
Der Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex in Corynebacterium 
glutamicum und seine Interaktion mit OdhI

Katharina Raasch

M
itg

lie
d 

de
r 

H
el

m
ho

ltz
-G

em
ei

ns
ch

af
t

Gesundheit / Health
Band / Volume 48
ISBN 978-3-89336-764-1



Forschungszentrum Jülich GmbH
Institut für Bio- und Geowissenschaften (IBG)
Biotechnologie (IBG-1)

Der Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex  
in Corynebacterium glutamicum und seine  
Interaktion mit OdhI

Katharina Raasch

Schriften des Forschungszentrums Jülich
Reihe Gesundheit / Health	 Band / Volume 48

ISSN 1866-1785		  ISBN 978-3-89336-764-1



I 

Inhaltsverzeichnis  

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................. III

Zusammenfassung .......................................................................................................... 1

Abstract ............................................................................................................................ 3

1 Einleitung ........................................................................................................... 5
Der Tricarbonsäure-Zyklus in Corynebacterium glutamicum ................................ 51.1
Der gemischte Pyruvat-/Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex in                        1.2
C. glutamicum  ..................................................................................................... 7
Die Regulation der Oxoglutarat-Dehydrogenase in C. glutamicum ..................... 101.3
Struktur und Funktion von FHA-Domänen ......................................................... 121.4
Ziel der Arbeit .................................................................................................... 131.5

2 Material und Methoden .................................................................................... 15
2.1 Chemikalien und Enzyme .................................................................................. 15
2.2 Bakterienstämme und Plasmide......................................................................... 15
2.3 Oligonukleotide .................................................................................................. 19
2.4 Konstruktion von Plasmiden ............................................................................... 21
2.5 Kultivierungsbedingungen .................................................................................. 24
2.5.1 Nährmedien ....................................................................................................... 24
2.5.2 Kultivierung von E. coli ....................................................................................... 25
2.5.3 Kultivierung von C. glutamicum .......................................................................... 25
2.5.4 Bestimmung des Wachstums von Bakterienkulturen .......................................... 25
2.6 Molekularbiologische Methoden ......................................................................... 26
2.6.1 Isolierung von Nukleinsäuren ............................................................................. 26
2.6.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus C. glutamicum ......................................... 26
2.6.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA .............................................................................. 26
2.6.1.3 Reinigung von DNA ........................................................................................... 26
2.6.1.4 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen ................................................. 26
2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese ............................................................................... 27
2.6.3 Rekombinante DNA-Techniken .......................................................................... 27
2.6.4 Herstellung und Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen .................... 28
2.6.5 Herstellung und Transformation elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen ....... 28
2.6.6 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion .............. 29
2.6.6.1 In vitro Amplifikation von DNA-Fragmenten ........................................................ 29
2.6.6.2 Kolonie-PCR ...................................................................................................... 30
2.6.7 Ortsgerichtete Mutagenese in vitro .................................................................... 30
2.6.8 Ortsgerichtete Mutagenese in vivo mit pK19mobsacB ....................................... 31
2.6.9 DNA-Sequenzanalyse ........................................................................................ 31
2.7 Biochemische Methoden .................................................................................... 32
2.7.1 Zellaufschluss mit Ultraschall ............................................................................. 32
2.7.2 Affinitätschromatographie mittels Ni2+-NTA-Agarose .......................................... 32
2.7.3 Affinitätschromatographie mittels StrepTactin-Sepharose .................................. 33



II 

2.7.4 Größenausschluss-Chromatographie ................................................................. 33
2.7.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese .............................................................. 34
2.7.6 Western Blot ...................................................................................................... 34
2.7.7 Bestimmung von Proteinkonzentrationen ........................................................... 35
2.7.8 Konzentrierung und Pufferaustausch von Proteinlösungen ................................ 35
2.7.9 Aminoterminale Sequenzanalyse von Proteinen ................................................ 36
2.7.10 In vitro Aktivitätsmessung der Oxoglutarat- und Pyruvat- Dehydrogenase ......... 36
2.7.11 Bestimmung der spezifischen E1-Dehydrogenase-/-Decarboxylase-Aktivität ..... 37
2.7.12 Analyse von Proteininteraktionen mittels Oberflächenplasmonresonanz ............ 37
2.7.13 Chemisches cross-linking .................................................................................. 38
2.8 Röntgenstrukturanalyse von Proteinen .............................................................. 39
2.8.1 Proteinkristallisation ........................................................................................... 39
2.8.1.1 Mikroseeding ..................................................................................................... 40
2.8.2 Sammlung von Röntgenbeugungsmustern und Datenverarbeitung ................... 41

3 Ergebnisse ....................................................................................................... 43
Einfluss von AceF auf die spezifische Aktivität der Pyruvat- und Oxoglutarat-3.1
Dehydrogenase .................................................................................................. 43
Untersuchungen zum OdhA-Polypeptid ............................................................. 443.2
Der native Translationsstart von OdhA ............................................................... 443.2.1
Charakterisierung von aminoterminal verkürzten OdhA-Peptiden ...................... 453.2.2
Interaktion von OdhI-Muteinen mit OdhA ........................................................... 473.3
Einfluss spezifischer OdhI-Peptide auf die ODH-Aktivität ................................... 473.3.1
Mutationen im konservierten SXXH-Motiv von OdhI ........................................... 483.3.2
Cross-linking von OdhI und OdhA ...................................................................... 503.3.3
Isolierung und Charakterisierung von Suppressormutanten mit veränderter 3.4
Interaktion von OdhI und OdhA .......................................................................... 52
Mutationen im odhI- und odhA- Gen .................................................................. 533.4.1
Charakterisierung der Mutation C704R im OdhA-Protein ................................... 543.4.2
Untersuchungen zur Strukturaufklärung des Interaktionskomplexes aus OdhI 3.5
und OdhA ........................................................................................................... 57
Heterologe Überproduktion und Reinigung von OdhI-Muteinen für 3.5.1
Kristallisationsexperimente................................................................................. 57
Heterologe Überproduktion und Reinigung sowie Bestimmung der nativen 3.5.2
molekularen Masse des Interaktionskomplexes StrepOdhI�43-OdhA�354 ........... 64
Proteinkristallisation von StrepOdhI�43-OdhA�354 .............................................. 663.5.3
Strukturmodell für OdhA�354 ............................................................................. 673.5.4

4 Diskussion ........................................................................................................ 69
4.1 Der gemischte PDH-/ODH-Komplex in C. glutamicum ....................................... 69
4.2 Die Rolle von OdhA und OdhI in C. glutamicum bei Wachstum auf Glutamin .... 70
4.3 Interaktionsmodell von OdhA und OdhI in C. glutamicum .................................. 72

Literaturverzeichnis ....................................................................................................... 79

Danksagung ................................................................................................................... 87



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>


    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




