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Abstract 

 

Acute fibrinogen deficiency poses a significant risk to patients suffering from severe bleeding due to 

surgical interventions or trauma. Early and precise determination of plasma fibrinogen levels is therefore 

crucial for targeted substitution therapy using fibrinogen concentrates. However, current diagnostic 

methods are costly and often lack sufficient accuracy, particularly within the clinically relevant 

concentration range. In this study, a novel enzymatic dual-field competition assay was developed to 

provide a faster and more cost-effective alternative. 

The assay principle relies on the competitive conversion of a fluorogenic substrate in two separate 

reaction compartments. In one compartment, the substrate is applied at a concentration near the 

Michaelis constant (KM), and in the other, in excess. The presence of fibrinogen as a competitive inhibitor 

leads to measurable differences in substrate turnover rates, from which a turnover factor is derived that 

correlates with the fibrinogen concentration.  

Initial experiments using thrombin and Z -GPR-AMC as substrate were hampered by turbidity caused by 

fibrin clot formation. Although addition of the aggregation -inhibiting tetrapeptide GPRP reduced 

turbidity, it also altered enzyme kinetics. Fluorescence-based measurements showed some improvement, 

but the slope of the turnover factor curve was insufficient within the clinically relevant fibrinogen range 

(0­2 mg/mL) for reliable quantification.  To improve assay performance, alternative enzyme-substrate 

systems were explored. Snake venom thrombin-like enzymes (SVTLEs), in particular Ancrod and 

Batroxobin, were investigated due to their high affinity for fibrinogen. Ancrod did not yield satisfactory 

results, whereas Batroxobin demonstrated promising properties, although the submicromolar KM values 

reported in the literature could not be replicated.  A key objective of this work was to establish a 

recombinant expression system for Batroxobin in Pichia pastoris. Both a wild -type gene and a codon-

optimized variant wer e cloned into the pPIC9 vector and successfully integrated into the host strain 

GS115. Although no protein was initially detectable in the supernatant, additional activity assays using 

fibrinogen agarose plates and a newly developed microplate assay confirmed the enzymatic activity of 

the recombinant Batroxobin. Purification by nickel ion affinity chromatography yielded active enzyme, 

albeit at lower levels than reported in the literature. Process optimizations improved protein quality and 

activity.  Another focus of the study was the development of specific FRET substrates, as commercial 

substrates did not provide sufficient turnover rates. The synthesized substrates were based on the 

thrombin cleavage site of fibrinogen Aɻ chains and produced by solid-phase synthesis. Initial 

experiments revealed substantial inner filter effects (IFE) at the substrate concentrations required for 

the assay, which were mitigated through the use of microcuvettes and reduced substrate concentrations. 

The optimized substrates, particularly the elongated peptide aminobenzoyl-DFLAEGGGVRGPR-3-

nitrotyrosine, exhibited markedly improved initial velocities and lower K M values. Further extension of 

the sequence with glycine and arginine residues at the N-terminus resulted in an additional increase in 

substrate conversion. The longest substrate, Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-nitrotyrosine, ultimately showed 

the lowest KM (339 µM) and the second highest vmax (60 nmol minϖ¹ BUϖ¹). Final tests with the optimized 

assay system demonstrated that Batroxobin enables a broader dynamic range of turnover factors 

compared to thrombin. The calculated Z-factors exceeded the statistically required threshold of 0.7, 

amldgpkgle rfc _qq_w%q qsgr_`glity for precise measurements within the clinically relevant concentration 

range. 

Overall, this study achieved several key advances. Batroxobin was identified as a suitable enzyme for the 

dual-field competition assay and successfully expressed recombinantly in Pichia pastoris, although 

production yields still require optimization. Specific FRET substrates enabling reliable turnover by 

Batroxobin were developed and validated. Together, these components enabled the establishment of a 

functional assay for fibrinogen determination , providing a solid foundation for the future development 
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of a practical diagnostic rapid test that could support faster and more reliable treatment decisions in 

fibrinogen deficiency. 
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Zusammenfassung 

 

Ein akuter Fibrinogenmangel stellt bei schweren Blutungen infolge von chirurgischen Eingriffen oder 

Traumata eine erhebliche Gefahr für Patienten dar. Die frühzeitige und präzise Bestimmung der 

Fibrinogenkonzentration im Plasma ist daher entscheidend für eine gezielte Substitutionstherapie mit 

Fibrinogenkonzentraten. Derzeit verfügbare Testverfahren sind jedoch mit hohen Kosten verbunden und 

weisen insbesondere im diagnostisch relevanten Konzentrationsbereich eine unzureichende Genauigkeit 

auf. Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiger enzymatischer Zwei-Felder-

Kompetitionsassay entwickelt, der eine schnelle und kostengünstige Alternative darstellen soll. 

Das grundlegende Prinzip des Assays basiert auf der kompetitiven Umsetzung eines fluorogenen 

Substrats in zwei Reaktionskompartimenten. Dabei wird das Enzymsubstrat auf einer Seite in einer 

Konzentration nahe der Michaelis-Konstante (KM) und auf der anderen Seite in Überschuss eingesetzt. 

Die Anwesenheit von Fibrinogen als kompetitiver Inhibitor in beiden Kompartimenten führt zu 

messbaren Unterschieden in der Umsatzgeschwindigkeit des Substrats, woraus ein Umsatzfaktor 

berechnet wird, der mit der Fibrinogenkonzentration korreliert.  

Zu Beginn der Arbeiten wurde Thrombin als Testenzym verwendet und mit dem Substrat Z-GPR-AMC 

getestet. Die photometrische Auswertung wurde durch die Trübung infolge der Fibringerinnung gestört. 

Zwar konnte die Trübung durch den Zusatz des aggregationshemmenden Tetrapeptids  GPRP vermindert 

werden, dies führte jedoch gleichzeitig zu einer Veränderung der Enzymkinetik. 

Fluoreszenzspektrometrische Messungen zeigten zwar verbesserte Ergebnisse, doch war die Steigung 

der Umsatzfaktorkurve im relevanten Konzentrationsbereich von 0­2 mg/mL Fibrinogen zu gering, um 

eine präzise Bestimmung zu ermöglichen. 

Zur Verbesserung des Assays wurden daher alternative Enzym-Substrat-Systeme getestet. Basierend auf 

Literaturdaten wurden sogenannte Snake Venom Thrombin-like Enzymes (SVTLEs), insbesondere 

Ancrod und Batroxobin, in die Untersuchungen einbezogen. Diese Enzyme zeichnen sich durch eine 

hohe Affinität zu Fibrinogen aus. Während Ancrod keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferte, zeigte 

Batroxobin vielversprechende Eigenschaften, wenngleich die in der Literatur beschriebenen 

submikromolaren KM-Werte für Fibri nogen nicht erreicht wurden. 

Ein zentrales Ziel der Arbeit war daher die Etablierung eines rekombinanten Expressionssystems für 

Batroxobin in Pichia pastoris. Sowohl ein Wildtyp -Gen als auch eine codonoptimierte Variante wurden 

in das pPIC9-Vektorplasmid kloniert und erfolgreich in den Wirtsstamm GS115 transformiert. Trotz 

vollständiger Integration des Gens in das Genom konnte zunächst kein Protein im Expressionsüberstand 

nachgewiesen werden. Erst durch zusätzliche Aktivitätstests auf Fibrinogen-Agaroseplatten sowie mit 

einem neu entwickelten Mikrotiterplatten -Assay konnte die Aktivität des exprimierten Batroxobins 

nachgewiesen und quantifiziert  werden. Die Reinigung erfolgte mittels Nickelionen-

Affinitätschromatografie. Trotz relativ niedriger Ausbeuten im Vergleich zu Literaturangaben konnte die 

Aktivität des rekombinanten Enzyms bestätigt werden. Weitere Optimierungen im Produktionsprozess, 

etwa durch Änderung der Kulturbedingungen und der Vorreinigungsstrategien, führten zu einer 

verbesserten Proteinqualität. 

Ein weiterer zentraler Aspekt der Arbeit war die Entwicklung spezifischer FRET-Substrate für 

Batroxobin, da handelsübliche Substrate keine ausreichenden Umsatzraten zeigten. Die synthetisierten 

FRET-Substrate basierten auf der Thrombin-Spaltstelle des Fibrinogen Aɻ-Peptids und wurden mittels 

Festphasensynthese hergestellt. Erste Versuche ergaben, dass bei den für den Zweikompartimente-Test 

erforderlichen Konzentrationen ein erheblicher Teil der Fluoreszenz durch den sogenannten Inner-Filter-

Effekt (IFE) absorbiert wurde. Durch Verwendung von Mikroküvetten und Reduktion der 

Substratkonzentration konnte der IFE deutlich reduziert werden. Die optimierten Substrate, 

insbesondere das verlängerte Peptid Aminobenzoyl-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyrosin, zeigten deutlich 
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verbesserte Anfangsgeschwindigkeiten und niedrigere KM-Werte. Eine weitere Verlängerung der 

Sequenz mit Glycin- und Argininresten am N-Terminus führte zu einer zusätzlichen Steigerung der 

Substratumsetzung. Das längste Substrat, Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr, wies schließlich mit 339 

µM die niedrigste KM  und mit 60 nmol min -1 BU-1 die zweithöchste vmax auf. 

Die abschließenden Tests mit dem optimierten Assaysystem und den eigens entwickelten FRET-

Substraten zeigten, dass sich mit Batroxobin ein deutlich breiterer dynamischer Bereich der 

Umsatzfaktoren erreichen lässt als mit Thrombin. Die berechneten Z-Faktoren lagen über dem statistisch 

geforderten Schwellenwert von 0,7, was die Eignung des Assays für präzise Messungen im diagnostisch 

relevanten Bereich bestätigt. 

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit mehrere wesentliche Fortschritte erzielt werden. 

Batroxobin wurde als geeignetes Enzym für den Zwei-Felder-Kompetitionsassay identifiziert und 

erfolgreich rekombinant in Pichia pastoris exprimiert, auch wenn die Produktionsausbeute noch 

optimiert werden muss. Zudem wurden spezifische FRET-Substrate entwickelt und getestet, die eine 

zuverlässige Umsetzung durch Batroxobin ermöglichen. Mit diesen Komponenten konnte ein 

funktionsfähiges Assayverfahren zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration etabliert werden. Diese 

Ergebnisse schaffen eine belastbare Grundlage für die Weiterentwicklung zu einem praxistauglichen 

diagnostischen Schnelltests, der in Zukunft eine raschere und verlässlichere Therapieentscheidung bei 

Fibrinogenmangel unterstützen könnte. 
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1. Einleitung 

 

1.1. Hintergrund 
 

Die Blutgerinnung ist ein lebenswichtiger Prozess, der im Körper genau reguliert wird, um Thrombose 

oder Blutverlust zu verhindern. Der entscheidende Prozess bei der Blutgerinnung ist die 

Gerinnselbildung. Dabei werden in einer Gerinnungskaskade nacheinander mehrere Gerinnungsfaktoren 

aktiviert und das am Ende der Kaskade aktivierte Thrombin setzt Fibrinogen in Fibrin um. Das Fibrin 

lagert sich gemeinsam mit Blutplättchen zu einem Blutgerinnsel zusammen und stoppt auf diese Weise 

die Blutung.1-4 Schwere Blutungen bei Operationen oder Unfällen führen häufig zu einem Mangel von 

Fibrinogen.5-7 Denn die Plasmakonzentration von Fibrinogen nimmt bei schweren Blutungen schneller 

ab als die der anderen Gerinnungsfaktoren.8 Bei einem Mangel an Fibrinogen ist die Blutgerinnung 

eingeschränkt, was zu hohen Blutverlusten bis hin zum Tod führen kann. Mit Fibrinogenkonzentraten 

kann dieser lebensbedrohliche Mangel behoben werden. Diese sind teuer und eine nicht indizierte 

Anwendung kann zu Komplikationen führen. Die schnelle und genaue Konzentrationsbestimmung von 

Fibrinogen, dem entscheidenden Gerinnungsfaktor bei der Blutgerinnung, stellt einen lebenswichtigen 

Prozess im Rahmen des Gerinnungsmanagements bei Unfällen oder Operationen dar. Es ermöglicht den 

gezielten Einsatz von Fibrinogenpräparaten als lebensrettende Behandlung und senkt die Notwendigkeit 

an risikobehafteten Transfusionen von Fremdblut.9-11 

 

Die aktuell verfügbaren Testverfahren zur Bestimmung von Koagulationsstörungen basieren auf der 

Gerinnselbildung durch die Thrombin-vermittelte Spaltung des Fibrinogens zum Fibrin. Aus der Zeit bis 

zur Ausbildung des Gerinnsels und den Eigenschaften des Gerinnsels wird auf die 

Fibrinogenkonzentration geschlossen.  

 

 

Abbildung 1: Finale Phase der Gerinnselbildung; Die Spaltung von Fibrinogen durch Thrombin ist die Grundlage für herkömmliche 

Fibrinogennachweise. Sie quantifizieren die Fibrinogenmenge aufgrund von Trübung, Masse oder Viskosität des Fibringerinnsels. 

(Quelle: AK Schmitz) 

 

Beim meist verwendeten Verfahren, dem Clauss-Test, wird das Blutplasma mit einer definierten Menge 

Thrombin zur Gerinnung gebracht und die Zeit bis zum Trübungsbeginn gemessen.12,13 Der 

experimentelle Zeitaufwand bis zur Ergebnisbereitstellung liegt bei diesem Verfahren im Durchschnitt 

bei 88 min und ist für die schnelle Entscheidung im Falle der akuten Blutung zu langsam.14 Eine 

schnellere Alternative stellen die viskoelastischen Methoden dar.15 Bei diesem Verfahren, das aufgrund 

der hohen apparativen Kosten meist nur großen Kliniken zur Verfügung steht, werden über spezielle 

rotierende Vorrichtungen die mechanischen Eigenschaften des Gerinnsels über die Zeit bestimmt und 

aus dem zeitlichen Verlauf ein Ersatzwert für die Konzentration des Fibrinogens abgleitet.16 Anhand 

dieser Abschätzung aus der Gerinnungsdauer bzw. den viskoelastischen Eigenschaften des Blutes, wird 

die Entscheidung getroffen, ob ein Fibrinogenmangel vorliegt. Da diese Eigenschaften nicht nur vom 
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Fibrinogengehalt des Blutes sondern auch von vielen weiteren Faktoren abhängen, sind sie 

fehlerbehaftet und im klinisch relevanten niedrigen Konzentrationsbereich des Fibrinogens ungenau.17,18 

Daher ist ein dringender Bedarf für einen zuverlässigen, schnellen und einfachen Test gegeben. Mit dem 

in dieser Arbeit vorliegendem kompetitiven enzymatischen Test mit Kompensation der Enzymaktivität 

wurde ein neuartiges Verfahren basierend auf einer enzymatischen Konkurrenzreaktion vorgeschlagen. 

Es soll Schwankungen in der Enzymaktivität kompensieren und ohne zeitaufwändige Nachkalibrierung 

mit einer einmal erstellten Kalibrierfunktion betrieben werden  können. Der Test dieses Verfahrens und 

die Verbesserung seiner Komponenten sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

 

1.2. Biochemie und Physiologie der Blutgerinnung 
 

Die Hämostase ist der wesentliche physiologische Prozess zur Instandhaltung des Gefäßsystems und zur 

Sicherstellung eines gesunden Blutkreislaufs. Sie ist dafür verantwortlich, den Blutverlust an der Stelle 

von Gefäßverletzungen zu stoppen und gleichzeitig den Blutfluss in gesunden Blutgefäßen 

aufrechtzuerhalten. Bei einer Verletzung wird die Hämostase innerhalb von Sekunden aktiviert und führt 

zur Bildung eines Blutgerinnsels, das hauptsächlich aus Blutplättchen und Fibrin besteht und den 

Blutverlust verhindert.1,19 Sie läuft in drei Phasen ab. Zunächst wird die unmittelbare Blutung durch 

Vasokonstriktion reduziert und das verletzte Blutgefäß durch Bildung eines primären 

Thrombozytenpfropfens verschlossen, was die primäre oder zelluläre Hämostase kennzeichnet.20,21 

Während der sekundären oder plasmatischen Hämostase wird ein Fibrinnetzwerk gebildet, das als 

Haftmittel für die aggregierten Thrombozyten dient und die Stabili tät des Pfropfens gewährleistet.22,23 

Nach Wiederherstellung des Gefäßsystems begrenzt die Fibrinolyse die Gerinnselbildung und sorgt für 

einen kontrollierten Abbau des Fibringerinnsels.1,3 Das hämostatische Gleichgewicht, das eine schnelle 

und lokale Aktivierung der Gerinnung gewährleistet, ohne den gesamten Blutkreislauf zu 

beeinträchtigen, erfordert einen komplizierten Regulationsmechanismus. Abweichungen von diesem 

hochregulierten Zusammenspiel von Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren und Kofaktoren können zu einer 

Thrombose oder Blutungsneigung führen.  3, 24 

 

1.2.1. Die Gerinnungskaskade 

 

Die Serinprotease Thrombin (Faktor IIa, FIIa ) spielt in allen Stadien der Hämostase eine zentrale Rolle: 

Thrombin trägt zur Thrombozytenaktivierung bei, spaltet Fibrinogen (FI) zu Fibrin (FIa), das mit den 

Thrombozyten zu einem Gerinnsel aggregiert, und aktiviert, wenn es an Thrombomodulin gebunden ist, 

Protein C und löst damit antikoagulative Prozesse aus (siehe Abbildung 2).3,25,26 Historisch gesehen wird 

die Gerinnungskaskade in das extrinsische und intrinsische System unterteilt. Beide Mechanismen 

führen zur verstärkten Aktivierung von Thrombin und schließlich zur Gerinnselbildung. Das intrinsische 

System wird aktiviert, wenn Blut mit einer negativ geladenen Oberfläche wie der Phospholipidmembran 

des subendothelialen Gewebes oder einer unphysiologischen Oberfläche wie Glas oder Kaolinit in 

Kontakt kommt. 20 Dadurch wird Faktor XII (FXII) aktiviert, der wiederum die Umwandlung von 

Präkallikrein zu Kallikrein und Faktor XI zu FXIa katalysiert. FXIa aktiviert Faktor IX (FIX), der mit Faktor 

VIIIa, der an Ca2+ -Ionen und Phospholipide der Thrombozytenmembran bindet, zum Tenase-Komplex 

zusammenschließt, der den intrinsischen Faktor-X-Aktivator darstellt. 1,3,27 Im Blutkreislauf wird Faktor 

VIII, die Vorstufe von FVIIIa, durch Assoziation mit dem von Willebrand-Faktor (vWF) stabilisiert. vWF 

bindet an Kollagen, das bei Endothelverletzungen freiliegt, und an einen Komplex aus Glykoproteinen 

Ib/V/IX auf der Oberflä che von Thrombozyten und verbindet so die Thrombozyten mit dem Endothel. 

Die Aktivierung von FVIII durch Thrombin führt zu seiner Dissoziation von vWF und ermöglicht die 

Bildung des Tenasekomplexes mit FIXa.27 
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Abbildung 2: Thrombin als zentraler Knotenpunkt der Gerinnung. Der intrinsische Weg wird durch Kontaktaktivierung und sukzessive 

Aktivierung der Gerinnungsfaktoren XII, XI und IX eingeleitet. Die Freisetzung von Gewebefaktor (TF) löst den extrinsischen Weg aus, 

der zur Bildung des TF-VIIa-Komplexes führt. Die anschließenden Aktivierung von Faktor X durch die Faktorenkomplexe aus TF und VIIa 

bzw. VIIIa und IXa stellt den Knotenpunkt dar, an dem sich der intrinsische und der extrinsische Weg vereinigen. FXa bildet zusammen 

mit seinem Kofaktor FVa den Prothrombinasekomplex, der wiederum Prothrombin zu Thrombin aktiviert. Hierauf folgt die Thrombin-

vermittelte Fibrinogenspaltung und die Bildung eines Fibringerinnsels. Graue fette Pfeile stehen für eine enzymatische Reaktion, 

schwarze Pfeile für die Aktivierung und schwarze gestrichelte Linien für die Hemmung der Gerinnungsfaktoren. 

 

Der extrinsische Weg wird durch Gewebefaktor (TF) ausgelöst, der bei Gefäßverletzungen freigesetzt 

und durch Proteindisulfidisomerase (PDI) aktiviert wird. Hier führt die Interaktion von Gewebefaktor 

mit der autoaktivierten Serinprotease Faktor VIIa zum Faktor-X-Aktivierungskomplex, der die 

Umwandlung von Faktor X in Xa bewirkt.3 Die Assoziation von Faktor Xa und autoaktiviertem Faktor Va 
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zum Prothrombinasekomplex zusammen mit Ca2+ -Ionen und einer Phospholipidmembranoberfläche ist 

der Knotenpunkt, an dem sich der intrinsische und der extrinsische Weg vereinigen.20 Ohne ihren 

Kofaktor FVa ist die Serinprotease FXa bei der Spaltung von Prothrombin zu Thrombin eher ineffizient. 

Die zunächst erzeugten geringen Mengen an Thrombin reichen jedoch aus, um die anderen 

Serinproteasen zu aktivieren, die aktivere Proteinkomplexe bilden.28 So wandelt der 

Prothrombinasekomplex inaktives Prothrombin (FII) effizient in ɻ-Thrombin (FIIa) um, was zur 

Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin führt. Thrombin ist der Dreh - und Angelpunkt des 

Gerinnungssystems und bewirkt eine positive Rückkopplung durch Aktivierung der prokoagulierenden 

Faktoren V, VIII und XI, was zu einer Verstärkung seiner eigenen Produktion führt. Die Feedbackschleife, 

bei der Thrombin FVIIIa bildet, welches dann im Tenase-Komplex FX aktiviert, und schließlich FX im 

Prothrombinasekomplex Thrombin aktiviert, ist als Josso-Loop bekannt.29 In der letzten Phase der 

Gerinnung stabilisiert der durch Thrombin aktivierte Faktor XIIIa (FXIIIa) , eine Transglutaminase, das 

neu gebildete Gerinnsel durch kovalente Vernetzung des Fibrin-Netzwerks unter Einlagerung der 

Thrombozyten.1,3 Thrombin spaltet auch den Protease-aktivierten Rezeptor 1 (Par1) auf der Oberfläche 

der Blutplättchen, was zur Aktivierung der Blutplättchen im Thrombin -abhängigen Weg der zellulären 

Hämostase führt.4 Dadurch werden aus den sogenannten "elektronendichten Granula" Calcium-Ionen, 

ADP, Serotonin, Thromboxan A2 und andere Substanzen freigesetzt. Dies führt wiederum zur 

Rekrutierung weiterer Thrombozyten durch Chemotaxis. Thromboxan A2 spielt darüber hinaus eine 

entscheidende Rolle bei der Verengung des Blutgefäßes, was einem hohen Blutdurchfluss entgegenwirkt. 

Zusätzlich wird der Inhalt der "ɻ-Granula" der Thrombozyten ausgeschüttet, darunter 

Gerinnungsfaktoren (Faktor V, Faktor VIII), Klebstoffe (vWF, Fibronektin, Thrombospondin) und 

Wachstumsfaktoren, wodurch die plasmatische Gerinnung induziert wird .30  

 

Das zellbasierte Modell der Gerinnung, das Anfang der 2000er eingeführt wurde, ergänzt das historische 

Modell und betont die entscheidende Rolle von Gewebsfaktor-exponierenden Zellen wie Endothelzellen 

und Monozyten in der Initiierung des Gerinnungsprozesses. Gemäß dem zellbasierten Modell wird bei 

Gefäßverletzungen Gewebsfaktor aus den exponierten subendothelialen Zellen freigesetzt. Dieser 

Gewebsfaktor initiiert den Gerinnungsweg, indem er mit Faktor VIIa reagiert, was zur Aktivierung von 

Thrombin und schließlich zur Bildung von Fibrin führt. Der größte Teil der Prothrombinaktivierung, d.h. 

etwa 95 %, erfolgt nach der ersten Bildung des Blutgerinnsels. Im zellbasierten Modell entspricht dies 

der Amplifikationsphase. Dieses Thrombin aktiviert FXIII sowie Proteine, die am nachfolgenden 

Fibrinolyseprozess beteiligt sind.20,27  

 

Mehrere Regulationswege beschränken die Aktivität von Thrombin und anderen gerinnungsfördernden 

Proteinen auf den Ort der Gefäßverletzung. Wenn Thrombin an das Transmembranprotein 

Thrombomodulin auf intakten Endothelzellen außerhalb der Verletzung bindet, verliert es seine 

Fibrinogen-umwandelnde und Thrombozyten-aggregierende Aktivität und wird gerinnungshemmend, 

indem es die Serinprotease Protein C aktiviert , eine Schlüsselkomponente des 

Gerinnungshemmungswegs. Anschließend bildet das aktivierte Protein C (APC) einen Komplex mit 

seinem Kofaktor Protein S und inaktiviert die Faktoren Va und VIIIa, um eine weitere 

Thrombinaktivierung zu verhindern. Weitere wichtige gerinnungshemmende Faktoren sind Tissue 

Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und Antithrombin. 2 TFPI wird konstitutiv aus Endothelzellen freigesetzt 

und inaktiviert den TF -VIIa-Komplex und den Faktor Xa, während Antithrombin frei im Blutstrom 

vorkommt und einen Komplex mit dem Thrombin bildet, das sich von seinem Aktivierungsort entfernt 

hat. Der Thrombin-Thrombomodulin -Komplex ist auch an der Hemmung der Fibrinolyse beteiligt, indem 

er den Thrombin-aktivierbaren Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI) aktiviert. TAFI hemmt die Aktivierung von 

Plasmin, das für die Spaltung von Fibrin in Fibrinabbauprodukte (FDP) verantwortlich ist. Im Komplex 
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mit Thrombomodulin ist Thrombin auch anfälliger für Plasmaproteaseinhibitoren und wird schnell aus 

dem Blutkreislauf entfernt, wodurch Thrombomodulin freigegeben wird, um andere aktive 

Thrombinmoleküle zu binden. Der Protein-C-Rezeptor der Endothelzellen (EPCR) bindet an das Protein 

C und erleichtert dadurch dessen Aktivierung durch den Thrombin-Thrombomodulin -Komplex.25 

 

1.2.2. Thrombin 

 

Thrombin zeigt pro- und antikoagulative Funktionen im Gerinnungsprozess, die durch regulatorische 

Faktoren aktiviert werden, die über einen allosterischen Mechanismus wirken. Die Struktur von 

Thrombin ähnelt derjenigen der Verdauungsproteasen Trypsin und Chymotrypsin. Das reife Protein 

besteht aus zwei Polypeptidketten, der 36-Aminosäuren (AS) A-Kette und der 259-AS katalytischen B-

Kette, die kovalent durch eine Disulfidbindung verbunden sind (Abbildung 3). Die B-Kette faltet sich in 

zwei ähnliche sechssträngige ɓ-Fässer, die glykosyliert und asymmetrisch gepackt sind, um das aktive 

Zentrum zu bilden, das die katalytische Triade His57, Asp102 und Ser195 an der Grenzfläche der beiden 

Ketten umfasst.31,32 Die primäre Spezifität von Thrombin gegenüber seinen makromolekularen 

Substraten entsteht durch eine tiefe, negativ geladene, schluchtartige Spalte, die das aktive Zentrum 

beherbergt und durch die 60s-Schleife und die ɾ-Schleife der B-Kette gebildet wird. 33 Weitere 

Bindungsstellen sind an der allosterischen Interaktion von Thrombin mit Liganden beteiligt. Die Exosites 

I und II sind beide positiv geladene, anionenbindende Exosites (ABE1 und ABE2). Exosite I beinhaltet 

zudem auch hydrophobe Seitenketten und trägt wesentlich zur spezifischen Erkennung von Fibrinogen, 

Thrombomodulin, dem natürlichen Inhibitor Hirudin und den Thrombinrezeptoren PAR1 und PAR3 bei. 

Exosite II ist die basischere der beiden Bindungsstellen und fördert die Interaktion mit polyanionischen 

Liganden wie Heparin und anderen Glykosaminoglykanen.27,34,35 Die Na+ -Site koordiniert die Na + -

Bindung und sorgt für den Wechsel vom Na+ -freien zymogenartigen antikoagulierenden Zustand 

(langsame Form) zur Na+ -gebundenen prokoagulierenden Konformation (schnelle Form) mit einer 100 -

fach erhöhten Affinität zu Fibrinogen, Thrombinrezeptoren, Thrombomodulin und Antithrombin III.  

Insbesondere die spezifischen Reste wie Asp-189, Glu-217, Asp-222 und Tyr-225 sind entscheidend für 

diese allosterische Regulation und die enzymatische Aktivität von Thrombin.31 Die ersten 

Untersuchungen zur Na+ -Aktivierung wurden in den 90er Jahren von den Gruppen von De Cristofaro 

und Di Cera gemacht.32,36-42 Die komplexe Struktur-Funktions-Beziehung der Thrombin-Allosterie ist 

noch nicht im Detail geklärt, so dass die Forschung noch andauert. Neuere Studien, die auf 

Molekulardynamik (MD) -Simulationen, Wasserstoff-Deuterium-Austausch (HDX) und 

Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie basieren, legen eher ein dynamisches Ensemble von 

Konformationen anstelle einer einzelnen starren Konformation nahe. Kurzlebige 

Konformationszustände, die während der Bindung und Aktivierung von Thrombin auftreten, spielen 

demnach eine wichtige Rolle bei der allosterischen Kommunikation im Protein.43-49 
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Abbildung 3: Struktur des menschlichen ̡-Thrombins (erstellt mit PyMOL auf der Grundlage der Kristallstrukturdaten PDB-ID: 1PBB)50,51 

(A) Oberflächendarstellung in Standardorientierung mit dem aktiven Zentrum nach vorne (schwarz). Die 60s- und ɔ-Schleifen (weiß) 

befinden sich oberhalb und unterhalb des aktiven Zentrums. Die Exosites sind mit gepunkteten Linien markiert. (B) Cartoon-Darstellung 

von Thrombin mit den Resten H57, D102 und S195 im aktiven Zentrum als Stabmodell. Die B- und A-Ketten sind in Grau bzw. Schwarz 

dargestellt. Die 60s- und ɔ-Schleifen (schwarz) sind ebenfalls markiert. 

 

 

Schema 1: Domänenstruktur von Prothrombin und Aktivierungsprodukten. Prothrombin setzt sich zusammen aus folgenden kovalent 

verbundenen Domänen: N-terminale Carboxyglutamat-Domäne, zwei Kringle-Domänen und zwei Proteinasedomänen A und B, die eine 

Disulfidbindung enthalten. Die Aktivierung von Prothrombin durch Prothrombinase erfolgt durch Spaltung an Arginin 271 (R271) und 

!ǊƎƛƴƛƴ онл όwонлύ ǳƴŘ ŦǸƘǊǘ ȊǳǊ .ƛƭŘǳƴƎ ŘŜǎ ʰ-Thrombins. Abhängig von der Spaltungssequenz sind zwei Wege möglich: Die initiale 

Spaltung an R271 führt zu einem inaktiven Komplex aus Fragment 1 + 2 und Prethrombin-нΣ ŘŜǊ ŀƴ wонл ǿŜƛǘŜǊ ƎŜǎǇŀƭǘŜƴ ǿƛǊŘΣ ǳƳ ʰ-

Thrombin zu bilden, während der alternative Weg mit initialer Spaltung an R320 Meizothrombin produziert, aus dem Fragment 1 + 2 an 

R271 gespaltŜƴ ǿƛǊŘΣ ǳƳ ʰ-Thrombin zu bilden. Meizothrombin besitzt bereits proteolytische Aktivität allerdings ist seine Aktivität 

ƴƛŎƘǘ ǎƻ ǳƳŦŀǎǎŜƴŘ ǳƴŘ ŜŦŦƛȊƛŜƴǘ ǿƛŜ ŘƛŜ Ǿƻƴ ʰ-Thrombin. (angelehnt an Mijovski, Advances in Clinical Chemistry)52 



   

11 

Thrombin (FIIa) wird aus Prothrombin (FII) durch proteolytische Spaltung an der C -terminalen Seite 

von Arg320 und Arg271 durch den Prothrombinase-Komplex gebildet (Schema 1). Es gibt zwei mögliche 

Wege für die initiale Spaltung von Prothrombin: entweder zuerst an Arg271 oder an Arg320. Bei der 

ersten Möglichkeit wird Prothrombin (Faktor II) an der Aminosäure Arg271 durch den Faktor Xa in 

Anwesenheit von Faktor Va, Calciumionen und Phospholipiden gespalten. Diese Spaltung trennt das 

Molekül in zwei Fragmente: das Fragment 1+2 und Prethrombin -2. Das Fragment 1+2 enthält die Gla-

Domänen, die für die Bindung an Phospholipidmembranen notwendig sind, während Prethrombin-2 

zunächst inaktiv bleibt. Anschließend wird Prethrombin -2 an der Aminosäure Arg320 durch Faktor Xa 

gespalten, was zur Freisetzung von ɻ-Thrombin führt. ɻ-Thrombin besteht aus zwei Ketten, die durch 

eine Disulfidbrücke verbunden sind: die schwere Kette und die leichte Kette. Die zweite Möglichkeit mit 

initialer Spaltung an Arg320 führt zu Meizothrombin (mIIa), das dabei akkumuliert. I m Meizothrombin 

bleibt das N-terminale Fragment 1.2 (F12), bestehend aus einer N-terminalen Carboxyglutamat-Domäne 

und zwei Kringle-Domänen, über eine Disulfidbindung kovalent an die Proteinasedomäne gebunden. 

Das kovalent gebundene F12 kann über den F2-Abschnitt an ABE2 binden und dadurch die Umsetzung 

von prokoagulierenden Substraten verhindern. Dies erklärt, warum Meizothrombin Fibrinogen  nicht 

spaltet, sondern an Thrombomodulin bindet und Protein C aktiviert. 53 Der F1-Abschnitt vermittelt die 

Ca2+ -abhängige Bindung an Phospholipidmembranen und verankert Meizothrombin an der Gefäßwand, 

wo es möglicherweise die Thrombusbildung begrenzt.53 Meizothrombin kann  wie Thrombin auch den 

Faktor XI aktivieren und damit die Gerinnung über FIX ermöglichen, noch bevor sich hohe 

Thrombinspiegel gebildet haben. Auf diese Weise kann das im extrinsischen Weg generierte 

Meizothrombin auch den intrinsischen Weg auslösen.54 Die Zymogen-ähnliche, antikoagulative Form 

existiert in einem langsamen, reversiblen Gleichgewicht mit einer proteinaseähnlichen, prokoagulativen 

Form, in der ABE2 zugänglich ist. Die proteinaseähnliche Form ist anfällig für die zweite Spaltung durch 

Prothrombinase an Arg271, wodurch F12 entfernt wird und prokoagul atives Thrombin entsteht. Hohe 

Konzentrationen von prokoagulativen Substraten verschieben das Gleichgewicht zur Proteinase-Form 

und ermöglichen eine schnelle Bildung von Thrombin während der Amplifikations phase.53 Die Spaltung 

von Prothrombin führt zum 35,6 kD a a-Thrombin. Autoproteolyse oder unvollständige Proteolyse durch 

andere Proteasen wie Plasmin oder Faktor Xa führen zu b-Thrombin, bei dem die B-Kette an Arg62 und 

Arg73 gespalten wird, um eine 13 kDa große B1-Kette (Reste 1-62) zu erhalten, die das katalytisch aktive 

Histidin und die Kohlenhydratmodifikation an Asn53 enthält, sowie ein B2 -A-Fragment, bei dem die B2-

Kette (74-259) kovalent mit der A -Kette verbunden ist. Eine weitere Spaltung an Arg123 führt zu g-

Thrombin, bei dem die B2-Kette in eine 13 kDa große B4-Kette und eine 11 kDa große B3-Kette 

fragmentiert wird, die mit der A -Kette über Disulfidbrücken verbunden bleibt. Die katalytischen Reste 

His43, Asp99 und Ser205 sind dabei auf die B1-, B3- bzw. B4-Ketten verteilt, die nicht mehr kovalent  an 

der A-Kette gebunden sind. Dies erklärt die stark reduzierte katalytische Aktivität und Stabilität von g-

Thrombin.55 Sowohl b-Thombin als auch g-Thrombin weisen eine deutlich geringere Gerinnungsaktivität 

als a-Thrombin auf und sind nicht in der Lage Proteinsubstrate wie Fibrinogen, Protein C, 

Thrombozytenglykoprotein V, Thrombospondin und Proteinliganden wie Thrombomodulin oder 

Thrombozytenglykoprotein Ib zu aktivieren.56 Es wurde auch gezeigt, dass b- und g-Thrombin beide 

selektiv Thrombozyten durch Spaltung von PAR4 aktivieren, während a-Thrombin auch die PAR1- und 

Glykoprotein 1b-Wege aktiviert.57,58 Die Hirudin -Bindung - und dementsprechend die Hemmung - von 

a-Thrombin ist um zwei Größenordnungen stärker als die von b-Thrombin und um 6 Größenordnungen 

höher als die von ɾ-Thrombin. Dies konnte auf große Unterschiede in den kinetischen 

Assoziationskonstanten zurückgeführt werden, während die Dissoziation aller Thrombin -Varianten von 

Hirudin  mit ähnlichen Raten verläuft. 59 Lange Zeit glaubte man, dass ɻ-Thrombin die einzige 

physiologisch relevante Form von Thrombin sei und die anderen lediglich in vitro  beobachtete 

Abbauprodukte darstellten. Im Jahr 2004 wurde jedoch gezeigt, dass ɻ-Thrombin durch Faktor Xa 
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hydrolysiert werden kann, was darauf hindeutet, dass ɼ- und ɾ-Thrombin auch in vivo gebildet werden 

können.60 Außerdem können ɼ- und ɾ-Thrombin den Faktor XI aktivieren.54 Tatsächlich begünstigen die 

defekte ABE1 in ɼ- und ɾ-Thrombin und d ie daraus resultierende schwächere Fibrinogenbindung die 

Spaltung von Faktor XI und die Aktivierung des intrinsischen Weges.54 

 

1.2.3. Fibrinogen und Fibrinpolymerisation 

 

Bei gesunden Menschen liegt die Plasmakonzentration von Fibrinogen bei etwa 250-400 mg/dl, bei 

werdenden Müttern am Ende der Schwangerschaft bei 300-550 mg/dl. Das Unterschreiten einer 

Konzentration von 150-200 mg/dl ist ein Prädiktor für koagulopathische Blutungen, Blutverlust, die 

Notwendigkeit von Fremdbluttransfusionen sowie Morbidität und Mortalität. 61-63 Die Leber ist die 

Hauptquelle für Plasmafibrinogen, mit einer konstanten Syntheserate von 1,7-5 g pro Tag und einer 

großen intrazellulären Reserve.64 Der Großteil von etwa drei Vierteln des menschlichen Fibrinogens 

befinden sich im Blutplasma und der restliche Anteil in Thrombozyten, Lymphflüssigkeit und 

interstitieller Flüssigkeit. Die Halbwertszeit von Fibrinogen beträgt 3 bis 5 Tage, aber trotz zahlreicher 

Studien über die Verteilung von jodmarkiertem Fibrinogen ist sein physiologischer Abbauweg 

weitgehend unbekannt. Gerinnung und Fibrinolyse sind nur für 2 -3 % des Fibrinogenverlustes bei 

gesunden Menschen verantwortlich.65 Ein weiterer vorgeschlagener Weg des Fibrinogenabbaus ist der 

proteolytische Abbau durch Plasmin. In Gegenwart von Tranexamsäure, einem Inhibitor der Fibrinolyse  

durch Plasmin, änderte sich die Halbwertszeit von markiertem Fibrinogen jedoch nicht.66 Dennoch 

scheinen proteolytische Fibrin(ogen)-Abbauprodukte eine Rolle bei der Regulierung des 

Fibrinogenumsatzes zu spielen.67 Fibrinogen gehört zu den Akute-Phase-Proteinen, die als Reaktion auf 

Verletzungen und Entzündungen hochreguliert werden, was zu einem bis zu zehnfachen Anstieg seiner 

Konzentration im Blut führt. 68 Am Mechanismus der Akute-Phase-Reaktion ist Interleukin -1 beteiligt, ein 

Polypeptid, das von Blutmonozyten und mononukleären Phagozyten des Gewebes bei Stimulation durch 

eine Vielzahl von Agenzien ausgeschieden wird. Interleukin-1 wirkt auf weit entfernte Organe und 

vermittelt als Hormon die Reaktionen des Wirts auf Infektionen und Entzündungen. Unter anderem regt 

es die Leber zur Synthese und Sekretion erhöhter Mengen von Akute-Phase-Proteinen einschließlich 

Fibrinogen an. Die Hochregulierung wird größtenteils durch Interleukin -6 und möglicherweise andere 

proinflammatorische Mediatoren vermittelt, die intrazelluläre Signalwege in Hepatozyten auslösen und 

die Genexpression über verschiedene Transkriptionsfaktoren modulieren.69,70  

 

Humanes Fibrinogen ist ein Heterohexamer aus jeweils zwei Kopien von drei Polypeptidketten mit 610, 

461 bzw. 411 Aminosäureresten, die als Aɻ, Bɼ und ɾ bezeichnet werden und eine Molekülmasse von 

66.500, 52.000 bzw. 46.500 Da haben. Jede Bɼ- und ɾ-Kette trägt ein doppelt verzweigtes 

Oligosaccharid mit einem mittleren  Molekulargewicht von 1847 Da, welches durch co- und 

posttranslationale Modifikation am N -Terminus der Peptidketten hinzugefügt wird . Das 

Gesamtmolekulargewicht des menschlichen Fibrinogens beträgt somit 345.008 Da.71 Die Nomenklatur 

für die Polypeptidzusammensetzung von Fibrinogen (Aɻ,Bɼ,ɾ)2 ergibt sich aus der Bezeichnung der 

Fibrinopeptide A und B (FpA und FpB), die die N-terminalen Enden der Aɻ- bzw. Bɼ-Ketten umfassen 

und durch Thrombin gespalten werden, um die ɻ- und ɼ-Ketten ohne Fibrinopeptide zu erhalten. Die ɾ-

Ketten werden durch Thrombin nicht gespalten, so dass die Untereinheitenzusammensetzung von 

monomerem Fibrin (ɻ,ɼ,ɾ)2 ist und die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrinmonomer als (Aɻ,Bɼ,ɾ)2 

Ÿ (ɻ,ɼ,ɾ)2 + 2  FpA + 2  FpB beschrieben werden kann.72  

 

Die sechs Untereinheiten werden durch 29 Disulfidbindungen zusammengehalten und bilden zwei 

symmetrische Halbmoleküle.73 Die Aɻ-, Bɼ- und ɾ-Ketten enthalten 8, 11 bzw. 10 Cysteinreste, und die 
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Aminotermini aller sechs Ketten werden durch Disulfidbindungen im zentralen Molekül 

zusammengehalten (Abbildung 4A). Spezielle Cys-Pro-X-X-Cys-Sequenzen, die zweimal in jeder Kette 

vorkommen, sind in "Disulfidring" -Strukturen angeordnet, in denen alle drei Ketten an jedem Ende der 

ɻ-helikalen Coiled-Coils miteinander verbunden sind.74 Drei Disulfidbindungen zwischen den Ketten 

verbinden die beiden Hälften des Moleküls miteinander, eine zwischen den beiden Aɻ-Ketten und zwei 

zwischen den beiden ɾ-Ketten. Eine einzige Disulfid-Bindung zwischen den Ketten verbindet die Aɻ- und 

Bɼ-Ketten innerhalb jedes Halbmoleküls. Der Rest der Aɻ-Kette enthält ein Intrachain-Disulfid, während 

die Bɼ-Kette drei Intrachain-Disulfide und die ɾ-Kette zwei enthält. Die drei Polypeptidketten sind an 

diesen Verbindungsstellen miteinander verbunden und verleihen dem gesamten Molekül eine 

strukturelle Stabilität  (Abbildung 4A).75 Disulfidbindungen scheinen keine direkte Auswirkung auf die 

Fähigkeit der Koagulation zu haben. Die Reduktion von zehn Disulfidbindungen unter nicht 

denaturierenden Bedingungen hebt die Thrombin-Koagulabilität des reduzierten Fibrinogens nicht auf.76 

 

Daten von Transmissionselektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie und Röntgenkristallographie 

zeigen, dass das Fibrinogenmolekül eine längliche Form mit einer Länge von 45 nm und einem 

Durchmesser von 2-5 nm hat.77,78 Plasmin spaltet Fibrinogen in eine Reihe von Kernfragmenten, nämlich 

Fragment E, das den zentralen Teil des Moleküls umfasst, und zwei identische Fragmente D, die aus den 

seitlichen Teilen des Fibrinogens stammen.79 Nach der Nomenklatur der entsprechenden proteolytischen 

Fragmente hat das Fibrinogenmolekül zwei äußere globuläre D-Regionen und eine zentrale globuläre E-

Region, die jeweils einen Teil der ɻ-helikalen Coiled-Coils enthalten (Abbildung 4B).80 Die ɻC-Regionen 

falten sich von den distalen Enden der dreifachen Coiled-Coils zurück, um einen vierten Strang zu bilden, 

und erstrecken sich dann nach außen über ein flexibles Verbindungsstück zu relativ kompakten C-

terminalen Domänen, die mit dem zentralen Knoten des Fibrinogens interagieren.81,82 Die Spaltung der 

ɻC-Regionen beeinflusst das hydrodynamische Verhalten von Fibrinogen erheblich.83 

 

Fibrinogen ist in Domänen oder unabhängig gefalteten Struktureinheiten organisiert.84 Aus den 

röntgenkristallographischen Studien von Fibrinogen geht hervor, dass die zentrale E-Region vier 

Domänen und jede D-Region sieben Domänen umfasst (Abbildung 4C).80 Die E-Region besteht aus zwei 

symmetrischen Teilen, in denen die C-terminalen Teile der Aɻ-, Bɼ- und ɾ-Ketten eine Coiled-Coil-E-

Domäne bilden, die eine dreifache ɻ-Helix-Struktur umfasst. Die N-terminalen Teile von zwei ɾ-Ketten 

bilden eine asymmetrische ɾN-Domäne in der Mitte der E-Region. Eine weitere Domäne, die sogenannte 

trichterförmige Domäne, wird auf der gegenüberliegenden Seite der E-Region durch die Teile von zwei 

Aɻ- und zwei Bɼ-Ketten gebildet. Der kugelförmige Teil der E-Region ohne die Coiled-Coil-E-Domänen 

wird oft als zentrales Knötchen &clej, ´lmbsjc§' bezeichnet. In der lateralen D-Region bilden die N-

terminalen Teile aller Aɻ-, Bɼ- und ɾ-Ketten eine Coiled-Coil-D-Domäne mit einer dreifachen ɻ-Helix-

Struktur. Die C-terminalen Teile der ɼ- und ɾ-Ketten bilden die ɼ-Knoten bzw. ɾ-Knoten und bestehen 

jeweils aus drei Domänen. Diese Domänen sind in der Kristallstruktur erkennbar und werden als A-

Domäne (N-terminal), B -Domäne (zentral) und P-Domäne (C-terminal ) bezeichnet (Abbildung 4C).75,80 

Obwohl die Struktur der übrigen Fibrinogenbereiche, die nicht in den Kristallstrukturen vorhanden sind, 

nicht so gut definiert ist, ist aus NMR-Studien bekannt, dass im menschlichen Fibrinogen jeder C-

terminaler Bereich der -͈Ketten (Reste Aɻ221-610) zwei relativ kompakte Strukturen bildet. Der C -

terminale Teil (Reste Aɻ392-610) enthält eine ausgeprägte Struktur, die mit dem Rest des Moleküls über 

den N-terminalen Teil (Reste Aɻ221-391) verbunden ist, der ein flexibles, unstrukturiert es 

Verbindungsstück darstellt. Daher wird der kompakte Teil als ɻC-Domäne und der flexible Teil als ɻC-

Connector bezeichnet. In Fibrinogen interagieren die beiden ɻC-Domänen sowohl intermolekular (d.h. 

miteinander) als auch mit der zentralen E-Region, vorzugsweise über die N-Termini der Bɼ-Ketten.85 

Insbesondere die beiden unstrukturierten BɼN-Regionen, die die flexiblen N-terminalen Teile der Bɼ-
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Ketten umfassen, enthalten eine Reihe von funktionell wichtigen Bindungsstellen, wodurch die 

Lateralfaltung und der Zusammenschluss von Fibrinsträngen unterstützt werden.84, 86,  

 

 

Abbildung 4: Struktur von Fibrinogen und Organisation der einzelnen Domänen. (A) Darstellung der AŬ-, B̡ - und ɔ-Ketten des 

Fibrinogenmoleküls in blau, grün bzw. rot und Angabe der Regionen. Kennzeichnung von Disulfidbrücken (schwarz), Ŭ-Helices und ̡-

Faltblättern. Dreifachpfeile zeigen proteolytische Spaltungen zwischen den Regionen D und E, Einzelpfeile zeigen Spaltungen, die zur 

Entfernung der Regionen ŬC und B̡ N führen. Die Cys-Pro-X-X-Cys-Sequenzen, die zweimal in jeder Kette vorkommen und 

"Disulfidring"-Strukturen bilden, sind mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. (B) Kristallstruktur des Fibrinogenmoleküls unter 

Kennzeichnung der Knötchen und Coiled-Coils. Das Farbschema ist das gleiche wie in (A). (C) zeigt dieselbe Darstellung wie in (B) mit 

Kennzeichnung der zusätzlichen Regionen, die in der Kristallstruktur nicht identifiziert wurden, die interagierenden ŬC-Domänen, die 

mit den flexiblen ŬC-Konnektoren an den Hauptteil des Moleküls gebunden sind, und die N-terminalen Teile der B̡-Ketten, die die 

B̡ N-wŜƎƛƻƴŜƴ ōƛƭŘŜƴ όŦǳƴƪǘƛƻƴŜƭƭŜ .ʲb-Domänen). όŀǳǎ αwŜŎƻƳƳŜƴŘŀǘƛƻƴǎ ŦƻǊ ƴƻƳŜƴŎƭŀǘǳǊŜ ƻƴ ŦƛōǊƛƴƻƎŜƴ ŀƴŘ ŦƛōǊƛƴά Ƴƛǘ 

freundlicher Genehmigung von Elsevier78)   

 

Die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin ist eine der wichtigsten Folgen der enzymatischen Kaskade 

der Blutgerinnung, die für die Blutstillung (Hämostase)  unerlässlich ist, aber auch zur Bildung von 
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Thrombosen führen kann. An der Umwandlung des löslichen Fibrinogens im Blut in ein unlösliches 

Fibringerinnsel sind zwei Prozesse beteiligt. Beim enzymatischen Schritt erfolgt die durch Thrombin 

katalysierte Spaltung der Fibrinopeptide des Fibrinogens, um das Fibrinmonomer zu bilden (Abbildung 

5b). In der nicht -enzymatischen Phase setzt sich das monomere Fibrin spontan zu Fibrin-Oligomeren 

zusammen, die sich zu zweisträngigen Protofibrillen verlängern. Die Protofibrillen aggregieren sowohl 

in Quer- als auch in Längsrichtung zu Fasern, die sich verzweigen und ein dreidimensionales geliertes 

Netzwerk bilden, das als Gerinnsel bezeichnet wird. Schließlich wird das Fibrinpolymer durch kovalente 

Vernetzung durch die Plasma-Transglutaminase, Faktor XIIIa, stabilisiert, um unter Einbindung der 

Thrombozyten ein mechanisch und chemisch stabileres reifes Fibringerinnsel zu bilden (Abbildung 5c).75 

 

Die Fibrinpolymerisation wird ausgelöst, wenn Thrombin FpA und FpB von den N-Termini der Aɻ- bzw. 

Bɼ-Ketten des Fibrinogens abspaltet, wodurch monomeres Fibrin entsteht (Abbildung 5). FpA (Reste 1-

16) wird durch Spaltung der Peptidbindung AɻArg16-Gly17 freigesetzt, während FpB (Reste 1-14) durch 

Spaltung der BɼArg14-Gly15-Bindung abgespalten wird. Das Fibrinopeptid A wird von Thrombin 

wesentlich schneller freigesetzt als das Fibrinopeptid B.87 Mit der Polymerisation über die Bindungsstelle 

am N-Terminus der ɻ-Kette nimmt die Freisetzungsrate von FpB zu und erreicht ein Maximum, wenn 

die Polymerisation fast abgeschlossen ist, was darauf hindeutet, dass FpB bevorzugt vom Fibrinpolymer 

freigesetzt wird.88,89 Elektronenmikroskopische Untersuchungen unterstützen diese Annahme.90 

Scheraga und Kollegen wiesen nach, dass Thrombin gleichen Zugang zu allen spaltbaren Bindungen hat 

und dass die frühere Annahme, die Entfernung des Fibrinopeptids A sei Voraussetzung für die Spaltung 

des Fibrinopeptids B, falsch war.91,92 Die Aɻ- und Bɼ-Ketten konkurrieren unabhängig voneinander um 

Thrombin, unterscheiden sich aber in der Freisetzungskinetik, wie die KM-Werte von 9,5 µM und 15,5 

µM und kcat/K M 5,25 x 109 bzw. 1,05 x 109 [NIH -Einheiten/l/s] belegen. Dieser Unterschied in der 

Spaltgeschwindigkeit von FpA und FpB beruht auf den räumlichen Beschränkungen der Bindung von 

Thrombin an Fibrinogen, was bedeutet, dass die N-Termini der Aɻ-Kette vor der Spaltung des FpA für 

das aktive Zentrum von Thrombin leichter zugänglich sind.93 Die so entstehenden Fibrinopeptid A-freien 

Spezies reagieren miteinander spontan zu Fibrin-Oligomeren. Einige Forscher bezeichnen die Polymere 

der Arten (ɻ,Bɼ,ɾ)2 und (ɻ,ɼ,ɾ)2 als Fibrin 1 bzw. 2. Shafer et al. wiesen nach, dass die 

Spezifitätskonstante kcat/K M für die Spaltung von Fibrinopeptid A ( kcat/K M = 11,6 x  106 M/s) zwar nur 

dreimal so hoch ist wie die für Fibrinopeptid B ( kcat/K M = 4,2 x  106 M/s ), die verzögerte Freisetzung des 

letzteren jedoch durch seine Spaltung hauptsächlich nach der Polymerisation von Fibrin [(ɻ,Bɼ,ɾ)] n 

Monomeren erklärt wird. 94,95 

Das Fibrinopeptid B spielt eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Fibrinstruktur . Es konnte 

beobachtet werden, dass die unterschiedliche Spaltung von Fibrinopeptid A oder B durch Proteasen aus 

bestimmten Schlangengiften entweder zu transparenten oder opaken Gerinnseln führt.96,97 Die selektive 

Spaltung von Fibrinopeptid B durch eine Protease aus dem Gift der Kupferkopf-Viper Agkistrodon 

contortr ix ergibt das (Aɻ,ɼ,ɾ)2-Monomer, das bei 25 °C ein Gerinnsel bildet, das sich jedoch bei 37 °C 

wieder auflöst.98 Der (DD)E-Komplex ist das wichtigste lösliche Abbauprodukt beim plasmatischen 

Verdau von vernetztem menschlichen Fibrin, das sich aus drei getrennten Fibrinmonomeren ableitet und 

aus je einem Molekülfragment der E-Domäne besteht, das nicht-kovalent an zwei Molekülfragmente der 

D-Domäne gebunden ist. Der (DD)E-Komplex, welches das wichtigste vernetzte Fibrinabbaufragment 

ist, wird beim plasmatischen Verdau von vernetztem Fibrin, das Fibrinopeptid B enthält, nicht gebildet.95 

Des Weiteren ist Fibrin [ (ɻ,Bɼ,ɾ)2] n ist anfälliger für proteolytischen Abbau als Fibrin [ (ɻ,ɼ,ɾ)2] n. Diese 

Beobachtungen deuten auf eine bedeutende Rolle des Fibrinopeptids B bei der Modifikation des 

Fibringerinnsels hin, welche die Bildung eines stabilen Gerinnsels verhindern.97-100 

 

 



  

16 

 

 
 

 

 

Abbildung 5: Fibrinmonomerarten und polymere Fibrinstrukturen. (a) Schematische Darstellung von Fibrinogen, mit FpA, FpB, Loch "a", 

Loch "b" und desAB-Fibrinmonomer. (b) Freilegung von "A"-Knötchen bei der Spaltung von FpA und Freilegung von "B"-Knötchen bei 

der Spaltung von FpB. όŀǳǎ άCƛōǊƛƴ ƎŜƭǎ ŀƴŘ ǘƘŜƛǊ ŎƭƛƴƛŎŀƭ ŀƴŘ ōƛƻŜƴƎƛƴŜŜǊƛƴƎ ŀǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎέΣ WŀƳƴŜȅ Ŝǘ ŀƭΦΣ hǇŜƴ !ŎŎŜǎǎ80,101  (c) 

Anlagerung der Fibrinmonomere zu Protofibrillen oder Fibrillen und anschließende Bildung von Fasern.) όŀǳǎ αwŜŎƻƳƳŜƴŘŀǘƛƻƴǎ ŦƻǊ 

ƴƻƳŜƴŎƭŀǘǳǊŜ ƻƴ ŦƛōǊƛƴƻƎŜƴ ŀƴŘ ŦƛōǊƛƴά Ƴƛǘ ŦǊŜǳƴŘƭƛŎƘŜǊ DŜƴŜƘƳƛƎǳƴƎ Ǿƻƴ 9ƭǎŜǾƛŜǊ78) 

 

 

1.3. Gerinnungsdiagnostik 
 

Gerinnungsassays spielen eine wichtige Rolle bei der klinischen Bestimmung des Gerinnungsprofils eines 

Patienten, d. h. die Feststellung einer Blutungsneigung oder umgekehrt eines Thromboserisikos. 

Schwere Blutungen, z. B. nach einem Trauma oder während einer Operation, erfordern ein 

angemessenes Gerinnungsmanagement mit Fokus auf eine schnelle Beurteilung der Hämostase und 

individualisierte r, zielgerichteter und faktorbasierter Substitutionstherapie. Gleichzeitig steigt mit der 

Entwicklung von Medikamenten, die die Blutgerinnung beeinflussen, auch der Bedarf an genauen 

Gerinnungsassays, die wenig störanfällig und in Form eines dezentralen Diagnosegerätes (sog. Point-of 

Care-Tests (POC)) einfach zu bedienen sind. Das gemeinsame Prinzip der meisten Gerinnungstests ist 

die Thrombin-vermittelte Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin und die anschließende Detektion des sich 
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bildenden Gerinnsels z.B. über Veränderungen in der Lichtstreuung oder Viskosität. Thrombin oder ein 

thrombinähnliches Enzym kann direkt zugegeben werden oder in situ durch Aktivierung vorgeschalteter 

Komponenten der Gerinnungskaskade entstehen. Manuelle oder automatisierte Messungen der 

gravimetrischen, viskoelastischen oder photooptischen Eigenschaften des Gerinnsels, die unter 

verschiedenen Assay-Bedingungen erzeugt werden, ermöglichen die funktionelle Bewertung der 

entsprechenden Gerinnungsfaktoren.102,103  

 

1.3.1. Assays zur Bestimmung des Gesamtgerinnungsstatus 

 

Die Gerinnungsdiagnostik umfasst verschiedene plasmatische und thrombozytäre Assays, die eine 

umfassende Bewertung des hämostatischen Systems ermöglichen. Ein zentraler Parameter ist die 

Thromboplastinzeit (TPZ) oder auch Prothrombinzeit (PT), ein globaler  Gerinnungsparameter, der als 

die Zeit bis zur Gerinnselbildung in Sekunden gemessen wird. Der Quick-Wert oder der INR-Wert 

(International Normalized Ratio)  vergleicht die Thromboplastin- bzw. Prothrombinzeit der Probe mit 

einer Normalprobe und gibt sie als Prozentsatz wieder. Die beiden standardisierten Werte ermöglichen 

einen Vergleich unabhängig vom verwendeten Testsystem, was besonders wichtig bei der Überwachung 

von Patienten unter Gerinnungshemmung ist. Die TPZ liefert Aussagen über das plasmatische 

Gerinnungssystem und eignet sich zur Überwachung von Therapien mit Vitamin-K-Antagonisten oder 

Prothrombinkomplexkonzentraten. Ein weiterer wichtiger Test ist die Bestimmung der Aktivierten 

partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), ein globaler Gerinnungsassay zur Beurteilung verschiedener 

Faktoren, insbesondere bei Heparintherapie. Die aPTT dient auch der Ausschlussdiagnostik bei 

Blutungsneigung präoperativ oder in Notfallsituationen. Die Bestimmung der Activated Clotting Time 

(ACT) ist eine Point-of-Care-Methode zur Überwachung von hoch dosierten Gerinnungshemmern. Die 

Thrombozytären Assays, wie die Blutungszeit und die In-vitro -Blutungszeit, ermöglichen 

Einschätzungen zur Thrombozytenfunktion. Bei der Blutungszeit wird ein standardisierter Schnitt oder 

eine Punktion vorgenommen, und die Zeit, bis die Blutung vollständig stoppt, wird in Minuten gemessen. 

Für die In-vitro -Blutungszeit wird Blut in einem Labor unter kontrollierten Bedingungen mit e inem 

Platelet Function Analyzer (PFA) untersucht. Das Blut wird durch eine Kapillare geleitet, die eine 

Membran mit einer kleinen Öffnung und einer Kollagen/Epinephrin - oder Kollagen/ADP-Beschichtung 

enthält. Die Zeit, die benötigt wird, bis die Thrombozyten die Öffnung verschließen und den Blutfluss 

stoppen, wird als Closure Time (Schließzeit) in Sekunden gemessen. Diese Assays sind wichtig, um 

Störungen in der Thrombozytenfunktion zu erkennen, die zu verlängerten Blutungen oder anderen 

Gerinnungsproblemen führen können. Thrombozytenfunktionsdiagnostik analysiert die Fähigkeit der 

Thrombozyten, stabile Aggregate zu bilden, und bietet Einblicke in Thrombozytopathien oder die 

Wirkung von Aggregationshemmern. Für die Differenzialdiagnose bei verlängerten globalen 

Gerinnungswerten kommen Einzelfaktorenbestimmungen zum Einsatz. Die Fibrinogenbestimmung 

dient der Abklärung von Verdachtsfällen auf Fibrinogenmangel. Spezielle Tests wie die Faktor-XIII-

Bestimmung und Anti-Faktor-Xa-Bestimmung sind indiziert, um Faktor-XIII-Mangel oder die 

Wirksamkeit von Heparin- oder Faktor-Xa-Inhibitoren zu überwachen. Die Thrombophiliediagnostik 

umfasst verschiedene Parameter wie APC-Resistenz, Faktor-VIII-Aktivität, Protein C, Protein S, 

Antithrombin, Faktor -V-Mutation, Prothrombin -G20210A-Mutation und Antiphospholipidantikörper. 

Zusätzliche Assays wie die HIT-Diagnostik, Analyse von D-Dimeren und das Thrombelastogramm 

ermöglichen eine weiterführende Abklärung bei spezifischen Verdachtsfällen. Das Thrombelastogramm 

ist ein globaler Gerinnungsassay, der auch die Fibrinolyse überwacht. 
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1.3.2. Gerinnungsassays zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration 

1.3.2.1. Tests basierend auf der Gerinnungszeit 

 

Der Clauss-Test wurde 1957 eingeführt und ist in den meisten klinischen Laboren immer noch das 

führende Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Fibrinogenkonzentration.12,14 Er liefert eine 

Schätzung der Fibrinogenkonzentration durch Messung der Zeit bis zur Bildung eines Fibringerinnsels 

nach Zugabe eines Überschusses an Thrombin. Der Fibrinogenspiegel ist umgekehrt proportional zur 

thrombininduzierten Gerinnungszeit. In den  vergangenen Jahren wurden zahlreiche Varianten 

entwickelt. Bei der klassischen Version wird Thrombin mit einer hohen Konzentration von etwa 

100 U/mL zu verdünntem Testplasma gegeben, und die Fibringerinnung wird spektrophotometrisch bei 

405 nm nachgewiesen. Der Vergleich der Gerinnungszeit der Plasmaprobe mit Referenzplasmaproben 

mit bekanntem Fibrinogengehalt ergibt die Fibrinogenkonzentration. Früher wurde der Clauss-Assay 

manuell durchgeführt und erforderte ein hohes Maß an technischem Know-how, um bei Proben mit 

eingeschränkter Gerinnungsbildung den Endpunkt zuverlässig zu bestimmen. Der 1958 von Sharp et al. 

entwickelte Fibrinogentiter ist eine halbquantitative Messung für Fibrinogen aus Blutplasma, die auf 

Verdünnungsreihen und visueller Beobachtung der Gerinnselbildung beruht.104 Eine Verdünnungsreihe 

von plättchenfreiem Citratplasma wird mit  18 U humanem Thrombin gemischt und bei 37 °C inkubiert. 

Die höchste Verdünnung, die nach 10 min noch ein sichtbares Gerinnsel bildet, wird als Fibrinogentiter 

definiert. 102,104 Auch dieser Test ist wegen seiner Ungenauigkeit und seines Zeitaufwands in klinischen 

Labors nicht mehr anwendbar.  

 

Mit automatisierten Koagulometern kann der Clauss-Test mit hoher Präzision und Schnelligkeit 

durchgeführt werden. Eine zuverlässigere Variante des Clauss-Assays wurde 2007 von Stief et al. 

entwickelt. 105 Dieser so genannte funktionelle fibrinogene turbidimetrische Assay (FIFTA) misst den 

Anstieg der Absorption bei 405 nm aufgrund der Fibrinbildung und -gerinnung nach Zugabe von 100 ʈl 

einer 300 mIU/mL Thrombin lösung zu 50 ʈL Citratp lasma. Das Ergebnis wird mit einem Standard 

verglichen, der aus einem Plasmapool mit 100 % normaler Fibrinogenaktivität stammt. Im Gegensatz 

zum traditionellen Clauss-Assay ermöglicht FIFTA eine zuverlässige Fibrinogenbestimmung im Blut . 

Weitere Vorteile sind die Korrektur von fälschlich erhöhten Trübungen in hypoproteinämischen 

Plasmaproben und die Unabhängigkeit von plasmatischem Albumin oder Heparin. Kürzlich wurde eine 

zeit- und kostensparende Variante der Clauss-Methode eingeführt, die den Fibrinogenspiegel mittels 

Quarzkristall-Mikrowaage mit  Dissipation (QCM-D) bestimmt. Da die QCM-D-Sensoren nicht nur auf 

Veränderungen der an der Oberfläche haftenden Masse, sondern auch auf Veränderungen der Viskosität 

und Viskoelastizität reagieren, eignet sich die QCM-D-Methode hervorragend für 

Blutgerinnungsmessungen wie die Bestimmung des Fibrinogengehalts. Die QCM-Sensoroberfläche wird 

mit plättchenarmem Blutplasma benetzt und kann wie im Clauss-Assay durch Zugabe von Thrombin 

geronnen werden. Die während der Gerinnungsbildung messbaren QCM-Signaländerungen können in 

Echtzeit überwacht werden. Aufgrund der kleinen und lagerfähigen Komponenten könnte sich diese 

Methode gut für die Entwicklung von Point -of-Care-Geräten eignen.106 

 

2015 veröffentlichten Schlimp et al. ein auf der Clauss-Methode basierendes Stahlkugelkoagulometer, 

das eine schnelle und zuverlässige Messung der Fibrinogenkonzentration im Vollblut innerhalb weniger 

Minuten ermöglicht, ohne dass die Blutprobe zentrifugiert werden muss.107 Nach Angaben der Autoren 

sollte es in der Lage sein, ein "Plasmaäquivalent" der Fibrinogenkonzentration im Vollblut in 

Kombination mit dem Hämatokritwert zuverlässig zu reproduzieren. Das Gerät verwendet eine langsam 

rotierende Küvette mit einer beweglichen Stahlkugel. Die Kugel steht in Kontakt mit einem magnetischen 

Sensor, der auf eine Veränderung der Position der Kugel reagiert. Bevor die Gerinnung beginnt, läuft die 
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Kugel genau an einem bestimmten Punkt. Sobald die Gerinnungsreaktion in der Probe durch die Zugabe 

von Thrombin eingeleitet wird, bildet sich ein Fibrinnetz, das die Kugel umschließt und sie aus dem 

Erfassungsbereich des Magnetsensors zieht. Dadurch wird ein elektronisch registrierter Impuls ausgelöst 

und ein bei Thrombinzugabe gestarteter Timer gestoppt. Die Fibrinogenkonzentration wird analog zum 

Clauss-Assay durch Vergleich der Zeit für die Gerinnselbildung der Probe mit einem Standardplasmapool 

ermittel t.107  

 

Die Fibrinpolymerisationszeit (FPT) wird in einem anderen Gerinnungstest erfasst, der bereits 1963 von 

Vermylen et al. entwickelt wurde und einen Schätzwert für die Fibrinogenkonzentration liefert. Ähnlich 

wie beim Clauss-Assay wird die Gerinnungszeit einer verdünnten Blut- oder Plasmaprobe gemessen und 

mit einer Referenzprobe verglichen. Der FPT wird durch Beobachtung eines Glashakens oder einer 

Platinschleife bestimmt, die sich kontinuierlich in die Plasmaprobe hinein- und wieder herausbewegt. 

Der Endpunkt des Tests ist das sichtbare Auftreten eines Fibringerinnsels.108 Aufgrund der hohen 

Fehlerquote und der erforderlichen Fachkenntnisse wurde dieses Verfahren durch viskoelastische 

Methoden (VEM) ersetzt, die die Gerinnung von Vollblutproben beurteilen. Dabei wird die Gerinnung 

über den intrinsischen Weg, d.h. die Kontaktaktivierung von FXII, initiiert und die Veränderung der 

viskoelastischen Eigenschaften des Gerinnsels durch die Einwirkung auf die Rotation eines Stempels 

(TEG und ROTEM) bzw. Ausbreitung von Vibration (Sonoclot) über den Verlauf von 30 min automatisch 

gemessen. Diese Verfahren ermöglichen eine schnellere und genauere Bestimmung der 

Gerinnungsfunktion im Vergleich zu traditionellen Tests wie der Thromboplastinzeit (PT) und der 

aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT).  Neben der Gerinnungszeit liefern diese Tests 

Informationen über den zeitlichen Verlauf des gesamten Gerinnungsprozesses, die 

Thrombozytenfunktion und auch die Fibrinolyse. Die VEM-Geräte messen direkt die Bildung und 

Festigkeit des Fibringerinnsels, was eine bessere Beurteilung der Fibrinogenfunktion ermöglicht. Dies 

erlaubt eine umfassendere Beurteilung der Gerinnungsfunktion und kann zur Diagnose und 

Überwachung von Gerinnungsstörungen beitragen. Daher haben diese Methoden eine breite 

Anwendung im klinischen Bereich gefunden, z. B. zur Überwachung der Blutkomponententherapie bei 

Herz- und Leberoperationen, zum Screening auf Hyperkoagulabilität und zur Bewertung des 

Thromboserisikos. Die VEM-Tests sind jedoch teurer als traditionelle Tests und es gibt noch einige 

Einschränkungen, z. B. die Abhängigkeit von der Qualität der Vollblutprobe und die Interferenz durch 

bestimmte Medikamente109 

 

Die mit Thrombin gerinnenden Fibrinogen-Tests, bei denen das Gerinnsel nach vollständiger Gerinnung 

isoliert wird,  stellen die genauesten, aber auch zeitaufwändigsten Methoden zur Bestimmung von 

Fibrinogen dar. Im Prinzip wird mit einem Überschuss an Thrombin der gesamte Fibrinogengehalt der 

Plasmaprobe zur Gerinnung gebracht und anschließend das abgetrennte Gerinnsel analysiert. Die 

Fibrinogenkonzentration wird anhand des abgetrennten Gerinnsels entweder mit gravimetrischen oder 

photooptischen Methoden bestimmt. 103 Mögliche Fehler, die vor allem bei niedrigen Fibrinogenwerten 

von Bedeutung sind, können auftreten, wenn auch gerinnbare Abbauprodukte oder in den Gerinnseln 

eingeschlossene Nicht-Fibrinogenproteine gemessen werden. Einen guten Überblick über die 

verschiedenen Bestimmungsmethoden des abgetrennten Gerinnsels gibt die Übersichtsarbeit von Anetta 

Undas (2016).110 
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1.3.2.2. POC-Tests zur Fibrinogenbestimmung 

 

Einen weiteren Ansatz zur Bestimmung von Fibrinogen stellen die Lateral Flow Tests dar. Sie zeichnen 

sich besonders durch ihre kostengünstige und einfache Durchführung ohne zusätzliche Messtechnik aus. 

Ein kürzlich von Bialkower et. al. (2019) entwickelter Test verwendet einen mit Thrombin behandelten 

Papierstreifen. Ein Tropfen Plasma (Mindestmenge ~12 µL)  wird auf den Papierstreifen gegeben, wo 

Fibrinogen in Fibrin umgewandelt wird . Die Streifen werden vertikal in ein wässriges Farbstoffbad 

gestellt und die Lösung wird durch Kapillarkräfte ins Papier gesogen. Durch das gebildete Fibrin wird 

die Elutionsbarriere auf dem Papier drastisch erhöht und der wässrige Farbstoff diffundiert bis zu einer 

bestimmten Höhe, die von der Menge des Fibrin auf dem Streifen abhängt. Der Fibrinogengehalt ist 

umgekehrt proportional zur Laufstrecke der Probe auf dem Streifen.111 Die Ausrichtung des Geräts und 

die Notwendigkeit eines Flüssigkeitsbehälters machen es jedoch für die Anwendung am Ort der 

Behandlung unpraktisch. In einem ähnlichen Ansatz wurde die vorher beschriebene Methode zu einem 

tragbaren POC-Diagnostikum weiterentwickelt. Hier wird die Durchlässigkeit des Papiers für Fibrinogen 

genutzt, um die Fibrinogenkonzentration abzuschätzen. Dazu werden Thrombin und Plasma auf 

waagerecht ausgerichtete Papierstreifen gegeben. Das Fibrinogen im Plasma wird in Fibrin umgewandelt  

und durch Adsorption des Fibrins wird das Papier hydrophober. Anschließend wird eine wässrige Lösung 

eines blauen Farbstoffs auf die Streifen pipettiert, welche durch Kapillarkräfte durch das 

fibrinbeschichtete Papier zieht. Eine höhere Fibrinogenkonzentration führt  zu einer Verringerung der 

Durchlässigkeit und damit zu einer Verringerung der von der Probe zurückgelegten Strecke. Mit dieser 

Methode kann Fibrinogen sowohl in Plasma als auch in Vollblut innerhalb von 4 Minuten gemessen 

werden, ist aber nur für Proben mit niedrigen Fibrinogenkonzentrationen (< 2 mg/mL) geeignet.112,113 

Ein weiterer Nachteil ist, dass diese Verfahren mehrere Arbeitsschritte erfordern und potenziell anfällig 

für zahlreiche Störungen, wie z.B. Schwankungen der Probenviskosität aufgrund von 

Temperaturänderung und Feuchtigkeit, sind. 

 

Eine weitere neuartige POC-Plattform zur Messung von Fibrinogen wurde von Guan et. al. in 2020 

entwickelt und  basiert auf der Dielektrophorese in Verbindung mit einem papierbasierten Assay.114 Das 

mikrofluidische papierbasierte Analysegerät kombiniert die dielektrophoretische (DEP) Kraft mit der 

Kapillarkraft auf Papier und nutzt es für die Plasmatrennung. Durch dieses Verfahren wird eine 

Trenneffizienz von etwa 95% für das Plasma erreicht. Über die Messung des elektrischen Widerstands 

der Plasmaprobe durch das entwickelte POC-Handdiagnosegerät kann die Konzentration von Fibrinogen 

im abgetrennten Plasma bestimmt werden. Es zeichnet sich durch einen dynamischen Bereich von 127 

bis 508 mg/ dL, eine hohe Präzision und eine gute Übereinstimmung mit etablierten 

Routinelabormethoden aus. Es erfordert jedoch komplexe Gerätetechnik und Herstellungsverfahren, 

wodurch es für den Einsatz in ressourcenarmen Umgebungen ungeeignet ist. 

 

Das qLabs FIB-System von Micropoint Bioscience ist ein weiteres POC-Testgerät bestehend aus einem 

Handmessgerät und einem Teststreifen, das zur Zeit der Niederschrift dieser Arbeit kurz vor den 

Markteintritt steht. 115 Der Teststreifen enthält einen mit humanem Thrombin beschichteten zweiarmigen 

Kanal, der mit einer einzigen Probenvertiefung verbunden ist. Durch das Auftragen von 15 µL Citratblut 

auf den Streifen misst das Messgerät die Blutflussrate entlang der mikrofluidischen Kanäle. Der qLabs 

FIB-Algorithmus berechnet den Fibrinogen-Konzentrationswert unter Berücksichtigung des gleichzeitig 

geschätzten Hämatokrits und zeigt das Ergebnis innerhalb von 10 Sekunden bis 10 Minuten nach der 

Probenabgabe an. Das Gerät ermöglicht eine schnelle und funktionelle Fibrinogenmessung im Bereich 

von 1,0 bis 4,0 g/L Plasma und ist der Test ist unempfindlich gegenüber der Thrombozytenzahl (bis 

800.000/µL) und der Heparintherapie (bis 2 UI/mL) .115 



   

21 

Tabelle 1: Übersicht über die vorgestellten Verfahren und ihre Leistungsfähigkeit 

Methode Prinzip Vorteile Nachteile Dauer (geschätzt) 

Clauss-Test 
Gerinnungszeit nach 

Zugabe von Thrombin 

Führende Methode im 

klinischen Labor 

Manuell, 

zeitaufwändig  

15-30 Min 

(abh. v. der 

Laborkapazität) 

Fibrinogentiter  
Visuelle Beobachtung 

der Gerinnselbildung 

Halbquantitative 

Messung 

Ungenau, 

zeitaufwändig  

15-30 Min 

(abh. v. der 

Beobachtungszeit) 

FIFTA (funktioneller 

fibrinogene 

turbidimetrische 

Assay) 

Messung der Absorption 

bei 405 nm 

Hohe Präzision, 

schnelle Durchführung 

Aufwändige 

Geräteausstattung, 

teuer 

~10 Min 

(automatisiert)  

QCM-D-Methode 

Quarzkristall-

Mikrowaage mit 

Dissipation 

Echtzeit-überwachung, 

Point-of-Care-Potenzial 

Teure 

Geräteausstattung, 

aufwändige 

Durchführung 

20-30 Min 

(abh. v. der 

Laborkapazität) 

Stahlkugel-

koagulometer 

Bestimmung der 

Position der Stahlkugel 
Schnell und zuverlässig 

Erfordert spezielles 

Gerät, nicht für alle 

Anwendungen 

geeignet 

5-10 Min  

Fibrin-

polymerisations-zeit 

(FPT) 

Direkte Beobachtung 

der Gerinnselbildung 

Ermöglicht 

umfassendere 

Beurteilung der 

Gerinnungsfunktion, 

einschließlich der 

Thrombozyten-funktion 

und Fibrinolyse 

Hohe Fehlerquote, 

erfordert 

Fachkenntnisse 

15-30 Min 

Viskoelastische 

Methoden (VEM) 

Messung der 

viskoelastischen 

Eigenschaften 

Schnell und genau, 

umfassende 

Informationen  

Teurer als 

traditionelle Tests, 

abhängig von 

Vollblutqualität und 

Medikamenten 

10-20 Min 

(automatisiert)  

Thrombin-

gerinnende 

Fibrinogen-Tests 

Analyse des 

abgetrennten 

Gerinnsels 

Genaueste Methode 

Zeit- und 

ressourcenintensiv, 

potenzielle Fehler bei 

niedrigen Werten 

30-60 Min 

Lateral Flow Tests 

Kapillarkraft auf Papier, 

Bestimmung der 

Laufstrecke der 

Testlösung 

Kostengünstig, einfache 

Durchführung 

Anfällig für 

Störungen, nicht für 

alle Anwendungen 

geeignet 

~10 Min  

(abh. v. der 

Probenabsorption 

und visuellen 

Beobachtung) 

Dielektrophorese-

basierter POC-Test 

Messung der 

Dielektrophorese mit 

Papierassay 

Dynamischer Bereich, 

hohe Präzision 

Komplexe 

Gerätetechnik, nicht 

für ressourcenarme 

Umgebungen geeignet 

10-20 Min  

(abh. v. der 

Laborkapazität) 

qLabs FIB-System 

Messung des 

elektrischen Potentials 

einer Testlösung mit 

mikrofluidischen 

Teststreifen 

Schnell, unempfindlich 

gegenüber 

Thrombozytenzahl 

Noch nicht auf dem 

Markt, komplexe 

Technologie 

10 Sek bis 10 Minu 

(abh. v. der 

Probenabgabe und 

Geräte-algorithmus)  
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1.3.3. Funktionsprinzip des kompetitiven enzymatischen Tests mit Kompensation der 

Enzymaktivität 

 

Der dieser Arbeit zugrundeliegende kompetitive enzymatischer Test mit Kompensation der 

Enzymaktivität ist ein neu entwickeltes und patentiertes Verfahren, das den geforderten Ansprüchen an 

einen Fibrinogen-Schnelltest gerecht werden soll.116 Aufgrund der Theorie wird davon ausgegangen, 

dass es Messwerte in weniger als fünf Minuten liefer n und Schwankungen in der Enzymaktivität 

ausgleichen kann. Das Prinzip für die Bestimmung der Fibrinogenkonzentration basiert dabei auf einer 

enzymatischen Konkurrenzreaktion (siehe Abbildung 8). Hierbei wird einem fibrinogenspaltenden 

Enzym zusätzlich zu seinem natürlichen Substrat Fibrinogen ein künstliches, signalerzeugenden Substrat 

hinzugegeben, bei dessen Spaltung eine nachweisbare Substanz freigesetzt wird. Dabei kann es sich um 

einen Farbstoff (nachweisbar über Photometrie) oder einen Fluoreszenzfarbstoff (Fluorometrie) 

handeln. Im kompetitiven Assay wird entweder das signalerzeugende Substrat oder das Fibrinogen vom 

Enzym gebunden und umgesetzt. Je mehr Fibrinogen vorhanden ist, desto weniger Substrat wird 

umgesetzt und desto weniger Signal wird gemessen. Dieses Grundprinzip der enzymkinetischen 

Kompetition ist auf viele Analyten anwendbar. Er wurde bereits Ende der 60er Jahre diskutiert und in 

den folgenden Jahren zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter verschiedener Enzyme unter 

anderem auch der Umsetzung von Fibrinogen durch Thrombin angewendet.37,117,118 Die Enzymaktivität 

hängt stark von Temperatur, Salzkonzentration und pH-Wert ab und kann durch Lagerung, Herstellung 

und Wirkstoffe im Blut beeinträchtigt werden , aber auch durch Inhibitoren, die sich hemmend auf die 

Enzymkinetik auswirken. Zu diesen Inhibitoren zählen Proteine und niedermolekulare Verbindungen, 

welche die Enzymeigenschaften ändern und die Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt wird, da 

weniger Enzym zur Verfügung steht. Durch die Messung in zwei Kompartimenten mit unterschiedlichen 

Substratkonzentrationen und Verrechnung der Signale wird der Einfluss der Enzymaktivität verringert.  

 

Die allgemeine Reaktionsgleichung, die der Michaelis-Menten- Kinetik zu Grunde liegt, lautet: 119 

 

 

Schema 2: Allgemeine Reaktionsgleichung für die Reaktion eines Enzyms mit einem Substrat. Dabei stehen E für Enzym, S für Substrat, 

ES für Enzym-Substrat-Komplex, P für Produkt, k1 für die Geschwindigkeitskonstante der Bildung von ES, k-1 für die 

Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von ES und k2 für die Bildung des Produkts. 

 

In dieser vereinfachten Reaktion erfolgt die Bindung eines Enzyms (E) an ein Substrat (S) unter Bildung 

des Enzym-Substrat-Komplexes (ES) mit Geschwindigkeitskonstanten k1, gefolgt von der Umwandlung 

des Enzym-Substrat-Komplexes in Enzym (E) und Produkt (P) mit der Geschwindigkeitskonstanten k2. 

Oder der Dissoziation des Enzym-Substrat-Komplexes mit der Geschwindigkeitskonstanten kĐ/. In 

vereinfachter Weise wird die Anfangsgeschwindigkeit gemessen, so dass die Rückreaktion des Produkts 

vernachlässigt werden kann, weil kaum Produkt vorliegt. 

 

Die Michaelis-Menten-Gleichung119 beschreibt die Anfangsgeschwindigkeit der Produktbildung in 

Abhängigkeit der Substratkonzentration: 

 

(1)  ὺ  
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vmax ist dabei die maximale Anfangsgeschwindigkeit, die erreicht wird, wenn die Substratkonzentration 

[S] 0 viel höher ist als die Michaelis-Konstante KM, also [S]0ḻKM. Wenn [S] 0ḻKM ist, nähert sich der 

Ausdruck KM+[S] 0 der Substratkonzentration [S] 0 an, und die Gleichung vereinfacht sich zu: 

 

(2)  ὺ
 
  ὺ  

 

Die Michaelis-Konstante KM ist eine zentrale Größe innerhalb der Enzymkinetik und ergibt sich aus dem  

Verhältnis der Geschwindigkeitskonstanten. Sie ist ein Maß für die  Affinität des Enzyms zum jeweiligen 

Substrat. Ein niedriger KM-Wert steht dabei für eine hohe Affinität.  

 

(3)  ὑ  

 

Die Maximalgeschwindigkeit vmax der Reaktion lässt sich ausdrücken als Produkt der 

Geschwindigkeitskonstante k2 und der Enzymkonzentration [E] 0:  

 

(4)  ὺ Ὧ  Ὁ  

 

 

Bei der enzymatischen Kompetition hat das zweite Substrat eine ähnliche Form wie das natürliche 

Substrat und bindet an das leere aktive Zentrum des Enzyms, wobei er mit dem natürlichen Substrat um 

die Bildung eines Komplexes konkurriert.119 Der Mechanismus ist im folgenden Schema dargestellt: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

wobei S im Zusammenhang mit dem Schnelltest ein signalgebendes Substrat ist und Fg bzw. EFg das 

Fibrinogen bzw. den Fibrinogen-Enzym-Komplex und F das Fibrin bezeichnen. P ist eine Substanz, die 

als Signal messbar ist, also ein Fluorophor oder ein Chromophor. Es wird davon ausgegangen, dass die 

Gesamtkonzentration des Enzyms in allen seinen Formen konstant ist, dargestellt durch 

 

(5)  Ὁ  Ὁ  ὉὛ  ὉὊὫ 
 

k1 

k-1 
E   +   S ES E   +   P 

+   

Fg 

k2 

EFg 

E   +   F   

k3 k-3 

k4 

Abbildung 6: Reaktionsschema zum kompetitiven enzymatischen Test 
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Die Geschwindigkeitsgleichungen für die Änderungen der Konzentration an freiem Enzym und der 

Enzym-Substrat-Komplexe können wie folgt geschrieben werden 

 

(6)  Ὧ Ὁ Ὓ  Ὧ  ὉὛ  Ὧ ὉὛ  Ὧ Ὁ ὊὫ

 Ὧ ὉὊὫ Ὧ ὉὊὫ 
 

 

(7)    Ὧ Ὁ Ὓ  Ὧ Ὧ  ὉὛ 

 

 

(8)  
 
 Ὧ Ὁ Ὂ  Ὧ ὉὊὫ Ὧ Ὁ Ὂ  

 

 

Die Geschwindigkeitsgleichung für die Bildung des detektierbaren Produkts kann wie folgt geschrieben 

werden 

(9)   Ὧ ὉὛ 

 

Unter der Annahme, dass Fibrinogen und signalgebendes Substrat zu Beginn der Reaktion im großen 

Überschuss vorliegen, befinden sich [EFg] und [ES] im stationären Gleichgewicht und es wird  
 
π 

und auch  
 
π. Für die Dissoziationskonstante des Fibrinogen KFg gilt somit:  

 

(10)  ὑ     
 
 

 

Setzt man Gl. (7) gleich Null, so erhält man Gl. ( 11), und die Lösung für [E] ergibt  

 

(11)  Ὁ  
   

   
 
  

 

Setzt man Gleichung (11) in Gleichung ( 8) ein, mit der Prämisse, dass alle Komponenten im stationären 

Gleichgewicht sind und löst auf nach [EFg], so erhält man 

(12)  ὉὊὫ  
 

 
 

 

 

Setzt man die Gleichungen (11) und ( 12) in Gleichung ( 5) ein und löst nach [ES], so erhält man 

 

(13)  ὉὛ  
 

     

 

 

Durch Einsetzen von Gl. (12) in Gl. ( 9) lässt sich die Produktionsrate von P ermitteln: 

 

(14)  ὺ  
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Wie man sieht, erhöht diese Art der Kompetition den scheinbaren KM-Wert der unkatalysierten Reaktion 

(Gl. ( 13)), ohne die maximale Geschwindigkeit der Reaktion zu beeinflussen. Ein Vergleich der 

Lineweaver-Burk-Diagramme in Anwesenheit von kompetitiv en Substraten, d.h. der Auftragung des 

Kehrwehrts der Anfangsgeschwindigkeit gegen den Kehrwehrt der Substratkonzentation, zeigt, dass die 

Steigung der Geraden für die kompetitive Reaktion steiler wird, wenn die Substratkonzentration des 

Kompetitors erhöht wird, der Schnittpunkt mit der  y-Achse, aus dem der vmax-Wert bestimmt werden 

kann, aber unverändert bleibt (siehe  Abbildung 7).119 

 

Abbildung 7: Einfluss eines Kompetitors [K] auf das Lineweaver-Burk-Diagramm und die Werte der Konstanten (  hgibt hier den Faktor 

an um den die KM erhöht wird, sie steht für die apparente KM) im Vergleich zum Lineweaver-Burk-Diagramm ohne Kompetition 

(gestrichelte Linie). 

 

Der Versuchsaufbau  des Zwei-Felder-Kompetitionsassays ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt. Die 

Bestimmung des Umsatzfaktors erfordert die Messung der Anfangsgeschwindigkeit bei zwei 

verschiedenen Konzentrationen von signalgebendem Substrat in Anwesenheit eines weiteren Substrats, 

welches kein Signal erzeugt und mit dem ersten um die Umsetzung konkurriert.   Das erste Kompartiment 

enthält eine hohe Konzentration des signalerzeugenden Substrates, das zweite eine niedrige. Dadurch 

wird im ersten Kompartiment ein starkes Signal erhalten, da mehr Substrat als Fibrinogen vorliegt, im 

zweiten ein deutlich geringeres, da weniger Substrat als Fibrinogen umgesetzt wird. Bei zwei 

unterschiedlichen Substratkonzentrationen ergeben sich zwei unterschiedliche 

Anfangsgeschwindigkeiten, die beide proportional zur maximalen Anfangsgeschwindigkeit vmax und 

damit zur Konzentration des aktiven Enzyms und der kinetische Konstante für den Substratumsatz k2 

sind. Der Quotient der Anfangsgeschwindigkeiten (oder Umsatzfaktor) ist eine Funktion der 

Fibrinogenkonzentration und vom Enzymgehalt und allen sonstigen Einflüssen auf die Enzymaktivität 

unabhängig. Dieses Kompensationsprinzip wird in der Literatur nicht beschrieben.120 

 

[K]  
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Abbildung 8: Enzymatisches Kompetitionsverfahren mit Zweikompartimentprinzip; (oben) Thrombin setzt gleichzeitig Fibrinogen und 

ein Substrat um. Bei der Spaltung des Substrats wird ein Farbstoff frei, der gemessen wird. (unten) Messung in zwei Kompartimenten. 

Die Enzymkonzentration wird konstant gehalten. Kompartiment 1 enthält viel künstliches signalgebendes Substrat und Kompartiment 2 

enthält wenig Substrat. Je mehr Fibrinogen vorhanden ist, desto weniger Farbstoff wird aufgrund der Kompetition gebildet. (Schema 

entstammt aus nicht veröffentlichen Arbeiten von Prof. Katja Schmitz und Dr. Joachim Hönes) 

 

Bei diesem patentierten Zwei-Felder-Kompetitionsassay werden in zwei Kompartimenten ein 

signalgebendes Substrat mit den Geschwindigkeiten v1 bzw. v2 umgesetzt, die jeweils anhängig sind von 

den unterschiedlichen eingesetzten Konzentration [S1] bzw. [S 2] des signalgebenden Substrats und der 

zu bestimmenden Fibrinogenkonzentration der Probe [Fg]: 

 

(15)  ὺ  
 

     

 

(16)  ὺ  
  

     

 

 

(17)    
  

  
 

 

vmax ist bei gleicher fibrinogenhaltiger Probe für beide Signale gleich groß. Dividiert man  nun v1 (großes 

Signal) durch v2 (kleines Signal) wird die Konstante vmax eliminiert und die Störeinflüsse auf vmax 

beseitigt. Da k2 auch in KM steckt (Glg. 3), sind pH- und Temperatureinflüsse durch das 2-

Kompartimentprinzip nicht vollständig kompensierbar, so dass man die Reaktion bei konstanter 

Temperatur durchführen muss und die pH-bedingten Abweichungen ggf. durch Kalibrierung des Systems 

bei verschiedenen pH-Werten zw. 6,8 und 7,8 und pH-Messung in den Reaktionsgemischen 

herausrechnen muss. Durch die Auftragung der so ermittelten Umsatzfaktoren v1/v 2 in Abhängigkeit von 
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[Fg] kann man eine Kalibrierkurve erstellen, mit deren Hilfe man sich erhofft, eine aufwändige 

Nachkalibrierung für das Messsystem zu verhindern.116 

 

1.4. Thrombinähnliche Serinproteasen aus Schlangengift 
 

Schlangengifte bestehen aus vielen proteolytischen Enzymen mit vielfältiger Wirkung auf die Hämostase, 

die darauf abzielt, Beutetiere im Wesentlichen durch Hämorrhagie zu immobilisieren und zu töten .121-

125 Es sind Schlangengifte von mehr als 30 Schlangenarten bekannt.126 Von diesen Giften sind die 

Schlangengift-Thrombin-ähnlichen Enzyme (snake venom thrombin like enzyme, SVTLE) von 

besonderem Interesse für die Verwendung als Thrombin-Ersatzstoffe bei der Diagnose von 

hämostaseologischen Störungen. Dies liegt daran, dass die SVTLE im Gegensatz zu Thrombin nicht durch 

Inhibitoren  im Blutplasma von Patienten, wie z.B. Hirudin , Dabigatran oder Argatroban, beeinträchtigt 

werden und somit die Blutgerinnung in Anwesenheit von Inhibitoren bestimmt werden kann. 127 

 

SVTLEs sind Serinproteasen mit einem konservierten Motiv des aktiven Zentrums, bestehend aus H57, 

D109 und S195, analog zu Thrombin.127 Bei den meisten SVTLEs handelt es sich um Glykoproteine, die 

jeweils einige Asn Glykosylierungsstellen an nicht-homologen Positionen in der Sequenz aufweisen.128 

Der Kohlenhydratgehalt der SVTLEs variiert stark von 0 bis 30 %, wobei hauptsächlich N-verknüpfte 

Glykane vorkommen, in denen Fucose, Hexose, Sialinsäure, N-Acetyl-D-glucosamin, Galaktose, Mannose 

und N-Acetyl-Neuraminsäure zu finden sind. Die Struktur -Funktions-Beziehung der Kohlenhydrate ist 

bisher noch nicht vollständig geklärt.128 Es wird jedoch vermutet, dass die Glykane zur 

Proteinstabilisierung beitragen und nicht für die katalytische Funktion der Giftenzyme zuständig sind.129 

cDNA-Bibliotheken von Schlangengiftdrüsen verschiedener Arten wurden erstellt und mehrere Klone, 

die für SVTLEs kodieren, wurden isoliert und sequenziert. SVTLEs sind einkettige Proteine, deren 

codierende DNA einen offenen Leserahmen (ORF) von etwa 800 bp umfasst. Die 5'-UTRs 

(5- untranslatierte Region) sind in der Regel kurz, während die 3'-UTRs (3- untranslatierte Region) 

unterschiedlich lang sind und mehr als 1200 Nukleotide enthalten können.130 Serinproteasen aus 

Schlangengift werden als Zymogene aus ~256-257 Aminosäuren mit einem mutmaßlichen Signalpeptid 

aus 18 Aminosäuren und einem Aktivierungspeptid aus sechs Aminosäureresten synthetisiert.130 Im 

Proteinexport spielt die N-terminale Signalsequenz eine zentrale Rolle und wird anschließend vom 

Zymogen abgespalten. Bisher wurden drei strukturell unterschiedliche Regionen identifiziert : eine 

positiv geladene N-terminale Region, eine zentrale hydrophobe Region und eine polare C-terminale 

Region, die die Spaltstelle zu enthalten scheint.131 

 

Obwohl SVTLEs als Thrombin-ähnliche Enzyme bezeichnet werden, funktionell mit Thrombin verwandt 

sind und einen hohen Grad an Ähnlichkeit untereinander aufweisen, ist die Sequenzidentität zwischen 

SVTLEs und Thrombin mit 26-33% eher gering.132 Abhängig von der jeweiligen Spezies gibt es mehrere 

Eigenschaften, die sich von Thrombin unterscheiden. Die meisten SVTLE sind nur in der Lage, Fibrinogen 

zu spalten. Im Gegensatz zu Thrombin aktivieren die meisten SVTLEs weder andere Gerinnungsfaktoren 

noch beeinflussen sie die PAR auf den Blutplättchen, die die Thrombozytenaggregation und 

Freisetzungsreaktionen von bioaktiven Substanzen wie Serotonin, Adenosindiphosphat (ADP) und 

Thromboxan A2 aus den Thrombozytengranulaten auslösen.133 Die Fibrinogenspaltung kann sich auf 

nur eines der beiden Paare der Fibrinopeptide (FP) A und B beschränken. Nach diesem Spaltungsmuster 

werden SVTLE als Venombin-A, Venombin-B oder Venombin-AB klassifiziert.123 Ein weiterer Unterschied 

zwischen Thrombin und SVTLEs besteht darin, dass die meisten SVTLEs nicht in der Lage sind, den 

Faktor XIII zu aktivieren, wodurch die von SVTLEs erzeugten Gerinnsel weniger stabil und anfälliger für 

den Abbau durch das fibrinolytische System sind, was zur Entfernung von Fibrinogen aus dem Plasma 
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führt .134 Außerdem werden die meisten SVTLEs auch nicht durch Thrombininhibitoren wie Antithrombin 

III, Heparin und Hirudin gehemmt .121,128,135,136 Aufgrund dieser Eigenschaften wurden mehrere SVTLEs 

für die therapeutische Anwendung als Gerinnungshemmer und Defibrinogenisierungsmittel bei 

thrombotischen Erkrankungen sowie für die Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Arthritis 

und Krebs nutzbar gemacht.135,137-140 Batroxobin und Ancrod sind die bekanntesten thrombinähnlichen 

Serinproteasen und werden von den Grubenottern Bothrops atrox bzw. Calloselasma rhodostoma 

produziert. Beide Giftenzyme spalten Fibrinogen durch die spezifische Wirkung auf die Arg-Gly-Bindung 

in der ɻ-Kette, was zur Freisetzung von Fibrinopeptid A (FP-A) führt. 132,133 

 

1.4.1. Batroxobin 

 

Batroxobin (aus Bothrops atrox Serinprotease, E 3C.4.21.29) ist ein thrombinähnliches Enzym aus dem 

Gift von Bothrops atrox moojeni. Es besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette, die 231 Aminosäuren 

enthält, darunter  12 Cysteinreste, die an sechs Disulfidbindungen beteiligt sind.141 In der Polypeptidkette 

von Batroxobin gibt es zwei mutmaßliche Glykosylierungsstellen (Asn146-Asn147-Thr148 und Asn225-

Lys226-Thr227) . Basierend auf den aus der cDNA abgeleiteten Aminosäuren von Batroxobin konnten 

ein Molekulargewicht von 25,5 kDa und ein isoelektrischer Punkt von 7,39 berechnet werden. Das 

experimentell bestimmte Molekulargewicht von nativem Batroxobin aus Bothrops atrox moojeni beträgt 

dagegen 34,7 kDa.142 Dieser Unterschied im Molekulargewicht kann auf die Glykosylierung 

zurückgeführt werden, die hier 27% des Molekulargewichts ausmacht. Das Molekulargewicht von 

rekombinantem Batroxobin, das in P. pastoris exprimiert wird, beträgt 30,55 kD a und entspricht 16,5% 

Glykosylierung. 

 

Batroxobin spaltet von Fibrinogen nur das Fibrinopeptid A ab, ist also ein Venombin A.143 Das 

Batroxobin-Gen erstreckt sich über 8 Kilobasenpaare und enthält fünf Exons, wobei die reife Form von 

den Exons 2 bis 5 kodiert wird. Die katalytischen Reste von Batroxobin, His-41, Asp-86 und Ser-178, 

werden durch separate Exons, Exon 2, 3 bzw. 5, kodiert.142 Die Exon/Intron -Organisation des 

Batroxobin-Gens unterscheidet sich von der des Prothrombin-Gens, ist aber derjenigen der Trypsin- und 

Kallikrein -Gene sehr ähnlich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Batroxobin nicht zur 

Prothrombinfamilie, sondern zur Trypsin-Kallikrein -Familie gehört. Der Aufbau des Batroxobin-Gens ist 

in Abbildung 9 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bislang ist Batroxobin eines der am besten charakterisierten Proteine aus Schlangengiften. Frühe Studien 

in den 1930er Jahren über das Gift südamerikanischer Lanzenkopfschlangen der Gattung Bothrops 

haben zur dessen Entdeckung geführt.1976 beobachteten Stocker und Barlow144 Unterschiede im 

Molekulargewicht zwischen den Batroxobinen von B. atrox, B. moojeni und B. marajoensis, die auf 

unterschiedliche Kohlenhydratgehalte dieser thrombinähnlichen Enzyme zurückzuführen waren. 

102 Bp 8024 Bp 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4     Exon 5 

Abbildung 9: Organisation des Batroxobin-Genoms. Die blauen Kästen bezeichnen die Lage der Exons des Batroxobin-Genoms 

(EMBL-EBI, X12747), die blauen Balken bezeichnen die nicht kodierenden Regionen. Die angegebenen 102 BP und 8024 BP 

kennzeichnen das erste und das letzte gelesene Basenpaar im Genom. 
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B. moojeni Batroxobin enthält nur 5,8 % Neutralzucker144,145, und die genaue Analyse der 

Kohlenhydratstruktur hat gezeigt, dass dieses Schlangengiftglykoprotein durch ein einzigartiges 

Oligosaccharidmuster gekennzeichnet ist.145 Stocker et al. beschrieben auch, dass die Interaktion der 

thrombinähnlichen Giftenzyme, des Fibrinogens und der Plasmainhibitoren speziesabhängig ist, so dass 

das aus B. moojeni isolierte Batroxobin im Vergleich zu dem aus B. atrox ein besseres 

Defibrinogenisierungsmittel war. 146 Die Haupterklärung für die stärkere und länger anhaltende Wirkung 

von Batroxobin aus B. moojeni wurde in der unterschiedlichen Empfindlichkeit gegenüber menschlichen 

Plasmainhibitoren (ɻ2-Makroglobulin und möglicherweise anderen) gefunden. Trotz der bekannten 

Primärstruktur von Batroxobin, das aus dem Gift von B. moojeni gewonnen wird, und der erfolgreichen 

Expression basierend auf cDNA seit 1991 wurden bisher keine detaillierten kristallographischen 

Strukturdaten gewonnen. Die einzig verfügbaren Informationen beruhen auf einem Homologiemodell, 

das in den 1990er Jahren entwickelt wurde, da die Kristallisation und die Bereitstellung ausreichender 

Proteinmengen für eine detaillierte kristallografische Analyse schwierig sind. Das Homologiemodell 

basiert auf der Struktur von Kallikrein aus der Bauchspeicheldrüse von Schweinen (Sus scrofa). Obwohl 

das Modell in einigen Aspekten nützliche Einblicke geliefert hat, traten Schwierigkeiten bei der 

Modellierung eines verlängerten Abschnitts am C-Terminus auf, der aufgrund der begrenzten 

Informationen weitgehend ignoriert wurde. Dies weist darauf hi n, dass das Modell unvollständig ist und 

die tatsächliche Struktur von Batroxobin nicht vollständig repräsentiert. In einem anderen Ansatz wurde 

der Modellierungsprozess an einer anderen Struktur, dem Speichelkallikrein der Maus, durchgeführt. 

Diese Struktur wurde gewählt, um mögliche evolutionäre Verbindungen zu untersuchen, da es Hinweise 

darauf gibt, dass die Schlangengift-Drüsen direkt von den Speicheldrüsen abstammen. Dieser zweite 

Modellierungsansatz zeigte eine akzeptable Struktur, die während des Modellierungsprozesses nur 

wenige Anpassungen erforderte.147 

 

Das aus den Giften von B. moojeni und B. atrox gewonnene Batroxobin findet breite Anwendung in der 

Pharmazie und Diagnostik.128,148 Aus Schlangengift isoliertes Batroxobin wird von der schweizerischen 

Firma Pentapharm als Defibrinogenisierungsmittel unter dem Handelsnamen Defibrase®, als 

Hämostatikum in einer Mischung mit thromboplastinähnlichem Enzym unter dem Handelsnamen 

Reptilase® (in lyophilisierter Form ), oder unter dem Handelsnamen Hemocoagulase (in Form einer 

injizierbaren Lösung) zum Einsatz. Defibrase® ist ein defibrinogenes Medikament, das als aktive 

Komponente hochgereinigtes Batroxobin aus dem Schlangengift von B. moojeni enthält. Nach 

subkutaner oder intravenöser Verabreichung bewirkt  Batroxobin die Freisetzung von Fibrinopeptid A 

und die Bildung von Fibrin -Monomer, das spontan "Kopf-an-Schwanz" zu einem Gerinnsel aus Fibrin 

aggregiert.133 Die entstehenden Fibrinpolymere sind im Gegensatz zu Fibrinpolymeren, die durch die 

Wirkung von Thrombin entstehen, kürzer (1-2 ʈm lang) und werden  nicht durch FXIII quervernetzt. 

Dadurch ist das Gerinnsel einer erhöhten mechanischen Auflösung durch Scherkräfte im Blutstrom und 

verschiedenen enzymatischen Abbauprozesse ausgesetzt und wird mit dem Urin ausgeschieden. Durch 

diesen Mechanismus führt die Batroxobin-Injektion zu einer dosisabhängigen Abnahme der 

Fibrinogenkonzentration im Plasma* bcp qmecl_llrcl ´Bcdg`pglmeclgcpsle§ und zu einer Verringerung 

der Viskosität und der Gerinnungsfähigkeit des Blutes. Defibrase verhindert so die Bildung und 

Ausbreitung von Thromben, erhöht die kapillare Durchblutung, verbessert die Sauerstoffversorgung des 

Gewebes und unterstützt die physiologische und medikamentöse Fibrinolyse. Die Thrombozytenzahl 

und die Konzentration von anderen Gerinnungsfaktoren als Fibrinogen werden durch die Behandlung 

nicht beeinflusst. Außerdem induziert Batroxobin die Freisetzung von Plasminogenaktivator (tPA) aus 

dem Endothel. Fibrin verstärkt die Plasminogenaktivierung durch tPA und wird seinerseits durch 

Fibrinolyse rasch in nicht gerinnungsfähige Fragmente abgebaut.149 
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Reptilase® ist ein hämostatisch wirkendes Medikament, das Hämokoagulase, ein 

blutgerinnungsförderndes Enzymsystem mit Batroxobin und eine thromboplastinähnlichen Komponente 

aus dem Gift von B. atrox enthält. Als topisches Hämostatikum übt es bei lokaler Anwendung an der 

Blutungsstelle eine dosisabhängige fibrinogenkoagulierende Wirkung aus. Nach Injektion einer geringen 

Dosis Batroxobin wird die Bildung von Fibrin -Monomer ausgelöst und über einen längeren Zeitraum 

aufrechterhalten, wodurch die Gerinnungsfähigkeit des Blutes erhöht wird. Da Fibrin ein bevorzugtes 

Substrat sowohl für Thrombin als auch für Plasmin ist, wird es entweder an der Stelle einer 

Gefäßverletzung rasch in ein Fibringerinnsel umgewandelt oder es wird im intakten Gefäßsystem 

abgebaut.149 Reptilase wird eingesetzt, wenn der Blutverlust begrenzt oder gestoppt werden muss, z. B. 

bei Blutungen in der Notfallmedizin , inneren Medizin, Zahnmedizin usw. Es kann auch vor chirurgischen 

Eingriffen eingesetzt werden, um die Blutungsneigung zu verringern und um Blutverluste im 

Operationsgebiet sowie postoperative Blutverluste zu vermeiden.150 

 

Reptilase wird häufig auch für den Reptilase-Zeit-Test verwendet. Da Reptilase nicht durch Heparin 

gehemmt wird, wird dieser Test zusätzlich zu den Thrombin Time (TT)-Tests verwendet, um 

festzustellen, ob verlängerte Thrombin-Gerinnungszeiten in den TT-Tests das Ergebnis einer Heparin-

Kontamination oder abnormer Fibrinogen-Moleküle sind.133,151,152 Darüber hinaus werden Batroxobin 

und Agkistrodon contortrix  thrombinähnliches Enzym verwendet, um sogenanntes desA-Fibrin durch 

Spaltung von FP-A herzustellen. Es wird als Fibrinstimulans bei der Funktionsprüfung des 

Gewebeplasminogenaktivators verwendet.153,154 

 

1.4.2. Ancrod 

 

Ancrod ist eine weitere gerinnungsfördernde thrombinähnliche Serinproteinase aus dem Gift der 

Malaiischen Grubenotter ( Agkistrodon rhodostoma). Es spaltet hauptsächlich das Fibrinopeptid A von 

den a(A)-Ketten des Fibrinogens durch Hydrolyse der Arg16-Gly17-Bindung. Es besteht aus 234 

Aminosäuren mit 5 N-gebundenen Glykosylierungsstellen an den Aminosäuren Asn-23, Asn-79, Asn-99, 

Asn-148 und Asn-229 mit hoher  Glykosylierung von 29 Gew.-%, davon 96 Mol nicht stickstoffhaltige 

Zucker, 60 Mol Hexosamine und 18 Mol Sialinsäure.155,156 Analog zu Batroxobin spaltet Ancrod nicht 

die Arg16-Gly17-Bindung in den ɼB-Ketten des Fibrinogens157-159 aktiviert nicht den Faktor XIII 100,160 und 

ist ohne Wirkung auf andere Gerinnungsfaktoren161 sowie auf Plasminogen100. Im Gegensatz zum 

unlöslichen Thrombin-induzierten Fibrin sind die von Ancrod katalysierten Gerinnsel also löslich und 

nicht vernetzt.162,163 Die Defibrinierung durch Ancrod resultiert  genauso wie bei Batroxobin im 

Wesentlichen aus der Umwandlung von Fibrinogen in ein fibrinähnliches lösliches Aggregat, das schnell 

durch Plasmin entfernt wird . Die auf diese Weise herbeigeführte Gerinnungshemmung tritt innerhalb 

weniger Stunden nach der Verabreichung ein. Außerdem haben Bell et al. (1968) darauf hingewiesen, 

dass Ancrod in der klinischen Praxis weder die Prothrombinzeit noch die aktivierte partielle 

Thromboplastinzeit beeinflusst.161 Diese Eigenschaften machen Ancrod zu einem 

gerinnungshemmenden Mittel, das bei einer Reihe von pathologischen Zuständen, die mit 

Hyperkoagulabilität und Thrombose einhergehen, eingesetzt werden kann.164,165 Die Defibrinogenierung 

ist auch für die Verringerung der Erythrozytensedimentationsrate durch eine Verringerung des 

Fibrinogen/Erythrozyten -Verhältnisses und des ʁ-Potenzials von Fibrinogen verantwortlich. 131 Durch 

diese Eigenschaften hat sich Ancrod in den letzten 20 Jahren als klinisch nützlich erwiesen. Eine 

gerinnungshemmende Therapie mit Ancrod hat sich als mindestens ebenso wirksam wie herkömmliche 

Antikoagulanzien herausgestellt, ist aber möglicherweise sicherer im Hinblick auf die geringeren 

Blutungskomplikationen.166 Es scheint die Auflösung vorgeformter Thromben bei einer Vielzahl 

klinischer Syndrome zu bewirken, darunter hyperkoagulable Zustände, glomeruläre Nephritis und 
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ischämische Schlaganfälle.138,167-169 Derzeit ist Ancrod in keinem Land als Medikament zugelassen, wird 

aber in weltweiten klinischen Studien zur Behandlung von Schlaganfällen untersucht. Im Januar 2005 

gewährte die amerikanische Gesundheitsbehörde FDA einen "Fast-Track-Status" für die Untersuchung 

des Einsatzes von Ancrod bei Patienten mit akutem ischämischem Schlaganfall, einer lebensbedrohlichen 

Erkrankung, die durch die Verstopfung von Blutgefäßen, die Teile des Gehirns mit Blut und Sauerstoff 

versorgen, verursacht wird und für die derzeit Phase-III -Studien durchgeführt werden.170 Ancrod wird 

auch als Thrombinersatz im Thrombin-Gerinnungszeit-Test verwendet, da es gegenüber vielen 

Inhibitoren wie Iodacetamid, 0,01 % Natriumdodecylsulfat, Concanavalin-A, N-Dansyl-Larginin-4-

ethylpiperidinamid oder  Thrombininhibitoren vom Benzamidin -Typ unempfindlich ist. 171-173 Viele 

SVTLEs werden auch als Defibrinierungsreagenzien im Antithrombin-III -Test und als Thrombinersatz im 

Clauss-Test eingesetzt, um Störungen durch heparinisiertes Patientenplasma zu vermeiden. Auch in 

Kombination mit der klassischen thrombolytischen Behandlung mit Streptokinase und Urokinase hat sie 

sich als wirksam bei der Verringerung von erneuten Gefäßverschlüssen erwiesen.169,174,175 

 

 

1.5. Heterologe Expression von Batroxobin in P. pastoris 
 

Das bisher am häufigsten verwendete System zur heterologen Expression von Schlangentoxinen sind 

Bakterien. Maeda et al. konnten Batroxobin das erste Mal in unlöslicher Form in E. coli exprimieren und 

anschließend zu einem aktiven Enzym umfalten.176 Die klonierte cDNA für Batroxobin wurde in E. coli 

exprimiert. Batroxobin konnte nur in Form intrazelluläre r Aggregate von Fusionsproteinen erhalten 

werden, die mit einem kleinen Polypeptid mit der Sequenz Phe23-Glu46 von Somatomedin C fusioniert 

waren. Es wird vermutet, dass die fusionierten Polypeptidgene die Umgebung des 5'-Endes der mRNA 

verändern und dadurch eine Störung der stabilen Sekundärstruktur verursachen, die zur Bildung von 

unlöslichen Einschlusskörperchen führen. Außerdem könnten die fusionierten Polypeptide in der Lage 

sein, Batroxobin in E. coli zu stabilisieren. Um das reife Batroxobin zu erhalten, wurde die 

Erkennungssequenz für Thrombin zwischen dem Peptid und dem reifen Batroxobin eingefügt. Dieses 

Fusionsprotein reicherte sich in Form von unlöslichen Einschlusskörperchen an (40 mg/L 

Kulturmedium) und konnte leicht gereinigt werden. Nach spezifischer Spaltung des Fusionsproteins mit 

Thrombin wurde das rekombinante Batroxobin durch präparative Elektrophorese isoliert. Die Ausbeute 

an rekombinantem Batroxobin nach Isolierung aus dem PA-Gel (70% Ausbeute) und anschließender 

Rückfaltung betrug lediglich 3% (entspricht 1,2 mg/L Kulturmedium)  mit einer enzymatischer Aktivität 

von 60-84%.176 Wie auch bei der Expression anderer rekombinanter Schlangengift-Serinproteasen 

(Snake venom serine proteases, SVSPs) mit E. coli als Wirt wurde hier ein unlösliches Protein erhalten, 

das in vitro  neu gefaltet werden musste, um aktiviert zu werden .  

 

Im Allgemeinen sind SVSPs glykosyliert, und diese posttranslationale Modifikation ist für die korrekte 

Faltung und die daraus resultierende Toxinaktivität von Bedeutung. Es hat sich jedoch prinzipiell  als 

schwierig erwiesen, Proteine mit vielen Disulfidbindungen und Glykosylierungen in prokaryotischen 

Systemen heterolog zu exprimieren, da die Disulfidbindungen dieser rekombinanten Proteine in der 

Regel falsch oder gar nicht verknüpft  sind und die fehlgefalteten Proteine unlösliche 

Einschlusskörperchen bilden. Gleichzeitig werden rekombinante Proteine in prokaryotischen Systemen 

in der Regel nicht glykosyliert. In eukaryotischen Systemen (wie Hefe, Säugerzellen wie CHO und 

Insektenzellen mit Baculovirus-Expressionssystem) konnten rekombinante Proteine dagegen korrekt 

gefaltet und posttranslational modifiziert (z. B. Phosphorylierung und Glykosylierung) werden .177,177 P. 

pastoris (Komagataella phaffii) hat sich aufgrund seiner vielen Vorteile als Wirtsorganismus als 

Expressionssystem für die Serinprotease Batroxobin durchgesetzt.178,179 Einer der Hauptgründe ist seine 
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Fähigkeit, hohe Mengen rekombinanter Proteine zu produzieren. Dies macht ihn zu einem idealen Wirt 

für die Produktion von Batroxobin in großem Maßstab. Darüber hinaus ist P. pastoris in der Lage, das 

Protein ins Kulturmedium zu sezernieren, was den Reinigungsprozess erheblich vereinfacht. P. pastoris 

ist eine methylotrophe Hefe, die in der Lage ist, Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu 

verstoffwechseln. Der AOX-Promotor, der die Produktion der Alkoholoxidase steuert, wird auch für die 

heterologe Proteinexpression in P. pastoris verwendet.180 Die Integration der Batroxobin-DNA ins 

P. pastoris-Genom erfolgt durch homologe Rekombination zwischen der transformierten DNA und 

homologen Regionen innerhalb des Genoms. Solche integrierten Gensequenzen zeigen eine hohe 

Stabilität bei fehlendem Selektionsdruck, selbst wenn sie als Mehrfachkopien vorliegen. Für eine 

erfolgreiche homologe Rekombination sind die Linearisierung des Plasmids und die Wahl des P. pastoris-

Wirtsstamms entscheidend. Ein häufig verwendeter P. pastoris-Wirtsstamm ist GS115. Dieser hat eine 

Mutation im Histidinol -Dehydrogenase-Gen (his4), die ihn an der Synthese von Histidin hindert. Solange 

GS115 nicht transformiert ist, wächst es nicht auf histidendefizientem Minimalmedium. Durch 

Transformation mit dem Expressionsplasmid, welches das HIS4-Gen trägt, wird das his4 im Wirtsstamm 

komplementiert, so dass die Selektion der Transformanten auf ihre Fähigkeit, auf Histidin mangelmedien 

zu wachsen, erfolgt. Hierbei handelt es sich um die Histidin -Auxotrophie. Je nach Klonierungsstrategie 

können zwei verschiedene phänotypische Klassen von rekombinanten His+  Stämmen erzeugt werden: 

Mut+  und Mut S. MutS bezieht sich auf den Phänotyp "langsame Methanolverwertung" (engl. "methanol 

utilization slow"), der durch den Verlust der vom AOX1-Gen kodierten Alkoholoxidase-Aktivität 

verursacht wird. Ein Stamm mit einem Mut S-Phänotyp hat einen mutierten aox1-Locus, ist aber Wildtyp 

für AOX2. Dies führt zu einem langsamen Wachstumsphänotyp auf Methanolmedium. Dieses langsame 

Wachstum auf Methanol kann genutzt werden, um His+ -Transformanten, bei denen das AOX1-Gen 

unterbrochen wurde (His+ MutS), von His+ -Transformanten mit einem intakten AOX1-Gen (His+ Mut+ ) 

zu unterscheiden, die in Minimalmedium mit Methanol als einziger Kohlenstoffquelle schneller wachsen. 

Es kann nicht im Voraus gesagt werden, ob der Mut+  oder MutS Phänotyp eine bessere Expression des 

Proteins begünstigt.181 Für die Erzeugung von His+ Mut+  Transformanten in GS115 wird üblicherweise 

das pPIC9-Plasmid, ein 8,0 kbp Hefeexpressionsvektor, verwendet. Es kann sowohl mit SacI bzw. StuI 

als auch SalI linearisiert werden. Die Integration von GS115 mit SalI- oder StuI-linearisierten 

Konstrukten begünstigt die Rekombination am HIS4-Lokus (Abbildung 11), während die SacI-

Linearisierung der Plasmidkonstrukte die Rekombination in der 5'-Region des AOX1-Gens begünstigt 

(Abbildung 10). Die resultierenden Transformanten sollten in beiden Fällen Mut+  sein. Durch das 

Vorhandensein der AOX1-Sequenzen im Plasmid besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass es zu einer 

Rekombination am AOX1-Lokus kommt, wodurch das Wildtyp-AOX1-Gen unterbrochen wird und 

His+ MutS-Transformanten entstehen. Der Wachstumstest auf Minimaldextrose- (MD) und 

Minimalmethanolplatten (MM) ermöglicht die Isolierung von His + Mut+ -Transformanten, da der Mut+  

Phänotyp sowohl auf MD als auch MM-Platten gut wächst, während der MutS Phänotyp nur auf MD und 

nicht auf MM -Platten wächst.181,182 
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Abbildung 10: Geninsertion am AOX1-Lokus durch homologe Rekombination. Gen-Insertionen am AOX1- Lokus entstehen durch 

sogenannte single crossover-Ereignisse zwischen dem Lokus und einer der drei AOX1-Regionen auf dem Vektor: dem AOX1-Promotor, 

der AOX1-Transkriptionsterminationsregion (TT) oder Sequenzen, die noch weiter stromabwärts von AOX1 liegen (3' AOX1). Dies führt 

dazu, dass eine oder mehrere Kopien des Vektors stromaufwärts oder stromabwärts der AOX1-Gene eingefügt werden. [Abb. angelehnt 

an Pichia Expression Kit; Invitrogen, Catalog Number K1710-01]181 

 

 

Abbildung 11: Geninsertion am HIS-Lokus durch homologe Rekombination. Bei GS115 (Mut+) kommt es zur Gen-Insertion am his4-Lokus 

durch ein einziges Crossover-Ereignis zwischen dem his4-Lokus im Chromosom und dem HIS4-Gen auf dem Vektor. Dieses Ereignis führt 

zur Einfügung einer oder mehrerer Kopien des Vektors in den his4-Lokus. [Abb. angelehnt an Pichia Expression Kit; Invitrogen, Catalog 

Number K1710-01]181 
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Das rekombinante Batroxobin aus dem Gift von Bothrops atrox moojeni, das erstmalig 2004 in P. pastoris 

exprimiert wurde, konnte Plasma dosisabhängig koagulieren. Sein Molekulargewicht war jedoch mit 33  

kDa niedriger als das des nativen Proteins mit 37 kDa, was auf das unterschiedliche 

Glykosylierungssystem von Hefe und Schlangen zurückgeführt werden kann. Es ist bekannt, dass natives 

Batroxobin etwa 40 verschiedene Oligosaccharid-Subfraktionen enthält, während rekombinantes 

Batroxobin, das aus P. pastoris exprimiert wird, möglicherweise die hefeartigen Kohlenhydratstrukturen 

enthält.183 Um rekombinantes Batroxobin aus Hefe zu exprimieren, wurden die Basensequenz des 

Restriktionsenzyms Xhol und die Basensequenz für die Spaltstelle der Protease KEX2 in das 5'-Ende der 

cDNA des Batroxobins eingefügt. Dann wurde der Expressionsvektor pPIC-rBAT konstruiert, indem die 

cDNA in die 1-̂Seite von XhoI-EcoRI des c-terminalen ɻ-Faktor-Sekretionssignalproteins von pPIC9 

eingefügt wurde. Anschließend wurde der mit SalI linearisierte pPIC9-Batroxobin-Vektor in 

elektrokompetente GS115-Zellen transformiert. 183 

 

In einer Fermentation ausgewählter His+  und Mut +  Kolonien im Batch-Verfahren mit anschließender 

säulenchromatografischer Aufreinigung des Kulturüberstands konnten 6,95 mg rekombinantes 

Batroxobin aus 1 L minimalem Glycerol-Methanol Medium in aktiver Form erhalten werden. Als 

optimale Fermentationsbedingungen berichten die Autoren einen Gehalt von 0,5-1,5 % Hefeextrakt oder 

Pepton als Stickstoffquelle, 0,5-2,5 % Glycerin, 0,5 %(v/v)  Dextrose oder Glucose als Kohlenstoffquelle 

und eine Mindestmenge von 4x10-5 % Biotin. Für den optimalen pH-Wert des minimalen 

Glycerolmediums wird 6,0 angegeben und für die ideale Fermentationsdauer 18 h bei 30 °C. Für die 

hydrophobe Chromatografie wurde Phenyl-Sepharose und für die anschließende 

Affinitäts chromatografie die Heparin-Sepharose benutzt.184 

Diese Ausbeute an Batroxobin konnte durch weitere Optimierung der Fermentation von Li et al. in 2007 

gesteigert werden, die eine Ausbeute von 10 mg rekombinantem Batroxobin aus 1 L 

Fermentationsmedium angeben.185 Sie fanden heraus, dass ein neutraler pH-Wert die Expression 

begünstigt und die Bioaktivität von rekombinantem Batroxobin aufrechterhält. Außerdem wurde 

gefunden, dass Sorbitol  und Sojabohnenpepton mehr Nährstoffe lieferten, wodurch mehr Hefezellen 

produziert wurden und gleichzeitig mehr Protein abgesondert wurde. Das Polypeptid der Sojabohnen 

konnte zudem die Aktivität der Proteasen einschränken und die Proteolyse von rekombinantem 

Batroxobin verhindern. 

 

In einem weiteren Patent von 2011 beschreiben die Autoren vom Unternehmen Liaoning Nuokang Bio-

Pharmaceutical (China), dass durch die ortsgerichtete Mutagenese des Arg45 zu Lysin und durch die 

Optimierun g der Fermentationsbedingungen, sowohl hinsichtlich der  optimalen Fermentation der Hefe 

als auch hinsichtlich der Trennung und Reinigung, die spezifische Aktivität auf 90 KU/mL 

Fermentationsmedium gesteigert werden konnte. Dies entspricht einer Gesamtaktivität von 4.0 *  106 KU 

bei 15 L Medium. Die Mutation bewirkt eine Veränderung in der Erkennungssequenz für die KEX2-

Protease von Arg-Arg zu Arg-Lys. Dies verhindert, dass die KEX2-Protease das Peptid an dieser Position 

abbaut, was zu einer erhöhten Akkumulation des Zielproteins führt.186 

 

Das Unternehmen Beijing Haiyan Pharmaceutical Industry hat in ihrem Patent von 2012 durch eine 

Optimierung der Fermentations- und Reinigungsparameter eine Batroxobin Ausbeute von 18 mg/ mL 

erreicht.187 Im frühen Wachstumsstadium nach 16-18 h ersetzen sie Glycerin durch Glukose und nach 

einer Hungerphase von 1 h wurde mit Glycerin supplementiert. Durch den Einsatz von Peptonen auf der 

Basis von Mais- und Weizenprotein während der Fermentation wurde die Proteolyse weitestgehend 

reduziert. Zur Zwischenreinigung des Batroxobins nach der Fermentation wurden sowohl 

Kationenaustauschchromatografie (CaptoS) als auch Anionenaustauschchromatografie (CaptoQ) 
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eingesetzt. Des Weiteren beschreiben die Autoren die Mutation der kodierenden Batroxobin-

Aminosäuresequenz am His41 und am Ser178 zu Glutamat, wodurch sie die spezifische Aktivität von 

1800KU/mg auf 2700KU/mg im Vergleich zum nativen  rekombinanten Batroxobin erhöhen konnten. 

Durch die Mutation von His tidin  an Position 41 und Serin an Position 178 zu Glutamat wird die negative 

Potenzialfläche im aktiven Zentrum verstärkt. Dadurch wird die elektrostatische Wechselwirkung 

zwischen Batroxobin und dem Substrat Fibrinogen verbessert, die Affinität von Batroxobin zum Substrat 

erhöht und somit die enzymatische Aktivität von Batroxobin gesteigert.187  

 

Im jüngsten Bericht von Kim et al. von 2017 konnten die Autoren eine Ausbeute von 40 mg/mL (450 

BU/mg, 80.4 NIH U/mg) rekombinantem Batroxobin in einem 300 L Fermentationsansatz aus P. pastoris 

gewinnen. Der gesamte Fermentationsprozess dauerte 105 Stunden, bestehend aus einer Glycerin-Phase 

von 30 Stunden und einer Methanol-Induktionsphase von 75 Stunden. Das rekombinante Batroxobin 

wurde aus dem Überstand der P. pastoris-Kultur durch Kombination von SP-Sepharose- und Heparin-

Sepharose-Chromatografie gereinigt.188 

 

1.6. Serinproteasen 
 

Proteasen spalten Polypeptidketten an ihren Amidbindungen, beispielsweise beim enzymatischen Abbau 

im Verdauungssystem oder bei der Aktivierung von Proteinen oder Peptiden aus ihren inaktiven 

Vorläufer-Zymogenen. Um eine Peptidbindung in einem Polypeptid oder Protein zu spalten, muss eine 

Protease einen Bereich der Polypeptidkette erkennen und binden, der die zu spaltende Bindung 

einschließt.  

 

1.6.1. Klassifizierung und Nomenklatur der Serinproteasen 

 

Thrombin und die SVTLEs gehören zu den Serinproteasen (EC-Nummer 3.4.21, Tabelle 2). Neben den 

Proteasen der Gerinnungskaskade zählen auch die Verdauungsenzyme Chymotrypsin, Trypsin und 

Elastase zu dieser Enzymklasse. Während Verdauungsenzyme eine Vielzahl von Peptiden und Proteinen 

spalten können, übernehmen andere Serinproteasen, wie Thrombin, hochspezifische Funktionen in der 

Gerinnungskaskade (partielle Proteolyse). Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften wurden die 

Serinproteasen in drei Klassen eingeteilt: die Chymotrypsin-ähnlichen, die Subtilisin-ähnlichen und die 

Serin-Carboxypeptidase-II-ähnlichen Familien. Die Chymotrypsin-ähnlichen Enzyme können auf 

Grundlage der S1-Tasche in drei weitere Unterklassen unterteilt werden: Trypsin-, Chymotrypsin- und 

Elastaseähnliche.  

Die Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine unterscheiden sich von Familie zu Familie 

beträchtlich, doch sind in allen drei Familien das Serin, das Histidin und das Aspartat im aktiven Zentrum 

konserviert, und es wird ein gemeinsamer Katalysemechanismus verwendet.119  

Schechter und Berger (1967) haben ein Nomenklatursystem vorgeschlagen, um die Aminosäurereste des 

Substrats, die an der Bindung und Katalyse beteiligt sind, und die entsprechenden Stellen im aktiven 

Zentrum des Enzyms, mit denen diese Reste in Kontakt kommen, zu beschreiben. Die Positionen von 

Aminosäuren in einem Peptidsubstrat werden als P3, P2, P1, P1', P2', P3' usw. bezeichnet, wobei P1 die 

Aminosäure auf der N-terminalen Seite vor der Spaltstelle und P1' die Aminosäure auf der C-terminalen 

Seite nach der Spaltstelle ist. Die Bindetaschen sind dagegen kgr bck @safqr_`cl ´Q§ ecicllxcgaflcr,

Die Stelle innerhalb des aktiven Zentrums des Enzyms, in die der Rest P1 hineinpasst, wird mit S1 

`cxcgaflcr* slb bgc Ececlqcgrc* gl bgc bcp Pcqr N/^hineinpasst, wird entsprechend kgr Q/^ `cxcgaflcr.189 
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Tabelle 2: EC-Nummern für die Serinproteasen Trypsin, Thrombin, Batroxobin und Ancrod 

Serinprotease Spezies EC-Nummer 

Trypsin Sus scrofa domesticus 3.4.21.4 

Thrombin Bos taurus 3.4.21.5 

Batroxobin Bothrops atrox 3.4.21.74 

Ancrod Agkistrodon rhodostoma 3.4.21.75 

 

 

1.6.2. Mechanismus der Serinproteasen 

 

Der Katalysemechanismus der Serin-Proteasen verläuft in zwei Stufen . Im ersten Schritt erfolgt die 

Bildung des Acylenzyms und in der zweiten Stufe läuft eine Hydrolyse ab (Schema 3). Ein Serinrest 

(daher der Name der Familie) fungiert als primäres Nukleophil für den Angriff auf die Peptidbindung, 

und die Nukleophilie seiner Hydroxy-Gruppe wird durch spezifische Wechselwirkungen mit einer 

Histidin -Seitenkette (ein allgemeiner Säure/Base-Katalysator) verstärkt, die wiederum mit einer 

Aspartat-Seitenkette interagiert. Der Aspartatrest im aktiven Zentrum ist ein gemeinsames Merkmal der 

Serinproteasen und hat sich durch Mutagenesestudien als entscheidend für die Katalyse erwiesen.190 

Nach der Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes wird der Carbonylkohlenstoff der spaltbaren 

Peptidbindung (d. h. der an Positionen P1̂) durch das Serin im aktiven Zentrum angegriffen, wobei ein 

tetraedrisches Zwischenprodukt mit einem Oxyanion am Carbonylkohlenstoff gebildet wird. Dieses 

Intermediat  wird durch  Wasserstoffbrückenbindungen zu den Resten im sogenannten Oxyanionenloch 

des aktiven Zentrums stabilisiert. Bei den Chymotrypsin-ähnlichen Enzymen werden diese H-Bindungen 

von den Rückgratstickstoffen des nukleophilen Serinrestes und einem Glycin im aktiven Zentrum 

gebildet.191 Das Intermediat reagiert weiter, wenn ein Proton vom Histidin des aktiven Zentrums an die 

Aminogruppe von P1 abgegeben wird, gefolgt von der Dissoziation des ersten Produkts der Reaktion, 

dem C-terminalen Peptid, und dem Verbleib eines kovalenten Zwischenprodukts mit einer Acylgruppe 

(von P1 )̂, die an das Serin des aktiven Zentrums gebunden ist. Das Enzym wird dann durch den 

nukleophilen Angriff eines Wassermoleküls deacyliert, das nach dem Austritt des C-terminalen Peptids 

in das aktive Zentrum des Enzyms gelangt. Die Deacylierung verläuft unter Bildung eines weiteren 

tetraedrischen Intermediats, das ebenfalls über Interaktionen mit dem Oxyanionenloch stabilisiert wird. 

L_af Npmrmlclrp_lqdcp _sd b_q Fgqrgbgl gk _irgtcl Xclrpsk ugpb b_q xucgrc Ncnrgbnpmbsir kgr bcp N/^-

Gruppe am Aminoterminus freigesetzt und die Reaktion ist abgeschlossen, wobei das Enzym in seinen 

ursprünglichen Zustand zurückkehrt.119  
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Schema 3: Katalysemechanismus der Serinproteasen. 

 

1.6.3. Substratspezifität von fibrinogenspaltenden Enzymen 

 

Bei den chymotrypsin-ähnlichen Enzymen besteht die S1-Tasche aus einem tiefen Spalt, in den der P1-

Rest des Substrats hineinpassen muss. Die Identität der Aminosäurereste in dieser Spalte beeinflusst die 

Arten von Substratresten, die an dieser Stelle toleriert werden. Die Enzyme der trypsinähnlichen 

Unterklasse haben einen konservierten Aspartatrest an Position 189, die sich am Boden der S1-Mulde 

befindet; dies erklärt die hohe Präferenz dieser Enzyme für Substrate mit Arginin- oder Lysinresten an 

P1.192,193 

Allen natürlichen Substraten von Thrombin ist gemeinsam, dass der eigentlichen Spaltstelle eine 

basische Aminosäure, vorzugsweise Arginin, vorgeschaltet ist, die in die S1-Tasche innerhalb des aktiven 

Zentrums von Thrombin bindet. Reste wie Prolin können in die kleinere hydrophobe S2-Tasche binden, 
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während große hydrophobe Reste in die etwas größere hydrophobe S3-Tasche binden können.194,195 

Einige natürliche Substrate von Thrombin und ihre Spaltstellen sind in Tabelle 3 aufgelistet: 

 

Tabelle 3: Spaltstellen einiger ausgewählter Substrate von Thrombin. Bei Substraten mit mehreren Spaltstellen ist die Nummer der P1-

Position in Klammern angegeben. SwissProt ist eine Proteinsequenz-Datenbank, die detaillierte Informationen zu Proteinsequenzen 

und deren Funktionen bietet. 

Thrombin-Substrat P3 P2 P1  P1% P2% P3% SwissProt Acc. No. 

Fibrinogen ɻ-Kette G V R  G P R P02671 

Fibrinogen ɼ-Kette S A R  G H R P02675 

Prothrombin (155)  T P R  S E G P00734 

Prothrombin (286)  N P R  T F G P00734 

Thrombinrezeptor PAR1 D P R  S F L P56488 

Thrombinrezeptor PAR3 P I K  T F R O00254 

Thrombinrezeptor PAR4 A P R  G Y P AAC28860 

Faktor V S P R  T F H P12259 

Faktor VIII (740)  Q I R  S V A P00451 

Faktor VIII (1689)  E P R  S F S P00451 

Faktor XIII V P R  G V N Q9NQP5 

Protein C D P R  L I D P04070 

 

Die Substraterkennung innerhalb des aktiven Zentrums hängt von günstigen Wechselwirkungen 

zwischen dem P1-Rest und der tiefen, mit  sauren Resten ausgekleideten S1-Tasche sowie zwischen 

hydrophoben Resten N-terminal zu P1 (oft P2-Prolin und einem aromatischen Rest bei P4) in der 

hydrophoben Furche ab, die als Aryl-Bindungstasche bekannt ist.31,32 Der Spalt des aktiven Zentrums 

von Thrombin, der oft als Canyon bezeichnet wird, ist ungewöhnlich tief, was auf das Vorhandensein 

der 60- und c-Insertionsschleifen über und unter dem aktiven Zentrum zurückzuführen ist. Die 60er-

Schleife besteht aus Leu60, Tyr60a, Pro60b, Pro60c, Trp60d, Asp60e, Lys60f, Asn60g, Phe60h und 

Thr60i, wobei Asn60g glykosyliert ist. Aus der Sequenz geht hervor, dass die 60er-Schleife von Natur 

aus hydrophob ist, wobei die beiden aufeinanderfolgenden Proline zur Versteifung dienen. Die 60er-

Schleife bildet somit eine starre, hydrophobe Kappe über dem aktiven Zentrum und vermittelt Kontakte 

mit den hydrophoben Substratresten N-terminal der zu spaltenden Bindung.34,196 Im Gegensatz dazu ist 

die c-Schleife hydrophiler und flexibler . Sie besteht aus Thr147, Trp147a, Thr147b, Ala147c, Asn147d 

und Val147f. Aufgrund ihrer inhärenten Beweglichkeit wird sie in Kristallstrukturen oft unvollständig 

modelliert. Da sie an den Spalt des aktiven Zentrums von Thrombin angrenzt, kann sie Substratreste 

C-terminal zur spaltbaren Bindung kontaktieren und so Kontakte zu Substratproteinen ausbilden. Durch 

die Bildung des Canyons dienen die Schleifen auch dazu, den Zugang zum katalytischen Zentrum von 

Thrombin auf Proteine mit langen, flexiblen Substratschleifen oder auf Proteine mit komplementären 

Oberflächen zu beschränken, die den Kontakt zu den Schleifen vermitteln.34,197 

 

Durch Studien an verschiedenen synthetischen Substraten der Form Boc-Gly-P2-Arg-NH-AMC mit 

verschiedenen Aminosäuren in der Position P2, konnte gezeigt werden, dass ɻ-Thrombin effektiv 

Substrate hydrolysiert , die apolare und nicht-aromatische Reste wie Pro und Ala an der P2-Stelle 

enthielten. Im Gegensatz dazu waren die Substrate mit einem Phe-Rest an der P2-Stelle weniger reaktiv. 

Der Beitrag eines Pro-Restes an der P2-Stelle zum KM-Wert war größer als der aller anderen 

Aminosäurereste. Der Austausch von Pro an der P2-Stelle durch Phe führte dagegen zu einer 
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Verringerung des kcat-Wertes auf 0,4 %. Man nimmt an, dass diese Spezifität von ɻ-Thrombin auf eine 

apolare Bindungsstelle neben dem katalytischen Zentrum von ɻ-Thrombin zurückzuführen ist.198,199 

 

Diese strukturellen Voraussetzungen für die thrombinspezifische Spaltung wurden auch bei 230 

dokumentierten thrombin spaltbaren Bindungen beobachtet.200,201 Die Notwendigkeit  hydrophober Reste 

ist auf die hydrophobe Bindungstasche zurückzuführen, die an das katalytische Zentrum von ɻ-Thrombin 

angrenzt. Die Notwendigkeit eines Gly-Restes an P2 (oder P1') wird auf die Beschaffenheit des aktiven 

Zentrums von ɻ-Thrombin zurückgeführt. Die Bedeutung der apolaren Reste neben der zu spaltenden 

Bindung, insbesondere ein Pro-Rest an der P2-Stelle, wurde unabhängig davon Untersuchungen mit 

Peptid-p-Nitroaniliden herausgefunden.202  

 

Die Bindungsstellen von Thrombin und Batroxobin weisen teilweise Überschneidungen auf, jedoch sind 

auch einige Unterschiede festzustellen. Eine bedeutende Differenz liegt darin, dass fibringebundenes 

Batroxobin im Gegensatz zu fibringebundenem Thrombin seine katalytische Aktivität beibehält und eine 

stärkere Stimulierung für die Fibrinaggregation darstellt. 203 Diese Differenz könnte auf den lipophileren 

Charakter von Exosite 1 des Thrombin zurückgeführt werden, der eine festere Bindung an Fibrinogen 

ermöglicht.204 Es ist wichtig anzumerken, dass Fibrinogen das alleinige Substrat für Batroxobin ist, 

während Thrombin mehrere Substrate hat. Dieser Unterschied könnte auf die Anwesenheit der Natrium-

bindenden Tasche in Thrombin zurückzuführen sein, die die Bindung an verschiedene Substrate durch 

allosterische Effekte ermöglicht.32 

 

1.7. Signalgebende Proteasesubstrate 
 

Die meisten der derzeit verfügbaren synthetischen Peptidsubstrate wurden auf der Grundlage der 

Aminosäuresequenzierung an der Spaltstelle des natürlichen Substrats des Enzyms entwickelt. Ein 

Peptid, das das natürliche Substrat nachahmt, kann synthetisiert und mit einer Detektorgruppe 

gekoppelt werden. Diese Detektorgruppe wird durch die Einwirkung eines Enzyms freigesetzt. Unter 

geeigneten Bedingungen ist die Freisetzungsrate direkt proportional zur Menge des Enzyms im 

Reaktionsgemisch. Die Anbringung eines chromogenen Detektormoleküls an der Spaltstelle solcher 

synthetischen Peptide, das bei Freisetzung eine farbige Verbindung erzeugt, hat es ermöglicht, viele der 

Enzymreaktionen der Hämostase sowie die meisten Kofaktoren und natürlich vorkommenden 

Inhibitoren individuell und empfindlich zu quantifizieren.  Chromogene Substrate werden synthetisch 

hergestellt und sind so konzipiert, dass sie eine ähnliche Selektivität wie das natürliche Substrat für das 

Enzym besitzen. Der Farbwechsel bei Spaltung der chromogenen Gruppe vom Peptid kann 

spektrophotometrisch verfolgt werden und ist proportional zur proteolytischen Aktivität. Die 

Technologie der chromogenen Substrate wurde in den frühen 1970er Jahren entwickelt und hat sich 

seither zu einem wichtigen Instrument der Grundlagenforschung entwickelt.205 Die meisten 

Anwendungen chromogener Substrate finden sich in verschiedenen klinischen Bereichen. Insbesondere 

wurden sie eingesetzt, um grundlegende Erkenntnisse über die Mechanismen der Blutgerinnung und 

Fibrinolyse zu gewinnen, aber auch für einige diagnostische Tests. Chromogene Substrattests sind sehr 

spezifisch und überwinden die Kritik an vielen herkömmlichen Tests, die auf der Geschwindigkeit der 

Bildung oder Zerstörung eines Fibringerinnsels beruhen und häufig enzymatische Reaktionen zusätzlich 

zu den zu untersuchenden beinhalten. Außerdem sind chromogene Substrattests im Allgemeinen einfach 

und schnell durchzuführen und lassen sich leicht automatisieren. Sie sind daher personalsparend und, 

was aus Sicht der Patientenversorgung noch wichtiger ist, ermöglichen eine häufigere und umfassendere 

Überwachung des sich schnell ändernden Status von Patienten mit akuten Hämostasestörungen, als dies 

mit einigen herkömmlichen Tests möglich ist.206 



  

40 

Der Chromophor, p-Nitroanilin  (pNA) , ist die Abgangsgruppe in den meisten Protease-Substraten. 

Svendsen und Mitarbeiter stellten 1972 die er ste dieser Verbindungen vor: Oligopeptid-p-Nitroanilid mit 

dem pNA in einer Amidbindung.207 Die zu untersuchende Protease hydrolysiert das chromogene 

Tripeptid -pNA und setzt das gelbe pNA frei. Die Reaktionsgeschwindigkeit kann mit einem 

Spektralphotometer bei 405 nm bestimmt werden.194 

 

Die Fluoreszenz kann in der Regel mit höherer Empfindlichkeit gemessen werden kann als die 

Absorption von UV-Licht. Die ersten Fluorophore, die in fluorogenen Proteasesubstraten untersucht 

wurden, waren 2-Naphthylamin (PNA) und 4 -Methoxy-2-naphthyl-amin (MɼNA).194,208-210 Sie wurden 

in großem Umfang verwendet, hauptsächlich in Kombination mit einzelnen Aminosäuren.196,211 Mitchell 

et al. haben 1978 das Thrombinsubstrat Cbo-Gly-Pro-Arg-MɼNA verwendet.212 Aufgrund der 

Karzinogenität von PNA wurde die Entwicklung dieser Art von Markern jedoch eingestellt. Zimmerman 

führte 7-Amino-4-methylcumarin ( AMC) als empfindliche Abgangsgruppe für Chymotrypsin-Substrate 

ein und Morita wandte sie auf Peptid-Substrate für Proteasen bei der Gerinnung und Fibrinolyse an.213,214 

Das Substrat, Boc-Val-Pro-Arg-MCA, das die Thrombin-Spaltstelle von Faktor XIII nachahmt, erwies sich 

als empfindliches Substrat für Thrombin. Im Jahr 1974 synthetisierte Bajusz reversible Peptidinhibitoren 

für Thrombin. Er verwendete die thrombinempfindlichen Sequenzen Phe-Val-Arg, Gly-Pro-Arg, Ile-Pro-

Arg und Val-Pro-Arg. Das wirksamste Peptid war H-D-Phe-Pro-Arg-H.215 Fluoreszierende 

Reportergruppen wie AMC werden durch eine Amidbindung an das Carbonsäureende des 

Peptidsubstrats gebunden, um es in ein fluorogenes Substrat zu verwandeln216. Solange das Peptid intakt 

ist, bleibt die Amidform des Cumarins optisch stumm. Bei proteolytischer Hydrolyse des Peptidsubstrats 

am P1-Rest wird die freie Aminoform des AMC freigesetzt und leuchtet 700-mal heller, so dass eine 

Spaltung fluoreszierend nachgewiesen werden kann.199,217 

 

Eine Alternative zu fluorogenen Substraten, die vor der Spaltung nicht oder nur schwach fluoreszieren, 

sind FRET-Substrate. Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) beschreibt einen strahlungslosen 

Energietransfer, der durch Dipol-Dipol-Kopplung von einem Donor-Fluorophor im angeregten Zustand 

(D) zu einem Akzeptor im Grundzustand (A; ein anderes Fluorophor oder ein Quencher) stattfindet, 

wenn die entsprechenden Anforderungen an die spektrale Überlappung und die Nähe erfüllt sind. 218 Da 

FRET sehr empfindlich auf den Abstand zwischen Donor- und Akzeptordipolen im Bereich von 1-10 nm 

reagiert, sind FRET-Substrate besonders gut als signalgebende Proteasesubstrate geeignet.219 Peptide mit 

entsprechenden Donor/Akzeptor bzw. Fluorophor/Quencher-Einheiten ("FRET-Peptide") werden häufig 

als Substrate in Enzymkinetikstudien verwendet und ermöglichen die spektroskopische Untersuchung 

der enzymatischen Reaktion in Echtzeit.220,221 FRET-Peptide bestehen aus einem Fluorophor und einem 

Quencher, die durch eine kurze Peptidsequenz getrennt sind, die die Erkennungssequenz mit der 

Spaltstelle des Enzyms enthält. Für eine hohe FRET-Effizienz in Fluorophor/Quencher -Paaren ist eine 

deutliche Überlappung zwischen dem Fluoreszenz-Emissionsspektrum des Fluorophors und dem 

Absorptionsspektrum des Quenchers erforderlich. Wenn Fluorophor und Quencher an den Termini eines 

kurzen Peptids konjugiert sind, wird die Energie des angeregten Fluorophors strahlungsfrei an den 

Quencher übertragen, der sie ebenfalls strahlungsfrei an die Umgebung abgibt. Wenn jedoch eine 

Peptidbindung gespalten wird, z. B. durch enzymatischen Abbau, diffundieren Fluorophor und Quencher 

voneinander weg und der Abstand vergrößert sich erheblich, wodurch der Fluorophor aktiviert wird  

Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Prinzip der FRET-Substrate am Beispiel eines Peptids mit konjugiertem Fluorophor und Quencher. ˂ ex ist das 

Anregungslicht, ˂em die Emission und die gepunktete Linie zwischen dem Fluorophor und dem Quencher im ungespalteten Substrat 

stellt den strahlungslosen FRET dar. 

 

FRET findet zwischen zwei nahe beieinander liegende Fluorophoren statt, wobei das Emissionsspektrum 

des Donors und das Absorptionsspektrum des Akzeptors stark überlappen (>30 %), und wird durch die 

FRET-Effizienz (EFRET) charakterisiert. Diese beschreibt den Prozentsatz des Energietransfers von den 

Donor- zu den Akzeptor-Fluorophoren und wird durch folgende Gleichung beschrieben222: 

 

(18)   

Ὁ
ρ

ρ
Ὑ
Ὑ

 

 

 

wobei R0 der Förster-Radius ist, d. h. der Abstand zwischen den Fluorophoren, bei dem E = 50 % ist, 

und folgendermaßen berechnet wird  

 

(19)  Ὑ ψȢχωρπ ὲ ὗ ‖ ὐ 
 

R0 wird in  Angström angegeben, n ist der Brechungsindex des Mediums im Überlappungsbereich, Q ist 

die Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors und J ist die spektrale Überlappung. ʆ 

ist der Orientierungsfaktor der beiden Dipole und ergibt sich aus dem Winkel zwischen dem 

Übergangsdipolmoment des Donors (D) und des Akzeptors (A). Der dynamische Wert von ʆ beträgt 2/3 

für frei rotierende Donor - und Akzeptor-Fluorophore.223 

 

Die entscheidenden Faktoren, die die EFRET von FRET-Paaren bestimmen, sind die spektrale Überlappung, 

die Quantenausbeute des Donors, der Extinktionskoeffizient  des Akzeptors (EC), die Wellenlänge sowie 

der Abstand und die Ausrichtung von Donor und Akzeptor.224  
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2. Zielsetzung 

 

 

Die Blutgerinnung ist ein kritischer biologischer Prozess, der durch eine fein abgestimmte Regulation 

der Fibrinogenspaltung gesteuert wird, um sowohl Thrombosen als auch übermäßigen Blutverlust zu 

verhindern. Aktuelle Methoden zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration, wie der Clauss-Test und 

viskoelastische Verfahren, haben signifikante Nachteile, darunter hohe Kosten, zeitaufwendige Prozesse 

und ungenaue Ergebnisse in relevanten niedrigen Konzentrationsbereichen von 0 bis 150 mg/dl . 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist experimentelle Erprobung des kompetitiven enzymatischen Tests 

mit Kompensation der Enzymaktivität im Küvettenformat  zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration, 

der im folgenden kurz Zwei-Felder-Kompetitionsassay genannt wird. Dieser Konzeptbeweis soll als 

Grundlage für die Weiterentwicklung hin zu einem marktfähigen Teststreifen mit passendem Lesegerät 

dienen. Zu diesem Zweck sollten zunächst geeignete Reaktionsbedingungen für den enzymkinetischen 

Labortest gefunden werden, wobei der Konzentrationsbereich von 0 bis 400 mg/dl Fibrinogen getestet 

werden sollte. Die Werte um die Eingreifschwelle für die Gabe von Fibrinogenpräparaten von 150 mg/dL 

herum mussten dabei gut unterscheidbar sein, um später eine präzise Diagnostik zu gewährleisten. 

Zunächst sollten Thrombin als Arbeitsenzym und kommerziell erhältliche signalgebende Substrate 

eingesetzt werden. 

Da das native Thrombin sich für den klinisch relevanten Konzentrationsbereich als nicht optimal 

herausgestellt hatte, sollte es im zweiten Teil der Arbeit durch effektivere Serinproteasen ersetzt werden. 

Es sollte überprüft werden, ob damit wie erwartet ein größerer dynamischer Bereich zugänglich wäre. 

Dazu sollten verschiedene kommerziell erhältliche thrombinähnliche Enzyme aus Schlangengift, 

insbesondere Batroxobin getestet werden. Letzteres sollte aufgrund seiner literaturbekannten kleineren 

KM gegenüber Fibrinogen eine bessere Kompetition bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen, also im 

Bereich der klinischen Eingreifschwelle, ermöglichen. Um größere Mengen des Batroxobin verfügbar zu 

machen, sollte seine rekombinante Expression in einem geeigneten Expressionssystem und die 

darauffolgende Isolierung und Charakterisierung etabliert und optimiert werden. Zur Charakterisierung 

des exprimierten Enzyms sollten Aktivitätstests mit geeignetem Farbsubstrat und Fibrinogen in der 

Mikrotiterplatte e tabliert werden . Beim Aufbau des Testsystems sollten zunächst literaturbekannte 

chromogene und fluorogene Substrate eingesetzt werden. Parallel dazu sollten neue fluorogene 

Substrate für Batroxobin entwickelt werden.  Dies beinhaltet die Synthese neuer spezifischer Substrate, 

einschließlich FRET-Substrate, die im Gegensatz zu klassischen fluorogenen Substraten mit direkter 

Fluorophorfreisetzung eine Installation des Fluorophors außerhalb des aktiven Zentrums erlaubtw2ö.en. 

Damit sollte die Bindung der Substrate ans aktive Zentrum von Batroxobin verbessert werden. Zur 

Auswahl geeigneter Konzentrationen für den Zweifeldertest mussten die enzymkinetischen Parameter 

verschiedener Enzyme und Substrate bestimmt werden. Schließlich sollte der Zwei-Felder-Test mit 

geeigneten Substratkonzentrationen durchgeführt und auf seine Eignung zur Fibrinogenbestimmung 

charakterisiert werden. 



   

43 

3. Material und Methoden 

 

 

3.1. Chemikalien 
 

Tabelle 4 Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Aceton, Synthesequalität Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Agar-Agar, Kobe Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Agarose Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

Ammoniumchlorid (NH 4Cl) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Ammoniumpersulfat Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Ampicillin -Natriumsalz, BioScience Grade Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Calciumchlorid (CaCl2) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

D(+) -Glucose, Monohydrat Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Dithiothreitol (DTT)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

dNTP-Mix Bioline, London, GB 

Essigsäure, >99%  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Ethanol (EtOH) denaturiert  Richter Chemie, Nerdlen, DE 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

EtOH, p.a. Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Fibrinogen MP Biomedicals, Eschwege, DE 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Glycin, biowissenschaftliche Qualität Carl Roth, Karlsruhe, DE 

2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoesäure (HABA) Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

Hefeextrakt, mikrogranuliert  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Hefestickstoffbasis Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Hefe Synthetisches Drop-out Medium Supplement 

ohne Histidin  

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

Imidazol Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Kaliumchlorid (KCl)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Kaliumhydroxid -Granulat (KOH) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Kaliumphosphat (KH2PO4/K 2HPO4) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Kupfer(II) -sulfat (CuSO4) AppliChem, Darmstadt, DE 

Lachssperma-DNA Natriumsalz Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Lithiumacetat (LiAc)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Methanol, Blotting Grade Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Midori Green Advance Nippon Genetics Europe, Düren, DE 
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Natriumchlorid (NaCl)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Natriumhydroxid -Granulat (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Nickel(II) -sulfat (NiSO4) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Pepton aus Casein Carl Roth, Karlsruhe, DE 

ROTI®Blue (5x Coomassie-Färbereagenz) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Salzsäure 37 %ig Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Schwefelsäure, rauchend (H2SO4) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Tris(hydroxymethyl) -aminomethan (Tris)  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Triton® X 100  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Zinksulfat (ZnSO4) AppliChem, Darmstadt, DE 

ɼ-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE 

 

 

Tabelle 5 Substrate 

Substrat Hersteller 

Z-Gly-Pro-Arg-AMC_HCl (Z-GPR-AMC) Bachem AG, Bubendorf, CHE 

Tos-Gly-Pro-Arg-AMC_HCl (Tos-GPR-AMC) Bachem AG, Bubendorf, CHE 

Z-Gly-Pro-Arg-4MɓNA (Z-GPR-4MɓNA) Bachem AG, Bubendorf, CHE 

Bz-Arg-AMC (Bz-R-AMC) Bachem AG, Bubendorf, CHE 

H-Gly-Val-Arg-AMC (GVR-AMC) ProteoGenix, Schiltigheim, FRA 

H-Gly-Pro-Arg-pNA (GPR-pNA) Eigene Synthese 

Z-Gly-Pro-Arg-pNA  Bachem AG, Bubendorf, CHE  

H-Pro-Phe-Arg-AMC Acetat (PFR-AMC) Bachem AG, Bubendorf, CHE 

H-D-Phe-Pip-Arg-pNA *  2HCl (S-2238) Chromogenix, Mailand, ITA 

H-D-lle-Pro-Arg-pNA * 2HCl (S-2288) Chromogenix, Mailand, ITA 

 

 

3.2.  Stämme und Plasmide 
 

Tabelle 6 Stämme 

Stamm Hersteller 

E. coli DH10ɼ New England Biolabs (NEB), 

Ipswich, Ipswich, 

Massachusetts, USA 

P. pastoris GS115 Thermofisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA 

 

 

 



   

45 

Tabelle 7 Plasmide 

Plasmid Promotor ­ 

Induktion  

Replikationsur

sprung 

Selektionsmarker Hersteller 

pPIC9K AOX1 - 

Methanol 

pBR322 Kan Genscript, Piscataway,  

New Jersey, USA 

pPIC9 AOX1 - 

Methanol 

pBR322 Amp - His Genscript, Piscataway,  

New Jersey, USA 

reptilase-

wt_pPIC9 

AOX1 - 

Methanol 

pBR322 Amp - His Genscript, Piscataway, 

New Jersey, USA 

reptilase-

opt_pPIC9 

AOX1 - 

Methanol 

pBR322 Amp - His Genscript, Piscataway, 

New Jersey, USA 

 

 

3.3. Proteine 
 

Tabelle 8 Restriktionsendonucleasen von NEB (Ipswich, Massachusetts, USA) 

Enzym Erkennungssequenz 

NotI-HF® GC|GGCCGC 

CGCCGG|CG 

SacI-HF® GAGCT|C 

C|TCGAG 

SalI-HF® G|TCGAC 

CAGCT|G 

XhoI C|TCGAG 

GAGCT|C 

 

Tabelle 9 Polymerasen 

Enzym Hersteller 

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase NEB, Ipswich, Massachusetts, USA 

Mutazyme II DNA Polymerase Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA 

 

 

Tabelle 10 Proteasen 

Protease Hersteller 

Thrombin, Bos taurus Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Trypsin, Sus scrofa domesticus Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

Batroxobin, Bothrops atrox Pentapharm, Basel, CHE 

Ancrod, Calloselasma rhodostoma Nordmark Pharma GmbH, Uetersen, DE 

Zymolyase, Arthrobacter luteus Zymo Research, Irvine, Kalifornien, USA 
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Tabelle 11 Antikörper 

Antikörper  Eigenschaften Hersteller 

6x-His-Tag-Antikörper  Maus, monoklonal, IgG2b Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Anti -Batroxobin-Antikörper  Kaninchen, polyklonal, IgG Bioss Antibodies, Woburn, 

Massachusetts, USA 

Anti -Maus-IgG (H+L) HRP -Konjugat Ratte, monoklonal, IgG1 Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Anti -Kaninchen-HRP-Konjugat Kaninchen, polyklonal, IgG Carl Roth, Karlsruhe, DE 

 

Tabelle 12 Weitere Proteine 

T4 DNA Ligase NEB, Ipswich, Massachusetts, USA 

Rinderserumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Fibrinogen human, Haemocomplettan® P CSL Behring, Marburg, DE 

Fibrinogen bovin MP Biomedicals, Eschwege, DE 

 

 

3.4. Oligonukleotide 
 

 

Tabelle 13 Oligonukleotide von Microsynth AG (Balgach, CHE) 

Oligonukleotid  Sequenz 

3' AOX1 Sequenzierprimer 5´ -GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´  

5' AOX1-Sequenzierprimer 5´ -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´  

3' Reptilase 5´ -GAGCTTGCTCCTGATCAGCC-3´  

5' Reptilase 5´ -CGGCTGAAGCTGTCATCG-3´  

 

3.5. Größenstandards für DNA und Proteine 
 

Die DNA-Größenstandards wurden von NEB (Ipswich, Massachusetts, USA) bezogen. 

 

Tabelle 14 Größenstandards für DNA 

Bezeichnung Größenbereich 

1 kb DNA Ladder, NEB #N3232 0.5 ­ 10 kb 

100 bp DNA Ladder, NEB #N3231 100 ­ 1517 bp 

1 kb Plus DNA Ladder, NEB #N3200 0.1 ­ 10 kb 

 

 

Für die SDS-PAGE sowie Western Blots wurde der BlueStar Prestained Protein Marker (Nippon Genetics 

Europe, Düren, DE) als Proteingrößenstandard mit einem Größenbereich von 10-180 kDa verwendet. 
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3.6. Medien  
 

Alle Medien wurden sofern nicht anders angegeben mit Reinstwasser angesetzt, dampfsterilisiert bzw. 
mit 0,45 µm Sterilfiltervorsätzen von Whatman (Maidstone, UK) sterilisiert und bei RT gelagert. Der 
pH-Wert wurde mit HCl oder NaOH eingestellt. 
 

 

 

Tabelle 15 Medien 

Medium Zusammensetzung Bemerkung 

Lysogenic broth (LB) Medium 0,5 % (w/v) He feextrakt 

1 % (w/v)  Pepton 

1 % (w/v) NaCl  

pH 7,4 

nach Zugabe von Antibiotika bei 4 °C 

gelagert 

   

LB Agar-Platten 0,5 % (w/v) Hefeextrakt  

1 % (w/v) Pepton  

1 % (w/v) NaCl  

pH 7,4 

1,5 % (w/v) Agar  

vor dem Gießen in der Mikrowelle 

geschmolzen und auf lauwarme 

Temperatur abgekühlt, Antibiotika 

hinzugegeben und anschließend in 

Petrischalen gegossen 

   

Super Optimal broth with 

Catabolite repression (SOC) 

Medium 

2 % (w/v) Pepton  

0,5 % (w/v) Hefeextrakt  

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

20 mM MgSO4 

20 mM Glucose 

Magnesium und Glukose wurden aus 

steril filtrierten Stammlösungen unter 

laminarer Strömung nach der 

Dampfsterilisation zugegeben, um 

Präzipitation bzw. Maillard -

Produktbildung zu vermeiden. 

   

Yeast Extract Peptone 

Dextrose Medium (YPD) 

1% (w/v) Hefeextrakt 

2% (w/v) Pepton  

2% (w/v) Dextrose 

(Glucose) 

 

 

Regeneration Dextrose 

Medium (RD) 

1 M Sorbitol  

2% (w/v) Dextrose 

1,34% (w/v) YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  

0,005% Aminosäuren 

± 0,004% Histidin  

 

 

Regeneration Dextrose 

Medium + Histidin (RDH)  

 

RD +  0,004% Histidin  

 

 

Minimal Methanol Medium 

(MM)  

1,34% (w/v)  YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  
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Tabelle 15 Medien 

Medium Zusammensetzung Bemerkung 

 0,5% (v/v)  Methanol 

Minimal M ethanol + Histidin 

(MMH)  

 

MM + 0,004% Histidin  

 

 

Buffered Minimal Methanol 

(BMM)  

100 mM Kaliumphosphat 

pH 6.9  

1,34% (w/v)  YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  

0,5% (v/v)  Methanol 

 

 

Buffered Minimal Methanol + 

Pepton (BMMP) 

BMM + 2% (w/v) Pepton   

   

Buffered Glycerol-complex 

Medium (BMGY) 

1% (w/v) Hefeextrakt 

2% (w/v) Pepton 

100 mM Kaliumphosphat 

pH 6.9 

1,34% (w/v)  YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  

1% (v/v)  Glycerol 

 

 

Buffered Methanol-complex 

Medium (BMMY) 

1% (w/v) Hefeextrakt  

2% (w/v) Pepton  

100 mM Kaliumphosphat 

pH 6.9 

1,34% (w/v)  YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  

0,5% (v/v)  Methanol  

 

   

Fibrinogen-Agar-Platten 

 

5 mg/mL Fibrinogen  

2% (w/v ) BSA 

1% (w/v ) NaCl 

1% (w/v ) Agarose 

1,34% (w/v)  YNB 

4 × 10 -5% (w/v)  Biotin  

0,5% (v/v)  Methanol 

± 0,004% Histidin  
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3.7. Puffer 
 

Alle Puffer wurden sofern nicht anders angegeben mit Reinstwasser angesetzt. Der pH-Wert wurde mit 
HCl oder NaOH eingestellt. 
 

Tabelle 16 Pufferlösungen  

Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

Thrombinpuffer  10 mM HEPES 

0,1% (w/v) BSA  

0,1% (w/v) PEG 8000 

250 mM NaCl 

0,2% (w/v) NaN 3 

pH 6,5 

  

Kompetitionspuffer 50 mM Tris 

250 mM NaCl 

0,1% (w/ v) PEG 6000 

0,2% (w/v) NaN 3 

pH 8 

  

Reaktionspuffer 1% NaCl 

 2% BSA 

  

Tris*HCl-Puffer 5 mM Tris 

  

 

 

 

3.8. Stammlösungen 
 

Alle Stammlösungen wurden sofern nicht anders angegeben mit Reinstwasser hergestellt, über einen 

Filter mit 0,45 µM Porengröße steril filtriert und bei 4 °C gelagert.  Der pH wurde mit NaOH und HCl 

mittels pH-Meter eingestellt. 

 

Tabelle 17 Stammlösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung 

10X Yeast Nitrogen Base (YNB) 

 

13,4%(w/v)  Hefestickstoffbasis mit 

Ammoniumsulfat ohne Aminosäuren 

(Fertigmischung, Carl Roth) 

500X Biotin (B)  0,02%(w/v)  Biotin 

100X Histidin (H)  0,4%(w/v) Histidin  

10X Dextrose (D) 20%(w/v)  Dextrose 

10X Glycerol (GY) 10%(w/v) Glycerol  

10X Aminosäuremischung ohne Histidin (A)  1,92%(w/v) Hefe Synthetisches Drop-out 

Medium Supplement ohne Histidin 



  

50 

Thrombin 100 U/mL Thrombin in einer Lösung aus NaCl 

und Tris, pH 7 

Fibrinogen 25 mg/mL in 1%(w/v) BSA und 2%(w/v) NaCl  

Z-GPR-AMC 10 mM in DMSO 

Bz-Arg-AMC 10 mM in 40 % DMSO und Kompetitionspuffer 

Tos-GPR-AMC 10 mM in 10 % DMSO und Kompetitionspuffer 

Z-GPR-4MßNA 10 mM in Kompetitionspuffer 

S-2238 10 mM in Kompetitionspuffer 

S-2288 10 mM in Kompetitionspuffer  

 

 

 

3.9. Geräte und Software 
 

Tabelle 18 Geräte 

Gerätetyp  Bezeichnung  Hersteller 

Agarose Gelkammer Perfectblue Mini S/M Peqlab, Erlangen, DE 

Elektroporator Gene pulser II with capacitance 

extender plus 

Bio-Rad, Hercules, 

Kalifornien, USA 

Fluoreszenzspektrometer Cary Eclipse Agilent Technologies, Santa 

Clara, Kalifornien, USA 

FPLC ÄKTA Pure GE Healthcare, Chicago, 

USA 

Gefriertrockner 
 

Christ, Osterode am Harz, 

DE 

Geldokumentation 

(Chemolumineszenz) 

Amersham Imager 600 RGB GE Healthcare, Chicago, 

USA 

Geldokumentation 

(Chemolumineszenz) 

LAS-3000 Fujifilm , Minato, JPN 

Geldokumentation (UV/ LED)  E-BOX Vilber, Eberhardzell, DE 

Glaspipetten VWR collection (5 mL, 10 mL, 20 mL) VWR, Radnor,  

Pennsylvania, USA 

Heizblock Heizblock mit Touchscreen Thermofischer Scientific, 

Waltham, Massachusetts, 

USA 

HPLC ÄKTA prime GE Healthcare, Chicago, 

USA 

HPLC LC20-AD Shimadzu, Kyoto, JPN 

Inkubator für Petrischalen Icubat Typ 80 Melag Apparate, Berlin, DE 

Kühlzentrifuge Allegra X-30R Centrifuge Beckman Coulter, 

Kalifornien, USA 

Laborwaage SE 1202 VWR, Radnor,  

Pennsylvania, USA 

Mechanische Pipetten Research Plus (2.5 ʈL, 10 ʈL, 100 ʈL, 

1000 ʈL, 5 mL) 

Eppendorf, Hamburg, DE 
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Mechanische Pipetten Research (2.5 ʈL, 10 ʈL, 100 ʈL, 1000 

ʈL, 5 mL) 

Eppendorf, Hamburg, DE 

Mikrotiterplatten -Lesegerät Spark Tecan Group, Männedorf, 

CHE 

Mikrotiterplatten -Lesegerät Infinite®M1000  Tecan Group, Männedorf, 

CHE 

Netzgerät für Gelapparatur PowerPac Basic Bio-Rad, Hercules, 

Kalifornien, USA 

pH-Meter pHenomenal pH1102 VWR, Radnor,  

Pennsylvania, USA 

Schüttelplatte Cetromat R/HK B. Braun, Melsungen, DE 

semi-dry Blotting System OwlČ-HEP-1 Thermofischer Scientific, 

Waltham, Massachusetts, 

USA 

Thermocycler Labcycler Sensoquest 

Thermoschüttler Cooling Thermal Shaker Touch VWR, Radnor,  

Pennsylvania, USA 

Transilluminator  FastGene Blue LED Illuminator Nippon Genetics Europe, 

Düren, DE 

Universeller 

Inkubationsschüttler 

HT Unitron  Infors, Bottmingen, CHE 

UV/Vis Spektrophotometer Nanodrop OneC Thermofischer Scientific, 

Waltham, Massachusetts, 

USA 

UV-Vis Photospektrometer 
  

Vakuumpumpe VP100 VWR, Radnor,  

Pennsylvania, USA 

Western Blot Gerät Trans-Blot® TurboČ Bio-Rad, Hercules, 

Kalifornien,  USA 

Zelldichtemessgeräte UltrospecČ 10 Biochrom, Berlin, DE 

 

 

3.10. Molekularbiologische Methoden 
 

 

3.10.1. Bestimmung der DNA-Konzentration 

 

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde das Nanodrop UV/Vis-Spektrophotometer verwendet.  

Proteine wurden bei 280 nm und DNA im Messmodus für ssDNA bei 260 nm gemessen. Es wurden 

jeweils 1 µL Probe in Dreifachbestimmung gemessen. 

 

3.10.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Alle PCRs in dieser Arbeit wurden mit Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase durchgeführt, welches 

im AK Prof. Dr. Viktor Stein rekombinant exprimiert  und bereitgestellt wurde. Tabelle 19 und Tabelle 

20 zeigen die Reaktionsmischungen sowie das Standard-PCR-Programm für den Thermocycler. Die 

Polymerase wurde der Reaktionsmischung als letztes hinzugefügt. Die Annealing Temperatur ist 
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abhängig vom verwendeten Primerpaar und liegt üblicherweise 5°C über der Schmelztemperatur der 

Primer Tm. 

 

 

Tabelle 19 Reaktionsmischung für PCR-Polymerisation 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

5x Phusion® HF Puffer 10 µL 1x 

10 mM dNTP Mix 1 µL 0,2 mM 

10 ʈM forward  Primer 2,5 µL 0,5 µM 

10 ʈM reverse Primer 2,5 µL 0,5 µM 

DNA-Templat 1 µL 20 ng / 50 µL 

2 U/ʈL Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 0,5 µL 1 U/ 50 ʈL 

ddH2O auf 50 - 

 

Tabelle 20 Thermocycler-Programm für PCR 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung  98 °C 30 s 1 
 Denaturierung 98 °C 10 s 

30  Annealing üblicherweise Primer Tm ­ 5 °C  30 s 
 Extension 72 °C 30 s /kb  

Finale Extension 72 °C 300 s 1 

Lagerung 4 bis 8 °C Ð 1 

 

 

3.10.3. Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

 

Für die Agarose-Gelektrophorese wurden die PerfectBlue Mini Kammern (peqlab) verwendet. Die 

Agarose wurde in Abhängigkeit der DNA-Größe einer Konzentration von 0,8 ­ 1,5 % (w/v)  zum 1x TAE 

Puffer hinzugegeben, in der Mikrowelle geschmolzen und auf dem Rührer bei RT auf ca. 40 °C abkühlen 

gelassen. Ein Agarosegel mit einem höheren Prozentsatz ermöglicht, kleinere DNA-Fragmente 

voneinander zu trennen und ein Gel mit einem niedrigeren Prozentsatz hilft, größere Fragmente zu 

trennen (ein Richtwert ist in Tabelle 21 angegeben). Ca. 35 mL bzw. 50 mL wurden zum Gießen der 

Gele in MiniS- bzw. MiniM -Kammern verwendet. Vor dem Gießen wurden 2 ʈL Midori Green (Nippon 

Genetics) in die noch flüssige Agaroselösung gegeben. Die Proben wurden mit 6x QuickLoad® purple 

loading dye (NEB) vorbereitet und jeweils 15 µL zusammen mit 3 µL eines DNA-Größenstandard auf das 

Gel beladen. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 120 V für ca. 30 min 

durchgeführt. Zur Dokumentation der Gele wurde die E-BOX-Geldokumentation (Vilber) verwendet. 

Sofern eine weitere Verarbeitung der DNA erfolgen sollte, wurden die DNA-Banden mit Standard-

Skalpellen auf einem Blaulicht-LED-Tisch mit eingebautem Augenschutz (Nippon Genetics) 

ausgeschnitten und in ein Mikrozentrifugenröhrchen überführt. Die DNA wurde aus den Gelschnitten 

mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) entsprechend der Herstellerangaben 

extrahiert.  
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Tabelle 21 Empfohlene Agarose-Konzentration in Abhängigkeit der DNA-Größe 

Agarose in Prozent DNA-Größe in bp 

0.8  >1000  

0.9  >600  

1.0  400-8000  

1.2  300-7000  

1.5  200-3000  

2.0  100-2000  

3.0  25-1000  

4.0  10-500  

5.0  10-300  

 

3.10.4. Restriktionsverdau von DNA 

 

Der Restriktionsverdau wurde ausschließlich mit Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs 

gemäß dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Zu 1 µg DNA wurde 1 µL Restriktionsenzym 

hinzugegeben und das Gemisch mit 5 µL 10x CutSmart Puffer (NEB) versetzt. Der Reaktionsansatz 

wurde mit ddH 2O auf 50 µL aufgefüllt und für 1 -1,5 h bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde mittels 

Agarose-Gelekektrophorese aufgetrennt und die DNA-Fragmente mit der zu erwartenden Größe isoliert.  

 

3.10.5. Herstellung von Batroxobin-Mutanten durch error-prone PCR 

 

Die Mutagenese wurde mit dem Genemorph II Random Mutagenesis Kit von Agilent durchgeführt.  Es 

wurden 120 ng DNA verwendet und 30 Zyklen für die Amplifizierung im Thermocycler gewählt, um eine 

Mutationsfrequenz von 4,5 ­ 9/kb zu erhalten. Die amplifizierte DNA mit einer Größe von 9,1 kB wurde 

auf einem 1%igen Agarosegel bei 80 V für eine Stunde aufgetrennt, mit dem QIAquick Gel Extraction 

Kit von Qiagen nach Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert und für die weitere Ligation verwendet. 

 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

Mutazyme reaction buffer 5 1x 

10 mM dNTP Mix 2 0.4 mM 

10 ʈM forward Primer 5 50 pmol / 50µL  

10 ʈM reverse Primer 5 50 pmol / 50µL  

DNA-Templat 4 Ò20 ng / 50 ʈL 

Mutazyme II DNA Polymerase 1 1 U/ 50 ʈL 

ddH2O auf 50 - 

 

 
  

3.10.6. Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Lösungen von Insert und Vektor wurden auf etwa 20 ng/µL bzw. 50 ng/µL verdünnt und im 

Ligationsansatz gemäß Tabelle 22 verwendet. Ansatz 1 beinhaltete keine Ligase und diente als Kontrolle, 

um den vollständigen Verdau der Plasmid-DNA zu überprüfen. Ansatz 2 diente als Religationskontrolle, 

um zu überprüfen, inwiefern die Plasmid-DNA zur Religation tendiert und damit falsch-positive Klone 

erzeugt. Der Ligationsansatz 3 beinhaltet dagegen sowohl Insert- als auch Plasmid-DNA. Die 

Ligationsansätze wurden entweder bei RT für 1 h oder bei 18 °C üN inkubiert. Anschließend wurden 
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8 µL des Ligationsansatzes in E. coli verwendet und die erhaltenen Klone wurden mittels Kolonie-PCR 

und Sequenzierung auf den Einbau des Inserts überprüft. 

 

Tabelle 22 Zusammensetzung der Ligationsansätze 

Ansatz Plasmid-DNA [50  

ng/µL ]  

Ligase Puffer T4-Ligase Insert-DNA [20  

ng/µL ]  

ddH2O 

1 2 µL 1,5 µL - 5 µL 0,5 µL 

2 2 µL 1,5 µL 0,5 µL - 5 µL 

3 2 µL 1,5 µL 0,5 µL 5 µL - 

  

 

3.10.7. Sequenzierung von DNA 

 

Für die DNA-Sequenzierung wurde der Economy Run Service der Sequence Laboratories (SeqLab, 

MicroSynth) in Auftrag gegeben. Gemäß der Empfehlung des Dienstleisters wurden Proben mit 18 ng 

PCR-Produkt pro 100 kb Fragmentlänge oder ca. 960 ng Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 12 

ʈL 5 mM Tris*HCl-Puffer angesetzt. Vor dem Versand wurden die DNA-Proben mit 3 ʈL einer 10 ʈM 

Lösung des gewünschten Primers in einem 1,5 mL-Reaktionsgefäß gemischt. 

 

3.11. Mikrobiologische Methoden 
 

3.11.1.  Methoden zum Arbeiten mit E. coli 

 

3.11.1.1. Kultivierung und Konservierung von E. coli 

 

E. coli-Zellen wurden in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 37 °C im Schüttelinkubator  

(200 U/min ) kultiviert.  Die Kulturen mit einem Volumen von 25 mL wurden mit Einzelkolonien von 

Agarplatten oder mit abgeschabtem Material aus Glycerolvorräten beimpft. Für Kulturen über 200 mL 

wurden die vorher beschriebenen 25 mL Kulturen hergestellt und davon 1 mL zum Animpfen verwendet. 

Für die Lagerung von Zellen unter -20 °C bzw. -80 °C wurden die Kulturen mit einer  Zelldichte von 

typischerweise 4-6 OD600 1:1 mit 50 % (v/v)  sterilem Glycerol versetzt. Jeweils 500µL pro Aliquot 

wurden in ein Mikrozentrifugenröhrchen gegeben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  

 

3.11.1.2. DNA-Transformation in E. coli durch Hitzeschock 

 

Für die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli wurden 50 ʈL kompetente BL21(DE3) Zellen 

(Invitrogen) auf Eis aufgetaut, mit 10 ng Plasmid-DNA bzw. 8 µL Ligationsansatz versetzt und 

vorsichtig gemischt. Nachdem der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert wor den war, erfolgte ein 

Hitzeschock für 45 s bei 42 °C. Der Ansatz wurde sofort wieder für weitere 5 min auf Eis gestellt. 

Anschließend wurden 250 ʈL SOC-Medium hinzugegeben und der Ansatz für 1 h bei 37°C im 

Tischinkubator  (200 U/min ) inkubiert . Zur Selektion von Klonen wurde der Ansatz auf Agarplatten 

mit dem entsprechendem Selektionsantibiotikum  ausplattiert.  
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3.11.1.3. DNA-Präparation aus E. coli 

 

Einzelkolonien von der Selektionsagarplatte wurden über Nacht in 100 mL LB-Medium mit 

Selektionsantibiotikum bei 37 °C und 180 U/min kultiviert . Die Präparation von Plasmid-DNA aus der 

Übernachtkultur  wurde mit einem PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

 

 

3.11.2. Methoden zum Arbeiten mit P. pastoris 

 

3.11.2.1. Linearisierung von Plasmid-DNA 

 

Die Integration des gewünschten Gens ins Genom der P. pastoris GS115-Zellen erfolgte durch homologe 

Rekombination. Dafür  musste die zuvor isolierte Plasmid-DNA linearisiert werden. Dazu wurden 2 µg 

Plasmid-DNA mit 2 µL SacI bzw. SalI verdaut (1 µL pro µg DNA). Nach Zugabe von 5 µL 10x CutSmart-

Puffer (NEB) wurde das Reaktionsgemisch mit ddH 2O auf ein Gesamtvolumen von 50 µL aufgefüllt und 

für 1,5 h bei 37 °C inkubiert (siehe Abb. 5.3, (3)). Die linear isierten Plasmide wurden mit dem Macherey 

& Nagel NucleoSpin® Plasmid Kit nach Herstellerangaben gereinigt. Die Konzentration wurde mit dem 

NanoDrop im dsDNA Messmodus bestimmt. 

 

 

3.11.2.2. Transformation von linearisierter Plasmid-DNA in p. Pastoris durch Elektroporation 

 

Tabelle 23 Puffer für die Transformation 

Elektroporationspuffer 1 M Sorbitol 

1 mM CaCl2 

Konditionierungspuffer  100 mM LiAc 

10 mM DTT 

Puffer für die Zelllyse von P. pastoris 50 mM Na3PO4 

1 mM EDTA 

5% Glycerol 

Proteaseinhibitor 

pH 7,4 

 

 

Für die Transformation von DNA in P. pastoris wurde das Protokoll von Hsieh et al. (2010) verwendet. 

Die Hefe wurde über Nacht in 5 mL YPD-Medium bei 30°C und 200 U/min kultiviert . 20 µL der 

Hefekultur wurden in 100 mL YPD-Medium überführt und bei 30°C inkubiert, bis die  optische Zelldichte 

bei 600 nm (OD600) etwa 1-2 erreichte. Die Zellen wurden durch Zentrifugation  (4500 x g, 5 min) bei 

RT gesammelt. Das Zellpellet wurde zweimal mit 50 mL kaltem Wasser und einmal mit 50 mL 

Elektroporationspuffer (1 M Sorbitol/1 mM CaCl 2) gewaschen. Die Zellen wurden in 20 mL 0,1 M 

LiAc/10 mM DTT durch Inkubation im Kulturkolben unter Schütteln (225 U/min ) fü r 30 min bei 30°C 

konditioniert und  ein weiteres Mal mit 50 mL Elektroporationspuffer gewaschen. Nach Zentrifugation  

(4500 x g, 5 min)  bei RT wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 1 mL des gleichen Puffers 

resuspendiert. Bis zur Elektroporation wurden sowohl die Zellen als auch die Elektroporationsküvette 

auf Eis gelagert. Pro Transformationsansatz wurden 400 µL Zellsuspension mit 15-20 µg linearisierter 
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DNA in einem Volumen von maximal 50 µL Elektroporationspuffer in der Elektroporationsküvette 

vermischt und 5 min auf Eis gelagert. Als Negativkontrolle wurden zum einen ein Transformationsansatz 

ohne Elektroporation und ein weiterer ohne DNA verwendet. Die Küvette mit dem 

Transformationsansatz wurde in den Elektroporator gestellt und bei 2,5 kV und 25 ʈF elektroporiert. 

Die typische Zeitkonstante lag zwischen 3,0 und 4,5 Millisekunden. Anschließend wurden die 

elektroporierten Zellen sofort aus der Küvette in 8 mL einer 1:1-Mischung aus 1 M Sorbitol und YPD-

Medien überführt und auf einem Plattformschüttler bei 225 U/min und 30°C für 1 h inkubiert.  Die Zellen 

wurden in 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdünnungen auf Selektionsplatten ausplattiert und bei 30 °C für 

mindestens 2 Tage inkubiert. 

 

3.11.2.3. Kolonie-PCR 

 

Die Kolonie-PCR diente dem Nachweis, ob die Klone das Insert ins P. pastoris Genom integriert  hatten. 

Für die Kolonie-PCR wurde entweder DNA-Templat verwendet, das aus den Klonen nach Vorschrift 

isoliert wurde,  oder eine direkte Kolonie-PCR durchgeführt. Dazu wurden 10 µL einer P. pastoris-Kultur 

oder alternativ eine in 10 µL H2O resuspendierte Einzelkolonie mit 5 ʈL einer 5 U/ʈL Lösung von 

Zymolyase versetzt und bei 30 °C für 10 min inkubiert. Anschließend wurde  die Probe für 10 min bei -

80°C gefroren. Nach dem Auftauen wurde für 1 min bei 7500 x g und RT zentrifugiert. A us dem 

Überstand wurde 1 µL entnommen und für die PCR als Templat verwendet. Das Programm für den PCR 

Thermocycler ist unter Abschnitt 3.10.2 in Tabelle 20 zu finden. 

 

3.11.2.4. Rekombinante Expression von Batroxobin im Schüttelkolben im 1L Ansatz 

 

Die Expression von Batroxobin im Schüttelkolben wurde gemäß dem Protokoll des Pichia Expression 

Kits von Invitrogen mit einigen Modifikationen durchgeführt. Eine Einzelkolonie von P. pastoris wurde 

in 200 mL BMGY-Medium überführt und bei 28°C im Schüttelinkubator (180 U/min) bis zu einer OD 600 

von 4-6 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 20 min bei RT zentrifugiert (4000 x g) und der 

Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 L BMMY-Medium resuspendiert und bei 28 °C für 72 h 

im Schüttelinkubator (180 U/min) inkubiert. Alle 24 h wurden der Zellkultur 100% Methanol auf eine 

Endkonzentration von 0,5 % hinzugegeben, um die Expression des Batroxobin zu induzieren. Alle 24 

Stunden wurde 1 mL Kulturprobe entnommen und bei RT für 5 min zentrifugiert  (13.000 x g). Der 

zellfreie Überstand wurde bei -20°C für die Analyse aufbewahrt. Nach 72 h Expression wurde die 

Zellkultur bei 4°C für 30 min zentrifugiert (4500 x g) und der Überstand bis zur weiteren Aufreinigung 

des Proteins bei 4 °C gelagert. 

 

3.12. Proteinbiochemische Methoden 
 

3.12.1. Rekombinante Expression von Batroxobin in 24-Well-Mikrotiterplatten  

 

Für die Expression im Mikro-Maßstab wurden 24-Well-Mikrotiterplatten verwendet. Jeweils 500 µL 

BMGY-Medium wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 28°C und 180 U/min bis zu einer OD 600 

von 4-6 inkubiert. Die Platte wurde mit luftdurchlässigen Folien abgedeckt. Anschließend wurden die 

Zellen für 20 min bei RT zentrifugiert (4000 x g). Das Zellpellet wurde in 500 µL BMMY -Medium 

resuspendiert und bei 28 °C für 3 Tage (180 U/min) inkubiert , wobei alle Expressionsansätze auf 

dieselbe Anfangs-OD600 eingestellt wurden. Alle 24 h wurde der Zellkultu r 100% Methanol auf eine 

Endkonzentration von 0,5 % hinzugegeben, um die Expression des Batroxobin zu induzieren. 
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Anschließend wurden die Zellen bei 4°C für 20 min (4500 x g) zentrifugiert und der Überstand für die 

weiteren Analysen verwendet.  

 

3.12.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Für die Analyse von Proteinen wurde die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)  nach 

Laemmli (1970) 225 verwendet. Zum Auftrennen der Proteingemische wurden 12 %ige Trenngele mit den 

Abmessungen 8,5 x 5,5 cm und einer Geldicke von 1 mm gegossen. Dazu wurde die Gelkammer aus 

zwei gereinigten Glasplatten (8 cm ´ 10 cm) und Abstandshalter (1  mm Dicke) in der Gießvorrichtung 

zusammengebaut und mit der Trenngelmischung zu ¾ befüllt, sodass 2 ­ 3 cm zum oberen Rand der 

Gelkammer frei blieben. Um die Grenzfläche des Trenngels zu ebnen, wurde es mit Isopropanol 

überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und die Gelkammer mit der 

Sammelgellösung aufgefüllt.  Ein Plastikkamm mit 10 bzw. 15 Kammern wurde ins Sammelgel eingesetzt 

und nach Abschluss der Polymerisation entfernt. Das Gel wurde in die Gelapparatur eingesetzt und mit 

dem Laufpuffer aufgefüllt. Die Proteinproben wurden mit 5x Laemmli -Puffer versetzt und 10 min bei 

95°C erhitzt. Das Gel wurde mit jeweils15-30 µL Proteinprobe und 3 µL Proteinmarker (BLUEplus 

prestained Protein Ladder, Biomol)  beladen. Die Gelelektrophorese wurde bei 120 V für ca. 90 min 

durchgeführt , bis die Lauffront des Bromphenolblau-Markers das untere Ende des Gels erreicht hatte. 

Anschließend wurde das Gel durch eine kollodiale Coomassie-Lösung (FastGene Q-Stain) für mindestens 

eine Stunde angefärbt und mittels eines Scanners (Brother MFC-8860 DN) dokumentiert.  

 

Tabelle 24 Zusammensetzung der Gele für die SDS-PAGE 

Reagenz Trenngel 12% Sammelgel 

Acrylamid-Bisacrylamid 30% 

(29:1)  

4,17 mL  0,83 mL 

1,5 M Tris-HCl pH 8,8  2,5 mL  - 

0,5 M Tris-HCl pH
 
6,8 - 1,25 mL 

10% (w/v ) SDS  0,1 mL  0,1 mL 

ddH
2
O  1,95 mL  2,65 mL 

TEMED  7,5 ʈL  10 µL 

10% (w/ v) APS  200 ʈL  200 µL 

 

 

Tabelle 25: Zusammensetzung des Puffers für die SDS-PAGE 

SDS-PAGE Laufpuffer 3,02 g/L Tris  

14,4 g/L Glycin 

0,1 %(w/v) SDS 

 

3.12.3. Silberfärbung von SDS-PAGE Gelen 

 

Die Silberfärbung wurde nach dem Protokoll von Chevallet et al. 2006226 durchgeführt. Die verwendeten 

Lösungen wurden frisch hergestellt. Die aufgetrennten Proteinbanden im SDS-Gel wurden zuerst für 

mindestens 30 min in Fixierlösung fixiert . Das Gel wurde zweimal mit 20%igem Ethanol und zweimal 

mit Wasser für jeweils 10 min gewaschen. Anschließend wurde es für 1 min in 0.8 mM Na 2S2O3 
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sensibilisiert. Das Gel wurde zweimal für 1 min mit  Wasser gewaschen und zur Imprägnierung 45 min 

in einer 12 mM Silbernitratlösung  inkubiert.  Das Gel wurde daraufhin für 10 s mit Wasser gespült und 

in die Entwicklerlösung überführt.  Nachdem der ausreichende Grad der Färbung erreicht war, wurde 

das Gel für mindestens 30 min in der Stopplösung inkubiert  und anschließend mittels eines Scanners 

(Brother MFC-8860 DN) dokumentiert . 

 

Tabelle 26: Zusammensetzung der Lösungen für die Silberfärbung 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Fixierlösung 30% (v/v) EtOH  

10% (v/v) Essigsäure (>99%)  

Sensibilisierungslösung 0,8 mM Na2S2O3 

Entwicklerlösung 3% (w/v) K 2CO3 

10% (w/v) Na2S2O3 

2,5 × 10 -4 % (v/v) Formalin/L  

Imprägnierlösung 12 mM AgNO3 

Stopplösung 4% (w/v) Tris  

2% (v/v) Essigsäure (>99%)  

 

 

 

3.12.4. Western Blot 

 

Für den spezifischen Nachweis von Proteinen wurden die Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung 

auf Polyacrylamidgelen mittels Semi-Dry-Blotting (Tran s-Blot® Turbo, Bio -Rad) auf 0,2 ʈm 

Polyvinylidenfluorid (PVDF) -Membranen (Bio-Rad, Kalifornien, USA) nach Herstellerangaben 

übertragen. Das Blotting wurde bei einem konstanten Strom von 200 mA für 30 min durchgeführt. 

Anschließend wurden die Membranen durch leichtes Schütteln in 20 mL PBS-Blocking-Puffer über Nacht 

bei 4 °C oder für eine Stunde bei RT geblockt. Danach wurden die Membranen zweimal mit 20 mL PBS 

Tween-Puffer 10 min bei RT gewaschen, um überschüssiges BSA zu entfernen. Die Zielproteine wurden 

mit primären Antikörpern nachgewiesen, die 1:2000 in 10 mL PBS-Tween-Puffer verdünnt wurden. Die 

Antikörper -Inkubationsschritte wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln 

durchgeführt. Überschüssige Antikörper wurden durch zwei anschließende Waschschritte mit PBS-Puffer 

entfernt. Sekundäre Antikörper-HRP-Konjugate, die gegen die primären Antikörper gerichtet waren, 

wurden zur Visualisierung der detektierten Proteinbanden verwendet. Die Inkubation der erfolgte mit 

einer 1:500 verdünnten Lösung des Sekundärantikörpers in PBS-T wie für die primären Antikörper 

angegeben. Wie zuvor wurden überschüssige Antikörper durch zwei Waschschritte entfernt. Schließlich 

wurden die Membranen einmal mit 10 mL PBS gewaschen, um eine Tween20-Interferenz während der 

Chemilumineszenz-Reaktion zu verhindern. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit dem ClarityČ 

Western ECL-Substrat (Bio-Rad) durchgeführt. Die Dokumentation der Chemilumineszenz erfolgte mit 

dem Amersham Imager 600 RGB (Amersham) mit automatischer Belichtung (Protokoll für maximalen 

Dynamikbereich). 
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Tabelle 27: Pufferzusammensetzung für den Western Blot 

Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) 4 mM KH2PO4 

16 mM Na2HPO4 

115 mM NaCl 

pH 7,4 

  

Western Blot Ladepuffer 48 mM Tris 

39 mM Glycin 

  

PBS Blocking Puffer 3 % (w/v) BSA  

0,5 % (v/v) Tween20 in 1x PBS 

  

PBS Tween Puffer 0,1% (v/v) Tween20 in 1x  PBS 

 

 

 

3.12.5. Ammoniumsulfatfällung 

 

Bei der Ammoniumsulfatfällung handelt es sich um eine Methode zur Auftrennung von Proteinen durch 

Aussalzen unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Ammoniumsulfat ist ein kosmotropes Salz, d.h. es 

entzieht den Proteinen die Hydrathülle durch die Verminderung der Interaktion mit den umliegenden 

Wassermolekülen. Dadurch können verschiedenen Proteinen über ihre hydrophoben Bereiche 

interagieren, bis die Proteinaggregate ausfallen. Aufgrund der unterschiedlichen Löslichkeit von 

Proteinen kann über eine schrittweise Erhöhung der Salzkonzentration eine fraktionelle Fällung 

durchgeführt werden. Das Ammoniumsulfat wurde in der Konzentration von 10-90% (w/v) nach Tabelle 

28 zur Proteinlösung hinzugegeben und bei 4 °C für 1 h auf dem Schüttelinkubator inkubiert. Das 

ausgefallene Protein wurde durch Zentrifugation bei 4 °C (4500 x g, 15 min) pelletiert und für die 

weitere Analyse in PBS gelöst. 

 

Tabelle 28: Angabe der Ammoniumsulfatmenge für die prozentuale Sättigung. 227  

% Sättigung Menge an Ammoniumsulfat in g/L  

20 114 

30 176 

40 243 

50 313 

60 390 

70 472 

80 561 

100 761 
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3.12.6. Ni-NTA Affinitätschromatografie 

 

Zur Anreicherung des sekretierten Proteins aus dem Kulturüberstand wurde Ni -NTA Harz verwendet. 

Dazu wurde pro Liter gefiltertem Kulturüberstand aus der Proteinexpression 4 mL Ni-NTA 

Harzsuspension (50%) welche vorher mit 5 Säulenvolumen (CV) Äquilibrierungspuffer äquilibriert 

worden war, hinzugegeben und für 1 h unter Rühren bei 4 °C inkubiert. Die Ni -NTA Harzpartikel wurden 

abfiltriert und in eine chromatografische Handsäule gegeben. Es wurde eine Probe vom Durchfluss 

genommen, um zu überprüfen, ob noch restliches ungebundenes Protein enthalten ist. Anschließend 

wurden die Ni -NTA Harzpartikel mit 2 CV Äquilibrierungspuffer gewaschen und mit 1 CV Elutionspuffer 

eluiert. Das Eluat wurde in einen Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrenze (Molecular weight cut -off, 

MWCO) von 7 kDa gegeben für 48 h gegen 3 L 10 mM Na3SO4 dialysiert. 

 

Tabelle 29: Zusammensetzung der Puffer für die Ni-NTA Affinitätschromatografie 

Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

Äquilibrierungspuffer  30 mM Imidazol  

500 mM NaCl 

20 mM NaH2PO4 

pH 7,4 

  

Elutionspuffer 300 mM Imidazol  

500 mM NaCl 

20 mM NaH2PO4 

pH 7,4 

 

 

 

 

3.13. Enzymatische Methoden 
 

3.13.1. Fibrinogen-Plattenassay 

 

Die Fibrinogen-Platten dienen zur Überprüfung, ob die transformierten P. pastoris Klone aktives 

Batroxobin exprimieren. Hierbei wird das Fibrinogen in den Platten durch das exprimierte Batroxobin 

umgesetzt und es bildet sich ein Trübungsring aufgrund der Fibrinbildung und der Polymerisation des 

gebildeten Fibrins. Eine MMH-Fibrinogen-Agarose Platte wurde vorbereitet, indem 15 mg/mL 

Fibrinogen-Stammlösung steril filtriert und 1:1 mit zweifach konzentriertem MMH -Medium versetzt 

wurde. Die Agaroselösung, wurde auf 55 °C erwärmt und  zur Fibrinogenlösung hinzugegeben. Die 

Fibrinogen-Agarose-Mischung wurde in eine Petrischale gegossen und 1 h lang bei Raumtemperatur 

erstarren lassen, bevor mehrere Kolonien von P. pastoris mit dem Batroxobin Insert darauf transferiert 

und für mindestens 72 h bei 30 °C inkubiert wurden. Als Positivkontrolle wurden 2 µL Thrombin (100 

U/mL) aufgetragen und als Negativkontrolle diente eine Einzelkolonie des unveränderten GS115-

Stamms. Zur Dokumentation der ringförmigen Trübung um die Batroxobin enthaltenden Kolonien und 

die Positivkontrolle, wurde die E-BOX (Vilber) verwendet. 
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3.13.2. Fibrinogen-Trübungssassay zur Bestimmung der Proteinaktivität 

 

Das gereinigte und dialysierte Batroxobin wurde mit 5 mg/mL Fibrinogen in Reaktionspuffer versetzt 

und in einer Mikrotiterplatte vermessen. Der Reaktionspuffer bestand aus 1% NaCl und 2% BSA. Es 

wurden 40 ʈL Fibrinogen und 160 ʈL Probe gemischt. Der Leerwert setzte sich aus 40 ʈL Fibrinogen und 

160 ʈL Puffer zusammen. Als Positivkontrolle wurden 150 ʈL Puffer und 40 ʈL Fibrinogen mit 10 ʈL 

Thrombin (100 U/mL)  gemischt. Die Messung erfolgte in Triplikaten im Infinite M1000 -Reader und die 

Absorption in jeder Kavität wurde bei 405 nm alle 30 s für 2000 Zyklen gemessen. Dies gab Aufschluss 

darüber, wie schnell die Enzymproben das zugegebene Fibrinogen zu Fibrin spalten konnten, was sich 

durch die zunehmende Trübung zeigte. Als Maß für die Aktiv ität wurde die Zeit, in der die halbmaximale 

Absorption erreicht wird, für jede Batroxobinkonzentration bestimmt.   

 

3.13.3. Bestimmung der Proteinaktivität mit chromogenen Substraten 

 

Die Proteaseaktivität von Batroxobin wurde zusätzlich mit dem chromogenem Substrat GPR-pNA im 

Mikrotiterplattenformat bestimmt . Dazu wurden jeweils 50 µL Überstandsprobe eines Batroxobin-

Expressionsansatzes mit einer Endkonzentration von 100 µM GPR-pNA in Kompetitionspuffer 

umgesetzt. Die Messung erfolgte im Infinite M1000 -Reader (Tecan Group) und die Absorption in jeder 

Kavität wurde bei 405 nm alle 30 s für 2000 Zyklen gemessen. 

 

3.13.4.  Bestimmung von enzymkinetischen Parametern 

 

Zur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter von Substraten gegenüber verschiedenen Proteasen 

wurde die jeweilige Substratlösung in bis zu zehn unterschiedlichen Konzentrationen in 

Kompetitionspuffer (pH 8)  vorgelegt und mit dem entsprechenden Enzym versetzt. Substrate mit 

Chromophor wurden am UV/VIS-Photospektrometer gemessen und Substrate mit Fluorophor wurden 

entweder am Fluoreszenzspektrometer mit Küvettenhalter oder am Infinite M1000 

Mikrotiterplatten leser gemessen. Bei DMSO-haltigen Substratlösungen wurde zu den niedrig 

konzentrierten Lösungen DMSO zugegeben, sodass in allen Proben die gleiche DMSO-Konzentration 

vorlag.  

 

3.13.4.1. Absorptionsmessungen am UV/VIS-Photospektrometer 

 

Die Messung der Absorption von Substraten mit AMC bzw. pNA als Chromophor erfolgte in 1,5 mL 

Einwegküvetten an einem UV/VIS-Photospektrometer mit einer Anregungswellenlänge ɚEx von 360 nm 

bzw. 405 nm. Zuerst wurde der Kompetitionspuffer (pH 8) in die Küvette vorgelegt und die 

entsprechende Substrat-Stammlösung hinzu pipettiert um auf die gewünschte Substrat-Konzentration 

zu verdünnen. Nachdem die Substratlösung durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt 

worden war, wurde  die Küvette in den Küvettenhalter des Photometers gestellt, 5 min gewartet um das 

Reaktionsgemisch auf RT zu temperieren und anschließend ein Nullabgleich am Photometer 

durchgeführt. Danach wurde das Enzym zum Ansatz hinzugegeben, durch Rühren mit der Pipettenspitze 

vermischt und die Messung gestartet. Die Absorptionswerte wurden bei der dem freigesetzten 

Chromophor entsprechenden Wellenlänge über 2-5 min in Intervall en von einer Sekunde gemessen. Zur 

Umrechnung von Absorption auf die Konzentration des gebildeten Produkts wurden die Kalibriergeraden 

der entsprechenden Chromophore in Abschnitt 6.8 verwendet. Die Bestimmung der 

Anfangsgeschwindigkeit erfolgte durch Auftragung von der Konzentration gegen die Zeit und 

anschließende lineare Regression. 
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3.13.4.2. Fluoreszenzmessung am Mikroplattenreader bzw. Fluoreszenzspektrometer 

 

Die Messung der Fluoreszenz von Substraten mit Aminobenzoyl (Abz), AMC bzw. 4-MNA als Fluorophor 

erfolgte an einem Mikroplattenreader bzw. Fluoreszenzspektrometer mit der in Tabelle 30 angegebenen 

Anregungswellenlängen ɚEx und Detektorspannung. Für die Messung der Fluoreszenz wurden 

Einwegküvetten aus Polystyrol bzw. transparente 386-well Mikrotiterplatten von Greiner verwendet. Für 

die Messung der Trp-haltigen Substrate wurde eine Quarz-Mikroküvette  benutzt. Zuerst wurde der 

Kompetitionspuffer (pH 8) in die Küvette vorgelegt und die entsprechende Substrat-Stammlösung hinzu 

pipettiert , um auf die gewünschte Substrat-Konzentration zu verdünnen. Nachdem die Substratlösung 

durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt worden war, wurde die Küvette /Mikrotiterplatte  

in den Halter des Fluoreszenzspektrometers gestellt und 5 min gewartet um das Reaktionsgemisch auf 

37 °C zu temperieren. Danach wurde das Enzym zum Ansatz hinzugegeben, durch mehrmaliges Auf- 

und Abpipettieren vermischt und die Messung gestartet. Die Intensitätswerte wurden bei der dem 

Fluorophor entsprechenden Wellenlänge über 5 min in  Intervall en von einer Sekunde gemessen. Zur 

Umrechnung von Fluoreszenzintensität auf Konzentration des gebildeten Produkts wurden die 

Kalibriergeraden der entsprechenden Fluorophore in Abschnitt 6.8 verwendet, wobei der jeweilige Inner-

Filter-Effekt in Anwesenheit der entsprechenden Konzentration des Substrats noch berücksichtigt wurde 

(siehe 3.13.6). Die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit erfolgte durch Auftragung von der 

Konzentration gegen die Zeit und anschließende lineare Regression. 

 

Tabelle 30 Extinktions- und Emissionswellenlängen der verwendeten Substrate, sowie die Detektorspannung am Cary Eclipse 

Fluoreszenzspektrometer. 

 

3.13.4.3. Auswertung der Enzymkinetik 

 

Die Anfangsgeschwindigkeit wurde in Doppelbestimmung gemessen und beide Messwerte gegen die 

Substratkonzentrationen aufgetragen. Anschließend wurde die Anfangssteigung durch lineare 

Regression bestimmt und das Lineweaver-Burk-Diagramm erstellt.  

 

Bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk macht man sich zunutze, dass die Michaelis Menten-

Gleichung so umgeformt werden kann, dass eine Geradengleichung entsteht: 
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Dabei ist v0 die experimentell bestimmte Anfangsgeschwindigkeit, KM die Michaelis-Konstante, vmax die 

maximale Geschwindigkeit und [S] die Substratkonzentration. Durch die doppeltreziproke Auftragung 

von 1/v 0 gegen 1/[S] erhält man das Lineweaver-Burk-Diagramm. Die Geradensteigung entspricht 

KM/v max, während der y-Achsenabschnitt den Kehrwert der maximalen Geschwindigkeit vmax angibt. Zur 

Bestimmung des KM-Wertes und der maximalen Geschwindigkeit vmax wurde durch lineare Regression 

eine Ausgleichsgerade erstellt und aus dem y-Achsenabschnitt vmax und aus der Steigung mit vmax KM 

berechnet. 

Fluorophore ɚEx / nm  ɚEm / nm  Spaltbreiten Ex Em / nm Detektorspannung 

Abz 320 420 5   10 470 

AMC 380 440 5   10 500 

4-MNA 335 425 5   10 500 
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3.13.5. Umsatzfaktormessung 

 

Für die Bestimmung der Umsatzfaktoren wurden die Anfangsgeschwindigkeiten für Substrate mit 

Chromophor wie in Abschnitt 3.13.4.1 am UV/VIS-Spektrometer gemessen und für Substrate mit 

Fluorophor wie in Abschnitt 3.13.4.2 entweder am Fluoreszenzspektrometer mit Küvettenhalter oder 

am Infinite M1000 Mikrotiterplatten leser. Bei DMSO-haltigen Substratlösungen wurde zu den niedrig 

konzentrierten Lösungen DMSO zugegeben, sodass in allen Proben die gleiche DMSO-Konzentration 

vorlag. Die Anregungs- bzw. Emissionswellenlängen der Substrate mit den entsprechenden 

Fluorophoren bzw. Chromophoren sind in Tabelle 30 aufgelistet. 

Die Konzentrationen des signalerzeugenden Substrates wurden in der Regel in Höhe der zweifachen und 

zehnfachen Substrat-KM gewählt und das zweite, konkurrierende Substrat in einem 

Konzentrationsbereich von 0 bis zu 17,1-fachen KI hinzugefügt (siehe Tabelle 31). Das Substrat wurde 

in Kompetitionspuffer (pH 8) in der jeweiligen Konzentration vorgelegt und vor Zugabe des Enzyms 

wurde bis zur Einstellung der Messtemperatur von RT bzw. 37°C 5 min gewartet. Nach Zugabe des 

umsetzenden Enzyms wurde die Absorption bzw. Fluoreszenz über 5-10 min in Intervallen von 1 s 

gemessen. Die anhand der Kalibriergeraden (siehe Anhang 6.8) bestimmte Konzentration wurde gegen 

die Zeit aufgetragen und durch lineare Regression der Messwerte im linearen Bereich die 

Anfangsgeschwindigkeit bestimmt. Durch Division der Anfangsgeschwindigkeit bei der höheren 

Substratkonzentration durch die bei der niedrigeren Substratkonzentration wurde der Umsatzfaktor 

bestimmt. Die so bestimmten Umsatzfaktoren wurden gegen die Konzentration des konkurrierenden 

Substrats aufgetragen, um die Umsatzfaktorkurve zu erhalten. 

 

ὟάίὥὸᾀὪὥὯὸέὶ
ὃὲὪὥὲὫίίὸὩὭὫόὲὫ ὨὩὶ ὬĘὬὩὶὩὲ ὛόὦίὸὶὥὸὯέὲᾀὩὲὸὶὥὸὭέὲ

ὃὲὪὥὲὫίίὸὩὭὫόὲὫ ὨὩὶ ὲὭὩὨὶὭὫὩὶὩὲ ὛόὦίὸὶὥὸὯέὲᾀὩὲὸὶὥὸὭέὲ
 

 

Tabelle 31 Übersicht über alle Umsatzfaktormessungen 

Enzym Signalgebendes 

Substrat  

[Konz2/Konz1]  in µM Konkurrierendes 

Substrat 

Messgröße n T 

Thrombin 

(6 nM)  

Z-GPR-AMC  500/100   

(entspricht ca. 10x/2x K M) 

Fibrinogen  

(0-4 mg/mL   

max. 1,6x KI) 

A - RT 

250/50  

(entspricht ca. 10x/2x K M) 

Fibrinogen  

(0-2 mg/mL)  

IF 3 RT 

500/10  

(entspricht ca. 20x/0.5x K M) 

Fibrinogen  

(0-4 mg/mL)  

IF 2 37 

Trypsin 

(84 nM)  

GPR-pNA 500/50  

(entspricht ca. 6x/0.6x K M) 

Benzamidin 

(0-60 µM,  

max. 17,1x KI) 

A - RT 

Thrombin 

(6 nM)  

Tos-GPR-AMC 200/10  

(entspricht ca. 50x/5x K M) 

Argatroban 

(0-200 nM,  

max. 10x KI) 

IF 3 37 

Ancrod 

(14 nM)  

PFR-AMC 3000/100  

(entspricht ca. 6x/0.2x K M) 

Fibrinogen 

(0-3 mg/mL)  

- 

Batroxobin 

(40 nM) 

Bz-Arg-AMC 2000/100  

(entspricht ca. 4.6x/ 0.2x KM) 

Fibrinogen 

(0,2-3 mg/mL)  

IF - 

Batroxobin 

(40 nM)  

H-D-GVR-AMC 3000/300  

(entspricht ca. 10x/1x K M) 

Fibrinogen 

(0-2,2 mg/mL)  

- 

Batroxobin 

(1 BU) 

Abz-

DFLAEGGGVRGPR-

3-Nitro -Tyr 

2000/20  

(entspricht ca. 6x/0.06x K M) 

Fibrinogen  

(0-4 mg/mL)  

3 
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3.13.6. Kalibriergeraden zur Umrechnung der Fluoreszenz von FRET-Substraten mit IFE 

 

Der Inner-Filter-Faktor (IFF) ist das Verhältnis der Fluoreszenzintensität eines Fluorophors in 

Anwesenheit eines FRET-Substrats, das diesen Fluorophor enthält zur Fluoreszenzintensität ohne FRET-

Substrat bei einer gegebenen Konzentration: 

 

ὍὊὊ ὧ  
ὊὍ    ὧ

ὊὍ   ὧ
 

 

Der Inner-Filter  Effekt hängt (IFE) ab vom Aufbau des jeweiligen FRET-Substrats unter den jeweiligen 

Messbedingungen wie Pfadlänge der Küvette, Pufferzusammensetzung und Temperatur. Bei hohen 

Fluorophorkonzentrationen sind die gemessene IFF kleiner ist, weil das Anregungslicht nicht alle 

Fluorophore in der Probe erreicht. Der Zwei-Felder-Kompetitionsassay erfordert hohe Konzentrationen 

des signalgebenden FRET-Substrats zwischen 0.5x KM bis 10x KM und bei hohen KM-Werten resultieren 

zu sehr hohen Konzentrationen, sodass der IFE auftrifft und bei der Auswertung berücksichtigt werden 

muss. Zur Umrechnung der gemessenen Fluoreszenzintensitäten in Konzentrationen für die umgesetzten 

FRET Substrate, bei denen im eingesetzten Konzentrationsbereich der Inner-Filter Effekt auftritt , wurden 

Kalibriergeraden der Fluorophore in Anwesenheit der entsprechenden Menge des jeweils verwendeten 

FRET-Substrates bestimmt. Die Steigung dieser Kalibriergeraden gibt den Kalibrierfaktor wieder mit dem 

der Messwert verrechnet werden muss um die Konzentration zu erhalten, welche den IFF mit 

berücksichtigt. Zur besseren Übersichtlichkeit wurden die einzelnen Kalibrierfaktoren für jede 

Konzentration in einer Kalibrie rfaktorkurve zusammengestellt und die einzelnen Kalibriergeraden sind 

im Anhang unter 6.8 zu finden. 

 

 

3.13.6.1.  Konzentrationsabhängige Kalibrierfaktorkurve für Abz in Anwesenheit von Abz-

GVGPR-3-Nitro-Tyr 
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Konzentration von 
Abz-GVGPR-3-Nitro -Tyr 

[ µM]  

Kalibrierfaktor  
[ a.u./µmol ]  

Fehler 

50 14013 348 

250 8485 28 

500 4380 30 

1000 1641 95 
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Abbildung 13: Kalibrierfaktorkurve für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 50, 100, 250 und 1000 µM Abz-

GVGPR-3-Nitro-Tyr bei 37°C. (Extinktion 320 nm; Emission 420 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm, Em 10 nm; Detektorspannung 470V). Die 

Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die Messung erfolgte als Duplikate. Die Fehlerbalken geben die 

Standardabweichung wieder (teilweise nicht erkennbar in der Abbildung). Die einzelnen Kalibrierfaktoren sind in der Tabelle 

angegeben. Der Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funktion IFF = 15775 a.u. µmol-1 - 37 a.u. µmol-1 µM-1 *  c + 33E-2 

a.u. µmol-1 µM-2 *  c2 angenähert werden. 

 

 

3.13.6.2. Konzentrationsabhängige Kalibrierfaktorkurve für Abz in Anwesenheit von Abz-

GVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Konzentration Kalibrierfaktor  

[µM]  [ a.u.]  

50 14407 

250 8256 

500 4826 

1000 1704 

 

Abbildung 14: Kalibrierfaktorkurve für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 15 bis 1000 µM Abz-GVRGPR-3-

Nitro-Tyr bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Extinktion 320 nm Emission 420 nm Spaltbreiten Ex 5 nm Em 

10 nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren für Abz in Anwesenheit von der entsprechenden Abz-GVRGPR-3-Nitro-

Tyr Konzentration sind in der Tabelle angegeben. Der Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funktion y = 598,4 a.u. µmol-

1  + 13808,4 a.u. µmol-1 *  exp(-(x-50)/376,3) a.u. µmol-1 angenähert werden. 
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3.13.6.3. Konzentrationsabhängige Kalibrierfaktorkurve für Abz in Anwesenheit von Abz-

GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 15: Kalibrierfaktorkurve für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 15 bis 1000 µM Abz-GGGVRGPR-

3-Nitro-Tyr bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Extinktion 320 nm Emission 420 nm Spaltbreiten Ex 5 nm Em 

10 nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren für Abz in Anwesenheit von der entsprechenden Abz-GGGVRGPR-3-

Nitro-Tyr Konzentration sind in der Tabelle angegeben. Der Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funktion y = 15321 a.u. 

µmol-1 -48 µmol-1 µM-1 *  x + 81E-3 a.u. µmol-1 µM-2 *  x2  -7 E-5 a.u. µmol-1 µM-3 *  x3  angenähert werden. 
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3.13.6.4. Konzentrationsabhängige Kalibrierfaktorkurve für Abz in Anwesenheit von Abz-

AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 16: Kalibrierfaktorkurve für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 50, 100, 250 und 1000 µM Abz-

AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Extinktion 320 nm Emission 420 nm 

Spaltbreiten Ex 5 nm Em 10 nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren für Abz in Anwesenheit von der 

entsprechenden Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr Konzentration sind in der Tabelle angegeben. Der Kurvenverlauf kann durch die mit 

Origin berechnete Funktion y= 16331 a.u. µmol-1 - 40 a.u. µmol-1 µM-1 *  x + 39E-2 a.u. µmol-1 µM-2 *  x2 angenähert werden. 
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3.13.6.5. Konzentrationsabhängige Kalibrierfaktorkurve für Abz in Anwesenheit von Abz-

DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 17: Kalibrierfaktorkurve für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 50, 100, 250 und 1000 µM Abz-

DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Extinktion 320 nm Emission 420 nm 

Spaltbreiten Ex 5 nm Em 10 nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren für Abz in Anwesenheit von der 

entsprechenden Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr Konzentration sind in der Tabelle angegeben. Der Kurvenverlauf kann durch die mit 

Origin berechnete Funktion y= 16400 a.u. µmol-1 - 40 a.u. µmol-1 µM-1 *  x + 35E-2 a.u. µmol-1 µM-2 *  x2 angenähert werden. 

 

 

3.14. Peptidsynthese 
 

Die Peptidsynthese wurde nach einem Standardprotokoll für die  Fmoc/tBu basierte Festphasensynthese 

durchgeführt . In Tabelle 7 ist eine Übersicht über die allgemeinen Arbeitsvorschriften für die manuelle 

Peptidsynthese zu finden. 

 

 

 

 

 

 

 

Konzentration Fluoreszenz 

[ µM]  [ a.u./min ]  

50 14501,86832 

250 8518,71974 

500 4113,2535 

1000 2105,72403 
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Tabelle 32: Arbeitsvorschriften der Festphasensynthese 

Arbeitsvorschrift Operation Reagenzien Zeit 

AAV1 Quellen DCM/DMF 30min/10 min 

AAV2 Waschen DCM - 

AAV3 Kupplung Fmoc-AS/ 

HOBt/DIC/DMF  

10min/1h  

AAV4 Capping Pyridin/(Ac) 2O 30min 

AAV5 Fmoc-Abspaltung Piperidin/DMF  10min/15min  

AAV6 Trocknen DCM/MeOH üN 

AAV7 Finale Abspaltung TFA/H2O/TIPS/MTBE 3h/10min  

 

 

AAV1: Quellen 

Die Harzpartikel w urden für mindestens 30 min in Dichlormethan (DCM)  (1 mL pro 100 mg Harz)  unter 

Schütteln mit  450 U/min  gequollen. Anschließend wurden sie zweimal mit Dimethylformamid (DMF) 

(1 mL pro 100 mg Harz)  gewaschen und für weitere 10 min in DMF gequollen.  

 

AAV2: Waschen 

Als erstes wurde die Flüssigkeit über den Harzpartikeln abgelassen. Anschließend wurde viermal mit 

DMF (1 mL pro 100 mg Harz) gewaschen. Dazu wurde das DMF in die Spritze aufgesogen und nach 

kurzem Schütteln wurde die Flüssigkeit aus der Spritze gedrückt.  

 

AAV3: Kupplung 

3 äq. der Fmoc-geschützten Aminosäure, 3 äq. Hydroxybenzotriazol (HOBt)  und 3 äq. 

Diisopropylcarbodiimid ( DIC) wurden in DMF (1 mL pro 100 mg Harz)  gelöst und für 10 min mit  450 

U/min  geschüttelt. Die Mischung wurde anschließend zu den Harzpartikeln in die Spritze gegeben und 

für eine Stunde unter Schütteln mit 450 U/min  inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Kupplung 

wiederholt.  Alternativ erfolgt e eine einfache Kupplung mit doppeltem Ansatz und Inkubation über 

Nacht. Nach der Inkubation wurde die Lösung entfernt  und das Harz nach AAV2 gewaschen. 

 

AAV4: Capping mittels Essigsäureanhydrid 

Um etwaige nicht abreagierte Amine zu deaktivieren, wurde das Harz mit einer 1:1-Lösung von Pyridin 

und Essigsäureanhydrid (Ac2O) (1 mL pro 100 mg Harz) versetzt und für 30 min geschüttelt. 

Anschließend wurde die Lösung verworfen und das Harz nach AAV2 gewaschen. 

 

AAV5: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Das Harz wurde für 10 min in 20 %iger Piperidin-Lösung in DMF (1 mL pro 100 mg Harz)  mit  450 U/min  

geschüttelt. Anschließend wurde die Lösung entfernt  und das Harz wurde nochmals für 15 min in der 

20%igen Piperidin-Lösung geschüttelt. Anschließend wurde die Lösung entfernt und das Harz nach 

AAV2 gewaschen. 

 

AAV6: Trocknen  

Zur Lagerung oder vor der Abspaltung des Peptids vom Harz wurde das Harz getrocknet. Dazu wurde 

das Harz nach AAV2 gewaschen und anschließend jeweils zweimal mit DCM und Methanol gewaschen. 

Nachdem das Lösungsmittel aus der Spritze abgelassen worden war, erfolgte die Gefriertrocknung des 

Harzes am Lyophilisator. 
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AAV7: Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen und Abspaltung des Peptids vom Harz 

Die Partikel wurden mit einer Lösung bestehend aus 95 % Trifluoressigsäure (TFA), 2.5 % Reinstwasser 

und 2.5 % Triisopropylsilan (TIPS) (1 mL pro 300 mg Harz)  versetzt und drei Stunden mit 450 U/min  

geschüttelt. Die TFA-Lösung wurde zum Ausfällen zu 40 mL gekühltem Methyl-tert -butylether (MTBE) 

hinzugegeben. Das Harz wurde nochmals für 10 min mit derselben Menge an Abspaltlösung inkubiert 

und die Peptide in der vorherigen kalten MTBE-Lösung ausgefällt. Das ausgefallene Peptid wurde 

abzentrifugiert (4 °C, 4500 x g, 1 Minute) und nach dem Gefrieren mittels flüssigem N2 

gefriergetrocknet. 

 

3.14.1. Reinigung der Peptide mittels HPLC 

 

Für die Reinigung der Peptide wurde die RP-HPLC (reversed phase-high performance liquid 

chromatography) verwendet. Als stationäre Phase kam eine semipräparative RP-C18-Säule von YMC 

(YMC-Pack Pro C18 RS, Dinslaken, Deutschland) an der LC20-AD HPLC von Shimadzu zum Einsatz, und 

als mobile Phase wurden Eluent A (95 % H2O, 5 % Acetonitril ( AcN) +  0,1 % TFA) und Eluent B (95 % 

AcN, 5 % H2O + 0,1 % TFA) verwendet. Die Peptide wurden in Eluent A gelöst.  Sofern sich das Peptid 

nicht in reinem Eluent A lösen ließ, wurde der prozentuale Anteil an Eluent B schrittweise erhöht und 

das Gemisch gegebenenfalls einer Behandlung mit Ultraschall unterzogen. Vor dem Auftragen der 

Lösung auf die Säule wurden nicht gelöste Rückstände abzentrifugiert. Pro Durchlauf wurde 1 mL 

Peptidlösung mit einer Spritze aufgezogen, in die RP-HPLC injiziert und in einem Vorlauf mit 5 mL 

Eluent A auf die Säule aufgetragen. Das Peptid wurde durch einen linearen Gradienten von 0-100 % an 

Eluent B über 5 CV eluiert . Durch Absorptionsmessung bei 254 nm und 280 nm, sowie dem 

Anregungsmaximum entsprechenden Wellenlänge der Fluorophore wurde die Elution der Peptide 

detektiert  und die Peptidfraktion automatisiert gesammelt. Durch anschließende MALDI-TOF Analyse 

der Fraktionen konnten die Peptide identifiziert werden . Die Reinheitsbestimmung der Peptide erfolgte 

mittels analytischer HPLC. Das Peptid wurde lyophilisiert u nd bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

aufbewahrt.  

 

3.14.2. Peptidanalytik mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie  

 

Für die MALDI-TOF- (matrix -assisted laser desorption/ionisation time-of-flight ) Massenspektrometrie 

(MS) wurden jeweils 2 µL der gesammelten HPLC-Fraktionen der Peptide bzw. 0,1 mg (eine 

Spatelspitze) der lyophilisierten Peptidproben einer MALDI-TOF-MS Analyse bei der Massenabteilung 

des Fachbereichs Chemie der TU Darmstadt zur Analyse abgegeben. Als Matrix wurde üblicherweise Ŭ-

Cyano-4-hydroxyzimtsäure (HCCA) verwendet und die Messung im Positivmodus durchgeführt. 

 

 

3.14.3. Synthese von FRET-Substraten 

 

Die jeweils angegebene Menge an Rink-Amid AM-Harz mit einer Beladungskapazität von 0,59 mmol/g  

wurde abgewogen und in eine 5 bzw. 20 mL-Spritze mit PTFE-Fritte gegeben. Das Harz wurde nach 

AAV1 gequollen und die Fmoc-Schutzgruppe am Harz wurde nach AAV5 abgespalten. Die Kupplung der 

jeweiligen Fmoc-geschützen Aminosäure erfolgte nach AAV3. Nach jeder Kupplung wurde eine 

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV5 durchgeführt. Die Acetylierung mit Essigsäureanhydrid, 

b_q qmecl_llrc ´A_nngle§*wurde nach jedem zweiten Kupplungsschritt nach AAV4 durchgeführt. 

Sofern eine Kupplung über Nacht erfolgte, wurde das Capping ausgelassen. Nach der Kupplung der 
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letzten Aminosäure wurde das Harz nach AAV6 getrocknet und es erfolgte eine Abspaltung der 

Seitenkettenschutzgruppen sowie die Abspaltung des Peptids vom Harz nach AAV7. Anschließend 

wurden die Peptide mittels HPLC gereinigt und durch MALDI-TOF-MS analysiert.  

 

 

 

Substrat Aussehen Retentions

zeit (t R) 

Reinheit MS (MALDI-TOF) 

ber. 

[M+H] +  

gef. 

1 Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr hellgelbes 

Pulver 

1.246 96.7 % 811.36 811.4 

2 Abz-GVRGP-Lys(Dnp) gelbes Pulver 1.390 97.7 % 897.41 897.4 

3 N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 

 

gelb-braunes 

Pulver 

1.742 80.9 % 911.42 911.4 

4 Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 

 

gelbes Pulver 1.544 85.2 % 964.45 964.4 

5 Abz-GVRGP-p-Nitro -Phe hellgelbes 

Pulver 

1.275 95.0 % 795.37 795.4 

6 N-Me-Abz-GVRGP-Trp gelb-braunes 

Pulver 

1.583 98.7 % 803.41 829.4 

7 Lys(Dnp)-GVRGP-Trp gelbes Pulver 1.363 95.8 % 964.45 964.5 

8 Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr gelbes Pulver 1.525 97.8 % 966.48 967.5 

9 Abz-GGGVRGPR-3-Nitro -Tyr hellgelbes 

Pulver 

1.104 95.0 % 1080.52 1081.5 

10 Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr weißes Pulver 1.368 100 % 1280.6 1281.6 

11 Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr gelbes Pulver 1.563 98.9 % 1655.78 1656.8 
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4. Ergebnisse und Diskussion 

 

4.1. Zwei-Felder-Test mit Thrombin 
 

Für das kompetitive Zwei-Felder-Testverfahren wird eine Messmethode benötigt, die eine präzise 

Bestimmung von Fibrinogenkonzentrationen im Blut im Bereich von 0 bis 150 mg/dl ermöglicht. Dieses 

Kapitel konzentriert sich auf die Entwicklung eines enzymkinetischen Labortests, um diesen 

Anforderungen gerecht zu werden, da die genaue Fibrinogenbestimmung entscheidend für die Diagnose 

und Behandlung von Koagulopathien gemäß medizinischer Richtlinien zur Fibrinogengabe ist.5 Zur 

Erreichung dieses Ziels wurden verschiedene Reaktionsbedingungen der kinetischen Messungen getestet 

und optimiert. Erste Messungen erfolgten mit dem Enzym Thrombin und dem Substrat Z-GPR-AMC, 

wobei photometrische und fluoreszenzspektrometrische Methoden zum Einsatz kamen. Besondere 

Herausforderungen bestanden in der Behebung von Messstörungen durch Trübung und der Anpassung 

von Substratkonzentrationen und Reaktionstemperaturen, um eine zuverlässige Fibrinogenbestimmung 

zu ermöglichen. 

 

4.1.1. Kompetitionsmessungen mit Thrombin am Photometer 

 

Die ersten Messungen der enzymkinetischen Kompetition im Zwei-Felder-Test-Prinzip wurden mit 

Thrombin im Küvettenformat durchgeführt . Dazu wurde zunächst das Testsystem bestehend aus dem 

Enzym Thrombin und dem literaturbekannten Substrat Z-GPR-AMC211 verwendet. Das konjugierte 

Aminomethyl kann dabei sowohl als Chromogen als auch als Fluorogen fungieren. Zunächst wurden 

photometrische Messungen bei 360 nm durchgeführt. Die Bestimmung der KM und vmax für die 

entsprechenden Enzym-Substrat Kombinationen, die den Zwei-Felder-Test-Messungen zu Grunde 

liegen, werden hier beispielhaft für Thrombin mit dem Substrat Z-GPR-AMC vorgestellt. Das Ziel der 

Bestimmungen ist es sicherzustellen, dass vmax für einen Schnelltest schnell genug ist, und man braucht 

KM, um Werte für die hohe und die niedrige Konzentration im Zwei-Felder-Test zu bestimmen. Zur 

Bestimmung der enzymkinetischen Parameter von Thrombin f ür das Substrat Z-GPR-AMC wurde das 

Substrat mit einer Konzentration von 2 µM bis 80 µM in Kompetitionspuffer (pH 8) vorgelegt. 

Anschließend wurde das Enzym in die Küvette hinzugegeben und die Absorption bei 405 nm als Maß 

für den Substratumsatz gemessen. Die Absorptionswerte in Abhängigkeit der Zeit wurden in einem 

Diagramm aufgetragen. Die Anfangssteigungen v0 wurden durch lineare Regression bestimmt und 

daraus das Lineweaver-Burk Diagramm erstellt (Abbildung 18). Daraus wurden wie in Abschnitt 5.4.3.1 

beschrieben eine KM von 27 ± 4 µM und eine vmax von 9,9 ± 0,6 µmol/min ermittelt.  
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Abbildung 18: Lineweaver-Burk Diagramm für die Umsetzung von Z-GPR-AMC durch Thrombin. Doppelt reziproke Auftragung der 

Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung im Konzentrationsbereich von 2 - 80 µM. 

 

Anschließend wurde der Umsatz von Z-GPR-AMC durch Thrombin in Anwesenheit von Fibrinogen 

gemessen. Als niedrige Substrat-Konzentration wurde 50 µM (~ 2x KM) gewählt und für  die hohe 

Substratkonzentration 250 µM (~10 x KM). Die Fibrinogenkonzentration wurde zwischen 0 - 2,5 mg/ mL 

(entspricht 0 ­ 7,35 µM bzw. 0 ­ 1x KM(Fg)94) variiert , da es sich hierbei um den kritischen 

Konzentrationsbereich handelt. Bei gesunden Menschen liegt die Plasmakonzentration von Fibrinogen 

nämlich bei etwa 250-400 mg/dl  und das Unterschreiten einer Konzentration von 150-200 mg/dl ist ein 

Prädiktor für koagulopathische Blutungen, Blutverlust, die Notwendigkeit von Fremdbluttransfusionen 

sowie Morbidität und Mortalität. 61-63 Links in Abbildung 19 ist der Umsatz in Anhängigkeit von der 

Fibrinogenkonzentration für beide Substratkonzentrationen zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die 

gemessenen Umsatzgeschwindigkeiten für beide Z-GPR-AMC Konzentrationen mit zunehmender 

Fibrinogenkonzentration steigen. Die Umsatzfaktorkurve (Abbildung 19, rechts) weist entsprechend 

einen entgegengesetzten Trend auf. 
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Abbildung 19: (Links) Umsatzkurve für Thrombin mit 50 (v1) und 250 µM (v2) Z-GPR-AMC. Die Umsatzgeschwindigkeiten für beide 

Substratkonzentrationen nehmen in Abhängigkeit der Fibrinogenkonzentration von 0 bis 2 mg/mL zu. (Rechts) Umsatzfaktorkurve v2/v1 

für 50 µM und 250 µM Z-GPR-AMC durch Thrombin. Der Umsatzfaktor wird durch Division der Anfangssteigung der hohen 

Substratkonzentration (v2) durch die Anfangssteigung der niedrigen Substratkonzentration (v1) erhalten. 

 

Aufgrund der zunehmenden Kompetition bei höherer Fibrinogenkonzentration war eine Abnahme in der 

Umsatzgeschwindigkeit mit steigender Fibrinogenkonzentration zu erwarten. Die Fibrinogen-

Kompetition sollte sich dabei in der Küvette mit niedrigerer Z-GPR-AMC-Konzentration deutlich stärker 

auswirken als in der Küvette mit hoher Z-GPR-AMC Konzentration. Im Testsystem aus Thrombin mit 

Z-GPR-AMC war jedoch ein gegenteiliger Trend ersichtlich. Der Grund hierfür lag in der zunehmenden 

Trübung der Lösung bei zunehmender Fibrinogenkonzentration durch die Gerinnselbildung nach 

Thrombinzugabe. Dies resultierte in einer Zunahme der gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten, da bei 

der Absorptionsmessung bei 405 nm die Trübung ebenfalls erfasst wird. Um die Trübungszunahme 

durch Gerinnselbildung zu verhindern, wurde in einer weiteren Messung dem Testsystem zusätzlich das 

Tetrapeptid GPRP hinzugegeben. Das GPRP hemmt die Fibrinogenpolymerisation durch direkte Bindung 

an die Fibrinogenpolymerisationsstellen und Modifikation der Gl utaminreste in den ɻ- und ɾ-Ketten des 

Fibrinogens.228 

 

Die KM von Thrombin mit Z -GPR-AMC in Gegenwart von GPRP wurde neu bestimmt. Die GPRP-

Konzentration, bei der eine ausreichende Hemmung der Trübung eintritt,  wurde als 500 µM bestimmt 

und diese Konzentration in der Enzymkinetikmessung eingesetzt. Die KM und vmax wurden mittels 

Lineweaver-Burk Diagramm bestimmt und betragen 62 ± 11  µM und 22 ± 1 µmol/min . Das eingesetzte 

GPRP konnte zwar die Trübung verhindern setzte aber im Gegensatz zur Reaktion ohne GPRP die 

Reaktionsgeschwindigkeit herab und vergrößerte die KM um einen Faktor von ca. 2. Ausgehend davon 

wurden die Substratkonzentrationen in der Größenordnung von 2x bzw. 10x der gemessenen KM, in 

diesem Fall gerundet auf 100 und 500 µM für die Bestimmung der Umsatzkurven ausgewählt. Die 

Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 20 abgebildet. Die Werte nahmen wie erwartet in Abhängigkeit der 

Fibrinogenkonzentration zu. In umgekehrter Weise nahmen die Umsatzgeschwindigkeiten für beide 

Substratkonzentrationen in Abhängigkeit der Fibrinogenkonzentration entsprechend ab (Daten nicht 

gezeigt). Die dynamische Breite der Umsatzfaktorkurve war jedoch mit einem Wert von 0,4 im 

relevanten Fibrinogenkonzentrationsbereich zu gering. Des Weiteren deuteten die niedrigen 

Umsatzfaktoren um den Wert eins darauf hin, dass der Unterschied im Umsatz zwischen hoher und 

niedriger Substratkonzentration sehr gering ist. Eine Erklärung für diese Ergebnisse liefert das zugesetzte 
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GPRP, welches für die Trübungshemmung eingesetzt wurde. GPRP verringert die Affinität von Thrombin 

für das signalgebende Substrat und hat damit auch die enzymatische Kompetition. Dadurch ist die 

erwartete Abhängigkeit der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration sehr schwach ausgeprägt. 

 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

1

1,1

1,2

1,3

1,4

U
m

s
a

tz
fa

k
to

r 
v

2
/v

1

Fibrinogen [mg/mL]

 

Abbildung 20: Umsatzfaktorkurve für Thrombin mit 100 µM und 500 µM Z-GPR-AMC unter Zuhilfenahme von 500 µM GPRP zur 

Hemmung der Fibrinpolymerisation. Der Umsatzfaktor wird durch Division der Anfangssteigung der hohen Substratkonzentration (v2) 

durch die Anfangssteigung der niedrigen Substratkonzentration (v1) erhalten.  

 

4.1.2. Kompetitionsmessungen mit Thrombin am Fluoreszenzspektrometer 

 

Das Problem bei der Absorptionsmessung am Photometer bestand darin, dass die Absorption des 

Substrates von der Trübung bei Bildung des Fibringerinnsels überlagert wurde. Durch die Verwendung 

des Gerinnungshemmers GPRP konnte die sichtbare Trübung zwar unterbunden und die erwartete 

Fibrinogen-Abhängigkeit des Umsatzfaktors gezeigt werden, jedoch hatte das GPRP einen negativen 

Einfluss auf die Kinetik. Zudem sind Chromophore oft empfindlich gegenüber Umgebungsbedingungen 

wie pH, Temperatur und Lösungsmittel. Im Gegensatz dazu bieten Fluorophore einige Vorteile. Sie 

haben eine höhere Empfindlichkeit und eine größere dynamische Breite als Chromophore. Darüber 

hinaus haben Fluorophore schmaleren Anregungs- und Emissionsbanden, wodurch sie selektiver und 

spezifischer eingesetzt werden können. Diese spezifischen Eigenschaften können auch dazu beitragen, 

das Hintergrundrauschen zu reduzieren und die Genauigkeit der Messungen zu erhöhen. 

Fluoreszenzspektrometer können das Fluoreszenzsignal von der Hintergrundfluoreszenz trennen und 

damit die Genauigkeit der Messungen erhöhen. Um eine Störung des Messsignals durch die Trübung zu 

umgehen und niedrigere Produktkonzentrationen nachweisen zu können wurden die weiteren 

Messungen mit fluorogene Substraten am Fluoreszenzspektrometer durchgeführt. Die einfachste Form 

eines fluorogenen Peptidsubstrates besteht aus einem Fluorophor, der direkt über eine Peptidbindung 

an eine Peptidkette gekuppelt ist. Die Konjugation an die Peptidkette bewirkt eine Veränderung der 

elektronischen und damit photophysikalischen Eigenschaften des Fluorophors, so dass das Substrat im 

Wesentlichen nicht mehr fluoresziert. Die Fluoreszenz wird bei der Abspaltung des Fluorophors durch 
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ein Enzym wiederhergestellt, so dass bei enzymatischen Reaktionen die Fluoreszenz über die Zeit 

zunimmt  und direkt mit der Enzymaktivität korreliert werden kann.229 

 

Da das Produkt des AMC-Substrats fluoresziert, konnte das Testsystem bestehend aus dem Enzym 

Thrombin und dem Substrat Z-GPR-AMC beibehalten werden. Die Messungen wurden nun 

fluorimetrisch bei einer Anregungswellenlänge von 360 nm und einer Emissionswellenlänge von 440 

nm durchgeführt. Die KM und vmax von Thrombin für Z -GPR-AMC wurden am Fluoreszenzspektrometer 

bestimmt und betragen 20 ± 2,1 µM und 14 ± 1 µM/min  (Abbildung 21). Im Vergleich zur Bestimmung 

der enzymkinetischen Parameter am Photometer (siehe 4.1.1) resultiert hierbei eine Abweichung von 

ca. 26% für den KM Wert und ca. 30% für vmax.  
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Abbildung 21: : Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Thrombin mit Z-GPR-AMC am Fluoreszenzspektrometer gemessen im 

Konzentrationsbereich von 10 bis 200 µM bei RT. 

 

Der Umsatz für Thrombin mit Z -GPR-AMC in Anwesenheit von Fibrinogen im diagnostisch relevanten 

Bereich von 0 ­ 2 mg/mL  (0 ­ 5,9 µM) wurde als Triplikat gemessen. Als niedrige Z-GPR-AMC 

Konzentration wurden 50 µM (~2x K M) gewählt und als hohe Substratkonzentration 250 µM (~10x  KM). 

Die Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 22 dargestellt. Die dynamische Breite ist etwas größer geworden, 

wie es für die kleinere KM und größere vmax ohne GPRP zu erwarten war. Der Umsatzfaktor für 0 mg/mL 

Fibrinogen war etwa 1,4 und für 2 mg/mL Fibrinogen etwa 1,8. Insgesamt hat die Umsatzfaktorkurve 

für Thrombin mit Fibrinogen und Z -GPR-AMC keine ausgeprägte Steigung, so dass die großen 

Schwankungen bei der Bestimmung der Umsatzfaktoren keine eindeutige Zuordnung der 

Fibrinogenkonzentration zulassen. Der gestrichelte Graph repräsentiert die Werte, die auf der Basis der 

Formel (17)  unter 1.3.3 und der eingesetzten Werte für [S1], [S 2]  der experimentell bestimmten Werte 

für KM und vmax des Z-GPR-AMC bzw. des Literaturwertes für KM(Fg)=7,2 µM94 berechnet wurden. 
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Abbildung 22: Umsatzfaktorkurve für Thrombin mit 50 µM und 250 µM Z-GPR-AMC bei RT. Fehlerbalken geben die 

Standardabweichung mit n=2 wieder. 

 

Um die Kompetition zwischen dem Substrat und dem Fibrinogen zu verbessern wurde im bestehenden 

Testsystem mit Thrombin die niedrige Substratkonzentration von 50 µM auf 10 µM herabgesetzt und 

die hohe von 250 µM auf 500 µM erhöht. Für die Fibrinogenkonzentration wurde ein Bereich von 0 bis 

4 mg/mL  (11,8 µM, entspricht 0 ­ 1,6x KM(Fibrinogen))  gewählt. Des Weiteren wurde die Temperatur 

von RT auf 37 °C erhöht, da Thrombin bei dieser Temperatur sein Aktivitätsoptimum aufweist. Das 

Ergebnis der Umsatzfaktorbestimmung ist in Abbildung 23 dargestellt. Tatsächlich wird eine höhere 

Steigung der Umsatzfaktorkurve erreicht und die Streuung im relevanten niedrigen 

Konzentrationsbereich fällt etwas geringer aus. Die dynamische Breite der Umsatzfaktorkurve wurde 

von 0,4 auf 4,6 verbessert. Die Umsatzfaktoren waren im Vergleich zu den Werten aus der Bestimmung 

in Abbildung 22 mit etwa 4,3 für 0 mg/mL Fibrinogen und 7 für 2 mg/mL auch deutlich höher. Dennoch 

sind die Standardabweichungen über den gesamten Konzentrationsbereich von Fibrinogen zu groß, um 

aus dem Umsatzfaktor die Konzentration zuverlässig bestimmen zu können. Die Abweichungen zwischen 

den experimentell gemessenen Werten und den anhand der vmax und KM berechneten Umsatzfaktoren 

könnten darauf zurückzuführen sein, dass die vmax und KM für das Substrat bei Raumtemperatur 

gemessen wurde, die Umsatzfaktoren jedoch bei 37°C bestimmt wurden. 
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Abbildung 23: Umsatzfaktorkurve für Thrombin mit 10 µM und 500 µM Z-GPR-AMC. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung 

mit n=2 wieder. 

 

Eine effektive Verbesserung der Kompetition im Fibrinogen-Aktivitätsassay erfordert die Anpassung der 

enzymkinetischen Parameter. Dies kann durch die Modifikation des Thrombins oder die Auswahl eines 

anderen Enzyms geschehen. Im Bereich um die Eingreifschwelle von 1-1,5 mg/mL ist die Fibrinogen -

Konzentration bereits geringer als die KM für Fibrinogen. Folglich ist der Einfluss des Fibrinogens auf die 

Umsetzung des signalgebenden Substrats minimal. Um die Messgenauigkeit im klinischen Bereich zu 

verbessern, wird ein Enzym benötigt, das eine stärkere Bindungsaffinität für Fibrinogen aufweist. Ein 

solches Enzym würde eine bessere Umsetzung bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen ermöglichen 

und die Sensitivität des Assays erhöhen. Die Wahl eines Enzyms mit niedrigeren KM-Werten für 

Fibrinogen stellt sicher, dass die enzymatische Aktivität auch bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen 

hoch bleibt und somit die Kompetition mit dem signalgebenden Substrat stärker ausfällt. Diese 

Anpassung ist entscheidend, um präzise und zuverlässige Ergebnisse im klinischen Umfeld zu 

gewährleisten. Durch die gezielte Modifikation der enzymkinetischen Parameter kann die Effektivität 

des Fibrinogen-Aktivitätsassays erheblich gesteigert werden, was zu verbesserten diagnostischen 

Möglichkeiten führt.  

 

 

4.2. Modellversuche zu Enzym-Inhibitorsystemen mit höherer Affinität 
 

Die Annahme zur Optimierung des Zwei-Felder-Kompetitionsassays ist, dass eine erhöhte Affinität des 

Enzyms zum kompetitiven Substrat, eine verbesserte Kompetition um das signalgebende Substrat bei 

niedrigen Konzentrationen ermöglicht, so dass die Unterschiede im Substratumsatz größer werden 

und  die Umsatzfaktoren einen größeren dynamischen Bereich umfassen. Dadurch kann die 

Konzentration des kompetitiven Substrats, das umgesetzt wird, aber kein Signal erzeugt, zuverlässiger 

bestimmt werden. Für Fibrinogen liegt die Eingreifschwelle bei 1,0 oder 1,5 mg/mL, so dass zur 
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Entscheidungsfindung Konzentrationen zwischen 0,5 und 4 mg/mL genau gemessen werden müssen 

(1,5 ­ 11,7 µM). Die Kompetition lässt sich am besten messen, wenn die Konzentration des Kompetitors 

um den KM herum liegt. Also wird ein Enzym mit einer etwas niedrigeren KM als der von Thrombin 

(KM=7,2 µM) benötigt.  

 

Zur Verifizierung dieser Annahme wurden zunächst verschiedene literaturbekannte Systeme aus Enzym, 

Substrat und Kompetitor/Inhibitor getestet, die nach Literaturangaben ebendiese höhere Affinität vom 

Enzym zum kompetitiven Substrat aufweisen. Dazu wurden die Umsatzkurven aus den Literaturwerten 

für den eingesetzten Konzentrationsbereich des Kompetitors berechnet und mit den experimentellen 

Daten verglichen. Zusätzlich sollte dadurch überprüft werden, ob eine Übertragung des Messprinzips 

des Zweifelder-Kompetitionsassays zur Bestimmung von Fibrinogen auch auf alternative Enzym-

Substrat-Komplexe funktioniert.  

 

 

4.2.1.  Testsystem Trypsin und Benzamidin 

 

Trypsin hat laut Herstellerangaben eine KI von 3,5 µM gegenüber dem Inhibitor Benzamidin.230 Dies 

entspricht einer doppelt so hohen Affinität im Vergleich zu der KM von Thrombin zu Fibrinogen mit 7, 2 

± 0,9  µM.94 Es wurde daher als ein Modellsystem für den Zwei-Felder-Kompetitionsassays verwendet. 

Als signalgebendes Substrat wurde das Serinprotease-spezifische chromogene Substrat GPR-pNA231 

verwendet und dessen Umsetzung am Photometer bei 405 nm gemessen. Die KM und vmax des GPR-pNA 

wurden durch Messung der Anfangsgeschwindigkeiten bei Konzentrationen von 10 bis 200 µM bestimmt 

und betragen 80,1 ± 11,3 µM bzw. 21,9 ± 4,3 µM/min. Als nächstes wurde der Zwei-Felder-

Kompetitionsassay mit 50 µM (0,63x KM) für die niedrige und 500 µM  (6,3x KM) für die hohe GPR-pNA 

Konzentration durchgeführt. Für Benzamidin wurde ein Konzentrationsbereich zwischen 0 bis 60 µM 

gewählt (entspricht 0 ­ 17,1x KI). Das Diagramm mit den experimentell bestimmten und den 

berechneten Umsatzfaktoren in Abhängigkeit von der Benzamidinkonzentration ist in Abbildung 24 zu 

sehen. Über den gesamten Konzentrationsbereich von 0 bis 60 µM bis Benzamidin ergibt sich ein klarer 

linearer Trend mit einer dynamischen Breite, die sich über einen Umsatzfaktorwert von etwa 3,5 

erstreckt. Die berechnete Umsatzfaktorkurve weist dagegen eine kleine Abweichung zu der ermittelte 

Umsatzfaktorkurve auf, was auf mehrere Faktoren zurückzuführen sein könnte. Zunächst könnten 

Ungenauigkeiten in der Bestimmung der enzymkinetischen Parameter eine Rolle spielen. Die Werte für 

die KM und die vmax variieren oft aufgrund experimenteller Fehler. In den Berechnungen wurde die 

experimentell bestimmte KM von 80,1 µM verwendet, die eine Standardabweichung von ± 11,3 µM 

aufweist, was bereits signifikante Verschiebungen verursachen kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt sind 

die Pufferbedingungen, unter denen die kinetischen Parameter bestimmt wurden. Unterschiede im pH-

Wert, der Ionenstärke oder der Anwesenheit zusätzlicher Reagenzien können die Enzymaktivität und 

somit die kinetischen Parameter beeinflussen. Für die experimentelle Bestimmung der KM-Werte wurde 

der gleiche Puffer verwendet wie im Zweifeldertest. Der KI-Wert wurde der Literatur entnommen .230 

Wenn der Puffer, der in der Literaturquelle zur Bestimmung von KI (Inhibit ions-Konstante für 

Benzamidin) verwendet wurde, sich von dem im Experiment verwendeten Puffer unterscheidet, weicht 

die tatsächliche Inhibitionskonstante vom Literaturwert ab  und trägt ebenfalls zu einer falschen  

Berechnung der Umsatzfaktorkurve bei. Im Vergleich wies das Testsystem mit Thrombin und Z-GPR-

AMC (0,5x KM für [S 1] und 25x K M für [S 2])  eine dynamische Breite von 4,6 über einen 

Konzentrationsbereich von 0 ­ 1,6x KM(Fg) auf (4.1.2). Das Modellsystem zeigt, dass sich das 

Funktionsprinzip des Zwei-Felder-Assays prinzipiell auch auf andere Enzym-Substrat-Kompetitor-

Systeme anwenden lässt und die Funktionsfähigkeit des Messprinzips vom Zwei-Felder-Test somit 
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bestätigt werden kann. Obwohl die Affinität des Trypsin zum Benzamidin mit K I=3,5 µM doppelt so 

hoch ist und ein viel breiterer Konzentrationsbereich des Inhibitors gewählt wurde (0 -17,1x Ki gegenüber 

0-1,6x KM(Fg)), fällt die Steigung der Umsatzfaktorkurve mit einer dynamischen Breite von 3,5 gering 

aus. Im Konzentrationsbereich vom Testsystem mit Thrombin und Fibrinogen von 0-1,6x KI ergibt sich 

für das Modellsystem bei den gewählten Substratkonzentrationen nur ein dynamischer Bereich der 

Umsatzfaktorkurve von etwa  0,5. Daraus folgt, dass man mit einem hochaffinen Enzym gar nicht so viel 

größere dynamische Breiten erreichen kann, wenn man die Substratkonzentrationen relativ zum 

KM(Substrat) gleich lässt. Sofern man dagegen die Substratkonzentrationen wie beim Testsystem des 

Thrombin und Fibrinogen in Höhe von 0,5x KM für [S 1] und 25x K M für [S 2] verwenden würde, würde 

eine berechnete Umsatzfaktorkurve mit einer höheren dynamischen Breite von 15,7 resultieren. 
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Abbildung 24: Umsatzfaktorkurve für 84 nM Trypsin mit 50 µM und 500 µM GPR-pNA. Die ermittelte Trendlinie ist y =0,06*x + 3. Die 

gestrichelte Linie gibt die Berechnete Umsatzfaktorkurve anhand der Formel (17) unter 1.3.3 und der eingesetzten Werte für [S1], [S2], 

der experimentell bestimmten Werte für KM und vmax des Tos-GPR-AMC bzw. des Literaturwertes für KM(Benzamidin)=3,5 µM230 

 

4.2.2. Testsystem Thrombin und Argatroban 

 

Zur weiteren Untersuchung der Auswirkung einer niedrigeren KI auf die Umsatzfaktorkurve wurde in 

einer von mir betreuten Abschlussarbeit232 (C. Sixt) ein weiteres Enzym-Substrat Modellsystem getestet. 

Es handelte sich um die Kompetition von Thrombin mit Argatroban. Als signalgebendes Substrat wurde 

in diesem Fall das Tos-GPR-AMC in den beiden Konzentrationen 10 und 200 µM (1x KM bzw. 20x KM)  

verwendet und die Messungen wurden am Fluoreszenzspektrometer durchgeführt. Argatroban weist 

eine theoretische KI von 19 nM gegenüber Thrombin auf.233 Der Konzentrationsbereich von Argatroban 

wurde dementsprechend von 0 bis 200 nM (0 ­ 10x KI) gewählt. Die KM von Thrombin zum Substrat 

Tos-GPR-AMC wurde zu 11 µM bestimmt. Die Ergebnisse der Zwei-Felder-Kompetition und die 

berechnete Umsatzfaktorkurve sind in Abbildung 25 zu sehen. Der dynamische Bereich 

Umsatzfaktorkurve liegt etwa zwischen zwei und neun und ist recht breit, sodass durch diese 
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Umsatzsatzfaktorkurve eine sensitive und exakte Bestimmung der Argatrobankonzentration einer Probe 

möglich wäre. Auch der Vergleich mit der berechneten Umsatzfaktorkurve in Abbildung 25 rechts zeigt, 

dass die Werte im selben dynamischen Bereich zwischen zwei und neun liegen und eine gute 

Übereinstimmung zwischen gemessener und berechnetet Umsatzfaktorkurve vorliegt. Es gilt jedoch auch 

an diesem Modellsystem zu beachten, dass der Konzentrationsbereich des Kompetitors (in diesem Fall 

Argatroban) in der 10-fachen Menge der KI des Kompetitors liegen. Wenn man diese Berechnung analog 

mit Bezug auf den physiologischen Konzentrationsbereich des Fibrinogen (1,47 µM - 11,7 µM) 

durchführt, dann würde die Untergrenze einer 77,4-fachen, die Obergrenze einer 616-fachen 

Kompetitorkonzentration entsprechen. Diese berechnete Umsatzfaktorkurve ist Abbildung 26 links 

abgebildet. Man kann erkennen, dass die dynamische Breite sich in diesem Fall in einem Bereich von 

15,5 bis ca. 19,5 bewegt und mit weiteren Zunahme der Fibrinogenkonzentration die Umsatzfaktorkurve 

asymptotisch verläuft. Eine gute Zuordnung der Fibrinogenkonzentration in diesem Fall nicht möglich. 

An diesem Modellsystem bestehend aus Thrombin, Tos-GPR-AMC und Argatroban konnte gezeigt 

werden, dass zwar kompetitive Inhibitoren mit niedriger K i eine bessere Kompetition bei niedrigen 

Konzentrationen erzielen, die Zunahme der dynamischen Breite jedoch trotz der dramatischer 616-

fachen KM Abnahme überschaubar ist. 

 

Tabelle 33: Übersicht der dynamischen Breiten der Umsatzfaktorkurven für die verschiedenen Testsysteme für den physiologischen 

Bereich der Fibrinogenkonzentration von 1,47 µM bis 11,7 µM (angegeben als Vielfache der KI) bei der entsprechenden 

Substratkonzentration [S1] und [S2] (ebenfalls in Vielfachen der KM für das Substrat angegeben). Bei der optimierten dynamischen 

Breite wurde für die Berechnung die optimale [S1]=0,5x KM und [S2]=10x KM angenommen 

Modellsystem KI [µM]  [Kompetitor] min [Kompetitor] max dynm.  

Breite 

[S1]  [S2]  Optimiert e 

dynm. Breite  

Trypsin/Benzamidin  3,5  0,4x KI 3,3x KI 2 0,6x KM 6,3x KM 3,5 

Thrombin/Argatroban  0,019 77,4x KI 616x KI 4 1x KM 20x KM 2,3 

Thrombin/Fibrinogen  7,2 0,2x KI 1,6x KI 4,6 2x KM 10x KM 1,9 
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Abbildung 25: (Links) Umsatzfaktorkurve für die Kompetition von Thrombin mit 50 µM bzw. 500 µM Tos-GPR-AMC und Argatroban in 

der angegeben Kompetitor-Konzentration, die einer 0-10x KI entsprechen.232 (Rechts) Berechnete Umsatzfaktorkurve anhand der 

Formel (17) unter 1.3.3 und der eingesetzten Werte für [S1], [S2], der experimentell bestimmten Werte für KM und vmax des Tos-GPR-

AMC bzw. des Literaturwertes für KM(Argatroban)=19 nM233. 

 

Wenn man nun die Ergebnisse aus den bisherigen Testsystemen (siehe Tabelle 33) betrachtet, fällt auf 

dass die dynamische Breite der Umsatzfaktoren mit kleiner werdendem KI des Enzyms erstmal steigt, 
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dann wieder abfällt . Aus dieser Erkenntnis kann man zusammenfassend eine Umsatzfaktorkurve für ein 

Enzym mit einer KM für Fibrinogen, die idealerweise im Konzentrationsbereich des Schwellenwerts des 

Fibrinogenassays, also Ò 1,47 µM und unter Berücksichtigung der optimalen Substratkonzentrationen, 

die man in den vorherigen Versuchen mit  Thrombin und Fibrinogen mit 0,5x KM für [S1] bzw. 10x K M 

für [S2] bestimmt hat, berechnen. Diese entsprechend nach Formel (17)  berechnete Umsatzfaktorkurve 

mit einer angenommenen KM(Fg)=1 µM ist in Abbildung 26 rechts dargestellt. Die resultierende 

dynamische Breite wäre 7,2 und würde sich damit in einem Bereich bewegen, wo es sich sehr gut für 

die Zuordnung der Umsatzfaktoren zur Fibrinogenkonzentrationen von 0,5 ­ 4 mg/mL (1,47 ­ 11,7 µM) 

eignen würde.  
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Abbildung 26: (Links) Berechnete Umsatzfaktorkurve für den Konzentrationsbereich von Fibrinogen ( anhand der Formel (17) unter 

1.3.3 und der Substratkonzentration von 0,5x KM für [S1], bzw. 10x KM für [S2] und KM(Argatroban)=19 nM233 und (Rechts) für eine 

theoretische KM(Fg)=1 µM. 

  

4.3. Suche nach einem optimierten Testsystem für Fibrinogen 
 

Die KM von Thrombin gegenüber Fibrinogen ist unter physiologischen Bedingungen 7,2 ±  0,9 µM.94 Für 

eine bessere Kompetition zwischen Substrat und Fibrinogen im klinisch relevanten 

Fibrinogenkonzentrationsbereich von 0,5 ­ 2 mg/mL ( 1,5 µM ­ 5,9 µM) ist ein Fibrinogen-spaltendes 

Enzym mit höherer Affinität zu Fibrinogen - d.h. mit niedrigerer K M - erforderlich. Die Literaturrecherche 

hat für Thrombin keine  Mutanten ergeben, welche eine höhere Affinit ät zu Fibrinogen aufweisen. Die 

Hämatologie hat bisher nur Thrombinvarianten identifizieren können, deren Aktivität zur 

Fibrinogenspaltung entweder eingeschränkt oder völlig aufgehoben waren.234  

 

Alternative Enzyme mit Einfluss auf die Blutgerinnung sind unter den Schlangengiften zu finden. Die 

sogenannten snake venom thrombin like enzymes (SVTLE) zeichnen sich durch ihre funktionelle 

Ähnlichkeit zu Thrombin aus. Analog zu Thrombin spalten sie das Fibrinogen hochspezifisch. Im 

Gegensatz zu Thrombin werden viele SVTLEs nicht durch Heparin oder andere übliche Thrombin-

Inhibitoren inhibiert. Viele Vertreter dieser Klasse sind literaturbekannt. So wurden u.a. SVTLEs wie 

Ancrod, Reptilase und Crotalase in ihren Eigenschaften in Hinblick auf die Hämostase weitestgehend 

charakterisiert und fanden auch schon Verwendung als Medikament und Diagnostika.134,135 Für die 

weiteren Experimente wurden Ancrod und Batroxobin aufgrund ihrer niedrigen K M gegenüber 

Fibrinogen ausgewählt und im Kompetitionsassay verwendet. 
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4.3.1. Ancrod als umsetzendes Enzym im Zwei-Felder-Assay 

 

Ancrod wurde aufgrund seiner besonderen enzymkinetischen Eigenschaften als umsetzendes Enzym im 

Zwei-Felder-Assay gewählt. Seine hohe Spezifität für  Fibrinogen ermöglicht, dass der Kompetitionstest 

nicht durch andere natürliche Substrate im Blut verfälscht wir d, und seine hohe Aktivität gewährleistet 

eine effiziente Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Darüber hinaus wurde aufbereitetes Ancrod mit 

einer standardisierten Aktivität  von Nordmark für die Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation 

freundlicherweise kostenlos zur Verfügung gestellt, wodurch zuverlässige und reproduzierbare 

Ergebnisse gewährleistet werden konnten. Die erste Charakterisierung von Ancrod erfolgte mit dem 

kommerziellen Substrat Z-GPR-AMC am Fluoreszenzspektrometer. Die Umsatzgeschwindigkeiten für die 

unterschiedlichen Substratkonzentrationen sind mit 10 bis 30 a.u./ min sehr gering. Die Auftragung der 

Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration hat gezeigt, dass die Kurve bei einer 

Konzentration von 1 mM noch nicht gegen vmax divergiert  (Abbildung 27, links) . Die Auswertung der 

Michaelis-Menten Kinetik durch nicht -lineare Regression ergab, dass die KM von Ancrod für Z-GPR-AMC 

bei 882 µM und die vmax bei 55 a.u. min-1 lag. Aufgrund dieser hohen KM wurde das Substrat für 

Kompetitionsversuche nicht in Betracht gezogen. Als weiteres Substrat für Ancrod wurde PFR-AMC 

gewählt. Die Anfangsgeschwindigkeiten für den Konzentrationsbereich von 50 bis 800 µM sind grafisch 

in Abbildung 27 rechts dargestellt. Es resultierte eine vmax von 209 a.u. min-1. Die Michaelis-Konstante 

wurde durch nicht -lineare Regression bestimmt und betrug 546 µM. 
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Abbildung 27: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration für den Umsatz von Z-GPR-AMC (links) und 

den Umsatz von PFR-AMC (rechts) durch 14 nM Ancrod. Messung am Fluoreszenzspektrometer. Die nicht-lineare Auswertung erfolgte 

durch die Michaelis-Menten Funktion in Origin. 

 

Für die anschließende Messung des kompetitiven Zwei-Felder-Assays mit Fibrinogen wurde PFR-AMC 

aufgrund des niedrigeren KM-Werts als Substrat ausgewählt. Der Assay ergab keine starke Abhängigkeit 

der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration (Abbildung 28B). Ein einschränkender Faktor war 

die Löslichkeit des Substrates, die nur eine Verwendung von maximal 3000 µM (6x KM) PFR-AMC zuließ. 

Entsprechend wurde als niedrige Konzentration 100 µM (0,2 K M) gewählt . Ausgehend von diesen Werten 

ist eine geringere Sättigung bei der hohen und langsamer Substratumsatz bei der niedrigen 

Konzentration zu erwarten. Bei Betrachtung der Anfangsgeschwindigkeiten fällt auf, dass die Kurve für 

100 µM PFR-AMC nur einen geringen Abfall mit zunehmender Fibrinogenkonzentration zeichnet 

(Abbildung 28A). Die Umsatzkurve der höheren Substratkonzentration von 3000 µM weist zwar wie 
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erwartet eine geringere Hemmung durch Fibrinogen auf, jedoch ist die Streuung der Messwerte größer 

(Abbildung 28A). Zusammengenommen ist die resultierende Umsatzfaktorkurve (Abbildung 28B) nicht 

geeignet in Hinblick auf eine eindeutige Zuordnung der Fibrinogenkonzentration.  
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Abbildung 28: Anfangsgeschwindigkeiten (Bild A) und Umsatzfaktorkurve (Bild B)  für 14 nM Ancrod mit 100 und 3000 µM PFR-AMC in 

Abhängigkeit von der Fibrinogenkonzentration 

 

Die Ergebnisse des Testsystems mit Ancrod waren insgesamt nicht zufriedenstellend. Ancrod wies im 

Vergleich zu Thrombin gegenüber den bekannten und zur Verfügung stehenden Substraten deutlich 

niedrigere Umsatzgeschwindigkeiten und höhere KM-Werte auf, sodass bei den Kompetitionsversuchen 

keine Umsatzfaktorkurve mit hoher dynamischer Breite resultierte. 

 

4.3.2. Batroxobin als umsetzendes Enzym im Zwei-Felder-Assay 

 

Reptilase weist laut Literatur eine  KM von 0,125 µM gegenüber Fibrinogen auf und wurde daher als 

weiteres Enzym mit höherer Affinität zu Fibrinogen  ausgewählt.235 Für die ersten Versuche wurde 

rekombinant exprimiertes Batroxobin von der Firma Biomol erworben. Für die Kinetikmessungen wurde 

zuerst das übliche Serinprotease-Substrat Z-GPR-AMC verwendet. Aufgrund der schlechten 

Umsatzgeschwindigkeit für dieses Substrat (das Fluoreszenzsignal für den Umsatz nahm über einen 

Zeitraum von 30 min nur minimal zu, Daten nicht gezeigt) wurde in der Literatur nach alternativen 

Serinprotease-substraten gesucht. Das H-D-PFR-AMC konnte als geeignetes Substrat mit besseren 

Umsatzgeschwindigkeiten von 20-100 a.u./min für Konzentrationen von 100-800 µM identifiziert 

werden.183 Die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter für das Batroxobin ergab, dass die vmax mit 

544 a.u. min-1 zwar ausreichend hoch war, um einen signifikanten Fluoreszenzanstieg innerhalb von 10 

min zu messen, die KM jedoch mit über 3 mM zu hoch war, sodass es problematisch war die Messung bei 

der hohen Konzentration im Kompetitionsassay durchzuführen. Darüber hinaus wies auch dieses 

Substrat eine schlechte Löslichkeit im verwendeten Puffer auf und musste daher für die nötigen hohen 

Konzentrationen in DMSO gelöst werden. Das verwendete DMSO störte die Enzymaktivität, sodass auch 

die Affinität zu Fibrinogen verändert war. Dementsprechend hatte die Umsatzfaktorenkurve nicht die 

gewünschte Steigung. 
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Abbildung 29: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration Substratkonzentration für den Umsatz von 

PFR-AMC durch 16 nM Batroxobin. Die Messung erfolgte am Fluoreszenzspektrometer. Die nicht-lineare Auswertung erfolgte durch die 

Michaelis-Menten Funktion in Origin. 

 

Ein weiteres Substrat, welches für die Umsetzung durch Batroxobin charakterisiert wurde, war das Bz-

Arg-AMC. Es wurden eine KM von 428 µM und eine vmax von 3 µM/min bestimmt. Der Kompetitionsassay 

wurde trotz der hohen KM und langsamen Umsatzgeschwindigkeit durchgeführt, um eine Tendenz für 

das neue Enzym Batroxobin in Hinblick auf die Tauglichkeit im Zwei-Felderassay zu erhalten. Als 

Konzentrationen des Bz-Arg-AMC für den Kompetitionsassay wurden 100 µM (0,2x KM) und 2000 µM 

(4,6x KM) festgelegt und Fibrinogen wurde im Konzentrationsbereich von 0,2 bis 3 mg/mL eingesetzt. 

Die Umsatzgeschwindigkeiten bei den gewählten Substratkonzentrationen sind allgemein niedrig 

(Abbildung 30A). Die Umsatzgeschwindigkeit für die hohe Substratkonzentration von 2000 µM nimmt 

von 0,3 µM/min für 0,5 mg/mL Fibrinogen auf 0, 2 µM/min für 3 mg/mL Fibrinogen ab. Dies entspricht 

einer relativen Abnahme von 40 %. Die Umsatzgeschwindigkeiten für die hohe Substratkonzentration 

weisen dagegen in Abhängigkeit von der Fibrinogenkonzentration einen Abfall von 2,7 µM/min auf 2 ,0 

µM/min auf, was einer relativen Abnahme von 25% entspricht. Aufgrund der niedrigen Messwerte, 

welche darüber hinaus stark fehlerbehaftet sind, wies die berechnete Umsatzfaktorkurve keinen Trend 

auf und die Messpunkte unterlagen deutlichen Schwankungen (Abbildung 30B). Zusammengenommen 

konnte mit dem Testsystem von Batroxobin mit Bz-Arg-AMC keine geeignete Umsatzfaktorkurve in 

Abhängigkeit von der Fibrinogenkonzentration erhalten werden. Das Testsystem eignet sich somit nicht 

für den Zwei-Felder-Kompetitionsassay für Fibrinogen.  
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Abbildung 30: Umsatzkurven (A) und Umsatzfaktorkurve (B) für den 2-Felder-Kompetitionsassay von 100 und 2000 µM Bz-Arg-AMC mit 

0,2 bis 3 mg/mL Fibrinogen durch 40 nM Batroxobin. 

 

Als nächstes wurde der Umsatz des Substrats H-D-GVR-AMC durch Batroxobin gemessen und die 

kinetischen Parameter anhand des Lineweaver-Burk-Diagramms bestimmt (vgl. Anhang Abbildung 83). 

Die KM beträgt 332 µM und die vmax liegt bei 1,3 µM/min. Der Zwei-Felder-Kompetitionsassay für das 

Substrat H-D-GVR-AMC wurde mit einer niedrigen Konzentration von 300  (~1x  KM) und einer hohen 

Konzentration von 3000 µM (~10x  KM) durchgeführt. Die Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 31 zu 

sehen. Die dynamische Breite der Umsatzfaktoren liegt zwischen 2,0 und 2,4 und ist zu gering für eine 

verlässliche Konzentrationsbestimmung. Hinzu kommt, dass kein Trend zwischen den Werten existiert, 

sodass das Testsystem aus H-D-GVR-AMC und Batroxobin ebenfalls nicht für den Kompetitionsassay 

geeignet ist.  
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Abbildung 31: Umsatzfaktorkurve für den 2-Felder-Kompetitionsassay von 300 und 3000 µM H-D-GVR-AMC mit 0 bis 2,2 mg/mL 

Fibrinogen durch 40 nM Batroxobin 
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Mit den getesteten kommerziellen Substraten konnten keine geeigneten Kompetitionsversuche im 

Zweikompartiment -Format realisiert werden. Die vmax der Substrate waren nicht groß genug, um ein 

auswertbares Signal für den Umsatz innerhalb von 10 min zu messen. Daher musste die Batroxobin-

Konzentration erhöht werden. Die gemessenen KM-Werte haben sich bei allen Substraten mit > 300 µM 

als zu hoch erwiesen. Aufgrund der begrenzten Löslichkeit konnte somit keine Konzentration in 

zehnfacher Höhe des KM-Wertes eingesetzt werden, so dass die Kompetition durch Fibrinogen auch die 

Anfangsgeschwindigkeiten bei der hohen Konzentration deutlich verringerte.  

 

 

4.4. Berechnung der KM zu Fibrinogen 
 

Die Versuche mit Batroxobin  haben nicht die gewünschte Verbesserung gegenüber Thrombin gezeigt. Es 

sollte daher der Literaturwert für die K M von Batroxobin gegenüber Fibrinogen überprüft werden, um zu 

beurteilen ob Batroxobin wirklich  als besseres Enzym für die Kompetitionsversuche geeignet ist. Anhand 

der kompetitiven Enyzmkinetiken für die bisher gemessenen Testsysteme mit Fibrinogen als 

kompetitives Substrat lässt sich mithilfe  der Formel  (20)  für die kompetitive Inhibition  nach der 

Methode von Dixon236, welche dieselbe Form wie die Gleichung (17) (15)  hat, der Wert für die Michaelis-

Konstante des jeweiligen Enzyms gegenüber Fibrinogen berechnen. Dazu wird  die 

Anfangsgeschwindigkeit einer Enzymreaktion bei konstanter Substratkonzentration für zwei oder mehr 

Inhibitorkonzentrationen  gemessen. Als nächstes werden die reziproken Anfangsgeschwindigkeiten 1/v0 

gegen die Inhibitorkonzentration [I] aufgetragen.  ­Ki lässt sich als Schnittpunkt der so erhaltenen 

Geraden mit der x-Achse bestimmen (Gleichung (21) ). Die KM gegenüber Fibrinogen wurden auf diese 

Weise für die Testsysteme mit Thrombin, Reptilase und Ancrod bestimmt (Tabelle 34). Der aus der 

Kompetitionsmessung von Fibrinogen und dem Substrat Z-GPR-AMC für die beiden 

Substratkonzentrationen gemittelte KM-Wert für Thrombin ist um den Faktor 2 kleiner als der 

Literaturwert. Für Batroxobin wu rde eine KM von 5,3 bzw. 2,1 µM aus den Messungen mit dem Substrat 

Bz-R-AMC bzw. GVR-AMC erhalten. Die Abweichung um einen Faktor von knapp 20 gegenüber dem 

Literaturwert von 0,125 µM  ist sehr groß. Die Methode nach Dixon236 war wegen der niedrigen 

Umsatzgeschwindigkeiten und hoher KM der Substrate recht. 

 

(20)  ὺ  

 

(21)   ρ  

 

 

Tabelle 34: Übersicht zu den berechneten KM werden aus der Kompetition im Vergleich mit Literaturwerten. Für die Kompetition von 

Thrombin mit Fibrinogen wurde das Substrat Z-GPR-AMC verwendet, für die Kompetition von Reptilase mit Fibrinogen das Substrat Bz-

R-AMC (a) und GVR-AMC(b) und für die Kompetition von Ancrod das Substrat PFR-AMC. 

  
Thrombin Reptilase Ancrod 

ὑ  ὊὭὦὶ 4 ± 1 ,5 µM a) 5,3 ± 0 ,7 µM 
b) 2,1 ± 1 µM  

11 µM 

Lit. 7.2 ± 0 ,9 µM94 0,125 µM183 - 
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Tabelle 35: Zusammenfassung der Ergebnisse der Zwei-Felder-Kompetitionsassays mit Thrombin, Trypsin, Batroxobin und Ancrod unter 

Verwendung der angegebenen Substrate und Inhibitoren.  

Enzym Substrat Inhibitor  KM [µM]  vmax 

[µmol/min]  

[ S]  niedrig/  

hoch [µM]  

exp. ȹ(v2/v1) theor. ȹ(v2/v1) 

Thrombin 

(6 nM)  

Z-GPR-AMC 

(Absorption)  

Fibrinogen 62 ± 11  22 ± 1  100 und 500 0,4 0,9 

Thrombin 

(6 nM)  

Z-GPR-AMC 

 

Fibrinogen 20 ± 2  14 ± 1  50 und 250 0,4 0,7 

Thrombin 

(6 nM)  

Z-GPR-AMC 

 

Fibrinogen 20 ± 2  14 ± 1  10 und 500 4,6 5,5 

Trypsin 

(84 nM)  

GPR-pNA Benzamidin 80 ± 11  22 ± 4  50 und 500 4 5,5 

Thrombin 

(6 nM)  

Tos-GPR-AMC Argatroban 11 - 10 und 200 7 - 

Ancrod 

(14 nM)  

PFR-AMC Fibrinogen 546 - 100  

und 3000 

- 3,5 

Batroxobin 

(40 nM)  

Bz-Arg-AMC Fibrinogen 428 3 100  

und 2000 

- 10,1 

Batroxobin 

(40 nM)  

H-D-GVR-AMC Fibrinogen 332 1,3 300  

und 3000 

0,3 4,0 

 

In Tabelle 35 sind die Ergebnisse aller Zwei-Felder-Kompetitionsassays aufgelistet. Die größte bisher 

ermittelte dynamische Breite konnte mittels Thrombin für das Substrat Z-GPR-AMC und dem 

kompetitiven Inhibitor Fibrinogen erzielt werden. Anhand der Daten lässt sich ein Rückschluss auf die 

optimalen Eigenschaften bezüglich KM und vmax ziehen. Demnach müsste die KM des Enzyms gegenüber 

dem signalgebenden Substrat in einem Bereich von 20-50 µM sein, damit für die zweite, höhere 

Konzentration ein genügend hoher Wert von mindestens dem 10-fachen von KM gewählt werden kann, 

ohne dass es Probleme mit Löslichkeiten gibt. Die vmax sollte dagegen wie im Falle von Z-GPR-AMC für 

das Thrombin mindestens 14 µmol/min betragen, sodass ein ausreichend hohes Messsignal über die 

Messdauer von 5 Minuten im Labortest gemessen werden kann. Mit Batroxobin konnte trotz der laut 

Literatur kleineren  KM gegenüber Fibrinogen keine höhere dynamische Breite bei der Umsatzfaktorkurve 

erzielt werden, da die KM gegenüber dem signalgebenden Substrat zu hoch waren. Nichtsdestotrotz 

bleibt Batroxobin aufgrund seiner bereits erwähnten Vorteile, wie der hochspezifischen Spaltung von 

Fibrinogen mit hoher Affinität und seiner Unempfindlichkeit gegenüber Blutplasma -Inhibitoren im 

Vergleich zu Thrombin, ein geeigneter Kandidat. Es muss jedoch nach neuen spezifischen Substraten 

gesucht werden, die geeignete kinetische Parameter aufweisen, um sie für den Kompetitionsassay mit 

Batroxobin einzusetzen. Dafür ist die Synthese von fluorogenen Peptidsubstraten nötig, die sich an der 

Aminosäuresequenz der Spaltstelle von Fibrinogen orientieren. Darüber hinaus ist die rekombinante 

Expression von Batroxobin notwendig, um Batroxobin in ausreichenden Mengen für die weitere 

Etablierung und Verifizierung des Testsystems zur Verfügung zu haben.  
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4.5. Expression von Batroxobin 
 

 

4.5.1. Klonierung von Konstrukten für die Batroxobinexpression in P. pastoris 

 

Die bisherige Literatur über die Expression von Batroxobin hat durchweg die Wirksamkeit von P. pastoris 

als Expressionssystem bewiesen, da es eine beträchtliche Ausbeute des Proteins liefert. Als Eukaryot 

vereint P. pastoris viele der Vorteile höherer eukaryotischer Expressionssysteme, wie z. B. 

Proteinprozessierung, Proteinfaltung und posttranslationale Modifikation, und ist wie E. coli oder S. 

cerevisiae einfach in der Handhabung. Sie ist schneller, einfacher und kostengünstiger zu verwenden als 

andere eukaryotische Expressionssysteme wie Insektenzellen mit Baculovirus-Expressionssystem oder 

Gewebekulturen von Säugetieren und liefert im Allgemeinen höhere Expressionsraten. Die für P. pastoris 

verfügbaren gentechnischen Werkzeuge sind ebenfalls gut etabliert und ermöglichen eine einfache 

Manipulation der Expressionsvektoren und des Wirtsstamms zur Optimierung der Batroxobin-

Produktion. Diese Eigenschaften haben P. pastoris zum System der Wahl für die Expression von 

Batroxobin gemacht. 

 

Die Klonierung des Batroxobin-Gens ins pPIC9 Plasmids wurde bei Genscript in Auftrag gegeben. Das 

erste DNA-Konstrukt pPIC9_Rept-wt (Wildtyp) enthält die Wildtyp -Form der kodierenden Sequenz des 

Batroxobin und das zweite Konstrukt pPIC9_Rept-opt enthält die Säuresequenz des Batroxobin in Codon 

optimierter Form für P. pastoris. Die Gensequenzen sind im Anhang unter 6.1 zu finden. Das Fragment, 

welches die Gensequenz für das interessierende Batroxobin-Gen mit C-terminalem His-tag enthält, 

wurde mittels XhoI und NotI in den offenen Leserahmen des Sekretionssignals in pPic9 kloniert. Wenn 

die XhoI-Schnittstelle für die Klonierung verwendet wird, muss die Sequenz zwischen der XhoI-

Schnittstelle und der SnaBI-Schnittstelle, die die KEX2-Erkennungssequenz (Glu-Lys-Arg-X) kodiert, 

durch die insertierte Sequenz neu erstellt werden. Sie ist Teil der ɻ-Faktor-Signalsequenz und sorgt nach 

der Expression für deren Spaltung durch Kex2p. Für die Expression des gewünschten Proteins wird der 

starke, hoch induzierbare AOX1-Promotor in pPIC9 verwendet. Die Transformation des Plasmids erfolgte 

in den P. pastoris-Wirtsstamm GS115.  

 

Die beiden Plasmide mit dem Insert für das Wildtyp- und das Codon-optimierte Batroxobin wurden in 

zwei Ansätzen mit SalI oder mit SacI geschnitten, um die Transformationseffizienz und die bessere 

Eignung zur Erzeugung von His+ Mut+  Transformanten zu untersuchen. Für die Transformation der 

linearisierten pPIC9 Plasmide in den GS115 Stamm wurde die Elektroporationsmethode wie unter 3.11.2 

beschrieben durchgeführt. Als Negativkontrollen wurden zum einen ein Transformationsansatz ohne 

Elektroporation und ein weiterer ohne Plasmid-DNA verwendet. Zur Selektion von transformierten 

Zellen wurden RDB-Platten ohne Histidin verwendet. Die RDB-Platten wurden mindestens 2 Tage lang 

bei 30 °C inkubiert, bis einzelne Kolonien sichtbar wurden. Das Ergebnis der Auszählung der Kolonien 

ist in Tabelle 36 gezeigt. Die beiden Negativkontrollen ergaben erwartungsgemäß keine Kolonien. Für 

die Codon-optimierten Transformanten ergab sich mit 116 zu 160 kein großer Unterschied zwischen 

dem Verdau mit SalI und SacI, wohingegen der Unterschied der Transformationseffizienz für das wt-

Batroxobin mit 85 bzw. 320 Klonen deutlich zugunsten des SacI ausfällt. Somit eignet sich SacI in 

Hinblick auf die Transformationseffizienz besser für die Herstellung von His+  Transformanten. 
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Tabelle 36: Auszählung der Klone zur Beurteilung der Transformationseffizienz von SacI oder SalI-geschnittenen Vektoren 

 Sal I Sac I 

Klone von Wt-Batroxobin 85 320 

Klone von Codon-optimierte m Batroxobin 116 160 

 

 

Als nächstes erfolgte die Selektion des Mut+  Phänotyps auf MD- und MM-Platten. Jeweils 24 der größten 

Kolonien von den verschiedenen RDB-Platten des pPIC9_WT-Batroxobin und pPIC9_CO-Batroxobin 

Transformanten wurden auf MD- und MM-Platten transferiert. Diejenigen Klone, die sowohl auf den 

MD- als auch auf den MM-Platten ein gutes Wachstum zeigten, wurden als His+ Mut+  selektiert und für 

die Verifizierung des Mut+  Phänotyps in einer Kolonie-PCR auf das AOX1-Gen überprüft. Eine weitere 

Kolonie-PCR sollte das Gen für Batroxobin nachweisen. Das exemplarische Ergebnis von drei 

ausgewählten Klonen ist in Abbildung 32 zu sehen. Die PCR-Analyse dieser P. pastoris-Rekombinanten 

zeigt, dass die Klone in den Spuren 1 bis 3 das Insert enthalten und dass es sich bei der Rekombinante 

in Spur 3 möglicherweise um eine MutS handelt, da kein Wildtyp -AOX1 nachweisbar ist. In den Spuren 

1 und 2 ist das Wildtyp-AOX1 dagegen enthalten, was darauf hindeutet, dass es sich bei den 

Rekombinanten um Mut+  handelt. 

 

 

 

 
 

Abbildung 32: Kolonie-PCR Analyse erfolgreich transformierter P. pastoris-Rekombinanten. A) PCR-Analyse des Batroxobin-Inserts mit 

Primerpaar Rept_for und Rept_rev. B) PCR-Analyse des AOX1-Gens mit Primerpaar für AOX1  

 

 

4.5.2. Expressionskontrollen  

 

Die exemplarischen Mut+ -Transformanten aus dem SalI und SacI-Restriktionsverdau, die in der Kolonie-

PCR bestätigt werden konnten, wurden zur Proteinexpression im 15 mL-Maßstab verwendet. Alle 24 h 

wurden Proben von der Zellsuspension entnommen, der Überstand zentrifugiert, aufkonzentriert und 

durch SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung analysiert (Abbildung 33 und Abbildung 34). Als 

Negativkontrollen wurden sowohl der Überstand von einem nicht transformierten GS115 Stamm als 

auch der von einem nicht-induzierten Stamm mit pPIC9_Rept-wt mitgeführt. Die Probe für die 72 h 

Expression für den Klon Rept_wt (SacI) musste aufgrund eines experimentellen Fehlers verworfen 

werden und die 72 h Rept_wt (SalI) Probe ist nicht aufkonzentriert (markiert mit u für unkonzentriert).  
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Abbildung 33: SDS-PAGE mit Überstandsproben der Batroxobin Expression für 72 und 96h im 15 mL Ansatz. Wt: Wildtyp, opt: 

codonoptimiert, NI: nicht induziert, u: nicht konzentrierte Probe, SalI/SacI: mit SalI/SacI linearisiertes Plasmid. 

 

Abbildung 34: SDS-PAGE mit Überstandsproben der Batroxobin Expressionfür 24 und 48h im 15 mL Ansatz. Wt: Wildtyp, opt: 

codonoptimiert, NI: nicht induziert, u: nicht konzentrierte Probe, SalI/SacI: mit SalI/SacI linearisiertes Plasmid. 

 

Im Allgemeinen ist kein deutlicher Unterschied zwischen den Proben im Bandenmuster des Coomassie-

gefärbten SDS-PA-Gels zu erkennen. Das Gel enthält keine Bande auf Höhe der erwarteten 
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Molekülmasse des Batroxobin von 33 kDa ­ unabhängig von der Expressionsdauer, SalI oder SacI-Verdau 

oder den Wildtyp- und codonoptimierten Transformanten. Es können somit aus der vorliegenden 

Analyse keine Rückschlüsse über den Einfluss dieser Parameter auf die Expression des Batroxobin 

gezogen werden. Auch die weitere Analyse des Batroxobin im Western Blot mit His6-spezifischen 

Antikörpern zeigte keine Banden für Batroxobin (Daten nicht gezeigt). Um zu überprüfen, ob das 

Batroxobin zwar exprimiert, aber ni cht aus den Zellen sekretiert wird, wurden die Zellpellets aus der 

Expression lysiert und durch SDS-PAGE analysiert (Abbildung 35). Hierfür wurden nur die beiden Klon 

mit dem His+  Mut+  Transformanten aus SalI-Verdau und die Negativkontrollen verwendet. Im SDS-Gel 

der Lysate sind zwar in der Höhe von 33 kDa, wo das glykosylierte Batroxobin zu erwarten ist (nicht -

glykosyliertes Batroxobin ist ca. 27 kDa), Banden zu sehen, diese sind jedoch in allen Proben, sowohl 

induziert als auch nicht-induziert sowie Negativkontrollen, vorhanden und sind in den induzierten 

Ansätzen nicht ausgeprägter als in den nicht-induzierten. Die Western Blot-Analyse der Zelllysate ergab 

Banden für Batroxobin bei 33 kDa, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das Batroxobin 

teilweise in den Zellen als inclusion bodies zurückgehalten wird ( Abbildung 36). Darüber hinaus sind 

für die meisten Lysate, insbesondere bei den Lysaten der länger induzierten Ansätze, viele weitere 

Banden im Bereich unter 30 kDa zu finden. Dies ist entweder ein Artefakt aus unspezifischer 

Wechselwirkung des Antikörpers im Western Blot mit His-reichen Regionen im Batroxobin und anderen 

sekretierten Proteinen aus Pichia oder aber das Batroxobin wurde im Prozess der Lyse in viele kleinere 

Fragmente gespalten. Das Vorhandensein mehrerer Banden mit niedrigem Molekulargewicht könnte 

auch auf Unterschiede in der Glykosylierung des Proteins zurückzuführen sein. In P. pastoris ist die N-

gebundene Glykosylierung die häufigste Form der Glykosylierung, die an den Asparaginresten auftritt. 

Die Art und Anzahl der hinzugefügten Zucker können aufgrund von unterschiedlichen 

Zuckerkonzentrationen in den Medien während der Expression variieren, was zu verschiedenen 

Glykoformen des Proteins mit unterschiedlichen Molekulargewichten führt. Diese Unterschiede in der 

Glykosylierung können sich auch auf die Löslichkeit, Stabilität und Aktivität des Proteins auswirken.237  

 

Abbildung 35: SDS-PAGE der lysierten Zellpellets aus der Batroxobin Expression im 15 mL Ansatz. Wt: Wildtyp, opt: codonoptimiert 
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4.5.2.1. Etablierung des Fibrinogen-Platten-Assays 

 

Zur einfachen Überprüfung der Klone in Hinblick auf die Expression von aktivem Batroxobin wurde ein 

Fibrinogen-Agarose-Plattenassay entwickelt. Dabei werden die Klone auf einer fibrinhaltigen 

Agaroseplatte kultiviert. Das Fibrinogen in den Platten wird dur ch das exprimierte Batroxobin zu Fibrin 

umgesetzt und es bildet sich ein Trübungsring. Die Platten wurden so aufgebaut, dass die 

Expressionsbedingungen rekonstruiert werden, die Zellen jedoch nicht zusätzlich durch den Histidin-

Mangel gestresst werden. Daher wurde als Medium für die Platten Minimalmedium mit 1% -MeOH zur 

Induktion und einem Zusatz von 0,004% Histidin verwendet. Die Fibrinogenkonzentration wurde mit 5 

mg/mL so gewählt, dass beim Test mit 0,2 U Thrombin eine ausreichende Trübung zu erkennen war. 

Höhere Fibrinogenkonzentrationen hatten während der Etablierung des Tests zu einer 

Hintergrundtrübung  geführt, was die Erkennung der Trübung durch Fibrinogenumsatz erschwerte. 

Ebenso musste die Agarosekonzentration auf 1% beschränkt werden, sodass ein Aushärten der Platten 

gerade möglich war, jedoch keine Hintergrundtrübung störend hinzukam. Nachdem die Funktion der 

Platten anhand eines Tests mit Thrombin bestätigt worden war, der einen klar erkennbaren 

Trübungsring um den Auftragungsort von Thrombin ergeben hatte, wurden die 24 Klone der RDB-

Platten des pPIC9_WT-Batroxobin und pPIC9_CO-Batroxobin, welche im Abschnitt 4.5.1 bereits 

selektiert wurden, auf die Fibrinogen-Platte aufgetragen und der Assay gemäß Vorschrift 3.13.1 

durchgeführt. Wie in Abbildung 37 ersichtlich, konnten anhand der Trübungsringe um die Kolonie 

diejenigen Klone identifiziert werden, die sowohl die AOX1 Gene enthalten, um die Proteinexpression 

zu induzieren, als auch aktives Batroxobin sekretieren, sodass Fibrinogen umgesetzt wird.  
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Abbildung 36: Western Blot der lysierten Zellpellets aus der Batroxobin Expression im 15 mL Ansatz. 
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Abbildung 37: Fibrinogen-Agar-Platte mit Batroxobin sekretierenden Klonen. 

 

Auch jene Klone, die im vorherigen SDS-PA-Gel und Western Blot keine Bande für Batroxobin gezeigt 

hatten, konnten in diesem Assay positiv auf Batroxobin getestet werden. Diese Beobachtung lässt darauf 

schließen, dass die Proben zwar Batroxobin produzieren, aber die Konzentration so gering ist, dass 

weder die Sensibilität der Coomassie-Färbung des SDS-PA-Gels noch die des Western Blots ausreichend 

war, um die Batroxobin-Bande zu detektieren. Die Nachweisempfindlichkeit einer SDS-PAGE mit 

Coomassie-Färbung liegt in der Regel im Bereich von Mikrogramm bis zu wenigen Nanogramm Protein 

pro Bande, wohingegen die des Western Blots normalerweise im Bereich von Femtogramm bis 

Pikogramm Protein pro Bande liegt und ist empfindlicher als die Coomassie-Färbung. Sie hängt jedoch 

von der Qualität und Spezifität der verwendeten primären und sekundären Antikörper, der Menge des 

geladenen Proteins und den verwendeten Nachweisreagenzien ab. Der Fibrinogen-Agarplatten-Assay ist 

eine häufig verwendete Methode zur Messung der Aktivität von Serinproteasen, die Fibrinogen spalten. 

Es ist wichtig zu beachten, dass dieser Test qualitativ ist, da er nur feststellt, ob Batroxobin in der Lage 

ist, Fibrinogen zu spalten, aber keine Informationen über die Menge des gespaltenen Fibrinogens liefert. 

Zur genauen Bestimmung der gebildeten Fibrinogenmenge müsste man eine Analyse der Trübung über 

die Zeit für jeden Trübungsring durchführen. Weitere Nachteile sind die Notwendigkeit einer großen 

Fibrinogenmenge für die Herstellung der Fibrinogen-Agar-Platten und der Nachweis kann durch andere 

Proteasen, die Fibrinogen in der Probe spalten, gestört werden. Nichtsdestotrotz bietet der Fibrinogen-

Platten-Assay eine schnelle und leichte Nachweismethode für Batroxobin. 

 

 

4.5.3. Charakterisierung von Klonen mittels Fibrinogen-Aktivitätsassay 

 

Zur weiteren spezifischen Charakterisierung der Klone auf die Batroxobin-Aktivität wurde mit den  

Klonen, die im vorherigen Fibrinogen-Platten-Assay eine Batroxobin-Aktivität gezeigt hatten, eine 

Mikrotiterplatten -Expression nach Vorschrift 3.12.1 durchgeführt.  Die Überstandsproben nach der 72 h 

Expression im Mikro -Maßstab wurden im Aktivitätsassay mit Fibrinogen getestet. Der Trübungsbildung 

liegen mehrere Prozesse zugrunde, nämlich die Fibrinogenspaltung und die Fibrinaggregation, so dass 

man aus den Messdaten nicht die absolute Enzymaktivität bestimmen kann. Der Assay ist aber geeignet, 

um die Aktivität in verschiedenen Proben zu vergleichen, sofern die Pufferzusammensetzung 

vergleichbar ist. Dazu wurden jeweils 50 µL der Expressionsüberstände mit 5 mg/mL Fibrinogen in 

Kompetitionspuffer zusammengegeben und die Absorptionszunahme bei 405 nm als Maß für die 
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Trübung durch Aggregation des gebildeten Fibrins bei RT im Mikrotiterplattenreader (Tecan Infinite 

M1000) über die Zeit gemäß Abschnitt 3.13.2 gemessen. Für die Berechnung der Zeit, nach der die 

halbmaximale Absorption erreicht wird , wurde der höchste Absorptionswert jeder einzelnen Messung 

zugrunde gelegt. In Abbildung 38 ist zu sehen, dass der größte Teil der ausgewählten Klone die 

halbmaximale Absorption für den Umsatz von Fibrinogen innerhalb von 1700 bis 2500 s erreicht. Zwei 

der Klone, K10 und K11 des pPIC9_Rept-opt, weisen keine Aktivität auf , was darauf hindeutet, dass sie 

kein Batroxobin exprimieren. Die Negativkontrolle mit dem GS115 Stamm zeigt erwartungsgemäß 

ebenfalls keine Aktivität. Einer der Klone, Klon 13 pPIC9_Rept-opt, zeigt eine sehr geringe Aktivität mit 

einer halbmaximalen Umsatzgeschwindigkeit, die bei etwa 4000 s liegt. Die beste Aktivität wurde für 

den Klon 6 pPIC9_Rept-Wt mit  t(½ Amax) von etwa 1700 s bestimmt, gefolgt von Klon 13 pPIC9_Rept-

Wt und Klon 2 pPIC9_Rept-opt, beide mit einer t(½ A max) von etwa 1800 s. Basierend auf den 

Ergebnissen lässt sich schließen, dass die Klone pPIC9_Rept-Wt tendenziell eine bessere Aktivität zeigen 

als pPIC9_Rept-opt. 
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Abbildung 38: Fibrinogen Aktivitätsassay für die Überstandsproben der 72 h Expression im Mikro-Maßstab. 
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4.5.4. Standardisierung des Fibrinogen-Aktivitätsassays mit Batroxobin 

 

Um die Aktivität des exprimierten Proteins und der kommerziellen Batroxobin Proben zu bestimmen, 

wurde in einem laborinternen Versuchsaufbau der Fibrinogenassay mit einem Batroxobin-Standard, 

nämlich dem Reagenz von Pentapharm mit einer genau definierten Batroxobinaktivität, durchgeführt. 

Es wurde eine 1:2-Verdünnungssreihe des Batroxobin-Standards von 2 bis 0,001 BU hergestellt und mit 

5 mg/mL Fibrinogen in Kompetitionspuffer (pH 8) bei RT umgesetzt. Die Trübung aus der resultierenden 

Gerinnung wurde anhand der Absorption bei 405 nm über eine Zeitdauer von 1000 s im 

Mikroplattenleser in Doppelbestimmung gemessen. Die Auftragung der Absorption gegen die Zeit ist 

beispielhaft für 0,03125 BU in Abbildung 39 links dargestellt. Anschließend wurde die Zeit, in der die 

halbmaximale Absorption erreicht wird, für jede Batroxobinkonzentration bestimmt. Die Auftragung der 

reziproken Batroxobinkonzentration gegen die Mittelwerte der Zeiten für die halbmaximale Absorption 

ergibt die Kalibrierkurve für die Standardisierung von Batroxobin in Abbildung 39 rechts. Diese hat 

insgesamt ein hohes Bestimmtheitsmaß von 0,99. 
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Abbildung 39: (Links) Absorption bei 405 nm für die Gerinnung von 5 mg/mL Fibrinogen mit 0,03125 BU Batroxobin. Die Zeit zum 

Erreichen der halbmaximalen Absorption ist als rote Linie eingezeichnet. (Rechts) Standardkurve für die Kalibrierung von Batroxobin. 

Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,0087 BU-1/s * t(½ Amax) - 1 BU-1. Das Bestimmtheitsmaß für die Standardkurve beträgt 0,99. 

 

4.5.5. Reinigung und Charakterisierung von Batroxobin (Klon 6 pPIC9_Rept-Wt) 
 

Nachdem der Klon K6 pPIC9_Rept-wt in der Mikrotiterplatten -Expression die beste Aktivität gezeigt 

hatte, wurde die Expression mit diesem Klon im 1 L-Maßstab durchgeführt (nach Vorschrift unter 0). 

Das Chromatogramm der Aufreinigung des Expressionsüberstands mittels Nickel-

Affinitätschromatografie ist in Abbildung 40 dargestellt. Die Probe wurde auf die Säule gegeben und mit 

10 % Imidazol gewaschen. Als nächstes erfolgte die Elution mit einem kontinuierlichen Gradienten von 

15 bis 70 % Imidazol-Lösung. Der erste Peak im Chromatogramm (Fraktionen 11-17) entspricht der 

Waschfraktion und enthält schwach an die Säule gebundenes Protein. Der Hauptpeak von Fraktion 26 

bis 31 entspricht dem His-getaggten Batroxobin, das an die Säule gebunden hat und mit zunehmender 

Imidazol-Konzentration der mobilen Phase von der Säule verdrängt und eluiert wird. Die jeweiligen 

Fraktionen wurden gesammelt, vereinigt und mittels PD10-Gelfiltratio nssäule in Tris-Puffer gebracht.  
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Abbildung 40: Chromatogramm der Ni-Affinitätschromatographie aus dem Überstand des 1L-Expressionsansatzes für Klon K6 

pPIC9_Rept-wt. Die Elutions-Fraktionen, welche gesammelt und dialysiert wurden, sind mit einem blauen Balken gekennzeichnet. Das 

Säulenvolumen der Säule betrug 5 mL. 

 

 

Abbildung 41: Western Blot (A) und SDS-PAGE mit Comassie gefärbt (B) der ausgewählter Fraktionen aus der 1L-Expression von Klon 6 

pPIC9_Rept-Wt. Zelllysat: Probe vom Zellpellet nach der Lyse, ÜS: Überstandsprobe aus der Expression; FT: Durchfluss, Eluat: Probe 

nach dem Eluieren von der Chromatografie-Säule. Die Bande auf der Höhe der erwarteten Molekularmasse von Batroxobin ist mit 

einem Pfeil gekennzeichnet. 
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Abbildung 1: SDS-PAGE und Western Blot der ausgewählter Fraktionen aus der 1L-Expression von Klon 6 pPIC9_Rept-Wt 
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Von den pPIC9_Rept-wt K6 Proben wurden Zelllysat, Überstand, Durchfluss und Eluat mittels SDS-PAGE 

analysiert (Abbildung 41B). Der Western Blot für die Analyse des Zelllysats, des Überstandes und des 

Eluats wurde mit Antikörpern für den His6 -Tag durchgeführt und ist in Abbildung 41A dargestellt. Für 

das Zelllysat ist im SDS-PA-Gel zwar eine Bande bei 33 kDa für das Batroxobin enthalten, diese findet 

sich jedoch nicht im Western Blot wieder, sodass es sich hierbei wahrscheinlich um ein Protein aus P. 

pastoris mit ähnlicher Molekülmasse wie das Batroxobin handelt. Für die Überstands- und 

Durchflussproben sind weder im SDS-PA-Gel noch im Western Blot Banden bei 33 kDa zu erkennen. Das 

Eluat enthält dagegen eine sehr deutliche Bande bei 33 kDa für das Batroxobin. Im SDS-Gel ist für 

dieselbe Probe keine Bande zu sehen. Dies deutet auf die bereits in vorherigen Beobachtungen 

angenommene unzureichende Sensitivität der Coomassie-Färbung des SDS-PA-Gels hin. Aus 

Literaturwerten für die Nachweisempfindlichkei t von SDS-Gelen mit Coomassie-Färbung geht hervor, 

dass ab einer Menge von 10 ng keine Bande mehr im Gel zu sehen ist. Daraus lässt sich schließen, dass 

weniger als 2 µg Protein im 10 mL Elutionsansatz vorhanden war. Dies ist eine Abweichung zu der 

erwarteten Expressionsausbeute von 7 mg um den Faktor 3500. Im Rahmen eines von mir betreuten 

Praktikums konnten mittels der sensitiveren Silberfärbung mit einer Nachweisgrenze im niedrigen 

Nanogrammbereich (ca. 20- bis 200-mal sensitiver als die SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung238) auch 

im Expressionsüberstand Banden sichtbar gemacht werden.239 

4.5.6.  Fibrinogen-Aktivitätsassay des Klon 6 pPIC9_Rept-Wt 

 

Zur Charakterisierung der Aktivität des exprimierten Batroxobins aus Klon 6 pPIC9_Rept-Wt wurde ein 

Fibrinogen-Aktivitätsassay mit dem Expressionsüberstand, sowie dem Durchfluss und dem Eluat der 

Affinitätschromatographie durchgeführt. Als Probenmengen für den Aktivitätsassay wurden jeweils 200 

µL für Überstand und Durchfluss und 50 µL für das Eluat gewählt. Die Ergebnisse des Assays sind in 

Abbildung 42 dargestellt. Die Überstandsprobe erreicht eine Sättigung der Trübung nach etwa 10000 s 

und weist eine halbmaximale Absorption bei etwa 4400 s auf. Anhand der Kalibrierkurve in Abschnitt 

4.5.4 für den Batroxobin-Standard kann eine Aktivität von 0,036 BU bestimmt werden. Auf 1 L 

Expressionskultur bezogen entspricht dies einer Gesamtaktivität  von 180 BU. Bei der Elutionsprobe 

wurde das Trübungsmaximum nach etwa 1500 s erreicht und die halbmaximale Absorption lag bei etwa 

90 s. Dies entspricht einer BU von 1,13. Bezogen auf das Gesamtvolumen des Eluats resultiert eine 

Gesamt-BU von etwa 158. Daraus ergibt sich eine gute Ausbeute von 88 % bezogen auf die 

Gesamtaktivität im Überstand. Die Probe für den Durchfluss zeigte keine Aktivität im Fibrinogen-Assay, 

was darauf hindeutet, dass die Bindung des His-getaggten Batroxobin an die Säule sehr gut funktioniert 

hat, die Säule also nicht überladen war. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass die Reinigung über 

eine Ni­NTA Affinitätssäule prinzipiell sehr gut funktioniert für gleichartige SVTLEs. 240,241 Der 

resultierende Aktivitätsverlust  von 12% unterliegt jedoch einer Messungenauigkeit aufgrund der 

zugrundeliegenden Ableitung über die halbmaximale Absorptionsmessung und Korrelation zur 

Batroxobinstandardkurve und müssen jedoch nicht 12% Proteinverlust bedeuten. Das Protein kann seine 

Aktivität z.B. auch durch Denaturierung im Lauf der Reinigung verloren haben. 
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Abbildung 42: Fibrinogen-Aktivitätsassay mit der ÜS-Probe (links) und dem Eluat (rechts) aus der Batroxobin Expression von Klon 6 

pPIC9_Rept-Wt. 200 µL Probe, 5 mg/mL Fibrinogen, 50 mM Tris, 0,25 M NaCl, 0,1% PEG 6000, pH 8. 

 

Tabelle 37: Aktivitäten der ÜS-Probe und dem Eluat aus der Batroxobin Expression von Klon 6 pPIC9_Rept-Wt. 200 µL Probe, 5 mg/mL 

Fibrinogen, 50 mM Tris, 0,25 M NaCl, 0,1% PEG 6000, pH 8. 

 Gesamtvolumen Aktivität [ BU]  BU /  mL Gesamtaktivität [ BU]  

EV100A ÜS 1000 mL 0,036 / 200µL 0,18 180 

EV100A Eluat 7 mL 1,13 /  50µL 22,6 158,3 

 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von Batroxobin (Klon 6 pPIC9_Rept-Wt) im 

1 L Kulturansatz zwar prinzipiell funktioniert hat und aktives Batroxobin erhalten werden konnte, jedoch 

nur eine mäßige Ausbeute von 7 mL Proteinlösung mit insgesamt 158 BU nach Aufreinigung erreicht 

werden konnte. Eine BU entspricht ungefähr 0,18 NIH-Einheiten242 und ergibt somit eine 

Gesamtaktivität von 28,44 NIH-Einheiten pro Liter Expressionskultur. Ein Literaturvergleich mit der 

Expression von Batroxobin im Fermenter von You et al. zeigt, dass eine Ausbeute von 1825 NIH pro Liter 

Expressionskultur erreicht werden konnte.183 In dieser Arbeit konnte also nur 1,5 % der 

Literaturausbeute erreicht werden. Dies ist eine bessere Bilanz als zu den kaum nachweisbaren 

Ergebnissen im SDS- Gel und im Western-Blot. Die deutliche Abweichung zur Literatur lässt sich auf die 

unterschiedliche Fermentierung zurückführen. Die Schüttelkolbenexpression hat ihre Grenzen bei der 

fehlenden Kontrolle der Kultivierungsbedingungen und der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und kann 

nicht mit den Möglichkeiten eines Fermenters verglichen werden. Die Kontrolle der Temperatur, des pH-

Werts, des Sauerstoffgehalts und des Agitationsgrads kann in einem Schüttelkolben nur begrenzt 

erfolgen, während ein Fermenter kontinuierliche Messungen und präzisere Kontrollmöglichkeiten für 

die Kultivierungsbedingungen bietet. Durch die automatische Steuerung der Temperatur, des pH-Werts 

und des Agitationsgrads können optimale Wachstumsbedingungen für die spezifische 

Mikroorganismenart oder Zelllinie erreicht werden. Besonders die Möglichkeit zur genauen Steuerung 

des Sauerstoffgehalts und die CO2-Kontrolle zur Bestimmung der Hungerphase vor kontinuierlicher 

MeOH-Zugabe ist ein entscheidender Vorteil eines Fermenters gegenüber dem 

Schüttelkolbenexpression. Der Sauerstoffgehalt beeinflusst den Stoffwechsel und die Energieproduktion 

der Mikroorganismen und eine optimale Kontrolle dessen kann zu einer höheren Ausbeute und Qualität 

der produzierten Mikroorganismen führen. Dennoch gab es nach diesem ersten Versuch eine Reihe von 

Verbesserungsmöglichkeiten im Bereich der Expression und der Proteinreinigung, sowie in der Analytik. 
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4.5.7. Optimierung der Reinigung 

 

Für die Reinigung des sekretierten Batroxobins aus dem Überstand mittels Ni-Affinitätschromatografie 

ist eine Filtration des Überstands notwendig, damit die Säule beim Beladen nicht mit den unlöslichen 

Zellbestandteilen zugesetzt und dadurch Durchfluss und Trennleistung eingeschränkt werden. Während 

der Filtration ist das Protein jedoch hohen Scherkräften ausgesetzt. Außerdem wurde beobachtet, dass 

auch die verwendeten Mikrofilter sehr schnell mit dem Zelltrümmern aus dem Überstand zugesetzt 

werden und die Filtration sehr langsam verläuft, wodurch die Gefahr einer Oxidation durch Lufteintrag 

und Proteinverlust durch Adsorption an den verwendeten Materialien hoch ist. Aus diesem Grund sollte 

eine fraktionierte Ammoniumsulfatfällung als Vorreinigung für das Batroxobin etabliert werden. Dazu 

wurden jeweils 10 mL vom Überstand der Expression in BMMY-Medium entnommen und mit festem 

Ammoniumsulfat versetzt, um Endkonzentrationen zwischen 30% - 90% zu erreichen (siehe Tabelle 

unter 3.12.5). Die Proben wurden bei 13000 x g zentrifugiert und der ÜS abgenommen. Zur 

Probennahme wurden die Pellets in 1 mL PBS resuspendiert. Die Fällung des Proteins und die Aktivität 

des vorhandenen Proteins wurden durch SDS-PAGE und einen Fibrinogen-Aktivitätsassay mit den 

resuspendierten Pellets aus der Ammoniumsulfatfällung überprüft. Die Proben der Überstände aus der 

Ammoniumsulfatfällung konnten aufgrund der hohen Konzentrationen an Ammoniumsulfat weder im 

Aktivitätsassay noch in der SDS-PAGE getestet werden. Dazu wäre eine Dialyse der Überstände 

notwendig gewesen, die aufgrund des verhältnismäßig geringen zusätzlichen Informationsgewinns im 

Vergleich zum hohen Zeit- und Materialaufwand nicht durchgeführt wurde.  

 

Die bisherigen proteinchemischen Nachweise mittels SDS-PAGE mit Coomassie Färbung haben keine 

ausreichende Sensitivität aufgewiesen, sodass das Batroxobin in den SDS-Gelen nicht eindeutig 

nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund wurde in der von mir betreuten Abschlussarbeit von 

C. Bergmann239, die sich mit der Optimierung der Expressionsbedingungen von Batroxobin beschäftigte, 

unter anderem die Methode der Silberfärbung eingeführt und für Batroxobin etabliert. Die Silberfärbung 

ist ein hochempfindliches Verfahren, mit dem sich Proteine in geringen Konzentrationen sichtbar 

machen lassen. Die zuvor verwendete Coomassie-Färbung wurde durch die empfindlichere 

Silberfärbung ersetzt. Es wurde ein reproduzierbares Protokoll erstellt, das die Visualisierung des 

Zielproteins in SDS-PAGEs auch in geringeren Konzentrationen ermöglicht. Das SDS-PA-Gel in 

Abbildung 43 zeigt, dass für die Fällungen bei 30%- bis 50%-Fällungen kein oder nur sehr wenig Protein 

vorhanden ist. Es sind jedoch keine Banden auf Höhe der Batroxobin-Bande bei 33 kDa zu sehen. Ab 

einer Fällung in 70%-Ammoniumsulfat ist eine Bande bei etwa 33 kDa zu erkennen, die bei 80% sogar 

deutlicher ausgeprägt ist.  
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Abbildung 43: SDS-PAGE mit Silberfärbung der resuspendierten Pellets der Ammoniumsulfatfällung. Die Höhe der Bande, welche der 

Molekularmasse von Batroxobin entspricht, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. 

 

 

Abbildung 44: Aktivitätsassay mit resuspendierten Pellets aus der Ammoniumsulfatfällung. 
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Das Ergebnis des Aktivitätsassays für die verschiedenen Ammoniumsulfat-Fällungsfraktionen ist in  

Abbildung 44 zu sehen. Es sind unterschiedliche Kurvenverläufe zu erkennen, wobei nicht klar ist, wo 

für 60, 70 und 80% Ammoniumsulfat das Maximum liegt, weil die Steigung ab einer Absorption von 0,6 

stark abnimmt. Ein klares Plateau ist nur bei der 90% Kurve zu verzeichnen, auch bei der 50% Kurve 

zeichnet sich ein oberes Plateau bei ca. 1,2 ab. Die Proben vom resuspendierten Pellet der 30% und 40% 

Ammoniumsulfat-Sättigung zeigten keine Aktivität. Als Maß für die  Aktivität wurde wie üblich die 

halbmaximale Absorption der Sättigungskurve verwendet, indem der höchste Wert jeder einzelnen 

Messung als maximaler Wert angenommen wurde. Die Probe bei 50% Sättigung hatte mit einer 

halbmaximalen Absorption bei 8880 s die geringste messbare Aktivität und die Probe bei 60% Sättigung 

mit 2200 s die größte Aktivität. Diese Beobachtung spiegelt sich nicht im SDS-Gel wieder, da hier erst 

ab 70% Sättigung eine Bande für Batroxobin sichtbar ist. Die Proben der höheren Sättigungswerte hatten 

mit 3300 s für 70%, 4800 s für 80% und 6000 s für 90% alle eine niedrigere Aktivität als die 60%-Probe, 

obwohl zu erwarten war, dass die Aktivität mit der Sättigung steigt, da mit höherer Ammoniumgehalt 

mehr Batroxobin gefällt werden müsste. Der Umstand, dass die Aktivität entgegen der Erwartung für die 

höheren Sättigungsfraktionen abnimmt, kann mit der Störung der Gerinnselbildung durch Anwesenheit 

von Ammoniumsulfat im Pellet, erklärt werden. 243,244 Zusammenfassend kann aus beiden 

Charakterisierungen geschlossen werden, dass bei einer Fällungskonzentration von 80% 

Ammoniumsulfat bereits der hauptsächliche Anteil des Proteins gefällt ist. Die SDS-PA-Gel-Analyse zeigt 

Batroxobin ab einer 70%-Sättigung, mit der deutlichsten Bande bei 80%. Obwohl die höchste Aktivität 

im Aktivitätstest dagegen bei 60% gemessen wurde, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die 

Aktivitätstests bei höheren Sättigungen gestört sein könnten. Daher sollte der SDS-PAGE-Analyse mehr 

Gewicht beigemessen werden. Eine 80%-Ammoniumsulfat-Konzentration gewährleistet somit die 

maximale Ausbeute an Batroxobin aus dem Expressionsüberstand. Es ist jedoch eine weitere Reinigung 

des Proteins notwendig, da Ammoniumsulfat sowohl den Aktivitätsassay als auch die SDS-PAGE stört. 

 

 

4.5.8.  Optimierung der Expressionsbedingungen 

 

In der von mir mit betreuten Abschlussarbeit von C. J. Bergmann in Kooperation mit der AG Prof. Stein 

wurde der Einfluss der Parameter der Methanol-Induktion und des pH-Werts auf die Proteinexpression 

untersucht. Mit dem zuvor charakterisierten Klon K6 pPIC9_Rept-wt, der bis dahin die beste 

Proteinexpression gezeigt hatte, wurde ein Vereinzelungsausstrich zur Überprüfung der Reinheit 

durchgeführt. Fünf Klone wurden gepickt, deren DNA isoliert und einer Kolonie-PCR unterzogen. Aus 

dieser Untersuchung wurde der Klon K3 pPIC6_Rept-wt als Einzelkolonie mit H is+ Mut+  Transformant 

identifiziert. 245 Als nächstes wurden die Parameter der Expression überprüft und ergaben eine ideale 

MeOH-Konzentration für die Induktion mit einer Endkonzentration von 0,5%, die auch mit den 

Ergebnissen von You et al. übereinstimmt.183 Auch der als optimal ermittelte pH-Wert von 7 stimmt mit 

dem überein, der zuvor von Li et al. (2007) berichtet wurde. 185 Ein weiteres Ergebnis aus dieser 

umfangreichen Optimierungsarbeit war, dass die Überstände für die Proteinaktivitätstests dialysiert und 

konzentriert werden müssen, um im Aktivitätsassay mit Fibrinogen aussagekräftige Ergebnisse zu 

erhalten, da auch andere Substanzen und Proteine im Überstand die Trübung beeinflussen können. Der 

Einfluss der Medienzusammensetzung wurde untersucht, indem die Proteinausbeute von drei 

Expressionsmedien verglichen wurde:  Medium mit Hefeextrakt und Sojapepton (BMMY), nur mit 

Pepton (BMMP) und mit keinem von beiden (BMM). Die Daten zeigten, dass die Proteinausbeute in 

BMMY-Medium zwar höher war als in BMMP- und BMM-Medium, die Aktivität der Üb erstandsproben 

aus BMMP jedoch höher waren.245 Dies ließ den Schluss zu, dass Sojapepton (BMMP) und ein neutraler 

pH-Wert die Expression von rekombinantem Batroxobins begünstigen. 
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Das Screening von pPIC9 WT- (Wildtyp)  und CO-(Codon optimierten) Transformantenbibliotheken mit 

RDB- und MD/MM -Platten, welches ebenfalls in der Abschlussarbeit von C. Bergmann unter meiner 

Betreuung durchgeführt wurde, ergab His+ Mut+ -Transformanten, die das Zielprotein in ähnlicher Weise 

produzierten wie die Positivkontrolle K3 pPIC9_WT.245 Außerdem wurden im Rahmen dieser Master-

Thesis pPICZɻ-Vektoren mit dem WT- bzw. CO-Insert von Batroxobin erfolgreich in P. pastoris 

transformiert.  Die Transformanten waren in der Lage auf YPD-Zeocin-Platten mit steigender 

Konzentration des Antibiotikums bis zu 1000 µg/ mL zu wachsen, was eine Selektion auf Transformanten 

mit mehrfach insertiertem Expressionskonstrukt ermöglicht. Die pPICZɻ_CO-Transformanten K7 und 

K10 waren in der Lage, aktives Batroxobin zu produzieren, erreichten jedoch nicht das 

Expressionsniveau von K3 pPIC9_WT. Der Grund dafür war, dass durch die Zugabe von Zeocin bei der 

Expression das Zellwachstum verzögert wurde. Dies könnte durch den Verzicht auf Zeocin, das nach der 

Selektion aufgrund der Mehrfachinsertion ins Genom nicht mehr nötig ist,  während der 

Proteinexpression verbessert werden.245 

 

Weitere Arbeiten unter meiner Betreuung auf dem Thema der Expressionsoptimierung waren ein 

Forschungspraktikum und eine weiterführende Abschlussarbeit von A. Herbst. In diesen Arbeiten wurde 

ein Viabilitätstest mit Resazurin etabliert. Durch den Viabilität stest konnte für die Expression von 

Batroxobin nachgewiesen werden, dass die Zellen nach 48 Stunden im Schikanekolben die höchste 

Viabilität besaßen. Außerdem konnte bestätigt werden, dass die Zufuhr von Sauerstoff durch das 

Schütteln in Schikanekolben besser gewährleistet ist und zu besseren Kultivierung führt. Zusätzlich wirkt 

sich die Überführung der Vorkultur in BMG-Medium mit einer geringen Zellzahl besser auf die 

Zellviabilität der nachfolgenden Kultivierung aus als die Überführung der gesamten Zellzahl in BMG-

Medium. In einem weiteren Experiment wurde eine neue Transformation in kompetenten GS115 Zellen 

mit pPICzɻ gefolgt von einer Selektion auf den MutS-Phänotyp durchgeführt, um der Fragestellung 

nachzugehen, ob Muts Klone effiziente Batroxobin Produzenten sind. Für die Expression der Klone mit 

His+ Mut s Transformanten konnte weder in der SDS-PAGE mit Silberfärbung noch im Aktivitätstest 

Batroxobin identifiziert werden. Weitere entscheidende Faktoren, die es in Hinblick auf die Steigerung 

der Expressionsausbeute von Batroxobin zu klären gab, waren der Einfluss des His6-Tags und einer 

zusätzlichen EAEA-Sequenz zwischen dem ɻ-MF und der cDNA von Batroxobin. Die EAEA-Sequenz 

moduliert die Effizienz der Abspaltung der Signalsequenz und kann sich somit entscheidend auf den 

Proteinexport auswirken. Durch diese Verbesserungsversuche konnten jedoch keine aktiveren 

Transformaten als die bisher identifizierten gefunden werden. 

 

4.6. Synthese neuer Substrate 
 

Die bisherigen Versuche mit den kommerziellen Serinprotease-Substraten haben alle einen schlechten 

Umsatz für Batroxobin  gezeigt, da das Molekül offenbar nicht besonders gut ins aktive Zentrum passt. 

Daher muss ein längerer Ausschnitt aus dem Substrat angeboten werden. Bei der Verlängerung der 

Peptidsequenz C-terminal von der Spaltstelle bleibt die Fluorophorstruktur bei der Spaltung des 

Substrats aber unbeeinträchtigt und man braucht einen anderen Mechanismus, um sicherzustellen, dass 

das gespaltene Substrat in seiner Fluoreszenz vom nicht-gespaltenen unterscheidbar ist. Bei der Suche 

nach neuen, sensitiven Fluoreszenz-Substraten fiel die Wahl daher auf die FRET-Substrate. Beim FRET 

wird die  Energie von einem angeregten Donorfluorophor auf einen Akzeptorfluorophor oder auf einen 

Quencher, der selbst nicht fluoresziert, übertragen. Quencher und Fluorophor können weiter von der 

Spaltstelle entfernt untergebracht werden und stören nicht die Bindung des Peptids ans aktive Zentrum. 

Um mit möglichst kurzen Substratsequenzen arbeiten zu können, wurde bei der Auswahl der FRET-

Paare beachtet, dass es sich um möglichst kleine Moleküle handelt, damit die sterische Hinderung des 
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aktiven Zentrums gering ist. Des Weiteren wurden FRET-Paare gewählt, die sich nach Literaturangaben 

mit einer hohen FRET-Effizienz auszeichnen. Ein weiterer Punkt, der berücksichtigt wurde, war die 

Kompatibilität mit der Fmoc -Festphasensynthese ohne aufwändige orthogonale Schutzgruppenchemie 

und preisgünstigen Ausgangssubstanzen. Die Aminosäuresequenz bestimmt direkt die Substratspezifität 

sowie die Wasserlöslichkeit des Peptids, welche für die kommerziellen Substrate in den vorherigen 

Versuchen ein limitierender Faktor war und verbessert werden sollte. Die Peptidlänge bestimmt die 

räumliche Nähe zwischen Donor- und Akzeptormolekülen beeinflusst. Kürzere Peptide ermöglichen eine 

engere Anordnung von Donor- und Akzeptorfluorophoren, was zu einer höheren FRET-Effizienz führt .229  

 

4.6.1. Synthese von FRET-Substraten  

 

Die verwendeten FRET-Paare mit ihren spektroskopischen Eigenschaften sind in Tabelle 11 dargestellt. 

Der Fluorophor Aminobenzoyl (Abz) wurde  in Kombination mit den Quenchern 2,4-Dinitrophenyl 

(Dnp), 4 -Nitrophenylalanin und 3 -Nitrotyrosin verwendet  und ist N-terminal am Peptid angebracht 

worden. Die Emission des gespaltenen Substrats kann bei 420 nm und einer Anregungswellenlänge von 

320 nm nachgewiesen werden. Abz ist die kleinste bisher beschriebene fluoreszierende Gruppe, und 

sollte auch bei kurzen Peptidsequenzen keine Beeinträchtigung der Substratspaltung durch sterische 

Effekte verursachen. Dnp ist ein stabiler Quencher und sein Absorptionsspektrum ändert sich nicht mit 

dem pH-Wert. Schließlich sind Abz und Dnp kostengünstig, können leicht in Peptidsubstrate integriert 

werden und gehören zu den Standardmodifikationen, die von den meisten Peptidsynthesediensten 

angeboten werden. Das Abz-4-Nitrophenylalanin-Paar ist ebenfalls kommerziell erhältlich und ist 

bekannt für seine hohe Empfindlichkeit in der gemessenen FRET-Signalstärke selbst gegenüber kleinen 

Abstandsänderungen. Jedoch hat es im Vergleich zu neueren Produkten einen klaren Nachteil, nämlich 

eine hohe Hintergrundfluoreszenz, wenn es als Teil von intern gelöschten fluoreszierenden Substraten 

verwendet wird.  Tryptophan (Trp) , 3-Nitrotyrosin sowie N-Methylaminobenzoyl (N-Me-Abz) bieten 

ebenfalls interessante Eigenschaften und ermöglichen eine erweiterte Variationsmöglichkeiten an FRET-

Paaren. Tryptophan wird häufig als Donor in FRET-Studien verwendet, da es eine natürliche Aminosäure 

mit intrinsischer Fluoreszenz ist, was die Modifikation und Integration in Peptidsubstrate vereinfacht. 

N-Me-Abz absorbiert ähnlich wie Abz N-Me-Abz Licht im UV-Bereich bei 350 nm ist ein etwas größeres 

Molekül, das durch seine unterschiedliche sterische Konfiguration die Interaktion im FRET-Paar 

verändern kann. Es kann sowohl als Quencher als auch als Fluorophor eingesetzt werden. 3-Nitro -Tyr 

absorbiert ebenfalls im UV-Bereich von 320 nm und kann als effizienter Quencher für verschiedene 

Donor-Fluorophore eingesetzt werden. Insgesamt bietet diese FRET-Paare eine leistungsfähige und 

einfache Alternative für die Untersuchung verschiedener biologischer Prozesse und Interaktionen auf 

molekularer Ebene, wie zahlreiche Beispiele ihrer erfolgreichen Anwendung zeigen.246,247 

 

Tabelle 38 Übersicht zu den verwendeten Fluorophor- und Quencher-Paaren für die FRET-Substrate 

Fluorophor Quencher Anregung Emission 

Abz 
2-Aminobenzoyl 

Dnp 
2,4-Dinitrophenyl  

320 nm 420 nm 

Abz 

2-Aminobenzoyl 

p-N-Phe 

p-Nitro -Phenylalanin 

320 nm 420 nm 

Abz 

2-Aminobenzoyl 

3-N-Tyr 

3-Nitro -Tyrosin 

320 nm 420 nm 

N-Me-Abz  

N-Methyl-2-Aminobenzoyl 

Dnp 

2,4-Dinitrophenyl  

350 nm 440 nm 
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Trp 

Tryptophan 

Dnp 

2,4-Dinitrophenyl  

280 nm 360 nm 

Trp 

Tryptophan 

N-Me-Abz  

N-Methyl-2-Aminobenzoyl 

280 nm 360 nm 

 

 

Schema 4: Darstellung eines FRET-Peptidsubstrats mit Abz als Fluorophor und Dnp als Quencher 

 

Zunächst wurden sieben Kombinationen von FRET-Paaren mit der Peptidsequenz GVRGP geplant 

(Tabelle 39). Die Peptidsequenz wurde auf Grundlage der Spaltstelle des A-Peptids von Fibrinogen 

ausgewählt (Abbildung 45), an der Batroxobin angreift, und auf di e für die Spaltung essenziellen 

Aminosäuren eingeschränkt, um das Substrat möglichst klein und die Synthese einfach zu halten. Die 

Fluorophore dürfen nicht direkt hinter der Schnittstelle sitzen, so dass nach dem Arg noch Gly und Pro 

aus der Sequenz übernommen wurden. Basierend auf den Ergebnissen der ersten Charakterisierung der 

FRET-Substrate in Hinb lick auf die besten spektroskopischen und kinetischen Eigenschaften sollte im 

zweiten Durchgang die Aminosäuresequenz des besten FRET-Substrats verlängert werden. 

 

 
Mensch    A D S G E G D F L A E G G G V R  G P R V V E R H Q S A C 

Hund    T N S K E G E F I A E G G G V R  G  P R I V E R X Q S A C 

Schwein   A E V Q D K G E F L A E G G G V R  G  P R V V E R H Q S A C 

Rind E D G S D P P S G D F L T E G G G V R  G  P R L V E R Q Q S A C 

 

Abbildung 45:. Aminosäuresequenzen für die Spaltstelle der entsprechenden Fibrinogenspezies von Mensch, Hund, Schwein und Rind 

durch Thrombin. Spaltstelle des Fibrinogens ist dargestellt durch den Pfeil. 248 

 

Tabelle 39: Synthetisierte signalgebende Substrate mit FRET-Paaren an den Termini mit der Peptidsequenz GVRGP 

FRET-Substrate 

          Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr 

          Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 

N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 

           Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 

          Abz-GVRGP-4-Nitro -Phe 

N-Me-Abz-GVRGP-Trp 

  Lys(Dnp)-GVRGP-Trp 

 

 

- 
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Die signalgebenden FRET-Substrate für den Umsatz durch Batroxobin konnten mittels 

Festphasensynthese erfolgreich hergestellt werden, wie die massenspektrometrische Analyse bestätigte. 

Die Reinigung erfolgte per HPLC und lieferte in neun von elf Fällen Peptide mit einer Reinheit von 

>  90 %. Die Chromatogramme und Massenspektren sind im Anhang unter Absatz 6.4 gezeigt.  

 

 

4.6.2. Enzymkinetische Charakterisierung der Peptidsubstrate 

 

Die Charakterisierung der synthetisierten Peptidsubstrate zur Eignung für den Umsatz durch Batroxobin 

erfolgte zunächst mit dem in P. pastoris exprimierten und über Affinitäts chromatografie isolierten 

rekombinanten Batroxobin. Zur Kontrolle wurden die Substrate zusätzlich mit kommerziellem Trypsin  

(0,84 µM)  charakterisiert. Zur Charakterisierung wurde eine 5 mM Stammlösung der FRET-Substrate in 

10% DMSO und Kompetitionspuffer (pH 8) hergestellt, jeweils 500 µM des Substrates mit 50 µL des 

rekombinanten Batroxobins (entspricht nach Umrechnung mittels Batroxobin-Standardkurve in 

Abbildung 39 (rechts) einer Aktivität  von 1 BU) in der Küvette vermischt und der Anstieg der 

Fluoreszenzintensität während der Spaltung gemessen.  

Tabelle 40: Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers für die Messung der Peptidsubstrate 

Substrat Extinktion 

(nm)  

Emission 

(nm)  

Spaltbreite 

Extinktion 

(nm)  

Spaltbreite 

Emission 

(nm)  

Detektor-

spannung 

(V)  

         Abz- GVRGP -3-Nitro -Tyr 320 420 5 5 470 

            Abz-  GVRGP -Lys(Dnp) 280 360 5 10 500 

N-Me-Abz-  GVRGP -Lys(Dnp) 350 480 5 10 590 

              Trp-  GVRGP -Lys(Dnp) 280 355 5 10 500 

            Abz- GVRGP -4-Nitro -Phe 320 420 5 10 480 

   N-Me-Abz- GVRGP -Trp 280 355 5 10 500 

    Lys(Dnp)-  GVRGP -Trp 280 360 5 10 650 

   Abz-GG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 320 420 5 10 530 

  Abz-AEGG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 320 420 5 10 530 

Abz-DFLAEGG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 320 420 5 10 530 

                  Abz- GVRGP R-3-Nitro -Tyr 320 420 5 10 530 

 

Für das rekombinanten Batroxobin zeigten die meisten Substrate auch über einen längeren Zeitraum 

von 30 min keinen messbaren Signalanstieg in der Fluoreszenzmessung (Daten nicht gezeigt). Das 

einzige Peptidsubstrat, welches einen messbaren Umsatz mit Trypsin ergab, war das Abz-GVRGP-3-

Nitro -Tyr (Abbildung 46). Daher wurde das Fluorophor/Quencher-Paar Abz/3-Nitro -Tyr 

weiterverwendet und die Aminosäuresequenz basierend auf der Sequenz der Spaltstelle des Fibrinogen 

A-Peptids verlängert (Abbildung 45). Die Arbeiten zu den neuen Substraten verliefen parallel zur 

Optimierung der Expression des Batroxobins. Um die Charakterisierung der FRET-Substrate zeitgleich 

weiterzuführen,  wurde parallel mit kommerziellem Batroxobin, welches aus dem Schlangengift isoliert 

worden ist, weitergearbeitet. 

 



   

107 

0 200 400 600

0

50

100

F
lu

o
re

s
z
e
n

z
 [
a

.u
.]

Zeit [s]
 

Abbildung 46: Umsatz des FRET Substrats Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr (500µM) mit 0,84 µM Trypsin 

 

Die Aktivität der synthetisierten FRET-Substrate wurde erneut mit dem kommerziellem Batroxobin 

(Pentapharm, isoliert aus dem Schlangengift von Botrops atrox) und Trypsin (Sigma Aldrich, aus 

Schweinepankreas) wie zuvor am Fluoreszenzspektrometer gemessen. Für die Trp-haltigen Substrate 

wurden aufgrund der Anregung bei 280 nm UV-Makro-Quarzküvetten verwendet und die restlichen 

Substrate wurden in PS-Mikro -Einwegküvetten gemessen. Die Einstellungen des 

Fluoreszenspektrometers für Extinktion s- und Emissionswellenlänge, Extinktions- und 

Emissionsspaltbreiten und Detektorspannung sind in Tabelle 40 angegeben. Die Substratlösungen 

wurden im Küvettenhalter des Fluoreszenzspektrometers eingesetzt und auf 37°C gewärmt. Die Messung 

der Fluoreszenz wurde gestartet und erst danach wurde das Trypsin bzw. Batroxobin mit einer 

Konzentration von 0,84 µM bzw. 1 BU hinzugegeben.  

 

Die hohen Substratkonzentrationen, die für die Bestimmung des Umsatzfaktors erforderlich sind, führen 

zu einer großen Anzahl absorbierender Chromophore in der Lösung. Dies kann zu einem Abfall der 

Intensität des Anregungslichts in der Probe führen, so dass nicht alle Fluorophore angeregt werden. 

Außerdem kann ein Teil des emittierten Lichts von den umgebenden Chromophoren (Donor und/oder 

Akzeptor) reabsorbiert werden, so dass es den Detektor nicht erreichen kann (Abbildung 47). 

Infolgedessen ist die gemessene Fluoreszenzintensität vermindert, was zu einer nichtlinearen Beziehung 

zwischen der Produktkonzentration und dem Fluoreszenzsignal führt und letztlich zu einer 

Unterschätzung der tatsächlichen Umsatzgeschwindigkeit. Dieser sogenannte Inner-Filter-Effekt (IFE) 

ist ein Maß dafür ist, um wieviel Prozent, das Signal geschwächt wird. Der IFE wurde für die einzelnen 

FRET-Substrate nach Gl. (22)  bestimmt, indem der Inner-Filter-Faktor, welches das Verhältnis der 

Fluoreszenzintensität eines Fluorophors ohne FRET-Substrat zur Fluoreszenzintensität in Anwesenheit 

des zugehörigen FRET-Substrats mit einer Konzentration von 500 µM (entsprechend der Konzentration 

bei der Aktivitätsbestimmung der FRET-Substrate) wiedergibt, berechnet wurde (Gl. (23) ).  

 

 

(22)   ὍὊὉ Ϸ ρ ρzππ 

 

(23)   ὍὊὊ   
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In Tabelle 41 sind die Inner-Filter-Effekte für die FRET-Substrate aufgelistet. Man kann erkennen, dass 

mit Ausnahme von Abz-GVRGP-4-Nitro -Phe durchgehend hohe prozentuale IFE von > 94% vorliegen. 

Dies bedeutet, dass bei 8 von 11 FRET-Substraten nur 1-5% Fluoreszenzsignal gemessen wurden. Bei 

Lys(Dnp)-GVRGP-Trp und Trp-GVRGP-Lys(Dnp) erreicht der IFE sogar einen Wert von 99,8% bzw. 

99,7%, sodass < 1% des eigentlichen Signals gemessen werden. Diese hohen IFE resultieren aus der 

Tatsache, dass im Messaufbau Küvetten mit einer großen Schichtdicke von 10 mm verwendet wurden. 

Je höher die Schichtdicke, desto größer ist der Lichtweg, auf dem die Moleküle das Anregungs- und 

Emissionslicht absorbieren und angeregt werden können.  

 

Tabelle 41: Inner-Filter Effekt (IFE) der FRET-Substrate 

FRET-Substrat IFE [%]  

                  Abz-  GVRGP -3-Nitro -Tyr 94,9 

                  Abz-  GVRGP -Lys(Dnp) 96,7 

       N-Me-Abz-  GVRGP -Lys(Dnp) 97,2 
                  Trp-  GVRGP -Lys(Dnp) 99,8 

                  Abz-  GVRGP -4-Nitro -Phe 49,7 

       N-Me-Abz-  GVRGP -Trp 98,2 

         Lys(Dnp)-  GVRGP -Trp 99,7 

            Abz-GG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 94,9 

       Abz-AEGG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 94,9 

Abz-DFLAEGG GVRGP R-3-Nitro -Tyr 94,9 

                  Abz- GVRGP R-3-Nitro -Tyr 94,9 

 

Abbildung 47: Schema zum Inner-Filter-Effekt 

 

Um die gemessene Fluoreszenzintensitäten mit den ermittelten IFE in Konzentrationen umzurechnen, 

wurden die Kalibriergeraden für die Fluoreszenz der Fluorophore in Anwesenheit der entsprechenden 

Menge des verwendeten FRET-Substrates, welche zu Beginn der Messung eingesetzt wurde, bestimmt. 

Die Kalibriergeraden sind im Anhang unter 3.13.6 gezeigt. Eine Übersicht der linearen 

Anfangsgeschwindigkeiten für den Umsatz durch Trypsin und Batroxobin ist in Abbildung 48 dargestellt. 

Beim Umsatz durch Trypsin ergaben sich die niedrigsten linearen Anfangsgeschwindigkeiten für die 

beiden FRET-Substrate mit dem Donor-Quencher-Paar Trp und Lys(Dnp). Die linearen 

Anfangsgeschwindigkeiten v0 betrugen 0,5 bzw. 0,9 µM/min. Der beste Umsatz ergab sich für das 

Substrat N-Me-Abz-GVRGP-Trp mit einer v0 von 83,2 µM/min. Bei der Betrachtung der absoluten 

Fluoreszenzintensität zeigte sich jedoch, dass das Signal sehr schwach ausgeprägt ist (Daten nicht 

gezeigt). Dies ist auf den relativ niedrigen Extinktionskoeffizienten von 5600 L M-1 cm-1 und den bereits 

erwähnten hohen IFE zurückzuführen.249 Beim Umsatz durch Batroxobin ist ein ähnlicher Trend für die 

linearen Anfangsgeschwindigkeiten zu beobachten wie beim Umsatz durch Trypsin. Es gilt zu beachten, 

dass die Konzentration an aktivem Trypsin um den Faktor von etwa 100 höher ist als aktives Batroxobin. 

Die linearen Anfangsgeschwindigkeiten für den Umsatz mit Batroxobin sind insgesamt um einen Faktor 

von etwa 250 niedriger als für die Reaktion mit Trypsin. Die Lys(Dnp) -Trp Substrate schneiden auch in 

diesem Fall mit einer v0 von 0,012 bzw. 0,003 µM/min am schlechtesten ab. Der beste Umsatz ergibt 

sich für das Substrat N-Me-Abz-GVRGP-Trp mit einer v 0 von 0,27 µM/min. Ein besonderer Fall ist das 

Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr, das durch Batroxobin tatsächlich deutlich schlechter umgesetzt wird als durch 

Trypsin. 
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Abbildung 48: Übersicht über die linearen Anfangsgeschwindigkeiten der FRET-Substrate(links) beim Umsatz durch 0,84 µM Trypsin 

(entspricht ~ 100 U) und (rechts) beim Umsatz durch 1 BU Batroxobin  

 

 

 

4.6.2.1. Die Charakterisierung von optimierten FRET-Substraten 

 

Ausgehend vom FRET-Paar Abz-/ -3-Nitro -Tyr, welches in den ersten Messungen ohne Berücksichtigung 

der IFE die beste Umsatzgeschwindigkeit geliefert  hatte (siehe Abbildung 46), wurde in diesem Ansatz 

versucht, durch Sequenzverlängerung basierend auf der Sequenz der Spaltstelle des Fibrinogen A-

Peptids248 (Abbildung 45), die Bindung an das Enzym und damit die Umsatzgeschwindigkeit zu 

verbessern. Dabei wurden im ersten Peptid Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr eine weitere AS an der Position P3  ̂

hinzugefügt und die weiteren Verlängerungen mit jeweils zwei bzw. drei AS erfolgten auf der N-

terminalen Seite vor der Spaltstelle. Die Anfangsgeschwindigkeiten der FRET-Substrate mit den 

verlängerten Aminosäuresequenzen für den Umsatz durch Trypsin und Batroxobin sind in Abbildung 49 

dargestellt. Beim Umsatz durch Trypsin ist beim Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr mit nur einer zusätzlichen 

Aminosäure, Arginin in P3´ -Position im Vergleich zum Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr, eine Steigerung des v0 

um den Faktor 3,3 von 61 auf 202 µM/min zu erkennen. Die v0 der längeren FRET-Substrate liegen bei 

ähnlichen Werten von 210-225 µM/min, wohingegen bei Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr im Vergleich 

eine niedrigere v0 von 130 µM/min vorliegt. Beim Umsatz durch Batroxobin gibt es einen deutlichen 

Trend der Zunahme der v0 mit längerer Aminosäuresequenz. Die Verlängerung um eine weitere 

Aminosäure in P3´ -Position führt in diesem Fall bereits zu einer Steigerung der v0 von 0,019 auf 1,4 

µM/min. Dies entspricht einen Faktor von ca. 73. Die v0 bei Abz-GGGVRGPR-3-Nitro -Tyr ist mit 7,5 

µM/min nochmal  höher, was einem Faktor von etwa 5 entspricht in Vergleich zum vorherigen FRET-

Substrat. Die Verlängerung um die Aminosäuren Alanin und Glutaminsäure in P5- und P6-Position führt 

auch beim Umsatz durch Batroxobin zu einer Verminderung der v0, in diesem Fall von 7,5 auf 6,3 

µM/min. Einen weiteren Anstieg des v0 um einen Faktor ca. drei von 6,3 auf 22 µM/min wurde für das 

längste Peptid verzeichnet. 
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Abbildung 49: Übersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten für die optimierten FRET-Substrate (links) beim Umsatz durch 0,84 µM 

Trypsin.und (rechts) beim Umsatz durch 1 BU Batroxobin. 

 

 

Bei der Beurteilung der Umsatzeffizienz bei Hinzufügen weiterer Aminosäuren zur Spaltsequenz ist zu 

berücksichtigen, dass die Fluorophore die Bindestelle der jeweils nächsten Aminosäure einnehmen. Das 

Besetzen der Bindestelle von Arginin an der Position P3^ gl ?`x-GVRGP-3-Nitro -Tyr durch das 3-Nitro -

Tyr (3NT)  könnte somit die Interaktion des Substrats mit seinem aktiven Zentrum beeinträchtigen, was 

zu einer Verringerung des Umsatzes durch Batroxobin führt. Im Falle des hinzugefügten positiv 

geladenen Arginin aus der natürlichen Substratsequenz, könnten elektrostatische Wechselwirkungen mit 

negativ geladenen Resten im aktiven Zentrum von Batroxobin stattfinden und so die Bindungsaffinität 

zum Protein verbessern. Darüber hinaus ist 3NT eine große Aminosäure, und ihre Anwesenheit an der 

Position P3^ iĂllrc _safeine sterische Hinderung oder eine Änderung der Konformation der Reste im 

aktiven Zentrum verursachen, was die Gesamtstabilität des Proteins und die Interaktion mit dem 

Substrat beeinträchtigt. Dies erklärt die deutliche Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit beim ersten 

verlängerten Substrat Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr, wo das 3NT nicht mehr die Bindestelle vom Arginin in 

N1^ cgllgkkr* qmlbcpldie der nächsten AS gl N2^nach der Spaltstellensequenz in Abbildung 45, was 

Val, Leu oder Ile entspricht. Die Wechselwirkung von Arginin in der Bindungsstelle S3´ führt zu einer 

weiteren Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit im Vergleich zum vorherigen Substrat. In diesem Fall 

wirkt die Besetzung der Bindestelle durch das 3NT nicht beeinträchtigend. Dies ist mitunter  aus der 

Tatsache abzuleiten, dass diese Position zwischen dem Fibrinogen aus den verschiedenen Spezies nicht 

konserviert ist und eine gewisse Flexibilität bei der bei der Bindung von Aminosäureresten erlaubt. Bei 

den Verlängerungen links von der Spaltstelle ist ebenfalls ein Trend in Richtung Verbesserung der 

Aktivität beobachtet worden. Dies lässt sich dadurch erklären, dass in diesem Fall ebenfalls die Besetzung 

der Bindestellen von Gly, Glu und Leu durch Abz durch die jeweils nächste Verlängerung aufgehoben 

wurden. Durch die längeren Substrate sind mehr spezifische Kontakte möglich sind und die Affinität 

zum Substrat wird erhöht . Was die Zunahme der Aktivität des Substrats mit hinzugefügtem Glu angeht, 

sei bemerkt, dass das Abz im vorherigen Substrat möglicherweise eine spezifische Bindungsstelle besetzt, 

die für die Konformation des Enzyms entscheidend ist, sodass deren Freisetzung ebenfalls zur Steigerung 

der Aktivität des Enzyms führen könnte, indem das Substrat effizienter gebunden werden kann.  
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4.6.3. Verringerung des Inner-Filter Effekts 

 

Die hohen IFE für die FRET-Substrate beeinträchtigen die Fluoreszenzmessungen und verfälschen die 

Messungen. Aus diesem Grund wurde versucht den IFF, also das Verhältnis der Fluoreszenzintensität 

des entsprechenden Fluorophors in Anwesenheit des zugehörigen FRET-Substrats zur 

Fluoreszenzintensität ohne FRET-Substrat (siehe 4.6.2, Gl.(23) ), zu minimieren. Dazu wurden zum 

einen Messküvetten mit geringerer Schichtdicke und anderer Anordnung getestet. Darüber hinaus 

wurden die Anregungs- und Emissionswellenlänge bei der Messung geändert, um die Absorption durch 

die FRET-Substrate in der Lösung zu verringern. Zur Bestimmung des IFF in Abhängigkeit von der 

Wellenlänge wurde jeweils 50 µM Anthranilsäureamid (ASA), welches dem Fluorophor Abz konjugiert 

an das gespaltene Peptidfragment entspricht, in die Küvetten pipettiert und die Fluoreszenz in 

Anwesenheit von 200 µM des FRET Peptids Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr für den Anregungsbereich von 300-

360 nm jeweils bei Emissionswellenlängen von 420, 440, 460, 480 und 500 nm und einer 

Detektorspannung von 500 V gemessen. Nach Abzug des Hintergrundsignals wurden die IFF aus dem 

Verhältnis der jeweiligen Fluoreszenz ohne FRET Peptid berechnet und gegen die Anregungswellenlänge 

aufgetragen. Zum besseren Verständnis der Wellenlängenabhängigkeit des IFF sind die Absorptions- und 

Fluoreszenzspektren vom Anthranilsäureamid in Abbildung 50 dargestellt. 

    

 

                 

                   

Abbildung 50: (Links) Absorptionsspektrum von Anthranilsäureamid (langwelliges Maximum bei 330 nm). (Rechts) 

Fluoreszenzspektrum von Anthranilsäureamid. Anregung 200-450 nm bei 420 nM Emissionswellenlänge gemessen, Emission 300-750 

nm bei 320 nm Anregungswellenlänge gemessen. Exitationsmaximum bei 330 nm und Emissionsmaximum bei 420 nm. 

  

Im ersten Ansatz wurden die bisher genutzten Quarz-Makroküvetten zur Messung der IFF in 

Abhängigkeit der Anregungs- und Emissionswellenlängen verwendet. Bei Wellenlängen außerhalb des 

Absorptionsmaximums wird ein geringerer Teil des Anregungs- und kurzwelligen  Emissionslichts durch 

den gelösten Fluorophor in der Lösung absorbiert. Die resultierenden Kurven für die IFF sind in 

Abbildung 51 dargestellt. Das Absorptionsmaximum von 2-Aminobenzamid liegt bei etwa 330 nm. Wenn 

die Anregungswellenlänge über diesen Bereich hinausgeht, kann immer weniger von dem Molekül Licht 

absorbieren. So nimmt auch der IFF ausgehend von den höchsten Werten beim Anregungsmaximum 

immer weiter ab, je weiter die Anregungswellenlänge erhöht wird. Das Minimum lag mit einem IFF von 

etwa 1,15 bei 365-370 nm. Der Unterschied zwischen den verschiedenen Emissionswellenlängen war 
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dabei sehr gering und zu vernachlässigen. Ab 380 nm Anregung war das Fluoreszenzsignal bereits so 

schwach, dass das Hintergrundrauschen zu einer hohen Streuung der IFF führte. 
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Abbildung 51: Inner-Filter Effekte für die Fluoreszenzmessung in Makro-Quarzküvette. Die Detektorspannung des Photomultipliers 

betrug 500 V für alle Messungen. 50 µM Anthranilsäureamid wurden jeweils mit und ohne 200 µM Peptidsubstrat Abz-GVRGPR-3-

Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet. 

 

Im zweiten Ansatz wurden Dreiecksküvetten in Front-Face Anordnung getestet (siehe Schema in 

Abbildung 52). Durch diese Anordnung soll gewährleistet werden, dass der Lichtweg durch die Probe 

möglichst gering ist. Dadurch ist es möglich, die Fluoreszenz in einer konzentrierten Lösung oder sogar 

in festem Zustand (pulverisierte Proben und intaktes Gewebe) zu messen.250 Bei dieser Anordnung trifft 

das Anregungslicht nur auf die Oberfläche der festen Probe oder dringt über eine sehr kurze Strecke in 

die flüssige Probe ein. Die IFF in der Dreiecksküvette in Front-Face Anordnung für den Anregungsbereich 

von 300-360 nm bei den jeweiligen Emissionswellenlängen von 420, 440, 460, 480 und 500 nm sind in 

Abbildung 52 dargestellt. Bei den Emissionswellenlängen 480 und 500 nm war die Intensität des 

Fluoreszenzsignals sehr gering, sodass die Streuung der IFF aufgrund des Hintergrundrauschens sehr 

hoch ist. Bei den übrigen Emissionswellenlängen ist ein Minimum des IFF bei ca. 330 nm zu beobachten. 

Die IFF betragen im Minimum etwa 1,6 für die Emission bei 420 nm und etwa 1,2 für die Emissionen 

bei 440 und 460 nm. Ein weiterer Störfaktor für die Wahl der Dreiecksküvetten ist das Artefakt eines 

Peaks bei 370 nm (nicht dargestellt), der vermutlich durch Reflexion verursacht wird.  
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Abbildung 52: Inner-Filter Effekt für Front-Face Anordnung der Dreiecksküvette. 50 µM Anthranilsäureamid wurden jeweils mit und 

ohne 200 µM Peptidsubstrat Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet. 

 

Beim letzten Küvettenmodell, für das der IFF gemessen wurde, handelt es sich um Mikro-Quarzküvetten 

mit einem Querschnitt von 2x10 mm. Aufgrund der unterschiedlichen Weglängen sind zwei 

verschiedene Anordnungen im Strahlengang möglich, parallel und senkrecht zum Anregungslicht. In 

Abbildung 53 sind die IFF für die parallele Anordnung dargestellt. Der Verlauf der Kurven für die 

verschiedenen Emissionen ist ähnlich wie für die Makro-Quarzküvette (Abbildung 51). Der Unterschied 

zwischen den Emissionswellenlängen ist vernachlässigbar klein. Die IFF nehmen von einem Anfangswert 

von 2,7-2,8 bei 300 nm mit zunehmender Anregungswellenlänge bis zu einem Minimum von 1,7 bei 

365 nm kontinuierlich ab. Die IFF ab 380 nm sind aufgrund des bereits erwähnten schwachen Signals 

gegenüber dem Hintergrundrauschen mit einem hohen Fehler versehen und damit nicht aussagekräftig. 

Bei der senkrechten Anordnung der Küvette zum Lichtweg fällt auf, dass die IFF zwar auch hier von 300 

bis 360 nm kontinuierlich abnehmen, jedoch in einem geringeren Ausmaß. Ein weiterer Unterschied ist, 

dass sich die IFF in Abhängigkeit von der Emissionswellenlänge stark unterscheiden. Mit zunehmender 

Emissionswellenlänge nimmt die IFF ab, da mit zunehmender Emissionswellenlänge weniger Licht von 

den absorbierenden Molekülen abgeschwächt wird . Bei Wellenlängen von 420 und 440 nm ist die IFF 

mit 3 -3,3 verhältnismäßig hoch, wohingegen die Wellenlängen 480 und 500 nm niedrigere IFF-Werte 

von 1,8-2 bzw. 1,5-1,6 zeigen. Bei 460 nm Emissionswellenlänge liegen die IFF-Werte ebenfalls auf 

hohem Niveau von 2,4-2,6. 
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Abbildung 53: Inner-Filter Effekt für Mikro-Quarzküvette in paralleler Anordnung zum Lichtweg. 50 µM Anthranilsäureamid wurden 

jeweils mit und ohne 200 µM Peptidsubstrat Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet. 
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Abbildung 54: Inner-Filter Effekte für Mikro-Quarzküvette in senkrechter Anordnung zum Lichtweg. 50 µM Anthranilsäureamid wurden 

jeweils mit und ohne 200 µM Peptidsubstrat Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet. 
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Bei zusammenfassender Betrachtung sind die Makro-Quarzküvetten aufgrund des niedrigsten IFF-

Wertes von ca. 1,15 bei einer Anregung von 365 nm und Messung der Emission bei 460 nm am besten 

geeignet für die Fluoreszenzmessungen der FRET-Substrate. Jedoch wurde aufgrund des hohen 

Verbrauchs an Reagenz bei Verwendung der Makro-Küvetten auf die Mikro-Küvette in paralleler 

Anordnung mit einer Anregungswellenlänge von 365 nm und einer Emissionswellenlänge von 460 nm 

zurückgegriffen. Die optimalen Wellenlängen entsprechen dabei 365 nm für die Anregung und 460 nm 

für die Emission, da der beste Kompromiss aus einem niedrigen IFF-Wert von 1,7 und einem 

Emissionssignal mit ausreichend starker Intensität vorliegt. 

 

Ein weiterer Test zum Inner-Filter Effekt war die Bestimmung der Konzentrationsabhängigkeit vom 

FRET-Substrat. Dazu wurden die IFE für 0,005 µmol und 0,025 µmol Anthranilsäureamid (ASA) jeweils 

in Anwesenheit von 15 bis 500 µM des FRET Peptids Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr in Makro-Quarzküvetten 

bestimmt (siehe Tabelle 42). Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren vom Fluorophor Abz-GVRGP-3-

Nitro -Tyr sind in Abbildung 55 dargestellt. Peptidkonzentrationen von 15 bis 500 µM wurden sind so 

gewählt, da sie den typischen Werten für den Zwei-Felder-Assay entsprechen (1-2 KM für die niedrige 

Substratkonzentration und etwa 10x KM für die hohe Substratkonzentration) .  
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Abbildung 55: (Oben) Absorptionsspektrum von Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr (50µM). (Links) Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-

GVRGP-3-Nitro-Tyr (500 µM) und (Rechts) nach Spaltung. (Excitation 320 nm, Emission 420 nm, Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 

500V) 
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Die Auftragung der IFE gegen die Konzentration des FRET-Peptids ist in Abbildung 56 gezeigt. Es ist zu 

erkennen, dass der IFE erwartungsgemäß bei Zunahme der Konzentration des anwesenden FRET-

Substrats hyperbolisch zunimmt. Bei 500 µM ist bereits ca. 70 % des IFE erreicht. Dies zeigt, dass die 

effektivste Methode zur Minimierung des IFE die Verwendung von niedrigeren Substratkonzentrationen 

ist. Aufgrund der begrenzten Sensitivität der verwendeten Fluoreszenzspektrometers und der geringen 

Fluoreszenzintensität der FRET-Substrate war es jedoch unausweichlich, höhere Konzentrationen von 

mindestens 500 µM zu verwenden, um noch ausreichend messbare Signale zu erhalten. 

 

Tabelle 42: Übersicht der IFF und IFE in Anwesenheit des FRET Peptids Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr mit jeweils 0,005 µmol und 0,025 µmol 

Anthranilsäureamid. 

 0,005 µmol Anthranilsäureamid 0,024 µmol Anthranilsäureamid 

Konzentration des 

FRET-Substrats 

Inner-Filter Faktor Inner-Filter Effekt  Inner-Filter Faktor Inner-Filter Effekt 

µM 
 

%  % 

15 1,0 0,0 1,0 0,0 

30 1,0 2,4 1,0 4,7 

50 1,1 8,2 1,1 6,4 

70 1,2 18,5 1,2 17,9 

80 1,3 22,7 1,3 24,4 

100 1,3 22,9 1,4 27,2 

200 1,8 45,3 1,8 45,7 

250 1,8 43,0 1,8 44,8 

350 2,9 65,6 2,9 65,3 

500 3,6 72,0 3,3 69,8 
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Abbildung 56: Abhängigkeit des Inner-Filter Effekts von der Konzentration des FRET Peptids Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr mit 0,005 µmol 

und 0,025 µmol Anthranilsäureamid in Duplikaten bestimmt. 
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Aus diesen Messungen wird deutlich dass der Inner-Filter Effekt der FRET-Substrate einen deutlichen 

Einfluss auf die Fluoreszenzmessungen hat und die Kalibrierung des Fluoreszenzsignals beim 

Substratumsatz durch Messung der Kalibrierkurven in Anwesenheit der entsprechenden Menge des 

jeweils verwendeten FRET-Substrates erfolgen muss (siehe 3.13.6). 

 

4.6.4. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter für die FRET-Substrate und Durchführung des 

Kompetitionsassays 

 

Die KM-Werte des kommerziellen Batroxobins (Pentapharm) wurden für die ausgewählten FRET-

Substrate mit verlängerter AS-Sequenz nach Vorschrift in 3.13.4 in Einfachmessungen bestimmt (Tabelle 

43). Die niedrigste KM und zugleich die höchste vmax ergaben sich für das drittlängste und das längste 

FRET-Substrat mit 169 ± 1 µM und 11 ± 1 nmol min -1 BU-1 bzw. 215 ± 19 µM und 

18 ±  3 nmol min -1 BU-1. Die KM-Werte für die FRET-Substrate Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr und 

Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr lagen dagegen lediglich bei 895 ± 94 und 915 ± 120  µM. Die KM von 

Thrombin lag für das beste Substrat Z-GPR-AMC vergleichsweise bei 20 ± 2,1 µM. Für die 

Kompetitionsassays wird eine niedrige Konzentration mit 0,2-fach bis zweifacher KM für die erste 

Messung und eine hohe Konzentration von 10-fach KM für die zweite Referenzmessung benötigt. 

Aufgrund des Konzentrationsbereichs von Fibrinogen für den Kompetitionsassay wird eine KM von 

maximal 200 µM benötigt, da sonst die hohe Konzentration aufgrund der Löslichkeit der Substrate nicht 

mehr realisierbar ist und der IFE des Substrats im Kompetitionsassay zu hoch wird. Die Substrate mit 

einer KM von 895 ± 94 und 915 ± 120 µM kommen somit für einen Kompetitionsassay mit Fibrinogen 

nicht in Frage und wurden nicht weiter berücksichtigt . Die Streuung der Messwerte über den 

Lineweaver-Burk-Plot und über die Michaelis-Menten-Funktion in Origin waren für die meisten 

Substrate ungewöhnlich hoch (siehe Anhang 6.7). Daher wurden die enzymkinetischen Parameter für 

das beste getestete FRET-Substrat, d.h. Abz-GGGVRGPR-3-Nitro -Tyr, mit mehr Substratkonzentrationen 

erneut bestimmt. Das Lineweaver-Burk-Diagramm zeigte eine Regressionsgerade mit höherem 

Bestimmtheitsmaß von 0,99 (Abbildung 57, links). Es wurde eine KM von 395 ± 53  µM bestimmt und 

die vmax betrug 3 ± 1  nmol min -1 BU-1. 

 

Tabelle 43: Übersicht der KM und vmax-Werte für den Umsatz ausgewählter FRET-Substrate mit 1 BU Batroxobin. 

FRET-Substrat KM [µM]  vmax [nmol  min -1 BU-1]  

         Abz- GVRGPR-3-Nitro -Tyr 895 ± 94  1 ± 0,1  

Abz-GG GVRGPR-3-Nitro -Tyr 169 ± 1  11 ± 1  

Abz-AEGG GVRGPR-3-Nitro -Tyr 915 ± 120  6,5 ± 1  

Abz-DFLAEGG GVRGPR-3-Nitro -Tyr 215 ± 19  18 ± 3  
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Abbildung 57: (Links) Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU hochreinem Batroxobin 

(Pentapharm). Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-

Messung von Batroxobin mit dem Substrat Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr im Konzentrationsbereich von 15 bis 500 µM. Die ermittelte 

Regressionsgerade ist v0
-1= 125624 ± 2160 min µmol-1 µM * c-1 + 318 ± 55 min µmol-1. (Rechts) Umsatzfaktorkurve für 100 µM und 2000 

µM Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU in Anwesenheit von 0 bis 3 mg/mL Fibrinogen. 

 

Der Kompetitionsassay wurde zunächst mit Abz-GGGVRGPR-3-Nitro -Tyr durchgeführt. Aufgrund der 

begrenzten Löslichkeit und der Problematik mit dem Inner-Filter Effekt wurden als hohe und niedrige 

Konzentration für das Substrat 100 µM (entspricht 0,25x KM) und 2000 µM (entspricht 5x KM)  festgelegt. 

Die Umsatzfaktorkurve wurde bestimmt und ist in Abbildung 57 rechts dargestellt. Die Kurve weist 

keinen klaren Trend auf und die Umsatzfaktoren unterscheiden sich nur sehr geringfügig für die 

einzelnen Fibrinogenkonzentrationen mit Werten zwischen 1,5 bis 1,7. Bei Berechnung der 

theoretischen Umsatzfaktoren anhand der Gl. (17)  in Kapitel 1.3.3 war eine simulierte 

Umsatzfaktorkurve mit einer dynamischen Breite zwischen 4 und 14 zu erwarten. Bei Betrachtung der 

einzelnen Umsatzkurven für 100 µM und 2000 µM Substrat in Abhängigkeit der 

Fibrinogenkonzentration lässt sich erkennen, dass sich die Umsatzgeschwindigkeiten zwischen den 

beiden Konzentrationen kaum unterscheiden. Der Bereich der gewählten Substratkonzentrationen ist 

somit nicht ausreichend groß, sodass die Voraussetzung das Zwei-Felder-Prinzip nicht erfüllt ist. Dies ist 

auf die hohe KM des Substrats zurückzuführen. Des Weiteren war auch bei der niedrigeren 

Substratkonzentration kein großer Effekt durch die Kompetition mit dem Fibrinogen zu erkennen. Eine 

weitere Erniedrigung der Substratkonzentration führte ebenfalls zu keiner deutlichen Inhibierung des 

Substratumsatzes bei Anwesenheit von 0,5-3 mg/mL Fibrinogen , was darauf schließen lässt, dass die 

Batroxobin-Probe möglicherweise weitere Proteasen enthalten könnte, die unabhängig von der 

Kompetition durch das Fibrinogen einen Hintergrundumsatz erzeugen. Diese Annahme wird auch durch 

das SDS-PAGE Gel des verwendeten kommerziellen Batroxobin-Präparats in Abbildung 58 bekräftigt. Es 

sind neben der Batroxobin-Bande weitere Banden im Gel zu sehen, die auf andere Proteasen aus dem 

Schlangengift deuten könnten. Um zu bestimmen, welche der Banden in einem SDS-PAGE Gel von einer 

Serinprotease stammen, könnte eine In-gel-Protease-Aktivitätsfärbung durchgeführt werden, bei der das 

SDS-PAGE Gel nach der Elektrophorese in einem Puffer inkubiert wird, der den optimalen pH-Wert und 

die Ionenstärke aufrechterhält und dadurch die Aktivität der Protease unterstützt. Andernfalls lässt sich 

auch eine nicht-denaturierende PAGE durchführen um die Aktivität der Serinproteasen in der zu 

untersuchenden Probe aufrechtzuerhalten. Anschließend können durch Zugabe eines spezifischen 

signalgebenden Substrats, das von Serinproteasen erkannt und gespalten wird, diejenigen Banden 

visualisiert werden, welche Serinproteasen enthalten. Die Anwesenheit weiterer Proteasen würde sich 
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auch auf die KM Messung auswirken, sodass die bestimmten Werte nicht aussagekräftig sind und erneut 

mit neuem, reinem Batroxobin bestimmt werden müssten. 

 

 

 

Abbildung 58: SDS-PAGE Gel vom kommerziellen Batroxobin. Färbung durch Coomassie. Die Höhe der Batroxobinbande ist mit einem 

Pfeil gekennzeichnet (Duplikat, α.ά zeigt die Bahnen mit Batroxobin-ProbeΣ ά-ά ǾŜǊŘŜǳǘƭƛŎƘǘ ƭŜŜǊŜ Bahnen) 

 

4.6.5. Charakterisierung der FRET-Substrate unter optimierten Bedingungen 

 

 

4.6.5.1. Enzymkinetische Parameter 

 

Für die neue enzymkinetische Charakterisierung der FRET-Substrate unter optimierten Bedingungen 

wurden jeweils 250 µM Substrat bei 37°C durch 1 BU hochreines Batroxobin (welches freundlicherweise 

von Pentapharm unentgeltlich zur Verfügung gestellt wurde) in Quarz-Mikro küvetten (2x10 mm 

Lichtweg) mit paralleler Anordnung zum Strahlengang umgesetzt. Die Kalibriergeraden für die 

entsprechenden Substrate mit den spezifischen Fluoreszenzspektrometer-Einstellungen sind im Anhang 

unter 6.8 zu finden. Es wurden mindestens 6 Substratkonzentrationen zur Erstellung der 

Kalibriergeraden verwendet. Aufgrund der Tatsache, dass der IFE durch die Verwendung von 

Mikroküvetten und geringerer Konzentration von FRET-Substrat reduziert werden konnte, waren die 

linearen Anfangsgeschwindigkeiten um einen Faktor von etwa 10 höher im Vergleich zu der vorherigen 

Charakterisierung (vgl. Abbildung 49). Die linearen Anfangsgeschwindigkeiten lagen bei der neuen 

Charakterisierung der FRET Substrate zwischen 0,24 und 2,16 µM/min  (Abbildung 59). Die beiden Trp-

haltigen Substrate Lys(Dnp)-GVRGP-Trp und N-Me-Abz-GVRGP-Trp wiesen hierbei die niedrigsten v0 

mit 0,4 und 0,24 µM/min auf , wohingegen bemerkenswerterweise das FRET-Substrat mit N-terminalem 

Trp Trp-GVRGP-Lys(Dnp) die höchste v0 mit 2,16 µM/min aufwies. Die übrigen FRET-Substrate lagen 

mit einer v0 von 0,74 bis 1,22 µM/min dazwischen. 

   B       -        -        B 
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Abbildung 59: Übersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten für die FRET-Substrate beim Umsatz durch 1 BU hochreinem 

Batroxobin.  

 

Der anfangs mit selbst hergestelltem rekombinantem Batroxobin erhaltene Trend mit dem einzig 

messbaren Signal für das FRET-Substrat Abz-GVRGP-3-Nitro -Tyr ließ sich mit dem hochreinem 

kommerziellen Batroxobin nicht reproduzieren. Die Charakterisierung der FRET-Substrate unter 

optimierten Messbedingungen bestätigte, dass die Verlängerung der Aminosäuresequenz auf Grundlage 

der Spaltstelle von Fibrinogen die lineare Anfangsgeschwindigkeit deutlich steigert. Das Basissubstrat 

Abz-GVRGP-3-Nitro -Rwp `cqcrxr l_af bcp Qaflgrrqrcjjc bcq ?peglgl kgr Ejwagl bgc Nmqgrgml N/^ slb kgr

Npmjgl bgc Nmqgrgml N0^ gk @_rpmvm`gl,Bereits eine zusätzliche Aminosäure, Arginin in der P3´-Stelle 

erhöht v0 um den Faktor 5 von 0,75 auf 3,77 µM/min  und die Erweiterung durch zwei weitere Glycine 

in P3 und P4-Position sogar zusätzlich um den Faktor 10 von 3,77 auf 36,79 µM/min . Die AS Alanin an 

der Position P5 und Glutaminsäure an Position P6 haben keinen wesentlichen Einfluss auf v0. Ein 

weiterer deutlicher Anstieg ergibt sich durch die Erweiterung des FRET-Substrats um Asparaginsäure  an 

Position P7, Phenylalanin an Position P8 und Leucin an Position P9. Dabei steigt v0 von 37,63 auf 146,63 

µM/min.   
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Abbildung 60: Übersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten für die optimierten FRET-Substrate beim Umsatz durch 1 BU 

hochreinem Batroxobin. 

 

 

Die Bestimmung der KM-Werte für die FRET-Substrate mit dem neuen reinen Batroxobin ergab ebenfalls 

einen von der Länge des Peptidsequenz abhängigen Trend (Tabelle 44). Das kurze Substrat hatte mit 

1408 µM die höchste KM, dicht gefolgt von den beiden längeren Substraten mit 1023 und 1151 µM. Alle 

drei Peptide eigneten sich aufgrund ihrer hohen KM nicht für die Verwendung im Kompetitionsassay. Das 

längste Substrat hatte mit 339 µM die niedrigste KM und wurde für den Kompetitionsassay verwendet. 

Die vmax der optimierten FRET-Substrate mit dem hochreinen kommerziellen Batroxobin sind ebenfalls 

in Tabelle 44 dargestellt. Die höchsten Umsatzgeschwindigkeiten ergeben sich für das Abz-GGGVRGPR-

3-Nitro -Tyr mit 80 nmol min -1 BU-1 dicht gefolgt vom Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr mit 60 nmol 

min -1 BU-1. Im Vergleich zu den Umsatzgeschwindigkeiten des verunreinigten kommerziellen Batroxobin 

(siehe 4.6.4) haben sich die Umsatzgeschwindigkeiten für dieses hochreine Batroxobin um den Faktor 

von mindestens 5 erhöht. 

 

Tabelle 44: Übersicht der KM-und vmax-Werte beim Umsatz des FRET-Substrats durch 1 BU hochreinem Batroxobin. 

FRET-Substrat KM [µM]  vmax [nmol  min -1 BU-1]  

         Abz- GVRGPR-3-Nitro -Tyr 1408 5 

Abz-G GVRGPR-3-Nitro -Tyr 1023 80 

Abz-AEGG GVRGPR-3-Nitro -Tyr 1151 39 

Abz-DFLAEGG GVRGPR-3-Nitro -Tyr 339 60 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse zum Umsatz mit hochreinem Batroxobin 

aus Schlangengift mit verschiedenen FRET-Substraten neue Informationen liefern und das bekannte Bild 

der Fibrinogen-Batroxobin-Interaktion  ergänzen. Batroxobin gehört zur Familie der Serinproteasen. 

Batroxobin und Thrombin weisen Ähnlichkeiten in der Substratspezifität auf, da beide bevorzugt Arginin 

gegenüber Lysin an der Spaltstelle hydrolysieren.183 Jedoch sind auch gewisse Unterschiede zu erkennen, 

da Batroxobin an verschiedenen Positionen des Substrats eine andere Substratspezifität aufzeigt. So hat 

Thrombin eine starke Aktivität gegenüber Substraten mit Prolin an der P2-Position, während Batroxobin 

geringere Aktivität gegenüber solchen Substraten aufweist. Im Gegensatz dazu zeigt Batroxobin eine 

stärkere Aktivität als Thrombin gegenüber Substraten mit Leucin an der P2-Position, wie beispielsweise 

bei H-D-Val-Leu-Arg-p-Nitroanilid. Die FRET-Substrate, die in den Experimenten verwendet wurden, 

sind Peptidsequenzen, die auf der Spaltstelle von Fibrinogen basieren und von Batroxobin gespalten 

werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Länge und die Aminosäuresequenz der FRET-Substrate die 

Affinität und die enzymkinetischen Parameter von Batroxobin signifikant beeinflussen. Die niedrigsten 

KM-Werte wurden für das längste FRET-Substrat gefunden, während die KM-Werte für die kürzeren 

Substrate deutlich höher waren. Dies deutet darauf hin, dass die Verlängerung der Aminosäuresequenz 

auf Basis der Spaltstelle von Fibrinogen zu einer verbesserten Bindung von Batroxobin an das Substrat 

führt . Interessanterweise wurde jedoch festgestellt, dass die KM-Werte für die FRET-Substrate Abz-

GVRGPR-3-Nitro -Tyr, Abz-GGGVRGPR-3-Nitro -Tyr und Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr im Vergleich zur 

KM für den Umsatz mit Thrombin deutlich höher waren. Dies legt nahe, dass Batroxobin im Vergleich zu 

Thrombin eine geringere Affinität für diese Substrate aufweist, was auf Unterschiede in der 

Bindungsstelle oder im aktiven Zentrum hinweist. Die Verlängerung der Aminosäuresequenz auf der 

Basis der Spaltstelle von Fibrinogen führte zu einer deutlichen Steigerung der linearen 

Anfangsgeschwindigkeit, wobei insbesondere die zusätzlichen Aminosäuren Arginin an der Position P3´, 

Glycin an Positionen P3 und Asparaginsäure an Position P9 eine deutliche Verbesserung zeigten. Dies 

legt nahe, dass diese Aminosäuren in der Substratsequenz für die Wechselwirkung mit Batroxobin 

wichtig sind und die optimale Erkennung und Spaltung von Fibrinogen durch Batroxobin fördern.  Nicht 

natürliche AS an diesen Positionen werden dagegen nicht toleriert , was insbesondere im Fall des Nitro-

Tyr an der Arg-Position ist zu sehen ist. Die Wechselwirkung der zusätzlichen Aminosäuren am N-

Terminus lässt auf eine zusätzliche Bindungsstelle außerhalb des aktiven Zentrums im Batroxobin 

ähnlich des Anionen-Binding Exosite in der Fibrinogen-Thrombin-Interaktion schließen, die durch die 

negativen geladenen Reste in der verlängerten Sequenz des FRET-Substrates gebildet wird.   

 

4.6.5.2. Kompetitionsassay mit dem Substrat mit niedrigstem KM 

 

Der Kompetitionsassay wurde mit dem längsten Substrat Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr im 

Triplikat durchgeführt. Für die niedrigere Konzentration des Substrats wurde 20 µM (~0,06x K M) 

gewählt und für die höhere Konzentration aufgrund der begrenzten Löslichkeit und des IFE 2000 µM 

(~6x K M). Die so bestimmte Umsatzfaktorkurve ist links in Abbildung 61 dargestellt. Obwohl eine 

Konzentration von etwa 10x KM für die hohe Substratkonzentration eingesetzt werden sollte, um bei der 

höheren Konzentration den Einfluss von Fibrinogen als Kompetitor möglichst gering zu halten, wurde 

eine Umsatzfaktorkurve erhalten, die eine große dynamische Breite zwischen ca. 1,6 und 10 für den 

Konzentrationsbereich von 0-4 mg/mL Fibrinogen aufweist und damit eine gute Korrelation zwischen 

Umsatzfaktor und Fibrinogenkonzentration zulässt. Die Standardabweichung der Umsatzfaktoren bei 

den einzelnen Fibrinogenkonzentrationen ist sehr gering, was ebenfalls für eine verlässliche 

Konzentrationsbestimmung des Fibrinogens wichtig ist. Die berechnete Umsatzfaktorkurve mit einer KM 

von Batroxobin für Fibrinogen von 0,125235 (Abbildung 61, rechts) ergibt eine viel steilere 

Sättigungskurve, deren dynamische Breite zwischen ca. 16 und 95 verläuft und um den Faktor 10 von 
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der gemessenen Umsatzfaktorkurve abweicht. Um die tatsächlich gemessene Umsatzfaktorkurve 

anzunähern, mussten die Werte der simulierten Umsatzfaktorkurve folgendermaßen angepasst werden: 

Die KM(F) müsste bei 0,4 µM und damit höher als der Literaturwert  liegen, wohingegen die höhere 

Substratkonzentration [S2] = 500 µM und KM(Substrat)= 10 µM betragen müsste. Dies deutet darauf hin, 

dass sowohl die tatsächlichen Substratkonzentrationen als auch die aus den Messungen bestimmten 

enzymkinetischen Parameter durch die Anwesenheit von BSA in der Fibrinogenprobe bzw. aufgrund der 

Verunreinigung des Substrats (Reinheit ca. 85%) verfälscht worden sind.  
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Abbildung 61: (Links) Umsatzfaktorkurve für die Kompetition von Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr und Fibrinogen bei Umsetzung 

durch Batroxobin. Die lineare Regression für die Umsatzkurve kann im linearen Bereich von 0-2 mg/mL mit der Funktion y = 1,7 + 2,6 ml 

mg-1 c(FG) beschrieben werden. Die gestrichelte Linie entspricht der angepassten Umsatzfaktorkurve mit bestmöglichen Fit unter 

Verwendung der Werten KM(Fg)= 0,4 µM,  KM(Substrat)= 10 µM, [S1]= 20 µM, [S2]= 500 µM. (Rechts) Berechnete Umsatzfaktorkurve bei 

Verwendung des literaturbekannten Wertes für KM(Fg)=0,125 µM und des gemessenen vmax. 

 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und Informationen könnte es mehrere Gründe dafür geben, dass 

die erwartete steile Umsatzfaktorkurve für den Zwei-Felder-Konkurrenzassay nicht erreicht wurde. Als 

erstes könnte Verhältnis von Enzym zu Substrat nicht optimal gewählt worden sein. Für die niedrigere 

Substratkonzentration (~0,06x K M) ist die Kompetition nicht mehr besonders stark, weil viel Enzym 

ungebunden vorliegt und auch der Umsatz ist sehr langsam und nicht gut zu messen.  Die Konzentration 

für die höhere Substratkonzentration (~6x K M) ist dagegen nicht hoch genug, um die Kompetition zu 

unterdrücken. Wegen der begrenzten Löslichkeit des Substrats konnten jedoch keine höheren 

Konzentrationen gewählt werden. Die dynamische Breite wird rechnerisch immer größer, wenn S1 und 

S2 immer weiter auseinanderliegen. Dies sieht man auch an der berechneten Umsatzfaktorkurve in 

Abbildung 61 rechts, die eine theoretische dynamische Breite von fast 100 ergibt. Wenn man nun aber 

die Anfangsgeschwindigkeiten im Detail betrachtet sieht man, dass z.B. bei 1,2 mg/mL Fibrinogen v0(S1) 

nur noch 1% der vmax beträgt. Und bei höheren Fibrinogen-Konzentrationen wird v 0(S1) noch kleiner. 

Bei diesen niedrigen v0(S1) kann man die Unterschiede zwischen den einzelnen 

Fibrinogenkonzentrationen kaum messen und dies erklärt auch, warum der Kurvenverlauf der 

Umsatzfaktorkurve so stark vom berechneten abweicht. Bei der Bestimmung der Umsatzfaktoren anhand 

der gemessenen Umsatzkurven ist nur noch v0 (S2) ausschlaggebend, da die niedrigen v0(S1) aufgrund 

der schlechten Messbarkeit stark fehlerbehaftet sind. Größere relative Unterschiede in den 

Geschwindigkeiten erhält man, wenn die S1 und S2 näher beieinander liegen. 0,5x KM und 10x KM ist 
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dabei ein brauchbarer Kompromiss und hat sich auch in vorherigen Messungen als gut messbar bestätigt. 

Um diese Substratkonzentrationen jedoch experimentell sinnvoll umzusetzen braucht man Substrate mit 

kleiner KM. Dadurch kommt man bei S2 weder an Löslichkeitsgrenzen noch zu einem hohen Inner-Filter 

Effekt. 

 

Nichtsdestotrotz konnte trotz der Abweichungen von der berechneten Umsatzfaktorkurve eine 

Umsatzfaktorkurve ermittelt werden, die für den Konzentrationsbereich von 0-4 mg/mL Fibrinogen eine 

hohe dynamische Breite zwischen ca. 1,6 und 10 aufweist. Somit besteht eine gute Korrelation zwischen 

Umsatzfaktor und Fibrinogenkonzentration, die eine zuverlässige Bestimmung der 

Fibrinogenkonzentration ermöglichen könnte. Um die Qualität der Messungen zu bewerten und 

festzustellen, ob der Assay für den praktischen Einsatz geeignet ist, wurden die Z-Faktoren251 für die 

Umsatzfaktoren für verschiedene Fibrinogenkonzentrationen berechnet. Dazu wurden die 

Umsatzfaktoren und Standardabweichungen bei unterschiedlichen Fibrinogenkonzentrationen 

herangezogen. Die Daten sind in der folgenden Tabelle dargestellt: 

 

Zur Berechnung des Z-Faktors wurde die Formel (24)  

 

(24)          ὤ ρ
᷄ ᷄

 

 

verwendet, wobei ʈcĐ und ʎcĐ die Mittelwerte und Standardabweichungen der Negativkontrollen 

(0 mg/m L Fibrinogen) und ʈc+  und ʎc+  die Mittelwerte und Standardabweichungen der 

Positivkontrollen darstellen. 

 

Tabelle 45: Berechnung des Z-Faktors mit den Mittelwerten und Standardabweichungen für die entsprechende 

Fibrinogenkonzentration im 2-Felder-Kompetitionsassay 

c(Fg) (mg/ml)   Umsatzfaktor Standardabw. Z-Faktor 

0 1,34 0,04 - 

0,5 2,48 0,09 0,67 

1 4,24 0,10 0,85 

2 7,08 0,16 0,90 

4 10,03 0,17 0,93 

 

Alle berechneten Z-Faktoren liegen deutlich über dem Schwellenwert von 0,7, was insgesamt auf eine 

brauchbare Qualität des Assays für die Konzentrationsbestimmung von Fibrinogen im physiologischen 

Bereich hinweist. 
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5. Fazit und Ausblick 

 

Schwere Blutungen bei Operationen oder Unfällen führen häufig zu Fibrinogen-Mangelzuständen, die 

lebensbedrohlich sein können, da sie zum Verbluten führen können. Der Beginn einer zielgerichteten 

Therapie von Patienten mit Fibrinogendefizit durch Faktorenkonzentrate ist daher zeitkritisch. Die 

aktuellen Testverfahren für die Entscheidungsfindung zur Verabreichung von Fibrinogenpräparaten sind 

kostspielig und liefern im relevanten niedrigen Konzentrationsbereich ungenaue Ergebnisse. Ausgehend 

von dieser Problemstellung wurde ein neuer enzymatischer Zwei-Felder-Kompetitionsassay zur 

Bestimmung der Fibrinogenkonzentration im Plasma mit Kompensation der Enzymaktivität erfunden. 

Dabei werden die Anfangsgeschwindigkeiten von signalgebendem Substrat in zwei Kompartimenten mit  

einer Konzentrationen in der Größenordnung von KM bzw. weit oberhalb der KM in Anwesenheit des 

weiteren zu bestimmenden Substrats dividiert um einen Umsatzfaktor zu erhalten, der eine Funktion 

der Fibrinogenkonzentration ist. Das Forschungsvorhaben meiner Promotion umfasst die Erprobung des 

Funktionsprinzips dieses neuen Testverfahrens. Dazu wurde der Test erst mit Thrombin und 

kommerziellen Substraten getestet. Nachdem erkennbar war, das Thrombin nicht geeignet ist, mussten 

alternative Enzyme und passende Substrate identifiziert und hergestellt werden. 

 

5.1. Enzymatische Kompetition von Thrombin und Modellversuche zu weiteren Enzym-
Inhibitorsystemen  

Die ersten Messungen der enzymkinetischen Kompetition im Zweifeldertest-Prinzip erfolgten am 
Testsystem bestehend aus dem Enzym Thrombin und dem literaturbekannten Substrat Z-GPR-AMC. Die 
Umsatzmessungen wurden durch Absorptionsmessung am Photometer durchgeführt. Die Absorption des 
Substrats wurde jedoch durch die Trübung bei der Fibringerinnselbildung überlagert , was die Messungen 
verfälschte. Die Verwendung des Gerinnungshemmers GPRP konnte die Trübung beheben und die 
erwartete Fibrinogen-Abhängigkeit des Umsatzfaktors zeigen, jedoch beeinträchtigte GPRP die Kinetik. 
Um die Störung des Messsignals durch die Trübung zu umgehen und aufgrund der höheren Sensitivität, 
wurden weitere Messungen mit Thrombin und Z-GPR-AMC am Fluoreszenzspektrometer durchgeführt. 
Die KM und vmax von Thrombin für Z -GPR-AMC wurden zu 20 ± 2,1 ʈM und 14 ±  1 ʈM/min bestimmt . 
Die Umsatzfaktorkurve für Fibrinogenkonzentrationen  im diagnostisch relevanten Bereich von 0 bis 2 
mg/mL (0 bis 5,9 ʈM) hatte eine zu geringe Steigung, eine zu große Streuung der Umsatzfaktoren und 
ließ keine zuverlässige Zuordnung der Fibrinogenkonzentration zu. Um die Kompetition zwischen 
Substrat und Fibrinogen zu verbessern, wurden die Substratkonzentrationen angepasst und um die 
Aktivit ät von Thrombin zu optimieren wurde die Temperatur auf 37 °C erhöht. Die Anpassungen führten 
zu einer Verbesserung der Umsatzfaktorkurve, deren dynamische Breite sich von 0,4 auf 4,6 erhöhte. 
Trotz der Verbesserung blieb die Streuung der Werte über den gesamten Fibrinogen-
Konzentrationsbereich zu groß, um die Fibrinogenkonzentration zuverlässig aus dem Umsatzfaktor 
ableiten zu können.  

In einem weiteren Ansatz wurden verschiedene Modellsysteme mit erhöhter Affinität des Enzyms zu 

einem Inhibitor getestet, um die Anwendbarkeit des Zweifelder-Kompetitionsassays auf andere 

Testsysteme zu verifizieren. Die Annahme war, dass eine höhere Affinität eine verbesserte Kompetition 

um das signalgebende Substrat bei niedrigen Inhibitorkonzentrationen ermöglicht, was größere 

Unterschiede im Substratumsatz und eine breitere dynamische Breite der Umsatzfaktoren zur Folge hat. 

Unter optimalen Bedingungen hat Thrombin eine KM von 7,2 ± 0,9 µM gegenüber Fibrinogen. Um die 

Kompetition zu verbessern, war ein Enzym erforderlich, das eine höhere Affinität zu Fibrinogen, also 

eine niedrigere KM, aufweist. Eine Literaturrecherche ergab, dass Enzyme aus Schlangengiften, 

sogenannte Snake Venom Thrombin Like Enzymes (SVTLEs), eine hohe Spezifität für Fibrinogen 

aufweisen und nicht durch übliche Thrombin -Inhibitoren gehemmt werden. Ancrod und Batroxobin 
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wurden aufgrund ihrer hohen Affinität gegenüber Fibrinogen für weitere Experimente ausgewählt. Die 

Charakterisierungen von Ancrod mit den Substraten Z-GPR-AMC und PFR-AMC lieferten jedoch niedrige 

Umsatzgeschwindigkeiten und hohe KM, wodurch die Messungen im Zweifelder-Assay keine starke 

Abhängigkeit der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration zeigten. Als nächstes wurde 

Batroxobin ausgewählt, für das in der Literatur eine KM von 0,125 µM gegenüber Fibrinogen angegeben 

wird. Keines der vier getesteten Substrate Z-GPR-AMC, H-D-PFR-AMC, Bz-Arg-AMC und H-D-GVR-AMC 

war für den Zwei -Felder-Test geeignet, da die KM für die Substrate sehr hoch, die Löslichkeiten zu gering 

und der Umsatz zu langsam waren. Die niedrigen Literaturwerte für die K M von Batroxobin gegenüber 

Fibrinogen konnten nicht bestätigt werden und Berechnung der KM-Werte anhand der durchgeführten 

kompetitiven Umsatzmessungen ergaben für Batroxobin deutlich höhere Werte als die Literaturangaben. 

Dies ist darauf zurückzuführen, dass die zugrundeliegenden kompetitiven Messungen aufgrund des 

langsamen Umsatzes und der hohen KM-Werte für die Substrate stark fehlerbehaftet waren. Batroxobin 

wurde aufgrund seiner vielversprechenden Eigenschaften als Enzym der Wahl beibehalten. Um 

spezifische Substrate mit niedrigeren KM-Werten für Batroxobin zu finden wurden neue Peptide durch 

Peptidsynthese hergestellt und die rekombinante Expression von Batroxobin durchgeführt, um es in 

ausreichenden Mengen für die Etablierung des Testsystems zur Verfügung zu haben. 

 

5.2. Expression von Batroxobin 
 

Die rekombinante Expression von Batroxobin wurde in P. pastoris durchgeführt. Das Batroxobin-Gen 

wurde sowohl als Wildtyp-Form und als auch für P. pastoris codonoptimierte Form in das pPIC9-Plasmid 

kloniert und das Plasmid so gestaltet, dass das heterolog exprimierte Protein ins Medium sekretiert 

wurde. Die Transformation des Plasmids erfolgte in den P. pastoris-Wirtsstamm GS115. Auf 

Selektionsplatten wurden His+ Mut+ -Kolonien selektiert und durch Kolonie-PCR die Vollständigkeit des 

AOX1-Gens und das Vorhandensein des Batroxobin-Gens bestätigt. Nach der Proteinexpression mit 

ausgewählten Mut+ -Transformanten ergab die SDS-PAGE-Analyse mit Coomassie-Färbung keine Bande 

bei der erwarteten Molekülmasse von 33 kDa für Batroxobin im Expressionsüberstand. Western Blot-

Analysen ergaben Hinweise darauf, dass das Batroxobin teilweise als inclusion bodies in den Zellen 

zurückgehalten wurde. Ein Fibrinogen-Agarose-Plattenassay wurde entwickelt, um die Expression und 

Sekretion von aktivem Batroxobin zu überprüfen. Klone, die Batroxobin exprimierten, erzeugten 

Trübungsringe auf den Platten. Die weitere Charakterisierung von Klonen, die im Fibrinogen-Platten-

Assay Aktivität zeigten, erfolgte mit einem eigens entwickelten Fibrinogen-Aktivitätsassay in 

Mikrotiterplatten, der de n Vergleich der Aktivität verschiedener Proben bei konstanter 

Pufferzusammensetzung ermöglichte. Zur Standardisierung des Fibrinogen-Aktivitätsassays wurde ein 

kommerzieller Batroxobin-Standard verwendet. Mit dem Klon (Klon6 pPIC9_Rept-Wt) mit der besten 

Aktivität wurde eine E xpression im größeren Maßstab durchgeführt und das Batroxobin im Überstand 

mittels Nickel-Affinitätschromatografie gereinigt. Durch SDS-PAGE und Western Blot konnten 

Vorhandensein und Reinheit von Batroxobin bestätigt werden. Der nachfolgende Fibrinogen-

Aktivitätsassay ergab für das exprimierte Batroxobin nach der Reinigung eine Gesamtaktivität von 158 

BU, was etwa 28,44 NIH-Einheiten pro Liter Expressionskultur entspricht. Im Vergleich zu 

Literaturwerten war dies jedoch nur 1,5 % der Ausbeute, die bei Expressionskulturen in Fermentern 

erreicht werden kann. Durch Verbesserungen in der Reinigungsmethode unter Zuhilfenahme einer 

Ammoniumsulfatfällung als Vorreinigung und die Etablierung der Silberfärbung von SDS-Gelen mit 

höherer analytischen Sensitivität (in des von mir betreuten Forschungspraktikums von Chantal 

Bergmann) wurde die Effizienz der Proteinproduktion und -charakterisierung gesteigert. Zusätzliche 

Arbeiten unter meiner Betreuung (C. J. Bergmann, A. Herbst) lieferten darüber hinaus Hinweise darauf 
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wie in zukünftigen Expressionsansätzen die Aktivität des sekretierten Proteins durch Wahl des Mediums 

gesteigert und die Zellviabilität durch Anpassung der Zellzahl in der Vorkultur verbessert werden kann. 

 

5.3. Entwicklung von FRET-Substraten für Batroxobin 
 

Die Versuche mit kommerziellen Batroxobin-Substraten zeigten schlechten Umsatz und ließen darauf 

schließen, dass die fluorogene Gruppe  nicht gut ins aktive Zentrum passt. Eine Verlängerung der 

Peptidsequenz war nötig. FRET-Substrate wurden gewählt, um gespaltenes neben ungespaltenem 

Substrat nachweisen zu können. Diese Substrate bestehen aus einem Fluorophor und einem Quencher, 

die durch eine kurze Peptidsequenz aus der Spaltstelle von Fibrinopeptid A getrennt sind. Sieben 

Kombinationen von FRET-Paaren mit der Peptidsequenz GVRGP konnten erfolgreich mittels 

Festphasensynthese hergestellt und gereinigt werden. Die Charakterisierung mit rekombinantem und 

kommerziellem Batroxobin zeigte keinen messbaren Umsatz, außer für das Substrat Abz-GVRGP-3-

Nitro -Tyr, das einen Umsatz mit Trypsin zeigte. Dieses Fluorophor-Quencher-Paar wurde 

weiterverwendet und die Aminosäuresequenz verlängert. Parallel zur Optimierung der Batroxobin-

Expression wurde mit kommerziellem Batroxobin weitergearbeitet, um die FRET-Substrate zeitgleich zu 

charakterisieren. Beim Umsatz der synthetisierten FRET-Substrate mit kommerziellem Batroxobin und 

Trypsin konnte festgestellt werden, dass die hohen Substratkonzentrationen zu einer signifikanten 

Reduktion der Fluoreszenzintensität führten, was als Inner-Filter-Effekt (IFE) bekannt ist. Der IFE wurde 

für jedes FRET-Substrat bestimmt und lag für die meisten Substrate bei über 94%, was bedeutet, dass 

nur ein Bruchteil des eigentlichen Signals gemessen wurde. Zur Bestimmung der tatsächlichen 

Fluoreszenzintensitäten und ihrer Umrechnung in Konzentrationen wurden Kalibriergeraden erstellt. 

Für die erneute Charakterisierung unter optimierten Bedingungen wurden geringere 

Substratkonzentrationen und Mikroküvetten verwendet, um den IFE zu reduzieren. Dies führte zur 

Steigerung der gemessenen linearen Anfangsgeschwindigkeiten um einen Faktor von etwa 10. Dabei 

wies das Substrat Trp-GVRGP-Lys(Dnp) mit 2,16 µM/min die höchste v 0 auf. Die Verlängerung der 

Aminosäuresequenz basierend auf der Spaltstelle des Fibrinogen A-Peptids zeigte eine deutliche 

Steigerung der v0. Beispielsweise erhöhte eine zusätzliche Aminosäure am C-Terminus, Arginin in der 

N1^-Position, die v0 um den Faktor 5. Eine weitere Verlängerung um zwei Glycine in P3- und P4-Position 

führte zu einer weiteren Steigerung um den Faktor 10. Im Lauf der Versuche stellte sich heraus, dass 

das für die Diagnostik angebotene Batroxobin andere Proteasen enthielt, die ebenfalls die Substrate 

umsetzten und die Kompetitionsversuche störten. Die erneute Bestimmung der KM-Werte mit 

hochreinem Batroxobin ergab den zuvor beobachteten Trend der Zunahme des Umsatzes und der 

Affinität mit zunehmender Länge der Peptidsequenz. Im Vergleich zu Thrombin zeigte Batroxobin eine 

geringere Affinität zu den FRET-Substraten, was auf Unterschiede in der Bindungsdomäne oder im 

aktiven Zentrum hinweist.  Das längste Substrat, Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr, hatte mit 339 µM 

die niedrigste KM  und mit 60 nmol min -1 BU-1 die zweithöchste vmax. Die Umsatzfaktorkurve aus dem 

Kompetitionsassay mit dem Substrat Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro -Tyr wurde bestimmt und zeigte 

eine hohe dynamische Breite auf. Die Z-Faktoren über dem Schwellenwert von 0,7 bestätigen, dass die 

Umsatzfaktorkurve eine zuverlässige Korrelation zur Fibrinogenkonzentration gewährleistet.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit wesentliche Fortschritte bei der 

Optimierung und Verbesserung des enzymatischen Zwei-Felder-Kompetitionsassays zur Bestimmung der 

Fibrinogenkonzentration erzielt wurden.  Batroxobin wurde als ein besser geeignetes Arbeitsenzym für 

diesen Zweck identifiziert , da es eine höhere Affinität zu Fibrinogen aufweist und durch die in der 

Literatur angegebene niedrigere KM(Fg) in den Umsatzfaktorberechnungen eine bessere dynamische 

Breite verspricht. Cq uspbc cgl tcp`cqqcprcq Fcpqrcjjsleqnpmrmimjj dĈp pcimk`gl_lrcq @_rpmvm`gl gk
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?p`cgrqipcgq clrugaicjr* b_q* m`umfj lmaf lgafr mnrgk_j* tgcjtcpqnpcafclbc ?lqòrxc dĈp xsiĈldrgec

Tcp`cqqcpslecl `gcrcr, Darüber hinaus wurden spezifische FRET-Substrate für Batroxobin synthetisiert 

und charakterisiert, die beim Umsatz mit Batroxobin zuverlässige Umsatzfaktormessungen ermöglicht 

haben. Trotz der Herausforderungen durch den Inner-Filter-Effekt konnten Mess- und 

Auswertevorschriften etabliert werden, die auch bei den erforderlichen hohen Konzentrationen präzise 

Messungen zuließen. Die Arbeit hat somit wesentliche Grundlagen für die Entwicklung eines schnellen 

und präzisen Testverfahrens zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration gelegt.  

 

5.4. Ausblick 
 

Um den enzymatischen Zweifelder-Kompetitionsassays sinnvoll für die Bestimmung von Fibrinogen 

einsetzen zu können, gibt es an mehreren Stellen Verbesserungsbedarf. Es müssen Substrate gefunden 

werden, die schneller und mit kleinerer KM von Batroxobin umgesetzt werden, um eine höhere 

dynamische Breite der Umsatzfaktorkurven, eine geringere Streuung der Messwerte und damit eine 

präzisere Bestimmung der Fibrinogenkonzentration zu erzielen. In diesem Zusammenhang können 

Datenanalyse- und Modellierungstechniken helfen, die Wechselwirkungen zwischen Enzym und 

Substrat detaillierter zu verstehen. Da es keine Strukturdaten von Batroxobin gibt, müssen diese 

Analysen auf der Basis von Homologiemodellen erstellt werden. Durch die Analyse der molekularen 

Struktur der Enzyme können spezifische Bereiche identifiziert werden, die für die Bindung und Katalyse 

entscheidend sind. Die Bindung der Batroxobin-Substrate kann in MD-Simulationen untersucht werden, 

aus denen Raumangebot und zusätzliche Bindungsstellen im Enzym hervorgehen. Eine Synthese neuer, 

spezifischer Batroxobin-Substrate auf Basis dieser Erkenntnisse, könnte helfen eine verbesserte 

Bindungsaffinität und katalytische Effizienz zu erzielen. Parallel dazu sollte die Weiterentwicklung  

derjenigen FRET-Substrate, welche bereits eine gewisse Aktivität für  Batroxobin gezeigt haben, jedoch 

nicht die optimalen kinetischen Parameter hinsichtlich des Zweifelder-Kompetitionsassays aufwiesen, 

weiter vorangetrieben werden. Eine systematische Untersuchung und Anpassung dieser Parameter 

könnte die Umsatzfaktoren weiter stabilisieren und die dynamische Breite des Assays erhöhen. Darüber 

hinaus sollte die Implementierung von Mikrofluidik -Technologien in Betracht gezogen werden. Durch 

die Automatisierung der Assays könnte eine höhere Präzision und Reproduzierbarkeit erreicht werden. 

Mikrofluidik -Plattformen ermöglichen eine präzise Steuerung der Reaktionsbedingungen und eine 

schnellere Durchführung der Tests, indem sie z.B. die Wartezeiten für Temperierung verkürzen. 

Außerdem helfen sie durch die Miniatisierung Reagenzien einzusparen. 

 

Um ausreichende Mengen des Arbeitsenzyms bereitzustellen, muss die rekombinante Expression von 

Batroxobin in P. pastoris verbessert werden. Die Produktion des Enzyms Menge war ausreichend für 

erste Substrattests, jedoch müssen die Ausbeuten weiter gesteigert werden. Hier könnten die 

Fermentationsbedingungen verbessert werden, z.B. durch die Anpassung der 

Nährstoffzusammensetzung und die Implementierung von Fed-Batch-Strategien. Eine detaillierte 

Analyse und Optimierung der Reinigungsprozesse, einschließlich der Einführung zusätzlicher 

Reinigungsschritte wie Ionenaustauschchromatographie, könnte die Reinheit und Aktivität des Enzyms 

weiter steigern. Die Erkenntnis, dass die Adsorption von Batroxobin an Oberflächen zu einer 

Verminderung der Aktivität führt sollte bei allen Versuchen berücksichtigt werden und eine 

Anreicherung des Enzyms durchgeführt werden, um dieser Problematik entgegenzuwirken. In 

nachfolgenden Arbeiten wurden alternative Expressionssystem untersucht: Sowohl die Expression in E. 

coli unter Zuhilfenahme diverser Fusionsproteine und Faltungshelfer sowie Einsatz diverser 

Rückfaltungsmethoden bei Aufarbeitung aus den inclusion bodies (im AK Schmitz) als auch die 

Expression in Blaualgen (im AK Kaldenhoff) waren jedoch nicht erfolgreich bzw. lieferten zwar Protein 
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in guten Ausbeuten, das jedoch nicht aktiv war. Im Zusammenhang mit der Klonierung könnte auch die 

Optimierung der Enzymaktivität von  Batroxobin durch gelenkte Evolution erfolgen. Ausgewählte 

Bereiche der codierenden DNA des nativen Batroxobin werden dabei gezielt randomisiert und in Zellen 

transformiert, um die entsprechenden Proteine zu exprimieren. Ein effizientes Screening-Verfahren 

müsste entwickelt werden, das die schnelle Durchmusterung einzelner Klone zulässt. Hierzu eignet sich 

ein Aktivitätstest unter Kompetition eines geeigneten Farbsubstrats und Fibrinogen in der 

Mikrotiterplatte. Zusammenfassend bieten diese Ansätze vielfältige Möglichkeiten zur Optimierung der 

Präzision und dynamische Breite der Umsatzfaktormessung im Rahmen des enzymatischen Zweifelder-

Kompetitionsassays im klinisch relevanten Bereich. 





    

Anhang-1 

6. Anhang 

  

6.1. Vektorkarten 
 

pPIC9_Reptilase-wt 

  

Für das Projekt relevante Sequenzen sind wie folgt markiert:  

 

Wildtyp Reptilase Insert zwischen XhoI und NotI Schnittstelle 

Alpha mating factor (Start)  

Vervollständigung alpha mating factor  

XhoI 

NotI 

His tag 

 

 
AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAA
GTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAA
CACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAG
GCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGC
AACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCC
CCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGA
ACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGCCATACCGTTTGTCT
TGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCC
GGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCT
TCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACA
GCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGC
GACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTAT
TCGAAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCC
AGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCA
TTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGTCATTGGAGGTGATGAATGTGACATAAATGAACATCCT
TTCCTTGCATTCATGTACTACTCTCCCCGGTATTTCTGTGGTATGACTTTGATCAACCAGGAATGGGTGCTGACCGCT
GCACACTGTAACAGGAGATTTATGCGCATACACCTTGGTAAACATGCCGGAAGTGTAGCAAATTATGATGAGGTGGT
AAGATACCCAAAGGAGAAGTTCATTTGTCCCAATAAGAAAAAAAATGTCATAACGGACAAGGACATTATGTTGATCA
GGCTGGACAGACCTGTCAAAAACAGTGAACACATCGCGCCTCTCAGCTTGCCTTCCAACCCTCCCAGTGTGGGCTCA
GTTTGCCGTATTATGGGATGGGGCGCAATCACAACTTCTGAAGACACTTATCCCGATGTCCCTCATTGTGCTAACAT
TAACCTGTTCAATAATACGGTGTGTCGTGAAGCTTACAATGGGTTGCCGGCGAAAACATTGTGTGCAGGTGTCCTGC
AAGGAGGCATAGATACATGTGGGGGTGACTCTGGGGGACCCCTCATCTGTAATGGACAATTCCAGGGCATTTTATCT
TGGGGAAGTGATCCCTGTGCCGAACCGCGTAAGCCTGCCTTCTACACCAAGGTCTTTGATTATCTTCCCTGGATCCA
GAGCATTATTGCAGGAAATAAAACTGCGACTTGCCCGTCTTCTGGTCATCACCATCACCATCATTGAGCGGCCGCGA
ATTAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAAT
CAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAG
TATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATAT
CTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCaCCACTCCTCTTCAGAGTACAGA
AGATTAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAAC
GCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGC
ATAGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGG
CGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCC
GCCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGG
ATCTATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGC
ATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAG



  

Anhang-2 

TTACGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTT
GGCAAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAACACAGATCCAG
CGTGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGAC
ATTTCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCT
TGGCAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACA
GAATCACCTGGGAATCAATACCATGTTCAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTA
TCAGCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGTCATTTTGAACCAT
CATCTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGC
CATAGCAGCTACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGACTT
CTGGGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACA
CCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGC
AAAACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCTTCATGGAATTTCCTGA
CGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCT
AACACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAAC
ATTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTC
TTGTGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATT
CTTCTTTAGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCA
GGTTTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATT
CCCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAACTT
CGTCGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGCTTCCATGGCT
CTAAGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAA
TTTCAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACCTTTATACCA
CAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACA
CCAGGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGA
CGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATC
AATAATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAG
TTCTACTACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCG
GGCAAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTC
TGCCAAATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAAA
TTGGTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGT
GCAGCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCG
TATGCAGGTAGCAAGGGAAATGTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTT
TTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTG
CGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTG
TTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTT
GCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTC
GAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGCATTCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGC
CCAACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGA
GACTATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGT
TATCAGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGG
AATGGAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGT
GACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAG
TGCGGTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAA
TAATCTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCT
GTATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGG
AGATGCGATATCGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTCGG
TGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGC
AGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATA
GCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTC
GTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCC
TTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC



    

Anhang-3 

CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA
ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA
AGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTT
GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC
TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAA
ATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG
AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATAC
GGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA
ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTG
TTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGG
TGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATG
TTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCAT
GGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAAC
CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGA
GCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCT
TTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA
ACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAA
CCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAA
GCTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTATTCG 

 

 

pPIC9_Reptilase-codon-optimiert  

 

Für das Projekt relevante Sequenzen sind wie folgt markiert: 

 

AOX1 Promotor (Start)  

AOX1 Promotor (Ende) 

Alpha mating factor (Start)  

Codon-optimiertes Reptilase Insert zwischen XhoI und NotI Schnittstelle 

XhoI 

Vervollständigung Alpha mating factor 
NotI 

His tag 

 

 

 
AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAA
GTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAA
CACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAG
GCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGC
AACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCC
CCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGA
ACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGCCATACCGTTTGTCT
TGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCC
GGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCT
TCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACA
GCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGC
GACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTAT
TCGAAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCC



  

Anhang-4 

AGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCA
TTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGTTATTGGTGGAGACGAGTGCGACATCAACGAACACCC
TTTCCTTGCTTTTATGTATTATTCCCCTAGATATTTCTGCGGTATGACTTTGATTAACCAAGAATGGGTTTTGACTGC
TGCTCATTGTAACAGAAGATTCATGAGAATCCATTTGGGTAAACACGCTGGTTCTGTTGCTAACTACGATGAAGTTG
TTAGATACCCAAAGGAGAAGTTCATTTGTCCTAACAAGAAAAAGAATGTTATCACTGATAAGGATATCATGTTGATTA
GATTGGATAGACCAGTTAAGAACTCTGAGCATATTGCTCCATTGTCTTTGCCTTCTAATCCACCTTCTGTTGGTTCTG
TTTGTAGAATTATGGGTTGGGGTGCTATTACTACTTCTGAAGATACTTACCCAGATGTTCCTCACTGTGCTAACATCA
ATTTGTTTAACAACACTGTTTGTAGAGAGGCTTATAACGGTTTGCCAGCTAAGACTTTGTGTGCTGGTGTTTTGCAA
GGTGGTATTGATACTTGTGGTGGAGATTCTGGTGGTCCATTGATTTGTAATGGTCAATTCCAAGGTATTTTGTCTTG
GGGTTCTGATCCTTGTGCTGAACCAAGAAAACCTGCTTTCTACACTAAGGTTTTCGATTATTTGCCTTGGATTCAATC
TATTATCGCTGGAAACAAAACTGCTACTTGCCCTTCATCAGGTCATCACCATCACCACCACTAAGCGGCCGCGAATTA
ATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAA
GAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTAT
AGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTT
GTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGA
TTAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCA
GTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATA
GGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGT
GCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCC
GCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATC
TATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATT
GCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTA
CGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTTGGC
AAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAACACAGATCCAGCGT
GTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGACATT
TCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCTTGG
CAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAA
TCACCTGGGAATCAATACCATGTTCAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTATCA
GCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGTCATTTTGAACCATCAT
CTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCAT
AGCAGCTACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGACTTCTG
GGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACACCC
AGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAA
ACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCTTCATGGAATTTCCTGACGT
TATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCTAAC
ACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAACATT
GTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTCTTG
TGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATTCTT
CTTTAGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCAGGT
TTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCC
AGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAACTTCGT
CGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGCTTCCATGGCTCTA
AGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTT
CAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACCTTTATACCACAA
ACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACACCA
GGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGACGC
CAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATCAAT
AATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTC
TACTACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCGGGC
AAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTCTGC
CAAATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAAATTG
GTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGTGCA
GCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTAT
GCAGGTAGCAAGGGAAATGTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTTTTA



    

Anhang-5 

TTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCG
GTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTT
CGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCG
GCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAG
TATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGCATTCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCA
ACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGAC
TATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGTTATC
AGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGGAATG
GAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGTGACA
ACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAGTGCG
GTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAATAAT
CTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTAT
TAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGGAGA
TGCGATATCGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGA
TGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGA
CAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGC
GGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCG
CACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGT
TCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGA
AAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGC
TCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTT
TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA
AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAAC
CCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTG
CTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG
CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGT
TTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTC
AGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATT
AAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGG
CACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGG
AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATA
AACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGT
CACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG
TGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAA
GTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATA
GCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGA
TCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCA
AAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTT
TCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACA
AATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCT
ATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCT
GACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTATTCG 
 
 
 

6.2. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter 
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Abbildung 62: Lineweaver-Burk Diagramm für Thrombin mit Z-GPR-AMC am Fluoreszenzspektrometer. Doppelt reziproke Auftragung 

der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung von Thrombin mit dem Substrat Z-GPR-

AMC im Konzentrationsbereich von 10 bis 200 µM. 
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6.3. Kalibrierung des Batroxobin-Standards 
 

Tabelle 46: Kalibrierung des Batroxobin-Standards 

Batroxobin / BU Mittelwerte der Zeit bis zum 

Wendepunkt aus Doppelbestimmung 

/ s  

Standardabweichung 

2 42 1 

1 117 7 

0,5 300 21 

0,25 579 19 

0,125 1122 41 

0,063 2139 1 

0,032 4035 92 

0,016 7336 35 

0,008 13511 255 

0,004 28782 1104 

0,002 - - 

0,001 - - 

 

Die Proben mit 0,002 und 0,001 BU waren nach 14 h nicht geronnen und wurden bei der Auswertung 

nicht mitberücksichtigt . Außerdem weisen die Proben mit 0,004 und 0,008 BU eine große 

Standardabweichung auf und wurden daher bei der Standardkurve nicht mit berücksichtigt, da sie 

aufgrund der reziproken Auftragung die Standardkurve im großen Maße beeinflussen würden. 

 

6.4. LC-MS Daten für synthetisierten FRET Substrate 
6.4.1. Substrat 1 Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr 
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6.4.2. Substrat 2 Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 
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6.4.3. Substrat 3 N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 

 

 

 

 
 

 

6.4.4. Substrat 4 Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 
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6.4.5. Substrat 5 Abz-GVRGP-4-Nitro-Phe 
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6.4.6. Substrat 6 N-Me-Abz-GVRGP-Trp 
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6.4.7. Substrat 7 Lys(Dnp)-GVRGP-Trp 

 

 
 

 

 
 

6.5. Absorptions-, Anregungs- und Emissionsspektren der FRET-Substrate 
a) Substrat 1 Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr 

 

Siehe Abschnitt 4.6.3 

 

b) Substrat 2 Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 
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Abbildung 63: Absorptionsspektrum von Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (50µM) 
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Abbildung 64: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM). (Extinktion 320 nm, Emission 420 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 65: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 320 nm, Emission 420 

nm, Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 500V) 

 

 

c) Substrat 3 N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 
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Abbildung 66: Absorptionsspektrum von N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (50µM) 
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Abbildung 67: Extinktions- und Emissionsspektrum von N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM). (Extinktion 350 nm, Emission 450 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 68: Extinktions- und Emissionsspektrum von N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 350 nm, 

Emission 450 nm, Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 

 

d) Substrat 4 Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 
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Abbildung 69: Extinktions- und Emissionsspektrum von Trp-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM). (Extinktion 280 nm, Emission 360 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 70: Extinktions- und Emissionsspektrum von Trp-GVRGP-Lys(Dnp) (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 280 nm, Emission 360 

nm, Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 

 

 

e) Substrat 5 Abz-GVRGP-4-Nitro-Phe 
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Abbildung 71: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GVRGP-4-Nitro-Phe (500 µM). (Extinktion 320 nm, Emission 420 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 500V) 

 

 

f) Substrat 6 N-Me-Abz-GVRGP-Trp 
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Abbildung 72: Extinktions- und Emissionsspektrum von N-Me-Abz-GVRGP-Trp (500 µM). (Extinktion 280 nm, Emission 430 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 73: Extinktions- und Emissionsspektrum von N-Me-Abz-GVRGP-Trp (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 280 nm, Emission 

355 nm, Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 

 

g) Substrat 7 Lys(Dnp)-GVRGP-Trp 
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Abbildung 74: Extinktions- und Emissionsspektrum von Lys(Dnp)-GVRGP-Trp (500 µM). (Extinktion 280 nm, Emission 360 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 75: Extinktions- und Emissionsspektrum von Lys(Dnp)-GVRGP-Trp (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 280 nm, Emission 360 

nm, Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 500V) 
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h) Substrat 8 Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 76: Absorptionsspektrum von Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr (50µM) 
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Abbildung 77: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr (500 µM). (Extinktion 320 nm, Emission 420 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 78: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 320 nm, Emission 

420 nm, Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 

 

i) Substrat 8 Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 79: Absorptionsspektrum von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr (50µM) 



    

Anhang-23 

300 350 400 450 500 550 600

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65 3
5
5

3
7
1

3
2
4

 Extinktionsspektrum (Em420nm)

 Emissionsspektrum (Ex320nm)

F
lu

o
re

s
z
e

n
z
 /

 a
.u

.

Wellenlänge / nm

 

Abbildung 80: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr (500 µM). (Extinktion 320 nm, Emission 420 nm, 

Spaltbreiten 5/5 nm, Detektorspannung 500V) 
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Abbildung 81: Extinktions- und Emissionsspektrum von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr (500 µM) nach Spaltung. (Extinktion 320 nm, 

Emission 420 nm, Spaltbreiten 5/5 nm,  Detektorspannung 500V) 
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6.6. Lineweaver-Burk Diagramme für Batroxobin 
6.6.1. Batroxobin mit Bz-Arg-AMC 
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y-Achsenabschnitt = 0,317 min µmol-1, Steigung = 136 min µM µmol-1

 

Abbildung 82: Lineweaver-Burk Diagramm für Batroxobin mit Bz-Arg-AMC. Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen 

gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung von 1 BU Batroxobin mit dem Substrat Bz-Arg-AMC im 

Konzentrationsbereich von 100 bis 2000 µM. 

 

6.6.2. Batroxobin mit H-D-GVR-AMC 
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Abbildung 83: Lineweaver-Burk Diagramm für Batroxobin mit H-D-GVR-AMC. Doppelt reziproke Auftragung der 

Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung von 1 BU Batroxobin mit dem Substrat H-D-

GVR-AMC im Konzentrationsbereich von 100 bis 2000 µM. 
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6.7. KM-Bestimmung von FRET-Substraten mit Batroxobin 
 

6.7.1. Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 84: (Links) Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU Batroxobin. Doppelt 

reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung vom Substrat 

Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr im Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 µM durch 1 BU Batroxobin. (Rechts) Umsatzkurve mit Berechnung 

der KM für den Umsatz von Abz-GVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU hochreinem Batroxobin (Pentapharm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konzentration [ µM]  Umsatzgeschwindigkeit [a.u. min-1]  Umsatzgeschwindigkeit [µmol*min -1]  1/c  1/v  

20 1,5 9,4E-5 0,050 1,1E+4  

50 2,6 1,8E-4 0,020 5,5E+3  

100 4,7 3,7E-4 0,010 2,7E+3  

250 6,6 8,0E-4 0,0040 1,2E+3  

400 6,7 0,0012 0,0025 8,6E+2  

500 6,0 0,0014 0,0020 7,4E+2  

700 4,9 0,0017 0,0014 5,8E+2  

1000 3,7 0,0022 0,0010 4,6E+2  
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6.7.2. Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 85: (Links) Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU Batroxobin. Doppelt 

reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung vom Substrat 

Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr im Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 µM durch 1 BU Batroxobin. (Rechts) Umsatzkurve mit 

Berechnung der KM für den Umsatz von Abz-GGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU hochreinem Batroxobin (Pentapharm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konzentration Umsatzgeschwindigkeit Umsatzgeschwindigkeit 1/c  1/v  

µM a.u. min-1 µmol*min -1   

15,0 19,3 0,00127 0,0667 787 

50,0 59,8 0,00417 0,0200 240 

100 82,8 0,00763 0,0100 131 

250 119 0,0138 0,00400 72,6 

500 130 0,0276 0,00200 36,2 

1,00E+3  68,6 0,0390 0,00100 25,6 
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6.7.3. Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 86: (Links) Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU Batroxobin. Doppelt 

reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung vom Substrat 

Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr im Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 µM durch 1 BU Batroxobin. (Rechts) Umsatzkurve mit 

Berechnung der KM für den Umsatz von Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU hochreinem Batroxobin (Pentapharm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konzentration Umsatzgeschwindigkeit Umsatzgeschwindigkeit 1/c  1/v  

µM a.u. min -1 µmol*min -1   

20 11 6,9E-4 0,050 1,4E+3  

50 19 0,0013 0,020 7,5E+2  

1,0E+2  34 0,0026 0,010 3,8E+2  

2,5E+2  53 0,0062 0,0040 1,6E+2  

4,0E+2  60 0,011 0,0025 95 

5,0E+2  51 0,012 0,0020 87 

7,0E+2  44 0,015 0,0014 65 

1,0E+3  33 0,017 0,0010 58 
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6.7.4. Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 
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Abbildung 87: (Links) Lineweaver-Burk Diagramm für den Umsatz von Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU Batroxobin. 

Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik-Messung vom 

Substrat Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr im Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 µM durch 1 BU Batroxobin. (Rechts) 

Umsatzkurve mit Berechnung der KM für den Umsatz von Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr durch 1 BU hochreinem Batroxobin 

(Pentapharm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konzentration Umsatzgeschwindigkeit Umsatzgeschwindigkeit 1/c  1/v  

µM a.u. min -1 µmol*min -1   

20 58 0,0036 0,050 2,8E+2  

50 1,1E+2  0,0077 0,020 1,3E+2  

1,0E+2  1,9E+2  0,015 0,010 68 

2,5E+2  2,0E+2  0,024 0,0040 42 

4,0E+2  1,9E+2  0,034 0,0025 29 

6,0E+2  1,2E+2  0,039 0,0017 26 

8,0E+2  90 0,042 0,0013 24 
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6.8. Kalibriergeraden 
 

Zur Quantifizierung des enzymatisch gebildeten Produkts aus den eingesetzten Substraten wurden 

Standardreihen erstellt, um die gemessene Absorption bzw. Fluoreszenzintensität in Konzentrationen 

des gebildeten Chromophors bzw. Fluorophors umzurechnen.  
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Abbildung 88: Kalibriergerade für den Chromophor para-Nitroanilin in Kompetitionspuffer am Photometer mit 500µL Halbmikro PS-

Einwegküvetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlänge von 405 nm und RT. Die 

Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,0106 AE µM-1 * x 
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Abbildung 89: Kalibriergerade für den Fluorophor Aminomethylcoumarin (AMC) in Kompetitionspuffer am Photometer mit 500µL 

Halbmikro PS-Einwegküvetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlänge von 360 nm und RT. 

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,0113 AE µM-1 * x 
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Abbildung 90: Kalibriergerade für den Fluorophor 3-Nitro-Tyrosin in Kompetitionspuffer am Photometer mit 500µL Halbmikro PS-

Einwegküvetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlänge von 430 nm und RT. Die 

Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,0041 AE µM-1 * x 
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Abbildung 91: Kalibriergerade für den Quencher Dinitrophenyl-Lysin am Photometer mit 500µL Halbmikro PS-Einwegküvetten. Die 

Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlänge von 405 nm und RT. Die Fehlerbalken geben die 

Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,00712 AE µM-1 * x 
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Abbildung 92: Kalibriergerade für den Fluorophor Aminobenzamid (Abz) am Fluoreszenzspektrometer mit Mikro-Quarzküvetten mit 

2mm x 10mm Schichtdicke. (Extinktion 320 nm; Emission 420 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm; Em 10 nm; Detektorspannung 480V). Die 

Messung erfolgte als Duplikate. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die berechnete Geradengleichung lautet I = 

13,74 a.u. µM-1 * c 
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Abbildung 93: Kalibriergerade für den Fluorophor Aminomethylcoumarin (AMC) am Fluoreszenzspektrometer mit Mikro-Quarzküvetten 

mit 2mm x 10mm Schichtdicke. (Extinktion 380 nm; Emission 440 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm; Em 10 nm; Detektorspannung 500 V). Die 

ermittelte Regressionsgerade ist I = 13,24 a.u. µM-1 * c 

6.8.1.1. Kalibriergerade für Abz in Anwesenheit von Abz-GVGPR-Lys(Dnp) 
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Abbildung 94: Kalibriergerade für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 250 µM Abz-GVGPR-Lys(Dnp) bei 

37°C. (Extinktion 320 nm; Emission 420 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm, Em 10 nm; Detektorspannung 470V). Die ermittelte 

Regressionsgerade ist I = 2,8 a.u. µM-1 *  c 

 

6.8.1.2. Kalibriergerade für Abz in Anwesenheit von Abz-GVGPR-p-Nitro-Phe 
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Abbildung 95: Kalibriergerade für den Fluorophor Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 250 µM Abz-GVGPR-p-Nitro-Phe bei 

37°C. (Extinktion 320 nm; Emission 420 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm, Em 10 nm; Detektorspannung 500V). Die ermittelte 

Regressionsgerade ist I = 4,46 a.u. µM-1 *  c 
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6.8.1.3. Kalibriergerade für N-Me-Abz in Anwesenheit von N-Me-Abz-GVGPR-Lys(Dnp) 
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Abbildung 96: Kalibriergerade für den Fluorophor N-Me-Abz in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 250 µM N-Me-Abz-GVGPR-

Lys(Dnp) bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Extinktion 350 nm Emission 450 nm Spaltbreiten Ex 5 nm Em 

10 nm Detektorspannung 590V. Die ermittelte Regressionsgerade ist I = 2,95 a.u. µM-1 *  c 

 

6.8.1.4. Kalibriergerade für Trp in Anwesenheit von Trp-GVGPR-Lys(Dnp) 
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Abbildung 97: Kalibriergerade für den Fluorophor Trp in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 250 µM Trp-GVGPR-Lys(Dnp) bei 37°C. 

(Extinktion 280 nm; Emission 360 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm, Em 10 nm; Detektorspannung 550V). Die Messung erfolgte in 

Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 10x2 mm. Die ermittelte Regressionsgerade ist I = 0,78 a.u. µM-1 *  c 

6.8.1.5. Kalibriergerade für Trp in Anwesenheit von N-Me-Abz-GVGPR-Trp 
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Abbildung 98: Kalibriergerade für den Fluorophor Trp in Kompetitionspuffer in Anwesenheit von 250 µM N-Me-Abz-GVGPR-Trp bei 

37°C. (Extinktion 280 nm; Emission 360 nm; Spaltbreiten: Ex 5 nm, Em 10 nm; Detektorspannung 550V). Die Messung erfolgte in 

Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 10x2 mm. Die ermittelte Regressionsgerade ist I = 3,65 a.u. µM-1 *  c 

 

6.9. Einfluss der Kompetition von Fibrinogen auf das Lineweaver-Burk-Diagramm für den Umsatz 
von Thrombin mit Z-GPR-AMC  
 

Fibrinogen als 
kompetitiver Inhibitor  

1/[S] für 5 µM Z -GPR-
AMC  [µM -1]  

1/ v0   [ a.u. min-1]  1/[S] für 500 µM Z -GPR-
AMC [µM -1]  

1/ v0   [ a.u. min-1]  
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0 0,2 0,066 0,002 0,016 

0,5 0,2 0,079 0,002 0,014 

1 0,2 0,098 0,002 0,015 

2 0,2 0,119 0,002 0,015 

3 0,2 0,137 0,002 0,016 

4 0,2 0,192 0,002 0,020 
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Abbildung 99: Übersicht der Lineweaver-Burk Diagramme für den Umsatz von 5 und 500 µM Z-GPR-AMC unter Einfluss von 0-4 mg/mL 

Fibrinogen als kompetitiven Inhibitor.  

 

c(Fg) [mg/mL]  Regressionsgerade 

0 y = 0,01549 + 0,25366*x  

0,5 y = 0,01307 + 0,33148*x.  

1 y = 0,01455 + 0,41745*x  

2 y = 0,01458 + 0,52234*x  

3 y = 0,01499 + 0,60999*x  

4 y = 0,01779 + 0,87261*x  
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