
AUFSATZE 

Gerinnungshemmende Wirkstoffe blutsaugender Tiere : von Hirudin 
zu Hirudinmimetica 

Johannes Dodt* 

Blutsaugende Tiere enthalten in ihrem 
Speichel Substanzen, die gezielt in das 
System der Blutgerinnung des Wirts ein- 
greifen. Bei diesen Wirkstoffen handelt 
es sich zumeist um niedemolekulare 
Proteine mit Molekiilmassen zwischen 4 
und 50 kDa. Einige sind heute mit Hilfe 
von gentechnologischen Methoden in 
groljer Menge zuganglich, so dalj ihre 
Struktur und die Struktur-Wirkungs- 
Beziehungen untersucht und sie klinisch 
erprobt werden konnen. In Kenntnis der 
Wirkungsweise solcher Naturstoffe auf 
molekularer Ebene lassen sich neue Sub- 
stanzen mit moglicher therapeutischer 

Wirkung ableiten. Diese Vorgehenswei- 
se wurde in den letzten zehn Jahren an 
dem Proteinaseinhibitor Hirudin aus 
medizinischen Blutegeln und dem 
Thrombin/Hirudin-Komplex getestet. 
Die Serinprotease Thrombin spielt eine 
zentrale Rolle bei der komplex verlau- 
fenden Blutgerinnung, und ihre patho- 
physiologische Wirkung ist letztendlich 
Ursache fur die Entstehung von Throm- 
bosen. Die Selektivitat der Bildung von 
Komplexen aus Hirudin und Thrombin 
ist in der bivalenten Wechselwirkung des 
Inhibitors - sowohl mit dem aktiven 
Zentrum des Enzyms als auch mit einer 

- 

1. Antithrombotische und fibrinolytische Wirkstoffe 
blutsaugender Parasiten 

Die Verwendung von Blutegeln als Heilmittel wurde bereits in 
Indien in den Sanskrit-Schriften empfohlen. Blutegeltherapien 
wurden erstmals von dem kleinasiatischen Arzt Nicandros von 
Colophon (200- 130 vor Christus) beschrieben, doch als eigent- 
licher Begriinder dieser Heilverfahren gilt Themison von Lao- 
dice ( 1 .  Jahrhundert vor Christus)"]. Ancyllus erwahnt um 140 
nach Christus die Bdellotomie oder den Blutegelschnitt, ein Ver- 
fahren zum vermehrten Blutentzug. Zu Beginn des 19. Jahrhun- 
derts war die Blutegelbehandlung in Europa weit verbreitet. 
Insbesondere der napoleonische Armeechirurg Broissais und 
dessen Schiiler Bouillaud sahen fast jede Erkrankung als Folge 
iibermaI3iger Reizungen an. Daher wurden Blutegel nicht nur 
zum Blutentzug und der damit verbundenen allgemeinen Er- 
leichterung der Patienten eingesetzt, sondern auch zur Heilung 
so unterschiedlicher Erkrankungen wie Blutanhaufungen, Ent- 
ziindungen, Infektionen, Driisenfunktionsstorungen und Gei- 
steskrankheiten", 'I. Die gerinnungshemmende Wirkung des 
Speicheldriisensekrets des Blutegels Hivudo medicinalis (Gat- 
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Substraterkennungsstelle auljerhalb des 
aktiven Zentrums, der sogenannten 
Fibrin(0gen)bindungsstelle (FBS) - be- 
griindet. Die Kenntnis dieser Wirkungs- 
weise ermoglichte die Synthese difunk- 
tioneller Thrombininhibitoren basierend 
auf Hirudinpeptiden. Hirudin und Hi- 
rudinmimetica erweisen sich in vivo als 
sehr potente Antikoagulantien zur 
Behandlung arterieller und venoser 
Thrombosen. 

Stichworte: Arzneimittel I Blutgerin- 
nung . Hirudin . Thrombin . Wirkstoff- 
suche 

tung Hirudinidae) wurde 1884 erstmals von HaycraftL3] be- 
schrieben. Im Jahre 1957 gelang es Markwardt, ein Protein mit 
inhibitorischer Wirkung gegen Thrombin rein herzu~tellen[~], 
das Hirudin genannt wurde. Neben diesem Inhibitor wurde in 
den vergangenen Jahren eine Reihe von niedermolekularen Pro- 
teinen aus blutsaugenden Parasiten isoliert, die spezifisch in die 
Reaktionkaskade der Blutgerinnung eingreifen. Wegen ihres po- 
tentiellen therapeutischen Nutzens wird dieses Gebiet der Anti- 
koagulantien heute intensiv bearbeitet. 

Dieser Beitrag wird zunachst einen Uberblick iiber die Reak- 
tionen bei der Blutgerinnung bieten, anschlieljend die Wir- 
kungsweise der antithrombotischen und fibrinolytischen In- 
haltsstoffe blutsaugender Parasiten darstellen sowie die Vor- 
und Nachteile der zugrundeliegenden Therapiekonzepte eror- 
tern. Der Thrombin-spezifische Inhibitor Hirudin ist nicht nur 
wegen seines potentiellen pharmazeutischen Nutzens als Anti- 
thromboticum von Interesse, sondern auch wegen seines ver- 
mutlich neuartigen Reaktionsmechanismus und zur Untersu- 
chung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Die Wirkungs- 
weise von Hirudin wurde mit Hilfe von Rontgenstrukturanaly- 
sen von Thrombin/r-Hirudin-Komplexen sowie proteinchemi- 
schen und enzymkinetischen Untersuchungen mit rekombinan- 
tem Hirudin (r-Hirudin) und Mutanten aufgeklart. Diese 
Ergebnisse gaben Impulse zur Synthese von niedermolekularen, 
peptidischen Thrombininhibitoren. Die Entwicklung dieser 
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Hirudinderivate zur Gewinnung neuer Wirk- 
stoffe auf dem Gebiet der Antikoagulantien 
wird beispielhaft aufgezeigt und ihre mogli- 
che therapeutische Anwendung erortert. 

1.1. Die Physiologie der Blutgerinnung 

Die Blutgerinnung (Koagulation) muB, 
wenn das BlutgefaBsystem beschadigt wird, 
den Korper vor dem lebensbedrohlichen 
Blutverlust schutzen. Einerseits sind Mecha- 
nismen vorhanden, die die Gerinnungspro- 
zesse auf den Ort der Verletzung konzentrie- 
ren und zeitlich begrenzenL6 - 'I. Andererseits 
sorgt das fibrinolytische System fur den Ab- 
bau von Blutgerinnseln (Thromben) und ge- 
wahrleistet, daB sie nicht zu lebensbedroh- 
lichen Ereignissen wie einer Lungenembolie, 
eineni Schlaganfall oder einen Herzinfarkt 
fuhren ['I. 

Die Blutgerinnung ist ein komplexes Sy- 
stem aus a) zellularen und humoralen Kom- 
ponenten des flieBenden Bluts, b) Kompo- 
nenten der GefaBwand und c) vasomotori- 
schen Reaktionen, die in die Dynamik des 
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Abb. I .  Schematische Darstellung des Gerinnungs- und Fibrinolysegeschehens unter Beriicksichtigung der 
Angriffspunkte von Wirkstoffen blutsaugender Parasiten; modifiziert nach Lit. [140]. 

Blutflusses eingreifen. Die zellularen Bestandteile sind Throm- 
bozyten (Blutplattchen) und Leukozyten, zu den humoralen 
Komponenten zahlen Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren. 
Storungen im Zusammenspiel der Komponenten konnen zu 
Komplikationen fuhren, bei denen das Gleichgewicht sowohl zu 
Gunsten der Blutung als auch der Thrombose verschoben wer- 
den kann. 

Thrombozyten zirkulieren passiv durch die BlutgefaDe, die 
mit einer Schicht von Endothelzellen ausgekleidet sind (Abb. 1). 
Als primare Antwort auf eine GefaDverletzung heften sich die 
Thrombozyten an den Ort der Verletzung, andern ihr Aussehen, 
sekretieren den Inhalt ihrer Speichergranula und aggregieren. 
Der Status der Blutplattchenaktivierung wird durch eine Reihe 
von stimulierenden und inhibierenden Mediatoren modu- 
liert"'. ''I. Die Blutplattchen haben spezifische Rezeptoren auf 
ihrer Plasmamembran, die diese Stimuli aufnehmen und diesen 
Vorgang in eine physiologische Antwort umsetzen" 'I. Bei der 
Adhasion lagern sich die Thrombozyten uber Oberflachen- 

rezeptoren an Proteine der extrazellularen Matrix an, die durch 
die Beschadigung der Endothelzellschicht freigelegt ~ u r d e n [ ' ~ ] .  
Dies fuhrt zur Aktivierung der Blutplattchen, zur Amplifikation 
des auslosenden Signals und zur Vervollstandigung des Platt- 
chenverschlusses. Das Signal kann entweder durch die Freiset- 
zung bereits gebildeter Bestandteile aus den Granula oder durch 
die Neusynthese von bestimmten Substanzen verstarkt werden. 
Granula-Inhaltsstoffe, die das Signal verstirken, sind Serotonin 
und Adenosindiphosphat (ADP), zu den Adhasionsproteinen 
gehoren der von-Willebrand-Faktor (vWF), Fibrinogen und 
Thrombospondin. Der vWF unterstutzt die Adhasion der Platt- 
chen an das Subendothel uber das membranstandige Glycopro- 
tein Ib (GPIb) und bewirkt damit deren Aktivierung. Aus dieser 
resultiert die Anderung der Konformation des Glycoproteins 
IIb-IIIa (GPIIb-IIIa; ein Mitglied der Integrinfamilie), eine not- 
wendige Voraussetzung flir die Aggregation, bei der die Blut- 
plattchen uber Fibrinogenmolekule des Plasmas direkt mitein- 
ander verbruckt werden. 
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Gleichzeitig mit der Zusammenballung der Plattchen werden 
die Ioslichen Komponenten des Gerinnungssystems aktiviert, so 
daR sich ein Fibrinnetz unter EinschluR der Plattchen und ande- 
rer Plasmazellen am Ort der Verletzung bildet. Die Blutgerin- 
nung entspricht einer Abfolge von Zymogenaktivierungen (Sub- 
strataktivierungen), in deren Verlauf die aktivierte Form eines 
Faktors die Aktivierung des nachsten katalysiert. Eine zentrale 
Eigenschaft der Blutgerinnungskaskade ist die Bildung von 
Komplexen aus Proteasen, regulatorischen Proteinen (Cofakto- 
ren) und ihren Substraten (Zymogenen) an Membranoberfla- 
chen, beispielsweise an der Oberflache der PlattchenL6-'. l4l. Da 
die Aktivierung an Membranoberflachen ablauft, wird Throm- 
bin nur am Ort der Verletzung gebildet. Schematisch wird das 
Geschehen je nach Stimulus dem intrinsischen oder extrinsi- 
schen Reaktionsweg zugeordnet, die in einen gemeinsamen Weg 
miinden und die Aktivierung des Gerinnungsfaktors a-Throm- 
bin bewirken. Das Schlusselereignis fur die Initiation der Blut- 
gerinnung ist die Exposition von Thromboplastin (einer Kom- 
ponente des extrinsischen Wegs), dem Cofaktor fur die 
Faktor-VIIa-vermittelte Aktivierung von Faktor IX und Fak- 
tor '1. Durch den Prothrombinasekomplex (Faktor Xa, 
Faktor Va, Phospholipide, Ca2 +-Ionen) aktiviertes Prothrombin 
reagiert an der Oberflache aktivierter Blutplattchen zu Throm- 
bin; dieser Schritt zahlt zum gemeinsamen Reakt ions~eg[ '~] .  

Thrombin nimmt eine zentrale Stellung bei der Blutgerinnung 
ein. Es ubt sowohl enzymatische als auch Hormon-ahnliche 
Funktionen aus, die die Blutgerinnung entweder verstarken 
oder abschwachen["* ''I. Aus der Spaltung des Fibrinogens 
durch Thrombin resultiert Fibrin["], das polymerisiert und die 
Grundlage fur ein Blutgerinnsel (Thrombus) bildet. Fak- 
tor XIIIa, der Fibrinmolekule kovalent miteinander vernetzt, 
wird durch Thrombin aktiviertc2'], ebenso wie in einer positiven 
Feedback-Reaktion die Cofaktor-Proteine V["I und VIII[231. 
Zusatzlich kann Thrombin den Faktor XI (intrinsischer Weg) in 
Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden (aktivierte 
Blutplattchen) aktivieren1241. Thrombin ist der starkste Stimula- 
tor der Plattchenaggregation, die durch die Thrombin-vermit- 
telte Spaltung des Thrombinrezeptors ausgelost ~ i r d [ ~ ~ ,  26J.  

Thrombin ist jedoch auch in antithrombotische Prozesse regula- 
torisch eingebunden. Bindet es an den Endothelzellrezeptor 
Thrombomodulin, so wird seine proteolytische Aktivitat veran- 

dert: Thrombin wird zu einem potenten Aktivator des Pro- 
teins C[", "]. Diese Protease inaktiviert die Cofaktor-Pro- 
teine Va und VIIIa, wodurch die Thrombinbildung gedrosselt 
wird. Die Wechselwirkung von Thrombin rnit Endothelzellen 
fuhrt zur erhohten Freisetzung des Gewebeplasminogenaktiva- 
tors (tPA), der die Fibrinolyse einleitet, oder zur Freisetzung 
von beispielsweise Prostaglandin I, (PGI,) oder Stickstoffmo- 
noxid (NO), die EinfluR auf die Plattchenaggregation haben[291. 
Die enzymatische Aktivitat von Thrombin wird von endogenen 
Inhibitoren kontrolliert. Zu ihnen zahlen a , -Makroglob~l in[~~~,  
die Serpine AT III1"I und der Heparin-Cofaktor II[321. 

Im fibrinolytischen System wird das inaktive Zymogen Plas- 
minogen durch Plasminogenaktivatoren zu Plasmin umgewan- 
delt. Die aktivierte Protease lost Blutgerinnsel auf, indem sie 
Fibrin zu loslichen Fibrinspaltprodukten abbaut. In diesem 
ProzeR sorgt die Anlagerung des Plasminogenaktivators und 
von Plasminogen an der Fibrinoberflache fur die optimale Akti- 
vierung des Plasminogens und fur die notwendige Nahe zum 
Substrat Fibrin[']. Die Fibrinoberflache schutzt zusatzlich Plas- 
min vor der Inaktivierung durch cc,-Antipla~rnin~~~~, denn mit 
dem Blutstrom fortgefiihrtes Plasmin wird rasch durch diesen 
Inhibitor inaktiviert. Hohe Konzentrationen von Plasmin im 
Blut fiihren zum Verbrauch von a,-Antiplasmin sowie - durch 
Abbau der Gerinnungsfaktoren V und VIII und des Fibrino- 
gens ~ zu einer Blutung~neigung[~~l. 

1.2. Blutegel-Inhaltsstoffe: ein gezielter Eingriff in die 
Blutgerinnungskaskade 

Die Adhasion und Aggregation der Blutplattchen sind ein 
wichtiger Angriffspunkt bei der Entwicklung antithrombotisch 
wirksamer S ~ b s t a n z e n [ ~ ~ ,  361. Die Blutegelwirkstoffe greifen in 
die unterschiedlichen Reaktionsschritte, an denen Blutplattchen 
beteiligt sind, ein. Das leech antiplatelet protein (LAPP) des 
Blutegels Haementeria officinalis (Tabelle 1 )  inhibiert die Adha- 
sion der Plattchen an Kollagen sowie die Kollagen-vermittelte 
Aggregation[37. 381. Das Protein Calin des Blutegels Hirudo me- 
dicinalis unterbindet hingegen die Adhasion von Blutplattchen 
an subendotheliale S t r~k tu ren [~ '~ ,  wahrend das Protein Mou- 
batin der Zecke Ornithodoros moubata spezifisch die Kollagen- 

Tabelle 1. Ubersicht iiber gerinnungshemmende und fibrinolytische Wirkstoffe blutsaugender Parasiten. 

Wirkstoff Herkunft M/kDa Aktivitit Wirksamkeit Lit. 

Hirudo merlicinulir I Thrombininhibitor K j  = 27 fM [61, 881 Hirudin 
Haemadin Hueinudipsa Jylvestris 
Rhodniin Rhodnius prolixus 
Antistasin Huemenifria o f ~ ~ i r ~ a ~ j s  15 
Tick anticoagulant Ornirhodoros moubuta 6.8 Faktor-Xa-Inhibitor 
peptide (TAP) 
Decorsin Mucrobdellu decora 
Leech antiplatelet Huementeriu officinulis 16 
protein (LAPP) der Kollagen-induzierten Pkttchenaggregation 
Calin Hirudo medicinalis 55 Inhibition der Plittchenadhlsion 
Moubatin 
Hementin Huementeriu ghiliunii 120 

5.2 Thrombininhibitor K,  = 100 f M  [721 
11.1 Thrombininhibitor K,  = 203 f M  [731 

Faktor-Xa-Inhibitor K,  = 0.4 n M  11351 
K,  = 0.5 n M  [I361 

4.4 Inhibition der ADP-induzierten Plattchenaggregation IC,, = 500 nM P O I  

[a1 1141 

Inhibition der Adhasion von Plattchen an Kollagen sowie IC,, = 60 nM [12, 131 

Ornithodoros moubata 17 Inhibition der Kollagen-induzierten Pllttchenaggregation IC,, = 50 n M  [15, 161 
Spaltung von FibrinogeniAuflosung K,,, = 1 pM [54, 551 

PkIminogenaktivdtor der Desmodus rotundus 49 Aktivierung des Plasminogens/Einleiten der Fibrinolyse k,,,/K,,, = 4 oder [49, 511 
plittchenreicher Gerinnsel 

Vampirfledermaus (Bat-PA) 1 7 4 0 0 0 ~ ~ ' s ~ '  in Ah- bzw. 
Anwesenheit von Fibrin 

[a] Keine Angaben. 
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vermittelte Aggregation i~~hibiert[~".  411. Die bedeutende Rolle 
des Glycoproteins GPIIb-IIIa fur die Aggregation zeigt sich bei 
Patienten mit dem Glan~mann-Syndrom[~~]. Als Folge eines 
angeborenen Defekts oder eines Mangels an funktionellem 
GPIIb-IIIa binden die Plattchen kein Fibrinogen und aggregie- 
ren n i ~ h t [ ~ ~ ] .  Da diese Reaktion fur alle Stimuli dem gemeinsa- 
men Weg der Plattchenreaktion entspricht, werden GPIIb- 
IIIa-Antagonisten als vielversprechende antithrombotische 
Wirkstoffe angesehen[441. Der mexikanische Blutegel Macrob- 
della decora verfugt iiber das Protein Decorsin, das als Antago- 
nist von GPIIb-IIIa die Plattchenaggregation i ~ ~ h i b i e r t ' ~ ~ ] .  Die 
antagonistische Wirkung dieses Proteins wird uber das Arg- 
Gly-Asp(RGD-)Sequenzmotiv vermittelt, wie es auch fur Disin- 
tegrine aus Schlangengiften bekannt i ~ t ' ~ ~ ] .  Urspriinglich wurde 
die RGD-Sequenz als adhasives Motiv von Fibronektin ent- 
decktt4']; sie kommt auch in den im Plasma zirkulierenden Pro- 
teinen Fibrinogen, vWF und Vitronektin vor. Die Wirkstoffe, 
die in die Reaktionen der Plattchen eingreifen, konnten viel- 
leicht bei der Behandlung von instabiler Angina, akutem Herz- 
infarkt, Schlaganfall und als unterstutzende MaRnahme bei der 
Thrombolysetherapie angewendet ~ e r d e n [ ~ ~ , ~ ~ ] .  Hinsichtlich 
der therapeutischen Verwendung solcher Proteine und Peptide 
bleibt allerdings die Frage offen, welche Wirkungen die friihen 
Phasen der Plattchenreaktionen, die nicht durch GPIIb-IIIa- 
Antagonisten gehemmt werden, auf die Gerinnung ausiiben. 

Das Ziel der therapeutischen Anwendung von Plasminogen- 
aktivatoren ist das Wiederdurchgangigwerden (Rekanalisation) 
thrombosierter GefaRe, 2.B. nach einem Herzinfarkt. Ein Pro- 
blem dieser Therapie mit den heute verfiigbaren Plasmino- 
genaktivatoren (Gewebeplasminogenaktivator, einkettiger Plas- 
minogenaktivator vom Urokinasetyp, Streptokinase, Antistre- 
plase) besteht darin, daB das fibrinolytische System gleichzeitig 
systemisch aktiviert wird, wodurch a,-Antiplasmin verbraucht 
wird und unerwiinschte Reaktionen des Plasmins resultieren. 
Obwohl tPA seine Aktivitat Fibrin-abhangig entfaltet, ist in 
diesem Falle nicht nur die therapeutisch notwendige Dosierung, 
sondern auch die zusatzliche Stimulierung der tPA-Aktivitat 
durch Fibrinspaltprodukte fur diese Effekte verantw~rtl ich[~~' .  
Die Vampirfledermaus Desmodus rotundus hat Plasminogenak- 
tivatoren (Bat-PA) (siehe Tabelle I), die in vitro ihre Aktivitat 
selektiv in Gegenwart von Fibrin entfalten[50v 511. Es wird daher 
erwartet, daB sich diese im Vergleich zu humanem tPA bis zu 
600fach hohere Fibrinselektivitat auch in den pharmakologi- 
schen Eigenschaften von Bat-PA bei der Thrombolysetherapie 
wider~piegelt[~~]. Der Vorteil der hoheren Fibrinselektivitat 
konnte jedoch durch den nicht humanen Ursprung dieser Pro- 
teinase und der damit verbundenen Gefahr von Immunreaktio- 
nen abgeschwacht werden. In einem Thrombosemodell wurden 
experimentell verschlossene Femoralarterien von Kaninchen 
durch Bat-PA rasch rekanalisiert, ohne systemische Effekte wie 
die Fibrinogenolyse oder den Plasminogenmangel auszulo- 
senIS3]. Bat-PA konnte daher die Sicherheit und die Effektivitat 
einer Thrombolysetherapie erhohen, da die beim Menschen auf- 
tretenden, negativen Nebeneffekte bisher genutzter Thromboly- 
tica im Tiermodell nicht ausgelost werden. Diese Ergebnisse 
sollten jedoch zunachst nicht iiberbewertet werden, da sich die 
rnit tPA in Tierversuchen erzielte Fibrinselektivitat bei der An- 
wendung beim Menschen nicht be~tatigte[~']. Daruber hinaus 
ist die hohe Fibrinselektivitat von Bat-PA noch keine Garantie 

fur ein vermindertes Blutungsrisiko, da es auch moglich sein 
konnte, daB die ausschlieBlich auf Gerinnsel ausgerichtete Se- 
lektivitat den notwendigen hamostatischen VerschluB auflost. 
Grundsatzlich besteht bei der Anwendung der Plasminogenak- 
tivatoren die Gefahr der Freisetzung von Thrombusgebunde- 
nem Thrombin, die zu einem erneuten Einsetzen der Gerinnung 
und insbesondere die Aktivierung der Plattchen durch Spaltung 
des Thrombinrezeptors fiihren kann[25, 26].  Begleitende anti- 
thrombotische MaRnahme wirken sich daher in jedem Falle 
positiv auf eine Thrombolyse aus[551. 

Je nachdem, wie ein Gerinnsel entsteht, bilden sich plattchen- 
reiche oder erythrozytenreiche Gerinnsel. Das Enzym Hemen- 
tinLs6] des im Amazonasgebiet vorkommenden Blutegels Hue- 
menteria ghilianii (siehe Tabelle 1) lost spezifisch und effektiv 
plattchenreiche Thromben a ~ f ' ~ ~ ] .  Da tPA in therapeutischer 
Dosis relativ ineffektiv gegeniiber plattchenreichen Gerinnseln 
i ~ t [ ~ ~ ] ,  konnte Hementin aufgrund seiner Eigenschaft die heute 
eingesetzten Thrombolytica erganzen. 

Die Bildung von Thrombin in der Blutgerinnungskaskade ist 
Ursache jeder Gerinnselbildung. Eine Reihe von Blutegeln und 
Zecken haben sehr potente Inhibitoren (siehe Tabelle l),  um 
dieses Schliisselenzym (Hirudin, Haemadin, Rhodniin) oder den 
Thrombinaktivator Faktor Xa (Antistasin, tick anticoagulant 
peptide (TAP)) zu kontrollieren. Diese Inhibitoren haben sich 
bereits in vivo in einer Reihe von arteriellen und venosen 
Thrombosemodellen b e ~ i i h r t [ ~ ~ - ~ ~ ]  . Na ch einer ausfuhrlichen 
Darstellung der Thrombin/Hirudin-Komplexbildung und der 
Entwicklung von Hirudinmimetica werden pharmakologische 
Aspekte dieser Inhibitoren besprochen (siehe Abschnitt 4). 

2. Thrombin/Hirudin-Komplexe: Hirudin, 
das Basismolekul einer neuen Klasse von 
Serinproteaseinhibitoren 

Basierend auf der Pr imar~t ruktur [~~ -651 des aus 65 Amino- 
saureresten bestehenden Hirudins 1aDt sich das Molekiil in zwei 
Bereiche einteilen : eine N-terminale, durch drei Disulfidbriik- 
ken verkniipfte Domane und einen C-terminalen Bereich, der 
einen hohen Gehalt an sauren Aminosaureresten aufweist 
(Abb. 2A). Ein zusatzlicher saurer Rest wird durch die post- 
translationale Bildung eines Tyrosinschwefelsaureesters y an 
Position 63 e r z e ~ g t [ ~ ~ .  66* 671. Mehr als 20 Prirnarstrukturen von 
Hirudinformen wurden bislang a ~ f g e k l a r t l ~ ~ ,  67 - '"I, die sich 
teilweise nur in wenigen Resten unterscheiden ; die minimale 
Sequenzidentitat betragt 65 % (Abb. 2 B). In der Gattung der 
Hirudinidae wurden Inhibitoren vom Hirudintyp auch aus der 
Egelart Hirudinaria isoliert und k l ~ n i e r t [ ~ ~ *  ''I. Der Thrombin- 
inhibitor Haemadin aus Haemadipsa sylvestris (Gattung Hue- 
madipsidae) ist mit 57 Aminosaureresten der bislang kurzeste, 
natiirliche vorkommende Thrombininhibitor. Seine Sequenz- 
identitat zu Hirudin ist zwar nur gering (Abb. 2 B), er kann aber 
aufgrund gemeinsamer Strukturmerkmale demselben Inhibitor- 
typ zugerechnet ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  

Die Aufklarung der Primarstruktur von Hirudinformen IieB 
die Klonierung einer cDNA von Hirudin zu[743 sowie die chemi- 
sche Synthese von entsprechenden  gene^^"^, 761. Die gentechno- 
logische Gewinnung des Proteins ermoglichte Untersuchungen 
zur Struktur des Inhibitors in Losung, die Aufklarung der 
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2.1. Die dreidimensionale Struktur des 
Thrombinlr-Hirudin-Komplexes 

6 Thrombin wird aufgrund seiner Homologie zu Trypsin und 
Chymotrypsin der Klasse der Trypsin-ahnlichen Serinproteasen 
zugerechnet. Wie Trypsin weist Thrombin eine Spezifitat gegen- 
iiber basischen Aminosaureresten in der PI -Position von Sub- 
straten auf. Es kann eine Reihe von kleinen Peptidsubstraten 
spalten, zeigt jedoch eine ausgepragte Spezifitat in bezug auf 
rnakromolekulare Substrate. Die strukturelle Grundlage fur die 
Substratspezifitat wurde bereits aus der dreidimensionalen 
Struktur von Thrombin im Komplex mit dem Inhibitor D-Phe- 
Pro-Arg-Chlormethylketon (PPACK-Thrombin) ersichtlich 

B (Abb. 3)[771. Das aktive Zentrum rnit seinen katalytisch 
10 20 30 4 0  50 6 0  wirksamen Aminosaureresten verlauft (bezogen auf Abb. 3 

und 4) in West-Ost-Richtung unter Bindung des Substrats vom 
N- zum C-Terminus. Nach Osten hin geht das aktive Zen- 
trum in eine Furche iiber, die Fibrin(ogen)-Bindungsstelle 
(FBS). Die katalytische Triade Ser195-His57-Asp102 unter- 

A 

1: ~ - - - - C T E S - G Q N L C E G S N V C O Q O N K C I L O S D F E E I P E E - Y L Q  
2 :  Im-. . - C T E S - G Q ~ L C E O S N V C G K G ~ c I U ; S ~ W ~ ~ V I G E ~ ~ P K P ~ s ~ ~ D F E p ~ ~ E D A y D E  

3 : MRYTA- - - -CTES -GQNQc ICEGNDVCoQoRNCQFDSSG- K- KCVEGEGt RKPQNEGQHDFDPIPEE- YLS 
4 :  VS~----CTES-GQNYCLCVOONLCGGGIMCEMDGSG--NKCMGEOTPKPKSaTEGDPEEIPDEDILN 

5 :  IRFG~KVFCPCGEVGYECC -GEKICLYGQSCN- - -  - - -DGQc- SOD- -PKP-SSEFEEFEIDEEEK scheidet sich nicht "on der anderer Trypsin-ahn]icher Serinpro- 
Abh. 2. Primarstrukturen von Thromhininhibitoren des Hirudintyps aus Blut- 
egeln. A) Vollstandige, kovalente Struktur von Hirudin [65]; * : der Aminosaurerest 
Tyr63 ist in den natiirlich vorkommenden Hirudinen posttranslational rnit einem 
Sulfat verestert. B) Vergleich der Sequenzen der Isoformen 1-5 des Hirudins aus 
Hirudomedicinalis (1,2) [64, 671, Hirudinariamanillensis (3,4) 171, 721 und Haema- 
dipsa sylvestris ( 5 )  [73] (y : Tyrosinschwefelsaureester; t: 0-Glycosylierung an Thre- 
onin). Das Haemadin ( 5 )  weist eine nur geringe Sequenzidentitat gegeniiber den 
anderen Inhihitoren auf. Es kann aber aufgrund gemeinsamer Strukturmerkmale 
den Inhihitoren vom Hirudintyp zugerechnet werden [73]. 

teasen, do& fuhren Insertionen, bezogen auf Trypin, zur Ver- 
tiefung llnd Verengung der Struktur des aktiven Zentrums. 
Dieses wird nach Norden hin durch die (Tyr-Pro-Pro-Trp)- 
Schleife und nac., Sjjden hin durch die ~ ~ ~ l 4 8 - ~ ~ h l ~ i f ~  ( ~ 1 ~ 1 4 6  
bis Gb149D[*' such Y-LooP genannt) begrenzt (Abb. 4). 
Diese zusatzlichen Strukturelemente determinieren zum Tei] die 
Spezifitat von Thrombin, in dem manche Proteinsubstrate - 
sterisch bedingt - ausgeschlossen werden. Aus Bindungsstudien 
an Modellen wurde ersichtlich, darj die ,,kanonischen Protease- 
inhibitoren'' insbesondere mit der starren (Tyr-Pro-Pro-Trp)- Struktur des Komplexes aus Thrombin und Hirudin durch 

Rontgenstrukturanalysen an Proteinkristallen und die kineti- 
der Thrombin/Hirudin-Komplexbildung mit 

Hilfe von Hirudinmutanten. Im folgenden werden Hirudinmu- 
tanten als XnY-Hirudin bezeichnet, wobei der Aminosaure- 
reste X (Einbuchstaben-Nomenklatur) an Position n durch den 
Aminosaurerest Y ersetzt wurde. 

[*I Die Nomenklatur der Aminosaurereste erfolgt nach Lit. [ 7 7 ] ,  Die Numerierung 
gibt die topologisch aquivalenten Reste des Chymotrypsins an. Bei Insertionen 
beziiglich des Chymotrypsins wird von der entsprechenden Position ausgehend 
(2.B. Thr149) diese Nummer mit dem dazugehorigen Rest (hier: Gly) und einem 
angefiigten A, B, C usw. (je nach Reihenfolge innerhalb der eingefiigten Amino- 
saurereste; hier D) angegehen. 

Abb. 3. Blick in das aktive Zentrum von humanem Thrombin; Stereodarstellung aus Lit. [77]. Die durch Punkte dargestellte Molekiiloherfliche (dot 
surface) reprasentiert denjenigen Anteil an van-der-Waals-Radien von Oherflachenatomen, der rnit Losungsmittelmolekiilen in Kontakt treten kann 
(Connolly-Oberflache) [141]. Dunkelblaue, orangerote oder hellhlaue Oberflachen gehen basische, saure oder andere Aminosaurereste an. Der 
peptidische, irreversible Inhibitor D-Phe-Pro-Arg-Chloromethylketon (orangerot) 1st im aktiven Zentrum gehunden. Die Seitenkette des Argininrests 
dieses Inhibitors dringt in die Spezititatstasche S1 ein. Die Erkennung makromolekularer Substrate erfolgt iiber die Fibrin(ogen)-Bindungsstelle, einer 
Furche entlang der Thrombinoberflache, die in Verlangerung des aktiven Zentrums in West-Ost-Richtung verlauft. 
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Bindungsstellen auf der Thrombinoberfla- 
che, aus Lit. [106]. Oben: Darstellung der Aminosaurereste, die an der Bildung der 
Bindungsstellen beteiligt sind; unten: Einteilung der Oberflache in funktionelle 
Bereiche. v = aktives Zentrum; S1 -S6 = Spezifitatstaschen, die N-terminal zur 
Spaltstelle angeordnet sind; A = Aryl-Bindungsstelle; F = Fibrin(ogen)-Bindungs- 
stelle; H = vermutliche Heparin-Bindungsstelle; G = Glycosylierung ; S1'- 
S4' = vermutliche Spezititatstaschen, die C-terminal zur Spaltstelle angeordnet 
sind; C = chemotaktisch wirkender Bereich; R = Arg-Gly-Asp-Sequenz. Der 
KompaB definiert die Orientierung relativ zum aktiven Zentrum. 

Schleife kollidieren wurden, woraus sich ihre schwache Wechsel- 
wirkung rnit Thrombin ableiten laDt[781. Die primare Spezifi- 
tatstasche S1 weist an ihrem Boden einen Asparaginsaurerest 

(t-Asp189)'*I auf, der Salzbriicken rnit den positiv geladenen 
Seitenketten basischer P1-Reste eingeht. Die hydrophobe S2- 
Tasche ist geeignet, um unpolare Reste mittlerer GroDe (Pro, Ile, 
Ala, Val) aufzunehmen; sie geht uber in eine weitere hydropho- 
be Tasche (Aryl-Bindungstasche A), die speziell mit aromati- 
schen Resten Wechselwirkungen eingehen kann (Abb. 4). Fur 
die Spaltung von makromolekularen Substraten wie dem Fibri- 
nogen ist die ausschlieBliche Wechselwirkung mit dem aktiven 
Zentrum von Thrombin nicht ausreichend; sie bedarf zusatzlich 
der Erkennung iiber die FBSI7'- 811. Diese Bindungsstelle wird 
aus einer Anhaufung positiv geladener Aminosaurereste der 
Peptidketten t-Phe34- t-Leu41 und t-Lys70-t-Glu80 gebildet 
(Abb. 4). 

In den Komplexen aus Serinproteasen und Inhibitoren, die 
nach einem ,,kanonischen Muster" miteinander reagieren, bil- 
det sich zwischen den Aminosaureresten einer an der Oberflache 
des Inhibitors gelegenen Peptidschleife (reactive site loop) und 
dem aktiven Zentrum des Enzyms eine antiparallele P-Faltblatt- 
struktur aus. Die Tertiarstruktur dieser Peptidschleife ist bei 
Inhibitoren einer Familie (z.B. Kazal, Kunitz etc.) konserviert. 
Die Konformation der an der Oberflache liegenden Schleife ist 
sowohl in der freien als auch in der gebundenen Form nahezu 
identisch und man nimmt an, daB die Stabilisierung der Konfor- 
mation uber Wechselwirkungen rnit dem Kernbereich des Inhi- 
bitors zu den stabilen Enzym/Inhibitor-Komplexen fiihrt[82]. 
Die Peptidschleife wird vom Zielenzym ahnlich wie ein Substrat 
koordiniert. Sie enthalt eine hydrolysierbare Peptidbindung 
(Pl-Pl'), deren PI-Aminosaureseitenkette die primare Spezifi- 
tat eines Inhibitors fur eine Protease b e ~ t i m m t [ ~ ~ ] ,  da die Seiten- 
kette des P1-Aminosaurerests hierbei in die Spezifitatstasche 
(Sl) der Zielprotease bindetL8']. 

Die Struktur des Thrombin/r-Hirudin-Komplexes im Kristall 
zeigt, daB Hirudin im Gegensatz zu den kanonischen Inhibito- 
ren von seiner Reaktionsweise her ein bivalenter Inhibitor 
istLS4, 851. Hirudin geht einerseits Kontakte rnit dem aktiven 
Zentrum und andererseits rnit der FBS von Thrombin ein 
(Abb. 5 ) .  Im Komplex liegt die disulfidverbriickte N-terminale 
Domane (Reste 1-48) uber dem aktiven Zentrum des Throm- 

[*] Das vorangestellte t- kennzeichnet Aminosaurereste des Thrombins 

Abb. 5 .  Stereodarstellung der Struktur des Thrombin/r-Hirudin-Komplexes. Ein Ausschnitt der Thrombinstruktur ist grun, die Hirudinstruktur blau 
dargestellt . Der N-terminale Bereich des Inhibitors (h-Tyr3 - h-Lys47) faltet zu einer globularen Domane (links), wahrend der C-Terminus des Hirudins 
in ausgestreckter Form entlang der FBS des Thrombins verlauft und in einer kurzen 3,,-Helix endet. Die Orientierung des Thrombins entspricht derjenigen 
in den Abbildungen 3 und 4. 
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bins und verhindert damit den Zugang von Substraten zum 
aktiven Zentrum. Die C-terminale Kette von r-Hirudin, die in 
Losung vollig ungeordnet vorliegt[86, 871, nimmt im Kornplex 
eine gestreckte Konformation an und ist in einer langen Furche 
entlang der Oberflache des Thrombins, positioniert, und zwar 
entlang der FBS. 

Der N-Terminus des Inhibitors hat im Komplex im wesentli- 
chen die gleiche Struktur wie in Losung (NMR-spektroskopisch 
ermittelt)[86s 871. Die N-terminalen Reste h-Ilel [*]-h-Thr4 drin- 
gen in das aktive Zentrurn von Thrombin ein (Abb. 6), wobei 
die Reste von h-Ilel L-h-Tyr3 ein paralleles P-Faltblatt mit den 

schen h-Asp5 und t-Arg221-A orientiert. Der groljte Teil der 
N-terminalen Domane wechselwirkt nicht rnit cc-Thrombin. Von 
den 48 N-terminalen Resten sind 15 direkt in 103 Kontakte 
kleiner 4 8, einbezogen, wobei 41 dieser interrnolekularen Kon- 
takte auf das N-terminale Tripeptid des Hirudins zuriickzufiih- 
ren ~ i n d [ ~ ~ ] .  

Der in einer gestreckten Konformation vorliegende, 3.7 nm 
lange, C-terminale Bereich des r-Hirudins besetzt rnit den Posi- 
tionen 48-65 die FBS (Abb. 5 und 7). Bedingt durch einen 
Knick in der Peptidkette bei h-Asp55 1aDt er sich in zwei Einhei- 
ten von 1.8 nm und 1.9 nm Lange unterteilen. Die C-terminale 

Abb. 6. Der Hirudinbereich h-Ilel -h-Thr4 (dicke Linien; Nomenklatur der Hirudinreste siehe Abb. 4), umgeben von 
Aminosaureresten des Thrombins (diinne Linien), die zusammen rnit der Connolly-Oberflache (siehe Abb. 3) und Wasser- 
molekiilen (Kreuze) dargestellt sind. Die weiBe Flache um h-Thr2 markiert den Eingang zur S1 -Tasche, die im Thrombin/ 
r-Hirudin-Komplex nicht durch eine Aminosaureseitenkette des Inhibitors ausgefiillt wird. Der Aminosaurerest h-Ilel 
besetzt die hydrophobe S2-Tasche des Thrombins, seine ar-Aminogruppe ist im Wasserstoffbriickenabstand zu t-His57 (NE) 
und t-Ser295 ( 0 7 ) ;  Stereoabbildung aus Lit. [82]. 

Peptidkette beginnt rnit einer Po- 
lyprolin-11-Helix von h-Pro46-h- 
Pro48, gefolgt von den Resten h- 
Glu49-h-His51, die Salz- und 
Wasserstoffbriicken rnit Throm- 
bin eingehen; die folgenden drei 
Reste konnen wegen der geringen 
Auflosung der Elektronendichte- 
karte nicht naher beschrieben wer- 
den. In diesern Peptidsegment 
kommt es zu 33 intermolekularen 
Kontakten kleiner 4 8, mit Throm- 
bin. Die Konformation der Reste 
h-Asp55-h-Pro60 ist ebenfalls ge- 
streckt (1.5 nm Lange). Der C- 
Terminus endet rnit einer 3,,-He- 
lix, die von den Aminosaureresten 
h-Glu6l-h-Leu64 gebildet wird. 
Die Kontakte mit dem Enzym be- 
ruhen teils auf ionischen Wechsel- 
wirkungen zwischen den sauren 

Gln65) und basischen Resten der 
(h-A~p55, h-Glu57, h-Glu58, h- 

Thrombinresten t-Ser214-t-Gly219 erzeugen. Die freie a-Ami- 
nogruppe des N-Terminus von r-Hirudin bildet Wasserstoff- 
brucken rnit dem an der Katalyse beteiligten Hydroxysauer- 
stoffatom des t-S195-Rests und weiterhin mit dem Carbonyl- 
sauerstoff der t-Ser214-Einheit. Die Seitenkette von h-Ilel be- 
setzt die hydrophobe S2-Tasche, und der Phenylring des h-Tyr3- 
Rests paDt sich in die Aryl-Bindungsstelle ein (Abb. 6). Be- 
merkenswerterweise bleibt die 
Spezifitatstasche S1 unbesetzt. h- 
Thr2 ist zwar am Eingang dieser 
Tasche lokalisiert, doch ist die Sei- 
tenkette zu klein, um deutlich in 
diese Tasche einzutauchen. Intra- 
molekulare Wasserstoffbrucken- 
bindungen zwischen der &-Amino- 
gruppe des h-Lys47-Rests und 
h-Thr4 oder h-Asp5 konnten die 
Freiheitsgrade der N-terminalen 
funf Aminosaurereste einschran- 
ken. Das N-terminale Tripeptid 
wird im Komplex in seiner Posi- 
tion durch eine Salzbrucke zwi- 

FBS, teils auf nichtionischen (h-Phe56, h-Ile59, h-Pro60, h- 
Tyr63, h-Leu64). Von den C-terminalen elf Aminosaureresten 
gehen acht Reste 81 Kontakte kleiner 4 8, mit Thrombin ein. 

Die Struktur des Thrornbin/r-Hirudin-Komplexes ist einem 
vollkommen neuartigen, bivalenten Inhibitortyp zuzuordnen. 
Daher war es auch von biochemischem Interesse, den Mechanis- 
mus der Komplexbildung naher zu untersuchen. 

['I Das vorangestellte h- kennzeichnet Ami- 
nosiurereste von Hirudin. 

Abb. 7. Fibrin(ogen)-Bindungsstelle von Thrombin (dunne Linien) und C-ternmaler Bereich des Hirudins (dicke Linien) 
im Thrombin/r-Hirudin-Komplex, Stereoabbildung aus Lit. [82]. Die Struktur des Thrombins ist zusammen mit der 
Connolly-Oberfliche dargestellt. 
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2.2. Die Bildung des Thrombin/Hirudin-Komplexes 

Untersuchungen zur Rolle einzelner Aminosaurereste oder 
von Strukturbereichen der Molekiile in bezug auf die Komplex- 
bildung wurden teilweise vor der Rontgenstrukturanalyse mit 
r-Hirudinmutanten und Hirudinfragmenten, chemisch oder en- 
zymatisch modifizierten Thrombinformen, Peptidantikorpern 
gegen Bereiche des Thrombins und chemischen modifizierten 
Aminosiiureresten von Enzym/Inhibitor-Komplexen durchge- 
fuhrt. Sie vermittelten bereits ein schematisches Bild von der 
Bildung des Thrombin/Hirudin-Komplexes. Im folgenden sol- 
len Untersuchungen im Kontext mit der Struktur des Komple- 
xes diskutiert werden, die zum Verstandnis des Bildungsmecha- 
nismus notwendig sind. 

Naturliches Hirudin reagiert rasch rnit a-Thrombin (ken = 

4 x 10' M - ~  s-') zu aquimolaren 1 : 1-Komplexen (Ki = 2.7 x 
M)[*']. Hirudin ist als Thrombin-spezifischer Inhibitor 

anzusehen, auch wenn kurzlich das Gerinnungsenzym Fak- 
tor Xa mit einer Inhibitionskonstante Ki von ca. 3 x M ge- 
hemmt wurdeL8 'I. 

Studien zur Kinetik der Thrombin/Hirudin-Komplexbildung 
zeigen, daB Hirudin ein kompetitiver Inhibitor istfS8l. Dies ist in 
Einklang mit der Struktur des Komplexes im Kristall, die die 
gleichzeitige Bindung des Substrats und der drei N-terminalen 
Reste des Hirudins ausschlierjt (siehe Abb. 5)[841. Da die appa- 
rente Assoziationsgeschwindigkeitskonstante k,, von der Io- 
nenstarke, nicht aber von der Substratkonzentration abhangig 
ist, wurde ein Reaktionsmechanismus rnit mindestens zwei 
Schritten postuliert[88s "1. Die Aufklarung der Reaktions- 
schritte gelang durch Stopped-Flow-Messungen rnit r-Hiru- 
din["l. Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt be- 
steht in der Anlagerung des C-Terminus von Hirudin an Throm- 
bin. Fur diesen bimolekularen Schritt wurde eine Ge- 
schwindigkeitskonstante von 2.9 x 10* M-' s- '  ermittelt. Nach 
einer Konformationsanderung reagiert im dritten Schritt der 
N-Terminus rnit dem aktiven Zentrum. Fur den Zerfall des 
Komplexes ist die Dissoziation des N-Terminus geschwindig- 
keitsbestimmend. 

Die freie Bindungsenthalpie der Reaktion zwischen r-Hirudin 
und a-Thrombin (AG, = -75 kJmol-') setzt sich nahezu aus 
der Summe der freien Bindungsenthalpien des N-terminalen 
(AGB = - 45.2 kJmol-l) und des C-terminalen (AGB = 

- 32.6 kJmol- ') Hirudinfragments (Hirudin(1-51) und Hiru- 
din(52-65)) z~sammen[~ '*~ ' I ,  d. h. die Bindung des einen Frag- 
ments ubt keinen groBen kooperativen Effekt auf die Bindung 
des anderen C-terminale Peptide modulieren jedoch 
die amidolytische Aktivitat des Thrombins gegenuber Tripepti- 
d y l s u b ~ t r a t e n [ ~ ~ - ~ ' .  921. Die Peptide wirken je nach Lange und 
Substrat als hyperbolische Inhibitoren oder Aktivatoren, d. h. es 
werden katalytisch aktive, ternare Enzym/Substrat/Peptid- 
Komplexe gebildet. In Gegenwart des C-terminalen Peptids Hi- 
rudin(52-65) ist die Michaelis-Konstante fur das Tripeptidyl- 
substrat zwei- bis vierfach niedriger und die Wechselwirkung 
mit dem N-terminalen Fragment um 2-3 kJmol-' begiin- 
~ t i g t r ~ ~ ] .  Die Bindung C-terrninaler Hirudinpeptide fuhrt zu 
Konformationsanderungen in der y-Schleife von Thrombin, 
ebenso wie die Bindung von Inhibitoren, die auf das aktive 
Zentrum gerichtet ~ind['~I. DaD die Kommunikation zwischen 
der FBS und dem aktiven Zentrum iiber Konformationsande- 

rungen der y-Schleife erfolgt, ist allerdings noch nachzuwei- 
sen[931. Bei der Spaltung des Fibrinogens verhalten sich die C- 
terminalen Peptide wie kompetitive Inhibitoren, was auf eine 
sich ausschlienende Wechselwirkung rnit der FBS hindeu- 
tetfS0. N-terminale Hirudinfragmente verhalten sich envar- 
tungsgemarj als kompetitive Inhibitoren der Spaltung von Fibri- 
nogen und von Tripeptidylsubstraten["~ 811. 

Experimente rnit verkurzten Hirudinformen wiesen bereits 
auf die Bedeutung des intakten N-Terminus fur die Komplex- 
bildung hinf941. Der Beitrag der N-terminalen drei Aminosaure- 
reste wurde durch gerichtete Mutagenese ~ntersucht [ '~  -y71.  Die 
zwei N-terminalen Positionen, die in allen naturlichen Hirudi- 
nen verzweigte, hydrophobe Aminosaurereste einnehmen, 
tolerieren den Austausch gegen andere Aminosaurereste in un- 
terschiedlichem MaBe. Ein Vergleich der freien Bindungsenthal- 
pien der naturlichen Hirudine mit denen der entsprechenden 
Doppelmutanten weist auf keinen kooperativen Effekt bei der 
Bindung der beiden Reste hinfY7l, den man im Falle einer Wech- 
selwirkung der Reste untereinander oder be1 einem veranderten 
Reaktionsmechanismus erwarten wurde. Der Austausch der 
beiden N-terminalen Valinreste gegen Glycin bedingt die Er- 
niedrigung der freien Bindungsenthalpie um 20.6 kJmol- ; dies 
durfte der maximale Beitrag zur Komplexbildung sein (Ta- 
belle 2). Bemerkenswert ist die V2R-Mutante, die infolge der 

Tabelle 2. Kinetische Parameter der Inhibition von a-Thrombin durch r-Hirudin- 
mutanten rnit substituierten N-Termini [a]. 

Inhibitor lo-' x kan/ 10' x k,,,/ 10" x Ki/ - AG8/ AAG,/ Lit. 
s- ' M kJmol-' kJrnol-' M - l  - 1  

Hirudin 
r-Hirudin 
VIG 
V2G 
V1,2G 
V2R 
Y3A 
Y3F 

~~ 

4.7 0.98 0.021 
1.37 3.17 0.237 
1.43 38.2 2.61 

141.0 
694.0 

30.9 
1.15 0.31 0.027 

0.03 
(0.18) PI 

81.0 
75.0 
68.8 
58.5 
54.4 
80.6 
62.4 
76.9 
(72.8) [bl 

1901 
~901 

6.2 [971 
16.5 [97] 
20.6 [95] 
-5.6 [97] 
12.6 [97] 
-4.1 [96] 

[a] Die Anderung der freien Enthalpie fur die Bildung von Komplexen aus 
Thrombin und Hirudin (hier als freie Bindungsenthalpie AG, bezeichnet) wurde 
nach der Gleichung AGB = R71nKx berechnet. Die Anderung von ACE fur eine 
bestimmte Mutante (AAG,) wurde relativ zur freien Bindungsenthalpie von r- 
Hirudin definiert. Der Unterschied in der freien Bindungsenthalpie fur eine Doppel- 
mutante an den Positionen x und y kann uber die Gleichung AAG,,,,,, = 
AAG,,,, + AAGBry, + AAG, mit denen der entsprechenden Einzelmutanten korreliert 
werden [142]. AAC, ist ein MaB fur die Kooperativitat zwischen den beiden Stellen 
und kann entweder positiv cder negativ sein. [b] Die Werte fur r-Hirudin aus 
Lit. [96] sind in Klammern gesetzt. 

kleineren Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation einen 
um eine Zehnerpotenz niedrigeren Ki-Wert als r-Hirudin auf- 
weist. Nach Molecular-Modeling-Studien darf man annehmen, 
dai3 der Argininrest in die Spezifitatstasche eindringt und eine 
Salzbrucke zu t-Asp189 bildet[y71. Diese Wechselwirkung sollte 
man aufgrund der Homologie auch fur die naturlich vorkom- 
menden Thrombininhibitoren aus Hirudinaria manillensis und 
Haemadipsa s y l ~ e s t r i s [ ~ ~ ]  (Abb. 2 B) postulieren. Der Amino- 
saurerest h-Tyr3 geht Kontakte rnit der Aryl-Bindungstasche 
ein, die aus den Resten t-Tyr60-A, t-Ile174, t-Trp60-D und t- 
Leu99 geformt wird. Desweiteren wird eine Wechselwirkung rnit 
dem aromatischen Elektronensystem von t-Trp215 beobachtet, 
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das senkrecht zum h-Tyr3-Rest angeordnet ist. Die um 
12.6 kJ mol- ' verminderte freie Bindungsenthalpie der Y3A- 
Mutante (Tabelle 2) unterstreicht die Bedeutung dieses aromati- 
schen Rests, der in fast allen bislang bekannten Hirudinformen 
enthalten ist. Y3W- und Y3F-Hirudine haben eine verbesserte 
Affinitat gegeniiber Thrombin['6]. 

Die Rolle der sauren Aminosaurereste am C-Terminus von 
Hirudin wurde durch enzymkinetische Untersuchungen rnit Hi- 
rudinmutanten aufgeklart. Rekombinanten Hirudinen fehlt der 
Schwefelsaureester an Position h-Tyr63, wodurch die Gleichge- 
wichtsdissoziationskonstante um den Faktor zehn verkleinert 
wird (siehe Tabelle 2)["3 981. Die enzymatische Phosphorylie- 

oder Sulfatierung['OO1 von h-Tyr63 stellt die ursprungli- 
chen Hemmeigenschaften wieder her. Die negativen Ladungen 
der Reste h-Glu57, h-Glu58, h-Glu61 und h-Glu62 wurden 
nacheinander durch gerichtete Mutagenese gegen Glutaminre- 
ste ausgetauscht. Aus der Abhangigkeit der Gleichgewichtsdis- 
soziationskonstanten von der Ionenstarke fur jede der Mutan- 
ten wurde der Anteil der ionischen und nichtionischen 
Wechselwirkungen zur freien Bindungsenthalpie bestimmt. Der 
nichtionische Anteil ist fur alle Mutanten nahezu gleich (62.2- 
64.1 kJmol-'), wahrend der ionische Anteil linear rnit der Ver- 
minderung der Zahl der Ladungen abnimmt (29.6- 
8.9 kJmol-'). Bei Ionenstarke Null macht er etwa ein Drittel 
der freien Bindungsenthalpie aus, unter physiologischen Bedin- 
gungen ca. ein Fiinftel[l''l. Die Geschwindigkeitskonstante der 
Assoziation fur Bedingungen, unter denen nur nichtionische 
Wechselwirkungen einen Beitrag leisten sollten, wird durch den 
Wert k,,, ausgedriickt. Er ist fur die Hirudinmutanten nahezu 
konstant und deutet damit an, daB durch die Mutationen keine 
groBeren Verlnderungen in der Tertiarstruktur des Inhibitors 
stattgefunden habeii sollten, die die Interaktion rnit Thrombin 
beeinflussen wurden (Tabelle 3)[''']. Der Beitrag der ionischen 

Tabelle 3. Effekt der Ionenstlrke auf die freie Bindungsenthalpie [a] und die 
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation [b] der Thrombin/Hirudin-Kom- 
plexbildung. 

Inhibitor 

n-Hirudin 63.3 29.6 - ~ 

r-Hirudin 62.2 25.0 1.1 25.2 
E62Q-Hirudin 65.7 22.8 2.3 20.5 
E57,58Q-Hirudin 64.1 17.1 1.4 17.4 
E57,58,62Q-Hirudin 63.6 10.9 2.3 13.4 
E57,58,61.62Q-Hlrudin 63.6 8.9 I .o 9.2 

[a] Die freie Bindungsenthalpie (AG,) setzt sich a m  der Summe der freien 
Bindungsenthalpie fur nichtionische (AGJ und ionische (AG,) Wechselwirkungen 
znsammen. Gleichgewichtsdissoziationskonstanten der Inhibitoren wurden bei 
Ionenstirken I zwischen 0.05 und 0.65 ermittelt. Zur Auswertung der Daten siehe 
Lit. [101]. [b] Bei ionischen Wechselwirkungen ist auch die Geschwindigkeitskon- 
stante der Assoziation ( k J  yon der Ionenstiirke abhangig. Zur Aoswertuug der 
Daten siehe Lit. jlOl]. 

Wechselwirkungen zur gesamten freien Bindungsenthalpie ist 
vermutlich von sekundarer Bedeutung. Kinetische Untersu- 
chungen rnit Hirudinmutanten, deren saure Aminosaurereste 
zwischen den Positionen 55 -65 ausgetauscht wurden, belegen 
die Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k,, von der 
Anzahl der Ladungen im Molekul, die man fur ionische Wech- 
selwirkungen erwartet (Tabelle 4)[". ' 0 2 ] .  Die Abnahme der 

Tabelle 4. EinfluB der Ladung des C-terminalen Hirudinfragments auf Parameter 
der Thrombin/Hirndin-Komplexbildung. 

Inhibitor lO-'x k J  lo5 x koff/ 10l2 x K,/ - AGB/ AAGB/ Lit. 
M - l  - 1  S - 1  M kJmol-' kJinol- '  

r-Hirudin 1.37 3.2 0.24 75.0 ~901 
E57Q 0.22 5.2 2.3 69.1 5.9 [I021 
E58Q 1.1 19.9 1.8 69.7 5.3 [I021 
E61Q 0.96 3.6 0.37 73.7 1.3 [YO] 
E62Q 0.67 3.7 0.55 72.2 2.8 1901 
E57,58Q 0.22 5.2 2.36 69.0 6.0 [90] 

E57,58,62Q 0.07 6.4 8.6 65.6 9.4 [90] 
E57,58,61,62Q 0.04 6.3 14.1 64.4 10.6 [90] 

E61,62Q 0.45 3.9 0.87 71.5 3.5 [I021 

freien Bindungsenthalpie liegt pro negativ geladener Gruppe 
zwischen 2.3 und 5.9 kJmol-'. Mutationen an den Positio- 
nen 61 und 62 fiihren zu additiven Effekten, was darauf hindeu- 
tet, daS diese beiden Reste nicht miteinander wechselwirken. 
Mutationen an den Positionen 57 und 58 ergeben jedoch einen 
nichtadditiven Effekt; dies kann rnit einem abweichenden Reak- 
tionsmechanismus oder einer groBeren Konformationsanderun- 
gen von ca. 0.7 A, die zur Bildung eines Ionenpaares zwischen 
h-Glu57 und t-Arg77A notwendig sind, erkllrt werden['021. 
Diese Ergebnisse scheinen zunachst nicht in Einklang mit der 
Struktur im Kristall zu sein, aus der nur interinolekulare Wech- 
selwirkungen zwischen h-Asp55, h-Glu57 und h-Glu58 erkenn- 
bar sind["* 84, 8 5 *  *03]. Berechnungen der elektrostatischen Feld- 
starken verdeutlichen jedoch, dal3 der C-Terminus des Hirudins 
und die FBS von Thrombin komplementare elektrostatische 
Felder bilden, deren Wechselwirkung zur Bindungsenthalpie 
beitragt, ohne daS iiotwendigerweise direkte ionische Kontakte 
vorhanden sein mussen[8231041 . In d' iesem Fall konnten die ne- 
gativ geladenen Aminosaurereste des C-Terminus eine Art An- 
lagerungsfunktion ausiiben, wodurch die Zahl der nicht zum 
Produkt fuhrenden ZusammenstoRe vermindert und die nahezu 
diffusionskontrollierte Geschwindigkeit der Komplexbildung 
ermoglicht wird['"'. Trotz der dominanten Funktion der sau- 
ren Reste des C-Terminus fur die Thrombin/Hirudin-Komplex- 
bildung verdeutlicht die Erniedrigung der freien Bindungsen- 
thalpie um insgesamt ca. 10 kJmol-' bei Mutationen von h- 
Phe56, h-Pro60 und h-Tyr63 zu Alanin (siehe Tabelle 4) den 
Anteil unpolarer Wechselwirkungen des C-Terminus in bezug 
auf die gesamte freie Bindungsenthalpie['os]. 

Aufgrund der beschriebenen, bislang einzigartigen Weise der 
Komplexbildung zwischen einem Inhibitor und einer Serinpro- 
tease und der Tatsache, daB Hirudin weder eine Sequenz- noch 
eine Topologiehomologie zu den anderen Inhibitoren der Serin- 
proteasen aufweist, ist dieser Inhibitor als Basismolekul einer 
neuen Familie von Serinproteaseinhibitoren anzusehen[h5]. 

3. Die Entwicklung von Hirudinmimetica 

Da die dreidimensionalen Strukturen von a-Thrombin und 
Komplexen aus a-Thrombin und Inhibitoren verfiigbar sind 
und das Enzym im Gerinnungsgeschehen die zentrale Rolle 
spielt, ist diese Proteinase ein geeigneter Kandidat zur Entwick- 
lung antithrombotischer Wirkstoffe. Inhibitoren von Thrombin 
lassen sich in peptidische, nichtpeptidische und in Verbindun- 
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gen, die auf das aktive Zentrum und/oder die Fibrin(ogen)-Bin- 
dungsstelle gerichtet sind, einteilen['061. Untersuchungen mit 
C-terminalen Peptiden des Hirudins, die rnit der FBS reagieren, 
haben zur Synthese potenter, antithrombotischer Peptide ge- 
fuhrt und die Entwicklung bivalenter Peptide, die sowohl mit 
dem aktiven Zentrum als auch der FBS wechselwirken, ange- 
regt. 

3.1. C-terminale Peptide des Hirudins 

Die Beteiligung der C-terminalen Aminosaurereste des Hiru- 
dins an der Thrombin/Hirudin-Wechselwirkung konnte bereits 
nachgewiesen werden, denn die inhibitorische Aktivitat (unter 
MelJbedingungen) geht vollstandig verloren, wenn man 
bis zu 22 der C-terminalen Aminosaurereste proteolytisch ab- 
bautr66. 941. Das 21 Aminosaurereste lange, synthetische Peptid 
N"-Acetylhirudin(45 -65) 3 (Tabelle 5)  kann die Spaltung des 
Fibrinogens in einern Gerinnungstest inhibieren, ohne dabei das 
aktive Zentrum zu b lo~k ie ren~ ' '~~ .  Dieses Peptid wurde unter 
Erhaltung der gerinnungshemmenden Aktivitat auf eine Lange 
von elf Aminosaureresten (Hirudin(55-65) 5 a) oder zwolf Ami- 
nosiureresten (Hirudin(53-64) 6) verkurzt (Tdbelle 5)[lo8-' 

Tabelle 5. Inhibition von Human-Thrombin durch Hirudin und C-terminale 
Hirudinpeptide. 

Inhibitor IC,, [a] Lit. K, Lit. 

Hirudin 
1 n - H i r u d i n 2.3 nM [I341 27fM [88] 
2 r-Hirudin 2.4nM [I341 237fM [90] 
C-terminale Peptide 
3 Na-Ac-Hirudin(45-6S) 1.6 ~ L M  [b] [lo71 760 nM [81] 

4 NH,-Hirudin(45-64) 1.09 p~ [I101 
5 a  NH,-Hirudin(55-65) 7.1 ~ L M  [b] [I081 

0.35 PM [92] 
5b N"-Ac-Hirudin(55-65) 3.5 PM [bl [92] 
6 NH,-Hirudin(53-64) 0.77 PM [110] 
I Hirugen 0.08 PM [I101 5 6 0 n ~  [80] 

0.06 p~ [92] 

( = NH,-Hirudin(53-64), sulfatiert an Y63) 

[a] IC,,-Werte geben die Inhibitorkonzentration an, die die Gerinnungszeit verdop- 
peln. [b] Werte fur ix-Thrombin von Rindern. 

Fur die Aktivitat des Peptids 5a ist der arornatische Amino- 
saurerest Phe56 besonders wichtig['081, obwohl dieser im Hiru- 
din nur einen kleinen Beitrag von 1.9 kJmol-' zur freien Bin- 
dungsenthalpie beisteuert" '']. Die Sulfatierung des Tyrosin- 
rests von 6 (das sulfatierte Peptid wird als Hirugen 7 bezeichnet) 
erhoht die gerinnungshemmende Wirkung um den Faktor 
zwolf["O]. Mit Hirugen konnte erstmals die Wechselwirkung 
des Tyrosinschwefelsaureesters mit Thrombin aufgeklart wer- 
den["']. Die Sauerstoffatome der Sulfatgruppe bilden uberra- 
schendenveise keine Ionenpaare mit den geladenen Gruppen, 
sondern es bestehen entweder direkte Wasserstoffbrucken zum 
t-Tyr76- oder t-Ile81-Rest oder indirekte, uber Wassermolekiile 
vermittelte. Ansonsten ist die Struktur von Hirugen 7 mit derje- 
nigen von Hirudin(53-64) 6 im Thrombinlr-Hirudin-Komplex 
nahezu identisch" 'I. 

Schrankt man die Konformation von Peptiden durch Cycli- 
sierung ein, so kann aus entropischen Griinden ihre biologische 

Aktivitat gesteigert und sie vor dem proteolytischen Abbau ge- 
schutzt werden. Nach Struktur-Wirkungs-Studien am Peptid 5a 
haben die Aminosaurereste Asp55, Glu58, Glu61, Glu62, 
Typr63, Leu64 und Gln65 beziiglich der Aktivitat dieses Peptids 
keinen kritischen EinfluBr1081. Die Reste 58 und 61 wurden auf- 
grund von Molecular-Modeling-Untersuchungen zur Cyclisie- 
rung unter Bildung eines Lactamrings ausgewahlt " ''I. Der 
Aminosaurerest Glu61 wurde durch Lysin oder Ornithin ersetzt 
und der Rest 58 entweder durch Glutaminsaure oder Aspara- 
ginsaure. Diese Vorgehensweise ermoglichte es zu untersuchen, 
wie sich die antithrombotische Aktivitat der cyclisierten Peptide 
in Abhangigkeit von der RinggroDe (18- bis 16gliedrige Lactam- 
ringe) verandert. Unter diesen Peptiden ist cyclo-(Glu58,Lys61)- 
[Hirudin(55- 65)] rnit einem 18gliedrigen Lactamring am aktiv- 
sten. Diese Ergebnisse bestatigten Berechnungen, wonach der 
18gliedrige Ring bevorzugt eine Konformation einnimmt, die 
derjenigen des gebundenen Hirudins ahnlich istr' ''I. Die biolo- 
gische Aktivitat dieser Peptide ist allerdings nur urn den Fak- 
tor zwei bis vier hoher als die der entsprechenden linearen Pepti- 
de. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, daB C-terminale 
Peptide bereits in Losung eine geordnete Struktur aufweisen, die 
derjenigen im gebundenen Zustand ahnelt['"]. Die Stabilitat 
der cyclischen Peptide in bezug auf den proteolytischen Abbau 
durch Plasmaproteasen sowie durch Pepsin, Trypsin und Chy- 
motrypsin ist deutlich erhoht. Dieser Schutz wirkt sich teilweise 
auch auf die exocyclischen Peptidbindungen der Inhibitoren 
aus[1121. 

3.2. Bivalente Thrombininhibitoren basierend auf 
Hirudinpeptiden 

Die C-terminalen Hirudinpeptide verfugen zwar iiber Struk- 
tureinheiten, die Thrombin spezifisch erkennen, doch sie kon- 
nen nicht rnit dem aktiven Zentrum wechselwirken. Inhibitoren, 
die zusatzliche Bindungsstellen zum oder in Verbindung rnit 
dem aktiven Zentrum nutzen, sollten eine erhohte Spezifitat und 
Aktivitat haben. Es war daher das Ziel, durch die Verkniipfung 
von Peptiden, die a) eine Thrombin-spezifische Erkennungsse- 
quenz und b) eine auf das aktive Zentrum des Thrombins ge- 
richtete Aktivitat aufweisen, potente, bivalente Thrombininhi- 
bitoren zu synthetisieren. 

Die Ahnlichkeit der Hirudinsequenz Thr(45)-Pro-Lys- 
Pro(48) zur Thrombinspaltstelle Thr(l54)-Pro-Arg-Ser(l57) im 
Prothr~rnbinrnolekiil~~~~ und das Vorkommen des Sequenzmo- 
tivs D-Phe-Pro-Arg-X in Thrombininhibitoren, die rnit dem ak- 
tiven Zentrum wechselwirken (X entspricht einer nicht- 
spaltbaren Bindung), wurde zum AnlaI3 genommen, im Peptid 
3 die Aminosaurereste Thr45 gegen D-Phe und Lys41 gegen Arg 
a u s z u t a ~ s c h e n [ ~ ~ ~ .  Die Reste 55 -65 sollten die erste Wechsel- 
wirkung dieses Inhibitors rnit der FBS ermoglichen und die 
intramolekulare Reaktion rnit dem aktiven Zentrum unter- 
stutzen. Die beiden separaten Bindungsstellen sind im substi- 
tuierten Peptid durch vier Aminosaurereste getrennt. Wahrend 
N"-Acetylhirudin(55 -65) 5 b und D-Phe-Pro-Arg-Pro im Gerin- 
nungstest mit Rinder-a-Thrombin IC,,-Werten von 3.5 (siehe 
Tabelle 5) bzw. 250 p~ aufweisen, bewirkt die Verkniipfung der 
beiden Bindungsstellen iiber einen Spacer (Peptid 8, Tabelle 6) 
die Erniedrigung des IC,,-Werts auf 70 nM (4.1 nM fur das hu- 
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Tabelle 6. Inhibition von Human-Thrombin dnrch Peptide, die den Reaktions- 
mechanismus des Hirudins nachahmen. Die bivalenten Peptide desaktivieren das 
Enzym iiber Wechselwirkungen der N-terminalen Aminosaurereste (dargestellt im 
Dreibuchstaben-Code) rnit dem aktiven Zentrum und die Belegung der FBS durch 
die sauren, C-terminalen Aminosaurereste (die Positionen des Hirudins sind 
angegeben). Diese Bereiche werden uber einen geeigneten Abstandshalter (diese 
Aminosaurereste sind im Einbuchstaben-Code angegeben) miteinander verknupft. 

Inhibitor IC,,/nM [a] Lit. KJnM Lit. 

Bivalente Peptide 
8 Nu-Ac-(o-Phe)-Pro-Arg-Pro-Q-S- 70 [b] [92] 31 [92] 

H-N-D-G-[Hirudin(55 -6S)] 4.1 [92] 2.8 [92] 
9 NH,-(D-Phe)-Pro-Arg-Pro-G-G- 3.9 [115] 2.3 [I101 

G-G-[Hintdin(53 - 64)] 
Bivalente Peplide mil stahiler Arg-X-Bindung 
10 Nu-Ac-(o-Phe)-Pro-ArgY(COCH,)- 0.37 [92] 

Gly-Q-S-H-N-D-G-[Hirudin(55 - 65)] 

G-G-G-[Hirudin(S3 - 64)] 
11 NH,-(D-Phe)-Pro-(l(-Homo-Arg)-G-G- 7.4 [117] 

[a], [b] siehe Tahelle 5. 

mane En~ym)[~']. Die freie Bindungsenthalpie der beiden Inhi- 
bitoren addiert sich bei der Verknupfung, wie es bereits fur die 
Hirudin-Teilpeptide beschrieben wurde (siehe Abschnitt 2.2). 
Das Peptid 8 ist ein kompetitiver Inhibitor der Thrombin-ver- 
mittelten Spaltung von Tripeptidylsubstraten mit Ki-Werten von 
31 und 2.8 nM fur bovines bzw. humanes a-Thrombin (Tabel- 
le 6)t921. Peptide der allgemeinen Formel D-Phe-Pro-Arg-Pro- 
(Gly),fHirudin(53 -64)] (Hirulog 9) sind vergleichbar inhibito- 
risch aktiv rnit Ki-Werten im nM-BereichI' I4I. Die inhibitorische 
Wirkung ist abhangig von der AnzahI n der Glycinreste (n = 2, 
4,6,8). Hirulogverbindungen mit n = 4-8 Glycyleinheiten wei- 
sen Ki-Werte von 2.3-3 nM auf, whhrend der kiirzere Abstands- 
halter (n = 2) eine Erhohung des K,-Werts auf 64 nM bewirkt. 
Die Spezifitat von Hirulog-1 (n = 4) gegeniiber Thrombin wur- 
de durch Untersuchungen zur Inhibition der Enzyme Fak- 
tor Xa, Plasmin und Trypsin bestbtigt, deren amidolytische Ak- 
tivitat durch Hirulog-I selbst mit einen 1 OOOfachen molaren 
UberschuD kaum beeinflul3t wird. Die Rontgenstrukturanalyse 
des Thrombin/Hirulog-1-Komplexes" ' ergab, dalj die Wech- 
selwirkungen der einzelnen funktionellen Bereiche des bivalen- 
ten Inhibitors denen der Einzelkomponenten im Komplex ent- 
spricht. 

Obwohl ein Iminoaminosiurerest die PI '-Aminosaure bildet, 
werden die Peptide 8 und 9 langsam durch Thrombin hydroly- 
siert[", " 'l. Die Umkehr der Konfiguration am Prolinrest 48 
bewirkt zwar die proteolytische Resistenz der Arg-D-Pro-Pep- 
tidbindung, jedoch werden auch der Ki-Wert (46 nM) und der 
IC,,-Wert (45 nM) erhoht[921. Konsequenterweise wurden daher 
Inhibitoren mit einer nichtspaltbaren Arg-X-Bindung entwik- 
kelt. Basierend auf dem Peptid 8 wurde das Peptid 10 (siehe 
Tabelle 6) synthetisiert[' ' 61; formal wurde in dieser Verbindung 
die Saureamidgruppe der Arg-X-Bindung gegen eine nicht- 
spaltbare Ketomethylenfunktion ersetzt. Der P1'-Rest ist isoste- 
risch zu einem Glycinrest. Peptid 10 ist ein kompetitiver Throm- 
bininhibitor bezuglich der Spaltung von Tripeptidylsubstraten 
rnit einem Ki-Wert von 370 PM (siehe Tabelle 6). 

Ein ahnliches Vorgehen wurde bei der Herstellung von Hiru- 
log-3 11, ausgehend von 9, gewahlt: Hier wurde ein 0-Homoar- 
gininrest eingebaut, so daD sich die Peptidbindung urn eine Me- 
thylengruppe verschiebt [' 'j. Die dreidimensionale Struktur des 
Thrombin/Hirulog-3-Komplexes~' ' zeigt, daD die Wechselwir- 

kungen der D-Phe-Pro-(P-Homo-Arg)-Einheit von Hirulog-3 
denen der D-Phe-Pro-Arg-Sequenz der PPACK-Thrombin- 
Struktur ahneln (Abb. 8). Die Guanidinogruppe des P-Ho- 
moargininrests bildet ein vergleichbares Wasserstoffbrucken- 
vermitteltes Ionenpaar mit t-Asp189 der S1-Tasche von 
Thrombin wie der entsprechende Argininrest. Die Methylen- 
gruppe des P-Homoargininrests bewirkt eine Verschiebung der 

Abb. 8. Vergleich der Wechselwirkungen im aktiven Zentrum desThrombins (dun- 
ne Linien) zwischen der D-Phe-Pro-(p-homoArg)-Gly-Sequenz im Tbrombin/Hiru- 
log-3-Komplex (mittelstarke Linien) und der D-Phe-Pro-Arg-Einheit im PPACK- 
Thrombin bzw. Tbrombin/Hirulog- 1 -Komplex (dicke Linien); Stereoabbildung aus 
Lit. [118]. Wasserstoffbrucken sind als gestrichelte Linien dargestellt. Die Numerie- 
rung der Aminosaurereste des Thrombins erfolgt wie in [*I anf Seite 952 erlautert. 

Peptidkette um ca. eine C-C-Bindungslange und schiitzt da- 
durch die Peptidbindung vor einem nucleophilen Angriff des 
t-Serl95-Rests. Die C-Termini von Hirulog-3 11 und von r-Hi- 
rudin sind in ihren Komplexen mit Thrombin nahezu struktur- 
gleich, wahrend ein deutlicher Strukturunterschied von durch- 
schnittlich 6 A in der Verbindungssequenz besteht (Abb. 9). Die 
Kette der Pentaglycin-Verbindungssequenz von Hirulog-3 geht 
sehr vie1 engere Kontakte zum Thrombin ein als die entspre- 
chende r-Hirudineinheit. Aus dieser Struktur wurden erstmals 
die Sl'-S4'-BindungssteIlen von Thrombin identifiziert : Die Sei- 
tenkette der PI'-Aminosaure ist auf kleine Reste beschrankt. 
Der Austausch von Gly der PI'-Aminosaure im Hirulog-3 gegen 
den voluminoseren Val-Rest vermindert die freie Bindungsen- 
thalpie um 8.6 kJmol- ' und unterstutzt diesen Befund" ''I. 

Alanin-, Serin- und Threoninreste konnten vermutlich bessere 
Wechselwirkungen als Glycin eingehen, und kleine hydrophobe 
Reste wie Valin, Leucin und Isoleucin konnten gut die S2'- 
Tasche ausfullen. Die S3'- und S4-Taschen lassen sich nicht 
eindeutig beschreiben. Proteinsubstrate von Thrombin haben 
als P3'-Position entweder einen Argininrest, eine Aminosaure 
mit einer Amidfunktion in der Seitenkette oder mit einer kleinen 
Seitenkette (z.B. Ser, Ala, Gly). Allerdings bleibt die Frage of- 
fen, ob die naturlichen Thrombinsubstrate einen ahnlich engen 
Kontakt in der PI'-P2'-Region rnit Thrombin eingehen wie die 
Pentaglycin-Verbindungssequenz von 11. Da in Hirulog-3 die 
PI'-P4'-Reste alle Glycinreste sind, die nur sehr schwache Wech- 
selwirkungen rnit Thrombin eingehen konnen, ergeben sich aus 
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Abh. 9. Vergleich der Strukturen von r-Hirudin [84] (diinne Linien) und Hirulog-3 
[118] (dicke Linien) in ihren Komplexen mit Thrombin (Stereoabbildung). Es sind 
nur die Strukturen der Inhibitoren dargestellt. 

der Thrombin/Hirulog-3-Struktur wiederum neue Aspekte zur 
Optimierung der antithrombotischen Aktivitat bivalenter Pep- 
tid-Inhibitoren. 

In diesem Abschnitt wurde die Entwicklung selektiver, biva- 
lenter Thrombininhibitoren auf der Basis von Hirudin bespro- 
chen. In vitro haben Hirudin und die Thrombin-spezifischen 
bivalenten Hirudin-Analoga vom Typ 9- 11 vergleichbare gerin- 
nungshemmende Eigenschaften (siehe Tabelle 6). Da diese Pep- 
tide, ebenso wie Hirudin, die Aktivitat der Protease Thrombin 
inhibieren und vermutlich noch weniger antigen sind als Hiru- 
din, erregten sie wegen ihrer klinischen Relevanz in den letzten 
zwei bis drei Jahren groBes Interesse und brachten die Entwick- 
lung und Erforschung der pharmakologischen Eigenschaften 
der Hirudinmimetica in Gangf6']. 

4. Pharmakologische Eigenschaften direkt wirkender 
Thrombininhi bitoren 

Mit Hirudinen - naturlichen und rekombinanten - sowie Hi- 
rudin-Analoga lassen sich experimentell erzeugte Thromben zu- 
verlassig verhindern. Dies gilt in vivo sowohl fur venose Throm- 
ben als auch fur arterielle Verschlusse[60j 61s '"1. Welche Unter- 
schiede machen Hirudin und Hirudinmimetica (d. h. direkt wir- 
kende Thrombininhibitoren gegeniiber Heparin, der gegen- 
wartig wichtigsten Stoffklasse auf dem Gebiet der Antikoagu- 
lantien, zu besonders vorteilhaften Antikoagulantien? 

Wie in diesem Beitrag ausfuhrlich dargelegt wurde, reagieren 
Hirudin und Hirudinmimetica direkt mit Thrombin. Im Gegen- 
satz dam wird der Effekt des Heparins uber seine Wechselwir- 
kung mit dem Plasmaproteinaseinhibitor Antithrombin I11 
(AT 111) vermittelt. Heparin wirkt hierbei als Cofaktor und be- 
schleunigt lediglich um einige GroDenordnungen die Komplex- 
bildung von AT I11 mit den Gerinnungsfaktoren IXa, Xa, XIa 
(a = aktivierter Faktor) oder ThrombinI'20- l Z 3 ]  . F" ur die direkt 

wirkenden Inhibitoren lassen sich folgende Vorteile anfiihren : 1) 
Da bei der Anwendung von Antikoagulantien prinzipiell in das 
Gerinnungsgeschehen eingegriffen wird, besteht auch immer 
das Risiko einer Blutung. Bei Untersuchungen an Menschen 
und Tieren wurde beim Einsatz von Hirudin und Hirudinmime- 
tica die Verlangerung der Blutungszeit im therapeutischen An- 
wendungsbereich nicht b e ~ b a c h t e t [ ' ~ - ~ ~ ] ;  daruber hinaus uben 
die direkten Thrombininhibitoren keinen EinfluB auf die Blut- 
plattchen aus. Wendet man hingegen Heparin an, so sind Blu- 
tungen und die Verminderung der Zahl der Thrombozyten die 
wichtigsten und haufigsten Komplikati~nen[ '~~. ' 'I. 2) Hepa- 
rin ist eine heterogene Praparation von Glucosaminoglycanen 
(eine Ubersicht ist Lit. [126] zu entnehmen). Bedingt durch den 
indirekten Wirkungsmechanismus ist die Heparinaktivitat an 
die Verfugbarkeit der Plasmaproteaseinhibitoren AT I11 und die 
des Heparin-Cofaktors I1 gekoppelt. Hirudin und Hirudinmi- 
metica inaktivieren hingegen direkt die Thrombinaktivitat. Sie 
lassen sich daher auch bei einem AT-111-Mange1 (z.B. dissimi- 
nierte, intravaskulare Gerinnung) als wirkungsvolle Antikoagu- 
lantien einsetzen und verbrauchen keine korpereigenen Inhibi- 
toren. 3) Bei der Bildung eines Gerinnsels bindet ein Teil von 
a-Thrombin an Fibrin und wird dabei in das Gerinnsel einge- 
s c h l ~ s s e n [ ' ~ ~ ~ .  Dieses Thrombin ist fur Heparin/AT-111-Kom- 
plexe nicht zuganglich und somit nach der Freisetzung aus dem 
Gerinnsel weiterhin proteolytisch gegenuber niedermolekularen 
und makromolekularen Substraten (z.B. Fibrinogen) ak- 
tiv['2sq lZ9l .  Die direkt wirkenden Thrombininhibitoren Hirudin 
und Hirulog hingegen inaktivieren das im Gerinnsel einge- 
schlossene Thrombin""~ lZ9,  l 3 O 1  . 4 ) Die Neutralisation von 
Heparin durch Plattchenfaktor 4, Histidin-reiches Glycoprotein 
oder Vitronektin infolge des erhohten Plasmaspiegels oder der 
erhohten Konzentrationen am Ort des Gerinnungsgeschehens 
kann die limitierte Wirkung des Heparin erklaren[13 'I; die Wir- 
kung der direkten Thrombininhibitoren ist hingegen unbeein- 
flu& von diesen Proteinen. 

Obwohl Hirudin und r-Hirudin fur Menschen und Tiere 
korperfremde Proteine sind, erwiesen sie sich als gut vertraglich 
und fuhren zu keiner nachweisbaren Antikorperbild~ng['~'1. 
Hirudine haben eine hohe Bioverfugbarkeit bei einfacher Phar- 
makokinetik. Nach einer Bolus-Injektion betragt die Vertei- 
lungsphase 10-15 Minuten, und die Halbwertszeit fur die Eli- 
minierung wurde zu 0.5-1.5 Stunden bestimmtf6', '19,  1331. 
Hirudine werden im extrazellularen Raum verteilt und iiber die 
Niere ausgeschieden, wobei 75-95 % des Inhibitors in unveran- 
derter, nicht metabolisierter Form im Urin wiedergefunden wer- 
den['341. Hirudine fiihren zu einer dosisabhangigen Verlange- 
rung der Gerinnungsparameter bei intravenoser und sub- 
kutaner A p p l i k a t i ~ n [ ~ ~ ,  60, '191. Ahnlich sind auch die pharma- 
kokinetischen Eigenschaften von Hirulog-I I6 'I, Dieses bewirkt 
ebenfalls eine dosisabhangige Verlangerung der Gerinnungspa- 
rameter nach intravenoser oder subkutaner Applikation, und es 
wird mit einer Halbwertszeit von ca. 0.6 Stunden uber die Niere 
ausgeschieden. Hirulog wird gut toleriert, und es wird keine 
Antikorperbildung beobachtetL6 'I. 

Der Einsatz der direkten Thrombininhibitoren ist fur folgen- 
de klinische Situationen vorgesehen und hat sich in Studien mit 
Tieren bewahrt : 1) zur Prophylaxe und Behandlung postopera- 
tiver, venoser Thrombosen und diffuser Mikrothrombosen; 2) 
zur Vorbeugung vor arteriellen Thrombosen speziell in der 

Angew. Chem. 1995, 107,948-962 959 



AUFSATZE J. Dodt 

Herzchirurgie; 3) zum Schutz vor Reokklusion in der Fibrinoly- 
setherdpie und Angioplastie; 4) zum Schutz vor thrombotischen 
Verschliissen in der Mikrochirurgie; 5) zur Vermeidung der Pro- 
liferation der glatten Muskelzellen von beschadigten GefalJwan- 
den (Restenose-Prophylaxe) und 6) zur Thromboseprophylaxe 
wahrend der Hamodialyse und anderen extrakorporalen Zirku- 
lationen des BIutes (z.B. Herz-Lungen-Maschine) . 

Fragen in Verbindung rnit dem klinischen Einsatz von Hiru- 
din und der Hirudinmimetica sind in der Wahl des Tests zur 
Uberwachung des Gerinnungsstatus und der Verfugbarkeit ei- 
nes Hirudinantagonisten zu sehen. Es wird zu klaren sein, oh die 
Messung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (APPT), 
der aktivierten Gerinnnugszeit (ACT), der Thrombinzeit (TT) 
oder der Thrombininhibition in einem chromogenen Test eine 
Korrelation zur Hirudinkonzentration oder zum Gerinnungs- 
status ergeben. Diese Methoden miissen zu diesein Zweck vali- 
diert werden. Als Antagonisten der Thrombininhibitoren wer- 
den Prothrombinkomplexe, monoklonale Antikorper, Faktor 
VIIa oder VIIIa diskutiert, deren Anwendung gegeniiber der 
schnellen Normalisierung der Gerinnungsparameter bei Abset- 
Zen der Inhibitorgabe abzuwagen bleibt. Um die moglichen Vor- 
teile der klinischen Anwendung der direkten Thrombininhibito- 
ren hervorzuheben, sollen die Ergebnisse einiger Thrombose- 
modelle dargestellt werden. 

Die erfolgreiche koronare Thrombolyse hangt von der schnel- 
len Wiederherstellung und Aufrechterhaltung des Blutflusses in 
der voni Infarkt betroffenen Region ab. In einer tPA-induzier- 
ten Thrombolyse im Experiment rnit Ratten wurde der EinfluB 
von Thrombininhibitoren auf die Zeit bis zur Gerinnsellyse und 
die Zahl der Reokklusionen wahrend der Infusion des Inhibitors 
b e ~ t i m m t [ ' ~ ~ ] .  Die Gerinnselbildung wurde durch Stenose (Ver- 
engung) der distalen Aorta nach Entfernen des Endothels her- 
vorgerufen. Nach dem Einleiten der Thrombolyse mit r-tPA 
(1 mgkg- ' als Bolus-Injektion) und einer anschlieBenden r- 
tPA-Infusion (1 mgkg-' h- '  fur 30 Minuten) wurde den Tieren 
isotone Kochsalzlosung oder Inhibitorlosung (Heparin, r-Hiru- 
din oder Hirulog-1) in solchen Konzentrationen verabreicht, die 
die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (APTT) um das drei- 
bis vierfache erhohen. Wahrend die direkten Inhibitoren die 
Zeit bis zur Lyse deutlich reduzieren, hat Heparin keinen Effekt 
auf die Anzahl der Reokklusionen im Beobachtungszeitraum. 
Bei r-Hirudin und Hirulog treten nahezu keine Wiederver- 
schliisse auf. Es wird angenommen, daD die iiberlegene Wirkung 
der direkten Thrombininhibitoren auf die Inhibition des gerinn- 
selgebundenen Thrombins zuriickzufiihren ist, wahrend bei He- 
parin das aus Gerinnseln freigesetzte Thrombin die Aktivierung 
sowohl der Blutplattchen als auch des plasmatischen Gerin- 
nungssystems hervorruft. Bei Hunden wurde in einem Throm- 
bolysemodell rnit Streptokinase der Einflulj von Heparin und 
r-Hirudin auf die Reperfusion, Reokklusion und verbleibende 
Gerinnselmasse untersucht [' 361. Wahrend in den Kontrolltieren 
keine Rekanalisation beobachtet wurde, unterstiitzen r-Hirudin 
und Heparin dosisabhangig die Streptokinasewirkung. Bei Ver- 
abreichung von r-Hirudin oder Heparin in Konzentrationen, die 
zu einer zweifachen Verlangerung der APTT fiihren, zeigt r-Hi- 
rudin gegeniiber Heparin eine deutlich hohere Haufigkeit der 
Reperfusion (bei acht von acht Tieren (10Oo/~) gegeniiber einem 
von acht Tieren (1 2 %) , eine kiirzere Zeit bis zur Reperfusion 
(33 min gegeniiber 59 min), eine liinger anhaltende Wirkung der 

Reperfusion (106 zu 10 min) und eine geringere, verbleibende 
Gerinnselmasse. Diese Untersuchungen wurden unter Bedin- 
gungen durchgefiihrt, die nur leicht die Gerinnungszeit, aber 
nicht die Blutungszeit beeinfl~ssen[ '~~].  Die klinische Relevanz 
dieser Befunde kann jedoch erst nach einer Anwendung der 
direkten Thrombininhibitoren beim Menschen beurteilt wer- 
den. 

Die VergroDerung von Gerinnsel bei Patienten rnit venoser 
Thrombose erfolgt, indem sich Fibrin an bereits existierende 
Gerinnsel anlagert. Die VergroBerung der Gerinnsel wird durch 
zirkulierendes und gerinnselgebundenes Thrombin unterstiitzt. 
Die Entwicklung solcher Thromben kann durch r-Hirudin voll- 
standig inhibiert werdenr' 371. In einer Studie an Kaninchen 
wurde nachgewiesen, daD r-Hirudin nicht nur die VergroBerung 
von Thromben effektiv inhibiert, sondern dieser Effekt noch 
neun Stunden nach Ende der r-Hirudininfusion andauert, wah- 
rend die Gerinnungsparameter (APTT, TT) bereits 1.5 Stunden 
nach beendeter Inhibitorinfusion das normale Level errei- 
chen['381. Zusatzlich durchgefiihrte in vitro Experimente lassen 
die Interpretation zu, daD die iiber die Plasmaeliminierung hin- 
ausreichende, langanhaltende Wirkung wiederum auf die Inhi- 
bition von gerinnselgebundenem Thrombin zuriickzufiihren ist. 

Klinische Studien unterstiitzen die im Tierversuch erhaltenen 
Befunde, dal3 direkt wirkende Thrombininhibitoren eine verbes- 
serte antithrombotische Wirkung als Heparin aufwei~en[~~] .  
Vorteilhafte Anwendung und Dosierung beim Menschen sind in 
Zukunft durch weitere Studien und vorsichtige Analyse der Da- 
ten herauszuarbeiten. 

5. Zusammenfassung und Ausblick 

Im vorliegenden Aufsatz wurden hochspezifische Wirkstoffe 
blutsaugender Parasiten beschrieben, die gezielt in das komple- 
xe Gerinnungs- und Fibrinolysegeschehen eingreifen. Zu diesen 
Naturstoffen zahlt der selektive Thrombininhibitor Hirudin des 
Blutegels Hirudo medicinalis. Es wurden die Strukturdaten und 
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Thrombin/Hirudin- 
Komplexbildung zusammengefaDt, die das Design und die Syn- 
these neuer Hirudinderivate ermoglichten. 

Diese Wirkstoffe blutsaugender Parasiten konnen dazu bei- 
tragen, unser Wissen iiber die Bedeutung einzelner Reaktions- 
schritte der Blutgerinnung und Fibrinolyse fur die Hamostase 
und Thrombose zu vertiefen. So wurde beispielsweise die 
Thrombinabhangigkeit des arteriellen thrombotischen Ver- 
schlusses dokumentiert, als man Hirudin oder Hirulog-I bei 
tiefen arteriellen Verletzungen einsetzte[61]. Die Verwendung 
von Hirudin und des spezifischen Faktor-Xa-Inhibitors r-TAP 
in einem Thrombolysemodell mit r-tPA deckte auf, dalJ sowohl 
gerinnselgebundenes Thrombin als auch aktive Prothrombina- 
sekomplexe zur Thrombogenitat plattchenreicher Gerinnsel 
beitragen r621. 

Die Kenntnis der Wirkungsweise der spezifischen Inhaltsstof- 
fe blutsaugender Tiere kann uns dariiber hinaus zur gezielten 
Veranderung korpereigener Proteine dienen. Die Thrombin- 
spezifische Inhibitor Rhodniin aus der Raubwanze Rhodnius 
prolixus (siehe Tabelle 1) wird aufgrund seiner Primarstruktur 
der Klasse der kanonischen Proteinaseinhibitoren zugerech- 
net['391. Sollte sich diese Hypothese bestatigen, so konnten die 
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Ergebnisse von Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieses Blut- 
egelwirkstoffs eventuell zur zielgerichteten Veranderung korper- 
eigener kanonischer Inhibitoren genutzt werden. 

Die Erfolge in der Beschreibung des Hirudinmechanismus, 
die daraus resultierende Entwicklung der Hirudinmimetica und 
die offensichtlichen therapeutischen Vorteile der direkten 
Thrombininhibitoren sollten uns dazu ermutigen, die For- 
schung auf dem Gebiet der Naturstoffe aus blutsaugenden Para- 
siten zu intensivieren. Ein moglicher Nutzen dieser Forschung 
liegt in der Entdeckung neuer Wirkstoffe und der Aufklarung 
unerwarteter Wirkungsmechanisrnen. Solche Molekule konnen 
uns als neue Leitstrukturen dienen und wie bei Hirudin und den 
Hirudinmimetica zur gezielten Entwicklung verbesserter und 
sicherer Antikoagulantien anregen. 

Herrn Priv.-Doz. Dr. W Bode (Max-Planck-Institut fur Bio- 
chernie, Martinsried) danke ich sehr herzlich fur die Bereitstel- 
lung der farbigen Abbildungen. 
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