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Abstract 

Citronellol and geraniol are widespread scents with acyclic terpenoid molecule 

structures in nature. Because of their β-methyl-branched carbon skeleton they can 

not be degraded via β-oxidation. Recently two gene clusters involved in the citronellol 

degradation pathway could be identified in P. aeruginosa PAO1, the atu (acyclic 

terpene utilisation)- and the liu (leucine/isolvalerate utilisation)-gene cluster 

(FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, HÖSCHLE ET AL., 2005). Up to now only genes coding 

the carboxylases involved in the citronellol degradation pathway could be identified 

(HÖSCHLE ET AL., 2005). In the present work several other genes of the gene clusters 

were functionally assigned. 

• A gene cluster (atuRABCDEFGH) was identified and sequenced in P. citronellolis; 

the genes showed very high similarities to the atu-genes of P. aeruginosa PAO1. 

An insertion mutant in atuA was unable to utilise acyclic terpenes and indicated 

that this gene is essential for citronellol degradation.  

• Investigation of two P. citronellolis transposon mutants in mqoB showed that the 

malate:quinone oxidoreductase (MQO) plays an essential role in the degradation 

of terpenoids. The end products of the citronellol degradation pathway enter the 

glyoxylate cycle and MQO is an essential enzyme of this pathway.  

• In P. aeruginosa PAO1 the function of the citronellyl-CoA-dehydrogenase was 

assigned to AtuD. AtuD was expressed, purified and a specific activity of 850 ± 37 

mU/mg for citronellyl-CoA was determined. The KM value for citronellyl-CoA is 1,6 

± 0,3 µM. The reaction product geranyl-CoA was identified by mass spectrometry. 

AtuD is highly specific for citronellyl-CoA while it is inactive with isovaleryl-CoA 

and octanoyl-CoA.   

2D-gel-analysis showed that an additional acyl-CoA-dehydrogenase was 

expressed specifically during growth on terpenoids and it was identified as 

PA1535 gene product. The PA1535 gene product was expressed in E. coli, 

purified and its substrate specifity was determined. The enzyme converted 

citronellyl-CoA with 2450 ± 26 mU/mg (KM value18 ± 1,1 µM) and octanoyl-CoA 
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with 610 ± 10 mU/mg (KM value130 ± 9,8 µM). The enzyme was inactive with 

isovaleryl-CoA. 

• The function of the isovaleryl-CoA-dehydrogenase was assigned to LiuA in 

P. aeruginosa PAO1. LiuA was expressed and converts isovaleryl-CoA with 1620 

± 55 mU/mg (KM value 2,3 ± 0,4 µM). LiuA was inactive with long chain acyl-CoA 

thioesters like citronellyl-CoA or octanoyl-CoA.  

• The gene upstream of the atu-gene cluster (PA2885) was identified as the 

repressor of the atu-gene cluster (AtuR) in P. aeruginosa PAO1. AtuR is a 

member of the TetR family. An area with similarities to σ-70 promoters and partial 

overlapping two perfect inverted repeats was identified in the intergenic region 

between atuR and atuA (280 bp). Heterologically expressed and purified AtuRHis6 

was able to bind specifically to the intergenic region in gel shift experiments. Both 

inverted repeats but not the -10 and the -35-region were necessary for complete 

binding. Citronellol, geraniol, citronellal, geranial, citronellate and geranylate but 

not leucine, isovaleric acid, 3-methylcrotonic acid, phytol and eucalyptol 

prevented AtuR from binding and apparently represent the effectors of AtuR.  

• Proteom analysis showed that six of eight Atu-proteins and four of five Liu-

proteins were specifically expressed during growth on acyclic terpenes and 

isovalerate, respectively. Furthermore 16 additional proteins were identified which 

are supposed to be involved in the citronellol degradation pathway.  

• All atu-genes of the atu-gene cluster were inactivated by insertion of pKnockout-G 

(WINDGASSEN ET AL., 2000) into the genes in P. aeruginosa PAO1. Five of them 

(atuA, atuB, atuC, atuD, atuF) turned out to be essential for citronellol utilisation. 

Insertion in atuE, atuG and atuH showed no phenotype.  
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Zusammenfassung 

Citronellol und Geraniol sind in der Natur als Duftstoffe weit verbreitete azyklische 

Terpenoide, die aufgrund ihrer β-ständigen Methylgruppe nicht über β-Oxidation 

abgebaut werden können. In jüngster Zeit konnten zwei in den Citronellolabbau 

involvierte Gencluster in P. aeruginosa PAO1 identifiziert werden, das atu (acyclic 

terpene utilisation)- und das liu (leucine/isovalerate utilisation)-Gencluster (FÖRSTER-

FROMME ET AL., 2006, HÖSCHLE ET AL., 2005). Bisher konnten nur die Gene der in den 

Citronellolstoffwechsel involvierten Carboxylasen funktionell identifiziert werden 

(HÖSCHLE ET AL., 2005). In dieser Arbeit wurden weitere Gene der Cluster funktionell 

zugeordnet.  

• In P. citronellolis wurde ein Gencluster (atuABCDEFGH) identifiziert und 

sequenziert, dessen Gene sehr hohe Identitäten zu den atu-Genen von 

P. aeruginosa PAO1 aufwiesen. Dieses Gencluster wurde als atu-Gencluster von 

P. citronellolis annotiert. Eine Insertionmutante in atuA zeigte, daß dieses Gen 

essentiell für den Citronellolabbau ist.  

• In P. citronellolis konnte anhand zweier Transposonmutanten in mqoB gezeigt 

werden, daß die Malat-Quinon-Oxidoreduktase (MqoB) eine essentielle Rolle 

beim Abbau von Terpenoiden spielt, da die Endprodukte des Citronellolabbaus in 

den Glyoxylatstoffwechsel eingehen und die Malat-Quinon-Oxidoreduktase ein 

essentielles Enzym dieses Stoffwechselweges ist.  

• In P. aeruginosa PAO1 konnte die Funktion der Citronellyl-CoA-Dehydrogenase 

AtuD zugeordnet werden. AtuD wurde exprimiert und gereinigt und eine 

spezifische Aktivität von 850 ± 37 mU/mg für den Umsatz von Citronellyl-CoA 

ermittelt. Der KM-Wert für Citronellyl-CoA beträgt 1,6 ± 0,3 µM. Das 

Reaktionsprodukt Geranyl-CoA wurde mit HPLC und Massenspektrometrie 

nachgewiesen. AtuD ist hochspezifisch für Citronellyl-CoA, da Isovaleryl-CoA 

oder Octanoyl-CoA nicht umsetzt werden.   

Durch 2D-Gelanalysen wurde eine weitere Acyl-CoA-Dehydrogenase als 

spezifisch beim Wachstum auf Terpenoiden erkannt und als PA1535-Genprodukt 

identifiziert. Das PA1535-Genprodukt wurde heterolog in E. coli exprimiert, 
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gereinigt und die Substratspezifität bestimmt. Das Enzym setzte Citronellyl-CoA 

mit 2450 ± 26 mU/mg (KM-Wert 18 ± 1,1 µM) und Octanoyl-CoA mit 610 ± 10 

mU/mg (KM-Wert 130 ± 9,8 µM) um. Isovaleryl-CoA stellt kein geeignetes 

Substrat dar.  

• In P. aeruginosa PAO1 wurde die Funktion der Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase 

LiuA zugeordnet. Gereinigtes LiuA setzte Isovaleryl-CoA mit 1620 ± 55 mU/mg 

(KM-Wert 2,3 ± 0,4 µM) um. Langkettige CoA-Thioester wie Citronellyl-CoA oder 

Octanoyl-CoA wurden nicht umgesetzt.  

• In P. aeruginosa PAO1 wurde das stromaufwärts des atu-Genclusters liegende 

Gen (PA2885) durch Insertionsmutangenese als Repressor des atu-Genclusters 

identifiziert (atuR). AtuR gehört zur TetR-Familie. In dem intergenischen Bereich 

zwischen atuR und atuA (280 bp) wurde eine Region mit Ähnlichkeit zu σ-70 

Promotoren sowie partiell überlappend zwei perfekte inverted repeats gefunden. 

Heterolog exprimiertes und gereinigtes AtuRHis6 war in der Lage, in Gelshift-

Experimenten spezifisch an den intergenischen Bereich zu binden. Für eine 

vollständige Bindung waren beide inverted repeats, nicht aber die -10- und die  

-35-Region notwendig. Citronellol, Geraniol, Citronellal, Geranial, Citronellsäure 

und Geranylsäure, nicht aber Leucin, Isovaleriansäure, 3-Methylcrotonsäure, 

Phytol und Eukalyptol verhinderten die Bindung von AtuR und stellen somit 

offenbar Effektoren von AtuR dar.  

• Mithilfe von Proteomanalysen wurde gezeigt, daß sechs von acht Atu-Proteinen 

und vier von fünf Liu-Proteinen spezifisch beim Wachstum auf azyklischen 

Terpenen, bzw. Isovalerat gebildet werden. Des weiteren wurden 16 weitere 

Proteine identifiziert, die vermutlich ebenfalls am Citronellolstoffwechsel beteiligt 

sind.  

• Bei P. aeruginosa POA1 wurden alle Gene des atu-Genclusters durch Insertion 

von pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 2000) inaktiviert. Es wurde gezeigt, daß 

fünf der atu-Gene (atuA, atuB, atuC, atuD, atuF) essentiell für den 

Citronellolabbau waren. Insertionsmutanten in atuE, atuG und atuH zeigten 

keinen Phänotyp.  
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1 Einleitung 

1.1 Vorkommen und Wirkung von Terpenen 

Terpene sind in der Natur weit verbreitet. Sie kommen vor allem in Pflanzen als 

Bestandteile der ätherischen Öle vor, sind aber auch oft als Pheromone bei Insekten 

zu finden. Viele Terpene sind reine Kohlenwasserstoffe, man findet jedoch auch 

sauerstoffhaltige Verbindungen wie Alkohole, Aldehyde und Ketone (Terpenoide). Ihr 

Grundbaustein ist das Isopren, CH2=C(CH3)-CH=CH2. Sie werden nach der Anzahl 

der Isopreneinheiten eingeteilt. Monoterpene bestehen aus zwei, Sesquiterpene aus 

drei, Diterpene aus vier, Triterpene aus sechs und Tetraterpene aus acht 

Isopreneinheiten. Beispiele für Monoterpene sind Limonen, Menthol, Campher, Citral 

und Citronellol. Farnesol gehört zu den Sesquiterpenen. Zu den Diterpenen zählt 

Phytol und zu den Triterpenen Squalen. β-Carotin ist ein Tetraterpen. Guttapercha 

und Kautschuk zählen zu den Polyisoprenen (BREITMAIER, 2005). Viele Terpene sind 

pharmakologisch interessant, ihre biologische Funktion ist allerdings nur lückenhaft 

erforscht. Manche (Citronellol) können als umweltfreundliche Insektizide verwendet 

werden (HIERRO ET AL., 2004). Außerdem wirken viele antimikrobiell. Viele Terpene 

werden als Duftstoffe in kosmetischen Produkten eingesetzt. In jüngster Zeit wurde 

festgestellt, daß Geraniol und verwandte Terpenoide Effekte auf eukaryontische 

Zellen haben. So konnte bei jungen Kamillensprößlingen durch Geraniol ein 

Apoptose-ähnlicher Zelltod ausgelöst werden (IZUMI ET AL., 1999). Auch bei 

Pankreaskrebszellen wurde gezeigt, daß Geraniol und Farnesol deren Wachstum 

inhibiert und deren Apoptoserate erhöht (BURKE ET AL., 1997, BURKE ET AL., 2002). 

Des weiteren konnte bei Darm- und Brustkrebszellinien gezeigt werden, daß 

Geraniol mit der Zellmembran interagiert und so die Aufnahme von 

Chemotherapeutika erleichtert wird (CARNESECCHI ET AL., 2002a, CARNESECCHI ET AL., 

2002b, CARNESECCHI ET AL., 2004, DUNCAN ET AL., 2004).  

Während die Biosynthese der Terpene über den Acetat-Mevalonat-Weg, bzw. über 

den DXP (1-Deoxyxylulose-5-phosphat)-Weg bereits sehr gut erforscht ist 

(BREITMAIER, 2005, CHANG ET AL., 2006), ist über den Abbau von Terpenen in 

Mikroorganismen bis jetzt recht wenig bekannt.  
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1.2 Abbau von Terpenoiden 

Azyklische Monoterpene wie Citronellol und Geraniol, deren Abbau durch 

Pseudomonaden in dieser Arbeit untersucht wurde, besitzen eine β-ständige 

Methylgruppe, die den Abbau dieser Substanzen durch β-Oxidation im 

Fettsäureabbau verhindert (Abb. 1.1).  

                      

Abb. 1.1:  Die azyklischen Monoterpenoide Citronellol, Citronellal und Geraniol 

Der Abbau von azyklischen Terpenoiden mit solchen β-verzweigten Methylgruppen 

konnte erstmals in den 60er Jahren an dem aufgrund seiner Fähigkeit, Citronellol als 

alleinige C-Quelle zu verwerten, isolierten Stamm Pseudomonas citronellolis 

untersucht werden (SEUBERT, 1960, SEUBERT & REMBERGER, 1963, SEUBERT ET AL., 

1963, SEUBERT & FASS, 1964a, SEUBERT & FASS, 1964b). Bei diesen Studien wurde 

anhand von abgefangen und analysierten Zwischenprodukten und aufgereinigten 

Enzymen ein Stoffwechselweg zum Abbau von Citronellol und Geraniol 

vorgeschlagen (Abb. 1.2). Die Terpenalkohole Citronellol und Geraniol werden zu 

Beginn des Abbaus zu den entsprechenden Säuren oxidiert. Da sich Citronellol und 

Geraniol nur durch eine Doppelbindung unterscheiden, wurde angenommen, daß 

diese Reaktionen durch die selben Enzyme katalysiert werden (CANTWELL ET AL., 

1978). Im Anschluß werden Citronellsäure und Geranylsäure durch eine Synthetase 

zu CoA-Thioestern aktiviert. Citronellyl-CoA wird darauf durch eine Dehydrogenase 

zu cis-Geranyl-CoA umgewandelt. Auf dieser Stufe vereinigt sich nun der Abbau von 

Geraniol und Citronellol. 
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Abb. 1.2:  Citronellolabbauweg in P. citronellolis und P. aeruginosa PAO1 nach SEUBERT & FASS, 

1964b 
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Die β-Methylgruppe des Geranyl-CoAs wird nun durch die Geranyl-CoA-Carboxylase 

carboxyliert. Darauf folgt eine Anlagerung von Wasser am selben C-Atom durch die 

Isohexenyl-glutaconyl-CoA-Hydratase. Nun kann die carboxylierte β-Methylgruppe 

als Acetat durch eine Lyase abgespalten werden (SEUBERT & FASS, 1964a). Das so 

entstandene Produkt 7-Methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoA wird nun durch β-Oxidation 

unter Abspaltung von zwei Molekülen Acetyl-CoA bis zum 3-Methyl-crotonyl-CoA 

abgebaut, das in den Leucinabbau, der analog zum Citronellolabbau abläuft, eingeht: 

3-Methyl-crotonyl-CoA wird an der β-ständigen Methylgruppe durch eine 

Carboxylase carboxyliert, worauf wiederum eine Wasseranlagerung am selben C-

Atom durch eine Hydratase erfolgt. Das Produkt 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA 

wird nun durch eine Lyase in Acetoacetat und Acetyl-CoA gespalten, die im weiteren 

Stoffwechsel umgesetzt werden können. 

In den 70er Jahren wurde die Erforschung des Citronellolabbaus durch R. FALL und 

Mitarbeiter wieder aufgenommen. Dabei konnte festgestellt werden, daß nicht nur 

P. citronellolis sondern auch P. aeruginosa und P. mendocina zum Abbau von 

Citronellol und Geraniol befähigt sind (CANTWELL ET AL., 1978). Des weiteren konnte 

die Annahme von SEUBERT bestätigt werden, daß die Geranyl-CoA-Carboxylase von 

P. citronellolis ein durch das Wachstum auf Isoprenoiden induziertes Enzym ist und 

als Substrat nicht nur Geranyl-CoA sondern auch Methyl-crotonyl-CoA akzeptiert 

(HECTOR & FALL, 1976). Bei weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, daß die 

Geranyl-CoA-Carboxylase von P. citronellolis ein globuläres Protein mit einer 

molekularen Masse zwischen 520 und 580 kDa ist und vermutlich eine A4B4-

Stöchiometrie besitzt (FALL & HECTOR, 1977).  

In neueren Untersuchungen konnten in P. aeruginosa PAO1 zwei Gencluster 

identifiziert werden, die am Abbau von Citronellol beteiligt sind, das atu (acyclic 

terpene utilisation)- und das liu (leucine/isovalerate utilisation)-Gencluster (AGUILAR 

ET AL., 2006, , DIAZ-PEREZ ET AL., 2004, FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, HÖSCHLE ET 

AL., 2005). Es konnte gezeigt werden, daß atuC und atuF die β- und α-Untereinheiten 

der Geranyl-CoA-Carboxylase und liuB und liuD die β- und die α-Untereinheit der 

Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase kodieren (HÖSCHLE ET AL., 2005). Während das liu-

Gencluster in vielen Pseudomonaden nachgewiesen werden kann (FÖRSTER-
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FROMME ET AL., 2006, HÖSCHLE ET AL., 2005), ist das atu-Gencluster auf wenige, zum 

Citronellolabbau befähigten Pseudomonaden und wenige marine Mikroorganismen 

beschränkt (FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2006, HÖSCHLE ET AL., 2005).  

In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, daß der Abbau von Terpenoiden auch 

unter anaeroben Bedingungen unter Anwesenheit von Nitrat ablaufen kann. Es 

wurde festgestellt, daß P. citronellolis auch anaerob in der Lage ist, Citronellol, nicht 

aber Geraniol oder Nerol, abzubauen (HARDER & PROBIAN, 1995). Ferner wurden 

diverse denitrifizierende Stämme isoliert, die in der Lage waren, Linalool und auch 

zyklische Terpenoide wie Menthol abzubauen. Des weiteren wurde gezeigt, daß die 

Öffnung des Ringes von zyklischen Terpenoiden wie Menthol vermutlich mit einer 

Aktivierung zum CoA-Thioester einhergeht und das daraus resultierende azyklische 

Produkt in den Citronellolabbauweg nach SEUBERT & FASS, 1964b eingehen kann 

(HYLEMON & HARDER, 1998). Bei Alcaligenes defragans wurde gezeigt, daß beim 

anaeroben Abbau von azyklischen Terpenoiden wie Mycren und zyklischen 

Terpenoiden wie Limonen und Pinen Geranylsäure bei Nitratlimitierung angereichert 

wird, die bei Kohlenstofflimitierung wieder abgebaut wird (HEYEN & HARDER, 2000).  

Auch bei Pflanzen wurde eine Geranyl-CoA-Carboxylase gefunden (GUAN ET AL., 

1999). Dieses, aus Zea mays isolierte Enzym, zeigte eine hohe Spezifität für sein 

Substrat und konnte im Gegensatz zur GCase aus P. citronellolis (HECTOR & FALL, 

1976) 3-Methyl-crotonyl-CoA nicht umsetzten. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, 

daß der Abbau von Terpenoiden in Pflanzen zumindest ähnlich wie in 

Pseudomonaden abläuft.  

1.3 Ziele dieser Arbeit 

In einer vorangegangenen Diplomarbeit wurden am Citronellolabbau beteiligte Gene 

von P. citronellolis durch Transposon-Mutagenese identifiziert. Dabei konnte 

festgestellt werden, daß das Gen mqoB für den Citronellolabbau essentiell ist. Dieser 

Aspekt wurde zu Beginn der vorliegenden Arbeit weiter untersucht. Des weiteren 

wurden kurz nach Beginn dieser Arbeit das atu- und das liu-Gencluster in 

P. aeruginosa PAO1 in der Doktorarbeit von BIRGIT HÖSCHLE aus der gleichen 

Arbeitsgruppe als am Citronellolabbau beteiligt identifiziert. Da P. aeruginosa PAO1 
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komplett sequenziert ist (STOVER ET AL., 2000, WINDSOR ET AL., 2005) und dies 

molekularbiologische Arbeiten erleichtert, wurden weitere Untersuchungen auch an 

P. aeruginosa PAO1 durchgeführt. Der von SEUBERT (SEUBERT & FASS, 1964b) 

vorgeschlagene Citronellolabbauweg sollte überprüft und weitere Gene des atu- und 

des liu-Genclusters funktionell zugeordnet werden. Ferner sollten weitere am 

Citronellolabbau beteiligte Gene außerhalb des atu- und liu-Genclusters identifiziert 

und untersucht werden, ob das atu-Gencluster auch in P. citronellolis vorhanden ist.  
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2 Der Citronellolstoffwechsel in P. citronellolis  

und P. aeruginosa  PAO1  

2.1 Die zum Citronellolabbau befähigten 

Pseudomonaden 

Pseudomonas citronellolis wurde in den 60er Jahren aufgrund seiner Befähigung 

Citronellol als alleinige C-Quelle zu verwerten aus einer Bodenprobe isoliert 

(SEUBERT, 1960). Des weiteren wurde festgestellt, daß P. citronellolis auch Geraniol 

und Farnesol verwerten kann. An P. citronellolis wurde der Citronellolstoffwechsel 

erstmals biochemisch untersucht. Der Schwerpunkt dieser Arbeiten lag auf den von 

der Geranyl-CoA-Carboxylase, der Isohexenyl-glutaconyl-CoA-Hydratase und der 3-

Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-lyase katalysierten Reaktionen 

(SEUBERT, 1960, SEUBERT & REMBERGER, 1963, SEUBERT ET AL., 1963, SEUBERT & 

FASS, 1964a, SEUBERT & FASS, 1964b). 

In den Arbeiten von CANTWELL ET AL., 1978 wurde untersucht, ob weitere 

Pseudomonaden außer P. citronellolis zum Citronellolabbau befähigt sind. Der in 

dieser Arbeit verwendete Stamm von P. citronellolis war allerdings nicht der, der von 

SEUBERT an die American Type Culture Collection weitergegeben wurde. Dieser 

ursprünglich als P. citronellolis isolierte Stamm konnte nicht am Leben erhalten 

werden. Es wurde festgestellt, daß P. aeruginosa ATCC 17423, P. mendocina ATCC 

13525 und P. citronellolis ATCC 13674 zum Abbau von Citronellol, Geraniol und 

Citronellsäure befähigt sind. Außerdem konnte festgestellt werden, daß diese drei 

Stämme sowohl trans- als auch cis-Geranylsäure verwerten können. Phytol als C20-

Isoprenol konnte nur von P. syringae NCPPB 1906 verwertet werden. Nerol konnte 

von P. citronellolis gut, von P. aeruginosa und P. mendocina nur schlecht verwertet 

werden. Farnesol, ein C15-Isoprenol konnte nur von P. citronellolis, P. aeruginosa, 

P. mendocina und P. syringae als C-Quelle genutzt werden. Allerdings war das 

Wachstum mit Farnesol eingeschränkt. P. putida ATCC 23287, P. testosteroni ATCC 

11996, P. caryophylli ATCC 25418, P. fluorescens ATCC 13525 und P. cepacia 

ATCC10856 konnten keine der genannten Substanzen verwerten.  
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In der vorliegenden Arbeit konnte außerdem festgestellt werden, daß P. fluorescens 

Pf-5 (ATCC BAA-477) mit Citronellol und Citronellsäure, nicht aber mit Geraniol und 

Geranylsäure als alleiniger C-Quelle wächst. P. putida KT2440 (ATCC 47054) kann 

weder mit Citronellol noch Geraniol als alleinige C-Quelle wachsen.  

Offensichtlich ist die Befähigung zum Abbau von Citronellol und Geraniol eine nicht 

sehr weit verbreitete Eigenschaft, und bis heute konnten nur sehr wenige  Spezies 

als zum Citronellolabbau befähigt identifiziert werden. Allerdings konnte vor kurzem 

eine neue Spezies, P. delhiensis, isoliert werden, welche die Befähigung zum 

Citronellolabbau besitzt (PRAKASH ET AL., 2007).  

2.2 Die in den Citronellolabbau involvierten Gene  

2.2.1 Das atu (acycl ic t erpene u ti l isation) -  und das l iu  

( l eucine/ i sovalerate u ti l isation)-Gencluster 

In P. aeruginosa PAO1 konnten durch Transposon- und Insertionsmutagenese zwei 

Gencluster identifiziert werden, die in den Abbau von Citronellol involviert sind: das 

atu-Gencluster (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, HÖSCHLE ET AL., 2005) und das liu-

Gencluster (DIAZ-PEREZ ET AL., 2004, HÖSCHLE ET AL., 2005, Abb. 2.1). Die 

potentiellen Funktionen der Genprodukte im Citronellolstoffwechsel sind in Abb.1.2 

dargestellt.  

Abb.2.1:  Das atu- und das liu-Gencluster von P. aeruginosa PAO1 

Das atu-Gencluster, atuRABCDEFGH, besteht aus 8 Genen und einem 

Regulatorgen. atuA konnte bisher funktionell nicht zugeordnet werden und ist als 

hypothetisches Protein in der P. aeruginosa PAO1-Datenbank annotiert. Es zeigt mit 

atuC  

v  

atuR  atuB  atuD  atuE  atuF  atuG  atuH  atuA  

PA2885 PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892 PA2893 

liuE liuD liuC liuB liuA liuR  

  
PA2011 PA2012 PA2013 PA2014 PA2015 PA2016 
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keinen funktionell zugeordneten Genen Ähnlichkeiten. Im Citronellolstoffwechsel 

könnte dieses Gen die Rolle der 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-Lyase 

übernehmen. Bei P. aeruginosa PAO1 zeigte eine Insertionsmutante in diesem Gen, 

daß AtuA essentiell für den Citronellolabbau ist, da eine Mutation in diesem Gen, bei 

der das Plasmid pKnockout-G (WINDGASSEN et al., 2000) in das Gen integriert wurde, 

zum Verlust der Befähigung Citronellol und Geraniol zu verwerten führt (FÖRSTER-

FROMME ET AL., 2006). Bei P. citronellolis zeigte eine Insertionsmutante in atuA 

ebenfalls diesen Phänotyp (FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2006). Bei dieser Art 

der Herstellung von Insertionsmutanten wurde immer darauf geachtet, daß der auf 

dem Plasmid befindliche, in P. aeruginosa konstitutive lac-Promoter in Leserichtung 

des inaktivierten Gens befand. Dadurch wurden stromabwärts der Insertion liegende 

Gene konstitutiv exprimiert und so „Downstream“-Effekte vermieden. AtuB und AtuG 

sind als potentielle Dehydrogenasen annotiert und könnten die Oxidation der 

Terpenalkohole zu den entsprechenden Säuren katalysieren. AtuC und AtuF stellen 

die Untereinheiten der Geranyl-CoA-Carboxylase dar, wobei AtuF der biotinhaltigen 

Untereinheit entspricht (HÖSCHLE ET AL., 2005). AtuD wurde als potentielle Acyl-CoA-

Dehydrogenase annotiert. Im Atu-Stoffwechselweg gibt es eine Reaktion, die 

Dehydrogenierung von Citronellyl-CoA zu Geranyl-CoA, die AtuD katalysieren 

könnte. Diese Funktion konnte auch experimentell nachgewiesen werden und wird 

im Abschnitt 2.4 ausführlich beschrieben. AtuE wurde als potentielle Enoyl-CoA-

Hydratase annotiert und katalysiert vermutlich die Reaktion von Isohexenyl-

glutaconyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA. AtuG und AtuH wurden als 

potentielle Dehydrogenase, beziehungsweise potentielle „very-long chain“ Acyl-CoA 

Synthetase annotiert und könnten die Oxidation der Terpenalkohole zu den 

Terpensäuren, bzw. die Aktivierung von Citronellsäure zum CoA-Thioester 

katalysieren.  

In dieser Arbeit wurden bei P. aeruginosa PAO1 von allen atu-Genen 

Insertionsmutanten hergestellt (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006). Die Phänotypen der 

Mutanten sind in Tabelle 2.1 zu finden. Bis auf atuE, atuG und atuH sind alle atu-

Gene essentiell für die Verwertung von Citronellol.  
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Tabelle 2.1:  Phänotypen von P. aeruginosa PAO1 WT und Insertionsmutanten in den atu-Genen 

(nach FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006) 

Stamm C G CS GS Leu IV Suc  

PAO1 WT ++ + ++ ++ + ++ ++ 

PAO1 ins-atuA -* - -* - + ++ ++ 

PAO1 ins-atuB -* - -* - + ++ ++ 

PAO1 ins-atuC - - - - + ++ ++ 

PAO1 ins-atuD -* -* -* - + ++ ++ 

PAO1 ins-atuE + + + + + ++ ++ 

PAO1 ins-atuF -* - -* - + ++ ++ 

PAO1 ins-atuG ++ + ++ ++ + ++ ++ 

PAO1 ins-atuH ++ + ++ ++ + ++ ++ 

 

Legende:  Die Mikroorganismen wuchsen 4 Tagen bei 30°C auf A garplatten mit den entsprechenden 

C-Quellen. C: Citronellol, G: Geraniol, CS: Citronellsäure, GS: Geranylsäure, Leu: Leucin, IV: 

Isovaleriansäure, Suc: Succinat. ++: sehr gutes Wachstum, +: gutes Wachstum, +-: eingeschränktes 

Wachstum, -: kein Wachstum. *: Einzelkolonien tauchen spontan während des Wachstums auf (evt. 

Supressionsmutanten). 

Gencluster, die zum atu-Gencluster von P. aeruginosa PAO1 hohe Ähnlichkeiten 

aufweisen, konnten auch in anderen Pseudomonaden und anderen Species 

identifiziert werden. Da P. citronellolis als erste zum Citronellolabbau befähigte Art 

beschrieben wurde, wurde zu Beginn dieser Arbeit in dem Genom dieses 

Organismus das atu-Gencluster mit Hilfe von Gensonden, die für P. aeruginosa 

PAO1 atu-Gene spezifisch waren, identifiziert. Dieses Gencluster wurde kloniert, 

sequenziert und es konnte eine sehr hohe Identität auf DNA- und Aminosäureebene 

zu dem P. aeruginosa PAO1 atu-Gencluster festgestellt werden (FÖRSTER-FROMME & 

JENDROSSEK, 2006, Abb. 2.2).  
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Abb. 2.2:  Das atu-Gencluster aus P. citronellolis  

Des weiteren konnte in P. aeruginosa PA14, P. mendocina und P. fluorescens Pf-5 

durch Sequenzdatenbankrecherchen je ein potentielles atu-Gencluster gefunden 

werden. Allerdings fehlen P. fluorescens Pf-5 die Gene atuG und atuH, und der 

Organismus kann nur Citronellol, aber kein Geraniol abbauen. Da alle anderen 

Pseudomonaden, die sowohl Geraniol als auch Citronellol verwerten können, das 

komplette atu-Gencluster besitzen, könnte ein Zusammenhang zwischen der 

Befähigung, Geraniol verwerten zu können und dem Vorhandensein der Gene atuG 

und atuH bestehen. Jedoch bewirken Mutationen in atuG und atuH bei P. aeruginosa 

PAO1 keine Veränderung des Phänotyps im Vergleich zum Wildtyp (FÖRSTER-

FROMME ET AL., 2006). Des weiteren wurden potentielle atu-Gencluster in den 

marinen Mikroorganismen Hahella chejuensis KCTC 2396 und Marinobacter 

aquaeolei VT 8 gefunden. Jedoch konnte bisher kein Wachstum mit Citronellol als 

alleiniger C-Quelle für diese beiden Organismen nachgewiesen werden.  

Das liuRAliuBCDE Gencluster enthält 5 Stukturgene und ein potentielles Regulator-

Gen, liuR. liuA codiert für eine potentielle Acyl-CoA Dehydrogenase. Dessen 

Funktion als Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase konnte in dieser Arbeit experimentell 

verifiziert werden (siehe 2.10). LiuB bildet zusammen mit LiuD die Methylcrotonyl-

CoA-Carboxylase (HÖSCHLE ET AL., 2005). LiuC wurde als potentielle Enoyl-CoA 

Hydratase annotiert. Das Genprodukt katalysiert vermutlich die Konversion von 3-

Methyl-glutaconyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA. liuE codiert vermutlich für 

die Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyase. Mit Hilfe von 2-D-Gelelektrophorese-

experimenten konnte nachgewiesen werden, daß LiuA, LiuB und LiuC beim 

Wachstum auf Isovaleriansäure und Isoprenoiden exprimiert werden. LiuD konnte 

durch Western Blot Experimente nachgewiesen werden (FÖRSTER-FROMME ET AL., 

2006).  
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2.2.2 Weitere in den Citronel lolabbau involvierte G ene  

Um Aussagen treffen zu können, welche Gene außer den atu- und den liu-

Genclustern in den Citronellstoffwechsel involviert sind, wurden 2D-

Gelelektrophoreseexperimente durchgeführt. Dabei wurden Proteinmuster von 

P. aeruginosa PAO1-Zellen, die mit Succinat, Isovaleriansäure, Citronellol, Geraniol, 

Citronellal, Citronellsäure oder Geranylsäure als C-Quelle gewachsen waren, 

verglichen. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf Proteinspots gelegt, die in den 

Proteinmustern von Zellen, die mit Citronellol, Geraniol, Citronellal, Citronellsäure, 

Geranylsäure oder Isovaleriansäure als C-Quelle gewachsen waren, vorhanden 

waren, aber in den Proteinmustern von Zellen, die mit Succinat als C-Quelle 

gewachsen waren, nicht vorhanden waren. Proteinspots von Interesse wurden 

ausgeschnitten, tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide massenspektrometrisch 

untersucht und die Ergebnisse mit einer P. aeruginosa PAO1-Datenbank verglichen 

(FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006) Die identifizierten Proteine, ihre annotierte Funktion 

und ihr Vorkommen in Proteinmustern sind in Tab. 2.2 aufgelistet.  

Tab. 2.2:  Mit Hilfe von 2-D-Gelelektrophoreseexperimenten identifizierte Proteine, die spezifisch beim 

Wachstum auf Citronellol, Citronellal, Citronellsäure, Geraniol und Geranylsäure exprimiert werden. 

PA-

Nr.  

Annotierte Funktion  Suc IV C  Cl CS G GS 

1342 ABC transporter, periplasmic binding protein, put. 
aspartate/glutamate binding protein 

- - + + + + + 

1535 Probable acyl-CoA dehydrogenase - - + + + + + 

1562 Aconitase acnA - - ? + ? ? ? 

1587 Lipoamide dehydrogenase, lpdG ? ? + ? ? + + 

1787 Aconitase acnB - + ? + ? ? ? 

1982 Quinoprotein alcohol dehydrogenase - - - - - + + 

1999 Probable CoA transferase, α-subunit, atoD - + + + + + + 

2001 Acetyl-CoA acetyltransferase, atoB - + + + + + + 

2013 Metylglutaconyl-CoA hydratase, liu C - + + + + + + 
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PA-

Nr.  

Annotierte Funktion  Suc IV C  Cl CS G GS 

2014 Metyhlcrotonyl-CoA carboxylase, β-subunit, liu B - + + + + + + 

2015 Probable acyl-CoA dehydrogenase, liu A - + + + + + + 

2553 Probable acyl-CoA thiolase (β-ketothiolase) - + + + + + + 

2554 Probable short-chain dehydrogenase - + + + + ? ? 

2643 Probable isocitrate lyase - + + + + + + 

2886 Hypothetical protein, atuA - - + + + + + 

2887 Probable short-chain dehydrogenase, atuB - - + + + + + 

2890 Probable enoyl-CoA hydratase/isomerase, atuE - - + + + + + 

2891 Geranyl-CoA carboxylase, α-subunit, atuF - - + + + + + 

2892 Probable short chain dehydrogenase, atuG - - + + + + + 

2893 Probable very long chain acyl-CoA synthetase, atuH - - + + + + + 

3922 Hypothetical exported protein ? + + + + + + 

4275 Transcription antitermination protein, nusG - - - - - + + 

4330 Probable enoyl-CoA hydratase/isomerase - - + + + + + 

5035 Glutamte synthase small chain, gltD ? ? ? ? ? + + 

5489 Thiol:disulfide interchange protein, dsbA - + - - - - - 

 

Legende: PA-Nr.: Nummer des Gens im Genom von P. aeruginosa PAO1. C-Quellen, mit denen die 

Zellen, von denen die analysierten Proteinrohextrakte stammten, gewachsen waren: Suc: Succinat, 

IV: Isovaleriansäure, C: Citronellol, CI: Citronellal, CS: Citronellsäure, G: Geraniol, GS: Geranylsäure. 

+: Proteinspot vorhanden, -: Proteinspot nicht vorhanden, ?: Vorhandensein des Proteinspots unklar. 

Identifizierte Genprodukte des atu- und liu-Genclusters sind durch Fettdruck hervorgehoben.  

Unter den identifizierten Proteinen befanden sich auch fast alle Atu- und Liu-Proteine 

mit Ausnahme von AtuC, AtuD, LiuD und LiuE, was die Beteiligung dieser Proteine 

am Citronellolstoffwechsel nochmals bestätigte. AtuC und LiuD konnten durch 

Massenspektrometrie von aufgereinigten Biotin-abhängigen Proteinen als spezifisch 
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beim Wachstum auf Terpenoiden, bzw. Leucin und Isovaleriansäure exprimiert 

nachgewiesen werden (HÖSCHLE ET AL., 2005). Außerdem konnten drei Proteine 

identifiziert werden, die vermutlich im Glyoxylatzyklus eine Rolle spielen, PA1562 

und PA1787, zwei potentielle Aconitasen und PA2643, eine potentielle Isocitratlyase. 

Da bei P. citronellolis festgestellt wurde, daß die Endprodukte des Citronellolabbaus, 

Acetat, Acetoacetat und Acetyl-CoA, in den Glyoxylatzyklus eingehen (FÖRSTER-

FROMME & JENDROSSEK, 2005), ist dies ein Hinweis darauf, daß auch bei 

P. aeruginosa PAO1 der Glyoxylatzyklus am Citronellolabbau beteiligt ist (siehe 2.9). 

Des weiteren konnte PA1982, eine quinonabhängige Alkoholdehydrogenase, 

identifiziert werden, deren Beteiligung am Citronellolstoffwechsel gezeigt werden 

konnte (siehe 2.3.2). Zwei weitere identifizierte Proteine, PA1999, AtoD und PA2001, 

AtoB, stellen Proteine des vermutlich 5 Gene umfassenden ato-Genclusters dar 

(PA1998-2002). ato-Gene wurden in E. coli als in den Fettsäureabbau involviert 

identifiziert (JENKINS & NUNN, 1987). Es besteht die Möglichkeit, daß die Gene des 

ato-Genclusters für Proteine codieren, welche die Schritte der ß-Oxidation, die den 

Atu- mit dem Liu-Stoffwechsel verbindet, katalysieren. Proteine, die ebenfalls an der 

ß-Oxidation beteiligt sein können, sind die identifizierten Proteine PA2553, eine 

potentielle Acyl-CoA-Thiolase und PA2554, eine potentielle „Short Chain“-

Dehydrogenase. Diese Proteine werden von Genen codiert, die Teil eines sechs 

Gene umfassenden Genclusters darstellen (PA2552-PA2557). Von PA1535, einer 

potentiellen Acyl-CoA Dehydrogenase, konnte die Beteiligung am 

Citronellolstoffwechsel gezeigt werden (siehe 2.4). Die Rollen der weiteren 

identifizierten, vermutlich indirekt am Citronellolstoffwechsel beteiligten Proteine, ist 

noch unklar.  

In früheren Arbeiten wurde festgestellt, daß die Oxidation von Geraniol zu 

Geranylsäure bei P. aeruginosa PAO1 molybdänabhängig ist (HÖSCHLE & 

JENDROSSEK, 2005). Eine Transposonmutante im Gen moeA, einem Gen, dessen 

Genprodukt eine zentrale Rolle bei der Synthese von Molybdäncofaktoren spielt, 

konnte Geraniol als C-Quelle nicht mehr verwerten. Des weiteren konnte das 

Wachstum von PAO1 auf Geraniol durch Wolframat, einem Inhibitor von 

molybdänabhängigen Umsätzen, gehemmt werden. In dieser Arbeit wurde 

untersucht, ob bei P. citronellolis der Umsatz von Geraniol ebenfalls 
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molybdänabhängig ist. Dafür wurde Wolframat zu dem Wachstumsmedium gegeben. 

Es zeigte sich, daß die Gabe von Wolframat keine Auswirkung auf das Wachstum 

mit Geraniol als C-Quelle bei P. citronellolis hatte. Daraus kann geschlossen werden, 

daß die Oxidation von Geraniol zur Geranylsäure bei P. citronellolis vermutlich 

keinen molybdänabhängigen Schritt beinhaltet.  

2.3 Die Oxidation der Terpenalkohole zu den 

Terpensäuren 

Die ersten beiden Schritte des Citronellolstoffwechsels stellt die Oxidation der OH-

Gruppe des Terpenalkohols Citronellol zur Carboxylgruppe dar (Abb.2.3).  

Abb. 2.3:  Reaktionsschema der Oxidation von Citronellol zu Citronellat  

Seubert konnte zeigen, daß Citronellol, das als alleinige C-Quelle zu einer 

P. citronellolis-Kultur gegeben war, innerhalb von 1-2 Tagen nicht mehr nachweisbar 

war (SEUBERT, 1960). Das Intermediat Citronellsäure ließ sich allerdings über einen 

längeren Zeitraum hin noch nachweisen. Der Abbau von Geraniol verläuft analog. 

Diese Erkenntnis war ein Hinweis sowohl auf die schnelle Oxidation des 

Terpenalkohols zur Terpensäure als auch darauf, daß der nächste Schritt des 

Stoffwechsels geschwindigkeitslimitierend ist. Unbekannt ist, welche Enzyme diese 

Reaktionen katalysieren und welcher Co-Faktor für diese Oxidation verwendet wird. 

In den Arbeiten von SEUBERT gibt es keine Hinweise darauf. Die Terpenaldehyde, 

Citronellal und Geranial, können aber beide als alleinige C-Quelle sowohl von 

P. citronellolis als auch von P. aeruginosa PAO1 verwertet werden. Im atu-

Gencluster sind zwei vermeintliche Dehydrogenasen zu finden, atuB und atuG, die 

an der Oxidation der Terpenalkohole und -aldehyde beteiligt sein könnten.  

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente zur NAD+- und NADP+-abhängigen 

Oxidation der Terpenalkohole und Terpenaldehyde durchgeführt sowie die 

Beteiligung einer quinonabhängigen Alkoholdehydrogenase, PA1982, siehe auch 

2.2, an der Oxidation der Terpenalkohole und Terpenaldehyde überprüft. Im Rahmen 
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einer Studienarbeit wurde außerdem die Rolle von atuB an der Oxidation der 

Terpenalkohole und -aldehyde untersucht (HANDKE, 2007). Dabei konnte allerdings 

nicht gezeigt werden, daß in E. coli exprimiertes AtuB die Terpenalkohole und 

Terpenaldehyde umsetzt. Eine P. aeruginosa PAO1-Mutante in atuG, bei der das 

Plasmid pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 2000) in das Gen integriert wurde, zeigte 

beim Wachstum keinen Unterschied zum PAO1 WT. Daraus kann geschlossen 

werden, daß das Gen nicht essentiell zum Wachstum auf Citronellol und Geraniol ist. 

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, daß atuG an der Oxidation der 

Terpenalkohole und -aldehyde beteiligt ist.  

2.3.1 Die NAD +- und NADP +-abhängige Oxidation der 

Terpenalkohole und Terpenaldehyde 

Um zu überprüfen, ob die Oxidation der Terpenalkohole NAD+-, bzw. NADP+-

abhängig ist, wurden Enzymtests mit Rohextrakten von P. aeruginosa PAO1 auf 

NAD(P)+-abhängige Dehydrogenaseaktivität durchgeführt. Bei diesen Experimenten 

konnte festgestellt werden, daß ein NAD+-abhängiger Umsatz bei Zugabe von 

Geraniol, Citronellol, Citronellal oder Geranial als Enzymsubstrat mit Rohextrakten 

von P. aeruginosa PAO1 meßbar war. Auch wenn die bestimmten spezifischen 

Aktivitäten recht gering waren (zwischen 0,25 mU/mg und 7,7 mU/mg), konnte ein 

deutlicher Unterschied zwischen Rohextrakten von Zellen, die mit Citronellol oder 

Geraniol gewachsen waren, und von Zellen, die mit Glucose als C-Quelle 

gewachsen waren, festgestellt werden. Mit Citronellal als Enzymsubstrat konnten die 

höchsten Aktivitäten gemessen werden. Citronellal, Geranial und Geraniol werden 

also von einem NAD+-abhängigen Enzym umgesetzt und dessen Aktivität war bei 

Zellen, die mit einem Terpenalkohol als C-Quelle gewachsen waren, deutlich erhöht. 

Möglich ist aber auch, daß zwei unterschiedliche Enzyme an diesen Umsätzen 

beteiligt waren, nämlich ein konstitutiv exprimiertes, das verschiedene Arten von 

Alkoholen und Aldehyden umsetzt und ein spezifisches, durch Terpenalkohole 

und/oder -aldehyde induziertes, das Terpenalkohole und -aldehyde umsetzt. Die 

Werte, die mit Citronellol, Geraniol oder Geranial als Substrat gemessen wurde, sind 

allesamt sehr gering und lassen keine eindeutige Aussage zu. Es konnte zwar ein 

NAD+-abhängiger Umsatz dieser Substanzen gemessen werden, aber es bleibt 
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fraglich, ob dieser Umsatz von spezifisch induzierten Enzymen oder von Alkohol-, 

bzw. Aldehyddehydogenasen mit breitem Substratspektrum, die eventuell sogar 

konstitutiv exprimiert werden, herrührt. Die gemessenen spezifischen Aktivitäten sind 

im Anhang 5 in Tabelle 1 zu finden. 

Versuche mit NADP+ als Co-Faktor ergaben wesentlich geringere Enzymaktivitäten 

als Umsätze mit NAD+ als Co-Faktor (zwischen 1,2 mU/mg und 4 mU/mg). Es konnte 

bei Rohextrakten von Zellen, die mit Glucose als alleiniger C-Quelle gewachsen 

waren, mit keinem der vier Enzymsubstrate Aktivität nachgewiesen werden. 

Rohextrakte von Zellen, die mit Geraniol als C-Quelle gewachsen waren, zeigten nur 

mit Citronellol und Geraniol als Enzymsubstrat NADP+-abhängige Aktivitäten. Mit 

Rohextrakten von Zellen, die mit Citronellol gewachsen waren, konnten für 

Citronellol, Geraniol und Citronellal als Enzymsubstrat Aktivitäten bestimmt werden. 

Mit Geranial als Enzymsubstrat konnte in keinem Fall Aktivität nachgewiesen 

werden. Die gemessenen spezifischen Aktivitäten sind im Anhang 5 in Tabelle 2 zu 

finden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß eine NADP+-abhängige Oxidation 

der Terpenalkohole und -aldehyde unwahrscheinlich ist. Die gemessenen, sehr 

geringen Aktivitäten sind vermutlich auf eine NADP+-abhängige Dehydrogenase mit 

breiterem Substratspektrum zurückzuführen. Unklar ist, warum Citronellal als 

Aldehyd als Enzymsubstrat akzeptiert wird, Geranial aber nicht. Auch ist NADP+ als 

Co-Faktor eher in anabolen als in katabolen Stoffwechselwegen zu finden.  

Um die NAD+-, bzw. NADP+-abhängige Oxidation der Terpenalkohole und  

-aldehyde weiter zu untersuchen, könnten Proteinrohextrakte von Zellen, die mit 

Terpenakoholen und -aldehyden als C-Quelle gewachsen waren, beispielsweise 

über Ionenaustauschersäulen aufgereinigt werden, und die Aktivitäten der einzelnen 

Aufreinigungsfraktionen auf NAD+-, bzw. NADP+-abhängigen Umsatz der 

Terpenakohole und -aldehyde hin untersucht werden. Fraktionen, in denen diese 

Aktivität nachgewiesen werden kann, könnten über 2D-Gelelektrophorese mit 

anschließendem MALDI-ToF weiter analysiert werden, um festzustellen, welche 

Proteine in diesen Fraktionen vorhanden sind und welche von ihnen an der Oxidation 

beteiligt sein könnten. Diese könnten dann kloniert und in E. coli exprimiert werden, 

um deren Funktionen weiter zu untersuchen.  
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2.3.2 Die Rol le der Quinon-Alkoholdehydrogenase, PA 1982, bei 

der Oxidation der Terpenalkohole und -aldehyde 

Bei 2-D-Gelelektrophoreseexperimenten wurde PA1982, eine quinonabhängige 

Alkoholdeyhdrogenase, als Protein identifiziert, das in Proteinmustern von Zellen, die 

mit Geraniol, Geranial und Geranylsäure als C-Quelle gewachsen waren, vorhanden 

war. Dieses Protein war nicht in Proteinmustern von Zellen, die mit Succinat oder 

Isovaleriansäure gewachsen waren, vorhanden. Bei Proteinmustern von Zellen, die 

mit Citronellol, Citronellal und Citronellsäure gewachsen waren, konnte das Protein 

ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die Expression des PA1982-Proteins wurde 

also vermutlich durch Geraniol, Geranial und Geranylsäure induziert, und PA1982 

könnte demnach in den Terpenstoffwechsel involviert sein. Ein Protein, das eine 

100%ige Identität bezüglich der Aminosäurensequenz zu PA1982 aufweist, wurde in 

P. aeruginosa ATCC 17933 als Quinoprotein Ethanol-Dehydrogenase identifiziert 

(DIEHL ET AL., 1998).  

Um zu überprüfen, ob eine quinonabhängige Alkoholdehydrogenase an der 

Oxidation der Terpenalkohole und -aldehyde beteiligt ist, wurden Enzymtests mit 

Rohextrakten von Zellen von P. aeruginosa PAO1, die mit Citronellol, Geraniol und 

Glucose als C-Quelle gewachsen waren, durchgeführt. Der Enzymtest basiert auf 

einer künstlichen Elektronentransportkette von Pyrroloquinolin-Quinon (PQQ), dem 

Co-Faktor des Enzyms, zu PMS und von PMS zu DCPIP. Bei diesen Enzymtests 

wurde die Abnahme der Absorption von DCPIP bei 600 nm verfolgt. Es zeigte sich, 

daß mit Citronellol als Enzymsubstrat unabhängig vom als Enzymlösung 

eingesetzten Rohextrakt, kein Umsatz verfolgt werden konnte. Offensichtlich wird 

Citronellol nicht von einer PQQ-abhängigen Dehydrogenase umgesetzt. Des 

weiteren konnte festgestellt werden, daß der Umsatz der weiteren eingesetzten 

Enzymsubstrate Geraniol, Citronellal und Geranial von der C-Quelle abhängt, mit 

denen die Zellen gewachsen waren. Rohextrakte von Zellen, die auf Glucose 

gewachsen waren, zeigten sehr geringe Aktivitäten. Bei Enzymtests mit 

Rohextrakten von Zellen, die mit Geraniol als C-Quelle gewachsen waren, konnten 

spezifische Aktivitäten zwischen 69 und 138 mU/mg bestimmt werden. Bei 

Rohextrakten von Zellen, die mit Citronellol als C-Quelle gewachsen waren, lagen 

die Werte zwischen 48 und 105 mU/mg (siehe Tabelle 3 im Anhang 5).  
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Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daß bei mit Citronellol 

gewachsenen Zellen vermutlich ein weiteres exprimiertes quinonabhängiges Enzym 

am Umsatz von Geraniol, Geranial und Citronellal beteiligt ist und bei mit Geraniol 

gewachsenen Zellen vermutlich das Genprodukt von PA1982 Geraniol, Citronellal 

und Geranial umsetzt. Es besteht auch die Möglichkeit, daß sich im zellfreien 

Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 ein quinonabhängiges Enzym befindet, das 

Geraniol, Citronellal und Geranial umsetzt und das bei Wachstum auf Citronellol und 

Geraniol verstärkt exprimiert wird. Da aber PA1982 nur in Proteinmustern von Zellen, 

die mit Geraniol, Geranial und Geranylsäure gewachsen waren, gefunden werden 

konnte, ist die erste Möglichkeit wahrscheinlicher.  

Um die postulierte Funktion von PA1982 im Citronellolstoffwechsel zu überprüfen, 

wurde das Gen durch die Integration des Plasmids pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 

2000) inaktiviert. Diese Insertionsmutante, ins-PA1982, zeigte eingeschränktes 

Wachstum mit Ethanol, Geraniol, Citronellal, Geranial und Geranylsäure als C-

Quelle, mit Citronellol und Citronellsäure als C-Quelle wuchs sie wie der Wildtyp. Um 

Aussagen treffen zu können, ob die Insertion Einfluß auf die meßbaren 

Enzymaktivitäten zeigte, wurden Rohextrakte von Zellen von ins-PA1982 hergestellt, 

die mit Citronellol, Geraniol und Isovaleriansäure als C-Quelle gewachsen waren. 

Diese Enzymlösungen wurden für Enzymtests, welche die Aktivität Quinon-

abhängiger Alkoholdehydrogenasen nachweisen sollten, eingesetzt. Es zeigte sich, 

daß die Aktivitäten bei Rohextrakten von Citronellol- und Isovaleriansäurezellen 

unerwartet hoch waren. Bei Rohextrakten von ins-PA1982-Citronellolzellen waren 

Aktivitäten bis zu 259 mU/mg meßbar, was mehr als das Doppelte der im Wildtyp 

gemessenen Aktivitäten war. Bei Rohextrakten von Isovaleriansäurezellen wurden 

Aktivitäten im Bereich der Wildtyp-Glucosezellen erwartet. Die ermittelten Werte 

waren aber wesentlich höher. Die Aktivitäten von ins-PA1982-Geraniolzellen waren 

dafür im Vergleich zu Wildtyp-Rohextrakten vor allem mit Geraniol als Substrat 

deutlich reduziert (siehe Tabelle 4 im Anhang 5).  

Offenbar bewirkt eine Mutation in PA1982, daß andere quinonabhängige 

Dehydrogenasen verstärkt exprimiert werden, da auch bei Rohextrakten von Zellen, 

bei denen nur geringen Aktivitäten erwartet wurden, den Isovaleriansäurezellen, 
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recht hohe Aktivitäten bestimmt wurden. Im Genom von P. aeruginosa PAO1 sind 

weitere quinonabhängige Dehydrogenasen vorhanden (z.B. PA2680, PA4975, 

PA2953), deren Funktion unbekannt ist und die hier eine Rolle spielen könnten.  

Um das Potential von PA1982 im Citronellolstoffwechsel besser abschätzen zu 

können, soll nun in der laufenden Diplomarbeit von A. CHATTOPADHYAY PA1982 

kloniert und in E. coli exprimiert werden, um dessen Spezifität für Citronellol, 

Geraniol, Citronellal und Geranial bestimmen zu können.  

2.4 Die Aktivierung der Citronellsäure als CoA-

Thioester und die Einführung einer Doppelbindung 

Citronellsäure wird vermutlich im Verlauf des Stoffwechsels von einer Acyl-CoA-

Synthetase zu einem CoA-Thioester, dem Citronellyl-CoA, aktiviert. Im Anschluß 

folgt die Einführung einer Doppelbindung durch die Citronellyl-CoA-Dehydrogenase 

zum Geranyl-CoA (Abb. 2.4).  

Abb. 2.4:  Die Aktivierung der Citronellsäure als CoA-Thioester und die Einführung einer 

Doppelbindung durch die Citronellyl-CoA-Dehydrogenase 

Die Aktivierung der Citronellsäure als CoA-Thioester wird von einer Acyl-CoA-

Synthetase katalysiert. AtuH ist als potentielle Acyl-CoA-Sythetase annotiert und 

könnte diesen Schritt katalysieren. Allerdings zeigte eine Mutation in diesem Gen, bei 

der pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 2000) in dieses Gen integriert wurde, keine 

Auswirkung auf den Phänotyp der Mutante (FÖRSTER-FROMME ET AL.,2006). Jedoch 

kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, daß AtuH an dieser Reaktion beteiligt 

ist. Vielmehr kann vermutet werden, daß die Aktivierung der Citronellsäure als 

Thioester auch von weiteren, eventuell konstitutiv vorhandenen Acyl-CoA-

Synthetasen katalysiert werden kann. Im Genom von P. aeruginosa PAO1 sind vier 
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nicht näher klassifizierte Synthetasen annotiert (PA3299, PA3300, PA3568, 

PA3924).  

Nach der Aktivierung der Citronellsäure zum CoA-Thioester wird eine Doppelbindung 

eingeführt und Geranyl-CoA entsteht. Diese Reaktion wird von einer Acyl-CoA-

Dehydrogenase katalysiert. Im atu-Gencluster ist ein Gen vorhanden, atuD, das für 

eine potentielle FAD-abhängige Acyl-CoA-Dehydrogenase codiert. Des weiteren 

konnte PA1535, eine weitere potentielle Acyl-CoA-Dehydrogenase, in Experimenten 

mit 2-D-Gelelektrophorese als spezifisch beim Wachstum mit azyklischen Terpenen 

als C-Quelle exprimiert, identifiziert werden (siehe 2.2.2). Vergleiche der 

Aminosäuresequenzen beider Enzyme mit Datenbanken und Literatur (DJORDJEVIC 

ET AL., 1995) deuteten auf konservierte Aminosäuren zur Bindung von FAD bei AtuD 

und PA1535 hin. Außerdem werden beide Proteine den „long chain“ Acyl-CoA-

Dehydrogenasen zugeordnet.  

Eine Mutation in atuD, bei der das Plasmid pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 2000) 

in dieses Gen integriert wurde, zeigte, daß dieses Gen für den Citronellolabbau sehr 

wichtig ist. Die Insertionsmutante konnte azyklische Terpene nur noch sehr 

eingeschränkt verwerten (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, Tab. 2.3). Eine Mutation in 

PA1535, bei der ebenfalls pKnockout-G (WINDGASSEN ET AL., 2000) in dieses Gen 

integriert wurde, verursachte demgegenüber nur eine leichte Beeinträchtigung der 

Insertionsmutante beim Wachstum mit azyklischen Terpenen als C-Quelle (Tab. 2.3). 

Auch bei Transposonmutanten in PA1535, die von der P. aeruginosa PAO1-

Transposonmutantenbank bezogen wurde (JACOBS ET AL., 2003), konnte diese 

Beeinträchtigung festgestellt werden (Tab. 2.3).  
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Tab. 2.3:  Wachstum von P. aeruginosa PAO1 WT und Insertions- und Transposonmutanten auf 

Terpenoiden, Isovaleriansäure und Succinat 

PAO1 Stamm 
(Quelle) 

Glu IV CS GS Ci Ge C G 

Wildtyp ATCC 
15692 

++ ++ ++ + ++ + ++ + 

ins-atuD 
(FÖRSTER-FROMME 

ET AL., 2006) 

++ ++ -* -* -* -* -* - 

ins-PA1535 
(CHATTOPADHYAY, 
2007) 

++ ++ +* + + + +* + 

Transposon-
Mutante PA1535 
173 (JACOBS ET 

AL., 2003) 

++ ++ + + + + +-  + 

Transposon-
Mutante PA1535 
428 (JACOBS ET 

AL., 2003) 

++ ++ + + + + +- + 

 

Legende:  Die Mikroorganismen wuchsen 4 Tagen bei 30°C auf A garplatten mit den entsprechenden 

C-Quellen. Glu: Glucose, IV: Isovaleriansäure, CS: Citronellsäure, GS: Geranylsäure, Ci: Citronellal, 

Ge: Geranial, C: Citronellol, G: Geraniol. ++: sehr gutes Wachstum, +: gutes Wachstum, +-: 

eingeschränktes Wachstum, -: kein Wachstum, *: Einzelkolonien tauchen spontan während des 

Wachstums auf (evt. Supressionsmutanten) 

Um Aussagen treffen zu können, ob atuD für die Citronellyl-CoA-Dehydrogenase 

codiert, wurde das Gen kloniert, in E. coli in Anwesenheit von Riboflavin exprimiert 

und mittels Affinitätschromatographie als His-Tag-Fusionsprotein aufgereinigt. Um zu 

überprüfen, in wie weit PA1535 in den Citronellolstoffwechsel involviert ist, wurde mit 

PA1535 ebenso verfahren. Mit den aufgereinigten Proteinen AtuD und PA1535 

wurden nun Acyl-CoA-Dehydrogenasetests durchgeführt (CHATTOPADHYAY, 2007, 

ENGEL & MASSEY, 1971). Die gelbe Farbe der Enzymlösung sowie Spektralanalysen 

bestätigten das Vorhandensein von FAD als gebundener Cofaktor. Als Substrate für 

die Enzymtests wurden Citronellyl-CoA, Octanoyl-CoA (eine unverzweigter CoA-

Thioester mit der selben Kettenlänge wie Citronellyl-CoA), 5-Methylhex-4-enoyl-CoA 
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(ein CoA-Thioester aus den ß-Oxidationsschritten, die Atu- und Liu-Stoffwechsel 

verbinden) und Isovaleryl-CoA (ein CoA-Thioester aus dem Liu-Stoffwechselweg) 

verwendet. Es zeigte sich, daß weder AtuD noch PA1535 mit 5-Methylhex-4-enoyl-

CoA oder Isovaleryl-CoA als Substrat meßbare Aktivität zeigten. Bei Citronellyl-CoA 

als Substrat konnten hohe Aktivitäten sowohl bei AtuD (vmax 850 ± 37 mU/mg) als 

auch bei PA1535 (vmax 2450 ± 26 mU/mg) festgestellt werden. Des weiteren zeigte 

es sich, daß AtuD mit einem KM-Wert von 1,6 ± 0,3 µM hochaffin für Citronellyl-CoA 

ist. Für PA1535 konnte eine zehnfach geringere Affinität für Citronellyl-CoA mit 

einem KM-Wert von 18 ± 1,1 µM festgestellt werden. Octanoyl-CoA als Substrat 

konnte von AtuD nicht umgesetzt werden. PA1535 dagegen setzte Octanoyl-CoA mit 

einer vmax von 610 mU/mg um. Der KM-Wert für Octanoyl-CoA betrug hierbei 130 ± 

9,8 µM. Außerdem konnte festgestellt werden, daß eine Zugabe von FAD zu den 

Enzymtestansätzen keine Steigerung der Aktivität hervorrief. Daraus kann abgeleitet 

werden, daß der Einbau des Co-Faktors FAD in jedes Molekül AtuD und PA1535 

erfolgt ist und die Zugabe von Riboflavin ins Medium ausreichte, um genügend FAD 

herzustellen.  

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daß es sich bei AtuD um die 

physiologische Citronellyl-CoA-Dehydrogenase handelt. PA1535 stellt vermutlich 

eine Acyl-CoA-Dehydrogenase mit Spezifität für längerkettige Acyl-CoA-Thioester 

dar, wobei methylverzweigte CoA-Thioester ebenfalls umgesetzt werden.  
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2.5 Die Carboxylierung von Geranyl-CoA und die 

darauffolgende Hydratisierung 

Die Geranyl-CoA-Carboxylase ist das Schlüsselenzym des Citronellolstoffwechsels. 

Sie katalysiert unter ATP-Verbrauch die Carboxylierung der ß-ständigen 

Methylgruppe, die dadurch im weiteren Verlauf des Stoffwechsels nach 

Hydratisierung der Doppelbindung am selben C-Atom als Acetat abgespalten werden 

kann (Abb. 2.5). Die Reaktion der Hydratisierung wird vermutlich von AtuE 

katalysiert.  

Abb. 2.5:  Die Carboxylierung von Geranyl-CoA durch die Geranyl-CoA-Carboxylase und die 

darauffolgende Hydratisierung durch die Isohexenyl-glutaconyl-CoA-hydratase 

In den Arbeiten von SEUBERT wurde die Geranyl-CoA-Carboxylase von P. citronellolis 

aufgereinigt und charakterisiert und dabei festgestellt, daß die Geranyl-CoA-

Carboxylase durch das Wachstum mit Citronellol als C-Quelle induziert wird und nur 

cis-Geranyl-CoA als Substrat akzeptiert (SEUBERT ET AL., 1963). Bei P. aeruginosa 

PAO1 konnte ebenfalls gezeigt werden, daß die Geranyl-CoA-Carboxylase ein beim 

Wachstum mit Isoprenoiden als C-Quelle induziertes Enzym ist (HÖSCHLE ET AL., 

2005). Ferner konnten mit Rohextrakten von P. aeruginosa PAO1-Zellen Aktivitäten 

der Geranyl-CoA-Carboxylase gemessen werden (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006).  

In dieser Arbeit wurden mit Rohextrakten von P. citronellolis und P. citronellolis ins-

atuA (siehe 2.2.1) Aktivitäten der Geranyl-CoA-Carboxylase gemessen. Bei der 

Herstellung der Mutante wurde darauf geachtet , daß der auf dem integrierten 

Plasmid liegende, in P. aeruginosa PAO1 konstitutive lac-Promoter (WINDGASSEN ET 

AL., 2000), in Leserichtung von atuA liegt und somit die folgenden Gene konstitutiv 

abgelesen werden, die Mutation also keine „Downstream-Effekte“ nach sich zieht. 
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Die Stämme wuchsen mit Citronellsäure, Isovaleriansäure und Glucose als C-Quelle, 

bzw. wurden im Falle der ins-atuA-Mutante mit Citronellsäure induziert. Bei 

P. citronellolis konnte in Rohextrakten von mit Citronellsäure gewachsenen Zellen 

eine spezifische Aktivität der Geranyl-CoA-Carboxylase von 28 mU/mg bestimmt 

werden. Die Werte in den Rohextrakten der mit Glucose und Isovaleriansäure 

gewachsenen Zellen lagen unter der Nachweisgrenze von 2 mU/mg. Bei der 

Insertionsmutante in atuA konnte in allen drei Rohextrakten eine spezifische Aktivität 

der Geranyl-CoA-Carboxylase von ~10 mU/mg festgestellt werden. Mit diesen 

Ergebnissen konnte bestätigt werden, daß die Geranyl-CoA-Carboxylase bei 

P. citronellolis ein durch Isoprenoide als C-Quelle induziertes Enzym ist. Des 

weiteren wurde festgestellt, daß der lac-Promoter wie in P. aeruginosa PAO1 auch in 

P. citronellolis konstitutiv ist. Dies zeigten die konstitutiven Geranyl-CoA-

Carboxylase-Aktivitäten bei der ins-atuA-Mutante.  

2.6 Die Abspaltung von Acetat durch die 3-Hydroxy-3 -

isohexenyl-glutaryl-CoA:acetat-Lyase  

Im weiteren Verlauf des Stoffwechsels wird 3-Hydroxy-isohexenyl-glutaryl-CoA in ein 

Molekül Acetat und einen ß-Ketoacyl-CoA-Thioester, dem 7-Methyl-3-oxo-6-

octenoyl-CoA, gespalten. Diese Reaktion wird von der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-

glutaryl-CoA:acetat-Lyase katalysiert (Abb. 2.6).  

Abb. 2.6:  Die Abspaltung von Acetat aus 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA durch die 3-Hydroxy-3-

isohexenyl-glutaryl-CoA:acetat-Lyase 
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Spaltung des niedereren Homologen (3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA) im weiteren 

Verlauf des Isoprenoidabbaus nicht beteiligt ist (SEUBERT & FASS, 1964a). Diese 

Befunde wurden durch gekoppelte Enzymtests, an denen neben der aufgereinigten 

Lyase die Geranyl-CoA-Carboxylase und die Isohexenyl-glutaconyl-CoA-hydratase 

beteiligt waren, erbracht.  

atuA ist das einzige Gen des atu-Genclusters, dem keine potentielle Funktion 

zugeordnet werden kann. Eine Mutation in atuA, bei der pKnockout-G (WINDGASSEN 

ET AL., 2000) in das Gen integriert wurde, führt zum Verlust der Befähigung zum 

Citronellolabbau sowohl in P. aeruginosa PAO1 als auch in P. citronellolis. atuA ist 

also essentiell für den Citronellolabbau. Bei der Einführung der Mutation konnten 

„Downstream“-Effekte durch die Orientierung des auf p-Knockout-G liegenden, in 

Pseudomonas konstitutiven lac-Promoters in die Leserichtung des Gens vermieden 

werden. Die 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:acetat-Lyase ist ein sehr spezielles 

Enzym und bisher nur bei SEUBERT beschrieben worden. Deshalb sind auch keine 

Protein- oder Gensequenzen dieses Enzyms bekannt. So liegt die Vermutung nahe, 

daß AtuA die 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:acetat-Lyase darstellt. In der 

Doktorarbeit von NADINE RANDEL aus der Arbeitsgruppe soll die Funktion von atuA 

experimentell geprüft werden.  

2.7 Die ß-Oxidation 

Die ß-ständige Methylgruppe im Citronellol verhindert zunächst, daß Citronellol in 

den Fettsäureabbau eingehen kann. Durch die Carboxylierung dieser Methylgruppe 

durch die Geranyl-CoA-Carboxylase und anschließender Hydratisierung durch die 

Isohexenyl-glutaconyl-CoA-Hydratase, kann durch die 3-Hydroxy-3-isohexenyl-

glutaryl-CoA:Acetat-Lyase Acetat abgespalten werden. Das resultierende 7-Methyl-3-

oxo-6-octenoyl-CoA kann nun durch Reaktionen analog zur ß-Oxidation bis zum 3-

Methylcrotonyl-CoA abgebaut werden. Dabei werden zwei Moleküle Acetyl-CoA frei 

(Abb 2.7). Die ß-Oxidation stellt die Verbindung zwischen Atu- und Liu-

Stoffwechselweg dar.  
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Abb. 2.7:  Die Reaktionen der ß-Oxidation vom 7-Methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoA zum 3-Methyl-crotonyl-

CoA  unter Abspaltung von zwei Molekülen Acetyl-CoA im Citronellolabbau 

Die Gene für die Enzyme, die diese Reaktionen katalysieren, sind bisher nicht 

bekannt. In der Studienarbeit von B. HANDKE (2007) wurde untersucht, ob atuB eine 

Rolle bei der Dehydrogenierung der CoA-Ester 5-Methylhex-4-enoyl-CoA und 3-

Hydroxy-5-methylhex-4-enoyl-CoA spielen könnte. Um diese Annahme zu 

überprüfen, wurden diese CoA-Ester synthetisiert und Enzymtests mit in E. coli 

exprimierten AtuB durchgeführt. Leider konnte keine Acyl-CoA-Dehydrogenase-

Aktivität für AtuB festgestellt werden. Vermutlich werden die Reaktionen dieser ß-

Oxidation von Enzymen des Fettsäureabbaus katalysiert. Von Seubert konnten 

Enzyme des Fettsäureabbaus nachgewiesen werden (SEUBERT & FASS, 1964a). 

Dabei könnten Gene und Genprodukte des mittels 2-D-Gelelektrophorese 

identifizierten, in den Citronellolstoffwechsel involvierten ato-Genclusters beteiligt 

sein (siehe 2.2.2). Diese Gencluster besteht aus 5 Genen. PA1998 wird als 

potentieller Regulator annotiert, PA1999 und PA2000 stellen die beiden 

Untereinheiten einer potentiellen Acyl-CoA Transferase dar, PA2001 eine potentielle 

Acetoacetyl-CoA-Thiolase und PA2001 ein hypothetisches Protein. Wie genau diese 

Gene in den Citronellolstoffwechsel involviert sind, ist allerdings noch unklar.  
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2.8 Der Übergang in den Leucinstoffwechsel  

Das Endprodukt 3-Methyl-crotonyl-CoA der Reaktionsfolge analog zur ß-Oxidation, 

welche die Verbindung zwischen Atu- und Liu-Stoffwechsel darstellt, geht nun in den 

Leucinstoffwechsel ein (Abb. 2.8).  

Abb. 2.8:  Der Abbau von Leucin  

3-Methyl-crotonyl-CoA besitzt eine ß-ständige Methylgruppe, die den weiteren Abbau 

durch ß-Oxidation verhindert. In einer Reaktionsfolge analog zum Abbau des 

Geranyl-CoA wird nun 3-Methyl-crotonyl-CoA zu Acetoacetat und Acetyl-CoA 

abgebaut. Zuerst wird die ß-ständige Methylgruppe carboxyliert. Diese Reaktion wird 

von der 3-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase katalysiert. Darauf folgt Hydratisierung 

am selben C-Atom, an das auch die nun carboxylierte Methylgruppe gebunden ist. 

Diese Reaktion wird von der 3-Methyl-glutaconyl-CoA-Hydratase katalysiert. 

Abschließend erfolgt die von der Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA-Lyase katalysierte 

Spaltung von 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA in Acetoacetat und Acetyl-CoA.  

L-Leucin geht in den Stoffwechsel ein, indem zuerst die Aminogruppe durch eine 

Ketogruppe ausgetauscht wird. Diese Reaktion wird von einer Transaminase 

katalysiert, die für verzweigtkettige Aminosäuren spezifisch ist. Mit Hilfe des 

Ketosäure-Dehydrogenase-Komplexes, der spezifisch für verzweigtkettige 

Aminosäuren ist, wird 4-Methyl-2-keto-pentanoat decarboxyliert und als Thioester 
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aktiviert. In das entstandene Isovaleryl-CoA wird dann mit Hilfe der Isovaleryl-CoA-

Dehydrogenase eine Doppelbindung eingeführt.  

Bereits SEUBERT postulierte, daß der Isoprenoidabbau bei P. citronellolis auf der 

Stufe des 3-Methyl-crotonyl-CoAs in den Leucinstoffwechsel eingeht (SEUBERT & 

FASS, 1964a) und stellte fest, daß im Leucinstoffwechsel eine weitere Lyase 

zusätzlich zur 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-lyase beteiligt sein 

mußte. Des weiteren wurde festgestellt, daß der Umsatz von 3-Methyl-crotonyl-CoA 

und somit die Expression der in den Abbau von 3-Methyl-crotonyl-CoA involvierten 

Enzyme von der zum Wachstum verwendeten C-Quelle weitgehend unabhängig ist. 

Dies wurde festgestellt, indem in Reaktionsansätzen, die unter anderem 3-Methyl-

crotonyl-CoA, Rohextrakt von mit Glucose gewachsenen Zellen und 

radioaktivradioaktiv markiertes CO2 enthielten, im Endprodukt Acetoacetat die 

Radioaktivität nachgewiesen werden konnte. Diese Aussage steht im Widerspruch 

zu neueren Erkenntnissen. MASSEY ET AL. konnten bei P. putida nachweisen, daß die 

Expression der 3-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase, der 3-Methyl-glutaconyl-CoA-

Hydratase sowie der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Lyase beim Wachstum auf 

Leucin und auch Isovaleriansäure induziert wird (MASSEY ET AL., 1974). Des weiteren 

wurde festgestellt, daß die Enzyme, welche die Reaktionen von Leucin zu 3-Methyl-

crotonyl-CoA katalysieren, konstitutiv exprimiert werden. HECTOR ET AL. konnten 

feststellen, daß die Expression der 3-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase bei 

P. citronellolis beim Wachstum mit Leucin und Isovaleriansäure, aber auch mit 

Citronell- oder Geranylsäure als C-Quelle induziert wird (HECTOR & FALL, 1976). Es 

konnte außerdem dargelegt werden, daß die 3-Methyl-crotonyl-CoA Carboxylase aus 

einer A-Untereinheit und einer biotinhaltigen B-Untereinheit besteht und eine A4B4-

Struktur besitzt. In neuerer Zeit konnte ein Gencluster in P. aeruginosa PAO1 

identifiziert werden, das Enzyme des Leucinabbaus codiert, das liu-Gencluster (DIAZ-

PEREZ ET AL., 2004, HÖSCHLE ET AL., 2005, siehe 2.2.1). Des weiteren konnten 

Aktivitäten der Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase mit Proteinrohextrakten gemessen 

werden (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006). Außerdem konnten Proteine des Liu-

Stoffwechsels in Proteinrohextrakten von P. aeruginosa PAO1-Zellen, die mit 

Isovaleriansäure und azyklischen Terpenen als C-Quelle gewachsen waren, mittels 

2-D-Gelelektrophorese nachgewiesen werden (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006).  
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Bei P. aeruginosa PAO1 wurde liuA als potentielle Acyl-CoA-Dehydrogenase 

annotiert und katalysiert vermutlich die Dehydrogenierung von Isovaleryl-CoA. Um 

diese Vermutung zu überprüfen, wurde liuA in dieser Arbeit kloniert, in E. coli in 

Anwesenheit von Riboflavin exprimiert und mittels Affinitätschromatographie als His-

Tag-Fusionsprotein aufgereinigt. Mit dem aufgereinigten LiuA wurden Acyl-CoA-

Dehydrogenasetests analog zu denen für die Citronellyl-CoA-Dehydrogenase 

durchgeführt (siehe 2.4). Es zeigte sich, daß LiuA, das sehr viel stärker als AtuD 

exprimiert wurde, nicht in jedes Enzymmolekül den Co-Faktor FAD eingebaut hatte. 

Durch Zugabe von FAD zu den Enzymtestansätzen konnte dieser Mangel behoben 

werden. Als Substrate für die Enzymtests wurden wie bei den Tests für AtuD 

Citronellyl-CoA, Octanoyl-CoA, 5-Methylhex-4-enoyl-CoA und Isovaleryl-CoA 

verwendet. Es konnte festgestellt werden, daß für LiuA mit Citronellyl-CoA, Octanoyl-

CoA und 5-Methylhex-4-enoyl-CoA keine Aktivität nachgewiesen werden konnte. 

Isovaleryl-CoA hingegen wurde mit hoher Spezifität (KM-Wert 2,2 ± 0,4 µM) und 

Geschwindigkeit (vmax 1620 ± 56 mU/mg) umgesetzt. Diese Ergebnisse zeigen, daß 

liuA für die Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase codiert und LiuA eine hohe 

Substratspezifität aufweist.  

Anhand des postulierten Stoffwechsels (siehe Abb. 1.2) wurde erwartet, daß eine 

Mutation in liuA, bei der das Gen durch Integration des Plasmids pKnockout-G 

(WINDGASSEN ET AL., 2000) inaktiviert wurde, bewirkt, daß die Mutante nicht mehr mit 

Leucin und Isovaleriansäure als C-Quelle wachsen kann, aber weiterhin Isoprenoide 

verwerten kann. Bei der Herstellung der Mutante wurde darauf geachtet , daß der auf 

dem integrierten Plasmid liegende, in P. aeruginosa PAO1 konstitutive lac-Promoter 

(WINDGASSEN ET AL., 2000), in Leserichtung von liuA liegt und somit die folgenden 

Gene konstitutiv abgelesen werden, die Mutation also keine schwer wiegenden 

„Downstream“-Effekte nach sich ziehen wird. Um so erstaunlicher war, daß die 

Insertionsmutante weder Isovaleriansäure und Leucin noch Isoprenoide verwerten 

konnte. Allerdings konnte mittels Western Blot Analysen gezeigt werden, daß die 

Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase, zumindest deren Biotin-haltige Untereinheit, in der 

liuA-Insertionsmutante weiterhin exprimiert wird. Diese Tatsache legt den Schluß 

nahe, daß auch die Hydratase und Lyase exprimiert werden sollten und der Abbau 

von Isoprenoiden möglich sein sollte. Bei mit Citronellsäure induzierten Zellen der 
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ins-liuA-Mutante wurde weiterhin, wenn auch schwächer als beim Wildtyp, die 

Geranyl-CoA-Carboxylase exprimiert und somit werden vermutlich auch alle weiteren 

Proteine des Atu-Stoffwechselweges exprimiert (Abb. 2.9). 

               PAO1 WT        PAO1 ins-liuA  
 M      Glu    Ival   CS    Glu   Ival   CS  

LiuD  
AtuF 

75 
 
 
50 

PA5434 

 

Abb. 2.9:  Western Blot-Analyse (Nachweis von Biotin-haltigen Proteinen) von Rohextrakten von 

P. aeruginosa PAO1 Wildtyp und ins-liuA. LiuD: Biotin-haltige Untereinheit der MCase. AtuF: Biotin-

haltige Untereinheit der GCase. Glu: Glucose, Ival: Isovaleriansäure, CS: Citronellsäure. M: 

Markerproteine in [kDa]. Das konstitutiv auftretende Protein wurde als PA5434 (putative acetyl-CoA 

carboxylase subunit) identifiziert.  

Eine ähnliche Beobachtung wurde anhand einer chemisch erzeugten P. putida 

Mutante beschrieben (MASSEY ET AL., 1974). Diese Mutante hatte die Befähigung mit 

Isovaleriansäure und Leucin als C-Quelle zu wachsen verloren. Die Autoren 

vermuteten, daß die 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA-Lyase oder die 3-Methyl-

crotonyl-CoA-Carboxylase von der Mutation betroffen war, konnten aber noch 

Aktivität, wenn auch zum Wildtyp deutlich reduziert, beider Enzyme nachweisen, 

wenn die Mutante mit Isovaleriansäure und L-Glutamat als C-Quelle gewachsen war. 

Des weiteren vermuteten sie, daß eventuell auch die Acyl-CoA-Dehydrogenase, also 

die Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase, betroffen sein könnte. Von DIAZ-PEREZ ET AL. 

wurde postuliert, daß liuRA und liuBCDE  voneinander unabhängig exprimiert 

werden (DIAZ-PEREZ ET AL., 2004) und vermutlich die Expression von LiuA die 

Expression von LiuB, LiuC und LiuD hemmt. Allerdings konnte in dieser Arbeit 

gezeigt werden, daß LiuA gleichzeitig mit LiuB und LiuC exprimiert wird (FÖRSTER-

FROMME ET AL., 2006). Es konnten auch bei Untersuchungen mit der DNA-

Analysesoftware GeneQuest von DNAStar in der intergenischen Region zwischen 

liuA und liuB keine Strukturen wie inverted repeats oder eine potentielle TATA-Box 

gefunden werden, die auf einen weiteren Transkriptionsstartpunkt hindeuten. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, daß das liu-Gencluster als eine Einheit transkribiert 
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wird. Warum nun allerdings eine Mutation in liuA trotz konstitutiver Expression der 3-

Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase und vermutlich auch der Hydroxymethyl-glutaryl-

CoA-Lyase und 3-Methyl-glutaconyl-CoA-Hydratase und Expression von Atu-

Proteinen bei Induktion mit Citronellsäure solche Einschränkungen beim Wachstum 

auf Isoprenoiden nach sich zieht, bleibt unerklärlich. Möglicherweise hat das 

Genprodukt von LiuA regulatorische Effekte. Unter Umständen reicht aber auch die 

konstitutive Expression der weiteren Liu-Proteine nicht aus. Eine Komplementation 

der ins-liuA-Mutante mit einem auf einem Plasmid liegenden intakten liuA wäre eine 

Möglichkeit zu überprüfen, ob das Vorhandensein von liuA und dessen 

Genproduktes ausreichen würde, um die von der Insertion hervorgerufenen Effekte 

wieder rückgängig zu machen.  

2.9 Der weitere Abbau der Endprodukte des Atu- und 

Liu-Stoffwechsels – der Übergang in den 

Glyoxylatstoffwechsel  

Bei Experimenten, bei denen Transposonmutanten von P. citronellolis hergestellt 

wurden, konnten zwei Transposonmutanten identifiziert werden, die nicht mehr 

befähigt waren, mit azyklischen Terpenen als alleiniger C-Quelle zu wachsen. Es 

stellte sich heraus, daß bei einer Mutante (Mutante 19-1-1) das Transposon in ein 

Gen, das sehr hohe Identität (74%) zum mqoB-Gen von P. aeruginosa PAO1 

aufwies, und bei der anderen Mutante (Mutante 27-1-1) in die Promoterregion des 

selben Genes integriert war (FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2005). Dieses Gen, 

mqoB, codiert für die Malat:quinone Oxidoreduktase. Dieses Enzym wurde bei 

P. aeruginosa ATCC 17933 als essentiell für das Wachstum mit Ethanol und Acetat 

als alleiniger C-Quelle identifiziert (KRETZSCHMAR ET AL., 2002). Des weiteren wurde 

festgestellt, das die Malat:quinone Oxidoreduktase in den Glyoxylatstoffwechsel 

involviert ist. Bei weiteren Untersuchungen mit den P. citronellolis-

Transposonmutanten konnte festgestellt werden, daß diese auch Acetat nicht 

(Mutante 19-1-1), bzw. nur schlecht verwerten können (Mutante 27-1-1). Des 

weiteren konnten hohe Enzymaktivitäten der MQO beim Wachstum des 

P. citronellolis-Wildtyps mit azyklischen Terpenen und Isovaleriansäure als alleiniger 

C-Quelle bestimmt werden. Somit kann festgestellt werden, daß die MQO für den 
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Citronellolstoffwechsel und die Verwertung von Acetat bei P. citronellolis und 

höchstwahrscheinlich auch bei P. aeruginosa PAO1 essentiell ist und offensichtlich 

nicht durch eine Malatdehydrogenase ersetzt werden kann.  

Aus den zuvor beschriebenen Experimenten und Ergebnissen kann geschlossen 

werden, daß die Endprodukte des Citronellolstoffwechsels, drei Moleküle Acetyl-

CoA, ein Molekül Acetat und ein Molekül Acetoacetat, in den Glyoxylatstoffwechsel 

eingehen. Der Glyoxylatzyklus ist eine Variante des Citratzyklus, der es Bakterien 

und auch Pflanzen möglich macht, Acetat zu metabolisieren. Wenn Acetat als 

Energiequelle zur Verfügung steht, wie es beim Abbau von z. B. Fettsäuren, 

Isoprenen und aliphatischen Alkoholen der Fall ist, werden die Enzyme des 

Glyoxylatzyklus induziert. Dieser Weg wird gewählt, da beim Wachstum auf Acetat 

die CO2-Abspaltungsreaktionen des Citratzyklus umgangen werden müssen, um 

Zellsubstanz herstellen zu können. Acetyl-CoA geht in den Glyoxylatzyklus ein und 

bildet mit Oxalacetat Citrat. Diese Reaktion wird von der Citratsynthase katalysiert. 

Citrat wird mit Hilfe der Aconitase zu Isocitrat, das von der Isocitratlyase, einem 

Schlüsselenzym des Glyoxylatstoffwechsels, zu Succinat und Glyoxylat gespalten 

wird. Hier ergibt sich eine zweite Möglichkeit zum Eingang von Acetyl-CoA in den 

Stoffwechsel. Unter Abspaltung von CoA und Zufuhr von H2O wird aus Acetyl-CoA 

und Glyoxylat mit Hilfe der Malatsynthase, dem zweiten Schlüsselenzym des 

Glyoxylat-Stoffwechsels, Malat gebildet. Succinat wird über Fumarat zu Malat. Nun 

schließt sich der von der Malat:quinon Oxidoreduktase katalysierte Schritt an, bei 

dem die beiden entstandenen Malatmoleküle zu zwei Oxalacetat umgewandelt 

werden. Eines davon kann für die Biosynthese genutzt werden, das zweite wieder 

mit Acetyl-CoA zu Citrat verschmelzen.  

Die Beteiligung der Isocitratlyase am Citronellolstoffwechsel konnte durch 

Experimente mit 2-D-Gelelektrophorese bei P. aeruginosa PAO1 gezeigt werden. Ein 

Spot im Proteinmuster von Zellen, die mit azyklischen Terpenen als C-Quelle 

gewachsen waren, der aber in Proteinmustern von Zellen, die mit Succinat als C-

Quelle gewachsen waren, nicht gefunden wurde, konnte als PA2643, eine potentielle 

Isocitratlyase, identifiziert werden. Des weiteren wurden zwei potentielles Aconitasen 

(PA1562 und PA1787) identifiziert (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, siehe auch 2.2.2). 
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Die Beteiligung der Isocitratlyase und somit des Glyoxylatstoffwechsels am 

Citronellolstoffwechsel bei P. aeruginosa PAO1 konnte vor kurzem durch weitere 

Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt werden (DIAZ-PEREZ ET AL., 

2007).  

Aus diesen Erkenntnissen kann geschlossen werden, daß sowohl bei P. citronellolis 

als auch bei P. aeruginosa PAO1 die Endprodukte des Citronellolstoffwechsels in 

den Glyoxylatstoffwechsel eingehen und nicht nur die Malat:quinone Oxidoreduktase 

sondern auch die Isocitratlyase Schlüsselenzyme darstellen.  

2.10 Die Regulation des Citronellolstoffwechsels 

Aminosäure-Sequenzvergleiche von AtuR mit Datenbanken haben darauf 

hingewiesen, daß AtuR vermutlich ein Repressor der TetR-Familie ist. Aufgrund der 

Nachbarschaft zum atu-Gencluster wurde angenommen, daß AtuR den Repressor 

des atu-Genclusters darstellt. Proteine dieser Familie besitzen zwei Bindestellen. Die 

eine Bindestelle ist für die Anlagerung des Regulatorproteins an die Promoteregion 

der zu regulierenden Gene zuständig, und so wird die Transkription der Gene 

verhindert. Die zweite Bindestelle kann Induktormoleküle binden. Bindet ein Induktor 

an das Regulatorprotein, ändert dieses seine Konfirmation, löst sich von der DNA ab 

und die Promoterregion liegt frei, worauf die Gene abgelesen werden können. 

Außerdem liegen Regulatoren der TetR-Familie als Dimere vor (RAMOS ET AL., 2005).  

Die Repressorfunktion von atuR konnte durch eine Insertion in diesem Gen gezeigt 

werden. Dabei wurde atuR durch die Integration des Plasmids pKnockout-G 

(WINDGASSEN ET AL., 2000) inaktiviert. Bei dieser Insertionsmutante konnte durch 

Western-Blot-Analyse, bei der biotinhaltige Proteine nachgewiesen wurden, gezeigt 

werden, daß AtuF, die biotinhaltige Untereinheit der Geranyl-CoA-Carboxylase, 

konstitutiv exprimiert wurde. AtuF konnte nämlich auch in Proteinrohextrakten von 

Zellen der atuR-Insertionsmutante, die mit C-Quellen wie Glucose, die im Wildtyp 

keine Transkription des atu-Genclusters und damit auch keine Expression der Atu-

Proteine hervorrufen, durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Aus 

diesen Beobachtungen wurde geschlossen, daß das gesamte atu-Gencluster 

konstitutiv transkribiert und translatiert wird.  
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Bei der Analyse des intergenischen Bereich zwischen den Genen atuR und atuA 

wurden potentielle -10 und -35-Regionen und inverted repeats, invertierte, 

spiegelbildlich angeordnete Sequenzen, gefunden. Diese inverted repeats sind 

typische Bindestellen für Regulationsproteine (Abb. 2.10).  

TCAGGCGTTCTTGATCACCAGCGCCAGGGCCTCCTCGGCGAGCTGGTCGAGACTCATCGGTCCTTCCGGACGGAA
CCAGGTGGTGGTCCAGGACAGCGCGCCGGTGAGGAAGCGCCGCAGGATGAACGGATCGCCCTGGCAGTAGCCGGC
CAGCCGCGCCTCCCCCAGCACGTCGAGCCACATCTGCTCGTAGATGTCGCGCAGGCCGAGGATGTACGCCTGGCC
TTCGGCGGACAGCGAGCGCCACTCGTAGACCAGCACCGCCATCGCCTCGCCGGTGCCGCCCATGATCGATTGCAG
CTCGCAGCGGATCAGTCCCAGCACCCGCTCGCGCAGGTCCTCGGCGTCGGCCAGGGCGGCGCGCATCAGGGCGGT
GTTGTAGAGGATGGTCTCTTCCATCACCGAGCGCAGGATCTCGTCCTTGCTCTTGAAGTGATGGAAGATGCTGCC
CGACTGGATGCCCACCGCGCTGGCCAGGTCGCGCACCGTGGTGCGTTCGTAGCCTTTGCTGCGGAACAGGTGGGC
GGCGGTCTGCAGCAGCTTGCCGCGGGCGCTTTCCGGATCGGTGAGCTGTCCGGTAGCCACCAGCTCCAGCATCAC
TTCCCGGGCTTTCTGATCGTCCAACGCTGAGTACCCCTTTTCCGGATCGTCGGCGGCTCGGTGCCGCTCATCCGC
GCGCCCGGCCGCTCCGTATTTGCCGAGCGGCCTCGGGATTGCCCCGCAAGTGCTTGTCGGCATTCATGAAATGTA
TGCCTGCGAAGACGACCGAGCAAGCGCTTGGGTAACAGCCGAGAACGGATTTGTTTCTGCCCTCTTCTCAACCAA
GCGCTTGCTTGGTAATGTCGCCCCACACTTCCGCCGTCACGGGTCAAGAACAATGCAAAAGACCGTACGCATCGG
CTGCGCCTCGGCCTTCTGGGGCGACACCTGCACCGCGGCCGCGCAGCTGGTGCGCGGCGCGCCGCTGGACTACCT
GGTGTTCGACTACCTGGCCGAGATCACCATGTCGATCATGGCCGGCGCCCGCCTGAAACAGCCGGACGCCGGCTA
CGCCACCGATTTCGTCGAGGTCCTCGCACCGCTGCTGGGCGAGATCGCCGAGAAGAAGATCCGCGTCATCAGCAA
CGCTGGCGGGATCAATCCGCAGGCCTGTGCCGCCGCCCTCGCCGCGGCCTGCGAGAAGGCCGGGGTGCAGTTGAA
GATCGCCGTGCTCCATGGCGACAACCTGCAAGCGCGCCAGGCCGAACTGGCCAAGTCCGGCATCCGCGAGATGTT
CAGCGACGCGCCTTTCCCGCCGATGTGCGTCTCGCTCAACGCCTACCTCGGCGCACCGGGCATCGTCGAGGCCCT
GCGCCTGGGCGCGGACATCGTGATCACCGGCCGGGTGGTCGACAGCGCGGTGGTCAGCGCCGCCCTGGTGCACGA
GTTCG 

Abb. 2.10:  Die Promoterregion des atu-Genclusters mit angrenzenden Sequenzbereichen 

Um Aussagen treffen zu können, ob und inwieweit die inverted repeats von 

physiologischer Bedeutung für die Expression der Atu-Proteine sind, sollte 

untersucht werden, ob diese inverted repeats die Bindestelle für AtuR sind, welche 

Induktoren die Bindung lösen und ob AtuR ebenfalls wie andere Regulatoren aus der 

TetR-Familie als Dimer vorliegt. Dafür wurde atuR mit Histidin-Tag kloniert und das in 

E. coli exprimierte AtuR-Protein aufgereinigt. Das aufgereinigte Protein wurde für 

Gelshift-Experimente eingesetzt. Solche Experimente beruhen darauf, daß die DNA 

bei Bindung eines Proteins im Gel langsamer läuft als freie DNA und deshalb ein 

Shift in der zurückgelegten Wanderungsstrecke sichtbar ist. Dabei wurde auf der 

einen Seite überprüft, welche Regionen des intergenischen Bereichs zwischen atuR 

und atuA für die Bindung essentiell sind und auf der anderen Seite, welche 

potentiellen Induktoren das Ablösen des Regulatorproteins von seiner Bindungsstelle 

auslösen.  

Stopcodon 

atuR 

Inverted Repeat -10 Region  Inverted Repeat   Startcodon atuA 

Startcodon atuR 

-35-Region 
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Um festzustellen, welche DNA-Bereiche für die Bindung essentiell sind, wurden 5 

verschiedene PCR-Fragmente amplifiziert. Das erste enthielt den kompletten 

intergenischen Bereich, beim zweiten fehlte die –10-Region, beim dritten die –10-

Region und der erste intverted repeat, beim vierten die –10-Region, der erste 

inverted repeat und die –35-Region und dem fünften PCR-Fragment fehlten alle vier 

Elemente. Mit diesen unterschiedlichen Fragmenten wurden Gelshift-Experimente 

durchgeführt. Beim ersten Fragment konnte ein deutlicher Shift der DNA bei 

Anwesenheit von AtuR beobachtet werde. Das Fehlen der –10-Region beim zweiten 

Fragment zeigte keine Auswirkung, und es war ein deutlicher Shift und somit eine 

Bindung von AtuR and die DNA zu sehen. Sobald allerdings ein inverted repeat 

fehlte, wurde die Bindung von AtuR an die DNA deutlich schlechter, auch wenn noch 

ein leichter Shift zu sehen war. Fehlten beide inverted repeats, band AtuR nicht mehr 

an die DNA. Die –35-Region scheint bei der Bindung nicht essentiell zu sein, denn es 

konnte kein Unterschied des Bindungsverhaltens zwischen dem dritten und vierten 

Fragment festgestellt werden. Die inverted repeats sind also essentiell für die 

Bindung von AtuR an die DNA, die –10- und die –35-Region sind es nicht. 

Um festzustellen, welche Induktoren das Ablösen von AtuR von der DNA auslösen, 

wurde das erste PCR-Fragment verwendet, das den gesamten intergenischen 

Bereich abdeckt, und zu den Reaktionsansätzen Citronellol, Geraniol, Citronellal, 

Geranial, Citronellsäure, Geranylsäure, Leucin, 3-Methylcrotonsäure, 

Isovaleriansäure, Glucose, Farnesol, Phytol, Eucalyptol oder Octanol gegeben. Es 

zeigte sich, daß Citronellol, Geraniol, Citronellal, Geranial, Citronellsäure, 

Geranylsäure oder Octanol die Bindung zwischen AtuR und der DNA in vitro 

auflösen und somit in vitro Effektoren des atu-Stoffwechselweges darstellen. 

Offensichtlich binden diese Substanzen an AtuR und lösen die oben erwähnte 

Konformationsänderung aus, worauf sich AtuR von der DNA löst. Leucin, 3-

Methylcrotonsäure, Isovaleriansäure, Glucose, Farnesol, Phytol und Eucalyptol 

beeinflussten hingegen die Bindung von AtuR an die DNA nicht. Citronellol, Geraniol, 

Citronellal, Geranial, Citronellsäure und Geranylsäure sind Intermediate des 

Citronellolstoffwechsel, und somit war es nicht überraschend, daß diese Substanzen 

als Effektoren wirken. Auch wirkten offensichtlich längerkettige Terpene wie Farnesol 

und Phytol oder zyklische Terpene wie Eukalyptol und Intermediate wie Leucin, 3-
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Methylcrotonsäure, Isovaleriansäure aus Abbauwegen, die mit dem atu-

Stoffwechselweges verknüpft sind, nicht als Effektoren. Auch Glucose wirkt nicht als 

Effektor. Unklar war, warum Octanol als Effektor wirkte, da unverzweigte Alkane wie 

diese Substanz üblicherweise über den Fettsäureabbau metabolisiert werden. Um zu 

überprüfen, ob der atu-Stoffwechselweg auch in vivo durch Octanol induziert wird, 

wurde mit Proteinen von mit Octanol als C-Quelle gewachsenen Zellen Western 

Blots durchgeführt und wie oben beschrieben biotinhaltige Proteine nachgewiesen. 

Damit konnte gezeigt werden, daß Octanol in vivo weder den atu- noch den liu-

Stoffwechselweg induziert, da weder AtuF, die biotinhaltige Untereinheit der Geranyl-

CoA-Carboxylase noch LiuD, die biotinhaltige Untereinheit der 3-Methylcrotonyl-CoA-

Carboxylase, nachzuweisen waren. Längerkettige Terpene wie Phytol und Farnesol 

wirkten ebenfalls nicht als Induktoren. Da P. aeruginosa PAO1 weder mit Farnesol 

noch mit Phytol als C-Quelle zu wachsen vermag, zielte der Einsatz dieser 

Substanzen darauf hin festzustellen, ob die Länge der Kette von Bedeutung ist. 

Offensichtlich ist dies der Fall. Somit wirken also Citronellol, Geraniol, Citronellal, 

Geranial, Citronellsäure und Geranylsäure als Induktoren und binden an AtuR, das 

daraufhin offenbar seine Konformation ändert und sich von der DNA ablöst. 

Repressoren der TetR-Familie treten als Homodimere auf. Diese Struktur ist für die 

stabile Bindung des Regulatorproteins an die DNA essentiell, da die eine 

Untereinheit des Dimers an den einen inverted repeat und die andere Untereinheit an 

den anderen inverted repeat bindet (RAMOS ET AL., 2005). Um zu überprüfen, ob AtuR 

im nativen Zustand auch als Dimer auftritt, wie das auch für andere 

Regulatorproteine aus der TetR-Familie beschrieben wurde, sollte nun die 

Quartärstruktur von AtuR bestimmt werden. Die Größe des nativen aufgereinigten 

AtuR-Proteins sollte durch Gelfiltration bestimmt werden. Die verwendete Superdex 

75-Säule wurde mit Hilfe des Low Molecular Weight Gelfiltration Calibration Kit 

(Amersham Biosciences) kalibriert und der Wert für das aufgereinigte AtuR bestimmt. 

Dabei ergab sich eine Größe von 54 ± 3 kDa. Da die theoretische Größe des 

getaggten AtuR-Monomers 26,9 kDa betrug, ergab sich somit, daß AtuR nativ 

offenbar als Dimer vorliegt.  
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2.11 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Gene in P. aeruginosa PAO1 zu den 

bereits zugeordneten Genen der Geranyl-CoA-Carboxylase atuC/atuF und der 

Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase liuB/liuD des atu- und des liu-Genclusters 

(HÖSCHLE ET AL., 2005) funktionell zugeordnet. Es wurde gezeigt, daß atuD für die 

Citronellyl-CoA-Dehydrogenase codiert und daß das Genprodukt Citronellyl-CoA mit 

sehr hoher Affinität zu Geranyl-CoA umsetzt. Ferner konnte durch Insertionsmutation 

gezeigt werden, daß das Gen für den Citronellolabbau essentiell ist. Es wurde auch 

eine weitere Acyl-CoA-Dehydrogenase, PA1535, die mittels 2D-Gelelektrophorese 

identifiziert worden war, als spezifisch für längerkettige CoA-Thioester zugeordnet. 

Des weiteren wurde atuR, ein Regulatorgen, das in direkter Nachbarschaft zum atu-

Gencluster liegt, als Repressor des atu-Genclusters identifiziert. Bei einer 

Insertionsmutante in atuR wurde nachgewiesen, daß die Geranyl-CoA-Carboxylase 

konstitutiv exprimiert wurde und somit die reprimierende Wirkung von AtuR verloren 

gegangen war. Es wurde weiterhin festgestellt, daß atuR ein Regulator aus der TetR-

Familie ist und nativ als Dimer vorliegt. Citronellol, Geraniol, Citronellal, Geranial, 

Citronellsäure und Geranylsäure lösten in vitro das Ablösen des Regulators von der 

Promoterregion des atu-Genclusters aus und wurden somit als Effektoren des 

Regulators identifiziert. Des weiteren wurde gezeigt, daß liuA für die Isovaleryl-CoA-

Dehydrogenase des Liu-Stoffwechsels codiert. Das Genprodukt LiuA setzte 

Isovaleryl-CoA mit hoher Affinität um und akzeptierte keine längerkettigen CoA-

Thioester als Enzymsubstrat. Außerdem wurde gezeigt, daß die Endprodukte des 

Atu- und Liu-Stoffwechselweges bei P. citronellolis in den Glyoxylatzyklus eingehen 

(FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2005) und auch das atu-Gencluster in 

P. citronellolis vorhanden ist (FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2006).  

Die Funktion von atuA ist bisher nicht bekannt. Auch weist die Aminosäuresequenz 

von AtuA keine Ähnlichkeiten mit bisher untersuchten Proteinen auf. Es konnte aber 

gezeigt werden, daß atuA für den Citronellolstoffwechsel essentiell ist (FÖRSTER-

FROMME ET AL., 2006, FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2006). Eine 

Insertionsmutante in atuA konnte keine Terpenoide mehr umsetzten. atuA könnte die 

3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-Lyase codieren. Da die 3-Hydroxy-3-

iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-Lyase ein sehr spezielles Enzym ist und auch nur 
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die aus Geranyl-CoA und Farnesyl-CoA gebildeten Hydroxyderivate umsetzt 

(SEUBERT & FASS, 1964a), ist es nicht überraschend, daß ein ähnliches Enzym in den 

Datenbanken nicht zu finden ist. Da für alle anderen Gene des atu-Genclusters 

aufgrund von Aminosäuresequenz- und DNA-Sequenzähnlichkeiten zu anderen, 

bereits untersuchten Proteinen zumindest Funktionen zugeordnet werden können, 

liegt die Vermutung nahe, daß atuA tatsächlich für die außergewöhnliche 3-Hydroxy-

3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:acetate-Lyase codiert. In der laufenden Doktorarbeit von 

NADINE RANDEL soll nun atuA funktionell zugeordnet werden.  

In P. aeruginosa PAO1 wurde atuE als potentielle Enoyl-CoA-Hydratase annotiert 

und codiert vermutlich für die Isohexenyl-glutaconyl-CoA-Hydratase. Auch dieses 

Enzym soll in der Doktorarbeit von NADINE RANDEL näher untersucht und funktionell 

zugeordnet werden. atuB und atuG konnten bisher funktionell nicht zugeordnet 

werden (FÖRSTER-FROMME ET AL., 2006, HANDKE 2007). Beide Gene werden als 

potentielle Dehydrogenasen annotiert. Die Genprodukten könnten bei der Oxidation 

der Terpenalkohole zu den Terpensäuren beteiligt sein. Allerdings deuten weitere 

Untersuchungen darauf hin, daß die Gene für die Oxidation der Terpenalkohole zu 

den Terpensäuren außerhalb des atu-Genclusters zufinden sind (siehe 2.3). atuH 

wurde als potentielle „very-long chain“ Acyl-CoA-Synthetase annotiert und könnte die 

Aktivierung der Citronellsäure als CoA-Thioester katalysieren. Allerdings zeigte eine 

Mutation in diesem Gen keine Auswirkungen auf das Wachstum der Mutante im 

Vergleich zum PAO1 Wildtyp, so daß dieses Gen vermutlich nicht essentiell für den 

Citronellolstoffwechsel ist. Eine Beteiligung von atuH an der Aktivierung der 

Citronellsäure kann aber deshalb nicht ausgeschlossen werden.  

liuC und liuE wurden bisher noch nicht funktionell zugeordnet. liuC wurde als 

potentielle Enoyl-CoA Hydratase annotiert und codiert vermutlich für die Methyl-

glutaconyl-CoA-Hydratase. liuE codiert vermutlich für die Hydroxymethylglutaryl-CoA-

Lyase. Hohe Ähnlichkeiten zu bereits in P. putida KT2440 und P. fluorescens Pf-5 

identifizierten Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyasen bestätigen diese Annahme.  

Des weiteren wurden durch 2D-Gelexperimente weitere, am Citronellolstoffwechsel 

beteiligte Proteine identifiziert (siehe 2.2.2). Proteine des ato-Genclusters, die in 

E. coli am Fettsäureabbau beteiligt sind (JENKINS & NUNN, 1987), könnten die Schritte 
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der den Atu- mit dem Liu-Stoffwechsel verbindenden β-Oxidation katalysieren. 

Ferner wurden zwei Gene, PA 2553 und PA2554, des Genclusters von PA2552-

PA2557 als am Citronellolstoffwechsel beteiligt, identifiziert. Diese Gene wurden 

bisher noch nicht untersucht. Ihre annotierte Funktion könnte ebenfalls auf eine 

Beteiligung an der β-Oxidation hinweisen. PA 2553 ist als eine potentielle Acyl-CoA-

Thiolase und PA2554 als eine potentielle „short chain“-Dehydrogenase annotiert. Um 

dies zu überprüfen, müßten die entsprechenden Gene kloniert und exprimiert werden 

und Umsatzversuche mit den Intermediaten der β-Oxidation durchgeführt werden. 

Des weiteren könnten Insertionsmutanten der Gene hergestellt werden und so 

überprüft werden, ob die ato-Gene und die Gene des Genclusters von PA2552-

PA2557 für den Citronellolabbau essentiell sind. Des weiteren wurde PA1982, eine 

potentielle PQQ-abhängige Alkoholdehydrogenase, als am Citronellolstoffwechsel 

beteiligt, identifiziert. Dieses Protein wurde in Proteinmustern von Zellen, die mit 

Geraniol, Geranial und Geranylsäure als C-Quelle gewachsen waren, nachgewiesen. 

Auch konnte ein Quinon-abhängiger Umsatz in Rohextrakten von P. aeruginosa 

PAO1 von Geraniol, Geranial und Citronellal als Enzymsubstrat gezeigt werden. Ob 

diese Aktivität aber wirklich von PA1982 und nicht von anderen Quinon-abhängigen 

Enzymen stammt, blieb fraglich. In der laufenden Diplomarbeit von AVA 

CHATTOPADHYAY soll nun PA1982 in E. coli exprimiert werden und dessen Aktivität 

und Spezifität bezüglich Citronellol, Geraniol, Geranial und Citronellal ermittelt 

werden. Ferner wurden drei Proteine identifiziert, die vermutlich im Glyoxylatzyklus 

eine Rolle spielen, PA1562 und PA1787, zwei potentielle Aconitasen und PA2643, 

eine potentielle Isocitratlyase. Bei P. citronellolis wurde bereits gezeigt, daß die 

Endprodukte des Atu- und Liu-Stoffwechselweges in den Glyoxylatstoffwechsel 

eingehen (FÖRSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2005). Aus der Identifikation dieser 

weiteren Proteine kann geschlossen werden, daß dieEndprodukte des Atu- und Liu-

Stoffwechselweges auch bei P. aeruginosa PAO1 mit sehr großer Wahrscheinlichkeit 

in den Glyoxylatstoffwechsel eingehen. Auch konnte gezeigt werden, daß die 

Isocitratlyase für den Citronellolabbau in P. aeruginosa PAO1 essentiell ist (DIAZ-

PEREZ ET AL., 2007). Die Aufklärungen der Funktionen der weiteren durch 2D-

Gelelektrophorese am Citronellolstoffwechsel beteiligten Proteine bleibt weiteren 

Forschungen überlassen.  
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Fig. S1.  Multiple sequence alignment of AtuD, the PA1535 gene product and Megasphera elsdenii 

butyryl-CoA dehydrogenase. CLUSTALX was used for alignment. Identical and similar amino acids 

are shaded in black and grey, respectively. Conserved sequences around putative FAD-binding sites 

and active sites (Djordjevic et al., 1994; Dym & Eisenberg, 2001) are boxed and marked by #, 

respectively. 
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Tab. 1:  Spezifische NAD+-abhängige Alkohol-/Aldehyd-Dehydrogenase-Aktivitäten in P. aeruginosa 

PAO1 WT Rohextrakten von mit verschiedenen C-Quellen gewachsenen Zellen 

 Spezifische Akivitäten in [mU/mg] in löslichen P. aeruginosa  
PAO1 Rohextrakten von mit ... als C-Quelle gewachse nen Zellen  

Enzym-
substrat ▼ 

C-
Quelle► 

Citronellol Geraniol Glucose 

Citronellol 0,25 0,87 nn 

Geraniol 3 3,7 3,6 

Citronellal 13 7,7 2,4 

Geranial 1,7 1,2 0,65 

Legende:  nn: Aktivität nicht nachweisbar 

 

Tab. 2:  Spezifische NADP+-abhängige Alkohol-/Aldehyd-Dehydrogenase-Aktivitäten in P. aeruginosa 

PAO1 WT Rohextrakten von mit verschiedenen C-Quellen gewachsenen Zellen 

 Spezifische Akivitäten in [mU/mg] in löslichen P. aeruginosa  
PAO1 Rohextrakten von mit ... als C-Quelle gewachse nen Zellen  

Enzym-
substrat ▼ 

C-
Quelle► 

Citronellol Geraniol Glucose 

Citronellol 1,2 1,6 nn 

Geraniol 1,9 4 nn 

Citronellal 1,3 nn nn 

Geranial nn nn nn 

Legende:  nn: Aktivität nicht nachweisbar 
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Tab. 3:  Spezifische Quinon-abhängige Alkohol-/Aldehyd-Dehydrogenase-Aktivitäten in P. aeruginosa 

PAO1 WT Rohextrakten von mit verschiedenen C-Quellen gewachsenen Zellen 

 Spezifische Akivitäten in [mU/mg] in löslichen P. aeruginosa  
PAO1 Rohextrakten von mit ... als C-Quelle gewachse nen Zellen  

Enzym-
substrat ▼ 

C-
Quelle► 

Citronellol Geraniol Glucose 

Citronellol nn nn nn 

Geraniol 48 69 12 

Citronellal 70 94 18 

Geranial 104 138 24 

Legende:  nn: Aktivität nicht nachweisbar 

 

Tab. 4:  Spezifische Quinon-abhängige Alkohol-/Aldehyd-Dehydrogenase-Aktivitäten in P. aeruginosa 

PAO1 ins-PA1982 Rohextrakten von mit verschiedenen C-Quellen gewachsenen Zellen 

 Spezifische Akivitäten in [mU/mg] in löslichen P. aeruginosa  
PAO1 Rohextrakten von mit ... als C-Quelle gewachse nen Zellen  

Enzym-
substrat ▼ 

C-
Quelle► 

Citronellol Geraniol Isovaleriansäure 

Citronellol nn nn nn 

Geraniol 171 35 94 

Citronellal 225 57 155 

Geranial 259 44 153 

Legende:  nn: Aktivität nicht nachweisbar 
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