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Zusammenfassung

Das genomsequenziertéProteobakteriunAromatoleum aromaticui@tamm EbN1 und einige
verwandte Arten weisen die ungewdhnliche Stoffweldidivitat des anaeroben Abbaus von
Kohlenwasserstoffen sowie phenolischen Verbindungein Hierflr besitztA. aromaticum
mehrere sehr substratspezifische Stoffwechselvilggéz der starken chemischen Ahnlichkeit
einiger Verbindungen, erfolgt die spezifische Indk der katabolischen Enzyme
ausschlief3lich in Anwesenheit des jeweiligen Sabssr und nicht durch chemisch analoge
Verbindungen. Mittelpunkt dieses Promotionsprojektar der Mechanismus der spezifischen
Sensierung von Kohlenwasserstoffen und phenolis€ubstraten, sowie die Regulation der

Induktion der jeweiligen Abbauwege.

Durch die Kombination aus neu entwickelten und it@retablierten biochemischen und
molekularbiologischen Methoden, wurde eindeutig eggiz dass Ethylbenzol und
p-Ethylphenol, trotz ihrer starken chemischen AHiigit, durch zwei vollstandig getrennte
Abbauwege mit spezifisch induzierten Enzymen mdisiea werden. Hierfir wurden

Kulturen des Stammes EbN1 unter denitrifizieren&elingungen neben Ethylbenzol und
p-Ethylphenol auch auf Acetophenon, einem wichtighmischenprodukt des anaeroben
Ethylbenzolstoffwechsels, kultiviert. Die Messureg dktivitaten aller beteiligten Enzyme, der
Ham-Farbungen sowie der Immun- und Biotin-Blot-Amsa&in ermoglichten die Identifizierung
und Differenzierung der Enzyme der beiden anaerdiidrauwege. Weiterhin wurden Licken
des postuliertep-Ethylphenolabbauweges durch neu identifizierteyiame geschlossen. Zu
den identifizierten Enzymen gehorte unter anderenine e Biotin-abhangige

p-Hydroxyacetophenon-Carboxylase.

Das aromatische Keton Acetophenon, Intermediatahe®eroben Ethylbenzolabbaus, kann
durch A. aromaticumsowohl unter anaeroben als auch aeroben Bedinguiiger eine
ATP-abhangige Acetophenon-Carboxylase (ApcABCDE)taimaisiert werden. Um die
Bedingungen genauer zu analysieren, unter denegpddial Operon exprimiert ist, wurde ein
Reporterstamm mit einem fluoreszierenden mCheroyeltt konstruiert. Dieser bildete die
Grundlage fur die Entwicklung eines spezifischeetdphenon Bioreportersystems. Zu diesem
Zweck, wurde eine Fusion desCherryGens mit dem ersten Gen des OperapsA) erstellt
und in das Chromosom vah aromaticumintegriert. Die Expression dieses Fusionsproteins
sowie dessen Fluoreszenzaktivitat entsprach demreBsionsmuster der Enzyme des
Acetophenonmetabolismus. Zum anderen wurde nackgewj dass die zugesetzte

Acetophenonkonzentration, in einem Bereich vonig®2560 uM, proportional zur produzierten
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Menge an ApcA-mCherry war. Mit Ausnahme der beideRhenylethanol Enantiomere,
welche vonA. aromaticumleicht zu Acetophenon umgesetzt werden kdonnermgtereialle
getesteten chemisch analogen Verbindungen keirrededdich schwachere Signale.

Ein weiterer Teil dieser Dissertation betraf diealyse desadiRS Operons, das fur ein
Zweikomponenten-Regulationssystem (TCS) kodiert, Ickes  wahrscheinlich  die
Acetophenon-abhangige Induktion digscbal Operons inA. aromaticumreguliert. Hierfur
wurde durch homologe Rekombination eine Chloramjgloémnesistente Mutante konstruiert,
bei der dieadiRS Gene deletiert wurden. Entgegen den Erwartungenhsvudie adiRS
Deletionsmutante noch immer mit Acetophenon unglBénzol. Allerdings wurden reduzierte
Acetophenon-Carboxylase-Aktivitaten in  Extrakten es#ir Kulturen nachgewiesen.
Uberraschenderweise zeigte die Mutante zudem urfygigtie Induktionsmuster der EbDH
und zwei paraloger Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteif&ccB und XccB2), welche in
Acetophenon- bzw. Ethylbenzol-abbauenden Zellenidtyp-Stammes nicht induziert sind.
Die Komplementation deadiRS Gene auf einem Plasmid fuhrte nur zu einem tederei
Ausgleich der beobachteten Abweichungen und night Phénotyp des Wildtyps. Weiterhin
wurde das bereits beschriebeapcAmCherry Reporterkonstrukt in das Chromosom der
Deletionsmutante integriert. Die ermittelten Ergeba gaben Indizien fur eine zeitverzdgerte
und verminderte Expression dgscAmCherryFusion, wenn diadiRSGene deletiert waren.
Die erhaltenen Daten sind konsistent mit der Anrghdass die Acetophenon-abhangige
Induktion desapcbal Operons neben dem AdiRS-System mdglicherweisehdeirc zweites
parallel wirkendes TCS beeinflusst wird. Ein molgéc Kandidat sind dirdiRSGenprodukte,
welche hohe Ahnlichkeit zu AdiRS aufweisen. AbseR&nd wird ein vorlaufiges Modell zur
potentiellen Rolle der beideMCS AdIRS und XdiRS in der Substraterkennung und
-unterscheidung iA. aromaticunStamm EbN1 vorgestellt.

Schliel3lich wurden in dieser Arbeit mit Hilfe vonrmer-Extension-Analysen erstmals putative
Transkriptionsstartpunkte fur die am anaeroben IBd@nzol- und Acetophenonabbau
beteiligten Operons experimentell ermittelt. Degniifizierten Startpunkten, wurden durch den
Vergleich mit Konsensussequenzéfabhangiger Promotoren putative -35 und -10 Regione
zugeordnet. Im Falle depcbal Operons konnten der umfangreiche 5°-untranslatiBereich
und die vorhergesagte Sekundarstruktur mit einezdbmeten minimalen freien Energie von
-61,4 kcal mot ein Indiz dafirr sein, dass diese RNA-Struktur antdanskriptionellen oder

translationellen Regulation beteiligt ist.
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Summary

The genome-sequencedromatoleum aromaticumstrain EbN1 and several related
-proteobacterial genera have the unusual metabmdgability of degrading aromatic
hydrocarbons as well as phenolic compounds undaerabic conditionsA. aromaticum
possesses numerous highly substrate-specific metggadhways which are activated only in
the presence of the respective substrate and nadtdipically analogous compounds that leads
to the induction of highly specific and interesticegabolic enzymes. Focus of this PhD thesis
was the investigation of the mechanism of spe@#asing of hydrocarbons and phenolic
substrates as well as the metabolic regulationndfigtion of the respective degradation

pathways.

By the combination of newly developed and alreaskaldished biochemical and molecular
biological methods, it was possible to show thaspite having a very similar chemical
structure, ethylbenzene apeethylphenol were metabolized by completely segapathways
with specifically induced enzymes. Therefore, adsuof strain EbN1 were grown under
denitrifying conditions on ethylbenzen@-ethylphenol and acetophenone as important
intermediate in the anaerobic ethylbenzene metsinoli he results of all determined enzyme
activities, heme-staining as well as immuno- andtibiblotting analyses allowed the
identification and differentiation of the key enzgminvolved in both anaerobic degradation
pathways. Additionally, the proposeeethylphenol degradation pathway was substantiayed
newly identified enzymes including a novel biotiepgndent p-hydroxyacetophenone

carboxylase.

The aromatic ketone acetophenone, an intermediateagrobic ethylbenzene degradation, is
metabolized byA. aromaticumeither anaerobically or aerobically by an ATP-defent
acetophenone carboxylase (ApcABCDE). A mCherry mepatrain was constructed to study
the conditions under which the genes encoding @ineoxylase were expressed. This reporter
strain provides a basis for the development ofezifip acetophenone bioreporter system. For
this purpose, a gene fusion of th€herrygene and the first gene of tapc-baloperon apcA
was created and integrated into the chromosome afomaticumIt could be shown that the
induction of the fusion protein and its fluoresceractivity responded consistently with the
expression pattern of the acetophenone-metabatyness. Furthermore, the recorded amounts
of ApcA-mCherry production were proportional to thpplied acetophenone concentrations
within a range of 25 to 250 pM. With the exceptadiboth 1-phenylethanol enantiomers which
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are easily converted to acetophenonédbgromaticumall further tested analogous compounds

showed a significantly weaker signal response oerai all.

Furthermore, this thesis investigatee adiRSoperon encoding a two-component regulatory
system which was proposed to regulate the acetopleedependent induction of thecbal
operon inA. aromaticum Therefore, a&hloramphenicol resistant deletion mutant lackimg t
adiRSoperon was constructed by homologous recombinaliiooontrast to the expectations,
theadiRSgene deletion strain still grew on acetophenomkeedhnylbenzene. However, reduced
acetophenone carboxylase activities were detectalgletracts of these cultures. Surprisingly,
the mutant strain showed uncommon induction of EtzlbH two paralogous biotin-containing
carrier proteins (XccB and XccB2) which are notuoed in the wildtype strain grown on
acetophenone or ethylbenzene, respectively. RegtthieadiRSgenesn transonly resulted

in a partial reversal of the observed deviationsrddver, a mCherry reporter strain lacking the
adiRSoperon was constructed as described above. Thétsresdicated a probable time-
delayed and decreased expression ofapeAmCherry gene fusion in the reporter strain
lacking the genes encoding AdiRS. The obtainedlddtto the assumption, that acetophenone-
dependent induction of thegpcbal operon is possibly mediated by a second two-compion
regulatory system (XdiRS) closely related to AdiFEally, this study presents a tentative
model of the potential role of the AdIRS and XdifR§ulatory systems in substrate recognition
and discrimination irA. aromaticunstrain EbN1.

Finally, it was possible to map putative transaoipistart sites of the catabolic operons involved
in the anaerobic ethylbenzene and acetophenonadigmn by using primer extension analysis
for the first time experimentally. Upstream of détermined starting points putative -35 and
-10 boxes could be identified by comparison witmsmnsus sequences of*-dependent
promoters. In case of ttcbal operon an extensive 5’-untranslated region angbtédicted
secondary structure with a calculated minimum &eergy of -61.4 kcal mdicould indicate

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

1. Mikrobieller Abbau von aromatischen Kohlenwasserstéfen unter
anaeroben Bedingungen

»ES geht auch ohne SauerstofHeider, 2008). Unter anaeroben Bedingungen pgalte
aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffgdateit als nicht biologisch abbaubar, da
alle bis dato bekannten Organismen ausschlief3lichdvioder Dioxygenasen fur deren obligat

aerobe Initialreaktionen verwenden (Ubersichtsaltikuchs, 2007; Fuchet al, 2011).

Aromatische Kohlenwasserstoffe und andere Aromatendie Benzolderivate, sind aufgrund
ihres delokalisierten -Elektronensystems durch eine hohe Mesomerieenelyw.
Resonanzenergie gekennzeichnet. Um diese zyklisGwerkturen aufbrechen und fur den
weiteren Stoffwechselweg verfigbar machen zu kénhahen alle aeroben Initialreaktionen
die Gemeinsamkeit, dass sie molekularen Saueratefessentielles Kosubstrat bendtigen.
Aufgrund der Vielfalt der Aromaten und der in deathr vorliegenden Substratgemische,
werden in einem peripheren Stoffwechselweg zueestige zentrale Verbindungen gebildet.
Zu den vier zentralen Intermediaten des aeroben adbbzahlen Brenzkatechin,
Protokatechusdure, Gentisinsaure und Homogentigigsa Im zweiten, zentralen
Stoffwechselweg erfolgt der weitere Abbau der Imediate durch wenige ringspaltende

Dioxygenasen.

Aromatische Verbindungen sind sowohl weit verbteitend wichtige Wachstumssubstrate fur
Mikroorganismen als auch bekannte Umweltschads(bfiehset al, 2011). Die aromatischen
Kohlenwasserstoffe Benzol, Toluol, Ethylbenzol wlid isomeren Xylole (BTEX, Abb. 1)
werden in grof3en Mengen in industriellen Verfahegmgesetzt und kénnen zu weitrdumigen
Umweltbelastungen fiihren. Diese fllichtigen, orgames und fir den Menschen toxischen
Verbindungen konnen aufgrund ihrer relativ hoherslictikeit in Wasser leicht in das
Grundwasser oder tiefe Erdschichten gelangen. Aofyrdes Mangels bzw. schnellen
Verbrauchs des Sauerstoffs an diesen Orten, erftdgt Abbau der Kohlenwasserstoffe
ausschlie3lich unter Verwendung alternativer Etektnakzeptoren, wie z. B. Nitrat oder
Sulfat (Lovley, 1997; Spormann und Widdel, 2000).

Studien der letzten 30 Jahre identifizierten unarakterisierten zahlreiche Mikroorganismen,
die in der Lage sind, Kohlenwasserstoffe auch uaterxischen Bedingungen zu verwerten
(Ubersichtsartikel: Bokt al, 2002; Heider, 2007; Carmoe#al, 2009; Boll und Heider, 2010;
Fuchset al, 2011; Rabuegt al, 2016). Die meisten dieser Untersuchungen wurdieritiie
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denitrifizierender -Proteobakterien desAfomatoleurtY AzoarcusThauera Clusters, strikt
anaerober-Proteobakterien der Gattuggobacteioder dem phototrophenProteobakterium
Rhodopseudomonas palusttisrchgefuhrt. Zu den Initialreaktionen der anaeroAbbauwege
aromatischer Verbindungen zahlen: die Addition ¥Yamarat durch Glycyl-Radikalenzyme,
die sauerstoffunabhangige Hydroxylierung mit Waskech Molybdan-Enzyme, die reverse

Methanogenese mit verschiedenen Methyl-Coenzym-BuR@&sen und die Carboxylierung.

CH, CH,CH, CH,
Benzol Toluol Ethylbenzol Xylol

Abb. 1 Strukturdarstellung aromatischer Kohlenwassestoffe der BTEX Gruppe

BTEX ist eine allgemein giltige Abkiirzung fir die@aatischen Kohlenwasserstoffe mit der gréf3ten
technischen BedeutunBenzol, T oluol (Methylbenzol) Ethylbenzol und diXylole (Dimethylbenzol).
Durch die unterschiedliche Anordnung der zwei Méghyppen am Benzolring werden drei
Konstitutionsisomere des Xylols unterschiedenho-Xylol, metaXylol und para-Xylol.

Das denitrifizierende -Proteobakterium Aromatoleum aromaticum Stamm EDbN1
(Azoarcussp. EbN1) weist die ungewdhnliche Stoffwechseldtéi des anaeroben Abbaus
unterschiedlichster Kohlenwasserstoffe und pheciodis Verbindungen auf (Rabus und
Widdel, 1995). Insbesondere ist der Stamm EbN1seile@ wenigen bekannten Bakterien in
Reinkultur, das anaerob auf Ethylbenzol wachsts&éePhéanotyp besitzen sonst nur die eng
verwandten Stamme PbN1 und EB1 sowie der sulfatieceknde Stamm EbS7 (Rabus und
Widdel, 1995; 1996; Bakt al, 1996; Heideet al.,1999; Kniemeyeet al, 2003). Abb. 2 zeigt
transmissionselektronenmikroskopische (TEM) AufnahmonA. aromaticunStamm EbN1,
die im Rahmen dieser Dissertation in Kooperatioh Dri Thomas Heimerl (AG Prof. Dr.
Maier, Zellbiologie, Philipps-Universitat Marburgufgenommen wurden. Digspriingliche
Isolierung von EbN1 erfolgte unter Nitrat-reduzieten Bedingungen mit Ethylbenzol als
Elektronendonor und Kohlenstoffquelle (Rabus undld®l, 1995). Weitere Studien ergaben,
dass dieser Stamm in der Lage ist, ein aul3erordertiteites Spektrum unterschiedlicher
aromatischer Verbindungen als Wachstumssubstratezvenden (Ubersichtsartikel: Rabus
et al, 2014). Dazu gehoren in erster Linie die aromhgscKohlenwasserstoffe Toluol und
Ethylbenzol, aber auch die phenolischen Verbindargeenol p-Ethylphenol undp-Kresol,
welche sehr &hnliche chemische Strukturen aufweiskas diesem Grund wurde

A. aromaticum als Modellorganismus ausgewdahlt und war der ersteaerobe
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Aromatenabbauer, dessen Genom sequenziert wurdgefHand Fuchs, 1997a; 1997b; Rabus
et al, 2005). Mit Hilfe der Genomannotation wurden Geathentifiziert, die fur die Enzyme
von zehn anaeroben und vier aeroben Abbauwegeratismmer Verbindungen kodieren.

Abb. 2 Transmissionselektronenmikroskopische (TEMAufnahmen vonA. aromaticum

TEM Aufnahmen ganzer ZelleA) und Uranylacetat-gefarbter DinnschniBel¥) vonA. aromaticum
Stamm EbNL1 in Kooperation mit Dr. Thomas HeimerG(#&rof. Dr. Maier, Zellbiologie, Philipps-
Universitat Marburg). Die Anzucht der Kulturen ddgi® unter denitrifizierenden Bedingungen mit
Benzoat A-C) oder Toluol D). Die Polyhydroxybuttersaure-Einlagerungen und @asomatin sowie
bisher unbekannte Strukturen, die eine gewisse Srierund Hille aufwiesen, und vorwiegend in
Toluol-gezogenen Zellen auftraten, sind durch Bfeiairkiert.
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Der anaerobe Ethylbenzolmetabolismus wurde sowdhildén Stamm EbN1 und weitere
Denitrifizierer als auch fiur sulfatreduzierende tamien beschrieben, die sich jedoch im
Abbauweg und der Initialreaktion deutlich voneinandinterscheiden (Ubersichtsartikel:
Heider, 2007; Fuchset al, 2011; Rabuset al, 2016). Die Addition von Fumarat in
Sulfatreduzierern wie dem Stamm EbS7 (Kniemegeral, 2003) entspricht dabei der
Initialreaktion des anaeroben ToluolabbausTimauera aromatica(Biegert et al, 1996;
Leuthner et al, 1999) und verlauft vermutlich analog zum anaemol#ddkanabbau des
denitrifizierenden Bakterienstamms HxN1 (Ehrenreagtial, 2000; Grundmanet al, 2008).
Der erste Schritt des anaeroben Abbaus von Ethytidén den denitrifizierenden Bakterien
A. aromaticumStamm EbN1 undhzoarcussp. Stamm EBL1 ist eine stereospezifische und
sauerstoffunabhangige Hydroxylierung zB-{-Phenylethanol (Abb. 3; Bakt al, 1996;
Rabus und Heider, 1998; Johnson und Spormann, 1B89)nitialreaktion wird dabei durch
die sauerstofflabile Ethylbenzol-Dehydrogenase (BpDxatalysiert, welche als l6sliches
Protein im Periplasma lokalisiert ist (Johnsdal, 2001; Kniemeyer and Heider, 2001a; Kloer
et al, 2006; Heideet al, 2016b). Das native Enzym ist ein Heterotrimerclves sich aus drei
Untereinheiten mit molekularen Massen von 96, 482 kDa zusammensetzt. Weiterhin tragt

EbDH einen Molybdan-Kofaktor, funf Eisen-Schwefdli§&er sowie einen Hahsso Kofaktor.

H,0 2[H] HO

o

Ethylbenzol (S)-1-Phenylethanol Acetophenon
A A Periplasma
/—' .~
— v v Zytoplasma
HO. NAD* NADH+H* o
- \ Ped -~ |
S ~ HCO,
(S)-1-Phenylethanol Acetophenon 2ATP
H,O
Apc 2 ADP
+2 P,
COSCoA 2 AMP CoASH Coor
o) SCoA  Acetyl-SCoA CoASH O +PP, 2ATP )
Thiolase Bal
Benzoyl-CoA Benzoylacetyl-CoA Benzoylacetat

Abb. 3  Schematische Darstellung des postulierten amroben Ethylbenzol- und
Acetophenonmetabolismus inA. aromaticum Stamm EbN1 (modifiziert nach Kniemeyeret al,

2001a; Heideret al, 2016b)

Am anaeroben Abbau beteiligte Enzyme: Ethylbenzeinpirogenase (EbDH)S)1-Phenylethanol-
Dehydrogenase (Ped), Acetophenon-Carboxylase (Begr)zoylacetat-CoA-Ligase (Bal), Thiolase.
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Im nachfolgenden Abbauschritt erfolgt eine NAD-abiige Oxidation zu Acetophenon,
welche durch die enantiospezifiscig{-Phenylethanol-Dehydrogenase (Ped) katalysiedt w
(Championet al, 1999; Kniemeyer and Heider, 2001b; Hoffketnal, 2006; Dudziket al,
2014). Acetophenon, als wichtiges Intermediat deeeoben Ethylbenzolabbaus, kann durch
A. aromaticumauch als alleinige Kohlenstoff- und Energiequetie/shl unter anaeroben als
auch aeroben Bedingungen verstoffwechselt werdeb.(3; Rabus und Widdel, 1995; Rabus
und Heider, 1998). Der Abbau des aromatischen KemnBenzoylacetat wird durch eine
komplexe ATP-abhangige Acetophenon-Carboxylase YAptiert (Jobstet al, 2010). Das
aus funf Untereinheiten bestehende Apc-Enzym wuade Zellen gereinigt, die unter
denitrifizierenden Bedingungen entweder mit Ethglb® oder Acetophenon kultiviert wurden.
Die Reaktion des gereinigten und rekonstituiertaryins zeigte eine Stdchiometrie von zwei
ATP pro Acetophenonmolekdl, die zu zwei ADP hydsidyt bzw. Benzoylacetat carboxyliert
wurden. Die Apc bildet zusammen mit Aceton-Carbaggh aus verschiedenen Bakterien eine
neue Familie von ATP-abhangigen Carboxylasen (8has, 2002; Schihle und Heider, 2012;
Rabuset al, 2016; Heideet al, 2016c). Die nachsten Abbauschritte umfassen Kiri&rung
des gebildeten Benzoylacetats zum Coenzym A (CdAQ&ster durch eine postulierte
Benzoylacetat-CoA-Ligase (Bal) und eine thiolytisclspaltung zu Benzoyl-CoA und
Acetyl-CoA durch eine bisher noch unbekannte TiseléRabus und Heider, 1998; Raletis
al.,, 2002; Jobstet al, 2010). Der weitere Abbau von Benzoyl-CoA, dem g&samen
Zwischenprodukt der meisten anaeroben Stoffweclegdwaromatischer Verbindungen,
erfolgt durch Reduktion des aromatischen Rings ld@ioe ATP-abhéngige Benzoyl-CoA-
Reduktase (Ubersichtsartikel: Carmataal, 2009; Fucht al, 2011).

Im Gegensatz zu Ethylbenzol wird der chemisch &heliKohlenwasserstoff Toluol unter
denitrifizierenden Bedingungen bis zum gemeinsam&rmediat Benzoyl-CoA Uber einen
vollig anderen Stoffwechselweg abgebaut (SchentaiscDarstellung in  Abb. 4;
Ubersichtsartikel: Fuchet al, 2011; Rabust al, 2016; Heideet al, 2016a). Zu den Toluol-
abbauenden, denitrifizierendenProteobakterien gehéren u.Bhauera aromaticaStamm
K172 (Anderset al, 1995),Aromatoleum aromaticuitamm EbN1 (Rabus und Widdel, 1995)
und Azoarcus toloclasticugSong et al, 1999). Gegenuber der sauerstoffunabhangigen
Hydroxylierung der EbDH ist die initiale Reaktionne stereospezifische Addition der
Methylgruppe des Toluols an die Doppelbindung desustrates Fumarat, welche durch das
sauerstoffsensitive Glycyl-Radikalenzym BenzylsoatiSynthase (BSS) katalysiert wird
(Leuthneret al, 1998; Beller und Spormann, 1998; 1999; Leutweid Heider, 1999; Selmer
et al, 2005). Das Zwischenproduk®)¢Benzylsuccinat wird zum CoA-Thioester aktiviertdu
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Uber einen speziellenOxidationsweg zu Succinyl-CoA und Benzoyl-CoA abaeat (Heider,
2007; Fuchset al, 2011). Das entstehende Succinat wird zu Fumaxatiest und der
Initialreaktion der BSS als Kosubstrat riickgefuibrtr weitere Abbau von Benzoyl-CoA, dem
zentralen Intermediat des anaeroben Aromatenableafagt Uber den weit verbreiteten
Benzoyl-CoA-Weg (Ubersichtsartikel: Carmoetaal, 2009; Fucht al, 2011).

Toluolmetabolismus
tdiRS bssDCABEFGH bbsHGJFEDCBA

4EE DI™IDEEODO O O ddlkkdeEladae

@ co0 ‘

| Tdis B

1 kb
coo BbsA-H
\ CO-SCoA

(R)-Benzylsuccinat

/BaI’ Benzoyl-CoA
EbdAB /Ap: AE

3 . ~
Ethylbenzol / ~ EdiS A
(_) mm\_/—\
EdiR a»
v

KKK a4 I <K KKK K™

ped ebdDCBA adiSR  ediSR bal apcEDCBA

Ethylbenzolmetabolismus Acetophenonmetabolismus

Abb. 4 Schematische Darstellung der Gene und Genpidakte der postulierten anaeroben
Abbauwege von Toluol und Ethylbenzol inrA. aromaticumStamm EbN21 (modifiziert nach Rabus

et al, 2002; Kuhneret al, 2005)

Der anaerobe Abbau von Toluabgen und Ethylbenzolynter) erfolgt durch zwei unterschiedliche
und substratspezifische Stoffwechselwege bis zgtergemeinsamen Intermediat, Benzoyl-CoA. Die
verschiedenen postulierten Funktionen der Genptedu&rden durch verschiedene Farben dargestellt:
schwarz Regulation der Transkriptiomot: Toluolabbaugelb Ethylbenzolabbawlau: Ethylbenzol-
und Acetophenonabbaweild Transposase bzw. Transposase-Fragmengand Protein unbekannter
Funktion. Gencluster des Toluolmetabolismuisel): Accession Numbeder Genprodukte: CAIO7155
fur TdiR bis CAIO7178 fir BbsA. Beteiligte EnzymigssCAB: R)-Benzylsuccinat-Synthase, BbsEF:
Succinyl-CoA:Benzylsuccinat-CoA-Transferase, Bb&&nzylsuccinyl-CoA-Dehydrogenase; BbsH:
(E)-Phenylitaconyl-CoA-Hydratase, BbsCD: 2-(Hydroxymdphenyl)-Succinyl-CoA-
Dehydrogenase, BbsAB: Benzoylsuccinyl-CoA-Thiolassowie TdiRS: putativesTCS des
Toluolabbaus. Gencluster des Ethylbenzol- bzw. éme¢nonmetabolismusurfter): Accession
Numbersder Genprodukte: CAI07428 fur Ped bis CAIO7450ApCA. Beteiligte Enzyme: EbdABC:
Ethylbenzol-Dehydrogenase, Ped)-{-Phenylethanol-Dehydrogenase, ApcABCDE: Acetopine
Carboxylase, Bal: Benzoylacetat-CoA-Ligase, sovdidRiS und AdiRS: putativé CSdes Ethylbenzol-
bzw. Acetophenonabbaus.
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2. Reqgulation des anaeroben Toluol- und Ethylbenzolaldus in
Aromatoleum aromaticunStamm EbN1

A. aromaticumist mit mehreren distinkten und hoch substratdehien Stoffwechselwegen
ausgestattet, die nur in Anwesenheit der jeweili§emostrate, nicht aber durch chemisch
analoge Verbindungen induziert werden (Ubersiclitsar Boll et al, 2002; Heideret al,
2007; Fuchset al, 2011; Rabuset al, 2016). Die Spezifitdt der Diskriminierung
unterschiedlicher Substrate, scheint im Falle deg@ben Abbaus deutlich starker ausgepragt
zu sein, als es fir die regulatorischen Systemeagesben Aromatenabbaus bekannt ist
(Kdhneret al, 2005; Fuchet al, 2011; Rabust al, 2014).

Die Enzyme des anaeroben Toluolmetabolismus, diehdzwei separate, aber ko-induzierte
Operons kodiert werden, werden nur in Anwesenlait Wluol produziert (Abb. 4; Leuthner
und Heider, 2000; Hermutkt al, 2002; Kubeet al, 2004). DadssOperon kodiert u. a. fur
die Genprodukte der Untereinheiten der BSS, wolgaegem bbs Operon alle Enzyme der
3-Oxidation kodiert sind. In unmittelbarer Nachlchadt desbss Operons, liegt in allen
bekannten denitrifizierenden Bakterien ein OperwhR, das fur ein Zweikomponenten-
Regulationssystem (TCS) kodiert (Coschigano undngpd997; Leuthner und Heider, 1998;
Achong et al, 2001; Rabuset al, 2005). Aufgrund dieser Tatsache und der starken
Aminosauresequenzahnlichkeiten zu TCS des aeroblel@bbaus, wird angenommen, dass
TdIiRS die Induktion debssundbbsOperons in Abhéangigkeit der Toluolverfigbarkegukert
(tdiRS= toluene-degradation inducing regulator/sensor

Die Gene, die fur die Enzyme des Ethylbenzolmetabmls kodieren, sind ebenfalls in zwei
Operons lokalisiert (Abb. 4; Rabes$ al, 2002). Zumebdped Operon gehéren die Gene der
Strukturuntereinheiten und des Reifungsprotein&tleylbenzoldehydrogenasehdABCbzw.
ebdD sowie die §-1-Phenylethanol-Dehydrogenaspe@. Das zweite,apcbal Operon
enthdlt die Gene der funf Untereinheiten der Acktomn-CarboxylaseapcABCDH
zusammen mit dem Gen fir die Benzoylacetat-CoA4degdal). Im Gegensatz zum
Toluolabbau werden die Enzyme des anaeroben Etgdtbeund Acetophenonmetabolismus
auf sequenzielle Weise in Abhangigkeit der Verfitgba des jeweiligen Substrates reguliert
(Rabuset al, 2005; Kiuhneet al, 2005; Jobset al, 2010). Das bedeutet, dass die EbDH und
die Ped nur in Zellen nachgewiesen werden kénneryrder denitrifizierenden Bedingungen
mit Ethylbenzol kultiviert werden. Dagegen sind Aiec und die Bal auch in Zellen induziert,
die entweder mit Ethylbenzol oder dem Intermediatt@phenon direkt kultiviert werden.

Weiterhin wurde gezeigt, dass EbN1 unter aerobewingangen ausschliel3lich auf
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Acetophenon und nicht auf Ethylbenzol wéachst. Catakolenebdpedundapcbal Operons
bilden zusammen mit zwei weiteren OperoadiRSund ediRS, die fur zwei putative TCS
kodieren, ein ca. 30 kb grof3es Gencluster (AbRahuset al, 2002). Aufgrund der Lage und
der starken Ahnlichkeit mit den AminosauresequenaenTdiRS, wurde postuliert, dass das
ediRSOperon fur die Kontrolle der Transkription debdped Operons verantwortlich ist
(ediRS= ethylbenzene-degradation inducing regulator/sendBasierend auf einer gewissen
Ahnlichkeit zum p-Hydroxyacetophenon-abhiangigen TCS VirAG adgrobacterium
tumefaciengLee et al, 1995) und der Lokalisierung im Ethylbenzol-Gestén, wurde fir
AdiRS postuliert, die Acetophenon-spezifische Tkaipsion des apcbal Operons zu

regulieren &diRS= acetophenone-degradation inducing regulator/senBabuset al, 2002).

Zweikomponentensysteme dienen der Signaltransduldtia bestehen in der Regel aus einem
Rezeptor, einer membrangebundenen Sensor-Histigiask, und einem zytoplasmatischen
Response-Regulator-Protein, welches haufig alsskriptionsfaktor wirkt (Ubersichtsartikel:
Gao und Stock, 2009; Cheung und Hendrickson, 2Rfgl} et al, 2010; Henry und Crosson,
2011; Alvarezet al, 2016). Die Proteine aller drei TCS (TdiRS, EdiR&l AdiRS) sind
einander ahnlich und sowohl die jeweiligen Regulatds auch die Sensor-Komponenten
wurden als zytoplasmatische Proteine vorhergesaby(set al, 2002; 2005; 2014). Damit
gehoren diese drei Sensorproteine zu den |6sliddestidin-Kinasen, die N-terminale,
zytoplasmatische Sensor-Doméanen neben einer Craleni Transmitterdomane aufweisen,
aber keine typischen Transmembran-Segmente be$@iemung und Hendrickson, 2010). Die
putativen Sensorproteine besitzen eine (AdiS) bzwei (EdiS und TdiS) sensorische
Domaéanen der PAS-Familie sowie eine konserviertdidiisKinase-Domane, die ahnlich des
Sauerstoff-sensierenden FixL Proteins ist, undniide eine Autophosphorylierungsfunktion
besitzt (Leuthner und Heider, 1998; Rakusl, 2002; 2005).

In Analogie zu bekannten prokaryotischen Systemeordes postuliert, dass der
Phosphorylierungsstatus der drei putativen Senstaipe tber Konformationsanderungen der
PAS-Domanen in An- bzw. Abwesenheit der Signaleufiedt wird (Rabust al, 2002; 2005;
2014). Der veranderte Phosphorylierungsstatus fhesst daraufhin in einem zweiten Schritt
die Phosphorylierung des zugehdrigen Response-&Regsilund reguliert die Expression der
Zielgene im Genom, entweder durch spezifische Bigdules Regulators an dessen
Operatorstellen oder Losen dieser. Dabei wird diesphorylgruppe des phosphorylierten
Histidins auf ein Aspartat in der N-terminalen Eémpder-Doméne Ubertragen. Alle drei
putativen Response-Regulatoren besitzen neben rdiesgfanger-Domane mit einem

konservierten Aspartat eine Helix-Turn-Helix-Doméme Bindung der DNA.



Einleitung 15

PAS-Domanen sind daflir bekannt, unterschiedlicBsgmalformen zu sensieren, zu denen
beispielsweise die Anderung von Redoxbedingungen,Sawuerstoffverfiigbarkeit oder die
Gegenwart von hydrophoben Molekilen gehoren (Zhetial, 1997; Kampst al, 2004).
Hierfuir tragen PAS-Domanen entweder einen Kofakter,auf den sensorischen Input reagiert
(z. B. Ham in FixL oder FeS-Cluster in NreB) oderden das zu sensierende Molekil direkt
(Cheunget al, 2010; Henry und Crosson, 2011; Undgral, 2013). Im speziellen Fall dieser
drei putativen TCS ist es besonders interessasitndaauerstoffunabhangigen bzw. -toleranten
Acetophenonabbau das putative AdiS involviertdags ausschliel3lich eine PAS-Domane tragt
(Rabuset al, 2002; 2005; 2014). Dagegen besitzen die beidéatipen Sensoren des strikt
anaeroben Toluol- (TdiS) bzw. Ethylbenzolabbaus$Egeweils zwei PAS-Domanen. Eine
maogliche Erklarung hierfir konnte sein, dass eimesa@r Doménen die Anwesenheit des
entsprechenden Kohlenwasserstoffs sensiert, walesesidh bei der zweiten Domane um einen
Sauerstoffsensor handelt. Dies wirde bedeuten, eélassErkennung und Integration zwei
unterschiedlicher Signale parallel in einem seissben Protein erfolgt und somit eine neue
Form eines bakteriellen Regulationsmechanismugedins.

3. Regulation des anaeroben Abbaus phenolischer Verkglmngen in

Aromatoleum aromaticunStamm EbN1

Neben den aromatischen Kohlenwasserstoffen be&itazromaticumdie Fahigkeit unter
denitrifizierenden Bedingungen phenolische Verbimghn als alleinige Energie- und
Kohlenstoffquelle zu verstoffwechseln. Hierfur sidcki postulierte Abbauwege fur die drei
chemisch verwandten, phenolischen Substrate Php#aiesol undp-Ethylphenol bekannt
(Rabuset al, 2005; 2014; Wohlbranett al, 2008; Carmonat al, 2009).

Phenol wird zuerst zu Phenylphosphat aktiviert dadaufhin durch die sauerstoffsensitive
Phenylphosphat-Carboxylase zu 4-Hydroxybenzoaiegiiert (Schematische Darstellung in
Abb. 5; Schmelinget al, 2004; Schihle und Fuchs, 2004). Im Gegensatz d@awi die
Initialreaktion des p-Kresols durch ein periplasmatisches Flavoenzyne plKresol-
Methylhydroxylase, katalysiert (Bo#t al, 2002). Das entstehende 4-Hydroxybenzaldehyd
wird im nachsten Schritt mittels einer Aldehyd-Ddlggenase zu 4-Hydroxybenzoat oxidiert.
Der weitere Abbau des 4-Hydroxybenzoats zu Ben@m/, dem zentralen Intermediat des
anaeroben Aromatenabbaus, erfolgt Uber einen gearaen Stoffwechselweg (Abb. 5; Rabus
et al, 2005; 2014).
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Phenolmetabolismus
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Gene und Genpdokte der postulierten anaeroben
Abbauwege von Phenol undp-Ethylphenol in A. aromaticum Stamm EbN1 (modifiziert nach
Rabuset al, 2002; Woéhlbrandet al, 2008)

Der anaerobe Abbau von Phenabér) undp-Ethylphenol gnten) erfolgt durch zwei unterschiedliche
und substratspezifische Stoffwechselwege bis zgterigemeinsamen Intermediat, Benzoyl-CoA. Die
verschiedenen postulierten Funktionen der Genpitedu&rden durch verschiedene Farben dargestellt:
schwarz Regulation der Transkription, rot: Phenolabbau, gellr  p-Ethylphenol- und
p-Hydroxyacetophenonabbau, undyrau: Protein unbekannter Funktion. Gencluster des
Phenolmetabolismuspen: Accession Numbeder Genprodukte: CAI07889 fur PdeR1 bis CAI07882
fur PpcD. Beteiligte Enzyme: PpsABC: Phenylphosgatthetase, PpcABCD: Phenylphosphat-
Carboxylase, sowie PdeR1: putativeP*abhangiger XylR-Typ Regulator des Phenol- bzw.
p-Hydroxybenzoatabbaus. Beteiligte Enzyme aufRerhd#s Genclusters lokalisiert: HbcL1:
p-Hydroxybenzoat-CoA-Ligase (CAI09172) und HcrABOp-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase
(CAI008160 bis CAI08162). Gencluster gekthylphenol- bzwp-Hydroxyacetophenonmetabolismus
(unten: Accession Numberder Genprodukte: CAI06276 fur PchC bis CAI06290AtsA; CAI06292

fur PdeR2. Beteiligte Enzyme: PchCp:Ethylphenol-Methylenhydroxylase, ChnA und EbA309:
Alkoholdehydrogenase (SDR-Proteinfamilie), XccABC: postulierte Biotin-abhangige
p-Hydroxyacetophenon-Carboxylase, AcsA: postulieAeetoacetyl-CoA-Synthetase/CoA-Ligase,
TioL: postulierte Thiolase, sowie PdeR2: putativet*-abhangiger XylR-Typ Regulator des
p-Ethylphenol- bzwp-Hydroxyacetophenonabbaus.

Uberraschend war vor allem ein separater und spelaéfr Abbauweg fuip-Ethylphenol
(Schematische Darstellung in Abb. 5; Wo6hlbragtdal, 2008), da die initialen Enzyme des
anaeroben Ethylbenzolstoffwechsels auch die Umsgtxon p-Ethylphenol mit sehr hoher
Aktivitat katalysieren (Kniemeyer und Heider, 200122001b; Knacket al, 2012). Der
postuliertep-Ethylphenol Abbauweg zeigt dabei Ahnlichkeitendan ersten Abbauschritten
des Ethylbenzolmetabolismus, welche eine Hydrorylig, gefolgt von einer

Alkoholdehydrierung zup-Hydroxyacetophenon enthalten (Wo6hlbraet al, 2008). Die
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Hydroxylierung scheint jedoch nicht durch ein Ma@m-Enzym, sondern durch ein
periplasmatisches Flavoprotein (PchCF) katalygieniverden, welches &hnlich dekKresol-
Methylhydroxylase ist, und ehemals als Initialenzges p-Kresolabbaus annotiert wurde
(Rabuset al, 2005; 2014; Wo6hlbrandt al, 2008). Ein entsprechendes Enzym des aeroben
p-Ethylphenolabbaus irPseudomonas putidé&stamm JD1 wurde bereits gereinigt und
charakterisiert (Mcintireet al, 1984; 1985; Reevet al, 1989). Der weitere Abbau des
p-Hydroxyacetophenons war zu Beginn dieses Promspiajektes noch spekulativ. Mit Hilfe
proteomischer Untersuchungen wurden jedoch erstevéise ermittelt, dass eine Biotin-
abhangige Carboxylase (XccABC) und eine Thiolagsel()Tan der weiteren Umsetzung zu
Benzoyl-CoA involviert sind (Wohlbranet al, 2008).

Die Enzyme des anaerobgiicthylphenolabbaus, inklusive der postulierten Mad TioL, sind

in einem Operon lokalisiert (Abb. 5). Das putat@tp Operon scheint dhnlich zum postulierten
Phenol-induzierteppsppc Operon, in Abhangigkeit des jeweiligen Substratesch einen
S4abhangigen XylR-Typ Transkriptionsregulator regrtlizu werden (Rabust al, 2005;
2014; Wohlbrandet al, 2008). XylR Regulatorproteine sind bereits algyiatoren des
aeroben Kohlenwasserstoff- und Phenolmetabolisrelarint (Yuet al, 2011; Velazqueet

al., 2005). Es wird angenommen, dass die Bindung gezifsschen Substrates an der
N-terminalen XyIR Domane eine Konformationsanderdag Proteins zur Folge hat, wodurch
die ATPase-Domane fiir ATP oder den RNA-Polymeraddcomplex zuganglich und
dadurch eine Transkriptionsinitiation ermdglichtrav(Perez-Martin und de Lorenzo, 1995).
Zusatzlich bendtigen XylR-Typ Regulatoret-abhangige Promotorsequenzen mit hoch
konservierten -24 und -12 Regionen vor den zu regriden Genen (Barries al, 1999). Das
Genom vonA. aromaticumenthélt drei eng verwandte XylR-Typ Regulatorels @deR1-3
bezeichnet), die eine hohe Sequenzahnlichkeit reth &Regulatoren fir den aeroben
Phenolabbau aufweisen (Rabas al, 2005). AufRerdem enthalten alle drei postulierten

XylR-regulierten Operons die essentielléf-abhangigen Promotorsequenzen.

Zwei dieser Genprodukte (PdeR1 bzw. PdeR2) werdeshdsene kodiert, welche unmittelbar
an dasppsppc Operon bzw. dagtp Operon angrenzen (Abb. 5). Dagegen konnten weder
S~abhangige Konsensussequenzen noch ein ko-lok#disieGen fiir einen XylR-Typ
Regulator fir das putatiyeKresol Operon gefunden werden. Der dritte postidiXylR-Typ
Regulator wird durch ein Gen kodieehfA5755 in dieser Dissertation agleR3bezeichnet),
welches in einem putativen Gencluster lokalisistt das sich aus Genen zusammensetzt, die
fur paraloge Enzyme der Stoffwechsel von Ethylbénazdthylphenol und Phenol kodieren
(Kdhner et al, 2005; Rabust al, 2005; Woéhlbrand und Rabus, 2009; Rabusl, 2014).
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Interessanterweise liegt dedeR3Gen zusatzlich in unmittelbarer Nahe zu einem QGmedas
maoglicherweise an der sogenannten LosungsmittesSantwort beteiligt ist (Rabuet al,
2014). Bemerkenswert ist aul3erdem, dass dieselogar@encluster auch zwei weitere Gene
enthalt, die fir ein bisher unbekanntes TCS kodigbA5752bA5750in dieser Dissertation
als xdiRSbezeichnet). Die Proteine XdiRS zeigen hohe Andénossequenzahnlichkeiten zu
den Komponenten AdiRS des putativen TCS fur dieulidn der Gene des
Acetophenonabbaus (Rabetsal, 2005).

4. Schwerpunkt und Zielsetzung

Schwerpunkt dieser Promotion war die Untersuchuag Mlechanismus der spezifischen
Sensierung von aromatischen Kohlenwasserstoffenplvasholischen Substraten sowie die
Regulation der Induktion der jeweiligen AbbauwegeA. aromaticumStamm EbN1. Im
Mittelpunkt der Arbeit stand dabei daadiRS Operon, welches fir das putative
Zweikomponenten-Regulationssystem AdiRS kodiert,s dals Aktivator fur die
substratspezifische Induktion der Enzyme des abaearoAcetophenonmetabolismus
vorgeschlagen wurde. Mit Hilfe verschiedener molaiiologischer, immunologischer und
biochemischer Studien sollte an bestehende Votarbangekntipft werden. Vor allem sollte
eine adiRS Deletionsmutante durch die Insertion einer Antik®Resistenzkassette
konstruiert sowie die Regulation der Expression a@sbal Operon mittels Reportergenen
untersucht werden. Dies sollte es ermdglichenGaiendlage der spezifischen Diskriminierung
der Gene des Acetophenonabbaus von denjenigenntigre sehr ahnliche Substrate wie
z. B.p-Hydroxyacetophenon weiter aufzuklaren.
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Ergebnisse

Der Ergebnisteil wird in vier aufeinander aufbauekdpitel unterteilt, von denen die ersten
zwei Kapitel bereits veroffentlichte Publikationam englischer Sprache in den Journalen
Archives of Microbiologynd Frontiers in Microbiologysind. Das dritte Kapitel besteht aus
noch nicht vertffentlichten Daten zur Analyse dereikkomponenten-Regulationssysteme in
Aromatoleum aromaticumStamm EbN1 und wird zur zukinftigen Publikation in
Manuskriptform in englischer Sprache prasentiestbEdarf jedoch weiterer Experimente um
finale Schlussfolgerungen zu ermoglichen. Erstdexigihrende Schritte sind bereits an dieses
Kapitel angefuigt. Jedem dieser drei Kapitel winleeZusammenfassung in deutscher Sprache
vorangestellt. Das vierte und abschlieRende Kapeethalt erste Ergebnisse zur
Transkriptionsstartbestimmung der Operons des ahaer Ethylbenzol- und
Acetophenonmetabolismus, die nicht Teil der vodemriPublikationen und Manuskripte sind.
Diese Ergebnisse sind in deutscher Sprache, akefals in Manuskriptform prasentiert, um

das Format der vorderen Kapitel beizubehalten.

Weiterhin sind die erhaltenen Daten zur Entdeckwmgl Isolierung moglicher neuer

Zellkompartimente, welche nicht Teil der eigentéalDissertation sind, im Anhang angeftigt.

Ubersicht tiber Publikationen und Manuskripte

1. Muhr E, Schihle K, Clermont L, Sinwoldt K, KleingerD, Seyhan D, Kahnt J, Schall I,
Cordero PR, Schmitt G, Heider J (2015) Enzymes mdeeobic ethylbenzene and
p-ethylphenol catabolism inPAromatoleum aromaticumdifferentiation and differential
induction.Archives of Microbiology97(9):1051-1062. doi: 10.1007/s00203-015-1142-z

Eigenanteil: Planung, Durchfihrung und Auswertueg @arboxylase-Experimente und
Ham-Farbungen. Anfertigung des Manuskriptes mit JH.

2. Muhr E, Leicht O, Gonzalez Sierra S, Thanbichler Wgider J (2016) A fluorescent
bioreporter for acetophenone and 1-phenylethanovetk from a specifically induced
catabolic operorf-rontiers in Microbiology6:1561. doi: 10.3389/fmicb.2015.01561

Eigenanteil: Planung, Durchfiihrung und Auswertultey &xperimente mit Ausnahme der
Durchfiuhrung der Fluoreszenzmikroskopie (OL) undrdbélusszytometrie (SGS).
Anfertigung des Manuskriptes mit JH und MT.



Ergebnisse 20

3. Muhr E, Leicht O, Schihle K, Kahnt J, Gonzalez @8, Clermont L, Thanbichler M,
Heider J. Deletion of regulatory genes involved thre anaerobic degradation of
ethylbenzene and acetophenondtiomatoleum aromaticunfjwork under progress, to be

submitted inJournal of Bacteriologly

Eigenanteil: Planung, Durchfiihrung und Auswertultey &xperimente mit Ausnahme der
Durchfuhrung der Fluoreszenzmikroskopie (OL), Maspektrometrie (JK),
Durchflusszytometrie (SGS), sowie der Planung unddfruktion dedroad host range

Expressionsvektors (KS). Anfertigung des Manuskspt

Darlegung des Eigenanteils und Bestéatigung dumcéneKoautor:

Enrico Muhr Johann Heider



Ergebnisse 21

1. Enzymes of anaerobic ethylbenzene andp-ethylphenol
catabolism in ‘Aromatoleum aromaticurh differentiation and

differential induction

1.1. Zusammenfassung

Das denitrifizierende BakteriunAromatoleum aromaticunStamm EDbNL1 ist eines der am
besten charakterisierten Bakterien, dass die Fahidks anaeroben Abbaus von Ethylbenzol
besitzt. EbN1 verstoffwechselt aul3erdem eine grdBal anderer aromatischer sowie
phenolischer Verbindungen in Abwesenheit von Saokrdine dieser chemisch analogen
Verbindungen ist das p-Ethylphenol bzw. das zugehérige Abbau-Intermediat
p-Hydroxyacetophenon. Trotz der starken chemischdmliéhkeit und der bekannten
Kreuzreaktionen der katabolischen Enzyme mit Ineslisten des Abbaus, werden die zwei
Substrat-Paare Ethylbenzol/Acetophenon piiethylphenolp-Hydroxyacetophenon offenbar
durch vollstéandig getrennte Wege mit spezifischumdrten Enzymen metabolisiert. In dieser
Studie wurden biochemische und molekularbiologisetethoden etabliert und angewendet,
um die Spezifitdt der Enzyme des jeweiligen Abbagegezu belegen. Zum einen wurden alle
zuganglichen Enzymaktivitdten beider Stoffwechsgkvbis zum gemeinsamen Intermediat
Benzoyl-CoA ermittelt. Hierfir wurden EbN1 Kultureanalysiert, welche auf flnf
unterschiedlichen Substraten kultiviert wurden. &by wurden die erhaltenen Daten durch
Ham-Farbungen, sowie Immun- und Biotin-Blot-AnalyseMit Hilfe der vorgestellten
Methodensammlung l&sst sich ein Muster der indtenidEnzyme in Zellen bestimmen, welche
auf unterschiedlichen Substraten angezogen wutdeerraschenderweise wurde eine hohe
regulatorische Spezifitat festgestellt, welche dawesenheit der korrekten Enzyme
korrelierend zum jeweiligen Abbauweg gewahrleist&ie kombinierten Ergebnisse
ermdglichen die Identifizierung und Differenzierunder Enzyme des Ethylbenzol-
beziehungsweise deg-Ethylphenol-Katabolismus und bestatigen den vabsagten
p-Ethylphenol-Abbauweg. Zu den identifizierten Enammgehdren eine Ham haltige
p-Ethylphenol-Hydroxylase, eindR)- und eine §-spezifische Alkoholdehydrogenase sowie
eine neuartige Biotin-abhangige Carboxylase.

1.2. Artikelkopie
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2. Afluorescent bioreporter for acetophenone and 1-pénylethanol

derived from a specifically induced catabolic opern

2.1. Zusammenfassung

Das -ProteobakteriumAromatoleum aromaticunverstoffwechselt das aromatische Keton
Acetophenon sowohl unter aeroben als auch anaembdmgungen. Acetophenon ist ein
wichtiges Zwischenprodukt des anaeroben Ethylbetaiblvechsels, dessen weiterer Abbau
Uber eine komplexe ATP-abhéngige Acetophenon-Caths& und eine Benzoylacetat-CoA-
Ligase erfolgt. Die Gene, welche diese Enzyme kedig@pcABCDEundbal), sind in einem
Operon lokalisiert und werden ausschlief3lich in Asenheit des Substrats Acetophenon
exprimiert. In dieser Studie wurde ein Reporterstakonstruiert, um die Bedingungen unter
denen dieses Operon induziert wird, genauer zwsieaén. Hierfir wurde eine Fusion aus
dem ersten Gen degpcAbal Operons dpcA und dem Gen, welches fir das fluoreszierende
Protein mCherry kodiert, erstellt und in das Chreoro vonA. aromaticumintegriert. Unter
den getesteten Wachstumsbedingungen entsprachdiidtion des Fusionsproteins sowie
dessen Fluoreszenzaktivitatt dem Expressionsmustsr Ehzyme des Acetophenon-
metabolismus. Nach der Auswertung der Daten derorétzenzmikroskopie, der
fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie, sowier denmunoblot-Analysen wurde
nachgewiesen, dass die produzierte Menge an mChmoportional zur eingesetzten
Acetophenon Konzentration war. Der Reporterstammogticht die Quantifizierung von
Acetophenon in einem Bereich von 25 uM (errechidéehweisgrenze) bis 250 uM. Die
Konzentrationsbestimmung war nach Inkubationszevtem 12 und 24 h sehr ahnlich und
verschlechterte sich erst bei Inkubationszeiten4®h oder langer. Weiterhin zeigte sich die
mCherry Produktion als hochspezifisch. Neben Adetopn reagierte der Reporterstamm auf
die beiden Enantiomere von 1-Phenylethanol, weddweohl unter aeroben als auch anaeroben
Bedingungen leicht zu Acetophenon umgesetzt wekdemen. Andere chemisch analoge
Verbindungen zeigten hingegen keine oder deutltiwéchere Signale. Der in dieser Studie
konstruierte Reporterstamm stellt die Grundlage dig Entwicklung eines spezifischen
Bioreportersystems mit Anwendungsmoglichkeiten,clvelvon der Umweltiberwachung bis

hin zur Erddlsuche reichen.

2.2. Artikelkopie
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derived from a Specifically Induced
Catabolic Operon
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Johann Heider’3*

' Laboratory of Microbial Biochemistry, Department of Microbiology, Philipps-Universitat Marburg, Marburg, Germany,

2 L aboratory of Cellular Microbiology, Department of Microbiology, Philipps-Universitét Marburg, Marburg, Germany,

* LOEWE Center for Synthetic Microbioclogy, Marburg, Germany, * Max Planck Institute for Terrestrial Microbiology, Marburg,
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The B-protecbacterium Aromatoleum aromaticurn degrades the aromatic ketone
acetophenone, a key intermediate of anaerobic ethylbenzene metabolism, either
aerobically or anaerobically via a complex ATP-dependent acetophencne carboxylase
and a benzoylacetate-CoA ligase. The genes coding for these enzymes (apcABCDE
and bal) are organized in an apparent operon and are expressed in the presence
of the substrate acetophenone. To study the conditions under which this operon is
expressed in more detail, we constructed a reporter strain by inserting a gene fusion
of apcA, the first gene of the apc-bal operon, with the gene for the fluorescent
protein mCherry into the chromosome of A. aromaticum. The fusion protein indeed
accumulated consistently with the expression pattern of the acetophenone-metabolic
enzymes under various growth conditions. After evaluating and quantifying the data by
fluorescence microscopy, fluorescence-based flow cytometry and immunoblot analysis,
mCherry production was found to be proportional to the applied acetophenone
concentrations. The reporter strain allowed quantification of acetophencne within a
concentration range of 50 M (detection limit) to 250 uM after 12 and 24 h. Moreover,
production of the Apc-mCherry fusion protein in the reporter strain was highly specific
and responded to acetophenone and both enantiomers of 1-phenylethanol, which
are easily converted to acetophenone. Other analogous substrates showed either a
significantly weaker response or none at all. Therefore, the reporter strain provides a
basis for the development of a specific bioreporter system for acetophenone with an
application potential reaching from environmental monitoring to petroleum prospecting.

Keywords: Aromatoleum aromaticum, acetophenone, bioreporter, fluorescence microscopy, flow cytometry,
immunoblot, mCherry

INTRODUCTION

Among many other aromatic substrates, the B-proteobacterium Aromatoleum aromaticum strain
EbN1 degrades the aromatic ketone acetophenone (phenylmethylketone) as sole carbon and
energy sources (Rabus and Widdel, 1995). When grown anaerobically in the presence of nitrate,
it utilizes acetophenone either directly or as a metabolic intermediate in the degradation of

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 1
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Acetophenone Sensor

ethylbenzene (Figure 1), whereas under aerobic conditions, only
acetophenone is metabolized, but not ethylbenzene (Rabus and
Widdel, 1995; Rabus and Heider, 1998; Heider et al., 1999;
Jobst et al., 2010). The industrial use of acetophenone includes
applications as solvent and precursor for the production of resins,
but also as a food-flavoring agent or fragrance for cosmetics.
Acetophenone vapors may cause skin irritation and transient
corneal injury in humans after short-term exposure, but no
information is available on potential long-term effects (Hagan
et al, 1967; US EPA, 1999). Compared to the relatively low
toxicity of acetophenone, some of its halogenated derivatives
(e.g., the tear gas compound 2'-chloroacetophenone) are highly
toxic and cause environmental problems when spilled (Olajos
and Salem, 2001). Toxicity of acetophenone toward growth of
microorganisms has been reported at concentrations of 0.4-
30 mM (Fedorov et al., 1993; Hage et al, 2001; Yang et al.,
2008).

Microbial degradation of acetophenone and
chloroacetophenones has been known for a long time and
was initially believed to be restricted to aerobic microorganisms,
which initiate the metabolic pathway by a Baeyer-Villiger
oxidation to (chloro)phenyl-acetate esters (Cripps, 1975; Havel
and Reineke, 1993). This reaction is catalyzed by a variety
of oxygenases that usually accept many different substrate
analogs (Jones et al, 1994; Kamerbeek et al, 2003). An
oxygen-independent degradation pathway of acetophenone has
been discovered in denitrifying bacteria capable of anaerobic
ethylbenzene degradation, with A. aromaticum EbNI as the best
characterized strain (Figure 1; Rabus and Widdel, 1995; Ball
et al.,, 1996; Rabus and Heider, 1998; Champion et al., 1999; Jobst
et al., 2010). This pathway starts by oxidizing ethylbenzene to

acetophenone in two enzymatic steps via (S)-1-phenylethanol,
utilizing the molybdoenzyme ethylbenzene dehydrogenase
(Johnson et al, 2001; Kniemeyer and Heider, 200la) and
an  NAD-dependent  (S)-1-phenylethanol  dehydrogenase
(Kniemeyer and Heider, 2001b; Hoftken et al, 2006), while
acetophenone is further degraded to benzoyl-CoA (Rabus and
Heider, 1998; Jobst et al., 2010). A. aromaticum also degrades
acetophenone as sole substrate, using the same pathway under
anaerobic and aerobic growth conditions (Rabus and Widdel,
1995; Ball et al., 1996). The same strain is known to degrade the
close chemical analog 4'-hydroxyacetophenone, albeit using a
completely different pathway (Wdhlbrand et al,, 2008).
Acetophenone degradation by A. aromaticum is initiated by a
highly complex ATP-dependent acetophenone carboxylase (Apc)
which produces benzoylacetate (Jobst et al., 2010). This enzyme
has been purified and characterized from cells grown under
denitrifying conditions on either ethylbenzene or acetophenone
(Jobst et al., 2010). It consists of five subunits (ApcABCDE)
that are encoded in an operon together with a gene coding for
benzoylacetate CoA-ligase (bal; Figure 1; Rabus et al., 2002). Four
subunits (ApcABCD) form a (afy8), core complex of 485 kDa,
which contains tightly bound Zn atoms believed to be essential
for carboxylase activity. The fifth subunit (ApcE) is separated
from the complex during purification and needs to be added
to restore activity in vitro. The reconstituted enzyme exhibits a
stoichiometry of two ATP hydrolyzed to ADP per acetophenone
carboxylated (Jobst et al., 2010). The generated benzoylacetate
is subsequently activated to the CoA-thioester by a CoA-ligase
(Rabus and Heider, 1998; Rabus et al., 2002; Muhr et al., 2015),
and benzoylacetyl-CoA is cleaved by a so far unknown thiolase
to acetyl-CoA and benzoyl-CoA, the common intermediate in

’b

acetophenone degradation induction.

P& L& @& O gk r RO
G & A NP O OO
Q @Q & & SR O 7 PR & PPl
f AR ' sk a0 K y a5 K ' ok T35 K ' 1300 K :
H 1 i f
- ot O J
B
COO COSCoA
H 0 o COSCoA
EbA23147?
EbdABC % ApcABCDE Bal N EbA5319?’
(S)-1-phenyl- cetophenone benzoyl- benzoyl- benzoyl-CoA
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FIGURE 1 | Scheme of genes and enzymes involved in anaerobic degradation of ethylbenzene and acetophenone in Aromatoleum aromaticum.
Modified from Rabus et al. (2002), Kihner et al. (2005), Muhr et al. (2015). (A) Predicted functions of gene products are indicated by different colors: blue:
acetophenone and ethylbenzene degradation, red: ethylbenzene degradation, black: regulation, gray: transposase/transposase fragment, white: proteins of
unknown function. (B) Enzyme names: EbdABC: ethylbenzene dehydrogenase, Ped: (S)-1-phenylethanol dehydrogenase, ApcABCDE: acetophenone carboxylase,
Bal: benzoylacetate CoA-ligase and EbA2314 (accession number CAIO7405) or EnA5319 (accession number CAI09148): potential B-ketothiolases. Shown are also
genes encoding two predicted two-component regulatory systems, ediSR (tcs2/icr2) for ethylbenzene degradation induction, and adiRS (tcri/tcs1) for
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analysis we inoculated the reporter strain in carbonate-buffered

mineral salt media containing 1.5 mM of benzoate in hungate
tubes under aerobic conditions. These cultures were incubated
for 24 h at 28°C, until they had reached an ODs7g of 0.4-0.5 and
most of the benzoate was consumed (typical residual benzoate
concentrations were 0.2 mM). At this point (t = 0 h), different
concentrations of acetophenone were added. For conjugational
plasmid transfer, strain EbN1-SR7 was grown in a modified
mineral salt medium described previously (Waohlbrand and
Rabus, 2009).

Escherichia coli strains were grown at 37°C in LB media
(Sambrook and Russell, 2001). If required, the growth medium
was solidified with 1.5% (w/v) agar. Antibiotics were added at
the following final concentrations: kanamycin 30-50 jLg ml~!
and streptomycin 30-50 jug ml~!. The diaminopimelate (DAP)
auxotrophic E. coli strain WM3064, a derivative of strain $2155
(Dehio and Meyer, 1997), was grown on media containing
0.3 mM DAP. E. coli strain DH50 was used for all cloning
purposes (Taylor et al., 1993).

DNA Techniques and Plasmid Transfer
All enzymes and kits for the isolation of DNA or the
purification of PCR products or restriction fragments were

gene of the apc-operon (apcA) was amplified from genomic
DNA of strain EbNI-SR7 using primers apcA_for_HindIII
(5-GCAAGCTTGGCGATTCACCCGTTTCG-3") and apcA_
rev_Xbal (5'-AATCTAGACGGGGTGGTGTCCACCTTG-3'),
restricted with HindIII and Xbal, and ligated into the equally
treated pKI19CHY. The resulting plasmid, pK19apc-CHY
(7086 bp), was sequenced and contained the first 32 codons
of apcA fused to the mCherry gene. It was conjugated into
EbN1-SR7, and the transconjugants were purified at least three
times on DAP-free media 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 crossover event in the homologous upstream sequence
of apcA. The proper insertion of the plasmid at the predicted
site was verified by colony PCR of the kanamycin-resistant
apcA-mCherry mutant (data not shown), henceforth designated
as strain APC-CHY.

Fluorescence Microscopy

Cultures of strain APC-CHY grown either aerobically or under
denitrifying conditions were exposed to air for at least 1 h at room
temperature before being immobilized on a 1% agarose-pad.
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2.3. Supplementary material

Figure S1 Quantitation of maximum fluorescence sigas for acetophenone-dependent
fluorescence output from fluorescence microscopy iages.For images see Fig. 4A. The
values given are the average of the values obtdnoeadl at least 50 parallel measurements.
Error bars indicate the standard deviations. Daeewitted by linear regression between 0 and
250 uM acetophenone, yielding R2 values of 0.9951ppe of 44.63 uM, and a background

value of 2303 units.
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Figure S2 Specificity of sensing acetophenone anglees.DIC and fluorescence microscopy
images (RFP, 500 ms) from cultures of strain APCYCadter 16 h of exposure to different
substrates at final concentrations of 0.5 mM (see @): #1 benzoate, #2 acetophenone, #3
ethylbenzene, #4 propiophenone, 8b1-phenylethanol, #6R)-1-phenylethanol, #7 2-phenyl-
ethanol, #8 phenylacetaldehyde, #9 2'-hydroxyatetiopne, #10 3’-hydroxyacetophenone,
#11 4’-hydroxyacetophenone, #12 2’-fluoroacetopmen#13 3’-fluoroacetophenone, #14 4'-
fluoroacetophenone, #15 2’-chloroacetophenone,2¥héethylacetophenone, #17 4’-methyl-
acetophenone, #18 styrene oxide, #19 styrene,ct@éne, #21 4-cresol, #22 phenol, #23 4'-
ethylphenol. All fluorescence microscopy imagesensraled equally (250/10,000) and shown
in monochrome for comparison of differences in bimgss. Scale bar, 5 um. Each picture
shows a representative detail view of the full smages.
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Figure S3 Quantitation of maximum fluorescence sigas with acetophenone analogues
from fluorescence microscopy imageskor images see Fig. S3. The values given are the
average of the data obtained for at least 30 ghralkasurements. Error bars indicate the
standard deviations in relative units (%6).

Figure S4 Concentration-dependency of reporter pragin content to §)-1-phenylethanol.
(A) Cultures of strain APC-CHY were tested for theintemt of ApcA-mCherry fusion protein
by immunoblot analysis after 12 h exposure to déifé concentrations of)-1-phenylethanol.
(B) Quantification of ApcA-mCherry signal intensiti@®m the immunoblot analysis. The
values given are the average of at least threellgaraeasurements including standard
deviations in arbitrary units (a.u.). Data weréefit by the saturation kinetics equation given in
this study, with an R2 value of 0.974. Curve paramse max = 9.041 a.u., K = 168.9 uM,
background value = 0.186 a.u.. It should be ndtetlthe units are not directly comparable to
Fig. 5 because the experiments were performed erdimtly.
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Figure S5 Immunoblot analysis of sensing specifigit Cultures of strain APC-CHY were
analyzed for their content of ApcA-mCherry fusiaotein by immunoblot analysis of cell free
extracts (50 pg) using anti-mCherry antiserum dfteh of exposure to different substrates at
final concentrations of 0.5 mM (see Fig. 6): #1 Zmate, #2 acetophenone, #3 ethylbenzene,
#4 propiophenone, #35¥-1-phenylethanol, #6R)-1-phenylethanol, #7 2-phenylethanol, #8
phenylacetaldehyde, #9 2’-hydroxyacetophenone, 81Qydroxyacetophenone, #11 4'-
hydroxyacetophenone, #12 2’-fluoroacetophenone , 3fBioroacetophenone, #14 4’-fluoro-
acetophenone, #15 2’-chloroacetophenone, #16 ZXwtastetophenone, #17 4’-methyl-
acetophenone, #18 styrene oxide, #19 styrene,cl@éne, #21 4-cresol, #22 phenol, #23 4'-
ethylphenol. Molecular masses of the protein steth@sl) are given along the right margin.
Arrows indicate the positions of the ApcA-mCherrysibn product (30.1 kDa) and a
degradation product corresponding in size to fr&herry (~27 kDa). It should be noted that
the immunoblot analysis are not directly compardigeause the experiments were performed
independently.
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3. Deletion of regulatory genes involved in the anaehic
degradation of ethylbenzene and acetophenone in
Aromatoleum aromaticum

3.1. Zusammenfassung

Aromatoleum aromaticui@tamm EbN1 wurde bereits auf physiologischer gmgpénomischer
und biochemischer Ebene untersucht und stellt daimem Modellorganismus fir mehrere
verwandte -Proteobakterien dar, welche dingewohnliche Fahigkeit des anaeroben Abbaus
von Kohlenwasserstoffen sowie phenolischen Verbigén besitzenlm Rahmen dieser
Studie wurdelasadiRSOperon analysiert, das fur elweikomponentensystem (TCS) kodiert,
welches wahrscheinlich die Acetophenon-abhangigdultion desapcbal Operons in
A. aromaticum reguliert. Hierfur wurde durch homologe Rekombioat eine
Chloramphenicol-resistente Mutante konstruiert,dezi dieadiRSGene deletiert wurden. Im
Gegensatz zu den Erwartungen wuchs d®RS Deletionsmutante sowohl aerob auf
Acetophenon als auch anaerob auf Ethylbenzol odmtophenon. Allerdings wurden um
70% reduzierte Acetophenon-Carboxylase-Aktivitatém Extrakten dieser Kulturen
nachgewiesen. Uberraschenderweise zeigte die Mutadem eine induzierte EbDH-AKktivitat
in Acetophenon-gezogenen Kulturen sowie eine eegh8yhthese von zwei Biotin-Carboxyl-
Carrier-Proteinen in Ethylbenzol-gezogenen Kultui2ie Komplementation deadiRSGene

in trans fuhrte nur zu einer teilweisen Umkehr der beobateim Abweichungen. Weiterhin
wurde ein mCherry Reporterstamm konstruiert, bei deeadiRSGene deletiert wurden. Die
hieraus ermittelten Ergebnisse gaben Indizien fine ezeitverzgerte und verminderte
Expression derapcAmCherry Fusion im Falle einer Deletion deadiRS Operons.
Zusammenfassend fuhrten die erhaltenen Daten zuAdeahme, dass die Acetophenon-
abhangige Induktion degpcbal Operons neben dem AdiRS-System moglicherweisendzinc
zweites parallel wirkende$CS beeinflusst wird. Ein mdglicher Kandidat sind didiRS
Genprodukte, welche jeweils hohe Ahnlichkeit zu R8iaufweisen. AbschlieRend wird ein
vorlaufiges Modell zur potentiellen Rolle der beidéCS AdiRS und XdiRS in der

Substraterkennung und -unterscheidung.iaromaticunmStamm EbN1 vorgestellt.

Dieses Kapitel wird zur zuklnftigen Publikation Manuskriptform in englischer Sprache
prasentiert, bedarf jedoch weiterer Experimentdinate Schlussfolgerungen zu ermdglichen.

3.2. Manuskript
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Abstract

Aromatoleum aromaticunstrain EbN1 has already been studied on a phygah
proteogenomic and biochemical level and therefeprasents a model organism for several
related -proteobacterial generahaving the unusual metabolic capability of anbeEro
degradation of hydrocarbons and phenolic compoundhis study, we investigatedeadiRS
operon encoding putativetwo-component regulatory system (TCS), proposaedgalate the
acetophenone-dependent induction ofdpebal operon inA. aromaticumby characterizing

its effects in a deletion mutant. In contrast t@ expectations, this gene deletion strain still
grew aerobically on acetophenone and anaerobicallethylbenzene or acetophenone. In
addition, acetophenone carboxylase (Apc) wasdsiikctable in extracts of tlagliRSdeletion
mutant grown on acetophenone or ethylbenzene. Henvexduced specific Apc activities of
around 30% were determined compared to the wild stmin. Surprisingly, the mutant strain
showed induced ethylbenzene dehydrogenase (EbCiM)tydf grown on acetophenone as
well as increased synthesis of two paralogous rei@intaining carrier proteins (XccB and
XceB2) when grown on ethylbenzene. Restoringaili® Sgenes on a broad host-range plasmid
only resulted in a partial reversal of these déw. Furthermore, a fluorescent reporter strain
lacking theadiRSgenes was constructed as described recently (Btudd;, 2016). The results

indicated a probable time-delayed and decreasegssipn of thepcAmCherrygene fusion
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in the reporter strain lacking the genes encodiniRS. Taken together, we assume that
acetophenone-dependent induction ofapebal operon may be mediated by two independent
regulatory systems which would be expected to cempht each other in this deletion mutant.

In this regard, two genes coding fof@S (xdiRS closely related to the putative acetophenone-
dependent AdiRS are prime candidates. Finally, shisly presents a tentative model of the
potential role of the AdIRS and XdiRS regulatorysteyns in substrate recognition and

discrimination inA. aromaticunstrain EbN1.

Introduction

Along with many other aromatic hydrocarbons andholfie compounds, the-proteobacterium
Aromatoleum aromaticunstrain EbN1 is able to degrade ethylbenzene inatbeence of
oxygen (Rabus and Widdel, 1995; Rabus and Hei@®8)1 The first step of the degradation
pathway is an oxygen-independent enantiospecifitdyylation of the hydrocarbon substrate
to (9-1-phenylethanol (Balkt al, 1996; Rabus and Heider, 1998; Johnson and Spoarman
1999) via ethylbenzene dehydrogenase (EbDH), argemdabile molybdenum enzyme
(Johnsoret al, 2001; Kniemeyer and Heider, 2001a; Kle¢al, 2006; Heideet al, 2016b).
The intermediateS)-1-phenylethanol is further oxidized to acetophenby an enantiospecific
alcohol dehydrogenase (Champietmal, 1999; Kniemeyer and Heider, 2001b; Hoffledtral,
2006; Dudziket al, 2014), which is encoded in a common operon wWitghsubunits of EbDH
(Fig. 1A) (Rabuset al, 2002).

The aromatic ketone acetophenone (phenylmethylleg¢tols produced as metabolic
intermediate in the oxygen-sensitive degradatidhyay of ethylbenzene (Rabus and Widdel,
1995; Rabus and Heider, 1998). The subsequentdbggra pathway of acetophenone has been
shown to be initiated by a novel type of a hightynplex ATP-dependent carboxylase (Jobst
et al, 2010; Heideret al, 2016a). The acetophenone carboxylase involvatignpathway
consists of five subunits (ApcABCDE) with tightlpbnd zinc atoms, which are believed to be
essential for its carboxylase activity. The pudf@nd reconstituted enzyme complex exhibits
a stoichiometry of two ATP hydrolyzed to ADP peretaphenone carboxylated to
benzoylacetate. Similar to anaerobic degradaticecefophenondy. aromaticums also able

to degrade the ketone as sole substrate underiaeaniditions, but not ethylbenzene (Rabus
and Widdel, 1995). The next degradation steps ciz@jan activation to the CoA-thioester by
a CoA-ligase (Rabus and Heider, 1998; Rabtual, 2002; Muhret al, 2015) and a further

conversion to acetyl-CoA and benzoyl-CoA, the commtermediate of most anaerobic
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metabolism of aromatic compounds, by a so far unknthiolase (Harwoocet al, 1998;
Carmoneet al, 2009; Fuch®t al, 2011). The gene coding for the benzoylacetate-yase
(bal) is located in an operon together with the fivengge encoding the acetophenone
carboxylase (Rabust al, 2002). Thisapcbal operon forms together with tieddpedoperon

a larger gene cluster with genes coding for two-6@mponent systems (Fig. 1A).
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Figure 1 Scheme of the three gene clusters poterljainvolved in a common regulatory network
effecting the metabolism of ethylbenzene, acetopheme, p-ethylphenol and phenol in

A. aromaticum Modified from Rabut al, 2002, Wohlbranét al, 2008 and Muhet al, 2015. Gene
cluster coding for enzymes of ethylbenzene andopbenone metabolismAj, for enzymes of
p-ethylphenol ang-hydroxyacetophenone metabolisB) @nd for paralogous enzymes of anaerobic
ethylbenzenep-ethylphenol and phenol metabolisi@)( Predicted functions of gene products are
indicated by different colors and hatching patteraed: ethylbenzene degradatidnue ethylbenzene
and acetophenone degradatigreen p-ethylphenol ang-hydroxyacetophenone degradatigmey:.
paralogous enzymeswhite transposase/transposase fragmdiiied: transcriptional regulation,
horizontal stripes transporter protein involved in stress resportiagonal stripes identified or
predicted function in previous publications, dmdken linesprotein of unknown function.

The enzymes of ethylbenzene and acetophenone ristalare known to be regulated in a
sequential manner in response to the availabilityth®e substrates ethylbenzene and
acetophenone, respectively (Kihmgral, 2005; Rabuet al, 2014; Muhret al, 2015). Since
the ebd-apcgene cluster contains two operons coding for edldtvo-component regulatory
systems (TCS), their gene products were proposée iavolved in mediating the substrate-
dependent induction of either tebd-pedor theapc-baloperons (Fig. 1A) (Rabuet al, 2002;
KlUhneret al, 2005). EdiS and EdiR (ethylbenzene degradatidndaimg sensor/regulator) were
suggested to be responsible for inducingethé-pedoperon because of their particularly high

sequence similarity to thtdiSRgene products, which are involved in regulatiothefgenes of
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anaerobic toluene metabolism (Leuthner and Helt®#98; Rabu%t al, 2002). Based on the
similarity to the p-hydroxyacetophenone-responsivieCS VIirAG from Agrobacterium
tumefaciens(Lee et al, 1995), AdiR and AdiS (acetophenone degradatiodudimg
regulator/sensor) have been proposed as probajéatery compounds for the induction of

theapc-baloperon (Rabust al, 2002).

In addition to the metabolic pathways of ethylberand acetophenone, we also elucidate the
anaerobic degradation pathway op-ethylphenol and its ketone derivative
p-hydroxyacetophenone in our study. These two comgeware very close chemical analogs
of ethylbenzene and acetophenone, but are degnaded differentp-ethylphenol-induced
pathway (Wohlbrancet al, 2008; Rabuset al, 2014; Muhret al, 2015). The metabolic
enzymes probable involved in this pathway are eadazh an apparent singlé*-dependent
etpoperon (Fig. 1B) preceded by a gene coding foyl&Xype regulatory protein (Wéhlbrand
et al, 2008; Businget al, 2015). Theetp operon includes a flavin-containiqgethylphenol
hydroxylase instead of a molybdoenzyme-type hydasg; several alcohol dehydrogenases
and a biotin-containing carboxylase in addition énzymes involved in CoA-thioester
formation and beta oxidation reactions (Wohlbrahdl, 2008; Rabuet al, 2014).

FurthermoreA. aromaticunpossesses a third gene cluster (Fig. 1C), whiokists of genes
coding for paralogues of enzymes involved in theatalism of ethylbenzeng;ethylphenol
and phenol as well as paralogues of solvent sfnedsins (Kihneet al, 2005; Rabuet al,
2005; Wohlbrand and Rabus, 2009; Rabual, 2014). E. g. thelst andpedlike genes show

a sequence similarity in the range from 47.2 t&%3(Rabuset al, 2005). Additionally, this
cluster harbors a gene coding for’&dependent regulatoelfA5755 renamed in this study as
pdeR3 closely related to the XylR-type regulatory pioten the etp operon pdeR2
44% identity). Remarkably, it also contains two ggrcoding for a so far unknowhCS
(ebA5752/ebA5750renamed in this study agliRS related to the putative acetophenone
dependent AdIRS, with identities of 61% and 48%pestively (Rabust al, 2005).

Previous investigations on the regulation of etaglbene and acetophenone degradation were
always lacking genetic studies. To address thigeisthis work is based on recorded effects of
the deletion of thediRSgenes inA. aromaticum constructed by using a modified genetic
system described previously (Wdhlbrand and Rab2@9R The desired deletion mutant was
investigated for the specific activity of key enamsnof ethylbenzene and acetophenone
degradation in cells grown on different carbon andrgy sources combined with immuno- and

biotin-blotting analyses. Furthermore, a fluoresaeporter construct was integrated into the
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chromosome of the deletion mutant as describechtigctor strain EbN1-SR7 (Muhet al,
2016) to examine the induction pattern of éipe-bal operonin vivoas well as the influence of
the predicted CSAdIRS.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains used in this study are listed Tiable 1. The streptomycin-resistant
Aromatoleum aromaticurstrain EbN1-SR7 was grown under denitrifying cdindis at 28°C

in mineral salt medium on benzoate, acetophenonylbenzene, p-ethylphenol,
p-hydroxyacetophenone or toluene (at 1 to 5 mM)esxdbed elsewhere (Rabus and Widdel,
1995; Muhret al, 2015). Every culture was adapted to anaerobiwilraon the respective
substrate for at least four passages. Bacterialtravas followed by measuring optical density
at 578 nm and the consumption of nitrate. For tiaret concentration dependent analysis, the
reporter strains were cultivated under aerobic ttmmd as described previously (Muétr al,
2016), except using mineral salt media containimyM instead of 1.5 mM benzoate. For the
generation of deletion mutants or conjugationasiplia transfer, EbN1-SR7 was grown in a

modified mineral salt medium described previouslifohlbrand and Rabus, 2009).

Table 1 Strains used in this study.

Strain Genotype; characteristics and uses Reference/source
A. aromaticum
EbN1-SR7 SR mutant of EbN1 wild type (Rabus and (Wohlbrand and Rabus,
Widdel, 1995) 2009)
adiRS EbN1-SR7 deletion mutantadiRS:cat tnp22 This study
tnpF7, Snf, Cnf
adiR%om adiRS pAwtlm(-adiRS Sn¥, Cnf, ApR, This study
SR7-CHY EbN1-SR7, chromosomal integration of Renamed from APC-CHY
pK19apcACHY, Snf, KmR (Mubhr et al, 2016)
adiRSCHY adiRS chromosomal integration of pKapcA This study
CHY, Snf, CnR, KmR
E. coli
DH5 Host for E. coli cloning; F— 80acZ M15 (Tayloret al, 1993)

(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rK—, mK+) phoA suE44 —thi-1gyrA96 relAl
WM3064 Donor strain for conjugationthrB1004 pro thi W. Metcalf, unpublished
rpsL hsdS lacZM15 RP4-1360 (araBAD)567
dapAL341::ferm pinwt)]
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Escherichia colstrainswere grown at 37 °C in LB media (Sambrook and Ruys&@01). The
growth medium was solidified with 1.5% (w/v) agaraquired. Antibiotics were added at the
following final concentrations: ampicillin  50-15@yumr?, carbenicillin 50 pg mt,
chloramphenicol 10-30 pg mhl kanamycin 30-50 pg mland streptomycin 30-50 pg Wl
The diaminopimelate (DAP) auxotrophte. coli strain WM3064 was grown on medium
containing 0.3 mM DAP.

DNA Techniques and plasmid transfer

E. coli strain DH5 was used for all cloning purposes. All enzymes kitgl for isolation of
genomic or plasmid DNA as well as for purificatiand gel extraction of PCR products or
restriction fragments were purchased from ThermierSific™ (Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany), Analytik Jena (Jena, Germanyllew England Biolabs (Frankfurt,
Germany)Oligonucleotide primerébiomers.net GmbH, Ulm, Germanysed in this study are
listed in Table S1. Sequence analyzes were evaluattng pDRAW32 (ACACLONE
software) and DNAMAN (Lynnon Biosoft) software.

Plasmids were transferred ino coli strains by transformation using chemically compete
cells (Inoueet al, 1990) and intdA. aromaticumby conjugation using the DAP auxotrophic
E. colistrain WM3064 (Wo6hlbrand and Rabus, 2009; Meihal, 2016). Solid mating medium

was supplemented with 0.3 mM DAP (see above).
Construction of adiRSdeletion mutant

To generate a gene deletion mutant ofati&kSoperon inA. aromaticumwe used a modified
two-step protocol based on suicide-vector pK19moBg&chaferet al, 1994) as previously
described in Wo6hlbrand and Rabus (2009; see Fi§.f8lschematic depiction). ThediRS
operon and two predicted adjacent genes coding foansposasénp2? and a transposase
fragment (npF7) were replaced by a resistance marker cassettedieigca chloramphenicol
acetyl transferase (CAT). Thmat gene (921 bp) and two fragments flanking each sfdée
desired deletion (1040 bp) were amplified from piesmid pACYC184 (Chang and Cohen,
1978) or from genomic DNA d&. aromaticunstrain EbN1-SR7, respectively using the primer
pairs listed in Table S1 (Fig. S1A). The three fnagts were then fused together via PCR using
the primer pair P1/P4 (2881 bp), restricted Wigl and Xbal, and ligated into the similarly
treated pK19mobsacB containing teacB gene as counter-selection marker. The resulting
plasmid pK19 adiRSwas conjugated into EbN1-SR7 as described abosenéntioned the
desired deletion mutant was obtained in two stApérst, transconjugants were screened for

chromosomal insertion of the introduced plasmid kanamycin (and chloramphenicol)
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resistance and analyzed by colony PCR using timeeprpairs P7/9 (upstream, 1584 bp) and
P8/P10 (downstream, 1274)bTable S1, data not shown). Positive single-crogsougants
were grown at least four passages under non-sadectinditions and subsequently screened
for a second crossover event for deletion of tlasmpid portion via resistance against added
sucrose and chloramphenicol. The kanamycin-seasitaletion mutant strain was confirmed
by colony PCR analysis using different primer pésese Table S1 and Fig. S1) and designated
as adiRS

Construction of complementation plasmid

For complementation of thediRSdeletionin trans (modified from Wohlbrand and Rabus,
2009), the corresponding gene pair was amplifiedhfgenomic DNA using the primer pair
adiRS_com_for3/adiRS_com_rev3 (Table S1). The d@rpgePCR product (2211 bp) which
contained the completdiRSgenes and 248 bp upstream regioadRS was cloned with the
StarGaté& cloning system (IBA GmbH, Goettingen, Germany)oading to the protocol into
the acceptor vector pASG-IBAwtl. Since EbN1-SR7as able to replicate these expression
vectors and only can import mobilizable plasmidsadnjugation, the ColEdri was replaced
by a synthesized mob-site fragment (Gene Art, Regeny, Germany) containing the
pBR3220ri to get a wider broad host range. The vector pBBRIS4 (Kovachet al, 1995)
served as template for synthesis of the fragmemtiwwas synthesized without any disturbing
restriction sites. This mob-site fragment was ctbne a DNA fragment, amplified from
plasmid pAWtRdiRS using the primer pair Sense_pASG_Mob(-ColE1)/
Antisense_pASG_Mob (Table S1), according to theGit® cloning system. The modified
and confirmed plasmid pAwtlm&liRS (7487 bp) was transferred taadiRSas described
above. The resulting mutant was designatedaasRom.

Construction of a chromosomalapcA-mCherryinsertion mutant

To generate aadiRSstrain harboring a chromosomal integration oaponA-mCherryfusion,

we used a method previously described for EbN1-@®Rihr et al, 2016). The proper insertion

of the plasmid at the predicted site was verifigatblony PCR using different combination of

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

were designated as strains SR7-CHY (in Mehral, 2016 designated as APC-CHY) and
adiRSCHY.

Preparation of cell free extracts

Harvested cells (20 min at 17,000 x g) were imntetijja&rozen in liquid nitrogen and stored

at -80°C. For extract preparation, frozen cellsenesuspended in an equal volume of 10 mM
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Tris/HCI buffer pH 7.5 containing 0.05 mg lysozynaed 0.05 mg DNase | per ml. Cell
suspensions were disrupted by sonication or pasaedmes through a French pressure cell
press at 110 MPa. Cell debris and membranes wemovel by ultracentrifugation at
125,000 x g and 4°C for 1 h. The cell free extrgstduble fractions) were used immediately
or stored in aliquots with added 10% (v/v) glyceabt20°C.

Electrophoretic methods and immunoblotting

Defined amounts of protein (5fy) from crude extract from at least two biologicgplicates
per strain and substrate were prepared and segdmattiscontinuous sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ugi@igp till 16.5% (w/v) polyacrylamide
gels in the Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, Num Germany) as described
previously (Laemmli, 1970). Biotin-blot analysesttwHRP-coupled avidin and immunoblot
analyses using antisera raised against the pugteslenzyme of acetophenone carboxylase or
against purified ethylbenzene dehydrogenase weferpeed as described before (Mudtral,
2015). Immunodetection with anti-mCherry antiser@amd quantitative analyses of the
immunocomplexes were performed as described prsliquunget al, 2014; Muhret al,
2016). For quantitation of the immunocomplexes, ApeA-mCherry fusion protein signals
were recorded by a ChemiDoc MP imaging system lsn@(intensity) of the respective bands
using Image Lab 5.0 software (Bio-Rad, Munich, Gamg) and are presented in arbitrary units

(a.u.), where one unit corresponds to an origis&ime (intensity) readout value of®10
Enzyme assays

EbDH activity was observed by a photometric assay 00 mM Tris/HCI buffer pH 7.5
containing 200 M ferricenium tetrafluoroborate as electron accefitmiemeyer and Heider,
2001a; Muhret al, 2015). Carboxylase activities were measured ulastsate-dependent
incorporation of }*C]bicarbonate into nonvolatile acid-stable prodastsiescribed previously
(Jobstet al, 2010; Muhret al, 2015).

Other methods

Determination of protein concentrations was dondhgyCoomassie dye binding assay with
bovine serum albumin as a standard (Bradford, 191163 identities of proteins separated by
SDS-PAGE were determined by LC-MS using a PepMa1d®@ RP nanocolumn (Dionex,
Idstein, Germany) and separated on an UltiMate 3@0@ chromatography system (Dionex,
Idstein, Germany). MALDI-TOF-TOF analysis was cadrout on a 4800 Proteomics Analyzer
(MDS Sciex, Concord, ON, Canada) and evaluatechagan in-house database using Mascot
embedded into GPS explorer software (MDS Sciex,cGal) ON, Canada). Fluorescence
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microscopy and fluorescence-based flow cytometryeweerformed exactly as described in
Muhr et al, 2016.

Results

Knock-out of the adiRSoperon and complementation

Previous studies which addressed the regulatioanakrobic acetophenone degradation in
A. aromaticumproposed theadiRS gene products as probable two-component regulatory
system (TCS) involved in the synthesis of acetophemmetabolic enzymes (Raleisl, 2002;
Kihneret al, 2005; Rabuet al, 2014). To prove the hypothesis a chloramphenesistant
deletion mutant lacking thadiRS operon was constructed by homologous recombination
(see Fig. S1A and Materials and Methods). Additignavo predicted adjacent genes coding
for a transposasénp22 and a transposase fragmetmpE7) were deleted together with the
adiRSoperon to “clean up” the genome of EbN1-SR7 ancbtmteract unwanted transposase

effects. The resulting deletion mutant was desgphas adiRS

To control the correct integration of the plasmiKilp adiRSinto the genome of EbN1-SR7
(single crossover) as well as the correct secooombination (double crossover) to get rid of
the integrated plasmid again, while replacing #®RS operon with a chloramphenicol
resistance cassetteaf), colony PCR reactions were run using differemhbmations of primer
pairs listed in Table S1. Resulting PCR produats)yzed on 1% agarose gels, confirmed the
adiRSdeletion mutant (Fig. S1B). To rule out secondaunyation effects of thadiRSdeletion,
the corresponding gene pair was expresseians (modified from Woéhlbrand and Rabus,
2009). Therefore a broad-host-range plasmid pAwAlad(RSwas constructed and transferred
into adiRSresulting strain adiR®om. PCR reactions were run to confirm the presehtiee
genesadiRandadiS(Table S1; Fig. S1C).

Growth characteristics of adiRSand adiRSom

Contrary to our expectations the isolagstiRSmutant was still able to grow on acetophenone
and ethylbenzene. Cell growth ofadiRS cultivated under denitrifying conditions on
acetophenone, was monitored over 102 h compareBbtél-SR7 and adiR®om (see
Fig. S2A). To exclude impairments of strai@diRS no chloramphenicol was added to the
media. Only slightly decreased growth rates ofdaketion strain compared to the wild type
were reported both on acetophenone and other cadumees like benzoate or ethylbenzene

(data not shown). The deletion mutant was also dblegrow on p-ethylphenol,
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p-hydroxyacetophenone and toluene. To verify theeats ofadiRS genes, colony PCR
analyses were done using isolated DNA atliRSadapted cultures (48 h) grown on benzoate,
acetophenone and ethylbenzene (Fig. S2BC). PCR tigeac using primer pair
adiR_for/adiR_rev (Table S1) confirmed the absentethis gene in cells adapted to
acetophenone or ethylbenzene (Fig. S2B). To vaitiase template DNA PCR products of
the geneediR nearby the deleted operon (Fig. 1A), were angaifusing primer pair
ediR_for/ediR_rev (Table S1; Fig. S2C).

Slightly reduced growth rates compared to EbN1-8R¥ adiRSwere recorded with strain
adiR®om possessing the complementation plasmid pAwdaeiRS(Fig. S2A) due to the
fact of added ampicillin (50 pg M) as described previously (Wohlbrand and Rabus9R00

A second reason could be explained by expressreassof theadiRSgenesan transfrom the
multicopy plasmid. This effect was enhanced byatthéition of anhydrotetracycline (Fig. S2A)
also known from previous experiments with differ@tdsmids (K. Schihle and J. Heider,

unpublished results).
Presence of enzymes of anaerobic hydrocarbon metdlson in strain  adiRS

The TCS AdIRS is proposed to be involved in the regulatddntheapc-baloperon (Rabust

al., 2002) containing the genes encoding the acetapteercarboxylaseapcABCDE and
benzoylacetate-CoA ligaséd]; Fig. 1A). Along with the growth ability of adiRS on
acetophenone and ethylbenzene under denitrifyingitons, we were also able to detect the
presence of Apc in cell free extracts of cells gnown these substrates by immunoblotting
experiments with antiserum raised against the igdriApc core enzyme (Fig. 2A). The three
large subunits of Apc (87 kDa, 75 kDa and 70 kD&revinduced in cells grown under
denitrifying conditions on ethylbenzene or acetommee. Stronger signals were detectable for
the wild type strain EbN1-SR7 compared to the srandiRSand adiR®om. Sometimes
faint signals corresponding to the large subunité\jpc were also seen in cells grown on

p-ethylphenol op-hydroxyacetophenone.
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Figure 2 Immuno- and biotin-blot analysis of cell fee extracts of EbN1-SR7, adiRS and
adiRSom grown under denitrifying conditions on differert substrates. Extracts (50 pg of total
protein per lane) were separated by SDS-PAGE andferred to nitrocellulose. Lanes: Cultures grown

under denitrifying conditions on ethylbenzergb) acetophenoneA€), p-ethylphenol Ep) and
p-hydroxyacetophenonéd@); molecular mass markeM]j. Molecular masses of the protein standard
are given along the right margiA Immunoblot analysis (12% (w/v) SDS-gel) usingiserum raised
against purified core complex of acetophenone catbee. Arrows indicate three subunits ApcC, ApcD
and ApcA (87, 75 and 70 kDaB) Immunoblot analysis (12% (w/v) SDS-gel) usingiserum raised
against purified ethylbenzene dehydrogenase. Arrawgicate two subunits EbdA and EbdB
(96 and 43 kDa). The asterisk indicates an unitledticross-reacting polypeptideC) Biotin-blot
analysis (16.5% (w/v) SDS-gel) with HRP-coupleddavi The arrows indicate the constitutive
expressed biotin carrier protein AccB (EbA1472kD&) and two additional induced proteins identified
as biotin carrier proteins XccB (EbB9, 17.6 kDagl adtcB2 (EbA5773, 16.7 kDa).

Since Apc is known to be active in cells grown undienitrifying conditions on ethylbenzene
or acetophenone but not prethylphenol (Jobstt al, 2010; Muhret al, 2015), we additionally
measured the enzyme activity to determine the enite of theadiRSdeletion on the presence
of this key enzyme (Table 2). Specific Apc actistiof 9.88 and 5.20 nmdt*C]bicarbonate
incorporated into acid-stable products per min augdof protein were observed in extracts of
EbN1-SR7 cells grown under denitrifying conditiona acetophenone or ethylbenzene,

respectively. In contrast, no measurable activiaswletected in extracts of EbN1-SR7 cells
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grown onp-ethylphenolp-hydroxyacetophenone, toluene or benzoate as stb¢toluene and
benzoate not shown). Compared to the wild typeinstrggrown on acetophenone or
ethylbenzene (defined as 100%) reduced relativeifspé\pc activities of around 29% and
27% were detected in cell extracts of ##RSdeletion mutant grown on acetophenone or
ethylbenzene, respectively. Similar to the wildegtrain, no Apc activity was detectable in all
cells grown on benzoate. After complementation hef ddiRS genesin trans the relative
Apc activity increased only a little up to 39% iells grown on acetophenone, as compared to
EbN1-SR7 cells grown on acetophenone. Apc actwitgnly 18% relative to the reference
value was determined in cell free extract of straadiRSom if grown under denitrifying

conditions on ethylbenzene.

Table 2 Activities of acetophenone carboxylase (Apand ethylbenzene dehydrogenase (EbDH) in
cell free extracts of EbN1-SR7, adiRSand adiRSom grown under denitrifying conditions on
different substrates.

Specific activity of Apc Specific activity of EbDH
Growth substrate \ Strain  EbN1-SR7adiRS adiR®om EbNI1-SR7 adiRS adiRom
Ethylbenzene 5.20+2.61 1.38+0.88 0.93 +£0.0468 2.0.56 2.23+£0.12 2.15+0.15
Acetophenone 9.88+4.01 2.84+1.02 3.82+2.80.1<0 259+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

Specific activities are given in nmol per min and af protein. The values given are the average of a
least four parallel measurements including thedstecthdeviation. nd = not determined.

Additionally to Apc, we also confirmed the preserafethe ethylbenzene dehydrogenase
(EbDH) by immunoblot analysis using antisera raiseginst the purified EbDH in all
ethylbenzene-grown cells of strains EbN1-SR&JiRSand adiRfom (Fig. 2B). In contrast,
cells grown orp-ethylphenol op-hydroxyacetophenone showed only unspecific creasting
polypeptides. As expected, we detected an ethydyenhydroxylating enzyme in cell free
extracts of strain EbN1-SR7 grown on ethylbenz@iable 2) with specific activities of around
2.68 nmol mirt (mg protein} by using a photometric enzyme assay with ferrigeni
tetrafluoroborate as artificial electron acceptBurthermore, no measurable activity was
detected with ethylbenzene in EbN1-SR7 cells gromm other substrates (Table 2).
Unexpectedly, the anti-EbDH antiserum revealedpiesence of the two larger subunits of
EbDH (96 kDa and 43 kDa), in extracts of thdiRS deletion strain with or without
complementation when grown anaerobically on acetnphe. None of the extracts grown on
p-ethylphenol, p-hydroxyacetophenone or benzoate showed any imrogmal reaction
(Fig. 2B, benzoate not shown). In compliance wille timmunoblot analysis, specific
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ethylbenzene-hydroxylating activity was determinedextracts of adiRSand adiR®om
grown under denitrifying conditions on acetophencaléhough the complemented mutant
showed a reduced value of EbDH activity of 1.13 hpgy minand mg protein (Table 2).

Thep-ethylphenol degradation is proposed to involyehydroxyacetophenone carboxylation
step catalyzed by a biotin-dependent carboxylasecABC) encoded in the apparent
p-ethylphenol operon (Wéhlbrared al, 2008; Muhret al, 2015). We determined the presence
of biotin-containing proteins by staining blottedS&-gels with a commercially available
horseradish peroxidase-avidin conjugate (Fig. 2&)ddition to the constitutive expressed
biotin carrier protein of acetyl-CoA carboxylasesoB8 (16 kDa;ebAl1472gene product) we
observed the presence of the XccB subunit (17.6 &EBRA9gene product) in extracts of strains
EbN1-SR7 as wells as adiRS and adiR®om grown on p-ethylphenol and
p-hydroxyacetophenone (Fig. 2C). Moreover, the hiblot revealed the induction of XccB
and an additional biotin-containing protein in exts of theadiRSdeletion mutant grown on
ethylbenzene. LC-MS analysis identified these pepgjales as the XccB subunit mentioned
above and a second putative XccB2 paralelgA&6773gene product, 16.7 kDa) which is
encoded downstream of the paralogebd2operon (Fig. 1C) (Kuhnest al, 2005; Rabugt
al., 2005; Woéhlbranekt al, 2008; 2009). Interestingly, these XccB subunigsennot detected
in extracts of the complemented strain grown orylbdnzene or in any cells grown on

acetophenone (Fig. 2C).
Substrate-dependent fluorescence output in thadiRSdeletion mutant

As recently described for the wild type strain EBSR7 (Muhret al, 2016), an acetophenone-
responsive fluorescent reporter construct was aisggrated into the chromosome of the
deletion mutant adiRS The constructed gene fusion of the first gen¢éhefacetophenone-
catabolic operon with the gene coding for the fsment protein mCherrggcAmCherry was
incorporated into the chromosome in tandem with uhehangedapcbal operon to avoid
potential multi-copy effects (see Fig. S3A). Theger insertion of the whole plasmid at the
predicted site was verified by using PCR analysee(Table S1 and Fig. S3B). For better
comparison in this study the insertion mutants wiesgnated as strains SR7-CHY (designated
as APC-CHY in Muhret al, 2016) and adiRSCHY. In contrast to the reporter strain
SR7-CHY, which responded significantly and consije to the applied acetophenone
concentrations, the induction pattern of ApcA-m@ar the reporter strainadiRSCHY was

much more complicated.
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Figure 3 Substrate-dependent fluorescence output irstrains SR7-CHY and adiRSCHY.
Cultures were grown under denitrifying conditions ethylbenzene, acetophenomeethylphenol,
p-hydroxyacetophenone and benzoate. Samples ween tdB h after inoculation. Differential
interference contrasD(C) and fluorescence microscopy imagR&P, 500 ms) of the cells are shown
and scaled equally for comparison of differencdsrightness (750/1750). Scale bar, 5 um.

Both reporter strains were grown in parallel undenitrifying conditions on different carbon
sources. Samples were taken at certain time pafiteisinoculation and analyzed for expression
of the apcAmCherry gene fusion by fluorescence microscopy (Fig. 3hy&s well as for
presence of ApcA-mCherry fusion proteins by quatitie immunoblot analysis (Fig. S4). The
highest fluorescence signal response at each tm was observed in acetophenone-grown
wild type strains. Furthermore, wild type strain S8HY showed increased fluorescence
intensities as well as specific ApcA-mCherry pratut in either ethylbenzene- or
acetophenone-grown cells, whereas none of the resltugrown on p-ethylphenol,
p-hydroxyacetophenone or benzoate showed signifiemponse (Fig. 3; Fig. S4). In contrast,
no ApcA-mCherry fusion protein was produced 24 terainduction in any cells of strain
adiRSCHY tested under these conditions (Fig. S4), agapér showing a delayed phenotype
compared to the wild type strain. Increased fluoease intensities and fusion protein

production were observed in mutant strasdiRSCHY when grown on either ethylbenzene
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or acetophenone over 48 h (Fig. 3; Fig. S4), aneheavigher ApcA-mCherry levels were
determined after 96 h in acetophenone-grown célig. 54). Nevertheless, cells of strain
adiRSCHY grown on ethylbenzene or acetophenone showedced signal response and
more heterologous mixtures of fluorescent and mooréscent cells in comparison to the wild
type strain SR7-CHY (Fig. 3). This is also refletten a much higher variability in
ApcA-mCherry fusion protein production in acetopbee-grown cells of strainadiRSCHY

compared to acetophenone-grown wild type strairgs G4C).

To further elucidate the ApcA-mCherry fusion pratproduction in the reporter strain lacking
the genes encoding AdiRS, we used a slight modtitededure presented in Muttral. (2016).
Both reporter strains were inoculated in paraltelcarbonate-buffered mineral salt media
containing 4 mM benzoate. After 24 h growth undaohic conditions different concentrations
of acetophenone were added (t = 0). Samples wkea t@r up to 144 h after induction and
analyzed by quantitative immunoblot analysis of ApuCherry signals (Fig. 4) as well as
fluorescence based flow cytometry (Fig. 5). Inmuabanalysis of samples taken after 12 and
24 h revealed linear correlation between the adaeetophenone concentration and the
ApcA-mCherry level in strain SR7-CHY whereas oniypss-reacting polypeptides were
detected in strain adiRSCHY (Fig. 4AB). These unidentified proteins arerelated to the
mCherry protein (Muhet al, 2016), but still impede the determination of lamounts of
ApcA-mCherry. The fusion protein production in witgpe strain SR7-CHY showed the
highest values after 48 h and decreased with loegeosure times under the test conditions
(Fig. 4ACD). In contrast, quantitation of variowples taken after different incubation times
from theadiRSdeletion mutant showed that the development aréiscence required longer
incubation periods. Moreover, the determined ApcB&hmarry protein levels in the reporter
strain lacking thediRSgenes after 48 and 72 h were much lower than tbbserved in the
wild type strain SR7-CHY (Fig. 4ACD).
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Figure 4 Time- and concentration-dependent analysisof ApcA-mCherry fusion protein
production. Cultures of strains SR7-CHYIue) and adiRSCHY (red) were analyzed for their content
of ApcA-mCherry by immunoblot analysis after vasaiimes of exposure to different concentrations
of acetophenoneA() Samples were taken after the indicated time pajiten along the left margin.
Lanes were loaded with cell free extracts (50ofi¢ptal protein each) and probed with anti-mCherry
antiserum. For comparison a sample of strain SRY-Gidwn under denitrifying conditions on 2 mM
acetophenone to mid-exponential phase (72 h) sawvedntrol (labeled with +)B(D) Quantification

of ApcA-mCherry signal intensities from the immuitattanalysis after 24 (), 48 h C) and 72 hDD).
The values given are the average of two parallelsmeements including standard deviations in atyitra
units (a.u.).

The acetophenone-dependent fluorescence response additionally confirmed by
fluorescence based flow cytometry after differemtet points (Fig. 5). For this assay, 10,000
cells of each replicate at either substrate comatoh were analyzed by measuring their
relative mean fluorescence signals. The wild typairs SR7-CHY showed the highest
fluorescence output primarily after 72 h of expesuo acetophenone under the tested
conditions (Fig. 5C). The relative mean fluoreseenbserved for strainadiRSCHY after

72 h exposure to 0.5 and 1 mM acetophenone wese ttovalues observed for the wild type
strain (Fig. 5C). However, no significant fluoresce output was detectable in any sample with
acetophenone concentrations lower than 0.5 mM addetthe assay (Fig. 5). In addition,
samples of strain adiRSCHY taken after 24 or 48 h exhibited nearly nongigant

fluorescence signal response (Fig. 5AB).
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Figure 5 Time- and concentration-dependent fluoresnce output. Cultures of strains SR7-CHY
(blue) and adiRSCHY (red) were measured for mCherry fluorescence after @2)h48 h 8), 72 h
(C), and 144 h @) of exposure to different acetophenone concentratiShown are relative mean
fluorescence signals determined by flow cytomeamalysis of 10,000 cells per culture from two
biological replicates per acetophenone concentrakoror bars indicate the standard deviations.

Discussion

The regulation of anaerobic ethylbenzene and abetane degradation in the metabolically
versatileA. aromaticunstrain EbN1 has been proposed to be carried otwby CS, EdiSR
and AdiRS (Rabust al, 2002). Both regulatory systems are encoded aatepoperons in a
common gene cluster with the genes coding for eesyaf the respective ethylbenzene and
acetophenone degradation pathways (Figbttpedandapcbal operon, respectively). In this
publication, we intend to verify the role of tla@liRSoperon which has been proposed to
regulate the induction of acetophenone-cataboheg¢Rabust al, 2002; Kiihneet al, 2005)

by characterizing its effects in a deletion mutuking theadiRSgenes as well as in an
adiR gene disruption strain (see supplementary ma}erial

Contrary to our expectations, both mutant stratitisggew aerobically on acetophenone and
anaerobically on ethylbenzene or acetophenone,isgawmly slightly lower growth rates than

the wild type strain. Due to the high chemical &amty of ethylbenzene anptethylphenol a
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first possible explanation for the observed phepetynay therefore be a deviation of
ethylbenzene degradation via thethylphenol-catabolic pathway (Wdohlbraet al, 2008;
Mubhr et al, 2015). In additionp-ethylphenol oxidation is known to be catalyzedwiery high
activities by the physiologically “wrong” enzymadtiating anaerobic ethylbenzene metabolism
(Kniemeyer and Heider, 2001a; 2001b; Knaatkal, 2012). In support of this hypothesis,
ethylbenzene-grown cultures of the deletion stediowed increased synthesis of the biotin-
containing carrier protein XccB which is encodedthe putativep-ethylphenol-induced operon
(Fig. 1B), which is usually regulated by thé*dependent regulator PdeR2 (Biisigigal,
2015). To further test this hypothesis, a doubletds mutant lacking thadiRSandpdeR2
genes should be tested for its growth phenotypes tha induction of the enzymes of
ethylbenzene qp-ethylphenol metabolism. A recently study on a tietemutant of thgpdeR2
gene provided experimental evidence that the emtquietein is needed as transcription
activator for the expression of the genes involwvethe anaerobip-ethylphenol degradation

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

In contradiction to the first explanation, ethylaene dehydrogenase (EbDH) as well as
acetophenone carboxylase (Apc) were still deteetatbextracts of thadiRSdeletion mutant
grown on either ethylbenzene or acetophenone. Hemyespecific enzyme activities were
reduced compared to the wild type strain. Furtheemiie deletion mutant showed induction
of EbDH if grown under denitrifying conditions onetophenone whereas complete absence of
EbDH was described for the wild type strain grownamy carbon source except ethylbenzene
(Kniemeyer and Heider, 2001a; Kuhrar al, 2005; Muhret al, 2015). This effect of the
deletion led to a first assumption that AdiRS pesses a kind of repressor function. In addition,
the deletion strain revealed an increased indudf@second biotin-containing carrier protein
XccB2, when grown on ethylbenzene. XccB2 is a sitboinan enzyme paralogous to an
apparent carboxylase of tpeethylphenol-catabolic pathway (Wé6hlbraedal, 2008; Muhret

al.,, 2015). This observation corroborates the reswolgained in RNA-Seq analysis
(L. Clermont & J. Heider, unpublished data), shayvadready a low-level induction of the
genes of the correspondirgc2operon (Fig. 1C) by ethylbenzene in wildtype geNfich is
apparently elevated in treiRSdeletion mutant. Restoring tlagliRSgenes on a broad host-
range plasmid only resulted in a partial rever$dhe observed deviations and did not lead to

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

To examine the induction pattern of t#wecbal operonin vivo as well as the influence of the
predicted TCS, a fluorescent reporter strain lacking thdiRS genes was constructed as

described (Muhet al, 2016). It has to be noted, that the experimerdgsgmted in this study
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were done before the bioreporter assays were qdrin the wild type strain, and therefore
are not directly comparable to the quantitativet@meenone sensor system performed in
Muhr et al. (2016). However, it was clearly shown that inotola with 1.5 mM instead of

4 mM benzoate in the first step has an impact am@écessary for acetophenone quantification.
The results led to the assumption that the devebopnof fluorescence required longer
incubation periods in the deletion mutant. Addiityto probable time-delayed and decreased
expression, fluorescence-dependent and immunob#lysis of strain adiRSCHY revealed
strong variations of the fluorescence output anchery fusion protein level, respectively,
when grown under denitrifying conditions on ace@mmpine. The probable time-delayed
expression of genes encoding the acetophenoneetiatadnzymes correspond with the
determined Apc activities since these cultures wgn@vn and incubated longer on the

respective carbon source to obtain a sufficientarhof cell mass for each enzyme assay.

Based on the observed results, we assume thatphesimne-dependent induction of the
apcbal operon may be regulated by a second independgulatery system which would be
expected to complement thdiRSdeletion mutant. In this regard, it is highly irg@sting that
genes coding for ACS very closely related to AdiRS (namediRS and a gene coding for a

>dependent regulator similar to PdeR2 (namddR3 are part of the gene cluster for the
paralogous proteins that are apparently derepresgbdadiRSmutant (Fig. 1C). So far, none
of the gene products encoded in this gene clusige lbeen detected under any growth
conditions or ascribed to any physiological funetifKiihner et al, 2005; Rabus, 2005;
Wodhlbrand and Rabus, 2009).

Beside the two putative regulatory systems EdiRSA0RS (Rabut al, 2002), our recent
results suggest that a thifdCS XdiRS may be an additional partner in the overedjulation
mechanism. All three regulator compounds consisa aksponse receiver domain with a
conserved aspartate accepting a phosphoryl gramp the phosphorylated histidine of the
respective sensor compound and a helix-turn-heimaln for DNA-binding. Full sequences
alignment of AdiR and XdiR revealed a very stromgilarity of 58.3% (Fig. 5A). Furthermore,
alignment of the C-terminal signal transductiontilise kinase domains of AdiS and XdiS
showed a similarity of 48.7%, whereas the sens@&$ Bomains of the two sensors are not
similar to each other (Fig. 5B). The sensor complooinall three systems contains either one
(AdiS, XdiS) or two (EdiS) putative sensory domaofsthe PAS family and a conserved
histidine kinase domain related to that of oxygenssng FixL proteins (Leuthner and Heider,
1998; Rabuet al, 2005).
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Figure 5 Amino acid sequence comparison of the puise two-component regulatory systems
AdiRS and XdiRS of A. aromaticumstrain EbN1. Sequences alignments and identities were analyzed
by using the Clustal Omega program provided oruthiprot web-page (http://www.uniprot.org/align).
Amino acids are indicated by their standard oneetode. Identical residues (*), conservativeaigl
semi-conservative (.) substitutions are highlightedark gray gray andlight gray, respectively(A)

Full sequence alignment of the putative respongelators AdiR (CAI07437) and XdiR (CAI09390)
with a sequence identity of 58.3%. The signal nredomain with the phosphoacceptor Asp residue
highlighted inyellow, and the C-terminal DNA-binding domain with a Hhhbtif areboxed (B) Full
sequence alignment of the putative sensory higtilinases AdiS (CAI07436) and XdiS (CAI09389)
with a sequence identity of 28.4% and 48.7% fordigaal transduction histidine kinase domain. The
HisKA and HATPase domains of the two-component @ehistidine kinases at@xed The putative
PAS domain of AdiS is highlighted Iight blue
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Taken together all results and findings it becappagent that the regulation of genes involved
in anaerobic degradation of ethylbenzene, acetapteemndp-ethylphenol degradation is
closely interconnected. It appears that three lgeye clusters in the genomefofaromaticum
are involved in this complex regulatory networkgFL). This study presents a tentative model
as proposal for an interconnected regulatory nétwmmtween the various regulators and
metabolic operons (Fig. 6). Similar redundant ratprly systems are well known in bacteria,
most prominently the induction of nitrate-respioatin E. coli by theTCS NarXL and NarQP
(Noriega et al, 2010). Remarkable, a previous study revealed \&elntfour-component”
signaling system RedCDEF including a histidine kaa histidine-kinase like protein, and two

response regulators Myxococcus xanthuJagadeesagt al, 2009).

ethylbenzene acetophenone )

p-ethylphenol / ol
p-hydroxy- ?.7
acetophenone ,-*

-) aamm = w) (e
etp pdeR2 ebd-ped ediSR apc-bal xdiRS xcc2 ped-ebd2
adiRS pdeR3

Figure 6 Proposed interconnected regulatory networkScheme of metabolic operons and various
regulatory enzymes involved in the substrate-sjpeicifluction of ethylbenzenelyd and acetophenone
(apg as well ap-ethylphenol étp) andp-hydroxyacetophenone metabolisRedarrows (+) indicate
predicted induction of gene expression in the presef the appropriate substrate, wheldasarrows

(-) indicate repression by the AdiRS system if Bibgpzene is present. A potential role of the payals
regulation system XdiRS in complementing foraaiiRSdeletion is indicated here.

As stated at the beginning, this manuscript neadisdr experiments to allow final conclusions.
Apart from some open questions and verificationglitbe worthy of publication. As example
of necessary examinations see Chapter 3.4 in wingtrexperiments for the development of a

complementation systein cis are described.
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3.3. Supplementary material

Construction and characterization of anadiR gene-disrupted mutant ofA. aromaticum

To further elucidate the role of the two-comporgygtem AdiRS a kanamycin resistant strain
with a disruption of the gene coding for the pwatcetophenone response regulator AdiR was
generatedgdiR621 bp). Therefore, a modified procedure of thestmiction of a chromosomal
apcA-mCherrynsertion mutant was used. A fragment of alkdéR gene lacking the first 49 and
last 121 codons (451 bp) was amplified from genoBIMA of strain EbN1-SR7 using the
primer pair Dis_aR_for_Xbal/Dis_aR_rev_Xbal (TaBl®), restricted wittXbal, and ligated
into the equally treated vector pK19mobsacB. Thelteg plasmid pK18aR (6176 bp) was
sequenced and conjugated into EbN1-SR7. Kanamgsistant transconjugants were screened
for a single crossover event with the chromosoméhDleading to the stable insertion of the
entire vector within th@diR gene. The proper insertion of the whole plasmithatpredicted
site results in a duplication of the internal paftthe adiR gene (450 bp) and thereby two
non-functionabdiR versions &diR1: start codon — 500 bp aadiR2: 51 bp — stop codon). The
disruption mutant strain was verified by colony P@¥g different primer pairs (see Table S1)
and designated amdiR.

According to theadiRSdeletion mutant, straidadiR was still able to grow under denitrifying
conditions on acetophenone and ethylbenzene asas/éiénzoate, toluengethylphenol and
p-hydroxyacetophenone (data not shown). Similarhstrain adiRSthe absence of a full
versionadiR gene was verified by PCR using chromosomal DNAlaxfiR adapted cultures
grown on benzoate, acetophenone, ethylbenzenelwen® (data not shown). Since, no
significant decrease in growth rates were deteetdbt the disruption strain, all further

experiments were carried out only with the delestmin.
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Supplementary tables

Table S1Sequences of oligonucleotide primers derived fromdgbnome sequence Af aromaticum
strain EbN1 used in this study (integrated restmcsites are underlined).

Primer Sequence (5’ 3)
adiRSdeletion anctat integration construct
P1_ adiRS_Pstl AAAACTGCAG AGATTCCCCT ATAAATATCG GCGGGATTGG
P2_ adiRS TTCTGCGAAG TGATCTTCCG TCACAGGTAT TTTCACGTCG
TGCTTCCTCT CGTTGCGTCA
P3_ adiRS TACTGCGATG AGTGGCAGGG CGGGGCGTAA TCGATCATGT
GAGTCTCCTG CCACAGTCGC
P4_ adiRS_Xbal AAAATCTAGA TGACACCAAA ATATTTCGCC GTTTTTGCGC
P5_ adiRS TGACGCAACG AGAGGAAGCA CGACGTGAAA ATACCTGTGA
CGGAAGATCA CTTCGCAGAA
P6_ adiRS 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
adiRScomplementation construct
adiRS_com_for3 AAGCTCTTCA ATGGGGCAGT CGCTGTCC
adiRS_com_rev3 AAGCTCTTCA CCCTGAATAG ATCAGAGTTT C

Modification of complementation plasmid with molesi
Sense_pASG_Mob(-ColE1l) AAGCTCTTCA ATGACGGTTC CTGGCCTTTT GCTG
Antisense_pASG_Mob AAGCTCTTCA CCCAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG

ATC

adiR disruption construct

Dis_aR_for_Xbal AAATCTAGAG AAGACAGTGA TATCCATGGC CCCGGATAT

Dis_aR_rev_Xbal AAATCTAGAA TTTCTGTAAC CGTCTTTCCC AGCTGCAGC
apcA-mChernfusion and integration construct

P11 apcA_for_Hindlll GCAAGCTTGG CGATTCACCC GTTTCG

P12_apcA _rev_Xbal AATCTAGACG GGGTGGTGTC CACCTTG

P13 apcA_+186bp_rev GACCTTGGCG AGAAAGGCCT

P14 CHY_for_Xbal 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 thadiRSoperon in the genome of EbN1-SR7 and
PCR analysis confirming this gene deletion(A) Overview of the gene organization of the
A. aromaticunrstrain EbN1-SR7 compared to the deletion stradiRS Primers used for construction
and confirmation are indicated by arrows at theidimg positions (see Table S1). (B+C) PCR products
analyzed on a 1% agarose gel to confirm the indradiRSdeletion mutant by replacement with a
chloramphenicol resistance cassette (cat). Thexefmmomic DNA of EbN1-SR7 (WT),adiRS( )

and adiR®om ( c) was isolated and used as template for PCR ogsctising the primers listed in
Table S1. (B) P7/P8: 6103 bp for EbN1-SR7 or 3163dr adiRS P7/P9: 1584 bp and P10/8:
1274 bp, M: GeneRul&f DNA Ladder Mix. (C) adiR_for/adiR_rev: 621 bp, Sdfor/adiS_rev:
1266 bp, M: GeneRul&¥ 100 bp plus DNA Ladder.
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Figure S2 Time course of anaerobic growth on acetbgnone and PCR analysis to confirm the
adiRSdeletion mutant. (A) Cell growth ofA. aromaticunmstrains EbN1-SR7 (black squarepdiRS
(red circle), adiRom (blue diamond) andadiR®om with 0.1 ug mt AHT (green triangle),
cultivated under denitrifying conditions on acetepbtne in 0.5-liter bottles, was monitored over 02
(n = 3). No antibiotics were added except ampiti(60 ug mt) in the case of adiR®om. AHT
(0.1 ug mtt) was added after 16 h. (B+C) PCR products analgreti% agarose gels to confirm the
adiRSdeletion mutant. Therefore, genomic DNA aidiRScultures (48 h) grown on benzoate (Bz),
acetophenone (Ac) and ethylbenzene (Eb) was isbkatd used as template for PCR reactions using
the primers listed in Table S1: adiR_for/adiR_r®; 621 bp) or ediR_for/ediR_rev (C; 624 bp).
Genomic DNA of EbN1-SR7 grown on benzoate serveabatitive control (SR7 Bz). M: GeneRul¥ér
100 bp plus DNA Ladder.
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Figure S3 Schematic depiction for integration ohpcA-mCherryfusion construct into the genome

of EbN1-SR7 and adiRSas well as PCR analysis confirming these mutantA) Overview of the
gene organization of thee aromaticunstrain EbN1-SR7 andadiRScompared to the strains containing
a chromosomal integration of apcA-mChernyfusion. Primers used for construction and conftrama

are indicated by arrows at their binding positi¢ese Table S1). (B) PCR products analyzed on a 1%
agarose gel to confirm the SR7-CHY an@diRS-CHY mutants. Therefore, genomic DNA of
SR7-CHY and adiRSCHY ( -CHY) was isolated and used as template for PCRtime®s using the
primers listed in Table S1. Genomic DNA of EbN1-SR7) and plasmid DNA of pKEpcACHY

(P) served as controls. M13_rev/P13: 791 bp, P14718 bp, M: GeneRuléf 100 bp plus DNA
Ladder.
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A SR7-CHY adiRS-CHY D
Eb Ac Ep Ha M Eb Ac Ep Ha kDa
N -40 100%
- 35
- 25 80%
B SR7-CHY adiRS-CHY 60%
Eb Ac Ep Ha M Eb Ac Ep Ha M kDa
- 40
0,
R i 40%
- 25 20% i
C SR7-CHY adiRS-CHY 0% = _a il _ _
Ac Ep Eb Ha M Ac Eb Ep Ha M kDa Bz AcEbEpHa Bz AcEbEpHa
40 SR7-CHY adiRS-CHY
> - 35
- 25

Figure S4 Quantitative and time-dependent analysisf ApcA-mCherry fusion protein production

in strain SR7-CHY and adiRSCHY. (A-C) Immunoblot analysis of cell free extracts (50 ey p
lane) using anti-mCherry antiserum. Cultures ohhb@tporter strains were grown under denitrifying
conditions on ethylbenzene (Eb), acetophenone (Ae)hylphenol (Ep)p-hydroxyacetophenone (Ha)
and benzoate (Bz). Samples were taken after ) h48 h(B) and 96 h(C) after inoculation. The
arrows indicate the position of the ApcA-mCherrgi@un product (30.1 kDa). Molecular masses of the
protein standard (M) are given along the right rirargttention, immunoblot C has an altered order
compared to A+B.(D) Quantification of signal intensities obtained ftire ApcA-mCherry by
immunoblot analysis in relative units (%) compatedstrain SR7-CHY grown on acetophenone as
positive control (set 100%). The values given aedverage 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 cis

The construction of a working complementation straadiRom in trans by using two
different plasmids was not possible so far and mmole difficult than we thought. To confirm
that the mutant phenotype is caused byati®Sgene deletion, and not by a secondary gene
mutation, acis complementation oAdiRShas been constructed. The construction will be

described in the next paragraph.

To restore theadiRS genesin cis the same modified procedure based on the plasmid
pK19mobsacB described for the construction of eomimsomalapcA-mCherryinsertion
mutant and thadiR gene-disrupted mutant was used. Therefore, a BR3tagment, including
992 bp of the 5’ upstream region adliR up to the stop codon @fdiS was amplified from
genomic DNA of strain EbN1-SR7 using the primerrpadiS_rev_Hindlll_cis-compl
(5'-GCAAGCTTTGAATAGATCAGAGTTTC-3') and P4 kout_aRXbal
(5-AAAATCTAGATGACACCAAAATATTTCGCCGTTTTTGCGC-3). This fragment,
including the first 335 bp of thediSgene, was restricted witHindlll and Xbal, and ligated
into the equally treated pK19mobsacB. The resulplasmid pK19aRScom (8634 bp) was
sequenced and conjugated intadiRS (see Abb. 6) and EbN1-SR7 as control using the
DAP-auxotrophice. colistrain WM3064.

Abb. 6 Schematic depiction for complementation oftte adiRSgene deletiorin cis

Overview of the gene organizationAfaromaticunstrains EbN1-SR7 andadiRScompared to strain
adiR®om-cis containing a chromosomal integration ofspiml pK19aRScom. Primers used for

amplification of the complementation fragment ardi¢cated by arrows at their binding positions.



Ergebnisse 72

So far, the resulting transconjugants were purifiede times on DAP-free mineral salt media
(containing streptomycin, kanamycin and chloramptwh to guarantee the purity of the
cultures and absence of resid&alcoli contamination. The colonies were screened for the
presence of plasmid-mediated kanamycin resistawbéh should indicate chromosomal
integration by a single crossover event in the Hogmus upstream sequence of the
chloramphenicol resistance cassette. This kananmgsistant complemented mutant was

designated as strairmdiR®ome-cis.

Ongoing experiments (following this PhD thesis)ddastart with testing this complementation
mutant strain for proper integration of the plasmiding PCR analysis. Furthermore,
adiR®om-cis should be investigated for the specifiovagtof key enzymes of ethylbenzene,
acetophenone ang-ethylphenol degradation combined with immuno- dnatin-blotting
analyses in comparison to strainadiRS 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 funften und abschlie3enden Ergebnis-Kapitelati@issertation werden erste Experimente
zur Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte (T&R) RNA-Sekundarstrukturanalysen der
5'-untranslatierten Bereiche (5-UTR) der Operonss danaeroben Ethylbenzol- und

Acetophenonmetabolismus Wromatoleum aromaticunstamm EbN1 prasentierelfdped

bzw.apcbal Operon).

Trotz nétiger, noch ausstehender Bestatigungendevuim Rahmen dieser Dissertation
erstmals putative TSP mit Hilfe der Primer-Extensfnalyse fiir die am anaeroben
Ethylbenzol- und Acetophenonabbau beteiligten Operexperimentell ermittelt. Zwei
putative TSP lagen 185 bzw. 141 Basenpaare vor\dwirergesagten Translationsstart des
ersten Gens despcbal Operons §pcA. Der umfangreiche 5-UTR und die vorhergesagte
Sekundarstruktur mit einer berechneten minimalei@fr Energie (MFE) von -61,4 kcal rriol
kénnten ein Indiz fur die Beteiligung dieser RNAw#ktur an der transkriptionellen oder
translationellen Regulation sein. Weiterhin wurdewei potentielle TSP 98 bzw. nur
9 Basenpaare vor dem vorhergesagten TranslationsletsebdA Gens ermittelt. Dagegen
blieben erste Versuche zur Bestimmung putativer MeP dem GenclA68 welches
wahrscheinlich mit denebdped Operon ko-transkribiert wird, erfolglos (Abb. 7Allen
identifizierten Startpunkten konnten durch den M&op mit Konsensussequenzen
O_abhangiger Promotoren putative -35 und -10 Regiaugeordnet werden. Die ermittelten
Primer-Extension-Produkte beider Operons zeigteéngke keine substratspezifische Induktion.

Einleitung

Aromatoleum aromaticurStamm EbNL1 ist bis heute eines der wenigen bekarBakterien,
welches in der Lage ist, die Substrate Ethylbenzodl Acetophenon unter anaeroben
Bedingungen zu verstoffwechseln (Rabus und Widile95; Heideret al, 1999; 2016b;
2016c¢). Auch aus diesen Grund ist keine weiterau&az| eines ahnlichen Operons bekannt.
Ebenso gibt es kaum Informationen Uber die Industoechanismen sowie die
Transkriptionsstartpunkte (TSP) und Promotorregionder Operons des anaeroben
Ethylbenzol- €bdped und Acetophenonmetabolismuapgbal, Abb. 7). Jedoch wurden
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bereits TSP-Bestimmungen fir andere Gene in dene naérwandten Organismen
Thauera aromaticaind Azoarcussp. CIB erfolgreich durchgefuhrt. Im Falle vbnaromatica
ist es gelungen die TSP der Operons des anaeraflealdbbausk{ssundbbg zu ermitteln
(Leuthneret al, 2000; Hermutlet al, 2002). Die TSP und Promotorregionen des am ahanro
Benzoatabbau beteiligtdmed Genclusters konnten fur den Denitrifiziezoarcussp. CIB
aufgeklart werden (Barrag&h al, 2005; Durante-Rodriguez al, 2008). Zur experimentellen
Bestimmung der Promotoren und der 5-UTR ddydped und apcbal Operons von
A. aromaticumwurden im Rahmen dieser Dissertation erste Priax¢ension-Analysen

durchgefuhrt.

>
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Abb. 7 Schematische Darstellung und Organisation deGene des anaeroben Ethylbenzol- und
Acetophenonabbaus imA. aromaticumStamm EbN1.

Modifiziert nach Rabust al, 2002 und Muhet al, 2016. Die unterschiedlichen Farben entsprechen
den prognostizierten Funktionen der entsprechen@enprodukte:rot: Ethylbenzolabbauplau:
Ethylbenzol- und Acetophenonabbaugrau: Transposase/Transposase-Fragmerstchwarz
TCSRegulationssystem unieif Protein mit unbekannter Funktion.

Material & Methoden
Wachstumsbedingungen

Die anaerobe Kultivierung voA. aromaticumStamm EbN1 erfolgte schittelnd bei 28°C in
gasdicht verschlossenen 0,5 bzw. 1 Liter Seruntilmsc Die Kulturen wurden unter
denitrifizierenden Bedingungen in Carbonat-geptéferMinimalmedium mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen angezogen (Rabus und Widdel5188uhret al, 2015). Zur Praparation
der Gesamt-RNA war es nétig die Kulturen wahrended@onentiellen Wachstumsphase bei
einer OB7snmVvon ungefahr 1,0 bis 1,5 zu ernten. Die geernt&mlen wurden unmittelbar
zur Isolierung der Gesamt-RNA eingesetzt.

Praparation von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte durch versdbne Methoden in Kooperation mit
Lina Clermont (AG Heider). Zum einen wurde die RNAttels einer modifizierten Phenol-
Chloroform-Extraktion gereinigt, welche auf eineetmmaligen heilen Phenol-Extraktion
beruht (Aiba et al, 1981; Dissertation B.Leuthner, 1999). Zum andengurden

RNA-Extraktions Kits verschiedener Hersteller, untBefolgung der entsprechenden
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Herstellerprotokolle, getestet. Hierbei wurden ur@ederem die Kits innuPREP RNA Mini
(Analytik Jena, Jena) und NucleoSpin RNA (Machexagel, Duren) genutzt, welche auf
Spin-Filter-Saulen (innuPREP) bzw. auf einer Konaltion aus Silikamembran-Technologie
und der Bindung durch chaotrope Salze (NucleoSj&sieren. Die Reinheit und Konzentration
der erhaltenen RNA wurde durch Agarose-Gelelekimogge und Messung am NanoDrop
ND-1000 (Peglab, Erlangen) ermittelt. Die GesamtARMurde direkt in Primer-Extension-

Analysen eingesetzt oder bei -80°C gelagert.
Analyse von Transkriptionsstartpunkten via Primgtesion

Zur Ermittlung der mRNA-Startpunkte wurde die isole RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase (RT) in komplementare cDNA umgesdieme Die cDNA Synthese erfolgte
nach Protokollangaben durch didaermo Scientific RevertAid Reverse Transcript@see
genetisch modifiziertéloloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptaséer Zugabe
des RiboLock RNase Inhibitors (Life Technologies ltkin Darmstadt). Weiterhin enthielt
jeder Reaktionsansatz einen Gen-spezifischen Priwwadcher eine 5’-Markierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DY-781 aufwies. Die in diestrbeit verwendeten synthetischen
Oligonukleotide (Primer) wurden von deromers.net GmbH (Ulinbezogen und sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Im Anschluss an die Ternmamatder cDNA Synthese wurden die
Reaktionsansatze (20 pl) mit 4 pl Stopplosung vergausDNA Cycle Sequencing Kilena
Bioscience, Jena), fur 5 min bei 90°C denaturied his zur Analyse auf Eis bzw. bei -20°C

gelagert.

Neben jeder cDNA-Synthese wurde eine Sequenzreaktibdem gleichen Primer mit Hilfe
desDNA Cycle Sequencing Kidena Bioscience, Jena) nach Herstellerangabehgkfiihrt.

Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy-Kettbnachmethode nach Sanger (Sargger
al., 1977). Als DNA Matrize dienten Plasmidkonstrukieglche das DNA-Fragment von
Interesse enthielten. Die verwendeten Plasmide evundittels StarGateKlonierungssystem

erstellt (IBA GmbH, Goéttingen) und werden in Tabell ndher erlautert.

Die erhaltenen cDNA-Fragmente sowie die entspreddeisequenzreaktionen wurden auf ein
Sequenzgel aufgetragen (6% Long RaR$eBellosung, 7 M Harnstoff, 1,2x TBE-Puffer,
41 cm Glasplatten) und nach Herstellerangaben nen dLI-COR DNA-Sequenzer
Modell 4000 (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraskd)SA) gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Anhand der entstehenden Sequenzkaterte mit Hilfe der e-Seq™ Software
(LI-COR Biosciences) die Lange des jeweiligen cDRrgmentes ermittelt und daraus das

5'-Ende der mRNA abgeleitet werden.
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Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten OligonukleotidéPrimer) abgeleitet von der Genomsequenz
von A. aromaticumStamm EbNL1 (integrierte Restriktions-Schnittsteband unterstrichen)

Primer Sequenz (5 3)) Bemerkung
cDNA Synthese und Sequenzierung
apcA_ext2 GTGTAGTCGT GCGGGGTGGTs-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
GTCC DY-781, Primer-Extension-Analyse des

apcbal Operons (+84 nt vom putativen
Startcodon deapcAGens)
apcA_ext3 CGTGAGCGTT GAACTGGAC' 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
GC DY-781, Primer-Extension-Analyse des
apchbal Operons (-65 nt vom putativen
Startcodon deapcAGens)
ebdA_ext CAATTCTGCG GCTTCGGG  5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
DY-781, Primer-Extension-Analyse des
ebdpedOperons (+31 nt vom putativen
Startcodon desbdAGens)
c1A68_ext3 CGCACAGGTC AGCGCGACC 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
CGA DY-781, Primer-Extension-Analyse des
ebdpedOperons (+20 nt vom putativen
Startcodon des1A68Gens)
Cc1A68_ext4 GCATCAGTAA CCGCTCTTGC 5-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
CG DY-781, Primer-Extension-Analyse des
ebdpedOperons (+65 nt vom putativen
Startcodon des1A68Gens)
Plasmidkonstruktion
apcA -400bp  AAGCTCTTCA ATGGGAATTT Lgul-Restriktions-Schnittstelle,

_for_Lgul_2 AATAAATATT TA Amplifizierung des 550 bp Fragments
apcA_+150bp AAGCTCTTCA CCCCAGGCGCfir pSegsapc

_rev_Lgul TTGGCCGCCT CGC

c1A68 -499bp AAGCTCTTCA ATGCAGCGTT Lgul-Restriktions-Schnittstelle,
_for_Lgul TGCTCGACCA Amplifizierung des 2231 bp Fragments
ebdA +150bp AAGCTCTTCA CCCTTTAGAA fir pSeq5ebd

_rev_Lgul AGCCTGGAAC

Tabelle 2 Ubersicht der verwendeten Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz/Herkunft
pEntry-IBA20  StarGat& Vector, Knf¥ IBA GmbH
pSegbapc Derivat von pEntry-IBA20; tragt 550 bp Fragment de diese Arbeit

5’ upstream Region degpcbal Operons (-400 bis
+150 nt desipcAGens), Knft
pSeq5ebd Derivat von pEntry-IBA20; tragt 2231 bp Fragment d diese Arbeit
5" upstream Region debdpedOperons (-499 nt des
c1A68Gens bis +150 nt debdAGens), Kt
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Bioinformatische Methoden

Sequenzanalysen wurden mit Hilfe der Programme p@®B2A (ACACLONE Software),
DNAMAN (Lynnon Biosoft), e-Seq™ (LI-COR Biosciengesowie des Online-Werkzeugs
MultAlin (Corpet, 1988) ausgewertet. Weiterhin weindDatenbankvergleiche mit bekannten
Sequenzen mittels BLAST-Algorithmus (Altschdt al, 1990; National Center for
Biotechnology Informationdurchgefiihrt. Zur Vorhersage der minimalen freierergie und
Visualisierung der Sekundarstrukturen der 5’-UTRd&NA-Transkripte wurde dé2NAfold

WebServefinstitut fir Theoretische Chemie, Universitat WiGruberet al, 2008) verwendet.

Ergebnisse & Diskussion
Praparation von Gesamt-RNA aAsaromaticumStamm EbN1

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden im Rahmen afieBissertation verschiedene
Methoden auf ihre Effizienz und Eignung #ir aromaticungetestet. Hierfur wurde die RNA
aus Kulturen prapariert, welche unter denitrifizimen Bedingungen in Gegenwart der
Kohlenwasserstoffe Benzoat, Acetophenon, Ethylbleoder Toluol kultiviert wurden. Die
Zellernte erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten édeer OR7s nm VOn mindestens 1,0 bis
maximal 2,0. Mit Hilfe der modifizierten Phenol-Eaktions-Methode (Aibaet al, 1981;
Leuthner, 1999) konnten deutlich hdhere Zellmengergesetzt und somit im direkten
Vergleich zu allen Kits auch deutlich hohere Mengen RNA isoliert werden. Die hohe
Ausbeute ging in den Versuchen jedoch teilweiséasten der Reinheit der RNA (Abb. 8).
Die hier aufgetragene Probe isolierter Gesamt-RMiytzSpuren von chromosomaler DNA

(gDNA).

Phenol M Kit M

= 9DNA

3 kb (DNA)

4= 23S
== 16S

= 5S

Abb. 8 Ubersicht extrahierter Gesamt-RNA ausA. aromaticumStamm EbN1
Agarose-Gelelektrophorese (1,5% (w/v)) zur Ubengmifder Reinheit der isolierten Gesamt-RNA mit
Hilfe der heiBen Phenol-Extraktion und des RNA-Bktions Kits (innuPREP RNA Mini, Analytik
Jena). Die Zuordnung der RNA/DNA Banden ist auf ihten Seite ersichtlich. (M) GeneRUter
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) bzw. 1 kb DNA Hder (New England Biolabs).
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Durch den Vergleich verschiedener RNA-ExtraktionssKwurde vorab eine Auswahl
getroffen, welches am besten fur die Isolierung Ausromaticumgeeignet ist. Fur die
RNA-Isolierung zeigten vor allem die bereits im Eiadl & Methoden Teil ndher erlauterten
Kits innuPREP RNA Mini und NucleoSpin RNA (Analytlena bzw. Macherey-Nagel) sehr
gute Ergebnisse. Trotz der deutlich geringer eietzaenden Zellmenge und der damit
einhergehenden geringeren RNA-Ausbeute gegenuberkldssischen Phenol-Extraktion,
wiesen beide Kits reinere RNA-Isolate auf (Abb. @Jle Extraktionen zeigten mittels
Gelelektrophorese keine Spuren chromosomaler DNoAnum wenige Degradations-produkte
der RNA. Andere getestete Kits weiterer Herstellaren hingegen weniger natzlich bzw.
erwiesen sich als unbrauchbar Airaromaticunund werden daher nicht weiter angefthrt. Fr
erste Transkriptomanalysen voh. aromaticum Stamm EbN1 wurde ausschliel3lich das
Macherey-Nagel-Kit genutzt (L. Clermont, personéiddommunikation).

Primer-Extension-Analyse zur Bestimmung des 5'-Enide mMRNA vor deapchbal Operon

Zur Bestimmung des transkriptionellen Startpunktesapcbal Operons au#é. aromaticum
Stamm EbN1 wurde die isolierte RNA mittels rever$eanskription durch die Anlagerung
eines spezifischen fluoreszenzmarkierten Oligoratlderimers §’-DY-781; Tabelle 1) in
cDNA umgeschrieben. Hierfur wurde Gesamt-RNA beidetierungsmethoden als Matrize
verwendet. Wie erwartet zeigte die mit Hilfe detriaktions-Kits praparierte RNA eindeutige
Signale gegenuber der mittels heilRer Phenol-Extnaktisolierten RNA. Fir die
Reaktionsansatze mit letztgenannter Gesamt-RNA evuttdngegen zu viele Signale bzw.
Primer-Extension-Produkte erhalten (Daten nicht egg}y, welche mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch DNA Kontaminationen begténsind. In diesem Fall ware ein
zusatzlicher Reinigungsschritt bzw. eine mRNA Adherung notig gewesen. Im Folgenden
werden ausschlie3lich die Primer-Extension-Prodakgutert, welche mit Hilfe der isolierten
RNA der Kits innuPREP RNA Mini und NucleoSpin RNATettelt wurden.

Die erhaltenen Primer-Extension-Produkte spiegelbed die LAnge der mRNAs von den
Bindestellen derapcAspezifischen Oligonukleotidprimer (siehe Tabellelis zu deren
5-Ende wider. Um die genaue Lage der putativen T3P bestimmen, wurden
Sequenzreaktionen mit demselben fluoreszenzmagki€ttimer und dem Plasmid pSeayic
(Tabelle 2), welches die entsprechende Genom-Regitrilt, als DNA-Matrize durchgefihrt.
Die Sequenzreaktionen wurden als GroRRenstandarénnelen entsprechenden Primer-
Extension-Produkten in einem Sequenziergel aufgetreUnter Verwendung des Primers
apcA_ext2 wurden zwei potentielle TSP fur das-bal Operon ermittelt (Abb. 9).
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...CAATGTTCGGAACGGGGCTCGAGTCGG
GATTAGTGGCGAAGCGGATCACGGTTTTG
CGTCCTTGAAGCACTTACAAGACCAGGCC
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-35
GGCGTGCTGCB&ECAARCGAGTTTGITTAT
-10 +1

CAATG
AAGG
ACCG

TGCCTAGGTGCTCGATCCCGATGCGGCAQGAAT
TTCGACTCGATAGAGTGCAGTCCAGTTCAACGC

TCACGAGGGACAGGCAGCACGGCGTTCG
CAGAAAAATTGACGAAAGTACARBGAGAC
SD
TTCATGTACACCGTG...
Met Y T V... ApcA

CCTGT

Yoo

...CAATGTTCGGAACGGGGCTCGAGTCGG
GATTAGTGGCGAAGCGGATCACGGTTTTG

CAATG
AAGG

CGTCCTGAAGAOTACAASACCAGGCCACAG

-351 -352

GCI'TTGCCGGCGGTA_;'GAATTCGAACGCATC

-10 +1

GGCGTGCTGCGGTGCAATACGAGTTTGCTTTAT
TGCCTAGGTGCTCGATCCCGATGCGGCAQGAAT
TTCGACTCGATAGAGTGCAGTCCAGTTCAACGC

TCACGAGGGACAGGCAGCACGGCGTTCG

CCTGT

CAGAAAAATTGACGAAAGTACAABGAGAC
SD
TTCATGTACACCGTG...
Met Y T V... ApcA

Abb. 9 Identifizierung zwei putativer transkription eller Startpunkte desapcbal Operons

(A) Primer-Extension-Analyse zur Identifikation dertgtiellen TSP und Analyse der putativen
Promotorregionen depcbal Operons. Die eingesetzte Gesamt-RNA wurdefaasomaticunStamm
EbN1 Kulturen prapariert, welche zuvor unter dédfidierenden Bedingungen mit Substraten
Acetophenon (AcP), Ethylbenzol (EtB) oder Benz@#nz) angezogen wurden. Als Kontrolle diente
ein Ansatz ohne die Zugabe von RNA (K). Die cDNAn&ese erfolgte unter Zugabe des Primers
apcA_ext2, welcher 84 bp downstream vom putativéart&®don desapcA Gens bindet. Die
entsprechenden Reaktionsprodukte wurden neben deA-Equenzierungsreaktion mit dem
identischen Primer in einem Sequenziergel aufgetréie erhaltene Sequenzleiter wurde zur besseren
Darstellung mit Hilfe des Programmes e-Seq™ zusétgriin hervorgeben. Die erhaltene Sequenz ist
dargestellt und der ermittelte TSP rot hervorgehdb4).(B) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der
Promotorregiomlesapcbal Operons. Der ermittelte Transkriptionsstart (sL)it einem Pfeil markiert
und liegt 141 Basenpaare upstream des TranslataotsdesapcAGens. Die potentiellen -35 und -10
Regionen werden durch 18 bp getrennt und sind abeiifervorgehoben. Die Ribosomenbindestelle/
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) sowie das Translatiamssdon desapcA Gens sind zusatzlich
markiert.(C) Die Durchfihrung dieser Primer-Extension-Analysmlgte durch Dr. Ashraf Alhapel
(ehemaliger Postdoc der AG Heider). Die eingesd®é wurde ausA. aromaticumStamm EbN1
Kulturen prapariert, welche zuvor unter denitrgi@nden Bedingungen mit Acetophenon (AcP)
angezogen wurden. Die erhaltene Sequenz ist dalijesid der ermittelte TSP rot hervorgehoben (+1).
(D) Der hierbei ermittelte Transkriptionsstart (+1)irsder Nukleotidsequenz mit einem Pfeil markiert
und liegt 185 Basenpaare upstream des TranslatiotsslesapcA Gens. Die zwei potentiellen -35
Regionen und die -10 Region werden durch 24 bp bX®%bp getrennt und sind ebenfalls
hervorgehoben.
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Die zwei identifizierten, putativen Startpunkte deanskriptes liegen 141 bp bzw. 185 bp vor
dem vorhergesagten Translationsstart al@sA Gens, beginnend jeweils mit einem Cytosin
(Abb. 9; Durchfiihrung der Experimente zu Abb. 9folgte durch Dr. A. Alhapel, ehemaliger
Postdoc der AG Heider). Durch den Vergleich mit Eemsussequenzen®-abhangiger
Promotoren (5-TTGACA-3' und 5'-TATAAT-3) wurden yttative -35 und -10 Regionen
gefunden (Abb. 9B+D), welche vermutlich dem ,Househing“ Sigmafaktor in
A. aromaticunzuzuordnen sind. Die Induktion der Transkripte idenedoch nicht eindeutig
dem Acetophenon- bzw. Ethylbenzolmetabolismus zidyext werden, da auch Benzoat-
gezogene Kulturen die gleichen Primer-Extensiord®kte aufwiesen (Abb. 9A). Jedoch
zeigten erste Transkriptomanalysen Vararomaticumeine erhdhte Induktion der Gene des
Acetophenon-abhangigapcbal Operons in Zellen, die auf Ethylbenzol oder Acétmn
kultiviert wurden (L. Clermont und J. Heider, patkéhe Kommunikation). Zur Bestatigung
der putativen TSP sollte unter identischen Bediggunein zweiter Oligonukleotidprimer
genutzt werden. Unter Verwendung des Primers ap8 ewrde im Rahmen dieser
Dissertation jedoch ausschlief3lich ein Schmier keid eindeutiges Primer-Extension-Signal
auf Hohe des TSP bei -141 bp ermittelt (Daten rgelzeigt). Als weitere Alternativen kdnnten
in  Zukunft Primer-Extension-Analysen unter Verwendu einer anderen Reversen
Transkriptase durchgefiihrt oder die Methoden d&ACE-PCR (Zhang und Frohman, 1997)
und der S1-Kartierung(l nuclease protection mappjr§mith, 1993) angewandt werden.

Sekundarstrukturanalyse der 5-UTR des mRNA-Trapiskdesapcbal Operons

Ausgehend von den Ergebnissen der Primer-Exterfsiahysen wurde mit Hilfe deBRNAfold
WebServers(Gruber et al, 2008) die MFE-Sekundarstruktur des mRNA-Trangkrip
beginnend mit dem ermittelten TSP1 (-185) vorheagegAbb. 10). Hierbei wird anhand der
gegebenen Nukleotidsequenz die Struktur mit dermalen freien Energie (MFE) errechnet.
Die MFE entspricht dabei der Menge der freien Eiergs, welche durch die Bildung der
Basenpaare freigesetzt wird. Fir die vorhergesaigtétur der 5*-UTR vom potentiellen TSP1
(-185) bis zum zwdlften Nukleotid dempcA Gens wurde eine MFE von -61,4 kcal mhol
errechnet. Die vorhergesagte RNA-Sekundarstrukeer wuimfangreichen 5-UTR kdnnte
Einfluss auf die Regulation der Transkription odlesnslation haben. Diese kdnnte z. B. eine
Bindestelle fur Proteine sein, welche die Statiliter mRNA oder deren Translation
beeinflussen. Weiterhin konnte diese 5-UTR, unalgigi von Proteinen, als Riboswitch
wirken und Acetophenon oder andere Metabolite tliszkennen und durch Bindung eine
Konformationsanderung durchfiihren. Diese Annahmeelevjedoch der Regulation durch das

Zweikomponentensystem AdiRS widersprechen.
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...CGTCOGAAGAJTACAAGACCAGGCCACCABTGC®GCGGTAITG
-351 -352 -10 +1 TSP1
AATTCGALGCATCGGCGTGCTGTGGAARCGAGTTTGITTAT-N120-
-35 -10 +1 TSP2
ATACAGGAGACTTAATGTACACCGTG...
SApPCcA M Y T V..

Translations-
startpunkt D
TSP 1 / \

(-185) SD-Sequenz

TSP 2
(-141)

Abb. 10 RNA-Sekundarstrukturanalyse der 5-UTR desapcbal Operons

(A) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der 5‘-upmtne Region des apcbal Operons von

A. aromaticunStamm EbN1. Die beiden ermittelten, putativen TT$BP2 (+1 bis -185 bzw. -141 nt),
sowie die potentiellen -35 und -10 Regionen sindkivat. Zusatzlich sind die Shine-Dalgarno-Sequenz
und der Translationsstart des ersten Gensagedal OperonsapcA hervorgehobenB) Die MFE-
Sekundarstruktur des mRNA-Transkripts, beginnertdlern ermittelten TSP1 (-185), wurde mit Hilfe
desRNAfold WebServedargestellt und eine minimale freie Energie vah4écal mof vorhergesagt.

Wie anhand der vorhergesagten MFE-Sekundarstraksightlich wird, kdnnte es sich bei dem

ermittelten TSP2 (-141) nur um ein verkirztes Prilbetension-Produkt des tatsachlichen
MRNA-Transkriptes handeln. Zum Beispiel konnte veéldr der Isolierung der mRNA eine

endonukleolytische Zersetzung genau an dieser iBaoipesition der Haarnadelstruktur

stattgefunden haben. Erste RT-PCRs, mit versched@&mimern inner- bzw. aul3erhalb der
putativen mRNA-Transkripte, lieferten bisher keirssagekraftiges Ergebnis zur Bestéatigung
oder Widerlegung der ermittelten TSP (L. Clermget;sonliche Kommunikation).

Primer-Extension- und RNA-SekundarstrukturanalymebtUTR desbdpedOperons

Die Bestimmung transkriptioneller Startpunkte desdped Operons ausA. aromaticum
erfolgte analog der vorherigen Beschreibungen &agcbal Operon. Die Primer-Extension
bzw. Sequenz-Reaktionen wurden mit den fluoreszanaerten Oligonukleotidprimern
ebdA_ext, c1A68 ext3 und c1A68 ext4 (Tabelle 1) dath Plasmid pSeqgébd(Tabelle 2),

welches die entsprechende Genom-Region enthatthgetfihrt.
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Unter Verwendung des Primers ebdA_ext wurden zwotargielle TSP fur dasbdpedOperon

ermittelt (Abb. 11), welche es jedoch zu bestatigi#n Die zwei putativen Startpunkte liegen
98 bp bzw. 9 bp vor dem vorhergesagten TranslatartsdesebdAGens, beginnend jeweils
mit einem Guanin. Der putative TSP2 lage somit diatiiar vor dem ATG und in der putativen
SD-Sequenz (Abb. 11D). Wie bereits fur dagcbal Operon wurden auch hier keine
substratspezifisch induzierten Primer-Extensiom&ig ermittelt. Die Primer-Extension-
Produkte gleicher Grol3e wurden sowohl fir Ethylloémgezogene Kulturen als auch fir alle
anderen getesteten Kulturen detektiert, welche rudemitrifizierenden Bedingungen mit

Acetophenon, Benzoat oder Toluol angezogen wurdbh.(11A+B).

& Q > N Translations-
() (9 X
i k. © * \4’ startpunkt

TSP1

(-98)\

S~ SD-

Sequenz

® S TSP2
(-9)

. .TCGGTGACGGTCGCAATACGGGTAAACU—TCFCA'ITTAGG{
-35 -10 +1 TSP1
TTTGTTGCCAATTGGTTGAAGTCGCAATTCCACCTAAAGTCTCACC

CACA TGAGEAGCAAACGCAGAOUCAA"CAACTTGGG’E;GC

-35 -10 SD/ +1 TsP2
TTGARTGACACGAGAC...
>EbdA M T R D ...

Abb. 11 Primer-Extension- und RNA-Sekundarstrukturanalyse der 5'-UTR desebdAGens

(A+B) Primer-Extension-Analyse zur Identifikation dengmtiellen TSP und Analyse der putativen
Promotorregionen desbdped Operons. Die eingesetzte Gesamt-RNA wurde Augromaticum
Stamm EbN1 Kulturen prépariert, welche zuvor unienitrifizierenden Bedingungen mit Substraten
Benzoat (Benz), Acetophenon (AcP), Ethylbenzol jEbEer Toluol (Tol) angezogen wurden. Als
Kontrolle diente ein Ansatz ohne die Zugabe von RKA Die cDNA Synthese erfolgte unter Zugabe
des Primers ebdA_ext, welcher 31 bp downstreamuatativen Startcodon debdAGens bindet. Die
entsprechenden Reaktionsprodukte wurden neben deA-Eequenzierungsreaktion mit dem
identischen Primer in einem Sequenziergel aufgetr&ie erhaltene Sequenzleiter wurde zur besseren
Darstellung mit Hilfe des Programmes e-Seq™ zusétgiriin hervorgeben. Die erhaltene Sequenz ist
dargestellt und die ermittelten TSP rot hervorgeimog-1).(C) Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der
5'-upstream RegiodesebdAGens. Der ermittelte Transkriptionsstart (+1 it einem Pfeil markiert
und liegt 98 bzw. nur 9 Basenpaare upstream demusgesagten Translationsstarts. Die potentiellen
-35 und -10 Regionen werden durch 22 bp bzw. 1§dipennt und sind ebenfalls hervorgehoben. Die
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) sowie das Translatiamssdon desebdA Gens sind zusatzlich
markiert.(D) Die MFE-Sekundarstruktur des mRNA-Transkripts,ibegnd mit dem ermittelten TSP1
98 bp upstream des vorhergesagtem ATGale\ Gens, wurde mit Hilfe deBRNAfold WebServers
dargestellt und eine minimale freie Energie vonG2&al mot' vorhergesagt.
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Die vorhergesagte MFE-Sekundarstruktur des mRNAWGkapts, beginnend mit dem
ermittelten TSP1 (-98) bis zum zwdlften NukleotidseebdA Gens, ergab eine MFE von
-26,0 kcal mot (Abb. 11C). Ausgehend von der vorhergesagten MEEi8darstruktur kann
auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass ebaidem ermittelten TSP2 (-9) nur um ein
verklrztes Primer-Extension-Produkt des tatsacthiadhRNA-Transkriptes handelt. Wahrend
der Praparation der Gesamt-RNA kodnnte eine endenljkische Spaltung genau an dieser

einzelstrangigen Position der mRNA erfolgt sein.

Betrachtet man daebdpedOperon (Abb. 7; Rabust al, 2002), wird angenommen, dass der
Startpunkt des mRNA-Transkriptes bereits vor dem GBA68 Uber dessen Funktion noch
nichts bekannt ist, liegt. Aus diesem Grund wurdeitere Primer-Extension-Analysen mit
den Oligonukleotiden c1A68_ext3 und c1A68_ext4 @kbl) durchgefuhrt. Bis zum Ende
dieser Dissertation konnte unter den getestetemBedgen jedoch kein TSP ermittelt werden,
der stromaufwarts des putativen Get#48liegt (Daten nicht gezeigt). Dagegen zeigten erste
Transkriptomanalysen eine deutliche Ko-Transkripttonc1A68mit demebdpedOperon in
Ethylbenzol-kultivierten Zellen (L. Clermont undHeider, persdnliche Kommunikation).

Weiterhin wurden bereits fluoreszenzmarkierte Qligdeotidprimer erstellt und die
bendtigten Plasmide konstruiert (siehe Anhang Tat&lund 4), welche fir die Analyse der
5-UTRs der beiden Operons des anaeroben Toluobok$aus inAromatoleum aromaticum
Stamm EbN1{ssundbbs Operon; siehe Einleitung S.12 Abb. 4; Heiderl, 2016a) notig
sind. Da bereits Vorarbeiten k. aromaticumStamm EbN1 (Kubeet al, 2004; RT-PCR
Experimente) sowie den orthologen Operons VoaromaticaStamm K172 (Leuthnest al,
2000; Hermuttet al, 2002) undAzoarcussp. Stamm T (Achonet al, 2001) vorhanden sind,
konnen die erhaltenen Daten zusétzlich auf Ahnbdek mit den bereits charakterisierten

Promotorregionen analysiert werden.
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Diskussion

Der ModellorganismugA\romatoleum aromaticunstamm EbN1 besitzt diengewohnliche
Fahigkeit, sowohl unter anaeroben als auch aerBedingungen, eine Vielzahl aromatischer
und nicht-aromatischer Verbindungen als alleinigehlénstoff- und Energiequelle zu
verstoffwechseln (Rabus und Widdel, 1995; RabusHgider, 1998; Rabet al, 2005; 2014).
Besondere Bedeutung tragen dabei distinkten und hoch spezifischen anaeroben
Stoffwechselwege, die nur in Anwesenheit der jegeii Substrate, nicht aber durch chemisch
analoge Verbindungen induziert werden (Ubersiclitsar Boll et al, 2002; Heideret al,
2007; Fuch=t al, 2011; Rabust al, 2016).

Die Schwerpunkte der vorliegenden Dissertation nage der weiteren Aufklarung der

spezifischen Unterscheidung der sehr ahnlichen tBabsAcetophenon, Ethylbenzol und
p-Ethylphenolsowie die Beteiligung der ZweikomponentensystenteéS)ran der Regulation

der Induktion der jeweiligen AbbauwegeAn aromaticum Die im Rahmen dieses Projektes
gewonnenen Ergebnisse wurden im Hauptteil diedeei§rder sich aus den zwei Publikationen
und zwei Manuskripten zusammensetzt, vorgestetltdiskutiert. Das folgende Kapitel bildet
den schlieRenden Rahmen dieser Dissertation. Dahtigsten Erkenntnisse und daraus
resultierende Fragestellungen werden im Kontextpestulierten Hypothesen sowie neu

veroffentlichten Publikationen (anderer Arbeitsgrap) erlautert und diskutiert.

1. Die distinkten und hoch spezifischen Abbauwege demanaeroben
Ethylbenzol- und p-Ethylphenolmetabolismen

Im Gegensatz zu den aeroben Aromaten-abbauendeeri®ak wurde bereits postuliert, dass
die Spezifitat der Diskriminierung der vielen umstriedlichen Substrate im Falle des
anaeroben Abbaus deutlich starker ausgepragt asskeeint (Kihneet al, 2005; Fuchst al,
2011; Rabuet al, 2014).A. aromaticunStamm EbN1 ist vermutlich das bis heute am besten
charakterisierte denitrifizierende Bakterium, das/ghl Ethylbenzol als aucp-Ethylphenol
unter anaeroben Bedingungen verstoffwechselt (Rabhdswiddel, 1995; Wdohlbranet al,
2008). Trotz der starken chemischen Ahnlichkeiseliearomatischen Verbindungen und der
bekannten Kreuzreaktionen einiger katabolischeryiez (Kniemeyer und Heider 2001a;
2001b; Knacket al, 2012), werden die zwei Substrate-Paare Ethyldéaetophenon und
p-Ethylphenolp-Hydroxyacetophenon Uber vollstdndig getrennte Wegetabolisiert
(Wohlbrandet al, 2008; Rabust al, 2014).
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Im Rahmen der Publikation Mulat al. (2015) wurde der anhand proteomischer Analysen
postulierte anaerobe Abbauweg voiEthylphenol bestatigt und einige Liicken geschlosse
Die Initialreaktion wird durch eing@-Ethylphenol-Methylhydroxylase (EpMH) katalysiert,
welche einen Hamc Kofaktor tragt und sich deutlich vom Molybd&an-EnzyEbDH
unterscheidet, das den anaeroben Abbau von Etlgdbemleitet (Kloeret al, 2006; Heider

et al, 2016b). Die EpMH hydroxyliert ausschlie3lighEthylphenol und das phenolische
Analog 5‘-Hydroxyindan. Dagegen wurde keine bzw.r raehr geringe Aktivitdt mit
Ethylbenzol oder Indan als Substraten nachgewid3anNotwendigkeit einep-Hydroxy-
gruppe der Substrate steht in Einklang mit dem exgsagten Reaktionsmechanismus dieser
Hydroxylase, bei denen die Reaktion tUber Chinonidetbder -ethid-Intermediate ablauft
(Heider und Fuchs, 1997b). Analog zur orthologerMBpaus Pseudomonas putiddD1
postulieren wir, dass die Hydroxylierung vaeiethylphenol zumR)-Isomer des 1-(4-Hydroxy-
phenyl)ethanols katalysiert wird (Reeeé al, 1990), wenn auch die Enantiospezifitat der
EpMH ausA. aromaticumnoch experimentell bewiesen werden muss. Im Gedgerdazu
oxidiert die p-Kresol-Methylhydroxylase in einer doppelten Hydyberung das initiale
Substrat direkt zum 4-Hydroxybenzaldehyd (Mcintaeal, 1985; Rudolphiet al, 1991;
Carmoneet al, 2009).

Die aufgestellte These der Konvertierung zum Alkotmod nicht weiter zum Keton wird
gestttzt durch die Ko-Induktion von zwei Genen, idieputativenp-Ethylphenol-induzierten
Operon liegen und fur eineR)- und eine $-spezifische Alkoholdehydrogenase (ADH)
kodieren ¢hnAundebA309 Wdohlbrandet al, 2008; Muhret al, 2015). Die Genprodukte von
chnAundebA309zeigen Aminosauresequenzahnlichkeiten von 33 BB& gegentber dem
(9-spezifischen Isoenzym des zweiten Schritts im esstzen Ethylbenzolabbau, der
(9-1-Phenylethanol-Dehydrogenase (Ped; KniemeyerHgider, 2001b; Rabust al, 2002;
Hoffken et al, 2006; Wohlbranaet al, 2008). Sowohl fur die EbDH als auch die Ped wurde
bereits eine-Enantiospezifitat nachgewiesen (Kniemeyer undieigi2001a; 2001b; Kloer
et al, 2006; Hoffkeret al, 2006). In Gegenwart vgnEthylphenol kultivierte Zellen zeigten
Substrat-induzierte Aktivitaten sowohl ein®){ als auch einelgj-spezifischen ADH, welche
den rekombinanten, gereinigten Genprodukten gbnA und ebA309 zugeordnet werden
konnten. Das ChnA Isoenzym zeigte ausschliellictiivAit mit (R)-1-Phenylethanol,
wohingegen das gereinigte Genprodukt etw309nur (§-1-Phenylethanol umsetzte. Beide
Enzyme waren mit dem jeweiligen anderen 1-PhengtethEnantiomer inaktiv. Bestatigt und
erweitert wurden diese Erkenntnisse durch die Barauf verdffentlichte Studie von Bisiat
al. (2015a; ChnA wurde in dieser Studie umbenannt ped[L-(4-hydroxyphenyl)ethanol
dehydrogenadeaus Grinden der Lesbarkeit wird es innerhalbeatidrbeit aber konsistent als
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ChnA bezeichnet). Durch Deletion der GedenAebA309 enzymatische Analysen mit
Uberproduziertem ChnA ik. coli Extrakten sowie der Reinigung und Kristallisierutes
rekombinanten ChnA, wurde dieses Genprodukt aésnadle R)-spezifische 1-(4-Hydroxy-
phenyl)ethanol-Dehydrogenase im anaeropdfthylphenolabbauweg postuliert. Die Daten
zeigten, dass ChnAp-Hydroxyacetophenon und AcetophenoR)-§pezifisch hydriert,
wohingegen fur Ped eineS¢spezifische Enantioselektivitat bekannt ist (Kneyer and
Heider, 2001b; Hoffkeret al, 2006; Bisinget al, 2015a). Dies bestatigt die postulierte
Hydroxylierung vonp-Ethylphenol zum R)-Isomer des 1-(4-Hydroxyphenyl)ethanols. Es
bleibt jedoch die Frage offen, warum zwei Enzymeersthiedlicher Enantiospezifitat
vorhanden und inp-Ethylphenolmetabolismus induziert zu sein scheirteéime mdgliche
Erklarung lage in der notwendigen Detoxifizierungnvilberschissigen, zytoplasmatischen
Ketonzwischenproduktemp{Hydroxyacetophenon oder Acetophenon) durch eisétzliche,
isomere ADH zuR)- oder §-1-Phenylethanol (Champiat al,, 1999; Kniemeyer und Heider
2001b; Hoffkenet al, 2006; Dudziket al, 2014). EbA309 kdnnte ebenso eine andere, noch

unbekannte Funktion im weiteren Abbauweg einnehmen.

Zu den identifizierten Enzymen gehorte auch eineartegge Biotin-abhangige Carboxylase
(XccABC; Wohlbrandet al, 2008), die sich von anderen katabolischen Cailsgn in
A. aromaticumwie der Acetophenon-Carboxylase (Apc; Jobstal, 2010), der Aceton-
Carboxylase (Schihle und Heider, 2012) oder deny®pkosphat-Carboxylase (Schmeling
und Fuchs, 2009) unterscheidet. Eine eindeupethylphenol-spezifische Produktion der
Biotin-enthaltenden Untereinheit (XccB) der putatip-Hydroxyacetophenon-Carboxylase
wurde nachgewiesen. Jedoch war die Aktivitat eipdfdydroxyacetophenon-abhangigen
Carboxylierung nicht mit dem Standard-Enzymtestdiiér Apc messbar, was darauf schlie3en
lasst, dass eventuell noch unbekannte SupplementeReéaktionsansatz fehlten oder
p-Hydroxyacetophenon nicht das korrekte SubstratM¥iterhin zeigten die Ergebnisse eine
hohe Spezifitat der Schliisselenzyme der periphdtdnylbenzol- und p-Ethylphenol-
Stoffwechselwegeupper pathwaysbis zum Benzoyl-CoA, dem zentralen Intermediag de
anaeroben Aromatenabbaus (Ubersichtsartikel: Caarabal, 2009; Fuch®t al, 2011). Die
Anwesenheit der korrekten Enzyme korrelierte daliedem jeweiligen Abbauweg. Vor allem
die EbDH, welche den initialen Schritt des Ethylb@metabolismus katalysiert, und die Apc
waren ausschlie3lich in Ethylbenzol- (EbDH) bzwhy#benzol- und Acetophenon-abbauenden
Zellen (Apc) stark induziert. Die erhaltenen Ergeba standen in Einklang mit den vorherigen
proteomischen und biochemischen Studien und zeidtenstrikt substratabhangigend
sequenzielle Regulation dieser Enzyme (Rabus undeHel998; Kniemeyer und Heider,
2001a; Kuhneet al, 2005; Rabust al, 2014).
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2. Die substratspezifische Genexpression des katabolapcbal Operons

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, wurde bergizeigt, dasdie katabolen Gene des
Acetophenonmetabolismuagcbal Operon) nur in Zellen induziert sind, die aussafblich in
Gegenwart von Acetophenon oder Ethylbenzol kultivieerden. In allenvorherigen

Regulationsstudien fehlten jedogénetische Untersuchungen.

Zur Ermittlung und Quantifizierung der Induktionrd@enexpression wurden verschiedene
Reportergenkonstrukte erstellt. Erste VersucheBastimmung der transkriptionellen bzw.
translationellen Regulation des putativen Acetopheinduzierterapcbal Operons mit dem
ReportergenlacZ ergaben sowohl heterolog iB. coli als auch inA. aromaticumkeine
verlasslichen und ausschliel3lich sehr gering@alaktosidase-Level (Daten nicht gezeigt).
Deshalb wurden fluoreszierende Reporterstamme Aoaromaticumauf der Basis des
mCherry-Proteins konstruiert (Mulet al, 2016). DerapcAmCherryReporterstamm enthéalt
eine chromosomal integrierte Genfusion des ersims@esapchbal Operons mit dem Gen,
welches fur das fluoreszierende mCherry-ProteineétbdDas Fusionskonstrukt wurde in das
Chromosom vor\. aromaticumstromaufwarts vom unveréandertepc-bal Operon integriert,
um zum einen potentielle Effekte durch Mehrfach-komu vermeiden und zum anderen die

physiologischen Eigenschaften des Wirtsstammesiai@&glnicht zu verandern.

Die erhaltenen Daten zeigen unter verschiedenenh®tamsbedingungen eine Korrelation
zwischen der Expression des Fusionsgens und déned@mder Apc, die durch das induzierte
apcbal Operon kodiert wird (Rabust al, 2002; Kihneret al, 2005; Muhret al, 2015).
Weiterhin bestétigten die Ergebnisse, dass diekitnmiu desapcbal Operons sowohl unter
anaeroben als auch aeroben WachstumsbedingungknAsitophenon-spezifisch reguliert
wird und somit die Apc auch unter aeroben Bedingumnglie Carboxylierungsreaktion
katalysiert. Ebenso war die Transkription des m@hEusionsgens spezifisch gegeniber
Acetophenon und dessen direkten VorlaufersubstréBenund R)-1-Phenylethanol. Eine
Induktion durch Zugabe der 1-Phenylethanol-Enangi@n war auch unter aeroben
Bedingungen zu erwarten, da das Genom yomromaticum32 Gene enthalt, die fir
Alkoholdehydrogenasen (ADH) der SDR-Proteinfamkmdieren (Rabugt al, 2005). Fir
einige dieser ADHs ist bereits bekannt, dass ®drderkonvertierung von Acetophenon und
den 1-Phenylethanol-Enantiomeren katalysieren (eieer und Heider, 2001b; HoOffkest
al.,, 2006; Businget al, 2015a). Im Gegensatz dazu zeigten andere chenaisaloge
Verbindungen keine oder nur deutlich schwacherend&y Interessanterweise wurden
schwache, aber signifikante Fluoreszenzsignale efle@ ermittelt, die den Substraten
Ethylbenzol, Propiophenon oder den Isomeren desrBacetophenone ausgesetzt waren. Die
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genannten Ketonverbindungen werden durch die ggteilApc carboxyliert, aber dienen

A. aromaticumnicht als Wachstumssubstrate (Joéttal, 2010; K. Schihle und J. Heider,

unpublizierte Daten). Das Ausbleiben der Induktthmch die Substrate Toluol, Styrol oder
Phenylacetaldehyd im Vergleich zu der schwach irdtemden Wirkung von Ethylbenzol

untermauerte einmal mehr die Bedeutung der richt@§e3e und Ausrichtung der Seitenkette
einer induzierenden Verbindung sowie die stsikbstratabhangigeegulation dieser Enzyme

(Rabus und Heider, 1998; Champetral, 1999; Kihneet al, 2005; Rabust al, 2014).

Um die Regulation der Transkription der Gene wéathrées Abbaus verschiedener Substrate
weiter aufzuklaren, wurden erste Transkriptomaredyslurchgefuhrt (L. Clermont und
J. Heider, personliche Kommunikation). Unter defizierenden Bedingungen zeigten nur die
Ethylbenzol-kultivierten Zellen im Vergleich mit &tophenon- und Benzoat-kultivierten
Zellen die zu erwartende Induktion des kataboliaattedped Operons. Zusatzlich bestatigte
eine erhohte Induktion der Gene des Acetophenoérapyenapcbal Operons in Zellen, die
auf Ethylbenzol oder Acetophenon kultiviert wurddre postulierte sequenzielle Regulation
dieser Enzyme (Kuhnet al, 2005).

3. Die Rolle der Zweikomponentensysteme AdIRS und Xdi& im komplexen

Regulationsnetzwerk der Ethylbenzol- undp-Ethylphenolstoffwechsel

Die bisherigen Ergebnisse belegen die sequen&etpilation der Enzyme des Ethylbenzol-
bzw. Acetophenonstoffwechsels und die substratBpelzeé Induktion der entsprechenden
katabolen Gene. Unklar ist jedoch, ob und inwiewaig TCS AdiRS darin involviert ist. Nach
den derzeitigen Vorstellungen regulieren die Gedpkte des im Ethylbenzol-Gencluster
lokalisiertenadiRSOperons die Acetophenon-abhangige Transkriptienka¢abolerapcbal
Operons &diRS= acetophenone-degradation inducing regulator/sen&abuset al, 2002;
2014). Die im Rahmen dieser Dissertation vorgdstelDaten, in Kombination mit den von
L. Clermont durchgefuhrten Transkriptomanalysegfelin jedoch neue Erkenntnisse. Der
Einfluss des AdiRS-Systems ist weitreichender elkdy angenommen und womdglich ist ein
zusatzliches TCS XdiRS an der transkriptionelleguRation der katabolischen Acetophenon-
Gene beteiligt. Das in Abb. 12 postulierte Modeilgt die potentiellen Funktionen von AdiRS
und XdiRS im komplexen Regulationsnetzwerk des e Abbaus von Ethylbenzol und
p-Ethylphenol (J. Heider, persdnliche Kommunikatiatgssen Herleitung im Folgenden naher

erlautert wird.
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Ethylbenzol Acetophenon )

p-Ethylphenol / ol
p-Hydroxy- 2
acetophenon ,-°

3 aammn = wm) e
etp pdeR2 ebd-ped ediSR apc-bal xdiRS xcc2 ped-ebd2
adiRS pdeR3

Abb. 12 Modell des Regulationsnetzwerks im anaerobeEthylbenzol- und p-Ethylphenolabbau
Schematische Darstellung des postulierten regusgateen Netzwerks, der metabolischen Operons und
der verschiedenen regulatorischen Enzyme, die whbohbgn der substratspezifischen Induktion des
Ethylbenzol- €ébd und Acetophenonmetabolismuep) sowie deg-Ethylphenolmetabolismusip)
beteiligt sind. Rote Pfeile (+) markieren eine prognostizierte Induktion deen@xpression in
Anwesenheit des entsprechenden Substiatage Pfeilg-) markieren die Repression durch das AdiRS
System, wenn Ethylbenzol oder Acetophenon vorliegpie potentielle Rolle des paralogen
Regulationssystems XdiRS in der KomplementierunmgadéRSDeletion ist angedeutet.

Die postulierte Funktion des putativen TCS AdiR&l§Rset al, 2002; 2014), sollte mittels
genetischer Manipulation untersucht werden. Im @sg& zur urspringlichen Annahme
fuhrte eine Deletion bzw. Disruption der Gene, filiedas TCS AdiRS kodieren, nicht zum
Verlust der Fahigkeit des Wachstums mit Acetopheoaer Ethylbenzol. Im Vergleich zum
Wildtyp-Stamm wurden fur die Deletionsmutante nelaoht verringerten Wachstumsraten
auch verringerte spezifische Aktivitdten der Apmigtelt, wenn diese anaerob mit Ethylbenzol
oder Acetophenon kultiviert wurden. Der PhanotypaiR SDeletionsmutante konnie trans
nur teilweise komplementiert werden. Die Ergebnissstatigten zum einen die postulierte
Aktivatorfunktion von AdIiRS, aber zeigten auch dmahrscheinliche Beteiligung eines
zweiten, unabhéngigen TCS in der Acetophenon-abgéndgnduktion despcbal Operons
auf (Abb. 12; siehe Anhang Abb. 13 Phylogenetis@tammbaum des Response-Regulators
AdiR ausA. aromaticum Das Genom voA. aromaticunenthalt zwei Gene, die fur ein bisher
nicht charakterisiertes TCS kodieren, dessen P@tdiR und XdiS hohe Aminoséure-
sequenzéahnlichkeiten zu den Proteinen des AdiR&®gs aufweisen (vollstéandiges
Alignment siehe Ergebniskapitel 3 S.71 Fig. 5). gxuhd dieser Ahnlichkeiten von 58,3% fiir
die Response-Regulatoren und 48,7% fir die C-texi@mn Histidin-Kinase-Domé&nen der
Sensorproteine kann angenommen werden, dass heregulatorische Redundanz vorliegt
und dieses TCS das AdiRS-System in der Deletioresmbeiteilweise komplementieren kénnte.
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Zusatzliche Indizien lieferte die Integration desdits beschriebenen Reportergenkonstruktes
apcAmCherry in das Genom der Deletionsmutante. Zur Fluoresz@macklung dieses
Reporterstammes waren langere Inkubationszeiteengigr dem Reporterstamm mit dem
AdiRS-System erforderlich. Neben dieser vermeihtlmeitverzégerten Induktion, zeigten
Analysen mit dem ReporterstamnmadiRSCHY ausschliel3lich eine verringerte und stark
variierende Expression des Acetophenon-abhéngigéhemy-Reporters. Diese Ergebnisse
korrespondierten mit den ermittelten Enzymaktietitda die Kulturen zur Anreicherung der
Enzyme langer mit den entsprechenden Kohlenstafequkultiviert und inkubiert wurden, um
eine ausreichende Zellmasse zu erhalten. Aus desnitnissen lasst sich ableiten, dass die
Komplementation, wahrscheinlich durch das XdiRSt&ys weniger effizient gegeniber dem
naturlichen TCS ist. Dies wirde wiederum in Einkjastehen mit den vorhandenen
Aminosauresequenzunterschieden der AdiRS und X&iR&ine.

Weitere Grunde, warum XdiRS als redundantes TCBnser Verstandnis zum komplexen
Regulationsnetzwerk mit einbezogen werden solieferten die Transkriptomanalysen des
Wildtyp-Stammes (L. Clermont und J. Heider, perst Kommunikation) sowie die Biotin-
Blots deradiRSDeletionsmutante. Die GeraiRSund xdiRSwaren konstitutiv auf einem
geringen Niveau exprimiert, wenn EbN1 mit Ethylb@naultiviert wurde. Dagegen waren die
GeneediRSstark induziert in Ethylbenzol-gezogenen Zeller umicht nachweisbar, wenn
EbN1 mit Acetophenon oder Benzoat kultiviert wurd@eiterhin zeigten die Analysen
Ethylbenzol-kultivierter Wildtyp-Zellen eine geriaginduktion der Gene destp Operons
sowie einiger Gene der paralog&nc2 und pedebd2 Operons, welche in unmittelbarer
Nachbarschaft zu dexdiRSund pdeR3Genen liegen (Abb. 12, ausfiihrliche Darstellung im
Ergebniskapitel 3 Fig. 1; Rabasal, 2005; Woéhlbranet al, 2008; 2009). Zusammen mit der
erhohten Synthese der paralogen Biotin-CarboxyH€aProteine XccB und XccB2 in
Ethylbenzol-gezogenen Kulturen dadiRS Deletionsmutante, deutet dies eine mdgliche
Doppelfunktion des AdiRS-Systems an. Neben der dytetnon-spezifischen Induktion des
apcbal Operons, reprimiert das TCS womoglich auch Gerne alp Operons bzw. des
paralogen Genclusters in Ethylbenzol-abbauendefrerzglbb. 12). Diese Effekte waren
vermutlich zu schwach, um mittels Proteomanalyseldiert werden zu konnen (Kthnetral,
2005; Wéhlbrancket al, 2007; 2008; 2009; Rabuw al, 2014), aber zeigen eine mogliche
Kreuzreaktion der Regulationssysteme der Ethylblen2eetophenon- ung-Ethylphenol-
metabolismen auf. In diesem Zusammenhang ist aectetkenswert, dass fur das gereinigte
Sensorprotein AdiS bereits eine spezifische Binduog ATP, Acetophenon, aber auch
Ethylbenzol nachgewiesen wurde (Bachelorarbeitraukhaar, 2010). Ein weiterer Beleg fir

maogliche Kreuzreaktionen war die Anwesenheit voringen Mengen an immunreaktiven
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Apc-Untereinheiten inp-Ethylphenol-abbauenden Zellen, die eine geringguktion des
apcbal Operons inp-Ethylphenolmetabolismus andeuten (Mebal.,2015).

Aufgrund der hohen chemischen Ahnlichkeit von Bileyizol undp-Ethylphenol bietet der
beobachtete Phanotyp datiRSDeletionsmutante aber auch Raum fiir Spekulaticoheess der
Ethylbenzolabbau zumindest teilweise Uber den fiesten p-Ethylphenolabbauweg erfolgen
kénnte (Abb. 12; Wohlbranét al, 2008; Muhret al, 2015). Das Indiz hierfir war die
Induktion des Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteins Xc¢cBIs Teil der putativerp-Hydroxy-
acetophenon-Carboxylase de&thylphenolmetabolismus, in Ethylbenzol-kultiviEmtZellen
des Deletionsstammes. Umgekehrt ist bekannt, dassnasetzung vop-Ethylphenol mit sehr
hohen Aktivitdten von den initialen Enzymen desasioben Ethylbenzolabbauwegs katalysiert
wird (Kniemeyer und Heider, 2001a; 2001b; Knatlal, 2012).

4. Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Arbeit, in Kombioatmit den ersten Transkriptomanalysen
des Wildtyp-Stammes EbN1 (L. Clermont und J. Heigersonliche Kommunikation) und den
in vitro Analysen von AdiS (Bachelorarbeit T. Kraushaad ®0Q ermdglichen neue Einblicke
in das komplexe Regulationsnetzwerk des Ethylbenzad p-Ethylphenolmetabolismus im
ModellorganismusA. aromaticumStamm EbN1. Redundante regulatorische Systemeirsind
Bakterien weit verbreitet. Das bekannteste Beispietlas TCS NarXL und NarQP, welches
die Induktion der Nitrat-Atmung irE. coli reguliert (Noriegaet al, 2010). Ein anderes
aulBergewohnliches, nicht-redundantes Regulatiotessaysist das publizierte ,Vier-
Komponentensystem* RedCDEF Myxococcus xanthuglagadeesaet al, 2009). In dieser
Studie wird ein komplexer Regulationsmechanismustypert, welcher eine membran-
gebundene Histidinkinase, ein Histidin-Kinase-aimdis Protein und zwei Response-
Regulatoren einschliel3t. Gegebenenfalls lasst lHetaus eine &hnliche Phosphorylierungs-
kaskade fur die TCS EdIRS-AdIRS, EdiIRS-XdIRS oddi¥S-XdiRS ableiten.

Da das in dieser Dissertation vorgeschlagene Regosaverk und im speziellen die
Funktionen der bisher noch nicht charakterisierégyulatorischen Proteine XdiRS oder PdeR3
Uberwiegend auf Hypothesen basieren, ergeben sefaus ein Menge experimenteller
Anséatze. Zur Identifizierung der tatsachlich invelten, regulatorischen Proteine und deren
Zusammenwirken sollten in erster Linie weitere [Einz Doppel- bzw. Mehrfach-
Deletionsmutanten der wahrscheinlichsten regulstben Gene konstruiert werden. In diesem
Zusammenhang sollte auch erwogen werden, schnelteteszermutlich effektivere Systeme
zur Entfernung bzw. zum Einfigen von Genen zu tgstge z. B. das Flp-FRT-System
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(Schweizer, 2003), das Cre-Lox-System (Marx undsttmm, 2002) oder das CRISPR-Cas-
System (Charpentier und Doudna, 2013), um die gaiet Zuganglichkeit voA. aromaticum

zu verbessern.

Neben den DeletionspaaradiRSediRSbzw.adiRSxdiRSsollte auch das GegdeR2 das flr
einen >%abhangigen XylR-Typ Transkriptionsregulator kotligRabus et al, 2005;
Wohlbrand et al, 2008), eine wichtige Rolle einnehmen. Neuesteehmknisse zu einer
pdeR2Disruptionsmutante (L. Clermont, personliche Konmikation) sowie einer
publizierten Deletionsmutante (Busirgd al, 2015; in dieser Studie in EtpR umbenannt)
zeigten, dass PdeR2 an der Expression der Geneammsrobenp-Ethylphenol- bzw.
p-Hydroxyacetophenonmetabolismus beteiligt ist. leitaren Verlauf sollten Veranderungen
des globalen Transkriptionsmusters durch die detetn Regulationssysteme, beginnend mit
der vorhandeneadiRSDeletionsmutante, mit Hilfe von RNA-Seq-Analysemadtelt werden.

Last but not leastollten die Proteine der TCS AdiRS, XdiRS und EliBereinigt und
biochemisch charakterisiert werden. Im Rahmen diBsesertation wurden mit Hilfe einer
modifizierten Methode zur Loslichkeitserhhung nRetnket al. (2008), welche bereits bei der
Reinigung der Sensorkinase AdiS angewendet wurdeh@orarbeit T. Kraushaar, 2010), die
drei Response-Regulatoren AdiR, EdiR und auch Tdli§eringen Mengen synthetisiert und
gereinigt (siehe Anhang Abb. 14). Da es jedoch tnigelungen ist, spezifische DNA-
Bindungen an den vorausgesagten 5'-UTR der entspngien katabolen Operons
nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit nicht weitarf @lieses Thema eingegangen.
Nichtsdestotrotz bietet dieses Feld und insbesender direkte Vergleich der paralogen
Proteine der AdiIRS und XdiRS Systeme grofRes Patentin zum Verstdndnis dieses
regulatorischen Netzwerkes beizutragen. Zur Unténsng der Proteine und der moglichen
Interaktionen dieser sollten Substrat- bzw. Autgutmrylierungen sowie Phosphat-Transfer-
Experimente durchgefuhrt werden. Des Weiteren wér@n Mutagenesen oder der Austausch
einzelner Domé&nerDpmain swappingder Regulator- und Sensorproteine untereinaretar s
interessant, um z. B. das Substratspektrum bzwzHggten zu modifizieren. Die Kombination
dieser Erkenntnisse mit den gewonnenen Erfahrundgesn konstruierten Acetophenon-
Bioreporters konnte eine Grundlage fir die Entwiokli spezifischer Biosensoren zur
Erfassung aromatischer Verbindungen darstellen (M@l Frunzke, 2013; 2016; Frunzke
2016). Die Anwendungsmadglichkeiten dieser Biosemsonirden von der toxikologischen
Umweltiberwachung bis hin zur Erddlsuche reichend ukdonnten im Licht der

Rohstoffknappheit und zunehmender Umweltverschnrmgizton unschatzbarem Wert sein.
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Anhang

Abb. 13 Phylogenetischer Stammbaum des Response-REkgors AdiR aus A. aromaticum
Dargestellt sind AdiR-Paraloge auds aromaticumStamm EbN1 Kellblau hervorgehoben) sowie
AdiR-Orthologe aus verschiedenen und -Proteobakterien (die wenigenProteobakterien sind
grau markiert). Die Ermittlung para- bzw. orthologerdr&atoren erfolgte anhand der vollstandigen
Aminosauresequenz von AdiR (CAIO743&Ib hervorgehoben) mit Hilfe der Standard Protein-&lrot
BLAST Analyse. Die Aminosauresequenzen der einzelReoteine wurden der NCBI-Datenbank
entnommen. Das zugrundeliegende Alignment wurdeHitiie des Programms Clustal Omega unter
Standardeinstellungen berechnet (http://www.ehisk&€ools/msa/clustalo). Die Erstellung des
Stammbaums erfolgte mit Hilfe des Programmes iTidte(active Tree Of Lifehttp://itol.embl.de).
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A B C D
RpoS-AdiS RpoS-AdiR RpoS-EdiR RpoS-TdiR

N-Strep M C-Strep N-Strep M C-Strep N-Strep M C-Strep N-Strep M C-Strep

Abb. 14 Ubersicht der gereinigten RpoS-Fusionsprotee

Coomassie-gefarbte SDS-Polyacrylamid-Gele (13% )jwhvach Auftrennung der auf. coli
BL21(DE3)GroESL gereinigten RpoS-Fusionsproteing Ny bzw. C-terminalem Strep-tagll. (M)
Proteinstandard mit den Molekularmassen: 180, 130, 70, 55, 40, 35, 25, 15 und 10 kDa (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Thermo Scierftific (A) S"*RpoS-AdiS 85,9 kDa und RpoS-Adts®
85,5 kDa. B) S"RpoS-AdiR 62,7 kDa und RpoS-AdiRr62,1 kDa. C) S"*RpoS-EdiR 63,5 kDa und
RpoS-EdiR"™P63,0 kDa. D) S"™RpoS-TdiR 64,2 kDa und RpoS-TdiRP63,7 kDa. Die Proteinmassen
wurden mittels ProtParam des SIB ExPASy BioinfoiosatResources Portals anhand der
Aminosauresequenz inklusive Strep-tagll bestimrtip(Hweb.expasy.org/protparam).

Tabelle 3 Ubersicht der zusatzlichen Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz/Herkunft

pSeqgbbssD  Derivat von pEntry-IBA20; tragt 604 bp Fragment der diese Arbeit
5" upstream Region ddssDGens (-465 bis +139 nt
desbbsDGens), Knft

pSeg5bssCA Derivat von pEntry-IBA20; tragt 694 bp Fragment de diese Arbeit
5’ upstream Region déissCAGene (-503 nt ddsssC
Gens bis +191 nt déssAGens), Kt

pSeqbbssBE Derivat von pEntry-IBA20; tragt 761 bp Fragment del diese Arbeit
5’ upstream Region déissBEGene (-612 nt ddsssB
Gens bis +149 nt ddssEGens), Knft

pSeg5bbs Derivat von pEntry-IBA20; tragt 690 bp Fragment de diese Arbeit
5" upstream Region ddssDGens (-515 bis +175 nt
desbbsAGens), Kt
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Tabelle 4 Ubersicht der zusatzlichen Oligonukleotid (Primer) abgeleitet von der Genomsequenz
von A. aromaticumStamm EbNL1 (integrierte Restriktions-Schnittstebend unterstrichen)

Primer Sequenz (5 3)) Bemerkung
cDNA Synthese und Sequenzierung
bssD_extl GTGACACCAT GGACAGTGCA 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
G DY-781, Primer-Extension-Analyse des
bssOperons (+91 nt vom putativen
Startcodon debssDGens)
bssA_extl GCAGTTCGTC AGCCGGGAT/ 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
TCG DY-781, Primer-Extension-Analyse des
bssOperons (+72 nt vom putativen
Startcodon debssAGens)
bssE_extl GCTCAGGGTC TCGGTATTCA 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
G DY-781, Primer-Extension-Analyse des
bssOperons (+61 nt vom putativen
Startcodon debssEGens)
bbsA extl GGTATCCCTT GAGATAGGGC 5'-Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff
G DY-781, Primer-Extension-Analyse des
bbsOperons (+95 nt vom putativen
Startcodon debbsAGens)

Plasmidkonstruktion
tdiS_+116bp AAGCTCTTCA ATGCGGTTGC Lgul-Restriktions-Schnittstelle,
_rev_Lgul GCAAATG Amplifizierung des 604 bp Fragments
bssD_+139bp AAGCTCTTCA CCCTGTCGCG fir pSeqsbssD
_rev_Lgul CGTCCTGG
bssD_+728bp AAGCTCTTCA ATGTCGACTA Lgul-Restriktions-Schnittstelle,
_for_Lgul TCTCGGC Amplifizierung des 694 bp Fragments
bssA +191bp AAGCTCTTCA CCCTTCTCGC fiir pSeqsbssCA
_rev_Lgul AGAATTCG
bssA +2416bp AAGCTCTTCA ATGAAAGCTG Lgul-Restriktions-Schnittstelle,
_for_Lgul CGCAGCG Amplifizierung des 761 bp Fragments
bssE_+149bp AAGCTCTTCA CCCTGCTTGC fur pSeq5bssBE
_rev_Lgul CGACGACC
bbsA +175bp AAGCTCTTCA CCCAGCAGCT Lgul-Restriktions-Schnittstelle,
_rev_Lgul CGGGCACG Amplifizierung des 690 bp Fragments
istA_-112bp AAGCTCTTCA ATGACCGCCC fir pSeqsbbs
_rev_Lgul ATTCCGAC
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Ubersicht (ber die Experimente zur Entdeckung mogther neuer
Zellkompartimente in A. aromaticumStamm EbN1

Ein Nebenprojekt wahrend der Promotion, und damhtriTeil der eigentlichen Dissertation,
waren die Experimente die zur Entdeckung madglichezuer Mikrokompartiment-
artiger Strukturen i\. aromaticunmStamm EbN1 und. aromaticaStamm K172 fuhrten. Im

Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse kurgesdellt.

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahrder Stdmme EbN1 und K172, die
in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Prof. Di¥laier, Zellbiologie, Philipps-
Universitdt Marburg) aufgenommen wurden, zeigteektebnendichte und symmetrische
Strukturen im Zytoplasma (siehe Einleitungskapitdbb. 2 und Abb. 15). Diese teils
ikosaedrischen Strukturen wiesen einen Durchmesseca. 30 bis 50 nm und scheinbar eine
dunne Proteinhdlle auf und waren hauptsachlicheim dellen vorhanden, die in Gegenwart
von Toluol kultiviert wurden. Allerdings waren diStrukturen auch in einigen Zellen
nachweisbar, die Benzoat als einzige Kohlenstoffquautzten (Abb. 15). Keine Strukturen
konnten hingegen in Acetophenon-, EthylbenzpiEthylphenol- oder Phenol-abbauenden

Zellen vonA. aromaticunrermittelt werden (Daten nicht gezeigt).

Davon ausgehend, dass die Strukturen vornehmlicBeiten auftraten, die das toxische
Substrat Toluol verwerteten, lassen sich zwei natiglHypothesen ableiten. Zum einen kénnte
Uberschissiges Toluol in dieses Mikrokompartimeangportiert werden, um die Zelle vor
toxischen Effekten zu schitzen bzw. das Substrschen zu speichern. Zum anderen kénnten
diese Strukturen das sauerstoffsensitive Glycyliddeinzym Benzylsuccinat-Synthase (BSS)
enthalten, welches Toluol zu Benzylsuccinat umsetet damit fur die Zelle unschadlich
macht. Das Enzym ware durch den Einschluss in d&npelle Mikrokompartiment zusatzlich
vor molekularem Sauerstoff geschutzt. Ausgehend daser Annahme kam nur ein
Genprodukt des Toluol-induzierten Operons als pales Hullprotein in Frage (siehe
Einleitungskapitel Abb. 4). Das GdérssFkodiert fur ein ca. 64 kDa grofRes Protein, dasi zwe
von-Willebrand-Faktor-A-Domanen besitzt und mit@eo Ahnlichkeit in den Stammen EbN1
und K172 vorkommt. Es wurde gezeigt, dass das mgtei Bsskiz> in vitro durch
Polymerisierung Kompartiment-artige Strukturen aldeb (ausfiihrliche Darstellung aller
Ergebnisse in der Masterarbeit von J. Nies [20X5,xof. Dr. J. Heider, Philipps-Universitat
Marburg]). Es konnte bisher jedoch kein Zusammeghanischen BssF und dan vivo

ermittelten Strukturen gezeigt werden.
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Abb. 15 TEM Aufnahmen vonA. aromaticumStamm EbN1

TEM Aufnahmen Uranylacetat-gefarbter Dinnschnitbe \EbN1 in Kooperation mit Dr. Thomas
Heimerl (AG Prof. Dr. Maier, Zellbiologie, Philipgdniversitat Marburg). Die Anzucht der Kulturen
erfolgte unter denitrifizierenden Bedingungen m#nBoat A+B) oder Toluol C-F). Die bisher
unbekannten Strukturen, die eine gewisse SymmatdeHille aufwiesen, und vorwiegend in Toluol-
gezogenen Zellen auftraten, sind durch Pfeile rearkind vergrof3ert dargesteli«F).
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Weiterfiuhrende Experimente widerlegten sogar dies€h dass BssF Teil der Hulle dieser
potentiellen Mikrokompartimente ist, da Toluol-ggeoe Zellen eindsssFDeletionsstammes
weiterhin diese Strukturen aufwiesen (Abb. 16). tB&#gt wurde dies durch Immuno-
Elektronenmikroskopie, da keine spezifische Bindway potentiellen Zellkompartimente

durch den Anti-Bssk7>-Antikorper erfolgte (T. Heimerl, persdnliche Komnikation).

A B

N X
X

N\

0.5 um 0.5 pm

Abb. 16 TEM Aufnahmen vonA. aromaticumStamm EbN1-SR7 bssF

TEM Aufnahmen Uranylacetat-gefarbter Dinnschnitbe Zellen desbssF DeletionsstammedDie
Anzucht der Kulturen erfolgte unter denitrifiziedEm Bedingungen mit Toluoh¢B). Die potentiellen
Mikrokompartimente sind durch Pfeile markiert.

Um die Zusammensetzung der potentiellen Mikrokonmp&nte zu untersuchen, wurden erste
Versuche zur Isolierung dieser Objekte aus EbNIltemitSaccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation durchgefuhrt. Hierfir wurde ein algedeltes Protokoll zur Isolierung von
Carboxysomen angewandt [Holthuijzen al. (1986) doi:10.1007/BF00409891]. Das aerob
isolierte Pellet wurde durch Massenspektrometieg(Kahnt, MPI Marburg) naher analysiert
(Abb. 17). Interessanterweise wurden neben dentereinheit der BSS, auch Proteine der
postulierten Losungsmittel-Stressantwort nachgesmes[Wohlbrand et al. (2008)
doi:10.1128/JB.00409-08]. Den hochsten Proteinifizi@rungs-Scorehatte das Genprodukt
von ebA1936 das im postulierten Toluol-Stressoperon lokatisist. EM Aufnahmen von
negativ-kontrastierten Proben des Pellets brackéamen Erfolg. Des Weiteren wurde eine
anaerobe Isolierung mit Hilfe eines abgewandeltestoRolls nach Robertet al. (2011)
durchgefuhrt [doi:10.1128/JB.06444-11]. Die Nedatmtrastierung von Proben der oberen
Schichten der Dichtegradientenzentrifugation zeggtege symmetrische Strukturen, die eine
ahnliche GroRRe wie die vivodetektierten Mikrokompartimente aufwiesen (Abb). B8s zum

Ende der Promotion konnten diese Strukturen jetteairen Proteinen zugeordnet werden.
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A
ZE kDa
170 Protein Accession Protein  Peptide  Protein
name Number MW Count Score
1 —130
NarG YP_160621.1 140476.95 49 77
2] —100
BssA YP_158060.1 97485.61 29 270
37 - 70
EbA5333  YP_160058.1 76378.18 36 204
4 - 55 EbA1936  YP_158089.1 60601.95 37 1570
L 40 EbA5768  YP_160300.1 60491.94 25 876
EbA335 YP_157198.1 60626.93 25 479
5 - 35 OmpC YP_159426.1 38203.79 27 1650
6 — EbA913 YP_157518.1 25320.32 20 613
— 25

Abb. 17 Massenspektrometrische Analyse des Pelleter Dichtegradientenzentrifugation

(A) Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamid-Gel (10%)jwach Auftrennung des aerob isolierten
Pellets (P) und des zellfreien Extrakts (ZE) nadw.bvor der Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation. (M) Proteinstandard (PageRuler faieed Protein Ladder, Thermo Scienfifly.
(B) Ubersicht der mittels MS-Analyse ermittelten Rioé im isolierten Pellet.

Abb. 18 Negativkontrastierung verschiedener Dichte@qdientenzentrifugations-Schichten
EM Aufnahmen von negativ-kontrastierten Proben (ylacetat) aus verschiedenen Schichten der
DichtegradientenzentrifugatioA{C). Die isolierten Strukturen sind durch Pfeile mark

Um den morphologischen Aufbau der potentiellen Miampartimente genauer zu
analysieren, konnte die Kryoelektronentomographiegewandt werden [Murphy GE,
Jensen GJ (2007) Electron Cryotomograigtechniquest3:413-421]. Hierbei werden EM
Einzelaufnahmen verschiedener Ebenen der Zelle dSdgppserien von zumeist

200 nm-Schnitten in eine 3D-Struktur umgerechnds. éste Versuche in diese Richtung
wurden durch Dr. Thomas Heimerl testweise Kippsevien Zellen Toluol-gezogener EbN1

Kulturen aufgenommen (Abb. 19 zeigt ausgewdahlte T&Nhahmen einer Kippserie).
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Abb. 19 Kippserie von TEM Einzelaufnahmen einer EbN Zelle, die in Gegenwart von Toluol
kultiviert wurde

Ausgewdahlte TEM  Einzelaufnahmen  einer  Kippserie egin Uranylacetat-gefarbtes
200 nm-Dunnschnittes eineA. aromaticum Stamm EbN1 Zellen, die unter denitrifizierenden
Bedingungen mit Toluol kultiviert wurde. Die Dur¢iirung erfolgte durch Dr. Thomas Heimerl.
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