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Abkirzungen

Atu acyclic (mono-)terpene utilization
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C Citronellol
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MGD Molybdopterin-Guanin-Dinucleotid

Moco Molybdancofaktor

MPT Molybdopterin

MW Molekulargewicht

ORF open reading frame

tq Verdopplungszeit

U Einheiten



Abstract

Abstract

Acyclic terpenes like citronellol and geraniol are widespread odours in nature which

are difficult to metabolize for microorganisms due to their B-methyl branched

structures. Degradation of acyclic terpenes by Pseudomonas aeruginosa PAO1 was

investigated in the present work.

1.

Two gene clusters were identified by insertion mutagenesis, which code for
the most degradation steps postulated in earlier biochemical studies. The first
gene cluster is composed of eight genes and one potential regulator gene and
corresponds to the gene products of ORF PA2885 to PA2893 of the
P. aeruginosa PAO1 database. The second gene cluster (gny-cluster), which
was independently identified by Diaz-Perez and coworkes [DIAZ-PEREZ et al.
(2004), Appl Environ Microbiol 70: 5102] and by me, contains five genes and a
probable regulator gene and corresponds to the gene products of ORF
PA2016 to PA2011.

Insertions in the first gene cluster (PA2890 and PA2891) resulted in loss of
ability to utilize and to grow on acyclic terpenes while growth on leucine and
isovalerate was not affected in the respective mutants. Insertions in the
second gene cluster (PA2012 and PA2013) resulted in loss of growth on both
acyclic terpenes (citronellol, geraniol) and on leucine and isovalerate. The first
gene cluster was named as atu- (acyclic terpene utilization) cluster, the gny-
cluster was renamed liu- (leucine/isovalerate utilization) cluster.

The degradation pathway of citronellol contains two characteristic
carboxylation steps (geranyl-CoA carboxylase [GCase] and methylcrotonyl-
CoA carboxylase [MCase]). These carboxylation steps convert the B-methyl
branched group of geranyl-CoA and methylcrotonyl-CoA to acetate side
chains which are cleaved off in subsequent enzymatic steps. Both
carboxylases were purified from crude extracts by avidin-affinity
chromatography and were unequivocally identified as gene products of
PA2888/PA2891 (atuD/atuF; GCase) and gene products of PA2014/PA2012
(liuB/liuD; MCase) by trypsin-fingerprint-mass spectrometry, respectively.

Activity determinations of GCase and MCase as well as Western blot analysis
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confirmed that GCase was only induced by growth on citronellol. MCase was
induced by growth on citronellol as well as on leucine and isovalerate,
respectively.

. Plausible biochemical functions of the other gene products from the atu- and
liu- gene clusters were predicted by database analysis.

. Predicted gene products with high similarity to gene products of the liu-cluster
were found in different pseudomonads (P. putida KT2440, P. fluorescens Pf-5,
P. syringae tomato DC3000). Predicted proteins with high similarity to the
atu-cluster were only found in P. fluorescens PF-5. The latter is the only strain
of these pseudomonads able to use citronellol as sole source of carbon and
energy.

. The atu-cluster of P. aeruginosa PAO1 was transferred to P. putida KT2440,
P. fluorescens Pf-5 and P. syringae tomato DC3000. None of the recombinant
strains was able to use citronellol and geraniol as carbon source. Thus, it is
likely that so far other unknown genes are needed for a functional degradation
pathway.

. Investigations of additional transposon mutants of P. aeruginosa and inhibition
tests with tungstate revealed that oxidation of geraniol but not of citronellol
requires molybdenum-dependent steps and is therefore different to the
oxidation of citronellol. This conclusion is in agreement with the finding that the
moeA2 gene (PA3028), which is involved in molybdenum cofactor
biosynthesis, is essential for geraniol degradation.
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Kurzfassung

Azyklische Terpene wie Citronellol und Geraniol sind in der Natur weit verbreitete
Geruchsstoffe, die aufgrund ihrer -methylverzweigten Struktur von Mikroorganismen
nur schwer metabolisiert werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde der

Abbau azyklischer Terpene in Pseudomonas aeruginosa PAO1 untersucht.

1. Durch Insertionsmutagenesen wurden zwei Gencluster identifiziert, die fir
die meisten der in friheren biochemischen Beitrdgen postulierten
Abbauschritte codieren. Das erste Gencluster besteht aus acht Genen und
einem potentiellen Regulatorgen und entspricht den Genprodukten der
ORF PA2885 bis PA2993 der P. aeruginosa PAO1 Datenbank. Das zweite
Gencluster (gny-Cluster), welches durch Diaz-Perez und Mitarbeiter
identifiziert wurde [DIAZ-PEREZ et al. (2004), Appl Environ Microbiol 70:
5102] besteht aus fiinf Genen und einem vermeintlichen Regulatorgen und
entspricht den Genprodukten der ORF PA2016 bis PA2011.

2. Insertionen im ersten Gencluster (PA2890 und PA2891) fihrten zu einem
Verlust des Wachstums auf azyklischen Terpenen, die Fahigkeit zum
Wachstum auf Leucin und Isovaleriansaure war nicht beeintrachtigt.
Insertionen im zweiten Gencluster (PA2012 und PA2013) flhrten hingegen
zum Verlust des Wachstums sowohl auf azyklischen Terpenen (Citronellol,
Geraniol) als auch auf Leucin und Isovaleriansaure. Das erste Gencluster
wurde als atu- (acyclic terpene utilization) Gencluster bezeichnet, das gny-
Cluster wurde in das liu- (leucine/isovalerate utilization) Gencluster
umbenannt.

3. Der aus biochemischen Untersuchungen postulierte Abbauweg von
Citronellol enthalt zwei charakteristische Carboxylierungsschritte (Geranyl-
CoA-Carboxylase [GCase] und Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase [MCase]).
Diese wandeln die B-Methylverzweigungen in Acetatseitengruppen um,
welche in anschlieBenden enzymatischen Reaktionen abgespalten
werden. Beide Carboxylasen wurden durch Avidin-
Affinitdtschromatographie aus Zellextrakten gereinigt und durch Trypsin-
Fingerprint-Massenspektrometrie als Genprodukte von PA2888/PA2891
(atuD/atuF; GCase) bzw. als Genprodukte von PA2014/PA2012 (liuB/liuD;
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MCase) eindeutig identifiziert. Durch Western-Blot Analysen und
Aktivitdtsbestimmungen der GCase und MCase wurde bestatigt, dass die
GCase (AtuF) nur beim Wachstum auf Citronellol, die MCase (LiuD)
sowohl beim Wachstum auf Citronellol als auch beim Wachstum auf Leucin
bzw. Isovaleriansaure induziert wurde.

FiOr die UObrigen Genprodukte des atu- und liu-Genclusters konnten die
moglichen biochemischen Funktionen durch Datenbankvergleiche
vorhergesagt werden.

Vorausgesagte Genprodukte mit hohen Ahnlichkeiten zu den
Genprodukten des liu-Clusters konnten in anderen Pseudomonaden
(P. putida KT2440, P. fluorescens Pf-5, P. syringae tomato DC3000)
nachgewiesen werden. Vorausgesagte Proteine mit hohen Ahnlichkeiten
zu den Genprodukten des atu-Clusters konnten nur in P. fluorescens Pf-5
festgestellt werden, der als einziger dieser Pseudomonaden in der Lage
ist, Citronellol als Kohlenstoffquelle zu verwerten.

Das atu-Cluster aus P. aeruginosa PAO1 konnte in die Pseudomonaden
P. putida, P. fluorescens GK13 und P. oleovorans Ubertragen werden.
Keiner dieser rekombinanten Stdmme war anschlieBend in der Lage,
Citronellol und Geraniol als Kohlenstoffquelle verwerten, so dass offenbar
noch weitere, bislang unbekannte Gene fir einen funktionellen Abbauweg
notwendig sind.

Die Untersuchungen von weiteren Transposoninsertionsmutanten und
Hemmversuche mit Wolframat ergaben, dass die Oxidation von Geraniol
tber molybdanabhangige Schritte verlauft, und somit unterschiedlich zur
Oxidation von Citronellol ist. Weiterhin zeigte sich, dass das moeA2-Gen
(ORF PA3028), welches an der Molybdancofaktor-Biosynthese beteiligt ist,
fur die Verwertung von Geraniol essentiell ist.
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1 Einleitung

1.1  Vorkommen von Terpenen

Terpene sind in der Natur weit verbreitete Stoffe. Sie bilden eine Untergruppe der
Terpenoide, der in der Natur vorkommenden Methyl-verzweigten Verbindungen. Alle
Terpenoide sind aus Isopreneinheiten (Cs) aufgebaut und kommen als
Kohlenwasserstoff-, Alkohol-, Glycosid-, Ether-, Aldehyd-, Keton-, Carbonsaure- oder
Esterverbindungen vor. Man unterteilt sie nach der Anzahl der verwendeten
Isopreneinheiten in verschiedene Klassen. (Mono-)Terpene, die aus zwei
Isopreneinheiten durch Kopf-Schwanz-Addition aufgebaut sind, sind zusammen mit
den Sesquiterpenen (3 x Cs) Hauptbestandteil von &therischen Olen, die von
Pflanzen als Sekundarstoffe gebildet werden (KULL, 1993; Quelle im Internet:
http://de.wikipedia.org/wiki/Terpene). Zu den wichtigsten azyklischen
Terpenalkoholen gehéren Citronellol, Geraniol und Nerol, zu den azyklischen
Terpencarbonsduren die Geraniumsaure (Geranylsdure). Bekannte Vertreter der
monozyklischen Terpene sind Menthol und Limonen, solche der bizyklischen
Terpene Campher. Zu der groBen Gruppe der Terpenoide gehdren auch die Steroide
(Cs0), die Carotinoide (C40) und Polyisopren (Naturkautschuk) (KULL, 1993). In Bild

1.1 sind wichtige Vertreter der Terpenoide dargestellt.

LT

Citronellol Geraniol Geraniumsaure Limonen Menthol
5 /:O
Campher B-Carotin
n=100-10000
\ n - A X

Kautschuk

Bild 1.1: Wichtige Vertreter von Terpenoiden.
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Citronellol (3,7-Dimethyl-6-octen-1-0l) ist eine Modellverbindung flr lineare Terpene,
die in der Natur in allen Citruspflanzen vorkommt, wo es flr das charakteristische
Aroma der Frichte verantwortlich ist. Durch diese Eigenschaft besteht ein
kommerzielles Interesse an Citronellol und es wird in der Lebensmittelindustrie als
Geschmackstoff und in der Parfum- und Kosmetikindustrie als Duftstoff eingesetzt.
Auch zéahlen Citronellol bzw. Citronellal zu den wenigen natirlich vorkommenden
Insekten-/Moskito-Abwehrmittel (HIERRO et al., 2004; PAWAR et al., 1991; RICE &
COATS, 1994) und sind somit Zusatz von vielen kommerziell erhéltlichen
Insektenabwehrkerzen (Citronella-Kerzen). Durch ihre larvicide und ovicide Wirkung
kénnen diese Stoffe auch als natlrliche Insektenvernichtungsmittel eingesetzt
werden. Geraniol unterscheidet sich von Citronellol nur durch eine zuséatzliche
Doppelbindung (Bild 1.1). Dieser Alkohol ist verantwortlich fiir den typischen Geruch
von Pflanzen, die zur Gattung Geranium und Pelargonium gehéren (KULL, 1993). In
neuester Zeit konnte gezeigt werden, dass Geraniol und ahnliche Komponenten
starke Effekte auf eukaryontische Zellen auslben und einen apoptosedhnlichen
Zelltod auslésen kdénnen (IZUMI et al., 1999). So konnte gezeigt werden, dass
Geraniol das Wachstum von Pankreaskrebs inhibiert und die Apoptose in
Pankreaskrebszellen erh6ht (BURKE et al., 1997; BURKE et al., 2002). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass durch die Interaktion von Geraniol mit der Zellmembran
(CARNESECCHI et al., 2002a) der Prozess der Zelldifferenzierung verhindert und
die Aufnahme von chemotherapeutisch wirksamen Agenzien in die Krebszellen
erleichtert wird (CARNESECCHI et al., 2002b; CARNESECCHI et al., 2004;
DUNCAN et al., 2004).

Wahrend die Biosynthese von Terpenoiden bereits sehr gut erforscht ist, ist Gber den
Abbau dieser Stoffe in Mikroorganismen bisher nur sehr wenig bekannt.

1.2 Abbau von azyklischen Terpenen

Der Abbau von azyklischen Terpenen wie Citronellol und Geraniol konnte erstmals
Anfang der 60iger Jahre nach der Isolierung von Pseudomonas citronellolis
(SEUBERT, 1960) durch W. Seubert und Mitarbeiter untersucht werden (SEUBERT
et al., 1963; SEUBERT & FASS, 1964a; SEUBERT & FASS, 1964b; SEUBERT &
REMBERGER, 1963). Durch Isolierung verschiedener Zwischenprodukte und
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Aufreinigung von Enzymen war daraufhin ein Abbauweg vorgeschlagen worden
(SEUBERT & FASS, 1964b). Durch das Vorhandensein B-standiger Methylgruppen,
die einen Abbau durch B-Oxidation verhindern, ist der Abbau von linearen Terpenen
erschwert und im Reich der Mikroorganismen nicht weit verbreitet. So konnte der
Abbau azyklischer Monoterpene nur in Pseudomonas citronellolis,
Pseudomonas mendocina und Pseudomonas aeruginosa (CANTWELL et al., 1978;
SCHAEFFER et al., 1979) nachgewiesen werden.

Der von Seubert und Fass vorgeschlagene Abbauweg flr Citronellol und Geraniol in
P. citronellolis ist in Bild 1.2 dargestellt. In den ersten Schritten des Abbaus von
Citronellol und Geraniol werden die Alkohole zu den zugehdrigen Aldehyden
(Citronellal und Geranial (Citral)) und weiter zu den Sauren (Citronellsdure und
Geranylsaure) oxidiert (SEUBERT & REMBERGER, 1963). Durch die hohe
Ahnlichkeit von Citronellol und Geraniol (Unterschied in einer Doppelbindung) wird
angenommen, dass die Oxidation der Alkohole zu den Aldehyden und die weitere
Oxidation zu den Sauren durch jeweils dieselben Enzyme katalysiert werden
(CANTWELL et al., 1978). Im Anschluss erfolgt eine Aktivierung der S&uren durch
eine Synthethase mit Coenzym A zu Thioestern. Die Umwandlung von
Citronellyl-CoA zu cis-Geranyl-CoA erfolgt tGber eine Dehydrogenase. Auf der Stufe
von cis-Geranyl-CoA vereinigt sich der Abbau von Citronellol und Geraniol. Der
folgende Schritt im Reaktionsweg wird durch ein Schlisselenzym des Abbauweges
katalysiert. Das fir den Abbauweg charakteristische Enzym ist die biotinabh&angige
Geranyl-CoA-Carboxylase (GCase) (SEUBERT et al., 1963), die die Carboxylierung
der B-Methylgruppe zu einer Acetatgruppe katalysiert (SEUBERT & REMBERGER,
1963). Das so entstandene Isohexenylglutaconyl-CoA wird durch die
Isohexenylglutaconyl-CoA-Hydratase (SEUBERT & FASS, 1964a) zu 3-Hydroxy-3-
isohexenylglutaryl-CoA hydratisiert. Mit Hilfe der 3-Hydroxy-3-isohexenylglutaryl-
CoA:Acetat-Lyase (SEUBERT & FASS, 1964a) wird nun die durch die Geranyl-CoA-
Carboxylase gebildete Acetatseitengruppe als freie Essigsaure (SEUBERT &
REMBERGER, 1963) abgespalten und es entsteht 7-Methyl-3-0x0-6-octenoyl-CoA,
eine teilweise unverzweigte Kohlenstoffkette, die durch B-Oxidation um weitere zwei
Acetyl-CoA-Molekile verkiirzt werden kann. Das entstandene, um eine
Isopreneinheit verkilrzte 3-Methylcrotonyl-CoA, wird Uber den Leucinabbauweg
metabolisiert, der sehr ahnlich ablduft. Auch hier erfolgt die Carboxylierung der
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B-standigen Methylgruppe zu einer Acetatseitengruppe mit Hilfe der ebenfalls
biotinabhangigen 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (MCase). Diese Carboxylase
besitzt eine hohe Spezifitdt gegenlber ihrem Substrat 3-Methylcrotonyl-CoA und ist
nicht in der Lage, Geranyl-CoA als Substrat umzusetzen (HECTOR & FALL, 1976b;
SEUBERT & FASS, 1964b). Die Doppelbindung des entstandenen
3-Methylglutaconyl-CoA wird durch die Methylglutaconyl-CoA-Hydratase zu
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA  hydratisiert, = welches dann  durch  die
Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyase zu Acetyl-CoA und Acetoacetat gespalten wird,

die im Stoffwechsel weiter umgesetzt werden kdénnen.
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Bild 1.2:
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Diese Ergebnisse wurden von den weiteren Untersuchungen, die von M. Fall und
Mitarbeitern in den 70iger Jahren durchgefihrt wurden (FALL et al., 1979; FALL,
1981; FALL & HECTOR, 1977), gestitzt. Der Schwerpunkt dieser Arbeiten lag in der
biochemischen Charakterisierung der beiden im Abbauweg vorkommenden
Carboxylasen (GCase und MCase). So konnte gezeigt werden, dass die
Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (MCase) beim Wachstum auf Isovaleriansaure
bzw. Leucin induziert wird, beim Wachstum auf Citronellsdure bzw. Geranylsaure
sowohl die Geranyl-CoA-Carboxylase (GCase) als auch die Methylcrotonyl-CoA-
Carboxylase (MCase) induziert werden (HECTOR & FALL, 1976b). Durch die
Aufreinigung der beiden Enzyme aus P.citronellolis und Markierung der
Carboxylasen mit radioaktivem Biotin konnten die Eigenschaften genauer untersucht
werden. So bestehen beide Carboxylasen aus einer kleineren, biotinfreien
Untereinheit und aus einer grdBeren, biotinhaltigen Untereinheit (FALL & HECTOR,
1977). Sowohl die biotinfreie Untereinheit der GCase als auch der MCase zeigten im
Western Blot eine GroBe von 63 kDa. Die GréBe der biotinhaltige Untereinheit der
GCase wurde mit 75 kDa, die biotinhaltige Untereinheit der MCase mit 73 kDa
identifiziert (FALL & HECTOR, 1977). Weiterhin konnte anhand des Biotingehalts
und der GréBe des nativen Proteins geschlossen werden, dass beide Carboxylasen
als tetramere Struktur vorliegen missen (AsB4). Bei der Untersuchung der
Substratspektren der beiden Carboxylasen konnte gezeigt werden, dass die
gereinigte MCase eine sehr hohe Spezifitdt gegentber ihrem Substrat
3-Methylcrotonyl-CoA aufweist aber nicht in der Lage ist, Geranyl-CoA umzusetzen.
Die gereinigte GCase kann Acyl-CoA-Substrate mit einer Lange von 5 bis 15
Kohlenstoffatomen, wie 3-Methylcrotonyl-CoA, cis-Geranyl-CoA und Farnesyl-CoA
umsetzten. Jedoch kann die GCase nur Geranyl-CoA in cis-Konfiguration und nicht

in trans-Konfiguration als Substrat verwerten (FALL, 1981).

Neue Untersuchungen zum Abbau von azyklischen Terpenen in P. citronellolis
zeigten, dass eine Malat:Quinonoxidoreduktase (MqoB) als Teil des Glyoxylatzyklus
fir das Wachstum auf Acetat und somit auch fur das Wachstum auf azyklischen
Terpenen notwendig ist (FORSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2005). Es konnten
zwei Transposonmutanten isoliert werden, die kein Wachstum auf Citronellol,
Geraniol, Citronellsaure, Geranylsaure und Acetat zeigten. Die

Transposoninsertionsorte konnten innerhalb bzw. in der Promotorregion eines Gens
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mit  hoher  Ahnlichkeit zur  Malat:Quinonoxidoreduktase ~ (MqoB)  aus
Pseudomonas aeruginosa und anderen Pseudomonaden nachgewiesen werden.
Durch Expression eines intakten mqoB-Gens in den Mutanten konnte der Phanotyp
des Wildtyps wiederhergestellt werden. Auch mqoB-Mutanten von P. aeruginosa
zeigten kein Wachstum auf azyklischen Terpenen. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Malat:Quinonoxidoreduktase fir das Wachstums auf Acetat
notwendig ist, da Acetat Uber den Glyoxylatzyklus in den Stoffwechsel eingeschleust
wird und MqoB fur den Glyoxylatzyklus essentiell ist. Damit konnte gezeigt werden,
dass lineare Terpene wie Citronellol, Geraniol, Citronellsdure und Geranylsdure, wie
von Seubert und Mitarbeiter bereits angenommen, sowohl in P. citronellolis als auch

in P. aeruginosa tber Co-Komponenten metabolisiert werden.

Die Gene fir den Abbau von Citronellol und Geraniol in P. citronellolis und
P. aeruginosa waren bisher unbekannt, bis auf die Publikation von Diaz-Perez, die
wahrend der Durchfihrung der hier vorliegenden Arbeit veréffentlicht wurde. Diaz-
Perez und Mitarbeiter untersuchten der Abbau von Citronellol in P. aeruginosa
(DIAZ-PEREZ et al., 2004) und konnten im Rahmen ihrer Untersuchungen ein
Cluster klonieren, welches 6 Gene enthalt, die fur den Abbau von azyklischen
Terpenen verantwortlich sind. Dieses Cluster enthdlt zwei Gene fur mdogliche
Carboxylase-Untereinheiten (gnyA und gnyB, PA2012 und PA2014) sowie andere
mogliche Genprodukte, die fir den Abbau von azyklischen Terpenen notwendig sind:
Citronellyl-CoA-Dehydrogenase (gnyD, PA2015), y-Carboxygeranoyl-CoA-Hydratase
(gnyH, PA2013), 3-Hydroxy-y-carboxygeranoyl-CoA-Lyase (gnyL, PA2011) und ein
Regulatorgen (gnyR, PA2016). Durch gezielte Mutagenese von 5 der 6 Gene des
gnyRDBHAL-Clusters konnte die Vermutung gestitzt werden, dass diese Gene am
Abbau von azyklischen Terpenen beteiligt sind, da alle Mutanten kein Wachstum auf
den Substraten Citronellol, Citronellal, Citronellsdure, Geraniol, Citral und
Geranylsaure zeigten. Da bereits bekannt war, dass es sich bei der Geranyl-CoA-
Carboxylase und der Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase um biotinabhéangige Proteine
handelt, wurden biotinylierte Proteine mittels Streptavidin-AP-Konjugat im Western
Blot nachgewiesen. Hier konnte gezeigt werden, dass in PAO1-Zellen, die auf
Glucose kultiviert wurden, zwei Biotinenzyme mit einer molekularen Masse von
62 kDa und 22 kDa gebildet wurden. In Zellen, die auf Citronellol kultiviert wurden,

konnten zuséatzlich zu den beiden oben genannten Proteinen zwei weitere
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Biotinproteine mit einer molekularen Masse von 73 kDa und 70 kDa nachgewiesen
werden. In den von Diaz-Perez und Mitarbeiter erzeugten Mutanten trat jeweils nur
noch das Protein mit einer molekularen Masse von 70 kDa auf. Durch das Wachstum
all dieser Mutanten auf der Kohlenstoffquelle 6-Methyl-5-hepten-2-on, eine ebenfalls
3-Methyl-verzweigte Komponente, die nach Diaz-Perez und Mitarbeiter wie
3-Methylcrotonyl-CoA abgebaut werden soll, schloss die Gruppe, dass der Leucin-
abbauweg nicht durch dieses Cluster codiert wird. Vielmehr schlossen sie daraus,
dass das gnyRDBHAL-Cluster fur den von ihnen benannten ,Lower Pathway“ des
Citronellolabbaus verantwortlich ist, dessen Enzyme die Umsetzung von
Citronellyl-CoA zu Geranyl-CoA und dessen weitere Umsetzung zu 7-Methyl-3-oxo-
6-octenoyl-CoA katalysieren. Durch Abgleich der Proteinsequenzen des gny-Clusters
mit der gesamten Proteinsequenz von P. aeruginosa konnten durch Diaz-Perez und
Mitarbeiter weitere Proteine mit signifikanten Ahnlichkeiten zu den beschriebenen
gny-Proteinen gefunden werden. Die ORFs PA2888 und PA2891 werden als
mogliche Carboxylaseuntereinheiten beschrieben, PA2889 als mdgliche Acyl-CoA-
Dehydrogenase und PA2890 als mdgliche Enoyl-CoA-Hydratase/lsomerase. Da
diese Proteine im Leucinabbau bzw. zur weiteren Metabolisierung von
3-Methylcrotonyl-CoA im Abbau von azyklischen Terpenen ebenfalls bendtigt
werden, wurden sie dem Leucinabbauweg in P. aeruginosa zugeordnet (DIAZ-
PEREZ et al., 2004). Diese These konnte in der vorliegenden und in Kapitel 2
beschriebenen Arbeit widerlegt werden (HOSCHLE et al., 2005b; HOSCHLE et al.,
2005a).

Auch im Pflanzenreich scheint der Abbau von Isoprenoiden verbreitet zu sein. So
konnte 1999 zum ersten Mal eine GCase aus Blattern von Zea mays isoliert und
charakterisiert werden (GUAN et al., 1999). Beschrieben wird ebenfalls das
Vorhandensein einer GCase-Aktivitdt in Blattern von Nicotiana tabaccum,
Daucus carota und Glycine max. Die aus den Plastiden der Maisblatter isolierte
GCase besitzt jedoch Unterschiede zur GCase aus P. citronellolis. So konnte in
Zea mays eine 122 kDa biotinhaltige Untereinheit isoliert werden (75 kDa in
P. citronellolis). Auch scheint die GCase aus Mais sehr spezifisch fir ihr Substrat
Geranyl-CoA zu sein, zumindest konnte keine Umsetzung von Methylcrotonyl-CoA
gemessen werden (GUAN et al., 1999).
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1.3 Ziele dieser Arbeit

Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur biochemische Aspekte des Abbaus von
azyklischen Terpenen in P. citronellolis durch die Arbeiten von Seubert & Fall
vorlagen, sollte der vorgeschlagene Abbauweg von Citronellol (SEUBERT & FASS,
1964b) in P. aeruginosa molekularbiologisch untersucht und die zugehérigen Gene
identifiziert werden. Aufgrund der hohen Verwandtschaft von P. citronellolis und
P. aeruginosa lag die Vermutung nahe, dass der Abbauweg in beiden Organismen
identisch oder sehr ahnlich ablauft. P. aeruginosa PAO1 ist ein opportunistisch-
pathogener Organismus, der auf Grund seiner hohen Relevanz fir die Medizin
bereits vollstdndig sequenziert wurde (STOVER et al, 2000). In einer
vorangegangenen Diplomarbeit sowie einer Studienarbeit, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit betreut wurde, wurden insgesamt 8500 Transposonmutanten
von P. aeruginosa auf ihr Wachstum auf den Kohlenstoffquellen Citronellol, Geraniol,
Citronellsdure und Geranylsaure getestet. Dabei konnten 253 Mutanten isoliert
werden, die im Wachstum auf mindestens einer der Kohlenstoffquellen signifikant
reduziert waren. Diese Mutanten waren die Grundlage fiir die weiteren
Untersuchungen zum Citronellolabbau in P. aeruginosa in der vorliegenden Arbeit.
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2 Identifizierung der Gene des Citronellolabbaus in
Pseudomonas aeruginosa PAO1

2.1 Identifizierung direkt und indirekt beteiligter Gene am
Citronellolstoffwechsel

Um den Abbau von Citronellol in Pseudomonas aeruginosa PAO1 auf
molekularbiologischer Ebene untersuchen zu kénnen, war es notwendig, Mutanten
mit Defekten in den Genen flir den Abbau von azyklischen Terpenen zu erhalten. Im
Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits 8500 Mutanten von P. aeruginosa PAO1, die
durch Transposonmutagenese mit pUTminiTn5-Tc erzeugt wurden (DE LORENZO et
al., 1990), auf ihre Fahigkeit zur Verwertung von azyklischen Terpenen untersucht
(HOSCHLE, 2002; SCHAFER, 2003). Dabei konnten 253 Mutanten mit Defekten im
Wachstum auf mindestens einer der Kohlenstoffquellen Citronellol, Geraniol,
Citronellsdure und Geranylsaure isoliert werden, von denen einige in dieser Arbeit
genauer untersucht wurden.

Alle 253 Mutanten zeigten keinen Unterschied zum Wildtyp im Wachstum auf
mineralischen Medien mit Glucose oder Succinat als Kohlenstoffquelle, so dass eine
Auxotrophie ausgeschlossen werden konnte. Die zusatzlich isolierten 35
auxotrophen Mutanten (Gruppe V) wurden nicht weiter untersucht. Innerhalb der
Gruppe mit interessanten Phanotypen beziglich des Citronellolstoffwechsels
konnten weitere Einteilungen vorgenommen werden. 39 dieser Transposonmutanten
(Gruppe 1) zeigten kein bzw. ein deutlich reduziertes Wachstum auf Geraniol. Das
Wachstum auf Citronellol, Citronellsdure und Geranylsdure war nicht beeinflusst.
Weitere 211 Mutanten (Gruppe lll) zeigten unterschiedliche Kombinationen von mehr
oder weniger gutem Wachstum auf den azyklischen Terpenen. 129 dieser 211
Transposonmutanten zeigten jedoch zusatzlich ein eingeschréanktes Wachstum auf
Geraniol. Nur 3 Mutanten konnten keine der vier Kohlenstoffquellen verwerten,
zeigten aber ein normales Wachstum auf Glucose, Succinat und Komplexmedium
(Gruppe II). Eine Ubersicht (iber die verschiedenen Mutantengruppen ist in Tabelle
2.1 gezeigt.
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Tabelle 2.1:  Ubersicht iiber die verschiedenen Phanotypgruppen der Transposonmutanten

von P. aeruginosa PAO1

Gruppe Phanotyp Anzahl | Anteil an der Anteil an der
Gesamtzahl der Gesamtzahl aller
untersuchten Transposonmutanten
Mutanten

PAO1 WT | C+, G+, CS+, GS+ - - _

Sm'

| C+, G+/-*, CS+, GS+ 39 15,4 % 0,46%

Il C-, G-, CS-, GS- 3 1,2% 0,04%

1] alle Kombinationen 211 83,4% 2,48%

davon mit zusatzlicher 129 51% 1,52%
Wachstumshemmung
auf Geraniol

v auxotroph 35 - 0,41%

Legende: C: Citronellol, G: Geraniol, CS: Citronellsdure, GS: Geranylsaure; +: gutes

Wachstum, +/-: schlechtes Wachstum, -: kein Wachstum;
G+/-*:  Gruppe enthalt sowohl Mutanten mit schlechtem Wachstum auf
Geraniol als auch Mutanten, die kein Wachstum auf Geraniol zeigten.

Die hohe Anzahl an Mutanten, die Defekte in der Verwertung von Geraniol besitzen,
aber keinerlei Wachstumshemmung auf Citronellol, Citronellsaure und Geranylsaure
zeigten (Gruppe 1), war unerwartet, da angenommen wurde, dass Citronellol und
Geraniol durch dieselben Enzyme zu den zugehérigen Sauren (Citronellsaure und
Geranylsaure) oxidiert werden (CANTWELL et al., 1978; SEUBERT & FASS, 1964b).
Ware dies der Fall, so hatten diese Mutanten dieselben Wachstumsdefizite im Abbau
von Citronellol aufweisen missen. Bei Southern Blot Analysen mehrerer Mutanten
aus dieser Gruppe konnten mit Hilfe einer transposonspezifischen Sonde Fragmente
unterschiedlicher GréBen ermittelt werden, was zeigt, dass unterschiedliche Gene
von der Mutation betroffen waren. Dieses Ergebnis lieB vermuten, dass zusatzlich
mehrere Gene an der Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure beteiligt sind, die an

der Umsetzung von Citronellol zur Citronellsdure nicht beteiligt sind.

Zur Identifizierung der verschiedenen Transposoninsertionsorte  wurden
verschiedene Vertreter aus den oben genannten Gruppen ausgesucht und genauer
untersucht. Mit Hilfe einer Southern Blot Analyse wurde die GréBe des
transposontragenden Fragmentes ermittelt, dieses aus der genomischen DNA isoliert
und in den Vektor pBluescript SK* kloniert. Nach der Ansequenzierung der
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rekombinanten Plasmide konnten die erhaltenen Sequenzdaten mit der Datenbank

von P. aeruginosa (www.pseudomonas.com; updated database) verglichen und

somit der Insertionsort des Minitransposons bestimmt werden. In der folgenden

Tabelle sind verschiedene Klone, inr Phanotyp, der Insertionsort des Transposons im

Genom von P. aeruginosa und der von der Mutation betroffene ORF angegeben.

Tabelle 2.2:  Ubersicht iiber die Transposoninsertionsorte in verschiedenen Mutanten von
P. aeruginosa PAO1 (geordnet nach den verschiedenen Phénotypengruppen
von Tabelle 2.1)
PAO1- Phanotyp Insertionsort des | Betroffener ORF
Klon miniTn5im Genom
11/10/5* C+ G- CS+ GS+ 3392 394 bp PA3028
moeA2 (molybdenum cofactor
biosynthesis protein)
11/11/1* C+ G- CS+ GS+ 3392 394 bp PA3028
moeA2 (molybdenum cofactor
biosynthesis protein)
16/1/2 C+ G- CS+ GS+ 5 304 628 bp PA4725
two component sensor cbrA (carbon
catabolism)
16/2/1 C+ G- CS+ GS+ 4395015 bp PA3922
conserved hypothetical protein
36D/2/7 C+ G+/- CS+ GS+ | 3396 862 bp Intergenischer  Bereich  zwischen
PA3032 (snrt) und PA3033
(hypothetical protein)
22B/1/1 C- G- CS- GS- 3243 626 bp PA2890
(probable enoyl-CoA-
hydratase/isomerase)
36B/1/1* C- G- CS- GS- 1761 887 bp PA1617
(probable AMP-binding enzyme)
36B/2/1* C- G- CS- GS- 1761 887 bp PA1617
(probable AMP-binding enzyme)
15/12/9 C+ G+/- CS+/-GS+ | 1719739 bp PA1580
gltA (citrate synthase)
Legende: C: Citronellol, G: Geraniol, CS: Citronellsdure, GS: Geranylsaure; +: gutes

Wachstum, +/-: schlechtes Wachstum, -: kein Wachstum;
* Mutanten stammen jeweils aus demselben Konjugationsexperiment, so dass
anzunehmen ist, dass es sich um Geschwisterklone handelt.
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Wie Tabelle 2.2 zeigt, konnten Mutationen mit Einfluss auf den
Citronellolstoffwechsel in  unterschiedlichen Regionen des Genoms von
P. aeruginosa lokalisiert werden. Aus den 39 Vertretern der Gruppe |, die ein
uneingeschranktes Wachstum auf Citronellol, Citronellsdure und Geranylsaure
aufwiesen, jedoch kein oder nur ein stark eingeschranktes Wachstum auf Geraniol
zeigten, wurden 5 verschiedene Mutanten ausgewahlt und untersucht. Wie aus der
Tabelle weiter ersichtlich ist, konnte das Transposon an vier verschiedenen Orten im
Genom von P. aeruginosa lokalisiert werden. In den Mutanten #11/10/5 und #11/11/1
konnte das Transposon an derselben Basenposition und somit im ORF PA3028
identifiziert werden, dessen Genprodukt in der Datenbank einem Molybdé&ncofaktor-
Biosyntheseprotein zugeordnet wurde. Da beide Mutanten aus demselben
Konjugationsexperiment stammen, ist anzunehmen, dass es sich um
Geschwisterklone handelt. In P. aeruginosa #16/2/1 konnte das Transposon im ORF
PA3922, dessen Genprodukt als ein ,conserved hypothetical protein® beschrieben
wurde, lokalisiert werden. In Mutante # 36D/2/7 konnte das miniTn5-Tc im
intergenischen Bereich zwischen ORF PA3032 und ORF PA3033 nachgewiesen
werden. Das Genprodukt von PA3032, auch Cytochrom C Snrl (,shared nitrate
reduction®) Protein genannt, wird sowohl bei der Assimilation als auch bei der
Dissimilation von Nitrat zu Nitrit (molybdanabhangige Prozesse) verwendet (IRANI et
al., 1997; KERSCHEN et al., 2001). Das Genprodukt von ORF3033 ist in der
Datenbank als ein ,hypothetical protein® beschrieben. Die Mutation im intergenischen
Bereich scheint jedoch keinen so starken Effekt zu haben, da ein stark
eingeschranktes Wachstum auf Geraniol noch mdglich ist. Interessanterweise liegen
alle diese Insertionsorte des Transposons jeweils nur wenige Gene von jenen Genen
entfernt, die fir die Molybdancofaktorbiosynthese (Moco-Biosynthese) wichtig sind
(siehe auch Bild 2.3 im nachsten Kapitel). Mutante #16/1/2, die ebenfalls zur
Gruppe | gehért, tragt die Mutation im ORF PA4725, dessen Genprodukt, der
Zweikomponentensensor CbrA, flir die Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels
verantwortlich ist. Weshalb diese Mutation nur die Umsetzung von Geraniol, nicht
aber die Verwertung der anderen verwendeten Kohlenstoffquellen beeinflusst, bleibt
unklar.

Als Vertreter der Gruppe Il wurden die Mutanten #22B/1/1, #36B/1/1 und #36B/2/1
ausgewahlt. In den Mutanten #36B/1/1 und #36B/2/1 konnte das Transposon an
derselben Genomposition und somit im ORF PA1617, dessen Genprodukt einem
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vermeintlichen AMP-Bindeprotein zugeordnet wurde, ermittelt werden. Da beide
Mutanten wieder aus demselben Konjugationsexperiment stammen, ist erneut
anzunehmen, dass es sich um Geschwisterklone handelt. Das Transposon in
Mutante #22B/1/1 konnte im ORF PA2890 lokalisiert werden, dessen Genprodukt als
vermeintliche Enoyl-CoA-Hydratase/lIsomerase beschrieben ist. Diese Mutante war
sehr interessant, da im vorgeschlagenen Abbauweg von Citronellol und Geraniol
eine Enoyl-CoA-Hydratase beteiligt ist (SEUBERT & FASS, 1964a).

Der einzigen Vertreter der Gruppe Il (#15/12/9) zeigte ein gutes Wachstum auf
Citronellol und Geranylsaure, jedoch ein stark eingeschranktes Wachstum auf
Geraniol und Citronellsdure. Das Transposon und somit die Mutation konnte im ORF
PA1580, der NADH-sensitiven Citratsynthase GItA, einem wichtigen Enzym im
Tricarbonsaurezyklus, lokalisiert werden.

Durch die hohe Anzahl an Mutanten mit einem Geraniol-negativen Phanotyp und der
Tatsache, dass die Mutationen der Mutanten #11/10/5 und #11/11/1 in einem flr die
Moco-Synthese wichtigen Protein auftraten, sollte eine Molybdanabhangigkeit der
Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure untersucht werden. Weiterhin sollte die
Mutante #22B/1/1 mit ihrer Mutation in einer Enoyl-CoA-Hydratase in der

vorliegenden Arbeit weiter untersucht werden.

2.2 Molybdanabhangige Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure

Da bei der Untersuchung der Transposonmutanten eine groBe Gruppe mit einem
Geraniol-negativen Phanotyp auftrat, sollte die Umsetzung von Geraniol zur
Geranylsaure unter Bericksichtigung einer Molybdanabhangigkeit genauer
untersucht werden.

Far diese Untersuchungen wurde die Mutante #11/10/5 aus der Gruppe | gewahlt.
Diese Mutante zeigte ein uneingeschranktes Wachstum auf Citronellol,
Citronellsaure und Geranylsaure, jedoch kein Wachstum auf Geraniol. Der
Insertionsort des Transposons konnte an der Position 3 392 394 im Genom von
P. aeruginosa ermittelt werden (Tabelle 2.2). Die Position liegt innerhalb des ORF
PA3028 (moeA2). Das zugehdrige Genprodukt weist hohe Ahnlichkeiten zu
Molybdancofaktor-(Moco)-Biosynthese-Proteinen aus  P. syringae, P. putida,
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P. fluorescens (jeweils 65% Identitdt auf der Aminosaureebene) auf. Weiter zeigt
dieses Protein eine hohe Ahnlichkeit zu MoeA1 aus P. aeruginosa (51% ldentitat), zu
MoeA aus Escherichia coli (41%), sowie zu weiteren Proteinen aus verschiedenen
Organismen. Durch gezielte Mutagenese (WINDGASSEN et al., 2000) des ORF
PA3028 im P. aeruginosa Wildtypstamm (Insertionsmutante) und durch die
Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotyps durch Expression eines intakten moeA2-
Gens (Plasmid pBBR1MCS-5::moeA2) in der Mutante #11/10/5 (Mutante #11/10/5K)
konnte gezeigt werden, dass der oben beschriebene Phanotyp durch die Insertion
des Transposons hervorgerufen wurde. Die Ergebnisse der Wachstumsversuche der

verschiedenen Mutanten auf Citronellol und Geraniol sind in Bild 2.1 gezeigt.

Citronellol Geranioi

Bild 2.1: Wachstum von P. aeruginosa Wildtyp (WT), der Transposonmutante #11/10/5,
die Insertionsmutante P. aeruginosa Sm'-A3028 und der Mutante #11/10/5K
(Mutante #11/10/5 mit Plasmid pBBR1MCS-5::moeA2) auf Citronellol und
Geraniol, aus HOSCHLE & JENDROSSEK (2005)

MoeA spielt in der Moco-Biosynthese eine zentrale Rolle. Es konnte gezeigt werden,
dass dieses Protein in E. coli und Rhodobacter capsulatus (LEIMKUHLER et al.,
1999; NICHOLS & RAJAGOPALAN, 2005) essentiell fir den Einbau von Molybdat in
Molybdopterin, eine Vorstufe der verschiedenen Molybdancofaktoren, ist. Da eine
Mutation in diesem, fir die Moco-Biosynthese wichtigem Enzym zu einem Geraniol-
negativen Phanotypen fihrt, lag die Vermutung nahe, dass die Oxidation von
Geraniol zur Geranylsaure einen Moco-abhangigen Schritt beinhaltet, zumal neben
molybdénabhangigen Oxotransferasen (z.B. DMSO-Reduktase, Nitrat-Reduktase)
auch  molybdanabhangige  Hydroxylasen/Dehydrogenasen  (z.B.  Xanthin-
Dehydrogenase) in der Literatur bekannt sind (HILLE, 1999; MOURA et al., 2004).
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Um dies zu untersuchen, wurden Wachstumsversuche mit dem Wildtyp von
P. aeruginosa in Flissigmedium mit Citronellol, Geraniol, Citronellsaure,
Geranylsdure oder Succinat als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle
durchgefihrt. Sollte tatsachlich ein Moco-abhangiger Schritt bei der Umsetzung von
Geraniol zur Geranylsaure beteiligt sein, so sollte dieser durch Wolframat, einem
starken Inhibitor molybdéanabhangiger Umsetzungen, gehemmt werden kdnnen.
Bild 2.2 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen Wachstumsversuche. Im
Kontrollexperiment ohne Wolframat konnte ein fir den PAO1-Wildtyp typisches
Wachstum auf Citronellol, Geraniol, Citronellsdure, Geranylsdure und Succinat (Bild
2.2A) festgestellt werden. Es zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede in den
Verdopplungszeiten beim Wachstum auf den verschiedenen Kohlenstoffquellen. Die
geringsten Verdopplungszeit wurde beim Wachstum auf Succinat erreicht (t4= 1,8h),
gefolgt vom Wachstum auf Citronellsaure (tg= 2,3h), Citronellol (4= 2,9h), Geraniol
(ty= 9h) und Geranylsaure (tq= 11h). In einem zweiten Experiment wurde dem
Medium zuséatzlich zur jeweiligen Kohlenstoffquelle 10 mM Wolframat zugegeben
(Bild 2.2B). Die Verdopplungszeiten beim Wachstum auf Citronellol, Citronellsaure,
Geranylsaure und Succinat waren nahezu identisch zu den Verdopplungszeiten beim
Wachstum ohne Wolframat im Kontrollexperiment. Beim Wachstum von PAO1 auf
Geraniol in Gegenwart von Wolframat konnte ein deutlicher Unterschied festgestellt
werden. So konnte gerade eine Verdopplung in der optischen Dichte gemessen
werden, bevor das Wachstum komplett eingestellt wurde. Um zu testen, ob diese
Wachstumshemmung auf Geraniol durch die spezifische Hemmung
molybdanabhangiger Prozesse oder durch einen toxischen Effekt von Wolframat
ausgel6st wurde, wurde in einem dritten Versuchsansatz dem Medium neben den
jeweiligen Kohlenstoffquellen 10 mM Wolframat und zusatzlich 12 mM Molybdat
zugegeben. Sollte es sich um einen toxischen Effekt durch Wolframat handeln, so
durfte in diesem Versuchsansatz ebenfalls kein Wachstum auf Geraniol erfolgen.
Handelt es sich jedoch um eine spezifische Hemmung molybdanabhangiger
Reaktionen, so miusste diese durch Zugabe einer hdéheren Konzentration an
Molybdat aufgehoben werden kénnen. Bild 2.2C zeigt, dass durch Zugabe von
12 mM Molybdat die Wachstumshemmung von PAO1 auf Geraniol durch Wolframat
aufgehoben werden konnte und kein Unterschied zum Wachstum ohne Wolframat
und Molybdat im Medium festgestellt wurde. Damit war gezeigt, dass die Oxidation
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von Geraniol zur Geranylsaure molybdanabhangige Schritte enthalt (HOSCHLE &

JENDROSSEK, 2005).

(A)
Sy
|
1 " w.ee’
7 L e YEY ¥V [
.. o vavvv 4
= Q 7
o vl
Q | | o v -
u v v v
n L3N]
] .qv;vgv
¥ro
Voegv
o1 g?*d 7
'W
0 10 20 30 40 50
(B) +10mM Nas\WO,
gim ®
.I
1 . 0
O,
o ] ‘9..90. v OwYVY §
o} L .0
o
© n . va
- ¥ v v
¥ ep v v Yy T ¥yyy
LR TRAL A A A/ v
.ggcyvv
0,1§7v'
*
0 10 20 30 40 50
(C) +10mM Nas WO, +12mM NasMoO4
..III n
n
™ .I. 9o oo YexvYYy
) - See * %v;vvv g
=
o n *? V; v
u . v v
o4
Doo‘g2 .V
BEPERA
v * v ¥
01 . 'V
v
v
0 10 20 20 40 50
time [h]
Bild 2.2: Einfluss von Wolframat auf das Wachstum des

von

P. aeruginosa PAO1 in Tris-gepuffertem Medium mit den Kohlenstoffquellen
Citronellol (e), Citronellsédure (o), Geraniol (v), Geranylsaure (v) und Succinat
(w); (B) Zugabe von 10 mM Wolframat; (C) Zugabe von 10 mM Wolframat und

12 mM Molybdat; aus HOSCHLE & JENDROSSEK (2005)
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Flr die Umsetzung von Geraniol zu Geranylséaure sind zwei Oxidationsschritte nétig.
Um zu untersuchen, welcher dieser Schritte molybdanabhéngig ist, wurden der
Wildtyp, die Transposonmutante #11/10/5, die Mutante #11/10/5K mit intaktem
moeA2 auf einem Plasmid, und die Mutante P. aeruginosa Sm'-A3028 auf Geranial
(Citral) kultiviert. Zum Vergleich wurde eine Kultivierung dieser Stdmme auf
Citronellal durchgefahrt. Auf Citronellal zeigten alle Mutanten ein zum Wildtyp
vergleichbares Wachstum. Auf Geranial zeigten nur der Wildtyp und die Mutante
#11/10/5K ein Wachstum. Mutanten mit defektem moeA2-Gen zeigten kein
Wachstum. Ebenso konnte bei Wachstumsversuchen auf festem Nahrmedium
gezeigt werden, dass das Wachstum von PAO1-Wildtyp auf Geranial mit Wolframat
gehemmt werden kann. Diese Hemmung kann durch Zugabe einer hdéheren
Konzentration an Molybdat wieder aufgehoben werden. Die Versuche zeigten, dass
es sich bei der Oxidation von Geranial zur Geranylsdure um eine
molybdéanabhangige Reaktion einer Geranialdehydrogenase handelt. Ob die
Oxidation von Geraniol zu Geranial ebenfalls molybdanabhangig ist, konnte durch
die Ergebnisse dieser Versuche nicht ausgeschlossen werden. Fest steht jedoch,
dass die Oxidation von Citronellol zur Citronellsdure nicht mit denselben Enzymen
katalysiert wird, wie die Oxidation von Geraniol zur Geranylsdure. Wie
Wachstumsversuche von P. citronellolis und P. mendocina auf Citronellol,
Citronellsaure, Geraniol, und Geranylsdure zeigten, konnte keine Hemmung des
Wachstums auf Citronellol, Citronellsdure und Geranylsdure durch Wolframat
festgestellt werden und lediglich eine leichte Hemmung beim Wachstum auf
Geraniol. Daraus kann geschlossen werden, dass die Oxidation von Geraniol zur
Geranylsaure in P. aeruginosa nicht mit den selben Enzymen wie die Oxidation in
P. citronellolis und P. mendocina ablaufen kann oder dass molybdanunabhangige
Isoenzyme in P. citronellolis und P. mendocina diese Reaktion katalysieren kénnen,
so dass keine komplette Wachstumshemmung durch Zugabe von Wolframat auftritt.
Die Beteiligung molybdanabhangiger Schritte in P. aeruginosa wird weiter gestitzt
durch die hohe Anzahl an Transposonmutanten, die kein Wachstum auf Geraniol
zeigten, da die Synthese von Molybdancofaktoren mehrere enzymatische Schritte
und die Zusammenarbeit vieler Genprodukte bendétigt (NICHOLS & RAJAGOPALAN,
2002; WUEBBENS & RAJAGOPALAN, 2003). Eine Mutation in nur einem Gen der
Moco-Biosynthese fihrt zum Verlust der Bildung von aktivem Moco und somit zu
einem Geraniol-negativen Phanotyp.



Citronellolabbau in PAO1 27

Wie durch Vergleich der Proteinsequenz von MoeA2 mit Proteinen aus P. aeruginosa
festgestellt werden konnte, ist im Genom ein weiteres MoeA-Protein (MoeA1)
enthalten. Weitere Recherchen zeigten, dass neben MoeA mit MoaA und MoaB zwei
weitere Enzyme, die in der Moco-Biosynthese an der Bildung des Precursor Z
beteiligt sind (LEIMKUHLER et al., 1999), doppelt im Genom von P. aeruginosa
vorliegen. Alle an der Biosynthese von Molybdancofaktoren beteiligten Gene liegen
teilweise raumlich voneinander getrennt im ganzen Genom. In Bild 2.3 ist die

Verteilung der Moco-Biosynthesegene im Genom schematisch dargestellt.

PAD487 moad2 modC  modB  modA moeA2 moaB2PA3030  moaAft moeA1 moaB1 moaE moalD moaC
PAD48BT: probable molybdenum transport regulator PA3030: probable molybdopterin-guanine dinucleotide
moaA2 (PA1505) molybdopterin biosynthetic protein A2 biosynthese protein MobA
modC (PA1861).  molybdenum transport protein ModC moad 1 (PA3870). molybdopterin biosynthetic protein A1
modB (PA1862).  molybdenum transport protein ModB moeA 1 (PA3914). molybdenum cofactor biosynthesis protein A1
modA (PA1863)  molybdate-binding periplasmatic protein moaB1 (PA3915). molybdopterin biosynthetic protein B1

precursor ModA moaE (PA3916).  molybdopterin converting factor, large subunit
moeA2 (PA3028). molybdenum cofactor biosynthesis protein A2 moal (PA3917).  molybdopterin converting factor, small subunit
moaB2 (PA3029) molybdopterin biosynthetic protein B2 moaC (PA3918)  molybdopterin biosynthetic protein C
Bild 2.3: Gene fir die Molybdancofaktor-Biosynthese in P. aeruginosa PAO1 (Daten zur

Erstellung der Graphik aus www.pseudomonas.com).

Joshi und Rajagopalan konnten zeigen, dass P. aeruginosa zwei verschiedene
Molybdancofaktoren, namlich Molybdopterin (MPT) und Molybdopterin-Guanin-
Dinucleotid (MGD) enthalt (JOSHI & RAJAGOPALAN, 1994), wobei Molybdopterin in
die Xanthin-Dehydrogenase eingebaut wird.

Um herauszufinden, welcher dieser beiden Molybdancofaktoren durch den Defekt im
moeA2-Gen nicht mehr synthetisiert wird bzw. welcher Cofaktor an der Oxidation von
Geraniol zur Geranylsaure beteiligt ist, wurde die Aktivitdt der Xanthin-
Dehydrogenase bestimmt (JOHNSON et al., 1991). Durch Induktion der Xanthin-
Dehydrogenase mittels Hypoxanthin konnte sowohl im Rohextrakt vom Wildtyp als
auch in den Rohextrakten der Transposonmutante #11/10/5 und der Mutante
#11/10/5K mit intaktem moeA2 auf einem Plasmid eine vergleichbare Aktivitat von
ungeféahr 0,15 mU/mg gemessen werden. In den Rohextrakten von uninduzierten

Zellen konnte eine rund 10-fach niedrigere Grundaktivitat gemessen werden.
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Dieses Ergebnis sowie die Tatsache, dass P. aeruginosa zwei MoeA-Proteine besitzt
und zwei verschiedene Molybdancofaktoren synthetisiert werden, lassen vermuten,
dass MoeA2 nicht an der Synthese des Molybdopterin-Cofaktors beteiligt ist und
somit dieser Cofaktor keine Rolle bei Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure spielt.
Vielmehr lasst dieses Ergebnis vermuten, dass der Cofaktor Molybdopterin-Guanin-

Dinucleotid an der Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure beteiligt ist.

2.3 Das atu-Cluster fur den Abbau von azyklischen Terpenen

Um Gene zu identifizieren, die direkt am Abbau von azyklischen Terpenen beteiligt
sind, wurden Transposonmutanten untersucht, die kein Wachstum auf Citronellol,
Geraniol, Citronellsdure und Geranylsaure zeigten und deren Wachstum auf Glucose
und Succinat nicht beeintrachtigt war. Wie die Tabellen 2.1 und 2.2 zeigten, konnten
3 Mutanten mit diesem Phanotyp isoliert werden. Das Transposon in den Mutanten
#36B/1/1 und #36B/2/1 konnte im ORF PA1617, dessen Genprodukt einem
moglichen AMP-Bindeprotein zugeordnet wurde, lokalisiert werden. Das Transposon
in Mutante #22B/1/1 konnte im ORF PA2890 lokalisiert werden, dessen Genprodukt
in der Datenbank als eine mdglichen Enoyl-CoA-Hydratase/Isomerase beschrieben
ist. Da eine Enoyl-CoA-Hydratase im vorgeschlagenen Abbauweg vorkommt, schien
diese Mutante sehr interessant zu sein.

Unabhangig von dieser Mutante wurde in der vorliegenden Arbeit im Genom von
P. aeruginosa nach biotinabhangigen Carboxylasen gesucht und deren flankierende
Bereiche analysiert. Mit den ORFs PA2886-PA2893 konnte ein Cluster gefunden
werden, dessen Genprodukte neben zwei Untereinheiten einer potentiellen
biotinabhangigen Carboxylase auch weitere potentielle Proteine enthielt, die flr den
von Seubert & Fass vorgeschlagenen Abbau von Citronellol und Geraniol zu 7-
Methyl-3-oxo0-6-octenoyl-CoA (SEUBERT & FASS, 1964b) notwendig sind. Das
gefundene Cluster ist in Bild 2.4 dargestellt.



Citronellolabbau in PAO1 29

Chr
f

3235k G236k 3237k 3238k 323dk 3240k 3241k 3edzk 3243k Szddk 3245k Szdek Gzdsk 324Bk 3240k 3290k 32Olk 3202k 3293k

|1l Genes with Pseudononas.con links

PAZE51 PAZEE3 PRzZE35 PAZEE7 PRZEES PAZEIL PAZE33 PAZE35 PRZEI7 PAZ:
—1 O 1 — [ [ [ : ~—1 jo—
PRZ852 PAZ2884 PAZE86 PAZ853 PRZEI0 PAZE92 PRZE94 PRZE96 PH
< [E— [ [ — = < | ks
11 Proteins with NCBI links
robable two-component response regulator acyl-CoA dehydrogenase hypothetical protein
PI0:9948971; MY:34070.32, pl:7.6288, GC:69.75% PID:9948980; MW:42714.23, pl:6.2722, GC:64.94% PI0:9945937; MW:26861.59,
probable two-component sensor robable enoyl-Cod hydratase/isomerase probable sigma-70 fa
PID:9948972; MW:40777.61, pl:5.9053, GC:68.64% PID:9948981; MW:27717.75, pl:5.184, GC:72.73%  PID:9948988; MW:2226)
hypothetical protein probable biotin carboxylazesbiotin carboxyl carrier protein Q%F
FID:2948973; MW:6269.34, pl:7.5429, GCi6d.55% PID:9945982: MWi71747.75, pli6.1314, GC:7l.264 PID
hypothetical protein robable short-chain dehudrogenase Ei
PID:994E974; MW:iZE559.38, pl:9.6773, GCi66.6% PID:IO4E953: MWi29630.91, pli7. 1651, GC:69.99% P
probable transcriptional regulator robable very-long-chain acyl-CoA synthetas
PID:9948975; MW:Z2057.31, pl:d.9138, GC:67.51% PID:9945954 ; MW:670d7 .54, pli5.1339, GC:ioa.
hypothetical protein hypothetical protein
PID:0948976; MW:6d4435.54, pl:5.0456, GC:69.94% PIO:9948985; MW:15302.73, pl:l
rohable short-chain dehydrogenase probable trans
PID:9248978; MY:30750.81, pli7.3242, GCi6S.152 PIO:9945959: My

robable biotin-dependent carboxylase
PID:994E979; MW:G7325.38, pl:6.5267, GCi68.9%

Bild 2.4: Potentielles Cluster fiir den Citronellolabbau in P. aeruginosa
(aus www.pseudomonas.com)

Da der Insertionsort des Transposons in Mutante #22B/1/1 auch innerhalb dieses
Clusters lokalisiert werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass es sich um Gene
handelt, die am Abbau von Citronellol und Geraniol in P. aeruginosa beteiligt sind.

Durch Diaz-Perez wurde wahrend der Erstellung der vorliegenden Arbeit ein
gny-Cluster (gnyRDBHAL; ORF PA2011-PA2016) aus P. aeruginosa beschrieben,
welches ebenfalls am Abbau von linearen Terpenen beteiligt ist (DIAZ-PEREZ et al.,
2004), da Insertionen innerhalb dieses Genclusters zu einem Verlust des Wachstums
auf azyklischen Terpenen fihrten. Das gny-Cluster enthielt ebenfalls zwei Gene,

deren Genprodukte hohe Ahnlichkeiten zu Carboxylaseuntereinheiten aufwiesen.

Um festzustellen, welche Carboxylasen und somit auch welches der beiden Cluster
nun fir den Abbau von Citronellol und Geraniol zu 7-Methyl-3-0x0-6-octenoyl-CoA
und fir den weiteren Abbau von 3-Methylcrotonyl-CoA zu Acetyl-CoA und
Acetoacetat zustéandig sind, wurde ein proteinbiochemischer Ansatz gewéhlt. Da es
sich sowohl bei der Geranyl-CoA-Carboxylase (GCase) als auch bei der
Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (MCase) um ein biotinabhangiges Protein handelt,
sollte die Induktion biotinhaltiger Enzyme in P. aeruginosa beim Wachstum auf
verschiedenen Kohlenstoffquellen untersucht werden. Als Kohlenstoffquellen wurden
Glucose, Citronellsdure und Isovaleriansaure ausgewahlt. Sollte der bisher
angenommene Abbauweg fur P. citronellolis (SEUBERT & FASS, 1964b) und die



30 Citronellolabbau in PAO1

Tatsache, dass beim Wachstum von P. citronellolis auf Citronellsdure neben der
GCase auch die MCase und beim Wachstum auf Isovaleriansdure nur die MCase
induziert werden (FALL & HECTOR, 1977; HECTOR & FALL, 1976a; HECTOR &
FALL, 1976b), auch in P. aeruginosa gultig sein, so mussten beim Wachstum auf
Citronellsaure sowohl die GCase als auch die MCase induziert werden. Beim
Wachstum auf Isovaleriansdure durfte nur die MCase induziert werden. Das
Wachstum auf Glucose diente zur Kontrolle, da unter diesen Bedingungen weder die
GCase noch die MCase induziert sein sollte.

Nach Kultivierung von Wildtypzellen von P. aeruginosa in Minimalmedium mit
0,5% Glucose und Minimalmedium mit 0,1% Glucose und 0,2% Natriumcitronellat
bzw. 0,2% Natriumisovalerat wurde der gewonnene Rohextrakt Gber an eine Matrix
gekoppeltes monomeres Avidin aufgereinigt. Da Avidin sehr spezifisch an Biotin
bindet, konnten somit alle fiir die Untersuchung interessanten biotinhaltigen Proteine
von allen anderen Proteinen im Rohextrakt abgetrennt werden. Durch die
Verwendung von monomerem Avidin konnten die Biotinproteine im nativen Zustand
eluiert werden, so dass neben den biotinhaltigen Untereinheiten auch die biotinfreien
Untereinheiten gewonnen werden konnten. Die aufgereinigten Proteine wurden mit
einem denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt und im anschlieBenden Western Blot
mit Streptavidin-AP-Konjugat auf Biotin untersucht. In Bild 2.5 sind SDS-Gel und
anschlieBender Western Blot gezeigt. In Glucose gewachsenen Zellen konnte nur ein
biotinhaltiges Protein mit einer molekularen Masse von ungefahr 63 kDa gefunden
werden (Bild 2.5B). Dieses Protein scheint konstitutiv exprimiert zu werden, da es bei
mit Citronellsdure und bei mit Isovaleriansdure gewachsenen Zellen ebenfalls
auftauchte und scheint somit keine Rolle bei der Carboxylierung von
methylverzweigten Komponenten zu spielen. Im Rohextrakt Citronellsaure kultivierter
Zellen konnten neben dem eben genannten Protein zwei weitere biotinhaltige
Polypeptide mit molekularen Massen von ungefahr 71 kDa und 74 kDa gefunden
werden. Da beim Wachstum auf linearen Terpenen beide Carboxylasen (MCase und
GCase) induziert werden sollten, misste es sich bei diesen beiden Proteinen um die
biotinhaltigen Untereinheiten der GCase und MCase handeln. Im Rohextrakt mit
Isovaleriansaure gewachsener Zellen konnte neben dem 63 kDa-Protein noch ein
Polypeptid mit einer molekularen Masse von ungefahr 74 kDa gefunden werden. Das
71 kDa-Protein  konnte definitiv nicht nachgewiesen werden. Nach dem
vorgeschlagenen Abbauweg (SEUBERT & FASS, 1964b) und den Untersuchungen
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von Hector & Fall (FALL & HECTOR, 1977; HECTOR & FALL, 1976a; HECTOR &
FALL, 1976b) wird die GCase nur beim Wachstum auf Citronellsdure induziert. So
musste es sich bei dem Polypeptid mit einer molekularen Masse von 74 kDa um die
Biotinuntereinheit der MCase und beim Polypeptid mit einer molekularen Masse von
71 kDa um die Biotinuntereinheit der GCase handeln. Damit scheinen die GréBen
der Biotinuntereinheiten der MCase und GCase unterschiedlich zu den GréBen in
P. citronellolis zu sein, denn hier konnten die molekularen Massen der
Biotinuntereinheiten mit einer GréBe von 73 kDa (MCase) und 75 kDa (GCase)
bestimmt werden (FALL, 1981). Vergleicht man das Ergebnis mit den Resultaten von
Diaz-Perez, so kédnnen nur Unterschiede von 1 kDa im Hinblick auf die Masse der
Biotinproteine festgestellt werden. Dieser Massenunterschied ist jedoch zu gering,
um signifikant zu sein. Auch Diaz-Perez konnte auf mit Glucose als Kohlenstoffquelle
gewachsenen Zellen ein biotinhaltiges Polypeptid mit einer molekularen Masse von
62 kDa detektieren, das konstitutiv exprimiert wird. In  mit Citronellsdure
gewachsenen Zellen konnten ebenfalls zwei weitere biotinhaltige Proteine mit
molekularen Massen von 70 kDa und 73 kDa identifiziert werden (DIAZ-PEREZ et
al., 2004), wobei das 73 kDa-Protein in allen Mutanten nicht mehr induziert wurde.
Anhand dieser Ergebnisse und durch die Tatsache, dass die MCase in P. citronellolis
eine kleinere molekulare Masse als die GCase aufwies, schlossen Diaz-Perez und
Mitarbeiter daraus, dass es sich beim 70 kDa-Protein um die biotinhaltige MCase-
Untereinheit und beim 73 kDa-Protein um die biotinhaltige GCase-Untereinheit
handelt. Mit Isovaleriansdure gewachsene Zellen wurden nicht untersucht.
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Bild 2.5: SDS-Gel und Western Blot Analyse von biotinhaltigen Proteinen in

P. aeruginosa PAO1 nach der Avidinaufreinigung (HOSCHLE et al., 2005b).
(A) Mit Coomassie-blue gefarbtes 10%iges SDS Gel, (B) auf PVDF-Membran
Ubertragene Proteine. Proteine mit einem MW kleiner als ~ 25 kDa sind aus dem Gel
ausgelaufen; aus HOSCHLE et al. (2005b)

Um nun genau zeigen zu kdénnen, welche biotinhaltigen Proteinuntereinheiten an der
Carboxylierung von methylverzweigten Komponenten beteiligt sind, wurde neben
den biotinhaltigen Polypeptiden auch alle biotinfreien Polypeptide mit Citronellsaure
gewachsener Zellen (Bild 2.5A) aus einem mit Coomassie gefarbten SDS-Gel
ausgeschnitten und ein tryptischer Fingerprint mit anschlieBender ESI-MS-
basierender Aminosauresequenzierung durchgefihrt (Durchfihrung erfolgte durch
Dr. V. Gnau von der Universitat Tdbingen). Von jedem biotinhaltigen Polypeptid
wurden 13 Fragmente analysiert und mit den Proteinsequenzen von P. aeruginosa
verglichen. Das 63 kDa-Protein (Bande Nr. 3), welches konstitutiv exprimiert wurde,
und in allen Wachstumsexperimenten auftrat, konnte eindeutig dem Genprodukt von
ORF PA5435, einer mdglichen Acetyl-CoA-Carboxylase/Transcarboxylase-
Untereinheit, in P. aeruginosa zugeordnet werden. Das 74 kDa-Protein (Bande
Nr. 1), welches sowohl in mit Isovaleriansdure als auch in mit Citronellsaure als
Kohlenstoffquelle gewachsenen Zellen induziert wurde, konnte eindeutig dem
Genprodukt von ORF PA2012 (liuD, gnyA), das 71 kDa-Protein (Bande Nr. 2),
welches nur in mit Citronellsdure gewachsenen Zellen induziert wurde, eindeutig
dem Genprodukt von ORF PA2891 (afuF) zugeordnet werden. Die drei biotinfreien
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Polypeptide (Banden Nr. 4/5 und Bande Nr. 6) konnten den Genprodukten von ORF
PA2014 (liuB, gnyB; 63 kDa) und PA2888 (atuC; 63 kDa) und dem Genprodukt von
ORF PA5436 zugeordnet werden, und stellen somit die biotinfreien Untereinheiten
der Carboxylasen dar. Die Banden 4 und 5 konnten aufgrund ihrer sehr &hnlichen
Masse im SDS-Gel nicht getrennt werden. Die nach der DNA-Sequenz theoretisch
berechneten molekularen Massen von AtuF und LiuD sind mit 71,7 kDa und
71,3 kDa in der Pseudomonas-Datenbank angegeben. Der Unterschied zu den
tatsachlich bestimmten molekularen Massen lasst sich nicht erklaren, wird aber in
SDS-Gelen oft beobachtet und kénnte an der individuellen Aminosauresequenz der
Proteine liegen. Das erhaltene Ergebnis war ein klarer Widerspruch zu den
Interpretationen von Diaz-Perez. Es konnte gezeigt werden, dass das 71 kDa-Protein
und somit AtuF nur in mit Citronellsdure als Kohlenstoffquelle gewachsenen Zellen
induziert wurde und es sich somit um die biotinhaltige Untereinheit der GCase
handelt misste. Da das 74 kDa-Protein und somit LiuD sowohl in mit Citronellsaure
gewachsenen als auch in mit Isovaleriansaure gewachsenen Zellen induziert wurde,
muUsste es sich hierbei um die Biotinuntereinheit der MCase handeln. Es stellte sich
nun die Frage, wie es zu diesem Widerspruch kommen konnte. Diaz-Perez und
Mitarbeiter schlossen aus ihren Ergebnissen und der Tatsache, dass das Wachstum
aller Mutanten im Jiu-Cluster (vormals gny-Cluster) auf der Kohlenstoffquelle 6-
Methyl-5-hepten-2-on (Fluka, Steinheim, Deutschland) nicht beeintrachtigt war, dass
der Abbauweg von Leucin voll funktionsfahig ist. Die Komponente
6-Methyl-5-hepten-2-on mit acht Kohlenstoffatomen soll nach ihren Angaben auf der
Stufe des Methylcrotonyl-CoA (fiinf Kohlenstoffatome) in den Leucinabbau
einflieBen. Um dies zu Uberprifen, wurde der Wildtyp von P. aeruginosa auf der
Kohlenstoffquelle 6-Methyl-5-hepten-2-on kultiviert. Da Uberraschenderweise kein
signifikantes Wachstum festgestellt werden konnte, wurden weitere 6 verschiedene
Stamme von P. aeruginosa mit verschiedenen Methoden und verschiedenen
Konzentration der Kohlenstoffquelle getestet. Dazu wurde die Kohlenstoffquelle in
den Agar injiziert, ein mit 6-Methyl-5-hepten-2-on getrankter Filter in den Deckel der
Agarplatte gegeben oder die Kohlenstoffquelle in einer gesattigten Atmosphére in
geschlossenen GefaBen dargereicht. Die untersuchten Stamme (B104, CF-3MR,
HAB911, HABS1, PA81 und PAC1) zeigten ebenfalls wie P. aeruginosa PAO1 auch
nach Inkubationszeiten bis zu einer Woche bei 30°C oder 37°C kein starkeres

Wachstum als die Kontrollen ohne Kohlenstoffquelle. Diese Versuche zeigten, dass
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6-Methyl-5-hepten-2-on als Substrat von P. aeruginosa nicht umgesetzt werden kann
und somit auch keine Aussage Uber die Funktionsfahigkeit des Leucinabbaus geben
kann. Hierzu eignen sich Leucin und Isovaleriansdure, die bekanntlich Gber den
Leucinabbauweg metabolisiert werden (LENGELER et al., 1999).

Durch die gezielte Mutagenese (WINDGASSEN et al., 2000) von AtuF (ORF
PA2891), einer biotinhaltigen Carboxylaseuntereinheit, sollten die eigenen
Interpretationen der Ergebnisse noch weiter gestitzt werden. Die erzeugte Mutante
P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF zeigte kein Wachstum auf den linearen Terpenen
(Citronellol, Geraniol, Citronellsaure und Geranylsaure). Das Wachstum der Mutante
auf Leucin und Isovaleriansaure zeigte keinen Unterschied zum Wildtyp, was
bedeutet, dass der Leucinabbau in dieser Mutante voll funktionsfahig war. Das
Wachstum auf Glucose, Succinat und Acetat war ebenfalls unbeeinflusst (Daten
nicht gezeigt). Die Western Blot Analyse der aufgereinigten Biotinproteine mit
Citronellsaure und Isovaleriansaure als Kohlenstoffquelle gewachsener Zellen dieser
Mutante zeigte ebenfalls, dass ein 74 kDa-Polypeptid in beiden Fallen induziert
wurde, wahrend das 71 kDa-Polypeptid in mit Citronellsaure gewachsenen Zellen
nicht induziert wurde (Bild 2.6). Folglich handelt es sich bei dem zerstérten
Genprodukt um die biotinhaltige Untereinheit der GCase. Ein 63 kDa-Protein wurde
konstitutiv in allen durchgeflihrten Wachstumsexperimenten exprimiert.
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Bild 2.6: Western Blot Analyse biotinhaltiger Proteine in Avidin-gereinigtem Rohextrakt
der Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF. Wachstum auf Glucose
(0,5%), Glucose (0,1%) mit Citronellsdure (0,2%) und Glucose (0,1%) mit
Isovaleriansaure (0,2%). Proteine mit einem MW kleiner als ~ 25 kDa sind aus dem
Gel ausgelaufen; aus HOSCHLE et al. (2005b).
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Nach einer Trypsin-Fingerprint-Analyse und anschlieBender Aminosaure-
sequenzierung aller Proteine (durchgefiihrt von Dr. V. Gnau, Universitat Tlbingen)
konnte das biotinhaltige 63 kDa-Protein erneut dem Genprodukt von ORF PA5435
zugeordnet werden. Das 74 kDa-Biotinprotein konnte eindeutig LiuD zugeordnet
werden. Die biotinfreien Polypeptide konnten zweifelsfrei als LiuB (58 kDa) und als
Genprodukt von ORF PA5436 (48 kDa) identifiziert werden. Somit war eindeutig
gezeigt, dass LiuD die biotinhaltige und LiuB die biotinfreie Untereinheit der MCase
darstellen und AtuF und AtuC die Untereinheiten der GCase sind (HOSCHLE et al.,
2005b).

Weiterhin wurden die Proteinsequenzen der beiden Cluster aus P. aeruginosa mit
dem Genom von P. putida KT2440, einem nahen verwandten und ebenfalls
sequenzierten Mikroorganismus, verglichen. P. putida KT2440 besitzt die Fahigkeit,
auf Leucin und lIsovaleriansdure zu wachsen. Er ist jedoch nicht in der Lage,
azyklische Terpene wie Citronellol und Citronellsaure zu verwerten und sollte somit
keine Gene fir den Abbau von Terpenen besitzen (CANTWELL et al., 1978;
SCHAEFFER et al., 1979). Im Genom von P. putida KT2440 konnte ein Cluster mit
vier Genen (PP4064-PP4067) gefunden werden, dessen Genprodukte mit 67-87%
Aminosaureidentitdt eine sehr hohe Ahnlichkeit zu den Genprodukten des Clusters
liuA-liuE aufweisen, die mit 35-51% Aminosaureidentitat aber eine deutlich geringere
Ahnlichkeit zu Genprodukten des Clusters atuA-atuH haben. Aufgrund dieser hohen
Ahnlichkeit auf Aminosédureebene liegt die Vermutung nahe, dass es sich um die
Gene fur den Leucinabbau in P. putida KT2440 bzw. in P. aeruginosa PAO1 handelt.
Aus diesem Grunde wurde das von Diaz-Perez veréffentlichte gny-Cluster (DIAZ-
PEREZ et al., 2004) in das liu-Cluster (leucin and isovalerate utilization) umbenannt.
Das Cluster mit den ORFs PA2886 bis PA2893 wurde auf Grund des Phanotyps der
Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF als atu-Cluster (acyclic (mono-)terpene
utilization) bezeichnet.

Um jedoch eindeutig zu zeigen, dass es sich beim liu-Cluster um Gene flr den

Leucinabbau handelt, sollten noch weitere Versuche durchgefiihrt werden.
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2.4 Das liu-Cluster fiur den Abbau von Leucin und

Isovaleriansaure

Wie im vorigen Kapitel bereits gezeigt werden konnte, scheint das liu-Cluster sowohl
essentiell fir den Abbau von Leucin und Isovaleriansdure als auch neben dem
atu-Cluster an der Verwertung azyklischer Terpene beteiligt zu sein. Diese These
sollte nun durch weitere Versuche gestitzt werden.

Sowohl die durch gezielte Mutagenese hergestellte Insertionsmutante
P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF, mit einer Mutation in der biotinhaltigen
Carboxylaseuntereinheit, als auch die Transposonmutante #22B/1/1, mit einer
Mutation in der vermeintlichen Enoyl-CoA-Hydratase/lsomerase (atuE), zeigten kein
Wachstum auf Citronellol, Geraniol, Citronellsdure und Geranylsaure. Bei der
Umsetzung von Leucin und Isovaleriansaure konnte jedoch kein Unterschied zum
Wildtyp festgestellt werden, was zeigt, dass in diesen Mutanten ein funktionsfahiger
Leucinabbauweg vorhanden sein muss. Um nun das Wachstum von Mutanten im
liu-Cluster, welches sehr wahrscheinlich fir den Abbau von Leucin verantwortlich ist,
zu untersuchen, wurden durch gezielte Mutagenesen (WINDGASSEN et al., 2000)
die Gene liuD, dessen Genprodunkt die biotinhaltige Carboxylaseuntereinheit
darstellt, und /iuC, dessen Genprodukt eine vermeintliche Enoyl-CoA-Hydratase
darstellt, zerstort. Die Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuD zeigte
ebenso wie die Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF kein Wachstum
auf den azyklischen Terpenen. Beim Wachstum auf Leucin und Isovaleriansaure
zeigte sich jedoch ein deutlicher Unterschied. Wahrend das Wachstum von
P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-atuF auf diesen Kohlenstoffquellen nicht beeinflusst
war, konnte die Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuD diese nicht mehr
umsetzen. Das Wachstum auf Glucose, Succinat und Acetat war bei beiden
Mutanten nicht beeinflusst. Die Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuC
zeigte wie die Transposonmutante #22B/1/1 (atuE) kein Wachstum auf Citronellol,
Geraniol und Geranylsaure, jedoch ein schwaches, verglichen mit dem Wildtyp stark
eingeschranktes Wachstum auf Citronellsdure. Auch hier konnte beim Wachstum auf
Leucin und Isovaleriansaure ein deutlicher Unterschied festgestellt werden. So zeigte
die liuC-Mutante auch nach mehrtagiger Inkubation kein Wachstum auf Leucin und
Isovaleriansdure wahrend das Wachstum der atuE-Mutante #22B/1/1 auf diesen
Kohlenstoffquellen keinen Unterschied zum Wildtyp zeigte. Die Wachstumsversuche
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dieser Mutanten zeigten schon deutlich, dass das liu-Cluster essentiell flr die
Umsetzung von Leucin und Isovaleriansdure sein muss. Im vorherigen Kapitel
konnte bereits gezeigt werden, dass im Genom von P. putida KT2400 ein Cluster mit
vier Genen (PP4064-PP4067) vorhanden ist, dessen Genprodukie mit 67-87%
Aminosaureidentitdt sehr hohe Ahnlichkeiten zu Genprodukten des liu-Clusters
aufweisen. Da der Abbau von azyklischen Terpenen bisher nur in P. citronellolis,
P. aeruginosa und P. mendocina nachgewiesen werden konnte (CANTWELL et al.,
1978; SCHAEFFER et al., 1979), sollten andere Pseudomonaden, die in der Lage
sind, Leucin und Isovaleriansdure umzusetzen, keine Gene fir den Abbau von
Terpenen besitzen.

Beim Abgleich der Proteinsequenz des liu-Clusters mit den Proteinsequenzen der
bereits sequenzierten Genome von P. fluorescens Pf-5 und
P. syringae tomato str. DC3000 konnten Cluster, deren Genprodukte eine Ahnlichkeit
von 67-89% und 65-87% Aminosaureidentitat zu den Genprodukten des liu-Clusters
aufwiesen, gefunden werden. Die Cluster der verschiedenen Pseudomonaden sind
in Bild 2.7 schematisch dargestellt. Im Vergleich zum atu-Cluster in P. aeruginosa
(Bild 2.7A) besitzen alle liu-Cluster 5 Gene sowie ein Regulatorgen (Bild 2.7 C-F), die
entweder als Cluster vorliegen oder im Genom verteilt sind. Diese hohen
Ahnlichkeiten und die Tatsache, dass Mutanten in den liu-Genen von P. aeruginosa
kein Wachstum auf Leucin und Isovaleriansaure zeigten, lassen vermuten, dass alle
diese Cluster am Abbau von Leucin und Isovaleriansadure in den jeweiligen

Organismen beteiligt sind.
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(A) P. aeruginosa atu-cluster

tuR? atuA atuB atuC atuD atuE atuF atu atuH
(PA2885) (PA2886) (PA2887) (PA2888) (PA2889) (PA2800)  (PA2891) (PA2892)  (PA2893)
(B) P. fluorescens Pf-5, putative atu-cluster
atuR?/pfiT  atuA atuB  atuC/accD1 atuDffadE13 atuE/echA7  atuF
(PFL4193) (PFL4194) (PFL4195) (PFL419 (PFL4197) (PFL4198) (PFL4199)
(©) P. aeruginosa liucluster

liukE liuD liuC liuB liuA luR
(P!2011) (PA2012)  (PA2013) (PA2014) !PA2015] (EAEEHG}

(D) P. putida, putative liucluster

liuR? liuE/mvaB liuA/ivd liuB liuC liuD ?
(PP3539) (PP3540) (PP4064) (PP4065) (PP406B)  (PP4067) (PP4068)

(E) P. fluorescens Pf-5, putative liucluster

liuA/iv liuB/mecB,.  liuClechA7 liuD

(PFL3936)  (PFL3937) (PFL3938)  (PFL3939)

(F) P. syringae DC3000, putative liucluster

liuD liuC liuB liuA

(PSPTO2736) (PSPTOZ2737) (PSPFTO2738) (PSPTO2739) (PSPTO2742) (PSPTO2743)
|:> protein with unknown function atuA: hypothetical protein
atuB: probable short-chain dehydrogenase
atucC: geranyl-CoA carboxylase, B-subunit
liuA: probable acyl-CoA dehydrogenase atuD: probable acyl-CoA dehydrogenase
liuB: methylcrotonyl-CoA carboxylase, atuk: isohexenylglutaconyl-CoA hydratase
B-subunit atuF: geranyl-CoA carboxylase, a-subunit
liuC: methylglutaconyl-CoA hydratase (biotin-containing)
liuD: methylcrotonyl-CoA carboxylase, atuG: probable short-chain dehydrogenase
a-subunit (biotin-containing) atuH: probable very-long-chain acyl-CoA
liuE: hydroxymethylglutaryl-CoA lyase synthase
liuR: probable transcriptional regulator atuR: probable transcriptional regulator
Bild 2.7: Atu- und liu-Cluster aus P. aeruginosa PAO1 (A und C) und P. fluorescens Pf-5

(B und E) sowie mdgliche liu-Cluster von P. putida KT2400, und
P. syringae DC3000 (Daten von www.pseudomonas.com und www.tigr.org) aus
HOSCHLE et al. (2005a)
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Beim Vergleich der Proteinsequenz des atu-Clusters aus P. aeruginosa mit den
Proteinsequenzen der Genome der oben genannten Pseudomonaden konnte im
Genom von P. fluorescens Pf-5 Uberraschenderweise ein Cluster mit 6 Genen
gefunden werden, dessen Genprodukte eine Aminosaureidentitat von 70-91% zu den
Proteinen AtuA bis AtuF (ORFs PA2886 bis PA2891) aufweisen (Bild 2.7 A und B).
Die Aminosaureidentitat der beiden vermeintlichen Regulatoren AtuR betrug 81,5%.
Da schon gezeigt werden konnte, dass das atu-Cluster essentiell fir den Abbau von
Citronellol in P. aeruginosa ist, sollte nun untersucht werden, ob P. fluorescens Pf-5
durch dieses Cluster ebenfalls in der Lage ist, azyklische Terpene zu verwerten.
Beim Wachstum von P. fluorescens Pf-5 auf Citronellol, Citronellal und Citronellsdure
konnte kein Unterschied zum Wachstum von P. aeruginosa beobachtet werden. Ein
deutlicher Unterschied konnte jedoch bei Wachstumsversuchen auf Geraniol,
Geranial (Citral) und Geranylsaure festgestellt werden. Wahrend P. aeruginosa auf
diesen Kohlenstoffquellen ein gutes Wachstum zeigte, war P. fluorescens Pf-5 nicht
in der Lage, diese Stoffe zu verwerten. Dieses Experiment zeigte, dass neben den
bisher bekannten Mikroorganismen P. aeruginosa, P. citronellolis und P. mendocina
auch P. fluorescens Pf-5 in der Lage ist, Citronellol als einzige Kohlenstoffquelle zu
verwerten (HOSCHLE et al., 2005a). Weiterhin konnte aus diesem Ergebnis
geschlossen werden, dass die Oxidation der Alkohole zu den Sauren, wie in
P. aeruginosa bereits gezeigt werden konnte (HOSCHLE & JENDROSSEK, 2005),

auch in P. fluorescens Pf-5 nicht durch dieselben Enzyme umgesetzt werden kann.

Um weiteren Aufschluss Uber die Beteiligung des atu-Clusters am Abbau von
azyklischen Terpenen und des liu-Clusters an der Umsetzung von Leucin und
Isovaleriansaure zu erhalten, sollten die Carboxylasen der beiden Cluster aus
P. aeruginosa genauer untersucht werden.

Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, wird die MCase beim Wachstum auf
Isovaleriansdure induziert. Beim Wachstum auf Citronellsdure werden sowohl die
GCase als auch die MCase induziert (FALL & HECTOR, 1977; HECTOR & FALL,
1976a; HECTOR & FALL, 1976b). Mit Hilfe von Aktivitatstests der MCase und
GCase im Wildtyp und den beiden Carboxylasemutanten P. aeruginosa PAO1 Sm'
ins-atuF und P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-liuD sollte die Zuordnung der beiden
Carboxylasen eindeutig gezeigt werden. Falls LiuD und AtuF tatsachlich
biotinhaltigen Untereinheiten der MCase und GCase darstellen, dirfte in der Mutante
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P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuD keine MCase-Aktivitait und in der Mutante
P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-atuF keine GCase-Aktivitdt gemessen werden.

Zur Durchflihrung dieser Tests wurden Zellen der Carboxylasemutanten und des
Wildtyps auf Glucose, Citronellsdure und Isovaleriansdure Kkultiviert. Um ein
Wachstum der Mutanten sicher zu stellen, wurde den Citronellsdure- und
Isovaleriansaurekulturen zusatzlich 0,1% Glucose zugeben. Die Aktivitat der GCase
und MCase wurde in Igslichen Zellextrakten bestimmt (FALL, 1981; HECTOR &
FALL, 1976b).

Da das Substrat der GCase, Geranyl-CoA, nicht kommerziell zu erwerben war,
wurde es mittel der gemischten Saureanhydrid-Methode aus Geranylsdure und
Coenzym A synthetisiert (GUAN et al., 1999). Der Erfolg der Geranyl-CoA-Synthese
wurde mittels HPLC-ESI-MS ({berprift, wobei Geranyl-CoA durch das erwartete
quasimolekulare lon ([M-H]) m/z 916 und das zugehoérige Natrium-Addukt
(IM-2H+Na]) m/z 938 im Hauptpeak nachgewiesen werden konnte.

Weder die Mutanten P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-atuF und P. aeruginosa PAO1 Sm'
ins-liuD noch der Wildtyp zeigten eine GCase- und MCase-Aktivitdt nach der
Kultivierung auf Glucose. Im Zellextrakt mit Isovaleriansaure kultivierten
Wildtypzellen konnte eine MCase-Aktivitdt von 21 mU/mg, jedoch keine GCase-
Aktivitdt gemessen werden. Mit Citronellsdure als Kohlenstoffquelle gewachsene
Wildtypzellen zeigten eine GCase-Aktivitat von 2 mU/mg und eine MCase-Aktivitat
von 12mU/mg. Es konnte gezeigt werden, dass beim Wachstum auf
Isovaleriansdure nur die MCase induziert wurde, beim Wachstum auf Citronellsaure
wurden sowohl die MCase als auch die GCase induziert. Die gemessene spezifische
MCase-Aktivitat mit Isovaleriansdure gewachsener Zellen lag im Bereich der von
Fall & Hector bestimmten Aktivitdt von 30 mU/mg in P. citronellolis. Die bestimmte
spezifische GCase-Aktivitdt war um das zehnfache geringer als die von Fall & Hector
bestimmte GCase-Aktivitat in P. citronellolis (FALL, 1981; FALL & HECTOR, 1977).
Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm'" ins-atuF zeigte beim Wachstum auf
Isovaleriansdure und Citronellsdure MCase-Aktivitdten von 3 mU/mg und 2 mU/mg.
Eine GCase-Aktivitat in Citronellsdure gewachsener Zellen konnte nicht detektiert
werden, was darauf hinweist, dass die GCase in dieser Mutante nicht funktionsfahig
und somit AtuF eine Untereinheit der GCase sein muss. Im léslichen Zellextrakt der
Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuD konnte mit Ausnahme einer geringen

MCase-Aktivitat in mit Citronellsdure als Kohlenstoffquelle gewachsenen Zellen
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(1 mU/mg) keine Aktivitdt detektiert werden. Da diese MCase-Aktivitdt in mit
Isovaleriansdure gewachsener Zellen nicht zu detektieren war und aus der Literatur
bekannt ist, dass die GCase eine unspezifische Aktivitat gegenlber
3-Methylcrotonyl-CoA zeigt (FALL, 1981), wurde vermutlich die unspezifische
GCase-Aktivitat gemessen. Da Uber die tatséchlich eingesetzte Menge des selbst
synthetisierten Geranyl-CoA keine Aussage gemacht werden konnte und schon im
Wildtyp nur eine sehr geringe GCase-Aktivitat nachzuweisen war, war denkbar, dass
eine vorhandene GCase-Aktivitat in dieser Mutante nicht direkt messbar war, sie
aber durch den unspezifischen Umsatz von sehr reinem
3-Methylcrotonyl-CoA nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse zeigen, dass
AtuF und LiuD biotinabhangige Untereinheiten der GCase bzw. MCase darstellen.
Um zu zeigen, dass die GCase in Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm' ins-liuD
tatsdchlich induziert wurde, wurden I8sliche Proteinextrakte von mit Glucose,
Citronellsdure und Isovaleriansaure gewachsener Zellen Uber an eine Matrix
gekoppeltes monomeres Avidin aufgereinigt, die nativen Biotinproteine im SDS-Gel
aufgetrennt und anschlieBend einer Western Blot Analyse mit Streptavidin
unterzogen. Wie Bild 2.8B zeigt, konnte wie im Wildtyp (Bild 2.8A) ein konstitutiv
induziertes Protein mit einer GrdéBe von 63 kDa nachgewiesen werden. In
Citronellsaure kultivierten Zellen konnte im Gegensatz zum Wildtyp zusatzlich nur
noch ein Protein mit einer GréBe von 71 kDa nachgewiesen werden. Dies schien
jedoch im Vergleich zum Wildtyp deutlich schlechter induziert zu werden. Das Protein
mit einer GréBe von 74 kDa, welches im Wildtyp sowohl in mit Citronellsdure als
auch in mit Isovaleriansdure gewachsenen Zellen nachgewiesen werden konnte,
konnte in Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm'ins-liuD weder in mit Citronellsdure
induzierten noch in mit Isovaleriansdure induzierten Zellen detektiert werden
(HOSCHLE et al., 2005a).
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Bild 2.8: Western Blot Analyse biotinhaltiger Proteine in Avidin-gereinigtem Rohextrakt

der Insertionsmutante P. aeruginosa PAO1 Sm'ins liuD. Wachstum auf Glucose
(0,5%), Glucose (0,1%) mit Citronellsdure (0,2%) und Glucose (0,1%) mit
Isovaleriansaure (0,2%). Proteine mit einem MW kleiner als ~ 25 kDa sind aus dem
Gel ausgelaufen; aus HOSCHLE et al. (2005a)

Nach einer Trypsin-Fingerprint-Analyse und anschlieBender Aminosaure-
sequenzierung aller Proteine (durchgefiihrt von Dr. V. Gnau, Universitat Tlbingen)
konnte das biotinhaltige 63 kDa-Protein als Genprodukt von ORF PA5435 identifiziert
werden. Das 71 kDa-Biotinprotein konnte eindeutig AtuF zugeordnet werden. Die
biotinfreien Polypeptide konnten als AtuC (58 kDa) und als Genprodukt von ORF
PA5436 (48 kDa) identifiziert werden. Da in mit Isovaleriansaure gewachsenen
Zellen dieser Mutante keine MCase-Aktivitdt und LiuD im Western Blot nicht
detektiert werden konnte, konnte gezeigt werden, dass LiuD die biotinhaltige und
LiuB die biotinfreie Untereinheit der MCase darstellen muss. Die in den mit
Citronellsdure gewachsenen Zellen gemessene geringe MCase-Aktivitat kann somit
nicht von einer funktionsfahigen MCase stammen, sondern ist die unspezifische
Aktivitat der GCase gegenliber dem Substrat 3-Methylcrotonyl-CoA.

In  Mutante P. aeruginosa PAO1 Sm'ins-atuF konnte keine GCase-Aktivitat
festgestellt und AtuF im Western Blot (Bild 2.6) nicht detektiert werden. Somit konnte
gezeigt werden, dass AtuF als biotinhaltige und AtuC als biotinfreie Untereinheit die
GCase bilden und folgendes Abbauschema fir den Abbau von Citronellol und

Geraniol in P. aeruginosa angenommen werden kann.
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Moglicher Atu- und Liu-Abbauweg nach SEUBERT & FASS (1964b) aus
Identifizierte Genprodukte sind bereits im Schema



44 Citronellolabbau in PAO1

Ebenso konnte gezeigt werden, dass AtuE, die vermutete Isohexenylglutaconyl-CoA-
Hydratase, neben AtuF ebenfalls essentiell flir den Abbau von linearen Terpenen ist,
da die Mutante #22B/1/1 denselben Phanotyp aufweist wie P. aeruginosa PAO1 Sm'
ins-atuF. Da atuE und atuF innerhalb eines Clusters mit 8 Genen liegen, die die
gleiche  Transkriptionsrichtung  aufweisen, bilden sie vermutlich eine
Transkriptionseinheit und koénnen als atu-Cluster (aftuABCDEFGH) bezeichnet
werden. Vermutlich ist das Wachstum von Mutanten mit Defekten im atu-Cluster auf
Leucin und Isovaleriansaure nicht beeinflusst, so dass gesagt werden kann, dass der
Leucinabbau in diesen Mutanten voll funktionsfahig ist. LiuC, die vermeintliche
Methylglutaconyl-CoA-Hydratase, ist wie LiuD essentiell fir den Abbau von Leucin
und Isovaleriansdure aber auch fir den Abbau azyklischer Terpene, wie die
Wachstumsversuche zeigten. Auch durch die hohe Ahnlichkeit zu Genclustern
anderer Pseudomonaden, die keine Terpene verwerten kdnnen, ist es sehr
unwahrscheinlich, dass das von Diaz-Perez beschriebene /iu-Cluster (vormals
gny-Cluster) (DIAZ-PEREZ et al., 2004) die Gene fur die Umsetzung von Citronellol

und Geraniol bis zur Stufe von 7-Methyl-3-oxo-6octenoyl-CoA beschreiben.

2.5 Klonierung des atu-Clusters aus P. aeruginosa PAO1

Da bisher sehr wenige Mikroorganismen bekannt sind, die die Fahigkeit besitzen,
azyklische Terpene zu verwerten, sollte das atu-Cluster aus P. aeruginosa PAO1
kloniert und in weitere Pseudomonaden Ubertragen werden, um diese Fahigkeit in
den Stdmmen P .oleovorans, P. putida und P. fluorescens GK13 zu etablieren.

Fir die Klonierung eines so groBen Fragmentes (12236 bp; PA2885-PA2893) aus
einem Gemisch von unterschiedlichen Fragmenten wurde die Herstellung einer
Cosmidgenbank gewahlt. Bei dieser Methode wird die genomische DNA partiell mit
einem Restriktionsenzym verdaut, die Fragmente mit einem Cosmid zu
konkatemerer DNA ligiert und diese mit einem Phagenextrakt verpackt. Die
verpackte DNA wird anschieBend in E. coli injiziert, in dem sich das Cosmid wie ein
Plasmid verhalt.

FUr den partiellen Verdau der genomischen DNA wurde BamHI ausgewahlt, da zum
einen das verwendete Cosmid SuperCos-1 (Stratagene; freundlicherweise von Herrn
Altenbuchner Uberlassen) fur die Klonierung eine BamHI-Schnittstelle besitzt.



Citronellolabbau in PAO1 45

Zum anderen befindet sich nur eine BamHI-Schnittstelle innerhalb des mdglichen
Operons, was dazu fuhrt, dass sich das gesamte Operon bei einem partiellen Verdau
auf einem 23,454 kbp groBen BamHI-Fragment (11,0 kbp und 12,454 kbp) befinden
wirde. Fur die Verpackung der Cosmide wurde einerseits der Verpackungs-Kit
,PWEB cosmid cloning kit* der Firma EPICENTRE verwendet, andererseits wurden
Verpackungsextrakte aus den Stammen E. coliBHB2688 und E. coliBHB2690
hergestellt. Um die Verpackungseffizienz der beiden Extrakte zu vergleichen, wurde
konkatemere A-DNA verpackt und in den Stamm E. coli LE392 transduziert. Hierbei
ergab sich fir den selbst hergestellten Phagenextrakt eine Verpackungseffizienz von
3,1x10° pfu/ug DNA, far den Phagenextrakt aus dem Klonierungs-Kit eine Effizienz
von 4,15 x 10® pfu/ug DNA. Auf Grund der héheren Verpackungseffizienz wurde der
Verpackungsextrakt aus dem Klonierungs-Kit verwendet. Die Transduktion wurde mit
dem Stamm E. coli EPI100-T1® nach Anleitung des Kits durchgefiihrt. Von 3000
gepickten Klone zeigten 15 Klone ein positives Signal bei der DNA-DNA-
Hybridisierung mit einer DIG-markierten Sonde spezifisch fir den ORF PA2893
(atuH). Nach einem Kontrollverdau mit BamHI| konnte in allen Plasmiden ein
12,454 kbp-Fragment nachgewiesen werde. Von diesen 15 Klonen zeigten 2 Klone
ein positives Signal bei der DNA-DNA-Hybridisierung mit einer DIG-markierten
Sonde spezifisch fur den ORF PA2885, wahrend im Kontrollverdau ein 11 kbp-
Fragment nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnte das Clusterfragment mit
einem Dral/Mfel-Doppelverdau aus dem Cosmid isoliert werden, was zeigte, dass
das Operon in Form von zwei in der richtigen Reihenfolge klonierten BamHI-
Fragmenten entstanden ist. Dieses Dral/Mfel-Fragment wurde anschlieBend in den
Vektor pBBR1MCS-5 kloniert und Uber Konjugation in die Stamme P. oleovorans,
P. putida, P. fluorescens GK13 sowie die PAO1-Mutante #22B/1/1 Ubertragen.
Wachstumsversuche auf Citronellol, Geraniol, Citronellsdure und Geranylsaure
zeigten, dass die Fahigkeit, azyklische Terpene zu verwerten, nicht alleine durch die
Ubertragung dieses Cluster erworben werden kann, denn die rekombinanten
Stdmme von P. oleovorans, P. putida und P. fluorescens GK13 zeigten wie ihr
Wildtyp kein Wachstum auf diesen Kohlenstoffquellen. In Mutante #22B/1/1, die kein
Wachstum auf den linearen Terpenen zeigte, konnte durch Ubertragung des
Operons der Phanotyp des PAO1-Wildtyps wieder hergestellt werden.

Dieser Versuch zeigte deutlich, dass der Abbau von linearen Terpenen nicht durch
die Ubertragung eines einzelnen Operons in anderen Stammen etabliert werden



46 Citronellolabbau in PAO1

kann. Folglich sind nicht nur das atu-Cluster und ein funktionsfahiger
Leucinabbauweg fir den Abbau linearer Terpene ndétig, sondern es spielen noch

andere Faktoren direkt oder indirekt eine wichtige Rolle.

2.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Gene, die am Abbau von azyklischen Terpenen
beteiligt sind, identifiziert werden. Hierzu gehéren AtuF/AtuC und LiuD/LiuB (ORFs
PA2891/PA2888 und PA2012/PA2014), die Uber ihre Funktionen der Geranyl-CoA-
Carboxylase bzw. der Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase zugeordnet werden kdénnen
(HOSCHLE et al., 2005b; HOSCHLE et al., 2005a). Aber auch atuE und /iuC konnten
als essentielle Gene beim Abbau azyklischer Terpene identifiziert werden. Da die
Genprodukte bereits in der Pseudomonas-Datenbank als vermeintliche Enoyl-CoA-
Hydratasen beschrieben sind und weitere Internetrecherchen dieses Ergebnis
bestatigten, codieren sie vermutlich die Isohexenylglutaconyl-CoA-Hydratase (atuk)
bzw. die Methylglutaconyl-CoA-Hydratase (/iuC). LiuE zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu
bereits  identifizierten = Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyasen  (P. putida KT2440,
P. fluorescens Pf-5 und P. syringae DC3000) und  wird daher als
Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyase postuliert. Da LiuA eine Aminosaureidentitat von
87% zur Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase aus P. putida KT2440 und
P. fluorescens Pf-5 zeigt, wird LiuA diesem Enzym in P. aeruginosa zugeordnet.
Betrachtet man beide Gencluster, so stellt man fest, dass jedem Enzym des
Abbauwegs durch die vorhergesagte Funktion ein Protein zugeordnet werden kann.
Jedoch ist kein Gen vorhanden, dessen Genprodukt die Funktion der 3-Hydroxy-3-
isohexenylglutaryl-CoA:Acetat-Lyase zugeordnet wurde. Bisher sind auch noch keine
Hinweise bekannt, dass PA2886, dessen Genprodukt als ,hypothetical protein®
beschrieben ist, fir diese Lyase codiert. Eine Mutante von P. aeruginosa mit einer
Deletion im ORF PA2886 zeigte kein Wachstum auf Citronellol, Geraniol und
Geranylsaure. Das Wachstum auf Citronellsaure war im Vergleich zum Wildtyp nur
leicht eingeschrankt (FORSTER-FROMME, 2005). Da man bei einer Mutation in der
Lyase ein auf allen vier Kohlenstoffquellen negativer Phanotyp erwarten wirde, ist es
eher unwahrscheinlich, dass PA2886 fir die Lyase kodiert. Alle bisherigen

Mutationen innerhalb des atu-Clusters flihrten zu einem Geraniol- und Geranylsaure-
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negativen Phanotyp. Das Wachstum dieser Mutanten auf Citronellol und
Citronellsdure war entweder gehemmt oder nicht beeinflusst (siehe Phanotyp der
Mutante mit Deletion in ORF PA2886). Da sich der Abbau von Citronellol und
Geraniol auf der Stufe von Geranyl-CoA vereinigt, liegt die Vermutung sehr nahe,
dass dieses Cluster Gene fur die Umsetzung von Citronellol tber Citronellsaure zu
Geranyl-CoA sowie dessen weiteren Abbau zu 7-Methyl-3-0x0-6-octenoyl-CoA
enthalt. Die Tatsache, dass die Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure mindestens
einen molybd&nabhangigen Schritt beinhaltet (Geranialdehydrogenase) (HOSCHLE
& JENDROSSEK, 2005) und keine Anhaltspunkte gegeben sind, dass die im Cluster
vermeintlichen Dehydrogenasen einen Molybdéncofaktor bendtigen, stitzt diese
Annahme ebenfalls. Vermutlich sind die Gene flur die Oxidation von Geraniol zur
Geranylsaure und die weitere Umsetzung zu Geranyl-CoA an einer anderen, noch
nicht entdeckten, Stelle des Genoms lokalisiert. Damit kénnte auch das etwas
schlechtere Wachstum auf Geraniol und Geranylsdure von P. aeruginosa im
Vergleich zum Wachstum auf Citronellol und Citronellsaure erklart werden. Fir die
Vermutung, dass das atu-Cluster nur Gene fur die Umsetzung von Citronellol enthalt,
spricht auch die Tatsache, dass der Stamm P. fluorescens Pf-5, der ebenfalls ein
vermeintliches atu-Cluster enthalt, nur Citronellol, Citronellal und Citronellsdure
verwerten kann, jedoch kein Wachstum auf Geraniol, Geranial und Geranylsaure
zeigt (HOSCHLE et al., 2005a). Das Cluster in P. fluorescens Pf-5 besitzt wie das
atu-Cluster in P. aeruginosa PAO1 acht Gene. Die Genprodukte der ersten sechs
Gene dieses Clusters zeigen hohe Ahnlichkeiten zu AtuA bis AtuF (70-91%
Aminosaureidentitat) aus P. aeruginosa. Die beiden letzten Gene sind aufgrund ihrer
Orientierung dem Cluster zuzuordnen, die zugehérigen Genprodukte kénnen aber
aufgrund der sehr geringen Ahnlichkeit auf Aminosaureebene nicht als AtuG und
AtuH bezeichnet werden. Daher kann vermutet werden, dass AtuG und AtuH, die in
P. fluorescens Pf-5 nicht enthalten sind, nicht an der Umsetzung von Citronellol und
Citronellsaure beteiligt sind. AtuG ist in der Datenbank als vermeintliche ,short chain
dehydrogenase” beschrieben. Vergleiche der Aminosauresequenz mit der Sequenz
anderer Proteine zeigen, dass hohe Ahnlichkeiten zu anderen Dehydrogenasen
bestehen, die keine bestimmte Substratspezifitat aufweisen. AtuH zeigt hohe
Ahnlichkeiten zu anderen, meistens AMP-bindenden, Acyl-CoA-Synthetasen. Da
keine Mutanten mit Defekten in diesen beiden Genprodukten vorliegen, kann keine

Aussage gemacht werden, ob diese beiden Proteine eventuell an der Oxidation von
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Geraniol zur Geranylsaure und dessen Aktivierung beteiligt sind. Das Genprodukt
von atuB ist als vermeintliche ,short chain dehydrogenase® beschrieben und zeigt
hohe Ahnlichkeiten zu anderen ,short chain dehydrogenases“. Da die Genprodukte
der Gene innerhalb des atu-Clusters fir die Umsetzung von Citronellol Uber
Citronellsaure zu Geranyl-CoA und dessen weitere Metabolisierung zustandig sind
und die Oxidation des Alkohols zur Saure zwei Dehydrogenaseschritte beinhaltet,
liegt die Vermutung nahe, dass AtuB einen oder vielleicht sogar beide Schritte
katalysiert. AtuD ist in der Pseudomonas-Datenbank als vermeintliche Acyl-CoA-
Dehydrogenase beschrieben. Vergleiche der Aminosdauresequenz mit den
Sequenzen der Proteindatenbank ergaben hohe Ahnlichkeiten zu anderen Acyl-CoA-
Dehydrogenasen. Eine Acyl-CoA-Dehydrogenase wird bei der Reduktion von
Citronellyl-CoA zu Geranyl-CoA und in der B-Oxidation bendtigt. Da die B-Oxidation
sehr wahrscheinlich Gber dieselben Enzyme ablaufen wird wie der Abbau anderer
Fettsauren, kann vermutet werden, dass das Genprodukt von atuD an der Bildung
von Geranyl-CoA aus Citronellyl-CoA beteiligt ist. Alle diese Hinweise zeigen, dass
die Synthase, die zur Bildung von Citronellyl-CoA aus Citronellsdure notwendig ist,
im atu-Cluster nicht vorhanden zu sein scheint. Das Genprodukt von afuH, welches
in der Pseudomonas-Datenbank als vermeintliche Synthase beschrieben ist, kénnte
diese Funktion Ubernehmen. Da dieses Gen in P. fluorescens Pf-5 nicht vorhanden
ist, dieser aber Citronellol als einzige Kohlenstoffquelle verwerten kann, ist diese
Wahrscheinlichkeit jedoch sehr gering. In Bild 3.1 ist der mdgliche Atu- und Liu-
Abbauweg von Citronellol mit den Interpretationen dargestellt.
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Bild 3.1:

Moglicher Atu- und Liu-Abbauweg nach SEUBERT & FASS (1964b) mit

eingetragenen Interpretationen der Genprodukte des atu- und liu-Clusters,
verdandert aus HOSCHLE et al. (2005a). Mit (?) markiertes Protein ist weder durch
den Phanotyp noch durch Vergleiche der Aminosauresequenz nachgewiesen.
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Interessant bleibt auch die Frage, wie die Phanotypen der weiteren, in dieser Arbeit
nicht naher untersuchten, Transposonmutanten (Tabelle 2.2) erklart werden kénnen.
Die Nahe der Transposoninsertionsorte von Mutanten mit Geraniol-negativem
Phanotyp zu Genen, die an der Moco-Synthese beteiligt sind, war sehr auffallig.
Entweder wurde dieser Phanotyp durch polare Effekte des Transposons auf die
Gene der Moco-Biosynthese hervorgerufen (zum Beispiel bei der Mutation im
intergenischen Bereich zwischen ORF PA3032 und PA3033) oder die von der
Mutation betroffenen Gene sind selbst am Abbau der Terpene direkt oder indirekt
beteiligt. Fraglich bleibt auch, warum die Mutation im Zweikomponentensensor CbrA
(ORF PA4725), der fir die Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels verantwortlich
ist, nur das Wachstum auf Geraniol beeinflusst wahrend das Wachstum auf anderen
Kohlenstoffquellen aber unbeeinflusst bleibt. Eventuell spielen auch hier polare
Effekte auf bisher unbekannte Gene, die an der Umsetzung von Geraniol zur
Geranylsaure beteiligt sind und sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum ORF
PA4725 befinden, eine Rolle. Eine Mutation im ORF PA1617, dessen Genprodukt als
vermeintliches AMP-bindendes Enzym beschrieben ist, bewirkt, dass kein Wachstum
auf Citronellol, Geraniol, Citronellsdure und Geranylsaure stattfinden kann. Dieser
Phéanotyp deutet bereits darauf hin, dass dieses Gen essentiell flir den Abbau von
Terpenen sein muss. Ein Vergleich der Aminosauresequenz mit der Sequenz
anderer Proteine zeigte, dass signifikante Ahnlichkeiten zu vermeintlichen Synthasen
vorhanden sind. Da sowohl fir die Aktivierung der Citronellsdure als auch fir die
Aktivierung der Geranylsaure eine Synthase bendétigt wird und diese aus den oben
bereits genannten Griinden im atu-Cluster sehr wahrscheinlich nicht vorhanden ist,
liegt die Vermutung nahe, dass das Genprodukt von ORF PA1617 eine dieser beiden
Synthasen darstellt. Das Genprodukt von ORF PA 1617 zeigt eine hohe Ahnlichkeit
(71% Aminosaureidentitdt) zum Genprodukt von ORF PFL1744 (AMP-bindendes
Protein, FadD-2) aus P. fluorescens Pi-5. Man kdnnte nun annehmen, dass das
Genprodukt von ORF PA1617 aus PAO1 und das Genprodukt von ORF PFL1744
aus P. fluorescens Pf-5 die jeweilige Synthase flir die Aktivierung der Citronellsdure
darstellt. Da eine Mutation im ORF PA1617 von P. aeruginosa zu einem Citronellol-,
Citronellsdure-, Geraniol- und Geranylsdure-negativen Phéanotyp flhrt, muisste
dieses Genprodukt auch fir die Aktivierung der Geranylsaure in PAO1 zustandig
sein. Um dies eindeutig zu klaren, missen noch weitere Untersuchungen in

P. aeruginosa PAO1 und P. fluorescens Pf-5 durchgefiihrt werden. Eine Mutation im
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ORF PA1580, dessen Genprodukt die Citratsynthase GItA darstellt, fiihrte zu einem
schwachen Wachstum auf Geraniol und Citronellsdure. Das Wachstum dieser
Mutante auf Citronellol und Geranylsdure im Vergleich zum Wildtyp war nicht
beeinflusst. Die Citratsynthase ist ein essenzielles Enzym des Tricarbonsaurezyklus.
Wie aus der Literatur bereits bekannt ist, wird das beim Abbau von Terpenen
entstehende Acetyl-CoA Uber den Glyoxylatzyklus in den Stoffwechsel eingeschleust
(FORSTER-FROMME & JENDROSSEK, 2005). Ist die Citratsynthase defekt, kann
Acetyl-CoA nicht weiter umgesetzt werden und es miuisste ein auf allen vier
Kohlenstoffquellen negativer Phanotyp auftreten. Der beobachtete Phanotyp lasst
sich nur so erklaren, dass ein Isoenzym der Citratsynthase in P. aeruginosa
vorhanden sein muss, welches diese Reaktion katalysiert.

Weitere Proteine aus P. aeruginosa, die am Abbau von Citronellol und Geraniol
direkt oder indirekt beteiligt sind, sollen in einer weiteren Arbeit durch
2D-Gelelektrophorese  mit  anschlieBender  Trypsin-Fingerprint-Analyse  und

Aminosauresequenzierung ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Oxidation von
Geraniol zur Geranylsaure in P. citronellolis und P. mendocina nicht wie in
P. aeruginosa durch die Zugabe von Wolframat ins Medium gehemmt werden konnte
(HOSCHLE & JENDROSSEK, 2005). Es muss folglich geklart werden, ob diese
beiden Stdmme zusatzlich molybdanunabhangige Isoenzyme fir die Oxidation von
Geraniol zur Geranylsaure besitzen oder ob die Umsetzung des Alkohols in die
Saure durch andere, molybdanunabhangige Enzyme katalysiert wird. Es scheint sehr
wahrscheinlich zu sein, dass Gene flr die Oxidation von Geraniol zur Geranylsaure
in  P. aeruginosa, P. fluorescens und P. citronellolis unabhangig von einem
atu-Cluster vorhanden sind, da auch in P. citronellolis das atu-Cluster nachgewiesen
werden konnte (FORSTER-FROMME, 2005) und in allen drei Stammen die
Oxidation von Geraniol zur Geranylsdure unterschiedlich bzw. gar nicht
(P. fluorescens Pf-5) ablauft.
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Utilization of geraniol is dependent on molybdenum
in Pseudomonas aeruginosa: evidence for different
metabolic routes for oxidation of geraniol and
citronellol
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Mini-Tn5-induced mutants with defects in utilization of linear terpenes such as citronellol, geraniol,
citronellate and/or geranylate were isolated from Pseudomonas aeruginosa. One mutant was
unable to utilize geraniol but showed wild-type growth with the three other acyclic terpenes tested.
The Tn§ insertion site of the mutant was determined by DNA sequencing. Comparison with the
P. aeruginosa genome sequence revealed that PA3028, an ORF with high similarity on the
amino acid level to molybdenum cofactor biosynthesis protein A2 (encoded by moeA2), was
the target of mini-Tn5 in the mutant. Disruption of moeAZ2 in P. aeruginosa PAO1 wild-type by
insertion mutagenesis resulted in the same geraniol-minus phenotype. The ability to utilize geraniol
was restored to the mutant by conjugative transfer of PCR-cloned wild-type moeAZ2 on a
broad-host-range plasmid. Growth of P. aeruginosa PAO1 on geraniol and geranial, but not on
citronellol, citronellate or geranylate, was inhibited by the presence of 10 mM tungstate, a
molybdenum-specific inhibitor. Inhibition by tungstate was prevented by addition of molybdate.
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The results indicate that at least one step in the oxidation of geraniol to geranic acid (geranial
oxidation) is a molybdenum-dependent reaction in P. aeruginosa and is different from the
molybdenum-independent oxidation of citronellol to citronellate.

INTRODUCTION

Terpenes are widespread compounds in nature and fre-
quently appear in the form of aroma compounds such as
citronellol (linear terpene) and camphor (aromatic ter-
pene). Terpenes consist of two isoprene units (mono-

terpenes) and frequently are functionalized at one end of the
molecule. Terpenes represent one of several subgroups of
natural compounds harbouring methyl-branched molecular
structures derived from isoprene. Examples of other sub-
groups are carotenoids, steroids and polyisoprene (rubber).
Citronellol (3,7-dimethyl-6-octen-1-0l) is a model com-
pound for linear monoterpenes naturally occurring in citrus
plants, where it is responsible for the characteristic flavour of
its fruits. Citronellol is also of industrial interest due to its
commercial use in food (flavour) and the perfume industry
(odour). Moreover, citronellol is one of very few naturally
occurring insect (mosquito) repellents and is a component
of commercially available anti-insect outdoor candles.
Geraniol is structurally related to citronellol and differs
from the latter only by the presence of an additional double
bond (Fig. 1). Geraniol causes the typical flavour of plants
belonging to the genus Geranium.

Abbreviation: Moce, molybdenum cofacter.

Utilization of linear terpenes as a carbon source by micro-
organisms was first studied in the early 1960s by Seubert
and coworkers (Seubert & Fass, 1964b). Seubert isolated
Pseudomonas citronellolis by its ability to utilize citronellol
and related compounds as the sole source of carbon and
energy (Seubert, 1960). Linear terpenes are difficult to
metabolize due to the presence of f-methyl groups that
inhibit f-oxidation. The first steps of the catabolic path-
way of citronellol and geraniol are the oxidation of the
alcohols to the corresponding aldehydes and acids [citro-
nellal, citronellate and geranial (citral), and geranylate] and
subsequent activation to the corresponding CoA esters
citronellyl-CoA and geranyl-CoA. Because of the structural
similarity of citronellol and geraniol, it is assumed that
oxidation of citronellol and geraniol is catalysed by the
same enzymes (Fig. 1, Cantwell et al., 1978). Citronellyl-
CoA can be converted to geranyl-CoA by a dehydrogenase
step, and all subsequent reactions are the same for citronellol
and geraniol utilization. A key enzyme of the citronellol/
geraniol degradation pathway is geranyl-CoA-carboxylase
(Seubert ef al., 1963). Geranyl-CoA-carboxylase converts
the branched-chain f-methyl group of geranyl-CoA to an
acetate function. After hydratization of the carboxylated
intermediate isohexenylglutaconyl-CoA by isohexenylglu-
taconyl-CoA hydratase the acetate side group is cleaved off
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and geraniol in P. citronellolis according to
Seubert & Fass (1964b).

by 3-hydroxy-3-isohexenylglutaryl-CoA lyase (Seubert &
Fass, 1964a). The major cleavage product of the lyase reaction
(7-methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoA) can be degraded by two
rounds of subsequent fi-oxidation reactions without hin-
drance by f-methyl groups. The resulting metabolite (3-
methylcrotonyl-CoA) is most probably degraded via the
leucine degradation pathway, which involves another car-
boxylase that is unable to utilize geranyl-CoA as a substrate
but that carboxylates methylcrotonyl-CoA (Seubert & Fass,
1964b; Hector & Fall, 1976). For an overview of the postu-
lated citronellol/geraniol degradation pathway, see Fig. 1.
The two branched-chain specific carboxylases of P. citro-
nellolis, geranyl-CoA-carboxylase and methylcrotonyl-CoA

carboxylase, have been purified and biochemically cha-
racterized (Seubert et al., 1963; Fall & Hector, 1977). P.
aeruginosa and Pseudomonas mendocina are two additional
bacteria with the capacity to utilize citronellol and other
linear terpenes (Cantwell et al, 1978). In this study, we
initiated experiments to identify genes involved in the
degradation pathway of geraniol in P. aeruginosa.

METHODS

Bacterial strains, plasmids and culture conditions. The bacter-
ial strains and plasmids used in this study are shown in Table 1.
Cultures of P. aeruginosa PAO1 were routinely grown in nutrient
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Table 1. Bacterial strains and plasmids

Strain or plasmid

Relevant characteristics

Reference or source

Escherichia coli TM 109
E. coli §17-1
Pseudomonas aeruginosa PAO1

Cloning strain

Mobilizing strain

Wwild-type

P. aeruginosa PAO1 Sm"
(=500 pg ml™"), Sm"

P. aeruginosa PAO1 Sm" #11-10-5

P. aeruginosa PAOL Sm" A3028
genome; Sm’, Gm”

P. aeruginosa PAOL Sm" #11-10-5K

T, Gm"
Cloning vector
Broad-host-range vector

pBluescript SK*
pBBRIMCS-5
pKnockout-G

pUT miniTn5-Te Mutagenesis plasmid, Tc"

Spontaneous streptomycin-resistant mutant of PAO1

Transposon mutant of PAO1; Tc
Knockout mutant in PA3028 with pKnockout-G::PA3028 in the

Transposon mutant #11-10-5 with pBBRIMCS-5:: moeAZ; Sm',

Suicide vector for rapid gene inactivation in P. aeruginosa

pBluescript SK* ::11-10-5 Including the 2:8 kb Pstl-fragment with the mini-Tn5; Amp", Tc" This study
pKnockout-G :: PA3028 Including a 3'- and 5'-truncated fragment of moeA2; Amp", Gm" This study
pBBRIMCS-5:: moeA2 Including the gene PA3028; Gm" This study

Yanisch-Perron et al. (1985)
Simon et al. (1983)

ATCC 15692

This study

This study
This study

This study

Stratagene

Kovach et al. (1995)
Windgassen et al. (2000}
De Lorenzo et al. (1990)

broth (NB) or in mineral salt medium (Schlegel et al., 1961) con-
taining different carbon sources [0-4% (w/v) sodium succinate,
0-1% (w/v) sodium citronellate, 0-1% (w/v) sodium geranylate] at
30 °C. Water-insoluble carbon sources (citronellol, geraniol) were
added in the space between the Petri dish and the agar (20 pl per
plate) and the plates were sealed with Parafilm. Growth on solid
media with liquid carbon sources was performed in separate incuba-
tors to avoid cross-contamination by vapours. Liquid cultures with
citronellol or geraniol as carbon source additionally contained 4 %
(vi/v) heptamethylnonane to reduce the toxic effect of the terpenes.
Heptamethylnonane solublizes citronellol and geraniol; it is water
immiscible, non-toxic and not metabolized.

Growth experiments with tungstate and molybdate were done in
Tris-buffered mineral salt medium (Mergeay et al., 1985) with 10 mM
sodium tungstate and 12 mM sodium molybdate. Escherichia coli
strains were grown in Luria-Bertani (LB) media at 37 °C. Solid media
additionally contained 1-5% (w/v) agar.

A mutant of P. aeruginosa PAO1 resistant to 500 pg streptomycin ml™ '
(P. aeruginosa PAO1 Sm") was isolated by two rounds of repeated
transfer to NB media containing increasing amounts of streptomycin.
For conjugation experiments, P. aeruginosa PAO1 Sm"and E. coli $17-1
containing the respective plasmids were grown in NB medium and LB
medium, respectively. Equal volumes of the donor and of the recipient
culture were mixed and spotted onto a NB agar plate and incubated
overnight at 30°C. The cells were resuspended in 3 ml of 10 mM
MgSO,, plated on selection agar containing the appropriate amounts
of antibiotics and incubated for 2 days at 30°C. Selected trans-
conjugants were screened for utilization of different carbon sources.

Identification and sequencing of transposon insertion frag-
ments. Psil- or Xhol-digested genomic DNA of selected trans-
conjugants was analysed by Southern blot hybridization with a
DIG-labelled PCR probe (forward primer, 5-AATGCGCTCA-
TCGTCATCCTCGG-3"; backward primer, 5'-CGATCCTTGAAG-
CTGTCCCTGA-3") specific for the tetracycline resistance gene of
the pUT mini-Tn5-Te plasmid. Tn5-Te-containing DNA fragments
of the size of interest (2:5+0-5 kb) were isolated from agarose gel,
cloned in Pstl- or Xhol-digested pBluescriptSK" and transformed

into E. coli JM109. Clones with plasmids harbouring the mini-
Tn5-Tc fragment were selected on LB plates containing 12 pg
tetracycline m1™".

Sequencing of the isolated recombinant plasmids containing the
mini-Tn5-Tc fragment was done with synthetic oligonucleotides
specific for the respective I- and O-ends (5"-AGTGAGGGT-
TTGCAACTGC-3" and 5'-TTAAGCGTGCATAATAAGC-3"), and
T3- and T7-primers specific for the multiple cloning site of the
pBluescript SK* vector. The mini-Tn5-Tc insertion site of the res-
pective mutants was identified by comparison of the DNA sequences
obtained with the updated database of the Pseudomonas Genome
Project {www.pseudomonas.com).

Disruption of moeA2. Disruption of moeeA2 was carried out using
pKnockout-G  for rapid gene inactivation in P. aeruginosa
(Windgassen et al, 2000). A 3'- and 5 -truncated fragment of the
nmoeA2 gene was obtained by PCR-mediated amplification of the
ORF PA3028 from P. aeruginosa genomic DNA using the synthetic
oligonucleotides PA3028-fwd (5'-GGAATTCCCCGAACAGCGCC-
ATGGAC TAC-3") and PA3028-rev (5'-GGAATTCCTGCT-
CCAGGCGACCACGCAGGTACTC-3") as moeA2-specific primers.
The EcoRI-digested purified 904 bp PCR fragment was cloned in the
EcoRI site of pKnockout-G and transformed in E. coli §17-1. The
plasmid pKnockout-G::PA3028 was transferred to P. aeruginosa
PAO1 Sm" via conjugation and selection on LB agar containing
500 pg streptomycin ml~' and 50 ug gentamicin ml™'. The disrup-
tion of moeA2 was verified by PCR using one moeAZ2-specific and
one pKnockout-specific primer and by two Southern blot hybridiza-
tion experiments of chromosomal mutant DNA with a DIG-labelled
probe specific for the gentamicin resistance gene and a DIG-labelled
probe specific for moeA2, respectively.

Genetic complementation. For genetic complementation of the
moeA2 mutant, moeA2 was amplified from P. aeruginosa PAOI1
genomic DNA with the synthetic oligonucleotides 3028-fwd (5'-
CGGAATTCCGGTCATCGCCCGTGCAACTTCG-3") and 3028-rev
(53'-CGGGATCCCGCCGGCGGCGCAATGAGAAC-3"). The purified
BamHI/EcoRI-digested 1332 bp fragment was cloned in the BamHI/
EcoRI opened vector pBBRIMCS-5 and transformed in E. coli S17-1.
E. coli clones harbouring the recombinant plasmid were used for
conjugative transfer of pPBBRIMCS-5 :: moeA2 to P. aeruginosa.
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RESULTS

Isolation of mini-Tn5-Tc-induced mutants
impaired in geraniol utilization

Mini-Tn5-Tc-induced mutants of P. aeruginosa PAO Sm"
were generated by conjugation with E. celi §17-1 (pUT mini-
Tn5-Tc), as described in Methods, and selected on NB-Sm-
Tc agar. About 8500 of the mutants obtained were tested
for utilization of citronellol, citronellate, geraniol and
geranylate. In total, about 253 mutants showed signifi-
cantly reduced growth on at least one of the four terpenes
tested. Thirty-five additional mutants apparently repre-
sented auxotrophs, because they grew normally on com-
plex media but showed no growth on mineral salt media
independent of a carbon source. Auxotrophs were not
further analysed. Thirty-nine of the 253 mutants (1:5%)
specifically affected in the utilization of linear terpenes were
strongly reduced in growth on geraniol but showed normal
growth on the three other terpenes. Two hundred and
fourteen mutants showed different combinations of more
or less severe growth defects on one or more terpenes,
including 129 mutants with partial growth reduction on
geraniol. Only three mutants were unable to utilize any of
the four tested terpenes. The high frequency of mutants
that were defective in geraniol utilization but that showed
normal growth on geranylate, citronellol and citronellate
was unexpected, because it was assumed that citronellol and
geraniol were oxidized to the corresponding acids by the
same enzymes (Seubert & Fass, 1964b; Cantwell et al., 1978).
Citronellol and geraniol differ only by the presence of one
double bond (Fig. 1). Southern blot analysis of the mutants

specifically defective in growth on geraniol revealed that
different gene loci were affected by mini-Tn5 insertion in
many of the mutants, indicating that several genes are
involved in the oxidation of geraniol and that oxidation of
geraniol occurs independently from oxidation of citronellol
(data not shown).

Identification of the mini-Tn5 insertion site in
mutant #11-10-5

Mutant #11-10-5 (geraniol™, citronellol™, citronellate™,
geranylate * ) was selected for further analysis. A 2-8 kbp Psi
fragment was identified as the site of mini-Tn5 insertion
by Southern hybridization of chromosomal DNA of the
mutants with a mini-Tn5-specific DNA probe (data not
shown). The corresponding DNA fragment was cloned
in E. coli by ligation of chromosomal Pstl fragments in
pBluescriptSK ™" and selection for Tc-resistant trans-
formants. The site of mini-Tn5 insertion was identified by
DNA sequencing of the respective recombinant plasmid
and by comparing the obtained sequence information with
the DNA sequences of mini-Tn5 and with the P. aeruginosa
genome database (www.pseudomonas.com). It turned out
that mini-Tn5 was inserted at position 3 392 394 within ORF
PA3028 of the P. aeruginosa genome. PA3028 (moeA2)
encodes a protein that is highly similar to molybdenum
cofactor (Moco) biosynthesis proteins of Pseudomonas
syringae (65 % identity on amino acid level), Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens (each 65 %), P. aeruginosa
(MoeAl, 51 %), E. coli (41 %) and to related proteins of
many other bacteria.

Citronellol

Geraniol

Fig. 2. Growth of the P. aeruginosa PAO1 wild-type (WT), the transposon mutant #11-10-5, the insertion mutant P.
aeruginosa Sm'™-A3028 and the restored mutant P. aeruginosa #11-10-5K harbouring pBBR1MCS-5 :: moeA2 on agar
plates containing citronellol or geraniol as sole carbon source after 3 days of incubation at 30 °C.
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Inactivation of moeA2 in P. aeruginosa by
insertion mutagenesis results in the
geraniol-minus phenotype that can be restored
by expression of an intact moeA2 gene

To verify that the insertion of mini-Tn5 in mutant #11-10-5
was solely responsible for the observed geraniol-minus
phenotype, chromosomal moeeA2 was inactivated using
a truncated moeA2 gene that had been PCR-amplified
from chromosomal DNA and that had been cloned into
pKnockout-G by conjugative insertion mutagenesis, as
described in Methods. The success of chromosomal inac-
tivation of moeA2 was verified by Southern blot and PCR
analysis (data not shown). When the resulting insertion
mutant P. aeruginosa Sm'-A3028 was tested for utilization
of linear terpenes, the same phenotype (geraniol , citro-
nellol ™, citronellate™, geranylate™) was obtained as for
the mini-Tn5 mutant #11-10-5. The DNA sequence of
PA3028 (moeA2) including 84 bp of the 5'-upstream region
was PCR-amplified and cloned in pBBR1IMCS-5 to yield
pPBBRIMCS-5:: moeA2. When pBBRIMCS-5:: moeA2 was
conjugatively transferred to P. aeruginosa #11-10-5, the
ability to utilize geraniol as a sole source of carbon and
energy was restored (Fig. 2).

Growth of P. aeruginosa on geraniol is
dependent on molybdenum

The identification of moeeA2 as a target of mini-Tn5
insertion in mutant #11-10-5 suggests that growth of P.
aeruginosa on geraniol might depend on molybdenum and
might require intact Moco. Fig. 3(A) shows growth of P.
aeruginosa PAO1 wild-type in liquid culture on succinate
and on the four linear terpenes. The highest doubling time
was obtained on succinate (f4, 1'8 h), followed by citro-
nellate (t3, 23 h), citronellol (4, 2:9 h), geraniol (4, 9 h)
and geranylate (f3, 11 h). When the same growth experi-
ment was repeated in the presence of 10 mM tungstate, a
strong competitive inhibitor of molybdenum-dependent
processes, almost identical doubling times were recorded
for succinate, citronellol, citronellic acid and geranylate
(Fig. 3B). However, growth on geraniol was very poor and
stopped after one to two doublings in the presence of
10 mM tungstate. To investigate whether tungstate was a
specific inhibitor of a molybdenum-dependent process or
whether it was toxic for the cells during growth on geraniol,
the experiment was repeated in the presence of 10 mM
tungstate plus 12 mM molybdate (Fig. 3C). If tungstate acts
as a general toxic compound, the addition of molybdate
should not restore growth on geraniol. If, however, tung-
state specifically inhibits molybdenum-dependent pro-
cesses, the addition of high concentrations of molybdate
should complement the inhibitory effect of tungstate.
Exactly this was found, as shown in Fig. 3(C): growth of
P. aeruginosa PAO1 in the presence of tungstate and
molybdate could not be differentiated from growth in
the absence of tungstate and molybdate. In conclusion,
growth on geraniol is a molybdenum-requiring process in P.
aeruginosa. The experiments were repeated on solid media
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Fig. 3. Influence of tungstate on the growth of P. aeruginosa
PAO1 wild-type in Tris-buffered medium with carbon sources
as indicated. (A) no addition; (B) 10 mM sodium tungstate;
(C) 10 mM sodium tungstate and 12 mM sodium molybdate.
@, Citronellel; O, citronellic acid; ¥, geraniol; WV, geranic acid,
M, succinate.

and the same principal results were obtained (data not
shown). P. aeruginosa is also able to utilize geranial as a
carbon source. When growth of P. aeruginosa on geranial
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was tested, tungstate (10 mM) clearly inhibited the growth
of the bacteria. Growth inhibition by tungstate was rever-
sible by the addition of 12 mM molybdate. These results
indicate that the oxidation of geranial to geranic acid is a
molybdenum-dependent step.

Utilization of geraniol in P. citronellolis and
P. mendocina is not inhibited by tungstate

P. citronellolis and P. mendocina are close relatives of P.
aeruginosa and are the only other validly described species
capable of the utilization of linear terpenes such as citro-
nellol and geraniol (Cantwell et al., 1978). The biochemical
pathway of linear terpene utilization in P. citronellolis and
P. mendocina is assumed to be identical or very similar to
that of P. aeruginosa. When the effect of tungstate (10 mM)
on the growth of P. citronellolis and P. mendocina with
citronellol, geraniol, citronellate or geranylate as carbon
sources was analysed, no growth inhibition by tungstate on
citronellol, geraniol and citronellate was found, and only
slight growth inhibition on geraniol was observed. Appa-
rently, the utilization of geraniol is different from that of
P. aeruginosa in P. citronellolis and P. mendocina.

DISCUSSION

In this study, we investigated the catabolism of linear
terpenes in P. aeruginosa by mini-Tn5 mutagenesis. To our
surprise, a high frequency of mutants was obtained (39
mutants, 1-5%) that were specifically impaired in the
utilization of geraniol but showed wild-type phenotypes
with respect to the utilization of geranylate, citronellol
and citronellate. The site of mini-Tn5 insertion in one of
these mutants (#11-10-5) was within moeA2. MoeA2 is a
protein involved in the Moco biosynthesis of many bacteria.
One other mutant with the same phenotype as #11-10-5
also harboured mini-Tn5 within moeA2 (data not shown).
In all other 37 mutants with growth reduction on geraniol,
mini-Tn5 had integrated in different gene loci, as revealed by
the different signal sizes in the Southern blots of chromo-
somal DNA of the mutants. In E. coli and in Rhodobacter
capsulatus, MoeA is essential for the ligation of molyb-
date to molypdopterin (Leimkiihler et al., 1999; Nichols &
Rajagopalan, 2005). The involvement of molybdenum in
the oxidation of geraniol was confirmed by specific inhibi-
tion of the growth of P. aeruginosa on geraniol by tungstate
and by the competitive reduction of growth inhibition by
molybdate. Since growth on geranial was also sensitive to
tungstate, we assume that the oxidation of geranial to
geranylate by a geranial dehydrogenase is the molybdenum-
dependent step. However, our experiments do not exclude
the possibility that the oxidation of geraniol to geranial
is also molybdenum dependent. The sensitivity of gera-
niol utilization to tungstate was restricted to P. aeruginosa
and was only partially observed in P. citronellolis or P.
mendocina. These results indicate that the oxidation of
geraniol to geranylate is a molybdenum-dependent step, and
that the respective oxidation reactions could be catalysed

by different enzymes in P. aeruginosa on the one hand and
in P. citronellolis and P. mendocina on the other, or can be
partially replaced by molybdenum-independent isoenzymes
in the latter two species. The involvement of molybdenum-
dependent steps is supported by the high frequency of
the geraniol-minus phenotype in P. aeruginosa mini-Tn5
mutants: synthesis of active Moco requires several enzymic
steps and the combined action of many gene products
(Nichols & Rajagopalan, 2002; Wuebbens & Rajagopalan,
2003). Mutation in only one of these steps prevents
the synthesis of active Moco, thus leading to a geraniol-
minus phenotype. We assume that at least some of the
other geraniol-minus mutants have defects in other genes
of Moco synthesis. Since utilization of citronellol was
neither reduced in nor sensitive to the presence of tung-
state in both meeA2 mutants (mini-Tn5 mutant #11-10-5
and the moeA2 insertion mutant), we conclude that
oxidation of citronellol is not molybdenum dependent
in P. aeruginosa and therefore is apparently catalysed by
different enzymes compared to oxidation of geraniol, and
also that these different sets of enzymes cannot substitute
for each other in P. aeruginosa. Other well-studied examp-
les of molybdenum-dependent oxidation reactions are
molybdenum hydroxylases (e.g. xanthin dehydrogenase),
eukaryotic oxotransferases (e.g. sufite oxidase, nitrate
reductase) and bacterial oxotransferases (e.g. formate
dehydrogenase, DMSO reductase) (Hille, 1999; Moura
et al., 2004 and references cited therein).

Recently, a gene cluster comprising two putative operons
(PA2011 to PA2014 and PA2015 to PA2016) has been
identified to be involved in the degradation of linear ter-
penes in P. aeruginosa (Diaz-Perez et al., 2004). Insertion
mutagenesis in five of the six genes resulted in the inability
of the respective mutants to utilize citronellol, geraniol
and related linear terpenes. The cluster contains putative
genes for carboxylase subunits and other genes apparently
involved in the degradation of acyclic terpenes, but it con-
tains no genes with apparent function in Moco synthesis.
Conjugative transfer of the cluster to P. fluorescens did not
result in the ability of the transconjugants to utilize linear
terpenes. The results of Diaz-Perez et al. (2004) and our
studies indicate that the ability to utilize linear terpenes is
complex, depends on more genes than have yet been
identified and may be partially different in P. aeruginosa and
P. citronellolis.
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Pseudomonas aeruginosa is able to grow on acyclic monoterpenes (citronellol, citronellate,
geraniol and geranylate), and on other methyl-branched compounds such as leucine or isovalerate.
The catabolic pathway of citronellol (Atu, acyclic terpene utilization) enters that of leucine/
isovalerate (Liu, leucine and isovalerate utilization) at the level of methylcrotonyl-CoA. Key enzymes
of the combined pathways are geranyl-CoA carboxylase (GCase) and methylcrotonyl-CoA
carboxylase (MCase). In this study, isovalerate-grown cells specifically expressed MCase (apparent
molecular mass of the biotin-containing subunit, 74 kDa) only, and the GCase biotin-containing

subunit (71 kDa) was not detected. Citronellol- or citronellate-grown cells produced both

carboxylases. Biotin-dependent proteins were purified from crude extracts by avidin-affinity

chromatography, and assigned to the corresponding coding genes by trypsin fingerprint
analysis. The two subunits of MCase corresponded to liuB/liuD (PA2014/PA2012) of the
P. aeruginosa genome database, and atuC/atuF (PA2888/PA2891) encoded GCase subunits.
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This finding is contrary to that reported by others. The identified genes are part of two separate gene
clusters [liuRABCDE (PA2011-PA2016) and atuABCDEFGH (PA2886-PA2893)] that are
thought to encode most of the genes of the Atu and Liu pathways.

INTRODUCTION

Citronellol (3,7-dimethyloct-6-en-1-ol) and geraniol (3,7-
dimethylocta-2,6-dien-1-o0l) are model compounds of acyclic
monoterpenes, which occur naturally in plants. Citronellol
and geraniol are of industrial interest due to their com-
mercial use in the food (flavour) and perfume (odour)
industries. Moreover, citronellol is one of very few naturally
occurring repellents of insects (mosquitoes) (Hierro et al,
2004; Pawar et al, 1991; Rice & Coats, 1994). Geraniol is
structurally related to citronellol, and differs only by the
presence of an additional double bond. Recently, it was
found that geraniol and related compounds have significant
effects on eukaryotic and human cells, and are able to induce
apoptosis in vitro in pancreatic cancer cells (Burke et al,
1997, 2002; Carnesecchi et al., 2002a, b, 2004; Duncan et al.,
2004; Izumi et al., 1999). The intensity and variety of bio-
logical activities of monoterpenes and related compounds
have not been fully investigated. A lack of information on

Abbreviations: Atu, acyclic terpene utilization; GCase, geranyl-CoA
carboxylase; Liu, leucine and isovalerate utilization; MCase,
methylcrotonyl-CoA carboxylase.

the biochemical routes of monoterpenes in organisms might
be one reason for the shortage of knowledge. Citronellol is
the only acyclic monoterpene for which some information
exists on its biochemistry in micro-organisms. This know-
ledge is based mainly on investigations performed by Seubert
and coworkers with Pseudomonas citronellolis more than
40 years ago (Seubert, 1960; Seubert et al., 1963; Seubert &
Remberger, 1963; Seubert & Fass, 1964a, b), and these were
continued by Fall and coworkers in the late 1970s (Cantwell
et al., 1978; Fall & Hector, 1977; Fall et al., 1979; Hector &
Fall, 1976a, b). The first steps of the catabolic pathway of
citronellol and geraniol are the oxidation of the alcohols to
citronellate or geranylate, and subsequent activation to the
corresponding CoA esters citronellyl-CoA and geranyl-CoA.
Due to the structural similarity of citronellol and geraniol,
it is assumed that oxidation of citronellol and geraniol is
catalysed by the same enzymes (Fig. 1). However, recent
data suggest that oxidation of geranial and/or geraniol is
dependent on molybdenum, and that the reaction is differ-
ent from molybdenum-independent oxidation of citronellol
(Hoschle & Jendrossek, 2005). Citronellyl-CoA can be con-
verted to geranyl-CoA by a dehydrogenase step, and all

0002-8260 © 2005 SGM  Printed in Great Britain
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Fig. 1. Putative Atu and Liu pathways in P. citronellolis, according to Seubert & Fass (1964a). Genes of P. aeruginosa
PAO1 identified in this study (atuCfatuF and /liuB/liuD), and putative isohexenyl-glutaconyl-CoA hydratase (atuE) and

methylglutaconyl-CoA hydratase (fiuC) genes, are indicated.

subsequent reactions are the same for citronellol and
geraniol utilization. Geranyl-CoA is difficult to metabolize
because of the presence of f-methyl groups that inhibit f
3-oxidation. The key enzyme of the citronellol/geraniol
degradation pathway is geranyl-CoA carboxylase (GCase)
(Seubert et al., 1963). GCase converts the branched-chain
fi-methyl group of geranyl-CoA to an acetate group that can
be cleaved off more easily than a methyl group. For details
of the catabolic pathway of citronellol/geraniol see Fig. 1.

The metabolite 7-methyl-3-ox0-6-octenoyl-CoA can be
degraded by two rounds of subsequent f-oxidation reac-
tions, without hindrance by fi-methyl groups. The resulting
metabolite (3-methylcrotonyl-CoA) is degraded via the
leucine/isovalerate utilization (Liu) pathway (Fig. 1), which
involves another carboxylase (methylcrotonyl-CoA carboxy-
lase, MCase) that is unable to utilize geranyl-CoA as a
substrate, but is able to utilize carboxylate methylcrotonyl-
CoA (Fall & Hector, 1977; Fall, 1981; Hector & Fall, 1976a,
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b). The two branched-chain-specific carboxylases GCase
and MCase have been purified and partially characterized in
P. citronellolis (Fall & Hector, 1977).

Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas mendocina are
two additional bacteria with the capacity to utilize citronellol
and other linear terpenes (Cantwell ef al, 1978). Recently,
utilization of citronellol by P. aeruginosa was investigated by
Diaz-Perez and coworkers (Diaz-Perez et al., 2004). Those
authors cloned a gene cluster consisting of six genes
(PA2011-PA2016) that are necessary for growth on linear
terpenes in P. aeruginosa. The cluster contained two genes
(gnyA/gnyB, PA2012/PA2014) for putative carboxylase sub-
units, and other genes that possibly encode proteins of the
acyclic (mono-) terpene utilization (Atu) pathway. In our
present study, we initiated investigation of the Atu pathway
by a biochemical approach, and we came to different con-
clusions than those of Diaz-Perez and coworkers.

METHODS

Bacterial strains, plasmids and culture conditions. The bacter-
ial strains and plasmids used in this study are shown in Table 1.
Cultures of P. aeruginosa PAO1 were routinely grown in Luria—
Bertani (LB) medium, or in mineral salt medium (Schlegel et al,
1961) containing different carbon sources [0-1 % (v/v) sodium citro-
nellate, 0-1 % (v/v) sodium geranylate or 0-1 % (v/v) isovaleric acid],
at 30 “C. Water-insoluble carbon sources (citronellol and geraniol)
were added in the space between the Petri dish and the agar (20 pl
per plate), and the plates were sealed with Parafilm. Growth on solid
media with liquid carbon sources was performed in separate incuba-
tors to avoid cross-contamination by vapours. Liquid cultures con-
tained 0-5% glucose or 0-1% glucose, and either 0:2% sodium
citronellate or 0-2 % isovalerate. The Escherichia coli strain was grown
in LB medium at 37 °C. Solid media contained 1-5% (w/v) agar.

For conjugation experiments, P. aeruginosa PAO1 Sm" and E. coli $17-
1, containing the respective plasmids, were grown in LB medium. Equal
volumes of the donor and the recipient cultures were mixed, spotted
onto an LB agar plate, and incubated for 6 h at 37 °C. The cells were
resuspended in 0'5 ml saline, plated on selective agar containing
500 pg streptomycin ml™ 'and 50 pg gentamicin m1™ ', and incubated
overnight at 37 "C.

Insertion mutagenesis. Disruption of atuF (PA2891) in P. aerugi-
nosa was carried out using pKnockout-G for rapid gene inactivation
(Windgassen et al, 2000). A 3'- and 5'-truncated fragment of atuF was

obtained by PCR-mediated amplification of atuF from P. aeruginosa
genomic DNA using the synthetic oligonucleotides PA2891-EcoRI-
Fwd (5-GGAATTCCGCGCCGAGCTGATCCTGGAGAGG-3")  and
PA2891-EcoRI-Rev  (5'-GGAATTCCCTGGGGTCTTCGGCGAAGCG-
TTC-3") as primers. The EcoRI-digested purified 778 bp PCR frag-
ment of atuF was cloned in the EcoRI site of pKnockout-G, and
transformed in E. coli §17-1. The plasmid pKnockout-G:: atuF was
transferred to P. aeruginosa PAOL Sm' via conjugation, and trans-
conjugants were selected on LB agar containing 500 pg streptomycin
ml™ "' and 50 pg gentamicin ml™". The disruption of atuF was veri-
fied by (i) PCR using one atuF-specific primer and one pKnockout-
specific primer, and (ii) two Southern blot hybridization experiments
of chromosomal mutant DNA with a DIG-labelled probe specific for
the gentamicin-resistance gene, and a DIG-labelled probe specific for
atuF.

Isolation of biotin-containing proteins, Western blot analysis
and trypsin fingerprint analysis. Late-exponential cells were
collected by centrifugation at 4°C, and washed with mineral salt
medium that did not contain a carbon source. The pellet was resus-
pended in 25 mM Tris/HCl buffer, pH 7-5, at 1 ml (g cells)”'. The
suspension was passed two times through a French press cell at
800 p.s.d. (55 MPa). Cell debris and membrane fragments were
removed by centrifugation at 80000 g in a Beckman rotor Ti50 for
1 h at 4°C. The supernatant was used for further analysis. The isola-
tion of biotin-containing proteins was done with immobilized mono-
meric avidin. A small column was packed with 250 pl immobilized
monomeric avidin, and equilibrated with PBS containing 01 M phos-
phate buffer, 0-15 M NaCl, pH 7:0. A 250 pl volume of the crude
extract was applied to the column, which was then washed six times
with 1 vol. PBS. Biotin-containing proteins were eluted from the
column with elution buffer (2 mM D-biotin in PBS). The column was
regenerated by washing two times with 0-1 M glycine HCI, pH 2-8.

Samples were separated by 10 % SDS-PAGE, and either stained with
Coomassie blue, or transferred to PVDF membranes for Western blot
analysis. Protein bands of interest were cut out, and subjected to trypsin
digestion and subsequent LC-MS/MS analysis. Western blotting was
done by standard procedures. The blotted biotin-containing proteins
were tagged with Streptavidin-AP conjugate (Roche), and the colour
development was done with nitroblue tetrazolium chloride (NBT)
and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate p-toluidine salt (BCIP).
Prestained dual-colour SDS-PAGE standard proteins (Bio-Rad) were
used as marker proteins.

Nanoflow liquid chromatography tandem MS (nano-LC-MS/
MS). Reverse-phase nano-LC-MS/MS was performed using an
Ultimate nanoflow LC system (LC Packings). The LC system was
coupled to a QSTAR Pulsar hybrid qTOF mass spectrometer (AB-
MDS Sciex), which used a modified nanoelectrospray ion source
(Proxeon Biosystems) interface. Briefly, the tryptic peptide mixtures

Table 1. Bacterial strains and plasmids

Strain or plasmid

Relevant characteristics

Reference or source

E. coli §17-1
P. aeruginosa PAO1
P. aeruginosa PAOL Sm"

Mobilizing strain
Wild-type

(=500 ug ml™")
P. aeruginosa PAOL Sm"
ins-atuF

genome; Sm', Gm
pKnockout-G
pKnockout-G: : atuF

Spontaneous streptomycin-resistant mutant of PAO1; Sm"
Knockout mutant in atuF with pKnockout-G::atuF in the

Suicide vector for rapid gene inactivation in P. aeruginosa
Including a 3'- and 5'-truncated fragment of atuF; Ap', Gm' This study

Simon et al. (1983)

ATCC 15692

Haschle & Jendrossek (2005)
This study

Windgassen et al. (2000)

http://mic.sgmjournals.org
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were autosampled at a flow rate of 50 ul min~' in 0-1% aqueous
trifluorcacetic acid, and desalted on a PepMap C18 trapping car-
tridge (LC Packings). The trapped peptides were eluted and sepa-
rated on the analytical column (PepMap C18, 75 pm id. x 15 em;
LC Packings) using a linear gradient of 7-50 9% acetonitrile in 0-5 %
formic acid for 30 min at a flow rate of 200 nl min~ ', and ionized

by an applied voltage of 2:2 kV to the emitter.

The mass spectrometer was operated in data-dependent acquisition
mode to automatically switch between MS and MS/MS. Survey MS
spectra were acquired for 1 s, and the three most intense ions (doubly,
triply or quadruply charged) were isolated, and sequentially fragmen-
ted for 1-5 s by low-energy collision-induced dissociation. All MS and
MS/MS spectra were acquired with the Q2-pulsing function switched
on, and optimized for enhanced transmission of ions in the MS (m/z
400-1000) and MS/MS (m/z 75-1300) mass ranges.

RESULTS

Biotin-containing proteins of P. aeruginosa PAOL were
purified from (i) glucose-, (ii) citronellate- and (iii)
isovalerate-grown cells, separated by reducing SDS-PAGE
(Fig. 2A), and screened for biotin by Western blot analysis
(Fig. 2B), as described in Methods. Only one biotin-
containing polypeptide (apparent molecular mass 63 kDa)
was found in glucose-grown cells. This protein was
constitutively expressed, and apparently is not involved in
carboxylation of methyl-branched compounds (see below).
One additional biotin-containing polypeptide appeared
at about 74 kDa in isovalerate-grown cells. This protein

presumably corresponds to the biotin-containing subunit of
MCase, because the catabolic pathway of leucine/isovalerate
involves only one carboxylase step (MCase). Specific induc-
tion of MCase by leucine and isovalerate has been shown for
P. citronellolis (Fall & Hector, 1977; Hector & Fall, 1976a, b).
In citronellate-grown cells of P. aeruginosa, a third biotin-
dependent protein at about 71 kDa appeared in addition
to the 63 and 74 kDa proteins (Fig. 2B). Since GCase is
necessary only in citronellol/citronellate-grown cells, but
not in isovalerate-grown cells, the 71 kDa protein is thought
to correspond to GCase.

The purified biotin-containing proteins of citronellate-
grown cells (Fig. 2A) were cut out from the Coomassie-
stained SDS-polyacrylamide gel, and subjected to trypsin
fingerprint analysis and ESI-MS-MS (double or multiple
mass spectra)-based amino acid sequencing. At least 13
peptides of each isolated biotin-containing protein were
analysed, and compared with the P. aeruginosa database.
The 63 kDa biotin band (band no. 3, Fig. 2A) perfectly
matched to the putative product of ORF PA5435 (putative
acetyl-CoA carboxylase/transcarboxylase subunit), and the
74 kDa (no. 1) and 71 kDa (no. 2) biotin-containing pro-
teins were unequivocally identified as the gene products
of liuD (PA2012; 74 kDa) and atuF (PA2891; 71 kDa),
respectively (Figs 2 and 3). The three non-biotin-containing
polypeptides (band nos 4/5 and 6, Fig. 2A) corresponded to
liuB (PA2014), atuC (PA2888) and the product of PA5436,

2 @ 2 o
= = = =
o = = 2 = 5
(A) & s 3 B z = 2
£ E & kDa 2 £ E
kDa T} &) = S s 9
150 ——— 150 an—
100 — 100 ro—
75 - 75
- 1 <«—————— LiuD (74 kDa) 74 KkDa Dy E, s
; “———1  AwF (71 kDa) e o N
e == | pAS434 (63 kDa) ~71kDa /---
50 - '\K LiuB (58 kDa) + ~63 kDa { —-—
6 \ AtuC (58 kDa)
37 PAS5436 (48 kDa)
e 37

Fig. 2. SDS-PAGE and Western blot analysis of P. aeruginosa PAO1 for biotin-containing proteins. After avidin purification,
soluble cell extracts were separated on 10 % SDS-polyacrylamide gels and stained with Coomassie blue (A), or transferred to
PVDF membranes and screened for biotin-containing proteins (B), as described in Methods. To obtain sufficient resolution in
the range above 50 kDa, electrophoresis was carried out for about 90 min (20-25 mA) so that proteins of less than ~25 kDa
had run out of the gel. Gene products identified by trypsin fingerprint LC-MS analysis of isolated protein bands are indicated.

The numbering of the protein bands in (A) is described in the text.
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Fig. 3. Gene clusters of P. aeruginosa PAO1 (A, B) (atu and liu, respectively), and putative /iu cluster of P. putida (C) (data
and annotations are from http://www.pseudomonas.com and http://www tigr.org). Note that the involvement of PA2885
(atuR?) in Atu is hypothetical, and is not supported by experimental data. The deduced molecular weight (MW) of each gene

product in Da is shown.

respectively, and represent the non-biotin-containing
carboxylase subunits (LiuB and AtuC were not separated
in the double band no. 4/5). The genes liuA and atuF have
been annotated as biotin-containing subunits of carboxy-
lases in the P. aeruginosa database (Fig. 3). LiuB and liuD
have been proposed to encode GCase (corresponding to
gnyA and gnyB; Diaz-Perez et al., 2004), and PA2888 and
PA2891 (atuC and aruF) have been suggested to encode
McCase; this is contrary to our findings. Our Western blot
results shown in Fig. 2, i.e. the findings that the 71 kDa band

was expressed only in citronellate-grown cells, and that
the 74 kDa band was expressed in both citronellate- and
isovalerate-grown cells, suggest that liuB and liul> encode
MCase (74 kDa), and that atuC and atuF encode GCase
(71 kDa). The DNA-deduced molecular masses of LiuD and
AtuF are 71 283 and 71 748 Da, respectively. The reason for
the discrepancy in the theoretical values compared with the
observed apparent molecular masses is unknown, but it is
often observed in SDS-PAGE, and may depend on the
individual amino acid sequence/composition.

http://mic.sgmjournals.org
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What could be the reason for the contrary conclusions
concerning the assignment of LiuB/LiuD and AtuC/AtuF to
MCase and GCase subunits? Diaz-Perez et al. (2004) also
noticed the relatedness of LiuB/LiuD and AtuC/AtuF; they
assumed that the compound 6-methyl-5-hepten-2-one
would enter the combined citronellol/leucine degrading
pathway at the level of methylcrotonyl-CoA, and considered
growth of insertion mutants in the liu gene cluster on 6-
methyl-5-hepten-2-one as evidence for the functionality of
the leucine utilization pathway. However, it is unclear how
catabolism of the eight-carbon-atom-containing compound
6-methyl-5-hepten-2-one concurs with the five-carbon-
atom compound methylcrotonylate (CoA-derivative).
Nevertheless, we tested growth of P. aeruginosa PAO1 on
6-methyl-5-hepten-2-one, and, surprisingly, we did not
observe significant growth on this compound. We tested
six other strains of P. aeruginosa (HABS1, CF-3MR, PAC1,
B104, PA81 and HAB911), and we used different concen-
trations and different methods of carbon source application
(filter paper soaked in 6-methyl-5-hepten-2-one, and
inserted into the lid of the Petri dish; 20 pl 6-methyl-5-
hepten-2-one spotted into the space between the bottom of
the Petri dish and the agar; and 6-methyl-5-hepten-2-one
applied by saturated atmosphere in a sealed container). We
did not find growth for any of the seven strains that was
stronger than that of controls without the carbon source
(30 and 37 "C, and periods of up to 1 week, were tested). We
concluded that P. aeruginosa is unable to use 6-methyl-5-
hepten-2-one as a sole source of carbon and energy, and that
growth on 6-methyl-5-hepten-2-one is not a suitable tool to
test the functionality of the Liu pathway in P. aeruginosa.
The assay for growth on isovalerate and/or leucine appears
to be a more reliable tool for this purpose, since leucine and
isovalerate are precursors of methylcrotonyl-CoA in cata-
bolic pathways of many organisms (Fig. 1). Inspection of
the genome of another related species, Pseudomonas putida,
a bacterium that is able to grow on isovalerate, but unable to
utilize citronellol or citronellate, and therefore is unlikely to
have the genes for the Atu pathway, revealed the presence of
a cluster containing four genes (PP4064—PP4067, Fig. 3).
The deduced amino acid sequences of ORFs PP4064—
PP4067 showed a much higher degree of similarity (67—87 %
amino acid identity) to LiuA—LiuE of P. aeruginosa, but only
a medium level of similarity to AtuA-AtuH (35-51%
identity). We assume that ORFs PP4064—-PP4067 code for
several genes of the leucine/isovalerate-degrading pathway
in P. putida, and we suggest naming them liu genes (Fig. 3).

To find further experimental evidence for our interpreta-
tion, insertion mutagenesis of atuF (putative GCase biotin
subunit, 71 kDa) was performed as described in Methods.
The success of insertion mutagenesis was confirmed by
PCR and Southern blot analysis of genomic DNA isolated
from the respective mutants (data not shown). When the
P. aeruginosa mutant with an insertion in atuF was
tested for utilization of methyl-branched compounds, no
growth was found on aliphatic monoterpenes such as
citronellol, citronellate, geraniol and geranylate, confirming

the involvement of atuF in utilization of citronellol and
related monoterpenes. However, utilization of isovalerate
and leucine was the same in the atuF mutant as in the wild-
type. Growth on substrates unrelated to methyl-branched
compounds (e.g. glucose, succinate or acetate) was also not
affected. This result clearly shows that MCase and a func-
tional Liu pathway are present in the atuF insertion mutant
(Fig. 1). Accordingly, Western blot analysis of isovalerate-
grown mutant cells for the presence of biotin-containing
proteins showed the expected 74 kDa band, and confirmed
that M Case was expressed (Fig. 4). After growth on isovale-
rate, the biotin-containing proteins of the atuF mutant were
purified by avidin-affinity chromatography. The identity of
the isolated 74 kDa band with the liuA gene product, and
with the 74 kDa protein of the wild-type, was confirmed by
trypsin fingerprint analysis of the avidin-isolated protein.
The 63 kDa protein was again identified as PA5435 product
(putative acetyl-CoA carboxylase/transcarboxylase subunit).
The 71 kDa biotin protein was not found in mutant cells
that had been incubated in the presence of citronellate
for different time periods (Fig. 4), and this confirmed the
absence of GCase in the atuF insertion mutant. The non-
biotin-containing subunits of the purified proteins (58 and
48 kDa) were identified to correspond to LiuB and PA5436
product by trypsin fingerprint analysis MS (data not shown).

DISCUSSION

In this study, we continued our investigation of the
catabolism of acyclic (mono-) terpenes in P. aeruginosa. A
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Fig. 4. Western blot analysis of biotin-containing proteins in
avidin-purified crude extracts of P. aeruginosa (atufF-insertion
mutant) grown on glucose (0-5 %), glucose (0-1%) plus citro-
nellate (0-2 %), and glucose (01 %) plus isovalerate (02 9%).
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putative pathway leading from citronellol to acetate, acetyl-
CoA and acetoacetate as end products, based on biochemi-
cal investigations in P. citronellelis by Seubert and coworkers
more than 40 years ago (Seubert, 1960; Seubert et al., 1963;
Seubert & Remberger, 1963; Seubert & Fass, 1964a, b), is
shown in Fig. 1. The pathway includes three phases. (i)
Citronellol is first oxidized and activated to geranyl-CoA.
Geranyl-CoA is subsequently carboxylated by GCase,
hydrated, and the resulting product is cleaved into acetate
and 7-methyl-3-oxo0-6-octenoyl-CoA (Atu pathway). (ii)
7-Methyl-3-ox0-6-octenoyl-CoA can be degraded by two
rounds of subsequent fi-oxidation reactions without hindr-
ance by fi-methyl groups. (iii) The product 3-methylcrotonyl-
CoA concurs with the Liu pathway, which includes a second
carboxylation step by MCase. The latter carboxylase is
specific for 3-methylcrotonyl-CoA, and is unable to utilize
geranyl-CoA as a substrate (Fall & Hector, 1977). Acetate,
acetyl-CoA and acetoacetate are the end products of the
combined pathways. While the Atu pathway is present
presumably in citronellol-degrading bacteria only (P. citro-
nellolis, P. aeruginosa and P. mendocina), the Liu pathway
probably is present in many organisms, at least in
isovalerate- and leucine-utilizing bacteria. The finding that
GCase (71 kDa) is expressed only in citronellate-grown cells,
and that MCase (74 kDa) is expressed in both citronellate-
grown and isovalerate-grown cells, is in agreement with the
postulated pathway: MCase as a key enzyme of the Liu
pathway is needed in equal measure for catabolism of
citronellol, and for catabolism of leucine and isovalerate;
GCase is needed only for utilization of acyclic (mono-)
terpenes such as citronellol and geraniol. MCase can not
replace GCase, since it is specific for methylcrotonyl-CoA,
and does not accept geranyl-CoA as a substrate (Fall &
Hector, 1977; Hector & Fall, 1976a, b).

To determine whether the key enzymes GCase and MCase
of the combined pathways are expressed in a similar manner
in P. aeruginosa and P. citronellolis, we performed Western
blot analysis for biotin-containing proteins (Fig. 2). Indeed,
two biotin-containing polypeptides (74 and 71 kDa) are
additionally expressed in citronellate-grown cells compared
with glucose-grown cells. Isovalerate-grown cells, however,
contain only one additional biotin-containing band (74 kDa)
compared with glucose-grown cells. These results show that
expression of GCase and MCase in P. aeruginosa is the same
as in P. citronellolis. Analysis of the DNA sequences of the
biotin-containing subunits of the two candidate carboxylase
genes (liuD and atuF) shows that the deduced amino acid
sequences are highly similar (51 % identity), and that the
polypeptides have almost the same theoretical molecular
masses of 71-3 and 71-7 kDa, respectively. A difference of
less than 1 kDa is not sufficient to distinguish the products
simply by their migration distance in SDS-PAGE. We there-
fore identified the respective gene products by trypsin
fingerprint analysis, and subsequent ESI-MS" sequencing
of isolated peptides. This procedure enabled us to assign
the bands in biotin blots to the two citronellate-specific
biotin-containing proteins AtuF and LiuD (71 and 74 kDa

apparent molecular masses, respectively). This assignment is
different from the earlier findings of Diaz-Perez et al. (2004).

Considering the results of Diaz-Perez and coworkers (Diaz-
Perez et al., 2004), and the findings of this contribution, it is
evident that both clusters (atuABCDEFGH and liuRABCDE)
are essential for catabolism of methyl-branched compounds
such as citronellol, citronellate, leucine and isovalerate. We
propose to name the cluster PA2886—PA2893 as the atu cluster
(acyclic (mono-) terpene utilization, atuABCDEFGH), and
the PA2011-PA2016 cluster as the liu gene cluster (leucine
and isovalerate utilization, liuRABCDE) (Fig. 3). The name
gny (geranoyl), as suggested by Diaz-Perez et al. (2004), does
not appear to be suitable for the liu cluster, since our results
clearly show that the liu genes are only indirectly involved
in the degradation pathway of acyclic terpenes.

Utilization of geraniol apparently requires the presence of
additional gene products such as MoeA2, since oxidation of
geranial and/or geraniol, in contrast to oxidation of citro-
nellol, includes a molybdenum-dependent step (Hoschle &
Jendrossek, 2005). We predict that mutants defective in
liuD, and probably most mutants defective in one of the
other liu genes, will be shown to be unable to utilize leucine
or isovalerate as a carbon source, in addition to the already
known minus phenotype on acyclic monoterpenes (Diaz-
Perez et al., 2004).
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Summary

A putative isohexenyl-glutaconyl-CoA hydratase gene (atuE) of a Pseudomonas
aeruginosa PAO1 gene cluster comprising of eight genes (atuABCDEFGH) was
identified to be necessary for acyclic terpene utilisation (Atu) such as citronellol or
geraniol by transposon-based mutant analysis. A second gene cluster (liuRABCDE)
that was previously assumed to encode the genes of the citronellol-degrading
pathway was identified to code for genes of the leucine/isovalerate-utilising (Liu)
pathway by insertion mutagenesis. Mutants in the Liu cluster (/iuC, liuD) were unable
to utilise acyclic monoterpenes and leucine or isovalerate. Insertion mutants in the
Atu cluster (atuE, atuF) were still able to grow on leucine or isovalerate as a carbon
source but growth on citronellol was abolished. This indicated a functional Liu
pathway and a defective Atu pathway in Atu mutants. Key enzymes of the Atu and
Liu pathways are geranyl-CoA carboxylase (GCase; encoded by atuC, atuF) and
methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCase; liuB, liuD). Citronellate-grown cells of P.
aeruginosa wild type contained GCase and MCase activities but isovalerate-grown
cells contained only MCase activity. MCase was not detectable in Western blots in
liuD insertion mutant. In atuF insertion mutant, however, only GCase activity was
abolished while MCase was still detectable in isovalerate- and in citronellate-exposed
cells. Inspection of the genome sequences of other sequenced pseudomonads
(Pseudomonas putida KT 2240, Pseudomonas fluorescens Pf-5, Pseudomonas
syringae tomato DC3000) revealed candidate genes of the Liu pathway for all strains
analysed but Atu genes were found only in P. fluorescens Pf-5. This result concurred
with the finding that P. fluorescens Pf-5 was the only strain besides P. aeruginosa
capable to utilise citronellol as a sole source of carbon and energy while all four
strains were able to utilise isovalerate and leucine as carbon sources.



74 Appendix 3

Introduction

Linear terpenes such as citronellol and geraniol are aroma compounds
frequently occurring in plants. Citronellol (3,7-dimethyl-6-octen-1-ol) is used in food
(aroma, flavour) and parfume industry (odour) but is also used as a natural repellent
of mosquitoes. Geraniol is an aroma compound typical for plants of the genus
Geranium; it is structurally related to citronellol and differs from the latter only by the
presence of an additional double bond (see Fig. 1). Citronellol and geraniol are
model compounds of acyclic monoterpenes and belong to the family of acyclic
methyl-branched molecules derived from isoprene. Related compounds are
carotenoids, steroids, and polyisoprene (rubber). Leucine and isovalerate are

examples of saturated molecules with methyl-branched carbon backbone.

The degradation pathway of acyclic (mono-) terpenes such as citronellol or
geraniol has been investigated in Pseudomonas citronellolis by Seubert and co-
workers in the 60" and by Fall and co-workers in the 70™ of the last century (Fall &
Hector, 1977; Fall et al., 1979; Fall, 1981; Seubert, 1960; Seubert et al., 1963;
Seubert & Remberger, 1963; Seubert & Fass, 1964a; Seubert & Fass, 1964b). In
principle, terpene alcohols are oxidized and activated to the corresponding CoA
thioesters, the B-methyl groups are carboxylated by geranyl-CoA carboxylase
(GCase) and the resulting acetate function is cleaved off from the carbon backbone.
The remaining molecule is degraded by B-oxidation (for details see Fig. 1). The
acyclic terpene utilisation pathway (Atu) enters the leucine/isovalerate utilising
pathway (Liu) on the level of methylcrotonyl-CoA and involves another carboxylase,
methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCase). MCase differs from GCase in its substrate
specificity (Fall & Hector, 1977; Hector & Fall, 1976a). Most of the previous work had
been done with P. citronellolis. Studies of Fall and co-workers suggested that
utilisation of acyclic terpenes is the same or very similar to P. citronellolis in the
closely related Pseudomonas aeruginosa and probably in Pseudomonas mendocina
(Cantwell et al., 1978; Fall et al., 1979).

In contrast to the understanding of the catabolic pathway of acyclic
monoterpenes the knowledge on the corresponding genes has been poor until
recently. A gene cluster comprising of 6 genes (gnyRDBHAL [PA2011 to PA2016])
had been found to be necessary for degradation of linear terpenes in P. aeruginosa
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(Diaz-Perez et al., 2004). Insertion mutagenesis in 5 of the 6 genes resulted in
inability of the respective to utilise citronellol, geraniol and related linear terpenes.
Recent studies of our lab revealed that the gny cluster is also necessary for leucine
and isovalerate utilisation (Liu) but is only indirectly involved in acyclic
(mono-)terpenes utilisation (Atu) (Héschle et al., 2005). We therefore renamed the
gny gene cluster as liu cluster (leucine and isovalerate utilisation) and proposed a
different name for genes directly involved in acyclic terpene utilisation (atu genes). In
this study, we continued our studies on utilisation of acyclic terpenes (citronellol,
geraniol) and other methyl-branched compounds (leucine, isovalerate). We were able
to confirm conclusions based on biochemical studies by independent analysis of

selected genes of the atu and liu gene clusters.
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Methods

Bacterial strains, plasmids and culture conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are shown in Table 1. Cultures
of P. aeruginosa PAO1 were routinely grown in Luria-Bertani (LB) media or in mineral
salt medium (Schlegel et al., 1961) containing different carbon sources (0.1% [v/V]
sodium citronellate, 0.1% [v/v] sodium geranylate and 0.1% [v/v] sodium isovalerate)
at 30°C. Water-insoluble carbon sources (citronellol, geraniol) were added in the
space between the petri dish and the agar (20 pL per plate) and the plates were
sealed with parafiim. Growth on solid media with liquid carbon sources was
performed in separate incubators to avoid cross contamination by vapours. Liquid
cultures contained 0.5% glucose or 0.1% glucose and 0.2% of sodium citronellate
and 0.2% sodium isovalerate, respectively. E. coli strains were grown in Luria-Bertani

media at 37 °C.

Table 1:

Strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Relevant characteristics

Reference or source

Escherichia coli JM109

Cloning strain

(Yanisch-Perron et al.,

1985)
E. coli S17-1 Mobilizing strain, tra* (Simon et al., 1983)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Wild type; C+ G+ CS+ GS+ ATCC 15692

Pseudomonas fluorescens Pf-5

Wild type; C+ G- CS+ GS-

NRRL B-23932
(Paulsen et al., 2005)

P. aeruginosa PAO1 Sm"

Spontaneous
resistant mutant of
500ug/ml), Sm"

streptomycin-
PAO1 (=

(Héschle &
Jendrossek, 2005)

pKnockout-G::/iuC in the genome;
Sm', Gm'

P. aeruginosa PAO1 Sm" Transposon mutant of PAO1; Tc"  This study
#22B/1/1 (atuE::mini-Tnb) transposon inserted within atukE
P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-liuD  Knockout mutant in JiuD with This study
pKnockout-G::/iuD in the genome;
Sm', Gm'
P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-liuC  Knockout mutant in JiuC with This study

P. aeruginosa PAO1 Sm" ins-

Knockout mutant in atuF with

(Hoéschle et al., 2005)

inactivation in P. aeruginosa

atuF pKnockout-G::atuF in the
genome; Sm', Gm'
pUT miniTn5-Tc Mutagenesis plasmid; Tc' (de Lorenzo et al,
1990)
pKnockout-G Suicide vector for rapid gene | (Windgassen et al,

2000)

pKnockout-G::liuD

Including an 3’- and 5’- truncated
fragment of liuD; Amp', Gm'

This study

pKnockout-G::liuC

Including an 3’- and 5’- truncated
fragment of liuC; Amp’, Gm'

This study
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Transposon mutagenesis

P. aeruginosa PAO1 Sm' and E. coli S17-1 containing the pUTminiTn5-Tc plasmids
were grown in NB medium and Luria-Bertani medium, respectively. Equal volumes of
the donor and of the recipient culture were mixed and spotted onto a NB agar plate
and incubated over night at 30°C. The cells were resuspended in 3 mL of 10 mM
MgSQy, plated on selection agar containing the appropriate amounts of antibiotica
(500 ug streptomycin mL™" and 50 pg tetracycline mL™") and incubated for 2 days at
30°C. Selected transconjugants were screened for utilisation of different carbon

sources.

Identification and sequencing of transposon insertion fragments.

Pstl or Xhol-digested genomic DNA of selected transconjugants was analysed by
Southern blot hybridization with a DIG-labelled PCR probe (forward primer: 5°-
AATGCGCTCA-TCGTCATCCT-CGG-3’; backward primer: 5- CGATCCTTGA-
AGCTGTCCCT-GA -3’) specific for the tetracycline resistance gene of the pUT
miniTn5-Tc plasmid. Tn5-Tc-containing DNA fragments with the size of interest £ 0.5
kbp were isolated from agarose gel, cloned in Pstl or Xhol digested pBluescript SK*
and transformed into E. coli JM109. Clones with plasmids harbouring the miniTn5-Tc
fragment were selected on LB-plates containing 12 pg tetracycline mL™. Sequencing
of the isolated recombinant plasmids containing the mini-Tn5-Tc fragment was done
with the synthetic oligonucleotides specific for the respective |- and O-ends (5'-
AGTGAGGGTT-TGCAACTGC-3 and 5-TTAAGCGTGC-ATAATAAGC-3’) and the
T3- and T7-primers specific for the multiple cloning site of the pBluescript SK* vector.
The mini-Tn5-Tc insertion site of the respective mutant was identified by comparison
of the obtained DNA sequences with the updated database of the pseudomonas

genome project (www.pseudomonas.com).

Insertion mutagenesis

Disruption of /iuD (PA2012) and liuC (PA2013) were carried out using pKnockout-G
for rapid gene inactivation in P. aeruginosa (Windgassen et al., 2000). 3’- and 5’-
truncated fragments of /iuD and liuC were obtained by PCR mediated amplification of
the open reading frames /iuD and liuC from P. aeruginosa genomic DNA using the
synthetic oligonucleotides liuD-Xbal-Fw (5- GCTCTAGAGC-CGCGTATGCT-
GGTGGAGAAA-TACC - 3’) and liuD-Xbal-Rev (5'- GCTCTAGAGC-GAACCCGGTG-
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TCCAGTTCGG- 3’) as liuD specific primers and liuC-EcoRI-Fw (5 — GGAATTCCCA-
TCGCCGAACT-CATGACCCAT-C - 3) and liuC-EcoRI-Rev (5° — GGAATTCCGG-
CGGGACAGCT-TTCGCTGAG - 3’) for liuC-specific primers. The Xbal-digested
purified 750 bp PCR fragment of /iuD was cloned in the Xbal-site of pKnockout-G and
transformed in E. coli S17-1. The EcoRI-digested purified 322 bp PCR fragment of
liuC was cloned in the EcoRl-site of pKnockout-G and transformed in E. coli S17-1.
The plasmids pKnockout-G::/iuD and pKnockout-G::liuC were transferred to P.
aeruginosa PAO1 Sm' via conjugation and selection on LB agar containing 500 pg
streptomycin mL" and 50 pg gentamycin mL™". The disruption of /iuD and /iuC were
verified by PCR using one liuD- and liuC-specific primer, respectively and one
pKnockout-specific primer. Additionally, Southern blot hybridisation of chromosomal
mutant DNA with a DIG-labelled probe specific for the gentamycin resistance gene
and a DIG-labelled probe specific for liuD and liuC confirmed the success of insertion

mutagenesis.

Synthesis of geranyl-CoA

Synthesis of geranyl-CoA was done by the mixed-anhydride method described
elsewhere (Guan et al,, 1999). 770 umol of geranic acid were dissolved in 5.1 ml
tetrahydrofuran and neutralized by adding an equimolar amount of triethylamine. 770
umol of ethylchloroformate were added and the mixture was stirred for 30 min at
room temperature before the solution was filtered through a filter with 4 um pore size.
The filtrate containing the anhydride was added drop wise to 29 pmol coenzyme A
(CoA) that had been dissolved in 12 ml water to tetrahydrofuran 3:2, pH 8.0 (with
solid NaHCO:s3). After stirring for 25 min, 4 ml of water were added and the pH was
adjusted to 3.0 with 2N HCI. To remove remaining mixed anhydride the solution was
extracted 3 times with diethyl ether. The aqueous phase was dried by lyophylisation.
Successful synthesis of geranyl-CoA was confirmed by detection of the predicted
masses by HPLC-MS ESI-analysis. CoA was purchased from GERBU and
methylcrotonyl-CoA from Sigma.

Determination of GCase and MCase activity

Late exponential cells (carbon sources as indicated in the text) were collected by
centrifugation at 4°C and washed with mineral salt medium without carbon source.
The pellet was resuspended in 1 mL of 25 mM Tris-HCI, pH 7.5 per g cells. The

suspension was passed two times through a French press cell at 800 psi. Cell debris
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and membrane fragments were removed by centrifugation at 80.000 g in a Beckman
rotor Ti50 for 1 hour at 4°C. The supernatant was used for further analysis. Activities
of GCase and MCase were measured by the decrease of NADH concentration at 340
nm (30°C) in a coupled enzymatic assay described by Fall (Fall, 1976). The assay
mixture contained (in 1 mL of 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0) 10 mM MgCl,, 0.5 mM ATP, 10
mM KHCOs;, 0.2 mM phosphoenolpyruvate, 0.1 mg mL" NADH, 0.5 mg mL™" BSA,
6.3 U mL" pyruvate-kinase, 13.0 U mL" lactate-dehydrogenase and 15-80 pL of
soluble crude extract. The assay was started by adding 5 pL of 20 mM
methylcrotonyl-CoA (MCase) or 40 pL of geranyl-CoA 20 mg mL™ (GCase). One unit
of activity is defined as 1 umol of product formed per minute.

HPLC-(ESI)MS determination of CoA compounds

LC-(ESI)MS was run on an HPLC on an HP1100 HPLC-system (Agilent, Waldbronn,,
Germany), which comprised an HP1100 autosampler, HP1100 gradient pump,
HP1100 column thermoregulator, and HP1100 diode array detector (DAD) module,
coupled with a Micromass VG platform Il quadrupole mass spectrometer equipped
with an electrospray (ESI) interface. Chromatographic conditions were as follows:
column, Hypersil gold C18 1,9 pu (Thermo electron) 50 x 2.1 mm; column temperature
25 °C, flow rate 0.2 ml/min; injection volume 5 ul; eluent mixtures (A) 10 mmol
ammoniumformiat /MeOH 98 + 2 (V/V), (B) acetonitril; gradient: % B (tf{min]) 3 (0-3)
— 100 (20-24). MS parameters were as follows: ESI-; source temperature 120 °C,
capillary 3.0 kV; HV lens 0.5 kV; cone voltage 50 V. The MS system was operated in
full scan (m/z 300 — 1000) For data acquisition and processing, the MassLynx 3.2

software was used.

Isolation of biotin-containing proteins and Western-blot analysis

Isolation of biotin-containing proteins from soluble cell extracts was done with
immobilized monomeric avidin. A small column was packed with 250 pL immobilized
monomeric avidin and equilibrated with phosphate buffered saline (PBS) containing
0.1 M phosphate buffer, 0.15 M NaCl, pH7.0. 250 pL of the crude extract were
applied to the column. The column was washed 6 times with one volume of PBS.
Biotin-containing proteins were eluted from the column with elution buffer (2 mM D-
biotin in PBS). The column was regenerated by washing two times with 0.1 M
glycine-HCI, pH 2.8. Samples were separated by 10% SDS-PAGE and either stained

with Coomassie blue or transferred to PVDF membranes for Western-blot analysis.
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Western-blotting was done by standard procedure. The blotted biotin-proteins were
tagged with Streptavidin-AP conjugate (Roche, Mannheim) and the colour
development was done with nitroblue-tetrazoliumchloride (NBT) and 5-bromo-4-
chloro-3-indoyl-phosphate-p-tolodium salt (BCIP). Prestained dual colour SDS-PAGE

standard proteins (BioRad) were used as marker proteins.
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Results

Mini-Tn5-based transposon mutagenesis was performed with P. aeruginosa PAO1
as described in materials and methods. Mutants obtained were tested for their ability
to utilise citronellol, geraniol, citronellate and geranylate. Out of about 8500 mutants
tested, one mutant (#22B-1-1) was unable to grow on any of the 4 monoterpenes
tested. Growth of this mutant on acetate, succinate, glucose or NB medium could not
be differentiated from the wild type indicating that the mutation could be specific for
metabolism of acyclic terpenes. The mini-Tn5-containing DNA-fragment of mutant
#22B-1-1 was cloned and the site of transposon insertion was determined by DNA-
sequencing. Mini-Tn5 was inserted at position 3243626 of the P. aeruginosa genome
(www.pseudomonas.com). This position is located in the coding region of PA2890
(atuE), a gene that had been annotated as a putative enoyl-CoA
hydratase/isomerase gene. AtuE is located within an 8 genes containing cluster
PA2886-PA2893 (atuABCDEFGH). All of the genes are located close together and
have the same orientation of transcription (Fig. 2). Similarities to proteins of the
database and possible functions have been suggested to 7 of the 8 putative gene

products.
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Fig. 2: Comparison of Atu and Liu gene clusters of P. aeruginosa PAO1,

P. fluorescens Pf-5, P. putida KT 2240, and P. syringae tomato DC3000. Putative

functions are given below.
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Recently, Diaz-Perez et al., 2004 showed that another gene cluster,
gnyRDBHAL (corresponding to liuRABCDE, PA2011-PA2016 in Fig. 2), was involved
in metabolism of citronellol/geraniol because inactivation of several genes of this
cluster resulted in a minus phenotype for acyclic terpenes. The authors assumed that
this gene cluster encoded functions of the geraniol-degrading pathway. Interestingly,
the putative gene products of the cluster identified in this study (atuABCDEFGH)
showed medium amino acid similarities (33 to 46% amino acid identity) to the gene
products of liuRABCDE and to potential liu genes identified in other sequenced
pseudomonads (P. putida KT 2240, P. fluorescens Pf-5, P. syringae tomato DC3000;
Table 2; Fig. 2). However, the gene products of P. aeruginosa liuRABCDE were
significantly more related in amino acid sequence to the corresponding postulated /iu
genes of P. putida, P. fluorescens and P. syringae (67 to 89% identity) than to
atuABCDEFGH gene products (33 — 46%). In addition, atuABCDEFGH gene
products of P. aeruginosa showed very high sequence similarity to a gene cluster of
P. fluorescens (75 to 91%). No high sequence similarity (identity > 50%) of the atu
gene products of P. aeruginosa was found to any genes of P. putida and P. syringae.
The latter two organisms were able to utilise leucine and isovalerate as carbon
sources but they were unable to grow with citronellol as a sole source of carbon and
energy. Since P. fluorescens Pf-5 contained most candidate genes of the atu and liu
cluster we speculated that P. fluorescens could be able to utilise monoterpene
alcohols as a sole source of carbon source. Indeed, P. fluorescens Pf-5 grew well on
citronellol and citronellic acid but only poor if at all on geraniol and geranylate. Thus,
P. fluorescens P1-5 is the fourth species besides P. citronellolis, P. aeruginosa and P.
mendocina that is able to utilise citronellol. Our results indicate that the atu genes are
essential for citronellol utilisation and that catabolism of citronellol and geraniol
probably is at least partially different.
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Table 2: Amino acid similarities of P. aeruginosa Liu proteins with other proteins
of related species. Values indicate percent of identical amino acids.
Annotated possible functions according to database are also given.
P. putida KT P. fluorescens Pf-5 | P. syringae P.
2240 tomato str. aeruginosa
DC3000 PAO1
LiuE LiuE (MvaB) LiuE (MvaB) (PFL3934) LiuE (MvaB) PA1217
(PA2011) (PP3540) Hydroxymethylglutaryl- = (PSPTO2742) Probable 2-
Hydroxymethyl- CoA-lyase Hydroxymethyl- isopropylmalat-
glutaryl-CoA-lyase 78% glutaryl-CoA-lyase | synthase
78% 73% 21%

LiuD LiuD (PP4067) LiuD (PFL3939) LiuD (PSPTO2736) AtuF (PA2891)
(PA2012) Acetyl-CoA Biotin carboxylase, Biotin carboxylase, @ Probable biotin
carboxylase, biotin biotin-containing subunit = biotin-containing carboxylase/
carboxylase, 74% subunit biotin carboxyl
putative 72% carrier protein
76% 51%
LiuC LiuC (PP4066) LiuC (EchA7) LiuC (PSPTO2737) | AtuE (PA2890)
(PA2013) Enoyl-CoA (PFL3938) Enoyl-CoA Probable enoyl-
hydratase, putative | Enoyl-CoA hydratase/ CoA hydratase/
67% hydratase/isomerase isomerase protin isomerase
protein family family 38%
67% 65%
LiuB LiuB (PP4065) LiuB (MccB) (PFL3937) | LiuB (PSPTO2738) AtuC (PA2888)
(PA2014) 3-Methylcrotonyl- 3-Methylcrotonyl-CoA- Carboxyl Probable biotin-
CoA-carboxylase, carboxylase, B-subunit transferase domain | dependent
B-subunit, putative 86% protein carboxylase
85% 84% 44%
LiuA LiuA (Ivd) (PP4064) LiuA (lvd) (PFL3936) LiuA (PSPTO2739) AtuD (PA2889)
(PA2015) Isovaleryl-CoA Isovaleryl-CoA Acyl-CoA Probable acyl-
dehydrogenase dehydrogenase dehydrogenase, CoA
87% 87% putative dehydrogenase
87% 34%
LiuR LiuR (PP3539) LiuR (PFL3933) LiuR (PSPTO2743) -
(PA2016) Transcriptional Transcriptional Transcriptional

regulator, putative
85%

regulator, MerR family
89%

regulator, MerR
family
82%
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Table 3: Amino acid similarities of P. aeruginosa Atu proteins with other proteins
of related species. Values indicate percent of identical amino acids.
Annotated possible functions according to database are also given.
P. putida KT P. fluorescens Pf-5  P. syringae P. aeruginosa
2240 tomato str. PAO1
DC3000
AtuR PP3756 AtuR (PfiT) (PFL4193) - PA1242
(PA2885) Transcriptional Transcriptional Probable
regulator, TetR regulator 12 transcriptional
family 82% regulator
31% PFL2165 44%
PP3960 Transcriptional
Transcriptional regulator, TetR family
regulator, TetR 28%
family
25%
AtuA - AtuA (PFL4194) - -
(PA2886) Conserved hypothetical
protein
79%
PFL4358
Conserved hypothetical
protein
37%
AtuB PP1817 AtuB (PFL4195) PSPTO1056 PA1649
(p A2887) Oxidoreductase, Oxidoreductase, short- Oxidoreductase, Probable short-
short-chain chain dehydrogenase/ short-chain chain
dehydrogenase/ reductase family dehydrogenase/ dehydrogenase
reductase family 84% reductase family 33%
33% PFL1756 36%
Oxidoreductase, short-
chain dehydrogenase/
reductase family
33%
AtuC LiuB (PP4065) AtuC (PFL4196) LiuB (PSPTO2738)  LiuB (PA2014)
(PA2888) 3-Methylcrotonyl- Propionyl-CoA Carboxyl Methylcrotonyl-
CoA-carboxylase, carboxylase, B-subunit | transferase domain | CoA
B-subunit, putative | 82% protein carboxytransfera
44% LiuB (MccB) (PFL3937) | 45% se, B-chain
3-Methylcrotonyl-CoA- 46%
carboxylase, B-subunit
45%
AtuD LiuA (lvd) AtuD (FadE13) LiuA (PSPTO2739) PA4435
(PP4064) (PFL4197) Acyl-CoA Probable acyl-
(PA2889) Isovaleryl-CoA 91% dehydrogenase, CoA
dehydrogenase LiuA (lvd) (PFL3936) putative dehydrogenase
35% Isovaleryl-CoA 37% 40%

dehydrogenase
36%

LiuA (PA2015)
Probable acyl-
CoA
dehydrogenase
36%
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AtuE LiuC (PP4066) AtuE (EchA7) LiuC (PSPTO2737) | LiuC (PA2013)
(PA2890) Enoyl-CoA (PFL4198) Enoyl-CoA Probable enoyl-
hydratase, putative | Enoyl-CoA hydratase/ CoA
37% hydratase/isomerase isomerase protein hydratase/isomer
family protein family ase
75% 40% 39%
LiuC (PFL3938)
Enoyl-CoA
hydratase/isomerase
protein family
38%
AtuF LiuD (PP4067) AtuF (PFL4199) LiuD (PSPTO2736)  LiuD (PA2012)
(PA2891) Acetyl-CoA Biotin Biotin carboxylase, Methylcrotonyl-
carboxylase, biotin | carboxylase/biotin- biotin-containing CoA carboxylase,
carboxylase, containing subunit subunit a-chain (biotin-
putative 70% 50% containing)
51% LiuD (PFL3939) 51%
Biotin carboxylase,
biotin-containing
subunit
50%
AtuG PP4148 PFL1850 PSPT02396 PA0182
(PA2892) Peptide ABC Oxidoreductase, short- = Oxidoreductase, Probable short-
transporter, chain dehydrogenase/ short chain chain
permease protein reductase family dehydrogenase/ dehydrogenase
32% 32% reductase family 37%
36%
AtuH PP0763 FadD6 (PFL4344) PSPTO2150 PA4198
(F’A2893) Medium-chain-fatty- = 50% Putative pyoverdine | Probable AMP-
acid CoA ligase sidechain peptide binding enzyme
24% synthetase |V, 27%
D-Asp-L-Ser
component
25%

LiuC and atuE both had been annotated as putative enoyl-CoA

hydratase/isomerase genes. The Atu and Liu pathway each include one hydratase

step,

namely

isohexenyl-glutaconyl-CoA-hydratase and methylglutaconyl-CoA

hydratase (Fig. 1). We assumed that atuE and liuC could encode isohexenyl-

glutaconyl-CoA-hydratase and methylglutaconyl-CoA hydratase of the Atu and Liu

pathway, respectively. We constructed an insertion mutant in /iuC as described in

materials and methods and determined its phenotype. The ins-/iuC mutant had the

same citronellol/geraniol/geranylate minus phenotype as the ins-atuE mutant

(22B-1-1). On citronellate, growth was strongly reduced compared to the wild type

but some residual growth occurred upon incubation at 30°C for 1 week. Growth on

glucose, succinate and acetate was not affected. To determine, which of the two

genes (atukE vs liuC) codes for isohexenyl-glutaconyl-CoA-hydratase of the Atu
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pathway and which for methylglutaconyl-CoA hydratase of the Liu pathway, we
tested growth of the mutants and of the wild type on leucine and isovalerate. The wild
type and the atuE mutant showed comparable good growth on leucine and
isovalerate within 4 days (30°C) indicating that AtuE is not necessary for utilisation of
leucine or isovalerate. However, the liuC mutant was unable to utilise leucine or
isovalerate as sole source of carbon and energy confirming that LiuC is necessary for
utilisation of leucine and isovalerate. Our results indicate that atuE encodes a protein
of the Atu pathway (isohexenyl-glutaconyl-CoA-hydratase) and that /iuC encodes a
protein of the Liu pathway (methylglutaconyl-CoA hydratase). This assignment is
different to that proposed by Diaz-Perez and co-workers (Diaz-Perez et al., 2004). To
find independent evidence for our assumption insertional mutagenesis of atuF and
liuD was performed. Both genes code for putative biotin-containing subunits of
carboxylases. According to our assumption atuF should represent the GCase biotin-
subunit gene (carboxylase of the Atu pathway) and /iuD should encode the MCase
biotin-subunit (carboxylase of the Liu pathway). Insertional mutagenesis was
performed as described in materials and methods. Insertion mutants in atuF and liuD
grew normally on unrelated carbon sources (glucose, succinate, NB) but were unable
to utilise citronellol, geraniol, citronellate and geranylate. However, only mutant ins-
liuD was unable to utilise leucine or isovalerate while ins-atuF grew normally on
these compounds. Apparently, atuF and liuD are necessary for an operating Atu and
Liu pathway, respectively. If it is true, that atuF and liuD encode GCase and MCase,
the ins-atuF mutant should have no GCase activity and ins-/iuD should have no
MCase activity. P. aeruginosa PAO1 wild type and the two insertional mutants were
grown on glucose, citronellate and isovalerate. Isovalerate- and citronellate cultures
(each 0.2%) additionally contained 0.1% glucose in order to enable growth of the
mutants. MCase and GCase activities of soluble cell extracts were performed as
described in materials and methods. Methylcrotonyl-CoA was purchased from Sigma
and geranyl-CoA was synthesized by the anhydride method. Successful synthesis of
geranyl-CoA was confirmed by HPLC-ESI-MS. Geranyl-CoA was identified by the
expected quasimolecular ion ([M-H]) m/z 916 and the corresponding Na-adduct ([M-
2H+Na]) m/z 938 in the major HPLC peak (data not shown). None of the strains
contained significant MCase or GCase activity after growth on glucose. Soluble cell
extracts of citronellate-grown wild type cells contained 12 mU/mg and 2 mU/mg
MCase and GCase activity, respectively indicating that the Atu and Liu pathways
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were both operating. 21 mU/mg MCase activity but no detectable GCase activity
were determined for isovalerate-grown wild type cells confirming that the Liu pathway
is operating in isovalerate-grown cells while the Atu pathway is not functional. Mutant
ins-/iuD contained no or very low (£ 1 mU/mg) MCase or GCase activity after growth
in the presence of isovalerate or citronellate, respectively. GCase activity in the ins-
atuF mutant was not detectable but significant MCase specific activities were
determined in isovalerate (3 mU/mg) and citronellate-grown cells (2 mU). These
results confirm that /iuD and atuF code for MCase and GCase, respectively. Biotin-
containing proteins of isovalerate-grown cells of the /iuD mutant and wild type cells
were purified by avidin affinity chromatography (Fig. 3). The identities of isolated
subunits with LiuB/LiuD and AtuC/AtuF was unequivocally confirmed by trypsin
fingerprint mass-spectrometry (Fig. 3) and confirmed that MCase (LiuB/LiuD) is part
of the Liu pathway and GCase (AtuC/AtuF) is part of the Atu pathway. As expected,
LiuD (MCase biotin subunit) was present both in isovalerate and citronellol-grown
wild type cells while AtuF (GCase biotin subunit) was detected only in citronellol-
grown cells. No LiuD signal appeared in the ins-/iuD mutant. The observed traces of
MCase activity in liuD mutant (1 mU/mg) probably corresponded to unspecificity of
GCase (Fall & Hector, 1977; Hector & Fall, 1976a).
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Fig. 3: Western-blot analysis of P. aeruginosa PAO1 proteins after SDS-PAGE for
biotin-containing proteins. Soluble cell extracts after avidin purification were
separated on 10% SDS-polyacrylamide gels (not shown), transferred to PVDF
membranes and screened for biotin-containing proteins. To obtain sufficient
resolution in the range above 50 kDa electrophoresis was carried out for about 90
min (20-25 mA) so that proteins of less than =25 kDa had run out of the gel. Gene
products identified by trypsin fingerprint-LC-MS analysis of isolated protein bands are
indicated. The 74 and 71 kDa proteins were identified as /iuD and atuF gene
products while the 63 kDa protein corresponded to a constitutively expressed
carboxylase (PA5434). P. aeruginosa PAO1 wild type from (Hbschle et al., 2005) (A)

and P. aeruginosa liuD insertion mutant (B).
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Discussion

In this study we continued investigation of the catabolism of acyclic (mono-) terpenes
in P. aeruginosa. A putative pathway leading from citronellol to acetate, acetyl-CoA
and acetoacetate as end products based on biochemical investigations in
P. citronellolis by Seubert and co-workers more than 40 years ago is shown in Fig. 1.
The pathway includes 3 phases: (i) Citronellol is oxidized to the corresponding acid,
activated to the thioester citronellyl-CoA and subsequently converted to geranyl-CoA.
At least one step in the oxidation of geraniol to geranyl-CoA is molybdenum-
dependent (probably geranial-dehydrogenase) (Hdschle & Jendrossek, 2005).
Interestingly, oxidation of citronellol did not require molybdenum indicating separate
enzyme(s) for oxidation of citronellol and geraniol. Geranyl-CoA is subsequently
carboxylated by GCase, hydrated and the product is cleaved into acetate and
7-methyl-3-ox0-6-octenoyl-CoA. As a result, the branched methyl group, that would
inhibit B-oxidation, is cleaved off as acetate. This biochemical route is named acyclic
terpene utilisation (Atu) pathway). (ii) 7-Methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoA can be now
oxidized by two rounds of B-oxidation without hindrance by B-methyl groups. (iii) The
product, 3-methylcrotonyl-CoA, concurs with the leucine/isovalerate utilisation (Liu)
pathway that includes a second carboxylation step catalysed by MCase. GCase and
MCase have been purified from P. citronellolis and were biochemically characterized
several decades ago (Fall & Hector, 1977; Hector & Fall, 1976b; Seubert et al.,
1963). It came out that both carboxylases consist of two subunits (biotin-containing
o—subunit and biotin-free B—subunit) and differ in their substrate specificity. GCase
was rather unspecific and accepted both geranyl-CoA and methylcrotonyl-CoA as a
substrate. MCase was more specific and carboxylated only methylcrotonly-CoA in in
vitro experiments. MCase was expressed in citronellate- and in isovalerate-grown
cells, while GCase was only expressed in the presence of linear terpenes (citronellol,
citronellate). Since isovalerate-grown cells of P. aeruginosa contained significant
MCase activity but no detectable GCase activity we conclude that P. aeruginosa
MCase also does not accept geranyl-CoA as a substrate. Acetyl-CoA, acetate and
acetoacetate are the end products of the combined pathways. While the Atu pathway
presumably is only present in citronellol-degrading bacteria (P. citronellolis,
P. aeruginosa, P. mendocina, P. fluorescens Pf-5) the Liu pathway probably is

present in many organisms at least in leucine- and isovalerate-utilising bacteria.
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Table 2 contains an overview of potential /iu genes in genomes of sequenced
Pseudomonas species.

In this and our previous study (Hdschle et al., 2005) we identified atuE and
atuF to be necessary for utilisation of acyclic terpenes and /iuC and liuD to be
necessary for an operating Liu pathway by mutant analysis. LiuC and LiuD were only
indirectly involved in acyclic terpene utilisation because inactivation of LiuC or LiuD
resulted in inability of the cells to utilise leucine and isovalerate in addition to the
acyclic monoterpenes minus phenotype. Since growth of the insertion mutants in
atuE or atuF on leucine and isovalerate was unaffected the Liu pathway must be still
functional in the two Atu mutants. This conclusion is supported by the determination
of significant MCase activity in the GCase insertion mutant (ins-atuF). AtuE and atuF
are part of an 8 genes containing cluster comprising of atuABCDEFGH (Fig. 2).
Insertion mutagenesis of atuF resulted in the same phenotype as the atuE mutant.
Because of the close spacing between the individual genes of the cluster we assume
that most if not all genes of the cluster represent a transcriptional unit (operon). The
other gene cluster (liuRABCDE) identified by Diaz-Perez is also necessary for acyclic
terpene utilisation. However, because of the inability of the /iuC and liuD mutants to
utilise isovalerate and leucine this gene cluster is unlikely to encode the atu (formerly
gny) genes. Moreover, the high similarities of the liuRABCDE gene products to
several other gene clusters identified in isovalerate-degrading pseudomonads also
indicate that liuRABCDE encode proteins of the Liu pathway (Table 2). The liu gene
cluster — in contrast to the atuABCDEFGH-cluster - contains putative isovalerate
dehydrogenase gene that is the second enzyme of the Liu pathway. Only bacteria,
which have both the afu and liu gene clusters such as P. aeruginosa and
P. fluorescens Pf-5, are able to utilise citronellol. We predict that P. citronellolis and
P. mendocina also will have functional atu and liu gene clusters. The presence of
atu-genes in P. citronellolis was shown, recently (Férster-Fromme & Jendrossek,
2005).

On the basis of our findings we propose to name the cluster PA2886-PA2893
as atu cluster (acyclic (mono-) terpene utilisation, atuABCDEFGH) and the PA2011-
PA2016 cluster as liu gene cluster (leucine and isovalerate utilisation, liuRABCDE)
(Fig. 2). Most probably PA2885 encodes a transcriptional regulator and might be
involved in regulation of citronellol degradation. We tentatively suggest to name this
gene atuR; however, we do not have experimental data on atuR, yet. Interestingly,
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P. fluorescens Pf-5 has a highly similar potential atuR gene (82% identity to atuR of
P. aeruginosa). We emphasize that the genes of both clusters (atu and liu) are not
sufficient to confer the ability to utilise acyclic terpenes to other bacteria since
transfer of the atu cluster to isovalerate-utilising pseudomonads did not result in the
ability of the transconjugants to utilise acyclic terpenes as a sole source of carbon
and energy (unpublished result). Inspection of the genes of both clusters suggests
that at least one gene encoding 3-hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA: acetate-lyase
is missing. We have so far no evidence whether or not atuA could encode the
missing lyase gene. In addition, genes necessary for molybdenum cofactor
biosynthesis such as moeA2 (Héschle & Jendrossek, 2005) are indirectly necessary
for utilisation of geraniol. In future, we will investigate individual proteins of the Atu
and Liu pathway and assign them to the corresponding genes.
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