Zusammenfassung

Gewebshktor (TissueFactor, TF) ist als Kofaktor von Faktor Vila (F.VIla) an der
Aktivierung des extrinsischenSystemsder Blutgerinnungskaskadeeteiligt. TF ist
ein integralesMembranproteindasauseiner extrazellularenDomane(Aminosauren
1-219),einerTransmembrandomari220—-242undeinerzytoplasmatischeBomane
(243-263)zusammengesett. SequenzielundstrukturellgehdrtTF zur Familie der
Zytokin—Rezeptoren.

GeagenstandlieserArbeit warenKristallisationsstudieran TF. Fir die Kristallisa-
tion standerProteinlésungenwon TF-219,TF-243,TF-263sowie Zellpastevon der
Mutante TF—263C245Sund die Fab—FragmenteéesmurinenD3- und deshumani-
siertenD3H44—Antikorperszur Verfligung.

Der ersteTeil dieserArbeit beschaftigsichmit derKristallisationvon full length-
TF als Modell fiir einenZytokin—Rezeptar Die Struktureinesfull length-Zytokin—
Rezeptorsst bislangnicht gelostworden. Da essich bei full length-TF um ein solu-
bilisiertesMembranproteirhandelt,erwiessich die Kristallisationals schwierig. Als
ErgebnisdieserArbeit kbnnensomitnur Kristalle prasentiertverden die entwederzu
klein sind, um sie weiter kristallographisclzu untersuchenoder die bei ausreichen-
derGréRenur ein Streuermégerbis 7 A zeigten.Mit dieserKristallenkonntenkeine
Datengesammeltverdenund darausfolgend konntedieserTeil der Arbeit nicht mit
derStrukturdesfull length-TF abgeschlossenerden.DasErgebnisdieserStudielalit
weitereMaoglichkeitenzur VerbesserunderKristalle erkennen.

Im zweitenTeil der Arbeit wurden (1) die Strukturender beidenanti—TF Fab—
FragmentedesmurinenD3— und deshumanisierterD3H44—-Antikorpergyelost, mit-
einanderverglichenund bezuglichder strukturbiologischemspektedesHumanisie-
rungsprozessdseurteilt, sovie (2) die Antigen—AntikérperBindungdesKomplexes
zwischerD3H44und TF-219untersuchundModifizierungenvon D3H44vorgeschla-
gen,die zu einerh6hererBindungsafinitat fhrenkénnten.

Die KristallstrukturdesmurinenD3 Fab—Fragmentsst mit einer Auflésungvon
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2,4A geléstworden,die deshumanisierteffab—Fragment®3H44 mit 1,85A unddie
desKomplexeszwischenderextrazellularerDoméanevon TF und D3H44 mit 1,85A.

Der Vemgleich der Struktur des murinen D3 mit der des humanisierterD3H44
zeigt,daldtrotz verschiedenefntikbrperGeristenur geringeUnterschiedevorliegen.
Die C,—Atomeiiberlagerrsich mit einerAbweichungvon 1,27A (RMS, root—nean—
square). StrukturelleAbweichungenin denC,—Atomender Hauptlette beiderAnti-
korpersind hauptsachlichm "unteren” Bereichder variablenDomanezu finden, der
andie konstanteDomaneangrenzt.

WahrenddesHumanisierungsprozessesn D3H44 sind 7 Aminosaurenm Anti-
korperGerlustund 6 Aminosaurenn denBindungsschleifefCDRs, Complementa-
rity DeterminingRegions ausgetauschivorden,um die Komplementaritatier Bin-
dungsstelleviederherzustellebzw. zu verbessernDabeikonnteeine100—fachbesse-
re Bindungan TF im Vergleich zu der desmurinenD3 Fab—Fragmentsrreichtwer-
den. Die wichtigste Mutation, die nachder KombinationdeshumanenAntikorper
Gertstesnit denmurinenCDRseine TF-Bindunggewahrleistetewar Arg—H71-Ala.
Die groR3eSeitenkettevon Arginin behindertsterischdie Ausbildungder Konformati-
onvon CDR-H1lund-H2, die zur TF-Bindungnotwendigist. AndereSubstitutionen
verbesserdenhydrophoberKontaktzwischeneichterundschwereKetteoderfiihren
zu direktenWasserstdbriicken zwischendenBindungsschleifengie zuvor nur durch
Wassermolekulgermitteltwurden.

EinegroReUbereinstimmungst zwischerder D3H44—StruktuunddenStrukturen
derFab—Fragmentanti-VEGF anti—-CD18undanti—-p185Herzufinden,dieebenélls
humanisierivurdenund dasselbéumaneAntikorperGerlstwie D3H44tragen.

Die KristallstrukturerdesD3H44 Fab—Fragmentmit 1,85A Auflésung,derKom-
plex TF-D3H44 mit 1,85A Aufldsungund die bereitspublizierte Struktur desfreien
TF mit 1,7A Auflésungbietendie Méglichkeit, denAntigen—AntikérperErkennungs-
prozeRim Detail zu untersuchenDie strukturellenAnderungerin D3H44durchKom-
plexbildung mit TF sind geringund beschran&n sich hauptséachlictauf die Umorien-
tierungvon Seitenletten. Die Kontaktflachevon TF und D3H44 zeichnetsich durch
eine grolReAnzahl polarerinteraktionenaus. Zusatzlichsind 46 Wassermolekilen
diesemKontaktbereichokalisiert.

Unabhangigron D3 wurdevon einerandererArbeitsgruppesin weiterermuriner
anti-TFAntikorper (5G9) entwickelt, dernahezuasselbépitopauf TF erkennt. Die
KristallstrukturendesfreienFab—FragmentSG9unddesKomplexeszwischenTF und
5G9 (TF-5G9)sindmit 2,5A und 3,0A Auflésunggeléstworden. Die Untersuchung
der Antigen—AntikoérperBindungvon TF an 5G9 emab, dallWassermolekiléen der
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Bindungsstellekeine bedeutenddRolle spielen. Im Unterschieddazusind in dieser
Studiemit TF und D3H44 Wassermolekuldir die Vermittlung von Kontaktenzwi-
schenAntigenund Antikbrpervon Bedeutung.

In derProtein—Datenbangindderzeitnur zweiweitereSystemevon Kristallstruk-
turenvon Antigen—AntikorperKomplexenund der freien Komponentemit vollstan-
digen Koordinatenverfiigbar die eine vergleichbareAuflosung aufweisen,néamlich
Cytochromc mit FabE8sowie Lysozymmit dem Fab—FragmenHyHEL—-63. Eine
neueAuswertungdieserStrukturemachdenfir die TF-D3H44—Struktuverwendeten
Kriterien zeigt,daRdieseAntigen—AntikdrperKomplexe Ahnlichkeitenaufweiserbe-
zuglich (1) derWassermolekilan Kontaktbereich(2) der AnzahlWassermolekilen,
diein einerfreienKomponentaindim Komplex gefunderwerdenund(3) derAnzahl
anWassermolekulajie nachder KomplexbildungdurchpolareAtome desBindungs-
partnersersetztverden.



