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Kapitel 1

Einleitung

Gewebsfaktor (TF, Tissue Factor) ist als Kofaktor von Faktor VIIa (F.VIIa) am er-

stenSchrittdesextrinsischenReaktionswegesderBlutgerinnungskaskadebeteiligt.TF

wird normalerweiseaufdenZellenderAdventitiapräsentiert[1]. NachSchädigungdes

GefäßeswerdendieseZellendemim Blut zirkulierendenF.VIIa ausgesetzt,wodurch

derhochaffine,kalziumabhängeKomplex zwischenTF undF.VIIa gebildetwird. Die-

serKomplex fördertdieBlutgerinnungaufverschiedeneWeisen,(Abb. 1.1).Einerseits

weist der TF � F.VIIa–Komplex eine im Vergleich zu freiem F.VIIa 10
�
–fach höhere

proteolytischeAktivität auf [2], die zur Aktivierungvon FaktorX (F.X) führt. Ande-

rerseitsunterstütztderTF � F.VIIa–Komplex dieautokatalytischeAktivierungvonF.VII

zu F.VIIa, derenVerhältnisim Blut normalerweise100 : 1 beträgt[3], [4]. Zusätz-

lich besitztder TF � F.VIIa–Komplex proteolytischeAktivität für die Aktivierungvon

FaktorIX (F.IX) undbildet damiteineVerbindungzumintrinsischenWeg derBlutge-

rinnungskaskade.Die Blutgerinnungendetmit derBildung einesFibringerinnsels[5],

[6].

TF ist ein integralesMembranprotein,dasauseinerextrazellulärenDomäne(Ami-

nosäuren1–219),einerTransmembrandomäne(220–242)undeinerzytoplasmatischen

Domäne(243–263)besteht[7], [8], [9]. Die extrazelluläreDomänesetztsichauszwei

Fibronektin–Typ III–Domänen(FNIII) zusammen.

Die Kristallstruktur der extrazellulärenDomänevon TF im Komplex mit F.VIIa

zeigtdieWechselwirkungder � –Carboxy–Glutaminsäure–reichenDomäneundderer-

stenEpidermalen–Wachstumsfaktorähnlichen(EGF)–Domänevon F.VIIa mit derC–

terminalenFNIII–DomänevonTF. Die zweiteEGF–DomäneunddieSerin–Protease–

Domänevon F.VIIa sind im Kontaktmit derN–terminalenDomänevon TF [10]. Die

Verankerungvon TF in der Zellmembrankönntedie FunktioneinesverankertenGe-

rüsteshaben,dasF.VIIa mit der Protease–Domänein den Blutstrom orientiert und

13



EINLEITUNG 14

Abbildung 1.1: SchematischeDarstellungder Blutgerinnungskaskade.Die Faktoren
sinddurchihre Nummerdargestellt. ”a” kennzeichnetdie aktivierteForm einesFak-
tors. Quervernetzungendesintrinschenund desextrinsischenReaktionswegessowie
Rückkopplungen,diedenTissue Factor (TF)–FaktorVIIa Komplex betreffen,sindge-
stricheltdargestellt
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somitdieAktivierungvon F.X undF.IX fördert.

Sequenz-undStrukturanalysenzeigen,daßTF zurFamiliederZytokin–Rezeptoren

gehört[11], [12]. Die FamiliedieserRezeptorenist in zweiKlassenunterteilt[11], die

sichin derAnzahlderDisulfidbrücken(3 in KlasseI–, 2 in KlasseII–Rezeptoren),der

Orientierungder beidenFNIII–Domänenzueinander(80� versus 120� ) und einemin

KlasseI konserviertenWSXWS–Motiv (Einbuchstaben–Kodefür Aminosäuren)un-

terscheiden.Zur KlasseI gehörenbeispielsweiseder Wachstumshormon–Rezeptor

GHR, der Prolactin–RezeptorPRLR,der Erythropoietin–RezeptorEPOR,einigeder

Interleukin–Rezeptoren,die Granulozyten–undGranulozyten–/Macrophagen–Stimu-

lierungsfaktorenG–CSFund GM–CSFsowie der Leukämie–Inhibierungsfaktor. TF

wird der KlasseII zugeordnet,wie auchdie Interferon–� –, –� – und –� –Rezeptoren

[11].

Trotz der Zuordnungzur Familie der Zytokin–Rezeptorenist ein möglicherWeg

der Signalübertragungebensowie die Funktion der zytoplasmatischenDomänebis-

lang unbekannt.Es gibt allerdingseinzelnePublikationen,die einensolchenSignal-

übertragungsprozeßsuggerieren.Rottingenet al. [13] beschreibennachderKomplex-

bildung von TF � F.VIIa eineÄnderungder intrazellulärenKalzium–Konzentrationin

J82–Zellen,COS–1–Zellen,renalenKaninchenzellenundhumanenEndothelzellen.In

eineranderenStudiesindzwei Mutantenvon full length–TF auf ihre Funktionin der

Metastasierunguntersuchtworden[14], [15]. In der erstenMutantewurdendie drei

Serin–Restein der zytoplasmatischenDomänedurchAlanine ersetzt,um einePhos-

phorylierungauszuschließen.Die zweiteMutantehatte4 Mutationenim extrazellu-

lärenTeil, die die F.VIIa–Bindungund damit die Blutgerinnungverhinderten.Beide

Mutantenzeigteneinenur schwacheMetastasierungin Mäusenim Vergleichzumna-

tivenTF, wasbedeutet,daßdie BindungderextrazellulärenDomänevonTF anF.VIIa

unddie PhosphorylierungderzytoplasmatischenDomänefür die Metastasierungvon

Bedeutungseinkönnten.

Für dieseTF–Mutantenwurdeauchder Zusammenhangvon TF mit der Expres-

sion desvaskulärenendothelialenWachstumsfaktors(VEGF) in malignenZelllinien

untersucht[15], [16]. Hier zeigtesich, daßTF mit Mutationenin der extrazellulären

Domäne,die die F.VIIa–Bindungverhindern,in gleichenMengenwie VEGF produ-

ziert wird. Für TF mit Mutationenin derzytoplasmatischenDomäne,die die Phopho-

rylierungverhindern,ist wenigbis garkein VEGF nachzuweisen.Diesweistauf eine

möglicheBedeutungder zytoplasmatischenDomänevon TF für die Regulationvon

VEGF in malignenTumorzellenhin.

Da bishernochkeineStruktureinesRezeptorsderZytokin–Rezeptor–Familie mit
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TransmembrandomäneundzytoplasmatischerDomänegelöstwurde,ist in dieserAr-

beit versuchtworden,die Strukturvon TF mit denResten1–243bzw. 1–263alsMo-

dellsystemfür einenfull length–Zytokin–Rezeptorzubestimmen.

TF wird unteranderemmit einerReihevonErkrankungenin Verbindunggebracht,

die im Zusammenhangmit der Blutgerinnungstehen,u.a.der Thromboseund Athe-

rosklerose[17]. Durchdie Herstellungvon monoklonalenAntikörpern(mAB) für die

Medizin ist eineneueKlassevonArzneimittelnentstanden,diegezieltanhumanePro-

teinebindetund dadurchderenFunktioninhibiert. Es bestehtdie Hoffnung,mit der

InhibierungderproteolytischenAktivität desTF � F.VIIa–Komplexesdie obengenann-

tenKrankheitenbehandelnzukönnen.

EssindmehrereAntikörpergegenTF entwickelt worden,die in ex vivo–Koagula-

tionsexperimentengetestetundderenBindungsepitopeauf derTF–Oberflächemittels

Mutagenese–Studienbestimmtwurden[18], [19], [20]. Kirchhofer und Mitarbeiter

[18] zeigten,daßdie von ihnenverwendetenAntikörperabhängigvon ihrer Wirkung

in zwei Gruppenaufgeteiltwerdenkönnen. In der erstenGruppeist die Inhibierung

derKoagulationabhängigvonderF.VIIa–KonzentrationundberuhtaufeinerÜberlap-

pungdesBindungsepitopsdieserAntikörpermit derBindungsstellevonF.VIIa aufder

N–terminalenTF–Domäne[10]. In derzweitenGruppe,die sichdurcheineerheblich

bessereInhibierungderBlutgerinnungauszeichnet,verhinderndie AntikörperD3 und

5G6nicht die BindungzwischenTF undF.VIIa, sondernerkennenein Epitopauf der

C–terminalenFNIII–DomänevonTF. Wie dieKristallstrukturdesunabhängigvonD3

und5G6gewonnenenanti–TFAntikörpers5G9in Komplex mit TF zeigt [21], ist die

InhibierungderKoagulationskaskadedaraufzurückzuführen,daßsichdasBindungs-

epitopvon TF mit der vorhergesagtenKontaktregion für die SubstrateF.X und F.IX

[22], [23], [24] undfür F.Xa [25], [26] überschneidet.SomitkonkurrierendieAntikör-

per dererstenGruppemit der hochaffinenKomplexbildungzwischenTF undF.VIIa,

wohingegendieAntikörperderzweitenGruppedentransienten,niederaffinentrimeren

Komplex zwischenTF � F.VIIa und dessenSubstratblockieren[22], [26]. Die besse-

renErgebnissederAntikörperderzweitenGruppein denex vivo–Koagulationsstudien

mögeneinerseitsdaraufberuhen,daßdie BindungdieserAntikörpernicht nur anfrei-

en TF, sondernauchan denTF � F.VIIa–Komplex erfolgenkann,womit ein größeres

Zeitfensterzur Verfügungsteht. Andererseitsist die Konkurrenzeinesniederaffinen

SubstratesumdasBindungsepitopleichtervoneinemAntikörperzuübertreffenalsdie

eineshochaffinenSubstrats.

Der murineAntikörperD3 wurdealspotentiellesTherapeutikumausgewählt, und

eswurdeeinehumanisierteVersionmit demNamenD3H44 generiert,die eine100–
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Abbildung1.2: SchematischeDarstellungvon natürlichvorkommendenmurinenAn-
tikörpern(grau),humanenAntikörpern(orange)undim Laborentwickeltenchimären
undhumanisiertenAntikörpermit unterschiedlichenAnteilendesmurinenundhuma-
nenAntikörpers. Die FarbanteilelassenkeineRückschlüsseauf die Sequenzidentität
zu,damurineundhumaneAntikörperbereitsübereineIdentitätvon60–80%verfügen

facherhöhteBindungsaffinität aufwies[27].

Um dieWahrscheinlichkeit einerImmunreaktionnachVerabreichungvonmurinen

Antikörpern zu verringern,werdendie von MäusengewonnenenAntikörper an hu-

maneAntikörperadaptiert,indementwederdie variableDomäneFv auf ein humanes

Antikörper–Gerüsttransplantiertwird, oder lediglich die Bindungsschleifen(CDRs,

Complementarity Determining Regions) desmurinenmonoklonalenAntikörpersvom

humanenAntikörper übernommenwerden. Im erstenFall wird der Antikörper als

chimärerAntikörper, im letzterenalshumanisierterAntikörperbezeichnet(sieheAb-

bildung1.2).

NachdemerstenSchrittim Humanisierungsprozeß,derKombinationdeshumanen

Antikörper–Gerüstesmit den murinenBindungsschleifen,ist in den meistenFällen

keineBindungan dasjeweilige Antigen vorhanden.Erst dasAustauscheneinzelner

Resteim humanenAntikörper–Gerüstanhandvon ModellenunddasTestenvon Mu-

tantenin Bindungsstudienermöglichenerneutdie Antigen–Bindung.Oft ist esaus-
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reichend,nachder Identifizierungeiner für die Bindung kritischenAminosäureim

humanenAntikörper, diesedurchdiejenigeim murinenAntikörper zu ersetzen[28],

[29], [30], [31]. In diesemZusammenhangwird häufigauchversucht,die Bindung

durchdie Aminosäure–Zusammensetzungder Bindungsschleifenzu verbessern.Ob-

wohl einzelneResteaußerhalbderCDRs— wiezumBeispielH71[32], [33], [34], [35]

— häufigeralsandereeineBedeutungfür die Bindunghaben,gibt eskein allgemein-

gültigesSchema,nachdemein murinerAntikörperin einenhumanisiertenAntikörper

überführtwerdenkann.

Da von vielenhumanisiertenAntikörpernhäufignur eineKristallstrukturdermu-

rinen oderder humanisiertenVariantevorhandenist, kanndie Auswirkungvon ein-

zelnenMutationennur modelliertwerden.Die vollständigeBeschreibungdesHuma-

nisierungsprozessesdurchdie murineund die humanisierteKristallstrukturder Fab–

Fragmenteist bishernur für denAntikörperA5B7, derein Tumor–assoziiertesGlyco-

proteinbindet,undCTM01,dergegenpolymorphesepithelgebundenesMucin gerich-

tet ist, publiziert[36].

Derzeitwerdenetwa 80 chimäre,humanisierteodervollständighumaneAntikör-

per untersucht.Unter den11 Antikörpern,die derzeit(12/2001)zu therapeutischen

Zweckenzugelassensind,sind4 humanisierteAntikörper, nämlichHerceptin��� (Gen-

entechInc.) gegenmetastasierendenBrustkrebs,Zenapax�	� (Hoffmann–LaRoche)

gegenAbstoßungsreaktionennachTransplantation,Synagis�	� (Abbott Laboratories)

bei Sepsisund Campath�	� (Millennium Inc.) zur Therapievon chronischlymphati-

scherLeukämie.

Die Kenngrößenim Antigen–Antikörper–Erkennungsprozeßsind Spezifitätund

BindungsaffinitätdesAntikörpers.AusderStrukturdesAntigen–Antikörper–Komplex-

es könnenInformationenüber verschiedeneParameterwie Form–Komplementarität

von BindungsstelleundBindungsepitopauf demAntigen,Größedeszu erkennenden

Epitopsund allgemeinephysiko–chemischeEigenschaftender interagierendenOber-

flächen,die dieSpezifitäteinesAntikörpersbeschreiben,gewonnenwerden[37], [38],

[39]. Dabei wird die FragenacheinemgenerellenUnterschiedzwischenAntigen–

Antikörper– undProtein–Protein–Wechselwirkungennachwie vor diskutiert[40].

Bishersind mehr als 20 verschiedeneAntigen–Antikörper–Kristallstrukturenbe-

stimmt worden,in denendasAntigen ein Proteinist (Übersichtin [41], [42]). Prin-

zipiell ist eseherschwer, ausdiesenStrukturenallgemeingültigeSchlußfolgerungen

überdie Wechselwirkung zwischenAntigenundAntikörperauszuarbeiten,weil diese

Strukturenmeistnichtmit derAuflösungbestimmtwurden,dienötigwäre,umdieBin-

dungsstelleim Detailzucharakterisieren.AußerdemfehlenhäufigdiezudenAntigen–
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Antikörper–KomplexengehörendenStrukturender nicht aneinandergebundenenAn-

tigeneundAntikörper, sodaßeineAussagebezüglichKonformationsänderungen,die

durchdie Komplexbildunginduziertwerden,nichtmöglichist.

Die beidenAntikörperD3 und5G9sindunabhängigvoneinanderin unterschiedli-

chenImmunisierungsprozessengewonnenworden[18], [19], [43], [44]. DieAuflösung

derTF � 5G9–Strukturvon3,0Å unddie desfreien5G9–Antikörpersvon 2,5Å limitie-

renallerdingsbislangdie CharakterisierungderAntigen–Antikörper–Bindungsstelle.

Ziel deszweitenTeilsdieserArbeit waresdaher, denHumanisierungsprozeßstruk-

turbiologischnachzuvollziehenunddie BindungdesmedizinischrelevantenD3H44–

Fab–FragmentsanTF zucharakterisieren.


