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1 Einleitung 
___________________________________________________________________________ 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Thema der Markierung humaner 

Myeloperoxidase (MPO) mit dem grün floureszierenden Protein (GFP) und der  

Detektierung des Fusionsproteins (MPO-GFP). Zunächst soll eine Einführung in das 

Thema gegeben und neue Ansätze der Forschung zu MPO kurz dargestellt werden. 

Anschließend wird das methodische Vorgehen zur Entwicklung eines MPO-GFP 

Fusionsproteins in tabellarischer Form beschrieben, daran schließlich erfolgt die 

Darstellung der experimentellen Ergebnisse und die Einordnung in den aktuellen 

Forschungsstand. Ein Fazit und ein kurzer Ausblick auf mögliche weiterführende 

Experimente beschließen die Arbeit.  

 

1.1 Hintergrund 

Seitdem die Myeloperoxidase vor über 70 Jahren entdeckt wurde, gewinnt sie immer 

mehr an Bedeutung und beschäftigt zahlreiche Forschungsgruppen. Dieses 

Hämprotein aus der Gruppe der Peroxidasen hat durch die Bildung von 

hypochloriger Säure (HOCl) eine bakterizide Wirkung, beeinträchtigt aber darüber 

hinaus die Funktion körpereigener Strukturen und ist an vielen Signalkaskaden 

beteiligt (Klebanoff 2005). MPO spielt eine wesentliche Rolle in entzündlichen 

Prozessen, einschließlich der arteriosklerotischen Plaquebildung und endothelialen 

Dysfunktion sowie den daraus folgenden Komplikationen wie die Plaqueruptur, 

Thrombosebildung und das Remodeling (Tavora et al. 2009; Baldus et al. 2001; 

Eiserich et al. 2002; Fu et al. 2001).  

Herz-Kreislauf-Erkrankungen entstehen häufig als Folge von arteriosklerotischen 

Gefäßveränderungen und laut dem veröffentlichten 4. Bericht der European Society 

of Cardiology (ESC) und des European Heart Network (EHN) (Weltherztag, 

29.09.2012) sind sie die häufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen. 

Es ist bekannt, dass erhöhte MPO-Plasmaspiegel zu Störungen des Herz-Kreislauf-

Systems führen (Baldus et al. 2003). Ebenso konnten erhöhte Plasmaspiegel von 

MPO bei Patienten mit einer eingeschränkten linksventrikulären Pumpfunktion des 

Herzens und bei Patienten mit Vorhofflimmern gefunden werden (Rudolph et al. 

2007a, 2010b). In diesem Zusammenhang ist es jedoch bisher noch nicht gelungen,  
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den exakten Pathomechanismus von MPO im Kontext kardiovaskulärer 

Erkrankungen vollständig aufzuklären.  

Doch MPO steht im Rahmen arteriosklerotischer Mechanismen im besonderen 

Fokus der medizinischen Forschung, da die MPO-Plasmakonzentration als 

prognostischer Biomarker für Herz- und Gefäßerkrankungen herangezogen werden 

kann (Zhang et al. 2001; Winterbourne et al. 2000). In Relation dazu haben Baldus et 

al. 2003 gezeigt, dass Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom, die mit erhöhten 

MPO-Plasmaspiegeln in einem Zeitraum eines 6-monatigen Follow-Up auffallen, ein 

erhöhtes Risiko für kardiale Ereignisse aufweisen. 

 

1.2 Ziel dieser Arbeit  

Das Ziel dieser experimentellen Arbeit ist die Herstellung einer GFP-markierten 

Myeloperoxidase und der biochemischen/enzymatischen Charakterisierung dieses 

Fusionsproteins. Hieraus resultiert die folgende Hypothese: 

 

H: Herstellung einer GFP- markierten Myeloperoxidase möglich. 

 

Mit dieser experimentellen Dissertation soll die Grundvoraussetzung für daraus 

folgenden Bestimmungen der (Gewebs-) Verteilung injizierter GFP-MPO in vivo im 

Mausmodell gelegt werden. 

Um die Gewebsverteilung applizierter MPO in vivo im Mausmodell genau bestimmen 

und verfolgen zu können, sollte markierte MPO hergestellt werden. Als 

Fusionsprotein dient hierfür das grün fluoreszierende Protein (GFP) aus der 

Seefeder Ptilosarcus gurneyi. 

Es gibt zwei Möglichkeiten MPO und GFP zu fusionieren: 

 

1. GFP-MPO (= N-terminal) und 

2. MPO-GFP (= C-terminal). 

 

Die C-terminale Region eines Proteins bezeichnet den Teil des Moleküls, der eine 

Carboxylgruppe (-COOH) aufweist und im Gegensatz dazu besitzt das 

entgegengesetzte N-terminale Ende eine Aminogruppe (-NH2) (Brockhaus 1965). 
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Beiden Signalsequenzen kommt eine wesentliche Bedeutung für die 

Proteinbiosynthese und posttranslationale Modifikation zu.  

MPO wird N-terminal prozessiert, das bedeutet, dass Signalsequenzen während der 

Reifung zu nativem MPO abgespalten werden. Bei einer N-terminalen Fusionierung  

wäre somit die Gefahr groß gewesen, dass das MPO verloren gegangen wäre. Bei 

diesem Projekt wird deshalb C-terminal markiertes MPO hergestellt. 

 

1.3 Verwendete Methoden 

Für die Herstellung eines markierten humanen MPO-Gens wird in das schon 

vorhandene Plasmid pcDNA hMPO (von AG Furtmüller, Wien) das per PCR aus 

einem pUC18 hGFP-Plasmid amplifizierte GFP kloniert und das Konstrukt zur 

Vervielfältigung in Laborsicherheitsstämme des Enterobakterium E. coli (DH5α; 

TOP10) transformiert. 

Analytische Restriktionsverdaus mithilfe von Restriktionsenzymen, Aufreinigung und 

Sequenzierung der DNA Fragmente nach Separierung mittels Gelelektrophorese und 

die Ligation sind weitere methodische Verfahren, die hier verwendet werden. 

Die korrekten MPO-Marker-Konstrukte werden mittels Nanofektamin in CHO-Zellen 

(chinese hamster ovary) transfiziert um zu überprüfen, ob MPO-GFP exprimiert wird 

und fluoresziert. Anhand von Western Blots erfolgt der Proteinnachweis. Zur 

Bestimmung der Enzymaktivität wird der TMB assay eingesetzt. In Kapitel 2 wird das 

methodische Vorgehen in tabellarischer Form ausführlich erklärt. 

 

1.4 Problemstellung 

Die Gefahr für das Fehlschlagen der Entwicklung eines GFP-Markers für das in 

neutrophilen Granulozyten von Säugetieren (Mammalia), einschließlich des 

Menschen, vorkommende Enzym MPO besteht darin, dass MPO stark positiv und im 

Gegensatz dazu das Markierungsmolekül GFP nur schwach negativ geladen ist 

(Kooter et al. 1999). Die positive Ladung von MPO spielt eine bedeutende Rolle für 

die Interaktion von MPO mit Zellen und deshalb sollte das Markierungsmolekül 

möglichst wenig Einfluss auf die MPO-Ladung nehmen. Das ist nur bedingt möglich 

unter Verwendung eines speziellen GFPs, das fast neutral bzw. nur noch schwach 
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negativ geladen ist. Das für die Experimente verwendete humanisierte GFP stammt 

aus der Seefeder Ptilosarcus gurneyi (Peelle et al. 2001). „Humanisiert“ bedeutet in 

diesem Zusammenhang, dass die Sequenzen, die für die Aminosäure kodieren an 

den Codongebrauch des Menschen angepasst sind. Das GFP der Seefeder (und 

nicht wie sonst üblich der Qualle Aequorea victoria) wird ausgesucht, da dieses GFP 

eine relativ neutrale Ladung hat und deshalb die stark positive Ladung der MPO nicht 

zu sehr verändert. Die stark positive Ladung der MPO spielt vermutlich eine 

beachtliche Rolle bei den Funktionen der MPO. 

 

1.5 Die Myeloperoxidase (MPO) 

 

1.5.1 Allgemeines 

MPO ist ein 150-kDa-Hämprotein, das von neutrophilen Granulozyten, Monozyten, 

Mikroglia und Makrophagen exprimiert wird. In den polymorphkernigen neutrophilen 

Granulozyten (PMN) macht es fast 5 % des Gesamtproteins aus und spielt eine 

wichtige Rolle bei der Immunabwehr aber auch der entzündlichen Gewebeverletzung 

(Lau und Baldus 2006; Nicholls et al. 2005; Klebanoff et al. 1984).  

Das MPO-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (Weil und Rosner et 

al. 1987) und besteht aus 12 Exons und 11 Introns (Yamada und Hur et al. 1987). Bei 

MPO handelt es sich um ein kovalent verknüpftes Homodimer, dessen Monomere 

aus schweren und leichten Ketten aufgebaut sind. An der schweren Untereinheit 

tragen sie jeweils ein kovalent gebundenes Häm-Molekül mit einem 

Eisenzentralatom (Lau et al. 2006). Dieser Hämgruppe, die dem Enzym seine grüne 

Farbe verleiht, kommt ein hoher Stellenwert für die katalytische Aktivität, Struktur und 

Stabilität zu (Lau et al. 2006; Fenna et al. 1995).  

Abbildung 1 veranschaulicht die dreidimensionale Struktur des zu der Gruppe der 

Peroxidasen gehörenden Häm-Enzyms. MPO ist reich an den proteinogenen α-

Aminosäuren L-Arginin und Lysin, die dazu führen, dass MPO einen hohen 

isoelektrischen Punkte von > 10 besitzt und stark kationisch ist (Lamy et al. 1999). 
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Abb. 1: Die dreidimensionale Struktur eines MPO-Hom odimers.  Hervorgehoben sind die zentralen 

Hämgruppen (rot), die α-Helices (grün) und die ß-Faltblatt-Strukturen (gelb). Quelle: Lau D. und 

Baldus S. Myeloperoxidase and its contributory role in inflammatory vascular disease. Pharmacology 

& Therapeutics 111, 16–26 (2006). 

 

1.5.2 Biosynthese und Prozessierung 

Für die Biosynthese der reifen MPO sind mehrere intrazelluläre Prozesse 

erforderlich. Unterschieden werden zwei Vorstufen der Myeloperoxidase, dazu 

gehören das vorläufige apoproMPO im rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER), 

welches durch das Fehlen der Hämgruppe inaktiv ist und das Häm-beinhaltende 

proMPO, welches die Fähigkeit besitzt, den Golgi-Apparat zu passieren (Nauseef 

1986a, 1987b). Durch weitere Prozessierung/proteolytische Modifikation werden die 

einzelnen proMPO-Monomere mit jeweils einer Hämgruppe zu Dimeren aus zwei 

schweren und leichten Untereinheiten verknüpft, damit reifes MPO entstehen kann 

(Koeffler et al. 1985; Olsson et al.1984). Dementsprechend erfolgt die Synthese von 

MPO und die posttranslationale Modifikation mit der Häm-Gruppe im rauhen 

endoplasmatischen Retikulum (ER). Danach gelangt sie in den Golgi-Apparat und 

wird anschließend in Granula verpackt oder direkt in den Extrazellularraum sezerniert 

(Baldus et al. 2003). Bis zur Sezernierung verbleibt MPO mit einer Vielzahl von 

anderen Enzymen wie Lysozym, Kathepsin G, Proteinase 3, Defensine und dem 



1 - Einleitung - 

 - 6 -    

proteolytischen Enzym Elastase in den azurophilen Granula (Nicholls et al. 2005; 

Klebanoff 1999).  

Im Rahmen von Entzündungsprozessen werden MPO und deren Enzymprodukte 

aus den neutrophilen Granulozyten in den Extrazellulärraum freigesetzt. Klinische 

Relevanz hat zum Beispiel eine erhöhte MPO–Konzentration im Plasma als 

Entzündungsmarker für die Frühdiagnostik bei KHK-Patienten (Baldus et al. 2003; 

Brennan et al. 2003). Weitere Studien von Baldus et. al. aus 2004 verdeutlichen die 

proinflammatorischen Eigenschaften von MPO während des „respiratory burst“ direkt 

am Endothel der Koronararterien (vgl. Abb. 2). Interessanterweise  belegen 

zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten die Rolle der Myeloperoxidase in der 

Entstehung sowie der Destabilisierung von atherosklerotischen Ablagerungen 

(Naruko et al. 2002; Sugiyama et al. 2001a, 2004b; Baldus et al. 2001; Fu et al. 

2001; Hazen et al.1997).  

 

1.5.3 Katalytische Mechanismen 

Durch die enzymatische Bildung von hypochloriger Säure (HOCl) bei der 

zytotoxischen Abwehr durch neutrophile Granulozyten hat MPO bakterizide 

Eigenschaften (Eiserich et al. 1998) (vgl. Abb. 2). Wichtig ist aber auch die Wirkung 

auf die Homöostase der Gefäßwand durch die direkte und indirekte Oxidierung von 

endothelial-gebildetem Stickstoffmonoxid (NO) (Eiserich et al. 2002). 

Durch Zellaktivierung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) wird 

die reife MPO in Phagosomen sezerniert und auch in den Extrazellularraum 

freigesetzt und katalysiert die folgende Reaktion: 

 

 

 

 

Abb. 2: Die enzymatische Reaktion des Halogenierung s-Zyklus von MPO während des 

oxidativen Burst der Neutrophilen Granulozyten.  Bei dieser Reaktion katalysiert MPO die 

Oxidation von Halogeniden und Pseudohalogenid-Ionen (X), wie zum Beispiel Chlorid- oder  

Bromidanionen (Cl-, Br-), mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (H2O2). Dabei können Chlor (Cl2), Brom 

(Br2) wie auch Bromchlorid (BrCl) und weiterhin Hypochlorid (HOCl) und Hypobromit (HOBr) 

entstehen (Klebanoff 2005; Kettle et al. 2001; Hazen et al. 1996). 

 

       H2O2 + X + H+   MPO       HOX + H2O 
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Hierbei katalysiert die Myeloperoxidase mithilfe von Wasserstoffperoxid die Oxidation 

von Chlorid-Ionen zu Hypochlorit-Ionen (OCl-) bzw. hypochloriger Säure (HOCl) (Lau 

et al. 2006). Solche reaktiven Sauerstoffverbindungen, die durch das sogenannte 

MPO-Enzymsystem entstehen, sind für das Abtöten von Bakterien durch 

phagozytierende Zellen erforderlich (Klebanoff 2005). Das MPO-System setzt sich 

zusammen aus MPO, Wasserstoffperoxid (H2O2)  und einem oxidierbaren Kofaktor.  

Die Abbildung 3 zeigt eine Übersicht über die katalytischen Mechanismen von MPO 

(Van Dalen et al. 2000; Eiserich et al. 1998). Neben der MPO-Grundform bestehen 

weitere Oxidationsstufen des Enzyms, die wichtigsten sind die MPO-I- und MPO-II-

Form. H2O2 reagiert mit der Ausgangsform von MPO (MPO) zu der kurzlebigen 

Oxidationsstufe MPO-I. Zur Entstehung von MPO-I führt auch die Reaktion von MPO 

mit HOCl (Furtmüller et al. 2000). MPO-I oxidiert  nicht nur  (Pseudo)Halogenide wie 

Br- und I-, sondern auch andere Substrate, wie zum Beispiel Nitrit (NO2-), Thiocyanat 

(SCN-) und Tyrosin (Arnhold 2001). MPO-II entsteht durch einen einfachen 

Elektronentransfer aus MPO-I und kann durch eine Reduktionsreaktion in die aktive 

MPO-Grundform überführt werden. Diese Rückreduzierung zur MPO-Grundform 

stellt den geschwindigkeitslimitierenden Schritt in dem Zyklus der Peroxidaseaktivität 

dar (Davies et al. 2008; Furtmüller et al. 2006). 

 
Abb. 3:  Der Peroxidase-Zyklus von MPO  

MPO katalysiert im Peroxidase-Zyklus die Oxidation u.a. von Stickstoffmonoxid und 

Nitrit. In Anwesenheit seines wichtigsten Substrates H2O2 oxidieren die MPO Formen I 

und II NO entweder direkt oder über diverse radikale Zwischenprodukte (R⋅). Das 

Produkt der NO Oxidation, Nitrit, dient auch als ein Substrat für MPO und die Oxidation 

ergibt NO2, welches ein Oxidationsmittel ist, das zur potenten Nitrierung von freiem oder 

gebundenem Tyrosin-Protein führt. NO: Stickstoffmonoxid, NO2: Stickstoffdioxid, NO2- 

Nitrit, H2O2: Wasserstoffperoxid, R⋅: Radikalintermediärprodukte. Quelle: Van Dalen et 

al. 2000; Eiserich et al. 1998.  
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Eine besondere physiologische Bedeutung in diesem Zyklus kommt der MPO-I-Form 

in der Oxidierung von Stickstoffmonoxid (NO) zu Nitrit (NO2-) zu (Baldus et al. 2004).  

Das lipophile NO, welches von der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) durch 

Abspaltung von der Aminosäure L-Arginin synthetisiert wird, ist in der Lage die 

Zellmembran zu passieren (vgl. Abb. 4). Als reaktives Radikal und aufgrund seiner 

hohen Affinität zu Eisen bindet es an die Häm-Gruppe von Enzymen. Auf diese 

Weise beeinflusst es Signalkaskaden und reguliert den Gefäßtonus (Radomski et al. 

1990). So kann das gebildete NO aus der Endothelzelle in die Gefäßmuskelzelle 

diffundieren und dort das Enzym Guanylatzyklase aktivieren, die wiederum die 

Synthese des Botenstoffes zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aus 

Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert. 

 

 
Abb. 4: NO-bedingter Vasodilatationsmechanismus.  

Die Stimulierung des Parasympathikus beispielsweise in den Koronararterien 

(myokardiale Perfusionssteigerung) führt über die Freisetzung von Acetylcholin zur 
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Aktivierung von IP3-Rezeptoren (Inositol-1,4,5-trisphosphonat-Rezeptoren) in der 

Endothelzellmembran, die wiederum eine Erhöhung der intrazellulären Ca++-

Konzentration bewirken. Dadurch wird die NO-Synthase (eNOS) aktiviert und bildet 

Stickstoffmonoxid (NO) aus Arginin. Nun kann NO in die glatten Gefäßmuskelzellen 

diffundieren und dort die Guanylatzyklase aktivieren. Die Guanylylzyklase synthetisiert 

aus GTP zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), das daraufhin cGMP-spezifische 

Proteinkinasen anregt und über eine Senkung der Ca++-Konzentration eine 

muskelrelaxierende und vasodilatierende Wirkung erreicht und auf diese Weise die 

Perfusion steigert. Quelle: Abbildung entnommen aus Hinghofer Szalkay`s homepage: 

www.user.medunigraz.at/helmut.hinghofer-szalkay.  

 

Über die Aktivierung von cGMP-spezifischen Proteinkinasen kommt es dann zu einer 

verminderten intrazellulären Kalziumkonzentration, die somit zur Vasodilatation führt 

(Thews et. al. 1999). Neben der Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur führt NO 

auch zur Hemmung der Expression von Adhäsionsmolekülen und der 

Thrombozytenaggregation (Kubes et. al. 1991; Radomski 1987), weshalb eine 

Verringerung der NO-Konzentration durch MPO-I Auswirkungen auf das 

kardiovaskuläre System hat (Lau et al. 2006). Als antiinflammatorischer Mediator 

verhindert NO die Proliferation von glatten Muskelzellen und reduziert die Bildung 

von weiteren reaktiven Sauerstoffverbindungen. Eine Reihe von Medikamenten 

wirken rezeptorvermittelt über NO auf die glatte Gefäßmuskulatur. Vor allem die 

vasodilatierende sowie die antithrombotische Wirkung von NO wird beispielsweise 

bei der Therapie von Angina pectoris-Anfällen und beim akuten Koronarsyndrom 

(z.B. ISDN, Molsidomin) eingesetzt (Yokota et al. 1986; Osterspey 1983).  

 

1.5.4 Die Rolle der Myeloperoxidase in inflammatori schen 

Prozessen  

In zahlreichen Studien konnte der kausale Zusammenhang zwischen der durch MPO 

reduzierten NO-Bioverfügbarkeit und endothelialen Dysfunktion gezeigt werden (Vita 

et al. 2004; Eiserich et al. 2002; Baldus et al. 2001; Cai 2000). Mit der endothelialen 

Dysfunktion gehen Entzündungsreaktionen einher. Letztendlich können diese 

Prozesse  die Bildung von Arteriosklerose fördern (Galijasevic et al. 2003; Eiserich et 

al. 2002; Baldus et al. 2001). Patienten mit entzündlichen Erkrankungen weisen 

erhöhte MPO-Plasmaspiegel auf, weil polymorphkernige Granulozyten während 

Entzündungsreaktionen aktiviert sind. Das stark kationische MPO kann dann an die 
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negativ geladene Plasmamembran des Endothels binden. Zusätzlich besteht für 

MPO die Möglichkeit über Adhäsionsmoleküle wie ß2-Integrine (CD11b/CD18) an die 

Membran von zu phagozytierenden Zellen (neutrophile Granulozyten und 

Monozyten) anzudocken (Klinke et al. 2011; Lau et al. 2005). Von Interesse ist diese 

Erkenntnis insbesondere bei Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen wie der 

koronaren Herzkrankheit (KHK), denn Daten zeigen, dass erhöhte MPO-Spiegel bei 

diesen Patienten einen klinisch relevanten Risikofaktor für ein akutes kardiales 

Ereignis darstellen (Baldus et al. 2003). Des Weiteren tragen MPO-getriggerte 

inflammatorische Prozesse maßgeblich zum myokardialen Remodeling nach einer 

Ischämie bei (Vasilyev et al. 2005; Askari et al. 2003; Frangogiannis et al. 2002; 

Hansen et al. 1995). In Tiermodellen und Patienten mit einer KHK wurde der 

störende Einfluss von MPO und seinen inflammatorischen Komponenten auf die 

Perfusion und die Kammerfunktion des Myokards untersucht (Baldus et al. 2005, 

Askari et al. 2003). Abgesehen davon können die von MPO gebildeten 

Oxidationsprodukte dann viele Entzündungsreaktionen beeinflussen und die 

entstandenen freien Radikale während der Immunantwort antimikrobiell wirksam sein 

(Hampton und Kettle et al. 1998). Der MPO-Gehalt kann also als Maß für die lokale 

Akkumulation, Infiltration und Aktivität von neutrophilen Granulozyten im Gewebe 

bestimmt werden (Kettle und Winterbourn 2004; Schoenberg et al. 1995). Zudem ist 

bekannt, dass MPO auch Einfluss auf die MAPK-abhängigen Signalkaskaden vor 

allem in Endothel- und Entzündungszellen (Lau und Baldus 2006; Baldus et al. 2001) 

sowie die Aktivität einiger Enzyme (Metalloproteinasen) und Biomoleküle hat (Zheng 

et al. 2004).  

 

1.6 Mit MPO assoziierte Erkrankungen 

 

1.6.1 MPO-Mangel 

Kommt es aufgrund eines genetischen Defektes des MPO-Gens zu einem partiellen 

(Häufigkeit von 1:2000) oder vollständigen (Häufigkeit von 1:4000) MPO-Mangel, so 

zeigen diese Patienten eine leicht erhöhte Anfälligkeit für bakterielle Infektionen 

(Nauseef 1988; Kitahara et al. 1981; Parry et al. 1981). Insbesondere Candida- 

Infektionen werden häufiger bei Patienten mit MPO-Mangel, welche gleichzeitig die 
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Stoffwechselerkrankung Diabestes mellitus besitzen, beschrieben (Aratani 2002a, 

1999b; Lanza 1998). Allerdings kommen nicht bei allen Patienten Symptome vor, da 

zur Abwehr von Mikroorganismen auch weitere MPO-unabhängige Mechanismen 

beteiligt sind (Winterbourn et al. 2000; Nauseef 1988).  

Interessanterweise fördert ein Peroxidase-Defekt der neutrophilen Granulozyten die 

Entstehung von malignen Tumorzellen (Lanza 1998). Im Vordergrund stehen hierbei 

andauernder oxidativer Stress und die dabei entstandenen karzinogenen 

Reaktionsprodukte (vgl. Kapitel 1.6.2).  

In Hinsicht auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen scheinen MPO-defiziente Individuen im 

Vergleich zu Referenzgruppen deutlich im Vorteil zu sein, da sie seltener von  

kardialen Problemen betroffen sind (Kutter et al. 2000). Jedoch scheint die Rolle von 

MPO in der Genese der koronaren Herzerkrankung komplexer zu sein, denn 

wiederum Experimente mit MPO-defizienten Mäusen zeigten, dass diese größere 

arteriosklerotische Plaques aufweisen als Wildtyp-Mäuse (Brennan und Anderson et 

al. 2001).  

Ein MPO-Mangel kann zum Beispiel mithilfe der Durchflusszytometrie oder von 

automatisierten zytochemischen Analysen nachgewiesen werden (Kutter 1998; 

Kitahara et al. 1979).  

 

1.6.2 Gewebeverletzung 

Die während des oxidativen Bursts vom MPO-System gebildeten Produkte sind 

bakterizid und viruzid (Baldus und Eiserich et al. 2001a, 2002b; Klebanoff 1999). In 

den enzymatischen Reaktionen entstehen, wie bereits oben beschrieben, reaktive 

Sauerstoffverbindungen, sog. Oxidantien. Zusätzlich zur Reaktion im Phagosom des 

Leukozyten kann MPO während der Phagozytose in den Extrazellulärraum sezerniert  

werden und nach Bindung an das vaskuläre Endothel durch Transzytose in den 

subendothelialen Raum gelangen und dort reaktive Moleküle generieren, die eine 

schädigende Wirkung auf normales umgebendes Gewebe haben (Klebanoff 2005).  

Die Zelle kann unter physiologischen Bedingungen diese reaktionsfreudigen 

Sauerstoffverbindungen mithilfe von schützenden Antioxidantien neutralisieren. Sind 

diese Schutzmechanismen der Zelle ausgeschöpft, überwiegen Oxidantien wie HOCl 

u.a., die zu der Entstehung von oxidativem Stress führen (Hampton 1998). Dieses 

Ungleichgewicht wird für Zellschädigung und -veränderung und somit für einige 
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Krankheitszustände verantwortlich gemacht (Till et al. 1991; Ward et al. 1983). 

Hierbei kommt es vor allem an Gefäßen zu Schäden und zur Ausschüttung von 

proinflammatorischen Zytokinen, die die Entstehung der Arteriosklerose fördern und 

zur Ausbildung von arteriosklerotischen Plaques führen können (Libby et al. 2002; 

Gordon und Reidy et al. 1990). 

 

1.6.3 Karzinogenese 

Chronische Entzündungen sind mit einem hohen Risiko für maligne Erkrankungen 

assoziiert. Der Grund dafür ist ein andauernder oxidativer Stress, der durch die 

Akkumulation von aktivierten Phagozyten verursacht wird und zur Zerstörung der 

DNA in proliferierenden Zellen, Mutationen und Entstehung von Krebserkrankungen 

führen kann (Weitzman und Gordon 1990). 

Es zeigt sich ein Zusammenhang in den von aktivierten Phagozyten produzierten 

karzinogenen Oxidantien wie beispielsweise HO· und H2O2 und der Entwicklung von 

malignen Erkrankungen (Marnett 2000). Außerdem entstehen durch das MPO-

System karzinogene Reaktionsprodukte wie 5-Chloruracil und 5-Bromuracil, die mit 

der DNA interagieren und zu Mutationen oder DNA-Strangbrüchen führen können 

(Henderson et al. 2003). Ebenfalls fördert MPO die Umwandlung bestimmter 

Prokarzinogene in ihre krebserzeugende Form (Weitzman et al. 1985; Weitberg et al. 

1983). Weiterhin bringt ein hoher Anteil MPO-positiver Granulozyten das Enzym mit 

der akuten myeloischen Leukämie in Verbindung (Kim et al. 2012; Reynolds 1997). 

Die genauen Pathomechanismen des prokarzinogenen Effekts sind von großem 

Nutzen und Interesse für die Tumor-Zellforschung.  

 

1.6.4 Nieren- und Lungenerkrankungen 

Oxidativer Stress wird nicht nur mit kardiovaskulären Erkrankungen in Verbindung 

gebracht. Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass MPO zu einer Schädigung der 

glomerulären Membran führen kann und bei Patienten mit bekannter 

Glomerulonephritis in höherem Anteil im Plasma vorkommt (Xiao et al. 2002; D’Agati 

et al. 2002). Ein hoher Anteil von MPO und H2O2 konnte ebenso im Plasma von 

Patienten mit einer idiopathischen Lungenfibrose nachgewiesen werden. Hierfür 

können genetische Ursachen sowie entzündliche Prozesse verantwortlich gemacht 

werden. Kommt es nämlich zur Aktivierung von Alveolarmakrophagen in der Lunge, 
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dann werden neutrophile Granulozyten angelockt, die Entzündungsmediatoren wie 

z.B. MPO sezernieren und entzündliche Reaktionen induzieren (Green et al. 2004). 

Die Folgen sind vermehrte Bindegewebsbildung, Verwachsungen und Verklebungen 

von Alveolargewebe bis hin zur Bildung von Narbengewebe. Viele 

antiinflammatorische und antifibrotische Medikamente, wie beispielsweise der 

Endothelinantagonist Bosentan, senken die Myeloperoxidasekonzentration und 

wirken somit entzündlichen Prozessen entgegen (Gamze et al. 2007; Mutsaers et al. 

1998; Park et al. 1997).   

 

1.6.5 Multiple Sklerose 

MPO wird mit der chronisch-entzündlichen Erkrankung des Zentralnervensystems 

Multiple Sklerose in Assoziation gebracht (Nagra et al. 1997). Im Vordergrund dieser 

Erkrankung steht vor allem die Zerstörung der Myelin- und Markscheiden sowie der 

Verlust von Neuronen und Axonen (Hemmer et al. 2002; Schirmer et al. 2009). Als 

Ursache für die Demyelinisierung gelten vor allem die von aktivierten mononukleären 

Effektorzellen wie Makrophagen und Mikroglia exprimierten reaktiven 

Sauerstoffradikale (Geurts et al. 2008; Misgeld et al. 2006; Benveniste 1997). So ist 

in den Gewebemakrophagen in und um die entzündlichen Entmarkungsherde im 

ZNS MPO vorhanden (Benveniste 1997).  

 

1.6.6 Alzheimer- und Parkinson-Erkrankung 

Das Vorkommen von MPO in den Mikroglia des Gehirns und die vermehrte 

Expression des MPO-Gens in Patienten mit der Alzheimer-Erkrankung könnte 

aufgrund der benachbarten Lage des MPO-Gens zum Beta-Amyloid-Gen verursacht 

sein. Das verstärkte Auftreten des Beta-Amyloid-Gens kann durch die vermehrte 

Expression des MPO-Gens induziert sein (Zappia et al. 2004; Reynolds et al. 1999). 

In den senilen Plaques von Alzheimer-Patienten kommen nämlich fehlerhaft gefaltete 

Proteine wie das Beta-Amyloid und das Tau-Protein vermehrt vor (Green et al. 2004). 

MPO spielt ansonsten auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der 

Parkinson–Erkrankung eine mögliche pathologische Rolle. Denn im Gegensatz zum 

gesunden Nervengewebe ist auch bei dieser Erkrankung MPO im kranken 

Hirngewebe zu finden (Teismann 2014; Choi et al. 2005).  
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1.6.7 MPO und andere chronisch inflammatorische Erk rankungen  

Im Übrigen werden auch andere chronisch inflammatorische Erkrankungen wie die 

rheumatoide Arthritis (Fernandes et al. 2012; Stamp et al. 2012; Hallett et al. 2008; 

Schiller et al. 2003), chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (Jacobson et al. 

2005; Kruidenier et al. 2003a, 2003b; Robinson et al. 1997) und systemische 

Vaskulitis (Xiao et al. 2002; D’Agati et al. 2002; Jennette und Falk 1997) mit MPO in 

Verbindung gebracht. So wird wie bereits beschrieben das MPO-System nicht nur für 

die Entstehung von hypochloriger Säure (HOCl) in Entzündungsvorgängen 

verantwortlich gemacht, sondern spielt darüber hinaus eine mögliche Rolle in der 

Pathogenese vieler Erkrankungen.  

 

1.7 Die Arteriosklerose  

Unter Arteriosklerose versteht man die Verengung der elastischen und muskulären 

Arterien durch Einlagerung von Lipiden in die Innenwände. Die Gefäßwand wird 

durch diese atherosklerotischen Ansammlungen immer mehr verengt bis sie 

schließlich ihre Elastizität verliert (Libby und Ridker et al. 2002; Mach und Sauty et al. 

1999). Diese herdförmigen atherosklerotischen Ansammlungen werden auch 

Plaques genannt und bestehen aus intra- und extrazelluären Lipiden, glatten 

Muskelzellen, Kollagen und Proteoglykanen (Libby und Ridker et al. 2002; Stemme 

und Faber et al. 1995; Faggiotto und Ross 1984).  

Eine Folge ist der akute Infarkt durch einen kompletten Gefäßverschluss aufgrund 

eines Blutgerinnsels (Thrombus), der durch Plaqueruptur einer solchen 

arteriosklerotischen Ablagerung entsteht (Libby et al. 2000). Die pathologischen 

Veränderungen der Arteriosklerose spielen sich zunehmend in der inneren 

Gefäßwand (Intima) und den inneren Schichten der mittleren Gefäßwand (Media) ab. 

Die Mechanismen zur Entstehung der Arteriosklerose sind nicht definitiv erforscht, 

zwei Theorien scheinen jedoch sehr schlüssig. 

 

Die erste Hypothese „Response to injury“ besagt, dass eine Verletzung der 

Gefäßwand die Ursache für die Auslösung der Arteriosklerose sei (Ross 1986a, 

1993b, 1999c). Herdförmige Gewebeveränderungen (Plaques) seien die Folge von 

traumatischen, mechanischen, biochemischen oder biophysikalischen Schädigungen 
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der Endothelzellschicht, woraufhin eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird und es 

zu einer Proliferation von Mediamyozyten kommt (Libby et al. 2002a, 2006b). Diese 

Myozyten wandern durch das dysfunktionale Endothel von der Media in die Intima 

der Gefäßwand und werden dort zur Proliferation angeregt. Zunehmende 

Lipidakkumulation in diesen galtten Muskelzellen und in Makrophagen und 

Lymphozyten, die vermehrt aus dem Blut in die Intima migrieren, führt zur 

Schaumzell- und später dann zur atheromatösen Plaquebildung (Libby und Ridker et 

al. 2002; Ross 1999; Stemme und Faber et al. 1995). 

Ein Mangel an gelöstem Stickstoffmonoxid (NO) ist die Ursache für die 

Funktionsstörung des Endothels, welches charakteristisch für die Arteriosklerose ist 

(Lau et al. 2006). Die Funktion von NO und die Pathomechanismen hierzu wurden 

bereits im Abschnitt “MPO - Katalytische Mechanismen“ (vgl. Kapitel 1.5.3) 

beschrieben. Ein bedeutender Aspekt ist hierbei die Reduktion der NO-Konzentration 

durch MPO (Eiserich und Baldus et al. 2002; Abu-Soud und Hazen 2000). Der 

Nachweis von MPO in Plaques belegt die Beteiligung von MPO an 

Entzündungsprozessen und folglich auch an kardiovaskulären Ereignissen (Mangge 

2014; Baldus et al. 2003; Targonski et al. 2003; Libby und Ridker et al. 2002). Die 

endotheliale Dysfunktion wird durch die Risikofaktoren der Arteriosklerose, auch als 

kardiovaskuläre Risikofaktoren bekannt, begünstigt (Schettler und Morl 1978). Zu 

diesen Risikofaktoren zählen (Völzke et al. 2006; De Backer et al. 2003; Meyer 2000; 

Keil et al. 1998; Assmann et. al. 1997; Kannel 1990): 

 

- Alter 

- männliches Geschlecht 

- familiäre Veranlagung 

- Hyperlipidämie mit hohen LDL und tiefen HDL Werten 

- arterielle Hypertonie  

- Diabetes mellitus  

- Nikotinabusus 

- Bewegungsmangel  

- Adipositas und  

- Stress 

 

Die Beteiligung von inflammatorischen Prozessen in arteriosklerotischem Geschehen 

gewinnt immer mehr an Bedeutung und konnte durch die endotheliale Dysfunktion im 
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Anfangsstadium des arteriosklerotischen Prozesses (Trepels 2006; Ross 1999) und 

die Aktivierung von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in den 

Koronararterien gezeigt werden (Eiserich et al. 2002; Naruko und Ueda et al. 2002; 

Baldus et al. 2001; Takeshita und Isshiki et al. 1997; De Servi, Mazzone et al. 1995).  

Umfangreiche Kohortenstudien wie die Framingham-Studie haben statistische 

Zusammenhänge zwischen diesen Risikofaktoren sowie Umwelteinflüssen und Herz- 

und Gefäßerkrankungen gezeigt (Fowler und Christakis 2008; Kannel 1990). Die 

Veränderung des Lebensstils, präventive Vermeidung der Risikofaktoren sowie 

geeignete Behandlungsmaßnahmen bei bereits vorhandenen Risikofaktoren führen 

zu einer zunehmenden Senkung des kardiovaskulären Risikoprofils (Ritchey et al. 

2014; Perk et al. 2012; Chhatriwalla et al. 2009; Graham et al. 2007; Gebbers 2007; 

Kolenda 2005).  

Bei der von dem amerikanischen Forscher und Nobelpreisträger Joseph Leonard 

Goldstein etablierten Lipoprotein-induced-atherosclerosis-Hypothese wird davon 

ausgegangen, dass die Ursache für die Initiierung des arteriosklerotischen 

Geschehens Makrophagen sind, die chemisch modifiziertes oxLDL aufnehmen und 

sich dadurch in Schaumzellen („foam cells“) umwandeln (Podrez et al. 1999; 

Faggiotto und Ross 1984). Hierbei wird die Verletzung von  Endothelzellen nur als 

ein Teilschritt in der komplexen Entwicklung von arteriosklerotischen Läsionen 

gesehen. Der weitere Verlauf ist in beiden Hypothesen identisch. Bis zur vermehrten 

Bildung der Schaumzellen ist der Prozess der Arteriosklerose umkehrbar (Feig 

2014). 

MPO ist, wie bereits beschrieben, mit den Vorgängen, die zur Arteriosklerose führen, 

verbunden. Es spielt eine bedeutende Rolle in der oxidativen Modifizierung von LDL, 

dem Verbrauch von Stickstoffmonoxid (NO) und der Entwicklung der endothelialen 

Dysfunktion und somit der Entstehung von atheromatösen Plaques (Vita et al. 2004; 

Galijasevic et al. 2003; Eiserich und Baldus et al. 2002; Libby und Ridker et al. 2002; 

Stemme und Faber et al. 1995). 

 

1.7.1 Arteriosklerose und kardiovaskuläre Erkrankun gen (CVD)  
 

Die Folgen der Arteriosklerose sind schwerwiegend und machen die meisten 

Todesfälle in den westlichen Ländern aus (Gesundheitsbericht der WHO für Europa 

2012). So kann sich eine Gefäßverengung nicht nur in Form einer stabilen Angina 
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pectoris (Brennan 2003), einer Claudicatio intermittens oder einer Angina 

abdominalis äußern (Hirsch 2006), sondern bei Plaqueruptur (Nicholls und Hazen 

2005) unter anderen in weitaus gravierenderen Symptomen und Erkrankungen wie 

der instabilen Angina pectoris (Baldus et al. 2003), dem Myokard- und 

Mesenterialinfarkt und der Transient ischämischen Attacke (TIA) (Davies 1996; 

Virmani 2002; Friedman 1974). Die weitere Forschung von prognostischen 

Biomarkern wie der MPO als Marker für Plaquevulnerabilität (Hazen und Heinecke 

1997) bleibt in Anbetracht seiner proarteriosklerotischen Eigenschaften attraktiv und 

kann im klinischen Alltag helfen, Patienten mit einem hohen Risiko für CVD- 

Ereignisse zu identifizieren und zur Minimierung von kardiovaskulären Erkrankungen 

beizutragen (Baldus et al. 2003). 

 

1.8 Biomarker in der Kardiologie  

Für die Diagnostik eines Herzinfarktes sind bereits einige Biomarker bekannt. 

Die meisten kardialen Biomarker sind Proteine, die im Herzgewebe vorkommen und 

bei einer Minderperfusion (Ischämie) der Kardiomyozyten in das Blut freigesetzt 

werden. Darüber hinaus können auch Gene, Genprodukte, Zellen oder Enzyme als 

Biomarker fungieren und in der klinischen Routine eingesetzt werden. 

Diese Indikatoren können Hinweise auf das Risiko geben, eine bestimmte Krankheit 

zu bekommen oder einen krankhaften Prozess nachzuweisen. Hierfür müssen die 

kardialen Biomarker bestimmte Voraussetzungen erfüllen. Dazu gehören nicht nur 

die Herzspezifität und die schnelle Zugänglichkeit des Biomarkers in ausreichenden 

Konzentrationen über einen längeren Zeitraum, sondern auch die hohe Sensitivität 

für kardiologische Erkrankungen. 

Folgende herzspezifische Marker sind bisher bekannt (Keller und Zeller et al. 2009; 

Weber und Hamm 2008; Ridker und Brown et al. 2004; Hamm 2002):  

 

- Glycogenphosphorylase BB (GPBB) 

- Myoglobin 

- Fatty-acid-binding protein (FABP) 

- Ischemia modified albumin (IMA) 

- Troponin (T,I) 

- Creatinkinase-MB (CK/ CK-MB) 
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- Lactatdehydrogenase (LDH) 

- Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) 

 

Bevor es während eines akuten Koronarsyndroms zu einer Myokardzellnekrose 

kommen kann, gehen bestimmte (durch die Myokardischämie ausgelöste) 

pathophysiologische Schritte voraus. Zu diesen frühzeitigen Mechanismen gehören 

die Aktivierung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und die 

Ausschüttung von Enzymen wie MPO aus den Granula (Nauseeff 1998). Ein 

erhöhter MPO-Plasmaspiegel zeigt eine Granulozytenaktivierung an (Johansson et 

al. 1997).  

Zahlreiche Studien belegen, dass bei Angina pectoris Patienten das Auftreten von 

hohen MPO-Blutplasmakonzentrationen einen deutlichen Hinweis auf ein künftiges 

kardiales Ereignis liefert (Nicholls 2011; Brennan 2003). Ein markanter MPO-Anstieg 

war sowohl in KHK-Patienten (Karakas et al. 2011; Samsamshariat et al. 2011; 

Pawlus et al. 2010; Ndrepepa 2008; Zhang et al. 2001) als auch in Patienten mit 

einem ACS zu ermitteln (Liu et al. 2012; Samsamshariat et al. 2011; Sawicki et al. 

2011; Marshall et al. 2010; Pawlus et al. 2010; Ndrepepa 2008). 

So können mit der MPO-Bestimmung in den Frühstadien eines akuten 

Myokardinfarktes Patienten identifiziert werden, die noch keine Myokardnekrose 

erlitten haben. Wenn sich GFP-MPO im Mausmodell in Zukunft etabliert, könnten sie 

vor allem durch ihre Beteiligung in arteriosklerotischen Prozessen als prognostischer 

Biomarker für CVD in Frage kommen und möglicherweise Patienten, die gefährdet 

sind kardiovaskuläre Erkrankungen zu erleiden, vorzeitig detektieren. 

 

1.9 Die Koronare Herzerkrankung 

Zu den Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehören auch die ischämischen 

Herzkrankheiten wie z. B. die koronare Herzkrankheit und der Herzinfarkt. Laut dem 

Gesundheitsbericht der WHO für 2012 machen sie die Haupttodesursache in den 

westlichen Ländern aus. Die Koronare Herzkrankheit ist eine chronische Erkrankung 

der Herzgefäße, vorwiegend der Koronararterien, die durch Gefäßablagerungen 

verengen und schlecht durchblutet werden (Klebanoff 2005). Die 

Durchblutungsstörung ist meistens durch Arteriosklerose bedingt und führt zu einer 

verminderten Sauerstoffversorgung des Herzmuskels (Hansson 2006). Es besteht 
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somit ein Missverhältnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im 

Herzmuskel (Wagner 1991). Je nachdem wie viele und welche Herzgefäße von 

Verengungen betroffen sind, spricht man auch von einer Ein-, Zwei- 

oder Dreigefäßerkrankung. Diese Systemerkrankung der Arterien hat nach Angaben 

des Statistischen Bundesamts 2013 eine zunehmende Prävalenz und Inzidenz in 

den höheren Altersklassen. 

Die KHK kann sich durch unterschiedliche Symptome wie Herzrhythmusstörungen, 

Herzinsuffizienz, Herzinfarkt oder plötzlicher Herztod äußern (Erdmann 2000). Ein 

Kardinalsymptom für die Koronarstenose ist die “Brustenge“ oder Angina pectoris 

(Erdmann 2000), die in eine stabile und instabile Form eingeteilt wird. Demnach wird 

jede erstmalig („recent onset angina“) und in Ruhe vorkommende („Angina 

nocturna“) sowie jede an Schweregrad zunehmende Angina pectoris 

(„Crescendoangina“) als eine instabile Angina pectoris bezeichnet. Für das 

therapeutische Vorgehen hat diese Einteilung eine wichtige Bedeutung. Die 

Risikofaktoren für die Erkrankung der Herzkranzgefäße sind bereits in dem Abschnitt 

“Arteriosklerose“ (vgl. Kapitel 1.7) aufgeführt und spielen eine entscheidende Rolle 

für das Erkrankungsrisiko und die Prognose (Meyer 2000).  

Um die Diagnose einer koronaren Herzerkrankung stellen zu können, sind neben 

den anamnestischen Informationen, der körperlichen Untersuchung sowie dem 12-

Kanal-EKG auch Laborparameter wichtig. So können in Blutanalysen etablierte 

Marker wie Troponin T und I, Kreatinkinase-MB und Myoglobin (Galvani und Ferrini 

et al. 2001) sowie das hochsensitive CRP (hsCRP) (Toss und Lindahl et al. 1997) 

weitere Anhaltspunkte dafür liefern. Einen Hinweis auf einen Myokardinfarkt geben 

ebenso kardiale Nekroseparameter wie die hochsensitiven Troponine (Thygesen und 

Alpert et al. 2012). Immer mehr Beweise wurden für die ursächliche Beteiligung von 

inflammatorischen Prozessen im Rahmen der KHK geliefert. Dazu gehört z. B. der 

Anstieg von hsCRP (Heslop et al. 2010; Libby und Ridker et al. 2002; Biasucci und 

Liuzzo et al. 1999) und von freien Radikalen während des Entzündungsgeschehens 

und innerhalb von ischämischen Prozessen. 
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1.10 Die Rolle von MPO im kardiovaskulären System 

MPO spielt nicht nur durch ihre Funktion im NO Stoffwechsel, sondern auch durch 

die Oxygenierung von LDL zu der schädlichen Form  oxLDL in der Arterienwand eine 

wesentliche Rolle in der Atherogenese beim Menschen (Nikpoor et al. 2001; Podrez 

et al. 1999). Durch die oxidativen Veränderungen von LDL werden seine pro-

atherogenen Eigenschaften gefördert (Wang et al. 2007). Ebenso beeinträchtigt 

MPO das High Density Lipoprotein (HDL) bei seiner Hauptaufgabe - dem Abtransport 

von überschüssigem Cholesterin aus den peripheren Geweben zurück zur Leber. 

Dabei werden Apolipoproteine A-I (Apo A-I), die lipidfreien Vorläufermoleküle des 

HDL, durch Anreicherung von Chlor- und Nitrotyrosin durch MPO modifiziert und 

verlieren ihre atheroprotektiven Eigenschaften und fördern proinflammatorische 

Effekte (Pennathur und Bergt et al. 2004; Nicholls und Zheng et al. 2004).  

Des Weiteren konnten MPO und seine Reaktionsprodukte in arteriosklerotischem 

Material nachgewiesen werden (Hazen 2004). Die Arbeitsgruppe von Zhang stellte 

2001 in einer Fall-Kontroll-Studie mit 158 KHK-Patienten und 175 gesunden 

Probanden in der Kontrollgruppe fest, dass die KHK-Patienten signifikant erhöhte 

MPO-Plasmakonzentrationen aufwiesen. Der Abbildung 5 ist zu entnehmen, dass 

erhöhte Leukozytenzahlen und MPO-Blutwerte in Zusammenhang mit 

atherosklerotischen Prozessen stehen (Zhang et al. 2001). 

Auch weitere Studien mit einem größeren Patientenkollektiv haben gezeigt, dass  ein 

MPO-Gradient mit kardiovaskulären Erkrankungen korreliert (Meuwese et al. 2007). 

Erhöhte MPO-Konzentrationen weisen auf ein signifikant erhöhtes Risiko für  

kardiovaskuläre Erkrankungen wie die KHK und Patienten mit einem Myokardinfarkt 

zeigten eine schlechtere Prognose im Fünf-Jahres-Verlauf (Mocatta und Pilbrow et 

al. 2007; Baldus und Rudolph et al. 2006; Baldus et al. 2003; Baldus und Heeschen 

et al. 2003). Es konnte in ähnlichen epidemiologischen Studien ein positiver 

Zusammenhang zwischen der Ausdehnung und Relevanz der Gefäßstenosen und 

den MPO-Werten beobachtet werden (Duzguncinar und Yavuz et al. 2008). 
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Abb. 5: Darstellung der Odds Ratios für Leukozyten- MPO und Blut-MPO, WBC (white blood 

cells) und CRP-Spiegel vor (unbereinigt) und nach ( Modelle 1 und 2) der Anpassung mit 

traditionellen Risikofaktoren und FGR (Framingham R isk Score).  Leukozyten- und Blut-MPO-

Werte sind nicht nur mit einem signifikant erhöhten Risiko für CAD assoziiert (p <0,001), das Risiko für 

CAD ist im Vergleich zu Patienten mit erhöhten WBC- und CRP-Werten fast 10-fach höher. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass MPO offensichtlich mit der Prävalenz für kardiovaskuläre 

Erkrankungen korreliert, sich somit zu einem leistungsstarken entzündlichen Marker für Herz-

Kreislauferkrankungen entwickelt und weitere Studien erforderlich macht. Quelle: Zhang et al. JAMA, 

286:2136-42, 2001.  

 

Zusätzlich konnte die Arbeitsgruppe von Stanley L. Hazen zeigen, dass Menschen 

mit einem genetisch bedingten MPO-Mangel ein wesentlich niedrigeres Risiko für die 

koronare Herzkrankheit, den Herzinfarkt und -tod beherbergen. Tierversuche mit 

MPO-knock-out Mäusen verdeutlichen jedoch Gegenteiliges. Diese sind nämlich aus 

bisher unerklärlichen Gründen eher anfälliger dafür arteriosklerotische Plaques 

auszubilden (Brennan und Anderson et al. 2001). Die Rolle von MPO im Rahmen 

von kardiovaskulären Erkrankungen wird jedoch nicht ausgeschlossen und bleibt 

weiterhin komplex. Zukünftige Experimente sollen bei der Entwicklung von 
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vielversprechenden therapeutischen Maßnahmen beim ACS helfen. MPO hat sich in 

vielen Studien als Vorhersageparameter für kardiovaskuläre Ereignisse in einem 

Zeitraum von einem Monat bis einem halben Jahr bei Patienten mit akuter Angina 

pectoris erwiesen (Baldus und Heeschen et al. 2003; Brennan und Penn et al. 2003). 

Dieser zeitliche Verlauf und die Assoziation mit den Folgekomplikationen der KHK 

wie „plötzlicher Herztod oder Myokardinfarkt“ werden in Abbildung 6 graphisch 

veranschaulicht. Es wird dargestellt, dass erhöhte MPO-Plasmaspiegel einen hohen 

Vorhersagewert für die Mortalität und den tödlichen Myokardinfarkt in einem 

Zeitraum nach Vorstellung des Patienten in der Klinik (innerhalb von 24-75 Stunden) 

und in den nächsten sechs Monaten der Nachbehandlung zeigen. Je höher der 

gemessene Serumspiegel von MPO, desto höher ist somit das Risiko für ein solches 

künftiges kardiales Ereignis (Brennan und Penn et al. 2003).  

 

 
Abb. 6: MPO-Serumspiegel und kardiales Risiko. Die Patienten sind nach ihrem gemessenen 

MPO-Serumspiegel in drei Gruppen eingeteilt. Der Serumspiegel von MPO ist wie folgt: ≤ 222g/L (1. 

Tertile), 223 bis 350g/L (2.Tertile) und > 350g/L (3. Tertile). Für die ersten 24-Stunden zeigen die 

kombinierten Endpunkte “Mortalität“ und “tödlicher Myokardinfarkt“ einen Trend zwischen den MPO-

Tertilen (p = 0,17). Für die nachfolgenden Verlaufszeitpunkte (72 Stunden, 30 Tage und 6 Monate) 

zeigten die Ereignisraten signifikante Unterschiede zwischen den MPO-Tertilen (p < 0,001). Das 

kardiale Risiko für ein “tödliches Ereignis“ korreliert mit der MPO-Plasmakonzentration. Quelle: Baldus 

et al., Circulation, 108: 1440-5, 2003. 

 

Weiterhin hat MPO auch eine prognostische Bedeutung im Hinblick auf ventrikuläres 

Remodelling und die LV-Funktion nach einem Myokardinfarkt. Klinische Studien von 
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Rudolph et al. aus dem Jahre 2007 zeigen eine Korrelation zwischen signifikant 

erhöhten MPO-Plasmaspiegeln und eingeschränkter LV-Funktion nach einem 

ischämischen Ereignis.  

Zu dem wird MPO mit chronischer Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht. Eine 

aktuelle Studie zeigt, dass sich in einer Gruppe von 102 Patienten mit chronischer 

Herzinsuffizienz im Gegensatz zu der Vergleichsgruppe von 105 gesunden 

Probanden signifikant erhöhte MPO-Plasmaspiegel nachweisen ließen (Tang 2006). 

Die Ergebnisse weiterer Untersuchungen belegen, dass erhöhte MPO-

Plasmaspiegel mit der Konzentration von anderen inflammatorischen Markern, wie 

der von B-natriuretischem Peptid (BNP) (Morrow et al. 2008; Mocatta et al. 2007; 

Khan et al. 2007) und C-reaktivem Protein (CRP) (Heslop et al. 2010) korrelieren. 

Somit erfüllt MPO eine wichtige Funktion in Entzündungsprozessen und ist ein pro-

arteriosklerotischer und -inflammatorischer Mediator, der in Zukunft zur schnellen 

und einfachen Diagnosesicherung und Risikostratifizierung bei Patienten mit 

kardialen Erkrankungen führen könnte. Im Hinblick auf diese vorgestellten 

Erkenntnisse ergibt sich ein weiterer Forschungsbedarf um die Rolle von MPO im 

Rahmen von kardiovaskulären Erkrankungen zu eruieren. 
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2 Methodisches Vorgehen 
___________________________________________________________________________ 

Im Folgenden sind die bei diesen Experimenten verwendeten allgemeinen 

Substanzen und Puffer sowie Hersteller und Konzentrationen so aufgeführt, dass mit 

diesen Angaben die Versuche wiederholt werden könnten. Veränderungen und 

spezielle Pufferlösungen werden hier näher beschrieben.  

 

2.1 Allgemeine Puffer und Lösungen 

Tab. 1: TBE Rezepte, Agarosegel und DNA Marker. 

Bezeichnung 

 

Zusammensetzung/ Hersteller 

Rezept TBE  

1x TBE 
 

   100 ml 10x TBE 
+ 900 ml H2O 
 
Mischen. 

10X TBE 
 

   800 ml millipore H2O 
+  9,375 g disodium EDTA (zuerst auflösen)
  
+     108 g Trizma Base    
+        55g Boric Acid  
 

Nach dem Auflösen den pH-Wert bei 8,3 

einstellen, anschließend Zugabe von 

millipore H2O bis 1l erreicht ist. Mischen.

  

Für Agarosegele  

1 % Agarosegel 

 

 

 

 

 

 

1 g Agarose 

+ 100 ml 1x TBE Buffer 

+ 6 µl Ethidiumbromid (mg/ml) 

Die Agarose wird in dem hergestellten 1x 

TBE in der Mikrowelle aufgekocht, erst 

nachdem die Lösung auf ca. 50 °C abgekühlt 

ist, wird das Ethidiumbromid hinzugegeben 
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und das Gel kann dann in die vorbereitete 

Gelkammer (Gelkamm einsetzen) gegossen 

werden. 

DNA Marker 

 

100 bp DNA ladder (New England Biolabs®)  

Bestellnummer: N3231L 

1 kb DNA ladder (New England Biolabs®) 

Bestellnummer: N3232L                                       

 

                   
Abb. 7: 100 bp und 1 kb DNA Marker. Die Banden der beiden DNA Marker dienen als 

Referenzmarkierungen/Referenzgrößen, anhand deren die Länge der Verdau-Banden 

abgeschätzt werden kann. Quelle: New England Biolabs®. 

 

2.1.1 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) ist eine im Jahre 1983 

von dem amerikanischen Chemiker Kary Mullis etablierte Methode zur gezielten in 

vitro Vervielfältigung von DNA-Abschnitten mit Hilfe thermostabiler DNA-

Polymerasen. Außer der hitzestabilen DNA-Polymerasen, die z. B. aus der Archaea- 

Art Thermus aquaticus  (Taq DNA Polymerase) aus heißen Quellen gewonnen wird,  

werden für das Syntheseverfahren die zu kopierenden DNA-Moleküle, Primer und 

Nukleotide benötigt sowie eine Pufferlösung, in der die Polymerase arbeitet. Die 
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Amplifikation der DNA-Stücke in einem Thermocycler (programmierbarer Heizblock) 

beruht auf einer aus drei immer wiederkehrenden Schritten bestehenden 

Kettenreaktion, nämlich der Denaturierung, Hybridisierung und Elongation. Die 

einzelnen Schritte hierzu sind in der folgenden Tabelle 2 wiedergegeben.  

Durch die Wiederholung eines PCR-Zyklus wird die DNA somit verdoppelt. Mithilfe 

der Methode der PCR können unter anderen bakterielle und virale 

Infektionskrankheiten und genetische Erberkrankungen nachgewiesen sowie 

molekularbiologische Stammbäume aufgestellt werden. Die PCR Technik bietet 

folglich eine schnelle und unkomplizierte Möglichkeit zur Replikation von DNA-

Stücken. 

 

Tab. 2: PCR und Primer. 

Für PCR  

20 µl reaction Phusion Pol PCR + 

DMSO 

 

1 µl 10 µM Not I – GFP + GG (0,5 µM) Primer 

1 µl 10 µM GFP – Not I (0,5 µM) Primer 

0,25 µl phusion polymerase (F-530L; New 

England Biolabs®, 2 U/µl) 

4 µl 5x Phusion HF buffer 

0,4 µl 10 mM dNTPs (jedes 200 µM) 

1 µl (= 5 %) DMSO  

0,5 µl (0,9 ng) DNA 

Zugabe von ddH2O bis 20 µl erreicht ist.  

 

Zugabe von 5 µl 6x Blue Loading Dye zu 

Phusion Pol PCR + DMSO nach PCR. 

 

DNA für PCR  

GFP-DNA 

Humanized Ptilosarcus GFP, NanoLightTM 

Technology, Cat#108 pCMV-h-Pt.GFP (vgl. Abb. 

8)  

Primer  

für Phusion Pol PCR + DMSO: 

1.) Not I – GFP – Not I: 725 nt 

Not I – GFP + GG 

 

 

 

5`-ggg ggc gcggccgc gg atg aac cgc aac gtg ctg 

aag aac-3`            40nt 
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GFP – Not I:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.) MPO-GFP: 574 nt 

MPO-GFP forward: 

MPO-GFP reverse: 

5`-ggg ggc gcggccgc atc agg ggt ttg ccg atg gtg 

gtc agc-3`             41nt   

 

PCR Prozedur:  Die Amplifizierung 

verschiedener Fragmente findet unter folgenden 

Programmparametern statt: 

Zyklenparameter   

Zyklenzahl: 25-35 

Denaturierung: 98 °C, 60 sek. 

Primerannealing: 98 °C, 10 sek. 

Extension: 72 °C, 30 sek. 

Final Extension: 72 °C, 10 min 

 

 

5` -ggt acc cag ttc agg aag ctc cg-3`    24nt 

5` -ggt tgc gct cgt aga aga agc c-3`      22nt  

 

PCR Prozedur: 

95 °C            120 sek. 

 

95 °C              10 sek. 

67 °C              15 sek. 

72 °C              30 sek. 

35 Zyklen 

 

72 °C            5-10 min 

 

 

Tab. 3: LB-Nährmedium.  

LB-Nährmedium   800 ml millipore H2O 

+ 10 g Peptone 

+   5 g Yeast Extract 

+ 10 g NaCl 

pH-Einstellung im Bereich zwischen 7,0 und 7,5, 
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anschließend Zugabe von millipore H2O bis 1l 

erreicht ist. Dann die Zubereitung von 300 – 400 

ml Aliquoten in 500 ml Flaschen vornehmen und  

autoklavieren. 

Ampicillin – A9393 + 500 µl 50 mg/ml Ampicilin (= 50 µg/ml 

Endkonzentration) (A9393, Sigma Aldrich) 

(stock: 50 mg/ml) 

LB-Amp agar plates 150 ml Millipore- H2O 

+ 2,5 g Peptone 

+ 1,25 g Yeast Extract 

+ 2,5 g NaCl 

+ 3,75 g bacto- agar  

pH-Einstellung im Bereich zwischen 7,0 und 7,5 

(mit NaOH) und anschließend Zugabe von 

millipore H2O in einer 500 ml Flasche bis 250 ml 

erreicht ist. 

Autoklavieren. 

Auf ca. 55 °C kühlen. 

Platten gießen unter der (1 l = ca. 80 Platten; 

500 ml = ca. 40 Platten; 250 ml = ca. 20 

Platten). 

Platten unter der Sicherheitswerkbank für 1 

Stunde  trocknen und über Nacht bei 

Raumtemperatur (23 °C) stehen lassen.                  

Platten bei 4 °C aufbewahren. 

Platten sind für 2 Wochen bei 2-8 °C haltbar.  

 

2.1.2 Escherichia coli 

E. coli ist ein gram-negatives Bakterium aus der Familie der Enterobakterien, das 

von dem Mediziner Theodor Escherich erstmals 1885 beschrieben wurde (Brock et  

al. 1994). Das Bakterium ist stäbchenförmig, begeißelt und kommt im Darm von 

Mensch und Säugetieren vor (Chen und Frankel 2005). Es kann sich unter aeroben 
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und anaeroben Bedingungen vermehren und pathogen oder harmlos sein. Die 

Übertragung der E. coli Bakterien erfolgt fäkal-oral (Levine und Edelman 1984). 

Es gibt eine Reihe von E. coli Stämmen, die beim Menschen, vor allem in 

Entwicklungsländern, gastrointestinale Infektionen hervorrufen können (Hahn et al. 

2008). Die darmpathogene E. coli dient deshalb auch als Indikatorkeim für fäkale 

Kontamination in Trinkwasser und Lebensmitteln. Ebenso können E. coli Bakterien 

auch der Auslöser für extraintestinale Erkrankungen wie zum Beispiel 

Harnwegsinfekten, Sepsen, Peritonitiden und Meningitiden sein (Nataro und Kaper 

1998).  

E. coli ist nicht zuletzt wegen seiner einfachen Kultivierung, aber auch wegen der gut 

bekannten genetischen Ausstattung beliebt in der Biotechnologie. In den folgenden 

Versuchen fungiert E. coli als Synthesemaschine für die Replikation von 

rekominantem GFP-MPO-Plasmid.  

 

Tab. 4: E. coli Bakterien, Verdaus und DNA-Aufreinigung sowie Liga tion. 

Bakterienstamm 

 

Escherichia coli, MAX Efficiency® DH5α™ 

Competent Cells,  

Firma: Invitrogen Corporation. Carlsbad, CA. 

E. coli Transformation (DH5a) LB-Amp Platten werden für 1 Stunde bei 37 °C 

vorgewärmt. 

E. coli Zellen immer auf Eis aufbewahren. 

Zugabe von 50 pg DNA zu 100 µl Zellen. 

Für 15 Minuten auf Eis inkubieren. 

Zellen für 5 Minuten bei 37 °C einen Hitzeshock 

verpassen. 

+ 1 ml LB 

Für eine Stunde bei 37 °C inkubieren. 

Für 3 Minuten bei 3600rpm abzentrifugieren. 

Verwerfen des Überschusses. 

Resuspendieren der Zellen im restlichen LB. 

Rest (+100 µl LB) auf vorgewärmte Lb-Amp 

Platten ausstreichen. 

Bei 37 °C inkubieren. 

Preparative digest (Präparativer    0,5 µl BSA 
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Verdau/Vorverdau) +    5 µl restriction buffer 

+ 0,5 µl (20 U/µl)- 2 µl (5 U/µl) 

Restriktionsenzyme =  10 U 

+ 25 µl PCR Produkt  

Zugabe von millipore H2O bis 50 µl erreicht ist. 

Für 2 Stunden bei 37 °C inkubieren. 

Digest midiprep DNA (Verdau 

midiprep DNA) 

4 µl sterile milipore H2O 

+ 0,1 µl 100x BSA (10 mg/ml) 

+ 0,3 µl Restriktionsenzym (10 U/µl; = ca. 3 U) 

+ 1 µl 10x Restriktionspuffer 

+ 4 µl midiprep DNA  

 

Ca. 2 Stunden bei 37 °C inkubieren. 

Anschließend 10 µl des Verdaus mit 2 µl 6x 

Ladepuffer mischen und auf dem Gel auftragen, 

Gel an die Spannungsquelle anschließen und 

ca. 1 Stunde bei 120 V laufen lassen (DNA-

Proben laufen von Minus nach Plus). 

Digest miniprep DNA (Verdau 

miniprep DNA) 

   6,5 µl sterile milipore H2O 

+ 0,1 µl 100x BSA (10 mg/ml) 

+ 0,3 µl Restriktionsenzym (10 U/µl; = ca. 3 U) 

+    1 µl 10x Restriktionspuffer 

Volumen pro Verdau-Ansatz: 8 µl 

+ 2 µl miniprep DNA 

Dann ca. 30 Minuten bei 37 °C inkubieren. 

 

Anschließend 10 µl des Verdaus mit 2 µl 6x 

Ladepuffer mischen und auf dem Gel auftragen, 

Gel an die Spannungsquelle anschließen und 

ca. 1 Stunde bei 120 V laufen lassen (DNA-

Proben laufen von Minus nach Plus). 

DNA Aufreinigung PCR clean up nach Macherey Nagel,      

NucleoSpin® Extract II 

Plasmid DNA Aufreinigung (Mini, Midi) nach 
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Macherey Nagel 

 

DNA Fällung mit EtOH 

(für die Sequenzierung) 

   200 µl DNA 

+     2 µl 3M NaOAc pH 5,5 

+ 400 µl 100% EtOH (-20 °C), mischen durch 

Umkippen bis DNA-Klümpchen zu sehen ist. 

Bei Raumtemperatur für 10 Minuten bei 

11000rpm  zentrifugieren und den Überstand 

verwerfen. 

+ 500 µl 70 % EtOH, gut durchmischen 

Rückstand lufttrocknen (1 Stunde, 

Raumtemperatur) 

+ 100 µl ddH2O 

DNA bei 4 °C aufbewahren. 

Midi prep PC100 nucleobond 25 ml LB-Amp (100 µg/ml) + Bakterienkolonie 

über Nacht bei 37 °C und Schütteln kultivieren. 

Für 15 Min bei 4 °C und 4000rpm zentrifugieren. 

Nach dem Nucleobond PC100 Protokoll 

vorgehen.   

Anschließend DNA mit 5 ml Puffer N5 eluieren 

und jeweils 1 ml Eluat auf 2 ml Reaktionsgefäße 

verteilen. 

Zugabe von 0,7 ml Isopropanol und mischen, 

nicht vortexen. 

Die präzipitierte DNA wird dann durch 

Zentrifugation für 30 min bei 4 °C und 15000rpm 

in einer Tischzentrifuge sedimentiert. Der 

Überstand wird abgenommen und verworfen. 

Zugabe von 1 ml 70 % Ethanol und durch 

Zentrifugation (15000 rpm, 10 min, RT) wird die 

DNA sedimentiert. Rückstand trocknen (min. 30 

Minuten lufttrocknen). 

Zu dem getrockneten Rückstand in jedem 2 ml 

Reaktionsgefäß 50 µl ddH2O zugeben und über 
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Nacht bei 4 °C im Kühlschrank stellen. Am 

nächsten Tag alle Reaktionsgefäße vortexen 

und den Inhalt von diesen jeweils in einem 

einzigen Reaktionsgefäß überführen, so dass 

sich im letzten Reaktionsgefäß die gesamte 

präzipierte DNA sammelt. 

 

Dann folgt die Bestimmung der Konzentration 

und Reinheit der dsDNA mittels Photometer:   

 

Photometer anschalten, Methode "DNA" wählen. 

DNA-Lösung (aus Präparation) 1:10 mit ddH2O 

verdünnen (6 µl DNA und 54 µl apuwa water, 

Endvolumen 60 µl) 

      BLANK = 60 µl ddH2O  

      SAMPLE = 6 µl DNA und 54 µl ddH2O  

Verdünnung in Quarzküvetten überführen 

Bei 260 bzw. 280 nm messen (gegen ddH2O als 

Leerwert). Formel zur Berechnung der Reinheit: 

           Reinheit = A260/ A280 

            mit 

A260 = gemessene Absorption bei 260 nm 

A280 = gemessene Absorption bei 280 nm 

Photometer Eppendorf® BioPhotometerTM, 62739 

Restriktionsendonukleasen 

(NotI, SpeI, XbaI, PstI, HindIII, KpnI, 

SacI) 

New England Biolabs®, Frankfurt (Main) 

 

Ligation von DNA-Fragmenten    3 µl vector DNA 

+ 9 µl Fragment-DNA 

+ 3 µl 10x T4 DNA Ligationspuffer (New 

England Biolabs®) 

+ 0,5 µl T4-DNA-Ligase 

Zugabe von steriler millipore-H2O bis 30 µl 

erreicht ist. 
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Anschließend die E. coli Transformation (DH5a) 

von 15 µl Ligationsansatz durchführen und   

+ 100 µl und den Rest auf vorgewärmte LB-Amp 

Platten ausstreichen. 

 

2.1.3 CHO Zellen 

Ovarialzellen aus chinesischen Hamstern sind neben E. coli wichtige 

Mikroorganismen in der Biotechnologie. Sie wurden 1957 von dem 

Biowissenschaftler Theodore T. Puck aus den Eierstöcken des chinesischen 

Hamsters Cricetulus griseus entdeckt und kultiviert (Puck et al. 1958). Heute finden 

sie Verwendung in der Herstellung von rekombinanten Proteinen, Antikörpern und 

Arzneimitteln (Jayapal et al. 2007). 

CHO-Zellen können sich unbegrenzt vermehren und haben eine permanente 

Lebensdauer, weshalb man von einer immortalisierten Zelllinie spricht. Der 

Temperaturbereich von ca. 37 °C und ein pH-Wert des Kulturmediums von 7 

entsprechen den optimalen Bedingungen für ein ideales Wachstum der Zellen 

(Gottesman et. al. 1985). Unter diesen Kulturbedingungen wurden die MPO-Marker-

Konstrukte in immortalisierte CHO-Zellen transfiziert um rekominantes GFP-MPO 

Protein zu exprimieren. Dabei ist stets auf ein steriles Arbeiten unter einer Sterilbank 

zu achten, um Kontaminationen zu vermeiden. 

 

Tab. 5:  CHO-Zellen. 

Zellinie 

 

CHO-K1 „Chinese hamster ovary“-Zellen, 

ATCC® Nr.: CCL-61TM 

Medium für CHO-Zellen. 

 

   500 ml F12 medium  

+   50 ml 10 % FBS 

+     1 ml Antibiotikum (Penicillin/Streptamycin) 

+     5 ml 2 mM L-Glutamine  

Damit die Zellen gute Lebensbedingungen und 

ausreichend Nährstoffe für ein ungestörtes 

Wachstum zur Verfügung haben, muss alle 2-3 

Tage das Kulturmedium gewechselt werden. 

Auftauen der CHO-Zellen  Vorwärmen des Mediums für 30 Minuten im 
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Wasserbad (37 °C). 

Zugabe von 15 ml des vorgewärmten Mediums 

zu einer T 75 Flasche. 

Die gefrorenen Zellen auf flüssigem Stickstoff 

bereitstellen. 

Dann die Zellen im Wasserbad auftauen (so 

schnell wie möglich) und zu der T 75 Flasche 

geben. 

Die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im 

Brutschrank wachsen lassen (die Zellen für 24 

Stunden nicht bewegen um das Anheften zu 

ermöglichen). 

 

Brutschrank  Binder GmbH, Deutschland 

Füttern der CHO-Zellen Medium alle 2-3 Tage wechseln. Zur 

Vermeidung von Kontaminationen wird unter 

sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank 

gearbeitet. 

CHO-Zellen Subkultivierung Subkultivierungsverhältnis von 1:4 einhalten. 

Vorwärmen des Mediums und PBS im 

Wasserbad (37 °C) und der Trypsinlösung bei 

Raumtemperatur (Gefahr von Inaktivierung 

durch Eigenverdau) für ca. 30 Minuten. 

2 ml erwärmte 0,25 % Trypsinlösung nach 

sofortigem Abziehen des alten Mediums und 

einer mindestens einmaligen Waschung der 

Zellen mit 10 ml PBS auf die Zellen in der T 75 

Flasche geben.  

Die Flasche verschließen und kurz schwenken, 

um die Verteilung der Trypsinlösung zu 

gewährleisten und für 10 Minuten im 

Brutschrank bei 37 °C stellen. 

Danach leicht gegen die Flasche klopfen damit 

sich die Zellen vom Flaschenboden lösen und  
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zu der Trypsinlösung und dem leichten 

Trypsinfilm auf dem Monolayer 8 ml frisches 

Medium zugeben.  

Daraufhin durch vorsichtiges Auf- und 

Abpipettieren vorhandene Zellklumpen 

suspendieren.  

Dann 2 ml davon entnehmen und in eine neue  

T 75 Flasche mit 13 ml frischem Medium geben 

(Subkultivierungsverhältnis 1:4).  

Diese neue T 75 Flasche bei 37 °C im  

Brustschrank inkubieren und für 24 Stunden 

nicht mehr bewegen.                   

Weitere 6 ml Zellen in eine T 75 Flasche mit  

12 ml Medium geben und kurz mischen 

(Gesamtvolumen: 18 ml). 

Nun von den 18 ml 9 ml entnehmen und in eine 

T 75 Flasche mit 45 ml frischem Medium 

zugeben (Gesamtvolumen: 54 ml). Jeweils 3 ml 

davon pro Well von 3x6-Well Microtiter-Platten 

verteilen. 

Anschließend noch 0,5 ml Zellen auf jeweils 8 

kleine Petrischalen mit jeweils 4,5 ml frischem 

Medium verteilen.   

 

Tab. 6: Transfektion. 

Transfektionsmethoden • Nanofectamin PAA Laboratories GmbH, 

Pasching 

• ProFection Mammalian Transfection System 

Technical Manual, Promega 

• Lipocetamin, InvitrogenTM 

Nanofectamin-PAA Einen Tag vor dem Transfektionsversuch 

werden CHO-Zellen in eine T 75 Flasche, 2x6-

Well Platten und 3x2 Kammer-Objektträger 

ausgesät. Am nächsten Tag erfolgt bei 90-100% 
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Konfluenz der Zellen die Transfektion wie folgt: 

Die DNA und das Nanofektamin sollten auf 

Raumtemperatur gebracht und die Zellen 

einmalig mit serumfreiem Medium gewaschen 

werden (um das serum-haltige Medium zu 

entfernen). 

Die Transfektion erfolgt in den Kammer- 

Objektträgern mit jeweils 2 und 4 µg DNA nach 

folgendem Pipettierschema: 

 

1. Reaktionsgefäß 2. Reaktionsgefäß 

1.)  

100 µl SF-Medium, 

ohne DNA 

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

2.)  

100 µl SF-Medium + 

2 µg hMPO  

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

3.)  

100 µl SF-Medium + 

4 µg hMPO  

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

4.)  

100 µl SF-Medium + 

2 µg hMPO-GFP 

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

5.)  

100 µl SF-Medium + 

4 µg hMPO-GFP  

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

6.)  

100 µl SF-Medium + 

4 µg GFP 

100 µl SF-Medium + 

7 µl Nanofektamin 

Transfektionsreagenz 

 

Die Lösungen in den Reaktionsgefäßen werden 

jeweils durch ein langsames einmaliges 

Pipettieren gemischt. 

Die Lösung mit dem Transfektionsreagenz 



2 - Material und Methoden -  

 - 37 -    

Nanofektamin wird zur DNS-Lösung zugegeben, 

nicht geschüttelt, und für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Das Medium der Zellen in den 6-Well-Platten 

wird abgesaugt, die Transfektionslösung nach 

Inkubation tropfenweise auf die Zellen mit 

frischem Vollmedium verteilt und für 24 bis 72 

Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

Am folgenden Tag wird beobachtet, ob die mit 

hMPO-GFP transfizierten Zellen unter dem 

inversen Fluoreszenzmikroskop leuchten. 

Für Expressionsanalysen werden die Zellen 

geerntet und dem Protokoll für Western Blot-

Analysen entsprechend aufgearbeitet. 

Inverses Fluoreszenzmikroskop Leica Microsystems, 94961 

 

Tab. 7: Proteinbiochemische Methoden und SDS-PAGE G ele. 

Proteinbiochemische Methoden  

Zell-Lyse-Puffer für Western-Blot 

(10X) #9803, Cell Signaling 

Technology, Inc. 

1 ml Zell-Lyse-Puffer (- 21 °C) auftauen und 9 ml 

steriles ddH2O zugeben 

Proteinisolation Transfizierte Zellen werden mit 2 ml kaltem PBS 

gewaschen. 

Dann wird jeweils 400 µl 1x Zell Lyse-Puffer in 

die 6-Well-Platten gegeben. 

Die Zellen werden für 5 Minuten auf Eis gestellt. 

Anschließend Zellen mittels eines speziellen 

Zellenabstreifers (25 cm cell scraper, Sarstedt, 

Inc., USA) von der Unterlage der 6-Well-Platten 

abkratzen. 

Das so erhaltene Zelllysat wird in 

Eppendorfgefäße überführt und auf Eis mit 40 % 

für 12 sec. in einem Schall-Homogenisator 

(Sonicator) belassen. Die Zellmembranen 
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werden hierbei zerstört. 

Zuletzt wird das Lysat bei 4 °C für 10 Minuten 

und 14000 g zentrifugiert. 

Teilüberstand wird für BCA Protein Assay Kit 

abgenommen. 

Den Rest aus allen Eppendorfgefäßen 

entnehmen + 80 µl 4x Laemmli DTT 

Probenpuffer. Eppendorfgefäße für 5 min bei  

95 °C erwärmen und anschließend bei -20 °C 

wegfrieren.   

4x Protein Probenpuffer = Lammli 

Probenpuffer 

 

 

 

4x Laemmli-DTT Probenpuffer 

 

250 mM Tris-HCl, pH 6,8 

9,2 % SDS 

 40 % Glycerine 

0,2 % Bromphenolblau 

Bei Raumtemperatur (23 °C) aufbewahren. 

Vor Gebrauch: 900 µl Probenpuffer + 100 µl 1M 

DTT (= 100 mM) und bei -20 °C aufbewahren. 

Schall-Homogenisator (Sonicator) Bandelin, electronic - SONOPLUS - Laborgeräte 

MS-L GmbH, UW 2070 

Zentrifuge Eppendorf®, Deutschland 

Proteinbestimmung  

 

BCA-Proteinbestimmungs-Kit (BCA Protein 

Assay Kit, 23225,23227 Pierce®, Thermo 

scientific) 

Jeweils 5 µl von dem Lysat zur Proteinbestim- 

mung einsetzen. 

Mikroplattenleser, 

(Proteinkonzentrationsbestimmungs-

ELISA)   

Microplate Reader, Dynex Technologies, MRXTC 

Revelation 

SDS-Polyacrylamide-

Gelelektrophorese 

 

Trenngel Puffer, pH 8.8 

 

  181,7 g Tris 

+    3,0 g EDTA  

Auf 1Liter mit doppelt destilliertem Millipore-H2O 

auffüllen und den pH-Wert mit HCl einstellen. 
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+ 4 g SDS 

Sammelgel Puffer, pH 6.8 

 

   60,6 g Tris,  

+      3 g EDTA 

Auf 1Liter mit doppelt destilliertem Millipore-H2O 

auffüllen und den pH-Wert mit HCl einstellen. 

+ 4 g SDS 

SDS-PAGE Gele  

2 Minigele (Biorad system) = 20 ml 

Trenngel-Lösung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Minigele (Biorad system) = 10 ml 

Sammelgel-Lösung 

 

 

                                                                                         

10 %-gel: 10ml ddH2O, 5 ml Puffer pH 8.8, 5 ml 

40 % acrylamid/bisacrylamid 

dazu: 35 µl TEMED, 100 µl 10 % APS 

Alles vorsichtig mischen und zwischen die 

Glasplatten gießen, so dass 2-3 cm für das 

Sammelgel oben frei bleibt. 

Oberfläche mit Isopropanol oder Wasser 

vorsichtig überschichten. 

Gel für 20-30 min auspolymerisieren lassen (das 

Gel ist auspolymerisiert = fest, wenn eine klare 

Linie zwischen Gel und Isopropanol/Wasser zu 

sehen ist). 

Isopropanol/ Wasser abschütten. 

 

4.5 %-gel:  

6.4 ml ddH2O + 2.5 ml Puffer pH 6.8 + 1.1 ml  

40 % acrylamid/bisacrylamid + 35 µl TEMED + 

100 µl 10 % APS 

Alles vorsichtig mischen und auf das Trenngel 

geben. Sofort Kamm vorsichtig einsetzen. 

Gel für 10 min auspolymerisieren lassen. (Zu 

langes Auspolymerisieren führt zu Verlust an 

möglichem Taschen-Ladevolumen) 

SDS-PAGE Laufpuffer (1x) 

 

     3,02 g Tris 

+ 14,40 g Glycine 

+   0,75 g EDTA 

Auf 1 Liter mit einfach destilliertem VE-H2O 
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auffüllen.  

+        1 g SDS 

 

Zugabe von 900 ml einfach destilliertes VE-H2O. 

+ 100 ml 10x SDS-PAGE Laufpuffer 

Die Proben vorsichtig auftragen und die Marker 

nicht vergessen. Auf eindeutige Probenreihen-

folge achten (nicht gleichen Marker in gleicher 

Menge in die äußersten Taschen). Bei unter-

schiedlichen Probemengen Taschen mit 

1xLaemmli-sample-Puffer auffüllen. 

Anschließend das Gel bei 130 V laufen lassen, 

bis der Blaumarker anfängt aus dem Gel 

auszulaufen. 

 

Tab. 8: Western Blot und Antikörper. 

Für Western Blot  

1x Blotpuffer         3 g Tris  

+ 14,4 g Glycine 

+ 800 ml einfach destilliertes VE-H2O 

+ 200 ml Methanol 

Bei -20 °C für maximal 45 min kühlen.    

Tranfer der Proteine vom Gel auf die 

Nitrocellulose-Membran (Protran, 

Whatman) – Nass-Blot-Methode 

„Sandwich“ aus  

1. Western Blot Schaumpad 

2. 1 Filterpapier (10cm x 7cm, Whatman) 

3. Nitrocellulose Membrane (9cm x 6cm) 

4. Gel 

5.1 Filterpapier  

6. Western Blot Schaumpad 

Alles in Blotpuffer getränkt. 

In Blot-Kassette legen, Reihenfolge beachten. 

Die Blot-Kassette mit der schwarzen Seite 

gegen die rote Seite (Anode, Pluspol) des 

Western Blot Einsatzes legen. 
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Tank mit Blot-Puffer auffüllen. 

Blotten für 90 min mit 100 mA pro Gel (Ampere 

konstant). 

Membranen  

 

Mit Ponceau-Färbung auf Transfer der Proteine 

überprüfen. 

Kurz mit 1xTBST waschen.  

Blocken der Membran mit Blockpuffer für  2x30 

min.  

1x TBST Waschpuffer    900 ml VE-Wasser  

+ 100 ml 10x TBS  

+   1 ml Tween-20 (Achtung zähflüssig: Spitze 

abschneiden) 

10x TBS Waschpuffer    24,2 g Tris-Base, 

+    80 g NaCl 

Die Mischung mit VE-Wasser auf 800 ml 

auffüllen, den pH-Wert auf 7.6 mit HCl einstellen 

und mit VE-Wasser auf 1000 ml auffüllen. 

Antikörper-Inkubation 

& Entwicklung 

 

Erster Antikörper (5 µl Anti-MPO; 5 µl Anti-GFP): 

über Nacht bei 4 °C in 5 ml (kleine Schalen) 

oder 10 ml (große Schalen) Blockpuffer geben, 

1:5000 in Blockpuffer 

Am nächsten Tag Antikörper-Lösung abkippen, 

waschen der Membranen: 3x15-20 min mit       

1xTBST. 

 

Zweiter Antikörper (1 µl Peroxidase Labeled 

Anti- Rabbit IgG, H + L): 1-2 Stunden bei RT in 

10 ml Blockpuffer geben, 1:10000 in Blockpuffer 

Antikörper-Lösung abkippen. 

Waschen der Membranen: 3x15-20 min mit 

1xTBST. 

Entwickeln mit ECL oder ECL-

femtoECL-Mischungen 

Entwicklermaschine (AGFA, CURIX 60): 

Lösungen überprüfen und anschalten. 

Inkubation mit 2 ml ECL-Mischung für 5 min, RT. 
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Trocken-tupfen der Membranen. 

Membranen in lichtdichte Kassetten legen 

(zwischen Klarsichthüllen). 

Entwickeln in der Dunkelkammer: Film für 1 min 

im Dunkeln auflegen und sofort im Dunkeln in 

die Entwicklermaschine geben. 

Weiteres Entwickeln je nach Signal.  

ECL-Western-Blot-Detektions-

Reagenz (ECL Plus Western 

Blotting Detection Reagents) 

GE Healthcare, RPN 2209 

Femto-Western-Blot-Detektions-

Reagenz (SuperSignal West Femto 

Chemiluminescent Substrate) 

Thermo scientific® , 34095 

DNA-Leiter Unstained Protein Ladder, PageRulerTM, 

Fermentas Life Sciences 

10 kDa ladder (Life Technologies) 

Primärantikörper Anti-MPO Rabbit pAb, Calbiochem®, Cat. No. 

475915 

Anti-GFP, N-Terminal, Sigma®, USA, Product 

Number: G 1544 

Sekundärantikörper Peroxidase Labeled Anti-Rabbit IgG, H + L, 

Vector Laboratories, PI-1000 

Gezielte Mutagenese 

 

Mutageneseprimer forward: 

Mutageneseprimer reverse: 

QuikChange® XL Site-Mutagenese-Kit, Agilent 

Technologies 

5’-agggaagcctccGCGaggccaggtaaggg-3’ 
 
5’-cccttacctggcctCGCggaggcttccct-3’ 
 
        5 µl 10x reaction buffer  

+    10 ng Template DNA  

+ 1,25 µl Primer forward  

+ 1,25 µl Primer reverse 

+      1 µl dNTP Mix  

+      3 µl Quik Solution  

ddH2O Ad 50 µl  
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+      1 µl PfuUltra High Fidelity DNA polymerase 

Die Elongationszeit ist von der Größe des 

Plasmids abhängig. 

PCR Prozedur: 

1. 95 °C              60 sek. 

2. 18 Zyklen:   

95 °C              50 sek. 

60 °C              50 sek. 

68 °C              60 sek./ kb Plasmidlänge 

3. 68 °C              7 min  

MPO-Aktivitätsmessung (MPO-

TMB-Assay) 

Die folgenden Lösungsansätze werden separat 

vorbereitet und erst kurz vor der Messung in 

einer Küvette gemischt. 

• 80 mM NaH2PO4-Buffer, pH 5.4: 552 mg ad 

50 ml H2O  

• 20 mM Tetramethylbenzidine: 48 mg ad  

10 ml Dimethylformamide (frisch angesetzt)  

• 10 mM H2O2: 11 µl 30 % H2O2 ad 10 ml H2O 

(frisch angesetzt)  

 

Für die Messung:  

x µl sample (in 100 mM NaH2PO4/0.1% Triton X-

100)  

930 µl – x µl 80 mM NaH2PO4-Buffer  

+ 60 µl 10 mM TMB  

Mischen.  

+ 10 µl 10 mM H2O2 

+ 10 mM H2O2 (unmittelbar vor der Messung 

hinzugeben)  

Messung bei OD 655 nm for 1 min.  

� ∆A = OD655 nm 1 min – OD655 nm 0 min  
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3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

Im Folgenden werden die Ergebnisse anhand von Tabellen und Abbildungen 

vorgestellt. Die ausführliche Vorgehensweise zu den einzelnen Experimenten wurde 

in Kapitel 2 beschrieben. 

 

3.1 Das Grün fluoreszierende Protein 

Das GFP ist ein aus 238 Aminosäuren bestehendes Protein, das die Eigenschaft 

besitzt, durch ein Fluorophor (Tripeptidsequenz Ser65–Tyr66–Gly67) in der Mitte seiner 

11 ß-Faltblattstrukturen mit blauem oder ultraviolettem Licht grün zu leuchten. 

Entdeckt hat Osamu Shimomura dieses Protein 1961 in der Qualle Aequorea victoria 

und es ist heute aus der Zellbiologie nicht mehr wegzudenken (Osamu et al. 1962). 

Douglas Prasher gelang 1992 die vollständige Sequenzierung des GFPs und damit 

die Markierung von anderen Proteinen zur Visualisierung von Vorgängen in der Zelle. 

Die DNA des grün fluoreszierenden Proteins kann an die DNA von anderen 

Proteinen gekoppelt werden.  

Das humanisierte GFP aus der Seefeder Ptilosarcus gurneyi (hPtGFP) ist am besten 

geeignet für die Fusion mit MPO, da es aufgrund seiner relativ neutralen Ladung 

wenig Einfluss auf die stark positive Ladung der MPO einnimmt. Die 

Aminosäuresequenz des Ptilosarcus-GFP ist an die menschliche Gensequenz 

angepasst. Fluoreszierende Proteine wie das GFP sind hervorragende 

Fusionsproteine und dienen als Marker für die Genexpression und Proteinlokalisation 

(Kendall und Badminton 1998).  

Im Folgenden sind jeweils die Ausgangsplasmidkarten von pUC18 humanized GFP 

und pcDNA 3.1+ hMPO cDNA schematisch mit ihren einzelnen Komponenten 

dargestellt (vgl. Abb. 8 und 9). Diese Plasmide besitzen neben den relevanten 

Genen auch Gene mit einer Antibiotika-Resistenz, die Bakterien mit dem 

gewünschten Resistenzplasmid überleben lässt. In den eingesetzten Vektoren sind 

außerdem Erkennungssequenzen für verschiedene Restriktionsenzyme und 

strukturelle Bestandteile enthalten. 

In dieser experimentellen Arbeit wurde untersucht, ob die Entwicklung einer aus 

diesen beiden Plasmiden neu konstruierten Form eines GFP-MPO-Fusionsprotein-
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Vektors möglich ist. Es wurde überprüft, ob er von der CHO-Zelle vollständig 

exprimiert wird und mithilfe von GFP leuchtet. Schließlich fand eine Reihe von 

zellbiologischen Experimenten zur Erfassung der enzymatischen Aktivität von MPO 

in dem Fusionsprotein statt.  
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Abb. 8: Die Komponenten des pUC18 humanized GFP-Aus gangsplasmids.  Dieses besteht aus 

3401nt und enthält neben dem ptGFP in der Expressionskassette ein Ampicillin-Resistenzgen 

(AmpR), ein N-terminales für β-Galactosidase kodierendes lac-Z-Gen und einen Replikationsursprung 

rep (pMB1). Es sind weiterhin Erkennungsstellen für die Restriktionsenzyme 

HindIII, SphI, PstI, SalI, Xbal, BamHI, SpeI, XhoI, KpnI, SacI und EcoRI vorhanden.  
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Abb. 9:  Restriktionsmappe des Ausgangsplasmids pcDNA 3.1+ h MPO cDNA bestehend 

aus 7669nt.  Auf diesem ringförmigen Vektor sind die hMPO cDNA, ein Ampicillin- und 

Neomycin-Resistenzgen sowie Erkennungsstellen für die Restriktionsenzyme SpeI, HindIII, 

KpnI, PstI, SalI, XbaI, NotI anwesend. Außerdem ist pcDNA 3.1+ hMPO cDNA mit einem 

CMV-Promotor ausgestattet.  
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3.2 Die Polymerase-Kettenreaktion 

Die Phusion Polymerase von der der Firma  New England Biolabs®, Inc. aus dem 

Organismus Pyrococcus furiosus hat sich nach Durchführung verschiedener PCR-

Amplifikationsexperimente als eine geeignete PCR-Pufferlösung herauskristallisiert. 

Hierfür wurde das Plasmid pUC18 humanized GFP als Matrize eingesetzt. Die 

Zugabe von 2-8 % DMSO zu dem Reaktionsansatz erleichtert die Vervielfältigung 

der GC-reichen Template-DNA (Hung et al. 1990), da es die Ausbildung von 

Sekundärstrukturen der Matrizen-DNA unterbindet.  

Nach PCR-Amplifikation und Auftrennung der gewonnen DNA über die Agarose-

Gelelektrophorese wurde die GFP-Bande von einer Größe von 725nt aus dem Gel 

isoliert und nach dem PCR clean-up Protokoll nach Macherey-Nagel eluiert (vgl. Abb. 

10 und 11). Wie in Abbildung 10 ersichtlich, war in der Gelelektrophorese auch ein 

unspezifisches Nebenprodukt mit 100 bp aufgetreten. Der Marker ist zum Ablesen 

der Bandengrößen auch in dieser Abbildung dargestellt. 

 

3.3 Plasmidkonstruktionen und –präparationen/ Kloni erung 

des Plasmids  

Das pUC18 humanized GFP-Ausgangsplasmid (vgl. Abb. 8) wurde anschließend 

durch einen enzymatischen Verdau mit Not I an bestimmten Stellen versetzt 

gespalten, so dass die gewünschte Insert-DNA mit spezifischen, überhängenden 

Enden (sticky ends, klebrige Enden) erzeugt wurde (vgl. Abb. 10, 11 und 12).  

 

1 2 3

  500 
1000 

725 

100 

bp bp 
3
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Abb. 10: Gelelektrophoretische Aufnahme des präpara tiven Verdaus der Template-DNA pUC18 

humanized GFP mit der Restriktionsendonuklease NotI. Es sind jeweils zwei Banden des 

präparativen Verdaus bei ca. 100 und 725 bp zu sehen (1 und 2). Die Bande für GFP hat eine Größe 

von 725nt. Weiterhin ist ein unspezifisches Nebenprodukt mit 100 bp abgebildet. Der Marker ist bei 3 

dargestellt. Das Gel läuft 15 min bei 120V. Anschließend wird das Gel unter UV-Licht mit einer 

Wellenlänge von 366 nm photographiert. Daneben ist ein 100 kb DNA-Leiter dargestellt, welches auf 

dem Agarosegel zur Abschätzung der Größe von unbekannten DNA-Molekülen verwendet wird.  

 

 
Abb. 11: Die GFP-Banden des präparativen Verdaus na ch dem Herausschneiden 

mit dem Skalpell unter UV-Licht. Die pUC18 humanized GFP-DNA wird aufgereinigt 

und isoliert. 

 

Um ein rekombinantes DNA-Molekül in der Ligation herstellen zu können, wurde 

auch die Vektor-DNA hMPO-plasmid (vgl. Abb. 9) mit der gleichen 

Restriktionsendonuklease behandelt und wies anschließend komplementäre Enden 

zu der Ziel-DNA auf. Die Abbildung 12 veranschaulicht den Klonierungsvorgang mit 

der Restriktion und Ligation schematisch. 

Die Analyse beider Verdaus erfolgte jeweils nach der Aufreinigung mit dem PCR 

clean-up kit mittels Agarosegelelektrophorese. Die gewünschten DNA-Fragmente 

wurden durch die T4-DNA-Ligase ligiert (Verhältnis 1:3 = Vektor:Insert). Nach der 

Ligation wurde die Hälfte des Ligationsansatzes in E. coli DH5a Bakterien 

transformiert, in denen die Replikation erfolgte (vgl. Abb. 14).  
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Klonierung ei nes pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP-Plasmids 

mit Restriktion und Ligation.  Die Vektor-DNA und die Ziel-DNA werden mit der gleichen 

Restriktionsendonuklease NotI geschnitten, so dass zueinander komplementäre Enden, sogenannte 

sticky ends entstehen, die wiederum mithilfe der DNA-Ligase kovalent verbunden werden können. 

Dabei entsteht ein Vektor-Insert-Konstrukt, ein rekombinantes Plasmid pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP (vgl. 

Abb. 13).  

 

Beide Ausgangsplasmide pUC18 humanized GFP und pcDNA 3.1+ hMPO cDNA 

(Abb. 8 und 9) werden über die komplementären sticky ends zusammengeführt und 

es entsteht ein rekombinantes Plasmid pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP (vgl. Abb. 13). Das 

rekombinante pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP-Plasmid enthält gewünschte Eigenschaften, 

wie die Antibiotika-Resistenz, die zur Selektion von transformierten E.coli Bakterien 

auf antibiotikahaltigen Nährböden führt. Nur die resistenten E. coli Bakterien mit dem 

rekombinanten Plasmid können sich auf dem Ampicillin- und Neomycin-haltigen 

Nährboden vermehren (vgl. Abb. 14). 

 
 

NotI  sticky ends  

NotI  
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Abb. 13: Restriktionsmappe der pcDNA 3 hMPO-EGFP mi t 8398 nt.   

Die Ausgangsplasmide pUC18 humanized GFP und pcDNA 3.1+ hMPO cDNA wurden beide mit 

dem Restriktionsenzym NotI an sequenzspezifischen Erkennungsstellen geschnitten und über 

diese komplementären Sequenzen zu einem Plasmid zusammengefügt. Das hier dargestellte 
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rekombinante Plasmid enthält somit das Gen für hMPO cDNA und hGFP(pt) und vermittelt den E. 

coli. Bakterien einen Selektionsvorteil auf Ampicillin- und Neomycin-haltigen Nährböden.  

 

 
Abb. 14: Schematische Darstellung der Transformatio n vom rekombinanten pcDNA3.1-hMPO-

hPtGFP-Plasmid in eine E. coli Bakterienzelle und anschließender Antibiotika-Sele ktion auf LB-

Platten mit Ampicillin. Die Bakterien, die das Plasmid mit dem Ampicillinresistenzgen aufgenommen 

haben, besitzen einen Selektionsvorteil gegenüber den Bakterien, denen das Plasmid fehlt. Sie 

können auf dem Nährboden überleben. Für die Plasmidpräparation können Flüssigmedien mit solchen 

transformierten E. coli Kolonien beimpft werden. Quelle: Abbildung modifiziert nach Wikipedia. 

 

3.4 Charakterisierung des pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP-

Plasmids 

Nach der Klonierung des rekombinanten hMPO-GFP-Plasmids erfolgte die 

Charakterisierung der in der Transformation gewonnen Klone. Für die Analyse des 

hMPO-GFP-Plasmids ist zunächst dessen Isolierung aus den E.coli Bakterien 

 pcDNA3.1 -hMPO-hPtGFP-  
Plasmid  

 
E.Coli -
Bakterienzelle 
mit Plasmid 

E.Coli -
Bakterienzelle 
ohne Plasmid 

Ausbringen auf LB -Platten      
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erforderlich gewesen und anschließend die Restriktionsanalyse sowie die 

Auftrennung der Plasmid-DNA-Fragmente im Agarosegel. 

Es gibt zwei mögliche Konstellationen des rekombinanten hMPO-GFP-Plasmids (vgl. 

Abb. 13) je nach Orientierung der eingebrachten Insert-DNA. Es ist nicht voraus zu 

sehen, welche Orientierung nach der Ligation vorliegt. In der richtigen Orientierung 

werden MPO und GFP in gleicher Richtung abgelesen. Um die richtige Orientierung 

zu identifizieren, wurden deshalb einzelne Kolonien des in Bakterien transformierten 

Ligationsansatzes (vgl. Abb. 14)  mittels Restriktionsverdaus analysiert.  

Dafür wurden je 10 Kolonien in 2 ml LB-Amp. Flüssigmedium angeimpft und 

anschließend Mini-Preps von diesen zehn Flüssigkulturen zur Gewinnung von 

größeren DNA-Mengen der Ziel-DNA hMPO-hPtGFP durchgeführt. Die Analyse der 

auf diese Weise erhaltenen DNA erfolgte mit Hilfe von den 

Restriktionsendonukleasen HindIII und XbaI gleichzeitig, um die Orientierung des 

GFP-Inserts zu bestimmen. Nach dem vollständigen Verdau der DNA-Präparationen 

wurden diese mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. Die Banden des Verdaus 

der Ligationsprodukte von drei Kolonien entsprechen den Erwartungen für das 

rekombinante Plasmid pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP. Die Klone zwei, drei und sieben 

zeigen das richtige Verdaumuster und somit GFP in der richtigen Orientierung. Der 

Abbildung 15 sind die entsprechenden Bandengrößen der amplifizierten DNA-

Fragmente erwartungsgemäß auf Höhe von 412 bp sowie bei 2,2 kb und 5,5 kb zu 

entnehmen. Die oberste Bande stellt das unverdaute Plasmid (Verdau nicht 

vollständig) und die untere der beiden obersten Banden den linearisierten Vektor dar. 
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Abb. 15: Die Analyse der Gelelektrophorese ergibt d as oben eingefügte Bild.  Es sind die 

Verdaureaktion aller 10 antibiotikaresistenten Kolonien mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und 

XbaI dargestellt. Die Kolonien 2, 3 und 7 ergeben das zu erwartende DNA-Fragmentmuster mit 

Banden bei 5,5 kb, 2,2 kb und 412 bp. Die Bandengröße kann anhand des Markers bei 11 abgelesen 

werden.  

 

Zur weiteren Überprüfung des geklonten Plasmids pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP aus 

den drei Kolonien, die dieses gewünschte Ligationsprodukt aufgenommen haben, 

wurden diese DNA-Präparationen im folgenden Schritt zusätzlich mit drei weiteren 

Restriktionsendonukleasen (SpeI, PstI und KpnI) verdaut und elektrophoretisch 

aufgetrennt. Diese Restriktionsendonukleasen weisen zwei (SpeI, PstI) bis drei 

(KpnI) Schnittstellen in der Sequenz des hMPO- und hPtGFP-Gens auf dem 

rekombinanten Plasmid auf (vgl. Abb. 13).  

Nach erfolgreicher Isolierung des gewünschten rekombinanten Plasmids wurde eine 

große Menge von rekombinanter Plasmid-DNA durch Maxipräparationen isoliert und 

nach dem Restriktionsverdau mit den Enzymen SpeI, PstI und KpnI anhand der 

Agarose-Gelelektrophorese auf seine Identität überprüft. Die Abbildung 16 zeigt die 

analytischen Kontrollverdaue der positiven Klone mit diesen 

Restriktionsendonukleasen. Jeweils drei Minis (1,2,3; 4,5,6; 7,8,9) entsprechen 

jeweils den Kolonien 2, 3 und 7. Der Plasmidvektor mit dem gewünschten DNA-

Abschnitt wurde somit in ausreichenden Mengen kloniert und stand für die 

Transfektion in die CHO-Zellen zur Verfügung.  

 

 
Abb. 16: Ergebnis des Restriktionsverdaus aller dre i transformierten Kolonien mit den 

Restriktionsendonukleasen KpnI (1, 4, 7), SpeI (2, 5, 8) und PstI (3, 6, 9). Die Schnittstellen für 

KpnI ergeben die erwarteten Banden bei 452 bp und 1584 bp. Die Bande der Schnittstellen des 

Enzyms SpeI liegt bei 686 bp und die für PstI bei jeweils 2116 bp. Die Minis 1, 2 und 3 stellen die 

1000 
  500 
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Kolonie 2 und die bei 4, 5, und 6 die Kolonie 3 und die nächsten drei Minis 7, 8 und 9 entsprechen der 

Kolonie 7. Der Marker ist für die Größenbestimmung bei Nr. 10 dargestellt. 

 

3.5 Transfektion in CHO-Zellen  

Für die Expression des Fusionsproteins pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP wurden 

Ovarialzellen aus chinesischen Hamstern transfiziert. Die CHO-Zellen wurden unter 

sterilen Kulturbedingungen im Vollmedium mit einer Konfluenz von ca. 90 % für die 

Transfektion in sterilen 6-Well-Platten vorbereitet. Mehrere verschiedene chemische 

Transfektionsverfahren, wie die Calcium-Phosphat-Präzipitation, Lipo- und 

Nanofektamin-Technik erforderten zahlreiche Anläufe mit verschiedenen DNA- und 

Transfektionslösungsmengen zur Ermittlung der für die CHO-Zellen effizientesten 

Transfektionsbedingungen mit den besten Ergebnissen. Die Transfektion mit hMPO-

hPtGFP war erfolgreich, allerdings wurde nur MPO exprimiert und kein GFP. 

 

3.6 Proteinaufreinigung und Western Blots/ 

Proteinbestimmung im BCA Proteinassay 

Zur Freisetzung der Bestandteile aus der Zelle wie die zytoplasmatischen Proteine, 

wurde die mechanische Lyse angewendet. Hierfür wurden die Zellen mithilfe eines 

Homogenisators zerkleinert und die Proteine von Zellorganellen durch Zentrifugation 

isoliert. Die quantitative, photometrische Bestimmung des von den transfizierten 

Zellen produzierten Zielproteins MPO und hMPO-hPtGFP erfolgte nach der BCA-

Methode nach Lowry. Bei dieser Farbreaktion reagieren Proteine mit den 

zweiwertigen Kupferionen zu einwertigen Kupferionen und diese reagieren wiederum 

mit der Bicinchoninsäure zu einem violetten Komplex mit einem 

Absorptionsmaximum von 562 nm. Somit konnte die zu bestimmende 

Proteinkonzentration ausgewertet werden. 

Für die Eichkurve wurde im Vergleich zu der unbekannten Menge an Protein 

Rinderserumalbumin mit bekannter Konzentration verwendet. Im nächsten Schritt 

erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe über die sogenannte SDS-

PAGE (sodium-dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelectrophorese). Anschließend 

wurden die Proteinbanden dann erfolgreich auf eine Blotmembran übertragen (engl. 



3 - Ergebnisse -  

 - 56 -    

blotting) und mit Hilfe von den im Materialteil beschriebenen Antikörpern identifiziert 

(Immundetektion).  

 

3.7 Sequenzierung des Stop-Codons  

Nach diesen anfänglichen Schwierigkeiten bei mehrmaligen Transfektionsversuchen 

und jeglichem Fehlen des GFP-Signals, wurde das hMPO-hPtGFP-Genprodukt zur 

Übernacht-Sequenzierung zu der Firma GATC Biotech AG nach Konstanz geschickt 

und es wurde gezeigt, dass hinter dem hMPO-Gen ein Stop-Codon (TAG) folgt.  

Durch das Stop-Codon zwischen MPO und GFP konnte möglicherweise das GFP 

nicht abgelesen werden (vgl. Abb. 17). 

 
Abb. 17:  Sequenz aus der Restriktionskarte vom hMPO-hPtGFP-P lasmid zur Analyse der DNA-

Abschnitte. Es wird ersichtlich, dass ein Stop-Codon (TAG) vorhanden ist, welches das Ablesen der 

DNA durch Restriktionsenzyme unterbricht. Transfektionsversuche mit dieser DNA sind gescheitert. 

Durch gezielte Mutagenese mittels QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit konnte das Stop-

Codon entfernt und das Basentriplett TAG (“amber“) durch GCG ersetzt werden (vgl. Abb. 19). 

 

Die Abbildung 18 zeigt einen Western Blot vom pcDNA3.1-hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein, welches noch das Stop-Codon zwischen MPO und GFP enthält. 
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Erkennbar ist das am Bandenmuster, denn es ist kein 30kDa-Shift des pcDNA3.1-

hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins ersichtlich. Nach erfolgreicher Mutagenese sieht 

man in der nächsten Western Blot Abbildung 21 den 30kDa-Shift dagegen deutlich. 

 

 
Abb. 18:  Darstellung von Proteinen aus den ohne DNA, mit MPO -GFP und nur mit MPO 

transfizierten Zellen im Western Blot mit einem MPO -Antikörper.  Die Zellen sind nach der 

Nanofektamin-Methode transfiziert worden. Der Western Blot zeigt unter Verwendung des 

MPO-Antikörpers Banden bei ca. 75 kDa (3, 4). Diese Banden stimmen mit denen des MPO-

Poteins überein. Ein GFP-Signal ist im Fusionsprotein hMPO-hPtGFP nicht zu sehen (4). Je 

höher die Konzentration der DNA, desto dunkler scheint die jeweilige Bande. Die 

Belichtungszeit für diese Abbildung betrug 15 Sekunden. 
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3.8 Ortsgerichtete Mutagenese (site-directed mutage nesis) 

Die ortsgerichtete Mutagenese des rekombinanten Plasmids erfolgte mit dem 

QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent Technologies. Dieses 

Verfahren ermöglicht das gezielte Einführen bzw. Entfernen von einzelnen 

Nukleinbasen in bekannte Gene des Ausgangsplasmids. Zunächst wurde hierfür die 

Amplifikation des ursprünglichen Plasmids mit der DNA-Polymerase in mehreren 

PCR-Zyklen mit mutagenisierten Primern durchgeführt.  

Anschließend erfolgte der Verdau mit der Restriktionsendonuklease Dpn I, die nur 

methylierte DNA schneidet und somit die Beseitigung des methylierten maternalen 

Stranges, welches ein internes Stop-Codon (TAG) enthält, herbeiführt. Nach der 

Mutagenese wurde die mutierte Plasmid-DNA ohne das Stop-Codon in E. coli 

Bakterien transformiert und auf Agarplatten mit ampicillinhaltigen Nährmedien 

ausplattiert (vgl. Abb. 14). 

Auf diese Weise konnte also mithilfe der Mutagenese das Stop-Codon für die 

folgenden Transfektionsversuche entfernt werden, so dass beide Gene wie ein 

einziges Gen abgelesen wurden und die Transfektion endlich funktionieren konnte 

(vgl. Abb. 19).   

 

 
Abb. 19:  Sequenz aus der Restriktionskarte vom hMPO-hPtGFP-P lasmid nach der gezielten 

Mutagenese.  Das Stop-Codon wurde durch das Basentriplett GCG ausgetauscht. Durch diese 

gezielte Veränderung der DNA kann das Gen als eine Sequenz abgelesen werden.  

 

no stop-codon  GFP 

start correct sequence 
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3.9 Erneute Transfektion 

Als die geeigneteste Methode hat sich das Nanofektamin Einschlussverfahren 

erwiesen mit den abgestimmten Lösungsansätzen wie bereits in Kapitel 2 

beschrieben. 

 

3.10 Western Blot 

Der Erfolg der Transfektion wurde mittels Elektrophorese und Western Blot sowie 

Immunzytochemie ausgewertet. Nach 48 Stunden wurden die transfizierten CHO-

Zellen geerntet, lysiert und die Proteine denaturiert. Als nächstes erfolgte die 

Auftrennung der Proteine elektrophoretisch auf diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamidgele (sodium-dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelectrophorese), 

anschließend wurden diese aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran 

geblottet, um dann immunzytochemisch mit spezifischen Antigen-Antikörper-

Bindungen identifiziert zu werden. Als Antikörper wurden Kaninchen Anti-MPO und 

Anti-GFP eingesetzt.  

Die folgenden Western Blot Abbildungen 20 und 21 sind von den mit der 

Nanofektamin Methode transfizierten Zellen. Die CHO-Zellen wurden jeweils mit der 

Transfektionslösung ohne DNA, mit MPO oder GFP und mit dem hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein nach Entfernen des Stop-Codons transfiziert. Das Bandenmuster 

zeigt, dass jeweils Signale von MPO bzw. GFP als singuläre Proteine vorhanden, 

jedoch nicht im hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein vollständig nachweisbar sind. In den 

Abbildungen ist jeweils die Markerbande zur Kontrolle der Bandengrößen dargestellt.  

Die Transfektion mit der Lipofektaminlösung war nicht erfolgreich. 

Die Western Blot Abbildung 20 lässt erkennen, das das hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein ein anderes Auftrennungsverhalten zeigt als das MPO alleine – und 

zwar läuft es so, als ob es 30 kDa größer wäre, was es aufgrund des GFPs (26.9 

kDa) auch ist (Yang et al. 1996). Die monoklonale MPO-Bande beträgt somit 90 kDa 

und die des hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins 120 kDa. Somit ist anzunehmen, dass 

die Expression des hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins erfolgreich war und im 

Immunoblot nachweisbar ist. 
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Abb. 20:  Das Ergebnis des Western Blots nach Behandlung der Membran mit Anti-MPO.  

Die MPO-Bande liegt bei 90 kDa (3). Im Fusionsprotein ist diese MPO-Bande bei 120 kDa 

ersichtlich (4). Die Größenzuordnung erfolgt anhand des Markers links der Graphik (1).  

 

CHO-Zellen, die nur mit dem GFP (ohne MPO) transfiziert waren, dienten als 

Kontrolle für die Transfektion und erwartungsgemäß zeigte sich, dass das GFP 

prinzipiell exprimiert wird und mit dem GFP-Antikörper nachgewiesen werden kann. 

Die Bande des GFPs ist bei ca. 30 kDa in Abbildung 21 sichtbar. 

Allerdings verdeutlicht diese Abbildung auch, dass der Nachweis von GFP im 

Fusionsprotein im Western Blot anhand des GFP-Antikörpers nicht gelingt, denn es 

ist kein GFP-Signal im hMPOhPtGFP-Fusionsprotein vorhanden. Das an die MPO 

fusionierte GFP scheint nicht bzw. nur teilweise vollständig oder nicht korrekt 

exprimiert bzw. gefaltet zu werden. Dieses Ergebnis wird von den 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 23 und 24 unterstützt, denn es 

sind nur wenige, vereinzelt leuchtende Zellen zu sehen.  
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Abb. 21: Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine im Western Blot.  Die 

Detektion der Proteine erfolgte mithilfe eines GFP-Antikörpers. Die GFP-Bande, die bei ca. 30 

kDa zu erkennen ist, wird im Fusionsprotein durch den Antikörper nicht erkannt. Das 

Molekulargewicht der Proteine ist links in kDa dargestellt.  

 

3.11 Fluoreszenzmikroskopie 

Nach 12 bis 48 Stunden wurden die mit hMPO-hPtGFP-Plasmid transfizierten Zellen 

unter dem Fluoreszenzmikroskop auf GFP-Signal untersucht. Hierbei haben nur die 

wenigsten Zellen geleuchtet. Die transfizierten Zellen besitzen die Eigenschaft zu 

fluoreszieren, da es in den Zellen zur Genexpression des Markerproteins GFP, 

welches im Fusionsprotein verankert ist, kommt. Aufgrund des starken MPO-Blot 

Signals vom hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins ist anzunehmen, dass das Protein 

eigentlich in ausreichender Menge exprimiert wird, allerdings scheint deren Faltung 
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problematisch zu sein. Die Abbildungen 22 bis 24 zeigen beispielhaft 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 24 bis 48 Stunden nach der Transfektion. 

 

Abb. 22:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von GFP-exprimi erenden CHO-Zellen.  Diese 

wurden mit 1 µg GFP transfiziert und nach 12 bis 24 Stunden aufgrund der Fluoreszenz des GFPs 

visualisiert. Die roten Pfeile zeigen auf eine grün fluoreszierende CHO-Zelle.  

 

Abb. 23: CHO-Zellen 48 Stunden nach der Nanofektami n-Transfektion mit 4 µg pcDNA3.1-

hMPO-hPtGFP-Plasmid unter dem Fluoreszenzsmikroskop . Nur einzelne Zellen fallen durch ihre 

stärkere Fluoreszenz auf (rote Pfeile), obwohl viele transfizierte Zellen unter dem Mikroskop in Bild 3 

zu sehen sind. Der rote Pfeil zeigt auf zwei grün leuchtende Zellen, die MPO-GFP vermutlich 

exprimieren (4).  
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Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Da rstellung der mit GFP-transfizierten 

CHO-Zellen gegenüber den mit dem hMPO-hPtGFP-Plasmi d transfizierten CHO-Zellen.  Die 

Zellen wurden kultiviert und vorbehandelt wie in Kapitel 3.1.3 für CHO-Zellen beschrieben. Zu den 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (2, 4, 6, 8, 9) sind jeweils deckungsgleiche mikroskopische 

Aufnahmen (1, 3, 5, 7)  nebeneinander dargestellt. Auf dem Bild 2 sieht man kräftig leuchtende CHO-

Zellen (roter Pfeil), die mit pEGFP transfiziert sind. Im Gegensatz dazu fallen nur einzelne mit 4 µg 

hMPO-hPtGFP-Plasmid transzifierte Zellen grün leuchtend unter dem Fluoreszenzmikroskop (4, 6, 8, 

9) auf.  

 

3.12 hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein-Aktivitätsmessung 

Das TMB Assay ist ein enzymatischer Aktivitätsassay, welches zur Erfassung der 

spezifischen Aktivität vom MPO-Enzym und dem Fusionsprotein hMPO-hPtGFP 

eingesetzt wurde. Hierbei wird mit Hilfe des farblosen 3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin 

(TMB) und Wasserstoffperoxid eine Farbreaktion mit einem Absorptionsmaximum bei 

655 nm erreicht (vgl. Abb. 25). In Abbildung 25 sind die Küvetten zur 

1 µg pEGFP 
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Aktivitätsmessung von MPO, vom hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein und einer 

Kontrollgruppe ohne DNA unmittelbar vor der photometrischen Bestimmung 

abgebildet. 

 

 
Abb. 25: Küvetten zum Messen der Extinktion (OD) vo m MPO-Enzym und hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein sowie einer Kontrollgruppe bei einer  Wellenlänge von 655 nm. Die in Kapitel 2 

(Tabelle 8) beschriebenen Lösungsansätze zum MPO-TMB-Assay werden separat vorbereitet und 

erst kurz vor der Messung in einer Küvette gemischt. Durch die Farbreaktion kann photometrisch die 

Aktivität von Enzymen ermittelt werden. 

 

Es erfolgte eine MPO-Aktivitätsmessung mit dem TMB-Assay. In der graphischen 

Darstellung in Abbildung 26 ist die Extinktion bei 655 nm gegen die Zeit aufgetragen 

und anhand der Steigung lässt sich die kinetische Aktivität errechnen. Es zeigte sich 

kaum MPO-Aktivität im hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein (0,017 ∆A/min). Im Gegensatz 

dazu konnte ein erhöhter Aktivitätsspiegel für das monoklonale MPO von 0,048 

∆A/min (100 %) gezeigt werden. In der Kontrollgruppe ist entsprechend keine 

kinetische Aktivität zu vermerken (0,015 ∆A/min). 
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Das Ergebnis dieser Untersuchung belegt, dass das hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein 

nicht enzymatisch aktiv ist. Erwartungsgemäß hätte das Fusionsprotein eine ähnliche 

Aktivität wie das monoklonale MPO zeigen müssen, allerdings ist die Aktivität 

vergleichbar mit der Kontrollgruppe (vgl. Abb. 26). 

 

TMB assay - CHO lysates - 28.10.11 - n = 2-3 - ∆A/min 

0
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no DNA MPO MPO-GFP

 
Abb. 26:  TMB Assay Säulendiagramm der CHO-Zellen Lysate. In dieser Darstellung ist auf der X-

Achse die Absorption bei 655 nm versus die Zeit auf der Y-Achse aufgetragen. Das monoklonale 

MPO zeigt eine deutliche Aktivität von 0,048 ∆A/min (100 %) während für das hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein keine Aktivität zu vermerken ist (0,017 ∆A/min). Die Lysate ohne DNA (Kontrolle) 

zeigen auch keine stärkere Absorption (0,015 ∆A/min). Der Aktivitätsbalken des funktionstüchtigen 

hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins hätte ähnlich hoch sein sollen wie die des monoklonalen MPOs. 

Mittelwert ± Standardabweichung. OD: optische Dichte.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen insgesamt, dass die Herstellung eines hMPO-

hPtGFP-Fusionsproteins, ihre Transformation in E. coli Bakterienzellen und 

Transfektion in CHO-Zellen gelungen ist. Nach Entfernen des Stop-Codons konnte 

das hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein auch exprimiert werden wie es sich im MPO-

Western Blot zeigte, allerdings ist kein GFP-Signal vorhanden. Zusätzlich bleibt die 

mittels TMB Assay photometrisch bestimmte Aktivität des MPOs im hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein aus. 
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4 Diskussion und Ausblick 
___________________________________________________________________________ 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in Produktion und Charakterisierung eines  

hMPO-ptGFP-Fusionsproteins aus CHO-Zellen, welches ein Teilprojekt in meiner 

Arbeitsgruppe der Experimentellen Kardiologie im Universitätsklinikum Hamburg 

Eppendorf war. Im Folgenden soll die Bedeutung der wichtigen Erkenntnisse 

dargestellt und in den aktuellen Forschungsstand eingefügt werden. 

 

4.1 Problemstellung und experimenteller Ansatz 

Bisher sind nur wenige Studien veröffentlicht, die sich mit der Entwicklung einer 

rekombinanten Myeloperoxidase beschäftigen. Es sind bislang keine Studien zu 

Markierungsversuchen des Enzyms publiziert. Das Enzym kommt in neutrophilen 

Leukozyten vor und spielt wegen seiner bakteriziden Wirkung eine wichtige 

Bedeutung in der unspezifischen Immunabwehr (Klebanoff et al. 1984). Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Blutspiegel von 

MPO und dem Risiko für schwerwiegende unerwünschte kardiale Ereignisse gibt 

(Baldus et al. 2003; Brennan et al. 2003). MPO trägt wesentlich zur 

Plaquevulnerabilität bei (Nicholls und Hazen 2005) und die chlorierten Verbindungen, 

die bei von MPO katalysierten Reaktionen entstehen, erlauben Aussagen über die 

Krankheitsprogression. Eine MPO-GFP-Verbindung ist ein sehr sinnvolles Konstrukt 

um ein wertvolles Werkzeug für die experimentelle Forschung zu generieren. Es 

wäre dadurch möglich die Lokalisation von MPO z.B. in der Maus in verschiedenen 

Krankheitsmodellen leichter zu analysieren und neue Erkenntnisse hinsichtlich der 

Therapiemaßnahmen zu gewinnen. Aktuell steht vor allem die Entwicklung von 

therapeutisch nützlichen MPO-Inhibitoren im Mittelpunkt des Interesses, denn 

spezifische und potente MPO-Inhibitoren könnten das Risiko an Herz-Kreislauf-

Erkrankungen zu erleiden, minimieren (Malle et al. 2007). Bekannte MPO-Inhibitoren 

wie die Lipidsenker werden in der Therapie der Risikofaktoren von Arteriosklerose 

erfolgreich eingesetzt (Stenvinkel et al. 2006; Zhou et al. 2006; Kumar und Reynolds 

2005). 

In dieser Arbeit wurde MPO mit dem Fusionsprotein GFP markiert. Das MPO wurde 

an das C-terminale Ende des GFPs fusioniert und das daraus resultierende hMPO-
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hPtGFP-Plasmid in kompetente E. coli Zellen transformiert. Auf diese Weise konnten 

die hMPO-ptGFP Konstrukte vervielfältigt werden, so dass sie alle identisch mit der 

Ausgangsvektor-DNA waren. Die Transfektion erfolgte in einer eukaryotischen 

Zellreihe, einer chinesischen Hamster-Eierstock-Zellreihe (CHO-Zellen). Im 

Einzelnen folgten weitere Untersuchungsmethoden wie z.B. die Proteinbestimmung, 

Westernblotanalysen, Immunfluoreszenz- und Aktivitätsassays zur Detektierung des 

Fusionsproteins. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Expression des hMPO-

hPtGFP-Fusionsproteins im Western Blot zwar nachgewiesen werden konnte, aber 

in vivo in Zellen keine bzw. kaum GFP-Fluoreszenz ersichtlich ist. Die enzymatische 

Aktivität von MPO ist durch die Fusion mit GFP auch verloren gegangen. Als 

Ursache dafür kommen Faltungsprobleme in Frage, die sowohl das fehlende GFP-

Signal als auch die fehlende MPO-Aktivität erklären. Insgesamt kann dieses 

Konstrukt leider nicht für weitere in-vivo-Untersuchungen verwendet werden. Sinnvoll 

ist ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Fusionierung mit MPO.  

 

4.2 Expression in eukaryontischen Zellen 

Eukaryontische Wirtszellen sind für die funktionelle Expression von solchen 

eukaryontischen Proteinen geeignet, die eine spezifische posttranslationale 

Modifikation benötigen. So sind CHO-Zellen (Mack et al. 1998; Nibbs et al. 1997; 

Samson et al. 1996) mit dem hMPO-hPtGFP-Konstrukt transfiziert worden. Der 

Erfolg der Nanofektamin-Transfektion konnte fluoreszenzmikroskopisch bestimmt 

werden. Es waren einige leuchtende CHO-Zellen zu sehen, die das rekombinante 

Gen aufgenommen und exprimiert haben. Da nicht alle Zellen geleuchtet haben, 

sondern nur einzelne, kann man davon ausgehen, dass vermutlich nur einige der 

hMPO-hPtGFP-Konstrukte funktional waren. Fusionierungsversuche von MPO mit 

anderen fluoreszierenden Proteinen wie zum Beispiel Cyan Fluorescent Protein 

(CFP) müssten in Zukunft unternommen werden, um zu sehen, ob diese MPO-

Fusionsproteine funktionieren.  

Auf der anderen Seite kann es auch sein, dass die posttranslationale 

Proteinmodifikation (PTM) in den CHO-Zellen zu mistranslatierten Proteinen geführt 

hat. Falsch gefaltete Polypeptidketten und fehlerhafte Proteinmodifikationen führen 

zu Proteinen, die ihre vorgesehene Funktion nicht erfüllen können. So ist es möglich, 

dass das stark kationisch geladene MPO in Kombination mit dem positiv geladenen 
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GFP falsch gefaltet wird. Die meisten Fusionsproteine sind entweder negativ geladen 

oder neutral (Dr. D. Lau – persönliche Kommunikation) und durch die Interaktion mit 

anders geladenen Proteinen kann es zu falschen Proteinfaltungen kommen.  

Um die Auswirkungen der Posttranslationalen Proteinmodifikationen genauer 

einschätzen zu können, sind in Zukunft weitere Transfektionsversuche in andere 

eukaryontische Zellen wie z.B. in HEK-293 (human embryonic kidney)-Zellen nötig 

(Zaballos et al. 1999; Yamagami et al. 1994). Weitere Transfektionsmethoden wie 

z.B. physikalische Verfahren (Mikroinjektion) sind ebenfalls in Erwägung zu ziehen 

um die Transfektionseffizienz zu erhöhen. In dieser Arbeit konnten nach erfolgter 

Nanofektamin-Transfektion mehrere grün leuchtende CHO-Zellen unter dem 

Fluoreszenzmikroskop ersichtet (vgl. Abb. 23 und 24) und der Proteingehalt im BCA 

Proteinassay in den transfizierten Zellen erfolgreich bestimmt werden. Im weiteren 

Verlauf zeigte sich in den Western-Blot Analysen, dass das GFP zwar exprimiert 

wurde, da die MPO-Bande im Fusionsprotein um 30 kDa (Größe des GFPs) höher 

lief als die des Kontrollproteins, jedoch das GFP nicht durch den GFP-Antikörper 

nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 20).  

Denkbar wäre, dass aufgrund eines Protein-Prozessierungsproblems das GFP von 

MPO abgespalten und in den CHO-Zellen teilweise abgebaut wird. Es ist deshalb 

auch vorstellbar, dass MPO in der CHO-Zelle aktiv wird und durch seine schädlichen 

Produkte wie HOCl zum Abbau von GFP führt bzw. dessen Genexpression 

verhindert. Jedoch belegen die Ergebnisse der hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein-

Aktivitätsmessung mit TMB diesen Zusammenhang nicht, denn das hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein zeigte keine enzymatische Aktivität. Die genauen Mechanismen und 

Vorgänge in der Zelle sind hierzu bislang unklar und bieten daher mögliche 

Schwerpunkte für die zukünftige Forschung. Es wäre für weitere Studien sehr 

interessant zu untersuchen, ob der Einbau von GFP am Anfang der Proteinsequenz 

von MPO (N-Terminal) und die Überprüfung und Validierung des rekombinanten 

hPtGFP-hMPO auf seine Eigenschaften in transfizierten eukaryotischen Zellen 

eventuell erfolgversprechender sind. Eine weitere Möglichkeit der Markierung von 

MPO besteht in der Kopplung von bestimmten Gruppen der MPO-Untereinheiten mit 

radioaktiven Verbindungen. Eine solche Herangehensweise setzt aufwendige 

Methoden und bedenkliches Arbeiten mit Radionukliden voraus.  
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4.3 Ausblick und weiterführende Arbeiten 

Aus den Ergebnissen dieser Dissertation zur Markierung humaner Myeloperoxidase 

zur Detektierung des Fusionsproteins kann man Vermutungen anstellen, weshalb 

das Fusionsprotein nicht (ausreichend) exprimiert und nachgewiesen werden konnte. 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop waren nämlich einige mit dem hMPO-hPtGFP- 

Plasmid erfolgreich transfizierte und grün leuchtende Zellen wie in den 

Fluoreszenzmikroskopaufnahmen in Abbildung 22 bis 24 ersichtlich. Möglicherweise 

war die Anzahl der erfolgreich transfizierten Zellen zu gering, so dass kein 

Bandensignal ersichtlich war. Denkbar ist am ehesten, dass die Faltung des Proteins 

in seine definierte räumliche Struktur nicht fehlerfrei erfolgte. Fehlgefaltete Proteine 

sind nicht funktionsfähig und können nicht detektiert werden bzw. aktiv sein.  

So konnte das hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein zwar exprimiert werden, aber durch 

die fehlerhafte dreidimensionale Faltung verliert GFP seine Eigenschaft zu leuchten 

und durch diese Veränderung der Struktur kann das Epitop auf GFP, welches 

normalerweise durch anti-GFP-Antikörper identifiziert wird, nicht mehr erkannt 

werden. Diese Konformationsänderung könnte ebenfalls dazu führen, dass MPO im 

hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein nicht mehr aktiv sein kann. Der genaue Prozess der 

Proteinfaltung und der Aminosäurenabfolge ist nicht abschließend geklärt, eventuell 

kommt es aufgrund der ungewöhnlich hohen Menge an positiv geladenen 

Aminosäuren in MPO zu einer Inaktivierung des Enzyms. Da aber die positiv 

geladenen Aminosäuren in MPO für seine enzymatische Aktivität wichtig sind, ist 

diese Begründung eher unwahrscheinlich. Es könnte aber auch sein, dass das relativ 

neutral geladene GFP die Gesamt-Ladung des hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins 

verändert und dadurch die Faltung von MPO verändert ist, so dass das aktive 

Zentrum nicht mehr richtig gefaltet wird. 

Vorstellbar ist auch ein schneller Abbau des GFPs aus dem Fusionsprotein in den 

CHO-Zellen, so dass keine Expression des Proteins möglich ist, aber diese 

Vermutung wird anhand der Western Blot Ergebnisse, die zeigen, dass das hMPO-

hPtGFP-Fusionsprotein um 30 kDa höher läuft, widerlegt. Das hMPO-hPtGFP-

Fusionsprotein wird gebildet, aber vermutlich nicht richtig dreidimensional gefaltet. 

Welche Mechanismen genau hinter diesen Beobachtungen stecken, ist noch 

unzureichend geklärt und könnte die wissenschaftliche Grundlage für neue 

Doktorarbeiten bilden. 
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Weiterhin ist anzunehmen, dass MPO durch seine Eigenschaften und Funktion als 

Fusionsprotein ungeeignet ist. Es gibt Proteine, deren Faltung vor allem für die 

Aktivität bzw. Funktion wichtig ist und sie deshalb nicht als Fusionsprotein exprimiert 

werden können. Da es sich dabei um ein negatives Ergebnis handelt, gibt es kaum 

Literatur dazu.   

Schlussfolgernd lässt sich somit feststellen, dass das rekombinante hMPO-hPtGFP-

Konstrukt nicht funktionell und somit nicht geeignet ist für weitere Analysen von 

MPO. Aus diesen Gründen haben wir davon abgesehen experimentelle 

Untersuchungen in Zellen und im Mausmodell durchzuführen und das rekombinante 

Protein auf seine weiteren Funktionen zu überprüfen. Sinnvoller erscheint hier die 

genaue Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen und Vorgänge von 

MPO (ohne GFP) auf zellulärer Ebene, die bislang auf diese Weise noch nicht 

gegeben sind, aber in Zukunft möglich sein könnten.  

Viele weitere neue Fragestellungen und Erkenntnisse ergeben sich aus dieser Arbeit. 

Zunächst kann man annehmen, dass das MPO ein nicht zu fusionierendes Protein ist 

und folglich neue Methoden und Überlegungen für die Charakterisierung und 

Funktionsanalyse sowie für den Einsatz im Mausmodell in Betracht gezogen werden 

müssen. Weiterhin ist es wichtig, dass die Eigenschaften von MPO genau untersucht 

werden, um Aussagen über die Funktion machen zu können und mehr über seine 

Beteiligung in zellulären Prozessen zu erfahren. Die hier versuchte Fusion von MPO 

mit GFP ist leider nicht funktionell. Andere Marker, wie z.B. Protein A, 6xHis, Flag 

etc. könnten aufgrund ihrer Größe (alle kleiner als 30 kDa) möglicherweise zum 

Erfolg führen.
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5 Zusammenfassung 
___________________________________________________________________________ 

Die vorliegende experimentelle Arbeit beschreibt zum ersten Mal die Herstellung 

eines rekombinanten hMPO-hPtGFP-Fusionsproteins in einer CHO-Zelllinie. In einer 

bisher veröffentlichten Studie von Nicole Moguilevsky et al. 1991 wird rekombinantes 

MPO im Vergleich zu natürlichem Enzym lediglich auf seine Eigenschaften und 

biologische Aktivität untersucht. 

In dieser Arbeit konnte MPO mit GFP fusioniert und anschließend in E. coli 

Bakterienzellen kloniert werden. Die so hergestellten hMPO-hPtGFP-Konstrukte 

wurden in CHO-Zellen transfiziert und von einzelnen Zellen exprimiert. Als grün 

leuchtende Einheiten waren sie unter dem Fluoreszenzmikroskop darstellbar.  

Das Enzym Myeloperoxidase, welches in den Granula von Neutrophilen und 

geringfügig auch in Monozyten gespeichert ist, hat einen bedeutenden Einfluss auf 

den Gefäßtonus sowie die Myokardperfusion und es spielt eine wichtige Rolle bei der 

Abwehr von Mikroorganismen und in verschiedenen inflammatorischen und 

atherosklerotischen Prozessen. Es ist ein sehr komplex aufgebautes Protein und 

besitzt Eigenschaften, die die Markierung des Enzyms erschweren. Ein Grund hierfür 

könnte die stark positive Ladung von MPO sein, die wiederum von Bedeutung ist für 

die regelrechte Faltung des Hämproteins. Die meisten Fusionsproteine sind negativ 

geladen. Das GFP, welches in dieser Arbeit als Fusionsprotein dient, hat zumindest 

eine neutrale Ladung. Dennoch entsteht bei der Markierung von MPO mit GFP eine 

Kombination, die als ungeeignet anzunehmen ist.  

Das hMPO-hPtGFP-Fusionsprotein wird exprimiert, allerdings ist das GFP 

floureszenzmikroskopisch nicht nachweisbar und MPO zeigt keine enzymatische 

Aktivität. Rekombinant markiertes MPO könnte weiteren Aufschluss über die 

Funktion von MPO geben. So könnte rekombinant markiertes MPO ex vivo auf Zellen 

gegeben und die Aufnahme von MPO in die Zellen verfolgt werden. Weiterhin könnte 

es in Mäuse injiziert, die Lokalisation im Endothel/Gefäß beobachtet und die 

Auswirkungen lokal untersucht werden. Das hMPO-hPtGFP-Konstrukt dient eher der 

Aufklärung der Lokalisation und Funktion von MPO als der Etablierung als 

Biomarker. 

Zusammenfassend kann man aus den Ergebnissen dieser experimentellen Arbeit 

schließen, dass die anfänglich aufgestellte Hypothese der Herstellung einer GFP- 

markierten Myeloperoxidase teilweise gelungen ist, da MPO-GFP zwar von CHO-
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Zellen exprimiert wird, aber leider das GFP nicht nachweisbar und die MPO nicht 

enzymatisch aktiv ist. In hierauf folgenden Experimenten könnte MPO idealerweise 

so markiert sein, dass es für die Beobachtung von zuvor unsichtbaren Prozessen, in 

denen das Hämprotein in der Zelle verwickelt ist, eingesetzt wird.   
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6 Abkürzungsverzeichnis 
___________________________________________________________________________ 

Abb.        Abbildung 

ACS  (Acute coronary syndrome) akutes 

Koronarsyndrom 

AmpR       Ampicillin-Resistenzgen  

APS       Ammoniumperoxodisulfat 

ASS        Acetylsalicylsäure  

BSA  (bovine serum albumin) 

Rinderserumalbumin  

bp       Basenpaare 

BNP       B-natriuretisches Peptid 

BrCl        Bromchlorid  

Br2       Brom  

Br-        Bromidanion 

BCA        Bicinchoninsäure  

Bzw.       beziehungsweise 

°C        Grad Celsius (Einheit) 

ca.        circa 

Ca++       Kalzium-Ionen 

CAD  (Coronary Artery Disease) koronare 

Herzerkrankheit 

CFP  (Cyan Fluorescent Protein) cyan 

fluoreszierendes Protein 

cGMP    zyklisches Guanosinmonophosphat  

CHO  (Chinese Hamster Ovary) chinesische 

Hamsterovarialzellen 

CK        Kreatinkinase  

CK-MB  Kreatinkinase-MB (Muscle, Brain), 

herzspezifisch  

Cl-        Chloridanion  

Cl2        Chlor 

CMV       Cytomegalievirus 

-COOH        Carboxygruppen 
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CRP        C-reaktives Protein  

CVD  (Cardiovascular Disease) 

kardiovasluläre Erkrankung 

ddH2O  Demineralisiertes Wasser 

dl       Deziliter (Einheit)  

DMSO       Dimethylsulfoxid  

DNA       Desoxyribonukleinsäure 

dNTPs       Desoxyribonukleosidtriphosphate  

DTT       Dithiothreitol 

E. coli       Escherichia coli 

ECL  (Enhanced chemiluminescence) ECL-

Detektionsreagenz 

EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 

EHN        European Heart Network 

EKG        Elektrokradiogramm  

ELISA  Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay  

eNOS       endotheliale NO-Synthase 

ER       rauhes endoplasmatisches Retikulum  

ESC         European Society of Cardiology 

EtOH       Ethanol 

FABP       Fatty acid-binding protein 

FBS  (Fetal bovine serum) fetales 

Kälberserum  

FGR    Framingham Risk Score 

g        Gramm (Einheit)  

GFP  (Green Fluorescing Protein) Grün 

fluoreszierendes Protein 

GOT       Glutamat-Oxalacetat-Transaminase 

GPBB  Glykogenphosphorylase BB  

GTP        Guanosintriphosphat  

H2O       Wasser 

H2O2        Wasserstoffperoxid  

HCl       Chlorwasserstoff 
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HDL        High-Density-Lipoproteine  

HEK-293       (human embryonic kidney)-Zellen 

HF buffer      High-Fidelity-Puffer 

HLP        Hyperlipoproteinämie  

HOBr        Hypobromit 

HOCl        hypochlorige Säure, Hypochlorid 

hPtGFP  Grün fluoreszierendes Protein aus 

Ptilosarcus gurneyi  

hsCRP       hochsensitives C-reaktives Protein  

Ig G       Immunglobulin G 

IMA       Ischämie modifiziertes Albumin 

IP3-Rezeptoren  Inositol-1,4,5-trisphosphonat-

Rezeptoren 

kb         Kilo-Basenpaare  

kDa       Kilodalton (Einheit) 

kg        Kilogramm (Einheit)  

KHK       Koronare Herzkrankheit 

l       Liter (Einheit)  

LB-Amp.  (lysogeny broth) Nährmedium mit 

Ampicillin 

LB-Medium        (lysogeny broth) Nährmedium  

LDL        Low-Density-Lipoprotein  

µg       Mikrogramm (Einheit) 

µl        Mikroliter (Einheit)  

µM       Mikromolar (Einheit) 

mg        Milligramm (Einheit)  

mg/ml       Milligramm pro Milliliter (Einheit)  

min        Minuten (Einheit)  

ml       Milliliter (Einheit)    

mm        Millimeter (Einheit)  

mM       Millimolar (Einheit) 

MPO        Myeloperoxidase 

NaCl       Natriumchlorid  

NaH2PO4      Natriumdihydrogenphosphat 
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NaOAc      Natriumacetat  

-NH2         Aminogruppe 

nm        Nanometer (Einheit)  

NO        Stickstoffmonoxid 

NO2-        Nitrit 

NO2       Stickstoffdioxid 

O2-Superoxid      Dioxid(1−)-Anion 

OBr-       Hypobromit-Ionen  

OCl-       Hypochlorit-Ionen  

OD       Optische Dichte 

oxLDL       oxidiertes Low-Density-Lipoprotein  

PBS  (phosphate buffered saline) 

phosphatgepufferte Salzlösung   

PCR   (Polymerase Chain Reaction) 

Polymerase-Kettenreaktion 

pH       pH-Wert  

PMN   Polymorphkerniger neutrophiler 

Granulozyt  

PTM       posttranslationale Proteinmodifikation  

rep        Replikationsursprung 

ROS        reaktive Sauerstoffspezies  

rpm  revolutions per minute – Umdrehung 

pro Minute  

RT       Raumtemperatur 

SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis) 

Natriumdodecylsulfat- 

Polyacrylamidgelelektrophorese 

sek.        Sekunden (Einheit)  

SF-Medium      (serum-free) serumfreies Medium 

sog.       sogenannte 

Taq        Thermus aquaticus  (Bakterium) 

TBE-Puffer  TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan)-Borat (Anion 
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der Borsäure)-EDTA 

(Ethylendiamintetraessigsäure)-Puffer 

TBST  (Tris-Buffered Saline) Tris-gepufferte 

Saline 

TEMED      Tetramethylethylendiamin 

TIA        Transitorisch ischämische Attacke  

TMB       3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin 

TRIS       Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

u.a. unter anderem/unter anderen; 

und andere 

U/µl       Units pro Mikroliter (Einheit)  

V       Volt (Einheit) 

VE-H2O  („voll entsalztes Wasser“) destilliertes 

Wasser 

Vgl.       Vergleiche 

WBC        white blood cells 

z.B.        zum Beispiel  

ZNS       Zentrales Nervensystem 
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11.1 Lebenslauf                                

Entfällt aus datenschutzrechtlichen Gründen. 
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