
Zusammenfassung

Gewebsfaktor (TissueFactor, TF) ist als Kofaktor von Faktor VIIa (F.VIIa) an der

Aktivierung desextrinsischenSystemsder Blutgerinnungskaskadebeteiligt. TF ist

ein integralesMembranprotein,dasauseinerextrazellulärenDomäne(Aminosäuren

1–219),einerTransmembrandomäne(220–242)undeinerzytoplasmatischenDomäne

(243–263)zusammengesetztist. SequenziellundstrukturellgehörtTF zurFamilieder

Zytokin–Rezeptoren.

GegenstanddieserArbeit warenKristallisationsstudienanTF. Für die Kristallisa-

tion standenProteinlösungenvon TF–219,TF–243,TF–263sowie Zellpastevon der

MutanteTF–263C245Sund die Fab–FragmentedesmurinenD3– und deshumani-

siertenD3H44–AntikörperszurVerfügung.

Der ersteTeil dieserArbeit beschäftigtsichmit derKristallisationvon full length–

TF als Modell für einenZytokin–Rezeptor. Die Struktureinesfull length–Zytokin–

Rezeptorsist bislangnicht gelöstworden.Da essichbei full length–TF um ein solu-

bilisiertesMembranproteinhandelt,erwiessichdie Kristallisationals schwierig. Als

ErgebnisdieserArbeit könnensomitnur Kristalle präsentiertwerden,die entwederzu

klein sind, um sie weiter kristallographischzu untersuchen,oderdie bei ausreichen-

derGrößenur ein Streuvermögenbis7Å zeigten.Mit diesenKristallenkonntenkeine

Datengesammeltwerdenund darausfolgendkonntedieserTeil der Arbeit nicht mit

derStrukturdesfull length–TFabgeschlossenwerden.DasErgebnisdieserStudieläßt

weitereMöglichkeitenzurVerbesserungderKristalleerkennen.

Im zweitenTeil der Arbeit wurden(1) die Strukturender beidenanti–TF Fab–

FragmentedesmurinenD3– unddeshumanisiertenD3H44–Antikörpersgelöst,mit-

einanderverglichenund bezüglichder strukturbiologischenAspektedesHumanisie-

rungsprozessesbeurteilt,sowie (2) die Antigen–Antikörper–BindungdesKomplexes

zwischenD3H44undTF–219untersuchtundModifizierungenvonD3H44vorgeschla-

gen,die zueinerhöherenBindungsaffinität führenkönnten.

Die KristallstrukturdesmurinenD3 Fab–Fragmentsist mit einerAuflösungvon
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2,4Å gelöstworden,diedeshumanisiertenFab–FragmentsD3H44mit 1,85Å unddie

desKomplexeszwischenderextrazellulärenDomänevonTF undD3H44mit 1,85Å.

Der Vergleich der Struktur des murinen D3 mit der des humanisiertenD3H44

zeigt,daßtrotzverschiedenerAntikörper–GerüstenurgeringeUnterschiedevorliegen.

Die C� –Atomeüberlagernsichmit einerAbweichungvon 1,27Å (RMS, root–mean–

square). StrukturelleAbweichungenin denC� –Atomender HauptkettebeiderAnti-

körpersindhauptsächlichim ”unteren”Bereichder variablenDomänezu finden,der

andie konstanteDomäneangrenzt.

WährenddesHumanisierungsprozessesvon D3H44sind7 Aminosäurenim Anti-

körper–Gerüstund 6 Aminosäurenin denBindungsschleifen(CDRs,Complementa-

rity DeterminingRegions) ausgetauschtworden,um die Komplementaritätder Bin-

dungsstellewiederherzustellenbzw. zuverbessern.Dabeikonnteeine100–fachbesse-

re Bindungan TF im Vergleich zu der desmurinenD3 Fab–Fragmentserreichtwer-

den. Die wichtigsteMutation, die nachder KombinationdeshumanenAntikörper–

Gerüstesmit denmurinenCDRseineTF–Bindunggewährleistete,war Arg–H71–Ala.

Die großeSeitenkettevon Arginin behindertsterischdie AusbildungderKonformati-

on von CDR–H1und–H2,die zur TF–Bindungnotwendigist. AndereSubstitutionen

verbesserndenhydrophobenKontaktzwischenleichterundschwererKetteoderführen

zu direktenWasserstoffbrückenzwischendenBindungsschleifen,die zuvor nur durch

Wassermolekülevermitteltwurden.

EinegroßeÜbereinstimmungist zwischenderD3H44–StrukturunddenStrukturen

derFab–Fragmenteanti–VEGF, anti–CD18undanti–p185Her2zufinden,dieebenfalls

humanisiertwurdenunddasselbehumaneAntikörper–Gerüstwie D3H44tragen.

Die KristallstrukturendesD3H44Fab–Fragmentsmit 1,85Å Auflösung,derKom-

plex TF � D3H44 mit 1,85Å Auflösungund die bereitspublizierteStrukturdesfreien

TF mit 1,7Å AuflösungbietendieMöglichkeit, denAntigen–Antikörper–Erkennungs-

prozeßim Detailzuuntersuchen.Die strukturellenÄnderungenin D3H44durchKom-

plexbildungmit TF sindgeringundbeschränkensichhauptsächlichauf die Umorien-

tierungvon Seitenketten. Die Kontaktflächevon TF und D3H44 zeichnetsich durch

einegroßeAnzahl polarerInteraktionenaus. Zusätzlichsind 46 Wassermolekülein

diesemKontaktbereichlokalisiert.

Unabhängigvon D3 wurdevon eineranderenArbeitsgruppeein weiterermuriner

anti–TFAntikörper(5G9)entwickelt, dernahezudasselbeEpitopauf TF erkennt.Die

KristallstrukturendesfreienFab–Fragments5G9unddesKomplexeszwischenTF und

5G9(TF � 5G9)sindmit 2,5Å und3,0Å Auflösunggelöstworden.Die Untersuchung

der Antigen–Antikörper–Bindungvon TF an 5G9 ergab,daßWassermolekülein der
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BindungsstellekeinebedeutendeRolle spielen. Im Unterschieddazusind in dieser

Studiemit TF und D3H44 Wassermolekülefür die Vermittlungvon Kontaktenzwi-

schenAntigenundAntikörpervon Bedeutung.

In derProtein–Datenbanksindderzeitnur zweiweitereSystemevonKristallstruk-

turenvon Antigen–Antikörper–Komplexenundder freienKomponentenmit vollstän-

digen Koordinatenverfügbar, die eine vergleichbareAuflösungaufweisen,nämlich

Cytochromc mit FabE8sowie Lysozymmit dem Fab–FragmentHyHEL–63. Eine

neueAuswertungdieserStrukturennachdenfür dieTF � D3H44–Strukturverwendeten

Kriterienzeigt,daßdieseAntigen–Antikörper–KomplexeÄhnlichkeitenaufweisenbe-

züglich(1) derWassermoleküleim Kontaktbereich,(2) derAnzahlWassermolekülen,

die in einerfreienKomponenteundim Komplex gefundenwerden,und(3) derAnzahl

anWassermoleküle,die nachderKomplexbildungdurchpolareAtomedesBindungs-

partnersersetztwerden.


