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Kapitel 11

Kristallstruktur en

11.1 Dasmurine Fab—FragmentD3

Die KristallstrukturdesFab—Fragment®3 mit 2,4A Auflésungenthaltdie Aminoséu-
renL1-L197 und L204—L210der leichtenKetteund H1-H129und H133-H212der
schwererKette.Die StrukturzeigteamEndederVerfeinerungVertevonR,,,:= 22,5%
und Ry...=29,8%, die Statistik der Verfeinerungist in Tabelle11.1 zusammenge-
fal3t. Die FaktorenderatomarerAuslenkung(B—Faktoren)derV—, C,—, Vy—, Cy1—
Doménensind42,3A2, 66,7A2%, 41,3A? und61,1A%, wohingegender Mittelwert fur
die atomareAuslenkungfir die gesamterStruktur einschliel3lichwassermolekilen
51,4A2 betréagt. Der mittlere Koordinatenfehleder Struktur betragt0,36A (o ,—Sta-
tistik [65], [66]).

Das Ramachandran—Diagramf80] zeigt 82% der Resteinnerhalbder am hau-
figstenvorgefundenerRegionen,15,8% in denzusatzlicherlaubtenGebieten,1,4%
in dengenerellerlaubtenRegionenund die ResteAla—-L51, SeH75 und Ala—H97
(0,8%) in nicht erlaubtenRegionen. Unibliche Torsionswinlel fir RestL51, hier
®=59°/ I=-42°, sindschonin frihergel6sterKristallstrukturervon Fab—Fragmenten
wie anti-LysozymHyHEL-5 [91] und anti-VEGF[92] beschriebenvorden. Amino-
saureSer-H75 liegt an Position(i+3) innerhalbeinesp-turns, der nachHutchinson
und Thornton[93] als Typ VIII klassifiziertwurde. Die Winkel ®=114 / ¥=-8° von
Ala—H97 sinddurchdie Lagean (i+1)ter StelleeinesTyp IV g-turnszu erklaren.Die
AminosaurenAla—-L51, SerH75 und Ala—H97 habeneine atomareAuslenkung(B-
Faktor) von 29,4A2, 47,3A? und 48,3A2. Die Elektronendichteon Ala—L51 und
Ser-H75ist deutlichzu erkennenwohingegendie Dichte fur dasCz—Atom von Ala—
H97 nichtdefiniertist.

Die Lésungsmittel-zuganglich®berflachevon V, und Vg, die in der Kontakt-
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KAPITEL 11. KRISTALLSTRUKTUREN 56

region beiderDoménerverbogenwird, betragt810A? (Mittelwert ausdenBeitragen
vonV, undV g) undist mit derder C;—Cy;—Kontaktflachezon 950A2 in derkonstan-
tenDomanevergleichbar Die Wechselirkung vonleichterundschwereiK etteist von
unpolarerKontakterdominiert,mehrals70% derInteraktionerbesitzerhydrophoben
Charakter

Der berechnetellenbogen—Whkel von D3 betragt139. Das liegt am unteren
Endedesublicherweisdir Fab—FragmentbeobachteteBereichsvon 127 bis 225
[37].

11.2 Dashumanisierte Fab—FragmentD3H44

Die VerfeinerunglerKristallstrukturdeshumanisiertentikbrpersD3H44wurdemit
denR-FaktorenR,,, ;= 18,3% und Ry,..= 22,8% abgeschlossefTabelle11.1). Von
den214 AminoséaurerderleichtenKette(L) wardie ElektronendichtelerRestel1 bis
L213deutlichzuerkennenyonden225AminosaurerderschwererKette(H) konnten
die ResteH1 bisH127undH133bis H213in die vorhandendlektronendichteinge-
bautwerden.Die mittlere atomareAuslenkungder gesamterStrukturbetragt20,4A2.
Die einzelnenDoménenV;, C;, Vg und Cy; weisenWertevon 17,542, 19,7A2,
21,3A? und 18,4A? fir die Proteinatomeauf. Der ausder o ,—Statistik errechnete
mittlere Koordinatenfehleliegt bei 0,16A.

Im Ramachandran—Diagramli®0] sind 90,4% der425Resten deramhaufigsten
vorgefundenerRegion plaziert,9,1% in der zuséatzlicherlaubtenRegion und nur die
ResteAla—L51 und Ala—H97 sindin nicht erlaubterRegionenlokalisiert. Fiir Amino-
saureL51 (=107 und¥=-44) istauchin andererKristallstrukturervon Antikérpern
von untblichenTorsionswinleln berichtetworden,z.B.[94], [41]. Der RestAla—H97
ist an Position(i+1) einesnachHutchinsonund Thornton[93] klassifizierteny—turns
desTypeslV lokalisiert. Die Elektronendichteron Ala—H97 ist deutlichzu erkennen
und auchder niedrige Faktor der atomarenAuslenkungvon 14,3A? bestatigtdiese
Konformation.

Die BindungsflachdéerrechnetiusverbogenerSAS—FlacheywischervV undV g
hat eine GréRevon 765A2, die vergleichbarist mit der zwischendenC;— und Cy—
Doméanen(845A2). Die Kontaktezwischenleichterund schwereKette sind auchin
D3H44von hydrophoberWechselirkungendominiert. Ungefahrt70% derWechsel-
wirkungensindapolarematur.

Der Ellenbogen—Whkel der D3H44 Strukturbetragtl 35°.
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Tabellell.1: StatistikderVerfeinerung
Fab D3 Fab D3H44 | TF-D3H44

Auflésungsbereicpd] 40-2,40 40-1,85 40-1,85
Reryst [20] / AnzahlReflexe 22,5/ 15606 | 18,3/ 33469| 20,1/ 67779
Ryfree [%0] / AnzahlReflexe 29,8/ 1214 | 22,8/ 2550 | 22,5/ 5275
AnzahlReste 417 425 626
AnzahlProteinatome 3200 3244 4862
AnzahlWassermolektile 175 372 579
Mittlerer B—Faktor [A?] fiir

alle Atome 51,4 20,4 29,2

Proteinatome 51,8 19,1 28,5

Wassermolekile 43,7 30,9 35,7
anisotropeB—Faktor[A?]

B11 6,54 -2,90 -4,35

B22 -1,46 1,54 3,94

B33 -5,51 1,37 0,41

B13 -8,02 2,91 0,00
Losungsmitteldichtge?] 0,354 0,369 0,361
Mittl. B—FaktorLdsungsmitte[A?] 65,5 45,8 48,5
Abweichung(RMS)

BindungslanggA] 0,011 0,013 0,011

Bindungswinlel [°] 1,68 1,79 1,64
Abweichung(RMS) in B—Faktoren
fiir getundeneAtome[A?]

in derHauptlette 1,53 1,36 1,47

in der Seitenlette 2,16 2,32 2,16
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11.3 Der Komplex TF—219D3H44

Die im FolgendernverwendeteAbkurzungTF stehtfir TF—219. Die Kristallstruktur
desKomplexeszwischenTF unddemhumanisiertefrab—FragmenD3H44 wurdemit
einer Auflésungvon 1,85A geldstund konntebis zu einemkristallographischefiR—
FaktorR, s =20,1% beieinemfreienR—FaktorvonRy,.. =22,4% verfeinertwerden.
FurTFwurdendie RestelT5bisT83undT91bisT211,fir dieleichteKettevonD3H44
dieRestel1 bisL213 undfir dieschwereKetteH1 bisH128undH133bisH213in die
Elektronendichteeingepaldt.Im Gegensatzzu denbisherpubliziertenStrukturendes
freienTF [12], [95] ist die Elektronendichteler SchleifeT159 bis T162 hier deutlich
zu erkennen. Der mittlere atomareAuslenkungsdktor der gesamterStruktur betragt
29,2A2. Die einzelnenrDoméanerhabenin der ReihenfolgeN—terminaleDomaneTF,
C—terminaleDomaneTF, variableDomaneD3H44 undkonstantddomaneTF mittlere
Auslenkungsdiktorenvon 39,9A2, 37,9A2, 20,7A2 und26,2A2. Aus dero ,—Statistik
kann ein mittlerer Koordinatenfehlewon 0,17A errechnetwerden. Das Ramachan-
dran—-Diagramm(Abb. 11.1) zeigt, dal3 90,1% aller Restein bevorzugtenRegionen
liegenundnur Ala—L51, wie auchin derfreien D3H44—-Struktureineungevohnliche
Dihedralvinkel-Konformationannimmt.Im Vergleich zur freien Strukturist Ala—H97
nicht mehrin der verbotenerRegion desRamachandran—Diagramms finden. Der
Carboryl-Sauerstdfvon Ala—H97 ist an der Bindungvon TF beteiligt, waseine An-
derungdes¥—-Winkelsvon 30° bewirkt.

In der TF-D3H44 Strukturbetragtder Ellenbogen—-Whkel von D3H44132.
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Plot statistics

Residues in most favoured regions 491 90.1%
Residues in additional allowed regions 50 9.2%,
Residues in generously allowed regions 3 0.6%
Residues in disallowed regions 1 0.2%
Number of non-glycine and non-proline residucs ;IS 1(7)67(;%:

Abbildung 11.1: Ramachandran—Diagram[80] von TF-D3H44. DunkelgraueBe-
reichekennzeichnerden am haufigstervorgefundenerBereich, mittelgraueden zu-
satzlicherlaubterBereichund hellgrauedie Region, die prinzipiell auchnocherlaubt
ist. Die weil3enAreale stehenfir Winkelkombinationendie seltenin Proteinenvor-
kommen.Fur Glycin—Restesind Dreiecle eingetragemundfir die GbrigenReste(aus-
schliel3lichProlin) Vierecle



Kapitel 12

Diskussion

12.1 Muriner D3 versus humanisierter D3H44

12.1.1 Vergleichder Struktur en

Das murine D3— und dashumanisierteD3H44—-Fab—Fragmenhabenmit Ausnahme
einzelneRestedieselbeAminosdurezusammensetzunglenBindungsschleifersie-
heAbbildung12.1.DasAntikérperGeriushingegenunterscheidetichin beidenAnti-
korpern.Die leichteKettedesmurinenAntikdrpersgehortzur murinenk—Untegruppe
V und die schwereKette zur murinenUntegruppellc. Vom humanenAntikorper
Gerustkanndie leichte KettedemIsotyp der humanenx—Untegruppel, die schwere
KettederhumanenJntegruppelll zugeordnetverden.Der Vergleichder Strukturen
desmurinenD3—und deshumanisiertei>3H44—Fab—Fragmentgeigtdie Positionen,
andenenSequenzunterschied&ukturelleAbweichungerhenorrufen.

Die Unterschiedén der Sequensindin Abbildung 12.1 dagestellt. Die Uberla-
gerungder C,—Atome der variablenDomane,der konstanterDomaneund desgan-
zenFab—Fragmenteesultiertin Abweichungervon 1,08A, 1,01A und1,27A (RMS).
Die mittlerenKoordinatenfehlesind 0.36A fiir die D3—und 0.16A fiir die D3H44—
Struktur Gleichzeitigkdnnendurchdie Uberlagerunglie Regionenidentifiziert wer-
den,in denensichdermurinevom humanisierte\ntikdrperunterscheidet.

Abbildung12.2zeigtdenAbstandder C,—Atomevon derPositionin D3 zu derin
D3H44 nachUberlagerungler C,—Atomeder variablenDomane. Es ist deutlich zu
erkennen,dalRdie meistenC,—Atome nur geringfiigigeAbweichungenn denbeiden
Sturkturerzeigen.LediglicheinzelneSegmenteweisengrol3erdJnterschiedeon tber
1A auf. Die meistendieserAbweichungergehenauf Sequenzunterschiedevischen
denbeidenAntikdrpernzurick.
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10, 20, 30, + 40, + 50
(a) D3H44 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT RASRDIKSYLNWYQQKPGKAPKVLIYY
# # # # #
D3 DIKMTQSPSSMSASLGESVTIT KASRDIKSYLSWYQQKPWKSPKTLIYY
# # # # #
5G9 DIKMTQSPSSMYASLGERVTIT KASQDIRKYLNWYQQKPWKSPKTLIYY
———————»|
CDR - L1
, 60, 70, 4 80, 90, , 100
D3H44 ATSLAEGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYY LOHGESPWTFGOQ
# #
D3 ATSLADGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLESDDTATYY LOHGESPFTFGS
# #
5G9 ATSLADGVPSRFSGSGSGQOQDYSLTISSLESDDTATYYCLQHGESPYTFGG
—_— | —————————p|
CDR-L2 CDR-L3
106
D3H44 GTKVETI
# #
D3 GTKLEL
#
5G9 GTKLETI
10 20 30 4 40 + D
(b) D3H44 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS AASGFNIKEYYMHWVRQAPGKGLEWVGL
# # # # # # #
D3 EVQLQQSGAELVRPGALVKLS KASGFNIKDYYMHWVKQRPEQGLELIGW
# #
5G9 EIQLQQSGAELVRPGALVKLS KASGFNIKDYYMHWVKQRPEQGLEWIGL
1 |-—
CDR - H1
+ 59 89 + +79, abec 86, 96
D3H44 IDPEQGNTIYDPKFQDRATISADNSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYY ARDT
# # # # # # # #
D3 IDPENGNTIYDPKFQDKASITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYY ARDT
#
5G9 IDPENGNTIYDPKFQGKASITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYY ARDN
> |-—
CDR-H2

108, 111
D3H44 AAYFDYWGQGTLVTYV
# #

D3 AAYFDYWGQGTTLTYV
# #

5G9 SYYFDYWGQGTTLTYV
—

Abbildung12.1: SequenzemleichzwischemrmurinemAntikdrper D3 undhumanisier
tem Antikdrper D3H44 (a) fur die V— und (b) fur die Vy—Doméne. Die Sequenz
desmurinenanti—TFAntikdrpers5G9ist ebenélls aufgefihrt. Unterschiedeur D3—
Sequenzind mit einemDoppelkreuz#), und Reste die im RahmendesHumanisie-
rungsprozessegerandertwvurden,mit einemPlus(+) gekennzeichnetCDR-L1: L24
bis L34, CDR-L2: L49 bis L56, CDR-L3: L89 bis L97, CDR-H1: H26 bis H35,
CDR-H2:H50 bisH65, CDR-H3:H94 bis H102.

Diese Abbildung und Abbildung 12.6 sind modifizierte Ausdrucle des XSAE-
Programmegluberlassenon C.Broger)
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Fur die ResteL56 und H54 sind es Kristallpackungskntaktezu symmetrieer-
wandtenMolekuilen,die einenstrukturellenUnterschiechernorrufen. Im murinenD3
bildenSauerstdf und StickstofatomederHauptletteandenPositionen.57 undL58
Wasserstdbriicken zur Haupt—und Seitenlette der PositionenL155 und L156 ei-
nessymmetri&#erwandtenMolekuls. Im Unterschieddazukommt dieserKontaktin
D3H44 durchdie unterschiedlich&ristallpackungnicht zustande.lm Fall desAsn—
H56 wird in der D3H44-Strukturein Kontaktzwischender Amid—Gruppevon Aspa-
raginund der von GlutaminL147 einessymmetri&#erwandtenMoleklls ausgebildet.
DieserKontaktistin D3 nichtvorhandenGrol3ereAbweichungeranBeginnundEnde
derDomanenassensichdurchdie Flexibilitat von "losen” Peptidlettenan der Ober
flacheglobularerProteineerklaren.

In der leichtenKette sind es die unterschiedlicherAminosaurender Restel.24
in CDR-L1,L96 in CDR-L3und L80 im V ;—V—Wechselirkungsbereichdie die
bedeutendstetdnterschiedem Verlaufder C,—Ketteverursachen.

Die Abweichungerin denC,—Positionervon1,5A firr Leu—L15und1,3A fiir L80
sind mit derunterschiedlicheBesetzung/on SerL80 in D3 und Pro—L80in D3H44
zu erklaren.In D3 wechsealirkt Leu—L15mit demhydrophobenTeil von Arg—L108.
Zusatzlichbildet Ser-L80 eine Wasserstdbriicke mit dem Sauerstdfder Hauptlette
von L168. In D3H44 bewirkt dasErsetzerderpolarenSeitenlette SerL80 durchdas
hydrophobeProlin, dal3Pro—L80mit Leu—L15in Wechselvirkung tritt unddie fir D3
beschriebeneKontaktenicht ausgebildetverdenkdnnen.Dasbedeutetdal3eseinen
Einflul3 auf die Struktur hat, ob an PositionL80 eine polare oder eine hydrophobe
Aminosauresingebautst.

DasErsetzenvon Lys—L24in D3 durch Arginin in D3H44 resultiertin direkten
WasserstdbrickenzwischendenCarboxylat—Sauersti@n der Seitenlettenvon Asp—
L70 unddenAtomenN,; undN, von Arg—L24in D3H44,wohingegenin D3 derKon-
takt zwischenN, ausLys—L24und der Carboxylat—Gruppeurchein Wassermolekdl
vermittelt wird. Dies beruhtauf der Annahme,daRtrotz des Abstandesson 3,48A
eine Wasserstdbriicke zwischenLysin und dem Wassermolekilorhandenist. Die
unterschiedlichéminoséurean PositionL24 scheintdie Abweichungder C,—Atome
andenbenachbarteRositionernL27 undL68 zu verursachen.

Ahnlich verhaltessich fiir die PositionL94, die durchPhe—L96in D3 und Trp—
L96 in D3H44 beeinflutwird. Die Seitenlettevon L96 ist in beidenAntikdrpernan
einerhydrophobeWWechselirkung zwischerdenResterHis—L91,Pro—L95undPhe—
L98 derleichtenund Tyr—-H33, His—H35,Leu—H47,Gly—H49, Trp—H50und lle-H58
der schwererKette beteiligt (in D3). Durch den Tauschder ResteH47 und H50 zu
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(@)

(b)

Abstand der Ca-Atome von D3 und D3H44 [A]

Abstand der Cu-Atome von D3 und D3H44 [A]

L94
s
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i b
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Abbildung 12.2: Struktunemleich der variablenDoméanevon D3 und D3H44. Aus-
gehendvon einerUberlagerungler C,—Atomein dervariablenDomanesind hier die
AbstandederjeweiligenC,—Atomein (a) derleichtenKetteund (b) derschwererKet-
te aufgetragenDiejenigenReste derenC,—Atomevoneinandeum mehrals1 A beim
Vemleichder StrukturenD3 und D3H44 abweichensindbenannundwerdenim Text

beschrieben
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Abbildung 12.3: Unterschieden der Strukturvon (a) D3 und (b) D3H44, die durch
denAustauschder Aminosaurerneu—H47/Tp—H50/Phe-L9§D3) zu Trp—H47/Leu—
H50/Trp—L96 (D3H44) henworgerufenwurden.In beidenStrukturensind nur die Seg-

mentelL 95 bisL98, H47 bisH50 unddie Aminoséureri91, H33,H35,H58 undH100

dagestellt,die andiesemhydrophoberBereichzwischeneichterKette (hellblau)und

schwereKette(dunkelblau)beteiligtsind
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Trp—H47 und Leu—H50in D3H44, derin Abbildung 12.3 daigestelltist, kbnnendie
gegeniberligendenndol-Gruppenvon Trp—L96 und Trp—H47in D3H44 hydropho-
be Kontakteausbilden. Interessanterweiseeigendie C,—Positionender ResteH47
und H50 trotz Austauschder Aminosaurenkeinen signifikantenUnterschiedin den
StrukturenD3 und D3H44, obwohl dadurchdie Wechselvirkung der Seitenlettenim
hydrophoberBereichverdnderivurde.

In derschwererKettefihrenunterschiedlichdminosaurerandenPositionerH9,
H10,H18, H38, H40 und H73 zu strukturellenUnterschiedenler Fab—Fragment®3
undD3H44.

Der AustausctleinergroR3enSeitenlette(D3: GIn—-H10,Arg—H40)gegeneineklei-
ne (D3H44: Gly—H10, Ala—H40) hatan zwei Positionenin der schwererKette Aus-
wirkungenauf denVerlauf der Hauptlette. In der murinenD3-Strukturist H10 mit
der AminosaureGlutaminbesetztdie sichin RichtungHauptlettevon H19 orientiert.
Die benachbart&eitenlette Ala—H9 ist an einer hydrophobenwWechselirkung mit
denRestenPro—H147,Pro—H149,Pro—H200und Ala—H201 ausder konstanterDo-
manebeteiligt. DasFehlenderlangenSeitenlettean PositionH10 (Glycin in D3H44)
und die Anderungvon Alanin zu Glycin an PositionH9 fiihrten zur groRtenAbwei-
chungdesVerlaufsder C,—Kette,die in dervariablenDomanebeobachtewird. Der
Abstandder C,—Atome von H8 und H20 betragtin der D3—Struktur8,5A und in
der D3H44-Strukturd,5A. Der Vergleich der Ellenbogen—Whkel von D3 (139) und
D3H44(135) zeigt,dafl’durchdie Umlagerungzon H9 unddasWegfallendesunpola-
ren Cs—AtomskeineVeranderungn derrelatven Orientierungder Doméanenv;, und
C;, induziertwird.

Die zweitePosition,anderdasVolumeneinerSeitenlettedenVerlaufder Struktur
beeinflul3tjst derRestArg—H40in D3, derin D3H44 durchAlanin ersetztist. Dieser
Unterschiedverursacheine Abweichungvon 1,2A anPositionH42. Die Seitenlette
Glu—H89stehtin sterischeikonkurrenzzu Arg—H40und die Seitenlettevon Arginin
weichtsamtHauptlettenachauf3enln D3H44ist die PositionH40 mit Alanin besetzt,
einerdeutlichkleinerenSeitenletteals Arginin. Damit ist die sterischeBehinderung
der Seitenlette von H40 durch Glu—H89 aufgehoberund der Verlauf der Hauptlette
von Ala—H40pal3tsichdieserAnordnungan.

Die VerschielingderC,—AtomederResteH12undH18von2,0und2,3A gehtauf
die VeranderunglerSeitenletteanPositionH18 zuriick. DieserRestist in dermurinen
D3-StrukturdurchValin besetztdesserseitenlettedirektgegentibedervon Val-H12
lokalisiertist. Val-H12und Val-H18sind beideTeil der hydrophobernrasche zu der
auchdie ResteLeu—H20, Tyr—H90, Leu—H82,Leu—H82c,Leu—H109und Val-H111
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beitragen. GanzanderssiehtdieserBereichin der D3H44-Strukturaus,in der H18

mit Leucinbesetzist. Die Seitenlettevon Leu-H18nimmtdie Positionvon Leu—H82
ein undinteragiertmit demPherylring von Tyr—H90. H82 ist in der D3H44—Struktur
durchMethioninbesetztdassichzu Phe—H63umorientierunddenPlatzfur Leu—H18
freigibt.

Die Verschielbingenin der Hauptletteim Bereichder ResteH66 und H86 sind
miteinandewverknupft. Verursachiwvird dieserUnterschiedvahrscheinlichvom Aus-
tauschvon Lysin (D3) gegenArginin (D3H44) an PositionH38. WahrendLysin Gber
ein Wassermolekimit derCarboxylat—Gruppéer Seitenlkettevon Asp—H86in Wech-
selwirkungtritt, kommtdurchdie langereSeitenlettedesArginin dieserKontaktdirekt
zwischenArg—H38und Asp—H86zustande.Zwischendem Atom Oz, von Asp—H86
undN,;; von Arg—H66wiederumgibt esin demhumanisiertentikorpereineWasser
stoffbriicke, die im murinenD3 nicht existiert. In D3 ist die Seitenlettevon Arg—H66
aneinerWasserstdbricke zum Sauerstdfder Hauptlettevon H85 beteiligt.

Die Hauptlette von D3 und D3H44 zeigt auchim Bereichvon H74 einenleicht
unterschiedlicheVerlauf. PositionH73 tragtin D3 die AminosaureThreonin, de-
ren Atom O, Uberein Wassermolektimit den Atomen Og; von Asn—H28und N
von Asn—H76verknupftist. Die humanisierté/ariantebildet eine Wasserstdbricke
zwischenNg, desSubstituenterAsp—H73und dem Sauerstdfvon H52, so dal3die
Kontaktewie in derD3-Struktumichtrealisiertwerden.

Ein weitererUnterschiedkannim Verlauf der schwerenKette in der konstanten
Doméanebeobachtetverden.

Im murinenD3 bildendie ResteGIn—-H171,SerH172,Asp—H173undLeu-H174
eineng—turn zwischenzwei g—Strangen.Tyr—-H175, der ersteRestim folgendeng—
Strang,ist gegenubereiner Ausbuchtung(bulge) der ResteGly—H144und Tyr—H145
lokalisiert.

In D3H44 hingggenbilden zwar auchdie ResteGIn-H171,SerH172,SerH173
und Gly—-H174 einen s—turn, abergleichzeitigsitzt GIn-H171gegenibervon einer
Aushuchtunggebildetvon denRestenGly—-H174und Leu—H175. Hier fangtder fol-
gendes—Strangerstmit demRestTyr—H176an,derauch— wie in D3 — gegenuber
der Aushbuchtungder ResteAsp—H144und Tyr—H145sitzt und damitdemRestH175
ausD3 entspricht. Die Schleifezwischendenbeidenj—Strangersetztsich somitin
D3 aus4 Resterundin D3H44aus5 Resterzusammen.

Bis aufdie Seitenlettevon Asp—H173in dermurinenD3—-Strukturist die Elektro-
nendichtevon allen Aminoséurergut definiert. Die ResteGIn—-H171und SerH172
befindensichin beidentberlagerterstrukturenan &quivalentenPositionenaberRest



KAPITEL 12. DISKUSSION 67

Leu—H174in D3 hatdie Positionvon Leu—H175in D3H44,so dal3die Numerierung
dersichentsprechendeRestein D3H44 beginnendmit RestH174 gegeniiberdervon
D3 um (i+1) verschoberist.

Die molekulareOberflachevon D3 und D3H44 ist in der Bindungsstellevon ne-
gativ geladenerRestendominiert (ohne Abbildung). Werdendie Ladungenauf den
Oberflacherder Bindungsstellerer AntikbrperFragmenteinddenenim Epitopvon
TF gegenilbegestellt,soist die Ladungskomplementaritatieutlichzu erkennen.

Zusammerdssendaltsichsagendalbeider Gegenilberstellungermurinenund
der humanisierterStruktur keine massven Unterschieddeobachtetverdenkdnnen.
Durchdie unterschiedlichentikorperGeristesindin denStruktureniokal einzelne
Abweichungervorhandendie durchdie Unterschieden der Sequenzrklartwerden.
Die Konformationder Bindungsschleiferund die Orientierungder Domé&nenim hu-
manisierterD3H44—-Antikorpersindweitgehenddentischmit denenim murinenVor-
gangerD3.

Die beschriebenestrukturellenAbweichungersind folglich solche,die die Bin-
dungvon TF nicht beeinflussenSoverwunderesnicht, dalimit AusnahmelerReste,
die in Kristallkontakteinvolviert sind, zwei Drittel der obenbeschriebene8equenz—
und Strukturunterschiedam unterenEndeder variablenDoméanelokalisiertsind, das
andie konstantddoméaneangrenztln diesemBereichscheinteineVariabilitatim oben
beschriebeneRahmerkeinenEinfluld auf die V ;,—V z—Orientierungoderdie Ausbil-
dung der Komplementéarflacheu haben. Bis auf H66 werdeninnerhalbdesKerns
zwischenV — und V ;—Doméanekeine gréRerenAbweichungenals 1 A beobachtet.
Auchdie LagederC,—Atomein denBindungsschleifemeistgroReUbereinstimmung
auf. EinestrukturelleVeranderungn diesemBereichwirdesichwahrscheinlictdirekt
auf die Plazierungder Bindungsschleifemuswirken und die Komplementaritézu TF
verschlechtern.

12.1.2 Wassermolekulen den Struktur en D3 und D3H44

Die StrukturdesTF-D3H44—-Komplexeszeigt,dalRWassermolekilén der Bindungs-
stelledie Rolle tbernehmemichtkomplementarérealeaufzufullenunddadurchden
KontaktzwischenTF und D3H44 zu vermitteln,sieheAbschnitt12.2.5.

Die Uberlagerungller AtomederStrukturenD3 und D3H44 zeigt,daR49 Wasser
molekiileidentischsind (mit einererlaubterAbweichungvon 1.5A). Zwei dieseWas-
sermolekilesindin derBindungsstelldokalisiert. Daserstebildet Wasserstdbriicken
mit dem Stickstof desRickgratsvon RestH33 und dem Sauerstdf der Hauptlette
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von H95 und UberbrickisodenKontaktzwischenCDR—H1und CDR-H3. Daszwei-
te WassermolekUformt eineWasserstdbricke mit Os,—Asp—H95und vermitteltden
AnscheineinerverlangerterSeitenlette.

Beide Wassermolekiilesind ebenélls in der TF-D3H44-Strukturvorhandenund
vermittelnden KontaktzwischenTF und D3H44. Hier UberbricktdasersteWasser
die Wechselirkung zwischendemSauerstdfder Hauptlettevon H95 unddemN,,; —
Atom von Arg—T200. DiesesWassermolekdist auchin der freien TF-Struktur[12]
vorhandenlm Komplex TF-D3H44UberbricktdaszweiteWassermolekidenKontakt
zwischenden Seitenlettenvon Asp—H95und Lys—T169und vermittelt so ebenélls
die Wechselirkung von TF zu D3H44. DiesesWassermolekiilst ein potentieller
Kandidat,um durchdie Mutation Asn—H95-GlInverdrangtzu werdenund damit die
Bindungsafinitat von D3 bzw. D3H44 zu erh6hensiehedazuauchKapitel 12.2.8.

Auch wenndie Interpretationder Wassermolekiilelurchdie Auflésungvon 2,4A
der D3-Strukturdimitiert ist, sosuggerieremochdie beidenkonserviertenWassermo-
lekulein derBindungsstelledaRauchfir die Bindungvon D3 an TF Wassermolekiile
einebedeutend®ollein der Antigen—AntikorperBindungspielen.ahnlichwie esdie
StrukturdesTF-D3H44—-Komplexeszeigt, sieheKapitel 12.2.5.

12.1.3 Der Humanisierungsprozel3

Murine monoklonaleAntikorperalstherapeutischeBharmazeutikurhabermdenNach-
teil, daf3sie vom humanenmmunsystenerkanntwerdenkdnnen. Um dieseReakti-
on zu verhindern sind diversechimareund humanisiertéAntikrperKonstrukteent-
wickelt worden,die klinisch erprobtwerdenkénnen.

ChimareAntikorper setzensich ausder konstanterDomaneeineshumanerAnti-
korpersund dervariablenDoméanedesmurinenAntikdrperszusammenDamitist der
murine Anteil desAntikorpersreduziertund die Bindungsschleifenn der variablen
DomaneerkennemochimmerdasAntigen[96], [97].

Der ProzelRdes Resurfacingberuhtauf der Annahme,dal3die Aminosaurenauf
der Lésungsmittel-zugéngliche@berflacheder variablenRegion zu 98% innerhalb
einer Spezieskonserviertsind. Durch Ersetzender Maus—spezifischeAminosauren
auf der Oberlachemit den entsprechendehumanenOberflachenrestekonntendie
anti-CD56-und anti-CD19-Fv—Fragmenteuimanisieriverden[98].

UnterderMethodederHumanisierungst die VerpflanzunglermurinenBindungs-
schleifenauf ein humanesAntikdrperGerlustzu versteherf99], [100]. Meistenswird
durchdiesesKonstruktdie Antigen—Bindungzerstortoder derartverschlechtertdafld
eineRelonstruktion(reshaping notwendigist. Darunterist die Anpassungndie ur-
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sprunglichanurineStrukturzu verstehendie einekomplementar8indungsstelleum
Epitopausbilderkann. Bei dieserMethodewerdenim KerndervariablenDoméanean
einzelnenPositionendie AminosaurendesmurinenAntikorpersibernommerj101],
[102], [31], [30], [29], [28]. Haufig sind dieseRestein raumlicherNachbarschaftu
denBindungsschleifemindkénnensomitderenKonformationbeeinflussen.

Fir die HumanisierungeinesAntikoérpersgibt eskein allgemeingtltigesSchema
fur die Auswahlvon RestenderenmurineAminoséureribernommenverdenmuissen,
um eineBindungandasAntigenwiederherzustellenJederHumanisierungsprozeast
eineindividuelle Zusammenstellungon Resten die verdndertwerdenmuissen.Die
Auswahl dieserlafdt sich zwar mit Modellen weitgehendeingrenzengdaseigentliche
Resultataberliefert erstdie Bindungsstudie.

Fur zwei Drittel aller Antikorper zeigtsich, daRdie GroReder Seitenlettean Po-
sition H71 Auswirkungenauf die Konformationvon CDR—H1und—-H2 unddamitauf
die Antigen—Bindundhat[32], [33], Beispielehierfur sind: [34], [35],[103].

Fur die Humanisierungron D3 wurdenin der leichtenKettedie ResteLeu—L46—
Val und Phe—-L71-yr im AntikorperGeristmutiert. Dabeiwurdeder zu denCDR-
Regionen gehdrendanurine RestLys—L24 bei der Umsetzungder murinen CDR—
Schleifenauf dashumaneGeristnicht berticksichtigund daherstammtArg—L24 vom
humanenAntikdrper. In der schwererKette fihrten die MutationenLeu-H47-Tp,
Ala—H49-Gly Phe-H67-Ala Arg—H71-Alaund Leu—H78-Alaim Gerutstzum hu-
manisiertenAntikérper D3H44. Zusatzlichwurdenin dentransplantiertermurinen
BindungsschleifederleichtenKettedie ResteSerL34—Asn,Asp—L56—Gluund Phe—
L96—Trp undin derschwererKettedie ResteAsp—H31-Glu,Trp—H50-Lewnd Asn—
H54—Glnausgetauscht.

Im Folgendenwird der HumanisierungsprozefRyelcherden murinenD3 in den
humanisierted3H44 Uberfuhrte strukturbiologiscmachwllzogenundin Korrelation
zur Bindungsstudiggesetz{27]. In dieserStudieist ein chimarerAntikdrper D3CH
alsReferendeziglichTF-Bindungverwendetvorden,derdie konstantddomanevon
D3H44unddievariableDoménevon D3 tragt. Der murineundderchimareAntikorper
weisenetwa gleicheBindungslonstantervon 11,5nM und9,9nM auf.

DasEinsetzerdermurinenBindungsschleifemon D3 in dasFab—Fragmendeshu-
manenrAntikorperGeristsuhrtezumVerlustder TF-Bindung.Wie obenbeschrieben
hatauchhier die Auswahl der Aminosaurean PositionH71 erheblicheAuswirkungen
auf die Antigen—Bindungvon D3H44. Das Entfernenvon Arginin und dasErsetzen
durchdie deutlichkleinere Seitenlette von Alanin — wie im murinenD3 — bringt
die TF—Bindungzuriick,wennauchmit 26—fachniedrigererAffinitat im Vergleich zu



KAPITEL 12. DISKUSSION 70

0 7yr.haz 0 ryrmaz

Glu-H31
/ -
Tyr- W Lys lle-H29
Haa&gg} ﬁ)
e

=

Glu- H31

Tyr- lle-H29

H33 ";so
Thr-T154 The-T154
GIn-T190 GIn-T190

—
a Asp-H72 e Asp-H72
Asp- P Asp- Lo} & P
= Gin- ® Gln- N
H54 Ala- H54 Ala- S
Tyr-T156 HT1 Tyr-T156 g H71
/ \.‘: Asn-H56 / U Asn-HS6 W

Ser- H?O

Ser-HT0

Abbildung12.4: Ausschnittausder TF-D3H44—-Struktuels Stereo—Abbildungierdie
Bedeutungvon RestH71 fur die TF—Bindungzeigt. TF ist in rot und D3H44in blau
dagestellt.Die Seitenlettevon H71 hatgroRenEinflu3aufdie Bindungvon TF. Zwei
modellierteRotamerevon Arginin andieserPositionzeigen(grin),wie die Seitenlette
von Arg—H71 mit Pro-H52ain CDR-H2 odermit lle-H29in CDR-H1 zusammen-
stofRerund sodie Komplementaritézum TF—Epitopzerstérerwirde. Demgeentber
ermdglichtAlanin an PositionH71, wie esin D3 und D3H44 realisiertist, die TF—
Erkennung

D3CH.In derTF-D3H44-Struktuist deutlichzu erkennen(Abbildung12.4),dal3eine
lange Seitenlette wie Arginin an PositionH71 mit denBindungsschleifefCDR-H1
und—H2 kollidierenund damitdie Ausbildungder Komplementaritazum TF-Epitop
zerstorerwirde.

Um die hydrophobeWechselirkung zwischenden Restender leichtenund der
schwerenKette zu verbessernist als weitere Veranderungler Austauschder Reste
Leu—H47/ Trp—H50vorgenommerworden,derim vorherigenKapitel (Seite65) be-
sprocherundin Abbildung12.3illustriertist. Die Bindungan TF wurdedamit4—fach
erhoht.

Bei HumanisierungeandererAntikbrperwar von Bedeutungpb an PositionH49
ein Alanin oderein Glycin eingebautvar [35], [103]. Bei derHumanisierungzon D3
wurdejedochkein Unterschiedn der Bindungslonstanteritr ein Glycin anPosition
H49 (ausdemmurinenD3 Ubernommenjm Vemleichzu einemAlanin (ausdemhu-
manenGerist)andieserPositiongefunden.Trotzdemwurdedermurine Glycin—Rest
UbernommenH49 liegt zwischendenausgetauschteRestenTrp—H47/Leu—H50die
wahrscheinlicldurchdie groRenhydrophobergeitenlettendie Strukturin diesemBe-
reich dominieren. Abbildung 12.3 suggeriertdaf3dasCs—Atom von Alanin an H50
die Positionvon lle—H58beeinflusselkdnnte.

Die unmittelbareNahezweierRestezu denCDR-Schleiferscheintsich ebenélls
mafigeblichauf die TF-Bindungauszuwirlen. Antikorper, die durchdie Mutationen
Phe—H67—-AlaindLeu—-H78—-Aladie murinenRestelibernehmergzeigennurnocheine
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um denFaktor 2 niedrigereBindungals der D3CH—Referenz—AntikorpeDaskonnte
daraufberuhen,dal3in beidenFallen eine grof3e Seitenlette gegen eine kleine Sei-
tenkette ausgetauschwurde (ahnlich Arginin an PositionH71). Wie in der D3H44—
Strukturzu erkennenjst an PositionH67 kein Platzftr ein Pherylalaninund die An-

ordnungder ResteTyr—-H59, Phe—-H63,GIn-H64, lle-H69, Leu—H80und Met—H82
mussteumormganisiertwerden,um diesenPlatz zu schafen. Ebensobeeinflu3tLeu—
H78die LagederSeitenlettenvon Met—H34undlle—H51. Die Auswirkungdergrol3en
Seitenlettenauf einzelneRestein CDR—H1und -H2 ist wahrscheinlichdie Ursache
derniederafinen TF-Bindung,die mit demAustausctdurchAlanin—ResteandenPo-
sitionenH67 undH78 verbessenivurde.

Die Mutation deshydrophoberRestesPhe—L71zu demin D3 vorhandenerpola-
renRestTyr-L71 ermoglichtedie Bildung von neuenWasserstdbricken. Damit zeig-
te sich einedoppeltso gute Bindungfir dashumanisierteKonstruktwie fir D3CH.
Wahrscheinlictsind esdie neuinduziertenwWasserstdbruckenzwischenO,, von Tyr—
L71 undderHauptlettederRestel. 31 undL68, die die relatve Anordnungvon CDR—
L1 zu—-L2 stabilisiererunddamitdie AusbildungderkomplementareBindungsstelle
unterstutzen.

Der Austauschvron Leu—-L46gegenVal-L46 scheintdurchdie kiirzereSeitenlette
einebesserdydrophobéNechselirkung zu denSeitenkettenAla—H55und Tyr—H99
zuermoglichen.

Auchwenndie StrukturderBindungsschleifein D3 undD3H44weitgehendden-
tischist, unterscheidesie sichdochin 7 AminosaurensieheAbbildung 12.5. Diese
zusatzlichervVeranderungemwurdenvorgenommenum eine besserel F-Bindungzu
erreichen.

Die Restel 24, L34 undL56 zahlenzwar zu denCDR—-Rgionen,aberdie Struktur
von TF-D3H44zeigt(Abbildung12.12),dalRdieseRestenichtdirekt mit TF in Kontakt
treten. Die Hydroxyl-Gruppevon SerL34 in D3 benétigtzwei Wassermolekileym
denKontaktmit den Sauerstdatomender Hauptlette von H97 und H98 sowie dem
Stickstof derSeitenlettevon His—L91herzustellenDurchdie langereSeitenletteund
die Amid—-Gruppeder AminosaureAsparaginan PositionL34 von D3H44 hingeggen
werdenzwei Wasserstdbricken von dem Atom Oy; zu dem Stickstof der Haupt-
kettevon H50 und dem Stickstof der Seitenlettevon His—L91 gebildet,eineweitere
ist zwischendemNg,—Atom und dem SauerstdfdesPeptidrickgratyon H98 zu fin-
den. DieserAustausclersetztwasserermittelteKontaktevon CDR—L1zu CDR-L3,
—H2 und—-H3 durchWasserstdbriicken. DasErgebniseinerbessered F—Bindungist
wahrscheinlicrauf die Stabilisierungder Komplementarflacheu TF zurtickzufuhren.
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Abbildung 12.5: Uberlagerungler CDR-Reaionenvon D3H44in blau (hell — leichte
Kette,dunkel — schwereKette)und D3 in grau.Aus Griindender Ubersichtwurdedas
Gerustder Antikorper nicht eingezeichnetDer ersteangegebeneRestist in D3, der
zweitein D3H44 anderentsprechendeRositioneingebautlys—L24—Ag, SerL34—
Asn, Asp—L56-Glu,Phe-L96-Tp, Asp—H31-Glu,Trp—H50-Lewnd Asn—-H54—GlIn.
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Eine BegrindungwarumArg—L24 (D3H44) anstellevon Lys—L24(D3) vom hu-
manenGerustibernommenvurdeundwarumAsp-L56durchGlu-L56ersetzivurde,
ist in der Strukturnicht erkennbar Beide Restesind auRerhallder Bindungsstelldo-
kalisiertundzeigen’nachauf3en’in die Losungsmittelumgalng.

Fur den Aminosdureaustausalon Asparaginsaureu Glutaminsaurean Position
H31 undvon Asparaginzu GlutaminanPositionH54 findetsichzunéachsim Vergleich
derStrukturervon D3 undD3H44kein Hinweis,weshalldieserAustausclvorteilhaft
fur die TF-Bindungseinkonnte. Doch die Strukturvon TF im Komplex mit D3H44
offenbart,dafRdie Seitenkettenvon H31 mit TF interagieren Sobildet die Seitenlette
von Glu—H31zwei Wasserstdbriicken mit den Stickstofatomender Hauptlettevon
T199undT200von TF. Wie der TF-5G9-Komplex zeigt,induziertAsparaginsauran
dieserPositioneinenPeptid+lip zwischenT199undT200in TF, umderklrzerenSei-
tenkette entggenzu kommen,sieheKapitel 12.2.4. GIn—H54ist in denhydrophilen
Bereichintegriert, dersichdurchperfekteKomplementaritéauszeichnegsieheAbbil-
dung12.13). Mit Asparaginan PositionH54 ware die Seitenlette zu kurz, um eine
Wasserstdbricke zwischender Amid—Gruppevon H54 sowvohl zu Og; von Asp—H52,
alsauchzu Os;von Asp—T204ausbilderzu kénnen.

Obwohl Phe—L96(D3) bzw. Trp—L96 (D3H44) zentralin der Bindungsstellepla-
ziert sind, gibt eskeine direktenWechselirkungenmit Seitenlettenvon TF. Abbil-
dungl12.14zeigtTrp—L96im TF-D3H44—Komplex. Esist zu erkennendal3durchN,
in derTryptophan—Seiteréttedie VerbindungzumWassernetzwerkegestelltwerden
kann,daszwischerdemBindungsepitoyon TF unddenBindungsschleifenermittelt.
Mit Pherylalanin,daskeinpolaresAtom in derSeitenlettebesitztwaredieserk ontakt
nicht moglich. Die eigentlicheFunktiondesRested.96 ist in Abbildung12.3dage-
stellt, in derdie hydrophobéNechselvirkung von leichterund schwererKette durch
die ResteLeu—H47— Trp—H50— Phe—-L96n D3 derderResteTrp—L47— Leu—H50
— Trp—L96in D3H44 gegenubegestelltist. Leu—H50,dasandieserhydrophobea-
schebeteiligtist, ist in der TF-D3H44—Struktuin Wechselirkung mit Tyr—T156und
demhydrophoberAnteil von Thi-T167ausTF, sieheAbbildung12.10.

Mit AusnahmedesTauschesler ResteH47 / H50 sind die Aminoséaurenn den
BindungsschleifenlurchgroRereSeitenlettenersetztvorden.Der Vergleichzwischen
einerhochaufgelosteBtrukturvon TF im Komplex mit einemmurinenAntikdrper(D3
oder5G9) und der hochaufgel6stei F-D3H44—Komplex—Strukturkdnnteaufzeigen,
ob die durchWassermolekuléiberbriickterkKontaktezwischendenkirzerenSeiten-
kettenvon D3 bzw. 5G9 und TF durch Wasserstdbriicken im TF-D3H44—Komplex
ersetztwurden. Allerdings stehteine Strukturvon TF im Komplex mit demmurinen
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D3 nicht zur Verfiigungund die von TF-5G9ist mit einerAuflésungvon 3,0A geldst
worden.Somitgibt eskeineStruktur die demTF-D3H44—Komplex gegeniibegestellt
werdenkann.

Am EndedesHumanisierungsprozessestrugdie Bindungslonstanted,1 nM und
Ubertrafdamitdie desmurinenund chimarenFab—Fragmentam denFaktor 100. Die
Aminosauresequenmn D3H44im Vergleichzu dervon D3 istin Abbildung12.1zu
sehen.

Zusammerdssendnu3ten7 Resteim humanernGertstund 6 Restein denCDR—
Schleifennachtraglichmodifiziertwerden,um denhumanisierterd3H44—Antikorper
zu generierenDie meistendieserMutationenhattenEinflufd auf die relative Orientie-
rungderBindungsschleifeaueinandersodalidieseVeranderungesichaufdie Kom-
plementaritader Bindungsstelleauswirktenund damit die TF—Erkennungbeeinflul3-
ten. Nur die SeitenlkettenLeu—H50,GIn—H54und Glu—H31linteragiererdirekt mit TF.
Dieszeigt,dal3nicht nur die Restevon grol3erBedeutundlr die Antigen—Antikorper
Erkennungsind, die direkt mit demAntigenin Wechselirkung stehensonderrauch
die, die einenEinflu3 auf die Ausbildungder Komplementarflachieaben.

12.1.4 Antikor per mit demselberhumanen Grundgerist

Die Antikorper anti-VEGF anti—-CD18,anti—-p185Her2ind anti-IgE sind ausgehend
von demselberhumanenAntikdrperGerusthumanisiertworden. Bis auf anti-IgE
[104] sind von den Fab—Fragmenteanti-VEGFin Komplex mit VEGF [92], anti—
CD18[105] undanti—p185Her2106] Kristallstrukturenbekannt.

Der Sequenzemleichin Abbildung12.6zeigt,dal3sichdie leichtenKettenin 1 bis
3 Aminosaurerunddie schwererKettenin 5 bis9 Aminosaurenm AntikérperGerist
der variablenDomaneauf3erhallder Bindungsschleiferunterscheiden Diese Reste
sind im RahmendesHumanisierungsprozesseutiert worden,um die Bindungsaf-
finitat zum Antigen zu erhéhen. Es fallt auf, dal3die meistendieserausgetauschten
Restein den Schleifender leichtenund der schwererKette lokalisiert sind, die sich
"seitlich” von denBindungsschleifetefinden(L66 undL71 in derleichtenundH67,
H69, H71, H73, H75, H76, H78 und H80 in der schwererKette). Zu diesenResten
gehortauchH71, desserBedeutundir die Antigen—Bindungn Kapitel 12.1.3dalge-
stelltist. Wahrscheinlichhabendie ausgetauschteRestein diesenSchleifenahnlich
wie der Restan PositionH71 Einflu® auf die Konformationder CDR-Schleifenund
somitaufdie Antigen—BindungDie konstanterboméanersind 100% identisch.

Der Vergleich der Strukturenvon anti-VEGF, anti-CD18und anti—-p185HerZnit
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Tabelle12.1: Vemleich der StrukturenverschiedenehumanisierterAntikorper, die
dasselbdiumaneAntikorperGeriistragen

Auflosung RMS  Ellenbogen—Rotation

Winkel Vi, —-Vg
Fabanti—TF “D3H44” 1,85A  Referenz 135 171,2
Fabanti-VEGFVEGF 2,4A 0,55A 132 171,2
Fv anti—-CD18/huH52AA” 1,9A 0,98A
Fabanti—~CD18,"huH5202" 3,0A 0,72A 136 170,7
Fv anti-p185Her2!4D5, 8” 2,2A 0,90A
Fabanti-p185Her2:4D5,4”  2,5A 0,85A 155 170,7
Fabanti-p185Her2:4D5, 7"  2,7A 0,88A 157 175,7

D3H44 ist in Tabelle12.1 aufgelistet. Esist zu erkennen,dal3die Abweichungder
C,—Atomein dervariablenDomane(CDR-Resteausgeschlossennterdenhumani-
siertenAntikorperngeringerist alsdie zwischenD3 und D3H44 (Abweichungfiur die
variableDomaneohneCDRs: 1,07A (RMS)). EinerseitsscheintesverstandlichdaR
eine so hohe Sequenzidentitatinter diesenhumanisierterAntikrpern keine grof3en
strukturellenUnterschiedeuléf3t,obwohl alle vier Antikérperunterschiedlich&pito-
peerkennenundfolglich unterschiedlich®&indungsstellerausbilden.Dahererscheint
esandererseitgerwunderlich,dalAntikorper, die dasselbd=pitop erkennenund fast
identischeBindungsschleifebesitzer(wie D3 undD3H44),einegréRereAbweichung
voneinanderlufweisen,auchwenn derenAntikdrperGerustevon unterschiedlichen
Speziestammen.

Fir weitereBetrachtungenverdenfir die anti-CD18-StruktudasFab—Fragment
"huH5202Z” undfir die anti-p185Her2—StruktutasFab—Fragmeni4D5, Version4”
verwendet.

Die Ellenbogen-Whkel von anti-VEGFundanti-CD18iegenin demBereich,der
auchfir D3H44 berechnetvurde. Der Ellenbogen—Whkel von anti—-p185Herast un-
gefahr20° groler Alle vier Werteliegenim UblichenBereichfur Ellenbogen—\Whkel
[107], [37]. Obwohl anti-VEGFim Komplex mit VEGF vorliegt, zeigtsichkeineAb-
weichungzu denfreien StrukturenD3H44 (anti-TF)und anti—-CD18. Die Strukturen
desfreien und gehundenerD3H44 zeigenkeine Veranderungm Ellenbogen—\Whkel
nachKomplexbildung,sodal3hier die anti—-VEGFVEGF-Komplex—Struktumichtge-
sondertbehandelund anti-VEGFmit denandererfreien humanisierterAntikdrpern
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(a) 10 20 30 40 50
. # (RN RN . # #
D3H44 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRDIKSYLNWYQQKPGKAPKVLIYY
anti-VEGF DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQCKPGKAPKVLIYF
anti-CD18 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOQDINNYLNWYQQKPGKAPKLLIYY
anti-p185Her2 DI OQMTQSPSSLSASVGDRVTIT lliASQDVNTAVZIXWYQQKPGKAPKLLIY?
P |- —
CDR - L1
60 70 80 90 100
# 4 % ## . # # . # #H #H#
D3H44 ATSLAEGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOQPEDFATYYCLQHGESPWTFGOQ
anti-VEGF TSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGOQ
anti-CD18 TSTLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOQPEDFATYYCQQGNTLPPTFG?OQ
anti-p185Her2 ASFLESGVP SRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYY Q|QHYTTPP'I|'FGQ
| —————————P|
CDR- L2 CDR - L3
106
D3H44 GTKVETI
anti-VEGF GTKVETI
anti-CD18 GTKVETI
anti-p185Her2 G T K VE I
(b) 10 20 30 40 50
f # # # # # # # # # # # f # #
D3H44 EVOQOLVESGGGLVOQPGGSLRLSCAASGFNIKEYYMHWVRQAPGKGLEWVGL
anti-VEGF EVOQLVESGGGLVOQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGW
anti-CD18 EVOQLVESGGGLVOQPGGSLRLSCATSGYTFTEYTMHWMRQAPGKGLEWVAG
anti-p185Her2 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLS AAS(I;FNIKDTYIIEIWVRQAPGKGLEWVAI}
P --—
CDR - H1
a 59 69 79 abec 86 96
# # # # # # # # # # # # # # # #, # # # # # # ' # # # #
D3H44 IDPEQGNTIYDPKFQOQDRATISADNSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDT
anti-VEGF INTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYP
anti-CD18 INPKNGGTSHNQRFMDRFTISVDKSTSTAYMOMNSLRAEDTAVYYCARWR
anti-p185Her2 IYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYY SRT?G
» -<
CDR - H2 o
100abcdefg 109 111
EEEIE NI I N N .
D3H44 AAYF .. ... .. DYWGQGTLVTV
anti-VEGF HYYGSSHWYF .DVWGQGTLVTV
anti-CD18 [GLNYGFDVIRYFDVWGQGTLVTYV
anti-p185Her2 GD G]JF YAM . . . .DVWGQGTLVTYV
CDR - H3 o

Abbildung 12.6: Sequenzemleich der variablenDomaneder humanisierterAntikor-
per D3H44 (anti-TF),anti-VEGFE anti—-CD18und anti—-p185HerZa) fur die leichte
Ketteund (b) fur die schwereKette. Alle vier humanisierterAntikdrper tragendas-
selbehumaneAntikérperGerist. Die Aminosaurensind farbig unterteiltnachdem
Charakterder Seitenlette: rot — negatv geladen,blau — positiv geladen,schwarz —
hydrophob,magenta- polar. Cystein—Resteaind in griinerFarbedagestellt. In der
Kristallstrukturvon anti—-CD18ist fuir die ResteH97 bis H104 keineElektronendichte
vorhandenebensawie fir die ResteH98 undH99 in der Strukturvon anti—-p185Her2.
FehlendeAminosaurersindin eckigeKlammerngesetztDie Unterschieden der Se-
guenzsind mit einemDoppelkreuz(#) gekennzeichnetDer Vergleich der konstanten
Domaneremgibt 100% Sequenzidentitat



KAPITEL 12. DISKUSSION 77

verglichenwurde.

Die Ursachefur den abweichendertllenbogen—-Whkel in der anti-p185Her2—
Strukturist nicht eindeutig. Mogliche Erklarungsariantenbeinhalteneinerseitsun-
terschiedlichéeNechselirkungenzwischenleichterund schwererKette in der varia-
blen Domane,oderbetrachterdie Abweichungandererseitsls ein Artefakt der frei-
enAntikorperStruktur dasdurchunterschiedlich&ristallpackungskntakteundeine
anderd_dsungsmittelumgalmgenhenorgerufenwerdenkann.

Unterschiedlich&VechselirkungenzwischenderleichtenundderschwererKette
konnenim AntikorperGerustund im Bereichder Bindungsschleiferokalisiert sein.
Bei der hohenSequenzidentitadler vier Fab—Fragmentést es allerdingsschwierig,
die Unterschieden der Bindungsstellaeder leichtenund schwererKettein der varia-
blenDomé&neeindeutigzu identifizieren die fur dengro3ererEllenbogen—Whkel von
anti—-p185HerZerantvortlich seinkbnnen.Abbildung12.7zeigtfir D3H44undanti—
p185Her2dasselbdBindungsmusterwischenleichterund schwererkKetteim Gerust
dervariablenDomane.In allenvier humanisierterAntikdrpernexisitierenzwei Was-
serstoforiicken zwischenden DoméanenV und Vg, eine zwischender Hydroxyl—
Gruppevon Tyr—L36 und dem Stickstof der Hauptlette von H101, die zweite zwi-
schenN,., von GIn—L38undO,; von GIn—-H39.In denStrukturenD3H44,anti-VEGF
und anti-CD18ist einedritte Wasserstdbrucke zwischender OH—Gruppevon Tyr—
H87 und N,, von GIn-H39 konserviert,wahrendim anti—-p185Her2—Antikdrpeder
AbstandzwischendiesenbeidenAtomen3,6A betragtund dasVorhandenseiriner
Wasserstdbricke andieserStellefraglichist.

Von den Resten,die wahrendder Humanisierungsprozessautiert wurden, lie-
fernnur L46 undH37 einenBeitragzur Kontaktflachewischeneichterund schwerer
Kette. D3H44 und anti-VEGFtragenein Valin an PositionL46, wohingegen anti—
CD18undanti—p185HerZin Leucin an L46 aufweisen.PositionH37 ist in D3H44,
anti-VEGF und anti—p185Her2mit Valin besetztund in anti-CD18mit Methionin.
Die Reste_eu—-L46undVal-H37sindnicht einzigartigin anti—-p185Her2l_eu—L46ist
ebenéllsin anti-CD18vorhandemundVal-H37kommtauchin denStrukturenD3H44
undanti-VEGFvor. Somitkdnnendie im RahmerderHumanisierun@usgetauschten
Restenichtdie Ursachéir dengrol3ererEllenbogen—-Whkel von anti-p185Heraein.

Die Rotationum die 2—zahligePseudoachseur UberlagerunglerV;—undV z—
Domaneist in etwa gleichfur alle vier humanisierterrab—Fragmente.

Nicht nur Resteder AntikorperGerlste sondernauchdie Resteder Bidnungs-
schleifensind an der Wechsealirkung zwischenleichterund schwererK ettebeteiligt.
Durch die unterschiedlichédminoséduresequenn den CDR-Schleiferkanndie In-
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teraktionvon V;, und Vg und damit der Ellenbogen—\Whkel beeinflul3twerden. In

anti-p185Heranit einemim Vergleichzu D3H44,anti-VEGFundanti-CD18um 20°

grolRererEllenbogen-Winkel fallt eine Wasserstdbricke in CDR-H2 zwischenden
PositionerH50 und L94 auf, die in D3H44,anti-VEGFund anti-CD18nicht vorhan-
denist. In denAntikorpernD3H44, anti-VEGFund anti—-CD18ist PositionH50 mit

einerder hydrophobemminosaurerLeucin, Tryptophanoder Glycin besetzt.Dem-
gegenibetragtanti-p185HerArg—H50undkanndeshallzur Hydroxyl-Gruppevon
Thr-L94 eineWasserstdbricke ausbaueifsieheAbbildung12.7). DieseWasserstdf

bricke konnteEinflul3 auf die Wechselirkung von leichterund schwereiKettein der
variablenDoménehaben.

Inwieweit der abweichendeEllenbogen—\Whkel der anti-p185Her2—Struktuauf
strukturelleUnterschiedém Vergleichzu denandererhumanisierterntikbrpernhin-
weist,ist erstdurcheineAnalyseder Strukturvon anti—-p185Her2m Komplex mit dem
Her2—Rezeptorzu klaren. Es kdnntesich um ein Artefakt der freien anti—-p185Her2—
StrukturhandelnwobeidannderEllenbogen—Whkel von anti—-p185Her2m Komplex
mit demHer2—Rezepto@hnlicheWerteaufweisermuf3tewie D3H44 (anti—TF),anti—
VEGF und anti-CD18. Die hohe Sequenzidentitatnterdenhier verglichenenAnti-
korpernunterstiitzdieseVermutungebensawie der Uberblick [37] liberbeobachtete
Ellenbogen-\Whkel. Fur freie und gelundeneAntikdrperstrukturererstreckisich der
Bereichvon 127 bis227. Furzwei Antikbrpermolekiledie zusammein derasym-
metrischenEinheit vorliegen, sind Unterschiedéis 14° beobachtetvorden,und die
durchKomplexbildunginduzierteVeranderundcannbis zu 37° betragen.

12.2 TF-219im Komplexmit D3H44

12.2.1 Die Struktur desTF-D3H44—-Komplexes

Der humanisierteAntikorper D3H44 erkenntein Bindungsepitopauf der C—termina-
len Fibronektin—p lll-Domé&nevon TF (sieheAbbildung 12.8). Die Uberlagerung
derfreienD3H44-Struktumit deran TF gelundenerStrukturzeigteine Abweichung
von 0,70A (RMS)fiir die C,—AtomedesRiickgratsund eine Abweichungvon 0,94A
(RMS) fur die Uberlagerungaller Atome einschlieRlichSeitenletten. Die Uberlage-
rungvon freiem TF [12] mit TF ausdemKomplex liefert eineAbweichungvon 0,88A
(RMS) fiir die C,—Atomeund1,33A (RMS) fiir alle Atome. Die mittlerenKoordina-
tenfehlerder Strukturensind 0.16A (D3H44),0,17A (TF-D3H44)und ~0.23A (TF
[12], berechnehachLuzzati[110]).

Die GroRRenordnunglieserstrukturellenUnterschiedebelegt, da3 wederim TF
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Abbildung12.7: Stereo—AbbildunglerWechselirkung zwischeneichterundschwe-
rer Kettein der variablenRegion fir (a) D3H44 in denFarbenhell- und dunkelblau
undfir (b) anti-p185Her2n hell- unddunkelmagentaD3H44 stehtstellvertretendir

anti-CD18undanti-VEGF, derenStrukturereinenahnlicherEllenbogen—-\Whkel auf-

zeigen.Der Ubersichtwegenist nur die Hauptlketteder Restel_32 bis L57 und L84 bis

L102 derleichtenKetteundH34 bis H51, H57 bis H62 und H89 bis H106 der schwe-
renKettedaigestellt. Essindnur die Seitenlketteneingezeichnediein einerderbeiden
Strukturenmehrals 20A? zur Kontaktflachebeitragen.Es ist deutlichzu sehendaR
die RestedesAntikdrperGerustesin grau)in beidenFallenidentischsindunddiesel-
beninteraktionereingehenDie Reste die denBindungsschleifezugeordnetverden
(in gelb)unddie sichin der Sequenaeutlichunterscheiderktnntendie Orientierung
derV - zurV g—DomaneunddamitdenEllenbogen—-Whkel beeinflussen
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Abbildung12.8: DarstellungdeskomplexeszwischenT F in rot unddemD3H44—-Fab—
Fragmentin hellblau (leichte Kette) und dunkelblau (schwereKette). D3H44 bindet
anein Epitopin der C—terminalerDomanevon TF. Die g—Strangdn dieserDoméane
sind analogden C2-Typ—Immunoglollinenbenanntdie dieselbeTopologiewie TF

aufweiser[108], [109]
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[111] nochim D3H44—-FRab—Fragmensignifikante Umorientierungerder Domanen
stattfinden.Der minimaleUnterschiedn denEllenbogen-\Whkeln von D3H44 (132
versus135’) bestatigtdies und auch die Orientierungbeider Fibronektin—p 11—
Domanenin TF bleibt unbeeinflu3t. AuRerdemwerdensowohl dasBindungsepitop
in derC—terminalerDomanevon TF alsauchdie Antigen—Bindungsstella dervaria-
blenDoménevon D3H44 durchdie Komplexbildungstrukturellnicht verandert.

12.2.2 Struktur elle Unterschiedezu TF-5G9

Obwohl die Antikdrper D3 und 5G9 unabhangigvoneinanderdurch Immunisierung
von Mausergevonnenwurden,zeigendie KristallstrukturerderKomplexe TF-D3H44
und TF-5G9, daR die Antikérper groBeUbereinstimmungemeziiglichTF-Bindung
aufweisenDie allgemeinéAhnlichkeitwird auchdadurchdeutlich,daldie TF-D3H44—
Strukturmit der TF-5G9-Struktuials Modell im MolekularenErsatz—\érfahrengelost
werdenkonnte. Die C,—Atome beiderKomplexe kdnnenmit einer Abweichungvon
1,71A (RMS) tiberlagertwerden. Werdennur die Domanenbetrachtetdie direkt an
derBindungbeteiligtsind,i.e.die C—terminaldDomé&nevon TF unddie variableDoma-
nedesAntikorpers soresultiertdie Uberlagerungler C,—Atomein einerAbweichung
von 1,20A (RMS). Das Bindungsepitopder Antikérper D3H44 und 5G9 ist nahezu
identisch,unddie Aminosauresequeria denBindungsschleifemveichtnurin einzel-
nenPositionenvoneinandeah Der Sequenzergleichzeigt,dall21der27 Restan den
CDRsderleichtenKetteidentischsind, sieheAbbildung12.9. Vier derabweichenden
Aminosaurersindin CDR-L1undjeweils einein CDR-L2und-L3 zufinden.In den
CDRsder schwererKette stimmen29 der 35 Restetiberein. Die deutlichsteAbwei-
chungist in der Mitte von CDR-H3an denPositionerH96, H97 und H98 lokalisiert.
Wahrendn 5G9dieseRestemit Asn—SerTyr besetzsind,sindesin D3H44die Reste
Thr—Ala—Ala.

Im gesamterAntikérper betragtdie Identitdtvon 5G9 und D3H4469%. Die mu-
rinenAntikdrper D3 und5G9sinddemlgG1-IsotypzuzuordnenwohingegendasGe-
rastdeshumanisierterd3H44—-Antikorperdir die leichteKettevon derhumanerns—
Untegruppel undfir die schwereKettevon derhumanerntegruppelll stammt.

Die Ahnlichkeit der beidenAntikorper 5G9 und D3H44 spiegelt sich auchin der
geringfuigigeMnderungderRotationum die 2—z&hligePseudoachdeeiderUberlage-
rungvonV undV g wider, die durchdie Komplexbildunginduziertwird. Im Fall des
humanisierted3H44—Antikorpersvird durchdie KomplexbildungeineAnderungder
Rotationvon 2,1° beobachtetbeim murinenFab—FragmenbG9 eine Anderungvon
2,8 [21]. FurandereAntikdrpersind Wertebis zu 16° beschriebemvorden[112].
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L1 L2 L3
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Abbildung 12.9: Schematisch®arstellungder Wechselirkung zwischenTF (TF,

Mitte) und D3H44 (L, leichte Kette, obenund H, schwereKette, unten). Der Kon-
takt zweierResteist durcheineLinie damgestellt.Die Abbildung zeigt,daf3die leichte
Kette von D3H44 hauptsachlichmit denRestenT167 bis T178 von TF in Wechsel-
wirkung tritt, wohingegendie Kontakteder schwererKette GiberdasgesamteEpitop
verteiltsind. Zusatzlichzu denRestenvon D3H44 sind die Restevon 5G9angegeben,
in denensich beide Antikorper unterscheidenDie urspriinglicheAbbildung stammt
vom ProgrammXSAE (lUberlassewron C. Broger)undwurdemanuellmodifiziert
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Umorientierungein derftir D3H44und5G9vorkommenderGrol3enordnungind
allerdingsnicht ausschlief3licrauf die Antigen—Bindungzurtickzufiihren. Bespiels-
weisewurdein denbeidenKristallstrukturender asymmetrischeftinheit desunge-
bundeneranti—-LysozymFab—FragmentslyHEL—63 ein Unterschiedn derV -V y—
Rotationvon 2,4° beobachtetierlediglichdurcheineunterschiedlich&ristallpackung
und eineunterschiedliché.6sungsmittelumgalng begriindetwerdenkann[42]. Die
Komplexe TF-D3H44undTF-5G9kristallisiererzwar in unterschiedlicheRaumgrup-
pen,dochsprichtdie TatsachedalRbeideAntikdrper ahnlicheWerteflr die V-V y—
Rotationaufweiserfir einendurchdie TF-BindunginduziertenEffekt.

Zusammerdssendst festzustellengdalRD3H44 und5G9einenahnlicherKomplex
mit TF eingehen.Dieslaltsich mit derhohenSequenzidentitdton D3H44 und 5G9
in denBindungsschleifererklaren. Die deutlich bessereAuflosungder TF-D3H44—
Strukturvon 1,85A im Vergleichzudervon TF-5G9(3,0A) erlaubtiedocheineDetail-
analysedesAntigen—AntikorpelKomplexesunddenVergleichmit anderertrukturen
von hochaufgeldsteAntikbrpe—AntigenKomplexen.

12.2.3 Die Bindungsstellein TF-D3H44

DasFab—Fragmenb3H44 erkenntdie C—terminaleDomé&nevon TF, wodurchinsge-
samt1850A? zuvor demLdsungsmittezuganglicheOberflachgSAS) nachder Bin-
dungin der Kontaktrgyion verbogenwerden. Dazutragendie CDR-Schleifendes
Antikorpers920A? und TF 930A? bei, sieheAbbildungen12.10und 12.11.

Der nahezudentischeVerleichswertder TF-5G9-Strukturist 1800A2. Die Ge-
genuberstellungnit anderenAntigen—AntikdrperKomplex—Strukturenzeigt, daf3die
GroRReder Bindungsflachdir D3H44 und 5G9 im oberenBereichder fiir Protein—
Antikdrper Komplexe beobachteteiKontaktflachdiegt [21]. Die Kristallstrukturdes
HyHEL-63HEL-Komplexesweisteinevermleichbargrol3eBindungsflacheauf[42].

DasAntikdrperBindungsepitopon TF ist diskontinuierlich(sieheAbb. 12.9)und
erstrecktsich Uberdie Flacheeinesaus4 Strangerbestehendep—Faltblattesin der
C—terminalenTF—Doméane sieheAbbildung 12.11. Im Folgendenwird fur TF die
Nomenklatuder C2-Typ Immunogloluline verwendetdie dieselbelopologiewie TF
aufweisen. Danachwird die f—Faltblatt—"Sandwich”—Struktuder Fibronektin—p
[I-Doméneaufgeteiltin ein 3—strangigeg—Faltblatt bestehendwusden StrangenA,
B und E und ein 4—strangigeg—Faltblatt, dassich ausden StrangerC, C’, F und G
zusammensetzDie g-Strangdragenunterschiedlictzur verbogenenFlache(SAS)
in der TF-D3H44-Bindungsstellbei, namlich StrangC’ 37,5%, StrangG 17,0%,
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Abbildung 12.10: Stereo—Abbildungler Bindungstellam TF-D3H44—Komplex. Nur
die Restedie tiber5 A2 zur Kontaktflachéeitragensindhier damgestellt. DieseAbbil-
dungzeigtdie Molekiloberflacheron TF, die in direktemKontaktmit demAntikdrper
steht,in orange.Der Verlaufder Bindungsschleifewler leichtenKettevon D3H44 ist
in hellblau,derderschwererKettein dunkelblaudamgestellt.Nur die Seitenlettenvon
D3H44,die mit TF interagierensind eingezeichnetZusatzlichsind Wassermolekule
in Form von farbigenBéallen dagestellt. Die einzelnenFarbenkodierenfir folgende
Eigenschaftenrot — Wassermolekiledie in der Komplex—Strukturundin derfreien
TF-Strukturidentischsind,” konservierin TF”, blau— Wassermolekuleajie im Kom-
plex undin D3H44 identischsind, “konserviertin D3H44”, griin — Wassermolekiile,
die sowvohl im freien TF undim freien Antikdrper als auchin der Komplex—Struktur
zu findensind, gelb— Wassermolekuledie nurim Komplex gefundenwurden. Siehe
hierzuauchAbbildung12.11
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Abbildung 12.11: Stereo—Darstellungles Bindungsepitopsaus gegentberligender
Sichtim Vemgleich zu Abbildung 12.10. Hier ist die MolekuloberflachedesD3H44—
Antikorpersin hellblaufur die leichte und in dunkelblau fir die schwereKette ein-
gezeichnet.Fur TF ist der Verlauf der Kette zwischenden ResteT149 bis T204 in
rot samtder Seitenlkettenabgebildetdie an D3H44 binden. DieseAbbildung enthalt
ebenalls die Wassermolekilen derselberfFarbkodierungwie in Abb. 12.10
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Abbildung 12.12: Anderungender Losungsmittel-zuganglichelachen(SAS) von
Aminosaurenn der TF—D3H44-BindungsstelleHydrophobeundpolareAnteile sind
jeweils in weiRenund schwarzenBalken daigestellt. (a) TF—Epitop, (b) CDR-Reste
von D3H44. Fir TF sind unter der Aminosauresequendie 5—Strangemit Pfeilen
gekennzeichnetanalogzur freien TF=Struktu12]), wahrendn derD3H44—-Sequenz
derBereichderCDR-SchleiferdurchPfeileeingagrenztist. Die Abbildunglaf3terken-
nen,dal3dasinterfacezwischenTF und D3H44 zwar von hydrophilenAminoséauren
dominiertwird, die Beitrdgevon polarenund unpolarenAtomen jedochgleich grof3
sind
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StrangC 12,3% und StrangF 4,6%. Auch StrangE des3-strangigerialtblattesist
mit 1,4% am Bindungsepitofpeteiligt. An dieserLangsseiteles”’Sandwich”™-Motivs
wird das4-strangigeS—Faltblatt von TF durch einenaus3 Restenbestehende—
Strangvon D3H44fortgesetzt.

Die Aminosaurenin den Schleifen—Rgionen zwischenden StrangenC’ und E
(4,6%) sowie zwischenden Stranger und G (18,9%) sind ebenélls am Bindungs-
epitopbeteiligt.

Die leichte und die schwereKette von D3H44 tragenin unterschiedlichgrol3en
Anteilen zur Bindungsflachéei. Der Anteil derleichtenKette betragt27%, der der
schwererKette73%, sieheAbb. 12.10.Obwohl fiir die meistenAntikérperder CDR-
L2 nichtzur Bindungbeitragt[37], [113], wird in der TF-D3H44—Strukturein Beitrag
von 28A? berechnet.

Die Restein der Antigen—AntikérperBindungsstellsindvon polarenundgelade-
nen Seitenlkettendominiert. Von 31 TF—Restendie mit D3H44 interagierenfragen
6 mehralsje 70A? zur Bindungsflachéei. Es sind dies Tyr-T156,Lys-T165,Thr—
T167,Lys—-T169Arg—T200undLys—T201.Wie auchin denAbbildungen12.9,12.11
und12.12zuerkennenjst Lys—T169von grol3erBedeutundir die D3H44—-Bindung.
Die Seitenlettevon Lysin zeigtin denZwischenraunvon leichterundschwereiKette
undbildet sovohl zu His—L94in derleichtenKettealsauchzum Carbotyl-Sauerstdf
von Ala—H97in derschwererKetteeineWasserstdbricke aus.

In denCDR-Schleifervon D3H44 sind 7 Restezu finden, die mehrals 60A? zur
Bindungsflachéeitragen Mit Ausnahmeron Tyr—L32 sinddieseRestein derschwe-
renKettelokalisiert. Die groRteFlachestammtvon Glu—H31(98A?), desserSeiten-
kette mit den Stickstofatomender Hauptlette von Asn—T199und Arg—T200in TF
Wasserstdbruckenausbildet.

Die Wechsealvirkung zwischenTF und D3H44 ist durchein ausgedehnted/asser-
stoffbriicken—Netzwerkrealisiert. Abbildung 12.13zeigt als Beispiel dasNetzwerk
vonWasserstdbriickenumRestAsp—H52 ,andemdie SeitenkettenGIn—-H54und Tyr—
H33von D3H44und Thr—=T154, Tyr—T156,GIn-T190,Lys—T201und Asp—T204von
TF beteiligtsind. Essind auchdie Salzbriclk zwischenAsp—H52und Lys—T201so-
wie die ungavohnlicheWasserstdbriicke zwischender Seitenlettevon Asn—H56als
DonorunddemaromatischeriRing von Tyr—T156als m—Akzeptorzu erkennen[114].
In dieserRggionist kein Wassermolekiu finden,wasauf eineperfekteKomplemen-
taritatder OberflacherzwischenD3H44 und TF hinweist.

Diese Komplementaritatst nicht Giber die gesamteBindungsflachegegeben,die
Region um Asp—H52stellt ehereine Ausnahmedar. Der GberwiggendeTell der TF—



KAPITEL 12. DISKUSSION 88

<
® Asn-H56 ® Asn-H56

Tyr—T156}

Abbildung 12.13: Stereo—Abbildungler hydrophilenWechselirkung in der Region
um RestAsp—H52,die eineperfekteKomplementaritatler Bindungsflachemum TF—
Epitopzeigt. Die Hauptlettevon TF istin rot daigestellt die schwerekettevon D3H44
in dunkelblau

D3H44-Bindungsstellzeigt eine nicht perfekt angepaldtéberflacheder Antigen—
BindungsstellandasEpitopvon TF, die durcheinegrol3eAnzahlanWassermolektilen
ausgglichenwird. DiesegeordneteiWassermolekllgverdenan Stellengefundenan
denensie BindungenzwischenTF und D3H44 vermittelnkdnnen. Sofullen sie ent-
wederLlckenausoderrahmendie Bindungsstelleein. Beispielsweissind auf beiden
Seitender CDR-L3-Schleifedie Wasserstdbricken mit der Hauptlette von Strang
C’ in TF ausbildetyiele Wassermolekuleu finden.

Zusatzlichgibt esim Kontaktbereictzwei kleine Bereiche,in denenhydrophobe
Wechselirkungendie Bindungvon D3H44 an TF vermitteln. Der ersteBereichwird
von Ala—H97 ausD3H44 und denRestenval-T192,lle-T152und Pro—-T194ausTF
gebildet.Der zweiteBereichumfal3tdie Restel eu—H50,lle-H58 ausD3H44 undden
hydrophoberAnteil von Thr—=T167ausTF.

Die strukturelleInterpretationdes TF—Epitopesstimmt gut mit den Ergebnissen
ausMutagenese-tdnd Bindungsstudieritir D3 und 5G9 tiberein[18], [21]. Fur 5G9
hattedasMutierenderResteTyr—T156,Lys—T169 Arg—T200undLys—T201in TF er-
heblicherEinfluRaufdie Bindung.DieseResteragenin denbeidenKristallstrukturen
TF-D3H44undTF-5G9die groRterAnteile zur Kontaktflachem Bindungsbereichei.

Die MutagenesedndBindungsstudieon D3 identifizierteneberdiesemochwei-
tere TF—Restedie groRenEinflul? auf die D3—-Bindungaustibtenwie die Mutation
lle-T152—Ala.lle-T152tragt20A? zum TF—Epitopbei undist in einenhydrophoben
Bereicheingebettet.
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Die Doppelmutatiorvon Lys—T165—Alaund Lys—T166—Alareduzierteebenélls
deutlichdie Bindungsafinitat von D3. Da der Beitragvon Lys-T165zur Oberflache
desTF-Epitopsetwa 3—fachgrol3erist alsdervonLys-T166,ist Lys-T165wahrschein-
lich fir die Bindungsdfinitat von groRereBedeutung.ln der TF-D3H44—Strukturist
die Elektronendichteron Lys-T165bessedefiniertals die fur Lys-T166,wasauf die
geringereVariabilitdtder Seitenlettevon Lys-T165hindeutet.DieseSeitenkette wird
seitlichvon Trp—T158und Asn-H52stabilisiert. Zwar ist dasAtom N, von Lys—T165
in Reichweiteeiner moglichenWasserstdbricke zur Amid—Gruppevon Asn—H52,
dochdie GeometriediesermoglichenVerbindungsprichtgegendie Ausbildungeiner
Wasserstdbriicke. Ein Wassermolekikerméglichtden Kontaktvon Lys-T165zum
Antikorper, indemesdie Distanzzur Seitenketteund zur Hauptlkettevon Th—H57in
CDR-H2lberbruckt.DiesesWassermolekiihateinender niedrigsteratomarenrAus-
lenkungséktoren,die fir Wassermolekilén denbeidenStrukturenbeobachtetvur-
den.

BeziiglichderBedeutunglesRestesT hr—T167flr die D3—Bindungwidersprechen
sichdemerstenAnscheinnachdie Kristallstrukturund die Mutations—und Bindungs-
daten. Obwohl dieserRestetwa 80A? zur Kontaktflachebeitragt, fiihrt die Mutation
Thr—=T167-Alazu keiner Reduktionder Bindungsdfinitat zu D3. Eine moglicheEr-
klarungist, daf3die hydrophobeSeitenlettevon Alanin ein guterErsatzfir denhydro-
phobenAnteil von Threoninist, der zum obenbeschriebenehydrophobenNechsel-
wirkungsbereictbeitragt.

Insgesamist eine gute Korrelationzwischender KontaktflacheeinesRestesund
den Bindungsdatergegeben[18], [21]. Eine mdgliche Erklarungist, daf3die TF—
D3H44-Bindungsflachéast ausschlielickdurch hydrophile Wechselvirkungen be-
schrieberwerdenkannundkeinehydrophoberhot spotsenthalt.

Im Gegensatzlazuzeigtdie KristallstrukturdeshumanerwWachstumshormorn®GH)
im Komplex mit demgelundenerRezepto(hGHbp)ein Bindungsepitopgassichim
Kern hauptséachlicldurch hydrophobeWechselirkungenauszeichnefl15]. Dieser
Kern (hot spo) ist von einer polarenUmgehung eingeschlossenn der eine grol3e
AnzahlintermolekulareiSalz- und Wasserstdbriicken ausgebildetverden. Von den
33 RestendesRezeptorsdie zur Kontaktflachebeitrugen,bildetennur 11 Restedas
funktionale Epitop. Die grofite Auswirkung hattendie Alanin—Mutationenzweier
Trytophan—Restalie im ZentrumdeshydrophoberKernslokalisiertwaren.In diesem
Fall korreliertendie strukturellenParametenicht mit dengemesseneBindungsafini-
tatender Alanin—Mutationen.
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12.2.4 Vergleichmit der Bindungsstellevon TF-5G9

Die Unterschieden der Bindungsstellevon D3H44 und 5G9 sind auf die Sequenz-
unterschieden den CDR-SchleiferzurtickzufiihrensieheauchAbbildung 12.9. Der
erstesignifikanteUnterschiedst in CDR-L1 lokalisiert. In 5G9 bildet Arg—L30 mit
demSauerstdfderHauptlettevon Lys—T169in TF eineWasserstdbricke. In D3H44
hingggenist Arginin durchdie geringfligigkirzereSeitenlette Lysin ersetztwasdie
AusbildungderWasserstdbricke zu Lys-T169verhindert.Stattdessewird derKon-
takt UberWassermolekulendirekt hegestellt.

Die Wechselirkung zwischenCDR-L2 und TF kommt durch die Wasserstd#
bricke zwischenOH-Tyr—L50 und Ns,—Asn—T171zustandeglie in beidenStrukturen
vorhandenist. Der Austauschvon Phetylalanin durch Tryptophanan PositionL96
in CDR-L3ist im RahmendesHumanisierungsprozessesrgenommerworden,um
die Interaktionvon V; undV g zu verbessernDadurchkonntedie Affinitat um den
Faktor 1,5 erhdhtwerden[27]. Sowvohlin 5G9alsauchin D3 ist PositionL96 mit ei-
nemTyrosinbesetztDasO,—Atomvon Tyr-L96in der TF-5G9-Struktutritt mit dem
N.—Atom von Lys—-T196in Wechselirkung. Im Vemleich dazuist im TF-D3H44—
Komplex die Wasserstdbricke durchein Netzwerkvon Wassermolekileam Atom
N.; vonTrp—L96ersetzt.

Im Fall desTF-5G9ist in CDR-H1die Seitenlettevon Asp—H31Ubereine Was-
serstofbriicke mit demSauerstdfderHauptlettevon Val-T198verknipft. Die Haupt-
kettevon TF zwischendenRestenT 199und T200unterscheidesichin einemPeptid—
Flip, sodalRin der TF-D3H44—-Strukturzwischender Carboxylat—Gruppe&on Glu—
H31unddenStickstofatomenn derHauptlettevon T199und T200zweiWasserstdf
bruclkenausgebildetverdenkdnnen.Die SubstitutionAsp—H31-Gluist ein Schrittim
Humanisierungsprozef@urch den die Bindungsdfinitat um den Faktor 3 verbessert
werdenkonnte[27]. Keine UnterschiedewischenD3H44 und 5G9 werdenim Be-
reichCDR-H2beobachtetlie, wie in Kapitel 12.2.3bereitsbeschriebendasZentrum
einesBereicheshildet, dassich durch hohe Komplementaritdtind ein ausgedehntes
Wasserstdbriicken—NetzwerkauszeichnetDie grof3teVariationin der Aminosaure-
sequenist in CDR-H3zu finden. In 5G9 und D3H44 sind die ResteH96—H97-H98
durchunterschiedlichdminosaurerbesetztAsn—H96,Ser-H97und Tyr—H98in 5G9
und Thr—H96, Ala—H97 und Ala—H98in D3H44. Asn—H96und Thr—H96 scheinerin
gleicherWeiseeine 3,,—Helix-Schleifedurcheine Wasserstdbriicke zum Stickstof
der Hauptlette von Tyr—H99 zu stabilisieren. Alanin anstellevon Serinan Position
H97 zeigtebesserdergebnissan der Bindungsdfinitat, dennwie bereitsobenerlau-
tertist Ala—H97 Teil eineskleinenhydrophoberBereichsin der Bindungsstelle.Fir
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Tyr—H98 sprichtdie Ausbildungeiner Wasserstdbriicke zwischenO,—Tyr-H98 und
demSauerstdfvon Lys—T149in TF-5G9, und eserscheintungiinstig,diesePosition
mit Alanin zu besetzendadie Wasserstdbricke zu TF mit Ala-H98 nichtausgebildet
werdenkann.ZahlreichewWassermolekul&illen denPlatzderfehlenderaromatischen
Seitenlettein der TF-D3H44—Struktur

Die DissoziationsknstantersindK, : 0,1-:10~? M fiur D3H44,bestimmimit einem
BiacoreGerat(Surface—Plasmon-Resonanj2y], undK; : 3,410 °M fir 5G9, be-
stimmt mit einemcompetitionassay[21]. Esist nicht moéglich, die 30—fach héhere
Bindungsafinitat von D3H44 durchdie Strukturender Komplexe zu erklaren.Aber es
ist zu erwarten,daf3die Affinitdt von D3H44 weiterverbesserntverdenkann,wenndie
ResteArg—L30und Tyr—H98von 5G9in D3H44 Gibernommenverden dadiesedirekt
mit TF—Restennteragiererkdnnten.

Der Vergleich der an TF bindendenAntikdrper D3H44 und 5G9 zeigt, dal3die
CDR-Rgionennichtidentischunddie in derBindungsstell@aufgezeigtetnterschie-
de erklarbarsind. Umgelehrtbetrachteist eserstaunlichdalRzwei unabhangig/on-
einandeentwickelte AntikorpereinefastiibereinstimmendBindungsstell@aufweisen.

12.2.5 Wassermolekilein der Bindungsstelle

In der Summesind es46 Wassermolekilegdie in der Bindungsstelldokalisiert sind,
sieheTabelle12.2. Als konserviertverdensolcheWassermolekulbetrachtetdie nach
der Uberlagerungder einzelnenStruktureneine Abweichungvon wenigerals 1,5A
aufweisenDerselbeGrenzwertvon 1,5A ist auchfiir Wassermolekillgerwendetvor-
den,die ausderBindungsstellalerfreien StrukturenverdrangtoderdurchpolareAto-
me desBindungspartnersrsetztwurden. Die Charakterisierungler Wassermolekile
in der TF-D3H44-Bindungsstellerfolgte anhandder Uberlagerungaller Atome der
variablenDoméanenvon D3H44 und TF-D3H44 und der der C—terminalerDoméanen
von TFund TF-D3H44.

Haufig fillen mehrereWassermolekulelie durchunvollstandigeKomplementari-
tat entstandenemascherauf. Besonderwiele Wassermolekuilsind im Grabenzwi-
schenCDR-L3aufdereinenund CDR—-H1und—-H3 auf derandererSeitezu finden,
sieheAbbildung 12.10, Seite84. ZahlreicheWassermolekiléagernsich kragenfor
mig um die BindungsstelleViele dieserWassermolekulgermittelndenKontaktzwi-
schenSeitenlettenvon TF und D3H44, sieheAbbildung 12.14. Dal3Wassermolektile
die StellenderBindungsoberflachausgleichendie keineguteKomplementaritdtum
Bindungspartnezeigenwurdebereitsfir andereProtein—Proteinand Protein—DN\—



KAPITEL 12. DISKUSSION

92

Tabelle 12.2: Wassermolekilein der Bindungsstellevon Antigen—Antikorper

Komplexen

TF-D3H44 Cyt-cFabE8 HEL-HyHEL-63

Komplex
AnzahlWassermolekiile
im Kontaktbereich
konservierteNVassermolekiile
(in Antigenund Antikdrper)
neueWassermolekile

Kontaktflacheder Bindungsstelle

Antigen

konserviertund tberbriclend
konserviertnicht tberbriiclend
verdrangim Komplex
durchpolareAtomeersetzt

Antikor per

konserviertund tiberbriiclend
konserviertnicht tberbriiclend
verdrangtim Komplex
durchpolareAtomeersetzt

46

26(3)
23
930A2

o1 0 ~ N

38

17 (1)
22
590A2

= O A~ O

N A TN

38

16 (2)
24
890A2

A O W O

R~ DN
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Lys-T169
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Thr-T167 &

L3 L3

Abbildung12.14:Die Stereo—AbbildungeigtWassermolekilen Kontaktbereiclvon
TF (in magentaund D3H44 (in hell-unddunkelblau). Die Farbeder Wassermoleku-
le ist wie in denAbbildungen12.10und 12.11 gewahlt. Wassermolekuldillen die
Licken und bilden ein Netzwerkvon Wasserstdbricken, die den Kontaktzwischen
TF undD3H44vermitteln

Komplexe beobachtef39], [116], [117]. Eine Reihevon Wassermolekilesind nicht
nur in der Komplex—Struktur sondernauchin der Struktur einer oder beiderfreier
Komponentervorhanden.Es existierenin der freien TF—Struktur46 Wassermoleku-
le (von 253 in der freien TF-Struktur),die auchim Komplex vorhandensind. Fur
D3H44sind193der372Wassermolekulausderfreien Strukturkonserviertlm Kon-
taktbereichselbstbefindensich 11 (24%) Wassermolekulejie in TF konserviertsind
und 15 (32%), die in D3H44 als konserviertoetrachtetverdenkdnnen,sieheTabelle
12.2. Interessanterweisand drei Wassermolekilsovohl im TF alsauchin D3H44
konserviert Die restlicher23 Wasssermolekulalie in keinerderfreien Strukturenbe-
obachtewerdenkonntenwerdenin diesemSinneals neubezeichnetsiehedazuauch
Abbildungen12.10und12.11.

Die konserviertetWassermolekil&dnnenalsintegraleBestandteilelerBindungs-
stelle betrachtetverden,weil sie die Komplementaritizum Antigen verbessermund
im Falle GberbriclenderWassermolekllsogardie Reichweiteder Seitenlettenver-
gréRern.EinenEinblick gibt Abbildung12.14.

WassermolekilednnereinenerheblicheBeitragzur Enegie von Protein—Protein—
Wechselirkungenliefern [118]. Um dieseWassermolekulém TF-D3H44—-Komplex
zu identifizieren,wurdennur solcheWasserausg&ahlt, die entwederin TF oderin
D3H44 konserviertwaren. Eine weitere Anforderungwar, dal3jedesdieserWasser
molekile sovohl zu TF als auchzu D3H44 Wasserstdbriicken ausbildet,also den
Kontaktvon TF zu D3H44 Uberbrickt.Fir denmaximaleAbstandeinerWasserstd#
briicke wurde ein Wert von 4,0A angenommemorden. Mit diesenKriterien wurden
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7 UberbriiclendeWassermolekulgon TF und 12 UberbriclkendeWassermolekilgon
D3H44identifiziert, die vermutlicheinewichtige Rolle in der Enegiebetrachtungler
TF — D3H44—-Assoziatiorspielen.

Die Untersuchungler TF-5G9-Struktumit einerAufldsungvon 3,0A emab,daR
Wassermolekilén der Bindungsstell&keine bedeutenddolle spielen[21]. Anhand
der TF-D3H44—Struktumit 1,85A Auflésungkonntein dieserStudiedie Bedeutung
von Wassermolekiilebei der Uberbriickungvon Antigen—AntikorperKontaktenzu-
mindestfir TF-D3H44 gezeigtwerden sieheauchSeite96.

12.2.6 Antigen—Erkennungin TF-D3H44

Die TF—Erkennungist nicht an eine Umlagerungn D3H44 geloppelt. Mit der Aus-
nahmevon geringflgigenAnderungerin derLagederHauptlettevon CDR-L3in der
leichtenKetteund CDR—-H2in der schwererKette findenkeine relevantenUmlage-
rungenstatt. Die Uberlagerungler C,—Atomeder C—terminalerDomanevon freiem
und gelundenenTF liefert eine Abweichungvon 0,66A (RMS), und die Uberlage-
rungdervariablenDomanevon freiemundgelundenenD3H44 eineAbweichungvon
0,46A (RMS). Die gréRtenUnterschiedeler C,—Positionerwurdenfiir Ala—L92 und
Glu-H53beobachteamlichl,5A und1,1A. InsgesamsinddieseUnterschiedsehr
gering. Bei derBetrachtungder tiberlagerterfreien und gelundenerD3H44—-Struktur
wird der Eindruck erweckt,dal3die Verdnderungenler CDR—-Schleifender leichten
Ketteund die derschwererKettein die RichtungderandererKettetendieren.Diese
Tendenzpalitzur bildhaftenVorstellungvon Antikérpern,in der die Finger (CDRS)
von beidenHanden(V;, undV ) einenBall (Antigen) umgreifen.Die Bewegungder
Fingerbeim FesthalterdesBalls entsprichtder strukturellenVeranderungler CDR—
Schleifenvon der freien D3H44-Struktur(ohneBall) im Vemgleich zur gelundenen
D3H44-Struktu(mit Ball).

Fur TF werdendie grol3tenVersatzeson C,—Atomenfir Ser~T160,SerT163und
Gly-T164 mit jeweils 2,9A, 2,1A und 1,4A beobachtet.In der freien TF—Struktur
sinddie ResteT161und T162 nicht geordneund damitnichtin der Elektronendichte
zuseher{12]. Die Flexibilitat in diesemBereichwirkt sichauchaufdie benachbarten
Resteaus. In der StrukturdesTF-D3H44—-Komplexesist die Elektronendichtalieser
Restevorhandenln einerbenachbarte8chleife die nichtzumBindungsepitogehort,
werdenVerschiebingender C,—Atomevon 1,2A und 1,4A fiir die ResteT181 und
T182gefunden.DieseRestehabenin derfreien TF-Strukturundim Komplex relatv
hoheAuslenkungséktorenvon 60A2. Bis auf die hier beschriebeneAbweichungen
findenkeineweiterenVeranderungem derHauptlettedesTF-Bindungsepitopstatt.
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Auf der Ebeneder Seitenlettenwerdenfur 15 Restein der leichtenund 11 Re-
stein der schwererKette von D3H44 sawie fur 21 Restein TF Anderungenm y1—
Dihedralvinkel von Uber90° beobachtetNur einekleine Anzahl dieserResteist an
der Antigen—AntikoérperBindungbeteiligt (SerL94 von D3H44und Thr—-T167,Lys—
T169undVal-T192von TF). WahrenddesErkennungsprozessesdder Komplexbil-
dungbildet SerL94 ausCDR-L3Wasserstdbrickenzur Hauptlettevon Thr—=T167,
undLys-T169von TF bildet Wasserstdbriickenzur Seitenlettevon His—L91undder
Hauptlettevon Ala—H97. Die SeitenlettenThr—T167 und Val-T192sind am hydro-
phoberBereichin derBindungsstelldeteiligt,sieheKapitel 12.2.3,Seite88. Einzelne
SeitenlettenzeigendeutlicheAnderungerin deny2—und y3-Winkeln, namlichLys—
L30, Glu—H31,lle-H58in D3H44undlle-T152,Lys—T201in TF. In derTF-D3H44—
StruktursinddieseResteentwededirektin die Wasserstdbriickenbildungzu TF oder
zuWassermolekullemvolviert oderbildenhydrophobeKontakteaus.

ZusammerdssendaltsichfeststellendalRdurchdasAusbleibenvon Umlagerun-
geninnerhalbder Molekile wahrenddesTF—Erkennungsprozessesif einegute Ab-
stimmungzwischendemBindungsepitopron TF und der Bindungsstelleron D3H44
geschlossemerdenkann. Fir eine Reihevon Antigen—AntikérperKomplexen (mit
einemProteinals Antigen)wurdedasAusbleibernvon signifikantenrKonformationsan-
derungeranhochaufgeldste8trukturerbeschriebed2]. Im Unterschiedlazuwurde
UbergrofReVerdnderungeim der Lage der Bindungsschleiferftir solcheAntikorper
berichtet,derenzugehdrige#\ntigenein HaptenoderkurzesPeptiddarstellte37].

12.2.7 Andere hochaufgeldsteAntigen—Antikor per—Struktur en

Als Kriterium fir vergleichbareAntigen—AntikorperKomplexe sind Kristallstruktu-
renmit einerAuflésungbesserls 2 A zugrundegelegt worden,wenngleichzeitigdie
Atomkoordinatendesfreien Antikdrpersund desfreien Antigensbei vergleichbarer
Auflésungin derProtein—Datenbankur Verfiigungstanderi78].

Einer der am bestenuntersuchteiKomplexe ist der zwischenLysozymausHuh-
nereiweifHEL unddemFv—FragmenbD1.3mit Kristallstrukturerum 1,8 A Auflésung
[116], [119], [120], von dem auchMutagenese-tnd thermodynamisch®atenexi-
stieren[121]. NebendiesenStrukturengibt esnur zwei weitereAntigen—Antikorper
Komplex—Strukturemmit entsprechenduterAuflosungunddendazugehérendestruk-
turendesfreien Antigensundfreien Antikérpers,namlichHEL im Komplex mit dem
Fab—FragmentyHEL-63[42] undCytochromc (Cyt—c)im Komplex mit FabE8[41].
Dabeiweist die freie FabE8—Struktueine Aufldsungvon 2,3A auf. Leider sind die
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vollstandigerKoordinaterediglich fur die StrukturenderKomplexe HEL-HyHEL—-63
und Cyt—cFabES8in derProtein—Datenbankerfliigbar{78].

Diese KristallstrukturenTF-D3H44, HEL-HYHEL-63 und Cyt—cFabE8 zeigen,
daflR die Wechselirkung von Antigen und Antikérper durch eine Anzahl von Was-
serstofbriicken vermittelt wird. DiesesWasserstdbricken—Netzwerkwird deutlich
erweitert,wennWassermolekilenit in die Betrachtungeinbezogerwerden. Wie in
dieserArbeit fur TF-D3H44undbereitsfriherfir denKomplex HEL-FvD1.3[116] be-
schriebenkdnnenwassermolekiildie Reichweiteunddie BeitragederCDR—Schleifen
vergroRernjndemsieindirekt die Protein—Protein—\&thselvirkung tberbriclen. Fur
denHEL-FvD1.3—-Komplex berichtetendie Autorenvon 48 Wassermolekilem der
Bindungsflachewasvemleichbarist mit der Anzahl,die bei der AnalysederKomple-
xe TF-D3H44, Cyt—cFabE8und HEL-HyHEL in dieserArbeit gefundenwird, siehe
Tabelle12.2. Die Auswertungder Komplexe Cyt—cFabE8und HEL-HyHEL erfolg-
te mit den fir den TF-D3H44—Komplex zugrundegelagten Kriterien. Danachsind
46, 38 und 38 Wassetin der Bindungsstelleder Komplexe TF-D3H44, Cyt—-cFabES8
und HEL-HyHEL lokalisiert, von denen26, 17 und 16 Wassermolekulém Antigen
oder Antikorper konserviertsind. Eine logischeKonsequenzarausist, daf3die An-
zahlneuerWassermolekulén denAntigen—AntikdrperBindungsstellewergleichbar
ist. Die GroReder Bindungsflachevariierte von 930A2 fiir TF-D3H44, 590A2 fiir
Cyt—cFabE8und 890A? fiir HEL-HyHEL—-63. Im Fall desHEL-FvD1.3—Komplexes
beschriebemlie AutoreneineFlachevon 615A2.

In dieserAnalysesindKristallpackungskntaktedereinzelnerStrukturemicht be-
ricksicht,dain denunterschiedlichestrukturenauchunterschiedlichélolekulober
flachenin denPackungskntakteninvolviert sind. Daherist es moéglich, dal3Stellen
mit einerhohenAffinitat zu Wasserurch Atome von symmetrieerwandtenMoleki-
len besetzsind.

ZwischenderAnzahlderWassermolekulendderAuflosungderKristallstrukturen
bestehtin direkterZusammenhangsowurdenbeispielsweis&eineWassermolektile
in der Bindungsstelleer Kristallstrukturvon TF-5G9 mit einer Auflésungvon 3,0A
beobachtef21], neunWassermolekiilém HPr-Fab—Jel42Komplex mit 2,5A Auflo-
sung[122] und zwei Wassermolekilén der BindungsstelledesBWQL-HyHEL-5—
Komplexesbei2,6A Auflosung[91]. AuchwenndieseKorrelationnicht iberraschend
ist, so verdeutlichtsie die Grenzender Charakterisierunggon Wassermolekulenind
betontgleichermalenlie Bedeutungvon Antigen—AntikérperKristallstrukturenmit
hoherAuflésung.

In denhier diskutiertenBeispielenscheinergeordnetéVassermolekiléen derBin-
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dungsstelldesterBestandteildesKomplexeszu sein. Ungefahr50% dieserWasser
molekileexistiertauchin derfreien Antigen—oderderfreien AntikdrperStruktur

12.2.8 Bewertungder Ergebnisse

Protein—Protein—\&thselirkungentretenin denunterschiedlichsteRormenauf. Die
Gleichgavichtskonstant&kannvon hydrophoberhot spots[115], von hydrophilenBe-
reichen[121] odervon einzelnerRestedie sichliberdie ganzeBindungsflacheertei-
len[123],[124], dominiertsein.Allgemeingilt fir Protein—Protein—\&thselirkungen,
dal3keine einfacheund allesumfassende&Charakterisierungler physiko—chemischen
Eigenschaftemoglichist. Dassollte ebensdir Antigen—AntikérperBindungergel-
ten,in denendasAntigenein Proteinist. Trotzdemgibt eseinigeEigenschafteim den
Bindungsstellendie in vielenKomplexenvorhandersind,wie zum Beispieldashaufi-
ge VorkommenderamphipathischeResteTyrosinund Tryptophan38], [125], [126]
sawie der Beitrag von Wassermolekilezur Bindungsenthalpi¢l27] und zur freien
Enegie [118]. Ein Beispielfur denBeitrag zur Bindungsentropidiefert die Guppe
der zyklischenHarnstof—Inhibitorender HIV—Proteas¢128]. In diesemFall konnte
fur die BindungeineVerbesserungrzieltwerden,indemein Carboryl-Sauerstdfdes
Inhibitors ein konserviertedNassermolekiln der aktiven Tascheder HIV—Protease
verdrangtund ersetzt.DieseStratgjie, denunvermeidbarerVerlustan Entropiedurch
Komplexbildungmit demEntropieggewinn durchFreisetzunggon Wassermolekuleaus
derBindungsflacheu kompensiererkannauchauf die Antigen—Antikdrpe+Bindung
angevendetwerden.

Die BetrachtungdesTF-D3H44—Komplexeszeigt, dalR8 Wassermolekiiledie an
der freien TF-Strukturgelundensind, durch Komplexbildung verdrangtund 5 von
ihnendurchpolareAtome von D3H44 ersetztwurden,sieheTabelle12.2 und Abbil-
dung12.15. In der Bindungsstellevon D3H44 sind 5 Wassermolekulelurchdie Bil-
dungdeskomplexesausgeschlossemorden wobeifur 4 Wassermolekuldie Position
im Komplex von polarenTF—Atomeneingenommenvurde. DieseAnalyseergibt fur
die Komplex—StrukturerCyt—c FabE8undHEL-HyHEL-63einedhnlicheAnzahlvon
Wassermolekileabellel2.2undAbbildung12.15.AuchwenndieseAnzahlanver-
drangterWassermolekileaunachsklein erscheintjst sieim Verhaltniszur Gesamt-
zahl polarerAtome desBindungspartners der Kontaktflacheverhaltnismafigrol3.
InnerhalbeinesAbstandeson 5A zu D3H44—Atomersind nur 24 polareAtome von
TF zufindenundumgelehrtsindes30 polareAtomevon D3H44,die im Abstandvon
5A zu TF lokalisiertsind. Dahersollte esmdglich sein,durchzielgerichteteMutage-
nesedesAntikorpersdie Wassermolekulderfreien Strukturenzu ersetzerundsodie
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(@)

Arg-T200

Ser-T162

Thr-H96

Abbildung 12.15: Stereo—Abbildung/on verdrangtenWassermolekilen(a) DasEpi-
topvon TF in rot zusammemit verdrangtetWassermolekileausderfreienD3H44—
Struktur (blau). DasBild zeigt, dal3einige der Wassermolekul@ler freien D3H44—
Strukturim Komplex von polarenTF—Atomenverdrangtwerden.(b) zeigteinenAus-
schnittder Antigen—Bindungsstellgon D3H44in blau. Zusatzlicheingezeichnesind
Wassermolekulausderfreien TF=Struktur Auch hierist zu sehendal3dieseWasser
Ankerpositionendefinieren,die von den polarenAtomen des Antikdrpersbei Kom-
plexbildungeingenommemverden
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Antigen—Bindungsdinitat zu verbessern.

Der gegen VEGF gerichteteoptimierte Antikdrper FabY0317zeigt deutlich, daf?
dieseStratgjie zum Ziel fuhrt [129]. Der Austauschvon His—H97in der schweren
Kette durch Tyrosin fuhrte zu einer 14—fachenVerbesserungler Bindungsafinitat.
DerVemgleichderKristallstrukturenvon VEGF-FabY0317undVEGFFab12zeigt,dal
die Hydroxyl-Gruppevon Tyr—H97in FabY0317ein Wassermolekiverdrang{129],
[92]. DiesesWassermolekibildete Wasserstdbriicken zu den SeitenlettenGIn—79
undGlu—-93in VEGFundzumImidazolringvon His—H97im AntikérperFab12.Durch
die MutationHis—H97-Tyr vergréRertesich auchdie KontaktflachezwischenAntigen
und Antikdrperum 30A2. DieseMutationwurdenicht durchAnalysevon Wassermo-
lekulenrationalgeplant,sondernwar ErgebniseinesPhage—Display-Experiments.

In D3H44 gibt esebenalls Reste,durch derenMutation UberbriclendeWasser
molekileverdrangtund somit eine Verbesserungler Bindungsafinitat erreichtwer-
denkonnte. Beispielsweiskénnte Arginin anstellevon Lys—L30direkt Wasserstd#
briicken zum Sauerstdfder Hauptlette von Lys—T169ausbilden.Wie obenerwahnt,
ist PositionL30 in der TF-5G9-Struktumit einemArginin besetztDer Austauschvon
Asp—-H95durchGlutaminsauré&onnteebenélls die Affinitat zu TF erhéhen.

Die Bedeutungler Analysevon Wassermolekuilem denStrukturendesfreien An-
tigensund desfreien Antikorperszur Entwicklung von optimiertenAntikdrpern laft
sichnurdurchdenexperimentellerBeweisbestatigenDer VergleichderKristallstruk-
turen VEGFFab12und VEGF-FabY0317zeigt, dal3solch eine Stratgjie erfolgreich
seinkann. Allerdings ist die Voraussetzunglafir die Verfugbarleit hochaufgeloster
KristallstrukturendesAntigen—AntikérperKomplexes,desfreien Antikbrpersunddes
freien Antigens.



