ΔadiRS on 

acetophenone and ethylbenzene under denitrifying conditions, we were also able to detect the 

presence of Apc in cell free extracts of cells grown on these substrates by immunoblotting 

experiments with antiserum raised against the purified Apc core enzyme (Fig. 2A). The three 

large subunits of Apc (87 kDa, 75 kDa and 70 kDa) were induced in cells grown under 

denitrifying conditions on ethylbenzene or acetophenone. Stronger signals were detectable for 

the wild type strain EbN1-SR7 compared to the strains ΔadiRS and ΔadiRScom. Sometimes 

faint signals corresponding to the large subunits of Apc were also seen in cells grown on  

p-ethylphenol or p-hydroxyacetophenone. 
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Figure 2 Immuno- and biotin-blot analysis of cell free extracts of EbN1-SR7, ΔadiRS and 
ΔadiRScom grown under denitrifying conditions on different substrates. Extracts (50 µg of total 
protein per lane) were separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose. Lanes: Cultures grown 
under denitrifying conditions on ethylbenzene (Eb), acetophenone (Ac), p-ethylphenol (Ep) and  
p-hydroxyacetophenone (Ha); molecular mass marker (M). Molecular masses of the protein standard 
are given along the right margin. (A) Immunoblot analysis (12% (w/v) SDS-gel) using antiserum raised 
against purified core complex of acetophenone carboxylase. Arrows indicate three subunits ApcC, ApcD 
and ApcA (87, 75 and 70 kDa). (B) Immunoblot analysis (12% (w/v) SDS-gel) using antiserum raised 
against purified ethylbenzene dehydrogenase. Arrows indicate two subunits EbdA and EbdB  
(96 and 43 kDa). The asterisk indicates an unidentified cross-reacting polypeptide. (C) Biotin-blot 
analysis (16.5% (w/v) SDS-gel) with HRP-coupled avidin. The arrows indicate the constitutive 
expressed biotin carrier protein AccB (EbA1472, 16 kDa) and two additional induced proteins identified 
as biotin carrier proteins XccB (EbB9, 17.6 kDa) and XccB2 (EbA5773, 16.7 kDa). 

 

Since Apc is known to be active in cells grown under denitrifying conditions on ethylbenzene 

or acetophenone but not on p-ethylphenol (Jobst et al., 2010; Muhr et al., 2015), we additionally 

measured the enzyme activity to determine the influence of the adiRS deletion on the presence 

of this key enzyme (Table 2). Specific Apc activities of 9.88 and 5.20 nmol [14C]bicarbonate 

incorporated into acid-stable products per min and mg of protein were observed in extracts of 

EbN1-SR7 cells grown under denitrifying conditions on acetophenone or ethylbenzene, 

respectively. In contrast, no measurable activity was detected in extracts of EbN1-SR7 cells 
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grown on p-ethylphenol, p-hydroxyacetophenone, toluene or benzoate as substrate (toluene and 

benzoate not shown). Compared to the wild type strains grown on acetophenone or 

ethylbenzene (defined as 100%) reduced relative specific Apc activities of around 29% and 

27% were detected in cell extracts of the adiRS deletion mutant grown on acetophenone or 

ethylbenzene, respectively. Similar to the wild type strain, no Apc activity was detectable in all 

cells grown on benzoate. After complementation of the adiRS genes in trans the relative  

Apc activity increased only a little up to 39% in cells grown on acetophenone, as compared to  

EbN1-SR7 cells grown on acetophenone. Apc activity of only 18% relative to the reference 

value was determined in cell free extract of strain ΔadiRScom if grown under denitrifying 

conditions on ethylbenzene. 

 

Table 2 Activities of acetophenone carboxylase (Apc) and ethylbenzene dehydrogenase (EbDH) in 
cell free extracts of EbN1-SR7, ΔadiRS and ΔadiRScom grown under denitrifying conditions on 
different substrates. 

Specific activities are given in nmol per min and mg of protein. The values given are the average of at 
least four parallel measurements including the standard deviation. nd = not determined. 

 

Additionally to Apc, we also confirmed the presence of the ethylbenzene dehydrogenase 

(EbDH) by immunoblot analysis using antisera raised against the purified EbDH in all 

ethylbenzene-grown cells of strains EbN1-SR7, ΔadiRS and ΔadiRScom (Fig. 2B). In contrast, 

cells grown on p-ethylphenol or p-hydroxyacetophenone showed only unspecific cross-reacting 

polypeptides. As expected, we detected an ethylbenzene-hydroxylating enzyme in cell free 

extracts of strain EbN1-SR7 grown on ethylbenzene (Table 2) with specific activities of around 

2.68 nmol min−1 (mg protein)−1 by using a photometric enzyme assay with ferricenium 

tetrafluoroborate as artificial electron acceptor. Furthermore, no measurable activity was 

detected with ethylbenzene in EbN1-SR7 cells grown on other substrates (Table 2). 

Unexpectedly, the anti-EbDH antiserum revealed the presence of the two larger subunits of 

EbDH (96 kDa and 43 kDa), in extracts of the adiRS deletion strain with or without 

complementation when grown anaerobically on acetophenone. None of the extracts grown on 

p-ethylphenol, p-hydroxyacetophenone or benzoate showed any immunological reaction 

(Fig. 2B, benzoate not shown). In compliance with the immunoblot analysis, specific 

 Specific activity of Apc Specific activity of EbDH 

Growth substrate \ Strain  EbN1-SR7 ΔadiRS ΔadiRScom EbN1-SR7 ΔadiRS ΔadiRScom 

Ethylbenzene 5.20 ± 2.61 1.38 ± 0.88 0.93 ± 0.04 2.68 ± 0.56 2.23 ± 0.12 2.15 ± 0.15 

Acetophenone 9.88 ± 4.01 2.84 ± 1.02 3.82 ± 2.80 <0.1 2.59 ± 0.24 1.13 ± 0.73 

p-Ethylphenol <0.5 nd nd <0.1 <0.1 <0.1 

p-Hydroxyacetophenone <0.5 nd nd <0.1 <0.1 <0.1 
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ethylbenzene-hydroxylating activity was determined in extracts of ΔadiRS and ΔadiRScom 

grown under denitrifying conditions on acetophenone, although the complemented mutant 

showed a reduced value of EbDH activity of 1.13 nmol per min and mg protein (Table 2). 

The p-ethylphenol degradation is proposed to involve a p-hydroxyacetophenone carboxylation 

step catalyzed by a biotin-dependent carboxylase (XccABC) encoded in the apparent  

p-ethylphenol operon (Wöhlbrand et al., 2008; Muhr et al., 2015). We determined the presence 

of biotin-containing proteins by staining blotted SDS-gels with a commercially available 

horseradish peroxidase-avidin conjugate (Fig. 2C). In addition to the constitutive expressed 

biotin carrier protein of acetyl-CoA carboxylase, AccB (16 kDa; ebA1472 gene product) we 

observed the presence of the XccB subunit (17.6 kDa; ebB9 gene product) in extracts of strains 

EbN1-SR7 as wells as ΔadiRS and ΔadiRScom grown on p-ethylphenol and  

p-hydroxyacetophenone (Fig. 2C). Moreover, the biotin-blot revealed the induction of XccB 

and an additional biotin-containing protein in extracts of the adiRS deletion mutant grown on 

ethylbenzene. LC-MS analysis identified these polypeptides as the XccB subunit mentioned 

above and a second putative XccB2 paralog (ebA5773 gene product, 16.7 kDa) which is 

encoded downstream of the paralogous ebd2 operon (Fig. 1C) (Kühner et al., 2005; Rabus et 

al., 2005; Wöhlbrand et al., 2008; 2009). Interestingly, these XccB subunits were not detected 

in extracts of the complemented strain grown on ethylbenzene or in any cells grown on 

acetophenone (Fig. 2C). 

Substrate-dependent fluorescence output in the adiRS deletion mutant 

As recently described for the wild type strain EbN1-SR7 (Muhr et al., 2016), an acetophenone-

responsive fluorescent reporter construct was also integrated into the chromosome of the 

deletion mutant ΔadiRS. The constructed gene fusion of the first gene of the acetophenone-

catabolic operon with the gene coding for the fluorescent protein mCherry (apcA-mCherry) was 

incorporated into the chromosome in tandem with the unchanged apc-bal operon to avoid 

potential multi-copy effects (see Fig. S3A). The proper insertion of the whole plasmid at the 

predicted site was verified by using PCR analysis (see Table S1 and Fig. S3B). For better 

comparison in this study the insertion mutants were designated as strains SR7-CHY (designated 

as APC-CHY in Muhr et al., 2016) and ΔadiRS-CHY. In contrast to the reporter strain  

SR7-CHY, which responded significantly and consistently to the applied acetophenone 

concentrations, the induction pattern of ApcA-mCherry in the reporter strain ΔadiRS-CHY was 

much more complicated. 
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Figure 3 Substrate-dependent fluorescence output in strains SR7-CHY and ΔadiRS-CHY. 
Cultures were grown under denitrifying conditions on ethylbenzene, acetophenone, p-ethylphenol,  
p-hydroxyacetophenone and benzoate. Samples were taken 48 h after inoculation. Differential 
interference contrast (DIC) and fluorescence microscopy images (RFP, 500 ms) of the cells are shown 
and scaled equally for comparison of differences in brightness (750/1750). Scale bar, 5 µm. 

 

Both reporter strains were grown in parallel under denitrifying conditions on different carbon 

sources. Samples were taken at certain time points after inoculation and analyzed for expression 

of the apcA-mCherry gene fusion by fluorescence microscopy (Fig. 3, 48 h) as well as for 

presence of ApcA-mCherry fusion proteins by quantitative immunoblot analysis (Fig. S4). The 

highest fluorescence signal response at each time point was observed in acetophenone-grown 

wild type strains. Furthermore, wild type strain SR7-CHY showed increased fluorescence 

intensities as well as specific ApcA-mCherry production in either ethylbenzene- or 

acetophenone-grown cells, whereas none of the cultures grown on p-ethylphenol,  

p-hydroxyacetophenone or benzoate showed significant response (Fig. 3; Fig. S4). In contrast, 

no ApcA-mCherry fusion protein was produced 24 h after induction in any cells of strain 

ΔadiRS-CHY tested under these conditions (Fig. S4), apparently showing a delayed phenotype 

compared to the wild type strain. Increased fluorescence intensities and fusion protein 

production were observed in mutant strain ΔadiRS-CHY when grown on either ethylbenzene 
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or acetophenone over 48 h (Fig. 3; Fig. S4), and even higher ApcA-mCherry levels were 

determined after 96 h in acetophenone-grown cells (Fig. S4). Nevertheless, cells of strain 

ΔadiRS-CHY grown on ethylbenzene or acetophenone showed reduced signal response and 

more heterologous mixtures of fluorescent and non-fluorescent cells in comparison to the wild 

type strain SR7-CHY (Fig. 3). This is also reflected in a much higher variability in  

ApcA-mCherry fusion protein production in acetophenone-grown cells of strain ΔadiRS-CHY 

compared to acetophenone-grown wild type strains (Fig. S4C). 

To further elucidate the ApcA-mCherry fusion protein production in the reporter strain lacking 

the genes encoding AdiRS, we used a slight modified procedure presented in Muhr et al. (2016). 

Both reporter strains were inoculated in parallel in carbonate-buffered mineral salt media 

containing 4 mM benzoate. After 24 h growth under aerobic conditions different concentrations 

of acetophenone were added (t = 0). Samples were taken for up to 144 h after induction and 

analyzed by quantitative immunoblot analysis of ApcA-mCherry signals (Fig. 4) as well as 

fluorescence based flow cytometry (Fig. 5). Immunoblot analysis of samples taken after 12 and 

24 h revealed linear correlation between the added acetophenone concentration and the  

ApcA-mCherry level in strain SR7-CHY whereas only cross-reacting polypeptides were 

detected in strain ΔadiRS-CHY (Fig. 4AB). These unidentified proteins are unrelated to the 

mCherry protein (Muhr et al., 2016), but still impede the determination of low amounts of 

ApcA-mCherry. The fusion protein production in wild type strain SR7-CHY showed the 

highest values after 48 h and decreased with longer exposure times under the test conditions 

(Fig. 4ACD). In contrast, quantitation of various samples taken after different incubation times 

from the adiRS deletion mutant showed that the development of fluorescence required longer 

incubation periods. Moreover, the determined ApcA-mCherry protein levels in the reporter 

strain lacking the adiRS genes after 48 and 72 h were much lower than those observed in the 

wild type strain SR7-CHY (Fig. 4ACD). 
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Figure 4 Time- and concentration-dependent analysis of ApcA-mCherry fusion protein 
production. Cultures of strains SR7-CHY (blue) and ΔadiRS-CHY (red) were analyzed for their content 
of ApcA-mCherry by immunoblot analysis after various times of exposure to different concentrations 
of acetophenone. (A) Samples were taken after the indicated time points given along the left margin. 
Lanes were loaded with cell free extracts (50 µg of total protein each) and probed with anti-mCherry 
antiserum. For comparison a sample of strain SR7-CHY grown under denitrifying conditions on 2 mM 
acetophenone to mid-exponential phase (72 h) served as control (labeled with +). (B-D) Quantification 
of ApcA-mCherry signal intensities from the immunoblot analysis after 24 h (B), 48 h (C) and 72 h (D). 
The values given are the average of two parallel measurements including standard deviations in arbitrary 
units (a.u.). 

 

The acetophenone-dependent fluorescence response was additionally confirmed by 

fluorescence based flow cytometry after different time points (Fig. 5). For this assay, 10,000 

cells of each replicate at either substrate concentration were analyzed by measuring their 

relative mean fluorescence signals. The wild type strain SR7-CHY showed the highest 

fluorescence output primarily after 72 h of exposure to acetophenone under the tested 

conditions (Fig. 5C). The relative mean fluorescence observed for strain ΔadiRS-CHY after 

72 h exposure to 0.5 and 1 mM acetophenone were close to values observed for the wild type 

strain (Fig. 5C). However, no significant fluorescence output was detectable in any sample with 

acetophenone concentrations lower than 0.5 mM added to the assay (Fig. 5). In addition, 

samples of strain ΔadiRS-CHY taken after 24 or 48 h exhibited nearly no significant 

fluorescence signal response (Fig. 5AB). 
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Figure 5 Time- and concentration-dependent fluorescence output. Cultures of strains SR7-CHY 
(blue) and ΔadiRS-CHY (red) were measured for mCherry fluorescence after 24 h (A), 48 h (B), 72 h 
(C), and 144 h (D) of exposure to different acetophenone concentrations. Shown are relative mean 
fluorescence signals determined by flow cytometric analysis of 10,000 cells per culture from two 
biological replicates per acetophenone concentration. Error bars indicate the standard deviations. 

 

Discussion 

The regulation of anaerobic ethylbenzene and acetophenone degradation in the metabolically 

versatile A. aromaticum strain EbN1 has been proposed to be carried out by two TCS, EdiSR 

and AdiRS (Rabus et al., 2002). Both regulatory systems are encoded as separate operons in a 

common gene cluster with the genes coding for enzymes of the respective ethylbenzene and 

acetophenone degradation pathways (Fig. 1, ebd-ped and apc-bal operon, respectively). In this 

publication, we intend to verify the role of the adiRS operon which has been proposed to 

regulate the induction of acetophenone-catabolic genes (Rabus et al., 2002; Kühner et al., 2005) 

by characterizing its effects in a deletion mutant lacking the adiRS genes as well as in an  

adiR gene disruption strain (see supplementary material). 

Contrary to our expectations, both mutant strains still grew aerobically on acetophenone and 

anaerobically on ethylbenzene or acetophenone, showing only slightly lower growth rates than 

the wild type strain. Due to the high chemical similarity of ethylbenzene and p-ethylphenol a 
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first possible explanation for the observed phenotype may therefore be a deviation of 

ethylbenzene degradation via the p-ethylphenol-catabolic pathway (Wöhlbrand et al., 2008; 

Muhr et al., 2015). In addition, p-ethylphenol oxidation is known to be catalyzed with very high 

activities by the physiologically “wrong” enzyme initiating anaerobic ethylbenzene metabolism 

(Kniemeyer and Heider, 2001a; 2001b; Knack et al., 2012). In support of this hypothesis, 

ethylbenzene-grown cultures of the deletion strain showed increased synthesis of the biotin-

containing carrier protein XccB which is encoded in the putative p-ethylphenol-induced operon 

(Fig. 1B), which is usually regulated by the σ54-dependent regulator PdeR2 (Büsing et al., 

2015). To further test this hypothesis, a double-deletion mutant lacking the adiRS and pdeR2 

genes should be tested for its growth phenotypes and the induction of the enzymes of 

ethylbenzene or p-ethylphenol metabolism. A recently study on a deletion mutant of the pdeR2 

gene provided experimental evidence that the encoded protein is needed as transcription 

activator for the expression of the genes involved in the anaerobic p-ethylphenol degradation 

(Büsing et al., 2015; named in this study as EtpR). 

In contradiction to the first explanation, ethylbenzene dehydrogenase (EbDH) as well as 

acetophenone carboxylase (Apc) were still detectable in extracts of the adiRS deletion mutant 

grown on either ethylbenzene or acetophenone. However, specific enzyme activities were 

reduced compared to the wild type strain. Furthermore, the deletion mutant showed induction 

of EbDH if grown under denitrifying conditions on acetophenone whereas complete absence of 

EbDH was described for the wild type strain grown on any carbon source except ethylbenzene 

(Kniemeyer and Heider, 2001a; Kühner et al., 2005; Muhr et al., 2015). This effect of the 

deletion led to a first assumption that AdiRS possesses a kind of repressor function. In addition, 

the deletion strain revealed an increased induction of a second biotin-containing carrier protein 

XccB2, when grown on ethylbenzene. XccB2 is a subunit of an enzyme paralogous to an 

apparent carboxylase of the p-ethylphenol-catabolic pathway (Wöhlbrand et al., 2008; Muhr et 

al., 2015). This observation corroborates the results obtained in RNA-Seq analysis 

(L. Clermont & J. Heider, unpublished data), showing already a low-level induction of the 

genes of the corresponding xcc2 operon (Fig. 1C) by ethylbenzene in wildtype cells, which is 

apparently elevated in the adiRS deletion mutant. Restoring the adiRS genes on a broad host-

range plasmid only resulted in a partial reversal of the observed deviations and did not lead to 

the same growth rate on acetophenone or a complete repression of the additional induced genes. 

To examine the induction pattern of the apc-bal operon in vivo as well as the influence of the 

predicted TCS, a fluorescent reporter strain lacking the adiRS genes was constructed as 

described (Muhr et al., 2016). It has to be noted, that the experiments presented in this study 
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were done before the bioreporter assays were optimized in the wild type strain, and therefore 

are not directly comparable to the quantitative acetophenone sensor system performed in  

Muhr et al. (2016). However, it was clearly shown that inoculation with 1.5 mM instead of 

4 mM benzoate in the first step has an impact and is necessary for acetophenone quantification. 

The results led to the assumption that the development of fluorescence required longer 

incubation periods in the deletion mutant. Additionally to probable time-delayed and decreased 

expression, fluorescence-dependent and immunoblot analysis of strain ΔadiRS-CHY revealed 

strong variations of the fluorescence output and mCherry fusion protein level, respectively, 

when grown under denitrifying conditions on acetophenone. The probable time-delayed 

expression of genes encoding the acetophenone-catabolic enzymes correspond with the 

determined Apc activities since these cultures were grown and incubated longer on the 

respective carbon source to obtain a sufficient amount of cell mass for each enzyme assay. 

Based on the observed results, we assume that acetophenone-dependent induction of the  

apc-bal operon may be regulated by a second independent regulatory system which would be 

expected to complement the adiRS deletion mutant. In this regard, it is highly interesting that 

genes coding for a TCS very closely related to AdiRS (named xdiRS) and a gene coding for a 

σ54-dependent regulator similar to PdeR2 (named pdeR3) are part of the gene cluster for the 

paralogous proteins that are apparently derepressed in the adiRS mutant (Fig. 1C). So far, none 

of the gene products encoded in this gene cluster have been detected under any growth 

conditions or ascribed to any physiological function (Kühner et al., 2005; Rabus, 2005; 

Wöhlbrand and Rabus, 2009). 

Beside the two putative regulatory systems EdiRS and AdiRS (Rabus et al., 2002), our recent 

results suggest that a third TCS XdiRS may be an additional partner in the overall regulation 

mechanism. All three regulator compounds consist of a response receiver domain with a 

conserved aspartate accepting a phosphoryl group from the phosphorylated histidine of the 

respective sensor compound and a helix-turn-helix domain for DNA-binding. Full sequences 

alignment of AdiR and XdiR revealed a very strong similarity of 58.3% (Fig. 5A). Furthermore, 

alignment of the C-terminal signal transduction histidine kinase domains of AdiS and XdiS 

showed a similarity of 48.7%, whereas the sensory PAS domains of the two sensors are not 

similar to each other (Fig. 5B). The sensor compound of all three systems contains either one 

(AdiS, XdiS) or two (EdiS) putative sensory domains of the PAS family and a conserved 

histidine kinase domain related to that of oxygen-sensing FixL proteins (Leuthner and Heider, 

1998; Rabus et al., 2005).  
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Figure 5 Amino acid sequence comparison of the putative two-component regulatory systems 
AdiRS and XdiRS of A. aromaticum strain EbN1. Sequences alignments and identities were analyzed 
by using the Clustal Omega program provided on the Uniprot web-page (http://www.uniprot.org/align). 
Amino acids are indicated by their standard one-letter code. Identical residues (*), conservative (:) and 
semi-conservative (.) substitutions are highlighted in dark gray, gray and light gray, respectively. (A) 
Full sequence alignment of the putative response regulators AdiR (CAI07437) and XdiR (CAI09390) 
with a sequence identity of 58.3%. The signal receiver domain with the phosphoacceptor Asp residue 
highlighted in yellow, and the C-terminal DNA-binding domain with a HTH motif are boxed. (B) Full 
sequence alignment of the putative sensory histidine kinases AdiS (CAI07436) and XdiS (CAI09389) 
with a sequence identity of 28.4% and 48.7% for the signal transduction histidine kinase domain. The 
HisKA and HATPase domains of the two-component sensor histidine kinases are boxed. The putative 
PAS domain of AdiS is highlighted in light blue. 
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Taken together all results and findings it became apparent that the regulation of genes involved 

in anaerobic degradation of ethylbenzene, acetophenone and p-ethylphenol degradation is 

closely interconnected. It appears that three large gene clusters in the genome of A. aromaticum 

are involved in this complex regulatory network (Fig. 1). This study presents a tentative model 

as proposal for an interconnected regulatory network between the various regulators and 

metabolic operons (Fig. 6). Similar redundant regulatory systems are well known in bacteria, 

most prominently the induction of nitrate-respiration in E. coli by the TCS NarXL and NarQP 

(Noriega et al., 2010). Remarkable, a previous study revealed a novel “four-component” 

signaling system RedCDEF including a histidine kinase, a histidine-kinase like protein, and two 

response regulators in Myxococcus xanthus (Jagadeesan et al., 2009). 

 

 
Figure 6 Proposed interconnected regulatory network. Scheme of metabolic operons and various 
regulatory enzymes involved in the substrate-specific induction of ethylbenzene (ebd) and acetophenone 
(apc) as well as p-ethylphenol (etp) and p-hydroxyacetophenone metabolism. Red arrows (+) indicate 
predicted induction of gene expression in the presence of the appropriate substrate, whereas blue arrows 
(-) indicate repression by the AdiRS system if ethylbenzene is present. A potential role of the paralogous 
regulation system XdiRS in complementing for an adiRS deletion is indicated here. 

 

As stated at the beginning, this manuscript needs further experiments to allow final conclusions. 

Apart from some open questions and verifications it will be worthy of publication. As example 

of necessary examinations see Chapter 3.4 in which first experiments for the development of a 

complementation system in cis are described. 
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3.3. Supplementary material 

 

Construction and characterization of an adiR gene-disrupted mutant of A. aromaticum 

To further elucidate the role of the two-component system AdiRS a kanamycin resistant strain 

with a disruption of the gene coding for the putative acetophenone response regulator AdiR was 

generated (adiR 621 bp). Therefore, a modified procedure of the construction of a chromosomal 

apcA-mCherry insertion mutant was used. A fragment of the adiR gene lacking the first 49 and 

last 121 codons (451 bp) was amplified from genomic DNA of strain EbN1-SR7 using the 

primer pair Dis_aR_for_XbaI/Dis_aR_rev_XbaI (Table S1), restricted with XbaI, and ligated 

into the equally treated vector pK19mobsacB. The resulting plasmid pK19daR (6176 bp) was 

sequenced and conjugated into EbN1-SR7. Kanamycin resistant transconjugants were screened 

for a single crossover event with the chromosomal DNA, leading to the stable insertion of the 

entire vector within the adiR gene. The proper insertion of the whole plasmid at the predicted 

site results in a duplication of the internal part of the adiR gene (450 bp) and thereby two  

non-functional adiR versions (adiR1: start codon – 500 bp and adiR2: 51 bp – stop codon). The 

disruption mutant strain was verified by colony PCR using different primer pairs (see Table S1) 

and designated as dadiR. 

According to the adiRS deletion mutant, strain dadiR was still able to grow under denitrifying 

conditions on acetophenone and ethylbenzene as well as benzoate, toluene, p-ethylphenol and 

p-hydroxyacetophenone (data not shown). Similarly to strain ΔadiRS the absence of a full 

version adiR gene was verified by PCR using chromosomal DNA of dadiR adapted cultures 

grown on benzoate, acetophenone, ethylbenzene or toluene (data not shown). Since, no 

significant decrease in growth rates were detectable for the disruption strain, all further 

experiments were carried out only with the deletion strain. 

  



Ergebnisse  66 

 

Supplementary tables 

Table S1 Sequences of oligonucleotide primers derived from the genome sequence of A. aromaticum 

strain EbN1 used in this study (integrated restriction sites are underlined). 

Primer Sequence (5’ → 3’) 

adiRS deletion and cat integration construct 

P1_ΔadiRS_PstI AAAACTGCAG AGATTCCCCT ATAAATATCG GCGGGATTGG 

P2_ΔadiRS TTCTGCGAAG TGATCTTCCG TCACAGGTAT TTTCACGTCG 

TGCTTCCTCT CGTTGCGTCA 

P3_ΔadiRS TACTGCGATG AGTGGCAGGG CGGGGCGTAA TCGATCATGT 

GAGTCTCCTG CCACAGTCGC 

P4_ΔadiRS_XbaI AAAATCTAGA TGACACCAAA ATATTTCGCC GTTTTTGCGC 

P5_ΔadiRS TGACGCAACG AGAGGAAGCA CGACGTGAAA ATACCTGTGA 

CGGAAGATCA CTTCGCAGAA 

P6_ΔadiRS GCGACTGTGG CAGGAGACTC ACATGATCGA TTACGCCCCG 

CCCTGCCACT CATCGCAGTA 

P7_conf_for ACGCATCCGT CGTCTGGCCG GT 

P8_conf_rev GCTGCAAATT GACAGTGCGC CGCTC 

P9_CAT_rev CATTGCCATA CGGAATTCCG GATG 

P10_CAT_for CGACAAGGTG CTGATGCCGC TGGC 

adiR_for ATGATCGAGA TTCTGGTGGC AG 

adiR_rev CTAAAGTCCT TCCTCGGGAC GATAG 

adiS_for ATTGCCCCTC GATGCGAGC 

adiS_rev CTAGGGGCCA GATACGGGAA TGG 

ediR_for ATGAACCCGC ATCAAGTGAC AGTG 

ediR_rev GTATTCGCAC TTCTCCTGAG CGTG 

adiRS complementation construct 

adiRS_com_for3 AAGCTCTTCA ATGGGGCAGT CGCTGTCC 

adiRS_com_rev3 AAGCTCTTCA CCCTGAATAG ATCAGAGTTT C 

Modification of complementation plasmid with mob-site 

Sense_pASG_Mob(-ColE1) AAGCTCTTCA ATGACGGTTC CTGGCCTTTT GCTG 

Antisense_pASG_Mob AAGCTCTTCA CCCAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG  

ATC 

adiR disruption construct 

Dis_aR_for_XbaI AAATCTAGAG AAGACAGTGA TATCCATGGC CCCGGATAT 

Dis_aR_rev_XbaI AAATCTAGAA TTTCTGTAAC CGTCTTTCCC AGCTGCAGC 

apcA-mCherry fusion and integration construct 

P11_apcA_for_HindIII GCAAGCTTGG CGATTCACCC GTTTCG 

P12_apcA_rev_XbaI AATCTAGACG GGGTGGTGTC CACCTTG 

P13_apcA_+186bp_rev GACCTTGGCG AGAAAGGCCT 

P14_CHY_for_XbaI AATCTAGAAA GGGCGAGGAG GATAACATG 

P15_CHY_rev_EcoRI AAGAATTCTT ACTTGTACAG CTCGTCCATG 

M13_for TGTAAAACGA CGGCCAGT 

M13_rev CAGGAAACAG CTATGACC 
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Supplementary figures 

 
Figure S1 Schematic depiction for deletion of the adiRS operon in the genome of EbN1-SR7 and 
PCR analysis confirming this gene deletion. (A) Overview of the gene organization of the 
A. aromaticum strain EbN1-SR7 compared to the deletion strain ΔadiRS. Primers used for construction 
and confirmation are indicated by arrows at their binding positions (see Table S1). (B+C) PCR products 
analyzed on a 1% agarose gel to confirm the in-frame adiRS deletion mutant by replacement with a 
chloramphenicol resistance cassette (cat). Therefore, genomic DNA of EbN1-SR7 (WT), ΔadiRS (Δ) 
and ΔadiRScom (Δc) was isolated and used as template for PCR reactions using the primers listed in 
Table S1. (B) P7/P8: 6103 bp for EbN1-SR7 or 3163 bp for ΔadiRS, P7/P9: 1584 bp and P10/8: 
1274 bp, M: GeneRulerTM DNA Ladder Mix. (C) adiR_for/adiR_rev: 621 bp, adiS_for/adiS_rev: 
1266 bp, M: GeneRulerTM 100 bp plus DNA Ladder. 
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Figure S2 Time course of anaerobic growth on acetophenone and PCR analysis to confirm the 
adiRS deletion mutant. (A) Cell growth of A. aromaticum strains EbN1-SR7 (black square), ΔadiRS 
(red circle), ΔadiRScom (blue diamond) and ΔadiRScom with 0.1 µg ml-1 AHT (green triangle), 
cultivated under denitrifying conditions on acetophenone in 0.5-liter bottles, was monitored over 102 h 
(n = 3). No antibiotics were added except ampicillin (50 µg ml-1) in the case of ΔadiRScom. AHT 
(0.1 µg ml-1) was added after 16 h. (B+C) PCR products analyzed on 1% agarose gels to confirm the 
adiRS deletion mutant. Therefore, genomic DNA of ΔadiRS cultures (48 h) grown on benzoate (Bz), 
acetophenone (Ac) and ethylbenzene (Eb) was isolated and used as template for PCR reactions using 
the primers listed in Table S1: adiR_for/adiR_rev (B; 621 bp) or ediR_for/ediR_rev (C; 624 bp). 
Genomic DNA of EbN1-SR7 grown on benzoate served as positive control (SR7 Bz). M: GeneRulerTM 
100 bp plus DNA Ladder. 
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Figure S3 Schematic depiction for integration of apcA-mCherry fusion construct into the genome 
of EbN1-SR7 and ΔadiRS as well as PCR analysis confirming these mutants. (A) Overview of the 
gene organization of the A. aromaticum strain EbN1-SR7 and ΔadiRS compared to the strains containing 
a chromosomal integration of an apcA-mCherry fusion. Primers used for construction and confirmation 
are indicated by arrows at their binding positions (see Table S1). (B) PCR products analyzed on a 1% 
agarose gel to confirm the SR7-CHY and ΔadiRS-CHY mutants. Therefore, genomic DNA of  
SR7-CHY and ΔadiRS-CHY (Δ-CHY) was isolated and used as template for PCR reactions using the 
primers listed in Table S1. Genomic DNA of EbN1-SR7 (SR7) and plasmid DNA of pK19apcA-CHY 
(P) served as controls. M13_rev/P13: 791 bp, P14/15: 714 bp, M: GeneRulerTM 100 bp plus DNA 
Ladder. 
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Figure S4 Quantitative and time-dependent analysis of ApcA-mCherry fusion protein production 
in strain SR7-CHY and ΔadiRS-CHY. (A-C) Immunoblot analysis of cell free extracts (50 µg per 
lane) using anti-mCherry antiserum. Cultures of both reporter strains were grown under denitrifying 
conditions on ethylbenzene (Eb), acetophenone (Ac), p-ethylphenol (Ep), p-hydroxyacetophenone (Ha) 
and benzoate (Bz). Samples were taken after 24 h (A), 48 h (B) and 96 h (C) after inoculation. The 
arrows indicate the position of the ApcA-mCherry fusion product (30.1 kDa). Molecular masses of the 
protein standard (M) are given along the right margin. Attention, immunoblot C has an altered order 
compared to A+B. (D) Quantification of signal intensities obtained for the ApcA-mCherry by 
immunoblot analysis in relative units (%) compared to strain SR7-CHY grown on acetophenone as 
positive control (set 100%). The values given are the average of at least three parallel measurements. 
Error bars indicate the standard deviation. 
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3.4. Additional material of ongoing experiments 

 

Development of a complementation system in cis 

The construction of a working complementation strain ΔadiRScom in trans by using two 

different plasmids was not possible so far and much more difficult than we thought. To confirm 

that the mutant phenotype is caused by the adiRS gene deletion, and not by a secondary gene 

mutation, a cis complementation of adiRS has been constructed. The construction will be 

described in the next paragraph. 

To restore the adiRS genes in cis the same modified procedure based on the plasmid 

pK19mobsacB described for the construction of a chromosomal apcA-mCherry insertion 

mutant and the adiR gene-disrupted mutant was used. Therefore, a 2932 bp fragment, including 

992 bp of the 5’ upstream region of adiR up to the stop codon of adiS, was amplified from 

genomic DNA of strain EbN1-SR7 using the primer pair adiS_rev_HindIII_cis-compl  

(5’-GCAAGCTTTGAATAGATCAGAGTTTC-3’) and P4_kout_aRS_XbaI  

(5’-AAAATCTAGATGACACCAAAATATTTCGCCGTTTTTGCGC-3’). This fragment, 

including the first 335 bp of the ediS gene, was restricted with HindIII and XbaI, and ligated 

into the equally treated pK19mobsacB. The resulting plasmid pK19aRScom (8634 bp) was 

sequenced and conjugated into ΔadiRS (see Abb. 6) and EbN1-SR7 as control using the  

DAP-auxotrophic E. coli strain WM3064. 

 
Abb. 6 Schematic depiction for complementation of the adiRS gene deletion in cis 
Overview of the gene organization of A. aromaticum strains EbN1-SR7 and ΔadiRS compared to strain 
ΔadiRScom-cis containing a chromosomal integration of plasmid pK19aRScom. Primers used for 
amplification of the complementation fragment are indicated by arrows at their binding positions. 
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So far, the resulting transconjugants were purified three times on DAP-free mineral salt media 

(containing streptomycin, kanamycin and chloramphenicol) to guarantee the purity of the 

cultures and absence of residual E. coli contamination. The colonies were screened for the 

presence of plasmid-mediated kanamycin resistance, which should indicate chromosomal 

integration by a single crossover event in the homologous upstream sequence of the 

chloramphenicol resistance cassette. This kanamycin-resistant complemented mutant was 

designated as strain ΔadiRScom-cis. 

Ongoing experiments (following this PhD thesis) should start with testing this complementation 

mutant strain for proper integration of the plasmid using PCR analysis. Furthermore, 

ΔadiRScom-cis should be investigated for the specific activity of key enzymes of ethylbenzene, 

acetophenone and p-ethylphenol degradation combined with immuno- and biotin-blotting 

analyses in comparison to strains ΔadiRS, EbN1-SR7 as well as strain EbN1-SR7 with the 

chromosomal integration of plasmid pK19aRScom. 
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4. Transkriptionsstartbestimmungen der Operons des 

Ethylbenzol- und Acetophenonmetabolismus 

 

Zusammenfassung 

Im fünften und abschließenden Ergebnis-Kapitel dieser Dissertation werden erste Experimente 

zur Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte (TSP) und RNA-Sekundärstrukturanalysen der 

5‘-untranslatierten Bereiche (5‘-UTR) der Operons des anaeroben Ethylbenzol- und 

Acetophenonmetabolismus in Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 präsentiert (ebd-ped 

bzw. apc-bal Operon). 

Trotz nötiger, noch ausstehender Bestätigungen, wurden im Rahmen dieser Dissertation 

erstmals putative TSP mit Hilfe der Primer-Extension-Analyse für die am anaeroben 

Ethylbenzol- und Acetophenonabbau beteiligten Operons experimentell ermittelt. Zwei 

putative TSP lagen 185 bzw. 141 Basenpaare vor dem vorhergesagten Translationsstart des 

ersten Gens des apc-bal Operons (apcA). Der umfangreiche 5‘-UTR und die vorhergesagte 

Sekundärstruktur mit einer berechneten minimalen freien Energie (MFE) von -61,4 kcal mol-1, 

könnten ein Indiz für die Beteiligung dieser RNA-Struktur an der transkriptionellen oder 

translationellen Regulation sein. Weiterhin wurden zwei potentielle TSP 98 bzw. nur  

9 Basenpaare vor dem vorhergesagten Translationsstart des ebdA Gens ermittelt. Dagegen 

blieben erste Versuche zur Bestimmung putativer TSP vor dem Gen c1A68, welches 

wahrscheinlich mit dem ebd-ped Operon ko-transkribiert wird, erfolglos (Abb. 7). Allen 

identifizierten Startpunkten konnten durch den Vergleich mit Konsensussequenzen  

σ70-abhängiger Promotoren putative -35 und -10 Regionen zugeordnet werden. Die ermittelten 

Primer-Extension-Produkte beider Operons zeigten jedoch keine substratspezifische Induktion. 

 

Einleitung 

Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 ist bis heute eines der wenigen bekannten Bakterien, 

welches in der Lage ist, die Substrate Ethylbenzol und Acetophenon unter anaeroben 

Bedingungen zu verstoffwechseln (Rabus und Widdel, 1995; Heider et al., 1999; 2016b; 

2016c). Auch aus diesen Grund ist keine weitere Sequenz eines ähnlichen Operons bekannt. 

Ebenso gibt es kaum Informationen über die Induktionsmechanismen sowie die 

Transkriptionsstartpunkte (TSP) und Promotorregionen der Operons des anaeroben 

Ethylbenzol- (ebd-ped) und Acetophenonmetabolismus (apc-bal, Abb. 7). Jedoch wurden 
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bereits TSP-Bestimmungen für andere Gene in den nahe verwandten Organismen 

Thauera aromatica und Azoarcus sp. CIB erfolgreich durchgeführt. Im Falle von T. aromatica 

ist es gelungen die TSP der Operons des anaeroben Toluolabbaus (bss und bbs) zu ermitteln 

(Leuthner et al., 2000; Hermuth et al., 2002). Die TSP und Promotorregionen des am anaeroben 

Benzoatabbau beteiligten bzd Genclusters konnten für den Denitrifizierer Azoarcus sp. CIB 

aufgeklärt werden (Barragán et al., 2005; Durante-Rodríguez et al., 2008). Zur experimentellen 

Bestimmung der Promotoren und der 5‘-UTR der ebd-ped und apc-bal Operons von 

A. aromaticum wurden im Rahmen dieser Dissertation erste Primer-Extension-Analysen 

durchgeführt. 

2 kb

 

Abb. 7 Schematische Darstellung und Organisation der Gene des anaeroben Ethylbenzol- und 
Acetophenonabbaus in A. aromaticum Stamm EbN1. 
Modifiziert nach Rabus et al., 2002 und Muhr et al., 2016. Die unterschiedlichen Farben entsprechen 
den prognostizierten Funktionen der entsprechenden Genprodukte: rot: Ethylbenzolabbau, blau: 
Ethylbenzol- und Acetophenonabbau, grau: Transposase/Transposase-Fragment, schwarz:  
TCS-Regulationssystem und weiß: Protein mit unbekannter Funktion. 

 

Material & Methoden 

Wachstumsbedingungen 

Die anaerobe Kultivierung von A. aromaticum Stamm EbN1 erfolgte schüttelnd bei 28°C in 

gasdicht verschlossenen 0,5 bzw. 1 Liter Serumflaschen. Die Kulturen wurden unter 

denitrifizierenden Bedingungen in Carbonat-gepufferten Minimalmedium mit verschiedenen 

Kohlenstoffquellen angezogen (Rabus und Widdel, 1995; Muhr et al., 2015). Zur Präparation 

der Gesamt-RNA war es nötig die Kulturen während der exponentiellen Wachstumsphase bei 

einer OD578 nm von ungefähr 1,0 bis 1,5 zu ernten. Die geernteten Zellen wurden unmittelbar 

zur Isolierung der Gesamt-RNA eingesetzt. 

Präparation von Gesamt-RNA 

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte durch verschiedene Methoden in Kooperation mit 

Lina Clermont (AG Heider). Zum einen wurde die RNA mittels einer modifizierten Phenol-

Chloroform-Extraktion gereinigt, welche auf einer mehrmaligen heißen Phenol-Extraktion 

beruht (Aiba et al., 1981; Dissertation B. Leuthner, 1999). Zum anderen wurden  

RNA-Extraktions Kits verschiedener Hersteller, unter Befolgung der entsprechenden 
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Herstellerprotokolle, getestet. Hierbei wurden unter anderem die Kits innuPREP RNA Mini 

(Analytik Jena, Jena) und NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Düren) genutzt, welche auf 

Spin-Filter-Säulen (innuPREP) bzw. auf einer Kombination aus Silikamembran-Technologie 

und der Bindung durch chaotrope Salze (NucleoSpin) basieren. Die Reinheit und Konzentration 

der erhaltenen RNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese und Messung am NanoDrop  

ND-1000 (Peqlab, Erlangen) ermittelt. Die Gesamt-RNA wurde direkt in Primer-Extension-

Analysen eingesetzt oder bei -80°C gelagert. 

Analyse von Transkriptionsstartpunkten via Primer Extension 

Zur Ermittlung der mRNA-Startpunkte wurde die isolierte RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse 

Transkriptase (RT) in komplementäre cDNA umgeschrieben. Die cDNA Synthese erfolgte 

nach Protokollangaben durch die Thermo Scientific RevertAid Reverse Transcriptase, eine 

genetisch modifizierte Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, unter Zugabe 

des RiboLock RNase Inhibitors (Life Technologies GmbH, Darmstadt). Weiterhin enthielt 

jeder Reaktionsansatz einen Gen-spezifischen Primer, welcher eine 5’-Markierung mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff DY-781 aufwies. Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen 

Oligonukleotide (Primer) wurden von der biomers.net GmbH (Ulm) bezogen und sind in 

Tabelle 1 aufgelistet. Im Anschluss an die Termination der cDNA Synthese wurden die 

Reaktionsansätze (20 µl) mit 4 µl Stopplösung versetzt (aus DNA Cycle Sequencing Kit, Jena 

Bioscience, Jena), für 5 min bei 90°C denaturiert und bis zur Analyse auf Eis bzw. bei -20°C 

gelagert. 

Neben jeder cDNA-Synthese wurde eine Sequenzreaktion mit dem gleichen Primer mit Hilfe 

des DNA Cycle Sequencing Kit (Jena Bioscience, Jena) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy-Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et 

al., 1977). Als DNA Matrize dienten Plasmidkonstrukte, welche das DNA-Fragment von 

Interesse enthielten. Die verwendeten Plasmide wurden mittels StarGate® Klonierungssystem 

erstellt (IBA GmbH, Göttingen) und werden in Tabelle 2 näher erläutert. 

Die erhaltenen cDNA-Fragmente sowie die entsprechenden Sequenzreaktionen wurden auf ein 

Sequenzgel aufgetragen (6% Long RangerTM Gellösung, 7 M Harnstoff, 1,2x TBE-Puffer, 

41 cm Glasplatten) und nach Herstellerangaben mit dem LI-COR DNA-Sequenzer 

Modell 4000 (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Anhand der entstehenden Sequenzleiter konnte mit Hilfe der e-Seq™ Software 

(LI-COR Biosciences) die Länge des jeweiligen cDNA-Fragmentes ermittelt und daraus das 

5‘-Ende der mRNA abgeleitet werden.  
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Tabelle 1 Übersicht der verwendeten Oligonukleotide (Primer) abgeleitet von der Genomsequenz 
von A. aromaticum Stamm EbN1 (integrierte Restriktions-Schnittstellen sind unterstrichen) 

Primer Sequenz (5’ → 3’) Bemerkung 

cDNA Synthese und Sequenzierung  

apcA_ext2 GTGTAGTCGT GCGGGGTGGT 

GTCC 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

apc-bal Operons (+84 nt vom putativen 

Startcodon des apcA Gens) 

apcA_ext3 CGTGAGCGTT GAACTGGACT 

GC 
5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

apc-bal Operons (-65 nt vom putativen 

Startcodon des apcA Gens) 

ebdA_ext CAATTCTGCG GCTTCGGG 5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

ebd-ped Operons (+31 nt vom putativen 

Startcodon des ebdA Gens) 

c1A68_ext3 CGCACAGGTC AGCGCGACGC 

CGA 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

ebd-ped Operons (+20 nt vom putativen 

Startcodon des c1A68 Gens) 

c1A68_ext4 GCATCAGTAA CCGCTCTTGC 

CG 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

ebd-ped Operons (+65 nt vom putativen 

Startcodon des c1A68 Gens) 

Plasmidkonstruktion  

apcA_-400bp 

_for_LguI_2 

AAGCTCTTCA ATGGGAATTT 

AATAAATATT TA 

LguI-Restriktions-Schnittstelle,  

Amplifizierung des 550 bp Fragments  

für pSeq5’apc apcA_+150bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCCAGGCGC 

TTGGCCGCCT CGC 

c1A68_-499bp 

_for_LguI 
AAGCTCTTCA ATGCAGCGTT 

TGCTCGACCA 

LguI-Restriktions-Schnittstelle, 

Amplifizierung des 2231 bp Fragments  

für pSeq5’ebd ebdA_+150bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCTTTAGAA 

AGCCTGGAAC 

 

Tabelle 2 Übersicht der verwendeten Plasmide 

Plasmid Beschreibung Referenz/Herkunft 

pEntry-IBA20 StarGate® Vector, KmR IBA GmbH 

pSeq5’apc Derivat von pEntry-IBA20; trägt 550 bp Fragment der  

5’ upstream Region des apc-bal Operons (-400 bis  

+150 nt des apcA Gens), KmR 

diese Arbeit 

pSeq5’ebd Derivat von pEntry-IBA20; trägt 2231 bp Fragment der  

5’ upstream Region des ebd-ped Operons (-499 nt des  

c1A68 Gens bis +150 nt des ebdA Gens), KmR 

diese Arbeit 
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Bioinformatische Methoden 

Sequenzanalysen wurden mit Hilfe der Programme pDRAW32 (ACACLONE Software), 

DNAMAN (Lynnon Biosoft), e-Seq™ (LI-COR Biosciences) sowie des Online-Werkzeugs 

MultAlin (Corpet, 1988) ausgewertet. Weiterhin wurden Datenbankvergleiche mit bekannten 

Sequenzen mittels BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990; National Center for 

Biotechnology Information) durchgeführt. Zur Vorhersage der minimalen freien Energie und 

Visualisierung der Sekundärstrukturen der 5’-UTR der mRNA-Transkripte wurde der RNAfold 

WebServer (Institut für Theoretische Chemie, Universität Wien; Gruber et al., 2008) verwendet. 

 

Ergebnisse & Diskussion 

Präparation von Gesamt-RNA aus A. aromaticum Stamm EbN1 

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden im Rahmen dieser Dissertation verschiedene 

Methoden auf ihre Effizienz und Eignung für A. aromaticum getestet. Hierfür wurde die RNA 

aus Kulturen präpariert, welche unter denitrifizierenden Bedingungen in Gegenwart der 

Kohlenwasserstoffe Benzoat, Acetophenon, Ethylbenzol oder Toluol kultiviert wurden. Die 

Zellernte erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten bei einer OD578 nm von mindestens 1,0 bis 

maximal 2,0. Mit Hilfe der modifizierten Phenol-Extraktions-Methode (Aiba et al., 1981; 

Leuthner, 1999) konnten deutlich höhere Zellmengen eingesetzt und somit im direkten 

Vergleich zu allen Kits auch deutlich höhere Mengen an RNA isoliert werden. Die hohe 

Ausbeute ging in den Versuchen jedoch teilweise zu Lasten der Reinheit der RNA (Abb. 8). 

Die hier aufgetragene Probe isolierter Gesamt-RNA zeigt Spuren von chromosomaler DNA 

(gDNA). 

gDNA

16S

23S

5S

M M

3 kb (DNA)

Phenol Kit

 
Abb. 8 Übersicht extrahierter Gesamt-RNA aus A. aromaticum Stamm EbN1 
Agarose-Gelelektrophorese (1,5% (w/v)) zur Überprüfung der Reinheit der isolierten Gesamt-RNA mit 
Hilfe der heißen Phenol-Extraktion und des RNA-Extraktions Kits (innuPREP RNA Mini, Analytik 
Jena). Die Zuordnung der RNA/DNA Banden ist auf der rechten Seite ersichtlich. (M) GeneRulerTM 
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) bzw. 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). 
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Durch den Vergleich verschiedener RNA-Extraktions-Kits wurde vorab eine Auswahl 

getroffen, welches am besten für die Isolierung aus A. aromaticum geeignet ist. Für die  

RNA-Isolierung zeigten vor allem die bereits im Material & Methoden Teil näher erläuterten 

Kits innuPREP RNA Mini und NucleoSpin RNA (Analytik Jena bzw. Macherey-Nagel) sehr 

gute Ergebnisse. Trotz der deutlich geringer einzusetzenden Zellmenge und der damit 

einhergehenden geringeren RNA-Ausbeute gegenüber der klassischen Phenol-Extraktion, 

wiesen beide Kits reinere RNA-Isolate auf (Abb. 8). Alle Extraktionen zeigten mittels 

Gelelektrophorese keine Spuren chromosomaler DNA und nur wenige Degradations-produkte 

der RNA. Andere getestete Kits weiterer Hersteller waren hingegen weniger nützlich bzw. 

erwiesen sich als unbrauchbar für A. aromaticum und werden daher nicht weiter angeführt. Für 

erste Transkriptomanalysen von A. aromaticum Stamm EbN1 wurde ausschließlich das 

Macherey-Nagel-Kit genutzt (L. Clermont, persönliche Kommunikation). 

Primer-Extension-Analyse zur Bestimmung des 5’-Endes der mRNA vor dem apc-bal Operon 

Zur Bestimmung des transkriptionellen Startpunktes des apc-bal Operons aus A. aromaticum 

Stamm EbN1 wurde die isolierte RNA mittels reverser Transkription durch die Anlagerung 

eines spezifischen fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidprimers (5’-DY-781; Tabelle 1) in 

cDNA umgeschrieben. Hierfür wurde Gesamt-RNA beider Isolierungsmethoden als Matrize 

verwendet. Wie erwartet zeigte die mit Hilfe der Extraktions-Kits präparierte RNA eindeutige 

Signale gegenüber der mittels heißer Phenol-Extraktion isolierten RNA. Für die 

Reaktionsansätze mit letztgenannter Gesamt-RNA wurden hingegen zu viele Signale bzw. 

Primer-Extension-Produkte erhalten (Daten nicht gezeigt), welche mit hoher 

Wahrscheinlichkeit durch DNA Kontaminationen begründet sind. In diesem Fall wäre ein 

zusätzlicher Reinigungsschritt bzw. eine mRNA Anreicherung nötig gewesen. Im Folgenden 

werden ausschließlich die Primer-Extension-Produkte erläutert, welche mit Hilfe der isolierten 

RNA der Kits innuPREP RNA Mini und NucleoSpin RNA ermittelt wurden. 

Die erhaltenen Primer-Extension-Produkte spiegeln dabei die Länge der mRNAs von den 

Bindestellen der apcA-spezifischen Oligonukleotidprimer (siehe Tabelle 1) bis zu deren  

5‘-Ende wider. Um die genaue Lage der putativen TSP zu bestimmen, wurden 

Sequenzreaktionen mit demselben fluoreszenzmarkierten Primer und dem Plasmid pSeq5’apc 

(Tabelle 2), welches die entsprechende Genom-Region enthält, als DNA-Matrize durchgeführt. 

Die Sequenzreaktionen wurden als Größenstandard neben den entsprechenden Primer-

Extension-Produkten in einem Sequenziergel aufgetrennt. Unter Verwendung des Primers 

apcA_ext2 wurden zwei potentielle TSP für das apc-bal Operon ermittelt (Abb. 9). 
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…CAATGTTCGGAACGGGGCTCGAGTCGGCAATG

GATTAGTGGCGAAGCGGATCACGGTTTTGAAGG

CGTCCTTGAAGCACTTACAAGACCAGGCCACCG

GCTTTGCGGGCGGTATCTGAATTCGAACGCATC

-35

GGCGTGCTGCGGTGCAATACGAGTTTGCTTTAT

-10 +1

TGCCTAGGTGCTCGATCCCGATGCGGCACGAAT

TTCGACTCGATAGAGTGCAGTCCAGTTCAACGC

TCACGAGGGACAGGCAGCACGGCGTTCGCCTGT

CAGAAAAATTGACGAAAGTACATACAGGAGAAC
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Abb. 9 Identifizierung zwei putativer transkriptioneller Startpunkte des apc-bal Operons 
(A) Primer-Extension-Analyse zur Identifikation der potentiellen TSP und Analyse der putativen 
Promotorregionen des apc-bal Operons. Die eingesetzte Gesamt-RNA wurde aus A. aromaticum Stamm 
EbN1 Kulturen präpariert, welche zuvor unter denitrifizierenden Bedingungen mit Substraten 
Acetophenon (AcP), Ethylbenzol (EtB) oder Benzoat (Benz) angezogen wurden. Als Kontrolle diente 
ein Ansatz ohne die Zugabe von RNA (K). Die cDNA Synthese erfolgte unter Zugabe des Primers 
apcA_ext2, welcher 84 bp downstream vom putativen Startcodon des apcA Gens bindet. Die 
entsprechenden Reaktionsprodukte wurden neben der DNA-Sequenzierungsreaktion mit dem 
identischen Primer in einem Sequenziergel aufgetrennt. Die erhaltene Sequenzleiter wurde zur besseren 
Darstellung mit Hilfe des Programmes e-Seq™ zusätzlich grün hervorgeben. Die erhaltene Sequenz ist 
dargestellt und der ermittelte TSP rot hervorgehoben (+1). (B) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der 
Promotorregion des apc-bal Operons. Der ermittelte Transkriptionsstart (+1) ist mit einem Pfeil markiert 
und liegt 141 Basenpaare upstream des Translationsstarts des apcA Gens. Die potentiellen -35 und -10 
Regionen werden durch 18 bp getrennt und sind ebenfalls hervorgehoben. Die Ribosomenbindestelle/ 
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) sowie das Translationsstartcodon des apcA Gens sind zusätzlich 
markiert. (C) Die Durchführung dieser Primer-Extension-Analyse erfolgte durch Dr. Ashraf Alhapel 
(ehemaliger Postdoc der AG Heider). Die eingesetzte RNA wurde aus A. aromaticum Stamm EbN1 
Kulturen präpariert, welche zuvor unter denitrifizierenden Bedingungen mit Acetophenon (AcP) 
angezogen wurden. Die erhaltene Sequenz ist dargestellt und der ermittelte TSP rot hervorgehoben (+1). 
(D) Der hierbei ermittelte Transkriptionsstart (+1) ist in der Nukleotidsequenz mit einem Pfeil markiert 
und liegt 185 Basenpaare upstream des Translationsstarts des apcA Gens. Die zwei potentiellen -35 
Regionen und die -10 Region werden durch 24 bp bzw. 15 bp getrennt und sind ebenfalls 
hervorgehoben.  
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Die zwei identifizierten, putativen Startpunkte des Transkriptes liegen 141 bp bzw. 185 bp vor 

dem vorhergesagten Translationsstart des apcA Gens, beginnend jeweils mit einem Cytosin 

(Abb. 9; Durchführung der Experimente zu Abb. 9C erfolgte durch Dr. A. Alhapel, ehemaliger 

Postdoc der AG Heider). Durch den Vergleich mit Konsensussequenzen σ70-abhängiger 

Promotoren (5‘-TTGACA-3‘ und 5‘-TATAAT-3‘) wurden putative -35 und -10 Regionen 

gefunden (Abb. 9B+D), welche vermutlich dem „Housekeeping“ Sigmafaktor in 

A. aromaticum zuzuordnen sind. Die Induktion der Transkripte konnte jedoch nicht eindeutig 

dem Acetophenon- bzw. Ethylbenzolmetabolismus zugeordnet werden, da auch Benzoat-

gezogene Kulturen die gleichen Primer-Extension-Produkte aufwiesen (Abb. 9A). Jedoch 

zeigten erste Transkriptomanalysen von A. aromaticum eine erhöhte Induktion der Gene des 

Acetophenon-abhängigen apc-bal Operons in Zellen, die auf Ethylbenzol oder Acetophenon 

kultiviert wurden (L. Clermont und J. Heider, persönliche Kommunikation). Zur Bestätigung 

der putativen TSP sollte unter identischen Bedingungen ein zweiter Oligonukleotidprimer 

genutzt werden. Unter Verwendung des Primers apc_ext3 wurde im Rahmen dieser 

Dissertation jedoch ausschließlich ein Schmier und kein eindeutiges Primer-Extension-Signal 

auf Höhe des TSP bei -141 bp ermittelt (Daten nicht gezeigt). Als weitere Alternativen könnten 

in Zukunft Primer-Extension-Analysen unter Verwendung einer anderen Reversen 

Transkriptase durchgeführt oder die Methoden der 5‘-RACE-PCR (Zhang und Frohman, 1997) 

und der S1-Kartierung (S1 nuclease protection mapping; Smith, 1993) angewandt werden. 

Sekundärstrukturanalyse der 5‘-UTR des mRNA-Transkripts des apc-bal Operons 

Ausgehend von den Ergebnissen der Primer-Extension-Analysen wurde mit Hilfe des RNAfold 

WebServers (Gruber et al., 2008) die MFE-Sekundärstruktur des mRNA-Transkripts, 

beginnend mit dem ermittelten TSP1 (-185) vorhergesagt (Abb. 10). Hierbei wird anhand der 

gegebenen Nukleotidsequenz die Struktur mit der minimalen freien Energie (MFE) errechnet. 

Die MFE entspricht dabei der Menge der freien Energie ΔG, welche durch die Bildung der 

Basenpaare freigesetzt wird. Für die vorhergesagte Struktur der 5‘-UTR vom potentiellen TSP1 

(-185) bis zum zwölften Nukleotid des apcA Gens wurde eine MFE von -61,4 kcal mol-1 

errechnet. Die vorhergesagte RNA-Sekundärstruktur der umfangreichen 5‘-UTR könnte 

Einfluss auf die Regulation der Transkription oder Translation haben. Diese könnte z. B. eine 

Bindestelle für Proteine sein, welche die Stabilität der mRNA oder deren Translation 

beeinflussen. Weiterhin könnte diese 5‘-UTR, unabhängig von Proteinen, als Riboswitch 

wirken und Acetophenon oder andere Metabolite direkt erkennen und durch Bindung eine 

Konformationsänderung durchführen. Diese Annahme würde jedoch der Regulation durch das 

Zweikomponentensystem AdiRS widersprechen.  
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TSP 1
(-185) SD-Sequenz

Translations-
startpunkt

TSP 2
(-141)

…CGTCCTTGAAGCACTTACAAGACCAGGCCACCGGCTTTGCGGGCGGTATCTG

-351 -352 -10 +1 TSP 1
AATTCGAACGCATCGGCGTGCTGCGGTGCAATACGAGTTTGCTTTAT-N120-

-35 -10 +1 TSP 2
ATACAGGAGAACTTCATGTACACCGTG…

>ApcA M  Y  T  V …

A

B

 
Abb. 10 RNA-Sekundärstrukturanalyse der 5‘-UTR des apc-bal Operons 
(A) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der 5‘-upstream Region des apc-bal Operons von 
A. aromaticum Stamm EbN1. Die beiden ermittelten, putativen TSP1/TSP2 (+1 bis -185 bzw. -141 nt), 
sowie die potentiellen -35 und -10 Regionen sind markiert. Zusätzlich sind die Shine-Dalgarno-Sequenz 
und der Translationsstart des ersten Gens des apc-bal Operons, apcA hervorgehoben. (B) Die MFE-
Sekundärstruktur des mRNA-Transkripts, beginnend mit dem ermittelten TSP1 (-185), wurde mit Hilfe 
des RNAfold WebServers dargestellt und eine minimale freie Energie von -61,4 kcal mol-1 vorhergesagt. 

 

Wie anhand der vorhergesagten MFE-Sekundärstruktur ersichtlich wird, könnte es sich bei dem 

ermittelten TSP2 (-141) nur um ein verkürztes Primer-Extension-Produkt des tatsächlichen 

mRNA-Transkriptes handeln. Zum Beispiel könnte während der Isolierung der mRNA eine 

endonukleolytische Zersetzung genau an dieser Schleifenposition der Haarnadelstruktur 

stattgefunden haben. Erste RT-PCRs, mit verschiedenen Primern inner- bzw. außerhalb der 

putativen mRNA-Transkripte, lieferten bisher kein aussagekräftiges Ergebnis zur Bestätigung 

oder Widerlegung der ermittelten TSP (L. Clermont, persönliche Kommunikation). 

Primer-Extension- und RNA-Sekundärstrukturanalyse der 5‘-UTR des ebd-ped Operons 

Die Bestimmung transkriptioneller Startpunkte des ebd-ped Operons aus A. aromaticum 

erfolgte analog der vorherigen Beschreibungen für das apc-bal Operon. Die Primer-Extension 

bzw. Sequenz-Reaktionen wurden mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidprimern 

ebdA_ext, c1A68_ext3 und c1A68_ext4 (Tabelle 1) und dem Plasmid pSeq5’ebd (Tabelle 2), 

welches die entsprechende Genom-Region enthält, durchgeführt. 
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Unter Verwendung des Primers ebdA_ext wurden zwei potentielle TSP für das ebd-ped Operon 

ermittelt (Abb. 11), welche es jedoch zu bestätigen gilt. Die zwei putativen Startpunkte liegen 

98 bp bzw. 9 bp vor dem vorhergesagten Translationsstart des ebdA Gens, beginnend jeweils 

mit einem Guanin. Der putative TSP2 läge somit unmittelbar vor dem ATG und in der putativen 

SD-Sequenz (Abb. 11D). Wie bereits für das apc-bal Operon wurden auch hier keine 

substratspezifisch induzierten Primer-Extension-Signale ermittelt. Die Primer-Extension-

Produkte gleicher Größe wurden sowohl für Ethylbenzol-gezogene Kulturen als auch für alle 

anderen getesteten Kulturen detektiert, welche unter denitrifizierenden Bedingungen mit 

Acetophenon, Benzoat oder Toluol angezogen wurden (Abb. 11A+B). 
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…TCGGGTGACGCGTCGCAATACGGGTAAACCTTTAGCATTTAGGTG

-35 -10 +1 TSP1
TTTGTTGCCAATTGGTTGAAGTCGCAATTCCACCTAAAGTCTCACC

CACATTGAGACAGCAAACGCAGACTATCCAATCAACTTGGCGGAGC

-35 -10 SD/+1 TSP2
TTGAGATGACACGAGAC…

>EbdA M T  R  D …

TSP1
(-98)

Translations-
startpunkt

SD-
Sequenz

TSP2
(-9)

 
Abb. 11 Primer-Extension- und RNA-Sekundärstrukturanalyse der 5‘-UTR des ebdA Gens 
(A+B) Primer-Extension-Analyse zur Identifikation der potentiellen TSP und Analyse der putativen 
Promotorregionen des ebd-ped Operons. Die eingesetzte Gesamt-RNA wurde aus A. aromaticum 
Stamm EbN1 Kulturen präpariert, welche zuvor unter denitrifizierenden Bedingungen mit Substraten 
Benzoat (Benz), Acetophenon (AcP), Ethylbenzol (EtB) oder Toluol (Tol) angezogen wurden. Als 
Kontrolle diente ein Ansatz ohne die Zugabe von RNA (K). Die cDNA Synthese erfolgte unter Zugabe 
des Primers ebdA_ext, welcher 31 bp downstream vom putativen Startcodon des ebdA Gens bindet. Die 
entsprechenden Reaktionsprodukte wurden neben der DNA-Sequenzierungsreaktion mit dem 
identischen Primer in einem Sequenziergel aufgetrennt. Die erhaltene Sequenzleiter wurde zur besseren 
Darstellung mit Hilfe des Programmes e-Seq™ zusätzlich grün hervorgeben. Die erhaltene Sequenz ist 
dargestellt und die ermittelten TSP rot hervorgehoben (+1). (C) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der 
5‘-upstream Region des ebdA Gens. Der ermittelte Transkriptionsstart (+1) ist mit einem Pfeil markiert 
und liegt 98 bzw. nur 9 Basenpaare upstream des vorausgesagten Translationsstarts. Die potentiellen  
-35 und -10 Regionen werden durch 22 bp bzw. 16 bp getrennt und sind ebenfalls hervorgehoben. Die 
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) sowie das Translationsstartcodon des ebdA Gens sind zusätzlich 
markiert. (D) Die MFE-Sekundärstruktur des mRNA-Transkripts, beginnend mit dem ermittelten TSP1 
98 bp upstream des vorhergesagtem ATG des ebdA Gens, wurde mit Hilfe des RNAfold WebServers 
dargestellt und eine minimale freie Energie von -26,0 kcal mol-1 vorhergesagt.  
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Die vorhergesagte MFE-Sekundärstruktur des mRNA-Transkripts, beginnend mit dem 

ermittelten TSP1 (-98) bis zum zwölften Nukleotid des ebdA Gens, ergab eine MFE von  

-26,0 kcal mol-1 (Abb. 11C). Ausgehend von der vorhergesagten MFE-Sekundärstruktur kann 

auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem ermittelten TSP2 (-9) nur um ein 

verkürztes Primer-Extension-Produkt des tatsächlichen mRNA-Transkriptes handelt. Während 

der Präparation der Gesamt-RNA könnte eine endonukleolytische Spaltung genau an dieser 

einzelsträngigen Position der mRNA erfolgt sein. 

Betrachtet man das ebd-ped Operon (Abb. 7; Rabus et al., 2002), wird angenommen, dass der 

Startpunkt des mRNA-Transkriptes bereits vor dem Gen c1A68, über dessen Funktion noch 

nichts bekannt ist, liegt. Aus diesem Grund wurden weitere Primer-Extension-Analysen mit 

den Oligonukleotiden c1A68_ext3 und c1A68_ext4 (Tabelle 1) durchgeführt. Bis zum Ende 

dieser Dissertation konnte unter den getesteten Bedingungen jedoch kein TSP ermittelt werden, 

der stromaufwärts des putativen Gens c1A48 liegt (Daten nicht gezeigt). Dagegen zeigten erste 

Transkriptomanalysen eine deutliche Ko-Transkription von c1A68 mit dem ebd-ped Operon in 

Ethylbenzol-kultivierten Zellen (L. Clermont und J. Heider, persönliche Kommunikation). 

Weiterhin wurden bereits fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidprimer erstellt und die 

benötigten Plasmide konstruiert (siehe Anhang Tabelle 3 und 4), welche für die Analyse der  

5‘-UTRs der beiden Operons des anaeroben Toluolmetabolismus in Aromatoleum aromaticum 

Stamm EbN1 (bss und bbs Operon; siehe Einleitung S.12 Abb. 4; Heider et al., 2016a) nötig 

sind. Da bereits Vorarbeiten in A. aromaticum Stamm EbN1 (Kube et al., 2004; RT-PCR 

Experimente) sowie den orthologen Operons von T. aromatica Stamm K172 (Leuthner et al., 

2000; Hermuth et al., 2002) und Azoarcus sp. Stamm T (Achong et al., 2001) vorhanden sind, 

können die erhaltenen Daten zusätzlich auf Ähnlichkeiten mit den bereits charakterisierten 

Promotorregionen analysiert werden. 
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Diskussion 

Der Modellorganismus Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 besitzt die ungewöhnliche 

Fähigkeit, sowohl unter anaeroben als auch aeroben Bedingungen, eine Vielzahl aromatischer 

und nicht-aromatischer Verbindungen als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zu 

verstoffwechseln (Rabus und Widdel, 1995; Rabus und Heider, 1998; Rabus et al., 2005; 2014). 

Besondere Bedeutung tragen dabei die distinkten und hoch spezifischen anaeroben 

Stoffwechselwege, die nur in Anwesenheit der jeweiligen Substrate, nicht aber durch chemisch 

analoge Verbindungen induziert werden (Übersichtsartikel: Boll et al., 2002; Heider et al., 

2007; Fuchs et al., 2011; Rabus et al., 2016). 

Die Schwerpunkte der vorliegenden Dissertation lagen in der weiteren Aufklärung der 

spezifischen Unterscheidung der sehr ähnlichen Substrate Acetophenon, Ethylbenzol und  

p-Ethylphenol sowie die Beteiligung der Zweikomponentensysteme (TCS) an der Regulation 

der Induktion der jeweiligen Abbauwege in A. aromaticum. Die im Rahmen dieses Projektes 

gewonnenen Ergebnisse wurden im Hauptteil dieser Arbeit, der sich aus den zwei Publikationen 

und zwei Manuskripten zusammensetzt, vorgestellt und diskutiert. Das folgende Kapitel bildet 

den schließenden Rahmen dieser Dissertation. Die wichtigsten Erkenntnisse und daraus 

resultierende Fragestellungen werden im Kontext zu postulierten Hypothesen sowie neu 

veröffentlichten Publikationen (anderer Arbeitsgruppen) erläutert und diskutiert. 

 

1. Die distinkten und hoch spezifischen Abbauwege der anaeroben 

Ethylbenzol- und p-Ethylphenolmetabolismen 

Im Gegensatz zu den aeroben Aromaten-abbauenden Bakterien, wurde bereits postuliert, dass 

die Spezifität der Diskriminierung der vielen unterschiedlichen Substrate im Falle des 

anaeroben Abbaus deutlich stärker ausgeprägt zu sein scheint (Kühner et al., 2005; Fuchs et al., 

2011; Rabus et al., 2014). A. aromaticum Stamm EbN1 ist vermutlich das bis heute am besten 

charakterisierte denitrifizierende Bakterium, das sowohl Ethylbenzol als auch p-Ethylphenol 

unter anaeroben Bedingungen verstoffwechselt (Rabus und Widdel, 1995; Wöhlbrand et al., 

2008). Trotz der starken chemischen Ähnlichkeit dieser aromatischen Verbindungen und der 

bekannten Kreuzreaktionen einiger katabolischer Enzyme (Kniemeyer und Heider 2001a; 

2001b; Knack et al., 2012), werden die zwei Substrate-Paare Ethylbenzol/Acetophenon und  

p-Ethylphenol/p-Hydroxyacetophenon über vollständig getrennte Wege metabolisiert 

(Wöhlbrand et al., 2008; Rabus et al., 2014). 
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Im Rahmen der Publikation Muhr et al. (2015) wurde der anhand proteomischer Analysen 

postulierte anaerobe Abbauweg von p-Ethylphenol bestätigt und einige Lücken geschlossen. 

Die Initialreaktion wird durch eine p-Ethylphenol-Methylhydroxylase (EpMH) katalysiert, 

welche einen Häm c Kofaktor trägt und sich deutlich vom Molybdän-Enzym EbDH 

unterscheidet, das den anaeroben Abbau von Ethylbenzol einleitet (Kloer et al., 2006; Heider 

et al., 2016b). Die EpMH hydroxyliert ausschließlich p-Ethylphenol und das phenolische 

Analog 5‘-Hydroxyindan. Dagegen wurde keine bzw. nur sehr geringe Aktivität mit 

Ethylbenzol oder Indan als Substraten nachgewiesen. Die Notwendigkeit einer p-Hydroxy-

gruppe der Substrate steht in Einklang mit dem vorhergesagten Reaktionsmechanismus dieser 

Hydroxylase, bei denen die Reaktion über Chinonmethid- oder -ethid-Intermediate abläuft 

(Heider und Fuchs, 1997b). Analog zur orthologen EpMH aus Pseudomonas putida JD1 

postulieren wir, dass die Hydroxylierung von p-Ethylphenol zum (R)-Isomer des 1-(4-Hydroxy-

phenyl)ethanols katalysiert wird (Reeve et al., 1990), wenn auch die Enantiospezifität der 

EpMH aus A. aromaticum noch experimentell bewiesen werden muss. Im Gegensatz dazu 

oxidiert die p-Kresol-Methylhydroxylase in einer doppelten Hydroxylierung das initiale 

Substrat direkt zum 4-Hydroxybenzaldehyd (McIntire et al., 1985; Rudolphi et al., 1991; 

Carmona et al., 2009). 

Die aufgestellte These der Konvertierung zum Alkohol und nicht weiter zum Keton wird 

gestützt durch die Ko-Induktion von zwei Genen, die im putativen p-Ethylphenol-induzierten 

Operon liegen und für eine (R)- und eine (S)-spezifische Alkoholdehydrogenase (ADH) 

kodieren (chnA und ebA309; Wöhlbrand et al., 2008; Muhr et al., 2015). Die Genprodukte von 

chnA und ebA309 zeigen Aminosäuresequenzähnlichkeiten von 33 bzw. 36% gegenüber dem 

(S)-spezifischen Isoenzym des zweiten Schritts im anaeroben Ethylbenzolabbau, der  

(S)-1-Phenylethanol-Dehydrogenase (Ped; Kniemeyer und Heider, 2001b; Rabus et al., 2002; 

Höffken et al., 2006; Wöhlbrand et al., 2008). Sowohl für die EbDH als auch die Ped wurde 

bereits eine (S)-Enantiospezifität nachgewiesen (Kniemeyer und Heider, 2001a; 2001b; Kloer 

et al., 2006; Höffken et al., 2006). In Gegenwart von p-Ethylphenol kultivierte Zellen zeigten 

Substrat-induzierte Aktivitäten sowohl einer (R)- als auch einer (S)-spezifischen ADH, welche 

den rekombinanten, gereinigten Genprodukten von chnA und ebA309 zugeordnet werden 

konnten. Das ChnA Isoenzym zeigte ausschließlich Aktivität mit (R)-1-Phenylethanol, 

wohingegen das gereinigte Genprodukt von ebA309 nur (S)-1-Phenylethanol umsetzte. Beide 

Enzyme waren mit dem jeweiligen anderen 1-Phenylethanol-Enantiomer inaktiv. Bestätigt und 

erweitert wurden diese Erkenntnisse durch die kurz darauf veröffentlichte Studie von Büsing et 

al. (2015a; ChnA wurde in dieser Studie umbenannt in Hped [1-(4-hydroxyphenyl)ethanol 

dehydrogenase]; aus Gründen der Lesbarkeit wird es innerhalb dieser Arbeit aber konsistent als 
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ChnA bezeichnet). Durch Deletion der Gene chnA/ebA309, enzymatische Analysen mit 

überproduziertem ChnA in E. coli Extrakten sowie der Reinigung und Kristallisierung des 

rekombinanten ChnA, wurde dieses Genprodukt als alleinige (R)-spezifische 1-(4-Hydroxy-

phenyl)ethanol-Dehydrogenase im anaeroben p-Ethylphenolabbauweg postuliert. Die Daten 

zeigten, dass ChnA p-Hydroxyacetophenon und Acetophenon (R)-spezifisch hydriert, 

wohingegen für Ped eine (S)-spezifische Enantioselektivität bekannt ist (Kniemeyer and 

Heider, 2001b; Höffken et al., 2006; Büsing et al., 2015a). Dies bestätigt die postulierte 

Hydroxylierung von p-Ethylphenol zum (R)-Isomer des 1-(4-Hydroxyphenyl)ethanols. Es 

bleibt jedoch die Frage offen, warum zwei Enzyme unterschiedlicher Enantiospezifität 

vorhanden und im p-Ethylphenolmetabolismus induziert zu sein scheinen. Eine mögliche 

Erklärung läge in der notwendigen Detoxifizierung von überschüssigen, zytoplasmatischen 

Ketonzwischenprodukten (p-Hydroxyacetophenon oder Acetophenon) durch eine zusätzliche, 

isomere ADH zu (R)- oder (S)-1-Phenylethanol (Champion et al., 1999; Kniemeyer und Heider 

2001b; Höffken et al., 2006; Dudzik et al., 2014). EbA309 könnte ebenso eine andere, noch 

unbekannte Funktion im weiteren Abbauweg einnehmen. 

Zu den identifizierten Enzymen gehörte auch eine neuartige Biotin-abhängige Carboxylase 

(XccABC; Wöhlbrand et al., 2008), die sich von anderen katabolischen Carboxylasen in 

A. aromaticum wie der Acetophenon-Carboxylase (Apc; Jobst et al., 2010), der Aceton-

Carboxylase (Schühle und Heider, 2012) oder der Phenylphosphat-Carboxylase (Schmeling 

und Fuchs, 2009) unterscheidet. Eine eindeutige, p-Ethylphenol-spezifische Produktion der 

Biotin-enthaltenden Untereinheit (XccB) der putativen p-Hydroxyacetophenon-Carboxylase 

wurde nachgewiesen. Jedoch war die Aktivität einer p-Hydroxyacetophenon-abhängigen 

Carboxylierung nicht mit dem Standard-Enzymtest für die Apc messbar, was darauf schließen 

lässt, dass eventuell noch unbekannte Supplemente im Reaktionsansatz fehlten oder  

p-Hydroxyacetophenon nicht das korrekte Substrat ist. Weiterhin zeigten die Ergebnisse eine 

hohe Spezifität der Schlüsselenzyme der peripheren Ethylbenzol- und p-Ethylphenol-

Stoffwechselwege (upper pathways) bis zum Benzoyl-CoA, dem zentralen Intermediat des 

anaeroben Aromatenabbaus (Übersichtsartikel: Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011). Die 

Anwesenheit der korrekten Enzyme korrelierte dabei mit dem jeweiligen Abbauweg. Vor allem 

die EbDH, welche den initialen Schritt des Ethylbenzolmetabolismus katalysiert, und die Apc 

waren ausschließlich in Ethylbenzol- (EbDH) bzw. Ethylbenzol- und Acetophenon-abbauenden 

Zellen (Apc) stark induziert. Die erhaltenen Ergebnisse standen in Einklang mit den vorherigen 

proteomischen und biochemischen Studien und zeigten die strikt substratabhängige und 

sequenzielle Regulation dieser Enzyme (Rabus und Heider, 1998; Kniemeyer und Heider, 

2001a; Kühner et al., 2005; Rabus et al., 2014).  
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2. Die substratspezifische Genexpression des katabolen apc-bal Operons 

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, wurde bereits gezeigt, dass die katabolen Gene des 

Acetophenonmetabolismus (apc-bal Operon) nur in Zellen induziert sind, die ausschließlich in 

Gegenwart von Acetophenon oder Ethylbenzol kultiviert werden. In allen vorherigen 

Regulationsstudien fehlten jedoch genetische Untersuchungen. 

Zur Ermittlung und Quantifizierung der Induktion der Genexpression wurden verschiedene 

Reportergenkonstrukte erstellt. Erste Versuche zur Bestimmung der transkriptionellen bzw. 

translationellen Regulation des putativen Acetophenon-induzierten apc-bal Operons mit dem 

Reportergen lacZ ergaben sowohl heterolog in E. coli als auch in A. aromaticum keine 

verlässlichen und ausschließlich sehr geringe β-Galaktosidase-Level (Daten nicht gezeigt). 

Deshalb wurden fluoreszierende Reporterstämme von A. aromaticum auf der Basis des 

mCherry-Proteins konstruiert (Muhr et al., 2016). Der apcA-mCherry Reporterstamm enthält 

eine chromosomal integrierte Genfusion des ersten Gens des apc-bal Operons mit dem Gen, 

welches für das fluoreszierende mCherry-Protein kodiert. Das Fusionskonstrukt wurde in das 

Chromosom von A. aromaticum stromaufwärts vom unveränderten apc-bal Operon integriert, 

um zum einen potentielle Effekte durch Mehrfach-Kopien zu vermeiden und zum anderen die 

physiologischen Eigenschaften des Wirtsstammes möglichst nicht zu verändern. 

Die erhaltenen Daten zeigen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen eine Korrelation 

zwischen der Expression des Fusionsgens und der Synthese der Apc, die durch das induzierte 

apc-bal Operon kodiert wird (Rabus et al., 2002; Kühner et al., 2005; Muhr et al., 2015). 

Weiterhin bestätigten die Ergebnisse, dass die Induktion des apc-bal Operons sowohl unter 

anaeroben als auch aeroben Wachstumsbedingungen stark Acetophenon-spezifisch reguliert 

wird und somit die Apc auch unter aeroben Bedingungen die Carboxylierungsreaktion 

katalysiert. Ebenso war die Transkription des mCherry-Fusionsgens spezifisch gegenüber 

Acetophenon und dessen direkten Vorläufersubstraten (S)- und (R)-1-Phenylethanol. Eine 

Induktion durch Zugabe der 1-Phenylethanol-Enantiomere war auch unter aeroben 

Bedingungen zu erwarten, da das Genom von A. aromaticum 32 Gene enthält, die für 

Alkoholdehydrogenasen (ADH) der SDR-Proteinfamilie kodieren (Rabus et al., 2005). Für 

einige dieser ADHs ist bereits bekannt, dass sie die Interkonvertierung von Acetophenon und 

den 1-Phenylethanol-Enantiomeren katalysieren (Kniemeyer und Heider, 2001b; Höffken et 

al., 2006; Büsing et al., 2015a). Im Gegensatz dazu zeigten andere chemisch analoge 

Verbindungen keine oder nur deutlich schwächere Signale. Interessanterweise wurden 

schwache, aber signifikante Fluoreszenzsignale in Zellen ermittelt, die den Substraten 

Ethylbenzol, Propiophenon oder den Isomeren der Fluoroacetophenone ausgesetzt waren. Die 
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genannten Ketonverbindungen werden durch die gereinigte Apc carboxyliert, aber dienen 

A. aromaticum nicht als Wachstumssubstrate (Jobst et al., 2010; K. Schühle und J. Heider, 

unpublizierte Daten). Das Ausbleiben der Induktion durch die Substrate Toluol, Styrol oder 

Phenylacetaldehyd im Vergleich zu der schwach induzierenden Wirkung von Ethylbenzol 

untermauerte einmal mehr die Bedeutung der richtigen Größe und Ausrichtung der Seitenkette 

einer induzierenden Verbindung sowie die strikt substratabhängige Regulation dieser Enzyme 

(Rabus und Heider, 1998; Champion et al., 1999; Kühner et al., 2005; Rabus et al., 2014). 

Um die Regulation der Transkription der Gene während des Abbaus verschiedener Substrate 

weiter aufzuklären, wurden erste Transkriptomanalysen durchgeführt (L. Clermont und 

J. Heider, persönliche Kommunikation). Unter denitrifizierenden Bedingungen zeigten nur die 

Ethylbenzol-kultivierten Zellen im Vergleich mit Acetophenon- und Benzoat-kultivierten 

Zellen die zu erwartende Induktion des katabolischen ebd-ped Operons. Zusätzlich bestätigte 

eine erhöhte Induktion der Gene des Acetophenon-abhängigen apc-bal Operons in Zellen, die 

auf Ethylbenzol oder Acetophenon kultiviert wurden, die postulierte sequenzielle Regulation 

dieser Enzyme (Kühner et al., 2005). 

 

3. Die Rolle der Zweikomponentensysteme AdiRS und XdiRS im komplexen 

Regulationsnetzwerk der Ethylbenzol- und p-Ethylphenolstoffwechsel 

Die bisherigen Ergebnisse belegen die sequenzielle Regulation der Enzyme des Ethylbenzol- 

bzw. Acetophenonstoffwechsels und die substratspezifische Induktion der entsprechenden 

katabolen Gene. Unklar ist jedoch, ob und inwieweit das TCS AdiRS darin involviert ist. Nach 

den derzeitigen Vorstellungen regulieren die Genprodukte des im Ethylbenzol-Gencluster 

lokalisierten adiRS Operons die Acetophenon-abhängige Transkription des katabolen apc-bal 

Operons (adiRS = acetophenone-degradation inducing regulator/sensor; Rabus et al., 2002; 

2014). Die im Rahmen dieser Dissertation vorgestellten Daten, in Kombination mit den von 

L. Clermont durchgeführten Transkriptomanalysen, liefern jedoch neue Erkenntnisse. Der 

Einfluss des AdiRS-Systems ist weitreichender als bisher angenommen und womöglich ist ein 

zusätzliches TCS XdiRS an der transkriptionellen Regulation der katabolischen Acetophenon-

Gene beteiligt. Das in Abb. 12 postulierte Modell zeigt die potentiellen Funktionen von AdiRS 

und XdiRS im komplexen Regulationsnetzwerk des anaeroben Abbaus von Ethylbenzol und  

p-Ethylphenol (J. Heider, persönliche Kommunikation), dessen Herleitung im Folgenden näher 

erläutert wird. 
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Abb. 12 Modell des Regulationsnetzwerks im anaeroben Ethylbenzol- und p-Ethylphenolabbau 
Schematische Darstellung des postulierten regulatorischen Netzwerks, der metabolischen Operons und 
der verschiedenen regulatorischen Enzyme, die womöglich an der substratspezifischen Induktion des 
Ethylbenzol- (ebd) und Acetophenonmetabolismus (apc) sowie des p-Ethylphenolmetabolismus (etp) 
beteiligt sind. Rote Pfeile (+) markieren eine prognostizierte Induktion der Genexpression in 
Anwesenheit des entsprechenden Substrates. Blaue Pfeile (-) markieren die Repression durch das AdiRS 
System, wenn Ethylbenzol oder Acetophenon vorliegen. Die potentielle Rolle des paralogen 
Regulationssystems XdiRS in der Komplementierung der adiRS Deletion ist angedeutet. 

 

Die postulierte Funktion des putativen TCS AdiRS (Rabus et al., 2002; 2014), sollte mittels 

genetischer Manipulation untersucht werden. Im Gegensatz zur ursprünglichen Annahme 

führte eine Deletion bzw. Disruption der Gene, die für das TCS AdiRS kodieren, nicht zum 

Verlust der Fähigkeit des Wachstums mit Acetophenon oder Ethylbenzol. Im Vergleich zum 

Wildtyp-Stamm wurden für die Deletionsmutante neben leicht verringerten Wachstumsraten 

auch verringerte spezifische Aktivitäten der Apc ermittelt, wenn diese anaerob mit Ethylbenzol 

oder Acetophenon kultiviert wurden. Der Phänotyp der adiRS Deletionsmutante konnte in trans 

nur teilweise komplementiert werden. Die Ergebnisse bestätigten zum einen die postulierte 

Aktivatorfunktion von AdiRS, aber zeigten auch die wahrscheinliche Beteiligung eines 

zweiten, unabhängigen TCS in der Acetophenon-abhängigen Induktion des apc-bal Operons 

auf (Abb. 12; siehe Anhang Abb. 13 Phylogenetischer Stammbaum des Response-Regulators 

AdiR aus A. aromaticum). Das Genom von A. aromaticum enthält zwei Gene, die für ein bisher 

nicht charakterisiertes TCS kodieren, dessen Proteine XdiR und XdiS hohe Aminosäure-

sequenzähnlichkeiten zu den Proteinen des AdiRS-Systems aufweisen (vollständiges 

Alignment siehe Ergebniskapitel 3 S.71 Fig. 5). Aufgrund dieser Ähnlichkeiten von 58,3% für 

die Response-Regulatoren und 48,7% für die C-terminalen Histidin-Kinase-Domänen der 

Sensorproteine kann angenommen werden, dass hier eine regulatorische Redundanz vorliegt 

und dieses TCS das AdiRS-System in der Deletionsmutante teilweise komplementieren könnte. 
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Zusätzliche Indizien lieferte die Integration des bereits beschriebenen Reportergenkonstruktes 

apcA-mCherry in das Genom der Deletionsmutante. Zur Fluoreszenzentwicklung dieses 

Reporterstammes waren längere Inkubationszeiten gegenüber dem Reporterstamm mit dem 

AdiRS-System erforderlich. Neben dieser vermeintlich zeitverzögerten Induktion, zeigten 

Analysen mit dem Reporterstamm ΔadiRS-CHY ausschließlich eine verringerte und stark 

variierende Expression des Acetophenon-abhängigen mCherry-Reporters. Diese Ergebnisse 

korrespondierten mit den ermittelten Enzymaktivitäten, da die Kulturen zur Anreicherung der 

Enzyme länger mit den entsprechenden Kohlenstoffquellen kultiviert und inkubiert wurden, um 

eine ausreichende Zellmasse zu erhalten. Aus den Erkenntnissen lässt sich ableiten, dass die 

Komplementation, wahrscheinlich durch das XdiRS-System, weniger effizient gegenüber dem 

natürlichen TCS ist. Dies würde wiederum in Einklang stehen mit den vorhandenen 

Aminosäuresequenzunterschieden der AdiRS und XdiRS Proteine. 

Weitere Gründe, warum XdiRS als redundantes TCS in unser Verständnis zum komplexen 

Regulationsnetzwerk mit einbezogen werden sollte, lieferten die Transkriptomanalysen des 

Wildtyp-Stammes (L. Clermont und J. Heider, persönliche Kommunikation) sowie die Biotin-

Blots der adiRS Deletionsmutante. Die Gene adiRS und xdiRS waren konstitutiv auf einem 

geringen Niveau exprimiert, wenn EbN1 mit Ethylbenzol kultiviert wurde. Dagegen waren die 

Gene ediRS stark induziert in Ethylbenzol-gezogenen Zellen und nicht nachweisbar, wenn 

EbN1 mit Acetophenon oder Benzoat kultiviert wurde. Weiterhin zeigten die Analysen 

Ethylbenzol-kultivierter Wildtyp-Zellen eine geringe Induktion der Gene des etp Operons 

sowie einiger Gene der paralogen xcc2 und ped-ebd2 Operons, welche in unmittelbarer 

Nachbarschaft zu den xdiRS und pdeR3 Genen liegen (Abb. 12, ausführliche Darstellung im 

Ergebniskapitel 3 Fig. 1; Rabus et al., 2005; Wöhlbrand et al., 2008; 2009). Zusammen mit der 

erhöhten Synthese der paralogen Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteine XccB und XccB2 in 

Ethylbenzol-gezogenen Kulturen der adiRS Deletionsmutante, deutet dies eine mögliche 

Doppelfunktion des AdiRS-Systems an. Neben der Acetophenon-spezifischen Induktion des 

apc-bal Operons, reprimiert das TCS womöglich auch Gene des etp Operons bzw. des 

paralogen Genclusters in Ethylbenzol-abbauenden Zellen (Abb. 12). Diese Effekte waren 

vermutlich zu schwach, um mittels Proteomanalyse detektiert werden zu können (Kühner et al., 

2005; Wöhlbrand et al., 2007; 2008; 2009; Rabus et al., 2014), aber zeigen eine mögliche 

Kreuzreaktion der Regulationssysteme der Ethylbenzol-, Acetophenon- und p-Ethylphenol-

metabolismen auf. In diesem Zusammenhang ist auch bemerkenswert, dass für das gereinigte 

Sensorprotein AdiS bereits eine spezifische Bindung von ATP, Acetophenon, aber auch 

Ethylbenzol nachgewiesen wurde (Bachelorarbeit T. Kraushaar, 2010). Ein weiterer Beleg für 

mögliche Kreuzreaktionen war die Anwesenheit von geringen Mengen an immunreaktiven 
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Apc-Untereinheiten in p-Ethylphenol-abbauenden Zellen, die eine geringe Induktion des  

apc-bal Operons im p-Ethylphenolmetabolismus andeuten (Muhr et al., 2015). 

Aufgrund der hohen chemischen Ähnlichkeit von Ethylbenzol und p-Ethylphenol bietet der 

beobachtete Phänotyp der adiRS Deletionsmutante aber auch Raum für Spekulationen, dass der 

Ethylbenzolabbau zumindest teilweise über den postulierten p-Ethylphenolabbauweg erfolgen 

könnte (Abb. 12; Wöhlbrand et al., 2008; Muhr et al., 2015). Das Indiz hierfür war die 

Induktion des Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteins XccB, als Teil der putativen p-Hydroxy-

acetophenon-Carboxylase des p-Ethylphenolmetabolismus, in Ethylbenzol-kultivierten Zellen 

des Deletionsstammes. Umgekehrt ist bekannt, dass die Umsetzung von p-Ethylphenol mit sehr 

hohen Aktivitäten von den initialen Enzymen des anaeroben Ethylbenzolabbauwegs katalysiert 

wird (Kniemeyer und Heider, 2001a; 2001b; Knack et al., 2012). 

 

4. Ausblick 

Die Resultate der vorliegenden Arbeit, in Kombination mit den ersten Transkriptomanalysen 

des Wildtyp-Stammes EbN1 (L. Clermont und J. Heider, persönliche Kommunikation) und den 

in vitro Analysen von AdiS (Bachelorarbeit T. Kraushaar, 2010), ermöglichen neue Einblicke 

in das komplexe Regulationsnetzwerk des Ethylbenzol- und p-Ethylphenolmetabolismus im 

Modellorganismus A. aromaticum Stamm EbN1. Redundante regulatorische Systeme sind in 

Bakterien weit verbreitet. Das bekannteste Beispiel ist das TCS NarXL und NarQP, welches 

die Induktion der Nitrat-Atmung in E. coli reguliert (Noriega et al., 2010). Ein anderes 

außergewöhnliches, nicht-redundantes Regulationssystem ist das publizierte „Vier-

Komponentensystem“ RedCDEF in Myxococcus xanthus (Jagadeesan et al., 2009). In dieser 

Studie wird ein komplexer Regulationsmechanismus postuliert, welcher eine membran-

gebundene Histidinkinase, ein Histidin-Kinase-ähnliches Protein und zwei Response-

Regulatoren einschließt. Gegebenenfalls lässt sich hieraus eine ähnliche Phosphorylierungs-

kaskade für die TCS EdiRS-AdiRS, EdiRS-XdiRS oder AdiRS-XdiRS ableiten. 

Da das in dieser Dissertation vorgeschlagene Regulationswerk und im speziellen die 

Funktionen der bisher noch nicht charakterisierten regulatorischen Proteine XdiRS oder PdeR3 

überwiegend auf Hypothesen basieren, ergeben sich hieraus ein Menge experimenteller 

Ansätze. Zur Identifizierung der tatsächlich involvierten, regulatorischen Proteine und deren 

Zusammenwirken sollten in erster Linie weitere Einzel-, Doppel- bzw. Mehrfach-

Deletionsmutanten der wahrscheinlichsten regulatorischen Gene konstruiert werden. In diesem 

Zusammenhang sollte auch erwogen werden, schnellere und vermutlich effektivere Systeme 

zur Entfernung bzw. zum Einfügen von Genen zu testen, wie z. B. das Flp-FRT-System 
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(Schweizer, 2003), das Cre-Lox-System (Marx und Lidstrom, 2002) oder das CRISPR-Cas-

System (Charpentier und Doudna, 2013), um die genetische Zugänglichkeit von A. aromaticum 

zu verbessern. 

Neben den Deletionspaaren adiRS-ediRS bzw. adiRS-xdiRS sollte auch das Gen pdeR2, das für 

einen σ54-abhängigen XylR-Typ Transkriptionsregulator kodiert (Rabus et al., 2005; 

Wöhlbrand et al., 2008), eine wichtige Rolle einnehmen. Neueste Erkenntnisse zu einer  

pdeR2-Disruptionsmutante (L. Clermont, persönliche Kommunikation) sowie einer 

publizierten Deletionsmutante (Büsing et al., 2015; in dieser Studie in EtpR umbenannt) 

zeigten, dass PdeR2 an der Expression der Gene des anaeroben p-Ethylphenol- bzw.  

p-Hydroxyacetophenonmetabolismus beteiligt ist. Im weiteren Verlauf sollten Veränderungen 

des globalen Transkriptionsmusters durch die deletierten Regulationssysteme, beginnend mit 

der vorhandenen adiRS Deletionsmutante, mit Hilfe von RNA-Seq-Analysen ermittelt werden. 

Last but not least sollten die Proteine der TCS AdiRS, XdiRS und EdiRS gereinigt und 

biochemisch charakterisiert werden. Im Rahmen dieser Dissertation wurden mit Hilfe einer 

modifizierten Methode zur Löslichkeitserhöhung nach Park et al. (2008), welche bereits bei der 

Reinigung der Sensorkinase AdiS angewendet wurde (Bachelorarbeit T. Kraushaar, 2010), die 

drei Response-Regulatoren AdiR, EdiR und auch TdiR in geringen Mengen synthetisiert und 

gereinigt (siehe Anhang Abb. 14). Da es jedoch nicht gelungen ist, spezifische DNA-

Bindungen an den vorausgesagten 5‘-UTR der entsprechenden katabolen Operons 

nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit nicht weiter auf dieses Thema eingegangen. 

Nichtsdestotrotz bietet dieses Feld und insbesondere der direkte Vergleich der paralogen 

Proteine der AdiRS und XdiRS Systeme großes Potential um zum Verständnis dieses 

regulatorischen Netzwerkes beizutragen. Zur Untersuchung der Proteine und der möglichen 

Interaktionen dieser sollten Substrat- bzw. Autophosphorylierungen sowie Phosphat-Transfer-

Experimente durchgeführt werden. Des Weiteren wären v. a. Mutagenesen oder der Austausch 

einzelner Domänen (Domain swapping) der Regulator- und Sensorproteine untereinander sehr 

interessant, um z. B. das Substratspektrum bzw. -spezifitäten zu modifizieren. Die Kombination 

dieser Erkenntnisse mit den gewonnenen Erfahrungen des konstruierten Acetophenon-

Bioreporters könnte eine Grundlage für die Entwicklung spezifischer Biosensoren zur 

Erfassung aromatischer Verbindungen darstellen (Mahr und Frunzke, 2013; 2016; Frunzke 

2016). Die Anwendungsmöglichkeiten dieser Biosensoren würden von der toxikologischen 

Umweltüberwachung bis hin zur Erdölsuche reichen und könnten im Licht der 

Rohstoffknappheit und zunehmender Umweltverschmutzung von unschätzbarem Wert sein. 
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Abb. 13 Phylogenetischer Stammbaum des Response-Regulators AdiR aus A. aromaticum 
Dargestellt sind AdiR-Paraloge aus A. aromaticum Stamm EbN1 (hellblau hervorgehoben) sowie  
AdiR-Orthologe aus verschiedenen β- und γ-Proteobakterien (die wenigen γ-Proteobakterien sind  
grau markiert). Die Ermittlung para- bzw. orthologer Regulatoren erfolgte anhand der vollständigen 
Aminosäuresequenz von AdiR (CAI07436, gelb hervorgehoben) mit Hilfe der Standard Protein-Protein 
BLAST Analyse. Die Aminosäuresequenzen der einzelnen Proteine wurden der NCBI-Datenbank 
entnommen. Das zugrundeliegende Alignment wurde mit Hilfe des Programms Clustal Omega unter 
Standardeinstellungen berechnet (http://www.ebis.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Die Erstellung des 
Stammbaums erfolgte mit Hilfe des Programmes iTOL (interactive Tree Of Life, http://itol.embl.de). 
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A
RpoS-AdiS

N-Strep C-StrepM

B
RpoS-AdiR

N-Strep C-StrepM

C
RpoS-EdiR

N-Strep C-StrepM

D
RpoS-TdiR

N-Strep C-StrepM

 

Abb. 14 Übersicht der gereinigten RpoS-Fusionsproteine 
Coomassie-gefärbte SDS-Polyacrylamid-Gele (13% (w/v)) nach Auftrennung der aus E. coli 
BL21(DE3)GroESL gereinigten RpoS-Fusionsproteine mit N- bzw. C-terminalem Strep-tagII. (M) 
Proteinstandard mit den Molekularmassen: 180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 und 10 kDa (PageRuler 
Prestained Protein Ladder, Thermo ScientificTM). (A) StrepRpoS-AdiS 85,9 kDa und RpoS-AdiSStrep 
85,5 kDa. (B) StrepRpoS-AdiR 62,7 kDa und RpoS-AdiRStrep 62,1 kDa. (C) StrepRpoS-EdiR 63,5 kDa und 
RpoS-EdiRStrep 63,0 kDa. (D) StrepRpoS-TdiR 64,2 kDa und RpoS-TdiRStrep 63,7 kDa. Die Proteinmassen 
wurden mittels ProtParam des SIB ExPASy Bioinformatics Resources Portals anhand der 
Aminosäuresequenz inklusive Strep-tagII bestimmt (http://web.expasy.org/protparam). 
 

Tabelle 3 Übersicht der zusätzlichen Plasmide 

Plasmid Beschreibung Referenz/Herkunft 

pSeq5’bssD Derivat von pEntry-IBA20; trägt 604 bp Fragment der  

5’ upstream Region des bssD Gens (-465 bis +139 nt  

des bbsD Gens), KmR 

diese Arbeit 

pSeq5’bssCA Derivat von pEntry-IBA20; trägt 694 bp Fragment der  

5’ upstream Region der bssCA Gene (-503 nt des bssC  

Gens bis +191 nt des bssA Gens), KmR 

diese Arbeit 

pSeq5’bssBE Derivat von pEntry-IBA20; trägt 761 bp Fragment der  

5’ upstream Region der bssBE Gene (-612 nt des bssB  

Gens bis +149 nt des bssE Gens), KmR 

diese Arbeit 

pSeq5’bbs Derivat von pEntry-IBA20; trägt 690 bp Fragment der  

5’ upstream Region des bssD Gens (-515 bis +175 nt  

des bbsA Gens), KmR 

diese Arbeit 
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Tabelle 4 Übersicht der zusätzlichen Oligonukleotide (Primer) abgeleitet von der Genomsequenz 
von A. aromaticum Stamm EbN1 (integrierte Restriktions-Schnittstellen sind unterstrichen) 

Primer Sequenz (5’ → 3’) Bemerkung 

cDNA Synthese und Sequenzierung  

bssD_ext1 GTGACACCAT GGACAGTGCA 

G 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

bss Operons (+91 nt vom putativen  

Startcodon des bssD Gens) 

bssA_ext1 GCAGTTCGTC AGCCGGGATA 

TCG 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

bss Operons (+72 nt vom putativen  

Startcodon des bssA Gens) 

bssE_ext1 GCTCAGGGTC TCGGTATTCA 

G 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

bss Operons (+61 nt vom putativen  

Startcodon des bssE Gens) 

bbsA_ext1 GGTATCCCTT GAGATAGGGC 

G 

5’-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff  

DY-781, Primer-Extension-Analyse des  

bbs Operons (+95 nt vom putativen  

Startcodon des bbsA Gens) 

Plasmidkonstruktion  

tdiS_+116bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA ATGCGGTTGC 

GCAAATG 

LguI-Restriktions-Schnittstelle, 

Amplifizierung des 604 bp Fragments  

für pSeq5’bssD bssD_+139bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCTGTCGCG 

CGTCCTGG 

bssD_+728bp 

_for_LguI 

AAGCTCTTCA ATGTCGACTA 

TCTCGGC 
LguI-Restriktions-Schnittstelle, 

Amplifizierung des 694 bp Fragments  

für pSeq5’bssCA bssA_+191bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCTTCTCGC 

AGAATTCG 

bssA_+2416bp 

_for_LguI 

AAGCTCTTCA ATGAAAGCTG 

CGCAGCG 

LguI-Restriktions-Schnittstelle, 

Amplifizierung des 761 bp Fragments  

für pSeq5’bssBE bssE_+149bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCTGCTTGC 

CGACGACC 

bbsA_+175bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA CCCAGCAGCT 

CGGGCACG 

LguI-Restriktions-Schnittstelle, 

Amplifizierung des 690 bp Fragments  

für pSeq5’bbs istA_-112bp 

_rev_LguI 

AAGCTCTTCA ATGACCGCCC 

ATTCCGAC 
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Übersicht über die Experimente zur Entdeckung möglicher neuer 

Zellkompartimente in A. aromaticum Stamm EbN1 

Ein Nebenprojekt während der Promotion, und damit nicht Teil der eigentlichen Dissertation, 

waren die Experimente die zur Entdeckung möglicher neuer Mikrokompartiment- 

artiger Strukturen in A. aromaticum Stamm EbN1 und T. aromatica Stamm K172 führten. Im 

Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse kurz dargestellt. 

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen der Stämme EbN1 und K172, die 

in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Prof. Dr. Maier, Zellbiologie, Philipps-

Universität Marburg) aufgenommen wurden, zeigten elektronendichte und symmetrische 

Strukturen im Zytoplasma (siehe Einleitungskapitel Abb. 2 und Abb. 15). Diese teils 

ikosaedrischen Strukturen wiesen einen Durchmesser von ca. 30 bis 50 nm und scheinbar eine 

dünne Proteinhülle auf und waren hauptsächlich in den Zellen vorhanden, die in Gegenwart 

von Toluol kultiviert wurden. Allerdings waren die Strukturen auch in einigen Zellen 

nachweisbar, die Benzoat als einzige Kohlenstoffquelle nutzten (Abb. 15). Keine Strukturen 

konnten hingegen in Acetophenon-, Ethylbenzol-, p-Ethylphenol- oder Phenol-abbauenden 

Zellen von A. aromaticum ermittelt werden (Daten nicht gezeigt).  

Davon ausgehend, dass die Strukturen vornehmlich in Zellen auftraten, die das toxische 

Substrat Toluol verwerteten, lassen sich zwei mögliche Hypothesen ableiten. Zum einen könnte 

überschüssiges Toluol in dieses Mikrokompartiment transportiert werden, um die Zelle vor 

toxischen Effekten zu schützen bzw. das Substrat zwischen zu speichern. Zum anderen könnten 

diese Strukturen das sauerstoffsensitive Glycyl-Radikalenzym Benzylsuccinat-Synthase (BSS) 

enthalten, welches Toluol zu Benzylsuccinat umsetzt und damit für die Zelle unschädlich 

macht. Das Enzym wäre durch den Einschluss in das potentielle Mikrokompartiment zusätzlich 

vor molekularem Sauerstoff geschützt. Ausgehend von dieser Annahme kam nur ein 

Genprodukt des Toluol-induzierten Operons als potentielles Hüllprotein in Frage (siehe 

Einleitungskapitel Abb. 4). Das Gen bssF kodiert für ein ca. 64 kDa großes Protein, das zwei 

von-Willebrand-Faktor-A-Domänen besitzt und mit großer Ähnlichkeit in den Stämmen EbN1 

und K172 vorkommt. Es wurde gezeigt, dass das gereinigte BssFK172 in vitro durch 

Polymerisierung Kompartiment-artige Strukturen ausbildet (ausführliche Darstellung aller 

Ergebnisse in der Masterarbeit von J. Nies [2015, AG Prof. Dr. J. Heider, Philipps-Universität 

Marburg]). Es konnte bisher jedoch kein Zusammenhang zwischen BssF und den in vivo 

ermittelten Strukturen gezeigt werden. 
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Abb. 15 TEM Aufnahmen von A. aromaticum Stamm EbN1 
TEM Aufnahmen Uranylacetat-gefärbter Dünnschnitte von EbN1 in Kooperation mit Dr. Thomas 
Heimerl (AG Prof. Dr. Maier, Zellbiologie, Philipps-Universität Marburg). Die Anzucht der Kulturen 
erfolgte unter denitrifizierenden Bedingungen mit Benzoat (A+B) oder Toluol (C-F). Die bisher 
unbekannten Strukturen, die eine gewisse Symmetrie und Hülle aufwiesen, und vorwiegend in Toluol-
gezogenen Zellen auftraten, sind durch Pfeile markiert und vergrößert dargestellt (E+F). 
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Weiterführende Experimente widerlegten sogar die These, dass BssF Teil der Hülle dieser 

potentiellen Mikrokompartimente ist, da Toluol-gezogene Zellen eines bssF Deletionsstammes 

weiterhin diese Strukturen aufwiesen (Abb. 16). Bestätigt wurde dies durch Immuno-

Elektronenmikroskopie, da keine spezifische Bindung der potentiellen Zellkompartimente 

durch den Anti-BssFK172-Antikörper erfolgte (T. Heimerl, persönliche Kommunikation). 

A B

0.5 µm 0.5 µm

 
Abb. 16 TEM Aufnahmen von A. aromaticum Stamm EbN1-SR7 ΔbssF 
TEM Aufnahmen Uranylacetat-gefärbter Dünnschnitte von Zellen des bssF Deletionsstammes. Die 
Anzucht der Kulturen erfolgte unter denitrifizierenden Bedingungen mit Toluol (A+B). Die potentiellen 
Mikrokompartimente sind durch Pfeile markiert. 

Um die Zusammensetzung der potentiellen Mikrokompartimente zu untersuchen, wurden erste 

Versuche zur Isolierung dieser Objekte aus EbN1 mittels Saccharose-Dichtegradienten-

zentrifugation durchgeführt. Hierfür wurde ein abgewandeltes Protokoll zur Isolierung von 

Carboxysomen angewandt [Holthuijzen et al. (1986) doi:10.1007/BF00409891]. Das aerob 

isolierte Pellet wurde durch Massenspektrometrie (Jörg Kahnt, MPI Marburg) näher analysiert 

(Abb. 17). Interessanterweise wurden neben der α-Untereinheit der BSS, auch Proteine der 

postulierten Lösungsmittel-Stressantwort nachgewiesen [Wöhlbrand et al. (2008) 

doi:10.1128/JB.00409-08]. Den höchsten Proteinidentifizierungs-Score hatte das Genprodukt 

von ebA1936, das im postulierten Toluol-Stressoperon lokalisiert ist. EM Aufnahmen von 

negativ-kontrastierten Proben des Pellets brachten keinen Erfolg. Des Weiteren wurde eine 

anaerobe Isolierung mit Hilfe eines abgewandelten Protokolls nach Roberts et al. (2011) 

durchgeführt [doi:10.1128/JB.06444-11]. Die Negativkontrastierung von Proben der oberen 

Schichten der Dichtegradientenzentrifugation zeigte einige symmetrische Strukturen, die eine 

ähnliche Größe wie die in vivo detektierten Mikrokompartimente aufwiesen (Abb. 18). Bis zum 

Ende der Promotion konnten diese Strukturen jedoch keinen Proteinen zugeordnet werden. 
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A B
M ZEP
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170
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40
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Protein

name

Accession

Number

Protein

MW

Peptide

Count

Protein

Score

1 NarG YP_160621.1 140476.95 49 77

2 BssA YP_158060.1 97485.61 29 270

3 EbA5333 YP_160058.1 76378.18 36 204

4

EbA1936 YP_158089.1 60601.95 37 1570

EbA5768 YP_160300.1 60491.94 25 876

EbA335 YP_157198.1 60626.93 25 479

5 OmpC YP_159426.1 38203.79 27 1650

6 EbA913 YP_157518.1 25320.32 20 613

 
Abb. 17 Massenspektrometrische Analyse des Pellets der Dichtegradientenzentrifugation 
(A) Coomassie-gefärbtes SDS-Polyacrylamid-Gel (10% (w/v)) nach Auftrennung des aerob isolierten 
Pellets (P) und des zellfreien Extrakts (ZE) nach bzw. vor der Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation. (M) Proteinstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo ScientificTM).  
(B) Übersicht der mittels MS-Analyse ermittelten Proteine im isolierten Pellet. 

 
Abb. 18 Negativkontrastierung verschiedener Dichtegradientenzentrifugations-Schichten 
EM Aufnahmen von negativ-kontrastierten Proben (Uranylacetat) aus verschiedenen Schichten der 
Dichtegradientenzentrifugation (A-C). Die isolierten Strukturen sind durch Pfeile markiert. 

Um den morphologischen Aufbau der potentiellen Mikrokompartimente genauer zu 

analysieren, könnte die Kryoelektronentomographie angewandt werden [Murphy GE, 

Jensen GJ (2007) Electron Cryotomography. Biotechniques 43:413-421]. Hierbei werden EM 

Einzelaufnahmen verschiedener Ebenen der Zelle sog. Kippserien von zumeist  

200 nm-Schnitten in eine 3D-Struktur umgerechnet. Als erste Versuche in diese Richtung 

wurden durch Dr. Thomas Heimerl testweise Kippserien von Zellen Toluol-gezogener EbN1 

Kulturen aufgenommen (Abb. 19 zeigt ausgewählte TEM Aufnahmen einer Kippserie). 
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Abb. 19 Kippserie von TEM Einzelaufnahmen einer EbN1 Zelle, die in Gegenwart von Toluol 
kultiviert wurde 
Ausgewählte TEM Einzelaufnahmen einer Kippserie eines Uranylacetat-gefärbtes  
200 nm-Dünnschnittes einer A. aromaticum Stamm EbN1 Zellen, die unter denitrifizierenden 
Bedingungen mit Toluol kultiviert wurde. Die Durchführung erfolgte durch Dr. Thomas Heimerl. 
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