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Kapitel 1
Einleitung

Gewebshktor (TF, Tissue Factor) ist als Kofaktor von Faktor Vlla (F.Vila) am er
stenSchrittdesextrinsischerReaktionswgesderBlutgerinnungskaskadeeteiligt. TF
wird normalerweis@ufdenZellenderAdventitiaprasentierfl]. NachSchadigungles
GefalRewverdendieseZellen demim Blut zirkulierendenF.Vlla ausgesetziwodurch
derhochafine, kalziumabhang&omplex zwischenTF undF.Vlla gebildetwird. Die-
serKomplex fordertdie Blutgerinnungaufverschieden®eisen,(Abb. 1.1). Einerseits
weist der TF-F.VIla—Komplex eineim Vemleich zu freiem F.VIla 10°—fach hohere
proteolytischeAktivitat auf [2], die zur Aktivierungvon Faktor X (F.X) fuhrt. Ande-
rerseitsunterstitztder TF-F.Vlla—Komplex die autokatalytischéktivierungvon FVII
zu FVlla, derenVerhaltnisim Blut normalerweisel00 : 1 betragt[3], [4]. Zusatz-
lich besitztder TF-F.Vlla—Komplex proteolytischeAktivitat fir die Aktivierungvon
FaktorIX (F.IX) undbildetdamiteineVerbindungzumintrinsischenWeg der Blutge-
rinnungskaskadeDie Blutgerinnungendetmit derBildung einesFibringerinnsel$5],

[6].

TF ist einintegralesMembranproteingdasauseinerextrazellularerDomane(Ami-
nosaureri—219).einerTransmembrandomari220-242undeinerzytoplasmatischen
Domaneg(243-263)esteh{7], [8], [9]. Die extrazellulareDoménesetztsichauszwei
Fibronektin—p lll-Doméanen(FNIII) zusammen.

Die Kristallstruktur der extrazellularenDomanevon TF im Komplex mit FVila
zeigtdie Wechselirkung dery—Carboxy—Glutaminséaure—reichBomaneundderer-
stenEpidermalen—\&chstumsdktor &hnlichen(EGF)-Doméaneon F.Vila mit derC—
terminalenFNIlII-Domanevon TF. Die zweiteEGF-Domaneinddie Serin—Protease—
Domanevon F.Vlla sindim Kontaktmit der N—-terminalerDomanevon TF [10]. Die
Veranlerungvon TF in der Zellmembrankénntedie FunktioneinesverankertenGe-
risteshaben,dasF.Vlla mit der Protease—Domani& den Blutstrom orientiert und
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Abbildung 1.1: Schematisch®arstellungder BlutgerinnungskaskadeDie Faktoren
sind durchihre Nummerdaigestellt. "a” kennzeichnetie aktivierte Form einesFak-
tors. Quenernetzungenlesintrinschenund desextrinsischenReaktionswgessowie
Ruckkopplungendie denTissue Factor (TF)—FaktorVila Komplex betrefen, sindge-
stricheltdamgestellt



EINLEITUNG 15

somitdie Aktivierungvon F.X undF.IX férdert.

SequenzundStrukturanalysereigendalR3TF zur Familie derZytokin—Rezeptoren
gehort[11], [12]. Die Familie dieserRezeptoretist in zweiKlassenunterteilt[11], die
sichin derAnzahlderDisulfidbriclen(3 in Klassel—, 2 in Klassell-Rezeptoren)der
Orientierungder beidenFNIlI-Doméanenzueinandef80° versus 120°) und einemin
Klassel konserviertelnWSXWS—Motv (Einbuchstaben—Kde fir Aminosauren)un-
terscheiden. Zur Klassel gehorenbeispielsweisaler Wachstumshormon—Rezeptor
GHR, der Prolactin—RezeptoPRLR, der Erythropoietin—-RezeptdePOR,einige der
Interleukin—Rezeptoremie Granulozyten-und Granulozyten—/Macrophagen—Stimu-
lierungsbktorenG—CSFund GM—-CSFsawie der Leukamie—Inhibierungsktor TF
wird der Klassell zugeordnetwie auchdie Interferon-e—, —5— und —y—Rezeptoren
[11].

Trotz der Zuordnungzur Familie der Zytokin—Rezeptoreist ein moglicherWeg
der SignalUbertragungbensowie die Funktionder zytoplasmatischeomanebis-
lang unbekannt.Es gibt allerdingseinzelnePublikationendie einensolchenSignal-
UbertragungsprozefiggerierenRottingenet al. [13] beschreibemachder Komplex-
bildung von TF-F.Vila eine Anderungder intrazellularenKalzium—Konzentrationin
J82—ZellenCOS-1-ZellentenalerKaninchenzellemndhumanerEndothelzellenin
einerandererStudiesind zwei Mutantenvon full length—TF auf ihre Funktionin der
Metastasierungintersuchtworden[14], [15]. In dererstenMutantewurdendie drei
Serin—Resten der zytoplasmatische®oméanedurch Alanine ersetzt,um eine Phos-
phorylierungauszuschlieRenDie zweite Mutante hatte4 Mutationenim extrazellu-
larenTeil, die die F.Vlla—Bindungund damit die Blutgerinnungverhinderten.Beide
Mutantenzeigteneinenur schwvacheMetastasierungn Mausenm Vergleich zum na-
tivenTF, wasbedeutetdalRdie BindungderextrazellularerDomanevon TF anF.Vlla
und die Phosphorylierungler zytoplasmatischeDomanefir die Metastasierungon
Bedeutungseinkénnten.

Fur dieseTF—Mutantenwurde auchder Zusammenhangon TF mit der Expres-
sion desvaskularerendothelialenVachstumsiktors (VEGF) in malignenZelllinien
untersuch{15], [16]. Hier zeigtesich, dalTF mit Mutationenin der extrazellularen
Domane die die FVIla-Bindungverhindern,in gleichenMengenwie VEGF produ-
ziertwird. Fur TF mit Mutationenin derzytoplasmatischeBomane die die Phopho-
rylierung verhindernjst wenig bis garkein VEGF nachzuweisenDiesweistauf eine
mogliche Bedeutungder zytoplasmatischeomanevon TF fur die Regulationvon
VEGF in malignenTumorzellerhin.

Da bishernochkeine StruktureinesRezeptorsler Zytokin—RezepterFamilie mit
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Transmembrandomanad zytoplasmatischeDomanegeldstwurde,ist in dieserAr-
beit versuchtworden,die Strukturvon TF mit denRestenl—-243bzw. 1-263als Mo-
dellsystentir einenfull length—Zytokin—Rezeptoru bestimmen.

TF wird unteranderenmit einerReihevon Erkrankungenn Verbindunggebracht,
die im Zusammenhangqit der Blutgerinnungstehen,u.a.der Thromboseund Athe-
rosklerosg17]. Durchdie Herstellungvon monoklonalemntikbrpern(mAB) fir die
Medizinist eineneueKlassevon Arzneimittelnentstanderglie gezieltanhumanePro-
teinebindetund dadurchderenFunktioninhibiert. Es bestehtdie Hoffnung, mit der
Inhibierungder proteolytischerAktivitat desTF-F.VIla—Komplexesdie obengenann-
tenKrankheiterbehandelrzu kbnnen.

Essind mehrereAntikorpergegenTF entwickelt worden,die in ex vivo—Koagula-
tionsexperimentergetestetuind derenBindungsepitopauf der TF—Oberflachenittels
Mutagenese-Studigpestimmtwurden[18], [19], [20]. Kirchhofer und Mitarbeiter
[18] zeigten,dal3die von ihnenverwendeterAntikdrper abhangigvon inrer Wirkung
in zwei Gruppenaufgeteiltwerdenkdnnen. In der erstenGruppeist die Inhibierung
derKoagulationrabhéngigron derF.Vlla—Konzentratiorundberuhtauf einerUberlap-
pungdesBindungsepitopslieserAntikorpermit derBindungsstellezon F.Vila aufder
N—terminalenTF—-Domand10]. In derzweitenGruppe die sichdurcheineerheblich
besserdénhibierungder Blutgerinnungauszeichnetyerhinderndie AntikérperD3 und
5G6 nicht die BindungzwischenTF undF.Vlla, sonderrerkennenein Epitop auf der
C—terminalerFNIII-Doméanevon TF. Wie die Kristallstrukturdesunabh&ngigyon D3
und 5G6 gevonneneranti—-TFAntikdrpers5G9in Komplex mit TF zeigt[21], ist die
Inhibierungder Koagulationskaskadaaraufzurickzufihrendal3sich dasBindungs-
epitopvon TF mit der vorhegesagterKontaktreyion flr die Substrate=.X und F.IX
[22], [23], [24] undflr F.Xa[25], [26] UberschneidetSomitkonkurrierendie Antikor-
per dererstenGruppemit der hochafinen Komplexbildung zwischenTF und F.Vlla,
wohingayendie AntikorperderzweitenGruppedentransientenniederafinentrimeren
Komplex zwischenTF-F.Vila und desserSubstratblockieren[22], [26]. Die besse-
renErgebnissaler AntikdrperderzweitenGruppein denex vivo—Koagulationsstudien
mogeneinerseitdaraufberuhengdaldie BindungdieserAntikérpernicht nur anfrei-
en TF, sondernauchan den TF-F.VIla—Komplex erfolgenkann, womit ein grof3eres
Zeitfensterzur Verfigungsteht. Andererseitsst die Konkurrenzeinesniederafinen
Substratesim dasBindungsepitopeichtervon einemAntikdrperzu Ubertrefenalsdie
eineshochafinen Substrats.

Der murine Antikdrper D3 wurdeals potentiellesTherapeutikunmausg&éhlt, und
eswurde eine humanisierté/ersionmit demNamenD3H44 generiert,die eine 100—
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chimérer Antikdrper

%@V%

muriner Antikdrper humaner Antikdrper

humanisierter Antikdrper

Abbildung 1.2: Schematisch®arstellungvon naturlichvorkommendemurinenAn-
tikbrpern(grau),humanermntikérpern(orange)undim Laborentwickeltenchimaren
und humanisierterAntikdrper mit unterschiedlichenteilendesmurinenund huma-
nenAntikorpers. Die Farbanteildasserkeine Ruckschlissauf die Sequenzidentitat
zu,damurineundhumaneAntikorperbereitsiibereineldentitdtvon 60—80% verfligen

facherhohteBindungsafinitat aufwies[27].

Um die Wahrscheinlichkit einerimmunreaktiomachVerabreichunggon murinen
Antikorpern zu verringern,werdendie von MausengenvonnenenAntikérper an hu-
maneAntikorperadaptiertindementwederdie variableDomaneFv auf ein humanes
AntikdrperGerusttransplantierwird, oder lediglich die Bindungsschleife{CDRs,
Complementarity Determining Regions) desmurinenmonoklonalerAntikérpersvom
humanenAntikérper Gbernommerwerden. Im erstenFall wird der Antikérper als
chimarerAntikorper, im letzterenals humanisierteAntikdrper bezeichne{sieheAb-
bildung1.2).

NachdemerstenSchrittim Humanisierungsprozeer Kombinationdeshumanen
AntikorperGerusteanit den murinen Bindungsschleifenist in den meistenFallen
keine Bindung an dasjeweilige Antigen vorhanden.Erst dasAustauschereinzelner
Resteim humanenrAntikdrperGerustanhandvon Modellenund dasTestenvon Mu-
tantenin Bindungsstudierermdglichenerneutdie Antigen—Bindung. Oft ist esaus-
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reichend,nachder Identifizierungeiner fir die Bindung kritischen Aminosaureim

humanenAntikorper, diesedurchdiejenigeim murinenAntikorper zu ersetzer28],

[29], [30], [31]. In diesemZusammenhangird haufigauchversucht,die Bindung
durchdie Aminosaure—Zusammensetzuder Bindungsschleiferzu verbessernOb-
wohl einzelneRestaaul3erhalldlerCDRs— wie zumBeispielH71[32], [33], [34], [35]

— haufigeralsandereeine Bedeutundur die Bindunghaben gibt eskein allgemein-
gultigesSchemanachdemein murinerAntikorperin einenhumanisiertentikérper
Uberfuhrtwerdenkann.

Da von vielen humanisierterAntikbrpernhaufignur eineKristallstrukturder mu-
rinen oder der humanisierterVariantevorhandenst, kanndie Auswirkungvon ein-
zelnenMutationennur modelliertwerden. Die vollstdndigeBeschreilnng desHuma-
nisierungsprozesselirch die murine und die humanisierteKristallstruktur der Fab—
Fragmentast bishernur fir denAntikdrper A5SB7, derein Tumor-assoziierte§lyco-
proteinbindet,und CTMO1, dergegenpolymorphespithelgelbindenedMucin gerich-
tetist, publiziert[36].

Derzeitwerdenetwa 80 chiméare,humanisierteodervollstandighumaneAntikor-
per untersucht. Unter den 11 Antikorpern, die derzeit(12/2001)zu therapeutischen
Zweckenzugelassenind,sind4 humanisierténtikdrper, namlichHerceptid ™ (Gen-
entechinc.) gegenmetastasierenderustkrebs,ZenapaX™ (Hoffmann-LaRoche)
gegenAbstoRungsreaktionemach TransplantationSynagi$™ (Abbott Laboratories)
bei Sepsisund CampatA™ (Millennium Inc.) zur Therapievon chronischlymphati-
scherLeukamie.

Die KenngroRenm Antigen—AntikorperErkennungsprozeind Spezifitdtund
Bindungsdfinitat desAntikdrpers.Ausder StrukturdesAntigen—AntikorperKomplex-
es konnenlInformationeniber verschiedend’arameterwie Form—Komplementaritat
von Bindungsstellaind Bindungsepitoauf demAntigen, Gro3edeszu erkennenden
Epitopsund allgemeinephysiko—chemischd&igenschaftemer interagierendei®ber
flachendie die SpezifitateinesAntikdrpersbeschreibengevonnenwerden[37], [38],
[39]. Dabeiwird die FragenacheinemgenerellenUnterschiedzwischenAntigen—
Antikorper und Protein—Protein—\&chselirkungennachwie vor diskutiert[40].

Bisher sind mehr als 20 verschiedenéntigen—AntikorperKristallstrukturenbe-
stimmtworden,in denendasAntigen ein Proteinist (Ubersichtin [41], [42]). Prin-
zipiell ist eseherschwer ausdiesenStrukturenallgemeingultigeSchluf3folgerungen
Uberdie Wechselvirkung zwischenAntigenund Antikérperauszuarbeitenyeil diese
Strukturermeistnichtmit derAuflésungbestimmtwvurden die ndtigwéare,umdie Bin-
dungsstellem Detail zu charakterisierenAul3erdenfehlenhéufigdie zudenAntigen—
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AntikorpeKomplexengehérenderstrukturender nicht aneinandegelundenenrn-
tigeneund Antikorper, so dalReine AussagebeziglichKonformationsanderungedie
durchdie Komplexbildunginduziertwerden nicht moglichist.

Die beidenAntikérper D3 und 5G9 sind unabhangigzoneinandem unterschiedli-
chenimmunisierungsprozessgavonnenworden[18], [19], [43], [44]. Die Auflésung
der TF-5G9-Struktuvon 3,0A unddie desfreien5G9—-Antikérpers/on 2,5A limitie-
renallerdingsbislangdie Charakterisierunger Antigen—AntikérperBindungsstelle.

Ziel deszweitenTeilsdieserArbeit war esdaherdenHumanisierungsprozestruk-
turbiologischnachzuwllziehenund die BindungdesmedizinischrelevantenD3H44—
Fab—FragmentanTF zu charakterisieren.



