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Zusammenfassung 

Die glyoxysomale processing-Protease (GPP), die für die Abspaltung der Präsequenz der 

PTS2-Enzyme verantwortlich ist, liegt in einem Ca
2+

-abhängigem Gleichgewicht aus Mo-

nomer und Dimer vor. Die aus Wassermelone gereinigte GPP reagiert mit Antikörpern ge-

gen die peroxisomale DEG15-Protease aus Arabidopsis. Eine knock-out Mutante der At-

DEG15 ist in der Abspaltung der pre-Sequenz peroxisomaler Matrix-Enzyme gestört. Für 

die Prozessierung der PTS2-Enzyme ist das Dimer verantwortlich, während das Monomer 

in vitro generell degradierende Wirkung zeigt. Das Gleichgewicht wird durch Zugabe von 

Ca
2+

 in Richtung Dimer verschoben, ein Ca
2+

-Entzug begünstigt dagegen die monomere 

Form der DEG15 (Helm et al., 2007).  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Dimerisierung der AtDEG15 über ein Yeast 2 Hybrid-

System bestätigt, die Regulierung des Gleichgewichtes analysiert und die Domänen-

Struktur der DEG15 über ihre Prozessierungs-Aktivität in planta untersucht.  

Die ermittelte Dimerisierung der GPP konnte über ein Yeast 2 Hybrid-System für die 

DEG15 aus Arabidopsis bestätigt werden. Anhand von Deletions-Konstrukten, die auf ihre 

Dimerisierungs-Fähigkeit getestet wurden, konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus der 

Protease an der Dimerisierung beteiligt ist. Der C-Terminus und der Pflanzen-spezifische 

loop innerhalb der Protease-Domäne besitzen dagegen keinen Einfluss auf die Dimerisie-

rung der AtDEG15. 

Die Regulierung des Gleichgewichtes der DEG15 zwischen Monomer und Dimer über 

Calcium lassen eine Calmodulin-Bindung der Protease vermuten. Rekombinant exprimierte 

denaturierte AtDEG15 bindet spezifisch in Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen an Calmodulin-

Sepharose und kann sowohl mit käuflichem Rinder-Calmodulin, als auch mit rekombinant 

exprimiertem pflanzlichen peroxisomalen Calmodulin-like-Protein 3 (CML3) von der Cal-

modulin-Sepharose eluiert werden. Die Bindung von Calmodulin an AtDEG15 konnte im 

Y2H-System bestätigt und die Calmodulin-Bindungstelle ermittelt werden. Die ersten 25 

Aminosäuren des N-Terminus der AtDEG15 bilden eine amphiphile Helix, die für die Bin-

dung des Calmodulins verantwortlich ist. In einem Y3H, indem neben den zwei Interakti-

onspartnern noch ein weiteres Protein gezielt exprimiert werden kann, wurde gezeigt, dass 

die Anwesenheit von Calmodulin die Dimerisierung der AtDEG15 fördert.  

Deletionskonstrukte der AtDEG15 wurden in planta auf ihre Fähigkeit zur Prozessierung 

der PTS2-Enzyme analysiert. Mit den Deletionskonstrukten komplementierte knock-out 
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Mutanten der DEG15 wurden auf die Prozessierung der pre-gMDH untersucht. Nur Voll-

längen  AtDEG15 ist in der Lage die pre-gMDH zur reifen Untereinheit zu prozessieren.   

Über verschiedene in silico Untersuchungen der DEG15 konnte gezeigt werden, dass sich 

die DEG15 aufgrund ihrer Sequenz und ihrer Struktur deutlich von den übrigen Vertretern 

der Familie der DEG-Proteasen unterscheidet. Diese Unterschiede wurden besonders an-

hand der phylogenetischen Untersuchungen der DEG15 aus verschiedenen Organismen 

deutlich. Die untersuchten DEG15 unterschieden sich deutlich von den übrigen DEG-

Proteasen aus A. thaliana. Die Gruppe der DEG15-Vertreter gliederte sich dabei auf in eine 

Gruppe aus pflanzlichen DEG15 und in eine Gruppe, die die DEG15 aus Säugern und 

mehrzelligen Schleimpilzen enthält. Innerhalb der pflanzlichen DEG15 konnte eine weitere 

Aufgliederung in Monokotyledonen und Dikotyledonen festgestellt werden. Physcomitrella 

patens, grenzt sich als einziger Vertreter der Moose von diesen beiden Untergruppen der 

pflanzlichen DEG15 ab.  

Neben der phylogenetischen Untersuchung wurde ein Alignment der pflanzlichen DEG15 

Proteine und eine Struktur-Model der AtDEG15 erstellt. Das Alignment zeigte einen auffäl-

lig hohen Gehalt an Glycinen und Prolinen der DEG15 und eine dadurch bedingte hohe 

strukturelle Flexibilität der Protease. In dem erstellten Struktur-Model werden darüber hin-

aus Teilbereiche der AtDEG15 als ungeordnet erkannt, was auf eine funktionelle Diversität 

schließen lässt.   
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Summary 

The glyoxysomal processing protease (GPP) removes the pre-sequence of peroxisomal 

PTS2-enzymes. It occurs in a bi-functional equilibrium as monomer and dimer, the latter 

functioning as the processing protease, while the monomer exhibits a general degrading 

proteolytic activity in vitro. Specific antibodies against the peroxisomal DEG-protease 

from Arabidopsis (AtDEG15) interact with the purified watermelon GPP. A knock-out mu-

tation in the DEG15 gene of Arabidopsis abolishes the processing of the pre-sequence of 

the peroxisomal PTS2-matrix enzymes. The equilibrium is shifted upon Ca
2+

 removal to-

ward the monomer and upon Ca
2+

 addition toward the dimer (Helm et al., 2007). 

In this work, the dimerization of the AtDEG15 was confirmed in a yeast two-hybrid sys-

tem, the regulation of the detected equilibrium was analyzed and the processing-activity in 

planta explored by variation with the domain-structure of  AtDEG15. 

The dimerization of GPP could be verified for the DEG15 from Arabidopsis in a yeast two-

hybrid system. Deletion-constructs of AtDEG15 were analyzed for their ability to dimerize. 

With this approach it could be shown, that the N-terminal part of the AtDEG15 is required 

for dimerization. In contrast the C-terminus and the plant-specific loop within the protease-

domain have no effect on dimerization of AtDEG15. 

The Ca
2+

-mediated regulation of the equilibrium between monomer and dimer of the 

AtDEG15 suggest a calmodulin-binding of the protease. Recombinantly expressed, dena-

tured AtDEG15 binds specific to calmodulin-Sepharose in the presence of Ca
2+

. AtDEG15 

could be eluted from calmodulin-Sepharose with purchasable bovin calmodulin and with 

recombinantly expressed peroxisomal calmodulin-like-protein 3 (CML3). In a yeast two-

hybrid system the calmodulin-binding of AtDEG15 was ascertained and the calmodulin-

binding-site identified. The first 25 amino acids of the N-terminus form an amphiphilic 

helix, which is responsible for calmodulin-binding of AtDEG15. When calmodulin was 

expressed additionally to the interacting AtDEG15-molecules in a Y3H experiment the 

dimerization of AtDEG15 was enhanced.  

Deletions of the AtDEG15 were analyzed in planta for their ability to process the N-

terminal pre-sequence of peroxisomal matrix-enzymes. The deg15-knock-out mutant was 

transformed with AtDEG15 deletions and with the transformants processing of pre-gMDH 

http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=Ci4HO3kMAA&search=purchasable&trestr=0x8004
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analyzed. Only the AtDEG15 full-length protein was able to process the pre-gMDH to its 

mature subunit.  

By various in silico investigations AtDEG15 was shown to differ from other DEG-

proteases by their amino acid-sequence and their protein-structure. These differences be-

came obvious in phylogenetic trees of DEG15s from different organisms. Additional DEG-

proteases from Arabidopsis were included in this phylogenetic tree and separated from the 

here investigated DEG15. The DEG15 enzymes divided in two groups. One group repre-

sent DEG15 of plant, the other group those of mammals and cellular slime molds. Also 

among plant DEG15 enzymes substantial differences are observed between monocotyle-

dons and dicotyledons. Physcomytrella patens harbors unique structured enzymes. The 

primary and secondary structure variability uncovered indicates numerous functionalities, 

to be explored. For this speaks a structural model with its high content of glycins and pro-

lins permitting high flexibility for adapting to different protein domains. Additionally, sev-

eral unstructured domains suggest functional diversity.  
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1 Einleitung 

1.1 Peroxisomen 

Peroxisomen sind Zellorganellen, die ubiquitär in Eykaryonten vorkommen und dort eine 

Vielzahl lebensnotwendiger Funktionen übernehmen. Aufgrund der hohen Variabilität  

biochemischer Funktionen, die die Peroxisomen einnehmen können, werden sie auch als 

„multifunktionelle“ Organellen bezeichnet. Peroxisomen ändern in Abhängigkeit ihres 

Stoffwechselweges ihre Anzahl, Form und Proteinzusammensetzung und damit auch ihre 

biochemischen Funktionen, wodurch eine flexible Anpassung ermöglicht wird (Nunnari 

und Walter, 1996). Peroxisomen lassen sich in Glyoxysomen, Blatt-Peroxisomen, Per-

oxisomen bei der Bildung von Wurzelknöllchen und unspecialized peroxisoms (Breiden-

bach et al., 1968), die Glycosomen der Trypanosomen (Van der Bosch et al., 1992) und die 

worin-bodies in Neurospora crassa (Jedd et al., 2000) unterteilen. Peroxisomen sind -anders 

als Chloroplasten und Mitochondrien- von einer einfachen Lipidmembran umgeben. Da 

Peroxisomen keine DNA und keine Ribosomen besitzen, werden ihre Proteine kernkodiert 

und posttranslational importiert.   

 

1.1.1 Stoffwechselabläufe in Peroxisomen 

In den Peroxisomen führen verschiedene Stoffwechselwege zur Bildung von Wasserstoff-

peroxid. Der Abbau dieser für die Zelle toxischen Verbindung durch die Katalase, die 

gleichzeitig das mengenmäßig am stärksten vertretene Enzym in den Peroxisomen darstellt, 

wurde als einer der charakteristischen Prozesse für die Peroxisomen identifiziert (Baudhuin 

et al., 1965). Daher war die Entdeckung einer Wasserstoffperoxid-produzierenden Oxidase 

und einer Peroxid-zersetzenden Katalase durch DeDuve und Baudhuin 1966 gleichzeitig 

namensgebens für die Zellorganellen. Neben diesem H2O2-Metabolismus findet in den 

Peroxisomen vor allem die -Oxidation von Fettsäuren statt, aber auch die Plasmalogen-, 

Cholesterin- und Gallensäurebiosynthese, sowie der Prostaglandinstoffwechsel der Säuger 

(Hajra und Bishop, 1982; Biardi und Krisans 1996), der Glyoxylatzyklus Höherer Pflanzen 

(Breidenbach und Beevers 1967) und die Penicillinbiosynthese einiger Niederer Pilze 

(Müller et al., 1991). 



  

 2 

 

1.1.1.1 Glyoxysomale Fettmobilisierung 

Glyoxysomen übernehmen sowohl während der Keimung als auch bei der Seneszenz von 

Pflanzen wichtige Aufgaben und stellen aufgrund ihrer speziellen Funktion eine eigenstän-

dige Gruppe der Peroxisomen dar. Die Glyoxysomen sind während der Keimung an der 

Mobilisierung von Speicherfetten, beteiligt, wodurch es der Pflanze ermöglicht wird, bis 

zum Erreichen der Photoautotrophie zu wachsen. Maßgeblich für diese Mobilisierung von 

Reservestoffen ist dabei der sogenannte Glyoxylat-Zyklus, nach dem die Glyoxysomen 

benannt wurden.  

Die Speicherfette werden als Triglyceride im endoplasmatischen Retikulum (ER) syntheti-

siert und im Zuge der Abknospung vom ER mit einer Phospholipidmembran umgeben, so 

dass sich Ölkörper von etwa 1µm Durchmesser bilden, die der Speicherung dienen (Huang, 

1996). Als ersten Schritt der Fettmobilisierung werden die Triglyceride aus diesen Ölkör-

pern durch Membran-lokalisierte Lipasen in Fettsäuren und Glycerin gespalten. Die Fett-

säuren werden anschließend in den Glyoxysomen schrittweise abgebaut.  

Die freien Fettsäuren werden in der -Oxidation (Abb.1) zu Acyl-CoA-Einheiten zerlegt. 

Dabei erfolgt zunächst  eine Veresterung mit dem Coenzym A am Carboxy-Terminus der 

Fettsäuren. Diese Ester werden durch eine Acyl-CoA-Oxidase unter Mitwirkung des FAD-

Coenzyms reduziert, im Anschluss hydratisiert und in Gegenwart von NAD
+
 oxidiert. In 

einem letzten Schritt der-Oxidation wird durch eine Thiolase der C2-Körper Acetyl-CoA 

abgespalten, der in den Glyoxylat-Zyklus einfließt und aus dem letztendlich der C4-Körper 

Succinat gebildet wird.  

Dabei ist der erste Schritt identisch zu dem des Citratzyklus. Es wird ein Molekül Acetyl-

CoA an Oxalat gebunden, wodurch Citrat gebildet wird. Diese Reaktion wird katalysiert 

durch das Enzym Citratsynthase. Das Citrat wird durch Acconitase in Isocitrat überführt, 

welches in einem Folgeschritt durch Isocitratlyase in Succinat und Glyoxylat gespalten 

wird. In einem weiteren Schritt wird durch Malatsynthase ein weiteres Molekül Acetyl-

CoA angehängt und somit Malat gebildet. In einem letzten Schritt des Glyoxylat-Cyclus 

wird Malat durch eine Malatdehydrogenase zu Oxalacetat oxidiert, wobei NADH gewon-

nen wird.  
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Von den fünf Enzymen, die am Glyoxylat-Zyklus beteiligt sind, kommen die Isocitratlyase 

und die Malatsynthase ausschließlich in den Glyoxysomen vor, sie dienen damit auch als 

Markerenzyme für Glyoxysomen.  

 

 

Abbildung 1: -Oxidation: Reaktionen und Transport der Zwischenprodukte bei der Umwandlung 

von Fettsäuren in Saccharose im Verlauf der Keimung von fettspeichernden Samen (entnommen aus 

Gietl, 1992; Copyright (1992) Biochimica et Biophysica Acta). 
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1.1.1.2 Photorespiration in den Blatt-Peroxisomen 

Bei der Photorespiration handelt es sich um einen Prozess, der zumindest in Teilen der 

CO2-Fixierung der Photosynthese gegenläufig ist. Das Schlüsselenzym der Photosynthese, 

die Ribulosebisphosphat-Carboxylase (RuBisCo) nutzt Kohlendioxid, um Ribulose-1,6-bis-

Phosphat zu bilden. Dieser in den Chloroplasten ablaufende Prozess wird als Calvin-Zyklus 

bezeichnet. Bei niedrigem CO2-Partialdruck kann das Enzym aber auch Sauerstoff umset-

zen, wodurch das toxische Photosynthesenebenprodukt Glykolat entstehen. Glykolat wird 

aus den Chloroplasten in die Peroxisomen transportiert, wo in einem ersten Schritt des 

Glykolat-Weges das Glykolat zu Glyoxylat oxidiert wird. Dies geschieht unter der Umset-

zung von Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid. In einem nächsten Schritt wird Glyoxylat zu 

Glycin transaminiert und in die Mitochondrien transferiert. Bei  Belichtung und unter Auf-

nahme von Sauerstoff entstehen in den Mitochondrien aus zwei Molekülen Glycin Serin 

und Kohlenstoffdioxid. Das Serin wird wieder in die Peroxisomen importiert, dort zu Hyd-

roxypyruvat desaminiert, zu Glycerat reduziert und nach erfolgter Phosphorylierung wieder 

dem Calvin-Zyklus in den Chloroplasten zugeführt. Der Mechanismus der Photorespiration 

sorgt somit dafür, dass das durch die Rubisco gebildete Phosphoglykolat zu 75% zurückge-

führt wird und somit dem Calvin-Cyclus wieder als C3-Körper zur Verfügung steht.  

Der Nutzen, den die Pflanze aus der Photorespiration zieht, ist ein Schutz des Photosynthe-

seapparates vor „Überenergetisierung“. Bei hoher Sonneneinstrahlung schließt die Pflanze 

die Stomata, wodurch es in der Pflanze zu einem CO2-Mangel und folglich zum Erliegen 

des Calvin-Zyklus kommt, während die Photosynthese aber ungehindert weiter läuft. 

dadurch kommt es zu einem Mangel an NADP und ADP und zu einer Akkumulation gebil-

deter Elektronen. Diese Elektronen bilden Radikale, welche die Photosysteme schädigen 

und Chlorose in den Blättern hervorrufen. Durch die Photorespiration wird Energie in 

Form von ATP und NADPH verbraucht und es können wieder Elektronen auf die Redukti-

onsäquivalente übertragen werden.  
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Abbildung 2: Photorespiration in den Blatt-Peroxisomen: Reaktionen, Kompartimentierung und 

Transport der Zwischenprodukte des Glycolat-Weges (entnommen Gietl, 1992; Copyright (1992) 

Biochimica et Biophysica Acta).  

 

1.1.1.3 Weitere Stoffwechselabläufe 

Sauerstoffradikale und andere oxidativ wirksame Sauerstoffspezies wie z.B. Wasserstoff-

peroxid oder Stickoxide werden ständig durch verschiedene Vorgänge, wie z.B. die Pho-

torespiration, die mitochondrialen Elektronentransportkette, aber auch durch das Auslösen 

der Signalkaskade in Folge eines Pathogenbefalls der Pflanzenzelle, in allen Kompartimen-

ten der Zelle gebildet. Sie sind in hohem Maße zell- und gewebeschädigend, besitzen dar-

über hinaus aber auch physiologische Funktionen, z.B. Signal- oder Abwehrfunktion, und 

nehmen an einer Vielzahl von Reaktionen teil. In intakten Zellen liegt daher ein Gleichge-

wicht an pro-oxidativen und anti-oxidativen Systemen vor, welches durch die Entgiftung 

der Oxidantien durch verschiedene differenzierte Mechanismen aufrecht erhalten wird. So 

werden beispielsweise bei verschiedenen Reaktionen in der pflanzlichen Zelle durch eine 



  

 6 

Reihe unterschiedlicher Oxidasen Elektronen auf molekularen Sauerstoff übertragen und 

dadurch H2O2 generiert. Ein Großteil dieser Flavin-abhängigen Oxidasen ist in den Per-

oxisomen lokalisiert, wo sie H2O2 bilden, wie z.B. die Acyl-CoA-Oxidasen der -Oxidation 

(Eastmond et al., 2000), die Glycolat-Oxidase (Andrews, 1971) oder die Aminoxidasen 

(Medda et al., 1996). In den Glyoxysomen entsteht H2O2 darüber hinaus auch durch die 

Disproportionierung freier Superoxid-Radikale (Bueno et al., 1995). Um oxidative Schäden 

zu vermeiden, muss das H2O2 an Ort und Stelle entfernt werden. Diese Aufgabe übernimmt 

in den Peroxisomen die Katalase, die H2O2 abbaut und dabei Wasser und Sauerstoff bildet 

(Mc Clung 1997; Willekens et al., 1997).  

Neben H2O2 werden in den Peroxisomen durch eine Xanthin-Oxidase (del Rio et al., 1992) 

und eine membranständige NADH-Dehydrogenase (Donaldson et al., 1987) Superoxid-

Radikale freigesetzt, die von einer Superoxid-Dismutase entgiftet werden (del Rio et al., 

1998). Ein weiteres System in den Peroxisomen, durch das Oxidantien abgebaut werden 

können, ist der Ascorbat-Glutathion-Zyklus (Bunkelmann und Trelease 1996). Peroxiso-

men kompensieren aber nicht nur oxidativen Stress durch den Abbau der Oxidantien, son-

dern spielen auch bei der Seneszenz der Pflanze eine entscheidende Rolle. Bei diesen Se-

neszenz-Vorgängen kommt es zu einer gezielten Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies, die eine Autolyse der Zelle hervorrufen, die letztendlich zum Absterben 

der Zelle führt (Buchanan-Wollaston, 1997; del Rio et al., 1998).  

Neben den bekanntesten Funktionen der Peroxisomen, der -Oxidation von Fettsäuren und 

dem Abbau von H2O2, sind die Organellen am Stickstoff-Metabolismus (Huang et al., 

1983), am Purin-Metabolismus (Schubert, 1986), der Synthese der Phytohormone Jasmon-

säure und Auxin (Feussner und Wasternack 2002; Stintzi und Browse, 2000), und dem Ab-

bau verzweigter Aminosäuren (Zolman et al., 2001; Lange et al., 2004) beteiligt. Darüber 

hinaus werden ihnen verschiedenste Aufgaben in der Entwicklung, Differenzierung und 

Morphogenese sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen Zellen zugeschrieben. Per-

oxisomen sind beispielsweise an der Produktion von Signal-Lipiden wie Phytansäure und 

langkettigen Fettsäuren beteiligt (Desvergene und Wahli, 1999). Diese steuern eine Aktivie-

rung von Transkriptionsfaktoren im Kern (Kersten et al., 2000) oder sind an der Freiset-

zung von reaktiven Sauerstoffspezies und NO beteiligt (Corpas et al., 2001), die ebenfalls 

als Botenstoffe fungieren können und die Transkription von peroxisomalen Genen regulie-

ren (Lopez-Huertas et al., 2000).  
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1.1.2 Peroxisomaler Matrixproteinimport 

Peroxisomen sind im Gegensatz zu Chloroplasten und Mitochondrien von einer einfachen 

Membran umgeben und beinhalten weder DNA, noch Ribosomen. Dies hat zur Folge, dass 

alle peroxisomalen Proteine vom Kern kodiert sind, an freien cytosolischen Ribosomen 

translatiert werden und aus dem Cytosol in die Peroxisomen importiert werden müssen 

(Lazarow und Fujiki, 1985). Der Import der peroxisomalen Proteine macht zum einen spe-

zielle Signalsequenzen nötig, die die Proteine in das Organell leiten. Diese Signalsequen-

zen werden in den Peroxisomen als peroxisomal targeting signal (PTS) bezeichnet.  

Es konnten bislang zwei konservierte Motive identifiziert werden, die für einen Proteinim-

port in die Peroxisomen verantwortlich sind. Das erste als PTS1 bezeichnete peroxisomal 

targeting signal ist am Carboxyl-Terminus der peroxisomalen Proteine lokalisiert und wur-

de als ein konserviertes Tripeptid mit der Consensus-Sequenz (S/A/C)(K/R/H)(L/M) defi-

niert (Gould et al., 1989). Dieses Tripeptid wurde sowohl in Hefen, als auch in Pflanzen, 

Insekten und Säugern identifiziert und die unterschiedlichen Signale für den Import per-

oxisomaler Proteine werden von den unterschiedlichen Organismen gleichermaßen erkannt, 

was zu der Hypothese führte, dass der Mechanismus des Proteinimports in die Peroxiso-

men während des Prozesses der Evolution konserviert blieb (Gould et al., 1990). Das PTS1 

ist verantwortlich für den Import der Mehrzahl an peroxisomalen Proteinen und es konnte 

gezeigt werden, dass für einen korrekten Import der peroxisomalen Matrixproteine mitun-

ter zusätzliche Aminosäuren vor dem SKL, bevorzugt Leucin und Valin, eine Rolle spielen 

(Brocard and Hartig, 2006). In einer Genomanalyse in Arabidopsis wurden bislang etwa 

220 Proteine gefunden, die ein PTS1-Signal tragen und damit in den Peroxisomen lokali-

siert sind (Reumann et al., 2004). Im Gegensatz zu dem ebenfalls bekannten PTS2 wird das 

PTS1 nach dem Import in die Peroxisomen nicht prozessiert, es gibt aber dennoch eine 

Reihe von PTS1-Enzymen, die hoch selektiv und strikt limitiert gespalten werden. Es 

konnte gezeigt werden, dass bei Menschen und Nagern die PTS1 tragende Acly-CoA-

Oxidase (Acox), die Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD17b4) und ein Sterol-carrier-

Protein (Scp2) in der Peroxisomen-Matrix selektive Spaltungen durchlaufen und dass das 

selbe Enzym, das für die Prozessierung des PTS2 verantwortlich ist auch diese Spaltungen 

der PTS1-Enzyme bewirkt (Otera et al., 2001; Liz und Sousa, 2005). In Menschen wurde 

das Enzym Tysnd1 als Prozessierungs-Protease identifiziert (Kurochkin et al., 2007). Es 

wurde gezeigt, dass es neben der Prozessierung der PTS2 Enzyme auch zu einer Spaltung 



  

 8 

der PTS1 Enzyme und zu einer spezifischen „Selbstprozessierung“ der Tysnd1 kommt 

(Kurochkin et al., 2007). Dabei wird ein Ala-Ala-Pro-Motiv nahe der Schnittstelle der 

PTS1 Enzyme (Hijikata et al., 1987; Leenders et al., 1994; Mori et al., 1991) von Tysnd1 

erkannt. Die Funktion, die hinter der Spaltung mancher PTS1-Enzyme steht, bleibt bisher 

ungeklärt; es wird jedoch angenommen, dass es sich um regulatorische Mechanismen han-

delt, die eine Aktivierung bzw. Inaktivierung der prozessierten PTS1-Enzyme bewirken 

(Kurochkin et al., 2007).  

Neben dem PTS1-Signal wurde eine weitere, am Amino-Terminus der peroxisomalen Mat-

rixproteine lokalisierte Signal-Sequenz identifiziert, die als PTS2 bezeichnet wird. Dieses 

Importsignal ist weit weniger verbreitet als das PTS1-Signal, in A. thaliana sind beispiels-

weise 74 PTS2-tragende Proteine bekannt (Kamada et al., 2003) und in S.cerevisiae trägt 

die Thiolase als einziges Enzym ein PTS2 (Marzioch et al., 1994). Trotz dieser „Unter-

Repräsentation“ der PTS2-tragenden Enzyme, besitzen alle höheren Eukaryonten mindes-

tens ein PTS2-Enzym. Die einzige Ausnahmen stellt Caenorhabditis elegans dar, dem der 

PTS2-vermittelte Import von peroxisomalen Matrixproteinen vollständig fehlt (Motley et 

al., 2000). Die Signalsequenz des PTS2 besteht aus einem Nonapeptid mit der Consensus-

Sequenz (R/K)(L/I/V)X5(H/Q)(L/A) (Lazarow, 2006). Dieses Importsignal wird, anders als 

das PTS1, in Höheren Eukaryonten nach erfolgtem Import in die Peroxisomen abgespalten, 

wobei die Abspaltung der Signal-Sequenz kaum Einfluss auf die Aktivität bzw. Funktiona-

lität der PTS2-tragenden Enzyme zu nehmen scheint (Gietl et al., 1994; Kato et al., 1996). 

In  Niederen Eukaryonten wie Hefen wird das PTS2 nicht abgespalten; es befindet sich am 

N-Terminus der reifen Untereinheit der Proteine. Die Abspaltung der Pre-Sequenz in Höhe-

ren Eukaryonten wie Pflanzen und Säugern erfordert das Vorkommen einer processing-

Protease. Untersuchungen peroxisomaler Proteasen zeigten, dass in A. thaliana die 

DEG15-Protease die Prozessierung der PTS2-Enzyme übernimmt (Helm et al.; 2007).  

Neben Proteinen, die ein PTS1 oder PTS2 tragen, konnten auch Proteine in den Peroxiso-

men identifiziert werden, die keines der beiden beschriebenen Importsignale tragen, was 

auf die Existenz weiterer Signal-Sequenzen schließen lässt. So lieferten Importstudien der 

Acyl-CoA-Synthase aus C. tropicalis erste Hinweise auf Signalsequenzen, die innerhalb 

der Proteine lokalisiert sind. Das Protein enthält zwei interne Signal-Sequenzen, die dazu in 

der Lage sind, unabhängig voneinander Rezeptorproteine zu den Peroxisomen zu transpor-

tieren (Small et al., 1988). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass beispielsweise eine 

Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) oder eine Acyl-CoA-Oxidase (Aox) in einem 
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Komplex mit anderen PTS-tragenden Proteinen und den entsprechenden Rezeptoren in die 

Peroxisomen importiert werden, ohne selbst eine Importsequenz für die Peroxisomen zu 

besitzen (Mc New and Goodman, 1994; Titorenko et al., 2002). Bei Catalase und Malat-

synthase aus H. polymorpha wurde eine direkte Interaktion mit PEX5 nachgewiesen, ob-

wohl beide Proteine weder ein PTS1 noch ein PTS2 tragen (van der Klei und Veenhuis, 

2002).  

Neben den trageting-Signalen wird für den Proteinimport in die Peroxisomen eine Trans-

port-Maschinerie nötig, die diese Signal-Sequenzen spezifisch erkennt und die Proteine im 

Anschluss in die Peroxisomen transportiert. Proteine die an dieser Peroxisomen-Biogenese 

beteiligt sind werden als „PEX-Proteine“ bezeichnet. Der Mechanismus, der hinter diesem 

Proteinimport steht, kann in verschiedene Schritte untergliedert werden. Der erste Schritt 

des Proteinimports ist dabei die Erkennung der peroxisomalen Proteine im Cytosol durch 

die spezifischen Rezeptoren PEX5 und PEX7, die die cargo-Proteine zur peroxisomalen 

Membran leiten. PEX5, das als Rezeptor für die Proteine mit einem peroxisomalen targe-

ting Signal 1 (PTS1) in löslicher Form im Cytosol vorliegt, wandelt sich dabei während des 

Proteinimports in die Peroxisomen zu einem peroxisomalen Membranprotein um, wobei 

der C-Terminus von PEX5, auf dem die PTS1-Bindedomäne lokalisiert ist, innerhalb der 

Peroxisomen-Matrix liegt (Gouveia et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass ein 

Membranproteinkomplex aus dem Importrezeptor Pex5p und den Dockingproteinen 

PEX13 und PEX14 einen dynamischen Kanal bilden, der in Abhängigkeit von der Größe 

des Rezeptor-cargo-Komplexes sehr schnell seine Öffnungszustände ändern kann (Mei-

necke et al., 2010). Das Andocken des Rezeptor-Cargo-Komplexes an die Membran-

gebundenen Proteine PEX13 und PEX14 ist der zweite Schritt des Proteinimportes in die 

Peroxisomen. Nach der Translokation des cargo-Proteins erfolgt die Dissoziation von Re-

zeptor und cargo-Protein. In einem letzten Schritt wird der Rezeptor wieder freigesetzt, ein 

als Recycling bezeichneter Vorgang, der Import-Zyklus kann nun von Neuem beginnen. 

Der Proteinimport in die Peroxisomen unterscheidet sich grundlegend von dem in die Chlo-

roplasten oder die Mitochondrien. Im Gegensatz zu dem Proteinimport in Chloroplasten 

oder Mitochondrien, für den die aus dem Cytosol zu importierenden Proteine entfaltet blei-

ben, werden in die Peroxisomen gefaltete Proteine und sogar Oligomere-Komplexe impor-

tiert (Abb.3). Das bedeutet, dass die Transportkanäle in der peroxisomalen Membran um 

ein Vielfaches größer sind, als in den übrigen Organellen. Ihre Größe ist abhängig von der 

Größe des importierten Proteins und kann einen Durchmesser von bis zu 9 nm erreichen 
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(Meinecke et al., 2010). Die Transportkanäle der Mitochondrien und Chloroplasten sind im 

Vergleich mit 1-2 nm um ein Vielfaches kleiner.  

 

Abbildung 3: Vergleich des Proteinimports in die Mitochondrien (A) und in die Peroxisomen 

(B). (A): Für den Import in die Mitochondrien werden die Proteine entfaltet und dann schnur-

artig durch die Membran geleitet. Erst in den Mitochondrien erhalten die Proteine ihre räum-

liche Struktur (B): Peroxisomale Matrixproteine werden im Cytosol von Rezeptorproteinen 

erkannt und an die peroxisomale Membran geleitet, an der die Importrezeptoren zusammen 

mit anderen Komponenten der Importmaschinerie eine Pore ausbilden. Diese Pore existiert 

nur transient und erlaubt es den Proteinen, gefaltet und/oder als Komplex mit anderen Protei-

nen durch die Membran zu treten. 

(abgeändert nach: Peroxisomaler Importkanal für Proteine kann sich bis 9nm weit öffnen  

(URL: http://www.organische-chemie.ch/chemie/2010/mae/peroxisomen.shtm)) 

 

Es existieren unterschiedliche Modelle, wie Oligomer-Komplexe über die peroxisomale 

Membran importiert werden. Das erste Modell geht davon aus, dass durch die Bindung der 

oligomeren Proteine an die peroxisomale Membran spezifische Gruppen von Proteinen in 

den Transportkanal eingebaut werden, die rasch nach dem erfolgtem Proteinimport wieder 

in ihre Untereinheiten dissoziieren (McNew und Goodman 1994). Das zweite Modell geht 

davon aus, dass die Bindung der oligomeren Proteine an die peroxisomale Membran zu 

Einstülpungen dieser Membran führt und die Proteine letztlich in Form von vesikulären 

Strukturen in die Peroxisomen aufgenommen werden (McNew und Goodman 1996). In 

einem dritten Modell wird von der Annahme ausgegangen, dass oligomere Komplexe be-

http://www.organische-chemie.ch/chemie/2010/mae/peroxisomen.shtm
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reits im Cytosol aggregieren und als Vesikel abgesondert werden, die anschließend mit den 

Peroxisomen fusionieren (Teter et al., 1999).  

 

1.2 Peroxisomale Proteasen 

Proteasen sind Enzyme, die die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysieren, also den 

Abbau von Proteinen bewirken. Sie kommen ubiquitär in allen Organismen vor und stellen 

durch den Verdau von nicht mehr benötigten oder beschädigten Proteinen dem Organismus 

die Aminosäurebausteine wieder zur Verfügung. Darüber hinaus nehmen Proteasen Ein-

fluss auf die Regulation biologischer Prozesse, wie durch die sogenannte limitierte Proteo-

lyse, bei der Transit- oder Signalpeptide von inaktiven Proteinen abgespalten werden und 

diese somit zu ihren reifen Untereinheiten prozessiert werden (Robinson et al., 2001). Der 

Prozess der regulierten Proteolyse spielt eine wichtige Rolle bei der Anpassung von Orga-

nismen an Stressbedingungen, bei der Sicherstellung der Proteinqualität und der Seneszenz 

in Pflanzen. Dabei unterliegt die proteolytische Aktivität jeder Protease einer Vielzahl spe-

zifischer und selektiver Regulationsprozesse, um Schädigungen der Zelle zu verhindern.  

Proteasen sind aber nicht nur am Abbau von Proteinen beteiligt, sondern steuern in der 

Zelle die Zusammensetzung von Komplexen und regulieren über posttranslationale Modi-

fikationen die korrekte Faltung von Proteinen. Es gibt etliche Proteasen, die neben ihrer 

Proteasefunktion als Chaperon fungieren können (Spiess et al., 1999).  

Eine in silico Analyse des Arabidopsis-Genoms auf mögliche peroxisomale Proteine identi-

fizierte aufgrund eines C-terminalen PTS1 (SKL bzw. PKL) acht Proteasen (Reumann et 

al., 2004). Von diesen acht möglichen peroxisomalen Proteasen wurden zwei (At4g14570 

und At4g36195) ebenfalls in Proteomics-Studien der Vakuole gefunden (Carter et al., 2004; 

Shimaoka et al., 2004), was zusammen mit dem nicht gesicherten PTS PKL (Reumann et 

al., 2004) darauf schließen lässt, dass diese beiden Proteasen nicht in den Peroxisomen 

lokalisiert sind. In einer Untersuchung des peroxisomalen Proteoms aus Arabidopsis-

Flüssigkulturen konnten lediglich drei Proteasen identifiziert werden (Eubel et al., 2008), 

die ebenfalls aufgrund der in silico Analyse des Arabidopsis Genoms den Peroxisomen 

zugeordnet wurden (Reumann et al., 2004).  

At1g28320 kodiert für DEG15, ein Protein von 76,1 kDa, bei dem es sich um eine Trypsin-

ähnliche Serin-Protease mit der katalytischen Triade His-Asp-Ser (Chung und Goldberg, 
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2004) handelt. At2g41790 kodiert für ein Protein von 111 kDa, bei dem es sich um eine 

Insulinase handelt, deren Homologe aus Maus Zn-Metallopeptidasen der Pitrilysin-Familie 

mit dem für die Familie typischen, inversen HXXEH-Zinkbindemotiv darstellt (Rawlings 

et al., 2004; Roth, 2004). At5g47040 kodiert für ein Protein von 97,9 kDa, bei dessen Ho-

mologen aus E.coli es sich um eine Lon-Protease handelt, die ebenso wie die DEG15 zu 

den Serin-Proteasen gehört (Barrett et al., 2001), im Unterschied zu dieser aber ATP-

abhängig ist und eine katalytische Diade Ser-Lys besitzt (Besche und Zwickl, 2004).  

Die DEG15-Protease und die Lon2-Protease wurden neben der in silico Analyse des Ara-

bidopsis Genoms (Reumann et al., 2004) und der Untersuchung des peroxisomalen Prote-

oms (Eubel et al., 2008) auch über GFP-Fusion und anschließende Detektion in den Per-

oxisomen lokalisiert (Schuhmann et al., 2008; Ostersetzer et al., 2007). 

 

1.2.1 DEG15-Protease 

Die DEG15 gehört zur Familie der Deg/HtrA-Proteasen. Charakteristisch für diese Familie 

ist das Vorkommen einer Trypsin-ähnlichen Protease-Domäne. Damit gehören Vertreter 

dieser Familie zu den Serinproteasen und besitzen in den meisten Fällen eine oder mehrere 

PDZ-Domänen. Die PDZ-Domänen sind Interaktionsdomänen, die Protein-Protein-

Interaktionen vermitteln. Innerhalb der Deg-Proteasen nehmen sie jedoch auch Einfluss auf 

die Aktivierung der Proteasen, da durch die C-terminale Bindung des Interaktionspartners 

an die PDZ-Domäne diese in eine konservierte Tasche der Protease-Domäne bindet und 

dadurch eine Konformationsänderung und letztlich eine Aktivierung der Protease-Domäne 

bewirkt (Hauske et al., 2009). Interessanterweise fehlen einigen pflanzlichen Deg-

Proteasen diese PDZ-Domänen, wobei die funktionellen Auswirkungen für die Proteine 

noch unklar sind (Adam et al., 2001). Den Vertretern der Deg-Familie ist ein ungewöhnli-

cher Aktivierungsmechanismus gemein, der diese Proteasen von allen übrigen Serinpro-

teasen unterscheidet und das große Interesse an den Deg-Proteasen begründet. Herkömmli-

che Serinproteasen werden proteolytisch prozessiert und erhalten dadurch ihre spezifische 

und „unveränderliche“ Aktivität. Im Gegensatz dazu ist es allen bis jetzt untersuchten Deg-

Proteasen möglich, reversibel zwischen verschiedenen Zuständen zu wechseln und somit 

unterschiedliche Funktionen auszuüben oder zwischen aktiver und inaktiver Form zu 

wechseln (Hauske et al.; 2009).  
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DEG-Proteasen wurden bislang in allen Spezies gefunden, am besten untersucht und cha-

rakterisiert sind die Vertreter der Proteasefamilie aus bakteriellen Organsimen, besonders 

aus E. coli. Weitgehend aufgeklärt sind hier Struktur und Funktionsweise der DegS und der 

DegP, die beide an der Proteinqualitätskontrolle im periplasmatischen Raum beteiligt sind.  

DegS wird durch die Bindung von fehllokalisierten Proteinen, die ins Periplasma gelangen, 

an den C-Terminus der Protease aktiviert und löst durch seine allosterische Aktivierung der 

Protease-Domäne eine Stressantwort des Systems und eine anschließende Signaltransduk-

tion aus. Eine proteolytische Kaskade wird initiiert, die aus den Proteasen DegS, RseP und 

ClpXP besteht und letztendlich zur Freisetzung von RpoE führt. Diese RpoE bewirkt unter 

anderem eine vermehrte Expression von DegP (Ruiz und Silhavy, 2005). DegS dient somit 

über eine Regulierung der Transkription von stressassoziierten Genen als Stress-Sensor im 

Periplasma (Walsh et al., 2003; Wilken et al., 2004; Meltzer et al., 2008; Hauske et al., 

2009) und wechselt zwischen aktiver und inaktiver Form.  

DegP nimmt sowohl in Prokaryonten, als auch in Eukaryonten zwei Funktionen ein. Eine 

proteolytische Funktion, wobei die DegP-Expression unter Stressbedingungen, die zu einer 

vermehrten Produktion fehlgefalteter Proteine führen, hochreguliert wird (Ruiz und Silha-

vy, 2005), und eine Chaperon-Funktion, bei der DegP an der korrekten Faltung von Protei-

nen im Periplasma beteiligt ist (Spiess et al., 1999). Über röntgenkristallographische Unter-

suchungen wurde gezeigt, dass DegP als Hexamer auftritt, wobei dieses Hexamer aus zwei 

trimeren Ringen aufgebaut ist. Die beiden Trimere lagern sich mit ihren proteolytisch akti-

ven Domänen aneinander, während die beiden PDZ-Domänen der einzelnen DegP-

Moleküle nach außen gerichtet sind (Krojer et al., 2002). Diese hexamere Form der DegP 

stellt die inaktive Form der Deg-Protease dar. Die aktive Form hingegen besteht aus 12 

oder 24 DegP-Molekülen, also aus großen Multimeren (Krojer et al.; 2008), die sich erst 

aus den DegP-Trimeren in Anwesenheit ihrer physiologischen Substrate bilden. Als Sub-

strate der DegP wurden vorwiegend die sogenannten outer membran proteins (OMPs) 

identifiziert (Krojer et al.; 2008). Durch eine Bindung von nicht- oder fehlgefalteten Prote-

inen an die hydrophobe Innenseite oder die PDZ-Domänen des Hexamers der DegP wird 

die Trimer-Trimer-Bindung destabilisiert. Über die Interaktion mit den Substraten wird die 

Bildung der Multimere durch Interaktion der PDZ-Domänen miteinander hervorgerufen 

und das Substrat in diesen Komplex eingebaut. Durch diese Interaktionen wird eine lokale 

Konformationsänderung von Loops innerhalb des katalytisch aktiven Bereiches der DegP 

Moleküle erzielt, die in vitro eine 15-fache Steigerung der proteolytischen Aktivität zur 
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Folge hat. Das eingebaute Substrat wird als Folge seines Einbaus in den DegP-Komplex 

entweder abgebaut oder erhält seine korrekte Faltung. Bei letzterem wird das korrekt gefal-

tete Protein in einem nächsten Schritt durch Interaktion des DegP-Multimers mit der äuße-

ren Membran des Periplasmas an diese abgegeben und eingebaut. Der Verlust des Substra-

tes durch den Abbau des Substrates oder dessen Abgabe an die Periplasmamembran führt 

zu einer Destabilisierung des multimeren Komplexes und zur Wiederherstellung des inakti-

ven, hexameren Zustandes (Abb. 4) (Krojer et al.; 2008).  

 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des postulierten katalytischen Zyklus von DegP. (i) 

DegP-Hexamer bindet fehlgefaltete Proteine, wodurch eine Destabilisierung des Trimer-Trimer-

Komplexes erfolgt (ii); (iii-a) proteolytischer Abbau der fehlgefalteten Proteine; (iii-b) Faltung der 

Proteine über Chaperon-Funktion der DegP; (iv) Interaktion des multimeren Komplexes der DegP 

mit der äußeren Membran des Periplasmas und Abgabe des Substrates; (v) Abgabe des Substrates 

führt zur Destabilisierung des Komplexes und damit wieder zur Bildung der hexameren Form (ent-

nommen aus Huber und Bukau, 2008; Copyright (2008) Structure). 
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Neben den aus E.coli stammenden Deg-Proteasen sind einige Vertreter dieser Familie aus 

Pflanzen, vornehmlich aus Arabidopsis ebenfalls charakterisiert. Das Arabidopsis-Genom 

besitzt 16 Gene, die für DEG-Proteasen kodieren (Arabidosis Genom Initiative, 2000). 

Über Sequenzvergleiche wurde dabei für vier DEG-Proteasen (DEG1, DEG2, DEG5, 

DEG8) eine Lokalisation in den Chloroplasten, für sechs eine in den Mitochondrien 

(DEG3, DEG4, DEG10, DEG11, DEG12, DEG14) postuliert. DEG9 ist im Nucleus lokali-

siert, eine Kernlokalisation von DEG7 wird diskutiert (Schumann et al., 2011). Drei der 16 

Gene, die für DEG-Proteasen kodiesen gelten als Pseudo-Gene, nämlich DEG6, DEG13 

und DEG16 (Huesgen et al., 2005). Darüber hinaus besitzt eine DEG-Protease ein PTS1 

und ist somit in den Peroxisomen lokalisiert. Biochemisch analysiert sind bislang DEG1 

(Chassin et al., 2002), DEG2 (Haussühl et al., 2001) und DEG7 (Schuhmann et al., 2011). 

Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass sich die Familie der DEG-Proteasen in vier 

Gruppen unterteilen lässt (Helm et al., 2007). AtDEG1 weist eine enge Verwandtschaft zu 

den typischen DEG-Proteasen DegS, DegP und DegQ  aus E. coli auf, die eine oder zwei 

PDZ-Domänen C-terminal zur Protease-Domäne besitzen, und in Gruppe I zusammenge-

fasst sind (Abb. 5). AtDEG2, die in den Thylakoidmembranen der Chloroplasten lokalisiert 

ist und dort am Abbau des durch oxidative Vorgänge während der Photosynthese zerstörten 

D1-Proteins beteiligt ist (Mizusawa et al., 2003; Lindahl et al, 2000), gehört neben anderen 

pflanzlichen Vertretern der Deg-Proteasen zu Gruppe II (Abb. 5). Innerhalb dieser Gruppe 

weisen die DEG-Proteasen eine PDZ-Domäne und einen verlängerten C-Terminus auf. Die 

Gruppe III (Abb. 5), der die AtDeg7 zugeordnet werden kann, weist eine sehr ungewöhnli-

che Domänen-Struktur auf. Alle Mitglieder dieser Gruppe sind nahezu doppelt so groß wie 

andere DEG-Proteasen, besitzen zwei Protease-Domänen, von denen eine degeneriert ist, 

und bis zu vier PDZ-Domänen (Clausen et al., 2002; Helm et al., 2007, Schuhmann et al., 

2011). AtDEG7 ist die einzige DEG-Protease aus Pflanzen, die mit DEG-Proteasen aus 

Pilzen eng verwandt ist. Gruppe IV wird ausschließlich von Homologen der AtDEG15 aus 

verschiedenen eukaryotischen Organismen gebildet. Alle Vertreter dieser Gruppe besitzen 

ein PTS1, sind also in den Peroxisomen lokalisiert, weisen jedoch keine PDZ-Domänen auf  

(Abb. 5) (Helm et al., 2007).  
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Abbildung 5: Phylogenetische Analyse und Domänen-Struktur der Deg-Proteasen. (A) Phylo-

genetischer Baum der Deg Protease-Domäne. Eine Bestätigung in über 80% der durchgeführten 

10.000 Bootstrap-Wiederholungen wird innerhalb des phylogenetischen Baumes als schwarzer 

Punkt angezeigt. Unbenannte Proteine werden mit der protein accession number des National Center 

of Biotechnology angegeben. (B) Gezeigt wird die Domänen-Struktur charakteristischer Vertreter 

der vier individuellen Deg-Protease Gruppen. Blau: Trypsin-ähnliche Protease-Domäne; Rot: PZD-

Domäne; Grün: Transitpeptid für die Chloroplasten; Schwarz: Signalsequenz für die Peroxisomen 

PTS1 (SKL). Ath: Arabidopsis thaliana; Bsu: Bacillus subtilis; Dme: Drosophila melanogaster; Eco: 

Escherichia coli; Hsa Homo sapiens; Mmu: Mus musculus; Osa: Oryza sativa; Sce: Saccharomyces 

cerevisiae; Spo: Schizosaccharomyces pompe; Ssp: Synechocystis sp. PCC 6803 (entnommen aus 

Helm et al., 2007; Copyright (2007) National Academy of Sciences, U.S.A).  

 

1.2.2 Lon-Protease 

Die in den Peroxisomen lokalisierte LON2-Protease gehört zu den high molecular weight 

Proteasen, die ATP-abhängig degradierte oder fehlgefaltete Proteine abbauen. Die Familie 

der LON-Proteasen ist damit entscheidend an der „Protein-Qualitätskontrolle“ und an der 

Regulierung diverser Stoffwechselprozesse durch die Kontrolle der Menge an kurzlebigen 
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regulatorischen Proteinen beteiligt (Van Melderen und Gottesman, 1999). Die LON-

Protease aus E.coli steht unter der Kontrolle eines Hitzeschock-Promotors (Goff und Gold-

berg, 1985), was ihre Rolle bei der Degradation von fehlerhaften Proteinen noch verdeut-

licht. Die LON-Proteasen besitzen drei konservierte Domänen: eine N-terminale Domäne, 

die die größten Sequenzunterschiede der drei Domänen innerhalb der Familie der LON-

Proteasen aufweist und von der vermutet wird, dass sie an der Substraterkennung beteiligt 

ist (Ogura und Wilkinson, 2001), eine zentral gelegene ATPase-Domäne und eine C-

terminale Protease-Domäne mit der katalytischen Diade Ser-Lys (Lee und Suzuki, 2008). 

Dieses aktive Zentrum der LON-Proteasen, weist keinerlei Homologien zu anderen Pro-

teasen auf, ist jedoch unter den LON-Proteasen hochkonserviert. Der ATPase-Domäne der 

LON-Proteasen, die der AAA
+
-Superfamilie der AAA-Proteine (ATPase-associated with a 

variety of cellular activity) angehört, werden Chaperonfunktionen zugeschrieben. Bei der 

Degradation fehlgefalteter Proteine muss die Protease ihre Substrate aus einer enormen 

Menge an Proteinen finden, die nicht abgebaut werden sollen. Teile der abzubauenden Pro-

teine werden nach erfolgter Bindung an die AAA
+
-Domäne der LON-Proteasen entfaltet 

(Wickner et al., 1999), und so die Translokation des Substrates zur proteolytisch aktiven 

Domäne ermöglicht (Van Melderen et al., 1996; Wickner et al., 1994).  Die Substrate wer-

den nach dieser ersten erfolgten Degradation weiter abgebaut bis letztendlich kleine Pepti-

de der Größe 6-15 AS vorliegen.  

 Das Arabidopsis Genom kodiert vier LON-Proteasen, die in den Mitochondrien, den Plas-

tiden und den Peroxisomen lokalisiert sind (Ostersetzer et al., 2007; Eubel et al., 2008; 

Rawling et al., 2008). Die mitochondriale LON1 ist die am besten charakterisierte LON-

Protease. Sie fungiert sowohl als ATP-abhängige Protease, als auch als Chaperon, indem 

sie die Bildung von Proteinkomplexen fördert (Lee und Suzuki, 2008).  

Die LON2 trägt ein PTS1 (-SKL) und ist in den Peroxisomen lokalisiert (Ostersetzer et al., 

2007; Eubel et al., 2008; Reumann et al., 2009). Sie ist nötig, um einen korrekten Import 

von PTS1- und PTS2-Enzymen in die Peroxisomen zu gewährleisten. Gezeigt wurde dies 

für Peroxisomen aus alternden Kotyledonen und Wurzelzellen von Keimlingen (Lingard 

und Bartel, 2009). Ähnlich der LON1 aus Mitochondrien wird auch bei der LON2 eine 

Funktion als Chaperon diskutiert. Es wird angenommen, dass die LON2 eine Dissoziierung 

des PEX5- und PEX7-Rezeptors nach dem Import oder des Rezeptor-Matrixprotein-

Komplexes fördert (Lingard und Bartel, 2009).  
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1.2.3 Metallopeptidase 

Die Aktivität von Metalloproteasen beruht auf der Bindung zweiwertiger Kationen in den 

meisten Fällen Zn
2+

-Ionen, die ein Wassermolekül aktivieren und dadurch den nucleophilen 

Angriff der zu spaltenden Peptidbindung katalysieren.  Aufgrund dieses Mechanismus sind 

Metalloproteasen typischerweise sensitiv in Bezug auf Chelatoren, wie z.B. die Zn
2+

-

Metallopeptidasen, die am Insulinabbau beteiligt sind (Ebrahim et al., 1991; Ansorge et al., 

1984). Für das insulin degrading enzym (IDE) in Menschen konnte gezeigt werden, dass 

neben Zn
2+

 auch andere zweiwertige Kationen, wie Mn
2+

, Co
2+

 oder Ca
2+

 das Enzym nach 

Inaktivierung durch Chelatoren wieder aktivieren können und sogar eine höhere Aktivität 

als Zn
2+

 erbringen. Besonders Ca
2+

 wird eine verstärkte Aktivierung des IDE zugeschrie-

ben, da in Muskeln, die mit Ca
2+

 unterversorgt sind, eine reduzierte IDE-Aktivität und eine 

Abnahme im Insulin-Abbau beobachtet werden kann, wohingegen Ca
2+

-Zugabe zu einem 

vermehrten Insulin-Abbau in den Muskeln führte (Ryan et al., 1985; Ansorge et al., 1984, 

Ryan et al., 1983).  

Unter den Metallo-Proteasen ist das Zinkbindemotiv HEXXH weit verbreitet. Eine Aus-

nahme stellt die Pitrilysin-Familie M16 dar, die ein inverses Bindemotiv (HXXEH) besitzt 

(Becker und Roth, 1992). Den Namen hat die Familie von der Oligopeptidase Pitrilysin, die 

weder Aminopeptidase-, noch Carboxypeptidase-Aktivität zeigt (Anastasi et al., 1993). 

Trotz erfolgter Kristallisation ist die Funktion, die Pitrilysin in vivo übernimmt, bislang 

weitgehend unklar. Die Zn-Metallopeptidase PXM16 gehört zur M16-Proteasefamilie, die 

in Arabidopsis 9 Vertreter besitzt (Garcia-Lorenzo et al., 2006; Rawlings et al., 2008). Sie 

ist die einzige Protease dieser Familie mit einem vorhergesagten PTS1 (-SKL) (Reumann 

et al., 2004). Die Familie der M16-Proteasen ist unterteilt in drei Unterfamilien A-C, wobei 

die Unterfamilien B und C die Prozessierungs-Proteasen der Mitochondrien und der Plasti-

den beinhalten (Schaller, 2004). Die peroxisomale XM16 gehört zur Unterfamilie A der 

M16-Proteasen, die die Peptidasen des Insulin-Abbaus umfasst (Schaller, 2004). Ein cha-

rakteristisches Merkmal der M16-Familie der Metalloproteasen scheint das Fehlen von 

bevorzugten Aminosäuresequenzen für die Regulierung der Substraterkennung zu sein. Es 

scheint, dass potentielle Substrate der M16-Familie durch höher geordnete Strukturen und 

nicht aufgrund spezifischer Motive innerhalb der Primärsequenz der Substrate erkannt 

werden (Kurochkin 2001; Richter und Lamppa 2003; Moberg et al., 2003).  
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In Solanum lycopersicum wurde eine M16-Protease der Unterfamilie A mit einem potenti-

ellen PTS1 identifiziert, welche das bei der Wund-Antwort beteiligte Peptidhormon Sys-

temin spaltet (Pearce et al., 1993; Strassner et al., 2002). Inwieweit PMX16 aus Arabidop-

sis eine ähnliche Aufgabe bei der Hormonumsetzung spielt ist bislang nicht geklärt.   

 

1.3 Calmodulin 

Calcium-Ionen sind in höheren Konzentrationen toxisch für die pflanzliche Zelle, da sie 

den zellulären Energie-Stoffwechsel stören. Daher wird Calcium in einem aktiven Trans-

port durch Ca
2+

-ATPasen am Plasmalemma, ER und Tonoplasten aus dem Cytoplasma 

transportiert und so die Konzentration an freiem cytosolischen Ca
2+

-Ionen auf einem nied-

rigen Basiswert von 100nM reduziert (McAinish et al., 2009; Clapham, 2007; Wood et al., 

2000). Aufgrund dieser niedrigen Konzentration im Cytoplasma können Ca
2+

-Ionen als 

sekundäre Botenstoffen  fungieren und eingehende abiotische Reize wie Licht, Trocken-

heit, Salzstress und oxidativen Stress oder biotische Reize, wie einen Pathogenbefall oder 

Verletzung, in transiente intrazelluläre Signale umgewandeln. Dabei lösen die Reize auf 

zellulärer Ebene eine Stress-Antwort aus, die häufig eine Änderung der Ca
2+

-Konzentration 

im Cytosol durch das Freisetzen von Ca
2+

-Ionen aus dem Apoplasten oder aus den internen 

Ca
2+

-Speichern der Zelle (ER, Vakuole) bewirkt. Die Änderung der Ca
2+

-Konzentration im 

Cytosol wird durch verschiedene Calcium-Sensoren erkannt, die das Ca
2+

-Signal umsetzen 

und die enthaltene Information in eine spezifische Antwort der Zelle auf den eingehenden 

Reiz umwandeln (Reddy et al., 2004; Hetherington et al., 2004). In Höheren Pflanzen wird 

diese Rolle der Calcium-Sensoren überwiegend von Proteinkinasen, Calcineurin und Cal-

modulinen (CaM) übernommen. Während Hefen nur 1 CaM-Gen besitzen, weisen Pflanzen 

und Säuger eine große Calmodulin-Genfamilie auf, die neben den typischen und hochkon-

servierten CaM auch Calmodulin-like-Proteine (CMLs) beinhalten (Davis et al., 1986; Tou-

tenhoofd et al., 2000). Es sind zwar auch in Säugern einige Calmodulin-like-Proteine be-

kannt, diese sind aber strukturell eng mit den typischen CaM verwandt. Das Vorkommen 

dieser erweiterten CaM-Formen in Pflanzen ist einer der auffälligsten Unterschiede der 

Ca
2+

-regulierten Signalweitergabe zwischen Pflanzen und Tieren. Viele der Calmodulin-

like-Proteine werden aktuell untersucht und charakterisiert. Einigen von diesen Proteinen 

wurde bereits eine Rolle bei der Signal-Transduktion und im weiteren Verlauf der Ca
2+

-
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Signal-Cascade in Pflanzen zugeordnet (Mc Cormack et al., 2005; Lee et al., 2000; Ma et 

al., 1999). Häufig kann eine erhöhte Gen-Expression der Calcium-Sensoren als Antwort auf 

unterschiedlichste abiotische Stress-Faktoren beobachtet werden. Ein Großteil der konser-

vierten Calmoduline und der rund 50 calmodulin-like-Proteine sind in Pflanzen durch abio-

tischem Stress oder Hormonbehandlung hoch reguliert, wie anhand von EST-Datenbanken 

nachvollzogen werden kann. Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass Calmoduli-

ne und calmodulin-like-Proteine die Antwort auf Umwelt-Reize durch die Aktivierung über 

spezifische Calmodulin-Bindungs-Proteine bedingen (McComack et al., 2005). Die erhöhte 

Konzentration an Ca
2+

-Ionen, die durch die Umwelt-Reize hervorgerufen wird, führt zu 

einer Bindung des Calciums an spezifische Domänen dieser Calcium-Sensoren, den soge-

nannten EF-Händen. Die Calcium-Sensoren erfahren dadurch eine Konformationsänderung 

und sind nun in die Lage, mit anderen Zielproteinen zu interagieren (Gifford et al., 2007; 

Ikura et al., 2006). Neben den EF-Hand-Motiven gibt es einige weitere Motive, die Ca
2+

 

binden können, so zum Beispiel das 70 AS-Annexin-Motiv, welches das typische Ca
2+

-

Bindungsmotiv der membrangebundenen Annexin Subfamilie darstellt oder die C2-

Domäne, ein Ca
2+

-Bindungs-Motiv von 130-145 Aminosäuren, das ebenfalls in membran-

gebundenen Proteinen zu finden ist, und von denen im Arabidopsis Genom 140 Vertreter 

identifiziert werden konnten (Reddy und Reddy, 2004).  

Durch ihre Interaktion mit den Zielproteinen können die Calcium-Sensoren mannigfaltige 

Zellprozesse regulieren, zum Beispiel die biologischen Aktivitäten einer Vielzahl zellulärer 

Proteine, wie Transmembran-Ionen-Transporter (Zühlke et al., 1999) oder der DNA-

Transkriptoren (Bouche et al., 2005). Bemerkenswert ist dabei, dass Calmodulin Einfluss 

auf eine solche Vielzahl von Prozessen innerhalb der pflanzlichen Zelle nimmt, obwohl es 

selbst keinerlei enzymatische Aktivität besitzt. Seine Funktion beruht ausschließlich auf 

einer Konformationsänderung, die durch Ca
2+

-Bindung hervorgerufen wird (Crivici et al., 

1995). Obwohl Calmodulin eines der am besten untersuchten und charakterisierten Protei-

ne innerhalb der Calcium-Signal-Kette ist, ist das Verständnis über die Bindung und der 

damit einhergehende Einfluss auf die Funktionalität der Effektor-Proteine erst im Aufbau 

begriffen.  

Bekannt sind mittlerweile eine Reihe von Proteinen, wie beispielsweise eine pflanzliche 

Glutamat-Decarboxylase (GAD) (Gut et al., 2009) oder eine im menschlichen Endothel 

vorkommende Stickoxid-Synthase (eNOS) (Xia et al., 2009), die durch CaM-Bindung in 

der Lage sind, höhermolekulare Komplexe auszubilden. Für GAD konnte eine CaM-
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abhängige Dimerisierung nachgewiesen werden. Durch diese Dimerisierung wiederum 

wird die Ausbildung von hochmolekularen oligomeren Komplexen des GAD ermöglicht 

(Gut et al., 2009). Für eNOS konnte eine Dimerisierung über eine Oxygenase-Domäne in 

Anwesenheit von Ca
2+

-CaM nachgewiesen werden und eine damit einhergehende Aktivie-

rung des Enzyms (Xia et al., 2009).  

 

1.3.1 Calmodulin: Struktur- und Konformationsänderung durch Calcium-

Koordination 

Calmodulin ist mit 16 kDa ein vergleichsweise kleines, saures Protein, das ubiquitär in 

allen eukaryotischen Zellen zu finden ist. Es besitzt vier EF-Hand-Motive, von denen je-

weils zwei einen globulären Bereich ausbilden. Die zwei strukturell sehr ähnlichen, glo-

bulären Bereiche des Calmodulins werden über eine -Helix miteinander verbunden (Abb. 

6 B). Jede der vier EF-Hände besteht aus zwei -Helices, die durch einen loop von 12 

Aminosäuren verbunden sind. In der Ca
2+

-freien Konformation liegen diese beiden -

Helices der EF-Hände nahezu parallel zueinander. Innerhalb des loops zwischen diesen -

Helices erfolgt die Bindung vonCa
2+

 an spezielle Aminosäure-Positionen und verändert 

dadurch die relative Position der -Helices, bis diese nahezu senkrecht zueinander stehen 

(Yap et al., 1999). Dadurch wird die sogenannte dumbbell-Form des Ca
2+

-Calmodulin-

Komplexes hervorgerufen (Babu et al., 1985; Babu et al., 1988) und die Bindungs-Affinität 

des Calmodulins für eine Reihe von Zielproteinen erhöht (Gerstein und Krebs, 1998). 

Steigt die Ca
2+

- Konzentration im Cytosol auf 10
-5

M an, binden Ca
2+

-Ionen an alle vier EF-

Hände des Calmodulins. Die so hervorgerufene Konformationsänderung des Calmodulins 

ermöglicht es dem Calmodulin-Ca
2+

-Komplex an seine Interaktionspartner zu binden und 

dadurch eine Signalkaskade auszulösen.  

 

1.3.2 Calciumabhängige Interaktion von Calmodulin mit Zielproteinen 

Die Konformation, die das Calmodulin durch die Calcium-Koordination erhält, erlaubt es 

dem Molekül, über die zentrale linker-Region flexibel an verschiedene Zielproteine zu 

binden (Barbato et al., 1992) und sich um diese „herumzulegen“. Durch die Bindung an 
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seine Zielproteine geht das Calmodulin erneut eine Konformationsänderung ein und formt 

eine kompakte globuläre Struktur indem die zentrale Helix abgewinkelt wird. Dieses Ver-

halten erklärt auch, warum Calmodulin an seine Zielproteine in einem stöchiometrischen 

Verhältnis von 1:1 bindet, obwohl es mit seinen beiden globulären Domänen zwei potenti-

elle Interaktions-Domänen besitzt. Für drei Calmodulin-bindende Proteine, darunter zwei 

Myosin-light-chain-Kinasen und die Calmodulin-abhängige-KinaseII, konnte über Struk-

turanalysen bewiesen werden, dass das Calmodulin-Bindungs-Motiv eine -Helix formt, 

die bei Calmodulin-Bindung in der Mitte des Calmodulin-Moleküls hindurch verläuft (Iku-

ra et al., 1992; Meador et al., 1992).  

Über Röntgen- und NMR-Studien konnte nachgewiesen werden, dass 8 von 9 Methioninen 

des Calmodulins direkt an der Bindung der Zielproteine beteiligt sind (Ikura et al., 1992). 

Diese Methionine werden durch die Konformationsänderung während der Ca
2+

-Bindung an 

die EF-Hände freigelegt und damit für die Bindung an die Zielproteine zugänglich ge-

macht.  

 

 

Abbildung 6: Struktur der Ca
2+

-freien und der Ca
2+

-gebundenen Form sowie des Ca
2+

-

Calmodulin-Zielprotein-Komplexes.  Die Struktur des Apo-CaM (A); und des Ca
2+

-CaM (B) zei-

gen die substantiellen Änderungen der Konformation des Calmodulins durch die Ca
2+

-Bindung. (C) 

zeigt die über NMR-Spektroskopie ermittelte Struktur eines Peptid-gebundenen Ca
2+

-CaM-

Komplexes in Lösung. Durch die Peptid-Bindung wird die flexible Bindung zwischen den beiden 

globulären Domänen des CaMs unterbrochen und die globulären Domänen näher zusammenge-

bracht, so dass ein Kanal ausgebildet wird. Der größte Teil der Interaktion von Ca
2+

-CaM mit seinen 

Zielproteinen beruht dabei auf unspezifischen Van-der-Waals-Kräften die von hydrophoben Amino-

säuren auf der Oberfläche hervorgerufen werden (abgeändert nach Luan et al., 2002). 
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1.3.3 Calmodulin-Bindemotiv 

Calmodulin stellt einen der wichtigsten Calcium-Sensoren in der pflanzlichen Zelle dar und 

nimmt über seine Interaktion mit unterschiedlichen Proteinen Einfluss auf regulatorische 

Abläufe der Zelle. Die Regionen der Zielproteine, die mit Calmodulin interagieren, wurden 

untersucht, ebenso wie der Einfluss, den die Calmodulin-Bindung auf die Aktivität bzw. 

Funktionalität der Zielproteine nimmt. Auffällig war dabei, dass im Gegensatz zum Cal-

modulin, dessen Sequenz in allen Eukaryonten hoch konserviert ist, die Calmodulin-

Bindungs-Domänen der Zielproteine eine hohe Variabilität innerhalb ihrer Sequenz zeigen. 

 Bei den meisten Zielproteinen bindet das Calmodulin an eine kurze -Helix (Eisenberg et 

al., 1982), wodurch die für die Calmodulin-Bindung essentiellen Elemente stark einge-

grenzt werden können und über Sequenzvergleiche nun neue CaM-bindende Proteine iden-

tifiziert werden. Aufgrund der Vielzahl an experimentellen Untersuchungen an Calmodu-

lin-Bindungs-Proteinen sind inzwischen mehrere Erkennungs-Motive etabliert. Zum einen 

die Ca
2+

-abhängigen Erkennungs-Motive, wie das 1-10, das 1-14 oder das 1-8-14-Motiv 

(Rhoads und Friedberg, 1997), die nach der Position ihrer konservierten hydrophoben 

Aminosäuren eingeteilt sind (Abb. 7) (Ikura et al., 1992), zum anderen das IQ-Motiv (Abb. 

8), das bislang das einzige bekannte Ca
2+

-unabhängige Erkennungs-Motiv ist. Die meisten 

der identifizierten CaM-Bindungsregionen auf Zielproteinen können einem dieser Motive 

zugeordnet werden. Die Ca
2+

-abhängigen Erkennungs-Motive weisen oft neben den hydro-

phoben Aminosäuren, die das Motiv begrenzen, basische Aminosäuren auf, von denen 

vermutet wird, dass sie über zusätzliche Interaktionen mit den zwei Glutamat-Clustern des 

Ca
2+

-CaM die Stabilität des Komplexes von Ca
2+

-CaM mit seinem Zielprotein erhöhen.  

 

Neben diesen bekannten Erkennungs-Motiven konnten auch Calmodulin-Bindungsstellen 

ermittelt werden, deren Sequenzen keine dieser bekannten Bindungs-Motive umfassen 
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Abbildung 7: Consensus-Sequenz der bekannten Ca
2+

-abhängigen Calmodulin-Bindungs-

Motive. Die Motive werden gebildet aus hydrophoben AS in definierten Abständen; die Aminosäu-

ren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben, X steht für eine beliebige AS;  

.  

1.3.4 Calciumunabhängige Interaktion von Calmodulin mit Zielproteinen 

Die Ca
2+

-abhängige Komplexbildung von Calmodulin mit seinen Zielproteinen ist die am 

weitesten verbreitete Art der Interaktion des Calmodulins. Es gibt aber auch Proteine, wie 

zum Beispiel das Neuromodulin oder das Neurogranin, die auch in Abwesenheit von Ca
2+

-

Ionen Calmodulin binden können. Die Affinität von Neuromodulin sinkt sogar bei der An-

wesenheit von Ca
2+

 (Alexander et al., 1988). Es gibt jedoch auch Proteine, die zwar in Ab-

wesenheit von Ca
2+

-Ionen an Calmodulin binden, jedoch für eine maximale Interaktion 

Ca
2+

-Ionen benötigen. Als Beispiel ist hier unter anderem das Myosin zu nennen. Ist die 

Konzentration an Ca
2+

 in der Zelle niedrig, bindet das Calmodulin in seiner Ca
2+

-freien 

Konformation (Apo-Calmodulin) an Myosin. Es wird angenommen, dass Myosin neben 2 

Ca
2+

-unabhängigen IQ-Erkennungs-Motiven, die auf den sogenannten light-chains des 

Myosins liegen, ein zusätzliches Ca
2+

-abhängiges Erkennungs-Motiv besitzt. Das Vor-

kommen von 2 gepaarten IQ-Erkennungs-Motiven wird häufig bei Proteinen beobachtet, 
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die Calmodulin in Ca
2+

-unabhängiger Form binden, wobei bis jetzt die Stöchiometrie der 

Calmodulin-Bindung unklar ist (Abb.8). 

 

 
 Consensus-Sequenz des IQ-Motivs: 

 
IQ (FILV)Qxxx(RK)Gxxx(RK)xx(FILVWY)  

IQ-like (FILV)Qxxx(RK)xxxxxxx 

 
 

Abbildung 8: Consensus-Sequenz der beiden Subklassen von IQ-Motiven: Die erste hydrophobe 

AS ist in den meisten Fällen ein Isoleucin, Valin oder Leucin, die zweite basische AS in Position 6 

des Motivs ist in den meisten Fällen ein Arginin, das darauf folgende Glycin in Position 7 ist nicht 

strikt konserviert. IQ-like-Motive: verkürztes Bindungs-Motiv, das nur aus der hydrophoben AS in 

Position 1, dem Glutamin in Position 2 und der sauren AS in Position 6 besteht; die Aminosäuren 

sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben, X steht für eine beliebige AS;  

 

 

1.4 Proteinfaltung und –struktur 

Die Faltung von Proteinen unterliegt verschiedenen Prinzipien und Mechanismen, die die 

zeitliche Effizienz der Faltung optimieren und eine Qualitätskontrolle der gebildeten Prote-

ine ermöglichen. Ein Großteil der Proteine in eukaryotischen Zellen wird im Endoplasmati-

schen Retikulum (ER) gebildet, in dem beispielsweise durch komplexe Glykosylierungs-

schritte sichergestellt wird, dass nur korrekt gefaltete Proteine erhalten bleiben. Eine 

Akkumulation nicht korrekt gefalteter Proteine führt zu einer Aggregation innerhalb der 

Zelle, die für diese toxisch ist (Hammond und Helenius, 1995; Kaufmann, 2002). Untersu-

chungen der Proteinfaltung zeigten, dass sich Teile von Proteinen unabhängig voneinander 

falten und diese Domänen schon in einem frühen Stadium der Proteinfaltung dieselbe 

Struktur wie in ihrem nativem Endzustand aufweisen. Sekundärstrukturelemente wie -

Helices und -Faltblätter werden dabei besonders schnell in 100 ns- 1µs ausgebildet (Ma-

yor et al., 2002). Nach der Ausbildung dieser Sekundärstrukturen liegt das Protein als so-

genannter „molten globul“ vor (Klein-Seetharam et al., 2002). Die Form des molten globul 

wird von Proteinen auch während der Denaturierung durchlaufen, die in den meisten Fällen 

schrittweise erfolgt und im Zuge derer zunächst Quartär- und Tertiärstrukturen zerstört 
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werden (Wirmer et al., 2004). Damit sich ein Protein aus der Form des molten globul in 

seine native Konformation faltet, ist ein Kontakt von sogenannten Schlüssel-Resten der 

Aminosäuren innerhalb des Proteins notwendig (Dobson, 2003). Grundlage für die Ausbil-

dung dieser Kontakte bzw. Wechselwirkungen ist das Erreichen eines energetisch mög-

lichst günstigen Zustandes des Proteins. Dieser Zustand ist dann erreicht, wenn hydrophobe 

Aminosäurereste im Inneren der Proteinstruktur und hydrophile Aminosäurereste auf der 

Oberfläche des Proteins lokalisiert sind. Auf diese Weise wird der thermodynamisch 

stabilste Zustand eines Proteins erreicht, da der Kontakt  mit dem Solvens minimiert wird 

(Dobson, 2003). Durch eine Fehlfaltung von Proteinen gelangen die hydrophoben Amino-

säurereste an die Oberfläche des Proteins und verursachen durch die Ausbildung von hyd-

rophoben Wechselwirkungen oder Wasserstoffbrücken eine Aggregation der Proteinmole-

küle (Chiti et al., 1999; Dobson, 1999).  

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die Ausbildung einer 3D-Struktur von Proteinen 

notwendig für ihre enzymatische Aktivität ist. Bereits 1894 wurde von Fischer das soge-

nannte „Schlüssel-Schloss-Prinzip“ vorgeschlagen, nachdem in extrazellulären Extrakten 

aus Saccharomyces cerevisiae chirale Selektivität bei der Hydrolyse glykosidischer Bin-

dungen nachgewiesen werden konnte. 1936 bestätigten Mirsky und Pauling dieses Prinzip, 

indem sie nachwiesen, dass Pepsin durch den Einfluss denaturierender Reagenzien wie 

Harnstoff, Säuren oder Basen seine enzymatische Aktivität verliert. Zweifel daran, dass die 

Funktion von Enzymen nur gegeben ist, wenn diese eine definierte 3D-Struktur ausbilden, 

kamen erstmals auf, als Karush 1949 feststellte, dass Serumalbumin eine Vielzahl kleiner 

hydrophober anionischer Moleküle bindet. Da diese Moleküle sehr unterschiedliche For-

men aufwiesen, folgerte er, dass auch Serumalbumin unterschiedliche Konformationen 

einnimmt und erstellte das Prinzip der „configurational adaptability“. Kurze Zeit später 

wurde das induced fit Modell eingeführt (Koshland, 1954). Das erste Protein, für das nach-

gewiesen wurde, dass es in weiten Teilen ungeordnet vorliegt, war das Histon H5 (Aviles et 

al., 1978). Dieser ungeordnete Teil des Histon H5 kann über Röntgenkristallographie nicht 

identifiziert werden, ist aber durch NMR-Spektroskopie nachweisbar und konnte so cha-

rakterisiert werden. Nach der Entdeckung dieses intrinsisch ungeordneten Proteins (IUP) 

wurden zahlreiche weitere Proteine nachgewiesen, die in ihrem nativen Zustand unter phy-

siologischen Bedingungen entweder keine oder nur in Teilbereichen des Proteins eine re-

gelmäßige tertiäre Struktur ausbilden wie z.B. Calsequestrin (Krause et al., 1991), der 

Kinaseinhibitor p21 (Kriwacki et al., 1996) und der Transkriptionsfaktor p53 (Weinberg et 
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al., 2004). Aufgrund dieser Ergebnisse wird davon ausgegangen, dass Proteine dazu in der 

Lage sind, in drei unterschiedlichen Zuständen ihre biologische Funktion auszuüben, in 

ihrer geordneten Struktur, in der molten globul Form, die sowohl teilstrukturierte Bereiche 

als auch ungeordnete Bereiche beinhaltet, und im sogenannten random coil Zustand, der 

keinerlei strukturierte Bereiche aufweist (Dunker et al., 2002). Damit wird nicht nur das 

Paradigma, dass Proteine eine definierte 3D-Struktur benötigen, um enzymatisch aktiv zu 

sein, aufgehoben, sondern es wird mittlerweile davon ausgegangen, dass einige Proteine 

ihre Funktion sogar nur aufgrund ihrer fehlenden Struktur ausüben können. Durch die 

mangelnde 3D-Struktur ist eine hohe Flexibilität der Proteine bezüglich ihrer Konformation 

gegeben, die es ermöglicht, eine Vielzahl von unterschiedlichen Substraten gleichermaßen 

umzusetzen (Wright und Dyson, 1999). Für das Protein p21-KID konnte z.B. gezeigt wer-

den, dass es eine große Anzahl unterschiedlicher Kinasen binden und inhibieren kann 

(Kriwacki et al., 1996). 

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die glyoxysomale processing-Protease DEG15, die eine Abspaltung der N-terminalen pre-

Sequenz mit dem peroxisomalen targeting-Signals 2 in peroxisomalen Matrixenzyme von 

Pflanzen bewirkt, tritt als Monomer bzw. Dimer auf. Das Monomer zeigt in vitro eine gene-

rell degradierende Protease-Aktivität, während für die Abspaltung der glyoxysomalen pre-

Sequenz das Dimer zuständig ist. Das Gleichgewicht zwischen Monomer und Dimer ist 

Ca
2+

-abhängig: Durch Ca
2+

-Zugabe wird es in Richtung des Dimers durch Ca
2+

-Enzug, 

beispielsweise durch die Zugabe von EDTA oder Phosphat-Ionen, in Richtung des Mono-

mers verschoben (Helm et al., 2007).  

Ziel dieser Arbeit war es, die Struktur der DEG15 in silico zu analysieren, eine biochemi-

sche Charakterisierung der DEG-Protease hinsichtlich Dimerisierung und CaM-Bindung 

durchzuführen und die DEG15 in nativer Form für anschließende röntgenkristallographi-

sche Untersuchungen zu exprimieren.  

Verschiedene in silico Untersuchungen der DEG15, wie Strukturvorhersagen, Alignments 

und die Analysen über spezielle Rechnersimulationen zur Vorhersage unstrukturierter Be-

reiche innerhalb des Proteins sollten Aufschluss über die Struktur der Protease geben, da 

die Proteinsequenz der AtDEG15 für die Familie der Deg-Proteasen eine sehr ungewöhnli-
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che Primärstruktur aufweist. Die Protease-Domäne der DEG15 liegt ungewöhnlich nahe 

am C-Terminus und die für Protein-Interaktion und damit auch für Substrat-Erkennung und 

Aktivierung der Protease-Domäne wichtigen PDZ-Domänen fehlen. Darüber hinaus fehlen 

Informationen über Struktur und Funktionen des N- und des C-Terminus der DEG15, da 

keine Homologien zu anderen bekannten Proteinen in Pflanzen, Säugern oder Hefen ge-

funden werden können. Die in silico Analysen sollten für diese bislang nicht bekannten 

Bereiche neue Erkenntnisse hinsichtlich der Struktur und dem Vorkommen von Domänen 

liefern.  

Die biochemische Charakterisierung der DEG15 wurde auf zwei Weisen verfolgt. Zum 

einen wurden Deletionskonstrukte der DEG15 im Y2H/Y3H-System untersucht, zum ande-

ren wurden Untersuchungen in planta vorgenommen, für die entsprechende Deletionskon-

strukte der DEG15 in die deg15-KO-Mutante transformiert wurden. Diese Konstrukte wur-

den anhand ihrer Fähigkeit zur Prozessierung der pre-gMDH zur reifen MDH-Untereinheit 

auf ihre Funktionalität und Dimerisierung hin analysiert.  

Mit Hilfe dieser beiden experimentellen Ansätze sollte die Ca
2+

-abhängige Dimerisierung 

der DEG15 bestätigt, eine Interaktion der DEG15 mit Calmodulin untersucht, die mögliche 

Bindungs-Domäne für Calmodulin auf der DEG-Protease identifiziert werden, sowie die 

Funktion der konservierten loop-Domäne innerhalb der Protease-Domäne und nahe der 

katalytischen Tasche bzw. die Funktion des N- und des C-Terminus aufgeklärt werden.  

Eine Aufklärung der Struktur der monomeren und der dimeren Form der DEG15 sollte im 

Laufe dieser Arbeit über Röntgenkristallographie und/oder Kernresonanz-Analysen erfol-

gen. Die AtDEG15 sollte zu diesem Zwecke rekombinant überexprimiert und gereinigt 

werden. Verschiedene Systeme (E.coli, P. pastoris, N. tabacuum) für die Expression der 

DEG15 wurden getestet und optimiert, um eine größtmögliche Menge an rekombinant 

erzeugtem nativen Protein zu erhalten. 
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2 Ergebnisse 

Der Import von Matrixproteinen über das peroxisomale targeting-Singal 2 in die Per-

oxisomen findet sich in Niederen und Höheren Eukaryoten, wie zum Beispiel in Pilzen und 

Pflanzen. Die Prozessierung des PTS2 ist nur aus Höheren Eukaryoten bekannt. Niedere 

Eukaryoten, wie beispielsweise die Hefe Saccharomyces cerevisiae, spalten das PTS2 nach 

dem Import der Proteine nicht ab (Olsen, 1998) und besitzen in Folge dessen auch keine 

peroxisomale Prozessierungs-Protease. Vor dem Hintergrund, dass in Pflanzen auch die 

nicht prozessierten PTS2-Enzyme funktional sind, stellte sich die Frage, warum in Höheren 

Eukaryonten das PTS2 abgespalten wird und an welchem Punkt der stammesgeschichtli-

chen Entwicklung diese Prozessierung eingeführt wurde. Um diese Frage zu beantworten, 

wurde in verfügbaren Datenbanken DEG15-Proteine verschiedener Organismen identifi-

ziert, die gefundenen Sequenzen aligned und überprüft. Anhand der erhaltenen Alignments 

wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ute Vothknecht (LMU, Martinsried) ein phyloge-

netischer Baum erstellt und so die phylogenetische Systematik der DEG15 untersucht 

(Abb.9). Neben den DEG15 wurden die übrigen 15 DEG-Proteasen aus Arabidopsis thali-

ana als outgroup mit in den phylogenetischen Baum einbezogen. Das Alignement, das der 

phylogenetischen Untersuchung zu Grunde liegt befindet sich im Anhang 5.1.  

Es zeigte sich, dass die phylogenetische Taxonomie die Domänen-Struktur der DEG-

Proteasen widerspiegelt. Die phylogenetische Verteilung zeigt die Aufgliederung der DEG-

Proteasen in verschiedene Gruppen. Die DEG-Proteasen DEG 2-4, 6, 9-13 und 16 aus A. 

thalian bilden eine Gruppe (Abb. 9). Diese DEG-Proteasen besitzen 1 PDZ-Domäne und 

zusätzlich einen verlängerten C-Terminus. AtDEG2, 6, 9 und 16 sind in den Chloroplasten 

lokalisiert, AtDEG3, 4 und 10-12 in den Mitochondrien. Die Lokalisation von ATDEG13 

ist nicht bekannt. AtDEG 1, 8 und 14 besitzen 1 PDZ-Domäne, aber keinen verlängerten C-

Terminus (Abb. 5). Sie grenzen sich von den übrigen DEG-Proteasen aus A. thaliana deut-

lich ab (Abb. 9). Interessant ist die Tatsache, dass AtDEG1 eng verwandt mit AtDEG5 ist 

(Abb. 9). Bei AtDEG5 handelt es sich um eine verkürzte DEG-Protease, die keine PDZ-

Domäne besitzt (Huesgen et al., 2005). Sowohl AtDEG1, als auch AtDEG5 sind in den 

Chloroplasten lokalisiert, ebenso AtDEG8. AtDEG14 ist in den Mitochondrien lokalisiert. 

Auch DEG7 grenzt sich von den übrigen DEG-Proteasen aus A. thaliana ab (Abb. 9). At-

DEG7 ist aus einer Gen-Doppelung hervorgegangen und besitzt  zwei Protease-Domänen, 
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von denen eine durch einen Austausch von Aminosäuren degeneriert ist, und 3 PDZ-

Domänen. AtDEG7 scheint im Nucleus lokalisiert zu sein (Schuhmann et al., 2011).  

Die DEG15-Proteasen der verschiedenen untersuchten Organismen grenzen sich deutlich 

von denen übrigen DEG-Proteasen ab und zeigen untereinander eine enge Verwandtschaft 

(Abb. 9). Gleichwohl gliedern sie sich auf in zwei Gruppen. Eine Gruppe wird gebildet aus 

den DEG15-Proteasen aus Säugern und mehrzelligen Pilzen. In der zweiten Gruppe sind 

ausschließlich die DEG15 aus Pflanzen zu finden (Abb. 9). Die DEG15 aus Pflanzen besit-

zen im Gegensatz zu den DEG15-Proteasen aus Säugern und mehrzelligen Pilzen einen 

loop innerhalb der katalytischen Triade der Protease-Domäne und unterscheiden sich somit 

strukturell von den übrigen eukaryotischen DEG15. Innerhalb der Gruppe der pflanzlichen 

DEG15 kann eine Aufgliederung in Monokotyledonen und Dikotyledonen beobachtet wer-

den. Die DEG15 aus Physcomitrella patens grenzt sich von diesen beiden Untergruppen 

der pflanzlichen DEG15 ab (Abb. 9).  

Anhand des erstellten phylogenetischen Baumes wird deutlich, dass die pflanzlichen 

DEG15 stammesgeschichtlich eng miteinander verwandt sind und sich sowohl von den 

übrigen DEG-Proteasen, als auch von den DEG15 aus Säugern und mehrzelligen Pilzen 

deutlich abgrenzen. Diese Abgrenzung der pflanzlichen DEG15 ist bemerkenswert, da sie 

dieselbe Aufgabe übernehmen wie die DEG15 der Säuger, nämlich die Abspaltung des 

PTS2.   
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Abbildung 9:  Phylogenetische Analyse (erstellt in Zusammenarbeit mit Prof. Ute Vothknecht 

(LMU, Martinsried)): graphische Auftragung der Verwandschafts-Beziehungen (maximum 

likelihood) der DEG-Proteasen in unterschiedlichen Organismen. Verwendete DEG-Proteasen 

siehe Tabelle 1. Die Sequenzen wurden über ClustalX 1.8 (Thompson et al 1997) abgeglichen und 

das Kladogramm über maximum likelihood mit Hilfe des Programms tree-puzzle 5.2. (Strimmer und 

Haesler, 1997) ermittelt.   

 

Benennung Organismus Accession-Nr.  Lokalisation Domänen-Struktur 

Ath_DEG15 Arabidopsis thaliana NP_174153 Peroxisomen Keine PDZ-Domänen 

Aly_DEG15 Arabidopsis lyrata XP_002893523 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Rco_DEG15 Ricinus communis XP_002509448 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Potr_DEG15 Populus trichocarpa XP_002305124 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Cusa_DEG15 Cucumis sativus Cucsa046320 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Glma_DEG15 Glycine max Glyma13g31080 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Migu_DEG15 Mimulus guttatus mgf007197 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Prpe_DEG15 Prunus persica ppa001854 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Maes_DEG15 Manihot esculenta 
4.1_003779m + 
4.1_018442m.g 

SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Vvia_DEG15 Vitis vinifera XP_002273997 SKL (Peroxisomen Keine PDZ-Domänen 

Vvib_DEG15 Vitis vinifera CBI30593 SKL (Peroxisomen Keine PDZ-Domänen 

Sobi_DEG15 Sorghum bicolor XP_002441322 SKI (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Zema_DEG15 Zea mays GRMZM2G162699 SKI (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Orsa_DEG15 Oryza sativa EEE64231 SKI (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Seit_DEG15 Setaria italica SiPROV003192 SKM (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Brdi_DEG15 
Brachypodium dista-

chyon 
Bradi2g21020 SKI (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Phpa_DEG15 
Physcomitrella 

patens 
XP_001775762 SRL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Popa_DEG15 
Polysphondylium 

pallidum 
EFA82668 AKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Didi_DEG15 
Dictyostelium dis-
coideum 

XP_641938 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Darer_NP_001 Danio rerio XP_690168 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Brfl_DEG15 
Branchyostome 

floridae        
XP_002609926 SKI (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

HsaTYSND1 Homo sapiens NM_173555 SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Mumu_NP082188 Mus musculus 
XP_125636 

XP_002509448 
SKL (Peroxisomen) Keine PDZ-Domänen 

Ath_DEG1 Arabidopsis thaliana XM_002667490 Chloroplasten 1 PDZ-Domäne 
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Ath_DEG2 Arabidopsis thaliana AF245171 Chloroplasten 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-

Terminus 

Ath_DEG3 Arabidopsis thaliana NM_105236 Mitochondrien 
1 PDZ-Domäne, 
verlängerter C-

Terminus 

Ath_DEG4 Arabidopsis thaliana NM_105237 Mitochondrien 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-
Terminus 

Ath_DEG5 Arabidopsis thaliana NM_117947 Chloroplasten 
truncated, keine PDZ-

Domäne 

Ath_DEG6 Arabidopsis thaliana NM_103994 Chloroplasten keine PDZ-Domäne 

Ath_DEG7 Arabidopsis thaliana NM_111209 Nucleus (?) 

2 Protease-Domänen 

(1 inaktiv), 4 PDZ-

Domänen (1 idegene-
riert) 

Ath_DEG8 Arabidopsis thaliana NM_123346 Chloroplasten 1 PDZ-Domäne 

Ath_DEG9 Arabidopsis thaliana NM_123384 Chloroplasten 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-
Terminus 

Ath_DEG10 Arabidopsis thaliana NM_123053 Mitochondrien 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-
Terminus 

Ath_DEG11 Arabidopsis thaliana NM_112526 Mitochondrien 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-

Terminus 

Ath_DEG12 Arabidopsis thaliana NM_112527 Mitochondrien 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-

Terminus 

Ath_DEG13 Arabidopsis thaliana NM_123420 unbekannt 

1 PDZ-Domäne, 

verlängerter C-

Terminus 

Ath_DEG14 Arabidopsis thaliana NM_122648 Mitochondrien 1 PDZ-Domäne 

Ath_DEG16 Arabidopsis thaliana NM_148132 Chloroplasten 
1 PDZ-Domäne, 
verlängerter C-

Terminus 

Tabelle 1: Verwendete Organismen der phylogenetischen Analyse 

 

2.1 In silico Strukturanalyse der DEG15-Protease 

Die DEG15-Protease weicht strukturell von den übrigen bislang untersuchten DEG-

Proteasen  deutlich ab. Gut untersucht und kristallisiert sind derzeit vor allem die Struktu-

ren von Deg-Proteasen aus E.coli (DegS, DegP) (Grininger et al., 2004; Meltzer et al., 

2009).  

Die Arabidopsis DEG15 unterscheidet sich von diesen strukturell sehr stark. Sie ist mit 709 

Aminosäuren größer als die übrigen bekannten DEG-Proteasen mit Ausnahme der At-



  

 33 

DEG7, die 1079 Aminosäuren lang ist. Die Protease-Domäne der AtDEG15 ist im Ver-

gleich zu den übrigen Vertretern der pflanzlichen DEG-Proteasen in Richtung C-Terminus 

des Proteins verschoben (AS 375-614); über Sequenzvergleiche konnten keine PDZ-

Domänen identifiziert werden. Den PDZ-Domänen werden Aufgaben in der Substraterken-

nung und in der Aktivierung der proteolytischen Funktion zugeschrieben (Krojer et al., 

2008). Darüber hinaus wurde für pflanzliche DEG15-Proteasen ein „Loop“ innerhalb der 

Protease-Domäne identifiziert (AS 397-465), der in den übrigen pflanzlichen DEG-

Proteasen in den Chloroplasten, den Mitochondrien und dem Nucleus nicht zu finden ist. 

Die Protease-Domäne (AS 374- 615) der AtDEG15 belegt ihre Verwandtschaft zu den üb-

rigen DEG-Proteasen (siehe Abb. 5); für den langen N-Terimus (AS 1-396) und den etwas 

kürzeren C-Terminus (AS 616-709) außerhalb der Protease-Domäne finden sich in den 

Datenbanken für Pflanzen, Säuger und Pilze keinerlei Sequenz-Analogien. Dies verhindert 

Schlussfolgerungen zur Struktur und damit zur Funktionsweise dieser Domänen der At-

DEG15. Deshalb wurde über in silico Untersuchungen der AtDEG15-Sequenz versucht, 

Strukturvorhersagen zu treffen, um auf diese Weise Anhaltspunkte zur Funktion einzelner 

Domänen zu bekommen. 

 

2.1.1 Strukturvorhersage 

Die Sequenzbereiche N-terminal und C-terminal zur Protease-Domäne der AtDEG15 zei-

gen keine Homologien zu anderen Proteinen, so dass keine Aussagen über Funktion und 

eventuelle regulatorische Effekte der Bereiche außerhalb der Protease-Domäne getroffen 

werden können.  

Die Sequenz eines Proteins, also die Primärstruktur, lässt sich zweifelsfrei bestimmen. 

Auch die Sekundärstruktur kann genau vorhergesagt werden, da hier die Ausbildung in-

tramolekularer Wasserstoffbrücken ausschlaggebend ist, welche mittlerweile durch ver-

schiedenste Programme ermittelt werden kann. Die Bestimmung der Tertiär- bzw. der 

Quartärstrukturen ist allerdings nach wie vor kritisch, denn die Verfahren der Röntgenkris-

tallographie und der Kernresonanz können nicht auf alle Proteine angewendet werden. Das 

Protein, dessen Struktur bestimmt werden soll, muss in nativer Form und aufgereinigt vor-

liegen. Die Proteine, deren Strukturen bestimmt werden sollen, dürfen nur in geringem 

Umfang Strukturen enthalten, die flexibel sind, die also unterschiedliche Konformationen 
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einnehmen können, da dadurch eine geordnete Kristallisation und anschließende Röntgen-

untersuchung oft nicht möglich ist.  

Eine Alternative bietet daher eine Rechnersimulation der Faltung eines Proteins. Dabei 

verfolgt die Strukturoptimierung den Ansatz, dass die natürliche Faltung eines Proteins im 

Zustand der geringsten Energie vorliegt, d.h. die Struktur des Proteins wird so berechnet 

und optimiert, dass die Faltungsenergie minimiert wird. Bei diesen Berechnungen werden 

allerdings jegliche Einflüsse der Umwelt auf die Faltung des Proteins unberücksichtigt 

gelassen, da das entsprechende Wissen fehlt, warum und wie genau sich Proteine in ihre 

3D-Form falten. Es können aufgrund dessen keine Algorithmen erstellt werden, die den 

natürlich vorkommenden Ablauf des Faltungsvorganges simulieren. 

Aufgrund dieser Probleme wird häufig das so genannte homology modelling verwendet, ein 

Verfahren, bei dem eine neue Proteinsequenz auf eine schon bekannte abgebildet und in 

diese sozusagen „eingepasst“ wird. Dieses Verfahren der Strukturvorhersage von Proteinen 

findet weit verbreitete Anwendung, erzielt jedoch nur gesicherte Ergebnisse, wenn bereits 

Strukturen von Proteinen mit ähnlicher Sequenz bekannt sind. Sind keine ähnlichen Struk-

turen bekannt, wie dies für die Bereiche N-terminal und C-terminal der Protease-Domäne 

in der DEG15 zutrifft, wird auch die Vorhersage schwieriger. Trotz dieser bekannten Prob-

leme und der Tatsache, dass es nur für die Protease-Domäne der DEG15 übereinstimmende 

Sequenzen gibt, wurde dieses Verfahren des homology modelling für eine Vorhersage der 

räumlichen Struktur der DEG15 herangezogen. 

Über http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Mi-

chael Ehrmann (Uni Duisburg-Essen) eine Struktur-Vorhersage mit Hilfe bekannter kristal-

lisierter Deg-Proteasen erstellt. Wie schon erwähnt, gibt es aber außerhalb der AtDEG15 

Protease-Domäne keinerlei Homologie der DEG15 zu anderen Proteinen, die zur Struktur-

Vorhersage herangezogen werden könnten.  

Zur Visualisierung der Ergebnisse wurde das Programm RasMol gewählt, welches den 

Datensatz mit den ermittelten Atomkoordinaten des Makromoleküls ausliest, sowie eventu-

ell erhaltene Zusatzinformationen. Innerhalb dieses Programms kann der räumliche Verlauf 

der Aminosäurekette auf verschiedene Arten dargestellt werden. Es wurde der Darstel-

lungsmodus „ribbons“ gewählt, da in diesem Modus Elemente wie regulär gewundene 

Bereiche (Helices), zu Faltblättern aneinander gelegte beta-Stränge, durch Wasserstoffbrü-

cken gehaltene Knicke (bends, turns) sowie ungeordnete coils dargestellt werden können. 

http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
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Im weiteren Verlauf soll das Augenmerk insbesondere auf diese, als geschwungene Linie 

dargestellten, coils oder loops gerichtet werden.  

 

Am verlässlichsten ist die Struktur-Vorhersage im Bereich der Protease-Domäne (AS 374- 

615), welche dem grünen und gelben Bereich der Abbildung 10 entspricht. Die Aminosäu-

ren der katalytischen Triade (His392, Asp491 und Ser580) liegen hier in direkter Nähe 

zueinander und formen eine Art Tasche innerhalb der Protease-Domäne. Außerhalb der 

Protease-Domäne endet die Analogie zur E.coli-DegP.  

Neben der Protease-Domäne weist der N-Terminus der AtDEG15 strukturierte Bereiche 

auf, die durch einen relativ großen, blau dargestellten loop (Leu132 bis Phe197) unterbro-

chen werden. Ein weiterer loop ist innerhalb der Protease-Domäne (Trp 397 bis Ile465) zu 

finden, der in Abbildung 10 dem grünen loop entspricht. Für die 374 Aminosäuren, die C-

terminal zur Protease-Domäne liegen, gibt es ebenfalls keine homologen Sequenzen und 

somit keine verlässlichen Struktur-Vorhersagen.  

 

An diesem Punkt lässt sich nicht sagen, ob es sich bei den unstrukturierten Bereichen der 

berechneten Struktur-Vorhersage tatsächlich um Bereiche der AtDEG15 handelt, die keine 

Faltung aufweisen oder ob lediglich kein template, also keine bekannte Struktur vorhanden 

ist, in die die AtDEG15-Sequenz eingepasst werden kann.  

Besitzt die AtDEG15 tatsächlich unstrukturierte Domänen, handelt es sich bei der Protease 

möglicherweise um ein sogenanntes intrinsically unstructured protein (IUP). Diese Gruppe 

an Proteinen benötigt für ihre vollständige Faltung weitere Bindungspartner, die im Zuge 

ihrer Interaktion mit den IUPs strukturgebend wirken. 
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Abbildung 10: Über Homology modelling ermittelte Struktur der AtDEG15. Dem Modelling 

wurde die Struktur der E.coli DegP zu Grunde gelegt. N-Terminus, blau; C-Terminus rot. Markiert 

sind die Aminosäuren His392, Asp491 und Ser580 der katalytischen Triade, darüber hinaus Leu132, 

Phe197,  die einen N-terminalen Loop begrenzen und Trp397 und Ile465, die den pflanzenspezifi-

schen Loop innerhalb der Protease-Domäne begrenzen. Verbunden werden die gefalteten Bereiche 

des N-Terminus und des C-Terminus über einen hier grün dargestellten coil, der von den Aminosäu-

ren Leu326 und Pro353 begrenzt wird. Die Strukturvorhersage wurde  in Zusammenarbeit mit Prof. 

Ehrmann (Uni Duisburg) erstellt über: http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred (Söding, 2005; 

Söding et al., 2005). 

 

 

http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
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2.1.2 Ungewöhnliche Aminosäuresequenz der AtDEG15 bedingt flexible und 

dynamische Struktur der Protease 

Die Computer-basierte Vorhersage der räumlichen Struktur der AtDEG15 lässt auf unstruk-

turierte Teilbereiche innerhalb des Proteins schließen. Ein Alignment (siehe Anhang 5.2.) 

von bekannten pflanzlichen DEG15-Proteasen verdeutlicht die ungewöhnliche Aminosäu-

resequenz dieser Protease. Anhand des Alignments wurde gezeigt, dass die AtDEG15-

Protease einen ungewöhnlich hohen Gehalt an Prolinen (AtDEG15 6,5%, RcDEG15 5,8%) 

und Glycinen (AtDEG15 8,0%, RcDEG15 8,9%) aufweist. Auffallend ist dabei, dass Proli-

ne und Glycine in bestimmten Bereichen des Proteins gehäuft bzw. zusammengelagert 

vorkommen, so dass hier von „geclusterten“ Prolinen und Glycinen gesprochen werden 

kann. Das Auftreten dieser „geclusterten“ Proline und Glycine über die komplette Sequenz 

der DEG15 ist als sehr ungewöhnlich einzustufen. Proline sind starke „Helix- und -

Faltblatt-Brecher“ und die Ausbildung geordneter Proteinstrukturen wird durch das Vor-

kommen von Prolinen gestört, oder gänzlich unterbrochen. Glycine führen zu einer hohen 

Flexibilität in Proteinstrukturen, da durch das Fehlen einer Seitenkette der Aminosäure die 

Struktur hier jeden Torsionswinkel einnehmen kann. Durch diese Flexibilität wird die Aus-

bildung geordneter Strukturen innerhalb des Proteins gestört. 

 Neben dem hohen Gehalt an Glycinen und Prolinen ist auch ein relativ hoher Serin-Gehalt 

(>10%) und ein hoher Alanin-Gehalt (>8%)  auffällig, wodurch ebenfalls eine sehr dyna-

mische Proteinstruktur bedingt und die Ausbildung regelmäßiger Strukturen innerhalb des 

Proteins gestört wird. 

Diese Erkenntnisse unterstützen die Annahme, dass den in der Strukturvorhersage als un-

strukturierte Bereiche angegebenen Teilen der AtDEG15 tatsächlich strukturgebende Ele-

mente fehlen und die Ausbildung einer geordneten Proteinstruktur gestört ist.  

 

2.1.3 Identifizierung unstrukturierte Bereiche innerhalb der AtDEG15 über 

RONN und FoldIndex 

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Ausbildung einer Tertiärstruktur unerlässlich für 

die Funktionalität von Proteinen ist. Diese Annahme musste mit der Entdeckung der IUPs 

revidiert werden. Es gibt mittlerweile eine Reihe von Programmen, die sich mit der Vorher-
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sage von unstrukturierten Bereichen innerhalb von Proteinstrukturen befassen, z.B. 

PONDR, SEG, DisoPred2, Globplot, Disembl oder FoldIndex. Diese Programme beziehen 

in ihre Berechnungen für die Vorhersage unstrukturierter Bereiche verschiedene Parameter 

mit ein. Sequenzmerkmale für eine Fehlordnung von Proteinen sind beispielsweise ein 

hoher Anteil an geladenen Aminosäuren und die Abwesenheit von großen hydrophoben 

Aminosäuren, die in einer regelmäßigen Tertiärstruktur eines Proteins innerhalb des Mole-

küls liegen und durch hydrophobe Wechselwirkungen die globuläre Struktur von Proteinen 

stabilisieren. Daneben werden bei einigen der Programme wie PONDR, Disopred2 und 

RONN weitere Strukturmerkmale mit in die Vorhersage einbezogen. Dazu gehören unter 

anderem die Ausbildung von loops und coils, die Fähigkeit zur Ausbildung regulärer Se-

kundärstrukturen, also Helices und -Faltblätter, und beispielsweise das Vorkommen 

von Serin, welches die Löslichkeit und Flexibilität eines Proteins erhöht und dadurch eben-

falls das Fehlen einer stabilen Tertiärstruktur begünstigt.  

Die AtDEG15-Sequenz wurde auf das Vorkommen unstrukturierter Bereiche hin analysiert. 

Es werden die Ergebnisse einer  Untersuchung der AtDEG15 mit FoldIndex vorgestellt, 

einem Programm, das Proteinregionen mit einer niedrigen Hydrophobizität bzw. hoher 

Nettoladung ermittelt, die entweder loops oder unstrukturierte Bereiche ergeben (Prilusky 

et al., 2005). Neben FoldIndex wurde die AtDEG15-Sequenz mit RONN (regional order 

neural network) untersucht, einem Programm, das Bereiche innerhalb eines Proteins ermit-

telt, die unter nativen Bedingungen nicht zur Ausbildung von geordneten 3-dimensionalen 

Strukturen befähigt sind (Yang et al., 2005).  

Die Untersuchungen der AtDEG15-Sequenz mit FoldIndex ergaben, dass der Bereich der 

Protease, der bisher als Pflanzen-spezifischer loop innerhalb der Protease-Domäne (Trp 

397-Ile465) postuliert wurde, tatsächlich eine niedrige Hydrophobizität bzw. eine hohe 

Nettoladung aufweist. Diese Region der AtDEG15 wird von FoldIndex in der Tat als un-

strukturierter Bereich angegeben (Abb.11), was mit den bisher erhaltenen Ergebnissen der 

Protease-internen Strukturvorhersage übereinstimmt. Neben dem Pflanzen-spezifischen 

loop, weist RONN auch den äußersten Teil des C-Terminus als unstrukturiert aus, in dem 

das PTS1 der AtDEG15 lokalisiert ist. Es scheint durchaus sinnvoll, dass das die Amino-

säuren N-terminal zum targeting-Signal keine starre Struktur einnehmen, sondern flexibel 

und frei beweglich sind. Sie machen die AtDEG15 somit zugänglicher für das Rezeptor-

Protein PEX5, das die PTS1-tragenden Enzyme im Cytosol bindet und zur peroxisomalen 

Membran leitet.  
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Abbildung 11: FoldIndex weist den Pflanzen-spezifischen loop innerhalb der Protease-Domäne 

und das PTS1 der DEG15 als unstrukturierte Bereiche aus. Angegeben werden Bereiche des 

Proteins, die eine niedrige Hydrophobizität der einzelnen Aminosäurereste aufweisen. Dabei wird 

die Hydrophobizität für einzelne Aminosäuresequenzen kalkuliert und auf ein Größenverhältnis von 

0 bis 1 normalisiert. Die durchschnittliche Hydrophobizität ist dabei als die Summe der normalisier-

ten Hydrophobizitäten aller Aminosäurereste geteilt durch die Anzahl der Reste in dem Polypeptid 

angegeben. Bereits ab einer durchschnittlichen Hydrophobizität von <0,4 gilt die Wahrscheinlichkeit 

als hoch, dass dieser Bereich nicht zur Ausbildung regelmäßiger Strukturen befähigt ist. In dem 

Bereich AS 405-470 ergibt sich sogar ein negativer Wert für die durchschnittliche Hydrophobizität. 

Der Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne der AtDEG15 wird in diesem Bereich 

als gesichert unstrukturiert angegeben. 

 

Eine Analyse der AtDEG15-Sequenz mit dem Programm RONN ergab eine ganze Reihe an 

Bereichen, für die eine geordnete Struktur als unwahrscheinlich gilt. Betrachtet man Lage 

und Umfang dieser Bereiche, so fällt auf, dass sich die hier erhaltenen Ergebnisse gut mit 

den Ergebnissen der ermittelten Strukturvorhersage (siehe Abb. 10) decken. RONN weist 

die beiden in der Strukturvorhersage angegebenen loops (Leu132 – Phe197; Trp397 – I-

le465) ebenfalls als Bereiche ohne regelmäßige Struktur aus. Ebenso den unstrukturierten 

Bereich, der die strukturierten Bereiche des N-Terminus mit der Protease-Domäne verbin-

det (Leu326 – Pro353). Auch andere Bereiche der Deg-Protease wie zum Beispiel Leu88-

Lys103, Glu328-Ser348 und Ser646-Asn675 werden als unstrukturierte Bereiche postuliert. 

Diese Bereiche werden ebenfalls in der Strukturvorhersage als nicht geordnet angegeben 

(Abb. 12).  
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Abbildung 12: Die über RONN berechnete und graphisch dargestellte Wahrscheinlichkeit 

ungeordneter Bereiche zeigt über die gesamte DEG15-Sequenz immer wieder Unterbrechun-

gen regelmäßiger Strukturen. Angegeben werden hierbei die Wahrscheinlichkeiten einer vorherge-

sagten Unstrukturiertheit für einzelne Peptid-Bereiche, die graphisch zusammengefasst werden. 

Dabei gilt eine angegebene Wahrscheinlichkeit >0,5 als Indiz für einen unstrukturierten Bereich 

innerhalb des Proteins.  

 

Fasst man die Ergebnisse der in Punkt 2.1.1., 2.1.2. und 2.1.3. durchgeführten in silico-

Untersuchungen zusammen und betrachtet sie im Kontext, so wird deutlich, dass es sich 

bei der AtDEG15 um ein Protein mit sehr ungewöhnlicher Struktur handelt. Mehrere unab-

hängige Verfahren der Strukturuntersuchung weisen die DEG15-Protease als ein dynami-

sches und flexibles Protein aus, dessen regelmäßige Struktur immer wieder von ungeordne-

ten Bereichen unterbrochen wird.  

 

2.2 CML3 ist ein typischer Vertreter der Calmoduline 

Die DEG15 liegt in einem Protein-Rohextrakt aus Wassermelone als Gleichgewicht zwi-

schen  Monomer mit 72kDa und Dimer mit 144kDa vor, wobei das Gleichgewicht durch 

Ca
2+

-Zugabe in Richtung Dimer, durch einen Ca
2+

-Entzug in Richtung Monomer verscho-

ben wird (Helm et al., 2007). Wie jedoch genau das Gleichgewicht durch die Calcium-

Ionen beeinflusst wird, ist nicht bekannt. 
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Calcium ist ein universeller Botenstoff in eukaryotischen Organismen (Berridge et al., 

2000). Eine Änderung der Calcium-Konzentration durch biotische oder abiotische Reize 

wird in der Zelle von Calcium-Sensoren erkannt. Einer der wichtigsten Sensoren für Calci-

um in den eukaryotischen Zellen ist Calmodulin. Eine mögliche Regulierung des Ca
2+

-

abhängigen Gleichgewichtes wurde daher in der Bindung von Calmodulin gesehen. Zudem 

ist mit CML3 ein calmodulin-like-Protein in den Peroxisomen und damit in demselben 

Zell-Kompartiment wie die DEG15 lokalisiert.  

Das Arabidopsis Genom weist 7 Calmoduline (CaM) und 50 calmodulin-like-Gene (CML) 

auf, die mögliche Calciumsensor-Proteine codieren. Unter den calmodulin-like-Proteinen 

sind Sequenz-Unterschiede weit verbreitet, was auf unterschiedliche Funktionen und unter-

schiedliche Arten der Regulierung der CMLs hindeutet. Die Analogie eines CMLs zu den 

typischen CaM und deren Funktion als Ca
2+

-abhängiger Sensor muss daher im Einzelnen 

bestimmt werden. 

Zu diesem Zweck wurde die Sequenz von CML3 mit der anderer Calmoduline verglichen 

und die EF-Hände auf ihre Fähigkeit zur Ca
2+

-Koordination hin überprüft (Abb. 13).  

 

 

AtCML3  1 -------MDQAELARIFQMFDRNGDGKITKQELNDSLENLGIYIPDKDLVQMIEKIDLNGDGYVDIEEFGGLYQTIMEERD 74 

AtCaM1  1 MADQLTDEQISEFKEAFSLFDKDGDGCITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLNLMAKKMKDTD 81 

HsCaM1  1 MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTD 81 

                  : :*: . *.:**::*** **.:**.  :..**   .: :* :**:::* :*:* :*: **  :    *:: * 

                     Eh~~hh~~hX Y ZG#I
-
X 

-
Zh~ hh~~h~      Eh~~hh~~hX Y ZG#I

-
X 

-
Zh~~hh~~~h 

 

AtCML3  75 EEEDMREAFNVFDQNRDGFITVEELRSVLASLGLKQGRTLEDCKRMISKVDVDGDGMVNFKEFKQMMKGGGFAALGSNL 153 

AtCaM1  82 SEEELKEAFRVFDKDQNGFISAAELRHVMTNLGEK--LTDEEVEEMIREADVDGDGQINYEEFVKIMMAK--------- 149 

HsCaM1  82 SEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEK--LTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQMMTAK--------- 149 

           .**:::***.***:: :*:*:. *** *::.** *   * *: ..** :.*:**** :*::** ::* .           

              Eh~~hh~~hX Y ZG#I
-
X 

-
Zh~~hh~~h~        Eh~~hh~ hX Y ZG#I

-
X 

-
Zh~~hh~~~ 

 

Abbildung 13: Alignement des peroxisomalen AtCML3 mit AtCaM1 (A. thaliana) und 

HsCaM1 (H. sapiens). Die beiden Helices einer EF-Hand sind dunkelgrau hinterlegt, die Ca
2+

-

koordinierenden AS einer EF-Hand in hellgrau. Unterhalb der Sequenzen wurden die Übereinstim-

mungen der AS mit *, :, . angegeben, wobei * identische AS über alle Sequenzen anzeigt, : und .  

geben berechnete Ähnlichkeiten an oberhalb eines festgelegten Schwellenwertes (Higgins et al., 

1988). Die Consensussequenz der EF-Hände ist ebenfalls unterhalb der Sequenzen angegeben. E 

steht für Glu, h für eine hydrophobe AS, ~ kann durch eine beliebige AS besetzt werden. Der  Ca
2+

-

koordinierenden 12 AS lange loop innerhalb der EF-Hand bindet das Ca
2+

 über 7 Koordinationsstel-

len (X,Y,Z,#, 
-
X, 

-
Z) (Gifford et al., 2007).  
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Anhand des Sequenzvergleiches von AtCML3 mit den typischen Calmodulinen AtCaM1 

aus A. thaliana und HsCaM1 aus H. sapiens konnte gezeigt werden, dass eine hohe Über-

einstimmung der Aminosäuresequenzen gegeben ist (Abb. 13). AtCML3 weist im Ver-

gleich zu den anderen beiden Calmodulinen einen verlängerten C-Terminus auf, da hier das 

peroxisomale targeting Signal lokalisiert ist. AtCML3 besitzt wie die typischen Calmoduli-

ne 4 EF-Hände mit ihrer charakteristischen Consensussequenz, wobei in drei EF-Händen 

das gebräuchliche Glu (E) gegen ein Asp (D) ausgetauscht ist (Abb. 13). Die 7 Ca
2+

-

koordinierenden Aminosäuren sind hochkonserviert. An Position X ist ein Asp (D) zu fin-

den, an Position Y ein Asp (D), ein Asn (N), in Position Z ein Asp (D), ein Asn (N)  oder 

ein Serin (S), in Position # und 
–
X sind unterschiedliche AS möglich, wobei die Position 

–
X 

meistens ein Asp (D), ein Asn (N) oder ein Ser (S) aufweist, und in Position 
–
Z ist ein Glu 

(E) entscheidend, da diese AS 2 Koordinationsstellen für das Ca
2+

 liefert. Position 6 weist 

ein konserviertes Gly (D), Position 8 ein Ile (I) oder ein Val (V). Alle diese konservierten 

AS des Ca
2+

-koordinierenden loops sind auch in den 4 EF-Händen des AtCML3 zu finden 

(Abb. 13). Es kann somit gefolgert werden, dass AtCML3 wie auch die typischen Calmo-

duline zur Bindung von Ca
2+

 fähig ist und sich aufgrund der hohen Sequenzübereinstim-

mung auch strukturell wie diese typischen Vertreter verhält.  

 

 

2.3  AtDEG15 ist zur Dimerisierung befähigt 

Die DEG15 aus Pflanzen bildet ein Gleichgewicht aus monomerer und dimerer Form. Das 

Gleichgewicht wird durch Ca
2+

-Zugabe in Richtung des Dimeres, durch Ca
2+

-Entzug zum 

Beispiel durch die Zugabe von EDTA oder Phosphat-Ionen in Richtung des Monomers 

verschoben. Die Existenz der monomeren und dimeren Form der DEG15 konnte nach der 

Reinigung aus angereicherten Wassermelonen-Glyoxysomen über Sephadex75- und Hyd-

roxyapatit-Säulen auf nativen Polyacrylamid-Gelen nachgewiesen werden. Die proteolyti-

sche Aktivität des Dimers wurde über ein „Aktivitäts-Gel“ mit Gelatine nachgewiesen. Die 

proteolytische Aktivität des Monomers wurde nach erfolgter Inkubation der Gele mit dem 

fluorogenen Peptid Cbz-FR-AMC anhand der auftretenden Fluoreszens nachgewiesen 

(Helm et al., 2007). 
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Eine Dimerisierung der AtDEG15 ähnlich der der CvDEG15 sollte in einem unabhängigen 

System bestätigt werden. Für den Nachweis der Interaktion von zwei AtDEG15-Molekülen 

wurde daher das yeast-two-hybrid-System gewählt.  

Das Verfahren des yeast-two-hybrid basiert auf der Verwendung von Transkriptionsfakto-

ren, die verschiedene Untereinheiten für DNA-Bindung bzw. Aktivierung eines Reporter-

Genes besitzen. Die codierenden Sequenzen der zu überprüfenden Proteine bzw. Interakti-

onspartner werden mit diesen Domänen fusioniert. Kommt es zu einer Interaktion der bei-

den getesteten Proteine bedingt dies eine räumliche Annäherung der Bindungs- und der 

Aktivierungsdomäne, was zu einer Transkription des Reporter-Gens führt. In dem verwen-

deten yeast-two-hybrid-System von Clontech besitzt das Genom des Hefestammes AH109 

vier Gal4-empfindliche Reporter-Gene. Es wurden in den nachfolgenden Versuchen jeweils 

zwei der Reporter-Gene auf ihre Transkription hin untersucht, zum einen das HIS3-

Reportergen, dessen Transkription es den Hefezellen erlaubt auf Minimalmedium ohne 

Histidin-Supplementation zu wachsen, zum anderen das lacZ-Reportergen, welches zu 

einer Expression von -Galactosidase führt, deren Konzentration indirekt über die Umset-

zung von o-Nitrophenolgalactosid bestimmt werden kann. Wird das Substrat dabei der 

Enzymreaktion in einem Überschuss zugesetzt, ist die Bildung des o-Nitrophenols in einer 

bestimmten Zeitspanne proportional zur Konzentration der enthaltenen -Galactosidase. 

Dadurch ist nicht nur ein Nachweis der Interaktion zweier Proteine möglich, sondern auch 

eine quantitative Bestimmung der Interaktion und somit Aussagen über die Affinität der 

beiden Bindungspartner zueinander.   

Die AtDEG15-cDNA wurde zunächst in die Vektoren pBridge und pGAD424-AD kloniert. 

Dadurch wurde die AtDEG15 sowohl mit der DNA-Bindedomäne, als auch mit der DNA-

Aktivierungsdomäne fusioniert. Nach erfolgter Transformation in den Hefestamm AH109 

wurden positive Transformanden zum einen auf die Transkription des HIS3-Reportergens 

getestet, indem Verdünnungsreihen einer Übernachtkultur auf Minimal-Medium ohne His-

tidin-Zusatz aufgebracht wurden (Tüpfeltest) (Abb. 14), und zum anderen auf die Tran-

skription des lacZ-Reportergens, die über einen Galactosidase-Assay bestimmt wurde 

(Abb. 15). Als negative Kontrollen wurden die beiden Vektoren bzw. jeweils ein Vektor 

und ein Vektor, der die AtDEG15-cDNA  trägt, in den Hefestamm AH109 transformiert. 

Als positive Kontrolle diente eine Transformationslinie, die die beiden Proteine ABI2 und 

RCAR1 enthielt, die nachgewiesenermaßen im yeast-two-hybrid-System interagieren 
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(Szostkiewicz et al., 2010). Die Ergebnisse des -Galactosidase-Assays werden in Miller 

units angegeben. 

 

  
 600

550420 75,1
1

Absvt

AbsAbs
unitMiller




  

 

wobei:  

 Abs420 die Absorption des o-Nitrophenol ist 

 Abs550 ist die Streuung des cell debris, die, wenn sie mit 1,75 multipliziert 

wird, der Streuung der Absorption bei 420nm entspricht 

 t = Reaktionszeit in Minuten  

 v = eingesetztes Volumen der Kultur 

 Abs600 =Zelldichte.  

 

Durch die Berechnung der Miller units, in denen sowohl die OD600 der Ausgangs-Kultur, 

als auch die Reaktionszeit mit einbezogen wird, kann über die Konzentration des gebilde-

ten Nitrophenols die während des Wachstums der Zellen freigesetzte Menge an -

Galactosidase bestimmt werden. Die Menge der gebildeten -Galactosidase ist dabei pro-

portional zur Interaktion der beiden untersuchten Proteine. Somit können über den -

Galactosidase-Assay und die Bestimmung der Miller units Rückschlüsse über die Stärke 

der Interaktion der beiden Bindungs-Partner geschlossen werden.  
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Abbildung 14: Test auf Dimerisierung der AtDEG15 durch Nachweis der Transkription des 

HIS3-Reportergens. Der Test auf Interaktion zeigt, dass die Kulturen die die AtDEG15-Protease 

enthalten zum Wachstum auf Selektions-Medium ohne Histidin-Supplementation fähig sind. Eine 

Interaktion der AtDEG15 mit sich selbst konnte gezeigt werden. Aufgetragen wurden unterschiedli-

che Verdünnungen einer Übernachtkultur auf Selektions-Medium (SD). Leucin (Leu) dient als Se-

lektionsmarker für den verwendeten pGAD424AD-Vektor, Tryptophan (Trp) für den verwendeten 

pBridge-Vektor. Beide AS werden dem Selektions-Medium nicht zugefügt (SD:-Leu, -Trp). Intera-

gieren die beiden untersuchten Proteine, wird das HIS3-Reportergen transkribiert und die Kulturen 

können auf Selektions-Medium ohne Histidin-Supplementation (SD: -His, -Leu, -Trp) wachsen. Die 

untersuchten Kulturen wurden auf SD: -His, -Leu, -Trp zum Nachweis der Interaktion und auf SD: -

Leu, -Trp als Wachstumskontrolle aufgetragen. Die Verdünnungen wurden dabei so gewählt, dass in 

etwa 10
1 

Zellen (rechts) bis 10
5
 Zellen (links) enthalten waren. Als negativ Kontrolle diente eine 

Transformationslinie, die die leeren pBridge- und pGAD424AD-Vektoren enthielt.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl das HIS3-Reportergen, als auch das lacZ-

Reportergen transkribiert wurden. Die untersuchten Transformanden konnten auf Minimal-

Medium ohne Histidin-Supplementation kultiviert werden, und im Zuge des Galactosidase-

Assay wurde bei den AtDEG15-Transformanden eine Umsetzung des Substrates o-

Nitrophenol-galactoside gezeigt, die bei den verwendeten negativen Kontrollen nicht zu 

beobachten war.  Der Galactosidase-Assay zeigt darüber hinaus, dass die untersuchte Inter-

aktion der AtDEG15 relativ schwach war. Die erhaltenen Miller units für die Interaktion 

der AtDEG15 waren um den Faktor 10 niedriger, als die der verwendeten positiven Kon-

trolle.  
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Abbildung 15: Nachweis der Dimerisierung der AtDEG15. Es konnte eine schwache Interaktion 

der AtDEG15 mit sich selbst gezeigt werden, die um den Faktor 3 über der verwendeten negativen 

Kontrolle, aber um den Faktor 10 unter der positiv Kontrolle lag. Gezeigt werden die Untersuchun-

gen auf Interaktion der AtDEG15 mit sich selbst durch Bestimmung der -Galactosidase-Aktivität, 

angegeben in Miller units. ABI2/RCAR1 dient dabei als positive Kontrolle. Die erhaltenen Werte 

setzen sich aus drei Doppelbestimmungen mit angegebener Standardabweichung zusammen.  

 

Durch den Nachweis der Transkription der beiden untersuchten Reporter-Gene konnte eine 

Dimerisierung der AtDEG15 bestätigt und darüber hinaus nachgewiesen werden, dass die 

Dimerisierung eine schwache Interaktion der AtDEG15 mit sich selbst darstellt.  

 

2.4 Interaktion von AtDEG15 mit CML3  

Das Ca
2+

-abhängige Gleichgewicht zwischen Monomer und Dimer der DEG15 lässt eine 

Regulierung durch den Ca
2+

-Sensor Calmodulin vermuten. Es ist bekannt, dass Calmodulin 

häufig an Protein-Protein-Interaktionen aktiv beteiligt ist oder diese indirekt über eine Kon-

formationsänderung der Bindungspartner vermittelt (Hellermann et al., 1997). Daher wurde 

eine mögliche Interaktion von AtDEG15 mit CaM bzw. dem in den Peroxisomen lokalisier-

tem CML3 untersucht.  
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2.4.1 AtDEG15 bindet in Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen spezifisch an 

Calmodulin-Sepharose 

Um eine mögliche Interaktion von AtDEG15 mit Calmodulin nachzuweisen, wurde als 

Vorversuch eine Affinitätschromatographie mit Calmodulin-Agarose durchgeführt. Da sich 

die AtDEG15 wie unter 2.9.1. beschrieben in E.coli in den notwendigen Mengen nur in 

denaturierter Form exprimieren ließ, wurde die Bindung der gereinigten AtDEG15 an die 

Calmodulin-Agarose unter denaturierenden Bedingungen getestet. Die inclusion bodies 

wurden dazu in 4M Harnstoff solubilisiert und anschließend über eine Ni-TED-Affinitäts-

Säule (Macherey-Nagel) gereinigt. Das über His-tag gereinigte Protein zeigte nach der 

Auftrennung über 12,5% SDS-PAGE und Detektion über Coomassie-Färbung eine deutli-

che Bande bei ca. 70 kDa, darüber hinaus waren keine zusätzlichen Banden detektierbar 

(siehe Abb. 16, A2).  

Der Bindungs-Assay wurde in Gegenwart von 0,1mM CaCl2 durchgeführt, da die meisten 

Proteine Ca
2+

-abhängig mit Calmodulin interagieren. Als negative Kontrolle wurde parallel 

ein Bindungs-Assay in Anwesenheit von 5mM EGTA/EDTA durchgeführt, wodurch in 

den Puffern vorhandene Ca
2+

-Ionen abgefangen werden sollten und der Assay somit in 

Abwesenheit von Ca
2+

-Ionen durchgeführt werden konnte.  

Nach der erfolgten Bindung an die Calmodulin-Agarose und genau definierten Wasch-

schritten wurden mögliche Interaktionspartner des Calmodulins durch die Zugabe von exo-

genem Calmodulin kompetitiv von der Agarose eluiert. Die einzelnen Fraktionen des Bin-

dungs-Assays wurden über 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt und nach erfolgter Coomassie-

Färbung analysiert (Abb. 16).  

War Calcium in dem Ansatz anwesend, wurde AtDEG15 gebunden und durch die Zugabe 

von Calmodulin von der Calmodulin-Agarose eluiert, wie anhand der Bande bei 72 kDa in 

den Eluaten gezeigt werden konnte (Abb16: A 5-7). Zusätzlich zu der Bande bei 72 kDa 

wurde eine Bande bei ca. 20 kDa detektiert, die das zur Elution verwendete Calmodulin 

zeigt. Der letzte Waschschritt des Assays enthielt kein Protein mehr. Wurde Calcium durch 

die Zugabe von EDTA/EGTA abgefangen, konnte AtDEG15 nicht gebunden werden; es 

wurde neben der Calmodulin-Bande bei 20 kDa kein weiteres Protein in den Elutionsfrak-

tionen detektiert (Abb.16: B 5-7). Es konnte somit gezeigt werden, dass die AtDEG15 spe-

zifisch in Ca-abhängiger Form an die Calmodulin-Sepharose bindet.  
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Abbildung 16: Denaturierte AtDEG15 bindet Ca
2+

-abhängig an Calmodulin-Sepharose. Die 

Bindung der AtDEG15 an Calmodulin-Sepharose wurde in Anwesenheit von 0,5 mM CaCl2 bzw. in 

Abwesenheit von Ca
2+

-Ionen (gewährleistet durch die Zugabe von 5 mM EGTA/EDTA) untersucht. 

Dazu wurde AtDEG15_6xHis-Tag denaturierend in 4M Harnstoff über eine Ni-Affinitäts-Säule 

gereinigt und für den Assay eingesetzt. Es wurden jeweils 20µl der einzelnen Fraktionen des Bin-

dungs-Assays (Durchfluss, Waschschritt und Eluate)  über 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt und nach 

Detektion der Proteine über Coomassie-Färbung analysiert.   

 

Sowohl in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit von Calcium wurde ein gewisser Teil der 

geladenen AtDEG15 an die Agarose-beads gebunden, der auch durch die Zugabe des exo-

genen Calmodulins nicht verdrängt werden konnte (Abb. 16: A8; B8). Es wird daher ange-

nommen, dass neben der spezifischen auch eine unspezifische Bindung vorliegt. Diese 

dürfte aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen der denaturierten AtDEG15 mit der 

Calmodulin-Agarose zu Stande kommen, da denaturierte Proteine häufig Hydrophobizität 

exponieren, die bei einer korrekten Faltung der Proteine innerhalb der Proteinstruktur ver-

borgen wäre. Möglich ist zudem auch eine unspezifische Assoziation der AtDEG15 mit der 

Agarose-Matrix dieses Verhalten hervorrufen. 

 

Eine Arabidopsis-Genom-Analyse identifizierte ein Calmodulin, das aufgrund seiner postu-

lierten peroxisomalen targeting-Sequenz –SNL in den Peroxisomen lokalisiert ist. Es han-

delt sich dabei um das calmodulin-like-Protein 3 (CML3). Da dieses calmodulin-like-
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Protein den mutmaßlichen Interaktionspartner der AtDEG15 in den Peroxisomen darstellt, 

wurde die Affinitäts-Chromatographie wiederholt und die gebundene AtDEG15 mit per-

oxisomaler CML3 kompetitiv von der Calmodulin-Agarose eluiert (Abb.17).  

 

 

Abbildung 17: Denaturierte AtDEG15 bindet Ca
2+

-abhängig an Calmodulin-Sepharose und 

kann mit rekombinant exprimiertem CML3 eluiert werden. Die Bindung der AtDEG15 an Cal-

modulin-Sepharose wurde in Anwesenheit von 0,5mM CaCl2 bzw. in Abwesenheit von Ca
2+

-Ionen 

(gewährleistet durch die Zugabe von 5mM EGTA/EDTA) untersucht. Dazu wurde  

AtDEG15_6xHis-Tag denaturierend in 4M Harnstoff über eine Ni-Affinitäts-Säule gereinigt und für 

den Assay eingesetzt. Zur Elution der gebundenen Proteine wurden 0,2µg nativ exprimierter und 

ebenfalls über einen His-Tag gereinigter CML3 eingesetzt. Es wurden jeweils 20µl der einzelnen 

Fraktionen des Bindungs-Assays (Durchfluss, Waschschritt und Eluate)  über 12,5% SDS-PAGE 

aufgetrennt und nach erfolgter Detektion der Proteine mit Coomassie-Färbung analysiert.   

 

In dem Ansatz, der Ca
2+

-Ionen enthielt, konnte durch die Zugabe des peroxisomalen CML3 

die AtDEG15 von der Calmodulin-Agarose eluiert werden (Abb.17: A Eluat 5-7). Im letz-

ten Waschschritt des Assays war kein Protein mehr enthalten (Abbildung 17: A 4). Wurde 

Calcium durch die Zugabe von EDTA/EGTA abgefangen, konnte AtDEG15 nicht gebun-

den werden und es konnte neben dem zur Elution zugesetzten CML3 bei ca. 20 kDa kein 

weiteres Protein in den Elutionsfraktionen nachgewiesen werden (Abb.17: B 5-7). Anhand 

dieser Affinitäts-Chromatographie  konnte somit gezeigt werden, dass das rekombinant 

exprimierte CML3 in der Lage ist, in Ca
2+

-abhängiger Weise gebundene AtDEG15 von der 

Calmodulin-Sepharose zu verdrängen.  
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Fasst man die Ergebnisse der beiden durchgeführten Affinitäts-Chromatographie zusam-

men, so konnte zum einen gezeigt werden, dass es sich bei der AtDEG15 um ein Calmodu-

lin-bindendes-Protein handelt, zum anderen konnte das peroxisomale calmodulin-like-

Protein 3 (CML3) als Interaktionspartner der AtDEG15 nachgewiesen werden. 

 

2.4.2 Interaktion von AtDEG15 mit CML3: Untersuchung im yeast-two-

hybrid  

Die Interaktion von AtDEG15 mit dem peroxisomalen CML3 konnte in einer Affinitäts-

Chromatographie  in Anwesenheit von 4M Harnstoff mit denaturierter AtDEG15 nachge-

wiesen werden. Diese Interaktion sollte im yeast-two-hybrid-System bestätigt werden. Da-

mit wird die AtDEG15 in einem weiteren System als ein Calmodulin-bindendes-Protein 

identifiziert werden. 

Die AtCML3-cDNA wurde zunächst in die Vektoren pBridge und pGAD424AD kloniert. 

Dadurch wurde die CML3 sowohl mit der DNA-Bindedomäne, als auch mit der DNA-

Aktivierungsdomäne fusioniert. Für die Transformation wurden hier die Transformanden 

des Hefestammes AH109 aus den Dimerisierungs-Untersuchungen verwendet, die bereits 

das entsprechende Plasmid mit der AtDEG15-cDNA trugen. Nach erfolgter Transformation 

der CML3-Konstrukte wurden positive Transformanden zum einen auf die Transkription 

des HIS3-Reportergens getestet, indem Verdünnungsreihen einer Übernachtkultur auf Mi-

nimal-Medium ohne Histidin aufgebracht wurden (Tüpfeltest) (Abb. 18), und zum anderen 

auf die Transkription des lacZ-Reportergens, die über einen Galactosidase-Assay erfolgte 

(Abb. 19). Als negative Kontrollen wurden die beiden Vektoren bzw. jeweils ein leerer 

Vektor und ein Vektor, der die AtDEG15-cDNA  bzw. die CML3-cDNA enthielt, in den 

Hefestamm AH109 transformiert. Als positive Kontrolle diente eine Transformationslinie, 

die die beiden Proteine ABI2 und RCAR1 enthielt, die nachgewiesenermaßen im yeast-

two-hybrid-System interagieren (Szostkiewicz et al., 2010). 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl das HIS3-Reportergen, als auch das lacZ-

Reportergen transkribiert wurden. Die untersuchten Transformanden konnten auf Minimal-

Medium ohne Histidin-Supplementation kultiviert werden (Abb. 18), und im Zuge des 

Galactosidase-Assay wurde bei Transformanden, die sowohl die AtDEG15, als auch CML3 

exprimierten, eine Umsetzung des Substrates o-Nitrophenol-galactoside gezeigt, die bei 
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den verwendeten negativen Kontrollen nicht zu beobachten war (Abb. 19). Durch den Ga-

lactosidase-Assay konnte weiterhin gezeigt werden, dass es sich um eine starke Interaktion 

der beiden Partner handelt. Die erhaltenen Miller units lagen um den Faktor 10 über der 

verwendeten negativen Kontrolle und lediglich um den Faktor 0,3 unterhalb der positiven 

Kontrolle (Abb. 19).  

 

Abbildung 18: Test auf Interaktion von AtDEG15 mit CML3 durch Nachweis der Transkripti-

on des HIS3-Reportergens. Aufgetragen wurden unterschiedliche Verdünnungen einer Übernacht-

kultur auf Selektions-Medium (SD). Leucin (Leu) ist der Selektionsmarker für den verwendeten 

pGAD424AD-Vektor, Tryptophan (Trp) für den verwendeten pBridge-Vektor. Beide AS werden dem 

Selektions-Medium nicht zugefügt (SD:-Leu, -Trp). Interagieren die beiden untersuchten Proteine, 

wird das HIS3-Reportergen transkribiert und die Kulturen können auf Selektions-Medium ohne 

Histidin-Supplementation (SD: -His, -Leu, -Trp) wachsen. Die untersuchten Kulturen wurden auf 

SD: -His, -Leu, -Trp zum Nachweis der Interaktion und auf SD: -Leu, -Trp als Wachstumskontrolle 

aufgetragen. Die Verdünnungen wurden dabei so gewählt, dass in etwa 10
1 

Zellen (rechts) bis 10
5
 

Zellen (links) enthalten waren. Als negativ Kontrolle diente eine Transformationslinie, die die leeren 

pBridge- und pGAD424AD-Vektoren enthielt. Der Test auf Interaktion zeigt, dass die Kulturen die 

die AtDEG15 und CML3 enthalten zum Wachstum auf Selektions-Medium ohne Histidin-

Supplementation fähig sind. Eine Interaktion der AtDEG15 mit CML3 konnte gezeigt werden. 
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Abbildung 19: Test auf Interaktion von AtDEG15 mit CML3 durch Nachweis der Transkripti-

on des lacZ-Reportergens. AtDEG15 zeigt eine deutliche Interaktion mit CML3. Die erhaltenen 

Miller units liegen um den Faktor 10 über der verwendeten negativen Kontrolle und nur um den 

Faktor 0,3 unter der positiven Kontrolle. Gezeigt werden die Untersuchungen auf Interaktion der 

AtDEG15 mit dem peroxisomalen CML3 durch Bestimmung der -Galactosidase-Aktivität, ange-

geben in Miller units. ABI2/RCAR1 dient dabei als positive Kontrolle. Die erhaltenen Werte setzten 

sich aus drei Doppelbestimmungen mit angegebener Standardabweichung zusammen.  

 

Durch den Nachweis der Transkription der beiden untersuchten Reporter-Gene konnte die 

Interaktion der beiden peroxisomalen Proteine AtDEG15 und AtCML3 nachgewiesen wer-

den. 

 

2.5 Charakterisierung der CML3-Bindedomäne der AtDEG15 

Die Ca
2+

-abhängige Bindung von Calmodulin an ein Zielprotein ist von Seiten des Calmo-

dulins her eingehend untersucht (Barbato et al., 1992; Gerstein und Krebs 1998). Da es sich 

bei CML3 um einen typischen Vertreter der Familie der Calmoduline handelt, wie unter 

2.2. beschrieben, war dieser Teil der Interaktion hinreichend geklärt. Auf Seiten der Bin-

dungspartner der Calmoduline sind hingegen weit weniger Erkenntnisse über die Interakti-

on vorhanden, was vor allem darauf zurück zu führen ist, dass eine Vielzahl unterschied-

lichster Proteine mit Calmoduline interagiert. Es sind eine Reihe von Bindungs-Motiven 

für Calmoduline bekannt, jedoch gibt es auch eine Vielzahl an Proteinen, für die eine Cal-
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modulin-Bindung nachgewiesen werden konnte, die keines dieser bekannten Motive besit-

zen (Leclerc et al., 1998; Yang und Poovaiah 2000). Die bekannten Bindungs-Motive beru-

hen auf dem Vorkommen großer hydrophober Aminosäuren in gewisser Distanz zueinan-

der, was letztlich zur Ausbildung einer amphiphilen Helix führt. Dieser strukturelle Aufbau 

einer Vielzahl an Calmodulin-Bindungs-Motiven ermöglicht eine Vorhersage eventueller 

Bindungs-Domänen auf dem Interaktionspartner des Calmodulins. Die Datenbank calmo-

dulin-target-database bietet z.B. verschiedene tools zur Vorhersage von Bindungsstellen 

und über http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html kann eine Aminosäu-

resequenz auf die Ausbildung einer amphiphilen Helix hin untersucht werden. 

Im Zuge dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen CML3 und AtDEG15 genauer cha-

rakterisiert und die Bindungs-Domäne der AtDEG15 für das calmodulin-like-Protein ein-

gegrenzt werden.  

Da die Interaktion der AtDEG15 und der AtCML3 im yeast-two-hybrid-System nachgewie-

sen werden konnte, wurde dieses System auch für die weiterführenden Untersuchungen 

gewählt. Um einen Anhaltspunkt zu bekommen, welcher Teil der DEG-Protease zur Bin-

dung des Calmodulins fähig ist, wurden Deletionskonstrukte der AtDEG15 auf die Interak-

tion mit CML3 hin analysiert. Dabei wurde die AtDEG15-cDNA zunächst in zwei Hälften 

amplifiziert  und über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und SalI in die Vektoren 

pBridge und pGAD424AD kloniert. Es ergaben sich die Konstrukte DEG15N-Term. und 

DEG15_N-Term. (Abb. 20). Für die Transformation der Konstrukte wurden hier Transfor-

manden des Hefestammes AH109 gewählt, die bereits die entsprechenden Plasmide mit der 

AtCML3-cDNA enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde erneut getestet, ob die 

Transformanden dazu befähigt waren, auf Minimal-Medium in Abwesenheit von Histidin 

zu wachsen, ob also das HIS3-Reportergen transkribiert wurde, und ob die Zugabe eines 

Zellaufschlusses der Transformanden im Galactosidase-Assay zur Umsetzung des Substra-

tes o-Nitrophenolgalactosid führte, ob also das lacZ-Reportergen transkribiert wurde. Von 

den beiden untersuchten Hälften der AtDEG15 konnte nur für den N-terminalen Teil der 

Protease eine Transkription der Reporter-Gene nachgewiesen werden. Nur Transforman-

den, die den N-terminalen Teil der AtDEG15 enthielten, waren in der Lage auf Minimal-

Medium ohne Histidin-Supplementation zu wachsen (Abb. 21) und nur bei diesen Trans-

formanden konnte im Zuge eines Galactosidase-Assays eine Umsetzung des Substrates o-

Nitrophenolgalactosid nachgewiesen werden (Abb. 22). Es konnte somit gezeigt werden, 

dass die Interaktion zwischen AtDEG15 und CML3 auf der N-terminalen Hälfte der  

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html
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AtDEG15 stattfinden muss. Für den C-terminalen Teil der AtDEG15 konnte kein Wachs-

tum auf Minimal-Medium ohne Histidin-Supplementation gezeigt werden (Abb. 21) und 

Umsetzung des Substrates in einem Galactosidase-Assays lag im Bereich der verwendeten 

negativen Kontrollen (Abb. 22). Anhand dieser Ergebnisse konnte darauf geschlossen wer-

den, dass die Interaktion zwischen AtDEG15 und CML3 auf der N-terminalen Hälfte der 

AtDEG15 stattfindet.  

Durch die Untersuchung weiterer Deletionskonstrukte sollte nun die CML3-Bindungs-

Domäne auf der AtDEG15 stärker eingegrenzt werden. Zu diesem Zweck wurde der N-

Terminus der AtDEG15 in drei Teile untergliedert und diese einzeln entfernt, so dass sich 

die Deletionskonstrukte DEG151/3N-Term. (AS 94-709) , DEG152/3N-Term. (AS 210-

709) und DEG15N-Term (AS 374-709) ergaben (Abb. 20). Diese wurden, wie oben be-

schrieben, in die Vektoren pBridge und pGAD424AD kloniert. Anschließend wurden diese 

Deletionskonstrukte in die entsprechenden Hefe-Transformanden, die bereits die CML3-

Konstrukte enthielten, transformiert.  

 

 

Abbildung 20: Eingrenzung der CML3-Bindungs-Domäne der AtDEG15 anhand von Deleti-

onskonstrukten. Gezeigt werden die erstellten Deletionskonstrukte der AtDEG15; Rot: Protease-

Domäne mit Pflanzen-spezifischem loop, Blau: peroxisomales targeting-Signal 1 (-SKL), Grün: 

CML3-Bindungs-Domäne. 
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Abbildung 21: Test auf Interaktion von AtDEG15 und -Deletionskonstrukten mit CML3 

durch Nachweis der Transkription des HIS3-Reportergens zur Identifizierung der CML3-

Bindedomäne der Deg-Protease. Aufgetragen wurden unterschiedliche Verdünnungen einer Über-

nachtkultur auf Selektions-Medium (SD). Leucin (Leu) ist der Selektionsmarker für den verwende-

ten pGAD424AD-Vektor, Tryptophan (Trp) für den verwendeten pBridge-Vektor. Beide AS werden 

dem Selektions-Medium nicht zugefügt (SD:-Leu, -Trp). Interagieren die beiden untersuchten Prote-

ine, wird das HIS3-Reportergen transkribiert und die Kulturen können auf Selektions-Medium ohne 

Histidin-Supplementation (SD: -His, -Leu, -Trp) wachsen. Die untersuchten Kulturen wurden auf 

SD: -His, -Leu, -Trp zum Nachweis der Interaktion und auf SD: -Leu, -Trp als Wachstumskontrolle 

aufgetragen. Die Verdünnungen wurden dabei so gewählt, dass in etwa 10
1 

Zellen (rechts) bis 10
5
 

Zellen (links) enthalten waren. Als negativ Kontrolle diente eine Transformationslinie, die die leeren 

pBridge- und pGAD424AD-Vektoren enthielt. Der Test auf Interaktion zeigt, dass lediglich die 

Kulturen, die die AtDEG15-Volllänge und CML3 enthalten zum Wachstum auf Selektions-Medium 

ohne Histidin-Supplementation fähig sind. Die Interaktion der AtDEG15 mit CML3 muss somit auf 

den ersten 94 AS stattfinden. 
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Abbildung 22: Test auf Interaktion von AtDEG15 und -Deletionskonstrukten mit CML3 

durch Nachweis der Transkription des lacZ-Reportergens zur Identifizierung der CML3-

Bindedomäne der Deg-Protease. Gezeigt werden die Untersuchungen auf Interaktion der  

AtDEG15 und Deletionskonstrukte der AtDEG15 mit dem peroxisomalen CML3 durch Bestimmung 

der -Galactosidase-Aktivität, angegeben in Miller units. Zunächst wurden die N-terminale Hälfte 

der AtDEG15 (DEG15-N-term) und die C-terminale Hälfte der AtDEG15 (DEG15N-term) auf 

ihre Interaktion mit CML3 untersucht. Im Anschluss wurde der N-Terminus der Protease weiter 

unterteilt, so dass sich die Konstrukte DEG151/3N, DEG152/3N ergaben. Lediglich die Volllänge 

der AtDEG15 und die N-terminale Hälfte der AtDEG15 sind zur Interaktion mit CML3 in der Lage. 

ABI2/RCAR1 dient dabei als positive Kontrolle, als negative Kontrolle wurde eine Transformations-

linie mit den leeren pBridge- und pGAD424AD-Vektoren verwendet. Die erhaltenen Werte setzten 

sich aus drei Doppelbestimmungen mit angegebener Standardabweichung zusammen. 

 

Keines der untersuchten Deletionskonstrukte zeigte eine Transkription der Reporter-Gene. 

Die Transformanden zeigten kein Wachstum auf Minimal-Medium in Abwesenheit von 

Histidin (Abb. 21) und setzten im Zuge eines Galactosidase-Assays kein o-Nitrophenol frei 

(Abb. 22). Lediglich für das Volllängen-Protein der AtDEG15 konnte eine Interaktion mit 

CML3 nachgewiesen werden. Anhand dieses Ergebnisses wurde gezeigt, dass die für die 
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Calmodulin-Bindung verantwortliche Domäne innerhalb der ersten 125 Aminosäuren der 

AtDEG15 liegen muss.  

Die bekannten Motive, die eine Interaktion mit Calmodulin vermitteln, sind in der Regel 

zwischen 20 und 25 Aminosäuren lang. Aufgrund dieser Tatsache wurden die ersten 125 N-

terminalen Aminosäuren der AtDEG15 in weitere Teile von je 25 Aminosäuren unterglie-

dert und diese wiederum einzeln von der Deg-Protease entfernt, so dass sich folgende wei-

tere Deletionskonstrukte ergaben: DEG1525ASN-Term., DEG1550ASN-Term., 

DEG155ASN-Term und DEG15SN-Term (Abb. 20). Diese Konstrukte wurden, 

wie auch schon die vorangegangenen Deletionskonstrukte aus AtDEG15-cDNA amplifi-

ziert und in die Vektoren pBridge und pGAD424AD kloniert. Anschließend wurden diese 

neuen Deletionskonstrukte in die entsprechenden Hefe-Transformanden, die bereits die 

CML3-Konstrukte enthielten, transformiert.  

Wie auch schon bei den vorherigen N-terminalen Deletionskonstrukten konnte für keines 

dieser Deletionskonstrukte eine Transkription der Reporter-Gene nachgewiesen werden. 

Die Transformanden der Deletionskonstrukte zeigten weder Wachstum auf Minimal-

Medium ohne Histidin (Abb.23), noch einen Umsatz des Substrates o-

Nitrophenolgalactosid im Galactosidase-Assay (Abb.24). Das bedeutet, dass für die Inter-

aktion von Calmodulin mit der AtDEG15 die ersten 25 Aminosäuren der Deg-Protease 

verantwortlich sind.  
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Abbildung 23: Identifizierung der CML3-Bindungsdomäne der AtDEG15 durch den Nachweis 

der Interaktion von AtDEG15-Deletionskonstrukten mit CML3. Aufgetragen wurden unter-

schiedliche Verdünnungen einer Übernachtkultur auf Selektions-Medium (SD). Leucin (Leu) ist der 

Selektionsmarker für den verwendeten pGAD424AD-Vektor, Tryptophan (Trp) für den verwendeten 

pBridge-Vektor. Beide AS werden dem Selektions-Medium nicht zugefügt (SD:-Leu, -Trp). Intera-

gieren die beiden untersuchten Proteine, wird das HIS3-Reportergen transkribiert und die Kulturen 

können auf Selektions-Medium ohne Histidin-Supplementation (SD: -His, -Leu, -Trp) wachsen. Die 

untersuchten Kulturen wurden auf SD: -His, -Leu, -Trp zum Nachweis der Interaktion und auf SD: -

Leu, -Trp als Wachstumskontrolle aufgetragen. Die Verdünnungen wurden dabei so gewählt, dass in 

etwa 10
1 

Zellen (rechts) bis 10
5
 Zellen (links) enthalten waren. Als negativ Kontrolle diente eine 

Transformationslinie, die die leeren pBridge- und pGAD424AD-Vektoren enthielt. Der Test auf 

Interaktion zeigt, dass lediglich die Kulturen die die AtDEG15-Volllänge enthalten zum Wachstum 

auf Selektions-Medium ohne Histidin-Supplementation fähig sind. Eine Interaktion der AtDEG15 

mit CML3 muss somit innerhalb der ersten 25AS des N-Terminus der AtDEG15 stattfinden. 
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Abbildung 24: Identifizierung der CML3-Bindedomäne der AtDEG15 durch den Nachweis 

der Interaktion von AtDEG15-Deletionskonstrukten mit CML3. Nur die AtDEG15-Vollänge ist 

zur Interaktion mit CML3 in der Lage. Fehlen der AtDEG15 die ersten 25AS des N-Terminus, wird 

CML3 nicht mehr gebunden. Gezeigt werden die Untersuchungen auf Interaktion der AtDEG15-

Deletionskonstrukte mit dem peroxisomalen CML3 durch Bestimmung der -Galactosidase-

Aktivität, angegeben in Miller units. ABI2/RCAR1 dient dabei als positive Kontrolle, als negative 

Kontrolle wurde eine Transformationslinie mit den leeren pBridge- und pGAD424AD-Vektoren 

verwendet. Dabei wurde das erste Drittel (ca. 125AS) des N-Terminus der Protease weiter unterteilt 

und die AtDEG15 N-terminal verkürzt, so dass sich die Konstrukte DEG1525AS, DEG1550AS, 

DEG1575AS und DEG15100AS ergaben. Die erhaltenen Werte des Galactosidase-Assays für die 

gezeigten Konstrukte setzen sich aus drei Doppelbestimmungen mit angegebener Standardabwei-

chung zusammen. 

 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die ersten 25 Aminosäuren der AtDEG15 auf das Vor-

kommen möglicher bekannter und etablierter Calmodulin-Bindungs-Motive hin untersucht. 

Es sind verschiedene Instrumente und Programme verfügbar, mit deren Hilfe diese Motive 

identifiziert werden können.  
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Die Datenbank Calmodulin target database bietet zum Beispiel ein Vorhersage-Programm, 

mit dessen Hilfe Bereiche eingegrenzt werden können, die eine hohe Wahrscheinlichkeit 

für das Vorkommen einer Calmodulin-Bindungsstelle besitzen. Dieses Programm evaluiert 

die Wahrscheinlichkeiten anhand vorkommender Hydrophobizität, Neigung zur Ausbil-

dung einer -Helix, Ladung und Größe der Aminosäuren für ein Fenster von 20 Aminosäu-

ren, das gestaffelt verschoben wird und normalisiert diese Wahrscheinlichkeiten anschlie-

ßend für die komplette Sequenz auf Werte von 0-9, wobei 9 die höchste Wahrscheinlichkeit 

angibt. Für die AtDEG15 liefert die Datenbank die größtmögliche Wahrscheinlichkeit für 

das Vorhandensein eines Calmodulin-Bindungs-Motivs innerhalb der ersten 25 Aminosäu-

ren (Abb. 25).  

 

 

Abbildung 25: Calmodulin target database errechnet eine hohe Wahrscheinlichkeit für das 

Vorkommen eines Calmodulin-Bindungs-Motivs innerhalb der ersten 25 Aminosäuren der 

AtDEG15.  Die errechnete Wahrscheinlichkeit wird dabei von 0-9 angegeben, wobei 9 die höchste 

mögliche Wahrscheinlichkeit für das Vorkommen eines CaM-Bindungs-Motivs  angibt. Von Val6 bis 

Glu20 wird damit von dem Programm die höchste Wahrscheinlichkeit ermittelt.  

 

Es konnten in diesem Bereich der AtDEG15 durch direkte Analyse der Aminosäuren meh-

rere bekannte Calmodulin-Bindungs-Motive identifiziert werden. Innerhalb der ersten 25 

AS des N-Terminus der AtDEG15 sind ein 1-14 Bindungs-Motiv, ein 1-8-14 Bindungs-

Motiv und ein 1-10 Bindungs-Motiv zu finden (Abb. 26). Ein Sequenzvergleich der be-

kannten DEG15-Proteasen aus Pflanzen (siehe Anhang 5.2) ergab, dass die ersten beiden 

Binde-Motive auf der DEG15 in allen gefundenen Organismen konserviert sind, während 

das 1-10 Motiv nicht durchgängig konserviert ist. Es ist daher anzunehmen, dass eines der 

ersten beiden Bindungs-Motive für die Interaktion der AtDEG15 mit Calmodulin verant-

wortlich ist.  

Neben den Bindungs-Motiven wurden die ersten 25 Aminosäuren der DEG15 auch auf die 

Möglichkeit hin untersucht, eine basische amphiphile Helix auszubilden. Da Calmodulin 

nach der Calcium-Bindung eine Konformationsänderung eingeht, bei der hydrophobe Me-

thylgruppen der Methionine zugänglich gemacht werden und diese hydrophoben Bereiche 
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durch eine flexible Helix-Struktur verbunden sind, bindet das Calmodulin bevorzugt an 

eine amphiphile Helix des target-Proteins, indem es sich um diese herumlegt (Ikura et al., 

1992; Meador et al., 1992). Da es sich bei Calmodulin um ein saures Protein handelt, wer-

den basische Bereiche als Bindungs-Stelle bevorzugt, denn dadurch können neben den 

hydrophoben Wechelswirkungen zwischen den interagierenden Molekülen auch elektrosta-

tische Wechselwirkungen ausgebildet werden. Die Möglichkeit zur Ausbildung einer sol-

chen basischen amphiphilen Helix kann über: 

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html  

visualisiert werden. Die Untersuchung der ersten 25 Aminosäuren ergab eindeutig eine 

amphiphile Helix, mit einem Überschuss an basischen Aminosäuren, was insgesamt zu 

einer positiven Nettoladung der Helix führte (Abb. 26). 

 

 
 

 

Abbildung 26: Identifizierung möglicher Motive für die CaM-Bindung innerhalb der ersten 

25AS der AtDEG15. Linker Teil: Angegeben ist die AtDEG15-Sequenz, auf der die Aminosäuren, 

die möglicherweise für die CaM-Bindung verantwortlich sind, markiert sind. Unterhalb werden die 

bekannten Calmodulin-Bindungs-Motive zugeordnet. Sie sind definiert durch den Abstand der für 

die Calmodulin-Bindung entscheidenden hydrophoben AS zueinander. Die AS werden in Ein-

Buchstaben-Code angegeben; X steht für eine beliebige AS. Rechter Teil: Darstellung der ersten 20 

AS in Helix-Struktur. Die Unterteilung der Helix in eine unpolare (gelbe AS), nicht geladene und 

eine polare (grüne AS), geladene (rosa und blaue AS) Hälfte wird durch die Trennung der Helix 

dargestellt.  

 

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html
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2.6 Dimerisierung der AtDEG15 wird durch CML3-Bindung gefördert 

Neben der Untersuchung der Interaktion zweier Proteine bietet das für die vorangegange-

nen yeast-two-hybrid-Studien verwendete „Matchmarker GAL4 two Hybrid System“ 

(Clontech) auch die Möglichkeit ein yeast-three-hybrid-System zu etablieren. Die Interak-

tion zweier Proteine wird dabei in Anwesenheit bzw. Abwesenheit eines dritten möglichen 

Interaktionspartners getestet, der unter die Kontrolle eines Met25-Promotors in eine zweite 

multiple-cloning-site des pBridge-Vektors kloniert wird. Das erhaltene Fusionsprotein wird 

nur in Abwesenheit von Methionin im Minimal-Medium exprimiert und über ein nuclear-

targeting-Signal (-NLS) in den Nucleus geleitet, wo es eine Interaktion der beiden unter-

suchten Proteine mit der DNA-Bindedomäne bzw. der DNA-Aktivierungsdomäne vermit-

teln kann.  

Das yeast-three-hybrid-System wurde dazu verwendet, den möglichen Einfluss der Calmo-

dulin-Bindung auf die Dimerisierung der AtDEG15 zu untersuchen. Es ist bekannt, dass es 

durch die Bindung von Calmodulinen an ihre target-Proteine häufig zu Interaktionen zwi-

schen Proteinen kommt, eine Komplexbildung ermöglicht oder diese reguliert wird (Hell-

ermann et al., 1997). Eine Rolle des Calmodulins bei der Dimerisierung der AtDEG15 

sollte daher bestimmt werden.  

Die AtCML3-cDNA wurde mittels PCR amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen 

NotI und BglII in die MCS II des Vektors pBridge-DEG15(MCSI) kloniert. Dadurch wurde 

es nach erfolgter Transformation möglich, CML3 bei Abwesenheit von Methionin im Mi-

nimal-Medium gezielt zu exprimieren bzw. die Expression von CML3 durch die Zugabe 

von 1mM Methionin in dem verwendeten Medium zu reprimieren. Für die Transformation 

wurden hier die Transformanden des Hefestammes AH109 aus den Dimerisierungs-

Untersuchungen verwendet, die bereits die AtDEG15 in dem Plasmid pGAD enthielten. 

Nach erfolgter Transformation der pBridge-Plasmide wurden positive Transformanden auf 

eine Transkription des lacZ-Reportergens untersucht. 

Die Ermittlung der Transkription des HIS3-Reportergens erschien an dieser Stelle nicht als 

sinnvoll, da bereits die schwache Dimerisierung der AtDEG15 in Abwesenheit von CML3 

im yeast-two-hybrid-System ausreichte, um das Reporter-Gen soweit zu transkribieren, 

dass es zu einem Wachstum der Zellen auf Minimal-Medium ohne Histidin-

Supplementation kam. Da es sich bei dem Wachstumstest nicht wie bei dem Galactosidase-

Assay um eine quantitative Bestimmung der Transkription des Reportergens handelt, war 
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ein offensichtlicher Unterschied in der Interaktion in Anwesenheit oder Abwesenheit des 

CML3 nicht zu erwarten.  

Eine quantitative Bestimmung der Interaktion ist über das lacZ-Reporter-Gen möglich. Um 

die Transkription des lacZ-Reportergens zu testen, wurde eine Übernachtkultur in Minimal-

Medium ohne Histidin mit 0,1mM Methionin, auf Minimal-Medium ohne Histidin mit 

1mM Methionin und auf Minimal-Medium ohne Histidin ohne Methionin überimpft und 

die Kulturen bis zu einer OD600 von 0,6 weiter kultiviert, (mindestens aber 6h).  Die Zellen 

dieser Kulturen wurden abzentrifugiert und für einen Galactosidase-Assay verwendet.  

Für die positive Kontrolle konnte keine signifikante Änderung der Interaktion in Bezug auf 

die Methionin-Konzentration festgestellt werden (Abb. 27).  Für die Interaktion der  

AtDEG15 mit sich selbst ergaben sich dagegen deutliche Unterschiede. Wurden die Kultu-

ren in Abwesenheit von Methionin angezogen, also zusätzlich zu den AtDEG15-

Fusionsproteinen auch CML3 exprimiert, ergaben sich im vorliegendem Assay Miller 

units, die um den Faktor 10 höher lagen, als die der Kulturen, die in Anwesenheit von 

0,1mM bzw. 1mM Methionin, also in Abwesenheit von CML3, angezogen wurden (Abb. 

27). Es wurde aber auch deutlich, dass im Vergleich zur negativen Kontrolle 

(DEG15+pGAD424AD), die AtDEG15 auch in Abwesenheit von CML3 in geringem 

Ausmaß mit sich selbst interagiert. Die Miller units, die für die Interaktion der AtDEG15 

mit sich selbst in Abwesenheit von CML3 ermittelt wurden, lagen um den Faktor 1,5-2 

höher als für die negative Kontrolle (Abb. 27). 

 

Die Untersuchungen der Interaktion der AtDEG15 im yeast-three-hybrid-System ergaben, 

dass es zu einer deutlich stärkeren Interaktion der AtDEG15 mit sich selbst kommt, wenn 

zusätzlich zur AtDEG15 in beiden Interaktionsvektoren das CML3 exprimiert wird. In Ab-

wesenheit des CML3 lag eine deutlich schwächere Dimerisierung der AtDEG15 vor. Es 

wurde anhand dieser Ergebnisse bewiesen, dass die Dimerisierung der AtDEG15 durch 

CML3 befördert wird 
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Abbildung 27: Test des Einflusses von CML3 auf die Dimerisierung der AtDEG15 durch 

Nachweis der Transkription des lacZ-Reportergens. Die Kulturen, die in Abwesenheit von Me-

thionin angezogen wurden zeigen eine um den Faktor 10 höhere Interaktion der AtDEG15 mit sich 

selbst, als Kulturen, die in Anwesenheit von Methionin angezogen wurden. Dabei hat die eingesetzte 

Methionin-Konzentration keinen Einfluss auf die Interaktion. Für den Assay wurden Zellen in An-

wesenheit von 0,1mM, 1mM Methionin und in Abwesenheit von Methionin in Minimal-Medium 

kultiviert und für den -Galactosidase-Assay eingesetzt, dabei wurde die -Galactosidase-Aktivität 

bestimmt und in Miller units angegeben. ABI2/RCAR1 dienen dabei als positive Kontrolle, als ne-

gative Kontrolle wurde eine Transformationslinie der AtDEG15_pBridge und des leeren 

pGAD424AD-Vektors verwendet. 

 

.  

Um Domänen der AtDEG15 zu identifizieren, die an der Dimerisierung beteiligt sind, wur-

den Deletions-Konstrukte der AtDEG15 im Y3H-System auf ihre Fähigkeit zur Dimerisie-

rung untersucht. Es wurden Deletions-Konstrukte erstellt, denen 1/3, 2/3 oder der kom-

plette N-Terminus fehlte, Deletions-Konstrukte denen der C-Terminus fehlte, Deletions-

Konstrukte, die nur den N-Terminus bis zur Protease-Domäne enthielten, Deletions-

Konstrukte ohne den Pflanzen-spezifischen loop und Deletions-Konstrukte, die lediglich 

die Protease-Domäne enthielten (Abb.20).  

Im Y3H zeigte sich erneut, dass die AtDEG15-Volllängen in Anwesenheit von CML3 stark 

miteinander interagierten (Abb. 28). Darüber hinaus konnte eine starke Interaktion des N-

Terminus mit der AtDEG15 in Anwesenheit von CML3 nachgewiesen werden. Auch die 
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Deletions-Konstrukte, die keinen C-Terminus bzw. keinen Pflanzen-spezifischen loop in-

nerhalb der Protease-Domäne besaßen, waren weiterhin zur Dimerisierung in der Lage und 

zeigten eine starke Interaktion, wenn zusätzlich zur AtDEG15 und den Deletions-

Konstrukten CML3 exprimiert wurde (Abb. 28). 
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Abbildung 28: Untersuchung von Deletions-Konstrukten der AtDEG15 auf ihre Fähigkeit zur 

Dimerisierung in Anwesenheit von CML3. Deletions-Konstrukte der AtDEG15, die N-terminal 

verkürzt waren, zeigten keine Interaktion im Y3H. Deletions-Konstrukte, die C-terminal verkürzt 

waren bzw. denen der Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne fehlte zeigen in 

Anwesenheit von CML3 eine um den Faktor 10 höhere Interaktion mit der AtDEG15, als Kulturen, 

die in Anwesenheit von Methionin, also in Abwesenheit von CML3 angezogen wurden. Dabei hat 

die eingesetzte Methionin-Konzentration keinen Einfluss auf die Interaktion. Für den Assay wurden 

Zellen in Anwesenheit von 0,1mM, 1mM Methionin und in Abwesenheit von Methionin in Mini-

mal-Medium kultiviert und für den -Galactosidase-Assay eingesetzt, dabei wurde die -

Galactosidase-Aktivität bestimmt und in Miller units angegeben. ABI2/RCAR1 dienen dabei als 

positive Kontrolle, als negative Kontrolle wurde eine Transformationslinie der AtDEG15_pBridge 

und des leeren pGAD424AD-Vektors verwendet. 
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Anhand der Ergebnisse der Y3H-Experimente konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus 

der AtDEG15 für eine Dimerisierung des Konstruktes ausreicht. Der C-Terminus und der 

Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne haben dagegen keinen Einfluss 

auf die Dimerisierung der AtDEG15. Deletions-Konstrukte die keinen C-Terminus bzw. 

keinen Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne nicht enthielten, waren 

dennoch zur Dimerisierung in der Lage.  

 

2.7 Für eine Dimerisierung der AtDEG15 ist die CaM-Bindestelle auf beiden 

AtDEG15-Molekülen nötig 

Die Dimerisierung der AtDEG15 wird durch die Anwesenheit von CML3 gefördert. Da die 

Bindungs-Domäne des CML3 auf der DEG15 identifiziert werden konnte, wurde in einem 

nächsten Schritt untersucht, ob für eine Dimerisierung der AtDEG15 die Calmodulin-

Bindung an ein Molekül oder an beiden Molekülen der DEG-Protease erfolgen muss. In 

dem hier verwendetem yeast-three-hybrid-System konnte dies getestet werden, indem zu-

sätzlich zu den beiden Deg15-Volllängen-Konstrukten die Deg15-Volllänge und das 

DEG151-25AS-Konstrukt (Abb. 20) in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von CML3 auf 

ihre Interaktion hin untersucht wurden. Bindet Calmodulin lediglich an eines der DEG15-

Moleküle so sollte auch im Falle der Expression der Deg15-Volllänge und des DEG151-

25AS-Konstruktes eine Interaktion stattfinden und damit eine Transkription des lacZ-

Reportergens erfolgen. Bindet Calmodulin an beide DEG15-Moleküle so sollte eine Inter-

aktion nur im Falle der Expression der beiden Volllängen-Konstrukte zu beobachten sein.  

Getestet wurden im yeast-three-hybrid-System DEG15 gegen DEG15, DEG15 gegen 

DEG151-25AS, DEG151-25AS gegen DEG151-25AS und die jeweiligen Kontrollen 

in Gegenwart und in Abwesenheit von CML3. Es konnte gezeigt werden, dass nur bei einer 

Expression der beiden Volllängen-Konstrukte in Anwesenheit von CML3 eine deutliche 

Interaktion stattfindet, bei den übrigen getesteten Konstrukten lag die Interaktion im Be-

reich der negativen Kontrolle (Abb. 29).  

 

Damit konnte im yeast-three-hybrid-System gezeigt werden, dass CML3 die Dimerisierung 

der AtDEG15 fördert und dass für diesen Effekt die Calmodulin-Bindung auf beiden Mo-

lekülen der Deg-Protease erfolgen muss. Es wurde daraus gefolgert, dass Calmodulin je-
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weils direkt an ein AtDEG15-Molekül bindet und somit aktiv die Dimerisierung fördert 

bzw. ermöglicht.  
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Abbildung 29: Die Vermittlung der Dimerisierung von DEG15 durch CML3 setzt die Anwe-

senheit der CML3-Bindungs-Domäne auf beiden DEG15-Molekülen voraus. Für den Assay 

wurden Zellen in Anwesenheit von 0,1mM und 1mM Methionin und in Abwesenheit von Methionin 

in Minimal-Medium kultiviert und für den -Galactosidase-Assay eingesetzt, dabei wurde die -

Galactosidase-Aktivität bestimmt und in Miller units angegeben. Getestet wurden die beiden 

DEG15-Volllängen-Konstrukte, ein Volllängen-Konstrukt und ein Konstrukt, dem die CML3-Binde-

Domäne fehlt (DEG151-25) und die beiden verkürzten Konstrukte (DEG151-25) gegeneinander. 

Nur bei der Expression der beiden Volllängen-DEG15 kann in Anwesenheit von CML3 eine starke 

Interaktion nachgewiesen werden. ABI2/RCAR1 dienten  als positive Kontrolle, als negative Kon-

trolle wurde eine Transformationslinie der DEG15_pBridge und des leeren pGAD424AD-Vektors 

bzw. des verkürzten Konstruktes DEG151-25_pBridge und des leeren pGAD424AD-Vektors  

verwendet 
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2.8 Domänen-Analyse der AtDEG15 in planta 

Die Dimerisierung der DEG15 ist die Voraussetzung für ihre processing-Aktivität. Nur das 

Dimer ist dazu befähigt, die N-terminale pre-Sequenz der pre-gMDH zu erkennen und 

abzuspalten (Helm et al., 2007).  

Da noch keine Kenntnisse über den strukturellen Aufbau der AtDEG15 existierten, sollten 

im Zuge dieser Arbeit Domänen, die an der Dimerisierung beteiligt sind, indirekt über den 

Verlust der processing-Aktivität in der Pflanze nachgewiesen werden. Ist keine Dimerisie-

rung der AtDEG15 möglich, erfolgt auch keine Abspaltung der pre-Sequenz PTS2-

tragender Enzyme in den Peroxisomen. 

 

2.8.1 Phänotyp der deg15-KO-Mutante: T-DNA Insertions-Mutanten der 

AtDEG15 sind in der Prozessierung PTS2-tragender Enzyme gestört 

Die SALK-Linie 007184 trägt eine T-DNA-Insertion im 4. Intron des DEG15 Gens. Die 

Transkription der AtDEG15 wurde anhand einer durchgeführten RT-PCR überprüft und mit 

dem Transkriptions-Level der DEG15 in Wildtyp Columbia Pflanzen verglichen. Im Ge-

gensatz zu der Wildtyp-Kontrolle zeigte die homozygote SALK-Linie 007184 keine Tran-

skription der DEG15, für die heterozygote Linie konnte dagegen das Transkript nachgewie-

sen werden (Abb. 30A). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch keine verkürzten 

Versionen des DEG15 Gens transkribiert wurden und es sich somit bei der vorliegenden 

Mutante um eine totale knock-out-Mutante der DEG15 handelt.  

Die Gabi-Kat-Linie GK_237G06 trägt eine T-DNA-Insertion in der 5´UTR des DEG15 

Gens. Über RT-PCR wurde gezeigt, dass die homozygote Linie der GK_237G06 keine 

Transkription des DEG15-Gens zeigt; dagegen konnte in den Wildtyp-Pflanzen und in der 

heterozygoten Linie der GK_237G06 das Transkript nachgewiesen werden (Abb 30A).  

Die knock-out-Mutanten der DEG15 zeigten eine deutlich reduzierte Prozessierung PTS2-

tragenden Matrix-Enzymen, wie im Folgenden am Beispiel der pre-gMDH als Prototyp 

gezeigt wird. Die Abspaltung der pre-Sequenz der glyoxysomalen Malatdehydrogenase 

wurde dabei durch Auftrennung der Proteine der jeweiligen Pflanzenextrakte über 12,5% 

SDS-PAGE und anschließende Dekorierung mit -gMDH-Antikörpern untersucht  

(Abb. 30B). Aufgrund des Größenunterschieds von etwa 5 kDa zwischen der höhermoleku-
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laren Vorstufe (38 kDa) und der reifen Untereinheit der gMDH (33 kDa), können beide 

Formen am Western-Blot als getrennte Banden detektiert werden.  

Über eine Western-Blot-Analyse der knock-out-Mutanten der DEG15 (SALK-Linie 007184 

und GK_237G06) konnte gezeigt werden, dass die Proteinextrakte der homozygoten Linien 

der beiden knock-out-Mutanten neben der Bande bei 33 kDa auch eine größere Bande, die 

der nicht prozessierten pre-gMDH entspricht, enthielten (Abb. 30B). Die heterozygoten 

Linien zeigten dagegen ebenso wie die untersuchten Wildtyp-Pflanzen lediglich eine Bande 

bei 33 kDa, was eine Prozessierung der pre-gMDH belegt. Es konnte für die beiden unter-

suchten unabhängigen knock-out-Mutanten gezeigt werden, dass in Abwesenheit der  

AtDEG15 keine vollständige Prozessierung der pre-gMDH zur reifen Untereinheit mehr 

möglich war. 

 

 

Abbildung 30: Analyse der deg15 T-DNA-Insertions-Mutanten GK_237G06 und SALK007184 

in Arabidopsis. (A) Im Vorfeld wurden über RT-PCR die entsprechenden Transkripte in Wildtyp-

Pflanzen und in den heterozygoten Linien der knock out Mutanten nachgewiesen bzw. gezeigt, dass 

in den verwendeten homozygoten Linien der knock out Mutanten SALK007184 und GK_237G06 

keinerlei Transkription des DEG15-Gens erfolgte. Um den Erfolg der RT-Reaktion zu überprüfen, 

wurde eine Actinkontrolle durchgeführt. (B) Durch Westernblot-Analyse wurde die Prozessierung 

der pre-gMDH in Wildtyp-Pflanzen und in den homozygoten, sowie in den heterozygoten knock out 

Mutanten untersucht. Für die Analysen wurden Proteinextrakte 7Tage alter Pflanzen über 12,5% 

SDS-PAGE analysiert und mit Antikörpern gegen die glyoxysomale Malatdehydrogenase dekoriert.  
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2.8.2 Nur das Volllängenprotein der AtDEG15 prozessiert die pre-gMDH 

zur reifen Untereinheit: Untersuchung von DEG15-

Deletionskonstrukten in der T-DNA Insertionsmutante SALK007184 

der DEG15 

Die Domänen-Struktur der AtDEG15 sollte mit Hilfe von Deletionskonstrukten untersucht 

werden. Die deg15-knock-out-Mutante SALK007184 wurde daher mit den Deletionskon-

strukten der AtDEG15 komplementiert und auf ihre Fähigkeit zur Prozessierung der hö-

hermolekularen Vorstufe der PTS2-Enzyme am Beispiel der pre-gMDH analysiert. Über 

die Komplementation der knock-out-Mutante mit Deletions-Konstrukten sollten Bereiche 

der AtDEG15 identifiziert werden, die für die nachgewiesene Dimerisierung und somit für 

Prozessierungs-Aktivität der AtDEG15 verantwortlich sind.  

Besonderes Augenmerk wurde dabei auf den langen N-Terminus der AtDEG15 und den C-

Terminus außerhalb der Protease-Domäne und den Pflanzen-spezifischen loop innerhalb 

der Protease-Domäne gerichtet. Die 374 Aminosäuren des N-Terminus wurden in drei Teile 

eingeteilt und diese entfernt. Es ergaben sich die Konstrukte DEG151/3N-Term., 

DEG152/3N-Term. und DEG15N-Term (Abb. 31), die in den binären Vektor pCAM-

BIA1301 unter die Kontrolle des 35S-Promotors kloniert wurden. Darüber hinaus wurden 

Konstrukte erstellt, denen die Aminosäuren C-terminal zur Protease-Domäne fehlten 

(DEG15C-Term.) bzw. der pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne 

(DEG15Loop) (Abb. 31). Als letztes Konstrukt wurde die Protease-Domäne mit dem 

pflanzenspezifischen loop (DEG15-Protease-Domäne) erstellt. Auch diese Konstrukte wur-

den wie beschrieben zur Überexpression in A. thaliana in den binären Vektor pCAM-

BIA1301 unter die Kontrolle eines 35S-Promotors kloniert (Klonierungsstrategien siehe 

Anhang 5.4.). 

Nach der Klonierung wurden die Vektoren für die Expression der Deletionskonstrukte in A. 

tumefaciens transformiert und sowohl Columbia-Wildtyp-Pflanzen, als auch die deg15-

knock-out-Mutante mit den Agrobakterien transfektioniert. Neben den Deletionskonstruk-

ten wurde auch die DEG15-Volllänge als Kontrolle in die deg15-knock-out-Mutante einge-

bracht: Bei erfolgter Transfektion der Pflanzen sind diese wieder zur Prozessierung der 

höhermolekularen Vorstufe der glyoxysomalen Malatdehydrogenase befähigt. Die nach der 

Transfektion erhaltenen Samen wurden auf MS-Platten mit 50µg/ml Hygromycin gescreent 

und dadurch positive Transformanden ermittelt. Es ergab sich eine hohe Transformationsra-
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te von etwa 2-12 Mutanten/1000 getesteter Samen. Die so erhaltenen Mutanten wurden 

zunächst mittels RT-PCR auf die Transkription der eingebrachten Deletionskonstrukte und 

danach auf die Abspaltung der pre-Sequenz der glyoxysomalen Malatdehydrogenase hin 

untersucht. Wie in Abbildung 32 zu sehen, konnte nach erfolgter RT-Reaktion für alle ge-

testeten Transformanden die Transkription der eingebrachten Konstrukte nachgewiesen 

werden. Um die Abspaltung der pre-Sequenz der glyoxysomalen Malatdehydrogenase zu 

untersuchen, wurde von den jeweiligen Transformanden ein Proteinextrakt 7d alter Blätter 

hergestellt und dieses über 12,5% SDS-PAGE und Westerblot (pre-gMDH-Antikörper) 

analysiert (Abb. 32). 

 

 

 

Abbildung 31: Untersuchung der Domänen-Struktur der AtDEG15 in planta. Gezeigt werden 

die erstellten Deletionskonstrukte der AtDEG15; Rot: Protease-Domäne mit Pflanzen-spezifischem 

loop, Blau: peroxisomales targeting-Signal 1 (-SKL), Grün: CML3-Bindungs-Domäne. 
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Abbildung 32: Nur die Volllänge der AtDEG15 kann dimerisieren und somit die Pre-Sequenz 

der pre-gMDH prozessieren. Die deg15 T-DNA-Insertions-Mutante (SALK007184) wurde mit der 

Volllänge bzw. mit Deletionskonstrukten der AtDEG15-cDNA komplementiert . (A) Über RT-PCR 

wurden die entsprechenden Transkripte in Wildtyp-Pflanzen und in den mit den Deletionskonstruk-

ten transformierten Pflanzen nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass in den verwendeten knock-out-

Mutanten SALK007184 und GK_237G06 keine Transkription des deg15-Gens erfolgte. Um den 

Erfolg der RT-Reaktion zu überprüfen wurde eine Actinkontrolle durchgeführt. (B) Durch Western-

blot-Analyse wurde die Prozessierung der pre-gMDH in Wildtyp-Pflanzen, knock-out-Mutanten, 

sowie den mit Deletionskonstrukten transformierten knock-out-Mutanten untersucht. Für die Analy-

sen wurden Proteinextrakte 7d alter Pflanzen über 12,5% SDS-PAGE analysiert und mit Antikörpern 

gegen die glyoxysomale pre-gMDH dekoriert.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass lediglich die knock-out-Mutanten der DEG15, die mit der 

DEG15-Volllänge komplementiert wurden, wieder zur Prozessierung der pre-gMDH befä-

higt waren. Alle übrigen Deletionskonstrukte waren nicht in der Lage, die pre-gMDH zu 

ihrer reifen Untereinheit zu prozessieren.  

Über die durchgeführten Y2H-Studien konnte gezeigt werden, dass die AtDEG15 Calmo-

dulin bindet und dass diese Bindung zur Dimerisierung nötig ist. Es wurde weiterhin nach-

gewiesen, dass sich die Calmodulin-Bindungsstelle auf den ersten 25 Aminosäuren des N-
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Terminus der AtDEG15 befindet. Die N-terminal verkürzten Konstrukte, die für die ge-

schilderten Untersuchungen auf ihre Prozessierungsfähigkeit in planta verwendet wurden, 

enthielten somit die Calmodulin-Bindungsstelle nicht und konnten daher auch nicht dimeri-

sieren. Um nachzuweisen, dass das Fehlen der Calmodulin-Bindungsstelle und die damit 

verbundene Störung der Dimerisierung die Prozessierung-Aktivität der AtDEG15 beein-

trächtigt, wurde ein Konstrukt, dem die ersten 25 Aminosäuren fehlen erstellt. Darüber 

hinaus wurden den N-terminal verkürzten Konstrukten die ersten 25 Aminosäuren der  

AtDEG15, also die Calmodulin-Bindungsstelle angehängt, um einen möglichen Einfluss 

des N-Terminus auf die Dimerisierung der AtDEG15 unabhängig von der Calmodulin-

Bindung zu untersuchen. Sowohl die N-terminal verkürzten Konstrukte mit der Calmodu-

lin-Bindungsstelle, als auch das Volllängen-Protein ohne die Calmodulin-Bindungsstelle 

wurden mit Hilfe von A. tumefaciens in die deg15-knock-out-Mutante transformiert. Im 

Anschluss wurden positive Transformanden über RT-PCR auf die Transkription der einge-

brachten Konstrukte und über Westernblot auf die Prozessierung der pre-gMDH untersucht.  

Anhand der RT-PCR konnte gezeigt werden, dass die eingebrachten Deletionskonstrukte 

der AtDEG15 transkripiert wurden. Auch in Wildtyp Pflanzen und in einer heterozygoten 

Linie der DEG15-knock-out-Mutante konnte das Transkript des deg15-Gens nachgewiesen 

werden. In der homozygoten deg15-knock-out-Mutante wurde das deg15-Gen dagegen 

nicht transkripiert (Abb. 33 A).  

Die Analyse von Proteinextrakten der untersuchten Transformanden über SDS-PAGE und 

Westernblot zeigte zum einen, dass Deletionskonstrukte, denen die Calmodulin-

Bindungsstelle fehlte, nicht zur Prozessierung der pre-gMDH zu ihrer reifen Untereinheit 

in der Lage waren (Abb. 33 B). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Calmodulin-

Bindungsstelle für die Dimerisierung und damit auch für die proteolytische Spaltung des 

PTS2 nötig ist. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass auch die N-terminal verkürzten 

Konstrukte der AtDEG15, die die Calmodulin-Bindungsstelle besitzen, nicht zur Abspal-

tung der pre-Sequenz der Malatdehydrogenase fähig waren (Abb. 33 B). Daraus lässt sich 

schließen, dass der N-Terminus der AtDEG15 neben der CML3-Bindungsstelle weitere 

Bereiche besitzt, die an der Dimerisierung der Protease und damit an der Regulierung der 

Prozessierungs-Aktivität der Protease beteiligt sind. 
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Abbildung 33:  Einfluss der Calmodulin-Bindung auf die Prozessierungs-Aktivität und Ein-

fluss des N-Terminus auf die Dimerisierung der AtDEG15. (A) Der Wildtyp, die knock-out-

Mutante und die Transformanden wurden auf die Transkription des deg15-Gens bzw. der entspre-

chenden Deletionskonstrukte hin untersucht. Um den Erfolg der RT-Reaktion zu überprüfen, wurde 

eine Actinkontrolle durchgeführt. (B) Durch Westernblot-Analyse wurden die N-terminal verkürzten 

Konstrukte mit der Calmodulin-Bindungsstelle und die Volllängen-DEG15 ohne Calmodulin-

Bindungsstelle auf die Prozessierung der pre-gMDH getestet. Für die Analysen wurden Proteinex-

trakte 7d alter Pflanzen über 12,5% SDS-PAGE analysiert und mit Antikörpern gegen die gly-

oxysomale Malatdehydrogenase dekoriert.  

 

Fasst man die Ergebnisse der Untersuchungen der AtDEG15 in planta zusammen, so konn-

te nachgewiesen werden, dass die ersten 125 Aminosäuren des N-Terminus, der C-

Terminus und der Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne entweder an 

der Dimerisierung der AtDEG15 oder an der proteolytischen Aktivität beteiligt sind. 
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2.9 Expression der AtDEG15 im heterologen System 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die AtDEG15 sowohl funktionell als auch strukturell cha-

rakterisiert werden. Daher war ein Ziel der Arbeit die Überexpression und die anschließen-

de Kristallisation der AtDEG15. Zu diesem Zwecke sollte die Überexpression der  

AtDEG15 in einem geeigneten Expressionssystem etabliert werden, um eine ausreichende 

Menge an nativer AtDEG15 für die Untersuchung der dreidimensionalen Struktur über 

Röntgenkristallographie zu erhalten.  

Neben der Strukturaufklärung war die biochemische Charakterisierung der AtDEG15 ein 

weiteres Ziel der Arbeit, die ebenfalls mit dem rekombinant erzeugten Protein erfolgen 

sollte.  

Es wurden verschiedene Systeme und Organismen zur Expression der AtDEG15 getestet, 

die im Weiteren beschrieben werden sollen. 

 

2.9.1 Expression in Escherichia coli  

E.coli ist eines der am meisten eingesetzten Expressionssysteme, da es entscheidende Vor-

teile gegenüber anderen Organismen aufweist. E.coli können leicht genetisch manipuliert 

werden, die Kulturen können einfach angezogen werden, es ist eine große Anzahl an Ex-

pressionsvektoren mit unterschiedlich starken induzierbaren Promotoren verfügbar und 

viele der Systeme sind für die Expression von Fusionsproteinen optimiert.  

AtDEG15 wurde zur rekombinanten Expression in E.coli in die Expressionsvektoren 

pET24(a)+ und pET28(a)+ kloniert. Die pET-Vektoren basieren auf dem T7-Expressions-

System, das sich durch eine hohe Transkriptionseffizienz auszeichnet. Das System stammt 

aus dem Bakteriophagen T7, der über starke T7 Promotoren verfügt, die von der T7-RNA-

Polymerase in den Phagen erkannt werden, und der mit der Transkriptionsmaschinerie des 

Wirtes in Konkurrenz tritt.   

Diese beiden unterschiedlichen pET-Vektoren wurden gewählt, um das rekombinante Pro-

tein sowohl mit einem N-terminalen, als auch mit einem C-terminalen 6xHis-Tag zu verse-

hen. Die rekombinant exprimierten Proteine können dadurch über den 6xHis-Tag mittels 

immobilisierter Metallaffinitätschromatographie gereinigt werden (Porath et al., 1975). Der 

6xHis-Tag besitzt gegenüber anderen verwendeten Tags den Vorteil, dass er mit hoher Effi-
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zienz sowohl im Niedrig- als auch im Hochsalzpuffer und in Gegenwart denaturierender 

Reagenzien (Hochuli et al., 1990) verwendet werden kann.  

 

2.9.1.1 Native Expression 

Nach erfolgter Klonierung wurden die Konstrukte in verschiedene Expressionsstämme 

transformiert, um eine native Expression der AtDEG15 zu erreichen. Für die Expression 

wurde der „Rosetta2“-Stamm (Novagen) gewählt, der eine optimierte „codon usage“ für 

die Expression pflanzlicher Proteine besitzt. Diese Anpassung der codon usage ist notwen-

dig, da jeder Organismus die 61 Aminosäure-Codons unterschiedlich häufig verwendet und 

somit auch die tRNAs in unterschiedlicher Häufigkeit vorkommen. Für Codons, die in 

einem Organismus selten genutzt werden, liegen nur wenige tRNAs vor (Dong et al., 1996) 

und die Translationseffizienz von Proteinen, die diese seltenen Codons vermehrt enthalten, 

wird negativ beeinflusst (Kane et al., 1995). Der „Rosetta2“-Stamm besitzt darüber hinaus 

einen lacUV5-Promotor, der nach IPTG-Zugabe, die T7-RNA-Polymerase exprimiert, die 

die unter der Kontrolle des T7-Promotors liegenden Gene transkribieren. 

Neben dem „Rosetta2“-Stamm wurde der „Rosetta2pLys“-Stamm (Novagen), eine weiter 

entwickelte Form des „Rosetta2“-Stammes, der ein zusätzliches pACYC184-Plasmid ent-

hält, verwendet. Dieses Plasmid codiert für das T7 Lysozym, einen natürlichen Inhibitor 

der T7 Polymerase, das eine Grundexpression des Wunschproteins durch den T7-Promotor 

verhindert. Als letztes wurde der Stamm „Arctic Express“(Agilent), der speziell für die 

Expression bei Temperaturen unter 18°C entwickelt wurde und befähigt ist, bis zu einer 

Temperatur von 12°C große Mengen an Protein zu exprimieren, getestet.  

Die meist verwendeten Bedingungen für die Expression von Proteinen in E.coli sind eine 

Kultivierung der Kulturen bei 37°C, eine Induktion mit 1mM IPTG und Probennahme nach 

3-6h. Diese Bedingungen führen zu einer Expression einer größtmöglichen Menge an re-

kombinantem Protein. Da jedoch eine exzessive Proteinsynthese häufig zur Aggregation 

des Zielproteins und damit zur Produktion von sogenannten inclusion bodies führt, kleinen 

Partikeln aus einer Ansammlung fehlerhaft oder unvollständig gefalteter Proteine, werden 

mittlerweile zumeist „mildere“ Expressionsbedingungen angewendet. Damit soll ein mög-

lichst hoher Prozentsatz an nativem Protein exprimiert werden. Generell beruhen die meis-

ten Methoden zur Reduzierung von inclusion bodies auf einer Reduzierung der Konzentra-
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tion des rekombinanten Proteins. Durch eine geringere Expression des Zielproteins in der 

Zelle sinkt die Aggregationswahrscheinlichkeit, was wiederum zu einem erhöhten Anteil an 

nativem Protein führt (Weickert et al., 1996). Die  Bedingungen für diese Reduktion müs-

sen jedoch für jedes einzelne Protein neu bestimmt und getestet werden. Einfluss auf die 

Menge des exprimierten Proteins haben die Wachstumstemperatur der Kulturen, wobei 

Temperaturen unter 37°C in E.coli zu einer verlangsamten Proteinexpression führen, die 

Dauer der Expression und die verwendete Induktor-Konzentration. 

Daher wurden für die einzelnen Konstrukte der AtDEG15 in den verschiedenen Stämmen 

die jeweils optimalen Expressionsbedingungen ermittelt, um eine möglichst hohe Ausbeute 

an nativ überexprimierter AtDEG15 zu erhalten.  

Zu diesem Zweck wurden 25ml Kulturen bei verschiedenen Temperaturen (12-37°C) mit 

verschiedenen IPTG-Konzentrationen (125µM-1mM) induziert und zu verschiedenen Zeit-

punkten (1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h) Proben aus den Kulturen entnommen. Diese wurden 

über 12,5% SDS-PAGE und Western-Blot (-DEG15-Antikörper) auf Expression und 

Menge der nativ exprimierten AtDEG15 untersucht (Abb. 34).  

Für die Expression in E.coli Rosetta2 und E.coli Rosetta2pLys lagen die ermittelten opti-

malen Expressionsbedingungen bei einer Expressionstemperatur von 25°C, einer IPTG-

Konzentration von 250 µM und einer Expressionsdauer von 8h. Für die Expression im 

Arctic Express-Stamm lagen die optimalen Expressionsbedingungen bei 12°C, einer IPTG-

Konzentration von 500 µM und einer Expressionsdauer von 12h.  

Bei den ermittelten Expressionsbedingung sollte eine möglichst große Menge an nativem, 

löslichem Protein erhalten werden. Es wurde jedoch deutlich, dass auch unter den als „op-

timal“ ermittelten Bedingungen die AtDEG15 fast ausschließlich in unlöslicher Form als  

sogenannte insclusion bodies exprimiert wurde. Der Anteil an nativer AtDEG15 ist ver-

schwindend gering und erst nach deutlicher Anreicherung (Ni-Affinitäts-Säule) und an-

schließender Aufkonzentrierung überhaupt detektierbar. Die höchste Ausbeute an nativer 

AtDEG15 konnte bei der Expression im Arctic Express-Stamm erzielt werden, diese war 

jedoch immer noch sehr niedrig und das Verhältnis nativer zu denaturierter AtDEG15 war 

nicht konstant. Die Proben wurden nach erfolgter Ni-Affinitätschromatographie und Auf-

konzentrierung über 12,5% SDS-PAGE analysiert. Eine Sequenzierung der erhaltenen Pro-

teinbande (in Zusammenarbeit mit Prof. Friedrich Lottspeich, MPI Martinsried) ergab, dass 

neben der exprimierten AtDEG15 auch hsp70 in der als AtDEG15 erachteten Bande enthal-

ten war. Das Vorhandensein dieses Hitzeschockproteins erklärt die schwankende Ausbeute 
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an nativer AtDEG15, da es sich bei der untersuchten Bande nicht ausschließlich um die 

AtDEG15 handelte. Da der Anteil der AtDEG15 auch noch weit hinter dem des hsp70 lag, 

wurde dieses Expressionssystem als nicht praktikabel angesehen. Es wären zu große Ansät-

ze nötig, um eine ausreichende Menge an Protein zu erhalten, um damit weitere Untersu-

chungen durchführen zu können. Daneben wurde deutlich, dass die Effektifität der Reini-

gung entscheidend vom Ausgangsmaterial abhängt. Eine Aufreinigung des Proteins wird 

durch zu geringe Mengen an exprimierter AtDEG15 extrem erschwert, da zum einen jeder 

Reinigungsschritt Verluste an Protein mit sich bringt und zum anderen bei zu niedrigen 

Konzentrationen an exprimiertem Protein auch vermehrt andere unerwünschte Proteine an 

die verwendeten Affinitäts-Matrices binden und somit  die Effektivität der Reinigung und 

die Anreicherung des Proteins stark verringert wird. 

 

 

 

Abbildung 34: Expression der AtDEG15-cDNA in E.coli. I: Expression der AtDEG15 in Roset-

ta2 (Novagen).  Die AtDEG15 wurde 16h bei 25°C durch die Zugabe von 250 µM IPTG exprimiert, 

anschließend über 12,5% SDS-PAGE analysiert und über Coomassie-Färbung (A) bzw. Dekorierung 

mit -DEG15-AK (B) detektiert. Aufgetragen wurden jeweils 5µl des vollständigen Zell-Lysats, 

sowie jeweils 5µl der nativen und der denaturierten Proteine. II: Expression der AtDEG15 in Arc-

ticExpress(DE3)RIL (Agilent).  Die AtDEG15 wurde 16h bei 12°C durch die Zugabe von 500 µM 

IPTG exprimiert, anschließend über 12,5% SDS-PAGE analysiert und über Silber-Färbung detek-

tiert. Aufgetragen wurden jeweils 5µl des vollständigen Zell-Lysats, sowie jeweils 5µl der nativen 

und der denaturierten Proteine.    
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Neben den angepassten Expressionsbedingungen wird häufig auch versucht, die Bildung 

von inclusion bodies zu vermeiden, indem man gleichzeitig seltene tRNAs  oder Chapero-

ne überexprimiert oder Fusionsproteine produziert.  

Die Expression der tRNAs entfällt in diesem Fall, da unter anderem der Rosetta2-Stamm 

verwendet wurde, der diese angepassten tRNAs zur Expression pflanzlicher Proteine be-

reits besitzt. Die Produktion von Fusionsproteinen ist bei einem solch großen Protein wie 

der AtDEG15 generell als nicht sinnvoll zu erachten, da eine vollständige und korrekte 

Faltung weiterhin sehr unwahrscheinlich bleibt. Der Einfluss einer Expression von Chape-

ronen auf die Expression der AtDEG15 wurde getestet, indem gleichzeitig zu der Deg-

Protease hsp60 in E.coli Zellen überexprimiert wurde (Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Mi-

chael Ehrmann, Uni Duisburg-Essen), doch auch durch eine Überproduktion an hsp60 

konnte das Gleichgewicht von nativer zu denaturierter AtDEG15 nicht zu Gunsten des 

nativen Anteils verschoben werden (Daten nicht gezeigt).  

 

Im Zuge dieser Arbeit wurde CML3 als Interaktionspartner der AtDEG15 identifiziert. Da 

in Prokaryoten wie E.coli keine Calmoduline vorkommen, fehlt der mögliche Interaktions-

Partner der AtDEG15 in diesem Expressions-System. Es ist denkbar, dass der CML3 an der 

korrekten Faltung und damit an der nativen Expression der AtDEG15 beteiligt ist. Es wur-

de daher eine Co-Expression von AtDEG15 mit CML3 im Rosetta 2-Stamm durchgeführt. 

Die Expressions-Bedingungen wurden ähnlich der nativen Expression der AtDEG15 opti-

miert und die Ausbeute an nativem Protein nach erfolgter Reinigung über His-Tag und 

Aufkonzentrierung über Centricon 30 kDa (Millipore) über 12% SDS-PAGE analysiert. Es 

konnte eine schwache Expression an löslicher AtDEG15 gezeigt werden. Ein Aktivitätstest 

mit dem fluorogenen Peptid Cbz-FR-AMC (Sigma) zeigte jedoch keine proteolytische Ak-

tivität der exprimierten AtDEG15. Es konnte somit auch durch Co-Expression mit CML3 

keine native, proteolytische AtDEG15 exprimiert werden.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine native Expression der AtDEG15 in E.coli nicht 

möglich war. Trotz verschiedener getesteter Systeme, blieb die Ausbeute zu gering, die 

Expression des Proteins teilweise nicht reproduzierbar und es konnte keine aktive  

AtDEG15 nachgewiesen werden. 
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2.9.1.2 Denaturierende Aufreinigung der AtDEG15 und anschließende 

Rückfaltungsexperimente  

Aufgrund der unter 2.9.1.1. beschriebenen Probleme bei der nativen Expression der  

AtDEG15 und der Tatsache, dass E.coli große Mengen an denaturierter AtDEG15 expri-

miert, wurde eine denaturierende Aufreinigung der Deg-Protease und eine anschließende 

Rückfaltung des Proteins verfolgt. Normalerweise sind aufwendige CD-Untersuchungen 

(Circulardichroismus) nötig, um das Protein nach der Renaturierung auf korrekte Faltung 

hin zu überprüfen, da die Substrate der AtDEG15 aber bekannt sind, konnte ein Aktivitäts-

Assay für die DEG15 etabliert werden (Helm et al., 2007).  Das käufliche fluorogene Pep-

tid Cbz-FR-AMC (GE Healthcare) wird dabei von der DEG15 gespalten und es kommt zu 

einer konzentrationsabhängigen Fluoreszenz. Somit kann indirekt über die Aktivität der 

AtDEG15 die korrekte Faltung der Protease und der Erfolg der Rückfaltungsexperimente 

untersucht werden. 

 

2.9.1.2.1 Denaturierende Aufreinigung 

Für die Expression und die anschließende denaturierende Aufreinigung der inclusion bo-

dies wurde der Expressionsvektor pET28a(+)_6xHis-Tag_T7_DEG15 in den Expressions-

stamm Rosetta2 transformiert. Da bei dieser Expression die Ablagerung des rekombinanten 

Proteins durchaus erwünscht war und eine größtmögliche Menge der Deg-Protease expri-

miert werden sollte, wurden die Kulturen bei 37°C inkubiert und die Proteinexpression mit 

500µM IPTG induziert. Nach 6h Induktionszeit konnte somit eine Konzentration an  

AtDEG15 von etwa 400-600mg/L Kultur erzielt werden. Die inclusion bodies wurden 

durch Zell-Lyse, Zentrifugation und ein anschließendes Detergenzienwaschverfahren ange-

reichert und gereinigt. Danach erfolgte eine Solubilisierung des pelletierten rekombinanten 

Proteins über Denaturierungsmittel wie Guanidiniumhydrochlorid oder Harnstoff.  

Das solubilisierte denaturierte Protein wurde wie unter 4.5.7. beschrieben über Ni-

Affinitäts-Chromatographie gereinigt. Als Denaturierungsmittel wurde in diesem Falle 8M 

Harnstoff gewählt, da dieser im Gegensatz zu Guanidiniumhydrochlorid eine Analyse über 

SDS-PAGE erlaubt und somit der Verlauf der Reinigung verfolgt werden konnte. Die Kon-

zentration von 8M Harnstoff wurde in allen Schritten der  Ni-Affinitäts-Chromatographie 

beibehalten. 
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Abbildung 35: Reinigung der AtDEG15 nach erfolgter Expression in Rosetta2 (Novagen).  Die 

AtDEG15 wurde 6h bei 37°C durch die Zugabe von 500 µM IPTG exprimiert, anschließend wurden 

die denaturierten Proteine mit 8M Harnstoff solubilisiert und die AtDEG15 erfolgreich über Ni-

TED-Säule (Macharey-Nagel) angereichert. Die einzelnen Fraktionen der Reinigung wurden über 

12,5% SDS-PAGE aufgetrennt und über Coomassie-Färbung (A) bzw. Dekorierung mit -DEG15-

AK (B) detektiert. Aufgetragen wurden jeweils 10µl der einzelnen Fraktionen. Es wurde deutlich, 

dass neben der DEG15-Volllänge auch verkürzte Abbauprodukte an die Ni-Matrix gebunden wur-

den, dennoch war die Anreicherung der AtDEG15 vielversprechend, besonders in Eluat1.  

 

Es wird deutlich, dass E.coli die AtDEG15 in großen Mengen exprimiert, wie anhand der 

prominenten Banden bei ca. 70 kDa der gewaschenen und solubilisierten inclusion bodies 

zu sehen ist (Abb. 35). Die anschließende denaturierende Aufreinigung der 6xHis-Tag-

DEG15 über Ni-Affinitäts-Chromatographie führt zu einer hohen Anreicherung des Pro-

teins und gleichzeitig zu einer guten Aufreinigung (Abb. 35).  

 

2.9.1.2.2 Renaturierung durch Verdünnen  

Als Renaturierung bezeichnet man im Allgemeinen einen Prozess, bei dem denaturierte 

Proteine unter bestimmten Bedingungen spontan, d.h. ohne Einwirkung von anderen En-

zymen, wieder ihre native Konformation annehmen. Dabei erlangt das Protein auch seine 

jeweilige Funktionalität wieder, die durch die Denaturierung verloren gegangen war. 
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Der erste Schritt bei der Renaturierung ist die Solubilisierung der denaturierten AtDEG15. 

Dazu wurden die gewaschenen inclusion bodies in 6M Guanidiniumhydrochlorid gelöst, 

wobei das Guanidiniumhydrochlorid intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den 

Proteinmolekülen zurückdrängt und somit eine Aggregation der fehlerhaft gefalteten Prote-

ine verhindert. Die Unterbindung der Aggregation ist entscheidend für die anschließende 

Rückfaltung der Proteine, da nur so störende sterische Effekte zwischen den Molekülen 

verhindert werden können. Durch starkes Verdünnen wird das Denaturierungsreagenz an-

schließend entfernt, das fehlgefaltete Protein soll spontan seine native Faltung einnehmen. 

Dabei gelten generell die Annahmen, dass eine möglichst schnelle Verdünnung des Denatu-

rierungsreagenz und eine möglichst hohe Verdünnung der Proteinlösung sich positiv auf 

die Faltung des Proteins auswirken. Neben diesen Faktoren ist die Zusammensetzung und 

der pH-Wert des Renaturierungspuffers entscheidend. 

2.9.1.2.2.1 Schnelles Verdünnen durch direkte Proteingabe in Pulsen 

Die Proteinkonzentration der zur Renaturierung verwendeten, solubilisierten inclusion 

bodies wurde auf 10 mg/ml eingestellt, wobei der Anteil an AtDEG15 bei etwa 90 % lag. 

Der Verdünnungsfaktor, der für die Rückfaltung gewählt wurde, lag bei 1/1000, so dass 

eine Protein-Endkonzetration von 10µg/ml nach dem Verdünnungsschritt vorlag. Dabei 

wurde die Proteinmenge nicht auf einmal, sondern in drei Schritten zugegeben, so dass der 

eigentliche Verdünnungsfaktor bei jeder Zugabe der AtDEG15 1/3000 betrug. Zwischen 

den einzelnen Proteinzugaben lag eine Inkubationszeit von 2h, um dem Protein ausreichend 

Zeit zu geben, seine native Konformation einzunehmen. Nach der letzten Proteinzugabe 

wurden die Ansätze über Nacht inkubiert.  

Um einen geeigneten Renaturierungspuffer für die Rückfaltung der AtDEG15 zu finden, 

wurden verschiedenste Pufferreagenzien (MES, MOPS, HEPES, TRIS, Phosphat) in unter-

schiedlichen Konzentrationen und bei unterschiedlichen pH-Werten getestet. Darüber hin-

aus wurden diese Puffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen versetzt (NaCl, KCl), 

des weiteren wurden verschiedene Zusätze wie Arginin, Glutamin, Glycin, Glycerin, PEG-

4000 in unterschiedlichen Konzentrationen sowie verschiedene Redoxreagenzien wie DTT, 

TCEP, Glutathion (oxidiert und reduziert) und mögliche Co-Faktoren wie Ca-, Zn-, Mg-, 

Cu-, Mn-Ionen bzw. EDTA getestet. Eine genaue Auflistung der verwendeten Puffer findet 

sich im Anhang (siehe Anhang 5.5.).  
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Die solubilisierten AtDEG15 inclusion bodies wurden wie beschrieben in diesen Puffern 

verdünnt und nach erfolgter Inkubation 20µl der Probe mit dem Fluoreszenspeptid Cbz-

FR-AMC versetzt und auf ihre proteolytische Aktivität hin untersucht. Als negative Kon-

trolle für diesen Assay wurden die jeweils verwendeten Renaturierungspuffer vermessen, 

als positive Kontrolle diente eine Trypsinlösung (10 µg/ml).  

Die verwendete Trypsinkontrolle, die in etwa die gleiche Proteinkonzentration aufwies, wie 

die Konzentration der AtDEG15 in den Rückfaltungspuffern, ergab eine deutliche Fluores-

zenz von über 44000 RFU/20µl. Selbst unter der Annahme, dass nur ein Teil der AtDEG15 

im Verlauf der Rückfaltungsversuche seine native und damit proteolytisch aktive Form 

eingenommen hat, sollte der hier verwendete Assay dennoch empfindlich genug sein, die-

sen Prozentsatz  nachzuweisen. Die verwendeten negativen Kontrollen zeigten ein leichtes 

Hintergrundsignal von 250 RFU/20µl. 

Für keine der untersuchten Proben konnte eine reproduzierbare proteolytische Aktivität 

bestimmt werden. Vereinzelt konnte in bestimmten Proben eine leichte Aktivität gemessen 

werden, die jedoch bei Wiederholung des Versuchs nicht mehr auftrat. Es wird angenom-

men, dass es hier zwar zu einer teilweisen Renaturierung des Proteins gekommen ist, was 

durch die proteolytische Aktivität nachgewiesen wurde, dass jedoch weiterhin nicht gefal-

tete Teile des Proteins wieder zu einer Aggregation der AtDEG15 führten und diese somit 

wieder in unlöslicher und nicht aktiver Form vorliegt. 

2.9.1.2.2.2 Langsames Verdünnen durch Dialyse 

Bei der Renaturierung von Proteinen wird generell angenommen, dass sich eine möglichst 

schnelle Verdünnung des Denaturierungsreagenz und eine möglichst hohe Verdünnung der 

Proteinlösung positiv auf die Faltung des Proteins auswirken. Daher wird in den meisten 

Fällen eine schlagartige Verdünnung der solubilisierten denaturierten Proteine, wie unter 

2.7.3.2.2.1. beschrieben, durchgeführt. Es gibt aber auch Proteine, für die gezeigt werden 

konnte, dass eine langsame und kontinuierliche Verdünnung des Denaturierungsreagenzes 

zu einen besseren Ergebnis führte. Diese kontinuierliche Verdünnung wird in Form einer 

Dialyse realisiert, wobei die Denaturierungsreagenz-Konzentration in den verwendeten 

Puffern schrittweise herabgesetzt wird.  

Im Fall der AtDEG15 wurde das denaturierte Protein in 6M Guanidiniumhydrochlorid-

Lösung solubilisiert und gegen 5,5M, 5M, 4,5M, 4M, 3,5M, 3M, 2,5M Guanidiniumhydro-
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chlorid-Lösungen dialysiert. Dabei wurde jeder Puffer 3mal im Abstand von 2h gewechselt, 

danach wurde der Dialyse-Puffer mit der nächst niedrigeren Guanidiniumkonzentration 

verwendet. Gegen diesen wurde erneut 3mal zwei Stunden dialysiert und das Protein erneut 

in die nächste niedrigere Verdünnungsstufe des Guanidiniumhydrochlorid überführt.  

Es konnte beobachtet werden, dass das Protein bereits bei einer Verdünnungsstufe von 

2,5M Guanidiniumhydrochlorid beginnt auszufallen. Es bildete sich ein weißer Nieder-

schlag in den Dialyseschläuchen, was auf eine Aggregation der enthaltenen Proteinmolekü-

le aufgrund intermolekularer Wechselwirkungen in Folge zu niedriger Denaturierungsrea-

genz-Konzentration hindeutet. Es erschien an dieser Stelle nicht sinnvoll, diesen 

Renaturierungsansatz weiter zu verfolgen, da die Aggregation der AtDEG15 eine Renatu-

rierung des Proteins unmöglich macht.  

Dennoch wurden die Protein-Lösungen der unterschiedlichen Dialyseschritte  auf ihre pro-

teolytische Aktivität hin untersucht, um zu testen, ob möglicherweise bei höheren Konzent-

rationen an Denaturierungsreagenz eine Faltung des Proteins erfolgte. In diesem Falle soll-

te eine proteolytische Aktivität nachweisbar sein, da die Funktionalität der AtDEG15 mit 

der korrekten Faltung wieder erlangt werden sollte.  

Als negative Kontrollen für den Aktivitätsassay dienten hierbei die Dialyse-Puffer, als posi-

tive Kontrolle eine 10mg/ml Trypsinlösung, was in etwa der Konzentration an AtDEG15 

vor der Dialyse entsprach. Die positive Kontrolle zeigte ein deutliches Signal von 136000 

RFU/20µl, für die Dialyse-Puffer, die als negative Kontrollen dienten, wurde je nach Gua-

nidiniumkonzentration ein schwaches Hintergrundsignal von 200-670 RFU/20µl bestimmt. 

Für die untersuchten AtDEG15-Proben konnte jedoch in keinem der Ansätze eine Fluores-

zenz bestimmt werden, die von der entsprechenden untersuchten negativen Kontrolle ab-

wich. Somit konnte keine proteolytische Aktivität in den untersuchten Proben nachgewie-

sen werden, es erfolgte keine Renaturierung der AtDEG15. 

 

2.9.1.2.3 Renaturierung nach erfolgter Bindung an Ni-Affinitäts-Säule (GE 

Healthcare) 

Die Vorgehensweise bei der Renaturierung von Proteinen wird durch zwei kritische Fakto-

ren bestimmt. Zum einen wird in allen Ansätzen versucht, die erneute Aggregation der 
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solubilisierten Proteine zu verhindern, zum anderen werden Bedingungen gesucht, die es 

dem Protein erlauben, sich spontan in seine native Konformation zurück zu falten.  

Die Aggregation der entfalteten Aminosäureketten wird generell durch die Zugabe denatu-

rierender Agenzien verhindert. Der kritische Schritt ist daher die Entfernung dieses Agens, 

da es hier, bei nicht optimalen Bedingungen für die spontane Rückfaltung erneut zur Ag-

gregation der Proteinmoleküle kommt. Um dies zu verhindern, wurde in dem hier be-

schriebenem Versuch die solubilisierte, denaturierte AtDEG15 zunächst in Anwesenheit des 

Renaturierungsagens an eine Ni-Affinitäts-Säule gebunden. Die Bindung an die Säulen-

Matrix sollte die Wechselwirkung der AtDEG15-Moleküle während der Verdünnung des 

Renaturierungs-Reagenzes unterbinden und somit die korrekte Faltung der AtDEG15 posi-

tiv beeinflussen.  

Die denaturierte AtDEG15 wurde zu diesem Zweck in 8M Harnstoff solubilisiert und über 

eine FPLC-Anlage auf eine Ni-NTA-His-Trap-Säule (GE Healthcare) geladen. Die gebun-

dene AtDEG15 wurde zunächst mit einem Puffer gewaschen, der ebenfalls 8M Harnstoff 

enthielt. 

Im nächsten Schritt wurde ein Puffer ohne Harnstoff verwendet, was zu einer Rückfaltung 

der AtDEG15 führen sollte. Um dem Protein genügend Zeit zu geben, sich in seine korrek-

te native Konformation zu falten, wurde die Säule nach diesem Waschschritt über Nacht bei 

10°C in dem Rückfaltungspuffer inkubiert und das geladene Protein am nächsten Tag mit 

500mM Imidazol von der Säule eluiert.  

Alle Schritte der Reinigung wurden auf Anwesenheit proteolytischer Aktivität hin unter-

sucht, wobei die jeweils verwendeten Puffer als negative Kontrollen dienten. Dies ist hier 

besonders wichtig, da Imidazol aufgrund seines aromatischen Ringsystems eine Fluores-

zenz zeigt, die nicht von einer proteolytischen Aktivität in dem verwendeten Puffer stammt. 

Für die übrigen vermessenen Puffer ergab sich eine geringe Fluoreszenz von 220-320 

RFU/20µl, der verwendete Imidazolpuffer zeigte eine Fluoreszenz von 950 RFU/20µl.  Als 

positive Kontrolle wurde auch hier eine 10 mg/ml und darüber hinaus eine 1 mg/ml 

Trypsinlösung verwendet, wobei letztere in etwa der Proteinkonzentration der AtDEG15 

nach erfolgter Elution entsprach. Die 10 mg/ml Trypsinlösung erbrachte eine proteolytische 

Aktivität von 128000 RFU/20µl, die 1 mg/ml Trypsinlösung zeigte eine Aktivität von 9819 

RFU/20 µl.  Für die untersuchten Proben konnte keine signifikante Aktivität bestimmt wer-

den. Die ermittelte Fluoreszenz lag im Bereich der jeweils untersuchten negativen Kontrol-
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len. Somit konnte auch durch die zunächst erfolgte Bindung an eine Ni-Affinitätssäule 

keine Rückfaltung der AtDEG15 in seine native Konformation vermittelt werden.  

 

2.9.1.2.4 Renaturierung mittels berechneter Pufferzusammensetzungen 

Wie unter 2.7.3.2.3. beschrieben, wird die Rückfaltung von Proteinen vor allem durch zwei 

Faktoren beeinflusst, zum einen durch die erneute Aggregation der solubilisierten Proteine, 

zum anderen durch die Bedingungen, unter denen die Rückfaltung erfolgen soll. Dabei 

haben verschiedenste Faktoren Einfluss auf die Rückfaltung des Proteins. So hat die Puf-

ferzusammensetzung, -konzentration und der pH-Wert des Puffers Auswirkungen auf die 

Faltung des Proteins, die An- oder Abwesenheit von Ionen, Co-Faktoren, Thiol-

Verbindungen oder Detergenzien, wodurch sich insgesamt eine Vielzahl an möglichen Puf-

ferzusammensetzungen ergeben, die getestet werden müssen. Die in vitro Rückfaltung re-

kombinant exprimierter Proteine ist damit eine sehr komplexe Reaktion mit einer großen 

Bandbreite an kritischen Parametern und die geeigneten Rückfaltungsbedingungen werden 

meist in zeitintensiven screening-Experimenten ermittelt. Um dies zu umgehen wird am 

Lehrstuhl für Biochemie (Prof., Dr. Buchner; TUM) eine neue Methode entwickelt, die das 

screening und eine anschließende Optimierung der Rückfaltung verbindet und letztendlich 

in der Erstellung eines genetischen Algorithmus für die Vorhersage der optimalen Rückfal-

tungsbedingungen enden soll. Die Erstellung eines Algorithmus schien für das Problem der 

Proteinrückfaltung als geeignet, da Algorithmen generell als zuverlässige und leistungs-

starke Methoden zur Ermittlung und Optimierung von experimentellen Bedingungen erach-

tet werden, bei denen es darum geht, einen weit gefassten Suchraum und verschiedenste 

Objekte (hier Proteine) abzudecken. Ziel der Arbeit des Lehrstuhles Prof. Buchner (Bio-

technologie, TUM) war es, einen routinemäßigen Ablauf zu entwickeln, der es erlaubt, für 

verschiedenste Proteine Vorhersagen über die Rückfaltungsbedingungen zu treffen, ohne 

zeitintensive experimentelle screening-Verfahren durchlaufen zu müssen. Für das screening 

und eine anschließende Optimierung der Rückfaltung wurden verschiedenste Additive mit-

einbezogen, deren positive Wirkung auf Proteinrückfaltung bekannt sind. Auf diese Weise 

wurden verschiedene funktionell und strukturell unterschiedliche Modellproteine rückge-

faltet und die Bedingungen für die Rückfaltung optimiert. Denn bei einem genetischen 

Algorithmus muss nach der Benennung des Problems und der Identifizierung der kritischen 
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Parameter, der Suchraum definiert und eingegrenzt werden, was bei dem vorliegendem 

Problem der Proteinrückfaltung über die Ermittlung der experimentellen Bedingungen 

erfolgen sollte. Dies alles führte letztlich zu einer Ausbeute von 74-100% an rückgefalteten 

Modellprotein und ließ den Schluss zu, dass der etablierte Algorithmus vielversprechend 

und auch für andere Proteine anwendbar war. 

Im Zuge der experimentellen Umsetzung des genetischen Algorithmus werden iterative 

Serien an Experimenten durchgeführt. Dabei generiert der Algorithmus für jedes Experi-

ment eine Sammlung an experimentellen Bedingungen (Generation), die praktisch getestet 

und ausgewertet werden. Während die erste Generation zufällig ausgewählte experimentel-

le Bedingungen enthält, werden in den weiteren Generationen die Prinzipien der Evolution 

(genetischer Algorithmus) angewendet. Der genetische Algorithmus wählt die besten Be-

dingungen mit der höchsten Wahrscheinlichkeit in jedem Experiment aus und verändert 

diese mit Hilfe eines mutation operators, um neue, mit den alten Experimenten in Bezie-

hung stehende Bedingungen, zu ermitteln. Anschließend werden diese neu ermittelten Be-

dingungen in einem nächsten parallelen Experiment getestet. Dieser Prozess wird wieder-

holt (bis er vom Benutzer beendet wird) und endet damit in einer heurastischen 

Optimierungsstrategie, die den Prozess der natürlichen Evolution imitiert. Dadurch bietet 

die Anwendung eines solchen Algorithmus die Chance, effizient große Mengen an Parame-

tern für die Rückfaltung zu analysieren, ohne dabei auf die limitierenden experimentellen 

Analysen angewiesen zu sein.  

Der hier verwendete Algorithmus wurde so ausgelegt, dass das screening in 96-well-

Titerplatten erfolgen konnte, wobei jeweils eine Dreifachbestimmung der getesteten Puf-

ferbedingungen erfolgte. Unter Einbeziehung der entsprechenden Kontrollen konnten somit 

23 verschiedene Puffer in jeder Generation getestet werden.  

Die Proteinkonzentration der zur Renaturierung verwendeten, solubilisierten inclusion 

bodies wurde auf 10 mg/ml eingestellt, wobei der Anteil an AtDEG15 bei etwa bei 90% 

lag. Der Verdünnungsfaktor, der für die Rückfaltung gewählt wurde, lag bei 1/1000, so dass 

eine Protein-Endkonzentration von 10µg/ml nach dem Verdünnungsschritt vorlag. Das 

Volumen an verwendetem Rückfaltungspuffer war durch die Verwendung der 96-well-

Titerplatten auf 1,5ml beschränkt. Es wurden 1,48 ml des jeweils getesteten Puffers vorge-

legt und auf 10°C temperiert. Im Anschluss wurden 1,5µl der AtDEG15-Lösung zugegeben 

und über Nacht bei 10°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden je 20µl der verschie-

denen Rückfaltungsansätze mit Hilfe des käuflichen Fluoreszens-Peptids Cbz-FR-AMC auf 



  

 88 

proteolytische Aktivität hin untersucht, wobei die jeweiligen verwendeten Puffer als nega-

tive Kontrollen dienten. Für die untersuchten Puffer ergab sich je nach Zusammensetzung 

eine geringe Hintergrundaktivität von 250-420 RFU/20µl. Als positive Kontrolle wurde 

hier eine 10µg/ml Trypsin-Lösung verwendet, die mit 16000 RFU/20µl eine deutliche Ak-

tivität zeigte und in etwa die gleiche Protease-Konzentration aufwies, wie sie nach den 

Rückfaltungs-Versuchen der AtDEG15 vorlag.  

Für keine der untersuchten Rückfaltungsproben konnte eine signifikante Aktivität bestimmt 

werden. Die ermittelte Fluoreszenz lag im Bereich der jeweils untersuchten negativen Kon-

trollen. Es war auch unter Zuhilfenahme des entwickelten Algorithmus zur Vorhersage der 

Pufferzusammensetzung für die Rückfaltung denaturierter Proteine nicht möglich, eine 

Renaturierung der AtDEG15 in seine native Konformation zu erzielen.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die AtDEG15 in E.coli nicht in ausreichender nativer 

Form exprimiert werden konnte und auch die Renaturierung der denaturierten AtDEG15 

erfolglos blieb. Da im Rahmen dieser Arbeit eine Kristallisation und eine biochemische 

Charakterisierung der peroxisomalen Deg-Protease erfolgen sollte, wurden daher weitere 

Expressionssysteme getestet, um AtDEG15 in ausreichender Menge nativ rekombinant zu 

exprimieren. 

 

2.9.2 Expression in Pichia pastoris 

Dieses Expressionssystem wurde zum einen gewählt, da es sich um ein eukaryotisches 

Expressionssystem handelt und zum anderen, da dieses System die Möglichkeit bietet, die 

heterolog exprimierten Proteine ins Medium zu sekretieren. Die Sekretion ins Medium 

erschien dabei vielversprechend, da das exprimierte Proteinen keinen wirtseigenen Pro-

teasen ausgesetzt ist und eine eventuell auftretende Selbst-Proteolyse durch Zugabe ent-

sprechender Inhibitoren zum Medium gehemmt werden kann. Darüber hinaus kommt die 

Sekretion ins Minimal Wachstumsmedium, welches kaum weitere Proteine beinhaltet, ei-

nem ersten Reinigungsschritt der exprimierten Proteine gleich. P. pastoris schien damit als 

Expressionssystem für die AtDEG15 sinnvoll und für die Expression von größeren Mengen 

der Protease geeignet. 

Zur Expression in P. pastoris wurde das „Easy select Pichia Expressions Kit“ (Invitrogen) 

verwendet. Die AtDEG15-cDNA wurde zum einen in den pPICZ-Vektor kloniert, der eine 
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Signalsequenz (-Faktor) zur Sekretion des rekombinant erzeugten Proteins ins Medium 

beinhaltet, zum anderen wurde die cDNA zur intrazellulären Expression in den pPICZ-

Vektor kloniert. Die AtDEG15-cDNA wurde sowohl mit, als auch ohne die targeting-

Sequenz 1 für die Peroxisomen (-Ser,Lys,Leu) in den pPICZ-Vektor kloniert, so dass das 

Protein cytoplasmatisch exprimiert und bei der Variante mit -SKL anschließend in die Per-

oxisomen transportiert wird. Nach erfolgter Transformation wurden die positiven Trans-

formanden auf Minimal-Wachstumsmedium mit 100 µg/ml Zeocin als Selektionsmarker 

selektioniert. Auffällig war dabei, dass die Anzahl positiver Transformanden bei der Trans-

formation der AtDEG15-Konstrukte extrem niedrig war und die Transformanden im 

Wachstum weit hinter der negativen Kontrolle, als die der leere Vektor fungierte, zurück 

blieben. Diese Tatsache wurde durch diverse unabhängige Transformationen bestätigt. 

Nach der Selektion der positiven Transformanden sollten diese zunächst in Vollmedium 

(YPD) angezogen werden und danach die Proteinexpression durch Überführen der Kultur 

in Expressionsmedium, welches 0,5% MeOH enthält, induziert werden. Es zeigte sich je-

doch schon im Vollmedium eine Stagnation des Wachstums der AtDEG15-

Transformanden. Die Vektor-Kontrolle konnte im Gegensatz dazu wie vorgesehen kulti-

viert werden. 3-4 Tage nach erfolgter Transformation konnte keinerlei Wachstum mehr 

festgestellt werden, die P. pastoris Zellen starben ab.  

Es wurden daher Kolonien direkt nach der Selektion auf Zeocin nach erfolgter Transforma-

tion in Expressionsmedium überführt und diese, soweit möglich, kultiviert. Da die Zell-

dichte dennoch sehr gering blieb (OD600 0,2-0,4) und damit keine größeren Mengen an 

exprimierter AtDEG15 zu erwarten waren, wurden die Proteine nach Abzentrifugation der 

P. pastoris-Zellen im Medium durch eine Fällung mit Trichloressigsäure angereichert. Das 

Präzipitat wurde direkt mit SDS-loading-dye aufgekocht, über 12,5% SDS-PAGE analy-

siert und anschließend mit -DEG15-Antikörpern dekoriert. Es wurden unterschiedliche 

Linien an Transformanden kultiviert und diese auf die Expression und Sekretion der  

AtDEG15 hin untersucht. Dabei wurden zum einen Transformanden ermittelt, die die  

AtDEG15 exprimieren, was anhand eines Signals bei 72 kDa am Western-Blot gezeigt 

wurde, die aber neben der AtDEG15 auch eine höhermolekulare Verbindung exprimieren, 

was anhand der Bande >83 kDa am Western-Blot deutlich wurde (Abb. 36). Es wird ange-

nommen, dass es sich bei dieser höhermolekularen Verbindung um ein Oligomer der  

AtDEG15 handelt, da das Protein von dem verwendeten -DEG15-Antikörper erkannt 

wurde. Zum anderen wurden Transformanden ermittelt, die eine verkürzte Variante der 
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AtDEG15 exprimieren und ins Medium sekretieren, wie anhand der Banden bei ca. 40 und 

60 kDa am Western-Blot gezeigt wurde. Die Transformanden, die lediglich den leeren Vek-

tor enthielten und damit kein Protein exprimieren sollten, zeigten keine Bande auf dem 

Western-Blot. Kreuzreaktionen des Antikörpers mit anderen Proteinen der P. pastoris-

Zellen konnten somit ausgeschlossen werden.  

Auch die Transformanden, die die Konstrukte pICZ_DEG15_SKL und pICZ_DEG15 ent-

hielten, die also die AtDEG15 nach erfolgter Expression nicht ins Medium abgaben, son-

dern diese cytosolisch bzw. in den Peroxisomen anreicherten, zeigten ähnliche Probleme 

bei der Transformation und bei der anschließenden Kultivierung. Auch bei diesen Kon-

strukten konnte keine stabile Transformations-Linie ermittelt werden.  

 

 

Abbildung 36: Expression der AtDEG15-cDNA mit -Faktor in P. pastoris zur Sekretion des 

rekombinanten Proteins ins Medium. Nach Kultivierung der  Transformanden für 72h bei 30°C 

wurden die Zellen abzentrifugiert und die im Überstand enthaltenen Proteine durch Trichloressig-

säure-Fällung präzipitiert. Das Präzipitat wurde in SDS-loading-dye aufgenommen, über 12,5% 

SDS-PAGE analysiert und mit -DEG15-AK dekoriert. A-D: verschiedene Transformations-Linien  

 

Es war somit nicht möglich eine Linie von Pichia Zellen zu selektionieren, die nach der 

Transformation mit den Expressionsvektoren die AtDEG15 stabil exprimierte. Es wurde 

zwar gezeigt, dass nach der erfolgreichen Transformation AtDEG15 exprimiert wurde, 
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jedoch stagnierten die Zellen im Vergleich zu Linien, die mit den leeren Vektoren transfor-

miert wurden, im Wachstum und starben 3-4-Tage nach der Transformation ab. Da es sich 

bei der AtDEG15 um eine Protease handelt, die in vitro generell degradierende Protease-

Aktivität zeigt (Helm et al., 2007), wurde vermutet, dass bereits relativ geringe Mengen an 

überexprimierter AtDEG15 toxisch für die P. pastoris-Zellen sind. Die AtDEG15 sollte 

zwar in dem gewähltem System nur exprimiert werden, wenn eine ausreichende Menge an 

Methanol im Medium vorhanden ist, es liegen aber keinerlei Erfahrungen vor, inwieweit 

der  in diesem System verwendete AOX-Promotor die Proteinexpression in Abwesenheit 

von MeOH tatsächlich hemmt oder unterdrückt.  

 

2.9.3 Transiente Expression in Tabacuum nicotiana   

Neben P. pastoris wurde N. tabacuum als ein weiteres eukaryotisches Expressionssystem 

für die Expression von AtDEG15 gewählt. Die Vorteile von N. tabacuum liegen dabei in 

einer experimentell relativ einfachen  transienten Expression der Proteine und in der großen 

Menge an Blattmaterial, das die Tabakpflanzen liefern.   

Zur transienten Expression in N. tabacuum wurden unterschiedliche Konstrukte kloniert 

und über eine Transfektion mit A.Tumefaciens in N. tabacuum var. Petit havanna einge-

schleust.  

Da es sich bei der Expression in Tabak um ein pflanzliches Expressionssystem handelt, 

sind hier mehrere Möglichkeiten der Expression gegeben. Die Zielproteine können im Cy-

toplasma exprimiert werden, hierzu wurde die AtDEG15-cDNA unter die Kontrolle eines 

35S-Promotors in den pCAMBIA-Vektor (International Agriculture, Canberra, Australien) 

kloniert.  

Da es sich bei der AtDEG15 um ein peroxisomales Matrixprotein handelt, besitzt die Pro-

tease eine targeting-Sequenz für die Peroxisomen (PTS1). Für die Expression im Cytosol 

wurde bei der Klonierung ein Stopp-Codon vor diese targeting-Sequenz eingefügt. Es wur-

de jedoch auch ein Konstrukt ohne dieses Stopp-Codon in den pCAMBIA-Vektor kloniert, 

was nach erfolgter Transfektion von N. tabacuum zu einer Expression der AtDEG15 im 

Cytosol und anschließendem Import in die Peroxisomen führt. 

Neben dem pCAMBIA-Vektor wurde die AtDEG15-cDNA auch in den pTRAKc-AH-

Vektor (Fraunhofer IME, Aachen) kloniert. In diesem Vektor wird das Wunschprotein eben-
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falls unter der Kontrolle eines 35S-Promotors exprimiert und kann darüber hinaus durch 

Anhängen einer Sekretions-Sequenz in den Apoplasten sekretiert werden. Die AtDEG15-

cDNA wurde mit und ohne diese Sekretions-Sequenz in den pTRAKc-AH-Vektor kloniert, 

so dass sowohl eine Expression im Cytosol, als auch eine anschließende Sekretion des ex-

primierten Proteins in den Apoplasten möglich war. 

Die beschrieben Konstrukte wurden in A. tumefaciens transformiert und im Anschluss 3-4 

Wochen alte Tabakpflanzen mit diesen Agrobakterien-Suspensionen infiltriert. Es wurden 

zum einen ganze Tabakpflanzen für die Transfektion verwendet, die unter Vakuum in die 

Agrobakterien-Suspension eingebracht wurden und somit die Agrobakterien durch den 

anliegenden Unterdruck ins Gewebe gesogen wurden, zum anderen wurden nur die Blätter 

der Tabakpflanzen verwendet, in die eine Agrobakterien-Suspension mittels einer Spritze 

über die Blattunterseite direkt in das Gewebe gedrückt wurde. Nach erfolgter Transfektion 

wurden die Tabakpflanzen weiterkultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten (24h, 48h, 

72h, 96h) Proben entnommen, wobei 72h Expressionszeit für die Expression anderer Prote-

ine als optimal gelten (Kavanagh et al., 1999). 

Zu allen Zeitpunkten der Probenahme wurde ein Stück eines Blattes mit identischer Größe 

ausgestanzt, ein Proteinextrakt aus diesen Blatt-Teilen hergestellt  und dieser über 12,5% 

SDS-Page und anschließende Dekorierung mit -DEG15-Antikörpern auf die Anwesenheit 

exprimierter AtDEG15 hin untersucht. Als negative Kontrollen wurden Proben von nicht 

infizierten Pflanzen und von Pflanzen, die mit Agrobakterien infiltriert wurden, die die 

entsprechenden leeren Vektoren enthielten, ebenso aufgearbeitet und über 12,5% SDS-

PAGE analysiert und mit -DEG15-Antikörpern dekoriert. 

Es konnte bei keinem der getesteten Konstrukte und zu keinem Zeitpunkt nach der Trans-

fektion mit den entsprechenden A. tumefaciens-Kulturen die Expression von AtDEG15 

nachgewiesen werden. Die analysierten Proben zeigten keinerlei Signal auf dem Western-

Blot. Es wird davon ausgegangen, dass die Expression unterhalb der Nachweisgrenze der 

Western-Blot-Analyse lag. Problematisch war bei diesem Expressions-System, dass keine 

positiv Kontrolle zugänglich war, mit der bereits eine erfolgreiche transiente Expression 

eines Proteins durchgeführt wurde und anhand derer die experimentelle Vorgehensweise 

hätte überprüft oder optimiert werden können.  
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3 Diskussion 

Für die pflanzlichen DEG15 aus C. vulgaris und A. thaliana (Helm et al., 2007; Schuh-

mann et al., 2008), sowie für die homologe Protease Tysnd1 aus Ratte (Kurochkin et al., 

2007) wurde gezeigt, dass sie die Prozessierung des PTS2 in den Peroxisomen überneh-

men. Die DEG15 in Pflanzen liegt in einem Ca
2+

-abhängigen Gleichgewicht zwischen mo-

nomerer und dimerer Form mit unterschiedlicher Substrat-Spezifität vor, wobei das Dimer 

für die spezifische Prozessierung des PTS2 verantwortlich ist (Helm et al., 2007).  

Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei der AtDEG15 um ein Cal-

modulin-bindendes Protein handelt. Die Calmodulin-Bindungsstelle wurde im Y2H-

System identifiziert: Sie befindet sich innerhalb der ersten 25 Aminosäuren des N-

Terminus. Die Calmodulin-Bindungsstelle ist in Pflanzen konserviert; DEG15 aus Säugern 

und mehrzelligen Schleimpilzen besitzen anscheinend keine Calmodulin-Bindungsstelle 

am N-Terminus (siehe Alignment Anhang 5.1.).   

 

Ein Ziel dieser Arbeit war die biochemische Charakterisierung der AtDEG15. Die Domä-

nen-Struktur sollte im Zuge dieser biochemischen Charakterisierung untersucht werden und 

Bereiche der AtDEG15 identifiziert werden, die an der Dimerisierung und der damit ver-

bundenen Prozessierungs-Fähigkeit beteiligt sind. Die Dimerisierung der AtDEG15 wurde 

in zwei unabhängigen Experimenten untersucht. Zum einen wurde die Fähigkeit von Dele-

tions-Konstrukten zur Dimerisierung im Y2H- bzw. Y3H-System untersucht, zum anderen 

wurden Deletions-Konstrukte in planta auf ihre Prozessierungs-Fähigkeit des PTS2 von 

peroxisomalen Matrix-Proteinen untersucht. Da nur das Dimer der AtDEG15 zur Prozes-

sierung PTS2-tragender Enzyme in der Lage ist (Helm et al., 2007), kann über einen Ver-

lust der Prozessierungs-Fähigkeit indirekt nachgewiesen werden, ob die untersuchten Dele-

tions-Konstrukte zur Dimerisierung in der Lage sind.  

Es konnte gezeigt werden, dass die Calmodulin-Bindung an die AtDEG15 für die Dimeri-

sierung an beide Partner des Dimers nötig ist (Abb. 29). Deletions-Konstrukte, die N-

terminal verkürzt waren und somit keine CML3-Bindungs-Stelle mehr besaßen, waren im 

Y3H-System nicht mehr zur Dimerisierung fähig (Abb. 28).  

Deletions-Konstrukte der AtDEG15, denen der C-Terminus bzw. der Pflanzen-spezifische 

loop innerhalb der Protease-Domäne fehlten, waren dagegen weiterhin zur Dimerisierung 
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in der Lage, wie über Y3H gezeigt werden konnte (Abb. 28). Auch die Protease-Domäne 

scheint an der Dimerisierung der AtDEG15 nicht beteiligt zu sein, da im Y3H nachgewie-

sen wurde, dass der Bereich N-terminal zur Protease-Domäne dimerisieren kann (Abb. 28).  

Die Ergebnisse der Y3H-Untersuchungen sind in Abb. 37 zusammen gefasst.  

 

Die Untersuchungen der Prozessierungs-Fähigkeit der Deletions-Konstrukte in planta zeig-

te, dass der N-Terminus der AtDEG15 unabhängig von der CML3-Bindungs-Stelle an der 

Dimerisierung beteiligt ist. N-terminal verkürzte Konstrukte der AtDEG15, bei denen die 

CML3-Bindungs-Stelle erhalten wurde, waren weiterhin nicht zur Prozessierung der pre-

gMDH in der Lage (Abb. 33). Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von 1/3 des N-

Terminus bei gleichzeitigem Erhalt der CML3-Bindungs-Stelle zu einem Verlust der Pro-

zessierungs-Fähigkeit führte (Abb. 33). Damit wurde belegt, dass das erste Drittel des N-

Terminus der AtDEG15 (Met 1-Ser 94) an deren Dimerisierung beteiligt ist.  

Deletions-Konstrukte der AtDEG15, denen der Bereich C-terminal zur Protease-Domäne 

bzw. der Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne fehlten, waren ebenfalls 

nicht zur Prozessierung der pre-gMDH in der Lage (Abb. 32). Über Y3H wurde gezeigt, 

dass diese Konstrukte aber zur Dimerisierung in der Lage sind (Abb. 28). Damit konnte 

gezeigt werden, dass sowohl der C-Terminus der AtDEG15 als auch der Pflanzen-

spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne an der Prozessierungs-Aktivität und/oder 

an der Substrat-Erkennung beteiligt sind.  

Die Ergebnisse der Komplementation der deg15 KO-Mutante mit Deletionskonstrukten der 

AtDEG15, sowie die Ergebnisse der Y3H-Untersuchungen sind in Abbildung 37 zusam-

mengefasst.  

Offen bleibt die Frage, ob die DEG15 in Pflanzen zusätzliche Aufgaben neben der Prozes-

sierung übernimmt, wie dies zum Beispiel für Tysnd1 gezeigt werden konnte. Diese homo-

loge Protease aus Ratte spaltet nicht nur das targeting-Signal der PTS2-Enzyme, sondern 

ist ebenfalls für die spezifische Spaltung von PTS1-Enzymen, die an der -Oxidation betei-

ligt sind, verantwortlich (Kurochkin et al., 2007). Tysnd1 wird daher eine Rolle in der Re-

gulation der -Oxidation zugeschrieben. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Tysnd1 

selbst spezifisch gespalten wird, vermutlich nach dem Import in die Peroxisomen, und 

dadurch aktiviert wird (Kurochkin et al., 2007).  
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Abbildung 37: Graphische Darstellung untersuchter Deletionskonstrukte der AtDEG15 im 

Y3H und in planta. CML3-Bindungs-Domäne grün, Protease-Domäne rot, targeting-Signal für die 

Peroxisomen der AtDEG15 blau. Es sind die Ergebnisse des Y3H angegeben („+“ die Konstrukte 

sind zur Dimerisierung fähig, „-“ es konnte keine Dimerisierung im Y3H gezeigt werden, „n.g.“ 

diese Konstrukte wurden nicht getestet) und die Ergebnisse der Untersuchungen der Deletionskon-

strukte in planta; hier wurden die Konstrukte auf ihre Fähigkeit zur Prozessierung der pre-gMDH 

untersucht („+“ die pre-gMDH wurde zur reifen Untereinheit prozessiert, „-“ die pre-gMDH wurde 

nicht prozessiert, „n.g.“ diese Konstrukte wurden nicht getestet).  

 

 

Für die aus C. vulgaris gereinigte glyoxysomale Prozessierungs-Protease konnte für das 

Monomer in vitro eine generell degradierende proteolytische Aktivität nachgewiesen wer-

den (Helm et al., 2007). Es erscheint daher wahrscheinlich, dass die AtDEG15 neben der 

Prozessierung von PTS2-tragenden Enzymen weitere Aufgaben innerhalb der Peroxisomen 

übernimmt. Denkbar ist eine Beteiligung der AtDEG15 an regulatorischen Prozessen, wie 

dies auch für Tysnd1 gezeigt wurde, eine Protein-Degradation durch die AtDEG15 wäh-

rend der Seneszenz oder die Regulierung der Matrix-Protein-Zusammensetzung im Zuge 

der Re-Programmierung von Glyoxysomen zu Peroxisomen (Sautter, 1986; Titus und Be-

cker, 1985).  
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3.1.1 Calmodulin-Bindung an die DEG15 und Calmodulin vermittelte 

Dimerisierung 

Es konnte im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden, dass die AtDEG15 Calmodulin bindet, 

und es wird angenommen, dass durch diese Interaktion eine Konformationsänderung statt-

findet. Es wird weiter angenommen, dass durch diese Konformationsänderung eine Dime-

risierung der Protease ermöglicht wird.  

Es wurde eine Strukturvorhersage des Komplexes von AtDEG15 und CML3 erstellt, um 

eine grundsätzliche Vorstellung über die Interaktion der AtDEG15 und des CML3, sowie 

eine mögliche Konformationsänderung zu gewinnen. Über homology modelling wurde eine 

Strukturvorhersage (in Zusammenarbeit mit Prof. Michael Ehrmann, Uni Essen-Duisburg) 

für einen Komplex aus AtDEG15 und CML3 erstellt (Abb. 38). Die beiden interagierenden 

Moleküle wurden über einen Ser-Gly-Linker verbunden.  

Anhand dieser Strukturvorhersage konnte gezeigt werden, dass CML3 die typische Hantel-

Form besitzt, die Calmoduline in ihrer Ca
2+

-gebundenen Konformation einnehmen. Damit 

werden zum einen die Aussagen der Untersuchungen der CML3-Sequenz (Abb. 13) ge-

stützt, dass CML3 zur Ca
2+

-Koordination in der Lage ist und durch die Exposition hydro-

phober Bereiche an sein target-Protein bindet. CML3 verhält sich damit wie ein typisches 

Calmodulin. 

Die Strukturvorhersage belegt weiter, dass die hydrophobe Helix zwischen den beiden glo-

bulären Bereichen des CML3 mit der N-terminalen amphiphilen Helix der AtDEG15 inter-

agiert (Abb 38). Die Strukturvorhersage schlägt zudem zwei Interaktionsstellen zwischen 

der AtDEG15 und dem CML3 vor. Die eine Interaktionsstelle ist die über yeast-two-hybrid 

als CML3-Bindungsdomäne identifizierte Helix am N-Terminus der AtDEG15 (Abb. 24, 

25, 26), die stark mit CML3 interagiert. Die zweite Interaktionsstelle wird aus dem N-

terminalen und C-terminalen Bereich der Protease-Domäne der DEG15 gebildet. Für diese 

Interaktionsstelle wird eine schwache Wechselwirkung mit CML3 postuliert (Abb 38, 39). 

Im Bereich der Protease-Domäne konnten anhand der Aminosäuresequenz potentielle 

CaM-Bindungsstellen identifiziert werden. Die AtDEG15 besitzt im Bereich von I538-

V547 ein 1-5-10-Motiv. Dieses Calmodulin-Bindungs-Motiv ist in Pflanzen, in Säugern 

und in mehrzelligen Schleimpilzen konserviert (Anhang 5.1.). Bei L458-C470 liegt ein 

potentielles IQ-like-Bindungsmotiv vor. Ein 1-16-Motiv kann von V547-V562 identifiziert 

werden. Diese beiden Calmodulin-Bindungs-Motive können nur in A. thaliana und A. lyra-
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ta gefunden werden (siehe Alignement Anhang 5.1.). Die gefundenen Calmodulin-

Bindungs-Motive befinden sich alle innerhalb der katalytischen Triade der AtDEG15.  

Interessant ist das potentielle IQ-like-Motiv, da durch dieses Motiv auch eine Interaktion 

der AtDEG15 mit der Ca
2+

-freien Form des Calmodulins, dem Apo-CaM, möglich wäre. 

Über IQ-Motive können in der Regel sowohl Bindungen des Ca
2+

-CaM, als auch des Apo-

CaM erfolgen, die Affinität zu den unterschiedlichen Formen des Calmodulins variiert 

dabei sehr stark. Eine Subklasse des MyosinsI (myr4) beispielsweise besitzt zwei IQ-

Motive, die Calmodulin mit unterschiedlicher Ca
2+

-Affinität binden (Bähler et al., 2002). 

Das erste IQ-Motiv myr4-1 interagiert stark mit der Ca
2+

-freien Form des Calmodulins und 

nur schwach in Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen, während das zweite IQ-Motiv myr4-2 stärker 

in Anwesenheit von Ca
2+

 mit Calmodulin interagiert (Bähler et al., 2002). Es wird vermu-

tet, dass über die unterschiedlichen Affinitäten der Bindungsstellen zum CaM in Anwesen-

heit bzw. Abwesenheit von Ca
2+

-Ionen eine Regulierung der Enzyme erfolgt (Köhler et al., 

2005). Für den Exotoxin-Edema-Faktor (EF) aus Bacillus anthracis konnten ebenfalls 

mehrere CaM-Bindungsstellen identifiziert werden (Ladant, 1988), die mit dem C-

Terminus und dem N-Terminus des CaM gleichzeitig interagieren (Drum et al., 2002). Bei 

der Interaktion schiebt sich das CaM zwischen die N-terminale katalytische Domäne und 

die C-terminale Domäne des Exotoxin-Edema-Faktors und verursacht dadurch eine Kon-

formationsänderung des Enzyms, durch die letztendlich die Substrat-Bindungstasche gebil-

det und das Enzym aktiviert wird (Drum et al., 2002).  

Aufgrund der zweiten Interaktionsstelle der AtDEG15 mit dem CML3 ist ein ähnlicher 

Mechanismus der Regulierung der peroxisomalen Protease wie für den Exotoxin-Edema-

Faktor aus Bacillus anthracis denkbar. Möglicherweise wird über diese schwache Interak-

tion nach erfolgter Bindung des Calmodulins an die N-terminale Helix der AtDEG15 deren 

proteolytische Aktivität initiiert bzw. reguliert oder eine Konformationsänderung der At-

DEG15 bewirkt, die die Dimerisierung der Protease bewirkt und somit die Aktivierung des 

Enzyms moduliert. Vor allem die Lage des zweiten Calmodulin-Bindungs-Motives inner-

halb der katalytischen Triade der AtDEG15 lässt auf diese Regulierung der proteolytischen 

Aktivität schließen. Aufgrund der zwei unterschiedlichen Interaktionsstellen ist eine Regu-

lierung durch unterschiedliche Affinität der beiden Bindungsstellen zum Calmodulin bzw. 

durch eine unterschiedliche Affinität zur Ca
2+

-freien oder Ca
2+

-gebundenen Form des Cal-

modulins denkbar.  



  

 98 

Ein ähnlicher Mechanismus wurde auch für die small-conductance K
+
-Kanäle (SK chan-

nels) in eukaryotischen Zellen nachgewiesen (DeMaria et al., 2001). Diese binden CaM 

sowohl in der Ca
2+

-freien Apo-Form, als auch in Anwesenheit von Calcium. Durch die 

Bindung von Ca
2+

-Ionen an das Calmodulin wird eine Dimerisierung der Proteine hervor-

gerufen und der Kanal dadurch aktiviert (Schumacher et al., 2001). Neben diesen Beispie-

len sind noch eine ganze Reihe weiterer Proteine bekannt, deren Dimerisierung bzw. Oli-

gomerisierung über Calmodulin vermittelt wird und die unterschiedlich stark mit den 

verschiedenen Konformationen des Calmodulins interagieren.  

Im Falle der AtDEG15 ist eine Regulierung der proteolytischen Aktivität durch die beiden 

unabhängigen Calmodulin-Bindungsstellen ähnlich wie bei den aufgeführten Beispiele 

möglich. Ein Einfluss der Calmodulin-Bindung auf die Aktivierung bzw. Molulierung der 

proteolytischen Aktivität der AtDEG15 unabhängig von der Dimerisierung der Protease ist 

denkbar.  

 

 

Abbildung 38: Homology modelling: ermittelte Struktur des AtDEG15-CML3-Komplexes 

(Darstellung „ribbons“). CML3, blau; markiert wurden die experimentell ermittelte CML3-

Bindungstelle 1 (türkis Helix) und die zweite über Struktur- und Sequenz-Analysen postulierte Cal-

modulin-Bindungsstelle 2 innerhalb der Protease-Domäne, sowie der in die Strukturvorhersage 

eingefügte Ser-Gly-linker;  N-Terminus AtDEG15, grün; C-Terminus AtDEG15, rot. Markiert sind 

außerdem die Aminosäuren His577, Asp676 und Ser765 der katalytischen Triade. Die Strukturvor-

hersage wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Ehrmann (Uni Duisburg) mittels Bioinformatics toolkit  

(Söding, 2005; Söding et al., 2005) erstellt. 
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Abbildung 39: Homology modelling: ermittelte Struktur des AtDEG15-CML3-Komplexes 

(Darstellung „surface“). CML3, gelb; Ser-Gly-Linker, grau; N-Terminus der DEG15, der mit 

CML3 interagiert, rot; nicht interagierender Teil des N-Terminus der DEG15, grün; DEG15-

Proteasedomäne, light cyan; zweite Interaktions-Stelle des CML3 mit der AtDEG15 zwischen gel 

bem und light cyanem Bereich, rot. Die Strukturvorhersage wurde in Zusammenarbeit mit Prof. 

Ehrmann (Uni Duisburg) mittels Bioinformatics toolkit (Söding, 2005; Söding et al., 2005) erstellt. 

 

Im Y3H-System konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Calmodulin an die At-

DEG15 die Dimerisierung der Protease fördert (Abb. 27). Wie die Dimerisierung über die 

Calmodulin-Bindung reguliert wird, ist nicht bekannt und könnte nur anhand einer Kristal-

lisation des dimeren Komplexes der AtDEG15 geklärt werden.  

Erste Aufschlüsse über die Regulation der Dimerisierung der AtDEG15 durch die Interak-

tion mit Calmodulin könnten allerdings stöchiometrische Untersuchungen der beiden Inter-

aktionpartner liefern. Anhand der Stöchiometrie von CaM/Zielprotein können Rückschlüs-

se über Art und Weise der Interaktion getroffen werden. So bindet CaM beispielsweise an 

die neuronale Calmodulin-dependent Protein-Kinase II (CaMKII) aus Säugern im Verhält-

nis 1:1, indem es sich um die Binde-Domäne des Zielproteins legt (Abb. 40). Mit einem 

Kalium-Kanal bildet Calmodulin größere Komplexe im Verhältnis 2:2, indem neben der 

eigentlichen Bindungs-Domäne noch weitere Bereiche des target-Proteins mit den N-

terminalen und C-terminalen loops des Calmodulins interagieren (Abb. 40) (Hoeflich et al., 

2002). Mit der Glutamat Decarboxylase (GAD) interagiert Calmodulin im Verhältnis 1:2 
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(Yap et al., 2003). Bei dieser Bindung kommt es zu einer zusätzlichen Interaktion des Ziel-

proteins mit dem C-terminalen loop des Calmodulins (Abb. 40). Die Fähigkeit von einem 

Molekül Calmodulin zwei Moleküle GAD zu binden, lässt eine Rolle des CaM bei der 

Dimerisierung von GAD  und bei der Ausbildung von hochmolekularen Komplexen ver-

muten (Yap et al., 2003). Es wurden in Pflanze GAD-Komplexe mit einer Größe von bis zu 

500 kDa gefunden, die in Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen stabilisiert, in Anwesenheit von 

Ca
2+

-Chelatoren destabilisiert werden (Baum et al., 1996). Bislang konnte nicht geklärt 

werden, ob die Dimerisierung der GAD-Untereinheiten einen Einfluss auf die Aktivität der 

GAD nimmt. Es wird jedoch diskutiert, dass die Ausbildung der oligomeren Komplexe zu 

einer Aktivierung der GAD führt (Baum et al., 1996). 

 

 

Abbildung 40: 3D-Struktur von Calmodulin in Komplexen mit Ca
2+

 und seinen Zielproteinen. 

Calmodulin: blau; Zielprotein: rot; Ca
2+

-Ionen: grün. Die Strukturen sind der Protein Datenbank 

entnommen, accession codes: A) Ca
2+

/CaM/CaMKIIa (1CM1); B) Ca
2+

/CaM/K
+
-channel (1G4Y); 

C) Ca
2+

/CaM/petunia GAD (1NWD); Die Strukturen wurden über X-ray Analysen (A, B) oder über 

NMR Analysen (C) ermittelt (entnommen und abgeändert aus Bouche et al., 2005). 

 

Im Falle der DEG15 wurde über ein Y3H-System gezeigt, dass die Calmodulin-Bindung 

für eine Dimerisierung der DEG15 an beiden Molekülen der Protease stattfinden muss 

(Abb. 29). Da es sich bei der DEG15 mit 72 kDa um eine relativ große Protease handelt, 

wird angenommen, dass Calmodulin im Verhältnis 1:1 gebunden wird. Es ist aufgrund 

sterischer Effekte unwahrscheinlich, dass zwei DEG15 Moleküle an ein Calmodulin-

Molekül binden können, auch wenn dies bei dem derzeitigen Forschungsstand nicht end-

gültig ausgeschlossen werden kann.  
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3.1.2 Mögliche CML-Interaktionspartner der AtDEG15 

Peroxisomen importieren - anders als Mitochondrien und Chloroplasten - gefaltete Proteine 

(Wickner et al., 2005). Im Cytosol translatierte peroxisomale Proteine werden in ihrem 

gefalteten Zustand in die Peroxisomen importiert (Lazarow et al., 1985), und es wurde 

gezeigt, dass der Import von Proteinkomplexen bis zu einer Größe von 9 nm Durchmesser 

möglich ist (Meinecke et al., 2010). Über diesen Import-Mechanismus ist es möglich, dass 

hetero-Oligomere in die Peroxisomen importiert werden, von denen nur ein Partner ein 

PTS1 besitzt. Es wäre also denkbar, dass die AtDEG15 bereits im Cytosol mit einem CaM 

bzw. CML interagiert und dieses „huckepack“ mit in die Peroxisomen importiert.  

Ein weiterer Hinweis darauf, dass die AtDEG15 möglicherweise mit einem nicht-

peroxisomalen CML interagiert, ist in der Interaktion der AtDEG15 mit käuflichem Rinder-

Calmodulin zu sehen, die im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Abb. 16). Die 

Frage, welches Calmodulin wann an die DEG15 bindet, bleibt damit bislang offen.  

Es ist beispielsweise denkbar, dass Pflanzen durch die Calmodulin-Bindung im Cytosol 

und die dadurch vermittelte Dimerisierung der AtDEG15 einen Mechanismus zur Inaktivie-

rung der generell degradierenden Wirkung der Protease (Helm et al., 2007) und damit zum 

Schutz vor unerwünschter Proteolyse entwickelt haben. Auch von anderen DEG-Proteasen 

ist bekannt, dass sie in unterschiedlichen Komplexen vorliegen und über die Komplexbil-

dung die Aktivität beeinflusst wird bzw. die Proteasen gezielt gehemmt und inaktiviert 

werden. So liegt beispielsweise E.coli DegP in seiner Grundform als proteolytisch inaktives 

Hexamer vor und geht erst durch die Substrat-Bindung und die Ausbildung von höhermo-

lekularen Komplexen in seinen aktiven Zustand über (Kim et al., 2005; Huber und Bakau, 

2008).  

Obwohl bislang nicht geklärt werden konnte, ob AtDEG15 innerhalb oder außerhalb der 

Peroxisomen mit Calmodulin interagiert, scheint doch zumindest die Regulierung der Pro-

tease an ihrem „Wirkungs-Ort“, also innerhalb der Peroxisomen sinnvoll. Eine Klärung der 

Frage, wo und mit welchem CML als Interaktionspartner die AtDEG15 interagiert, könnte 

Aufschluss über die Regulierung der Protease und über weitere Aufgaben der AtDEG15 

neben der Prozessierung der PTS2-Enzyme liefern.  
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3.1.3 Regulierung der proteolytischen Aktivität der AtDEG15 über 

Calmodulin-Bindung 

Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Calmodulin-Bindung für die Dime-

risierung der AtDEG15 nötig ist (Abb. 27). In  Abwesenheit von CML3 zeigte sich ledig-

lich eine schwache Dimerisierung der AtDEG15 (Abb. 15, 28), die womöglich auf einer 

Interaktion der AtDEG15 mit einem Calmodulin des verwendeten Hefe-Stammes beruht. 

Bei gleichzeitiger Expression von CML3 und zwei Molekülen AtDEG15 konnte eine Stei-

gerung der Dimerisierung um den Faktor 10 nachgewiesen werden (Abb. 27).  

Über die Dimerisierung wird die Prozessierungs-Aktivität der AtDEG15 reguliert. Somit 

wird über die Calmodulin-Bindung auch die Prozessierung peroxisomaler Matrix-Enzyme 

durch die AtDEG15 beeinflusst. Die Calmodulin-Bindungs-Domäne ist jedoch nur in 

Pflanzen konserviert und kann in DEG15 aus Säugern und mehrzelligen Schleimpilzen 

nicht gefunden werden (Anhang 5.1.). Die Regulierung der proteolytischen Aktivität der 

peroxisomalen processing-Protease über Calmodulin wäre somit Pflanzen-spezifisch.  

Im Vergleich zur evolutionär in allen Eukaryonten konservierten Form des Calmodulins 

(CaM) besitzen Pflanzen eine große Gen-Familie von CaM-Isoformen und Calmodulin-

like-Proteinen (CML) (Mc Cormack et al., 2005). Diese Tatsachen deuten auf eine signifi-

kante Ausweitung der Regulierung verschiedener Stoffwechselwege durch Calmodulin in 

der Pflanze hin. Es sind viele Calmodulin-bindende Enzyme bekannt, die nur in Pflanzen 

vorkommen oder die in anderen Organismen zwar existieren, dort aber nicht Calmodulin-

reguliert sind.  

Ein Beispiel für Pflanzen-spezifische Calmodulin-Bindungs-Proteine sind die sogenannten 

cyclic-nucleotide gated channel Proteine (CNGCs). Für die CNGCs wurde in Pflanzen eine 

Inaktivierung des Kanals durch die Bindung von Calmodulin an die cyclic-nucleotide-

monophophate-Domäne (cNMPs) nachgewiesen (Arazi et al., 2000; Hua et al., 2003). In 

Säugern dagegen sind die CaM-Bindungsdomäne und die cNMP getrennt auf den CNGCs 

zu finden, es kann somit nicht mehr zu einer Inaktivierung des Kanals durch die Calmodu-

lin-Bindung kommen. In Säugern liegt somit ein anderer Mechanismus der Regulierung der 

CNGCs vor (Mäser et al., 2001).  

Weitere Beispiele für Enzyme, die ausschließlich in Pflanzen CaM-reguliert sind, sind die 

Glutamatdecarboxylase (Yap et al., 2003), wobei diese in Saccharomyces cerevisiae eben-
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falls CaM bindet, die Apyrase, die NAD-Kinase (Hua et al., 2004) und AtCAT3 (Yang und 

Pooviah, 2002).  

Die Katalase AtCAT3 ist wie auch die AtDEG15 in den Peroxisomen lokalisiert (Yang und 

Pooviah, 2002). AtCAT3 ist CaM-reguliert und dies scheint ebenfalls Pflanzen-spezifisch 

zu sein, da CaM keinen Einfluss auf Katalasen aus Aspergillus niger, aus menschlichen 

Erythrozyten oder aus Rinderleber hat (Yang und Pooviah, 2002). Die Aktivität der Katala-

se aus Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacuum konnte dagegen durch Zugabe von 

CaM/Ca
2+

 um das zweifache gesteigert werden (Yang und Pooviah, 2002). Wie auch bei 

AtDEG15 ist für AtCAT3 nicht bekannt, ob die Katalase in den Peroxisomen mit dem dort 

lokalisierten AtCML3 interagiert oder ob es bereits im Cytosol mit einem anderen CaM 

oder CML zu einer Interaktion kommt und dieses dann gemeinsam mit AtCAT3 in die Per-

oxisomen importiert wird. Werden sowohl die AtDEG15 als auch AtCAT3 in den Per-

oxisomen durch AtCML3 reguliert, stellt sich die Frage, ob eine Hochregulierung oder eine 

vermehrte Expression eines der beiden Proteine die Aktivität des anderen durch „Abfan-

gen“ des AtCML3 beeinflusst. Unter Stress-Bedingungen, bei denen vermehrt H2O2 gebil-

det wird, wie beispielsweise bei erhöhter Photorespiration durch Lichtstress, ist eine ver-

stärkte Katalaseaktivität nötig. Es scheint naheliegend, dass dies zu einer Beeinträchtigung 

der Prozessierung des targeting-Signals von PTS2-Enzymen führen würde, wenn sowohl 

Katalase AtCAT3 als auch AtDEG15 durch CML3 reguliert werden. Eine unabhängige 

Regulierung der beiden peroxisomalen Calmodulin-Bindungsproteine AtDEG15 und At-

CAT3 durch unterschiedliche Calmoduline erscheint aufgrund der Möglichkeit „hucke-

pack“ Importes mit unterschiedlichen CaMs bzw. CMLs aus dem Cytosol möglich.  

Da in Pflanzen eine große Anzahl an CaMs und CMLs existieren, ist es ebenfalls denkbar, 

dass unter unterschiedlichen physiologischen Bedingungen verschiedene CaMs oder CMLs 

mit demselben Zielprotein, in diesem Falle der AtDEG15 interagieren. Eine Bindung von 

unterschiedlichen Calmodulinen an die AtDEG15 wäre somit im Cytosol und/oder in den 

Peroxisomen möglich. Diese unterschiedlichen Interaktionen könnten verschiedene Kon-

formationsänderungen des Zielproteins bewirken. Die Bindung von verschiedenen Calmo-

dulinen an die N-terminale Bindungsstelle der DEG15 könnte unterschiedliche Sensitivität 

gegenüber der zweiten Calmodulin-Bindungsstelle innerhalb der Protease-Domäne hervor-

rufen. Damit sind unterschiedliche regulatorische Effekte möglich (Bouche et al., 2005).  
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3.1.4 Oligomerisierung der DEG-Proteasen: Nur pflanzliche DEG15 liegen 

als Gleichgweicht zwischen Monomer und Dimer vor 

Die AtDEG15 grenzt sich stark von den übrigen Vertretern der DEG-Proteasen ab. Sie ist 

bislang die einzige DEG-Protease, für die eine Calmodulin-Bindung nachgewiesen werden 

konnte. Auch die in diesem Zusammenhang untersuchte, Calmodulin-vermittelte Dimeri-

sierung ist unter den DEG-Proteasen einzigartig.  

Die Strukturen von DegS und DegP aus E.coli (Krojer et al., 2002; Wilken et al., 2004), als 

auch die Struktur von DEG1 aus Arabidopsis thaliana (Kley et al., 2011) wurden über 

Röntgenkristallographie aufgeklärt.  

DegP tritt als Hexamer auf, wobei dieses Hexamer aus zwei trimeren Ringen aufgebaut ist. 

Die beiden trimeren Untereinheiten lagern sich über ihre proteolytisch aktiven Domänen 

aneinander. Die beiden PDZ-Domänen von jedem DegP-Molekül sind nach außen gerichtet 

(Krojer et al., 2002). Dieses Hexamer der DegP stellt die inaktive Form der Deg-Protease 

dar. In ihrer aktiven Form bildet die DegP höhere Oligomere aus den trimeren Untereinhei-

ten. Es wurden Oligomere aus 12 bis 24 DegP-Molekülen nachgewiesen (Krojer et al., 

2008), die sich erst in Anwesenheit der physiologischen Substrate, nämlich fehlgefalteter 

Proteine, bilden. Durch die Bindung von nicht- oder fehl-gefalteten Proteinen an die hyd-

rophobe Innenseite des Hexamers wird die Trimer-Trimer-Bindung der DegP destabilisiert. 

Durch die Ausbildung höherer Oligomere aus den trimeren Untereinheiten der DegP, 

kommt es zu einer Konformationsänderung von loops innerhalb der katatytisch aktiven 

Domäne der DegP und dadurch zu deren Aktivierung der Protease (Krojer et al., 2008). 

DegS liegt im Gegensatz zu DegP als Trimer vor. Die trimere Form der DegS wird über 

Wechselwirkungen zwischen den Protease-Domänen der einzelnen DegS-Moleküle stabili-

siert (Sohn et al., 2010). Es wurde nachgewiesen, dass DegS in seiner Grundform enzyma-

tisch inaktiv ist (Wilken et al., 2004). Erst durch die Bindung von Stress-Signalen an die 

PDZ-Domäne der DegS kommt es zu Änderungen der Konformationen der einzelnen 

DegS-Moleküle des trimeren Komplexes (Walsh et al., 2003). Durch diese Konformations-

änderung kommt es zu einer Re-Orientierung eines loops innerhalb der Protease-Domäne 

und der loops L1, L2 und LD der Aktivierungs-Domänen. Diese Änderungen der Konfor-

mation führt letztlich zu einer Aktivierung der Protease. Im Unterschied zur DegP, ändert 

DegS nicht ihren oligomeren Zustand im Zuge der Aktivierung, sondern liegt weiterhin als 

Trimer vor (Hasenbein et al., 2010).  
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DEG1 aus A. thaliana liegt wie DegP aus E.coli als Hexamer vor, das aus zwei trimeren 

Untereinheiten aufgebaut ist (Kley et al., 2011). Die beiden trimeren Untereinheiten lagern 

sich über Wechselwirkungen zwischen ihren Protease-Domänen und den PDZ-Domänen 

aneinander. Durch die Ausbildung des Hexamers sind die Protease-Domänen nur von der 

Innenseite des Hexamers zugänglich. Die Substrate müssen über eine der drei möglichen 

Poren, die durch die Interaktion der PDZ-Domänen mit den loops LA der Protease-

Domänen gebildet werden, in das Innere des Hexamers gelangen. Durch die limitierte Grö-

ße der Poren können nur ungefaltete Proteine oder Proteinen mit ausgeprägten loop-

Strukturen ins Innere des Hexamers gelangen und dort proteolytisch gespalten werden 

(Kley et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass das Gleichgewicht zwischen monome-

rer und hexamerer Form der DEG1 pH abhängig ist. Unter leicht sauren Bedingungen  

(pH 6) wird das Gleichgewicht in Richtung des Hexamers verschoben; bei pH 8 liegt die 

DEG1 fast ausschließlich als Monomer vor (Kley et al., 2011).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle bislang strukturell charakterisierten DEG-

Proteasen als Trimere oder höhere Oligomere, die aus Trimeren aufgebaut sind, vorliegen. 

Die enzymatische Aktivität der DEG-Proteasen kann reversibel moduliert werden bzw. 

können DEG-Proteasen reversibel zwischen zwei unterschiedlichen Zuständen wechseln. 

Damit können die DEG-Proteasen zwei unterschiedliche Funktionen, wie z. B. Protease- 

und Chaperon-Funktion der DegP (Spiess et al., 1999),  ausüben (Hasenbein et al., 2010). 

Die Modulierung der Aktivität wird dabei über Konformations-Änderungen der loops in-

nerhalb der Protease-Domäne hervorgerufen. Die Bedingungen, die zu diesen Konforma-

tions-Änderungen führen sind bei den einzelnen Vertretern der DEG-Proteasen unterschied-

lich und sind angepasst an ihre Funktionen bzw. Aufgaben (Sohn et al., 2010; Kley et al., 

2011).   

Für die pflanzliche DEG15 konnte gezeigt werden, dass sie in einem Ca
2+

-abhängigem 

Gleichgewicht aus monomerer und dimerer Form vorliegt. Sowohl das Monomer, als auch 

das Dimer der AtDEG15 sind proteolytisch aktiv (Helm et al., 2007). Im Laufe dieser Ar-

beit konnte die Dimerisierung der AtDEG15 über ein Y2H-System bestätigt werden. Zu-

dem wurde die AtDEG15 als Calmodulin-bindendes Protein identifiziert und gezeigt, dass 

die Calmodulin-Bindung für die Dimerisierung der AtDEG15 nötig ist. Die AtDEG15 un-

terscheidet sich damit deutlich von den übrigen DEG-Proteasen. Für keine der übrigen 

Vertreter der DEG-Proteasen wurde bislang eine Interaktion mit Calmodulin nachgewiesen 

und die übrigen Vertreter der DEG-Proteasen bilden Trimere bzw. höhere Oligomere und 
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keine Dimere. Es gibt bislang keine Hinweise, dass konzentrations-abhängig höher-

molekulare Strukturen bzw. Oligomere ausgebildet werden. Es scheint, dass die pflanzliche 

DEG15 einen eigenen Mechanismus zur Modulierung ihrer Aktivität entwickelt hat, der 

sich deutlich von dem der übrigen DEG-Proteasen unterscheidet. Auffällig ist, dass die 

pflanzliche DEG15 ihre Aktivität, wie auch die übrigen DEG-Proteasen, reversibel modu-

lieren kann und damit ein charakteristisches Merkmal der DEG-Proteasen beibehält.  

 

3.1.5 Expression der AtDEG15 im heterologem System 

Die Expression der AtDEG15 in verschiedenen heterologen Systemen (E. coli, P. pastoris, 

N. tabacuum) wurde zur Gewinnung des nativen Proteins in den erforderlichen Mengen 

untersucht. Die Expression in E.coli lieferte denaturierte AtDEG15; in den übrigen geteste-

ten Expressions-Systemen konnte keine stabile Expression der Protease erreicht werden. 

Dies kann zum einen darauf zurückgeführt werden, dass es sich bei der AtDEG15 um eine 

Protease mit in vitro generell degradierender Protease-Aktivität handelt (Helm et al., 2007), 

welche die verwendeten Organismen bei der Expression stark schädigen würde. Zum ande-

ren besitzt die AtDEG15 eine ungewöhnliche Aminosäure-Sequenz mit einem hohen Ge-

halt an Prolinen und Glycinen und dadurch bedingt eine flexible Proteinstruktur. Diese 

flexible Struktur führt zu Problemen bei der Expression, da das exprimierte Protein aggre-

giert und besonders in E.coli als inclusion bodies abgelagert wird (Abb. 34).  

Über Strukturvorhersagen wurden zwei Bereiche der AtDEG15 ermittelt, die zur Ausbil-

dung einer regelmäßigen Tertiär-Struktur in der Lage sind (Abb. 10). Bei diesen Bereichen 

handelt es sich zum einen um die Protease-Domäne (Trp 465-Pro 615) ohne den loop in-

nerhalb der Protease-Domäne (Trp 397- Ile 465) und zum anderen um einen N-terminalen 

Bereich der AtDEG15 (Met 1- Leu 326) ohne den loop im N-Terminus (Leu 132- Phe 197). 

Die Expression der Protease-Domäne ohne den Pflanzen-spezifischen loop lieferte eben-

falls denaturiertes Protein. Es wird davon ausgegangen, dass dieser Teil der AtDEG15 wei-

terhin proteolytisch aktiv ist und daher von den zur Expression verwendeten Organismen 

abgelagert wird. Auch die Coexpression der AtDEG15 und CML3 in E.coli führte zu allen-

falls geringfügiger und nicht reproduzierbarer Erhöhung der Löslichkeit; proteolytische 

Aktivität war nicht nachweisbar.  
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3.1.6 Handelt es sich bei DEG15 um ein intrinsisch ungeordnetes Protein? 

Intrinsisch ungeordnete Proteine (IUP) zeigen hinsichtlich ihrer Aminosäure-Sequenz Ge-

meinsamkeiten, wie beispielsweise das vermehrte Vorkommen von geladenen und hydro-

philen Aminosäuren oder das weitgehende Fehlen von hydrophoben Bereichen. Diese hyd-

rophoben Bereiche liegen bei einer korrekten Protein-Faltung im Inneren der 

Proteinstruktur, wodurch die Ausbildung einer kompakten, globulären Struktur des Proteins 

begünstigt wird (Gast et al., 1995; Weinreb et al., 1996). Die ungeordneten Strukturen der 

Proteine können sich dabei über das gesamte Protein erstrecken oder einzelne Domänen 

betreffen. Local ungeordnete Proteinregionen sind weit verbreitet und konnte in zahlrei-

chen NMR-Strukturen von Proteinen nachgewiesen werden. Für viele dieser ungeordneten 

Domänen konnte eine biologische Funktion nachgewiesen werden (Dyson et al., 2005). 

Unstrukturierte Domänen der IUPs besitzen Chaperon-Funktion, sind also beteiligt an der 

Faltung von RNA und Proteinen, wie beispielsweise-Synuclein (Morar et al., 2001) oder 

das Nucleocapsid protein 7/9 (Tompa, 2005). IUPs fungieren zudem als Effektor-Moleküle 

indem sie die Aktivität von Partnermolekülen modulieren. Beispiele für IUPs, die Aufga-

ben als Effektor-Moleküle übernehmen sind Securin, das eine Inhibierung bzw. Aktivierung 

der Separase während der Anaphase bewirkt (Cox et al., 2002), oder PKI, das die cAMP-

abhängigen Protein-Kinase gezielt inaktiviert (Tompa, 2005). Unstrukturierte Proteine ha-

ben darüber hinaus beispielsweise Funktionen bei der Ausbildung von Komplexen, wie das 

Caldesmon, das an der Polymerisierung und der Bündelung von Actin beteiligt ist (Lynch 

et al., 1987).  

Ausgehend von den Ergebnissen der in silico Untersuchungen der AtDEG15 (Abb. 10, 11, 

12) wird vermutet, dass die AtDEG15 zumindest in Teilbereichen des Proteins keine re-

gelmäßigen Protein-Strukturen ausbilden kann und somit zu den intrinsisch unstrukturier-

ten Proteinen zählt. Anhand der durchgeführten in silico Untersuchungen der AtDEG15, 

wird deutlich, dass es sich bei der pflanzlichen DEG15 um ein Protein mit sehr ungewöhn-

licher Aminosäure-Sequenz handelt, die zu einer hohen Flexibilität und strukturellen Varia-

bilität führt. Besonders auffällig ist dabei der hohe Gehalt an Prolinen in der AtDEG15-

Sequenz (Anhang 5.2.). Proline sind bekanntermaßen starke -Helix- und -Faltblatt-

Brecher. Darüber hinaus werden Prolin-reiche Regionen auch in Zusammenhang mit Pro-

tein-Protein- und Protein-DNA-Bindung gebracht (Williamson et al., 1994). Dabei wird 

gerade die eingeschränkte Beweglichkeit des Prolinrestes für die Interaktion mit anderen 
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Proteinen verantwortlich gemacht, da der Verlust der Entropie bei der Proteinbindung her-

abgesetzt wird. Es kommt über die Prolin-reichen Regionen zu einer wenig spezifischen, 

aber sehr schnellen Interaktion mit den Zielproteinen (Williamson et al., 1994). Über die 

Prolin-reichen Regionen der AtDEG15 könnten Protein-Protein Bindungen verursacht wer-

den, wie die Dimerisierung bzw. Substrat-Bindung an die AtDEG15.  

Die Tatsache, dass die AtDEG15 einen deutlich erhöhten Gehalt an Prolinen und darüber 

hinaus auch an Glycinen aufweist (Anhang 5.2.), die ebenfalls starke -Helix- und -

Faltblatt-Brecher sind, bringt die Protease wiederum in Zusammenhang mit anderen intrin-

sisch ungeordneten Proteinen. Ob die Protease jedoch tatsächlich zu dieser besonderen 

Klasse von Proteinen mit den strukturellen und funktionellen Besonderheiten gehört, wäre 

für künftige Untersuchungen von Interesse.  

Es wurden über 120 Proteine experimentell als IUP identifiziert (Dunker et al., 2001) und 

anhand von Sequenzanalysen weit über 15000 Proteine zumindest in Teilbereichen ihrer 

Struktur als ungeordnet postuliert (Romero et al., 1998). Es erscheint somit durchaus denk-

bar, dass zumindest Teile der AtDEG15 keine geordnete 3D-Struktur besitzen.  

 

Das Vorkommen von unstrukturierten Bereichen in Proteinen ist dabei kein unveränderli-

cher, starrer Zustand. Von vielen IUPs ist bekannt, dass sie nach erfolgter Bindung an ihre 

Interaktionspartner oder Liganden Faltungsprozesse durchlaufen und nach der Bindung 

eine geordnete Struktur aufweisen. Dieses Modell wird als coupled-binding-and-folding 

bezeichnet (Dyson und Wright, 2001).  

Die Interaktion der AtDEG15 mit CML3 deutet darauf hin, dass es im Zuge der Bindung 

des Calmodulins an die AtDEG15 zu einer Konformationsänderung ehemals unstrukturier-

ter Bereiche der Protease kommen kann und somit eine Dimerisierung der AtDEG15 er-

möglicht würde.  

Anhand der Strukturvorhersage der AtDEG15 scheint die Protease in zwei Bereiche mit 

geordneter Struktur unterteilt zu sein. Diese beiden Bereiche werden jeweils von einem 

relativ großen loop unterbrochen (Leu132-Phe197, Trp397-Ile465) und über einen unstruk-

turierten Bereich (Leu326-Pro353) verbunden (Abb. 10). Dieser unstrukturierte Bereich der 

AtDEG15 könnte als Linker zwischen den beiden strukturierten Domänen fungieren und 

eine Rolle bei der Dimerisierung der DEG15 übernehmen. Beispielsweise könnte durch die 

Bindung eines CMLs und einer dadurch hervorgerufenen Änderung der Konformation des 

Linkers (Leu326-Pro353), die Lage der beiden strukturierten Domänen zueinander verän-
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dert werden. Durch eine solche Änderung könnte die Interaktion mit anderen Proteinen 

oder mit sich selbst induziert werden.  

Ein ähnlicher Mechanismus ist beispielsweise für die Bindung von Calmodulin an seine 

Zielproteine bekannt. Durch die Bindung an seine Interaktionspartner erfährt die Linker-

Region zwischen den beiden globulären Bereichen des Calmodulins eine Konformations-

änderung, legt sich um sein Zielprotein und formt eine Art Tunnel, durch den die Bindungs-

Domäne des Zielproteins verläuft (Luan et al., 2002).  

Wenn es sich bei der AtDEG15 um ein IUP handelt, ist neben der Strukturinduzierung 

durch die Calmodulin-Bindung auch eine Änderung der Konformation durch die Bindung 

von PTS2-tragenden Enzymen an die AtDEG15 möglich. Möglicherweise spielt dabei der 

Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne eine Rolle, da im Laufe dieser 

Arbeit nachgewiesen wurde, dass Deletionskonstrukte der AtDEG15 ohne diesen loop zwar 

zur Dimerisierung fähig sind (Abb. 28), aber PTS2-Enzyme von diesen Konstrukten nicht 

mehr prozessiert werden (Abb. 32). Durch eine Bindung des Substrates an den loop und 

eine dadurch induzierte Faltung dieses unstrukturierten Bereiches könnte es zu einer Modu-

lierung der Prozessierungs-Aktivität der AtDEG15 kommen.  

Ein ähnlicher Mechanismus der Aktivierung der Protease-Aktivität durch Bindung des 

Substrates konnte bereits für DegS identifiziert werden (Wilken et al., 2004). Die Inaktivie-

rung von DegS wird durch eine unkorrekte Position der katalytischen Triade im Molekül 

hervorgerufen, wodurch die Tasche, die für die spezifische Substrat-Bindung verantwort-

lich ist, verdeckt wird und weitere Strukturen, die an der Substrat-Bindung beteiligt sind, 

zerstört werden. Durch die Bindung von Stress-Signalen an eine PDZ-Domäne der DegS, 

kommt es zu einer Reorientierung des loops L3 der Protease-Domäne und zur Bindung des 

Stress-Signals an die Protease-Domäne. Durch die Reorientierung von L3 wird eine Kon-

formations-Änderung der übrigen loops innerhalb der Protease-Domäne hervorgerufen, 

wodurch DegS letztlich seine aktive Konformation erhält (Hasenbein et al., 2010). Ein 

ähnlicher Mechanismus ist auch bei der AtDEG15 denkbar, die in Pflanzen ebenfalls einen 

loop innerhalb der Protease-Domäne und laut Strukturvorhersagen (Abb. 10) einen zweiten 

loop innerhalb des N-Terminus besitzt. Allerdings fehlen der AtDEG15 die PDZ-Domänen, 

die in DegS die Substrat-Bindung vermitteln. Es ist nicht bekannt, welche Teile der At-

DEG15 an der Substrat-Bindung beteiligt sind. Die im Zuge dieser Arbeit erhaltenen Er-

gebnisse liefern erste Hinweise darauf, dass das erste drittel des N-Terminus (Met1-Ser94) 

der AtDEG15 an der Dimerisierung beteiligt ist und dass der C-Terminus der AtDEG15 
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und der Pflanzen-spezifische loop innerhalb der Protease-Domäne für die Modulierung der 

proteolytischen Aktivität von Bedeutung sind. Zur vollständigen Klärung der Mechanis-

men, die hinter der Substrat-Umsetzung stehen, sind weitere Untersuchungen nötig.    

Nicht zuletzt müssten über verschiedene Struktur-Untersuchungen z.B. mittels NMR oder 

CD, die Konformation der AtDEG15 und eventuelle Struktur-Änderungen der Protease 

oder einzelner Domänen durch die Bindung des Calmodulins oder der PTS2-tragenden 

Enzyme als Substrate geklärt werden. Erst anhand dieser Untersuchungen könnte ein coup-

led-folding-and-binding-Mechanismus endgültig bestätigt werden.  

 

Neue Untersuchungen haben gezeigt, dass intrinsisch unstrukturierte Proteine oft Regionen 

sequentieller oder struktureller Wiederholungen beinhalten (Tompa et al., 2003). Es wurden 

126 intrinsisch unstrukturierte Proteine untersucht und die codierenden Gene zeigten eine 

auffällig hohe Anzahl an Sequenz-Dopplungen. Der Prozentsatz an Proteinen mit kurzen 

Sequenz-Segmenten, die sich wiederholten, liegt bei 39% und ist damit deutlich höher als 

bei strukturierten Proteinen. Bei diesen liegt der Anteil an Dopplungen von Sequenzen 

zwischen 14% und 28% (Tompa et al., 2003).  

Aneinandergereihte, sich wiederholende Sequenzen, die in allen bislang untersuchten Ge-

nomen zu finden sind, werden nach der Länge ihrer Wiederholungen unterteilt in Satelliten, 

die eine Größe von mehreren tausend Basenpaaren aufweisen, in Minisatelliten, die aus 10-

1000 bp bestehen und in Mikrosatelliten, die aus bis zu 10 bp aufgebaut sind (Bois et al., 

1999; Vergnaud et al., 2000). Innerhalb von Micro- und Minisatelliten zeigen Gene einen 

hohen Grad an Polymorphismen und können dadurch relativ schnell neue funktionelle Ne-

benformen ausbilden. Da die Funktionen der IUPs auf großen ungeordneten Strukturberei-

chen der Proteine beruhen, können diese generell leichter durch Sequenzdopplungen ver-

ändert werden als globuläre Proteine, ohne dabei ihre Funktionalität einzubüßen. Es ist 

damit eine höhere genetische Variabilität möglich und eine schnellere funktionelle Ent-

wicklung der IUPs. Erstmals wurde das vermehrte Vorkommen von Sequenz-Dopplungen 

bei Proteinbereichen mit niedriger struktureller Komplexität (Wotton et al., 1994) und bei 

Bereichen mit einem hohen Prolin-Gehalt gezeigt (Williamson et al., 1994). Auch die At-

DEG15 weist einen erhöhten Prolin-Gehalt auf, wodurch sie erstmals in Zusammenhang 

mit den IUPs gebracht wurde. Es stellt sich die Frage, ob es bei der AtDEG15 im Laufe der 

Evolution aufgrund der ungeordneten Proteinstruktur ähnlich anderen IUPs zu Sequenz-

Dopplungen  gekommen ist. 
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Sequenz-Dopplungen sind unter den Vertretern der Familie der DEG-Proteasen bekannt. Es 

wird beispielsweise angenommen, dass DEG7, die in Pflanzen, Pilzen und Algen zu finden 

ist, im Zuge der Evolution aus einer kompletten Gen-Dopplung hervorgegangen ist 

(Schuhmann et al., 2011). DEG7 besitzt zwei Protease-Domänen, von denen eine aktiv und 

eine degeneriert ist, und vier PDZ-Domänen (Clausen et al., 2002). Es ist also denkbar, 

dass DEG7 durch Duplizierung eines DegP-like Genes, das für eine Protease-Domäne und 

für zwei PDZ-Domänen codiert, entstanden ist (Schuhmann et al., 2011). Die zweite Pro-

tease-Domäne wurde im Laufe der Evolution degeneriert und besitzt die Aminosäuren der 

katalytischen Triade nicht mehr. Gleichwohl wird sie von gängigen Datenbanken, wie 

HHpred oder InterPro als Serin-Protease-Domäne erkannt. Es wurde gezeigt, dass die 

degenerierte Protease-Domäne statt einer proteolytischen Aktivität Aufgaben bei der Bil-

dung von Homo-Oligomeren übernimmt (Schuhmann et al., 2011).  

Für die AtDEG15 kann zwar anhand einer Motiv-Suche mit den gängigen Datenbanken 

wie HHpred oder InterPro keine Gendopplung nachgewiesen werden, es ist aber möglich, 

dass die Motive im Laufe der Entwicklung auf Aminosäure-Ebene bereits zu weit abge-

wandelt wurden. Im Gegensatz zu der Motiv-Suche lässt die Strukturvorhersage (Abb 10) 

Vermutungen zu, dass es im N-terminalen Bereich der AtDEG15 zu einer Sequenz-

Dopplung gekommen ist, da hier hohe strukturelle Ähnlichkeiten zur Protease-Domäne mit 

dem Pflanzen-spezifischen loop zu finden sind. Das Vorkommen einer Gen-Dopplung bzw. 

die Dopplung eines Sequenz-Bereiches der AtDEG15 ähnlich der AtDEG7 würde die An-

nahme, dass es sich bei der AtDEG15 um ein IUP handelt, unterstützen.  

 

Neben den Strukturvorhersagen und Sequenz-Analysen gibt es aber weitere Anhaltspunkte, 

die die Annahme stützen, dass es sich bei der pflanzlichen DEG15 um ein IUP handelt. So 

lassen auch die experimentellen Ergebnisse darauf schließen, dass die AtDEG15 zumindest 

in Teilbereichen keine ausgeprägte 3D-Struktur besitzt. Es ist bekannt, dass IUPs unter 

nicht physiologischen Bedingungen zur Aggregation neigen und daher bei der Expression 

in heterologen Systemen vermehrt in inclusion bodies abgelagert werden. Auch die At-

DEG15 neigt besonders in prokaryotischen Systemen vermehrt zur Bildung von unlösli-

chen Aggregaten. Eine gleichzeitige Expression von Calmodulin im prokaryotischen Sys-

tem erhöht minimal die Löslichkeit der AtDEG15, es kann aber nach wie vor keine 

proteolytische Aktivität der AtDEG15 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen 

dafür, dass es tatsächlich durch die Bindung von Calmodulin an die AtDEG15 zu einer 
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Konformationsänderung bzw. zur Ausbildung einer geordneteren Struktur der AtDEG15 

kommt, wie die höhere Löslichkeit der AtDEG15 belegt. Das Fehlen der proteolytischen 

Aktivität lässt vermuten, dass für die Prozessierungs-Aktivität bzw. die Dimerisierung der 

AtDEG15 weitere Interaktionspartner oder Liganden benötigt werden, die bislang nicht 

identifiziert wurden, die aber für die Aktivität der AtDEG15 und die Ausbildung der end-

gültigen Struktur der Protease entscheidend sind.  

 

Im Laufe dieser Arbeit konnte am Beispiel der AtDEG15 gezeigt werden, dass sich die 

Pflanzen-DEG15 aufgrund ihrer Sequenz und ihrer Struktur deutlich von den übrigen Ver-

tretern der Familie der DEG-Proteasen unterscheidet. Die hohe strukturelle Flexibilität und 

das postulierte Vorkommen ungeordneter Teilbereiche innerhalb des Proteins deuten in 

Zusammenhang mit der nachgewiesenen Calmodulin-Bindung auf einen vollkommen neu-

en Mechanismus der Regulierung proteolytischer Aktivität hin. Es gibt Hinweise darauf, 

dass dieser Mechanismus Pflanzen-spezifisch ist. Vor dem Hintergrund, dass PTS2-

tragende Enzyme auch ohne die Abspaltung ihrer pre-Sequenz enzymatisch aktiv sind 

(Gietl et al., 1994; Kato et al., 1996), kann davon ausgegangen werden, dass die AtDEG15 

neben der Prozessierung des PTS2 weitere für die Pflanze essentielle Funktionen hat.   
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4 Material und Methoden 

4.1 Molekularbiologische Methoden 

4.1.1 Verwendete Escherichia coli-Stämme und ihre Kultivierung 

 

Stamm Genotyp Resistenz Quelle 

DH5α 

F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 

deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) 

phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

-  
Invitrogen (Karls-

ruhe) 

XL1-blue 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 

supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZ∆M15 

Tn10 (Tetr)] 

Tetracyclin 
Stratagene (Hei-

delberg) 

BL21 (DE3) F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal λ(DE3), - 
Novagen (Merck, 

Darmstadt) 

Rosetta (DE3) 

pLysS 

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) 

pLysSRARE (CamR) 

Chlora-

mpheni-col 

Novagen (Merck, 

Darmstadt) 

ArcticExpress 

RIL 

F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr gal 

endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr] [argU 

ileY leuW Strr] 

Gentamycin 
Stratagene (Hei-

delberg) 

 

Die Anzucht von E.coli erfolgte bei 37°C entweder in LB-Flüssigmedium im Schüttler bei 

200 rpm oder auf LB-Agarplatten.  

Zur Selektion der Transformanden wurden dem LB-Medium entsprechende Antibiotika in 

folgenden Konzentrationen zugesetzt:  

Antibiotikum Konzentration [mg/l] Stammlösung [mg/ml] 

Ampicillin 50-100 (bzw. 180) 100, in sterilem H2O 

Chloramphenicol 34 34, in 100% Ethanol 

Gentamycin 12,5 25, in sterilem H2O 

Kanamycin 25-50 50, in sterilem H2O 

Rifampicin 25 25, in 100% Ethanol 

Tetracyclin 20 20, in sterilem H2O 
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LB-Medium (Luria-Bertani) 

  5 g/l Hefeextrakt  

10 g/l Pepton  

10 g/l NaCl  

15 g/l Agar (optional: nur bei Festmedium)  

 

Mit 5M NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren, Antibiotika-Zugabe erfolgte nach Ab-

kühlen des Mediums auf ca. 60°C. 

 

4.1.2 Anzucht von A .tumefaciens 

Die Anzucht von A .tumefaciens erfolgte bei 28°C entweder in LB-Flüssigmedium im 

Schüttler bei 200 rpm oder auf LB-Agarplatten siehe 4.1.1.  

 

4.1.3 Anzucht von A. thaliana  

Bei den für die Versuche verwendeten Pflanzen handelte es sich ausschließlich um Ara-

bidopsis thaliana-Pflanzen des Ökotyps Columbia (Col) oder um transgene Pflanzen dieses 

Ökotyps. Bei den Versuchen dieser Arbeit wurden die Pflanzen entweder zunächst auf MS-

Platten vorgezogen oder direkt in Erde ausgebracht. 

Für die Vorzucht auf Platten wurden die Samen nach Oberflächensterilisation auf MS-

Medium (MS 0,5x Saccharose) ausgebracht, die Platten zur Stratifizierung für 2 Tage bei 

4°C unter Licht gelagert und anschließend unter Dauerlicht (60 μE x m-2 x s-1) bei 22-

23°C 4 bis 14 Tage bis zu ihrer Verwendung angezogen. 

Für die vorgenommene Oberflächensterilisation von Arabidopsis-Samen, wurden jeweils 

die benötigten trockene Samen mit 0,75 ml 80% EtOH (v/v) / 0,1% Triton X-100 (v/v) 

versetzt und 30 min bei RT geschüttelt. Anschließend wurde 0,25 ml einer  3% (v/v) Natri-

umhypochlorit (NaOCl)-Lösung zugegeben und weitere zwei Minuten sterilisiert. Nach 5-

maligem Waschen mit je 1 ml sterilem mQ-Wasser wurden die Samen auf MS-Platten aus-

gebracht. 
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MS-Medium (0,5x Saccharose) (Murashige & Skoog, 1962) 

 2,5 ml/l 400x Mikrosalz-Lösung 

100 ml/l 10x Makrosalz-Lösung 

 5,0 g/l Saccharose 

 1,0 g/l MES 

 

 

mit 5 M KOH auf einen pH-Wert von 5,8 einstellen 

optional: 10,0 g/l Agar für festes Medium zugeben und 

autoklavieren  

 

400x Mikrosalze 

0,01 g/l CoCl2 x 6 H2O 

0,01 g/l CuSO4 x 5 H2O 

11,2 g/l FeSO4 x 7 H2O 

  1,2 g/l H3BO3 

  0,3 g/l KI 

14,6 g/l Na2EDTA 

  0,1 g/l Na2MoO4 x 2 H2O 

  0,8 g/l ZnSO4 x 4 H2O 

 

Lagerung bei -20°C 

10x Makrosalze 

  3,3 g/l CaCl2 x 2 H2O 

  1,7 g/l KH2PO4 

19,0 g/l KNO3 

  3,7 g/l MgSO4 x 7 H2O 

  4,0 g/l MnSO4 x 4 H2O 

16,5 g/l NH4NO3 

 

Lagerung nach Autoklavieren bei RT 

 

 

 Die Anzucht in Erde erfolgte in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter Langtagbedin-

gungen (16h Licht - 100 μE x m-2 x s-1, 22°C, 65% Luftfeuchtigkeit; 8h Dunkelheit bei 

17°C, 75% Luftfeuchtigkeit) bzw. im Gewächshaus in einer Perlit-Einheitserde-Mischung 

(Typ T). Die Generationszeit lag bei 6 bis 8 Wochen. 

 

4.1.4 Anzucht von Nicotiana tabacuum 

Die Anzucht von Nicotiana tabacuum erfolgte in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter 

Langtagbedingungen (16h Licht - 100 μE x m-2 x s-1, 22°C, 65% Luftfeuchtigkeit; 8h 

Dunkelheit bei 17°C, 75% Luftfeuchtigkeit) bzw. im Gewächshaus. Zur Aussaat der Samen 

und für die Kultivierung der Pflanzen wurde eine Perlit-Einheitserde-Mischung (Typ T) 

verwendet. Die Generationszeit lag bei 4-5 Monaten. Es wurden Tabakpflanzen der Varietät 

Petit havanna bzw. Xanthic kultiviert. 
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4.1.5 Methoden zur DNA-Isolierung 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde ein alkalisches Lyse- Protokoll (Birnboim & Doly, 

1979) verwendet. Für die Plasmid-DNA-Präparation wurde eine 5 ml-ÜN-Kultur einer 

Einzelkolonie verwendet, von der 4 ml für 5 min bei 4000 xg abzentrifugiert wurden. Das 

Pellet wurde in 250 μl GET-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 250 μl Lysepuffer 

wurde das Reaktionsgefäß 6-8mal invertiert. Die Lyse erfolgte während einer Inkubation 

von 5 min auf Eis. Danach wurden zur Neutralisation und Fällung von genomischer DNA 

und vorhandener Proteinen 250 μl 3 M Kaliumacetat, pH 4,8 zugegeben. Nach Zentrifuga-

tion für 10 min bei 16000 xg wurde der Überstand mit demselben Volumen vorgekühltem 

Ethanol versetzt und für 20 min bei -20°C die Plasmid-DNA gefällt. Anschließend wurde 

10 min lang bei 16000 xg zentrifugiert. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 500 μl 80% 

(v/v) Ethanol gewaschen, erneut  für 5 min bei 16000 xg zentrifugiert und bei RT ca. 30 

min getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 25-50 μl 0,1x TE-Puffer mit 25 μg/ml 

RNase aufgenommen und 1 h bei 37°C inkubiert. 

 

GET-Puffer 

50 mM Glucose  

10 mM EDTA (pH 8,0)  

25 mM Tris-HCl (pH 8,0)  

Lyse-Puffer 

0,2 M NaOH  

   1 % SDS 

 

0,1 x TE-Puffer 

   1 mM Tris-HCl (pH 8,0)  

0,1 mM EDTA 

 

Neutralisationspuffer 

3 M Kaliumacetat  (pH 4,8 bis 5,2) 

 

 

4.1.6  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit Hilfe der PCR-Techniken können DNA-Fragmente exponentiell vermehrt und durch 

Verwendung entsprechender Primer verändert bzw. modifiziert werden. Für die durchge-

führten Klonierungen  erfolgte die Amplifizierung von DNA-Fragmenten unter Verwen-

dung von Polymerasen mit Korrekturfunktion (proof reading) (Phusion high fidelity, Bio-

zym), um ein Auftreten von falsch eingebauten Nucleotiden zu verhindern bzw. deren 

Anzahl möglichst gering zu halten. Wurde die PCR verwendet, um Transformanden zu 

ermitteln bzw. um Pflanzen auf Homozygotie zu überprüfen wurde die GoTaq


-Polymerase 

(Promega) bzw. die Phire-Plymerase (Biozym) verwendet.  
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Dabei wurde in den meisten Fällen folgender PCR-Ansatz verwendet, der unter gegebenen 

Umständen aber auch abgewandelt bzw. angepasst wurde: 

Komponente Endkonzentration Volumen [µl] 

DNA-template 1 - 20 ng 1 

Puffer (enthält 25 mM MgCl2): 

  5x Phusion-buffer low GC 

  5x GoTaq


Green für GoTaq


-Polymerase 

1x  (2,5 mM MgCl2) 

 

 

 

2 

4 

dNTP-Mix (10 mM) 2,5 mM 1 

Primer forward (100 μM) 0,1 μM 0,5 

Primer reverse (100 μM) 0,1 μM 0,5 

Polymerase: 

Phusion (5 U/μl) 

GoTaq


 (5 U/μl) 

0,5 U 

 

 

 

0,2 

0,5 

mQ-H2O Auffüllen auf 20 μl 
 

 

Die PCR wurde unter folgenden Beispielbedingungen im Pico-Cycler (Biozym) durchge-

führt: 

 

Dauer Temperatur Vorgang Zyklenanzahl 

2 min 95 °C Initialdenaturierung 1 

10 sec 95 °C Denaturierung 

30-35
(C) 

10 sec 50-65°C
(A) 

Primer-Annealing 

30sec-2min
(B) 

72 °C Elongation 

7 min 72 °C finale Elongation 1 
 

 

(A)Die Annealingtemperatur muss für jeden Primer aufgrund seiner Länge und des GC-Gehaltes der 

Sequenz bestimmt werden. Angaben hierzu liefert der Hersteller MWG 

(B) Die Elongationszeit ist abhängig von der Länge des DNA-Fragmentes, das amplifiziert werden 

soll und von der verwendeten Polymerase; die verwendete Phusion Polymerase amplifiziert bei-

spielsweise ca. 1 kb in 15 sec  

(C) Die Zyklenzahl der PCR muss je nach erhaltenem Produkt gegebenenfalls ebenfalls angepasst 

werden; die Standart-PCR wurde mit 30 Zyklen gefahren 
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4.1.7 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Analyse isolierter DNA bzw. von PCR-Produkten oder Produkten eines Restriktions-

verdaus erfolgte über Agarose-Gelelektrophorese. Zur Auftrennung der DNA-Fragmente 

entsprechend ihrer Molekülgröße wurde eine Agarose-Konzentration von 1,0% (w/v) in 1x 

TAE als Elektrophorese-Puffer verwendet. Die Visualisierung der DNA konnte durch Zu-

satz von 0,1 μg/ml Ethidiumbromid zu den Gelen unter UV-Licht (λ=302 nm) vorgenom-

men werden. Die Elektrophorese erfolgte bei 180 V und 400 mA in der Gelkammer. Als 

Größenstandards diente je nach zu erwartender Molekülgröße der Produkte entweder mit 

HindIII verdaute λ-DNA oder verschiedene DNA-Marker (siehe Anhang 5.3.). Die DNA-

Proben wurden vor dem Probenauftrag mit 6-fach Gelladepuffer (Endkonzentration 1x, 

MBI Fermentas) versetzt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1x TAE-Puffer auf-

gekocht, nach dem Abkühlen auf ca. 60°C wurden 5 μl Ethidiumbromid-Stammlösung pro 

100 ml zugesetzt und das Gel in eine entsprechende Gelkammer gegossen. 

 

EtBr-Stammlösung: 

10 g/l  Ethidiumbromid in mQ-H2O  
 

Gelladepuffer 6x 

0,09 % Bromphenolblau (w/v) 

0,09 % Xylene Cyanol FF (w/v) 

60 mM EDTA 

 

 

50x TAE 

2 M TrisBase 

5,71 % (v/v) Essigsäure 

50 mM EDTA (pH 8,0) 

 

Verwendete Größenstandards  

1 kb DNA-Ladder (MBI Fermentas) 

λ-HindIII-Marker (MBI Fermentas) 

100 bp Ladder (MBI Fermentas) 
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4.1.8 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

Damit nachfolgende Reaktionen wie Ligationen und Sequenzierungen nicht durch Verun-

reinigungen oder kleine DNA-Fragmente gestört wurden, wurden Produkte der PCR sowie 

der Restriktionsverdaue über Gelelektophorese aufgetrennt und aus den Agarosegelen ge-

reinigt. Hierfür wurden nach der Agarose-Gelelektrophorese die DNA-Banden unter lang-

welligem UV-Licht (λ = 316 nm) möglichst schnell aus dem Gel ausgeschnitten und die 

DNA mit Hilfe eines Gelextraktionskits (ExtractionII, Macherey-Nagel
®
) aus dem Gel 

isoliert. Die Elution der gelextrahierten DNA nach der Bindung an die Reinigungssäule 

erfolgte mit auf 60°C erwärmten mQ-Wassers. 

 

4.1.9 Bestimmung der DNA-Konzentration 

Bei einer Reihe molekular biologischer Methoden (Restriktionsverdau, PCR, Ligation) 

muss im Vorfeld des Versuches die Konzentration der eingesetzten DNA bestimmt werden. 

Dies erfolgte zum einen über eine Mengenabschätzung der DNA im Vergleich zu HindIII 

verdauter -DNA, zum anderen über eine photometrische Vermessung der einzusetzenden 

Probe.  

 

4.1.9.1 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels -DNA 

Um die Konzentration von DNA-Fragmenten zum Beispiel für eine Ligation zu bestim-

men, wurde der λ-HindIII-Marker verwendet. Anhand eines Intensitätsvergleiches von den 

Markerbanden mit den Probenbanden konnte die Menge an aufgetragener DNA auf dem 

Gel bestimmt werden und durch Einbeziehen des Volumens an eingesetzter DNA konnte 

die Konzentration in der Probe ermittelt werden. 

Zur Herstellung des λ-HindIII-Markers wurden 300 µl λ-DNA (300 µg/µl) in einem End-

volumen von 1600 µl für 1 h bei 37°C mit HindIII verdaut. Im Anschluss wurde das Enzym 

hitzeinaktiviert (20 min, 65°C) und der Ansatz mit 200 µl Gelladepuffer versehen (End-

konzentration: 50 ng/µl). Aufgetragen wurden 2 µl Marker, so dass eine DNA-Menge von 

100 ng eingesetzt wurde.  
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4.1.9.2 Photometrische Vermessung 

Die DNA-Konzentration einer Lösung wurde durch Bestimmung des Extinktionskoeffie-

zienten bei 260 nm ermittelt. Für die Messung wurde ein Spektralphotometer mit einer UV-

Lichtquelle verwendet und 100µl Probe (1:50 verdünnt in H2O bidest.)  in entsprechenden 

Küvetten eingesetzt. Neben der Konzentrationsbestimmung konnte auch die Reinheit der 

Probe abgeschätzt werden, wenn neben der Extinktion bei 260 nm auch die Extinktions-

werte bei den Wellenlängen 230 und 280 nm bestimmt wurden.  

 

4.1.10 Verdau von DNA durch Endonukleasen 

Für das Schneiden von DNA-Fragmenten wurden Restriktionsendonukleasen von New 

England BioLabs (NEB) oder MBI Fermentas in den vom Hersteller vorgeschlagenen Puf-

fern (1x Endkonzentration) verwendet. Wurden Vektoren für eine Klonierung verdaut, 

wurden 0,5 - 1 μg DNA eingesetzt, wurden lediglich Testverdaue von klonierten Fragmen-

ten durchgeführt, wurden 0,1 – 0,5 μg DNA für den Verdau verwendet. Beim Verdau von 

PCR-Produkten wurden diese vorher über Gelextraktion gereinigt und der gesamte PCR-

Ansatz für den Verdau verwendet. Jeder Ansatz enthielt 2-4 U Restriktionsenzym pro μg 

eingesetzte Plasmid-DNA bzw. pro µg PCR-Produkt. Sollte ein Doppelverdau erfolgen, 

wurden entweder die Restriktionsenzyme im Vorfeld so gewählt, dass für beide Enzyme 

der selbe Puffer verwendet werden konnte oder es wurde einzeln in dem jeweils angegebe-

nem Puffer verdaut und zwischen den einzelnen Verdauen umgepuffert. Die Inkubation 

erfolgte nach Angaben des Herstellers für die jeweiligen Enzyme 30 min bis 3h bei 37°C. 

Die Größe der entstandenen Fragmente wurde über Agarosegele geprüft und die DNA-

Fragmente gegebenenfalls über Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.  
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4.1.11 Ligation von DNA-Fragmenten 

Vor der Ligation wurde der verdaute Vektor dephosphoryliert, um die Religation der linea-

risierten DNA-Fragmente zu unterbinden. Es wurden die entsprechenden komplementären 

Enden dephosphoryliert. Zu einem 20 µl Ansatz eines Restriktionsverdaus wurden 1µl Al-

kalische Phosphatase (AP, alkaline phosphatase, NEB) sowie 2,5µl 10x Puffer und 1,5 µl 

mQ gegeben, so das ein Endvolumen von 25 µl erreicht wurde. Die Dephosphorylierung 

erfolgte bei 37°C für bis zu 30 min, anschließend wurde das Enzym 20 min lang bei 65°C 

hitzeinaktiviert 

Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurde der linearisierte, dephosphorylierte Vektor 

und das einzuklonierende Insert in einem molaren Verhältnis von Vektor zu Insert von 1:3 

bis 1:5 eingesetzt, je nach Fragmentlänge und Ausgangskonzentration der DNA-

Fragmente. Die Ligation erfolgte in einem Ansatz mit einem Volumen von 10 µl, wobei 1µl 

T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) und 1µl des vom Hersteller bereitgestellten Puffers ent-

halten waren. Der Ansatz wurde 1 h bei 22°C bzw. über Nacht bei 16°C inkubiert und an-

schließend in chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert. 

 

4.1.12 Herstellung chemisch kompetenter und elektro-kompetenter Zellen 

Chemisch kompetente Zellen: 

Eine 250 ml-Kultur von Escherichia coli-Zellen wurde in Anzucht-Medium bei 18°C bis 

zu einer OD600 von 0,6 kultiviert (ca. 16h). Nachdem die Kultur für 10 min auf Eis abge-

kühlt wurde, wurden die Zellen 15 min bei 4000 rpm (2500 xg) und 4°C abzentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Medium resuspendiert und unter den gleichen 

Bedingungen abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml eiskaltem TB-Medium resus-

pendiert und der Zellsuspension 0,7 ml DMSO zugesetzt. Nach einer Inkubation von 10 

min auf Eis wurden 200 µl-Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C ge-

lagert. 
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Anzucht-Medium 

 20 g/l Pepton   

   5 g/l Hefeextrakt     

 10 mM NaCl      

2,5 mM KCl      

 10 mM MgCl2 

 10 mM MgSO4 

TB-Medium 

  10 mM PIPES (pH 6,4) 

  55 mM MnCl2 

  15 mM CaCl2 

250 mM KCl 

 

 

Elektro-kompetente Zellen: 

Die Anzucht von Kulturen erfolgte bei 28°C in LB-Medium. Eine 500 ml-ÜN-Kultur wur-

de bei einer OD600 von 0,5 bis 0,8 zunächst 10 min lang auf Eis abgekühlt, dann 10 min bei 

5000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit 500 ml eiskaltem 

mQ-Wasser gewaschen und erneut 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Nach Wiederholung 

dieses Wasch- und Zentrifugationsschrittes wurde das Pellet in 20 ml 10% (v/v) Glycerin 

(steril) resuspendiert und erneut bei 5000 rpm 10 min zentrifugiert. In einem letzten Schritt 

wurden die Zellen in 3 ml Glycerin aufgenommen und 250 µl Aliquots nach dem Einfrie-

ren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

 

4.1.13 Transformation chemisch kompetenter E.coli mit rekombinanter DNA  

Zunächst wurden die benötigten, bei -80°C gelagerten Zellen für 20 min auf Eis aufgetaut, 

1µl Plasmid-DNA bzw. 10µl eines Ligationsansatzes zugegeben und 30 min auf Eis inku-

biert. Der Hitzeschock erfolgte für 30 s bei 42°C im Wasserbad, im Anschluss wurden die 

Transformationsansätze für 2 min auf Eis inkubiert und 1 ml SOC-Medium zugegeben. 

Nach einer Inkubation von 1 h unter Schütteln bei 37°C wurden die transformierten Zellen 

auf LB-Platten, die mit entsprechende Antibiotika supplementiert waren, ausplattiert und 

bei 37°C über Nacht (mindestens 16 h) inkubiert.   

 

SOC-Medium: 

  5 g/l Hefeextrakt  

10 g/l Pepton  

10 g/l NaCl  

20 mM Glucose 

10 mM MgSO4 

10 mM MgCl2 
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4.1.14 Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens mit rekombinanter 

DNA 

Für die Elektroporation wurden die elektrokompetenten Agrobakterien und die Elektropo-

rationsküvette und auf Eis vor gekühlt. Zu den Zellen wurden zwischen 100-200 ng Plas-

mid-DNA zugegeben und die Zellen 30 min auf Eis inkubiert. Bei einem Abstand der 

Küvettenelektroden von 0,5 cm wurden folgende Elektroporationsparameter eingestellt: V 

= 1,25 kV, C = 25 ìFD, R = 700 Ù, t = 17,5 ms. Nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium 

zugegeben, gemischt und die Suspension in ein 10ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Trans-

formationsansätze wurden für 1 h bei 30°C geschüttelt und anschließend auf LB-Platten, 

die mit entsprechenden Antibiotika supplementiert waren, ausplattiert und diese bei 30°C  

für 2 bis 3 Tage inkubiert. 

 

4.1.15 DNA-Isolation aus A.thaliana: 

4.1.15.1 CTAB 

Über die CTAB-Methode (Rogers & Bendich, 1994) wurde genomische Pflanzen-DNA 

isoliert. Das Pflanzenmaterial (Blätter bzw. Keimlinge) wurde zunächst homogenisieren, 

indem die Proben in flüssigem Stickstoff abgekühlt und anschließend fein gemörsert wur-

den. Nach der Homogenisierung wurden 300 µl eines 2x CTAB-Puffers zugegeben und gut 

gemischt. Nach Inkubation bei 65°C für 1 h wurden die Proben auf Eis abgekühlt und 300 

µl Chloroform zur Entfernung von Proteinen und Chlorophyllen aus der CTAB-Phase zu-

gegeben, gevortext und 5 min lang abzentrifugiert. Die wässrige (obere) Phase wurde in ein 

frisches Reaktionsgefäß überführt und zur Fällung der genomischen DNA 300 µl Isopropa-

nol (-20°C) zugegeben. Nach der 10-minütigen Fällung des CTAB-DNA-Komplexes wur-

de bei 14000 rpm für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde nach erfolgter 

Zentrifugation abgenommen und das Pellet mit 500 µl 80% Ethanol gewaschen. Nach er-

neuter Zentrifugation wurde das DNA-Pellet bei RT für 30 min getrocknet und in 50 µl 

0,1x TE mit 0,05% RNase aufgenommen, 15 min bei 37°C suspendiert und nach Denatu-

rierung der RNAse  bei 65°C zur PCR eingesetzt.  
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4.1.15.2 Isolationskit (Biozym) 

Verwendet wurde das Phire plant direct PCR-Kit (Biozym). Das Phire Plant Direct PCR Kit 

wurde für eine DNA-Amplifikation direkt aus Pflanzenmaterial eingesetzt. Eine DNA-

Extraktion/Isolierung ist nicht notwendig. Das Kit basiert auf der Phire Hot Start DNA-

Polymerase (Biozym) und enthält die Reagenzien für die PCR, sowie Tools zur Probenent-

nahme. Es wurden vorgegebene Teile an Pflanzenmaterial ausgestanzt, diese direkt in PCR-

Reaktionsgefäße überführt und die PCR mit Hilfe der im Kit enthaltenen Reagenzien und 

entsprechenden Primern angesetzt.  

 

4.1.16 Transformation von A.thaliana mittels floral dipping 

Die Agrobakterien-vermittelte stabile Transformation von Arabidopsis-Pflanzen erfolgte 

unter Verwendung des Agrobakterienstammes C58 pGV3101 (Van Larebeke et al., 1974). 

Es wurde der binäre Vektor pCAMBIA 1301 mit bakteriellen Resistenzmarker gegen Ka-

namycin und dem pflanzlichen Resistenzmarker Hygromycin verwendet. Für die Trans-

formation wurden Arabidopsis-Pflanzen (Ökotyp Columbia), deren Blüten gerade noch 

nicht geöffnet waren, verwendet. Die Transformation wurde nach der Floral Dip-Methode 

(Bechtold, 1993; Clough & Bent, 1998) durchgeführt. Die Agrobakterienstämme, welche 

das zu transformierende Plasmid mit Kanamycin-Resistenz trugen, wurden bis zu einer 

OD600 von 0,8 in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika (neben Kanamycin auch 

Rifampicin und Gentamycin) angezogen (ca. 400 ml pro 3 zu transformierenden Pflanzen), 

bei 2500 rpm 15 min bei RT abzentrifugiert, und das Bakterienpellet in 400 ml einer 5% 

Saccharose-Lösung mit 0,05% (v/v) Silwet L-77 resuspendiert. Die Pflanzen wurden mit 

den Infloreszenzen kopfüber für 2 min in diese Lösung getaucht, schräg in eine Pflanzscha-

le gestellt und für 24h abgedeckt, um eine möglichst hohe Luftfeuchtigkeit zu erzielen. 

Nach ausreichendem Gießen wurden die Pflanzen nach 24h ohne Licht weiter in Phy-

tokammern gezogen. Die Prozedur wurde zweimal in einem Abstand von drei bis vier Ta-

gen wiederholt. Positive Transformanden wurden in der nächsten Generation T1 bei einem 

Screen auf Hygromycin (50µg/ml)-MS-Platten isoliert. 

 



  

 125 

4.1.17 Transiente Transformation von Tabakpflanzen mit  A. tumefaciens  

2 ml einer Übernachtkutur, die aus einer Einzelkolonie der entsprechenden  A. 

tumefaciens-Transformanden in YEB-Medium angesetzt wurde, wurde in 50 ml 

Induktions-Medium überimpft und bei 30°C und 300 rpm im Schüttler inkubiert, 

bis eine OD600 von 0,8 erreicht wurde. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 

3000 xg und RT für 10 min präzipitiert mit 10 ml Puffer A gewaschen, erneut ab-

zentrifugiert und wiederum in 10 ml Puffer A resuspendiert. Im Anschluss wurde 

zu der Suspension 100 µM Acetosyringon zugegeben und eine OD600 von 1,0 ein-

gestellt. Es wurden zum einen ganze Tabakpflanzen für die Transfektion verwendet, die 20 

min unter Vakuum (60-80 mbar) kopfüber in die Agrobakterien-Suspension eingebracht 

wurden und somit die Agrobakterien durch den anliegenden Unterdruck ins Gewebe ge-

sogen wurden, zum anderen wurden nur die Blätter der Tabakpflanzen verwendet, in die 

eine Agrobakterien-Suspension mittels einer Spritze über die Blattunterseite direkt in das 

Gewebe gedrückt wurde. Nach erfolgter Transfektion wurden die Tabakpflanzen in Klar-

sichtfolie gepackt, um eine möglichst hohe Luftfeuchtigkeit zu gewährleisten, und weiter-

kultiviert. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (24h, 48h, 72h, 96h) Proben entnom-

men. Hierzu wurde zu allen Zeitpunkten ein Stück eines infiltrierten Blattes mit identischer 

Größe ausgestanzt, ein Proteinextrakt aus diesen Blatt-Teilen hergestellt und dieser über 

12,5% SDS-Page. Als negativ Kontrollen wurden Proben von nicht infizierten Pflanzen 

und von Pflanzen, die mit Agrobakterien infiltriert wurden, die die entsprechenden leeren 

Vektoren enthielten, ebenso aufgearbeitet und über 12,5% SDS-PAGE analysiert.  

Zur Erstellung des Proteinextraktes wurden die Blattscheiben unter flüssigem Stickstoff 

eingefroren, mit einem Glaspistill zerrieben, anschließend mit 100 µl Puffer B homogeni-

siert und 5 min bei 95°C inkubiert.  

YEB-Medium 

15 g Peptone 

3 g Hefeextrakt 

6 g NaCl 

1 g Glucose 

 

Mit 5M NaOH auf pH 7,4 einstellen autokla-

vieren,  

nach dem Autoklavieren Zugabe von 2 mM 

MgSO4 

 Induktions-Medium 

15 g Peptone 

3 g Hefeextrakt 

6 g NaCl 

1 g Glucose 

5 g MES 

 

Mit 5M HCl auf pH 5,6 einstellen autokla-

vieren,  

nach dem Autoklavieren Zugabe von 2 µM 

Acetosyringon und 2 mM MgSO4 
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Puffer A 

10 mM MgSO4 

10 mM MES pH 5,5 

 Puffer B 

125 mM Tris/HCl pH 6,8 

1 % SDS (w/v) 

10 % Glycerin (v/v) 

50 mM Na2S2O5 

 

4.1.18 Aktivitätsassay mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC 

Die Bestimmung der proteolytischen Aktivität von rekombinant exprimierter AtDEG15 

wurde mit dem fluorogenen Dipeptid Cbz-Phe-Arg-AMC (Sigma) analysiert. Diese fluoro-

gene Peptid wurde gewählt, da es mit dem Arginin eine spezifische Spaltstelle vieler Serin- 

und Cystein-Proteasen aufweist (Morita et al, 1977). Wird durch eine proteolytische Spal-

tung das Donor-Akzeptor-Paar (AMC-Gruppe) entkoppelt, kommt es zur Emission von 

Strahlung der Wellenlänge 460 nm. Die Anregungswellellänge der AMC-Gruppe liegt bei 

360 nm. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte in einem Perkin-Elmer platereader (HTS 

7000 Plus), der über das Programm HT soft 2.0 angesteuert wird, in schwarzen 96-well 

Microtiterplatten. Es wurden jeweils 20 µl Probe und 80 µl der 1:500 verdünnten Substrat-

Stammlösung in die Microtiterplatte gegeben und diese 30 min bei 30°C inkubiert. Die 

Endkonzentration des fluorogenen Peptids betrug damit 1,6 nM. Die akkumulierte Fluores-

zenz wurde in RFU/30 min angegeben.  

Substrat-Stammlösung 

10 mM Cbz-Phe-Arg_AMC in DMF 

 Verwendeter Puffer für die Substrat-Verdünnung 

50 mM Na2PO4 pH 7,5 
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4.2 Yeast Two-Hybrid Interaktionsscreen 

Die Entwicklung des Yeast Two-Hybrid Systems (Fields & Song, 1989) basiert auf der Ent-

deckung des Aufbaus eukaryotischer Transkriptionsfaktoren (Sadowski et al., 1988). Diese 

Transkriptionsfaktoren (z.B. Gal4 aus Hefe) besitzen zwei räumlich und funktionell vonei-

nander unabhängige Domänen mit verschiedenen Untereinheiten für DNA-Bindung bzw. 

Aktivierung eines Reporter-Genes (Hope & Struhl, 1986; Keegan et al., 1986; Ma & 

Ptashne, 1987). Für die Funktionalität des Transkriptionsfaktors müssen diese beiden Do-

mänen nicht notwendigerweise kovalent miteinander verknüpft sein (Ma & Ptashne, 1988), 

was im Yeast Two-Hybrid System genutzt wird. Die codierenden Sequenzen der zu über-

prüfenden Proteine bzw. Interaktionspartner werden mit den Binde- bzw. Aktivierungs-

Domänen fusioniert. Kommt es zu einer Interaktion der beiden getesteten Proteine bedingt 

dies eine räumliche Annäherung der Bindungs- und der Aktivierungsdomäne, was zu einer 

Transkription des Reporter-Gens führt.  

 

4.2.1 Verwendete Hefe-Stämme und ihre Kultivierung 

Die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae (Stamm AH109) erfolgte bei 30°C im 

Vollmedium (YPD-Medium) bzw. im Minimalmedium (MS-Medium) mit Glucose als 

Kohlenstoff-Quelle. Das Minimalmedium mit der entsprechenden Dropout-Lösung wurde 

dabei zur Selektion von Transformanden verwendet. Die Flüssigkulturen wurden bei 200 

rpm im Schüttler inkubiert. 

 

Stamm Genotyp Quelle 

AH109 

MATa, trp1-109, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4∆, 

gal80∆,LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-

GAL2TATA-ADE2, URA::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 

(James et al., 1996) 

Matchmaker Clon-

tech 
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YPD-Medium 

10 g/l Hefeextrakt 

20 g/l Pepton 

15 g/l Agar für festes Medium 

pH 6,5 

autoklavieren; nach dem Abkühlen Zugabe von steriler 2% Glucose  

 

 

SD-Medium 

100 ml/l 10x Makrosalze 

    1 ml/l 1000x Mikrosalze 

  15 g/l Agar für festes Medium 

auf einen pH-Wert von 5,8 einstellen 

autoklavieren 

Zugabe von 2% Glucose und  

100 ml/l 10x Dropout-Lösung  

(beides steril) 

 

10x Makrosalze für SD-Medium 

10 g/l KH2PO4 

10,24 g/l MgSO4 x 7 H2O 

  1 g/l NaCl 

  1 g/l CaCl2 

50 g/l (NH4)2SO4 

autoklavieren 

 

1000x Mikrosalze für SD-Medium 

    2 mg/l Biotin 

400 mg/l Ca-Pantothensäure 

  20 mg/l Folsäure 

    2 g/l    myc-Inositol 

400 mg/l Nicotinsäure 

200 mg/l p-Aminobenzoesäure 

400 mg/l Pyridoxin-HCl 

200 mg/l Riboflavin 

400 mg/l Thiamin-HCl 

500 mg/l Borsäure 

  40 mg/l Cu2SO4 

100 mg/l KI 

200 mg/l FeCl3 

400 mg/l MnSO4 

200 mg/l Na-Molybdat 

400 mg/l ZnSO4 

sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C 

 

10x Dropout-Lösung 

200 mg/l L-Adenin-Hemisulfat 

200 mg/l L-Arginin-HCl 

300 mg/l L-Isoleucin 

300 mg/l L-Lysin-HCl 

200 mg/l L-Methionin 

500 mg/l L-Phenylalanin 

200 mg/l L-Threonin 

200 mg/l L-Tyrosin 

200 mg/l L-Uracil 

1500 mg/l L-Valin 

200 mg/l L-Histidin-HCl x H2O 

1000 mg/l L-Leucin 

200 mg/l L-Tryptophan 

 

 

Je nach Selektion wurden entsprechende Aminosäuren L-Histidin, L-Leucin oder L-

Tryptophan der Dropout-Lösung nicht zugesetzt. 
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4.2.2 Minipräparation genomischer DNA aus Hefe  

Für die Präparation von DNA aus Hefe wurden die Zellen einer 4 ml-ÜN-Kultur verwen-

det, die durch Zentrifugation für 5 min bei 3500 xg geerntet und mit 1 ml mQ gewaschen 

wurden. Das Pellet wurde in 500 µl Lysepuffer aufgenommen und mit drei Spatelspitzen 

Glasperlen 1,5 min  gevortext und anschließend auf Eis inkubiert, bis sich die Glasperlen 

abgesetzt hatten. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 275 

µl 7 M Ammoniumacetat (pH 7,0) versetzt, 5 min lang bei 65°C und danach 5 min auf Eis 

inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl Chloroform, gründlichem Homogenisieren und einer 

Zentrifugation für 2 min bei 13000 xg wurde der Überstand erneut in ein neues Reaktions-

gefäß überführt und die DNA mit 1 ml Isopropanol gefällt. Die Präzipitation der DNA er-

folgte durch Zentrifugation bei 13000 xg für 10 min und 4°C. Nach Waschen des Pellets 

mit 70% Ethanol wurde es bei RT getrocknet und in 50 µl mQ-Wasser aufgenommen.  

 

Lysepuffer 

100 mM Tris/HCl pH= 8,0 

  50 mM EDTA 

    1 % SDS 

 

4.2.3 Transformation von S.cerevisiae mit rekombinanter DNA 

Die Transformation von Saccharomyces  cerevisiae erfolgte nach dem Protokoll der „High 

effiency LiAc transformation“ (Gietz & Woods, 2002; Gietz & Woods, 2006). Für die Ein-

zeltransformation wurden die Hefestämme zuerst 3 Tage auf SD-Platten mit entsprechender 

Dropout-Lösung bei 30°C kultiviert, dann zunächst eine 1 ml-ÜN-Kultur in YPD-Medium 

angezogen, die in eine 30 ml-ÜN-Kultur überimpft wurde. Von dieser Kultur wurden wie-

derum 15 ml in eine 200 ml-Kultur überimpft und diese bis zu einer OD600 von 0,6 bei 

30°C und 200 rpm inkubiert. Die Zellen wurden in einem sterilen Zentrifugationsbechern 

bei 1000 xg für 5 min bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet mit eiskaltem sterilem mQ-

Wasser gewaschen. Im Anschluss wurde erneut bei 1000 xg für 5 min bei 4°C zentrifugiert 

und das Zellpellet in 100 mM Lithiumacetat aufgenommen. Die erhaltene Suspension wur-

de in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und bei 2500 rpm erneut für 15 Sekunden zent-

rifugiert. Nach Entfernen des Überstandes wurde das Pellet in 100 mM Lithiumacetat auf-

genommen, wobei eine Zellzahl von ca. 2x 10
9
 pro ml eingestellt wurde. Diese 

Zellsuspension wurde dann in 50 µl-Aliquots aufgeteilt, erneut für 15 Sekunden bei 2500 



  

 130 

rpm zentrifugiert, das restliche LiAc abgenommen und dieses erhaltene Zellpellet für die 

Transformation eingesetzt.  

Die bei -20°C gelagerte carrier-DNA wurde für 5 min bei 95°C aufgekocht und auf Eis 

abgekühlt. 

Für die Transformation wurden folgende Komponenten zum Zellpellet gegeben: 

 

     240 µl 50% PEG 4000 (w/v) 

       36 µl 1 M Lithiumacetat 

       10 µl Einzelstrang-DNA (carrier-DNA, Konzentration 10 µg/ml) 

        x µl zu transformierende Plasmid-DNA (500 ng) 

74 - x µl mQ-Wasser 

 

Es ergab sich somit ein Transformationsansatz von 360 µl.  

Zunächst wurde der Überstand durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt und 

anschließend das Zellpellet resuspendiert. Die Zellen wurden bei 42°C im Wasserbad 40 

min lang inkubiert, danach abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet in 

100 µl mQ-Wasser aufgenommen und auf entsprechende Selektionsplatten (SD-Medium) 

ausplattiert. 

 

Herstellung der carrier-DNA: 

Um die DNA aus Lachssperma (Sigma) zu lösen, wurde sie mit einer Konzentration von 10 

mg/ml in 1x TE (pH=7,5) aufgenommen und ca. 1 h bei RT gerührt. Anschließend wurde 

die DNA für zweimal 30 s bei 100% Leistung ultraschallbehandelt, bevor sie mit Phenol 

(pH 8,0, TE gesättigt), mit Phenol:Chloroform (1:1) und sechsmal mit Chloroform extra-

hiert wurde. Durch Zugabe von 0,1x Volumen einer 3 M Natriumacetat-Lösung (pH = 6,0) 

und Zugabe von 2,5x Volumen Ethanol (100%, eisgekühlt) wurde die DNA gefällt. Das 

erhaltene Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet. In einem letzten 

Schritt wurde die DNA in dem Ausgangsvolumen an 1x TE aufgenommen und für 20 min 

in kochendem Wasser denaturiert und anschließend sofort auf Eis gestellt. Die carrier-

DNA wurde in Aliquots bei -20°C gelagert. 
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4.2.4 Bestimmung der Interaktion im Yeast Two-Hybrid Interaktionsscreen 

In dem verwendeten yeast-two-hybrid-System von Clontech besitzt das Genom des He-

festammes AH109 vier Gal4-empfindliche Reporter-Gene (siehe: verwendete Hefestämme 

4.4.1.), aufgrund deren Expression eine Interaktion der untersuchten Proteine getestet wer-

den kann. Es wurden in den nachfolgenden Versuchen jeweils zwei der Reporter-Gene auf 

ihre Transkription hin untersucht, zum einen das HIS3-Reportergen, zum anderen das lacZ-

Reportergen. 

 

4.2.4.1 Selektion und Bestimmung des Wachstumsphänotyps („Tüpfeltest“) 

Die Selektion auf positive Transformanden erfolgte zunächst über Selektivmedium (SD) 

ohne entsprechende Aminosäuren (-Leu für pGAD-Konstrukte und -Trp für pBridge-

Konstrukte bzw. beide bei der zweiten Transfomation der Hefezelle -Leu/-Trp). Der Trans-

formationsansatz wurde ausplattiert und für drei Tage bei 30°C inkubiert. 

Zum Test positiver Transformanden auf Interaktion der beiden eingebrachten Proteine wur-

de ein Test auf die Expression der -His-Resistenz durchgeführt, indem unterschiedliche 

Verdünnungen einer im Selektivmedium (-Leu/-Trp) angezogenen Kultur mit Wasser ver-

dünnt und auf SD-Platten ohne Histidin aufgebracht wurden. Bei einer OD600 von 1 liegen 

2x 10
7
 Zellen in der Kultur vor. Für den Tüpfeltests wurden die Kulturen so verdünnt, dass 

pro Tropfen (50 µl) der jeweiligen Verdünnungen 10
1
-10

6
 Zellen enthalten waren und diese 

auf Platten aus gebracht, die entweder -Leu/-Trp zur Kontrolle bzw. -Leu/-Trp/-His zum 

Test auf Interaktion enthielten. 

 

4.2.4.2 Galacosidase-Assay  

Der β-Galactosidase-Assay zur Überprüfung positiver Interaktion zweier Proteine im Yeast 

Two-Hybrid Screen wurde mit einer Kultur der OD600 von ca. 0,6 (genau notiert) durchge-

führt. Um diese zu erhalten wurde aus einer 2 ml-ÜN-Kultur in Selektionsmedium 1 ml in 

4 ml YPD-Medium (Vollmedium) überimpft und diese bis zu der angebenen OD600 kulti-

viert. 1 ml dieser Kultur wurde abzentrifugiert (10000 xg, 30 Sekunden), der Überstand 

entfernt und 500 µl Z-Puffer zugegeben. Nach Vortexen und erneuter Zentrifugation wurde 



  

 132 

das Zellpellet in 100 µl Z-Puffer resuspendiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Schritt des Einfrierens und des Auftauens 

wurde viermal wiederholt, um die Hefezellen aufzuschließen. Zu den Proben wurde 700 µl 

Z-Puffer mit 270 µl β-Mercaptoethanol pro 100 ml gegeben und ab Zugabe von 160 µl 

ONPG (frisch hergestellt, 4 mg/ml ONPG (o-Nitrophenol-β-D-Galactopyranosid) in Z-

Puffer pH 7,0) die Zeit t gestoppt, bis bei einer Inkubation im 30°C warmen Wasserbad die 

Positivkontrollen und positive Transformanden gelb gefärbt waren (bis zu zwei Stunden). 

Nach erfolgter Inkubation wurden 400 µl 1 M Na2CO3-Lösung zugegeben, um die Reakti-

on zu stoppen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 10000 xg für 10 min 

präzipitiert und der Überstand wurde zur Bestimmung der OD bei 420 nm eingesetzt. 

Unter Einbeziehung der Ausgangs-OD600 und der Zeit, die die Proben inkubiert wurden, 

kann anhand dieser OD420 die Interaktion der beiden getesteten Proteine qualitativ be-

stimmt werden.  

 

4.2.5 Transformation von P. pastoris mit rekombinanter DNA 

Eine 10 ml YPD-Kultur wurde mit einer Einzelkolonie des entsprechenden P. pastoris-

Stammes angeimpft und über Nacht bei 28°C bei 300 rpm im Schüttler inkubiert. Die Zel-

len dieser Übernacht-Kultur wurden mit YPD auf eine OD600 von 0,1-0,2 eingestellt und 

die Kultur weiter bei 28°C und 300 rpm inkubiert bis sie eine OD600 von 0,6-1,0 erreicht 

hatten. Die Kulturen wurden bei 500 xg und RT 5 min abzentrifugiert, in 10 ml Lösung I 

(EasyComp Transformations Kit Invitrogen) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Im 

Anschluss wurde das Zellpellet in 1 ml Lösung I resuspendiert und 200 µl Aliquots für die 

Transformation eingesetzt bzw. in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gela-

gert. 

Für die Transformation wurden zu den kompetenten Pichia-Zellen 3 µg linearisierte DNA 

gegeben und 1 ml der PEG-Lösung II (EasyComp Transformations Kit Invitrogen) zugege-

ben und der Ansatz 30 sec gevortext. Der Transformationsansatz wurde für 1h bei 30°C im 

Wasserbad inkubiert, wobei die Reaktionsgefäße aller 10 min gevortext wurden, um ein 

Absetzen der Pichia-Zellen zu vermeiden. Im Anschluss erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C 

im Wasserbad für 10 min. Zu jedem Ansatz wurde 1 ml YPD gegeben und 1 h bei 30°C 

und 300 rpm im Schüttler inkubiert, um eine Ausbildung der Zeocinresistenz zu gewähr-
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leisten. Die Zellen wurden nach erfolgter Inkubation 5 min lang bei 5000 xg abzentrifu-

giert, in 100 µl Lösung III (EasyComp Transformations Kit Invitrogen) aufgenommen und 

auf 100 µg/ml YPD-Platten ausplattiert. 

 

Stammlösung Zeocin: 

100 mg/ml in sterilem H2O 

 

4.3 Proteinbiochemische Methoden 

4.3.1 Ermittlung der Expressionsbedigungen für eine optimale 

Proteinausbeute in E.coli 

Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte nach Animpfen einer 25 ml-Hauptkultur 

mit 250 µl einer ÜN-Vorkultur die aus Einzelkolonien angesetzt wurde, das LB-Medium 

wurde jeweils mit den entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Hauptkultur wurde bei 200 

rpm und 37°C im Schüttler inkubiert. Nach dem eine OD600 von 0,5 bis 0,6 erreicht wurde, 

wurden die Kulturen mit (Isopropyl-β-D-Thiogalaktosid) mit einer Endkonzentration von 

0,1-1 mM IPTG induziert. Je nach verwendetem Konstrukt und E.coli-Stamm für die Ex-

pression wurde 2 h, 4 h, 6 h oder ÜN bei 37°C oder 18°C exprimiert. Die entnommenen 

Proben wurden nach der Expressionszeit auf Eis abgekühlt, um den Metabolismus der Bak-

terien ab zu stoppen und Protease-Reaktionen zu minimieren. Die Zellen wurden im An-

schluss bei 4000 rpm und 4°C 20 min lang zentrifugiert und entweder frisch zur Lyse ein-

gesetzt oder bei -80°C ÜN gelagert.  

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen wurden Faktoren wie Temperatur, Expressi-

onsstamm, Medium-Zusammensetzung, IPTG-Konzentration und Dauer der Expression 

verändert. Es wurden jeweils Rohextrakte bzw. Pellets von 1 ml-Hauptkultur nach erfolgter 

Lyse mit Lysozym und einem DNAse-Verdau über SDS-PAGE untersucht. 

 

IPTG-Lösung: 

Stammlösung 1 M in mQ-Wasser 
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4.3.2 Proteinexpression in E.coli 

Nachdem die optimalen Expressionsbedingungen für das jeweilige Konstrukt in einer 25ml 

Kultur ermittelt wurden, wurde eine 400ml Kultur des Proteins mit 2 ml einer ÜN-

Vorkultur die aus Einzelkolonien angesetzt wurde angeimpft und nach Erreichen einer 

OD600 von 0,5 bis 0,6 bei entsprechender Temperatur und mit der ermittelten IPTG-

Konzentration induziert. Nach erfolgter Expression des Proteins wurden die Zellen eben-

falls auf Eis abgekühlt und 4000 rpm und 4°C 20 min lang zentrifugiert. Im Anschluss 

wurde das Zellpellet resuspendiert, die Zellen lysiert, ein DNAse-Verdau durchgeführt und 

die erhaltene Lösung zur Trennung der löslichen und unlöslichen Proteine bei 25.000 rpm 

und 4°C für 1h zentrifugiert.  

 

4.3.3 Herstellung eines Proteinrohextrakts (E.coli) 

Für den Zellaufschluss wurde pro g Zellfrischgewicht 3 ml Lysepuffer verwendet, die se-

dimentierten Zellen wurden darin auf Eis resuspendiert und Lysozym auf eine Endkonzent-

ration von 1 mg/ml zugesetzt. Nach einer Lyse von 30 min auf Eis wurden die Zellen per 

Ultraschall 6 x 10 s (5 Zyklen) aufgeschlossen und anschließend 1 h bei 25000 rpm und 

4°C zentrifugiert, das erhaltene klare Lysat wurde weiter zur Aufreinigung verwendet. 

 

4.3.4 Proteinexpression in P. pastoris 

Für eine Hauptkultur wurden 25 ml MGYH-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft 

und bei 300 rpm und 28°C im Schüttler inkubiert, bis die Kulturen eine OD600 von 2 bis 6 

erreicht hatten. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3000 rpm für 5 min geerntet, 

das Zellpellet in MMH-, BMMY oder BMMH-Medium resupendiert und auf eine OD600 

von 1 eingestellt. Zu der Zellkultur wurde eine entsprechende Menge 100% MeOH gege-

ben, so dass eine Endkonzentration von 0,5% erreicht wurde. Nach 24 h Expression wurde 

diese MeOH-Zugabe wiederholt, um die Induktion fortzusetzen. Es wurden nach 0, 6, 12, 

24, 36, 48, 60 h je 1 ml Kultur abgenommen, die Zellen abzentrifugiert und sowohl die 

Zellen nach erfolgter Zelllyse, als auch der Überstand über SDS-PAGE analysiert.  
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MGYH-Medium 

 1,34 % YNB 

1 % Glycerin 

4 x 10
-5 

 % Biotin 

0,004 % Histidin 

MMH-Medium 

1,34 % YNB 

4 x 10
-5 

 % Biotin 

0,5% MeOH 

 

BMMH-Medium 

100 mM Natriumphosphat (pH 6) 

1,34 % YNB 

4 x 10
-5 

 % Biotin 

0,5% MeOH 

BMMY-Medium 

1 % Hefeextrakt 

2 % Peptone 

100 mM Natriumphosphat (pH 6) 

1,34 % YNB 

4 x 10
-5 

 % Biotin 

0,5% MeOH 

 

4.3.5 Herstellung eines Proteinrohextrakts (P.pastoris) 

Zu den Zellen, die nach erfolgter Expression abzentrifugiert wurden, wurde pro ml ver-

wendeter Kultur 100 µl Aufschluss-Puffer und gewaschene Glasbeads zugegeben. Die Pro-

ben wurden 30 sec gevortext und anschließend 30 sec auf Eis inkubiert. Diese Schritte 

wurden ingesamt 8mal wiederholt. Nach erfolgtem Aufschluss der Zellen wurden die Pro-

ben bei 12000 rpm und 4°C für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und für die weiteren Analysen z.B. über SDS-PAGE 

eingesetzt. 

 

Aufschluss-Puffer 

50 mM Natriumphosphat (pH 7,4) 

1 mM PMSF (Phenyl-methyl-sulfonyl-Fluorid) 

1 mM EDTA 

5 % Glycerin 

 

4.3.6 Herstellung eines Proteinrohextrakts (N.tabacuum) 

Für die Herstellung eines Proteinextraktes aus N .tabacuum wurden Blattscheiben mit ei-

nem Durchmesser von 1 cm aus den transfektionierten Tabakblättern ausgestanzt und diese 

unter flüssigem Stickstoff gemörsert. Zu dem Blattmaterial wurden 200 µl Aufschluss-

Puffer gegeben und die Probe homogenisiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation bei 

20000 rpm und 4°C für 30 min. Der Überstand wurde über SDS-PAGE analysiert bzw. für 

weitere Analysen verwendet.  
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Aufschluss-Puffer 

125 mM Tris/HCl pH 6,8 

1 % SDS (w/v) 

10 % Glycerin (v/v) 

50 mM Na2S2O5 

 

4.3.7 Aufreinigung von nativen Proteinen mittels His-Tag 

Zur Aufreinigung der rekombinanten 6x Histidin-markierten Proteine wurden gepackte 

Protino

 Ni-TED 2000 Säulen der Firma Macherey-Nagel verwendet, die Aufreinigung 

beruht dabei auf dem Prinzip der Immobilisierten Metallionen-Affinitätschromatographie 

(IMAC). An der mit Ni
2+

-geladenen Silica-Säule erfolgt die Bindung des Proteins zwischen 

den Histidinen des durch Klonierung angehängten 6xHis-Tags und den Ni
2+

-Ionen über den 

Metall-Chelat-Bildner TED (Triscarboxymethylethylendiamin). TED besetzt fünf der sechs 

Koordinationsstellen der Ni
2+

-Ionen, eine ist damit frei für Proteinbindung über Stickstoff-

atome der Histidine. 

Die Säulen wurden vor der Reinigung des Proteinextraktes mit 4 ml Equilibrierungspuffer 

behandelt. Nach der Equilibrierung erfolgte das Laden des Lysats und das Waschen der 

Säule mit 8 ml Waschpuffer. Im Anschluss wurde das gereinigte Protein mit 1,5 bis 3 ml 

Elutionspuffer von der Säule eluiert. Je nach Grad der Aufreinigung wurde dem Waschpuf-

fer schon eine geringe Konzentrationen (5-50 mM) an Imidazol zugesetzt, um eine bessere 

Verdrängung unspezifischer Begleitproteine zu gewährleisten und damit eine bessere Auf-

reinigung des rekombinanten Proteins zu erhalten. Um eine Selbstdegradation der DEG15 

bzw. eine Degradation durch andere E.coli-Proteasen zu vermeiden wurden alle Arbeits-

schritte der Reinigung im Kühlraum und auf Eis durchgeführt.  

 

4.3.8 Aufreinigung von denaturierter DEG15 mittels His-Tag 

Die Aufreinigung denaturierter Proteine über 6 x His-Tag erfolgte nach Solubilisierung der 

inclusion bodies in 6 M Guanidinium-Hydrochlorid bzw. in 8 M Harnstoff. Für die Aufrei-

nigung wurden wie für die nativen Proteine gepackte Protino


 Ni-TED 2000 Säulen der 

Firma Macherey-Nagel verwendet. Den in dem Kit enthaltenen Puffern wurde je nach ver-

wendetem Solubilisierungs-Reagenz 6 M Guanidinium-Hydrochlorid bzw. in 8 M Harn-

stoff zugesetzt und diese Konzentration während der gesamten Reinigung beibehalten. Da 



  

 137 

die Solubilisierungs-Reagenzien bei niedrigen Temperaturen ausfallen und die rekombinan-

ten Proteine in diesem Fall denaturiert vorlagen wurde die Reinigung bei RT durchgeführt. 

   

4.3.9 Rückfaltungsexperimente mit denaturierter DEG15 

Da E.coli die AtDEG15 in großen Mengen denaturiert exprimierte, wurde versucht, die 

gewaschenen und solubiliesierten inclusion bodies zu renaturieren. Es wurden verschiedene 

Ansätze zur Renaturierung verfolgt. 

 

4.3.9.1 Rückfaltung des an Ni-TED-Matrix gebundenen Proteins 

Die denaturierte AtDEG15 wurde in 8M Harnstoff solubilisiert, wobei die erhaltene End-

konzentration an Protein in der Lösung 10 mg/ml betrug. Diese Proteinlösung wurde über 

eine FPLC-Anlage mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine Ni-NTA-

His-Trap-Säule (GE Healthcare) geladen. Die gebundene DEG15 wurde zunächst mit ei-

nem Puffer A gewaschen, bis kein Protein mehr von der Säule gewaschen wurde, der 

Schreiber also wieder die Basislinie anzeigt. Im nächsten Schritt wurde das an die Säule 

gebundene Protein mit 25 ml Puffer B (ohne Harnstoff) gewaschen, was zu einer Rückfal-

tung der DEG15 führen sollte. Um dem Protein genügend Zeit zu geben, sich in seine kor-

rekte native Konformation zu falten, wurde die Säule nach diesem Waschschritt über Nacht 

bei 10°C in dem Puffer B inkubiert und das geladene Protein am nächsten Tag mit 25 ml 

Puffer C von der Säule eluiert. Die Wasch- und Elutionsschritte wurden jeweils mit einer 

Flussrate von 1 ml/min durchgeführt. Alle Schritte der Reinigung wurden sowohl über 

SDS-PAGE analysiert, als auch mittels des Aktivitäts-Assays auf ihre proteolytische Akti-

vität hin untersucht.  

Puffer A 

8 M Harnstoff 

100 mM Tris HCl pH 7,5 

250 mM NaCl 

 

PufferB 

100 mM Tris HCl pH 7,5 

250 mM NaCl 

 

Puffer C 

100 mM Tris HCl pH 7,5 

250 mM NaCl 

500 mM Imidazol 
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4.3.9.2 Rückfaltung durch schnelles Verdünnen 

Die Proteinkonzentration der zur Renaturierung verwendeten, solubilisierten inclusion 

bodies wurde auf 10 mg/ml eingestellt (siehe 4.5.17.2.), wobei der Anteil an DEG15 am 

Gesamtprotein bei etwa 90% lag. Der Verdünnungsfaktor, der für die Rückfaltung gewählt 

wurde, lag bei 1/1000, so dass eine Protein-Endkonzetration von 10µg/ml nach dem Ver-

dünnungsschritt vorlag. Dabei wurde die Proteinmenge nicht auf einmal, sondern in drei 

Schritten zugegeben, so dass der eigentliche Verdünnungsfaktor bei jeder Zugabe der 

DEG15 1/3000 betrug. Zwischen den einzelnen Proteinzugaben lag eine Inkubationszeit 

von 2h, um dem Protein ausreichend Zeit zu geben, seine native Konformation einzuneh-

men. Nach der letzten Proteinzugabe wurden die Ansätze über Nacht  bei 10°C inkubiert.  

Um einen geeigneten Renaturierungspuffer für die Rückfaltung der AtDEG15 zu finden, 

wurden verschiedenste Pufferreagenzien (MES, MOPS, HEPES, TRIS, Phosphat) in unter-

schiedlichen Konzentrationen und bei unterschiedlichen pH-Werten getestet. Darüber hin-

aus wurden diese Puffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen versetzt (NaCl, KCl), 

es wurden verschiedene Zusätze wie Arginin, Glutamin, Glycin, Glycerin, PEG-4000 in 

unterschiedlichen Konzentrationen sowie, verschiedene Redoxreagenzien wie DTT, TCEP, 

Glutathion (oxidiert und reduziert) und mögliche Co-Faktoren wie Ca-, Zn-, Mg-, Cu-, Mn-

Ionen bzw. EDTA getestet. Eine genaue Auflistung der verwendeten Puffer findet sich im 

Anhang 5.4.  

Die solubilisierten DEG15 inclusion bodies wurden in diesen Puffern verdünnt und nach 

erfolgter Inkubation wurden 20µl der Probe wie unter 4.3.17. auf ihre proteolytische Akti-

vität hin untersucht.  

 

4.3.9.3 Ermittlung der optimalen Pufferzusammensetzung über Algorithmus 

Über einen genetischen Algorithmus der am Lehrstuhl Buchner (TU München) etabliert 

wird, wurden iterative Serien an Experimenten ermittelt, die im Laufe dieser Versuchsreihe 

durchgeführt wurden. Dabei generierte der Algorithmus für jedes Experiment eine Samm-

lung an experimentellen Bedingungen (Generation) in diesem speziellen Fall an unter-

schiedlichen Pufferzusammensetzungen, die praktisch getestet und ausgewertet wurden. 

Die erste Generation enthielt vom Algorithmus zufällig ausgewählte experimentelle Bedin-

gungen, auf die in den weiteren Generationen die Prinzipien der Evolution (genetischer 
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Algorithmus) angewendet wurden. Der genetische Algorithmus wählte die besten Bedin-

gungen mit der höchsten Wahrscheinlichkeit in jedem Experiment anhand der ermittelten 

proteolytischen Aktivität aus und veränderte diese mit Hilfe eines mutation operators, um 

neue, mit den alten Experimenten in Beziehung stehende Bedingungen zu ermitteln. An-

schließend wurden diese neu ermittelten Bedingungen in einem nächsten parallelen Expe-

riment getestet und wiederum die proteolytische Aktivität für die einzelnen vorhergesagten 

Experimente ermittelt. Dieser Prozess wurde wiederholt und bis zur 4. Generation an Expe-

rimenten durchgeführt. 

Die Proteinkonzentration der zur Renaturierung verwendeten, solubilisierten inclusion 

bodies wurde wie unter 4.5.17.2. beschrieben bestimmt und auf eine Endkonzentration von 

10 mg/ml eingestellt, wobei der Anteil an DEG15 am Gesamtprotein bei etwa bei 90% lag. 

Der Verdünnungsfaktor, der für die Rückfaltung gewählt wurde, lag bei 1/1000, so dass 

eine Protein-Endkonzetration von 10µg/ml nach dem Verdünnungsschritt vorlag. Das Vo-

lumen an verwendetem Rückfaltungspuffer war durch die Verwendung der 96-well-

Titerplatten auf 1,5ml beschränkt. Es wurden 1,48 ml des jeweils getesteten vorhergesagten 

Puffers vorgelegt und auf 10°C temperiert. Im Anschluss wurden 1,5µl der AtDEG15-

Lösung zugegeben und über Nacht bei 10°C inkubiert. 

 

4.3.10 Aufreinigung der DEG15 über Säulenchromatographie (DEAE, 

Hydroxyapatit) 

Die rekombinant exprimierte DEG15 wurde nach erfolgter Zelllyse und Abzentrifugation 

der unlöslichen Proteine mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine DEAE-Sepharose-

Hightrap-Säule (GE-Healthcare) geladen. Nachdem die Säule beladen wurde, wurde eben-

falls mit einer Flussrate von 1 ml/min bis zum Erreichen der Basislinie mit Puffer A gewa-

schen. Anschließend wurde ein linearer Gradient von 0-250 mM NaCl in 250 ml Gesamt-

volumen gefahren (Puffer A – Puffer B). Bei ca. 80 mM NaCl wurde die Konzentration 

beibehalten bis zur vollständigen Elution des dort detektierten Proteins. Nach erneutem 

Erreichen der Basislinie wurde der Gradient fortgesetzt. Eine Verschleppung des eluierten 

Proteins und eine Durchmischung mit anderen Proteinen sollte durch diese „Streckung“ des 

Gradienten vermieden werden. In einem letzten Reinigungsschritt wurde die Säule mit 25 

ml Puffer C gewaschen und somit letzte, noch an die Säule gebundene Proteine eluiert. Es 
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wurden die Waschschritte und 5 ml Fraktionen des NaCl-Gradienten getrennt gesammelt 

und anschließend an die Reinigung über SDS-PAGE analysiert. 

  

Puffer A 

10 mM Tris HCl pH 7,5 

2 mM-Mercaptoethanol 

 

PufferB 

10 mM Tris HCl pH 7,5 

250 mM NaCl 

2 mM-Mercaptoethanol 

 

Puffer C 

10 mM Tris HCl pH 7,5 

1 M NaCl 

2 mM-Mercaptoethanol 

 

 

 

 

Für die Reinigung über eine Hydroxyapatid-Säule wurde eine 5 ml CHT II-Säule (Biorad) 

verwendet. Das Protein wurde vor der Reinigung über NAP25-Säulen (Pharmacia) in Puf-

fer A umgepuffert und mit einer Flussrate von 5 ml/min auf die Säule geladen. Im An-

schluss wurde mit 25 ml Puffer A gewaschen, bis die Basislinie wieder erreicht wurde. Die 

Elution der Proteine erfolgte über einen linearen Gradienten von 10-400 mM Kaliumphos-

phat in 30 ml Gesamtvolumen. Es wurden während der Elution wie auch bei der DEAE-

Reinigung Fraktionen von 5 ml gesammelt und diese, sowie die Waschschritte im An-

schluss an die Reinigung über SDS-PAGE analysiert.  

 

Puffer A 

10 mM Kaliumphosphat pH 7,2 

2 mM-Mercaptoethanol 

 

PufferB 

400 mM Kaliumphosphat pH 7,2 

2 mM-Mercaptoethanol 

 

 

4.3.11 SDS-Polyacrylamid Gelelektophorese 

Für die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichts 

wurde die Methode der diskontinuierlichen, denaturierenden Elektrophorese nach Laemmli 

(1970) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in Elektrophorese-Einheiten (Mini-

Protean II, Bio-Rad) mit einem 15%-igen Trenngel und einem 4%-igen Sammelgel durch-

geführt. Vor dem Probenauftrag auf das polymerisierte Gel wurde Laemmli-Ladepuffer zur 
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Probe gegeben und für 5 min bei 95°C erhitzt. Der Gellauf erfolgte im Sammelgel bei 80 V 

und im Trenngel bei 200 V und 60 mA. Für die native, nicht denaturierende Gelelektropho-

rese ohne SDS und DTT in Gel und Probe (Proben nicht erhitzt) wurde ein Laufpuffer ohne 

SDS verwendet, die Gelelektrophorese erfolgte wie oben beschrieben. 

 

Stammlösungen 15% Trenngel 12,5% Trenngel 4% Sammelgel 

Acrylamidlösung 10 ml 8,3 ml 1.7 ml 

mQ-H2O 6 ml 7,7 ml 6,9 ml 

Trenngelpuffer 3,72 ml - 

Sammelgelpuffer - 1,25 ml 

10% SDS (w/v) 200 µl 100 µl 

TEMED 6,7 µl 5 µl 

APS 200 µl 150 µl 

Gesamtvolumen 20 ml (4 Gele) 10 ml (4 Gele) 

 

 

Acrylamidlösung 

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid (w/v) 

Trenngelpuffer 

2 M Tris/HCl (pH 8,8) 

 

Sammelgelpuffer 

1,5 M Tris/HCl (pH 6,8) 
 

TEMED - Vernetzer 

Unverdünntes Tetramethylethylendiamin 
 

APS-Lösung - Radikalbildner 

10% Ammoniumperoxodisulfat (w/v) 

 

Elektrodenlaufpuffer (1x) 

  25 mM Tris 

192 mM Glycin 

0,1 % SDS (w/v) 
 

5x Laemmli-Probenpuffer 

0,3 M Tris/HCl, pH 6,8 

 10 % SDS (w/v) 

 30 % Glycerol (v/v) 

 0,1 % Bromphenolblau (w/v) 

100 mM DTT 

 

 

Verwendete Größenstandards (MBI Fermentas) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder  

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus  
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4.3.12 Coomassie-Färbung 

Die SDS-PAGE-Gele wurden nach der Gelelektrophorese in die Färbelösung gegeben und 

über Nacht in der Lösung inkubiert. Die Färbelösung wurde anschließend durch Entfärbe-

lösung ersetzt und unter Schütteln mit Papier (zur Aufnahme des Farbstoffs) so lange inku-

biert, bis der Hintergrund der Gele entfärbt und die mit Coomassie angefärbten Proteinban-

den deutlich zu erkennen waren. Eine Gellagerung in Entfärbelösung ist möglich.  

 

Färbelösung  

   25 % Isopropanol (v/v) 

   10 % Essigsäure (v/v) 

0,05 % Coomassie Brilliant Blue R250 (w/v) 

Entfärbelösung  

10 % Essigsäure (v/v) 

 

 

4.3.13 Silberfärbung (Blum, 1987) 

Die Gele wurden 60 min in einer Fixierlösung zur Proteinbandenfixierung inkubiert, da-

nach wurde dreimal 20 min lang mit 50% Ethanol (v/v) gewaschen. Eine Vorbehandlung 

erfolgte für 1 min in einer Natriumthiosulfat-Lösung, welche dreimal für jeweils 20 s wie-

der auf die Gele gegeben und wieder abgeschüttet wurde. Danach erfolgt die Inkubation 

mit Silbernitrat für 20 min unter Schütteln. Nach dreimaligem Waschen mit dH2O für je-

weils 20 s wurden die Proteinbanden mit Entwicklerlösung detektiert, wobei die Dauer der 

Entwicklung von der jeweiligen Probe und der aufgetragenen Proteinmenge abhängt. Die 

Detektion erfolgte bis Färbung der Proteinbanden deutlich zu sehen war (5 bis 20 min), die 

Farbreaktion wird mit Entfärbelösung abgestoppt, bis die CO2-Entwicklung abgeklungen 

ist. Eine Lagerung der Gele in der verwendeten Entfärbelösung ist möglich. 

 

Fixierlösung 

 50 % Methanol (v/v) 

 12 % Essigsäure /v/v) 

0,5 ml/l Formaldehyd (37%) 

 

Vorbehandlung 

0,2 g/l Na2S2O3 x 5 H2O 

Färbelösung 

2 g/l AgNO3 

Entwickler 

 60 g/l Na2CO3 

   4 mg/l Na2S2O3 x 5 H2O 

0,5 ml/l Formaldehyd (37%) 

Entfärbelösung 

35 % Methanol (v/v) 

10 % Essigsäure (v/v) 
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4.3.14 Western Blot 

Für den Western Blot wurden die Proteine nach der SDS-PAGE auf eine Nitrocellulose-

Membran (Whatman, Schleicher&Schuell, Protran, Deutschland) über das Tank-

Blotverfahren (Tank Transfer System, Bio-Rad) transferiert. Die Membran und zwei Lagen 

Filterpapier (Whatman
®
) wurden auf die Größe des SDS-Gels zugeschnitten und in zur 

Equilibrierung in den Transferpuffer gelegt. Es wurden luftblasenfrei zuerst eine Lage Fil-

terpapier, die Membran, das Gel und abschließend wieder eine Lage Filterpapier aufeinan-

der gelegt. Die Membran und das Gel wurden in die Apperatur gespannt und diese mit 

Elektronentransferpuffer und einem Kühlakku gefüllt. Der Transfer der Proteine erfolgte 

für 1 h bei 25 V und 200 mA. 

 

Elektrotransferpuffer 

  25 mM Tris/HCl 

192 mM Glycin 

 20 % Methanol (v/v) 

 pH 8,3 

 

4.3.15 Immunologische Detektion 

Nach dem Transfer der zu detektierenden Proteine  auf eine Nitrocellulosemembran wurde 

die Membran 1 h bei RT oder ÜN bei 4°C in der Blockierungslösung inkubiert, um unspe-

zifische Bindestellen des primären Antikörpers auf der Membran abzusättigen. Anschlie-

ßend wurde dreimal für je 10 min mit TBST-Puffer und dreimal für je 10 min mit TBS-

Puffer gewaschen. Auf diesen Waschschritt erfolgte die Inkubation der Membran mit dem 

primären Antikörper, der für 1 h bei RT unter Schütteln zugegeben wurde. Nach dreimali-

gem Waschen für jeweils 10 min mit 1x TBST- und dreimaligem Waschen für jeweils 10 

min mit 1x TBS-Puffer wurde die Membran für 1 h mit sekundären Antikörper inkubiert, 

bevor sie abschließend dreimal 10 min mit 1x TBST- und dreimal für je 10 min mit TBS-

Puffer gewaschen wurde. Nach diesem Waschschritt wurde die Membran für 5 min in AP-

Puffer inkubiert um vor der Detektion den pH-Wert zu erhöhen. Die Detektion erfolgte im 

Dunkeln und ohne Schwenken der Membran durch Zugabe der Fäbelösung. Die Membran 

wurde so lange mit der Färbelösung inkubiert, bis ein Signal auf der Membran zu sehen 

war bzw. bis sich eine leichte Hintergrundfärbung zeigte (10 min-ÜN). Die Farbreaktion 

wurde durch Waschen der Membran mit destilliertem Wasser abgestoppt.  
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10 x TBS  

1,5 M NaCl 

0,2 M Tris/HCl pH 7,5 
 

TBST 

1 x TBS 

0,05 % Tween 20 (w/v) 

 
 

Blockierungslösung 

3 % Milchpulver in 1xTBST (w/v), gefiltert 

 

AP-Puffer 

100 mM Tris HCl (pH 9,5) 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

 

NBT-Stammlösung 

50 mg/ml NBT in 70 % DMF 

BCIP-Stammlösung 

50 mg/ml BCIP in 100 % DMF 

 

Färbelösung 

160 µl NBT-Stammlösung 

100 µl BCIP-Stammlösung 

40 ml AP-Puffer 

 

 

 

4.3.16 Verwendete Antikörper 

Art Hersteller Verdünnung in 1x TBST 

Primäre Antikörper 

-DEG15-Peptid-AK - 1:1000 

-DEG15-AK - 1:2000 

-gMDH-AK - 1:1000 

6 x His-Tag-AK Quiagen 1:10000 

Ni-NTA-Konjugat Quiagen 1:10000 

Sekundäre Antikörper 

Goat anti-Rabbit, AP- Konjugat Millipore 1:10000 

Goat anti-Mouse, AP- Konjugat Pierce 1:10000 

 

4.3.17 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Um die Anreicherung eines Proteins während der Reinigung zu bestimmen bzw. um eine 

definierte Proteinmenge für weitere Analysen einsetzten zu können, wurde die Proteinmen-

ge an nativen Proteinen über einen Bradford-Assay, die von denaturierten Proteinen über 

einen 2-D-Quant-Kit (GE-Healthcare) bestimmt. 
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4.3.17.1 Bradford 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung nativer Proteine erfolgte über Bradford-Assay (Bio-

Rad DC-Protein-Assay) nach den Angaben des Herstellers, eine Eichgerade wurde mit 

BSA-Lösungen der Konzentrationen 1-25 µg/ml erstellt und für die Berechnung der Pro-

teinkonzentration herangezogen.  

 

4.3.17.2 2-D-Quant-Kit (GE-Healthcare) 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung denaturierter Proteine erfolgte über das 2-D-Quant-

Kit (GE-Healthcare) nach den Angaben des Herstellers, da die verwendeten Solubilisie-

rungs-Reagenzien einen Bradford-Assay stören. Der Assay beruht dabei auf einer spezifi-

schen Bindung von Kupfer-Ionen an die zuvor gefällten Proteine einer Lösung. Nach er-

folgter Reaktion werden die nicht gebundenen Kupfer-Ionen durch Zugabe eines 

Färbereagenzes gemessen. Eine Eichgerade wurde durch Einsetzten unterschiedlicher 

Mengen einer BSA-Standart-Lösung der Konzentrationen 2 mg/ml erstellt und für die Be-

rechnung der Proteinkonzentration herangezogen. 

 

4.3.18 Bestimmung der proteolytischen Aktivität 

Für die Bestimmung der Aktivität der AtDEG15 wurde das fluorogene Dipeptid Cbz-Phe-

Arg-AMC (Sigma) verwendet. Dieses fluorogene Peptid ist ein Substrat für zahlreiche 

Serin- und Cystein-Peptidasen, die eine Arg-Spezifität besitzen. Durch die proteolytische 

Spaltung des Dipeptids werden der Donor und der Akzeptor der fluorogenen Gruppe ent-

koppelt. Die Anregugs- und Emissionswellenlänge der AMC-Gruppe liegen bei 360nm 

bzw. 460 nm. Für den Aktivitätstest wurden in schwarzen 96-well Microtiterplatten jeweils 

20 µl Probe mit 80µl Substrat-Lösung versetzt und die Fluoreszenz nach 30 min Inkubati-

onszeit mittels eines Perkin-Elmer Plattenreaders (HTS 7000 Plus) bestimmt.  

Als negative Kontrolle wurden 20µl des Puffers eingesetzt, in dem sich das gemessene 

Protein befand. Als positive Kontrolle diente Trypsin, wobei die Konzentration so gewählt 

wurde, dass sie in etwa der eingesetzten Proben-Konzentration entsprach.  
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Substrat-Stammlösung 

10mM Cbz-FR-AMC in DMF 

 
 

Substrat-Verdünnung:  

1:500 in 50 mM Tris HCl pH 7,5 

 

Positive Kontrolle 

Trypsin in 50 mM Tris HCl pH 7,5 

 

4.4 Chemikalien und Geräte 

4.4.1 Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad 

Feinwaage Handy Sartorius analytic 

Gelelektrophorese-Netzteil EPS 200/301/EV231 Pharmacia Biotech 

Inkubatoren 

WTB Brutschrank Binder 

Thermoshake Gerhardt,  

Thermoshake Infors AG 

Kippschüttler RotoShake Genie Scientific Industries 

Magnetrührer Stuart-VWR Bibby 

Mikroplattenleser 

Synergy 2 Biotek 

HT-Soft 7000 Plus Bioassay Reader Perkin Elmer 

Mikrowelle R-239W-A Sharp 

NanoDrop-Photometer NanoPhotometer 7122 V1.4 Implen 

PCR-Cycler Piko thermo cycler Biozym 

pH-Meter pH 526 WTW 

Photometer Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrometer Pharmacia Biotech 

SDS-Gelelektropherese-Apparatur 
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin ExW S Peqlab 

Mini Protean 3 System Bio-Rad 

Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow 

Schüttler  Orbit LS Labnet 

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG 

Ultraschall Sonopuls HD2070 Bandelin 

Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand 

Vakuumzentrifuge 
Vacuum Concentrator Bachofer 

UNIVAPO 150 ECH Univapo 



  

 147 

Vortexer MS1 IKA 

Waage BP 3100 S Sartorius 

Zentrifugen 

Avanti J-25 Beckmann Coulter 

Typ 5810 Eppendorf AG 

Typ 5415C Eppendorf AG 

Typ 5415R (Kühlzentrifuge) Eppendorf AG 

Universal 16 Hettich 

Minifuge GL Heraeus Christ 

 

4.4.2 Chemikalien 

Es wurden für diese Arbeit Chemikalien der Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-

chen, Deutschland), Carl Roth GmbH + Co KG (Karlsruhe, Deutschland) und J.T. Baker 

(Deventer, Holland) verwendet. Wurden Chemikalien oder Lösungsmittel anderer Firmen 

verwendet wurde dies explizit angegeben. 

 

4.4.3 Enzyme 

Enzym Firma 

T4-DNA-Ligase Promega 

Restriktionsendonucleasen MBI Fermentas, New England Biolabs 

Taq Polymerase MBI Fermentas 

Phire Polymerase Biozym 

Phusion Polymerase Biozym 

High fidelity Taq Roche 

RNAse Roth 

DNAse Roth 

Antarctic Phosphatase New England Biolabs 

 

Tabelle 2: Verwendete Enzyme für molekularbiologische und biochemische Methoden.  

 

4.5 Oligonukleotide 

Alle für diese Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma Eurofins MWG 

Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die Primer wurden lyophilisiert geliefert und 
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nach den Angaben des Herstellers mit H2O bidest. auf  eine Endkonzentration von 100 pM 

eingestellt. Die Lagerung der Oligonucleotide erfolgte bei -20°C.  

Primer Sequenz Verwendung 

Klonierung für Expression rekombinanter DEG15 

pET 28 se CATATGGCTAGCGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGG Klonierung DEG15 in pET28 

pET 28 as  CGATCGATCAGTGAATTCTCATAACTTGCTAGGGATCAC Klonierung DEG15 in pET28 

pET 24 se CGATCGATCAGTGAATTCAACTTGCTAGGGATCACAATC Klonierung DEG15 in pET24 

pET 24 as CGATCGATCAGTGAATTCTAACTTGCTAGGGATCACATC Klonierung DEG15 in pET24 

Klonierung der Deletionskonstrukte in pET28 bzw. pCAMBIA 1301 

A CGA.TCG.ATC.GAATTC.TG.GAT.GTG.TCT.AAA.GTT.GTC.AGC Klonierung DEG15_pET28 

B CGA.TCG.ATC.GAATTC.AGT.AGT.AGT.ATC.TCT.CAG.GAT.CCGG Klonierung DEG151/3N_pET28 

C CGA.TCG.ATC.GAATTC.GTC.CCC.TTA.AGT.TTA.CTG.GGT.CAA.CC Klonierung DEG152/3N_pET28 

D CGA.TCG.ATC. GAATTC.TGG.GCT.TCT.GGT.ATT.ATT.CTT.AAC.G Klonierung DEG15N_pET28 

E ´CA.CCT.CAG.GAGCTC.CTC.AAG.CAG.GTG.AGC.ATT.TG Klonierung DEG15Loop_pET28 

F CGA.TCG.ATC. GAGCTC.GGG.CAT.AGA.GAC.ATA.CGT.GTG.CG 
Klonierung DEG15Loop_pET28 

G 
CT.CAG.CTC.GAG.TCA.TAA.CTT.GCT.ACA.TGG.GAT.GCT. 

GAA.GTT.GAG.ATG.CGG 
Klonierung DEG15C_pET28 

H CCT.TAG.CTC.GAGTCA.TAA.CTT.GCT.AGG.GAT.CAC.ATC.ACG Klonierung DEG15_pET28 

Se-Primer CGA.TCG.ATC.AGATCT.ATG.GGC.AGC.AGC.CAT.CAT.CAT.C 
Klonierung DEG15_pCAMBIA 

1301 

As-PimerH CCT.CAG.CACGTGCTCGAGTCATAA.CTT.GCT.AGG.GATC 
Klonierung DEG15_pCAMBIA 

1301 

As-PromerG CCT.CAG.CACGTGCTCGAGTCATAA.CTT.GCT.ACA.TGG 
Klonierung DEG15C _pCAMBIA 

1301 

CML3-Bd-DEG15 

se 
ACTGACCATGGACATGGATGTGTCTAAAG 

Klonierung CML3-BD in 

_pCAMBIA 1301 

CML3-Bd-

DEG15_pCAMBIA 
as 

TCAGTAGATCTAACTTTGGATCAGGGCC 
Klonierung CML3-BD in 
_pCAMBIA 1301 

Klonierung für Y2H 

Delet -1/3N se TCG.ATC GAATTCAGTAGTAGTATCTCTC 
Klonierung DEG151/3N_pBridge 

bzw. pGAD 

Delet -2/3N se TCG.ATC GAATTCGTCCCCTTAAGTTTAC 
Klonierung DEG152/3N_pBridge 

bzw. pGAD 

Delet -N se TCG.ATCGAATTCGCACAAGTGGCTATTG 
Klonierung DEG15N_pBridge 

bzw. pGAD 

Delet -C se AGCTAGGTCGACTCAGGTGCCAAGACTGC 
Klonierung DEG15C_pBridge 

bzw. pGAD 

DEG15-25AS se GCATC GAATTC ATG TTGAAGATGAGGAAGCATGC 
Klonierung DEG1525AS_pBridge 

bzw. pGAD 

DEG15-50AS se GCATC GAATTC ATG CCAAGAGATATTTTTTTGAG 
Klonierung DEG1550AS_pBridge 

bzw. pGAD 

DEG15-75AS se GCATC GAATTC ATG TTGACCGTTGCATCTGTTG 
Klonierung DEG1575AS_pBridge 

bzw. pGAD 
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DEG15-100AS se GCATC GAATTC ATG GTGAAGCTTATTCCGGGTGC 

Klonierung 

DEG15100AS_pBridge bzw. 

pGAD 

Y2HCAMse ACGTACGAATTCATGGATCAAGCGGAGC 
Klonierung CML3_pBridge bzw. 

pGAD 

Y2HCAMas TGCATGGTCGACTCCTAAGGCGGC 
Klonierung CML3_pBridge bzw. 

pGAD 

Y2HDEG15se ACGTACGAATTCATGGATGTGTCAAAG 
Klonierung DEG15_pBridge bzw. 

pGAD 

Y2HDEG15as TGCATCGTCGACAGGGATCACATC 
Klonierung DEG15_pBridge bzw. 

pGAD 

Klonierung pPICZ/ 

pPICZse CTGAATAGCCACGTGGATGGATGTGTCTAAAGTTG Klonierung DEG15_pPICZ 

pPICZas_mitSKL GACTTATCGTCTAGAAATAACTTGCTAGGGATCAC Klonierung DEG15_pPICZ 

pPICZas_ohneSKL GACTTATCGTCTAGAAAAGGGATCACATCACGGG Klonierung DEG15_pPICZ 

Klonierung pTRAkc (transiente Expression in Nicotiana tabacuum) 

pTRAkc se ACTGTTCATGATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGC Klonierung DEG15_pTRAkc-AH 

ahpTRAkc as CTATAGCGGCCGCAGGGATCACATCACGGGAAAGC Klonierung DEG15_pTRAkc-AH 

Test der AtDEG15-KO-Mutanten auf Homozygotie 

At1g28320-spez1  GGCAATGTTTGACTCTTCTGTTCC DEG15 spez Primer 

At1g28320-spez2 GGGGACTCCTAGAATAGCCATTCG DEG15 spez Primer 

FLAGrb TCACGGGTTGGGGTTTCTACAGGA 
Transposonspez. Primer FLAG-

Linie 

FLAGlb CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT 
Transposonspez. Primer FLAG-

Linie 

LBb GCGTGGACCGCTTGCTGCAAC 
Transposonspez. Primer SALK-

Linie 

Test-Primer 

Seq.se CGAATGGTCTATTCTAGGAGT 
DEG15 spez Primer für Sequenzie-
rung 

Seq.as TTGGCAGTAATAGGTTGGAG 
DEG15 spez Primer für Sequenzie-
rung 

Act8 fw TCAGCACTTTCCAGCAGATG Kontrollprimer RT-PCR 

Act8 rv CTGTGGACAATGCCTGGAC Kontrollprimer RT-PCR 

 

Tabelle 3: Primerliste. Aufgeführt sind die für diese Arbeit verwendeten Primer mit den jeweiligen 

Benennungen, ihren Sequenzen und ihrer Verwendung.  
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4.6 In silico-Analysen 

Verwendet  Programme bzw. Internetplattformen Resultat 

www.arabidopsis.org 
Ermittlung von Arabidopsis-DNA-

Sequenzen 

www.ncbi.nlm.nih.gov (BLAST) 
Homologiesuche von Nukleotid- und 

Aminosäuresequenzen 

www.ncbi.nlm.nih.gov(Aligne), 

www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html, 

Clone Manager, BioEdit, 

Vergleiche von Nukleotid- und Amino-

säuresequenzen 

www.expasy.ch/tools/dna.html 
Übersetzung einer Nukleotidsequenz in 

eine Aminosäuresequenz 

www.toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred, 

www.predictprotein.org, searchlauncher.bcm.tmc.edu, 

www.rcsb.org, 

Vorhersagen über Proteinstrukturen / 

Veröffentlichte Proteinstrukturen 

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ Erstellen von Alignments 

BioEdit 7.0.5.3. Erstellen von Alignments 

RasMol 2.7.5 Darstellung von Proteinstrukturen 

Tree-puzzle-5.2 Phylogenetsiche Analyse 

Tree-viewer X Darstellung von Kladogrammen 

rna.lundberg.gu.se/cutter2 Vorhersage eines Restriktionsverdaus 

 

Tabelle 4: Durchgeführte in silico Untersuchungen: Im Zuge dieser Arbeit wurden eine Reihe 

von in silico Untersuchungen der AtDEG15 durchgeführt. Die hierfür verwendeten Programme bzw. 

Plattformen und die jeweilige Datenausgabe wurden in Tabelle 4 zusammengefasst.  

http://www.arabidopsis.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
http://www.toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
http://www.predictprotein.org/
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
http://www.rcsb.org/
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/


  

 151 

5 Anhang 

5.1 Alignment der DEG-Proteasen für die phylogenetischen Analyse 
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Abbildung 38: Alignement DEG15 von Monokotyledonen, Dikotyledonen, Moos und Pilzen 

und den DEG-Proteasen aus Arabidopsis thaliana. Verwendete Organismen siehe Tabelle 1.  

 



  

 161 

5.2 Alignment pflanzlicher DEG15 
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Abbildung 39:  Alignment DEG15 von Dikotyledonen, Monokotyledonen und Moos. Ath: Ara-

bidopsis thaliana, Aly: Arabidopsis lyrata; Rco: Ricinus communis; Mes: Manihot esculenta; Ptr: 

Populus trichocarpa; Vvi: Vitis vinerfera; Ppe: Prunus persica; Csa: Cucumis sativus; Gma: Glycine 

max; Sly: Solanum lycopersicum; Mgu: Mimulus guttatus; Ppa: Physcomitrella patens; Sbi: 

Sorghum bicolor; Zma: Zea mays; Sit: Setaria italica; OsJ: Oryza sativa; Bdi: Brachyposium dis-

tachyon; Grau: Glycine und Proline; Gelb: Protease-Domäne; Grün: Pflanzen-spezifische loop; Rot: 

Aminosäuren der katalytischen Triade; Blau: PTS1; Hell-blau: Calmodulin-Bindungsdomäne; 

 

5.3 Verwendete DNA- und Protein-Standarts 
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5.4 Klonierungsstrategien 

5.4.1 DEG15 Volllänge und Deletionskonstrukte in planta 

Deletionskonstrukte in pCAMBIA 1301: 

 

 

 

 

 

 

Die DEG15 Volllängen-cDNA, sowie die Deletionskonstrukte werden mit den jeweils an-

gegebenen Primern amplifiziert und zunächst mittels der Restriktionsschnittstellen EcoRI 

und XhoI in das Plasmid pET28 a (+)  ligiert, um das später exprimierte Protein mit einem 

T7-Tag und einem His-Tag zu versehen. 

Um das Deletionskonstrukt DEG15Loop zu erhalten werden mit Hilfe der Primern 

pET28se und PrimerE bzw. PrimerF und pET28as zwei Teile der cDNA amplifiziert. Zu-
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sätlich  zu den für die übrigen Klonierungen verwendeten Restriktionsschnittstellen EcoRI 

und XhoI wurde eine SacI-Schnittstelle in beide amplifizierten cDNA-Stücke eingefügt 

und diese in einer Dreipunkt-Ligation in das Plasmid pET28a(+) ligiert. 

Zur Expression in A.thaliana wurde in einem zweiten Schritt der Klonierung DEG15-T7-

6xHis-Tag bzw. die Deletionskonstrukte mit den Primern Se-Primer und As-PrimerH bzw. 

As-PrimerG erneut amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen BglII und PmlI in 

das binäre Plasmid pCAMBIA1301 ligiert, wobei in dem Plasmid das GUS-Reportergen 

durch DEG15-T7-6xHis-Tag ersetzt wird. 

Den N-terminal verkürzten Konstrukten wird zusätzlich nach erfolgter Klonierung in das 

pCAMBIA Plasmid die CML3-Bindedomäne eingefügt, um deren Fähigkeit zur Prozessie-

rung der  PTS2-Enzyme in vivo zu testen. Hierzu wird die CML3-Bindedomäne mit fol-

genden Primern amplifiziert: CML3-Bd-DEG15 se, CML3-Bd-DEG15_pCAMBIA as und 

mittels der Restriktionsschnittstellen BglII und EcoRI in die schon vorhandenen N-terminal 

verkürzten Konstrukte in pCAMBIA 1301 ligiert. 

Im Folgenden sind die cDNA-Sequenzen der DEG15-T7-6xHis-Tag (Volllänge) und deren 

Deletionskonstrukte, sowie das dazu gehörige in silico- Transcript aufgelistet: 
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cDNA-Sequenz von DEG15-T7-6xHis (Volllänge) 2257bp: 

Verwendete Primer: PrimerA, PrimerH 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAG

CTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAGGGATTGAAGATGAGGAA

GCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGGATCTTGCTTCCAAGAGA

TATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAGGACATGGCCCTGGTTTT

GACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAGGA

TCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGA

AGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCA

ATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGC

TGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCC

ACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACT

GGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCC

CTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCC

TTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCC

GGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGT

TGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACC

ATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCC

TGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGC

TTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTA

TGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCAC

GGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTC

TGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCG

TTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGA

TATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCC

TCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTC

TATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCA

AGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGC

TGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGT

TATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATAT

GCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGAT

GCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAA

CAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGAC

CAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode: Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG15-cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 
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Protein-Sequenz von DEG15-T7-6xHis (Volllänge): 

 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKH

AFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQD

PVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVS

AANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALG

SPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKN

SGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVND

GVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPR

NHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPIT

ANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVH

PGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEE

LSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15, Stop-codon, SKL 

 

cDNA-Sequenz von DEG151/3N-Terminus-T7-6xHis (1971 bp): 

Verwendete Primer: PrimerB, PrimerH 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCAGTAGTAGTATCTCTCAGGATCC

GGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGC

TCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATC

TCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGC

TAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACA

CAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGG

TCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTT

TGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTC

TGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGT

GTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGA

AATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATC

TGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGC

ACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTC

TGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGG

AAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGG

AAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGT

TGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTT

GTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATAT

TGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCC

TTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTAT

TTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGA

AGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGT

TCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTAT

ACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCA

GAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCC

ATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAA

ACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAA

GCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode: Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG151/3N -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 
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Protein-Sequenz von DEG151/3N-Terminus -T7-6xHis : 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAP

FWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPH

NANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYP

SGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEE

PSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPW

RYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDI

RVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCG

LSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARH

GAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKL

LKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG151/3N, Stop-codon, SKL 

 

cDNA-Sequenz von DEG152/3N-Terminus -T7-6xHis (1630 bp): 

Verwendete Primer: PrimerC, PrimerH 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCA

ACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGG

AATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGG

ATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTT

TGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAAT

TCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGT

AGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACA

AGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGG

TATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAA

AGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAG

TAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGG

AGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTG

TCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGC

CTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTT

GGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTG

TTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGT

CGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCT

CAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACC

GCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAA

CACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATC

ACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACA

AACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCT

TTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode: Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG152/3N -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 
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Protein-Sequenz von DEG152/3N-Terminus -T7-6xHis: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGI

LSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEI

QLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWAS

GIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSS

VGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSS

PPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSG

GAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIW

ALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG152/3N, Stop-codon, SKL 

 

cDNA-Sequenz von DEG15N-Terminus -T7-6xHis (1135 bp): 

Verwendete Primer: PrimerD, PrimerH 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAA

CGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATA

TGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGA

ACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAG

GGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTC

TTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCT

AGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGC

GCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGT

AGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCC

CGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGG

CCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTT

CAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCT

TCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAA

GACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATC

TCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGT

GATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG  

 

Erklärung verwendeter Farbcode:Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG15N -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 

 

Protein-Sequenz von DEG15N-Terminus -T7-6xHis: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYG

EGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDS

WTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGV

VAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHL

NFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQT

KGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15N, Stop-codon, SKL 
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cDNA-Sequenz von DEG15C-T7-6xHis (1987 bp): 

Verwendete Primer: PrimerA, PrimerG 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAG

CTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAGGGATTGAAGATGAGGAA

GCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGGATCTTGCTTCCAAGAGA

TATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAGGACATGGCCCTGGTTTT

GACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAGGA

TCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGA

AGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCA

ATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGC

TGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCC

ACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACT

GGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCC

CTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCC

TTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCC

GGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGT

TGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACC

ATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCC

TGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGC

TTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTA

TGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCAC

GGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTC

TGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCG

TTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGA

TATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCC

TCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTC

TATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCA

AGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGC

TGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGT

TATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode:Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG15C -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 

 

Protein-Sequenz von DEG15C -T7-6xHis: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKH

AFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQD

PVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVS

AANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALG

SPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKN

SGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVND

GVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPR

NHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPIT

ANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVH

PGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15C, Stop-codon, SKL 

 



  

 176 

cDNA-Sequenz von DEG15Loop -T7-6xHis bp: 

Verwendete Primer: siehe Text 

AGATCTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATA

TGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTC

AGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAGGGATTGAAGATGAG

GAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGGATCTTGCTTCCAA

GAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAGGACATGGCCCTG

GTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGTAGTAGTATCTC

TCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAG

AAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCT

GCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTT

GGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAAC

TTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCC

TTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGC

ACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTG

CGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGA

ATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCA

AAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACT

TGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAA

TCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGT

CAATGATGGTGTTGAGCTCGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAA

CGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTA

TCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAAC

GAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTT

CCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode: Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 6xHis-Tag, 

T7-Tag, DEG15Loop -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), 

SKL, eingefügte SacI-Schnittstelle  

 

Protein-Sequenz von DEG15Loop -T7-6xHis: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKH

AFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQD

PVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVS

AANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALG

SPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKN

SGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVND

GVELAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKG

SQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15Loop, Stop-codon, SKL 
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cDNA-Sequenz von DEG151/3N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis (1971 bp): 

AGATCTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGG

CCCTGATCCAAAGGAATTCAGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGAT

TGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCT

TTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAA

AGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATAT

TGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGC

CACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATC

AAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTT

TAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGAT

AGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGG

CATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGC

AATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGG

GAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGA

ATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCT

CATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATT

TAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCA

AACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACA

CAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTG

TCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCC

TGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGG

ACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGT

TCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGA

AACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGG

ACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATG

TGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGA

TCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTC

TCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAA

GTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAA

GTTATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode:Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 

DEG151/3N -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL, CML3-

Bindedomäne 

 

Protein-Sequenz von DEG151/3N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis : 

MDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLV

DVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATR

MAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIA

DVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWG

SEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEG

FKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWT

WCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVA

KVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNF

SIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKG

SQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG151/3N, Stop-codon, SKL, CML3-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG152/3N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis (1630 bp): 

AGATCTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGG

CCCTGATCCAAAGGAATTCGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAG

TAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAA

CAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGC

TGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCAT

TTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAAT

CACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAG

CGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATC

AGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCAT

ACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAA

ACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAAC

ATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAA

TTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCC

TGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGG

AAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACA

TGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCA

CGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAAC

AACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACT

TGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGC

AGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCA

ACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCT

ACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTT

CATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTT

ATGACTCGAGCACGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode: Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, 

DEG152/3N -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL, CML3-

Bindedomäne 

 

Protein-Sequenz von DEG152/3N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis: 

MDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVS

TGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITT

ACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLIL

TNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHN

FLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVG

HGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMI

GLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTE

QSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG152/3N, Stop-codon, SKL, CML3-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis (1135 bp): 

AGATCTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGG

CCCTGATCCAAAGGAATTCTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGC

TCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTT

AGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAA

AGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGAC

TGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGT

CTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACC

TATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGG

ACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAG

ATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGT

GCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAA

CGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACC

AATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGA

ACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCC

TAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGAC

CCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAGCA

CGTG   

 

Erklärung verwendeter Farbcode:Restriktionsschnittstellen Klonierung pCAMBIA 1301, DEG15N -

cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL, CML3-Bindedomäne 

Protein-Sequenz von DEG15N-Terminus-CML3-Bd -T7-6xHis: 

MDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAE

EFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYI

CKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRL

NTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAP

IFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAE

TQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15N, Stop-codon, SKL, CML3-Bindedomäne 
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5.4.2 DEG15 Volllänge und Deletionskonstrukte für Yeast-Two-Hybrid 

Interaktionsscreen 

Deletionskonstrukte in pBridge und pGAD424AD: 

 

 

 

 

 

Eine Dimerisierung der DEG15 sollte im Yeast-Two-Hybrid System „MATCHMARKER 

GAL4 Two Hybrid System“ (Clontech) gezeigt werden. Zu diesem Zwecke wurde die 

DEG15 Volllänge, sowie verkürzte Konstrukte der DEG15 in das Plasmid pBridge bzw. 

pGAD kloniert. Da die MCSs der beiden Plasmide identische Restriktionsschnittstellen 

aufweisen, konnten die mit folgenden Primern: Y2HDEG15se, Y2HDEG15as amplifizier-

ten Produkte mittels der Restriktionsschnittstellen EcoRI und SalI sowohl in das pBridge, 

als auch in das pGAD424AD Plasmid ligiert werden.  

Um das Deletionskonstrukt DEG15Loop zu erhalten wurde für die PCR das Konstrukt 

pET28a(+)-DEG15Loop -T7-6xHis, in dem der pflanzenspezifische Loop in der katalyti-

schen Tasche der DEG15 durch eine Dreipunkt-Ligation bereits entfernt wurde, als Temp-

late eingesetzt.  

Im Folgenden sind die cDNA-Sequenzen der DEG15 (Volllänge) und deren Deletionskon-

strukte, sowie das dazu gehörige in silico- Transcript aufgelistet: 
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cDNA-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCA

TGGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGA

TCCAAAGGGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCA

GCTTCTGGGATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTG

AAGCTGGTCAGGACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGG

TCACAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATT

ATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGC

TGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGA

TTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATT

GAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTG

CCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTC

ATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAAC

TTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCAC

TGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCA

CTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTT

CCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAG

CAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTAT

TGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATT

CTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTG

GTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAA

ATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGA

GAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGT

GTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATAT

TGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCT

CCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTT

CTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTC

TCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGT

GGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGG

GGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGC

AGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATT

TGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCA

AAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACAT

GTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung 

in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne 

Proteins-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILL

PRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQL

KSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKP

LMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVS

TGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAIT

TACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGL

ILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREY

KHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTA

HVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNS

SGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPS

LSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCATGG

ATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCC

AAAGGGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCT

TCTGGGATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAG

CTGGTCAGGACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCA

CAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATG

GTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGG

TTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTC

TGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAA

CATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCA

CTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATC

AAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTT

TTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGA

TGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTT

AATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCA

TGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAA

GTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGA

GAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTT

AACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTG

TATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATT

TTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAG

AACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTC

ACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGC

CTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCT

TTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTA

TTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCA

AGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGT

GCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGA

CTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGA

AGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGG

GCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAG

ATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTT

TGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

Erklärung verwendeter Farbcode:DEG15-cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klonierung in 

pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne 

Proteins-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPK

GLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHR

TSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSG

WDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSS

SKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLI

GILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEK

AMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFW

EQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIAL

LQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQE

VAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAED

MQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFV

KPTKLSRDVIP 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG151/3N-Terminus pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCA

GTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGG

TCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTC

CCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGG

ATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAG

CAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATG

GCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCA

AGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAG

CGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCT

GATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCA

TTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGC

AATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGG

GGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGA

TGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACA

TGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGT

GAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAAC

AGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAG

GGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGAT

TCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGC

AGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTAC

AACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCT

GGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCG

CAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCT

CAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATA

CCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGC

AGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGAT

GCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAAT

AACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGC

CGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG151/3N-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnitt-

stellen Klonierung in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne 

Proteins-Sequenz von DEG151/3N-Terminus pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAA

LQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVP

LSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLP

GMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLS

VKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPY

VLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCP

ANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKV

VHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFS

IPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKG

SQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15/3N-Terminus pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCAGTA

GTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCA

GCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCT

GTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATA

TTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAA

GCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCT

ATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGG

GTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGT

ATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGAT

GTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTT

TGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAAT

CACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGG

AGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGG

AATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGG

TCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAA

GGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGA

AGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGA

ATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCT

TGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGC

TAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAAC

AGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGA

GTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAG

AGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAA

TTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCG

CATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGA

ACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCC

ATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAAC

AAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGA

CCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG151/3N-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnitt-

stellen Klonierung in pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG151/3N-Terminus pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQL

KSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKP

LMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVS

TGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAIT

TACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGL

ILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREY

KHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTA

HVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNS

SGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPS

LSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 

 



  

 185 

cDNA-Sequenz von DEG15/3N-Terminus pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCG

TCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACT

TGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGT

TCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTC

TCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACC

ACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCT

TGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCC

TAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTG

TCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTA

ACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAAC

CCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAAC

ATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACAC

AATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGT

GTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGT

CCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTT

GTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAA

AGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGC

TATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGC

CATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACT

TCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGAT

CCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCA

CCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGA

AAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTC

CCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG152/3N-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnitt-

stellen Klonierung in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG152/3N-Terminus pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSY

PSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLL

EEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLL

EPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTG

HRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLF

GPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLV

TSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQS

LPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 

 

cDNA-Sequenz von DEG15/3N-Terminus pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCGTCC

CCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGT

AGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCC

ATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCC

CTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACT
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AAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGC

AGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAA

GTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCT

TATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACA

AATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCT

ATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATT

GCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAAT

TTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTC

CTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCC

TGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTT

GGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGG

TAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTAT

GCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCAT

ATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCA

GCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCT

TCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCA

AAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAG

GATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCG

TGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG152/3N-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnitt-

stellen Klonierung in pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG15/3N-Terminus pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVA

LGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLR

QKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLI

TVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLP

RKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPG

KLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAML

ETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQ

TLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRD

VIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15N-Terminus pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCT

GGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTG

GAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTT

TCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATC

ATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGA

CATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGC

AAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTG

CCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAG

ATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTG

AATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGC

ATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAA

CGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCA

CCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCG

AAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAA

TCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATT

GCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen 

Klonierung in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG15N-Terminus pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSK

FWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDI

ALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSIS

QEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFA

EDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDM

FVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15N-Terminus pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCTGGG

CTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAG

GTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCT

TCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATT

ATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACAT

ACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAG

GAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCA

ATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATG

TGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAAT

ACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATC

CTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGC

AAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCA

ATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAG

AACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCT

GCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCA

GAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15N-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen 

Klonierung in pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG15N-Terminus pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRY

GKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIR

VRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCG

LSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNAR

HGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLP

KLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15C-Terminus pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCATG

GATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCA

AAGGGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCT

GGGATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGT

CAGGACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACT

AGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGT

CAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCT

GTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATT

GGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCC

TTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTA

GGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACA

CTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGT

TCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTC

CCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTA

AGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGC

CACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTT

AAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACG

GTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCAC

CTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGA

GCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCT

CCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGG

CATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTAT

ATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATT

ACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCA

AGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTG

AATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCAT

CCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCA

AGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15C-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen 

Klonierung in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG15C-Terminus pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILL

PRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQL

KSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKP

LMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVS

TGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAIT

TACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGL

ILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREY

KHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTA

HVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNS

SGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPC 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15C-Terminus pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCATGGAT

GTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAG

GGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGG

ATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAG

GACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGT

AGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAG

CTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTA

TCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGT

TGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTG

ATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGA

GTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTT

GTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCC

ATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCT

GGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGG

CAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCAC

TTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAA

TCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTC

AATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTG

CTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCC

GAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCA

CGAAATCATTATTCGTCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCAT

AGAGACATACGTGTGCGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATT

TGCAAGGAACAATTAGATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACT

GCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGA

TGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAAT

ACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCT

GGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGA

CATGGAGCGGGGACTGTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15C-Terminus -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen 

Klonierung in pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne 

 

Proteins-Sequenz von DEG15C-Terminus pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPK

GLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHR

TSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSG

WDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSS

SKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLI

GILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEK

AMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFW

EQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIAL

LQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQE

VAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPC 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15Loop pBridge: 

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGAGGTCAAABACAGTTGACTATATCGCCGGAATTCATG

GATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCA

AAGGGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCT

GGGATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGT

CAGGACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACT

AGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGT

CAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCT

GTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATT

GGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCC

TTGATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTA

GGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACA

CTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGT

TCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTC

CCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTA

AGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGC

CACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTT

AAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACG

GTCAATGATGGTGTTGAGCTCGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACA

ACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTA

TCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACG

AAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCC

CGTGATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15Loop -cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klo-

nierung in pBridge, GAL4 DNA-Bindedomäne, eingefügte SacI-Schnittstelle 

 

Proteins-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pBridge: 

MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQL

FLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSE

ESSNKGQRQLTVSPEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILL

PRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQL

KSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKP

LMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVS

TGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAIT

TACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVELAVLAPIFKFA

EDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDM

FVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4 DNA-Bindedomäne 
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cDNA-Sequenz von DEG15Loop pGAD424AD: 

AATACGACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACGCCAGAATTCATGGAT

GTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAG

GGATTGAAGATGAGGAAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGG

ATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAG

GACATGGCCCTGGTTTTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGT

AGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAG

CTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTA

TCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGT

TGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTG

ATGCAACTTGATGAGCCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGA

GTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTT

GTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCC

ATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCT

GGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGG

CAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCAC

TTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAA

TCAGATGCTAGTATTCCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTC

AATGATGGTGTTGAGCTCGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAACACAACG

ATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCACTATCA

CCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAAACGAAA

GGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTTTCCCGT

GATGTGATCCCTGTCGAC- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15Loop-cDNA, Stop-codon, Restriktionsschnittstellen Klo-

nierung in pGAD, GAL4-Aktivierungsdomäne, eingefügte SacI-Schnittstelle 

 

Proteins-Sequenz von DEG15 (Volllänge) pGAD424AD: 

MDKAELIPEPPKKKRKVELGTAANFNQSGNIADSSLSFTFTNSSNGPNLITTQTNSQALSQPIASSN

VHDNFMNNEITASKIDDGNNSKPLSPGWTDQTAYNAFGITTGMFNTTTMDDVYNYLFDDEDTPPNPK

KEILELVDPPGCRNSWMCLKLSAFPGISPSWSKSKALIQRDGMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPK

GLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHR

TSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSG

WDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSS

SKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLI

GILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEK

AMESVCLITVNDGVELAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLP

KLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIP 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: DEG15-cDNA, GAL4-Aktivierungsdomäne 
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5.4.3 DEG15-T7-6xHis-Tag und DEG15-6xHis-Tag zur Überexpression in 

E.coli 

Klonierung DEG15-T7-6xHis-Tag: 

Die DEG15-cDNA wird mit den folgenden Primern: pET28se, pET28as amplifiziert und 

mittels der Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI in das Plasmid pET28 a (+) ligiert, 

um das später exprimierte Protein mit einem T7-Tag und einem His-Tag zu versehen. 

 

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGC

ATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTCAGCTTTTCC

CGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAGGGATTGAAGATGAGGAAGCATGCT

TTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGGATCTTGCTTCCAAGAGATATTTTT

TTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAGGACATGGCCCTGGTTTTGACCGTT

GCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAGGATCCGGTG

AAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAGGAAGCTCCT

TTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTTCAATCTCTT

ATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCTGCTGCTAAT

GGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAGCCACACAAC

GCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTACTGGGTCAA

CCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCTCCCTTTGGA

ATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTATCCTTCTGGA

TCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCTCCGGTGTTT

GCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGCGTTGAAATT

CAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAACCATCTGTA

GAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATTCCTGCACAA

GTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGGGCTTCTGGT

ATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGGTATGGAAAA

GGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCCACGGGAAGT

AAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCGTCTGTTGGA

GAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTGCGTTTGTGT

CACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTAGATATTGCC

TTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCTCCTCCTTTG

GGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCTTCTATTTGT

TCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCTCAAGAAGTC

GCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGTGCTGTTCTC

AATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACTGTTATACCG

CATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGATATGCAGAAC

ACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTGATGCCATCA

CTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAATAACAAACAA

ACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCGACCAAGCTT

TCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTATGACTCGAG 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15-cDNA, Stop-codon, Restriktions-

schnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 
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Protein-Sequenz von DEG15-T7-6xHis: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKH

AFHQYHSGNATLSASGILLPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQD

PVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVS

AANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALG

SPFGILSPVNFFNSVSTGSIANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKN

SGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVND

GVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPR

NHYSSVGENIREYKHNFLQTGHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPIT

ANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVH

PGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEE

LSSIWALMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKL- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15, Stop-codon, SKL 

 

Um neben dem oben beschriebenen Protein eine Variante mit C-terminalen His-Tag zu 

erhalten, wurde die DEG15-cDNA den folgenden Primern: pET24se, pET24as amplifiziert 

und mittels der Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI in das Plasmid pET24 a (+)  

ligiert.  

 

ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGTGTCTAAAGTTGTC

AGCTTTTCCCGGAATTTCGCCGTCTTGGTCAAAGTCGAAGGCCCTGATCCAAAGGGATTGAAGATGAGG

AAGCATGCTTTTCATCAATACCATTCTGGCAATGCAACACTTTCAGCTTCTGGGATCTTGCTTCCAAGA

GATATTTTTTTGAGTGGTGAGGTCGCTGCTAAGGTTCTGTTTGAAGCTGGTCAGGACATGGCCCTGGTT

TTGACCGTTGCATCTGTTGTTGAGCCATTCTTAACATTAGGTCACAGAACTAGTAGTAGTATCTCTCAG

GATCCGGTGAAGCTTATTCCGGGTGCTATGATTGAGATTATGGTGGAGGGTCAGCTAAAGTCAGAAAAG

GAAGCTCCTTTTTGGGTTCCTGCGCAACTTCTTTCGCTGGTTGATGTCCCTGTATCTTCTGCTGCACTT

CAATCTCTTATTGAAGCTTCTTCTGGTTCGAAAGATTCTGGATGGGATATTGGTTGGTCTTTGGTTTCT

GCTGCTAATGGTTCTCAGCCTTCAATCAATATTGAACATTACAGCAAGCCCTTGATGCAACTTGATGAG

CCACACAACGCTAACTTCATGGCCAAGTCTGCCACTCGAATGGCTATTCTAGGAGTCCCCTTAAGTTTA

CTGGGTCAACCAAGCATGAATTTTGCTTCATCAAGTAGCAAGGGTGATACACTTGTAGCACTAGGCTCT

CCCTTTGGAATCCTTTCACCTGTTAACTTTTTTAACAGCGTATCAACTGGTTCCATTGCGAATAGCTAT

CCTTCTGGATCCCTAAAGAAGTCACTGATGATAGCTGATGTTCGATGTCTCCCTGGAATGGAAGGGGCT

CCGGTGTTTGCTAAGAATGGGCACTTAATTGGCATTTTGATTAGACCACTAAGGCAAAAGAATAGCGGC

GTTGAAATTCAGCTGGTGGTTCCATGGGGAGCAATCACAACTGCTTGCAGCCACTTGCTGCTTGAGGAA

CCATCTGTAGAAGGAAAAGCAAGTCAGTGGGGGAGCGAAGTCCTAAGTGTTAAATCAGATGCTAGTATT

CCTGCACAAGTGGCTATTGAGAAGGCGATGGAATCAGTTTGTCTTATTACGGTCAATGATGGTGTTTGG

GCTTCTGGTATTATTCTTAACGAACATGGTCTCATACTAACAAATGCTCACCTGCTTGAGCCGTGGAGG

TATGGAAAAGGTGGTGTATATGGTGAAGGATTTAAACCCTATGTCTTAGGAGCCGAGGAATTTTCTTCC

ACGGGAAGTAAATTTTGGGAACAGAAGAGTCAAACATTGCCACGGAAAGCTCCACGAAATCATTATTCG

TCTGTTGGAGAGAACATCAGGGAATACAAACACAATTTCCTTCAGACTGGGCATAGAGACATACGTGTG

CGTTTGTGTCACCTAGATTCTTGGACTTGGTGTCCTGCAAACGTGGTCTATATTTGCAAGGAACAATTA

GATATTGCCTTACTGCAGCTAGAATATGTCCCTGGAAAGCTCCAACCTATTACTGCCAATTTTTCTTCT

CCTCCTTTGGGTACAACAGCGCATGTTGTTGGACATGGACTCTTCGGACCAAGATGTGGGCTTTCTCCT

TCTATTTGTTCTGGAGTTGTAGCAAAGGTAGTTCACGCAAAGAGGAGATTGAATACGCAATCCATTTCT

CAAGAAGTCGCAGAGTTCCCCGCTATGCTCGAAACAACAGCTGCTGTGCATCCTGGTGGCAGTGGTGGT

GCTGTTCTCAATTCAAGTGGCCATATGATTGGACTTGTTACCAGCAACGCAAGACATGGAGCGGGGACT

GTTATACCGCATCTCAACTTCAGCATCCCATGTGCAGTCTTGGCACCAATCTTCAAGTTTGCAGAAGAT

ATGCAGAACACAACGATCCTTCAAACACTTGATCAACCTAGCGAAGAACTCTCATCCATTTGGGCTTTG
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ATGCCATCACTATCACCAAAGACTGAGCAGTCTCTACCCAATCTGCCTAAGTTACTCAAAGATGGTAAT

AACAAACAAACGAAAGGATCTCAGTTTGCCAAGTTCATTGCAGAGACCCAAGACATGTTTGTAAAGCCG

ACCAAGCTTTCCCGTGATGTGATCCCTAGCAAGTTACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15-cDNA, Stop-codon, Restriktions-

schnittstellen Klonierung in pET18a(+), SKL 

 

Protein-Sequenz von DEG15-T7-6xHis: 

MASMTGGQQMGRGSEFMDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGILLP

RDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQDPVKLIPGAMIEIMVEGQLKS

EKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIEASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQ

LDEPHNANFMAKSATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNSVSTGSI

ANSYPSGSLKKSLMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPLRQKNSGVEIQLVVPWGAITTACSH

LLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDASIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAH

LLEPWRYGKGGVYGEGFKPYVLGAEEFSSTGSKFWEQKSQTLPRKAPRNHYSSVGENIREYKHNFLQT

GHRDIRVRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYVPGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLF

GPRCGLSPSICSGVVAKVVHAKRRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVT

SNARHGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWALMPSLSPKTEQSLP

NLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKLSRDVIPSKLHHHHHH- 

 

Erklärung verwendeter Farbcode: 6xHis-Tag, T7-Tag, DEG15, Stop-codon, SKL 
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5.5 Verwendete Rückfaltungspuffer 

Getestete Puffer: 

 pH6 pH6,5 pH7 pH7,5 pH8 pH8,5 pH9 pH9,5 

Phosphat-

Puffer 

20mM 20mM - - - - - - 

40mM 40mM - - - - - - 

100mM 100mM - - - - - - 

MOPS 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM - - 

100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM - - 

HEPES - - - - - 20mM 20mM 20mM 

- - - - - 40mM 40mM 40mM 

- - - - - 100mM 100mM 100mM 

Tris-HCl - - 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM - 

- - 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM - 

- - 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM - 

- - 200mM 200mM 200mM 200mM 200mM - 

- - 500mM 500mM 500mM 500mM 500mM - 

- - 750mM 750mM 750mM 750mM 750mM - 

- - 1000mM 1000mM 1000mM 1000mM 1000mM - 

- - 1250mM 1250mM 1250mM 1250mM 1250mM - 
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Folgende Substanzen (einzeln und in Kombination) wurden den einzelnen Puffern zuge-

setzt, um die Faltung des Proteins zu begünstigen: 

 

1) NDSB201: 3-(1-Pyridino)-1-propansulfonat 

2) Zwittergent 3-12: n-Dodecyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-propansulfonat 

3) TCEP: Tris(2-carboxyethyl)-phosphine 

 

 

 
Verwendete Konzentrationen 

Salze 
NaCl 0mM 50mM 100mM 150mM 200mM 250mM 300mM 350mM 

KCl 0mM 20mM - - - - - - 

Mehrwertige 

Alkohole 
Glycerin 0% 5% 10% 15% - - - - 

Polyether PEG-4000 0% 0,05% 0,1% 0,15% 0,2% - - - 

Aminosäuren 

Arginin 0mM 50mM 100mM 250mM 500mM 750mM - - 

Glutamin 0mM 50mM 100mM - - - - - 

Glycin 0mM 25mM 50mM 200mM - - - - 

Detergenzien 

CHAPS 0mM 2,5mM 5mM 10mM - - - - 

NDSB2011) 
0mM 500mM 1000mM 1500mM - - - - 

Zwittergent 3-12 2) 
0mM 1mM 2mM 3mM 4mM - - - 

Tween 0mM 0,02mM 0,06mM 0,08mM - - - - 

Triton-X 100 0mM 0,2mM 0,6mM 0,8mM - - - - 

SDS 0mM 3mM 9mM 12mM - - - - 

Natriumcholat 0mM 2mM 6mM 8mM - - - - 

Brij 0mM 0,03mM 0,09mM 0,12mM - - - - 

oxdierende bzw. 

reduzierende 

Reagenzien 

DTT 0mM 1,25mM 2,5mM 3,75mM 5mM 6,25mM 7,5mM 10mM 

TCEP 3) 
0mM 1,25mM 2,5mM 3,75mM 5mM 6,25mM 7,5mM 10mM 

Gluthation red. 0mM 0,5mM 1mM 5mM - - - - 

Gluthation ox. 0mM 0,5mM 1mM 5mM - - - - 

weitere Reagen-

zien: 

EDTA 0mM 2mM 5mM 10mM 20mM - - - 

Cu/Zn/Mg/Mn 200mM - - - - - - - 
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