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3 Zusammenfassung

Die Grundlage fiir die Prophylaxe und die Therapie thromboembolischer Erkrankungen
bilden Heparin, Cumarin-Derivate und Acetylsalicylsdure. Aufgrund der zahlreichen
Einschrinkungen dieser Wirkstoffe wird intensiv nach neuen antithrombotischen Strategien
gesucht. Die Entwicklung direkter Thrombininhibitoren ist dabei ein besonders
vielversprechender Ansatz. Hirudin, ein Polypeptid aus dem medizinischen Blutegel Hirudo
medicinalis, ist der stirkste bisher bekannte direkte Thrombininhibitor. Die Uberlegenheit von
rekombinant hergestelltem Hirudin liber das Standardpriparat Heparin konnte in klinischen
Studien gezeigt werden. Dipetalogastin Il ist ein weiterer direkter Thrombininhibitor, welcher
aus der Raubwanze Dipetalogaster maximus isoliert wurde. Rekombinantes Dipetalogastin II
zeigt eine stiarkere Thrombinhemmung als rekombinantes Hirudin. Allerdings hat es ein
bedeutend hoheres Molekulargewicht und ist nicht spezifisch, da es in sehr hohen
Konzentrationen auch Plasmin und Trypsin inhibiert.

Diese Einschrinkungen konnen durch das zielgerichtete Design neuer Thrombininhibitoren,
auf der Basis der Dipetalogastin II-Struktur, umgangen werden. Eine Mdglichkeit, um eine
deutliche Molekulargewichtsreduktion von Dipetalogastin Il zu erzielen, ist der Ersatz der
grofen C-terminalen Dipetalogastin II-Domine mit dem deutlich kleineren Hirudin®> -
Fragment. Durch Modifikation des P1-Aminosdurerestes kann ferner die Spezifitit dieser

Inhibitoren beeinflusst werden.

Ziel dieser Arbeit war die biochemische und pharmakokinetische Charakterisierung zweier
Varianten (Var-1 und Var-2) eines solchen chimdren Thrombininhibitors. Der

N-terminale Anteil der beiden Inhibitorvarianten entsprach dem Dipetalogastin II'%-

Fragment und der C-terminale Anteil dem Hirudin®™®

-Fragment. Var-1 und Var-2
unterschieden sich lediglich im P1-Aminoséurerest, welcher bei Var-1 ein Argininrest und bei
Var-2 ein Histidinrest war.

Um die FEigenschaften der beiden Inhibitorvarianten mit denen von Dipetalogastin II
vergleichen zu konnen, wurde ein neues Expressionssystem fiir Dipetalogastin II etabliert.
Alle Inhibitoren wurden in E.coli exprimiert und mittels Affinititschromatographie und
reversed phase HPLC rein dargestellt.

Die biochemischen Untersuchungen zeigten, dass Var-1 und Dipetalogastin II slow,
tight-binding Inhibitoren des Thrombins waren. Var-2 wies hingegen eine klassisch

kompetitive Kinetik auf. Die Inhibitionskonstante (K;) von Var-1 betrug 402 fM, die von
Var-2 17,1 pM und die von Dipetalogastin II 137 fM. Var-2 war, aufgrund seines
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P1-Histidinrestes, ein spezifischer Thrombininhibitor, wihrend Var-1 und Dipetalogastin II,
bedingt durch den P1-Argininrest, auch eine Hemmung von Plasmin und Trypsin aufwiesen.
Diese Hemmung trat allerdings nur bei sehr hohen Inhibitorkonzentrationen auf.

Die antikoagulatorischen Aktivititen der Inhibitoren wurden koagulometrisch mit der
Prothrombinzeit (PT), der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), der Ecarin
Clotting Time (ECT) und dem Ecarin Chromogenic Assay (ECA) untersucht. Obwohl Var-2
in den biochemischen Untersuchungen eine 43fach geringere Thrombinaffinitit als Var-1
zeigte, unterschieden sich die antikoagulatorischen Aktivititen von Var-1 und Var-2 nicht
signifikant voneinander. Auch fiir Dipetalogastin II und rekombinantes Hirudin wurden
vergleichbare antikoagulatorische Aktivitdten ermittelt.

Die pharmakokinetischen Eigenschaften wurden tierexperimentell im Rattenmodell bestimmt.
Die Blutspiegelverldufe nach intravenoser Applikation von Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II
zeigten eine sehr #hnliche Kinetik und konnten am besten durch ein offenes
Zweikompartimentmodell mit einer Eliminationskinetik erster Ordnung beschrieben werden.
Die Verteilung der Inhibitoren erfolgte in den gesamten Extrazelluldrraum. Nach 3 Stunden
war kein Inhibitor im Blut mehr nachweisbar. Nach subkutaner Applikation der Inhibitoren
kam es zu einem raschen Anstieg des Blutspiegels, wobei das Maximum nach 30 Minuten
gemessen wurde. Die Inhibitoren blieben hier bis zu 6 Stunden im Blut nachweisbar. Bei
bilateral nephrektomierten Ratten wurde nach intravendser Applikation der Inhibitoren eine
kurze Verteilungsphase mit schnell abfallenden Blutspiegeln beobachtet. Danach blieb der
Blutspiegel iiber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant. Eine signifikante extrarenale
Elimination und Metabolisierung konnte somit ausgeschlossen werden. Wie beim Hirudin

erfolgte die Ausscheidung der Inhibitoren ausschlielich iiber die Nieren.

Sowohl Var-1 als auch Var-2 sind potentielle Wirkstoffe in der Therapie thromboembolischer
Erkrankungen. Var-1 besitzt eine dem rekombinanten Hirudin vergleichbar starke
Thrombinhemmung und auch ein vergleichbares Molekulargewicht. Wegen seiner
zuverldssigen und nahezu irreversiblen Thrombininaktivierung konnte Var-1 aber auch fiir die
therapeutische Hemmung zelluldrer Thrombineffekte eingesetzt werden, welche u.a. fiir
Tumoren, entziindliche Erkrankungen und zentralnervose Krankheitsbilder verantwortlich
gemacht werden. Ein Vorteil von Var-2 ist die hohe Thrombinspezifitit. So tritt keine
Hemmung von Plasmin, der wichtigsten Protease der Antikoagulation, auf. Welcher Inhibitor
letztlich das bessere therapeutische Profil besitzt, muss in weiterfithrenden Studien geklart

werden.
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4 Einleitung

Thromboembolische Erkrankungen, wie z.B. Myokardinfarkt, ischdmischer Insult und
Lungenembolie infolge tiefer Beinvenenthrombose, stellen die hdufigste Todesursache in den
Industrienationen dar (Murray und Lopez 1997). Die in der antithrombotischen Therapie
etablierten Medikamente, wie Heparine, Cumarin-Derivate und Acetylsalicylsdure (ASS),
sind sehr effektiv, haben aber auch deutliche Einschrinkungen. Heparine konnen beispiels-
weise kein fibringebundenes Thrombin inaktivieren, fithren in der Langzeitbehandlung zu
Osteoporose und konnen die lebensbedrohliche Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ 11
(HIT 1II) auslésen. Cumarin-Derivate besitzen eine geringe therapeutische Breite und
benotigen deshalb ein sorgfiltiges therapeutisches Monitoring. Infolge ihrer hohen
Eiweilbindung und der Interferenz mit dem hepatischen Metabolismus zeigen sie vielfiltige
Interaktionen mit anderen Medikamenten. Der langsame Beginn und das langsame Ende der
Wirkung, der initial prokoagulatorische Effekt sowie die extrem lange Halbwertszeit sind
weitere Einschriankungen. ASS ist weder selektiv fiir Thrombozyten noch wirksam gegen
vorbestehende Blutgerinnsel. Ferner besteht ein erhohtes Risiko fiir Magen-Darm-Ulcera und
es gibt Hinweise, dass 5 bis 45 % der Bevolkerung eine Aspirinresistenz aufweisen (Mason et
al. 2004). Aufgrund dieser Einschrinkungen der Standardtherapeutika wird intensiv nach
neuen antithrombotischen Strategien gesucht. Die Entwicklung direkter Thrombininhibitoren

ist hierbei ein besonders vielversprechender Ansatz (Colman et al. 2001).

4.1 Thrombin
4.1.1 Strukturelle Eigenschaften

Thrombin ist eine trypsinartige Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 39 kDa. Das
ellipsoide Molekiil besteht aus zwei Polypeptidketten, einer kleineren A-Kette und einer
katalytischen B-Kette, die kovalent durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Das aktive
Zentrum liegt in einer tiefen, canyonartigen Spalte, welche durch zwei grofle
Peptidkettenschleifen fiir die meisten makromolekularen Substrate schwer zugénglich ist.
Hierauf beruht die hohe Substratspezifitit von Thrombin (Bode et al. 1992).

Das Thrombinmolekiil besitzt besondere elektrostatische Eigenschaften. Die negativ und
positiv geladenen Aminosdurereste der Molekiiloberflache sind nicht gleichférmig verteilt,
sondern zu Ladungsclustern zusammengefasst. Daraus resultieren starke &dulere
elektrostatische Felder, die fiir die Interaktion von Thrombin mit externen Liganden eine
herausragende Rolle spielen. Besonders zwei Areale mit einer stark positiven Ladung sind

hierbei von Bedeutung (Abb. 4-1). Eines ist die anion binding exosite I (ABE I), welche auch
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als ,,Fibrinogen-Erkennungsregion bezeichnet wird. Sie ist nicht nur maBgeblich an der
Bindung von Fibrinogen an Thrombin beteiligt, sondern interagiert u.a. auch mit den
Thrombinrezeptoren, dem Thrombomodulin, dem Heparin-Cofaktor II und dem C-terminalen
Segment des Hirudins. Das zweite Areal ist die anion binding exosite 11 (ABE II). Da die
Interaktion von Thrombin mit Heparin hier stattfindet, wird sie auch als ,Heparin-
Bindungsstelle bezeichnet. Aber auch andere polyanionische Liganden, wie z.B. der
Chondroitinsulfatanteil des Thrombomodulins, binden iiber die ABE II an Thrombin (Stubbs
und Bode 1995, Di Cera et al. 1997).

Abbildung 4-1: Oberflichendarstellung von Thrombin (modifiziert nach Huntington und Baglin (2003)).
Negative Potentiale sind rot, positive Potentiale sind blau dargestellt. Das aktive Zentrum besitzt ein vorwiegend
negatives Potential und bevorzugt Substrate mit einem P1-Argininrest (Nomenklatur der Aminosédurereste des
Substrates nach Schechter und Berger (1968)). Die anion binding exosite I (ABE 1) und die anion binding
exosite II (ABE 1I) sind Areale mit einer stark positiven Ladung. Das zur Veranschaulichung dargestellte
Substratpeptid ist Bestandteil des Heparin-Cofaktor II.

4.1.2 Hamostatische Funktionen von Thrombin

Thrombin steht an zentraler Stelle der Gerinnungskaskade (Abb. 4-2). Sowohl das
extrinsische als auch das intrinsische System miinden in der Umsetzung von Prothrombin in
Thrombin. Durch thrombinvermittelte Spaltung von Fibrinogen entsteht Fibrin, welches nach
Polymerisierung und Quervernetzung durch den Faktor XIII ein unldsliches Fibringerinnsel
bildet. Durch Aktivierung der Faktoren V, VIII und XI verstirkt Thrombin seine eigene
Bildung im Sinne einer positiven Riickkopplung (Davie et al. 1991).

Thrombin ist nicht nur das Schliisselenzym der plasmatischen Hédmostase, es ist auch der
starkste bekannte Thrombozytenaktivator und somit ein wichtiger Regulator der
Plattchenfunktion (Eidt et al. 1988). Ferner trigt Thrombin im Rahmen der priméren

Himostase zur Vasokonstriktion im Bereich der GefdB3schiddigung bei (Ku 1982).
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X, Y, D, E - Fibrinfragmente, t-PA — tissue-type plasminogen activator, TF — tissue factor, HMWK - high
molecular weight kininogen.
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Thrombin hat neben seinen prokoagulatorischen auch gerinnungshemmende Eigenschaften.
Nach Bindung an das Oberflachenprotein Thrombomodulin wird seine Spezifitit so verdndert,
dass es vorrangig Protein C aktiviert. Dieses inaktiviert mit seinem Kofaktor Protein S die
Faktoren Va und VIIla. Hierbei handelt es sich um einen wichtigen negativen Riickkopp-
lungsmechanismus von Thrombin. Ferner setzen Endothelzellen nach Thrombineinwirkung
den t-Plasminogenaktivator sowie lokal-antiaggregatorische Vasodilatatoren wie Prostazyklin,
Stickstoffmonoxid und endothelium derived relaxing factor (EDRF) frei (Maffrand 1992).
Die Thrombinaktivitit wird von einigen wenigen endogenen Inhibitoren kontrolliert. Neben
dem Antithrombin IIT (AT III) sind dies der Heparin-Cofaktor II, die Proteinase Nexin I sowie
der al-Proteinaseinhibitor und das a2-Makroglobulin (Colman et al. 2001).

4.1.3 Zellulare Effekte von Thrombin

Thrombin hat auch auBerhalb der Himostase wichtige physiologische sowie pathologische
Effekte in einer Vielzahl von Geweben und Organen. Es beeinflusst das Verhalten von
verschiedenen Zellen auf eine hormonihnliche Weise. Diese Wirkungen werden vor allem
iber Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) vermittelt. Obwohl spezifische Rezeptoren fiir
Thrombin bereits 1978 nachgewiesen wurden (Carney und Cunningham 1978), konnte der
bislang einzigartige Rezeptormechanismus (Abb. 4-3) erst 1991, nach Klonierung des ersten
Thrombinrezeptors (PAR-1), beschrieben werden (Vu et al. 1991). Neben PAR-1 sind
inzwischen PAR-3 (Ishihara et al. 1997) und PAR-4 (Xu et al. 1998) als Thrombinrezeptoren

identifiziert worden.

Thrombin

PAR-1 aktivierter PAR-1

Rezeptorantwort

Abbildung 4-3: Mechanismus der Thrombinrezeptor-Aktivierung am Beispiel von PAR-1 (modifiziert
nach Coughlin und Camerer (2003)). Thrombin bindet an einer hirudinihnliche Sequenz am Rezeptor und
spaltet durch limitierte Proteolyse die N-terminale Exodomine. Dabei wird ein neuer N-Terminus demaskiert.
Dieser sogenannte ,tethered ligand” bindet intramolekular an den Rezeptor und initiiert somit die
Signaltransduktion.
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Thrombin ist iiber die Aktivierung seiner Rezeptoren wesentlich an den physiologischen
Folgeprozessen der Gerinnung, nidmlich Entziindung, Angiogenese und Zellproliferation
beteiligt (Macfarlane ef al. 2001). Diese Prozesse tragen nach einer Gewebeschiddigung zur

Wundheilung und Gewebereparatur bei (Strukova 2001).

4.1.3.1 Atherosklerose

Die durch Thrombin ausgeloste Aktivierung des Thrombinrezeptors scheint eine zentrale
Rolle in der Atherosklerose zu spielen (Libby 2002). Es konnte gezeigt werden, dass der
Thrombinrezeptor in atherosklerotischen Plaques, aber nicht in der normalen Arterienwand
exprimiert wird (Nelken et al. 1992). Aktives Thrombin konnte eine atherogene Wirkung
einerseits iiber seine stark mitogene Wirkung auf die glatten GefdBmuskelzellen und
andererseits iiber die Verursachung von Fibrinablagerungen in der Intima entfalten (Smith et
al. 1996). Neben seinem Beitrag zum langsamen Progress atherosklerotischer Plaques ist
Thrombin auch bei der Thrombusbildung infolge der Plaqueruptur, z.B. im Rahmen der

akuten Koronarsyndrome, entscheidend (Gotoh et al. 1988).

4.1.3.2 Tumoren

Auch bei malignen Erkrankungen scheinen zelluldre Thrombinwirkungen eine wichtige Rolle
zu spielen. Die meisten Tumoren exprimieren Kkonstitutiv tissue factor, was eine
Thrombingeneration im Tumorgewebe zur Folge hat (Rao 1992). Eine Bedeutung von
Thrombin und seinen Rezeptoren wurde unter anderem fiir verschiedene Hirntumoren
(Kaufmann et al. 2000, Kaufmann er al. 1998), das Pankreaskarzinom (Rudroff et al. 1998),
das Adenokarzinom der Lunge, das Magenkarzinom (D'Andrea et al. 2001), das
Larynxkarzinom (Kaufmann et al. 1997), das Nierenzellkarzinom (Kaufmann et al. 2002), das
maligne Melanom (Zacharski et al. 1995), das Mammakarzinom (Henrikson et al. 1999)
sowie fiir das Kolonkarzinom (Darmoul 2003) postuliert.

Thrombin kann das Verhalten von Tumorzellen direkt, z.B. {iber eine Verstirkung der
Adhision an das Endothel bzw. an Komponenten der extrazellulire Matrix (Dardik et al.
1998, Even-Ram et al. 2001) und iiber eine Erhohung der Tumorzellmotilitit (Zhou et al.
1998), beeinflussen. Die Hohe der Thrombinrezeptor-Expression (PAR-1) korreliert dabei mit
dem Grad der Tumorinvasivitit (Even-Ram er al. 1998). Thrombin kann das
Tumorzellverhalten aber auch indirekt modifizieren, z.B. iiber Beeinflussung der umgebenden
Stromazellen und iiber die Bildung einer Fibrinmatrix (Shi er al. 2004). Vermutlich
erschweren thrombininduzierte Fibrinablagerungen auch die Tumorerkennung durch das

Immunsystem (Letai und Kuter 1999). Weiterhin verstdrkte Thrombin im Tierexperiment die
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Metastasierung verschiedener Tumorzellarten (Nierodzik er al. 1998), und es konnte die
Bedeutung von Thrombin fiir die Tumorangiogenese, einer Grundvoraussetzung fiir

Tumorwachstum und -metastasierung, gezeigt werden (Karpatkin 2003).

4.1.3.3 Thrombinwirkungen im zentralen Nervensystem

Die Thrombinrezeptoren sind im zentralen Nervensystem (ZNS) weit verbreitet. Thrombin
wird sowohl lokal gebildet und gelangt auch nach Schidigung der Blut-Hirn-Schranke durch
Trauma oder Ischimie ins ZNS (Noorbakhsh et al. 2003).

Thrombin scheint im ZNS duale, konzentrationsabhiingige Effekte zu besitzen. Einerseits
zeigt es in niedrigen Konzentrationen (50 bis 100 pM) neuroprotektive Eigenschaften. In
hoheren Konzentrationen (iiber 500 nM) wirkt es u.a. iiber Induktion von Apoptose und
Entziindung neurotoxisch (Xi et al. 2003). Es gibt zunehmende Hinweise, dass Thrombin
entscheidend an den pathologischen Verdnderungen nach zerebraler Ischidmie und
intrazerebraler Blutung beteiligt ist (Xi ef al. 2002, Wang und Reiser 2003).

Auch bei neurodegenerativen Prozessen wie dem Morbus Alzheimer konnte Thrombin
beteiligt sein. Bei Alzheimer-Patienten wurden in senilen Plaques hohe Thrombin-
konzentrationen nachgewiesen (Turgeon und Houenou 1997). Weiterhin wird bei Alzheimer-
Patienten eine gesteigerte Thrombinaktivitit infolge eines Ungleichgewichts zwischen
Thrombin und seinem Inhibitor Protease Nexin-1 postuliert (Vaughan et al. 1994).

Uber thrombininduzierte Formverdnderung von neuronalen Zellen, die thrombininduzierte
Elimination polyneuronaler Synapsen und die Induktion des nerve growth factor (NGF)
konnte Thrombin in Zusammenwirkung mit der Protease Nexin-1 bei der Gehirnentwicklung
und -differenzierung sowie an der synaptischen Plastizitét beteiligt sein (Festoff et al. 1996,
Niclou et al. 1998). Aber auch auBerhalb der Gehirnentwicklung scheint Thrombin eine
wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung innezuhaben (Connolly et al. 1996, Darrow

et al. 1996).

4.2 Direkte Thrombininhibitoren

Aufgrund seiner vielfiltigen physiologischen als auch pathologischen Effekte ist Thrombin
ein wichtiges Ziel fiir die pharmakologische Intervention. Uber eine direkte Hemmung von
Thrombin kann therapeutisch die Blutgerinnung beeinflusst werden, aber auch modulierend in
die multiplen bioregulatorischen Effekte des Enzyms eingegriffen werden.

Direkte Thrombininhibitoren kénnen in monovalente und bivalente Inhibitoren eingeteilt
werden. Monovalente Inhibitoren binden nur an das aktive Zentrum des Thrombins, ohne es

dabei vom Fibrin zu verdringen. Die bivalenten Inhibitoren binden hingegen sowohl an die
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ABE I und das aktive Zentrum, was mit einer Verdringung des Thrombins vom Fibrin
einhergeht. Bivalente Inhibitoren haben daher eine hohere Thrombinaffinitit und -spezifitit
(Weitz und Buller 2002).

Klinische Anwendungen direkter Thrombininhibitoren ergeben sich vor allem in der
antithrombotischen Therapie. Sie konnen bereits bei einer aPTT-Verldngerung um weniger als
50% die Entwicklung vendser Thromben verhindern und sind somit interessant fiir die
Prophylaxe und die Therapie tiefer Beinvenenthrombosen und der Lungenembolien (Menear
1999). Aber auch arterielle thrombotische Prozesse wie Myokardinfarkt, ischdmischer Insult
und Restenose nach PTCA sind weitere erfolgsversprechende Anwendungsmoglichkeiten
(Harker 1994). Einen eindeutigen Vorteil besitzen direkte Thrombininhibitoren in der
Antikoagulation von Patienten mit HIT II und hereditirem bzw. erworbenem AT III-Mangel
(Steinmetzer et al. 2001).

AuBerhalb der Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen gibt es weitere potentielle
Einsatzgebiete direkter Thrombininhibitoren (Goldsack et al. 1998). Eines ist die supportive
Behandlung von Tumoren. Eine Antikoagulation senkt nicht nur das hohere Thromboserisiko
von Tumorpatienten, sondern konnte auch das Wachstum und die Metastasierung bestimmter
Tumoren hemmen. Fiir den direkten Thrombininhibitor Hirudin (4.2.1.1) konnte
tierexperimentell eine Wirksamkeit gegen Melanom-Metastasen gezeigt werden (Esumi et al.
1991). Da ein Tumor ohne adidquate Angiogenese nicht grofer als 1-2 mm® werden kann,
konnten direkte Thrombininhibitoren auch {iber die Hemmung der thrombininduzierten
Angiogenese eine Antitumorwirkung entfalten (Maragoudakis et al. 2000).

In neuerer Zeit gibt es Anzeichen, dass eine direkte Thrombininhibition auch bei
entziindlichen Erkrankungen, wie beispielsweise der Arthritis (Marty et al. 2001), der
Glomerulonephritis (Cunningham e al. 2000) oder der Sepsis (Esmon 2001), als auch bei
Erkrankungen des zentralen Nervensystems, wie dem ischamischen Insult (Morris et al. 2001)
und der Odembildung infolge intracerebraler Blutung (Hamada et al. 2000), eine

therapeutische Option darstellen konnte.

4.2.1 Thrombininhibitoren aus blutsaugenden Tieren

Blutsaugende Tiere haben in der Evolution die stirksten heute bekannten
Thrombininhibitoren hervorgebracht (Tab. 4-1). Einige dieser Thrombininhibitoren sind
mittels rekombinanter DNA-Technologie verfiigbar. Gemeinsam ist ihnen eine Hemmung von
Thrombin mit einer Inhibitionskonstanten (K;) im pico- oder sogar im femtomolaren Bereich,
womit sie den heute verfiigbaren synthetischen Inhibitoren (z.B. Argatroban, Melagatran)

weit liberlegen sind (Nowak et al. 1999, Nutescu und Wittkowsky 2004).
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Tabelle 4-1: Natiirliche Thrombininhibitoren (modifiziert und erweitert nach Markwardt (1994)).
MW — Molekulargewicht, K; — Inhibitionskonstante, k.A. — keine Angabe.

Ursprung Thrombininhibitor MW Kj

Raubwanzen (Reduviidae)

Dipetalogaster maximus Dipetalogastin 11,9 kDa 125 tM
Rhodnius prolixus Rhodniin 11,0 kDa 203 tM
Triatoma pallidipennis Triabin 17,0 kDa 3pM
Eutriatoma maculata Maculatin k.A. k.A.
Triatoma infestans Reduviin k.A. k.A.
Triatomin k.A. k.A.
Zecken (Ixodida)
Amblyomma americanum Americanin 12,0 kDa 73 pM
Ornithodoros savignyi Savignin 12,4 kDa 5pM
Ixodes ricinus Ixin 7,0 kDa k.A.
Ornithodoros moubata Ornithodorin k.A. 1 pM
Egel (Hirudinea)
Haemadipsa sylvestris Haemadin 5,0 kDa 99 fM
Hirudo medicinalis Hirudin 7,0 kDa 27 M
Theromyzon tessulatum Theromin 7,2 kDa 12 ftM
Hirudinaria manillensis Hirullin P18 7,2 kDa 8 pM
Bufrudin 7,0 kDa k.A.
Hirudo nipponia Granulin 6,0 kDa k.A.
Zweifliigler (Diptera)
Anopheles albimanus Anophelin 6,5 kDa 6 pM
Glossina morsitans morsitans  Tsetse thrombin inhibitor (TTI) 3,5kDa 584 tM
Simulium vittatum Simulidin 11,3 kDa k.A.
Tabanus bovinus Tabanin 5,0 kDa k.A.
Schlangen (Squamata)
Bothrops jararaca Bothrojaracin 27,0 kDa 600 pM

4.2.1.1 Hirudin

Hirudin ist ein aus 65 Aminosdureresten bestehendes Polypeptid, welches aus den
Speicheldriisen des medizinischen Blutegels (Hirudo medicinalis) isoliert wurde (Haycraft
1894, Markwardt 1957). Es ist ein hochwirksamer und spezifischer Inhibitor des Thrombins,
mit welchem es praktisch irreversible stochiometrische Komplexe im Verhiltnis 1:1 bildet.
Hirudin wurde bereits 1909 als erstes Medikament zur parenteralen Antikoagulation
eingesetzt (Engelmann und Stade 1909). Spiter diente es bei der ersten Hdmodialyse am

Menschen als Antikoagulanz (Haas 1926).
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Drei strukturell verschiedene Regionen des Hirudins sind fiir die Thrombinhemmung von
Bedeutung. Die drei apolaren N-terminalen Aminosdurereste des Hirudins binden am aktiven
Zentrum des Thrombins, ohne jedoch die S1-Spezifititstasche zu besetzen. Die N-terminale
Hirudindoméne, welche bedingt durch drei Disulfidbriicken globuldr und sehr kompakt ist,
hat hingegen nur geringen Kontakt mit der Thrombinoberfldche. Dennoch verhindert sie den
Zugang von makromolekularen Inhibitoren und Substraten zum aktiven Zentrum. Der
C-Terminus des Hirudins besteht aus zahlreichen negativ geladenen Aminosédureresten und
interagiert mit der ABE I (Abb. 4-4a) (Griitter et al. 1990).

Kinetische Studien haben gezeigt, dass Hirudin in einem Drei-Schritt-Mechanismus an
Thrombin bindet. Initial lagert sich der anionische C-Terminus an die positiv geladene ABE 1.
Hierdurch kommt es zu einer Konformationsénderung des Thrombins (induced fit), so dass in
einem letzten Schritt Hirudin {iber hydrophobe Wechselwirkungen an die Region des aktiven

Zentrums bindet (Ayala und Di Cera 1994).
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Abbildung 4-4: (a) Modell des Hirudin-Thrombinkomplexes und (b) Darstellung der Aminosiuresequenz
von nativem und rekombinanten Hirudin (Refludan®). Nach Lombardi e al. (1996) und Markwardt (2001).

Rekombinantes Hirudin ist im Gegensatz zum nativen Hirudin nicht am Tyre; sulfatiert
(Abb. 4-4b), was in einer 10fachen Abnahme der Thrombinaffinitit (K; =217 fM vs. 21 fM)
resultiert. Zwei rekombinant hergestellte Hirudinpriparate, Desirudin (Revasc®) und
Lepirudin  (Refludan®), sind kommerziell verfiigbar und fiir die postoperative

Thromboseprophylaxe bzw. die alternative Antikoagulation bei Patienten mit HIT zugelassen.

Die Wirksamkeit des Hirudins wurde in groBen multizentrischen Doppelblindstudien bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt, instabiler Angina pectoris und zur Prophylaxe der
tiefen Beinvenenthrombose bei Hiiftgelenksersatzoperationen untersucht.

In der Prophylaxe der tiefen Beinvenenthrombose war Hirudin signifikant effektiver als

unfraktioniertes oder niedermolekulares Heparin (Eriksson et al. 1997). Weniger eindeutige
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Ergebnisse ergaben die Untersuchungen bei der Therapie akuter Koronarsyndrome. Bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt konnten zwei klinische Studien (GUSTO IIb, TIMI 9B)
keinen signifikanten Unterschied im 30 Tage-Uberleben der Heparin- und Hirudingruppe
zeigen. In der groBBeren GUSTO IIb-Studie zeigte sich Hirudin jedoch dem Heparin in der
Pravention kardiovaskuldrer Todesfille in den ersten 24 Stunden iiberlegen. Patienten, die
Hirudin bei instabiler Angina pectoris erhielten, hatten in der GUSTO IIb-Studie ebenfalls
eine geringere Inzidenz kardiovaskuldrer Ereignisse in den ersten 24 Stunden bei allerdings
gleichem 30 Tage-Uberleben im Vergleich zur Heparin-Gruppe.

In der HELVETICA-Studie wurde die Privention der Restenose nach Koronarangioplastie
(PTCA) bei Patienten mit instabiler Angina pectoris untersucht. In der Hirudin-Gruppe waren
kardiale Ereignisse in den ersten 96 Stunden signifikant erniedrigt, aber nach 30 Wochen war

kein Unterschied zur Heparin-Gruppe mehr nachweisbar (Serruys et al. 1995).

4.2.1.2 Dipetalogastin

Dipetalogastin ist ein aus dem Magen-Darm-Trakt der Raubwanze Dipetalogaster maximus
isolierter Thrombininhibitor (Giihrs et al. 1996, Lange et al. 1999). Die cDNA des
Dipetalogastins kodiert fiir drei Inhibitoren, welche als Dipetalogastin I, II und III bezeichnet
wurden. Dipetalogastin II erwies sich in biochemischen Studien als der stirkste der drei
Inhibitoren. Mit einem K;-Wert von 49 fM hat es eine deutlich hohere Thrombinaffinitit als
natives Dipetalogastin (125 fM) (Mende et al. 1999).

Die Aminosduresequenz des Dipetalogastin II zeigt eine 74 %ige Homologie zu der von
Rhodniin, einem aus der Raubwanze Rhodnius prolixus isoliertem Thrombininhibitor
(Friedrich et al. 1993). Beide enthalten das fiir Kazal-Typ-Inhibitoren typische Motiv VCGxD
(Laskowski und Kato 1980), so dass sie vermutlich eine sehr dhnliche Tertidrstruktur
besitzen. Wahrscheinlich besitzt Dipetalogastin 1I, wie das Rhodniin, eine ,,double-head‘-
Struktur. Es besteht also mutmaBlich aus zwei Doménen mit interner Sequenzhomologie,
wobei die N-terminale Domine genau in die Spalte des aktiven Zentrums des Thrombins
passt und die C-terminale Domidne mit der ABE I interagiert (van de Locht et al. 1995).
Durch NMR-Spektroskopie gewonnene Erkenntnisse iiber die Struktur des N-terminalen
Domine des Dipetalogastin IT unterstiitzen diese Annahmen (Schlott ef al. 2002).
Bemerkenswert ist, dass Dipetalogastin 1I, im Gegensatz zum Rhodniin, in hohem molaren
Uberschuss auch die Serinproteasen Trypsin und Plasmin hemmt. Verantwortlich fiir die
unterschiedliche Spezifitit von Rhodniin und Dipetalogastin II ist vermutlich der
unterschiedliche P1-Aminosiurerest (Nomenklatur nach Schechter und Berger (1968)). Dieser

ist bei Rhodniin ein Histidinrest und bei Dipetalogastin II ein Argininrest (Mende et al. 1999).
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4.2.2 Bifunktionelle, auf der C-terminalen Hirudinsequenz
basierende Thrombininhibitoren

Die Aufkldrung der Thrombinstruktur sowie das Verstidndnis der molekularen Interaktionen
von Thrombin mit seinen Inhibitoren ermoglichten die zielgerichtete Konstruktion
bifunktioneller, chimirer Thrombininhibitoren. Diese bestehen aus einem mit dem aktiven
Zentrum des Thrombins interagierenden Anteil, einem an die ABE I bindenden Anteil sowie
einem diese beiden Segmente verbindenden Linker. Als ABE I-bindender Anteil ist der
C-Terminus des Hirudins besonders geeignet.

Bei bifunktionellen Inhibitoren ist die initiale elektrostatische Interaktion mit der ABE I des
Thrombins die treibende Kraft fiir die sekundidre Bindung an das aktive Zentrum. Die Linge
des Linkers ist dabei fiir eine effektive Thrombininhibition entscheidend (DiMaio ef al. 1990,
Maraganore et al. 1990). Beispiele fiir bifunktionelle, auf der C-terminalen Hirudinsequenz
basierende Inhibitoren sind Hirutonin (DiMaio et al. 1992), Hirunorm (Lombardi et al. 1996)
und Hirulog (Maraganore et al. 1990).

Hirulog-1, welches neuerdings als Bivalirudin (Angiomax®) bezeichnet wird, ist der bislang
am besten untersuchte Thrombininhibitor dieser Klasse. Es besteht aus dem Tripeptid
D-Phe-Pro-Arg und dem C-terminalen Dodekapeptid des Hirudins, welche mittels eines
Glycyltetramers als Linker verbunden sind. Die Sequenz D-Phe-Pro-Arg blockiert das aktive
Zentrum des Thrombins, wihrend das C-terminale Dodekapeptid des Hirudins an die ABE 1
bindet. Thrombin kann die Arg-Pro Bindung des Bivalirudins spalten, wobei das aktive
Zentrum wieder reaktiviert wird und die Thrombinhemmung nur iiber die Besetzung der
ABE I stattfindet. Der K;-Wert fiir Thrombin betréagt 2,3 nM.

Bivalirudin wurde in mehreren klinischen Studien zur Restenoseprophylaxe bei der PTCA
sowie beim akuten Koronarsyndrom eingesetzt (HERO 2, REPLACE und CACHET). Es
zeigte in beiden Indikationen ein signifikant geringeres Blutungsrisiko bei gleicher
Effektivitdt im Vergleich mit unfraktioniertem Heparin (Steinmetzer et al. 2001). Von Vorteil
ist ferner, dass kein Monitoring benétigt wird (Bates und Weitz 1998). Die Elimination erfolgt
vorwiegend extrarenal, was sich bei Patienten mit Niereninsuffizienz als niitzlich erweisen
konnte (Robson 2000).

Ein weiterer Thrombininhibitor dieser Klasse ist Dipetarudin. Es besteht aus der N-terminalen
Dipetalogastin II'**-Domiine und einem Hirudin®®-Peptid, die durch einen aus fiinf
Glycinresten bestehenden Linker verbunden sind. Dipetarudin besitzt ein Molekulargewicht
von 7,6 kDa und eine Inhibitionskonstante von 446 fM (Lopez et al. 2003). Aufgrund seiner
vielversprechenden pharmakokinetischen Eigenschaften konnte es supportiv in der Therapie

thrombinsensitiver Tumoren zum Einsatz kommen (Lopez und Nowak 2004).
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5 Ziele der Arbeit

Dipetalogastin II ist ein direkter Thrombininhibitor mit einer hoheren Thrombinaffinitit als
rekombinantes Hirudin. Allerdings hat es mit 12,9 kDa ein bedeutend hoheres
Molekulargewicht als Hirudin (7,0 kDa) und ist nicht spezifisch, da es in hohen
Konzentrationen auch eine Hemmung von Plasmin und Trypsin zeigt. Eine deutliche
Molekulargewichtsreduktion kann durch den Ersatz der vermutlich ABE I-bindenden
C-terminalen Dipetalogastin II-Doméne durch ein kleineres, ABE I-bindendes Hirudin-
Segment erzielt werden. Damit kann das antigene Potential reduziert und somit das
therapeutische Profil verbessert werden. Die Spezifitit kann hingegen durch Modifikation des
P1-Aminosidurerestes erhoht werden (Lopez 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen zwei Varianten (Var-1 und Var-2) eines neuen chimiren
Thrombininhibitors, bestehend aus dem Dipetalogastin 1'% und dem Hirudin55'65—Segment,
charakterisiert werden. Der Unterschied zwischen den beiden Inhibitorvarianten besteht im
P1-Aminosdurerest, welcher bei Var-1 ein Argininrest und bei Var-2 ein Histidinrest ist.
Weiterhin soll ein neues Expressionssystem fiir Dipetalogastin II etabliert werden.

Nach Expression und Reinigung sollen die rekombinanten Inhibitoren Var-1, Var-2 und
Dipetalogastin I biochemisch charakterisiert, der Einfluss der unterschiedlichen
P1-Aminosidurereste auf die Inhibitorspezifitit evaluiert und die antikoagulatorische Aktivitit
in verschiedenen Gerinnungstests untersucht werden. Die pharmakokinetischen Eigenschaften

der Inhibitoren sollen schlieBlich im Tierexperiment ermittelt werden.
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6 Material und Methoden
6.1 Material

6.1.1 Bakterien

Der Bakterienstamm E.coli JM105 (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg)
mit dem Genotyp thi, rpsL, endA, sbcB15, hsdR4, SupE, A(lac-proAB)/F’ [traD36, proAB”,
Lacf LacZAM15] wurde zur Herstellung von kompetenten Zellen fiir die Transformation
verwendet.

Die bereits mit dem Expressionsplasmid fiir Variante 1 (Var-1) und Variante 2 (Var-2)
transformierten Bakterien wurden freundlicherweise von Dr. M. Loépez (Arbeitsgruppe
,Pharmakologische Hidmostaseologie*, Friedrich-Schiller-Universitdt Jena) zur Verfiigung

gestellt.

6.1.2 Nukleinsauren und Nukleotide

Plasmide
pDipV/6 pBluescript II KS (+/-) Phagemid mit Dipetalogastin-cDNA

(Mende et al. 1999)
pGEX-5X-1 Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
PCR-Primer

EcoRI
EXP1 5’-CTC GAA TTC CAG GGG AAT CCT TGT-3’
Notl

EXPR5 5’-GCG ATA GCG GCC GCC TTG GTT TCC GGA TGA-3’

Beide PCR-Primer wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH

(Freiburg) synthetisiert.

Sequenzierungs-Primer

pGEXS’-Seq-Primer 5’-GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG-3’
pGEX3’-Seq-Primer 5’-CCG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG-3°

Die Sequenzierungsprimer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) hergestellt.
Sie sind mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5’ IRDye™ 800 markiert.

Marker-DNA

Lambda-DNA Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
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Nukleotide

ATP

Deoxynucleotide Solution
Set

Life Technologies GmbH, Eggenstein
New England Biolabs Inc., Beverly, USA

6.1.3 Enzyme

Enzym

Hersteller

o-Chymotrypsin
Ecarin

EcoRI

Faktor Xa
HindIIl
Lysozym

Notl

Plasmin
Ribonuklease A
Taq DNA Polymerase
o-Thrombin

Trypsin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pentapharm Ltd., Basel, Schweiz

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Qiagen GmbH, Hilden

Kordia Laboratory Supplies, Leiden, Niederlande
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Die Losung und Verdiinnung von Thrombin erfolgte in einem Puffer mit 250 mM

NaH,PO4.H,O und 0,05 % BSA, die von Ecarin in 0,154 M NaCl. Die restlichen Enzyme

wurden, wenn nicht bereits in geloster Form bezogen, in Aqua bidest gelost. Die Lagerung

geloster Enzyme erfolgte grundsitzlich bei —80°C.

6.1.4 Chromogene Substrate

Chromogenes Substrat

Hersteller

Pefachrom TH
S-2238
S-2251
S-2586
S-2765

Pentapharm Ltd., Basel, Schweiz

Chromogenix Instrumentation Laboratory, Mélndal, Schweden
Chromogenix Instrumentation Laboratory, Mélndal, Schweden
Chromogenix Instrumentation Laboratory, Mélndal, Schweden

Chromogenix Instrumentation Laboratory, Mélndal, Schweden

6.1.5 Standard-Plasma

Gefrorenes Frischplasma (FFP) wurde vom Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes,

Gera bezogen. Plasmen von zehn gesunden Spendern (jeweils 250 ml) wurden nach dem

Auftauen zu einem Pool vereinigt und nach Aliquotierung bei —80°C aufbewahrt.
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6.1.6 Losungen und Puffer
Puffer / Losung Zusammensetzung (bzw. Hersteller) pH
Coomassie Entfarbelosung 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig
Coomassie Firbelosung 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250,
40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig
Faktor Xa Spaltungspuffer 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl, 7,5
Glutathion-Elutionspuffer 10 mM reduziertes Glutathion, 8,0
50 mM Tris-HC1
Ladepuffer (Agarose-Gele) 2,5 g/l Bromphenolblau, 400 g/l Saccharose
Ladepuffer (SDS-PAGE) 350 mM Tris-HCI, 600 mM Dithiothreitol,
102,8 g/1 SDS, 0,12 g/l Bromphenolblau,
36 % (v/v) Glycerol
10x PBS 1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 101 mM Na,HPOy, 7,3
18 mM KH,PO,4
Puffer A 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 8,0
0.1 % (w/v) PEG 6000
Puffer B 50 mM Tris-HCI, 0,154 M NaCl 7,5
STET 235 mM Saccharose, 50 mM Tris, 50 mM 8,0
EDTA, 5 % (v/v) Triton X-100
50x TAE 2 M Tris, 57,1 ml/l Eisessig, 50 mM EDTA 8,0
10x TBE long-run buffer 1,34 M Tris, 450 mM Borsiure, 25 mM EDTA 8,3-18,7
(bei 50°C)
TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA 8,0
10x Tris/Glycine/SDS Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
buffer
6.1.7 Medien
Medium Zusammensetzung pH
LB 10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl 7,0
LBA LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin 7,0
2xYT 16 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl 7,0
2xYTA 2xYT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin 7,0

Die Sterilisation der Medien erfolgte durch Autoklavieren. Zur Herstellung von Platten mit

Festmedium wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar (Carl Roth GmbH &

Co., Karlsruhe) hinzugefiigt. Ampicillin wurde erst nach Abkiihlung des Mediums auf 50°C

zugegeben.
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6.1.8 Kits und gebrauchsfertige Komponenten

Bezeichnung Hersteller

Bicinchoninic Acid Kit for Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Protein Determination

Bradford reagent Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bulk GST Purification Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Module

PD-10 Desalting columns ~ Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

Prestained Protein Marker, New England BioLabs Inc., Beverly, USA
Broad Range

Prionex Pentapharm Ltd., Basel, Schweiz

QiaexII Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen Plasmid Midi Kit  Qiagen GmbH, Hilden

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Tygon S-54-HL Katheter =~ Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, USA
T4-DNA-Ligations-Kit Life Technologies GmbH, Eggenstein

Taq DNA Polymerase Kit Qiagen GmbH, Hilden

Thermo Sequenase Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
fluorescent labelled primer

cycle sequencing kit with

7-deaza-dGTP

6.1.9 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ethylurethane Philopharm GmbH, Quedlinburg

Glutathion, reduziert Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Hirudin (Refludan®) Schering AG, Berlin

Isopropyl-B-D-thiogalacto- AppliChem GmbH, Darmstadt

pyranosid (IPTG)

Natriumcitrat 3,13% B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Triton X-100 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Alle anderen Chemikalien wurden, wo immer moglich in p.a. Qualitéit, von folgenden Firmen
bezogen: BioRad Laboratories GmbH (Miinchen), Boehringer Mannheim GmbH
(Mannheim), Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Sigma Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim) sowie der SERV A Electrophoresis GmbH (Heidelberg).
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6.1.10 Versuchstiere

Die Zulassung der Tierversuche erfolgte durch das Thiiringer Landesverwaltungsamt
(Reg.-Nr. 02-65/94). Fiir die pharmakokinetischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich
weibliche Ratten des Wistar-Stammes JEN-WIST (Institut fiir Versuchstierkunde,
Medizinische Fakultit der Friedrich-Schiller-Universitidt Jena) mit einem Korpergewicht von
200 bis 250 g verwendet. Die Tiere erhielten Standardfutter und Wasser ad libitum. Sie

wurden frithestens nach 4 Tagen Habituation dem Experiment zugefiihrt.

6.1.11 Gerate

Geriit Hersteller

476 A Protein sequencer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
Branson Sonifier 250 G. Heinemann, Schwibisch-Gmiind

Cell-Dyn 1600 Abbott Laboratories, Abbott Park, USA

Christ LOC-1m, Alpha 2-4 Christ AG, Osterode

CL4 Koagulometer Behnk-Elektronik, Norderstedt

Coatron M2 TECO GmbH, Neufahrn

GFL 3032 Schiittelinkubator ~ GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
KC4A Koagulometer H. Amelung GmbH, Lemgo

Kelvitron t Brutschrank Heraeus, Hanau

Kompact Probe MALDI-TOF Kratos Analytical, Manchester, UK

LI-COR DNA analyzer Gene =~ MWG-Biotech AG, Ebersberg
ReadIR 4200

Micromax Mikrozentrifuge International Equipment Company, Needham Heights, USA

Precidor Infusionspumpe Infors AG, Bottmingen-Basel, Schweiz
REAX 2000 Heidolph, Schwabach
Shimadzu LC-10A Shimadzu, Dortmund
Shimadzu LC-8A Shimadzu, Dortmund

Sigma 3K12 Kiihlzentrifuge = B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Specord M400 Photometer Carl Zeiss GmbH, Jena

Specord S10 Photometer Carl Zeiss GmbH, Jena

Speed Vac Plus SC110A Savant Instruments Inc., Farmingdale, USA
TI3 Transilluminator Biometra, Gottingen

Trio-Thermoblock Biometra, Gottingen

Wasserbad B. Braun Melsungen AG, Melsungen
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6.2 Methoden

6.2.1 Allgemeine Techniken

6.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische und priparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese. Hierfiir wurden horizontale 1 %ige (w/v) Agarose-Gele verwendet. Zu
deren Herstellung wurde Agarose in 1X TAE Puffer gegeben und in der Mikrowelle bis zur
vollstdndigen Losung erhitzt. Nach Abkiihlung auf 60°C wurde die Losung in eine Gelform
gegossen und nach dem Erhérten in die mit 1X TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
iberfiihrt.

Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden, nach Zugabe von 0,1 Volumenanteilen
Ladepuffer, auf das Gel aufgetragen. Ebenso HindIll geschnittene Lambda-DNA, welche als
GroBenstandard diente. Die Auftrennung erfolgte bei 75 Volt iiber 60 Minuten. AnschlieBend
wurde das Gel mit Ethidiumbromid (0,3 pg/ml in 1X TAE-Puffer) 15 Minuten gefarbt und
nach Abspiilen mit Wasser unter UV-Licht (254 nm) analysiert. Die Dokumentation erfolgte

mittels Photographie.

6.2.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte durch eine diskontinuierliche Polyacrylamid-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen nach der Methode von Laemmli
(Laemmli 1970). Es wurden 12 %ige Gele verwendet. Zu 10 pl Probe wurden 5 ul Ladepuffer
gegeben und anschlieBend der Ansatz bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert. Nach dem
Auftragen der Proben sowie eines Proteinstandards erfolgte die Auftrennung bei 200 Volt fiir
40 Minuten. Gefirbt wurde mit der Coomassie-Féarbelosung fiir 20 Minuten, entfirbt mit der
Coomassie-Entfarbelosung fiir mindestens 30 Minuten. Zur Dokumentation wurden die Gele
in Cellophan-Folie (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) getrocknet und lichtgeschiitzt
gelagert.

6.2.2 Mikrobiologische Techniken

6.2.2.1 Herstellung bakterieller Dauerkulturen
Zur Langzeitlagerung von Bakterien wurden 0,2 ml steriles Glycerol zu 0,8 ml einer

Ubernachtkultur der Bakterien hinzugefiigt. Nach griindlichem Mischen erfolgte die
Aufbewahrung bei —-80°C.
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6.2.2.2 Kultivierung von Bakterien auf Festmedium
Bakterien aus Dauerkulturen wurden vor ihrer weiteren Verwendung mittels einer sterilen
Platin-Impfose auf Agarplatten mit geeignetem Festmedium ausgestrichen. Nach Inkubation

iiber Nacht bei 37°C wurden die Platten fiir maximal 4 Wochen bei 4°C aufbewahrt.

6.2.2.3 Kultivierung von Bakterien in Fliissigmedium

Fliissigkulturen wurden bei der Plasmidisolation, der Proteinexpression, sowie der
Herstellung kompetenter Zellen verwendet. Wenn bei den entsprechenden Methoden nicht
anders angegeben, erfolgte die Anzucht bei 37°C und 220 rpm.

Das Fliissigmedium wurde mit einer einzelnen Bakterienkolonie von der Oberfliche einer
Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher angeimpft. Bei Verwendung einer Vorkultur wurde
diese nach addquater Anzucht im Schiittelinkubator 1:100 bzw. 1:500 in die Hauptkultur
verdiinnt. Plasmidtragende Bakterien wurden generell in ampicillinhaltigen Selektivmedien

(100 pg/ml) kultiviert.

6.2.3 Molekularbiologische Techniken

6.2.3.1 Miniprédparation von Plasmid-DNA

Fiir die Reinigung kleinerer Plasmidmengen aus E.coli wurde eine Modifikation der ,,Boil-
Lysis“-Methode (Holmes und Quigley 1981) verwendet. Da mit dieser eine einfache und
schnelle Prédparation von Plasmiden aus einer groBen Zahl von Bakterienkulturansitzen
moglich ist, kam sie bei der Uberpriifung von DNA-Klonierungen zum Einsatz.

Eine Ubernachtkultur (1,9 ml) wurde bei 10.000g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand sorgfiltig entfernt. AnschlieBend wurde das Bakterienpellet in 140 ul STET-Puffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pul Lysozym (10 mg/ml in TE-Puffer) und griindlicher
Durchmischung der Proben mit dem Vortexer wurde fiir exakt 2 Minuten bei 95°C inkubiert.
Es folgte eine sofortige Zentrifugation bei 4°C. Das Pellet wurde mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt und 1,5 ul RNAse (2 mg/ml) zum verbliebenen Uberstand gegeben.
Nach einer Inkubation bei 37°C fiir 30 Minuten erfolgte die Fillung der DNA mit Isopropanol
wie in 6.2.3.4 beschrieben. Die Analyse der DNA erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

6.2.3.2 Plasmidisolation mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit

Zur Isolation groferer Plasmidmengen wurde das Qiagen Plasmid Midi Kit verwendet. Die
Reinigung der Plasmide erfolgte aus einer 100 ml Ubernachtkultur gemifl den Angaben des
Herstellers. Ausbeute und Reinheit der Prdparation wurden mittels Agarose-

Gelelektrophorese iiberpriift.
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6.2.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Das Schneiden von DNA mit Typ II Restriktionsendonukleasen kam bei der Vorbereitung
von Vektor und Insert fiir die Ligation sowie bei der Uberpriifung des Erfolgs von Ligationen
und Transformationen zum FEinsatz. Die Restriktionen erfolgten in den vom Hersteller
angegebenen Inkubationspuffern fiir 3 Stunden beim Temperaturoptimum des Enzyms. Nach
Féllung mit Ethanol (6.2.3.4) wurde die DNA in Aqua bidest gelost und bis zur weiteren
Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

6.2.3.4 Fillung von DNA

Um DNA zu konzentrieren, wurde diese entweder mit Ethanol oder mit Isopropanol gefillt.
Bei der Féllung mit Ethanol wurden 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und
2 Volumina 100 %iges Ethanol der Probe hinzugegeben und diese danach fiir mindestens
2 Stunden bei —20°C inkubiert. Die Fillung mit Isopropanol erfolgte hingegen durch Zugabe
von 2 Volumina Isopropanol und einer mindestens einstiindigen Inkubation bei —20°C.

Die gefillte DNA wurde 25 Minuten mit 12.000 g bei 4°C zentrifugiert und das resultierende
Pellet mit kaltem 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen. Das trockene Pellet wurde schlieBlich
in Aqua bidest gelost.

6.2.3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die fiir Dipetalogastin II kodierende cDNA wurde mittels PCR vor ihrer Klonierung
amplifiziert. Als Template diente das HindlIll-linearisierte Plasmid pDipV/6 und als Primer
EXP1 und EXPRS (6.1.2). Die PCR wurde mit dem Tag DNA Polymerase Kit nach den
Herstellerangaben bei einer MgCl, Konzentration von 4 mM durchgefiihrt. Die Denaturierung
fand fiir 60 Sekunden bei 94°C, das Annealing fiir 90 Sekunden bei 60°C und die Extension
fiir 150 Sekunden bei 72°C statt. Dieser Zyklus wurde insgesamt 29-mal wiederholt. Die
resultierenden PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit

dem QiaexII Gel Extraction Kit (6.2.3.6) aus dem Gel isoliert.

6.2.3.6 DNA-Isolation aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des QiaexIl Gel

Extraction Kit nach Angaben des Herstellers.

6.2.3.7 Ligation

Ligationen wurden mit dem T4-DNA-Ligations-Kit entsprechend den Herstellerangaben

durchgefiihrt. Hierbei wurden die mit EcoRI und Notfl restringierten PCR-Produkte und der
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ebenso restringierte Vektor pGEX-5X-1 im Verhiltnis 3 zu 1 eingesetzt. Der Ligationsansatz

wurde direkt fiir die Transformation verwendet (6.2.3.9).

6.2.3.8 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurden 2 ml 2xYT-Medium mit einer Einzelkolonie
von E.coli JM105 angeimpft und bei 37°C fiir 16 Stunden kultiviert. 0,5 ml dieser Vorkultur
wurden in 50 ml 2xYT-Medium iiberimpft und bis zu einer ODgy von 0,25-0,3
weiterkultiviert. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen durch
Zentrifugation sedimentiert (8 Minuten bei 2500 rpm, 4°C) und das Pellet in 20 ml
0,1M CaCl, resuspendiert. Es folgte eine 45-miniitige Lagerung auf Eis. Nach Zentrifugation
(10 Minuten bei 2500 rpm, 4°C) wurde das Pellet in 4 ml einer 0,1 M CaCl,-Losung mit
30 % (v/v) Glycerol resuspendiert und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Je 100 ul der
kompetenten Zellen wurden in vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgefile gegeben und danach

sofort bei -80°C gelagert.

6.2.3.9 Transformation

Fiir die Transformation wurden 100 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut. Anschliefend
wurden 10 ul des Ligationsansatzes (6.2.3.7) hinzugefiigt. Nach 30 Minuten Inkubation auf
Eis erfolgte fiir exakt 90 Sekunden eine Erhitzung auf 42°C im Wasserbad. Sofort nach
diesem Hitzeschock wurden die Zellen fiir 2 Minuten wieder auf Eis gelagert und danach in
900 pl 2xYT-Medium fiir 1 Stunde bei 37°C geschiittelt, um eine Regeneration der Zellen
und die Ausbildung des plasmidkodierten Resistenzmarkers zu ermdéglichen. Aliquots von
50 bis 200 ul wurden anschlieBend auf vorgewirmte 2xYTA-Agarplatten ausplattiert und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Erfolg der Klonierung wurde mittels Miniprédparation der
Plasmid-DNA (6.2.3.1) und anschlieBender Restriktionsanalyse mit EcoRI und Notl iiberpriift.
Die Plasmide der positiven Klone wurden mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit isoliert und die

DNA-Sequenz des Inserts anschlieBend, wie unter 6.2.3.10 beschrieben, bestimmt.

6.2.3.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen erfolgten mit der Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977). Die
Sequenzierungs-PCR wurde mit dem Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit nach
den Herstellerangaben unter Verwendung der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Primer
pGEX5’-Seq und pGEX3’-Seq durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte 15 Sekunden bei
95°C, das Annealing 30 Sekunden bei 68°C und die Extension 30 Sekunden bei 70°C. Dieser
Zyklus wurde 29-mal wiederholt. AnschlieBend wurde 1 pl der Ansitze auf ein 6 %iges

Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mit einem LI-COR DNA Sequencer 4200 analysiert.
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6.2.4 Herstellung der rekombinanten Thrombininhibitoren

6.2.4.1 Expression

Die rekombinanten Proteine wurden als GST-Fusionsproteine exprimiert. Eine Ubernacht-
Vorkultur des bendtigten E. coli Expressionsstammes wurde 1:100 in 2xYTA Medium
verdiinnt. Nach Kultivierung der Hauptkultur (30°C, 220 rpm) bis zu einer ODgyy von
0,6 - 0,8 wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM) die Expression induziert.
Nach weiteren 4 bis 5 Stunden Inkubation wurden die Bakterien abzentrifugiert (5500 rpm fiir

20 Minuten bei 4°C) und das Bakterienpellet in PBS-Puffer gelost.

6.2.4.2 Reinigung der GST-Fusionsproteine

Die Bakterien wurden durch Ultraschallbehandlung mit einem Branson Sonifier 250
aufgeschlossen. Um die Losung der Proteine zu unterstiitzen, wurde Triton X-100 dem Lysat
hinzugegeben (Endkonzentration 1% v/v) und dieser Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur
leicht geschiittelt. Danach wurden die Zelltrimmer und unloslichen Bestandteile durch
Zentrifugation (5500 rpm fiir 20 Minuten bei 4°C) abgetrennt und der Uberstand
affinitdtschromatographisch mit dem GST Gene Fusion System nach den Herstellerangaben
gereinigt. Als Elutionspuffer diente hierbei 10 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris-HCl
(pH 8,0). Der Erfolg der Reinigung wurde regelmifBig mittels SDS-PAGE {iberpriift. Das
Eluat wurde mindestens 24 Stunden bei -80°C gelagert und anschlieBend lyophilisiert. Nach
Losung in Aqua bidest wurde die Proteinausbeute mit der Bradford-Methode bestimmt, da

diese auch in Anwesenheit von Glutathion anwendbar ist (Bradford 1976).

6.2.4.3 Faktor Xa Spaltung

Zur Entfernung des GST-Anteils der Fusionsproteine erfolgte eine Spaltung mit Faktor Xa
(FXa). Da Glutathion die Effizienz der FXa-Spaltung herabsetzt, wurden samtliche Proben
vorher mittels GroBenausschlusschromatographie mit PD-10 Desalting columns vom
Glutathion befreit und in den FXa-Spaltungspuffer iiberfiihrt. In Pilotexperimenten wurde fiir
jedes Protein diejenige FXa-Aktivitit bestimmt, mit welcher eine optimale Spaltung erzielt
wurde. Diese lag zwischen 3 und 6 Einheiten FXa pro Milligramm Fusionsprotein. Die

Spaltung mit FXa erfolgte fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur.

6.2.4.4 Reinigung der rekombinanten Proteine

Die Hochreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte durch reversed phase HPLC mit
einem Shimadzu LC-8A HPLC System und einer Vydac C;g Sdule (25,0 x 2,2 cm). Ein

linearer Gradient wechselte in 122 Minuten von 5 % auf 60 % Acetonitril in Wasser (mit



6. Material und Methoden 25

0,1 % Trifluoressigsdure (TFA)) bei einer FluBrate von 10 ml/min. Der betreffende Peak
wurde gesammelt und das Acetonitril mit einer Speed Vac Plus SCI110A iiber 90 Minuten
abgedampft. Nach einer mindestens 24stiindigen Lagerung bei -80°C wurden die Proben

lyophilisiert. Die Resuspension der Proteine erfolgte in Aqua bidest.

6.2.5 Biochemische Techniken

6.2.5.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

6.2.5.1.1 BCA
Proteinkonzentrationen wurden mit der BCA-Methode (Smith er al. 1985) nach dem Sigma

Protokoll TPRO-562 bestimmt. BSA diente hierbei als Proteinstandard.

6.2.5.1.2 Active Site Titration
Die Konzentration von slow, tight-binding Inhibitoren (6.2.5.4) wurde mittels Active Site

Titration bestimmt (Dang und Di Cera 1994). Inhibitor und Thrombin wurden hierfiir in
Puffer A verdiinnt, wobei die Konzentration des Inhibitors konstant gehalten und die
Thrombinkonzentration zwischen 175 und 375 pM variiert wurde. Der Reaktionsansatz wurde
fiir 5 Minuten bei 25°C inkubiert um eine Gleichgewichtseinstellung zu ermoglichen. Die
Reaktion wurde durch Zugabe des chromogenen Thrombin-Substrats S-2238
(Endkonzentration 50 uM) gestartet und die Zunahme der optischen Dichte bei 405 nm iiber
8,5 Minuten mit einem Specord S 10 Spektrophotometer gemessen. Die Temperatur des
Reaktionsansatzes wurde wéhrend der Messung konstant bei 25°C gehalten. Die Auswertung
erfolgte wie in der Literatur beschrieben (Dang und Di Cera 1994).

Die Konzentration des verwendeten Thrombins wurde vorher ebenfalls mittels Active Site
Titration bestimmt. Hierfiir wurde die Thrombinkonzentration im Ansatz konstant gehalten

und gegen Hirudin bekannter Konzentration titriert (Endkonzentration 0 bis 225 pM).

6.2.5.2 N-terminale Proteinsequenzierung
Die N-terminale Aminosiduresequenz der Inhibitoren wurde mit einem Proteinsequenzer
Modell 476A durch automatisierte Edman-Degradation nach den Vorschriften des Herstellers

bestimmt.

6.2.5.3 Massenspektrometrie

Die Molekularmassen der rekombinanten Proteine wurden mittels MALDI-TOF auf einem
Kompact Probe Massenspektrometer bestimmt. Als Trigermatrix diente eine geséttigte
Losung von o-Cyano-4-hydroxy-Zimtsidure in 50 % Acetonitril mit 0,1% TFA. 1 ul Matrix

wurde auf der Probenplatte getrocknet und mit 1 pl Probe iiberschichtet und nochmals
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getrocknet. Nach erneuter Uberschichtung mit 1 pl Matrix und Trocknung erfolgte die
Messung. Als Proteinstandards fiir die Kalibrierung dienten Rinderinsulin (MW = 5.733,5 Da)
und Myoglobin (MW = 16.951,5 Da).

6.2.5.4 Bestimmung der Inhibitionskonstanten

Enzyminhibitoren vermindern durch Interaktion mit Enzymen deren katalytische Aktivitiit.
Abhidngig von der Bindungsstelle am Enzymmolekiil werden dabei kompetitive von
nichtkompetitiven Inhibitoren unterschieden. Kompetitive Inhibitoren (I) binden an das aktive

Zentrum des Enzyms (E) und treten somit in direkte Konkurrenz zum Substrat (S):

_— . —

E+S < ES < E+P
+
I

konl T Koff
EI

P reprisentiert das Produkt, ko, und k¢ die Geschwindigkeitskonstanten fiir Assoziation bzw.
Dissoziation. Bei nichtkovalenter Bindung des Inhibitormolekiils an das Enzym ist die
Enzyminhibition reversibel. Es stellt sich zwischen freiem Enzym, ungebundenem Inhibitor
und Enzym-Inhibitor-Komplex (EI) ein Gleichgewicht ein, welches durch die Dissoziations-
konstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes K; (Inhibitionskonstante) charakterisiert ist. Nach
Morrison konnen reversible Enzyminhibitoren, wie in Tabelle 6-1 dargestellt, in 4 Klassen

eingeteilt werden (Morrison 1982):

Tabelle 6-1: Klassifikation reversibler Enzyminhibitoren (Morrison 1982). [I;] und [E,] entsprechen den
Gesamtkonzentrationen an freiem und gebundenem Inhibitor bzw. Enzym.

Geschwindigkeit der

Inhibitor-Typ Verhiiltnis [1] zu [E(] Gleichgewichtseinstellung
E+ISEI
klassisch kompetitiv [ 1 » [Ed] Schnell
tight-binding [ ] =[E] Schnell
slow—binding1 [ 1 » [Ed] Langsam
slow, tight-binding [T ] =[Ed] Langsam

") werden auch als zeitabhiingige Inhibitoren bezeichnet

Die Berechnung der Inhibitionskonstanten (K;) erfolgte in Abhingigkeit vom jeweiligen
Inhibitor-Typ. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Inhibitoren folgten entweder einer

klassisch kompetitiven bzw. einer slow, tight-binding Kinetik.
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6.2.5.4.1 Slow, tight-binding Inhibition

Zur Bestimmung des Kj-Wertes von slow, tight-binding Inhibitoren wurde eine, in der
Literatur fiir Hirudin beschriebene, amidolytische Methode modifiziert (Stone und Hofsteenge
1986). Der zu untersuchende Inhibitor (Endkonzentration O - 300 pM) und das chromogene
Substrat S-2238 (Endkonzentration 30 uM) wurden in Puffer A verdiinnt und die Reaktion
durch Zugabe von Thrombin (Endkonzentration 77,5 pM) gestartet. Die Spaltung von S-2238
wurde mit einem S10 Spektrophotometer bei 405 nm iiber 10 Minuten gemessen und die
Verlaufskurve zur weiteren Auswertung aufgezeichnet. Die Temperatur des Ansatzes wurde
wihrend der Messung konstant bei 25°C gehalten.

Verlaufskurven fiir mindestens 5 verschiedene Inhibitorkonzentrationen wurden mittels
nichtlinearer Regressionsanalyse nach der Theorie fiir slow, tight-binding Inhibitoren

ausgewertet (Morrison und Stone 1985):

(Vo — Vg )(1 - Y) In 1- Ye_komt
kobs’y 1_Y

Gleichung 1: [P] =vt+

vo ist hierbei die initiale Reaktionsgeschwindigkeit, welche der Reaktionsgeschwindigkeit
ohne Inhibitorzugabe entspricht. vg ist die Reaktionsgeschwindigkeit nach Gleichgewichts-
einstellung, kq,s die Geschwindigkeitskonstante pseudoerster Ordnung, sowie P die
Produktkonzentration zum Zeitpunkt t.

Der Faktor v korreliert mit dem scheinbaren K; (K;’), der Gesamtenzymkonzentration (E;) und
der Gesamtinhibitorkonzentration (Iy) wie in Gleichung 2 dargestellt. Er beriicksichtigt die

Abnahme des freien Inhibitors infolge der Bindung an Thrombin.

_KHE +1, —y/(K,4E, +1,)> ~4E I,
K,+E, +1, ++/(K,+B, +1)> —4E I,

Gleichung 2: Y

Die Werte von vy (ermittelt nach Gleichung 1) wurden in Gleichung 3 eingesetzt um K;’ zu

erhalten.

Gleichung 3: vy = 2\;; [\/(Ki'+1t ~E,)?+4K.'E, - (K,'+I, -E,)

Aus K’ konnte dann der wahre K;-Wert anhand der in Gleichung 4 dargestellten Beziehung

ermittelt werden, wobei S fiir die Substratkonzentration im Reaktionsansatz steht.

Gleichung 4: K,'=K, {1 +Ki}

m
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Kkon wurde, unter Verwendung der mit Gleichung 1 ermittelten Werte fiir Kons, nach

Gleichung 5 berechnet.

Ko KK HE, +1,)* —4E I,
obs K. +S

Gleichung 5: k

Kot ergab sich aus dem in Gleichung 6 dargestellten Zusammenhang.

Gleichung 6: K, =—

6.2.5.4.2 Klassisch kompetitive Inhibition

Drei verschiedene Konzentrationen von S-2238 (Endkonzentration 15, 24 und 75 uM) wurden
mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen (Endkonzentration 0, 100, 200, 300 und 400 pM)
in Puffer A kombiniert. Durch Zugabe von Thrombin (Endkonzentration 155 pM) wurde die
Reaktion gestartet und die Verlaufskurve iiber 8,5 Minuten mit dem Specord S10
Spektrophotometer bei 405 nm aufgezeichnet, wobei die Temperatur des Ansatzes konstant
bei 25°C gehalten wurde. Die Anfangsgeschwindigkeiten der Thrombin-katalysierten
Hydrolyse von S-2238 wurden bestimmt, und der K;-Wert mittels linearer Regression iiber
den Dixon-Plot berechnet (Dixon 1953). Um das Vorliegen einer kompetitiven Inhibition
nachzuweisen, erfolgte auch die Darstellung im Lineweaver-Burk-Diagramm (Lineweaver

und Burk 1934).

6.2.5.5 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante fiir S-2238

Zur Berechnung der Inhibitionskonstanten fiir slow, tight-binding Inhibitoren wurde die
Michaelis-Menten-Konstante (K;,) des Thrombin-Substrates S-2238 benotigt (6.2.5.4.1).
S-2238 wurde hierfiir in verschiedenen Konzentrationen (Endkonzentration 1,5; 3; 6; 9; 18
und 30 uM) in Puffer A verdiinnt und die Reaktion durch Zugabe von Thrombin
(Endkonzentration 77,5 pM) gestartet. Die Extinktionszunahme wurde photometrisch mit dem
Specord S10 bei 405 nm gemessen. Die Reaktionstemperatur betrug wihrend der gesamten
Messung konstant 25°C.

Die ermittelten Anfangsgeschwindigkeiten (vo) wurden gegen die Substratkonzentration
aufgetragen und der K -Wert sowie die Maximalgeschwindigkeit (v,x) mittels nichtlinearer
Regressionsanalyse nach Gleichung 7 bestimmt. Der K,-Wert wurde fiir jede S-2238-
Verdiinnung neu ermittelt.

Vi [S]

Gleichung 7: Vo = K. +[s]
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6.2.5.6 Untersuchung der Spezifitit der Proteaseinhibition

Die Hemmwirkung der rekombinanten Inhibitoren auf die Serinproteasen Thrombin,
Faktor Xa, Plasmin, Trypsin und Chymotrypsin wurde iiber die Messung der amidolytischen
Aktivitdt bestimmt. Hierfiir wurden verschiedene Inhibitorkonzentrationen mit dem zu
untersuchenden Enzym im Puffer A fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert (Tab. 6-2). Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des chromogenen Substrates (CS) gestartet und das durch
dessen Spaltung freiwerdende p-Nitroanilin photometrisch bei 405 nm fiir 10 Minuten mit
einem Specord S10 Spektrophotometer gemessen. Die Temperatur des Reaktionsansatzes
betrug wihrend der Messung konstant 37°C. Uber den Anstieg des resultierenden Graphen

konnte die Enzymaktivitét in Prozent mit Hilfe einer Eichkurve ermittelt werden.

Tabelle 6-2: Eingesetzte Enzym- und Substratkonzentrationen fiir die Spezifititsbestimmungen. Alle
angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf den Reaktionsansatz. CS - Chromogenes Substrat

Enzym Enzymkonzentration = Zugehoriges CS Konzentration CS
Chymotrypsin 125 pM S-2586 0,5 mM
Faktor Xa 360 pM S-2765 0,5 mM
Plasmin 1,3nM S-2251 1,0 mM
Thrombin 77,5 pM S-2238 0,1 mM
Trypsin 500 pM Pefachrome TH 0,1 mM

6.2.6 Koagulometrische Methoden
Die antikoagulatorische Aktivitdt der Inhibitoren wurde in verschiedenen Gerinnungstests
untersucht. Die Messungen erfolgten, mit Ausnahme des Ecarin Chromogenic Assay

(6.2.6.4), bei 37°C mit einem KC4A Koagulometer.

6.2.6.1 Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeit (PT) ist ein Globaltest zur Erfassung des extrinsischen
Gerinnungsweges. Als Aktivatorreagenz wurde Thromborel S (Dade Behring GmbH,
Marburg) verwendet. Das lyophilisierte Thromborel S wurde nach Herstellerangaben in
A. bidest gelost und anschlieBend in 10 mM CaCl, 1:10 zur Gebrauchslésung verdiinnt.
100 pl verschiedener Inhibitorkonzentrationen in Standardplasma wurden 2 Minuten bei 37°C

inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 100 ul Gebrauchslosung gestartet.

6.2.6.2 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) dient der Erfassung des intrinsischen

Gerinnungsweges. Fiir verschiedene Inhibitorkonzentrationen in Standardplasma wurden die
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Gerinnungszeitverlingerungen mit Actin FS (Dade Behring Vertriebs GmbH, Schwalbach)

gemil den Herstellerangaben gemessen. Die Gerinnung wurde mit 25 mM CaCl; initiiert.

6.2.6.3 Ecarin Clotting time

Die Ecarin Clotting Time (ECT) ist eine Methode fiir das Monitoring direkter
Thrombininhibitoren (Nowak und Bucha 1996). 80 ul Inhibitorverdiinnung in Plasma wurden
zu 200 pl Standard-Plasma gegeben und fiir 2 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 20 pl Ecarin-Losung (5 EU/ml in 0.154 M NaCl/0.05 M CaCl,)

gestartet und die Zeit bis zur Gerinnung gemessen.

6.2.6.4 Ecarin Chromogenic Assay

Der Ecarin Chromogenic Assay (ECA) ist ein chromogener Test zur Blutspiegelbestimmung
von direkten Thrombininhibitoren (Lange et al. 2002). Er ist in zwei Varianten, als ECA-H
(zum Monitoring von Hirudin) und als ECA-T (zum Monitoring von direkten
Thrombininhibitoren wie Melagatran und Argatroban) kommerziell verfiigbar. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der ECA-H Test (Haemochrom Diagnostica, Essen) nach den Angaben

des Herstellers verwendet. Die Messung erfolgte mit einem Coatron M2 Koagulometer.

6.2.7 Pharmakokinetische Untersuchungen am Rattenmodell

6.2.7.1 Tierexperimentelles Vorgehen

Die Ratten wurden durch intraperitoneale Applikation einer 25 %igen Ethylurethan-Losung
(1,5 g/kg KG) narkotisiert. Fiir die Gewinnung von Blutproben, die Infusion der
Diureselosungen und die i.v. Applikation der Thrombininhibitoren wurden zwei vendse
Zuginge angelegt. Dies erfolgte durch Platzierung eines Katheters in die rechte und linke
V. jugularis interna (Abb. 6-1). Der linksseitige Katheter wurde ausschlieBlich fiir
Blutentnahmen verwendet. Die Applikation der Thrombininhibitoren erfolgte entweder
intravenos oder subkutan, wobei die Dosis generell 1 mg/kg KG betrug.

Zur Untersuchung der renalen Elimination der Inhibitoren wurde bei einigen Ratten eine
bilaterale funktionelle Nephrektomie durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Retroperitoneum von
dorsal eroffnet und die Nieren freiprdpariert. Die Ausschaltung der Nierenfunktion erfolgte
durch Ligation des Nierenstiels mit einem chirurgischen Faden. Die Nieren wurden in situ
belassen und die Wunde mit Clips verschlossen. Damit die Ratten geniigend Zeit zur
Erholung von diesem Eingriff hatten, wurde das Experiment frithestens nach 2 Stunden

gestartet.
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Um eine ausreichende Diurese fiir die nachfolgenden Urinuntersuchungen sicherzustellen,
erhielten alle nicht nephrektomierten Ratten eine kontinuierliche Infusion einer Diurese-
fordernden Losung. Diese wurde spitestens 30 Minuten vor Inhibitorapplikation gestartet und
bis zum Zeitpunkt der letzten Blutentnahme (6.2.7.2) fortgefiihrt. Die ersten 5 Minuten wurde
20 %iges Mannitol bei einer Infusionsgeschwindigkeit von 12 ml/h verabreicht, danach

5 % BSA in 10 % Mannitol bei 3 ml/min.

PRECIDOR INFORS AG BASEL

%‘// 01 1 10

min /
® 04

2 speed factor

Abbildung 6-1: Photographische Darstellung des Versuchsaufbaus. 1 — Venenkatheter fiir Blutentnahme,
2 — Venenkatheter fiir Infusionen, 3 — Diureselosung, 4 — Infusionspumpe, 5 — Polycarbonatrohrchen zur
Uringewinnung. Insert: Zur besseren Darstellung des Blutentnahmekatheters wurde ausnahmsweise Blut im
Katheter belassen.
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6.2.7.2 Gewinnung der Blut- und Urinproben

Blut zur Blutspiegelbestimmung der Inhibitoren wurde iiber den in der linken V. jugularis
liegenden Katheter mit einer Feindosierungsspritze gewonnen. Die Gerinnung wurde durch
die sofortige Zugabe von 1 Anteil 3,13 %igem Natriumcitrat auf 9 Anteile Blut gehemmt. Ein
routineméfiges Blutbild mit dem Cell-Dyn 1600 dokumentierte die korrekte Blutentnahme.
Der Zeitpunkt der Blutentnahmen richtete sich nach der Applikationsform der Inhibitoren. Bei
i.v. Gabe erfolgten sie bei 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120 sowie 180 Minuten nach Inhibitor-
Applikation, bei s.c. Gabe bei 5, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300 und 360 Minuten. Das
entnommene Blutvolumen wurde durch Gabe eines gleich groBen Volumens Dextran 40
ersetzt.

Der Urin wurde, solange Blutproben entnommen wurden, stiindlich gesammelt. Danach
erfolgte die Sammlung alle 24 Stunden nach Inhibitorapplikation. Der Urin wurde bei —20°C

fiir weitere Untersuchungen gelagert.

6.2.7.3 Bestimmung der Inhibitorkonzentration

Die Konzentration der Inhibitoren im Blut bzw. die Inhibitoraktivitit im Urin wurde mit der
Ecarin Clotting Time bestimmt. Fiir Urinproben wurde wie in der Literatur beschrieben
vorgegangen (Nowak und Bucha 1996), fiir Blutproben wurde die Methode modifiziert. 50 pl
Zitratblut (6.2.7.2) wurden hierfiir 2 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend die
Reaktion durch Zugabe von 50 pl Ecarin-Losung (1 EU/ml in Puffer B mit 0,01 M CaCl,
[SmM] und 10% (v/v) Prionex) gestartet und die Zeit bis zur Gerinnung auf einem KC4A
Koagulometer gemessen. Bei Gerinnungszeiten iiber 300 s wurde die Messung mit einer 1:5-
Verdiinnung der Blutprobe in Standardplasma wiederholt. Anhand von Eichkurven fiir Blut,
Blutverdiinnung und Urin konnte schlieBlich die Inhibitorkonzentration bzw. die

Inhibitoraktivitit in den entsprechenden Proben ermittelt werden.

6.2.7.4 Pharmakokinetische Berechnungen

Die pharmakokinetischen Parameter wurden aus dem zeitlichen Verlauf des Inhibitor-
Blutspiegels nach i.v. Applikation bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte fiir ein
offenes Zweikompartimentmodell, welches durch die biexponentielle Gleichung

C(t) = A-e*' + B-eP" beschrieben wird (Abb. 6-2).
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Abbildung 6-2: (a) Halblogarithmische Darstellung eines schematisierten Blutspiegel-Verlaufes in einem
offenen Zweikompartimentmodell. Die Regressionsgerade der Verteilungsphase (a-Phase) ist orange, die der
Eliminationsphase ($-Phase) blau dargestellt. A bzw. B entsprechen den Schnittpunkten der Regressionsgeraden
mit der Ordinate. (b) Schematische Darstellung der Verteilungsvorginge in einem offenen
Zweikompartimentmodell. Die Definitionen der Mikrokonstanten k5, k,; und ki3 sind im Text angegeben.

Die hierbei verwendeten Formeln (Ritschel 1992) sind im Folgenden aufgefiihrt:

Gleichung 8: C0)=A+B
. . —_— 2
Gleichung 9: n= A-B-(P-o)
C0)-(A-B+B-a)
Gleichung 10: k,, =%
C©O
Gleichung 11: 3 =#
© Ala+B/B
: In2
Gleichung 12: e =
: In2
Gleichung 13: g = T
Gleichung 14: V. - D
C(0)
k,+k
Gleichung 15: e =2V,
k21
D

Gleichung 16: Cl =——
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C(0) entspricht der Inhibitorkonzentration zum Zeitpunkt 0, kj, der Geschwindigkeits-
konstante fiir die Verteilung vom zentralen zum peripheren Kompartiment, k»; der
Geschwindigkeitskonstante fiir die Verteilung vom peripheren zum zentralen Kompartiment
und ki3 der Eliminationsgeschwindigkeitskonstante des zentralen Kompartiment. ty,q und ty,g
sind die Halbwertszeiten der Verteilungs- bzw. Eliminationsphase. Das Volumen des
zentralen Kompartiments ist mit V., die applizierte Dosis mit D, das Verteilungsvolumen im
steady state mit Vg, die Gesamtclearance mit Cly,, und die Gesamtfliche unter der
Blutspiegelverlaufskurve mit AUC .. bezeichnet.

Die Fldche unter der Kurve vom Zeitpunkt O bis zum Zeitpunkt des letzten messbaren
Blutspiegels (AUCy., ) wurde nach der Trapezregel berechnet (Ritschel 1992). Hieraus
konnte die AUCy... durch Addition des Quotienten Cj,/p ermittelt werden. C, steht hierbei
fir den letzten messbaren Blutspiegel. Die AUCj.. wurde separat fiir die i.v. und
s.c. Blutspiegelverldufe bestimmt. Hieraus konnte die Bioverfiigbarkeit (F) nach subkutaner
Applikation wie in Gleichung 17 angegeben ermittelt werden.

AUCO—OO, s.C. X D
AUC D

0-c0,1.v. s.C.

iv.

Gleichung 17: F=
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7 Ergebnisse

7.1 Etablierung eines Expressionssystems ftir Dipetalogastin Il

Die cDNA des Dipetalogastins wurde mit der Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Als
Matrize diente das Hindlll-linearisierte Plasmid pDipV/6. Als Primer wurden EXP1 und
EXPRS5 eingesetzt. Nach Auftrennung des PCR-Produkts durch Agarose-Gelelektrophorese
wurde die stirkste Bande mit dem QiaexIl Gel Extraction Kit isoliert und anschliefend mit
EcoRI und Notl restringiert. Die Klonierung erfolgte in die EcoRI/Notl-Schnittstelle der
multiplen Klonierungsstelle des Expressionsvektors pGEX-5X-1. Das so Kkonstruierte
Expressionsplasmid wurde in den E.coli-Stamm JMI105 transformiert und die korrekte

Nukleotidsequenz des Inserts durch DN A-Sequenzierung iiberpriift.

7.2 Proteinexpression und Proteinreinigung

Dipetalogastin II sowie die beiden chiméren Thrombininhibitoren Var-1 und Var-2 wurden,
wie in 6.2.4 beschrieben, exprimiert und gereinigt. Es konnten insgesamt 20,9 mg
Dipetalogastin II, 14,1 mg Var-1 sowie 32,2 mg Var-2 hergestellt werden.

In Abbildung 7-1 sind die von der cDNA abgeleiteten Aminosiduresequenzen der Proteine
sowie die Positionen der Disulfidbriicken dargestellt. Var-1 ist ein chimérer
Thrombininhibitor, dessen N-terminaler Anteil den ersten 58 Aminosduren des
Dipetalogastin I und dessen C-Terminus dem ABE I-bindenden Hirudin®>®-Fragment
entspricht. Die Aminosiduresequenz von Var-2 entspricht der von Var-1. Lediglich der
Argininrest in der PI-Position (Nomenklatur nach Schechter und Berger (1968)), ist
durch einen Histidinrest ersetzt. Alle drei Inhibitoren enthalten das fiir Kazal-Typ-Inhibitoren

typische Motiv VCGxD (Laskowski und Kato 1980).

Die Reinheit der Proteinpriparationen wurde mittels analytischer reversed phase HPLC
iberpriift. Die Reinheit der Proteinpriparationen betrug immer iiber 97 % (Abb 7-2).

Die korrekte Expression der rekombinanten Inhibitoren wurde durch N-terminale
Proteinsequenzierung und  Bestimmung des  Molekulargewichts  nachgewiesen.
Erwartungsgemidll waren die rekombinanten Proteine, bedingt durch den Polylinker des
Expressionsvektors, N-terminal um die vier Aminosdurereste GIPE und C-terminal um AAAS
vergroflert. Die anhand der Aminosduresequenz berechneten Molekulargewichte korrelierten

gut mit den Ergebnissen der MALDI-TOF-Untersuchung (Tab. 7-1).
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(¢) Var-2

Abbildung 7-1: Aminosiuresequenzen und Positionen der Disulfidbriicken von (a) Dipetalogastin II,
(b) Var-1 und (c¢) Var-2. Dipetalogastin I besteht, bedingt durch seine 6 Disulfidbriicken, aus einer
N-terminalen Kopfstruktur (Dipetalogastin II'*"), einem Interdominenlinker (Dipetalogastin II**°*) und einer
C-terminalen Kopfstruktur (Dipetalogastin II""'%’). Zusitzlich zu den hier dargestellten Sequenzen enthielten die
rekombinanten Inhibitoren, bedingt durch den Polylinker des Expressionsvektors, je 4 Aminosdurereste N- und
C-terminal (GIPE bzw. AAAS). Der Pl-Aminosdurerest ist gelb, der vom Hirudin abgeleitete Anteil der
Inhibitoren ist rot dargestellt. Siehe auch Abb. 8-1.

Tabelle 7-1: Molekulargewichte der rekombinanten Proteine. Gegeniiberstellung der Ergebnisse der
MALDI-TOF-Untersuchung mit den anhand der Aminosiuresequenz berechneten Molekulargewichten.

MALDI-TOF berechneter Wert
Var-1 8.523,2 Da 8.517,6 Da
Var-2 8.483,4 Da 8497,1 Da
Dipetalogastin II 12.459,4 Da 12.494,3 Da
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Abbildung 7-2: Reversed phase HPLC von gereinigtem Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II. Die Reinheit
der Proteinpriparationen wurde mittels analytischer reversed phase HPLC auf einer Machery-Nagel C,g-Séule
(EC 250/4,6 Nucleosil 300-5) iiberpriift. Die Trennung erfolgte mit einem linearen Gradienten
(10 % - 70 % Acetonitril in Wasser mit 0,1% TFA) iiber 60 Minuten und einem Fluf von 1 ml/min. Die
Retentionszeit von Var-1 betrug 26,99 min, von Var-2 26,96 min und von Dipetalogastin II 22,85 min.

7.3 Biochemische Charakterisierung

7.3.1.1 Spezifitit der Proteaseinhibition

Die Spezifitit der Inhibitoren wurde iiber die Messung der amidolytischen Aktivitit
verschiedener Serinproteasen in Gegenwart definierter Inhibitorkonzentrationen untersucht
(Abb. 7-3).

Var-2 erwies sich als spezifischer Inhibitor von Thrombin. In 200fachem molaren Uberschuss
von Var-2 iiber Faktor Xa, Chymotrypsin, Plasmin und Trypsin wurde keine Hemmung dieser
Enzyme beobachtet. Bei dquimolaren Konzentrationen von Var-2 und Thrombin wurde eine
Thrombinaktivitit von 82 % gemessen, bei S50fachem Inhibitoriiberschuss betrug die
Thrombinaktivitdt nur noch 13 % (Abb. 7.3 b).

Im Gegensatz zu Var-2 wiesen Var-1 und Dipetalogastin II in sehr hohen Konzentrationen
auch eine Hemmung von Plasmin und Trypsin auf, ohne jedoch bei 200fachem molaren
Uberschuss eine Inhibition um mehr als 60 % zu erzielen. Eine Hemmung von Chymotrypsin
oder Faktor Xa trat nicht auf. Var-1 und Dipetalogastin II zeigten weiterhin eine sehr effektive
Thrombininhibition, so konnte bereits bei dquimolaren Konzentrationen mit Thrombin eine

fast vollstindige Hemmung der Thrombinaktivitdt beobachtet werden (Abb. 7.3 a, c).
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Abbildung 7-3: Einfluss der rekombinanten Inhibitoren auf die amidolytische Aktivitit verschiedener
Serinproteasen. Im Insert von (a) und (c) ist eine fast vollstindige Hemmung der Thrombinaktivitit bei
dquimolaren Konzentrationen von Var-1 bzw. Dipetalogastin II mit Thrombin zu erkennen.
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7.3.1.2 Bestimmung der Inhibitionskonstanten

Die Verlaufskurven der thrombinkatalysierten Hydrolyse von S-2238 wurden in Anwesenheit
unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationen spektrophotometrisch aufgezeichnet. Die fiir Var-1
und Dipetalogastin II ermittelten Verlaufskurven zeigten initial einen steilen Anstieg. Dieser
flachte innerhalb von 300 Sekunden deutlich ab und stabilisierte sich schlieflich, in
Abhingigkeit von der Inhibitorkonzentration, auf einem niedrigeren Niveau. Die hieraus
resultierenden konkaven Kurvenformen (Abb. 7.4, 7.5) weisen eine zeitabhidngige
(sog. slow-binding) Inhibition von Thrombin durch Var-1 und Dipetalogastin II nach.

Weiterhin lag eine tight-binding Kinetik vor, da die Thrombinhemmung bereits bei
dquimolaren Konzentrationen von Inhibitor und Enzym auftrat. Var-1 und Dipetalogastin II
wurden entsprechend als slow, tight-binding Inhibitoren von Thrombin klassifiziert
(Tab. 6-1). Die Berechnung der kinetischen Parameter erfolgte nach der Theorie fiir slow,
tight-binding Inhibitoren, wie in 6.2.5.4.1 beschrieben. Die Inhibitionskonstante von Var-1

wurde mit 402 fM und die von Dipetalogastin Il mit 137 fM bestimmt (Tab. 7-2).

Die Verlaufskurven von Var-2 stellten sich hingegen als Geraden dar. Dies entspricht einer
zeitunabhingigen Hemmung von Thrombin durch Var-2 (Abb. 7-6a). Eine signifikante
Hemmung der Thrombinaktivitit trat, im Gegensatz zu Var-1 und Dipetalogastin II, erst in
mehrfachem molaren Uberschuss iiber Thrombin auf. Eine tight-binding Kinetik konnte somit
ausgeschlossen werden.

Im Lineweaver-Burk-Diagramm lag der Schnittpunkt der Geraden auf der Ordinate, was
einen kompetitiven Hemmmodus nachweist (Abb. 7-6b). Var-2 ist somit ein klassisch
kompetitiver Inhibitor von Thrombin. Die Inhibitionskonstante wurde aus dem Dixon-Plot
mit einem linearen Regressionsverfahren ermittelt und betrug 17,1 pM (Abb. 7-6c¢).

Die kinetischen Parameter aller Inhibitoren sind in Tabelle 7-2 zusammengefasst.

Tabelle 7-2: Kinetische Parameter der Inhibitoren. Die Angaben sind Mittelwerte aus drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Messungen. Die Messungen erfolgten bei 25°C. n.u. — nicht untersucht.

Inhibitionsmodus Ki (102 M) | Ko (105 M's™ Kogr (10757

Var-1 slow, tight-binding | 0,402 + 0,037 13,1 +1,3 53+0,5

Var-2 klassisch kompetitiv 17,1 £0,8 n.u. n.u.
Dipetalogastin II slow, tight-binding | 0,137 £ 0,038 244+£29 3,3+0,6
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Abbildung 7-4: Verlaufskurven der Thrombin-katalysierten Hydrolyse von S-2238 in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen von Var-1. Reprisentative Daten eines von drei Experimenten. Es wurde
ein Messpunkt pro Sekunde aufgezeichnet. Zur besseren Darstellung ist im Diagramm nur jeder 30. Messpunkt
dargestellt. Die durchgezogenen Linien entsprechen den nach Gleichung 1 ermittelten Regressionsgeraden. Die
Substratkonzentration betrug im Reaktionsansatz 30 puM und die Thrombinkonzentration 77,5 pM.
[1] — Inhibitorkonzentration.
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Abbildung 7-5: Verlaufskurven der Thrombin-katalysierten Hydrolyse von S-2238 in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen von Dipetalogastin II. Reprisentative Daten eines von drei Experimenten.
Es wurde ein Messpunkt pro Sekunde aufgezeichnet. Zur besseren Darstellung ist im Diagramm nur jeder 30.
Messpunkt dargestellt. Die durchgezogenen Linien entsprechen den nach Gleichung 1 ermittelten
Regressionsgeraden. Die  Substratkonzentration betrug im Reaktionsansatz 30 pM und die
Thrombinkonzentration 77,5 pM. [I] — Inhibitorkonzentration.
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Abbildung 7-6: (a) Verlaufskurven der Thrombin-katalysierten Hydrolyse von S-2238 bei
unterschiedlichen Konzentrationen von Var-2. (b) Lineweaver-Burk-Plot von Var-2. Der Schnittpunkt der
Geraden liegt auf der Ordinate, was einen kompetitiven Inhibitionsmodus nachweist. (¢) Dixon-Plot von Var-2.
Im Insert wird das Diagramm in einer verdnderten Skalierung gezeigt, um die gemeinsamen Schnittpunkte der
Regressionsgeraden besser darstellen zu konnen. Der gemittelte x-Wert der Schnittpunkte entspricht dem
negativen K; (-17,1 pM). [1] — Inhibitorkonzentration, [S] - Substratkonzentration.
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7.3.1.3 Antikoagulatorische Aktivitit der Inhibitoren

Die antikoagulatorischen Aktivititen von Var-1, Var-2, Dipetalogastin II und Hirudin
(Refludan®) wurden in vitro mit verschiedenen Gerinnungsassays bestimmt. Es wurde sowohl
der Einfluss unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationen auf die beiden Globalteste
Prothrombinzeit (PT) und aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT), als auch der
Einfluss auf die fiir den Nachweis direkter Thrombininhibitoren entwickelten Teste,
Ecarin Clotting Time (ECT) und Ecarin Chromogenic Assay (ECA), untersucht.

Um die mit diesen Methoden ermittelten antikoagulatorischen Aktivititen vergleichen zu
konnen, wurde diejenige Inhibitorkonzentration bestimmt, welche eine Verdoppelung des
Gerinnungszeitnullwertes (Gerinnungszeit ohne Inhibitor) ausloste. Sie betrug bei der
Prothrombinzeit fiir Var-1 317,4 nM, fiir Var-2 309,4 nM, fiir Dipetalogastin II 300,0 nM und
fiir Hirudin 281,6 nM (Abb. 7-7a).

Die aPTT verdoppelte sich bei einer Var-1-Konzentration von 58,9 nM, bei einer Var-2-
Konzentration von 51,9 nM, bei einer Dipetalogastin 1I-Konzentration von 57,6 nM und bei
einer Hirudinkonzentration von 60,4 nM (Abb. 7-7b).

Bei der ECT konnte, im Gegensatz zur PT und aPTT, ein linearer Zusammenhang zwischen
der Inhibitorkonzentration und der Verldngerung der Gerinnungszeit beobachtet werden. Die
ECT verdoppelte sich bei einer Var-1-Konzentration von 103,8 nM, einer Var-2-
Konzentration von 116,8 nM, einer Dipetalogastin II-Konzentration von 107,0 nM und einer
Hirudinkonzentration von 96,8 nM (Abb. 7-7c¢).

Auch im ECA zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen Inhibitorkonzentration und
Verliangerung der Messzeiten. Eine Verdoppelung des Nullwertes trat hier bei einer Var-1-
Konzentration von 50,8 nM, bei einer Dipetalogastin 1I-Konzentration von 43,2 nM und bei
einer Hirudinkonzentration von 44,5 nM auf. Lediglich bei Var-2 bestand dieser lineare
Zusammenhang nicht. Im Vergleich mit den anderen Inhibitoren induzierte Var-2 auflerdem
eine deutlich geringere Messzeitverldangerung, wobei eine Verdopplung des Nullwertes erst

bei 132 nM auftrat (Abb. 7-7d).

Zusammenfassend zeigten die Inhibitoren in allen Gerinnungsassays, mit Ausnahme von
Var-2 im ECA, eine dhnliche antikoagulatorische Aktivitit. Die ECT war weiterhin die
einzige Methode, die fiir alle Inhibitoren einen linearen Zusammenhang zwischen

Inhibitorplasmakonzentration und Messzeitverlingerung ergab.
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Abbildung 7-7: Einfluss der Thrombininhibitoren auf die (a) Prothrombinzeit, (b) die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit, (c) die Ecarin Clotting Time und den (d) Ecarin Chromogenic Assay.
Alle Messpunkte, mit Ausnahme von (d), sind Mittelwerte von drei unabhingigen Messungen. In (d) beruhen die
Werte auf einer Doppelbestimmung. In (c¢) und (d) sind die mit linearer Regression ermittelten
Regressionsgeraden ebenfalls dargestellt (nicht fiir Var-2 im ECA). Als Kontrolle diente in allen
Gerinnungsassays das rekombinante Hirudin Refludan®.

7.4 Pharmakokinetische Charakterisierung

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II wurden
tierexperimentell im Rattenmodell bestimmt. Die Inhibitorapplikation erfolgte entweder
intravends oder subkutan, wobei die Dosis immer 1 mg/kg KG betrug.

Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter erfolgte aus dem Verlauf des
Blutspiegels nach i.v. Applikation. Dieser konnte fiir alle Inhibitoren am besten durch ein
offenes Zweikompartimentmodell mit einer Eliminationskinetik 1. Ordnung beschrieben
werden.

In Abbildung 7-8 ist die Kinetik der Blutspiegelverlaufe fiir die drei Inhibitoren in den ersten
zwei Stunden nach i.v. Applikation dargestellt. Die Graphen zeigen alle einen dhnlichen
Verlauf: Die ersten 10 Minuten sind von einer Verteilungsphase dominiert, in welcher eine
rasche Abnahme des Inhibitorblutspiegels von ungefihr 12,5 ug/ml auf Mittelwerte zwischen
1,7 (Var-1) und 1,9 pg/ml (Var-2) zu beobachten ist. Die Verteilungsphase geht anschlieBend
in eine Eliminationsphase mit einer Kinetik 1. Ordnung iiber. Die mittlere
Eliminationshalbwertzeit betrdgt 25,6 Minuten fiir Var-1, 27,3 Minuten fiir Var-2 und
26,7 Minuten fiir Dipetalogastin II.

Nach s.c. Applikation kam es zu einem Anstieg des Inhibitorblutspiegels mit einem

Maximum nach 30 Minuten (Abb. 7-9). Die Maximalkonzentration betrug bei Var-1
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0,59 pg/ml, bei Var-2 0,62 pug/ml und bei Dipetalogastin II 0,54 pg/ml. Danach nahm der
Blutspiegel mit einer Halbwertszeit von 73,0 Minuten fiir Var-1, 60,3 Minuten fiir Var-2 bzw.
65,4 Minuten fiir Dipetalogastin II ab. Nach 7 Stunden war kein Inhibitor mit der ECT-
Methode mehr nachweisbar. Die Bioverfiigbarkeit nach s.c. Applikation betrug 90,1% fiir
Var-1, 99,4 % fiir Var-2 und 98,1 % fiir Dipetalogastin II. Alle pharmakokinetischen

Parameter sind in Tabelle 7-3 zusammengefasst.

Um eine eventuelle Inaktivierung der Inhibitoren durch extrarenale Metabolisierung zu
untersuchen, wurde der Blutspiegelverlauf bei funktionell nephrektomierten Ratten gemessen
(Abb. 7-10). Nach i.v. Applikation kam es hier zu einem Abfall des Inhibitorblutspiegels,
welcher initial am stidrksten ausgeprdgt war. Nach zwei Stunden stabilisierte er sich
schlieBlich auf einem Plateau mit einem Mittelwert von 2,59 ug/ml bei Var-1, 2,45 ug/ml bei
Var-2 und 2,63 pg/ml bei Dipetalogastin II.

Nach s.c. Applikation der Inhibitoren kam es bei den nephrektomierten Ratten zu einem
Anstieg des Inhibitorblutspiegels, welcher ebenfalls initial am stidrksten war. Auch hier bildete
sich nach drei Stunden ein Plateau mit einem Mittelwert von 2,28 pg/ml bei Var-1,

2,33 ug/ml bei Var-2 und 2,44 ug/ml bei Dipetalogastin II.

Die antikoagulatorische Aktivitit der gesammelten Urinproben wurde mit der Ecarin Clotting
Time bestimmt. Diese Methode lies sich nur bei denjenigen Urinproben zuverlédssig
anwenden, die wihrend der Infusion von Diureselosungen gewonnen wurden. Entsprechend
wurden nur die Proben beriicksichtigt, welche innerhalb der ersten 6 Stunden (nach s.c.
Inhibitorapplikation) bzw. innerhalb der ersten 3 Stunden (nach i.v. Inhibitorapplikation)
gesammelt wurden. Dies entsprach genau dem Zeitraum, in welchem die Inhibitoren auch im
Blut nachweisbar waren.

Nach s.c. Inhibitorapplikation wurden in den ersten 6 Stunden bei Var-1 14,03 % + 2,06 %,
bei Var-2 4,62 % * 1,43 % und bei Dipetalogastin II 15,24 % + 3,31 % der applizierten
Inhibitoraktivitit im Urin wiedergefunden. Ahnliches zeigte sich auch bei den Ratten, die den
Inhibitor intravends erhielten. Hier wurden innerhalb von 3 Stunden bei Var-1
15,86 % + 5,57 %, bei Var-2 3,06 % + 2,12 % und bei Dipetalogastin 11 17,37 % + 3,95 % der
applizierten Inhibitoraktivitit im Urin wiedergefunden. Ein GroBteil der Aktivitdt wurde dabei
bereits in der ersten Urinprobe gemessen, welche 1 h nach Inhibitorgabe gewonnen wurde.
Sie betrug bei Var-1 14,12 % + 4,27, bei Var-2 1,78 % + 1,39 % und bei Dipetalogastin II
15,18 % £ 4,51 % der applizierten antikoagulatorischen Aktivitét.
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Abbildung 7-8: Blutspiegelverliufe nach i.v. Applikation. Halblogarithmische Darstellung. Die Kurven sind
Mittelwerte aus vier unabhingigen Messungen. Die Dosis betrug 1 mg/kg KG.
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Abbildung 7-9: Blutspiegelverliufe nach s.c. Applikation. Halblogarithmische Darstellung. Die Kurven sind
Mittelwerte aus vier unabhidngigen Messungen. Die Dosis betrug 1 mg/kg KG.
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Abbildung 7-10: Blutspiegelverliufe bei nephrektomierten Ratten nach i.v. bzw. s.c. Applikation.
Halblogarithmische Darstellung. Die Kurven sind Mittelwerte aus vier unabhingigen Messungen. Die Dosis

betrug 1 mg/kg KG.

Tabelle 7-3: Pharmakokinetische Parameter.

Grundlage

der Berechnungen waren jeweils

Blutspiegelverldufe nach i.v. Applikation. Die einzelnen Parameter werden im Kapitel 6.2.7.4 erldutert.

vier

Var-1 Var-2 Dipetalogastin 11
A (ug-ml™) 11,54 + 0,60 10,66 + 1,12 10,98 + 0,82
B (ug-ml™) 1,35 0,14 1,39 + 0,33 1,12 + 0,20
a (b 11,69 + 1,04 11,14 + 1,41 11,23 + 0,59
B () 1,63 + 0,08 1,55 £ 0,21 1,56 + 0,11
tyse (h) 0,060 + 0,005 0,063 + 0,008 0,062 + 0,003
tyg (h) 0,427 + 0,023 0,455 + 0,064 0,445 + 0,033
ki (h™) 3,54 + 0,42 3,52 + 0,65 3,16 + 0,24
ky (b 2,68 +0,17 2,64 + 0,43 2,46 + 0,16
ki (hh 7,10 £ 0,58 6,52 + 0,66 7,18 £ 0,90
AUCy.; (ug-h-ml™) 1,549 + 0,142 1,559 + 0,314 1,447 + 0,056
AUCy... (ug:h-ml™) 1,584 + 0,146 1,608 + 0,341 1,482 + 0,064
V. (kg™ 0,078 + 0,004 0,083 + 0,009 0,082 + 0,004
Vass (I'kg™) 0,181 + 0,014 0,197 + 0,040 0,188 + 0,017
Clgot (ml-h " kg™) 636,6 + 51,9 639,1 + 126,7 671,3 + 35,6
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8 Diskussion

Thrombin ist, aufgrund seiner zentralen Rolle in der Hamostase, das primére Ziel in der
medikamentosen Therapie thromboembolischer Erkrankungen (Badimon er al. 1994). Die
konventionellen Antikoagulanzien, wie Cumarinderivate und Heparine, hemmen die
Thrombinaktivitit auf eine indirekte Weise. Trotz hoher Effektivitit ist ihr Einsatz jedoch mit
verschiedenen Nachteilen verbunden (Colman et al. 2001).

Vorteile von direkten Thrombininhibitoren sind demgegeniiber der schnelle Eintritt der
gerinnungshemmenden Wirkung, die hohe Thrombinspezifitit in therapeutischer Dosierung
und die Unabhingigkeit von Kofaktoren. Letzteres ist vor allem bei Patienten mit
AT IlI-Defizienz oder Verbrauchskoagulopathie von Bedeutung. Weiterhin inaktivieren
direkte Thrombininhibitoren auch fibringebundenes Thrombin, was wu.a. fiir die
Antikoagulation im Rahmen der medikamentdsen Thrombolyse von Bedeutung ist. Hier kann
eine Rethrombosierung, durch Ausschaltung der persistierenden Gerinnungsaktivierung am
sich auflosenden Thrombus, verhindert werden. SchlieBlich interagieren direkte
Thrombininhibitoren im Gegensatz zu Heparin nicht mit Plasmaproteinen und erzeugen daher

eine vorhersagbarere antikoagulatorische Wirkung (Steinmetzer et al. 2001).

Blutsaugende Tiere haben im Laufe der Evolution die stidrksten direkten Thrombininhibitoren
hervorgebracht. Dipetalogastin II ist ein solcher Thrombininhibitor aus der blutsaugenden
Raubwanze Dipetalogaster maximus. In kinetischen Studien konnte gezeigt werden, dass
rekombinantes Dipetalogastin II ein stirkerer Thrombininhibitor als rekombinantes Hirudin
ist. Allerdings besitzt es im Vergleich zum Hirudin ein bedeutend hoheres Molekulargewicht
und weist in hohen Konzentrationen auch eine Inhibition der Serinproteasen Trypsin und
Plasmin auf (Mende et al. 1999).

Diese Einschrinkungen konnen durch das zielgerichtete Design neuer, von der
Dipetalogastin  II-Struktur abgeleiteter Thrombininhibitoren umgangen werden. Ein
interessanter Ansatz, um eine Molekulargewichtsreduktion des Dipetalogastin II zu erzielen,
ist der Ersatz seiner groBBen C-terminalen Domine mit einem an die ABE I des Thrombins
bindenden Hirudinfragment (Abb 8-1). Das Hirudin55'65—Segment scheint dabei das minimale
Hirudinfragment darzustellen, welches fiir eine ausreichende Bindung an die ABE I benétigt
wird (Krstenansky et al. 1988). Der erste mit diesem Ansatz entwickelte Thrombininhibitor
war das Dipetarudin (Lopez et al. 2003).

Das Problem der Spezifitit kann ferner durch die Modifikation des P1-Aminosdurerestes

gelost werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Einfiithrung eines P1-Histidinrestes
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die Spezifitit der von Dipetalogastin I abgeleiteten Thrombininhibitoren deutlich erhoht
werden kann (Lopez 2002).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Thrombininhibitoren Var-1 und Var-2 basieren
ebenfalls auf diesem Ansatz. Sie bestehen aus zwei funktionellen Anteilen, namlich dem am
aktiven Zentrum des Thrombins bindenden Dipetalogastin 111'48—Fragment und dem mit der
ABE 1 des Thrombins interagierenden Hirudin> *-Fragment. Im Gegensatz zum Dipetarudin
werden diese beiden Anteile nicht durch einen Glycinlinker, sondern durch das
Dipetalogastin  II"*®-Fragment verbunden, welches beim Dipetalogastin I als
Interdoménenlinker fungiert. Var-2 besitzt, im Gegensatz zu Var-1 und Dipetalogastin II,

einen P1-Histidinrest (Abb. 8-1).

Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II wurden in E. coli exprimiert und in hoher Reinheit
dargestellt. Erwartungsgemil} betrug das Molekulargewicht von Var-1 und Var-2 mit 8,5 kDa
nur 68 % vom Molekulargewicht des Dipetalogastin II. Beide Inhibitoren sind damit lediglich
1,5 kDa grof3er als Hirudin.

Klonierungsbedingt ist das im Rahmen dieser Arbeit exprimierte Dipetalogastin II, ebenso
wie Var-1 und Var-2, N-terminal um die vier Aminosiurereste GIPE und C-terminal um die
vier Aminosdurereste AAAS vergroflert. Das in der Literatur beschriebene rekombinante
Dipetalogastin II (Mende et al. 1999) ist dagegen N-terminal um acht Aminosiurereste

(GIPEFPGL) vergroflert. Entsprechend hat es ein um 414 Dalton hoheres Molekulargewicht.

Es ist bekannt, dass der P1-Aminosdurerest entscheidend zur Spezifitit von Serinprotease-
Inhibitoren beitragt (Laskowski und Kato 1980). Fiir die Interaktion mit Thrombin wird ein
basischer P1-Aminosdurerest priferiert, da dieser iiber ionische Wechselwirkungen an das
Aspise der S1-Spezifititstasche binden kann (Vu ef al. 1991). Entsprechend haben die meisten
Thrombininhibitoren, wie auch die meisten Thrombinsubstrate, einen Arginin- bzw. Lysinrest
an dieser Position (Colman et al. 2001).

Eine Ausnahme bildet Rhodniin, ein Thrombininhibitor aus der blutsaugenden Raubwanze
Rhodnius prolixus. Es ist der bisher einzige natiirliche Thrombininhibitor mit einem
P1-Histidinrest. Seine Rontgenstruktur im Komplex mit Thrombin zeigte, dass die
Histidinseitenkette, iiber ein an ihre Imidazolgruppe gebundenes Wassermolekiil, mit dem

Aspigo interagiert (van de Locht et al. 1995).
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(c) Dipetarudin

Abbildung 8-1: Darstellung der funktionellen Anteile von (a) Dipetalogastin II, (b) Var-1 bzw. Var-2 und
(¢) Dipetarudin. Das mit dem aktiven Zentrum des Thrombins interagierende Dipetalogastin II'**-Fragment ist
orange, der Linker blau und der ABE I-bindende Anteil rot dargestellt. Durch das Ersetzen der C-terminalen
Dipetalogastin II-Domine mit dem Hirudin® ®-Fragment konnte eine deutliche Molekulargewichtsreduktion
erzielt werden (a, b). Der Linker von Var-1 und Var-2 entspricht dem Interdomédnen-Linker von
Dipetalogastin II und ist fiinf Aminosdurereste groer als der Glycinlinker von Dipetarudin (b, ¢). Da dieses
Linkersegment reich an sauren Aminosdureresten ist, konnte es zur Bindung an die ABE I beitragen. Der in
(b) mit * markierte Aminosdurerest ist bei Var-1 ein Arginin- und bei Var-2 ein Histidinrest. Zusétzlich zur
dargestellten Sequenz enthalten die Inhibitoren, bedingt durch den Polylinker des Expressionsvektor,
je 4 Aminosédurereste N- und C-terminal (GIPE bzw. AAAS). Siehe auch Abb. 7-1.

Ebenso wie Thrombin besitzen auch die beiden Serinproteasen Trypsin und Plasmin eine
Priferenz fiir Arginin- bzw. Lysinreste an der P1-Position (Moser et al. 1998, Backes et al.
2000). Im Gegensatz zum Dipetalogastin II weist Rhodniin aber keine Hemmung dieser
Enzyme auf. Dieser Spezifitidtsunterschied zwischen Dipetalogastin II und Rhodniin kann
wahrscheinlich auf den Unterschied im P1-Aminosiurerest zuriickgefiihrt werden (Mende et

al. 1999).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Annahme. Dipetalogastin II und Var-1,
welche beide einen P1-Argininrest besitzen, inhibieren in hohem molaren Uberschuss auch
Plasmin und Trypsin. Var-2, mit einem dem Rhodniin analogen P1-Histidinrest, ist hingegen
ein spezifischer Thrombininhibitor der keine Hemmung von Plasmin, Trypsin, Chymotrypsin
oder Faktor Xa zeigte.

Generell ist es wiinschenswert, dass antithrombotische Medikamente keine signifikante
Hemmung der Enzyme der Fibrinolyse (wie z.B. Plasmin) aufweisen. Es ist jedoch fraglich,
ob die in vitro gemessene Plasminhemmung von Dipetalogastin Il und Var-1 in vivo relevant
ist, da sie nur bei sehr hohen Inhibitorkonzentrationen auftrat. So waren bei 200fachem
molaren Uberschuss dieser Inhibitoren iiber Plasmin noch iiber 40 % der Plasmin-

ausgangsaktivitdt messbar.

Die enzymkinetischen Untersuchungen zeigten, dass Var-1 und Dipetalogastin II
slow, tight-binding Inhibitoren des Thrombins sind (Tab. 6-1, Tab. 8-1). Die
Inhibitionskonstante von Dipetalogastin II wurde mit 137 fM bestimmt. Sie liegt damit hoher
als der in der Literatur fiir rekombinantes Dipetalogastin II angegebene Wert (49 M), stimmt
aber sehr gut mit dem fiir natives Dipetalogastin publiziertem Wert (125 fM) iiberein (Mende
et al. 1999, Lange et al. 1999). Der Unterschied zwischen den beiden rekombinanten
Dipetalogastin II-Proteinen konnte moglicherweise in der unterschiedlichen Klonierung
begriindet sein. So ist das in der Literatur beschriebene Dipetalogastin II klonierungsbedingt
vier Aminoséurereste grofer als das in dieser Arbeit verwendete Dipetalogastin II.

Die Inhibitionskonstante von Var-1 wurde mit 402 fM bestimmt. Var-1 hat somit eine
vergleichbare Antithrombinwirkung wie Dipetalogastin 1I, bei jedoch deutlich geringerem
Molekulargewicht. Die im Vergleich zum Dipetalogastin II etwas geringere Thrombinaffinitit
beruht hauptsdchlich auf der Abnahme von ko, (Tab. 8-1).

Var-1 ist neben Dipetarudin (K; = 446 fM) der stirkste bisher beschriebene chimire
Thrombininhibitor. Weder Bivalirudin (K; = 2,3 nM), Hirunorm IV (K; = 0,09 nM) noch
Hirutonin-4 (K; = 0,14 nM) besitzen eine vergleichbar hohe Thrombinaffinitiat (Maraganore et
al. 1990, Lombardi et al. 1996, DiMaio et al. 1992).

Var-1 und Dipetarudin unterscheiden sich lediglich in ihrem Linkerbereich (Abb. 8-1). Der
Linker von Var-1 ist fiinf Aminosdurereste groBer als der von Dipetarudin. Diese
Verlidngerung hatte jedoch keinen negativen Einfluss auf die Thrombinaffinitidt (Tab. 8-1).
In der Literatur beschriebene Untersuchungen bestitigen diese Beobachtung. Maraganore et

al. zeigten, dass Linker von bifunktionellen Thrombininhibitoren zwar eine Mindestldnge von
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vier Aminosaureresten besitzen miissen, um die Distanz von ungefihr 18 A zwischen den
beiden Bindungsstellen des Thrombins effektiv iiberbriicken zu konnen. Eine Verldngerung
auf maximal acht Aminosdurereste hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
Inhibitoraktivitiat (Maraganore et al. 1990). Der Linker von Var-1 besteht ferner zu 60 % aus
sauren Aminosdureresten. Damit konnte er iiber eine Interaktion mit der positiv geladenen
ABE I zusitzlich zur Thrombininhibition beitragen. Die um 10 % hohere Thrombinaffinitét

von Var-1 gegeniiber Dipetarudin konnte hiermit erkléart werden.

Die Inhibitionskonstante von Var-2 betrug 17,1 pM und war damit 43fach hoher als die von
Var-1 (Tab. 8-1). Ursache hierfiir war allein der Unterschied im P1-Aminosédurerest. Der
Histidinrest in der P1-Position von Var-2 erhohte zwar deutlich die Thrombinspezifitit, es
resultierte im Gegenzug aber auch eine deutlich geringere Thrombinaffinitit. Trotzdem zeigte
Var-2, mit einem K;-Wert im unteren pikomolaren Bereich, eine deutlich stirkere
Thrombinhemmung als andere bisher in der Literatur beschriebene chimére
Thrombininhibitoren (z.B. Bivalirudin, Hirunorm IV, Hirutonin-4). Interessanterweise folgte
die Thrombininhibition durch Var-2 einer klassisch-kompetitiven Kinetik. Dies ist
bemerkenswert, da alle auf Dipetalogastin II basierenden Thrombininhibitoren mit einem

P1-Histidinrest bisher eine slow-binding Kinetik aufwiesen (Lopez 2002).

In der Literatur gibt es widerspriichliche Angaben dariiber, welche kinetischen Eigenschaften
ein Thrombininhibitor besitzen sollte. Es gibt Arbeiten, die Thrombininhibitoren mit einer
slow, tight-binding Kinetik (wie sie z.B. beim Hirudin auftritt) als vorteilhaft beschreiben
unter der Voraussetzung, dass die Inaktivierung des Thrombins sehr schnell stattfindet. Dies
ist bei einer hohen Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten (kop) von iiber 10’ M's™ gegeben
(Stone und Tapparelli 1995). Die in dieser Arbeit untersuchten Thrombininhibitoren Var-1
und Dipetalogastin II sind slow, tight-binding Inhibitoren des Thrombins, die einen k, in der
geforderten Hohe besitzen. Die slow, tight-binding Kinetik garantiert ferner eine nahezu
irreversible Inaktivierung des aktiven Thrombins. Somit werden auch diejenigen zelluldren
Thrombineffekte zuverldssig ausgeschaltet, die u.a. fiir Tumoren, entziindliche Erkrankungen
und zentralnervose Krankheitsbilder verantwortlich gemacht werden (4.1.3, 4.2).

Andere Untersuchungen kamen hingegen zu dem Schluss, dass eine ausgeprégte slow-binding
Kinetik von Thrombininhibitoren eine geringere therapeutische Breite zur Folge haben konnte
(Elg et al. 1997). Entsprechend wire dann ein klassisch-kompetitiver Inhibitionsmodus, wie

er bei Var-2 zu beobachten ist, vorteilhafter.
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Tabelle 8-1: Vergleich der kinetischen Parameter von Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II mit
verschiedenen Thrombininhibitoren. Im oberen Teil der Tabelle sind die eigenen Messergebnisse aufgefiihrt.
Zum Vergleich sind die in der Literatur angegebenen Werte fiir natives Dipetalogastin, Dipetalogastin II,
Dipetarudin, rekombinantes Hirudin und Hirugen ebenfalls aufgefiihrt. Hirugen (Ac-NGDFEEIPEEY(SO;)L)
entspricht dem acetylierten und sulfatierten C-terminalen Dodekapeptid des Hirudins und ist ein reiner
ABE I-Inhibitor des Thrombins. n.u. — nicht untersucht.

Inhibitionsmodus | Ki (107 M) | koo (10°M's™) | Ko (10757
Var-1 slow, tight-binding | 0,402 + 0,037 13,1 +1,3 5,3+0,5
Var-2 klassisch kompetitiv 17,1 £0,8 n.u. n.u.
Dipetalogastin II slow, tight-binding | 0,137 £+ 0,038 244+£29 3,3+0,6
Dipetalogastin1 slow, tight-binding [ 0,125 £ 0,035 16,4 +4,0 n.u.
Dipetalogastin I’ slow, tight-binding | 0,049 + 0,022 n.u. n.u
Dipetarudin3 slow, tight-binding | 0,446 £ 0,085 8,4+1,8 3,7+0,5
r-Hirudin* slow, tight-binding {0,237 + 0,006 1,37 £0,03 0,317 £ 0,011
Hirugen’ klassisch kompetitiv 54;(())(())(())(())1 n.u. n.u.

'Lange et al. 1999, *Mende et al. 1999, *Lopez et al. 2003, ‘Braun et al. 1988 , *Naski er al. 1990

Die antikoagulatorische Aktivitit von Var-1, Var-2, Hirudin (Reﬂudan®) und

Dipetalogastin II wurde in den Gerinnungsassays Prothrombinzeit (PT), aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), Ecarin Clotting Time (ECT) und Ecarin Chromogenic Assay
(ECA)

Messzeitverlangerungen und unterschieden

untersucht. Die Inhibitoren induzierten in allen Tests vergleichbare

sich  somit nicht signifikant in ihrer
antikoagulatorischen Potenz.

Eine Ausnahme zeigte sich nur im ECA. Die fiir Var-2 ermittelten Messzeiten waren hier
deutlich kiirzer als die der anderen Inhibitoren. AuBerdem wurde fiir Var-2, im Gegensatz zu
den anderen Inhibitoren, kein linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten Var-2-
Konzentration und der induzierten Messzeitverlingerung beobachtet (Abb. 7-7d). Eine
mogliche Ursache hierfiir sind die unterschiedlichen kinetischen Eigenschaften der
Inhibitoren. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte ECA-H Version des ECA-Assays ist
vom Hersteller fiir Hirudin, also einen slow, tight-binding Inhibitor von Thrombin, entwickelt
und optimiert worden. Fiir klassisch kompetitive Inhibitoren, wie Var-2, ist vermutlich die
ECA-T Variante des ECA-Assays, bei welcher deutlich geringere Konzentrationen des
chromogenen Thrombinsubstrates S-2238 eingesetzt werden, geeigneter. Diese wurde speziell
fiir synthetische direkte Thrombininhibitoren (wie z.B. Argatroban, Melagatran) entwickelt,
welche Thrombin mit einer klassisch-kompetitiven Kinetik inhibieren. Um die
Vergleichbarkeit der Messergebisse zu gewihrleisten, wurde in dieser Arbeit jedoch

ausschlieBlich die ECA-H Version verwendet.
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Aufgrund des linearen Zusammenhangs zwischen Inhibitorkonzentration und Gerinnungszeit-
verlidngerung erscheint die ECT als die am besten geeignete Methode fiir das Monitoring der

in dieser Arbeit untersuchten Thrombininhibitoren.

Die in den Gerinnungsuntersuchungen ermittelten Ergebnisse korrelierten nicht mit denen der
kinetischen Untersuchungen. So unterschieden sich die antikoagulatorischen Aktivititen von
Var-1 und Var-2 nicht signifikant voneinander, obwohl der K;-Wert von Var-2 43fach hoher
war als der von Var-1. Es kann vermutet werden, dass nicht nur der K;-Wert der Inhibitoren,
sondern auch andere kinetische Eigenschaften, wie z.B. der Inhibitionsmodus und die
Geschwindigkeitskonstanten fiir Assoziation und Dissoziation des Thrombin-Inhibitor-
Komplexes, einen entscheidenden Einfluss auf die antikoagulatorische Aktivitit besitzen.

Ahnliche Beobachtungen wurden in der Literatur auch fiir die antithrombotische Aktivitit in
einem arteriellen in vivo Thrombosemodell beschrieben (Elg et al. 1997). Die Stirke des
antithrombotischen Effektes von verschiedenen Thrombininhibitoren korrelierte hier nur
bedingt mit den K;-Werten. Der klassisch-kompetitive Thrombininhibitor Melagatran zeigte
sogar eine gleiche antithrombotische Aktivitit wie der slow, tight-binding Inhibitor Hirudin,

obwohl sich die Inhibitionskonstanten um den Faktor 50.000 unterschieden.

Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen zeigten, dass die
Blutspiegelverldaufe nach i.v. Applikation fiir alle drei Inhibitoren am besten durch ein offenes
Zweikompartimentmodell mit einer Eliminationskinetik erster Ordnung beschrieben werden
konnen. In der Literatur war dieses Modell bereits Grundlage fiir die pharmakokinetische
Charakterisierung von Hirudin (Markwardt 1992, Nowak 2002) und Dipetarudin (Lopez und
Nowak 2004).

Die Blutspiegelverlaufe von Var-1, Var-2 und Dipetalogastin II unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (Abb. 7-8). Gleich nach intravendser Applikation kam es bei allen
Inhibitoren zu einer sehr schnellen Verteilung in den extrazelluliren Raum. Diese
Verteilungsphase ging in eine Eliminationsphase mit einer deutlich lingeren Halbwertszeit
tiber (Tab. 8-2). Nach 3 Stunden war kein Inhibitor mit der Ecarin Clotting Time mehr
nachweisbar. Das hohere Molekulargewicht von Dipetalogastin II hatte keine Verlingerung
der Eliminationshalbwertzeit, verglichen mit Var-1 und Var-2, zur Folge. Diese Beobachtung
steht im Gegensatz zu vorhergehenden Untersuchungen (Lopez 2002).

Dipetarudin zeigt ein dhnliches pharmakokinetisches Profil wie die in dieser Arbeit

untersuchten Inhibitoren. Es besitzt lediglich eine geringfiigig verldngerte Eliminations-
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halbwertszeit und ist daher bis zu 3 Stunden nach Applikation im Blut nachweisbar (Tab. 8-2)
(Lopez und Nowak 2004). Hirudin hingegen weist sowohl eine deutlich ldngere Verteilungs-
als auch Eliminationshalbwertszeit auf (Tab. 8-2) (Markwardt 1992, Nowak 2002).

Die kurzen Halbwertszeiten der in dieser Arbeit untersuchten Inhibitoren garantieren eine
schnelle Inhibitorelimination und somit eine gute Steuerbarkeit. Fiir die antithrombotische
Langzeittherapie sind lidngere Halbwertszeiten jedoch praktikabler. Eine Kopplung der
Inhibitorpeptide an makromolekulare Triager wie Polyethylenglykole oder Dextrane konnte
ein vielversprechender Ansatz sein, um die Halbwertszeiten zu verlangern. Fiir Hirudin
konnte mit diesen Methoden bereits eine deutliche Halbwertszeitverlangerung erzielt werden
(Fareed et al. 1991, Richter et al. 1989).

Die fiir die Inhibitoren errechneten Verteilungsvolumina betrugen zwischen 18,1 % (Var-1)
und 19,7 % (Var-2) des Korpergewichtes. Die Verteilung erfolgte demzufolge, wie bei
Dipetarudin und Hirudin, ausschlieBlich in die extrazellulidre Fliissigkeit (Tab. 8-2).

Tabelle 8-2: Gegeniiberstellung der pharmakokinetischen Parameter von Var-1, Var-2 und
Dipetalogastin II mit denen von Dipetarudin und Hirudin. Die in der Literatur angegebenen

pharmakokinetischen Daten von Dipetarudin und Hirudin wurden, ebenso wie in dieser Arbeit, aus dem
Blutspiegelverlauf im Rattenmodell nach intravendser Applikation von 1 mg/kg KG berechnet.

tys (h) tyg (h) AUC (ughml™) | Vg (kg™
Var-1 0,060 0,427 1,584 0,181
Var-2 0,063 0,455 1,608 0,197
Dipetalogastin 11 0,062 0,445 1,482 0,188
Dipetarudin1 0,062 0,578 1,922 0,223
Hirudin® 0,15 1,10 1,60 0,25

'Lopez und Nowak 2004, *Markwardt 1992

Die Mikrokonstanten kj», kp; und ki3 belegen einen schnellen Transfer zwischen den
Kompartimenten. Dabei war die Geschwindigkeitskonstante fiir die Verteilung vom zentralen
in das periphere Kompartiment (k;;) bei Var-1 1,32fach, bei Var-2 1,33fach und bei
Dipetalogastin II 1,28fach hoher als die fiir die Verteilung vom peripheren in das zentrale
Kompartiment (ky;). Ein dhnliches Verhalten wurde in der Literatur auch fiir Dipetarudin

beschrieben. Hier betrug k, sogar das 1,79fache von k;; (Lopez und Nowak 2004).

Die subkutane Injektion der Inhibitoren erwies sich als geeigneter Applikationsweg.
Gegeniiber der intravendsen Applikation wurden eine deutlich ldngere Halbwertszeit und das
Auftreten weniger hoher Blutspiegelspitzen beobachtet. Die Bioverfiigbarkeit betrug fiir alle

Inhibitoren nahezu 100 %. Wie beim Dipetarudin wurde die maximale Inhibitorkonzentration
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im Blut 30 Minuten nach der Applikation gemessen (Lopez und Nowak 2004). Beim Hirudin
hingegen tritt der maximale Blutspiegel nach subkutaner Applikation erst nach 90 bis 120
Minuten auf (Nowak 2002). Eine orale Applikation erschien aufgrund der Proteinstruktur der

Inhibitoren nicht sinnvoll und wurde in dieser Arbeit daher nicht untersucht.

Der zeitliche Verlauf des Blutspiegels wurde auch bei funktionell nephrektomierten Ratten
gemessen. Nach intravendser Applikation sank der Inhibitorblutspiegel bedingt durch
Verteilungsvorginge innerhalb von 2 Stunden auf ein Niveau zwischen 2,45 pg/ml (Var-2)
und 2,63 pug/ml (Dipetalogastin II) und blieb wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums
konstant. Nach subkutaner Applikation stabilisierte sich der Blutspiegel nach einer ungefihr
dreistiindigen Resorptionsphase ebenfalls auf einem Plateau zwischen 2,28 pg/ml (Var-1) und
2,44 ug/ml (Dipetalogastin II). Dieser konstante Blutspiegel zeigt, dass nach Ausschaltung
der Nierenfunktion keine messbare Elimination mehr stattfindet. Damit wurde fiur Var-1,
Var-2 und Dipetalogastin II eine ausschlieBlich renale Elimination nachgewiesen und eine
signifikante extrarenale Metabolisierung ausgeschlossen. Auch Hirudin und Dipetarudin
werden ausschlieBlich iiber die Nieren ausgeschieden (Markwardt et al. 1991, Lopez und
Nowak 2004).

Die nach  Abschluss der  Verteilungs- bzw. Resorptionsphase = gemessene
Inhibitorkonzentration von ungefidhr 2,5 pg/ml entspricht 20 % der maximalen Inhibitor-
konzentration. Da keine Elimination stattfindet, befinden sich somit nach der Verteilung 4/5
der applizierten Dosis extravasal und lediglich 1/5 intravasal. Dieses Ergebnis kann auch auf
Ratten mit intakter Nierenfunktion ibertragen werden. Zu jedem Zeitpunkt der
Eliminationsphase befinden sich bei diesen entsprechend 4/5 des Inhibitors im extravasalen
Raum.

Die Inhibitorkonzentration nach Abschluss der Verteilungs- bzw. Resorptionsphase war bei
den nephrektomierten Ratten unabhéngig vom Applikationsweg (i.v. bzw. s.c.). Daraus kann
eine Bioverfiigbarkeit fiir die subkutane Applikation von nahezu 100% abgeleitet werden.
Dieses Ergebnis zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den bei nicht nephrektomierten Ratten

errechneten s.c. Bioverfiigbarkeiten.

Die im Urin wiedergefundene antikoagulatorische Aktivitidt wurde fiir jeden Inhibitor mit der
ECT-Methode bestimmt. Sowohl nach i.v. als auch nach s.c. Applikation wurden im Urin
dhnlich hohe Aktivititen ausgeschieden. Nach i.v. Applikation wurde jedoch ein GroBteil der

antikoagulatorischen Aktivitit bereits in der ersten Stunde nach Applikation nachgewiesen.
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Wihrend sich die fiir Var-1 und Dipetalogastin II ermittelten Werte nicht deutlich
voneinander unterschieden (~ 15 % der applizierten Aktivitit), war die fiir Var-2 ermittelte
antikoagulatorische Aktivitit (~ 4 % der applizierten Aktivitit) bedeutend geringer. Da alle
drei Substanzen eine dhnliche Pharmakokinetik aufweisen, kann geschlussfolgert werden,
dass Var-2 zu weniger gerinnungsaktiven Metaboliten im Vergleich zu Var-1 und
Dipetalogastin II abgebaut wird. Verschiedene Endo- und Exopeptidasen werden fiir die
Degradation von Proteinen in der Niere der Ratte verantwortlich gemacht und konnten daher
an der Metabolisierung der untersuchten Substanzen beteiligt sein (Kudo et al. 1990, Beynon
und Bond 1983).

Fiir Dipetarudin, welches eine sehr groBe strukturelle Ahnlichkeit mit den in dieser Arbeit
untersuchten Inhibitoren besitzt, konnte gezeigt werden, dass es nur in metabolisierter Form
im Urin ausgeschieden wird. Es besall eine lineare Ausscheidungskinetik, wobei nach
5 Tagen bis zu 80 % der applizierten antikoagulatorischen Aktivitdt im Urin gefunden werden
konnten (Lopez und Nowak 2004). Beim Hirudin hingegen werden bereits in der ersten
Stunde nach intravenodser Applikation 70 % der Inhibitordosis in biologisch aktiver Form
ausgeschieden. Danach sind nur noch geringe Mengen des Hirudins im Urin nachweisbar
(Markwardt et al. 1982).

Ob die im Urin gemessene antikoagulatorische Aktivitit durch die Inhibitoren oder durch ihre
Metaboliten bedingt war, und ob gerinnungsaktive Inhibitoren bzw. Metaboliten auch nach
Abfall des Inhibitorblutspiegels unter die Nachweisgrenze ausgeschieden werden, konnte mit
der ECT-Methode nicht gekldart werden. Diese Fragen miissen daher in weiterfithrenden

Untersuchungen beantwortet werden.
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9 Schlussfolgerungen

Nach van Aken et al. (2001) sollte ein ,ideales Antikoagulanz*“ folgende Eigenschaften
besitzen: eine hohe Thrombinaffinitit und Thrombinspezifitit, einen schnellen Wirkungs-
eintritt, eine vorhersagbare und verlidssliche Pharmakokinetik sowie eine gro3e therapeutische
Breite. Ferner sollte es eine Hemmung von freiem und fibringebundenem Thrombin
aufweisen, ein einfaches Monitoring sollte verfiigbar und die Moglichkeit der oralen
Applikation gegeben sein. Bisher gibt es keinen Wirkstoff, der alle diese Kriterien erfiillt.

In dieser Arbeit wurden zwei Varianten (Var-1 und Var-2) eines neuen, iiber rational drug
design hergestellten, direkten Thrombininhibitors charakterisiert. Beide Varianten erfiillen, im
Gegensatz zu den konventionellen Antikoagulanzien, eine Vielzahl dieser Forderungen.

Var-1 und Var-2 besitzen eine deutlich hohere Thrombinaffinitit als andere bisher in der
Literatur beschriebene chimire Thrombininhibitoren (z.B. Bivalirudin, Hirunorm IV und
Hirutonin-4). Der K;-Wert von Var-1 liegt dabei in derselben GroBenordnung wie der von
Dipetalogastin II und der von rekombinantem Hirudin.

Obwohl Var-1 in den biochemischen Untersuchungen eine stirkere Thrombininhibition als
Var-2 zeigte, wies es ihm gegeniiber in den Gerinnungsuntersuchungen keine Uberlegenheit
auf. Var-2 zeigte sich auBBerdem als der spezifischere Inhibitor, da er im Gegensatz zu Var-1
auch in sehr hohen Konzentrationen keine Inhibition von Plasmin und Trypsin zeigte.

Ein weiterer Unterschied zwischen Var-1 und Var-2 war ihr kinetisches Profil. Var-1 erwies
sich als ein slow, tight-binding Inhibitor und Var-2 als ein klassisch kompetitiver Inhibitor des
Thrombins. Moglicherweise ist das kinetische Profil von Var-1 vorteilhaft, da es schnell
praktisch irreversible Enzym-Inhibitorkomplexe mit einem hohen ko, von iiber 10° M's”
bildet. Die feste Bindung an Thrombin konnte auch fiir eine effektive Hemmung der
thrombinrezeptorvermittelten zelluldren Effekte sinnvoll sein, die u.a. fiir Tumoren,
entziindliche Erkrankungen und zentralnervose Krankheitsbilder verantwortlich gemacht
werden.

Die bei beiden Inhibitorvarianten nach intravendser Applikation beobachtete kurze
Halbwertszeit garantiert eine schnelle Inhibitorelimination und somit eine gute Steuerbarkeit.
Fiir die antithrombotische Langzeittherapie konnte eine kovalente Kopplung der Inhibitoren
an makromolekulare Substanzen, wie Polyethylenglykol oder Dextran, die Halbwertszeit
verldngern.

Ob die in dieser Arbeit untersuchten Thrombininhibitoren erfolgreich in der
antithrombotischen Therapie eingesetzt werden konnen und welche Inhibitorvariante hierfiir

geeigneter ist, muss in weiterfithrenden in vivo Studien gepriift werden.
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