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Kapitel 11

Kristallstruktur en

11.1 Dasmurine Fab–FragmentD3

Die KristallstrukturdesFab–FragmentsD3 mit 2,4Å AuflösungenthältdieAminosäu-

ren L1–L197 und L204–L210der leichtenKetteund H1–H129und H133–H212der

schwerenKette.DieStrukturzeigteamEndederVerfeinerungWertevonR��������� = 22,5%

und R	 ��
�
 = 29,8%, die Statistik der Verfeinerungist in Tabelle11.1 zusammenge-

faßt.Die FaktorenderatomarenAuslenkung(B–Faktoren)derV � –, C� –, V  –, C�� –
Domänensind42,3Å

�
, 66,7Å

�
, 41,3Å

�
und61,1Å

�
, wohingegenderMittelwert für

die atomareAuslenkungfür die gesamtenStruktur einschließlichWassermolekülen

51,4Å
�

beträgt.Der mittlere Koordinatenfehlerder Strukturbeträgt0,36Å ( ��� –Sta-

tistik [65], [66]).

DasRamachandran–Diagramm[90] zeigt 82% der Resteinnerhalbder am häu-

figstenvorgefundenenRegionen,15,8% in denzusätzlicherlaubtenGebieten,1,4%

in dengenerellerlaubtenRegionenund die ResteAla–L51, Ser–H75 und Ala–H97

(0,8%) in nicht erlaubtenRegionen. UnüblicheTorsionswinkel für RestL51, hier
�

=59 � / � =-42 � , sindschonin frühergelöstenKristallstrukturenvonFab–Fragmenten

wie anti–LysozymHyHEL–5 [91] undanti–VEGF[92] beschriebenworden.Amino-

säureSer–H75 liegt an Position(i+3) innerhalbeines � –turns, der nachHutchinson

undThornton[93] alsTyp VIII klassifiziertwurde. Die Winkel
�

=114� / � =-8� von

Ala–H97sinddurchdie Lagean(i+1)terStelleeinesTyp IV � –turnszuerklären.Die

AminosäurenAla–L51, Ser–H75 und Ala–H97 habeneineatomareAuslenkung(B-

Faktor) von 29,4Å
�
, 47,3Å

�
und 48,3Å

�
. Die Elektronendichtevon Ala–L51 und

Ser–H75ist deutlichzu erkennen,wohingegendie Dichtefür dasC� –Atom von Ala–

H97 nichtdefiniertist.

Die Lösungsmittel–zugänglicheOberflächevon V � und V  , die in der Kontakt-
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region beiderDomänenverborgenwird, beträgt810Å
�

(Mittelwert ausdenBeiträgen

vonV � undV  ) undist mit derderC� –C�� –Kontaktflächevon950Å
�

in derkonstan-

tenDomänevergleichbar. Die WechselwirkungvonleichterundschwererKetteist von

unpolarenKontaktendominiert,mehrals70% derInteraktionenbesitzenhydrophoben

Charakter.

Der berechneteEllenbogen–Winkel von D3 beträgt139� . Das liegt am unteren

Endedesüblicherweisefür Fab–FragmentebeobachtetenBereichsvon 127� bis 225�
[37].

11.2 DashumanisierteFab–FragmentD3H44

Die VerfeinerungderKristallstrukturdeshumanisiertenAntikörpersD3H44wurdemit

denR–FaktorenR��������� = 18,3% undR	 ��
�
 = 22,8% abgeschlossen(Tabelle11.1). Von

den214AminosäurenderleichtenKette(L) wardieElektronendichtederResteL1 bis

L213deutlichzuerkennen,vonden225AminosäurenderschwerenKette(H) konnten

die ResteH1 bis H127undH133bis H213in die vorhandeneElektronendichteeinge-

bautwerden.Die mittlereatomareAuslenkungdergesamtenStrukturbeträgt20,4Å
�
.

Die einzelnenDomänenV � , C� , V  und C�� weisenWerte von 17,5Å
�
, 19,7Å

�
,

21,3Å
�

und 18,4Å
�

für die Proteinatomeauf. Der ausder ��� –Statistikerrechnete

mittlereKoordinatenfehlerliegt bei 0,16Å.

Im Ramachandran–Diagramm[90] sind90,4% der425Restein deramhäufigsten

vorgefundenenRegion plaziert,9,1% in der zusätzlicherlaubtenRegion und nur die

ResteAla–L51undAla–H97sindin nicht erlaubtenRegionenlokalisiert.Für Amino-

säureL51 (
�

=107� und � =-44� ) ist auchin anderenKristallstrukturenvonAntikörpern

von unüblichenTorsionswinkeln berichtetworden,z.B.[94], [41]. Der RestAla–H97

ist anPosition(i+1) einesnachHutchinsonundThornton[93] klassifizierten� –turns

desTypesIV lokalisiert. Die Elektronendichtevon Ala–H97ist deutlichzu erkennen

und auchder niedrigeFaktor der atomarenAuslenkungvon 14,3Å
�

bestätigtdiese

Konformation.

Die Bindungsfläche(errechnetausverborgenerSAS–Fläche)zwischenV � undV 
hat eineGrößevon 765Å

�
, die vergleichbarist mit der zwischendenC� – undC�� –

Domänen(845Å
�
). Die Kontaktezwischenleichterund schwereKettesind auchin

D3H44vonhydrophobenWechselwirkungendominiert.Ungefährt70% derWechsel-

wirkungensindapolarerNatur.

DerEllenbogen–Winkel derD3H44Strukturbeträgt135� .
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Tabelle11.1:StatistikderVerfeinerung

Fab D3 Fab D3H44 TF � D3H44

Auflösungsbereich[Å] 40 – 2,40 40– 1,85 40 – 1,85

R��������� [%] / AnzahlReflexe 22,5/ 15606 18,3/ 33469 20,1/ 67779

R	 ��
�
 [%] / AnzahlReflexe 29,8/ 1214 22,8/ 2550 22,5/ 5275

AnzahlReste 417 425 626

AnzahlProteinatome 3200 3244 4862

AnzahlWassermoleküle 175 372 579

Mittlerer B–Faktor[Å
�
] für

alle Atome 51,4 20,4 29,2

Proteinatome 51,8 19,1 28,5

Wassermoleküle 43,7 30,9 35,7

anisotroperB–Faktor[Å
�
]

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

Lösungsmitteldichte[e� ] 0,354 0,369 0,361

Mittl. B–FaktorLösungsmittel[Å
�
] 65,5 45,8 48,5

Abweichung(RMS)

Bindungslänge[Å] 0,011 0,013 0,011

Bindungswinkel [ � ] 1,68 1,79 1,64

Abweichung(RMS) in B–Faktoren

für gebundeneAtome[Å
�
]

in derHauptkette 1,53 1,36 1,47

in derSeitenkette 2,16 2,32 2,16
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11.3 Der KomplexTF–219 D3H44

Die im FolgendenverwendeteAbkürzungTF stehtfür TF–219. Die Kristallstruktur

desKomplexeszwischenTF unddemhumanisiertenFab–FragmentD3H44wurdemit

einerAuflösungvon 1,85Å gelöstund konntebis zu einemkristallographischenR–

FaktorR��������� = 20,1%beieinemfreienR–FaktorvonR	 ��
!
 = 22,4%verfeinertwerden.

FürTF wurdendieResteT5 bisT83undT91bisT211,für dieleichteKettevonD3H44

dieResteL1 bisL213undfür dieschwereKetteH1 bisH128undH133bisH213in die

Elektronendichteeingepaßt.Im Gegensatzzu denbisherpubliziertenStrukturendes

freienTF [12], [95] ist die ElektronendichtederSchleifeT159bis T162hier deutlich

zu erkennen.Der mittlere atomareAuslenkungsfaktor der gesamtenStrukturbeträgt

29,2Å
�
. Die einzelnenDomänenhabenin derReihenfolgeN–terminaleDomäneTF,

C–terminaleDomäneTF, variableDomäneD3H44undkonstanteDomäneTF mittlere

Auslenkungsfaktorenvon 39,9Å
�
, 37,9Å

�
, 20,7Å

�
und26,2Å

�
. Aus der ��� –Statistik

kannein mittlerer Koordinatenfehlervon 0,17Å errechnetwerden. DasRamachan-

dran–Diagramm(Abb. 11.1) zeigt, daß90,1% aller Restein bevorzugtenRegionen

liegenundnur Ala–L51,wie auchin derfreienD3H44–Struktur, eineungewöhnliche

Dihedralwinkel–Konformationannimmt.Im Vergleichzur freienStrukturist Ala–H97

nicht mehrin der verbotenenRegion desRamachandran–Diagrammszu finden. Der

Carbonyl–Sauerstoff von Ala–H97 ist anderBindungvon TF beteiligt,waseineÄn-

derungdes � –Winkelsvon 30� bewirkt.

In derTF � D3H44StrukturbeträgtderEllenbogen–Winkel vonD3H44132� .
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Abbildung 11.1: Ramachandran–Diagramm[90] von TF � D3H44. DunkelgraueBe-
reichekennzeichnendenam häufigstenvorgefundenenBereich,mittelgrauedenzu-
sätzlicherlaubtenBereichundhellgrauedie Region, die prinzipiell auchnocherlaubt
ist. Die weißenArealestehenfür Winkelkombinationen,die seltenin Proteinenvor-
kommen.FürGlycin–RestesindDreiecke eingetragenundfür die übrigenReste(aus-
schließlichProlin)Vierecke
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Diskussion

12.1 Muriner D3 versus humanisierter D3H44

12.1.1 Vergleich der Struktur en

DasmurineD3– und dashumanisierteD3H44–Fab–Fragmenthabenmit Ausnahme

einzelnerRestedieselbeAminosäurezusammensetzungin denBindungsschleifen,sie-

heAbbildung12.1.DasAntikörper–Gerüsthingegenunterscheidetsichin beidenAnti-

körpern.Die leichteKettedesmurinenAntikörpersgehörtzurmurinen" –Untergruppe

V und die schwereKettezur murinenUntergruppeIIc. Vom humanenAntikörper–

Gerüstkanndie leichteKettedemIsotypderhumanen" –UntergruppeI, die schwere

KettederhumanenUntergruppeIII zugeordnetwerden.Der VergleichderStrukturen

desmurinenD3– unddeshumanisiertenD3H44–Fab–Fragmentszeigtdie Positionen,

andenenSequenzunterschiedestrukturelleAbweichungenhervorrufen.

Die Unterschiedein derSequenzsind in Abbildung12.1dargestellt. Die Überla-

gerungder C# –Atomeder variablenDomäne,der konstantenDomäneund desgan-

zenFab–Fragmentsresultiertin Abweichungenvon1,08Å, 1,01Å und1,27Å (RMS).

Die mittlerenKoordinatenfehlersind 0.36Å für die D3– und 0.16Å für die D3H44–

Struktur. Gleichzeitigkönnendurchdie Überlagerungdie Regionenidentifiziertwer-

den,in denensichdermurinevomhumanisiertenAntikörperunterscheidet.

Abbildung12.2zeigtdenAbstandderC# –Atomevon derPositionin D3 zuderin

D3H44 nachÜberlagerungder C# –Atomeder variablenDomäne.Es ist deutlichzu

erkennen,daßdie meistenC# –Atomenur geringfügigeAbweichungenin denbeiden

Sturkturenzeigen.LediglicheinzelneSegmenteweisengrößereUnterschiedevonüber

1Å auf. Die meistendieserAbweichungengehenauf Sequenzunterschiedezwischen

denbeidenAntikörpernzurück.
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Abbildung12.1:SequenzvergleichzwischenmurinemAntikörperD3 undhumanisier-
tem Antikörper D3H44 (a) für die V � – und (b) für die V  –Domäne. Die Sequenz
desmurinenanti–TFAntikörpers5G9ist ebenfalls aufgeführt.Unterschiedezur D3–
Sequenzsindmit einemDoppelkreuz(#), undReste,die im RahmendesHumanisie-
rungsprozessesverändertwurden,mit einemPlus(+) gekennzeichnet.CDR–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 bisH102.
Diese Abbildung und Abbildung 12.6 sind modifizierte Ausdrucke des XSAE–
Programmes(überlassenvon C.Broger)
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Für die ResteL56 und H54 sind es Kristallpackungskontaktezu symmetriever-

wandtenMolekülen,die einenstrukturellenUnterschiedhervorrufen. Im murinenD3

bildenSauerstoff– undStickstoffatomederHauptketteandenPositionenL57 undL58

Wasserstoffbrücken zur Haupt–und Seitenkette der PositionenL155 und L156 ei-

nessymmetrieverwandtenMoleküls. Im Unterschieddazukommt dieserKontakt in

D3H44 durchdie unterschiedlicheKristallpackungnicht zustande.Im Fall desAsn–

H56 wird in derD3H44–Strukturein KontaktzwischenderAmid–Gruppevon Aspa-

ragin und der von GlutaminL147 einessymmetrieverwandtenMoleküls ausgebildet.

DieserKontaktist in D3 nichtvorhanden.GrößereAbweichungenanBeginnundEnde

derDomänenlassensichdurchdie Flexibilität von ”losen” PeptidkettenanderOber-

flächeglobulärerProteineerklären.

In der leichtenKette sind es die unterschiedlichenAminosäurender ResteL24

in CDR–L1, L96 in CDR–L3 und L80 im V � –V $ –Wechselwirkungsbereich,die die

bedeutendstenUnterschiedeim VerlaufderC# –Ketteverursachen.

Die Abweichungenin denC# –Positionenvon1,5Å für Leu–L15und1,3Å für L80

sindmit derunterschiedlichenBesetzungvon Ser–L80 in D3 undPro–L80in D3H44

zu erklären.In D3 wechselwirkt Leu–L15mit demhydrophobenTeil von Arg–L108.

Zusätzlichbildet Ser–L80 eineWasserstoffbrücke mit demSauerstoff der Hauptkette

von L168. In D3H44bewirkt dasErsetzenderpolarenSeitenketteSer-L80 durchdas

hydrophobeProlin,daßPro–L80mit Leu–L15in Wechselwirkung tritt unddie für D3

beschriebenenKontaktenicht ausgebildetwerdenkönnen.Dasbedeutet,daßeseinen

Einfluß auf die Struktur hat, ob an PositionL80 eine polareoder eine hydrophobe

Aminosäureeingebautist.

DasErsetzenvon Lys–L24 in D3 durchArginin in D3H44 resultiertin direkten

WasserstoffbrückenzwischendenCarboxylat–SauerstoffenderSeitenkettenvonAsp–

L70 unddenAtomenN % � undN & vonArg–L24in D3H44,wohingegenin D3 derKon-

takt zwischenN ' ausLys–L24undderCarboxylat–Gruppedurchein Wassermolekül

vermittelt wird. Dies beruhtauf der Annahme,daßtrotz desAbstandesvon 3,48Å

eineWasserstoffbrücke zwischenLysin und demWassermolekülvorhandenist. Die

unterschiedlicheAminosäureanPositionL24 scheintdie AbweichungderC# –Atome

andenbenachbartenPositionenL27 undL68 zuverursachen.

Ähnlich verhältessich für die PositionL94, die durchPhe–L96in D3 und Trp–

L96 in D3H44beeinflußtwird. Die Seitenkettevon L96 ist in beidenAntikörpernan

einerhydrophobenWechselwirkungzwischendenRestenHis–L91,Pro–L95undPhe–

L98 der leichtenundTyr–H33,His–H35,Leu–H47,Gly–H49,Trp–H50undIle–H58

der schwerenKettebeteiligt (in D3). Durch denTauschder ResteH47 und H50 zu



KAPITEL 12. DISKUSSION 63

Abbildung 12.2: Strukturvergleich der variablenDomänevon D3 und D3H44. Aus-
gehendvon einerÜberlagerungderC# –Atomein dervariablenDomänesindhier die
AbständederjeweiligenC# –Atomein (a)derleichtenKetteund(b) derschwerenKet-
teaufgetragen.DiejenigenReste,derenC# –Atomevoneinanderummehrals1Å beim
VergleichderStrukturenD3 undD3H44abweichen,sindbenanntundwerdenim Text
beschrieben
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(a)

(b)

Abbildung 12.3: Unterschiedein der Strukturvon (a) D3 und (b) D3H44, die durch
denAustauschderAminosäurenLeu–H47/Trp–H50/Phe–L96(D3) zu Trp–H47/Leu–
H50/Trp–L96(D3H44)hervorgerufenwurden.In beidenStrukturensindnur die Seg-
menteL95 bisL98, H47bisH50unddieAminosäurenL91, H33,H35,H58undH100
dargestellt,die andiesemhydrophobenBereichzwischenleichterKette(hellblau)und
schwererKette(dunkelblau)beteiligtsind
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Trp–H47und Leu–H50in D3H44, der in Abbildung 12.3dargestelltist, könnendie

gegenüberliegendenIndol–Gruppenvon Trp–L96undTrp–H47in D3H44hydropho-

be Kontakteausbilden. Interessanterweisezeigendie C# –Positionender ResteH47

und H50 trotz Austauschder AminosäurenkeinensignifikantenUnterschiedin den

StrukturenD3 undD3H44,obwohl dadurchdie Wechselwirkung derSeitenkettenim

hydrophobenBereichverändertwurde.

In derschwerenKetteführenunterschiedlicheAminosäurenandenPositionenH9,

H10, H18, H38, H40 undH73 zu strukturellenUnterschiedenderFab–FragmenteD3

undD3H44.

DerAustauscheinergroßenSeitenkette(D3: Gln–H10,Arg–H40)gegeneineklei-

ne (D3H44: Gly–H10,Ala–H40) hatan zwei Positionenin der schwerenKetteAus-

wirkungenauf denVerlauf der Hauptkette. In der murinenD3–Strukturist H10 mit

derAminosäureGlutaminbesetzt,die sichin RichtungHauptkettevon H19 orientiert.

Die benachbarteSeitenkette Ala–H9 ist an einer hydrophobenWechselwirkung mit

denRestenPro–H147,Pro–H149,Pro–H200und Ala–H201ausder konstantenDo-

mänebeteiligt.DasFehlenderlangenSeitenketteanPositionH10 (Glycin in D3H44)

und die Änderungvon Alanin zu Glycin an PositionH9 führtenzur größtenAbwei-

chungdesVerlaufsderC# –Kette,die in der variablenDomänebeobachtetwird. Der

Abstandder C# –Atome von H8 und H20 beträgtin der D3–Struktur8,5Å und in

derD3H44–Struktur4,5Å. Der VergleichderEllenbogen–Winkel von D3 (139� ) und

D3H44(135� ) zeigt,daßdurchdieUmlagerungvonH9 unddasWegfallendesunpola-

renC� –AtomskeineVeränderungin der relativenOrientierungderDomänenV � und

C� induziertwird.

Die zweitePosition,anderdasVolumeneinerSeitenkettedenVerlaufderStruktur

beeinflußt,ist derRestArg–H40in D3, der in D3H44durchAlanin ersetztist. Dieser

UnterschiedverursachteineAbweichungvon 1,2Å anPositionH42. Die Seitenkette

Glu–H89stehtin sterischerKonkurrenzzu Arg–H40unddie Seitenkettevon Arginin

weichtsamtHauptkettenachaußen.In D3H44ist diePositionH40mit Alanin besetzt,

einerdeutlichkleinerenSeitenketteals Arginin. Damit ist die sterischeBehinderung

der Seitenkettevon H40 durchGlu–H89aufgehobenund der Verlauf der Hauptkette

von Ala–H40paßtsichdieserAnordnungan.

DieVerschiebungderC# –AtomederResteH12undH18von2,0und2,3Å gehtauf

dieVeränderungderSeitenketteanPositionH18zurück.DieserRestist in dermurinen

D3–StrukturdurchValin besetzt,dessenSeitenkettedirektgegenüberdervonVal–H12

lokalisiert ist. Val–H12undVal–H18sindbeideTeil derhydrophobenTasche,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 Leucinbesetztist. Die Seitenkettevon Leu-H18nimmtdie PositionvonLeu–H82

ein und interagiertmit demPhenylring von Tyr–H90. H82 ist in derD3H44–Struktur

durchMethioninbesetzt,dassichzuPhe–H63umorientiertunddenPlatzfür Leu–H18

freigibt.

Die Verschiebungenin der Hauptkette im Bereichder ResteH66 und H86 sind

miteinanderverknüpft. Verursachtwird dieserUnterschiedwahrscheinlichvom Aus-

tauschvon Lysin (D3) gegenArginin (D3H44)anPositionH38. WährendLysin über

einWassermolekülmit derCarboxylat–GruppederSeitenkettevonAsp–H86in Wech-

selwirkungtritt, kommtdurchdielängereSeitenkettedesArginin dieserKontaktdirekt

zwischenArg–H38undAsp–H86zustande.ZwischendemAtom O( � von Asp–H86

undN % � vonArg–H66wiederumgibt esin demhumanisiertenAntikörpereineWasser-

stoffbrücke,die im murinenD3 nicht existiert. In D3 ist die Seitenkettevon Arg–H66

aneinerWasserstoffbrückezumSauerstoff derHauptkettevonH85 beteiligt.

Die Hauptkettevon D3 und D3H44 zeigt auchim Bereichvon H74 einenleicht

unterschiedlichenVerlauf. PositionH73 trägt in D3 die AminosäureThreonin,de-

ren Atom O)*� überein Wassermolekülmit denAtomenO(+� von Asn–H28und N ( �
von Asn–H76verknüpftist. Die humanisierteVariantebildet eineWasserstoffbrücke

zwischenN ( � desSubstituentenAsp–H73und dem Sauerstoff von H52, so daßdie

Kontaktewie in derD3–Strukturnicht realisiertwerden.

Ein weitererUnterschiedkann im Verlauf der schwerenKette in der konstanten

Domänebeobachtetwerden.

Im murinenD3 bildendie ResteGln–H171,Ser–H172,Asp–H173undLeu–H174

einen � –turn zwischenzwei � –Strängen.Tyr–H175,der ersteRestim folgenden� –

Strang,ist gegenübereinerAusbuchtung(bulge) der ResteGly–H144und Tyr–H145

lokalisiert.

In D3H44hingegenbildenzwar auchdie ResteGln–H171,Ser–H172,Ser–H173

und Gly–H174 einen � –turn, abergleichzeitigsitzt Gln–H171gegenübervon einer

Ausbuchtunggebildetvon denRestenGly–H174undLeu–H175.Hier fängtder fol-

gende� –Strangerstmit demRestTyr–H176an,derauch— wie in D3 — gegenüber

derAusbuchtungderResteAsp–H144undTyr–H145sitzt unddamitdemRestH175

ausD3 entspricht.Die Schleifezwischendenbeiden � –Strängensetztsich somit in

D3 aus4 Restenundin D3H44aus5 Restenzusammen.

Bis auf die Seitenkettevon Asp–H173in dermurinenD3–Strukturist die Elektro-

nendichtevon allen Aminosäurengut definiert. Die ResteGln–H171und Ser–H172

befindensich in beidenüberlagertenStrukturenanäquivalentenPositionen,aberRest
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Leu–H174in D3 hatdie Positionvon Leu–H175in D3H44,sodaßdie Numerierung

dersichentsprechendenRestein D3H44beginnendmit RestH174gegenüberdervon

D3 um(i+1) verschobenist.

Die molekulareOberflächevon D3 und D3H44 ist in der Bindungsstellevon ne-

gativ geladenenRestendominiert (ohneAbbildung). Werdendie Ladungenauf den

OberflächenderBindungsstellenderAntikörper–Fragmenteunddenenim Epitopvon

TF gegenübergestellt,soist die Ladungskomplementaritätdeutlichzuerkennen.

Zusammenfassendläßtsichsagen,daßbeiderGegenüberstellungdermurinenund

der humanisiertenStrukturkeinemassiven Unterschiedebeobachtetwerdenkönnen.

Durchdie unterschiedlichenAntikörper–Gerüstesindin denStrukturenlokal einzelne

Abweichungenvorhanden,die durchdie Unterschiedein derSequenzerklärtwerden.

Die Konformationder Bindungsschleifenund die Orientierungder Domänenim hu-

manisiertenD3H44–Antikörpersindweitgehendidentischmit denenim murinenVor-

gängerD3.

Die beschriebenenstrukturellenAbweichungensind folglich solche,die die Bin-

dungvonTF nichtbeeinflussen.Soverwundertesnicht,daßmit AusnahmederReste,

die in Kristallkontakteinvolviert sind,zwei Drittel derobenbeschriebenenSequenz–

undStrukturunterschiedeamunterenEndedervariablenDomänelokalisiertsind,das

andiekonstanteDomäneangrenzt.In diesemBereichscheinteineVariabilitätim oben

beschriebenenRahmenkeinenEinflußauf die V � –V  –Orientierungoderdie Ausbil-

dung der Komplementärflächezu haben. Bis auf H66 werdeninnerhalbdesKerns

zwischenV � – und V  –Domänekeine größerenAbweichungenals 1Å beobachtet.

AuchdieLagederC# –Atomein denBindungsschleifenweistgroßeÜbereinstimmung

auf. EinestrukturelleVeränderungin diesemBereichwürdesichwahrscheinlichdirekt

auf die PlazierungderBindungsschleifenauswirkenunddie Komplementaritätzu TF

verschlechtern.

12.1.2 Wassermolekülein denStruktur en D3 und D3H44

Die StrukturdesTF � D3H44–Komplexeszeigt,daßWassermolekülein derBindungs-

stelledieRolleübernehmen,nichtkomplementäreArealeaufzufüllenunddadurchden

KontaktzwischenTF undD3H44zuvermitteln,sieheAbschnitt12.2.5.

Die ÜberlagerungallerAtomederStrukturenD3 undD3H44zeigt,daß49Wasser-

moleküleidentischsind(mit einererlaubtenAbweichungvon1.5Å). Zwei dieserWas-

sermolekülesindin derBindungsstellelokalisiert.DaserstebildetWasserstoffbrücken

mit demStickstoff desRückgratsvon RestH33 und demSauerstoff der Hauptkette
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von H95 undüberbrücktsodenKontaktzwischenCDR–H1undCDR–H3.Daszwei-

te Wassermolekülformt eineWasserstoffbrücke mit O( � –Asp–H95undvermitteltden

AnscheineinerverlängertenSeitenkette.

Beide Wassermolekülesind ebenfalls in der TF � D3H44–Strukturvorhandenund

vermittelndenKontaktzwischenTF und D3H44. Hier überbrücktdasersteWasser

die Wechselwirkung zwischendemSauerstoff derHauptkettevon H95 unddemN %,� –
Atom von Arg–T200. DiesesWassermolekülist auchin der freien TF–Struktur[12]

vorhanden.Im Komplex TF � D3H44überbrücktdaszweiteWassermoleküldenKontakt

zwischendenSeitenkettenvon Asp–H95und Lys–T169und vermittelt so ebenfalls

die Wechselwirkung von TF zu D3H44. DiesesWassermolekülist ein potentieller

Kandidat,um durchdie Mutation Asn–H95–Glnverdrängtzu werdenund damit die

Bindungsaffinität vonD3 bzw. D3H44zuerhöhen,siehedazuauchKapitel 12.2.8.

Auch wenndie InterpretationderWassermoleküledurchdie Auflösungvon 2,4Å

derD3–Strukturlimitiert ist, sosuggerierendochdie beidenkonserviertenWassermo-

lekülein derBindungsstelle,daßauchfür die Bindungvon D3 anTF Wassermoleküle

einebedeutendeRolle in derAntigen–Antikörper–Bindungspielen,ähnlichwie esdie

StrukturdesTF � D3H44–Komplexeszeigt,sieheKapitel 12.2.5.

12.1.3 Der Humanisierungsprozeß

MurinemonoklonaleAntikörperalstherapeutischesPharmazeutikumhabendenNach-

teil, daßsie vom humanenImmunsystemerkanntwerdenkönnen. Um dieseReakti-

on zu verhindern,sind diversechimäreundhumanisierteAntikörper–Konstrukteent-

wickelt worden,die klinischerprobtwerdenkönnen.

ChimäreAntikörpersetzensichausderkonstantenDomäneeineshumanenAnti-

körpersunddervariablenDomänedesmurinenAntikörperszusammen.Damit ist der

murineAnteil desAntikörpersreduziertund die Bindungsschleifenin der variablen

DomäneerkennennochimmerdasAntigen[96], [97].

Der ProzeßdesResurfacingberuhtauf der Annahme,daßdie Aminosäurenauf

der Lösungsmittel–zugänglichenOberflächeder variablenRegion zu 98% innerhalb

einerSpezieskonserviertsind. Durch Ersetzender Maus–spezifischenAminosäuren

auf der Oberlächemit den entsprechendenhumanenOberflächenrestenkonntendie

anti–CD56–undanti–CD19–Fv–Fragmentehumanisiertwerden[98].

UnterderMethodederHumanisierungist dieVerpflanzungdermurinenBindungs-

schleifenauf ein humanesAntikörper–Gerüstzu verstehen[99], [100]. Meistenswird

durchdiesesKonstruktdie Antigen–Bindungzerstörtoderderartverschlechtert,daß

eineRekonstruktion(reshaping) notwendigist. Darunterist die Anpassungandie ur-
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sprünglichemurineStrukturzuverstehen,dieeinekomplementäreBindungsstellezum

Epitopausbildenkann.Bei dieserMethodewerdenim KerndervariablenDomänean

einzelnenPositionendie AminosäurendesmurinenAntikörpersübernommen[101],

[102], [31], [30], [29], [28]. Häufig sind dieseRestein räumlicherNachbarschaftzu

denBindungsschleifenundkönnensomitderenKonformationbeeinflussen.

Für die HumanisierungeinesAntikörpersgibt eskein allgemeingültigesSchema

für dieAuswahlvonResten,derenmurineAminosäurenübernommenwerdenmüssen,

um eineBindungandasAntigenwiederherzustellen.JederHumanisierungsprozeßist

eine individuelle Zusammenstellungvon Resten,die verändertwerdenmüssen.Die

Auswahl dieserläßt sich zwar mit Modellenweitgehendeingrenzen,daseigentliche

Resultataberliefert erstdieBindungsstudie.

Für zwei Drittel aller Antikörper zeigt sich,daßdie Größeder SeitenketteanPo-

sition H71 Auswirkungenauf dieKonformationvonCDR–H1und–H2 unddamitauf

die Antigen–Bindunghat[32], [33], Beispielehierfür sind: [34], [35],[103].

Für die Humanisierungvon D3 wurdenin der leichtenKettedie ResteLeu–L46–

Val undPhe–L71–Tyr im Antikörper–Gerüstmutiert. Dabeiwurdederzu denCDR–

Regionengehörendemurine RestLys–L24 bei der Umsetzungder murinenCDR–

Schleifenauf dashumaneGerüstnicht berücksichtigunddaherstammtArg–L24vom

humanenAntikörper. In der schwerenKette führtendie MutationenLeu–H47–Trp,

Ala–H49–Gly, Phe–H67–Ala,Arg–H71–Alaund Leu–H78–Alaim Gerüstzum hu-

manisiertenAntikörper D3H44. Zusätzlichwurdenin den transplantiertenmurinen

BindungsschleifenderleichtenKettedieResteSer–L34–Asn,Asp–L56–GluundPhe–

L96–Trp undin derschwerenKettedieResteAsp–H31–Glu,Trp–H50–LeuundAsn–

H54–Glnausgetauscht.

Im Folgendenwird der Humanisierungsprozeß,welcherdenmurinenD3 in den

humanisiertenD3H44überführte,strukturbiologischnachvollzogenundin Korrelation

zur Bindungsstudiegesetzt[27]. In dieserStudieist ein chimärerAntikörper D3CH

alsReferenzbezüglichTF–Bindungverwendetworden,derdiekonstanteDomänevon

D3H44unddievariableDomänevonD3 trägt.DermurineundderchimäreAntikörper

weisenetwagleicheBindungskonstantenvon11,5nM und9,9nM auf.

DasEinsetzendermurinenBindungsschleifenvonD3 in dasFab–Fragmentdeshu-

manenAntikörper–GerüstsführtezumVerlustderTF–Bindung.Wie obenbeschrieben

hatauchhier die Auswahl derAminosäureanPositionH71 erheblicheAuswirkungen

auf die Antigen–Bindungvon D3H44. DasEntfernenvon Arginin und dasErsetzen

durchdie deutlichkleinereSeitenkettevon Alanin — wie im murinenD3 — bringt

die TF–Bindungzurück,wennauchmit 26–fachniedrigererAffinität im Vergleichzu
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Abbildung12.4:AusschnittausderTF � D3H44–StrukturalsStereo–Abbildung,derdie
Bedeutungvon RestH71 für die TF–Bindungzeigt. TF ist in rot undD3H44in blau
dargestellt.Die SeitenkettevonH71 hatgroßenEinflußaufdieBindungvonTF. Zwei
modellierteRotamerevonArginin andieserPositionzeigen(grün),wie dieSeitenkette
von Arg–H71mit Pro–H52ain CDR–H2odermit Ile–H29 in CDR–H1zusammen-
stoßenundsodie KomplementaritätzumTF–Epitopzerstörenwürde.Demgegenüber
ermöglichtAlanin an PositionH71, wie es in D3 und D3H44 realisiertist, die TF–
Erkennung

D3CH.In derTF � D3H44–Strukturist deutlichzuerkennen(Abbildung12.4),daßeine

langeSeitenkettewie Arginin an PositionH71 mit denBindungsschleifenCDR–H1

und–H2 kollidierenunddamitdie AusbildungderKomplementaritätzumTF–Epitop

zerstörenwürde.

Um die hydrophobeWechselwirkung zwischenden Restender leichtenund der

schwerenKettezu verbessern,ist als weitereVeränderungder Austauschder Reste

Leu–H47/ Trp–H50vorgenommenworden,der im vorherigenKapitel (Seite65) be-

sprochenundin Abbildung12.3illustriert ist. Die BindunganTF wurdedamit4–fach

erhöht.

Bei HumanisierungenandererAntikörperwar von Bedeutung,ob anPositionH49

ein Alanin oderein Glycin eingebautwar [35], [103]. Bei derHumanisierungvon D3

wurdejedochkein Unterschiedin derBindungskonstantenfür ein Glycin anPosition

H49 (ausdemmurinenD3 übernommen)im Vergleichzu einemAlanin (ausdemhu-

manenGerüst)andieserPositiongefunden.TrotzdemwurdedermurineGlycin–Rest

übernommen.H49 liegt zwischendenausgetauschtenRestenTrp–H47/Leu–H50,die

wahrscheinlichdurchdiegroßenhydrophobenSeitenkettendie Strukturin diesemBe-

reich dominieren.Abbildung 12.3 suggeriert,daßdasC� –Atom von Alanin an H50

die Positionvon Ile–H58beeinflussenkönnte.

Die unmittelbareNähezweierRestezu denCDR–Schleifenscheintsichebenfalls

maßgeblichauf die TF–Bindungauszuwirken. Antikörper, die durchdie Mutationen

Phe–H67–AlaundLeu–H78–AladiemurinenResteübernehmen,zeigennurnocheine
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um denFaktor2 niedrigereBindungalsderD3CH–Referenz–Antikörper. Daskönnte

daraufberuhen,daßin beidenFällen eine großeSeitenkette gegen eine kleine Sei-

tenketteausgetauschtwurde(ähnlichArginin an PositionH71). Wie in der D3H44–

Strukturzu erkennen,ist anPositionH67 kein Platzfür ein Phenylalaninunddie An-

ordnungder ResteTyr–H59, Phe–H63,Gln–H64, Ile–H69, Leu–H80und Met–H82

müssteumorganisiertwerden,um diesenPlatzzu schaffen. EbensobeeinflußtLeu–

H78dieLagederSeitenkettenvonMet–H34undIle–H51.Die Auswirkungdergroßen

Seitenkettenauf einzelneRestein CDR–H1und –H2 ist wahrscheinlichdie Ursache

derniederaffinenTF–Bindung,diemit demAustauschdurchAlanin–ResteandenPo-

sitionenH67undH78 verbessertwurde.

Die MutationdeshydrophobenRestesPhe–L71zu demin D3 vorhandenenpola-

renRestTyr–L71ermöglichtedieBildungvonneuenWasserstoffbrücken.Damitzeig-

te sich einedoppeltso guteBindungfür dashumanisierteKonstruktwie für D3CH.

Wahrscheinlichsindesdie neuinduziertenWasserstoffbrückenzwischenO% von Tyr–

L71 undderHauptkettederResteL31 undL68, diedie relativeAnordnungvonCDR–

L1 zu–L2 stabilisierenunddamitdieAusbildungderkomplementärenBindungsstelle

unterstützen.

Der Austauschvon Leu–L46gegenVal–L46scheintdurchdie kürzereSeitenkette

einebesserehydrophobeWechselwirkung zu denSeitenkettenAla–H55undTyr–H99

zuermöglichen.

AuchwenndieStrukturderBindungsschleifenin D3 undD3H44weitgehendiden-

tisch ist, unterscheidensiesichdochin 7 Aminosäuren,sieheAbbildung12.5. Diese

zusätzlichenVeränderungenwurdenvorgenommen,um einebessereTF–Bindungzu

erreichen.

Die ResteL24, L34 undL56 zählenzwarzudenCDR–Regionen,aberdieStruktur

vonTF � D3H44zeigt(Abbildung12.12),daßdieseRestenichtdirektmit TF in Kontakt

treten.Die Hydroxyl–Gruppevon Ser–L34 in D3 benötigtzwei Wassermoleküle,um

denKontaktmit denSauerstoffatomender Hauptkettevon H97 und H98 sowie dem

Stickstoff derSeitenkettevonHis–L91herzustellen.DurchdielängereSeitenketteund

die Amid–Gruppeder AminosäureAsparaginan PositionL34 von D3H44 hingegen

werdenzwei Wasserstoffbrücken von dem Atom O(-� zu dem Stickstoff der Haupt-

kettevon H50 unddemStickstoff derSeitenkettevon His–L91gebildet,eineweitere

ist zwischendemN ( � –Atom unddemSauerstoff desPeptidrückgratsvon H98 zu fin-

den. DieserAustauschersetztwasservermittelteKontaktevon CDR–L1zu CDR–L3,

–H2 und–H3 durchWasserstoffbrücken.DasErgebniseinerbesserenTF–Bindungist

wahrscheinlichaufdie StabilisierungderKomplementärflächezuTF zurückzuführen.
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Abbildung12.5: ÜberlagerungderCDR-Regionenvon D3H44in blau (hell – leichte
Kette,dunkel – schwereKette)undD3 in grau.AusGründenderÜbersichtwurdedas
Gerüstder Antikörper nicht eingezeichnet.Der ersteangegebeneRestist in D3, der
zweitein D3H44anderentsprechendenPositioneingebaut:Lys–L24–Arg, Ser–L34–
Asn,Asp–L56–Glu,Phe–L96–Trp, Asp–H31–Glu,Trp–H50–LeuundAsn–H54–Gln.
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EineBegründung,warumArg–L24(D3H44)anstellevon Lys–L24(D3) vom hu-

manenGerüstübernommenwurdeundwarumAsp–L56durchGlu–L56ersetztwurde,

ist in derStrukturnicht erkennbar. BeideRestesindaußerhalbderBindungsstellelo-

kalisiertundzeigen”nachaußen”in die Lösungsmittelumgebung.

Für denAminosäureaustauschvon Asparaginsäurezu Glutaminsäurean Position

H31undvonAsparaginzuGlutaminanPositionH54findetsichzunächstim Vergleich

derStrukturenvonD3 undD3H44keinHinweis,weshalbdieserAustauschvorteilhaft

für die TF–Bindungseinkönnte. Dochdie Strukturvon TF im Komplex mit D3H44

offenbart,daßdie Seitenkettenvon H31 mit TF interagieren.Sobildet die Seitenkette

von Glu–H31zwei Wasserstoffbrücken mit denStickstoffatomender Hauptkettevon

T199undT200von TF. Wie derTF � 5G9–Komplex zeigt,induziertAsparaginsäurean

dieserPositioneinenPeptid–Flip zwischenT199undT200in TF, umderkürzerenSei-

tenketteentgegenzu kommen,sieheKapitel 12.2.4. Gln–H54ist in denhydrophilen

Bereichintegriert,dersichdurchperfekteKomplementaritätauszeichnet(sieheAbbil-

dung12.13). Mit Asparaginan PositionH54 wäredie Seitenkettezu kurz, um eine

WasserstoffbrückezwischenderAmid–GruppevonH54sowohl zuO(+� vonAsp–H52,

alsauchzuO(+� vonAsp–T204ausbildenzukönnen.

Obwohl Phe–L96(D3) bzw. Trp–L96 (D3H44) zentralin der Bindungsstellepla-

ziert sind, gibt eskeinedirektenWechselwirkungenmit Seitenkettenvon TF. Abbil-

dung12.14zeigtTrp–L96im TF � D3H44–Komplex. Esist zuerkennen,daßdurchN &+�
in derTryptophan–SeitenkettedieVerbindungzumWassernetzwerkhergestelltwerden

kann,daszwischendemBindungsepitopvonTF unddenBindungsschleifenvermittelt.

Mit Phenylalanin,daskeinpolaresAtom in derSeitenkettebesitzt,wäredieserKontakt

nicht möglich. Die eigentlicheFunktiondesRestesL96 ist in Abbildung12.3darge-

stellt, in der die hydrophobeWechselwirkung von leichterund schwererKettedurch

dieResteLeu–H47— Trp–H50— Phe–L96in D3 derderResteTrp–L47— Leu–H50

— Trp–L96in D3H44gegenübergestelltist. Leu–H50,dasandieserhydrophobenTa-

schebeteiligt ist, ist in derTF � D3H44–Strukturin Wechselwirkung mit Tyr–T156und

demhydrophobenAnteil vonThr–T167ausTF, sieheAbbildung12.10.

Mit AusnahmedesTauschesder ResteH47 / H50 sind die Aminosäurenin den

BindungsschleifendurchgrößereSeitenkettenersetztworden.DerVergleichzwischen

einerhochaufgelöstenStrukturvonTF im Komplex mit einemmurinenAntikörper(D3

oder5G9) undder hochaufgelöstenTF � D3H44–Komplex–Strukturkönnteaufzeigen,

ob die durchWassermoleküleüberbrücktenKontaktezwischendenkürzerenSeiten-

kettenvon D3 bzw. 5G9 und TF durchWasserstoffbrücken im TF � D3H44–Komplex

ersetztwurden. AllerdingsstehteineStrukturvon TF im Komplex mit demmurinen
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D3 nicht zur Verfügungunddie von TF � 5G9ist mit einerAuflösungvon 3,0Å gelöst

worden.Somitgibt eskeineStruktur, die demTF � D3H44–Komplex gegenübergestellt

werdenkann.

Am EndedesHumanisierungsprozessesbetrugdieBindungskonstante0,1nM und

übertrafdamitdie desmurinenundchimärenFab–Fragmentsum denFaktor100. Die

Aminosäuresequenzvon D3H44im Vergleichzu dervon D3 ist in Abbildung12.1zu

sehen.

Zusammenfassendmußten7 Resteim humanenGerüstund6 Restein denCDR–

Schleifennachträglichmodifiziertwerden,um denhumanisiertenD3H44–Antikörper

zu generieren.Die meistendieserMutationenhattenEinflußauf die relative Orientie-

rungderBindungsschleifenzueinander, sodaßdieseVeränderungensichaufdieKom-

plementaritätder Bindungsstelleauswirktenund damit die TF–Erkennungbeeinfluß-

ten.Nur dieSeitenkettenLeu–H50,Gln–H54undGlu–H31interagierendirektmit TF.

Dieszeigt,daßnichtnurdieRestevongroßerBedeutungfür dieAntigen–Antikörper–

Erkennungsind,die direkt mit demAntigenin Wechselwirkung stehen,sondernauch

die,dieeinenEinflußauf dieAusbildungderKomplementärflächehaben.

12.1.4 Antikör per mit demselbenhumanenGrundgerüst

Die Antikörper anti–VEGF, anti–CD18,anti–p185Her2undanti–IgEsindausgehend

von demselbenhumanenAntikörper–Gerüsthumanisiertworden. Bis auf anti–IgE

[104] sind von denFab–Fragmentenanti–VEGFin Komplex mit VEGF [92], anti–

CD18[105] undanti–p185Her2[106] Kristallstrukturenbekannt.

DerSequenzvergleichin Abbildung12.6zeigt,daßsichdie leichtenKettenin 1 bis

3 AminosäurenunddieschwerenKettenin 5 bis9 Aminosäurenim Antikörper–Gerüst

der variablenDomäneaußerhalbder Bindungsschleifenunterscheiden.DieseReste

sind im RahmendesHumanisierungsprozessesmutiert worden,um die Bindungsaf-

finität zum Antigen zu erhöhen.Es fällt auf, daßdie meistendieserausgetauschten

Restein denSchleifender leichtenund der schwerenKette lokalisiert sind, die sich

”seitlich” von denBindungsschleifenbefinden(L66 undL71 in der leichtenundH67,

H69, H71, H73, H75, H76, H78 und H80 in der schwerenKette). Zu diesenResten

gehörtauchH71,dessenBedeutungfür die Antigen–Bindungin Kapitel 12.1.3darge-

stellt ist. Wahrscheinlichhabendie ausgetauschtenRestein diesenSchleifenähnlich

wie der Restan PositionH71 Einfluß auf die Konformationder CDR-Schleifenund

somitaufdieAntigen–Bindung.Die konstantenDomänensind100% identisch.

Der Vergleich der Strukturenvon anti–VEGF, anti–CD18undanti–p185Her2mit
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Tabelle12.1: Vergleich der StrukturenverschiedenerhumanisierterAntikörper, die
dasselbehumaneAntikörper–Gerüsttragen

Auflösung RMS Ellenbogen–
Winkel

Rotation
V � – V 

Fabanti–TF, “D3H44” 1,85Å Referenz 135� 171,2�

Fabanti–VEGF� VEGF 2,4Å 0,55Å 132� 171,2�

Fv anti–CD18,“huH52AA” 1,9Å 0,98Å
Fabanti–CD18,“huH52OZ” 3,0Å 0,72Å 136� 170,7�

Fv anti–p185Her2,“4D5, 8” 2,2Å 0,90Å
Fabanti–p185Her2,“4D5, 4” 2,5Å 0,85Å 155� 170,7�
Fabanti–p185Her2,“4D5, 7” 2,7Å 0,88Å 157� 175,7�

D3H44 ist in Tabelle12.1 aufgelistet. Es ist zu erkennen,daßdie Abweichungder

C# –Atomein dervariablenDomäne(CDR–Resteausgeschlossen)unterdenhumani-

siertenAntikörperngeringerist alsdie zwischenD3 undD3H44(Abweichungfür die

variableDomäneohneCDRs: 1,07Å (RMS)). Einerseitsscheintesverständlich,daß

eineso hoheSequenzidentitätunter diesenhumanisiertenAntikörpernkeinegroßen

strukturellenUnterschiedezuläßt,obwohl alle vier AntikörperunterschiedlicheEpito-

peerkennenundfolglich unterschiedlicheBindungsstellenausbilden.Dahererscheint

esandererseitsverwunderlich,daßAntikörper, die dasselbeEpitoperkennenund fast

identischeBindungsschleifenbesitzen(wie D3 undD3H44),einegrößereAbweichung

voneinanderaufweisen,auchwennderenAntikörper–Gerüstevon unterschiedlichen

Speziesstammen.

Für weitereBetrachtungenwerdenfür die anti-CD18–StrukturdasFab–Fragment

”huH52OZ” undfür die anti–p185Her2–StrukturdasFab–Fragment”4D5, Version4”

verwendet.

Die Ellenbogen–Winkel vonanti–VEGFundanti–CD18liegenin demBereich,der

auchfür D3H44berechnetwurde.Der Ellenbogen–Winkel von anti–p185Her2ist un-

gefähr20� größer. Alle vier Werteliegenim üblichenBereichfür Ellenbogen–Winkel

[107], [37]. Obwohl anti–VEGFim Komplex mit VEGF vorliegt, zeigtsichkeineAb-

weichungzu denfreienStrukturenD3H44(anti–TF)undanti–CD18.Die Strukturen

desfreienundgebundenenD3H44zeigenkeineVeränderungim Ellenbogen–Winkel

nachKomplexbildung,sodaßhierdieanti–VEGF� VEGF–Komplex–Strukturnichtge-

sondertbehandeltundanti–VEGFmit denanderenfreienhumanisiertenAntikörpern
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Abbildung12.6: SequenzvergleichdervariablenDomänederhumanisiertenAntikör-
per D3H44 (anti–TF),anti–VEGF, anti–CD18und anti–p185Her2(a) für die leichte
Ketteund (b) für die schwereKette. Alle vier humanisiertenAntikörper tragendas-
selbehumaneAntikörper–Gerüst. Die Aminosäurensind farbig unterteilt nachdem
Charakterder Seitenkette: rot – negativ geladen,blau – positiv geladen,schwarz –
hydrophob,magenta– polar. Cystein–Restesind in grünerFarbedargestellt. In der
Kristallstrukturvon anti–CD18ist für die ResteH97 bis H104keineElektronendichte
vorhanden,ebensowie für dieResteH98 undH99 in derStrukturvonanti–p185Her2.
FehlendeAminosäurensindin eckigeKlammerngesetzt.Die Unterschiedein derSe-
quenzsindmit einemDoppelkreuz(#) gekennzeichnet.Der Vergleichderkonstanten
Domänenergibt 100% Sequenzidentität
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verglichenwurde.

Die Ursachefür den abweichendenEllenbogen–Winkel in der anti–p185Her2–

Struktur ist nicht eindeutig. Mögliche Erklärungsvariantenbeinhalteneinerseitsun-

terschiedlicheWechselwirkungenzwischenleichterund schwererKette in der varia-

blen Domäne,oderbetrachtendie Abweichungandererseitsals ein Artefakt der frei-

enAntikörper–Struktur, dasdurchunterschiedlicheKristallpackungskontakteundeine

andereLösungsmittelumgebungenhervorgerufenwerdenkann.

UnterschiedlicheWechselwirkungenzwischenderleichtenundderschwerenKette

könnenim Antikörper–Gerüstund im Bereichder Bindungsschleifenlokalisiert sein.

Bei der hohenSequenzidentitätder vier Fab–Fragmenteist es allerdingsschwierig,

die Unterschiedein der Bindungsstelleder leichtenund schwerenKettein der varia-

blenDomäneeindeutigzu identifizieren,die für dengrößerenEllenbogen–Winkel von

anti–p185Her2verantwortlich seinkönnen.Abbildung12.7zeigtfür D3H44undanti–

p185Her2dasselbeBindungsmusterzwischenleichterund schwererKetteim Gerüst

dervariablenDomäne.In allenvier humanisiertenAntikörpernexisitierenzwei Was-

serstoffbrücken zwischenden DomänenV � und V  , eine zwischender Hydroxyl–

Gruppevon Tyr–L36 und demStickstoff der Hauptkettevon H101, die zweitezwi-

schenN & � vonGln–L38undO&.� vonGln–H39.In denStrukturenD3H44,anti–VEGF

und anti–CD18ist einedritte Wasserstoffbrücke zwischender OH–Gruppevon Tyr–

H87 und N & � von Gln–H39konserviert,währendim anti–p185Her2–Antikörperder

AbstandzwischendiesenbeidenAtomen3,6Å beträgtund dasVorhandenseineiner

WasserstoffbrückeandieserStellefraglich ist.

Von den Resten,die währendder Humanisierungsprozessemutiert wurden, lie-

fernnur L46 undH37einenBeitragzurKontaktflächezwischenleichterundschwerer

Kette. D3H44 und anti–VEGFtragenein Valin an PositionL46, wohingegenanti–

CD18 undanti–p185Her2ein Leucin anL46 aufweisen.PositionH37 ist in D3H44,

anti–VEGFund anti–p185Her2mit Valin besetztund in anti–CD18mit Methionin.

Die ResteLeu–L46undVal–H37sindnichteinzigartigin anti–p185Her2,Leu–L46ist

ebenfalls in anti–CD18vorhandenundVal–H37kommtauchin denStrukturenD3H44

undanti–VEGFvor. Somitkönnendie im RahmenderHumanisierungausgetauschten

RestenichtdieUrsachefür dengrößerenEllenbogen–Winkel vonanti–p185Her2sein.

Die Rotationum die 2–zähligePseudoachsezur Überlagerungder V � – und V  –

Domäneist in etwagleichfür allevier humanisiertenFab–Fragmente.

Nicht nur Resteder Antikörper–Gerüste,sondernauchdie Resteder Bidnungs-

schleifensindanderWechselwirkung zwischenleichterundschwererKettebeteiligt.

Durch die unterschiedlicheAminosäuresequenzin denCDR–Schleifenkann die In-
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teraktionvon V � und V  und damit der Ellenbogen–Winkel beeinflußtwerden. In

anti-p185Her2mit einemim VergleichzuD3H44,anti–VEGFundanti–CD18um20�
größerenEllenbogen-Winkel fällt eineWasserstoffbrücke in CDR–H2zwischenden

PositionenH50 undL94 auf,die in D3H44,anti–VEGFundanti–CD18nicht vorhan-

denist. In denAntikörpernD3H44,anti–VEGFundanti–CD18ist PositionH50 mit

einerder hydrophobenAminosäurenLeucin, TryptophanoderGlycin besetzt.Dem-

gegenüberträgtanti–p185Her2Arg–H50undkanndeshalbzurHydroxyl–Gruppevon

Thr–L94eineWasserstoffbrückeausbauen(sieheAbbildung12.7).DieseWasserstoff-

brücke könnteEinflußauf die Wechselwirkung von leichterundschwererKettein der

variablenDomänehaben.

Inwieweit der abweichendeEllenbogen–Winkel der anti–p185Her2–Strukturauf

strukturelleUnterschiedeim VergleichzudenanderenhumanisiertenAntikörpernhin-

weist,ist erstdurcheineAnalysederStrukturvonanti–p185Her2im Komplex mit dem

Her2–Rezeptorzu klären. Eskönntesichum ein Artefakt der freienanti–p185Her2–

Strukturhandeln,wobeidannderEllenbogen–Winkel vonanti–p185Her2im Komplex

mit demHer2–RezeptorähnlicheWerteaufweisenmüßtewie D3H44(anti–TF),anti–

VEGF und anti–CD18. Die hoheSequenzidentitätunterdenhier verglichenenAnti-

körpernunterstütztdieseVermutungebensowie derÜberblick [37] überbeobachtete

Ellenbogen–Winkel. Für freie undgebundeneAntikörperstrukturenerstrecktsichder

Bereichvon 127� bis227� . Für zweiAntikörpermoleküle,die zusammenin derasym-

metrischenEinheit vorliegen,sind Unterschiedebis 14� beobachtetworden,und die

durchKomplexbildunginduzierteVeränderungkannbiszu37� betragen.

12.2 TF–219im Komplexmit D3H44

12.2.1 Die Struktur desTF / D3H44–Komplexes

Der humanisierteAntikörper D3H44 erkenntein Bindungsepitopauf der C–termina-

len Fibronektin–Typ III–Domänevon TF (sieheAbbildung 12.8). Die Überlagerung

derfreienD3H44–Strukturmit deranTF gebundenenStrukturzeigteineAbweichung

von 0,70Å (RMS) für die C# –AtomedesRückgratsundeineAbweichungvon 0,94Å

(RMS) für die Überlagerungaller Atome einschließlichSeitenketten. Die Überlage-

rungvonfreiemTF [12] mit TF ausdemKomplex liefert eineAbweichungvon0,88Å

(RMS) für die C# –Atomeund1,33Å (RMS) für alle Atome. Die mittlerenKoordina-

tenfehlerder Strukturensind 0.16Å (D3H44), 0,17Å (TF � D3H44) und 0 0.23Å (TF

[12], berechnetnachLuzzati[110]).

Die GrößenordnungdieserstrukturellenUnterschiedebelegt, daßweder im TF
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Abbildung12.7:Stereo–AbbildungderWechselwirkungzwischenleichterundschwe-
rer Kette in der variablenRegion für (a) D3H44 in denFarbenhell- und dunkelblau
undfür (b) anti–p185Her2in hell- unddunkelmagenta.D3H44stehtstellvertretendfür
anti–CD18undanti–VEGF, derenStruktureneinenähnlichenEllenbogen–Winkel auf-
zeigen.DerÜbersichtwegenist nurdieHauptkettederResteL32 bisL57 undL84 bis
L102 derleichtenKetteundH34 bis H51,H57 bis H62 undH89 bis H106derschwe-
renKettedargestellt.EssindnurdieSeitenketteneingezeichnet,die in einerderbeiden
Strukturenmehrals 20Å

�
zur Kontaktflächebeitragen.Es ist deutlichzu sehen,daß

dieRestedesAntikörper–Gerüstes(in grau)in beidenFällenidentischsindunddiesel-
benInteraktioneneingehen.Die Reste,die denBindungsschleifenzugeordnetwerden
(in gelb)unddie sichin derSequenzdeutlichunterscheiden,könntendie Orientierung
derV � – zurV  –DomäneunddamitdenEllenbogen–Winkel beeinflussen
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Abbildung12.8:DarstellungdesKomplexeszwischenTF in rot unddemD3H44–Fab–
Fragmentin hellblau(leichteKette)und dunkelblau(schwereKette). D3H44 bindet
anein Epitop in derC–terminalenDomänevon TF. Die � –Strängein dieserDomäne
sind analogdenC2–Typ–Immunoglobulinenbenannt,die dieselbeTopologiewie TF
aufweisen[108], [109]
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[111] noch im D3H44–Fab–FragmentsignifikanteUmorientierungender Domänen

stattfinden.Der minimaleUnterschiedin denEllenbogen–Winkeln von D3H44(132�
versus135� ) bestätigtdies und auch die Orientierungbeider Fibronektin–Typ III–

Domänenin TF bleibt unbeeinflußt.Außerdemwerdensowohl dasBindungsepitop

in derC–terminalenDomänevonTF alsauchdieAntigen–Bindungsstellein dervaria-

blenDomänevonD3H44durchdie Komplexbildungstrukturellnicht verändert.

12.2.2 Struktur elle Unterschiedezu TF / 5G9

Obwohl die Antikörper D3 und 5G9 unabhängigvoneinanderdurch Immunisierung

vonMäusengewonnenwurden,zeigendieKristallstrukturenderKomplexeTF � D3H44

und TF � 5G9, daßdie Antikörper großeÜbereinstimmungenbezüglichTF–Bindung

aufweisen.DieallgemeineÄhnlichkeitwird auchdadurchdeutlich,daßdieTF � D3H44–

Strukturmit derTF � 5G9–StrukturalsModell im MolekularenErsatz–Verfahrengelöst

werdenkonnte. Die C# –AtomebeiderKomplexe könnenmit einerAbweichungvon

1,71Å (RMS) überlagertwerden.Werdennur die Domänenbetrachtet,die direkt an

derBindungbeteiligtsind,i.e.dieC–terminaleDomänevonTF unddievariableDomä-

nedesAntikörpers,soresultiertdieÜberlagerungderC# –Atomein einerAbweichung

von 1,20Å (RMS). DasBindungsepitopder Antikörper D3H44 und 5G9 ist nahezu

identisch,unddie Aminosäuresequenzin denBindungsschleifenweichtnur in einzel-

nenPositionenvoneinanderab. DerSequenzvergleichzeigt,daß21der27Restein den

CDRsderleichtenKetteidentischsind,sieheAbbildung12.9.Vier derabweichenden

Aminosäurensindin CDR–L1undjeweilseinein CDR–L2und–L3 zufinden.In den

CDRsder schwerenKettestimmen29 der 35 Resteüberein.Die deutlichsteAbwei-

chungist in derMitte von CDR–H3andenPositionenH96, H97 undH98 lokalisiert.

Währendin 5G9dieseRestemit Asn–Ser–Tyr besetztsind,sindesin D3H44dieReste

Thr–Ala–Ala.

Im gesamtenAntikörperbeträgtdie Identitätvon 5G9undD3H4469%. Die mu-

rinenAntikörperD3 und5G9sinddemIgG1–Isotypzuzuordnen,wohingegendasGe-

rüstdeshumanisiertenD3H44–Antikörpersfür die leichteKettevon derhumanen" –

UntergruppeI undfür die schwereKettevon derhumanenUntergruppeIII stammt.

Die Ähnlichkeit der beidenAntikörper 5G9und D3H44 spiegelt sich auchin der

geringfügigenÄnderungderRotationumdie2–zähligePseudoachsebeiderÜberlage-

rungvonV � undV  wider, diedurchdieKomplexbildunginduziertwird. Im Fall des

humanisiertenD3H44–Antikörperswird durchdieKomplexbildungeineÄnderungder

Rotationvon 2,1� beobachtet,beim murinenFab–Fragment5G9 eineÄnderungvon

2,8� [21]. FürandereAntikörpersindWertebiszu16� beschriebenworden[112].
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Abbildung 12.9: SchematischeDarstellungder Wechselwirkung zwischenTF (TF,
Mitte) und D3H44 (L, leichteKette,obenund H, schwereKette,unten). Der Kon-
takt zweierResteist durcheineLinie dargestellt.Die Abbildungzeigt,daßdie leichte
Kettevon D3H44 hauptsächlichmit denRestenT167 bis T178 von TF in Wechsel-
wirkung tritt, wohingegendie Kontakteder schwerenKetteüberdasgesamteEpitop
verteilt sind.ZusätzlichzudenRestenvonD3H44sinddieRestevon5G9angegeben,
in denensich beideAntikörper unterscheiden.Die ursprünglicheAbbildung stammt
vomProgrammXSAE (überlassenvon C.Broger)undwurdemanuellmodifiziert
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Umorientierungenin derfür D3H44und5G9vorkommendenGrößenordnungsind

allerdingsnicht ausschließlichauf die Antigen–Bindungzurückzuführen.Bespiels-

weisewurde in denbeidenKristallstrukturender asymmetrischenEinheit desunge-

bundenenanti–LysozymFab–FragmentsHyHEL–63ein Unterschiedin derV � –V  –

Rotationvon2,4� beobachtet,derlediglichdurcheineunterschiedlicheKristallpackung

undeineunterschiedlicheLösungsmittelumgebungbegründetwerdenkann[42]. Die

KomplexeTF � D3H44undTF � 5G9kristallisierenzwarin unterschiedlichenRaumgrup-

pen,dochsprichtdie Tatsache,daßbeideAntikörperähnlicheWertefür die V � –V  –

Rotationaufweisenfür einendurchdieTF–BindunginduziertenEffekt.

Zusammenfassendist festzustellen,daßD3H44und5G9einenähnlichenKomplex

mit TF eingehen.Dies läßtsichmit derhohenSequenzidentitätvon D3H44und5G9

in denBindungsschleifenerklären. Die deutlichbessereAuflösungder TF � D3H44–

Strukturvon1,85Å im VergleichzudervonTF � 5G9(3,0Å) erlaubtjedocheineDetail-

analysedesAntigen–AntikörperKomplexesunddenVergleichmit anderenStrukturen

von hochaufgelöstenAntikörper–AntigenKomplexen.

12.2.3 Die Bindungsstellein TF / D3H44

DasFab–FragmentD3H44erkenntdie C–terminaleDomänevon TF, wodurchinsge-

samt1850Å
�

zuvor demLösungsmittelzugänglicheOberfläche(SAS)nachderBin-

dung in der Kontaktregion verborgen werden. Dazu tragendie CDR-Schleifendes

Antikörpers920Å
�

undTF 930Å
�

bei,sieheAbbildungen12.10und12.11.

Der nahezuidentischeVergleichswertder TF � 5G9–Strukturist 1800Å
�
. Die Ge-

genüberstellungmit anderenAntigen–AntikörperKomplex–Strukturenzeigt, daßdie

Größeder Bindungsflächefür D3H44 und 5G9 im oberenBereichder für Protein–

Antikörper Komplexe beobachtetenKontaktflächeliegt [21]. Die Kristallstrukturdes

HyHEL–63� HEL–KomplexesweisteinevergleichbargroßeBindungsflächeauf [42].

DasAntikörper–BindungsepitopvonTF ist diskontinuierlich(sieheAbb. 12.9)und

erstrecktsich überdie Flächeeinesaus4 Strängenbestehenden� –Faltblattesin der

C–terminalenTF–Domäne,sieheAbbildung 12.11. Im Folgendenwird für TF die

NomenklaturderC2–Typ Immunoglobulineverwendet,diedieselbeTopologiewie TF

aufweisen. Danachwird die � –Faltblatt–”Sandwich”–Strukturder Fibronektin–Typ

III–Domäneaufgeteiltin ein 3–strängiges� –Faltblatt bestehendausdenSträngenA,

B und E und ein 4–strängiges� –Faltblatt, dassich ausdenSträngenC, C’, F und G

zusammensetzt.Die � –Strängetragenunterschiedlichzur verborgenenFläche(SAS)

in der TF–D3H44–Bindungsstellebei, nämlich StrangC’ 37,5%, StrangG 17,0%,
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Abbildung12.10:Stereo–AbbildungderBindungstelleim TF � D3H44–Komplex. Nur
dieReste,dieüber5Å

�
zurKontaktflächebeitragen,sindhierdargestellt.DieseAbbil-

dungzeigtdieMoleküloberflächevonTF, die in direktemKontaktmit demAntikörper
steht,in orange.Der VerlaufderBindungsschleifender leichtenKettevon D3H44ist
in hellblau,derderschwerenKettein dunkelblaudargestellt.Nur dieSeitenkettenvon
D3H44,die mit TF interagieren,sindeingezeichnet.ZusätzlichsindWassermoleküle
in Form von farbigenBällen dargestellt. Die einzelnenFarbenkodierenfür folgende
Eigenschaften:rot – Wassermoleküle,die in der Komplex–Strukturund in der freien
TF–Strukturidentischsind,” konserviertin TF”, blau– Wassermoleküle,die im Kom-
plex und in D3H44 identischsind, “konserviertin D3H44”, grün – Wassermoleküle,
die sowohl im freien TF und im freien Antikörper als auchin der Komplex–Struktur
zu findensind,gelb– Wassermoleküle,die nur im Komplex gefundenwurden.Siehe
hierzuauchAbbildung12.11
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Abbildung 12.11: Stereo–Darstellungdes Bindungsepitopsaus gegenüberliegender
Sicht im Vergleich zu Abbildung12.10. Hier ist die MoleküloberflächedesD3H44–
Antikörpersin hellblau für die leichteund in dunkelblau für die schwereKetteein-
gezeichnet.Für TF ist der Verlauf der KettezwischendenResteT149 bis T204 in
rot samtderSeitenkettenabgebildet,die an D3H44binden. DieseAbbildungenthält
ebenfalls dieWassermolekülein derselbenFarbkodierungwie in Abb. 12.10
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Abbildung 12.12: Änderungender Lösungsmittel–zugänglichenFlächen(SAS) von
Aminosäurenin derTF–D3H44–Bindungsstelle.HydrophobeundpolareAnteilesind
jeweils in weißenund schwarzenBalken dargestellt. (a) TF–Epitop,(b) CDR-Reste
von D3H44. Für TF sind unter der Aminosäuresequenzdie � –Strängemit Pfeilen
gekennzeichnet(analogzur freienTF–Struktur[12]), währendin derD3H44–Sequenz
derBereichderCDR–SchleifendurchPfeileeingegrenztist. Die Abbildungläßterken-
nen,daßdasInterfacezwischenTF und D3H44 zwar von hydrophilenAminosäuren
dominiertwird, die Beiträgevon polarenund unpolarenAtomen jedochgleich groß
sind
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StrangC 12,3% und StrangF 4,6%. Auch StrangE des3–strängigenFaltblattesist

mit 1,4% amBindungsepitopbeteiligt. An dieserLängsseitedes”Sandwich”–Motivs

wird das4–strängige� –Faltblatt von TF durch einenaus3 Restenbestehenden� –

Strangvon D3H44fortgesetzt.

Die Aminosäurenin den Schleifen–Regionenzwischenden SträngenC’ und E

(4,6%) sowie zwischendenSträngenF undG (18,9%) sind ebenfalls am Bindungs-

epitopbeteiligt.

Die leichte und die schwereKette von D3H44 tragenin unterschiedlichgroßen

Anteilen zur Bindungsflächebei. Der Anteil der leichtenKettebeträgt27%, der der

schwerenKette73%, sieheAbb. 12.10.Obwohl für diemeistenAntikörperderCDR–

L2 nicht zur Bindungbeiträgt[37], [113], wird in derTF � D3H44–Strukturein Beitrag

von 28Å
�

berechnet.

Die Restein derAntigen–Antikörper–Bindungsstellesindvonpolarenundgelade-

nenSeitenkettendominiert. Von 31 TF–Resten,die mit D3H44 interagieren,tragen

6 mehrals je 70Å
�

zur Bindungsflächebei. Essind diesTyr–T156,Lys–T165,Thr–

T167,Lys–T169,Arg–T200undLys–T201.Wie auchin denAbbildungen12.9,12.11

und12.12zu erkennen,ist Lys–T169von großerBedeutungfür die D3H44–Bindung.

Die Seitenkettevon Lysinzeigtin denZwischenraumvon leichterundschwererKette

undbildet sowohl zu His–L94in derleichtenKettealsauchzumCarbonyl–Sauerstoff

von Ala–H97in derschwerenKetteeineWasserstoffbrückeaus.

In denCDR–Schleifenvon D3H44sind7 Restezu finden,die mehrals60Å
�

zur

Bindungsflächebeitragen.Mit Ausnahmevon Tyr–L32sinddieseRestein derschwe-

renKettelokalisiert. Die größteFlächestammtvon Glu–H31(98Å
�
), dessenSeiten-

kette mit den Stickstoffatomender Hauptkettevon Asn–T199und Arg–T200in TF

Wasserstoffbrückenausbildet.

Die Wechselwirkung zwischenTF undD3H44ist durchein ausgedehntesWasser-

stoffbrücken–Netzwerkrealisiert. Abbildung 12.13zeigt als Beispiel dasNetzwerk

vonWasserstoffbrückenumRestAsp–H52,andemdieSeitenkettenGln–H54undTyr–

H33 von D3H44undThr–T154,Tyr–T156,Gln–T190,Lys–T201undAsp–T204von

TF beteiligt sind. Essindauchdie Salzbrücke zwischenAsp–H52undLys–T201so-

wie die ungewöhnlicheWasserstoffbrücke zwischenderSeitenkettevon Asn–H56als

DonorunddemaromatischenRing von Tyr–T156als 1 –Akzeptorzu erkennen[114].

In dieserRegion ist keinWassermolekülzufinden,wasaufeineperfekteKomplemen-

taritätderOberflächenzwischenD3H44undTF hinweist.

DieseKomplementaritätist nicht über die gesamteBindungsflächegegeben,die

Region um Asp–H52stellt ehereineAusnahmedar. Der überwiegendeTeil der TF–
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Abbildung 12.13: Stereo–Abbildungder hydrophilenWechselwirkung in der Region
um RestAsp–H52,die eineperfekteKomplementaritätderBindungsflächenzumTF–
Epitopzeigt.DieHauptkettevonTF ist in rot dargestellt,dieschwereKettevonD3H44
in dunkelblau

D3H44–Bindungsstellezeigt eine nicht perfekt angepaßteOberflächeder Antigen–

BindungsstelleandasEpitopvonTF, diedurcheinegroßeAnzahlanWassermolekülen

ausgeglichenwird. DiesegeordnetenWassermolekülewerdenanStellengefunden,an

denensie BindungenzwischenTF undD3H44 vermittelnkönnen. So füllen sie ent-

wederLückenausoderrahmendieBindungsstelleein. Beispielsweisesindaufbeiden

Seitender CDR–L3–Schleife,die Wasserstoffbrücken mit der Hauptkettevon Strang

C’ in TF ausbildet,vieleWassermolekülezufinden.

Zusätzlichgibt esim Kontaktbereichzwei kleine Bereiche,in denenhydrophobe

Wechselwirkungendie Bindungvon D3H44anTF vermitteln.Der ersteBereichwird

von Ala–H97ausD3H44unddenRestenVal–T192,Ile–T152undPro–T194ausTF

gebildet.DerzweiteBereichumfaßtdie ResteLeu–H50,Ile–H58ausD3H44undden

hydrophobenAnteil von Thr–T167ausTF.

Die strukturelleInterpretationdesTF–Epitopesstimmt gut mit den Ergebnissen

ausMutagenese–und Bindungsstudienfür D3 und 5G9 überein[18], [21]. Für 5G9

hattedasMutierenderResteTyr–T156,Lys–T169,Arg–T200undLys–T201in TF er-

heblichenEinflußaufdieBindung.DieseRestetragenin denbeidenKristallstrukturen

TF � D3H44undTF � 5G9diegrößtenAnteilezurKontaktflächeim Bindungsbereichbei.

Die Mutagenese–undBindungsstudievonD3 identifiziertenebendiesennochwei-

tere TF–Reste,die großenEinfluß auf die D3–Bindungausübten,wie die Mutation

Ile–T152–Ala.Ile–T152trägt20Å
�

zumTF–Epitopbei undist in einenhydrophoben

Bereicheingebettet.
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Die Doppelmutationvon Lys–T165–Alaund Lys–T166–Alareduzierteebenfalls

deutlichdie Bindungsaffinität von D3. Da der Beitragvon Lys-T165zur Oberfläche

desTF–Epitopsetwa3–fachgrößerist alsdervonLys-T166,ist Lys-T165wahrschein-

lich für die Bindungsaffinität von größererBedeutung.In derTF � D3H44–Strukturist

die Elektronendichtevon Lys-T165besserdefiniertalsdie für Lys-T166,wasauf die

geringereVariabilitätderSeitenkettevon Lys-T165hindeutet.DieseSeitenkettewird

seitlichvon Trp–T158undAsn-H52stabilisiert.Zwar ist dasAtom N ' von Lys–T165

in Reichweiteeiner möglichenWasserstoffbrücke zur Amid–Gruppevon Asn–H52,

dochdie GeometriediesermöglichenVerbindungsprichtgegendie Ausbildungeiner

Wasserstoffbrücke. Ein Wassermolekülermöglichtden Kontakt von Lys-T165zum

Antikörper, indemesdie Distanzzur Seitenketteundzur Hauptkettevon Thr–H57in

CDR–H2überbrückt.DiesesWassermolekülhateinenderniedrigstenatomarenAus-

lenkungsfaktoren,die für Wassermolekülein denbeidenStrukturenbeobachtetwur-

den.

BezüglichderBedeutungdesRestesThr–T167für dieD3–Bindungwidersprechen

sichdemerstenAnscheinnachdie Kristallstrukturunddie Mutations–undBindungs-

daten.Obwohl dieserRestetwa 80Å
�

zur Kontaktflächebeiträgt,führt die Mutation

Thr–T167–Alazu keinerReduktionder Bindungsaffinität zu D3. Eine möglicheEr-

klärungist, daßdiehydrophobeSeitenkettevonAlanin einguterErsatzfür denhydro-

phobenAnteil von Threoninist, der zumobenbeschriebenenhydrophobenWechsel-

wirkungsbereichbeiträgt.

Insgesamtist eineguteKorrelationzwischender KontaktflächeeinesRestesund

den Bindungsdatengegeben[18], [21]. Eine möglicheErklärung ist, daßdie TF–

D3H44–Bindungsflächefast ausschließlichdurch hydrophileWechselwirkungenbe-

schriebenwerdenkannundkeinehydrophobenhotspotsenthält.

Im GegensatzdazuzeigtdieKristallstrukturdeshumanenWachstumshormons(hGH)

im Komplex mit demgebundenenRezeptor(hGHbp)ein Bindungsepitop,dassichim

Kern hauptsächlichdurchhydrophobeWechselwirkungenauszeichnet[115]. Dieser

Kern (hot spot) ist von einer polarenUmgebung eingeschlossen,in der eine große

Anzahl intermolekularerSalz-und Wasserstoffbrücken ausgebildetwerden. Von den

33 RestendesRezeptors,die zur Kontaktflächebeitrugen,bildetennur 11 Restedas

funktionale Epitop. Die größteAuswirkung hattendie Alanin–Mutationenzweier

Trytophan–Reste,die im ZentrumdeshydrophobenKernslokalisiertwaren.In diesem

Fall korreliertendiestrukturellenParameternichtmit dengemessenenBindungsaffini-

tätenderAlanin–Mutationen.
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12.2.4 Vergleich mit der Bindungsstellevon TF / 5G9

Die Unterschiedein der Bindungsstellevon D3H44 und 5G9 sind auf die Sequenz-

unterschiedein denCDR-Schleifenzurückzuführen,sieheauchAbbildung12.9. Der

erstesignifikanteUnterschiedist in CDR–L1 lokalisiert. In 5G9 bildet Arg–L30 mit

demSauerstoff derHauptkettevonLys–T169in TF eineWasserstoffbrücke. In D3H44

hingegenist Arginin durchdie geringfügigkürzereSeitenketteLysin ersetzt,wasdie

AusbildungderWasserstoffbrückezuLys-T169verhindert.Stattdessenwird derKon-

takt überWassermoleküleindirekthergestellt.

Die Wechselwirkung zwischenCDR–L2 und TF kommt durch die Wasserstoff-

brücke zwischenOH–Tyr–L50 undN ( � –Asn–T171zustande,die in beidenStrukturen

vorhandenist. Der Austauschvon Phenylalanin durch Tryptophanan PositionL96

in CDR–L3 ist im RahmendesHumanisierungsprozessesvorgenommenworden,um

die Interaktionvon V � und V  zu verbessern.Dadurchkonntedie Affinität um den

Faktor1,5erhöhtwerden[27]. Sowohl in 5G9alsauchin D3 ist PositionL96 mit ei-

nemTyrosinbesetzt.DasO% –AtomvonTyr–L96in derTF � 5G9–Strukturtritt mit dem

N ' –Atom von Lys–T196in Wechselwirkung. Im Vergleich dazuist im TF � D3H44–

Komplex die Wasserstoffbrücke durchein Netzwerkvon Wassermolekülenum Atom

N &.� vonTrp–L96ersetzt.

Im Fall desTF � 5G9 ist in CDR–H1die Seitenkettevon Asp–H31übereineWas-

serstoffbrückemit demSauerstoff derHauptkettevonVal–T198verknüpft.Die Haupt-

kettevonTF zwischendenRestenT199undT200unterscheidetsichin einemPeptid–

Flip, so daßin der TF � D3H44–Strukturzwischender Carboxylat–Gruppevon Glu–

H31unddenStickstoffatomenin derHauptkettevonT199undT200zweiWasserstoff-

brückenausgebildetwerdenkönnen.Die SubstitutionAsp–H31–Gluist ein Schritt im

Humanisierungsprozeß,durchdendie Bindungsaffinität um denFaktor 3 verbessert

werdenkonnte[27]. KeineUnterschiedezwischenD3H44 und 5G9 werdenim Be-

reichCDR–H2beobachtet,die,wie in Kapitel12.2.3bereitsbeschrieben,dasZentrum

einesBereichesbildet, dassich durchhoheKomplementaritätund ein ausgedehntes

Wasserstoffbrücken–Netzwerkauszeichnet.Die größteVariationin der Aminosäure-

sequenzist in CDR–H3zu finden. In 5G9undD3H44sinddie ResteH96–H97–H98

durchunterschiedlicheAminosäurenbesetzt:Asn–H96,Ser–H97undTyr–H98in 5G9

undThr–H96,Ala–H97undAla–H98in D3H44. Asn–H96undThr–H96scheinenin

gleicherWeiseeine3 ��2 –Helix–SchleifedurcheineWasserstoffbrücke zum Stickstoff

der Hauptkettevon Tyr–H99 zu stabilisieren. Alanin anstellevon Serinan Position

H97 zeigtebessereErgebnissein der Bindungsaffinität, dennwie bereitsobenerläu-

tert ist Ala–H97Teil eineskleinenhydrophobenBereichsin der Bindungsstelle.Für
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Tyr–H98 sprichtdie AusbildungeinerWasserstoffbrücke zwischenO% –Tyr–H98und

demSauerstoff von Lys–T149in TF � 5G9, und eserscheintungünstig,diesePosition

mit Alanin zubesetzen,dadieWasserstoffbrückezuTF mit Ala-H98nichtausgebildet

werdenkann.ZahlreicheWassermolekülefüllen denPlatzderfehlendenaromatischen

Seitenkettein derTF � D3H44–Struktur.

Die DissoziationskonstantensindK 3 : 0,1� 10465 M für D3H44,bestimmtmit einem

BiacoreGerät(Surface–Plasmon–Resonanz)[27], und K 7 : 3,4� 10465 M für 5G9, be-

stimmt mit einemcompetitionassay[21]. Es ist nicht möglich, die 30–fachhöhere

Bindungsaffinität vonD3H44durchdieStrukturenderKomplexezuerklären.Aberes

ist zu erwarten,daßdie Affinität von D3H44weiterverbessertwerdenkann,wenndie

ResteArg–L30undTyr–H98von5G9in D3H44übernommenwerden,dadiesedirekt

mit TF–Resteninteragierenkönnten.

Der Vergleich der an TF bindendenAntikörper D3H44 und 5G9 zeigt, daßdie

CDR–Regionennicht identischunddie in derBindungsstelleaufgezeigtenUnterschie-

deerklärbarsind. Umgekehrtbetrachtetist eserstaunlich,daßzwei unabhängigvon-

einanderentwickelteAntikörpereinefastübereinstimmendeBindungsstelleaufweisen.

12.2.5 Wassermolekülein der Bindungsstelle

In der Summesind es46 Wassermoleküle,die in der Bindungsstellelokalisiert sind,

sieheTabelle12.2.Als konserviertwerdensolcheWassermolekülebetrachtet,dienach

der Überlagerungder einzelnenStruktureneineAbweichungvon wenigerals 1,5Å

aufweisen.DerselbeGrenzwertvon1,5Å ist auchfür Wassermoleküleverwendetwor-

den,die ausderBindungsstellederfreienStrukturenverdrängtoderdurchpolareAto-

medesBindungspartnersersetztwurden. Die Charakterisierungder Wassermoleküle

in der TF–D3H44–Bindungsstelleerfolgteanhandder Überlagerungaller Atome der

variablenDomänenvon D3H44 und TF � D3H44 und der der C–terminalenDomänen

von TF undTF � D3H44.

Häufig füllen mehrereWassermoleküledie durchunvollständigeKomplementari-

tät entstandenenTaschenauf. Besondersviele Wassermolekülesind im Grabenzwi-

schenCDR–L3auf dereinenundCDR–H1und–H3 auf deranderenSeitezu finden,

sieheAbbildung 12.10,Seite84. ZahlreicheWassermolekülelagernsich kragenför-

mig um die Bindungsstelle.Viele dieserWassermolekülevermittelndenKontaktzwi-

schenSeitenkettenvon TF undD3H44,sieheAbbildung12.14.DaßWassermoleküle

dieStellenderBindungsoberflächeausgleichen,diekeineguteKomplementaritätzum

Bindungspartnerzeigen,wurdebereitsfür andereProtein–Protein–undProtein–DNA–
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Tabelle 12.2: Wassermolekülein der Bindungsstellevon Antigen–Antikörper–
Komplexen

TF � D3H44 Cyt–c� FabE8 HEL � HyHEL–63

Komplex

AnzahlWassermoleküle

im Kontaktbereich 46 38 38

konservierteWassermoleküle

(in AntigenundAntikörper) 26 (3) 17 (1) 16 (2)

neueWassermoleküle 23 22 24

KontaktflächederBindungsstelle 930Å
�

590Å
�

890Å
�

Antigen

konserviertundüberbrückend 7 6 6

konserviert,nicht überbrückend 4 4 3

verdrängtim Komplex 8 5 9

durchpolareAtomeersetzt 5 1 4

Antikör per

konserviertundüberbrückend 12 2 2

konserviert,nicht überbrückend 3 5 5

verdrängtim Komplex 5 4 4

durchpolareAtomeersetzt 4 2 1
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Abbildung12.14:Die Stereo–AbbildungzeigtWassermoleküleim Kontaktbereichvon
TF (in magenta)undD3H44(in hell– unddunkelblau).Die FarbederWassermolekü-
le ist wie in denAbbildungen12.10und 12.11gewählt. Wassermolekülefüllen die
Lücken und bilden ein Netzwerkvon Wasserstoffbrücken,die denKontaktzwischen
TF undD3H44vermitteln

Komplexe beobachtet[39], [116], [117]. EineReihevon Wassermolekülensindnicht

nur in der Komplex–Struktur, sondernauchin der Struktur einer oder beiderfreier

Komponentenvorhanden.Es existierenin der freien TF–Struktur46 Wassermolekü-

le (von 253 in der freien TF–Struktur),die auchim Komplex vorhandensind. Für

D3H44sind193der372WassermoleküleausderfreienStrukturkonserviert.Im Kon-

taktbereichselbstbefindensich11 (24%) Wassermoleküle,die in TF konserviertsind

und15 (32%), die in D3H44alskonserviertbetrachtetwerdenkönnen,sieheTabelle

12.2. Interessanterweisesind drei Wassermolekülesowohl im TF alsauchin D3H44

konserviert.Die restlichen23Wasssermoleküle,die in keinerderfreienStrukturenbe-

obachtetwerdenkonnten,werdenin diesemSinnealsneubezeichnet,siehedazuauch

Abbildungen12.10und12.11.

Die konserviertenWassermolekülekönnenalsintegraleBestandteilederBindungs-

stellebetrachtetwerden,weil sie die Komplementaritätzum Antigen verbessernund

im Falle überbrückenderWassermolekülesogardie Reichweiteder Seitenkettenver-

größern.EinenEinblick gibt Abbildung12.14.

WassermolekülekönneneinenerheblichenBeitragzurEnergievonProtein–Protein–

Wechselwirkungenliefern [118]. Um dieseWassermoleküleim TF � D3H44–Komplex

zu identifizieren,wurdennur solcheWasserausgewählt, die entwederin TF oder in

D3H44 konserviertwaren. Eine weitereAnforderungwar, daßjedesdieserWasser-

molekülesowohl zu TF als auchzu D3H44 Wasserstoffbrücken ausbildet,also den

Kontaktvon TF zu D3H44überbrückt.Für denmaximaleAbstandeinerWasserstoff-

brücke wurdeein Wert von 4,0Å angenommenworden.Mit diesenKriterien wurden
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7 überbrückendeWassermolekülevon TF und12 überbrückendeWassermolekülevon

D3H44identifiziert,die vermutlicheinewichtigeRolle in derEnergiebetrachtungder

TF – D3H44–Assoziationspielen.

Die UntersuchungderTF � 5G9–Strukturmit einerAuflösungvon 3,0Å ergab,daß

Wassermolekülein der BindungsstellekeinebedeutendeRolle spielen[21]. Anhand

derTF � D3H44–Strukturmit 1,85Å Auflösungkonntein dieserStudiedie Bedeutung

von Wassermolekülenbei der Überbrückungvon Antigen–Antikörper–Kontaktenzu-

mindestfür TF � D3H44gezeigtwerden,sieheauchSeite96.

12.2.6 Antigen–Erkennungin TF / D3H44

Die TF–Erkennungist nicht an eineUmlagerungin D3H44 gekoppelt. Mit der Aus-

nahmevongeringfügigenÄnderungenin derLagederHauptkettevonCDR–L3in der

leichtenKetteund CDR–H2in der schwerenKettefindenkeinerelevantenUmlage-

rungenstatt. Die ÜberlagerungderC# –AtomederC–terminalenDomänevon freiem

und gebundenemTF liefert eineAbweichungvon 0,66Å (RMS), und die Überlage-

rungdervariablenDomänevonfreiemundgebundenemD3H44eineAbweichungvon

0,46Å (RMS).Die größtenUnterschiedederC# –Positionenwurdenfür Ala–L92 und

Glu–H53beobachtet,nämlich1,5Å und1,1Å. InsgesamtsinddieseUnterschiedesehr

gering.Bei derBetrachtungderüberlagertenfreienundgebundenenD3H44–Struktur

wird der Eindruckerweckt,daßdie Veränderungender CDR–Schleifender leichten

Ketteunddie derschwerenKettein die RichtungderanderenKettetendieren.Diese

Tendenzpaßtzur bildhaftenVorstellungvon Antikörpern, in der die Finger (CDRs)

von beidenHänden(V � undV  ) einenBall (Antigen)umgreifen.Die Bewegungder

Fingerbeim FesthaltendesBalls entsprichtder strukturellenVeränderungder CDR–

Schleifenvon der freien D3H44–Struktur(ohneBall) im Vergleich zur gebundenen

D3H44–Struktur(mit Ball).

FürTF werdendie größtenVersätzevon C# –Atomenfür Ser–T160,Ser–T163und

Gly–T164mit jeweils 2,9Å, 2,1Å und 1,4Å beobachtet.In der freien TF–Struktur

sinddie ResteT161undT162nicht geordnetunddamitnicht in derElektronendichte

zu sehen[12]. Die Flexibilität in diesemBereichwirkt sichauchaufdie benachbarten

Resteaus. In der StrukturdesTF � D3H44–Komplexesist die Elektronendichtedieser

Restevorhanden.In einerbenachbartenSchleife,dienichtzumBindungsepitopgehört,

werdenVerschiebungender C# –Atomevon 1,2Å und 1,4Å für die ResteT181 und

T182gefunden.DieseRestehabenin der freienTF–Strukturundim Komplex relativ

hoheAuslenkungsfaktorenvon 60Å
�
. Bis auf die hier beschriebenenAbweichungen

findenkeineweiterenVeränderungenin derHauptkettedesTF–Bindungsepitopsstatt.
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Auf der Ebeneder Seitenkettenwerdenfür 15 Restein der leichtenund 11 Re-

stein der schwerenKettevon D3H44 sowie für 21 Restein TF Änderungenim 8 1–

Dihedralwinkel von über90� beobachtet.Nur einekleine Anzahl dieserResteist an

derAntigen–Antikörper–Bindungbeteiligt(Ser–L94 von D3H44undThr–T167,Lys–

T169undVal–T192vonTF). WährenddesErkennungsprozessesundderKomplexbil-

dungbildet Ser–L94 ausCDR–L3Wasserstoffbrückenzur Hauptkettevon Thr–T167,

undLys–T169vonTF bildetWasserstoffbrückenzurSeitenkettevonHis–L91undder

Hauptkettevon Ala–H97. Die SeitenkettenThr–T167und Val–T192sind am hydro-

phobenBereichin derBindungsstellebeteiligt,sieheKapitel12.2.3,Seite88. Einzelne

SeitenkettenzeigendeutlicheÄnderungenin den 8 2– und 8 3–Winkeln,nämlichLys–

L30, Glu–H31,Ile–H58in D3H44undIle–T152,Lys–T201in TF. In derTF � D3H44–

StruktursinddieseResteentwederdirekt in dieWasserstoffbrückenbildungzuTF oder

zuWassermoleküleninvolviert oderbildenhydrophobeKontakteaus.

Zusammenfassendläßtsichfeststellen,daßdurchdasAusbleibenvonUmlagerun-

geninnerhalbderMolekülewährenddesTF–Erkennungsprozessesauf eineguteAb-

stimmungzwischendemBindungsepitopvon TF undderBindungsstellevon D3H44

geschlossenwerdenkann. Für eineReihevon Antigen–Antikörper–Komplexen(mit

einemProteinalsAntigen)wurdedasAusbleibenvonsignifikantenKonformationsän-

derungenanhochaufgelöstenStrukturenbeschrieben[42]. Im Unterschieddazuwurde

übergroßeVeränderungenin der Lageder Bindungsschleifenfür solcheAntikörper

berichtet,derenzugehörigesAntigenein HaptenoderkurzesPeptiddarstellte[37].

12.2.7 Andere hochaufgelösteAntigen–Antikör per–Struktur en

Als Kriterium für vergleichbareAntigen–Antikörper–Komplexe sind Kristallstruktu-

renmit einerAuflösungbesserals2Å zugrundegelegt worden,wenngleichzeitigdie

Atomkoordinatendesfreien Antikörpersund desfreien Antigensbei vergleichbarer

Auflösungin derProtein–DatenbankzurVerfügungstanden[78].

Einer der am bestenuntersuchtenKomplexe ist der zwischenLysozymausHüh-

nereiweißHEL unddemFv–FragmentD1.3mit Kristallstrukturenum1,8Å Auflösung

[116], [119], [120], von dem auchMutagenese–und thermodynamischeDatenexi-

stieren[121]. NebendiesenStrukturengibt esnur zwei weitereAntigen–Antikörper–

Komplex–Strukturenmit entsprechendguterAuflösungunddendazugehörendenStruk-

turendesfreienAntigensundfreienAntikörpers,nämlichHEL im Komplex mit dem

Fab–FragmentHyHEL–63[42] undCytochromc (Cyt–c)im Komplex mit FabE8[41].

Dabeiweist die freie FabE8–StruktureineAuflösungvon 2,3Å auf. Leider sind die
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vollständigenKoordinatenlediglichfür dieStrukturenderKomplexeHEL � HyHEL–63

undCyt–c� FabE8in derProtein–Datenbankverfügbar[78].

DieseKristallstrukturenTF � D3H44, HEL � HyHEL–63 und Cyt–c� FabE8zeigen,

daßdie Wechselwirkung von Antigen und Antikörper durch eine Anzahl von Was-

serstoffbrücken vermittelt wird. DiesesWasserstoffbrücken–Netzwerkwird deutlich

erweitert,wennWassermolekülemit in die Betrachtungeinbezogenwerden. Wie in

dieserArbeit für TF � D3H44undbereitsfrüherfür denKomplex HEL � FvD1.3[116] be-

schrieben,könnenWassermoleküledieReichweiteunddieBeiträgederCDR–Schleifen

vergrößern,indemsieindirekt die Protein–Protein–Wechselwirkungüberbrücken.Für

denHEL � FvD1.3–Komplex berichtetendie Autorenvon 48 Wassermolekülenin der

Bindungsfläche,wasvergleichbarist mit derAnzahl,die bei derAnalysederKomple-

xe TF � D3H44,Cyt–c� FabE8und HEL � HyHEL in dieserArbeit gefundenwird, siehe

Tabelle12.2. Die Auswertungder Komplexe Cyt–c� FabE8und HEL � HyHEL erfolg-

te mit den für den TF � D3H44–Komplex zugrundegelegten Kriterien. Danachsind

46, 38 und 38 Wasserin der Bindungsstelleder Komplexe TF � D3H44, Cyt–c� FabE8

und HEL � HyHEL lokalisiert, von denen26, 17 und 16 Wassermoleküleim Antigen

oderAntikörper konserviertsind. Eine logischeKonsequenzdarausist, daßdie An-

zahlneuerWassermolekülein denAntigen–Antikörper–Bindungsstellenvergleichbar

ist. Die Größeder Bindungsflächevariierte von 930Å
�

für TF � D3H44, 590Å
�

für

Cyt–c� FabE8und890Å
�

für HEL � HyHEL–63. Im Fall desHEL � FvD1.3–Komplexes

beschriebendie AutoreneineFlächevon 615Å
�
.

In dieserAnalysesindKristallpackungskontaktedereinzelnenStrukturennichtbe-

rücksicht,da in denunterschiedlichenStrukturenauchunterschiedlicheMolekülober-

flächenin denPackungskontakteninvolviert sind. Daherist esmöglich, daßStellen

mit einerhohenAffinität zu WasserdurchAtomevon symmetrieverwandtenMolekü-

len besetztsind.

ZwischenderAnzahlderWassermoleküleundderAuflösungderKristallstrukturen

bestehtein direkterZusammenhang.SowurdenbeispielsweisekeineWassermoleküle

in der Bindungsstelleder Kristallstrukturvon TF � 5G9mit einerAuflösungvon 3,0Å

beobachtet[21], neunWassermoleküleim HPr� Fab–Jel42Komplex mit 2,5Å Auflö-

sung[122] und zwei Wassermolekülein der BindungsstelledesBWQL � HyHEL–5–

Komplexesbei2,6Å Auflösung[91]. AuchwenndieseKorrelationnichtüberraschend

ist, so verdeutlichtsie die Grenzender Charakterisierungvon Wassermolekülenund

betontgleichermaßendie Bedeutungvon Antigen–Antikörper–Kristallstrukturenmit

hoherAuflösung.

In denhierdiskutiertenBeispielenscheinengeordneteWassermolekülein derBin-
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dungsstellefesterBestandteildesKomplexeszu sein. Ungefähr50% dieserWasser-

moleküleexistiertauchin derfreienAntigen–oderderfreienAntikörper–Struktur.

12.2.8 Bewertungder Ergebnisse

Protein–Protein–Wechselwirkungentretenin denunterschiedlichstenFormenauf. Die

Gleichgewichtskonstantekannvon hydrophobenhot spots[115], von hydrophilenBe-

reichen[121] odervoneinzelnenReste,diesichüberdieganzeBindungsflächevertei-

len[123], [124], dominiertsein.Allgemeingilt für Protein–Protein–Wechselwirkungen,

daßkeineeinfacheund allesumfassendeCharakterisierungder physiko–chemischen

Eigenschaftenmöglichist. Dassollteebensofür Antigen–Antikörper–Bindungengel-

ten,in denendasAntigeneinProteinist. Trotzdemgibt eseinigeEigenschaftenin den

Bindungsstellen,die in vielenKomplexenvorhandensind,wie zumBeispieldashäufi-

geVorkommenderamphipathischenResteTyrosinundTryptophan[38], [125], [126]

sowie der Beitragvon Wassermolekülenzur Bindungsenthalpie[127] und zur freien

Energie [118]. Ein Beispiel für denBeitragzur Bindungsentropieliefert die Guppe

der zyklischenHarnstoff–Inhibitorender HIV–Protease[128]. In diesemFall konnte

für die BindungeineVerbesserungerzieltwerden,indemein Carbonyl–Sauerstoff des

Inhibitors ein konserviertesWassermolekülin der aktiven Tascheder HIV–Protease

verdrängtundersetzt.DieseStrategie, denunvermeidbarenVerlustanEntropiedurch

Komplexbildungmit demEntropiegewinndurchFreisetzungvonWassermolekülenaus

derBindungsflächezukompensieren,kannauchaufdieAntigen–Antikörper–Bindung

angewendetwerden.

Die BetrachtungdesTF � D3H44–Komplexeszeigt, daß8 Wassermoleküle,die an

der freien TF–Strukturgebundensind, durch Komplexbildung verdrängtund 5 von

ihnendurchpolareAtome von D3H44 ersetztwurden,sieheTabelle12.2undAbbil-

dung12.15. In derBindungsstellevon D3H44sind5 Wassermoleküledurchdie Bil-

dungdesKomplexesausgeschlossenworden,wobeifür 4 WassermolekülediePosition

im Komplex von polarenTF–Atomeneingenommenwurde. DieseAnalyseergibt für

dieKomplex–StrukturenCyt–c� FabE8undHEL � HyHEL–63eineähnlicheAnzahlvon

Wassermolekülen,Tabelle12.2undAbbildung12.15.AuchwenndieseAnzahlanver-

drängtenWassermolekülenzunächstklein erscheint,ist sie im Verhältniszur Gesamt-

zahl polarerAtome desBindungspartnersin der Kontaktflächeverhältnismäßiggroß.

InnerhalbeinesAbstandesvon 5Å zu D3H44–Atomensindnur 24 polareAtomevon

TF zufindenundumgekehrtsindes30polareAtomevonD3H44,die im Abstandvon

5Å zu TF lokalisiertsind. Dahersollteesmöglichsein,durchzielgerichteteMutage-

nesedesAntikörpersdie WassermolekülederfreienStrukturenzu ersetzenundsodie
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(a)

(b)

Abbildung12.15:Stereo–Abbildungvon verdrängtenWassermolekülen.(a) DasEpi-
topvonTF in rot zusammenmit verdrängtenWassermolekülenausderfreienD3H44–
Struktur (blau). Das Bild zeigt, daßeinigeder Wassermoleküleder freien D3H44–
Strukturim Komplex von polarenTF–Atomenverdrängtwerden.(b) zeigteinenAus-
schnittderAntigen–Bindungsstellevon D3H44in blau. Zusätzlicheingezeichnetsind
WassermoleküleausderfreienTF–Struktur. Auch hier ist zu sehen,daßdieseWasser
Ankerpositionendefinieren,die von denpolarenAtomendesAntikörpersbei Kom-
plexbildungeingenommenwerden
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Antigen–Bindungsaffinität zuverbessern.

Der gegenVEGF gerichteteoptimierteAntikörper FabY0317zeigt deutlich,daß

dieseStrategie zum Ziel führt [129]. Der Austauschvon His–H97 in der schweren

Kette durch Tyrosin führte zu einer 14–fachenVerbesserungder Bindungsaffinität.

DerVergleichderKristallstrukturenvonVEGF� FabY0317undVEGF� Fab12zeigt,daß

die Hydroxyl–Gruppevon Tyr–H97in FabY0317ein Wassermolekülverdrängt[129],

[92]. DiesesWassermolekülbildeteWasserstoffbrücken zu denSeitenkettenGln–79

undGlu–93in VEGFundzumImidazolringvonHis–H97im AntikörperFab12.Durch

die MutationHis–H97–Tyr vergrößertesichauchdie KontaktflächezwischenAntigen

undAntikörperum30Å
�
. DieseMutationwurdenicht durchAnalysevon Wassermo-

lekülenrationalgeplant,sondernwarErgebniseinesPhage–Display–Experiments.

In D3H44 gibt esebenfalls Reste,durchderenMutation überbrückendeWasser-

moleküleverdrängtund somit eineVerbesserungder Bindungsaffinität erreichtwer-

denkönnte. BeispielsweisekönnteArginin anstellevon Lys–L30direkt Wasserstoff-

brückenzumSauerstoff derHauptkettevon Lys–T169ausbilden.Wie obenerwähnt,

ist PositionL30 in derTF � 5G9–Strukturmit einemArginin besetzt.DerAustauschvon

Asp–H95durchGlutaminsäurekönnteebenfalls die Affinität zuTF erhöhen.

Die BedeutungderAnalysevonWassermolekülenin denStrukturendesfreienAn-

tigensund desfreien Antikörperszur Entwicklungvon optimiertenAntikörpernläßt

sichnurdurchdenexperimentellenBeweisbestätigen.DerVergleichderKristallstruk-

turenVEGF� Fab12und VEGF� FabY0317zeigt, daßsolcheineStrategie erfolgreich

seinkann. Allerdings ist die Voraussetzungdafür die Verfügbarkeit hochaufgelöster

KristallstrukturendesAntigen–Antikörper–Komplexes,desfreienAntikörpersunddes

freienAntigens.


