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1 Einleitung 

1.1 Peptidische Wirkstoffe 

Eine quantitative Analyse der jährlich in klinischen Studien geprüften und zugelassenen 

Peptidwirkstoffen, durchgeführt durch die Peptides Therapeutics Foundation, lässt die klare 

Aussage zu: die Bedeutung der Peptide als Arzneimittel wächst. Denn die steigende Zahl 

peptidischer Wirkstoffe, die über die letzten 50 Jahre jährlich in den klinischen Studien 

erprobt wurden und die Zahl der Neuzulassungen deuten auf einen zunehmenden Einsatz 

peptidischer Arzneimittel hin (Abbildung 1). 

 

Abbildung 1: links: Anzahl peptidischer Wirkstoffe,  die von 1940 bis 2008 jährlich zu den 
klinischen Studien zugelassen wurden; rechts: Anzah l peptidischer Wirkstoffe, die von 1960 
bis 2010 pro Dekade als Arzneimittel zugelassen wur den (Peptide Therapeutics Foundation, 
2010). 

Trotz möglicher Nachteile wie die Größe des Moleküls und die damit verbundene schlechte 

Resorptionsfähigkeit aus dem Darmlumen, dem eventuellen proteolytischen Abbau im 

Magen-Darm-Trakt und die sich daraus ergebende Notwendigkeit der parenteralen Gabe, 

wächst die Zahl der Peptidarzneistoffe. Während in den 60er Jahren etwa nur zwei Peptide 

als Medikamente zugelassen wurden, waren es im letzten Jahrzehnt bereits 16, sodass 

zurzeit rund 60 Peptid- und Proteinarzneistoffe auf dem Pharmamarkt weltweit zugelassen 

sind und sich über 100 Wirkstoffkandidaten in klinischen Studien befinden (Abbildung 1). Die 

größte Anwendung finden Peptide in der Onkologie (Zytostatika, Antikörperbildung-

stimulierende Peptide, VEGF-Inhibitoren), zur Behandlung von Diabetes (Inkretin-Mimetika, 

Insulin), kardiovaskulären Krankheiten (ACE-Hemmer, Peginesatide gegen die Anämie), 

HIV-Therapie (Enfuvirtide, Protease-Hemmer) und als Substitutionstherapie in der 
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Endokrinologie (Cyclosporin, Oxytocin, Glykagon usw.). Entgegen dem schlechten Ruf der 

nur zur parenteralen Gabe geeigneten Molekülklasse sind einige der oben genannten 

Arzneistoffe oral bioverfügbar. Die weit vorangeschrittene Forschung im Bereich der 

Festphasenpeptidsynthese macht es heutzutage möglich, die Peptide beliebig zu 

modifizieren, so macht beispielsweise der Einsatz von D-Aminosäuren, N-Methylierten 

Bausteinen und die Peptidzyklisierung die Peptide gegenüber dem enzymatischen Abbau 

stabil (Biron et al., 2008; Samanen et al., 1991; Yu et al., 1997). Die unzulängliche 

Resorption von Polypeptiden aus dem Magen-Darm-Trakt kann mit Hilfe von Transportern 

umgangen werden, so können z.B. ein oder mehrere Peptide an das Vitamin B12 gekoppelt 

werden und mittels dessen spezifischen Transportsystems aus dem Darmlumen über die 

Hepatozyten in die Blutbahn mit eingeschleust werden. Auf diese Weise werden 

Peptidwirkstoffe wie Erythropoietin, das luteinisierende Hormon und Insulin oral bioverfügbar 

gemacht (Petrus et al., 2009). Wenn die orale Gabe eines Peptids durch die Modifizierung 

nicht zu ermöglichen ist, dann kann eine geeignete Formulierung des Peptids die Häufigkeit 

der parenteralen Verabreichung stark reduzieren. So konnte die zweimal tägliche Spritze des 

Inkretinmimetikums Exenatide bei Diabetes mellitus durch eine Retardformulierung des 

peptidischen Wirkstoffes in Bydureon® auf nur einmal wöchentlich reduziert werden 

(DeYoung et al., 2011). 

1.2 Peptide als Werkzeuge zur Aufklärung von Protei n-Protein-Interaktionen 

und Struktur-Aktivitäts-Beziehungen 

Eine wichtige Anwendung von Peptiden ist ihre Verwendung als Mimetika von 

Proteinbindungsstellen zur Aufklärung von Protein-Protein Interaktionen. So lässt sich die 

Bindungsstelle eines Proteins durch ein sogenanntes Peptid-Scanning lokalisieren, in dem 

man überlappende Sequenzabschnitte des Proteins als Peptide synthetisiert, z.B. Peptide 

mit einer Länge von 15 Aminosäuren und einer Überlappung von 3 Aminosäuren. Daraufhin 

wird der Interaktionspartner zu den einzelnen Peptiden gegeben und über einen geeigneten 

Antikörper detektiert. Dies kann im ELISA-Format (engl. Abkürzung für enzyme linked 

immunosorbent assay) in Mikrotiterplatten oder als Western-Blot auf einer 

Nitrocellulosemembran erfolgen (Engvall and Perlmann, 1971; Towbin et al., 1979). Die 

Peptide, an die der Interaktionspartner gebunden hat, stellen seine Bindungsstelle dar. 

Wenn die Bindungsstelle bereits bekannt ist, kann man durch einen gezielten Austausch 

oder Weglassen von Aminosäuren in der Sequenz des Bindungsstellenmimetikums die 

Wichtigkeit jeder einzelnen Aminosäure für die aufzuklärende Interaktion definieren. Eine 

dieser Methoden wird als Alanin-Scan bezeichnet, wenn die Aminosäuren nacheinander 

durch Alanin ersetzt sind. Falls eine wichtige Aminosäure durch Alanin ersetzt wird, steht die 
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Funktionalität ihrer Seitenkette für eine Interaktion nicht mehr zur Verfügung. Dies kommt in 

einer schlechteren Bindung zum Ausdruck, während der Austausch von weniger relevanten 

Resten keinen Einfluss auf die Interaktion hat. 

1.3 Festphasenpeptidsynthese 

Grundsätzlich gibt es zwei Möglichkeiten Peptide herzustellen. Zum einen über die 

rekombinante Produktion ihrer Precursoren als Proteine in Bakterien, Pilzen, pflanzlichen 

oder tierischen Zellen, die mit einer Synthese des entsprechenden Gens beginnt, gefolgt von 

der Transfektion des Gens in den Produktionsorganismus, einer Proteinextraktion und 

anschließender proteolytischer Spaltung zum gewünschten Produkt. Zum anderen lassen 

sich die Peptide chemisch synthetisieren. Neben der Synthese in Lösung, die eher bei 

kurzen Peptiden eingesetzt wird, spielt die Festphasenpeptidsynthese aufgrund der 

Automatisierbarkeit, Schnelligkeit und der geringeren Kosten, eine viel bedeutendere Rolle 

(Merrifield, 1963). Hierbei ist das Peptid im Laufe der Kupplung einzelner Aminosäuren 

aneinander über einen Linker kovalent an eine feste Phase aus Polystyrol (auch Harz 

genannt) gebunden und wird erst nach abgeschlossener Kettenverlängerung abgespalten. 

Das Harz stellt ein festes, lösungsmittelinertes, jedoch für Reagenzien durchlässiges 

Material dar. Seine Quelleigenschaften können durch Einarbeitung vom hydrophilen 

Polyethylenglykol-Ketten (z.B. im TentaGel-Harz) stark erhöht werden (Grübler, 1994). 

Außerdem enthält es reaktive funktionelle Gruppen, über die die erste Aminosäure gekoppelt 

wird. Da Aminosäuren mehrere funktionelle Gruppen besitzen, müssen diese zur 

Gewährleistung einer selektiven Reaktion (z.B. Abspaltung oder Kupplung) mit 

Schutzgruppen versehen werden. Hierbei existieren zwei Strategien der Peptidschützung. 

Bei der sog. Boc/Benzyl-Strategie ist die Aminogruppe am N-Terminus mittels einer Boc-

Schutzgruppe geschützt und wird vor der Kupplung der nächsten Aminosäure mit TFA 

(Trifluoressigsäure) abgespalten. Die Seitenketten des Peptids sind mit Schutzgruppen 

ausgestattet, die eine sehr hohe Säurestabilität aufweisen und die bei der Abspaltung des 

Peptids von der festen Phase mit flüssigem Fluorwasserstoff entfernt werden. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden Peptide mittels Fmoc/tert-Butyl-Strategie hergestellt. Bei dieser 

Methode sind die Schutzgruppen der Seitenketten und des N-terminus orthogonal geschützt, 

d.h. die Aminogruppe ist mit der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe und die Seitenketten mit 

säurelabilen Schutzgruppen, wie tert-Butyl ausgestattet. Mit Hilfe dieser beiden Methoden 

lassen sich Peptide einer Länge von bis zu 100 Aminosäuren herstellen. Ihre Zyklus-artige 

Synthese ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Festphase npeptidsynthese (Seewald N., 2002). 

1.4 Geschichte der Entdeckung des HI-Virus ( Human immune deficiency 

virus) 

Anfang der 80er Jahre wurde in den USA anhand einiger Fälle unter homosexuellen 

Männern das erste Krankheitsbild des AIDS (Acquired immune deficiency syndrome) 

beschrieben. Die behandelnden Ärzte konnten den Anfang einer Pandemie noch nicht 

erahnen, auch die Ursache war unbekannt. Im Jahr 1983 isolierten die französischen 

Wissenschaftler am Pasteur-Institut Luc Montagnier und Francoise Barré-Sinoussi ein Virus 

aus der Blutprobe eines homosexuellen Patienten mit ausgeprägten AIDS Symptomen. Sie 

identifizierten es als ein T-lymphotropisches Retrovirus mit Reverse Transkriptase Aktivität 

sowie p24-Antigen und nannten es LAV (Lymphoadenopathie-assoziiertes Virus) (Barre-

Sinoussi et al., 1983). Zur gleichen Zeit gelang es US amerikanischen Forschern, das 

gleiche Virus zu charakterisieren. Aufgrund der Ähnlichkeit zu HTLV-1 und -2 (Human T-cell 

leucamia virus) wurde es zunächst als HTLV-3 bezeichnet (Gallo et al., 1983). Nach der 

erfolgreichen Patentanmeldung des AIDS-Diagnose-Kits durch Robert Gallo Anfang 1985 

konnten HTLV-3 und LAV Infektionen im großen Maßstab sicher diagnostiziert (Crowl et al., 

1986). So wurden im gleichen Jahr mehrere AIDS-Fälle in vielen verschiedenen Staaten 
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gemeldet. Im Jahr 1986 bestätigen die Wissenschaftler, dass es sich bei LAV und HTLV-3 

um das gleiche Virus handelt, weshalb die Bezeichnung HIV eingeführt wird. Die steigende 

Zahl der AIDS-Fälle veranlasste die WHO 1986 ein weltweites HIV-Programm zu starten. Im 

Rahmen dessen wurde neben Aufklärungskampagnen und Fortbildungen des medizinischen 

Personals die sog. Bangui-Definition veröffentlicht. Darin wurden mögliche klinische 

Symptome des AIDS festgehalten, deren Relevanz für die Diagnose durch ein Punktesystem 

ausgedrückt war. Bei Erreichen einer festgelegten Punktezahl galt die Diagnose AIDS als 

sicher. Dabei war ein immunologischer HIV-Test keine notwendige Bedingung zur 

Absicherung der Diagnose, denn in dem Subsahara-Raum waren diese Tests aufgrund 

mangelnden Fachpersonals und finanziellen Mitteln nicht durchführbar (WHO, 1986). 

Vier Jahre nach der HIV Entdeckung wurde der erste Wirkstoff gegen die Virusreplikation 

Zidovudin (auch Azidothymidin, AZT oder ZDV genannt) zugelassen. Dieses Medikament 

stellt einen nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor dar und wird nach wie vor im 

Rahmen einer HIV-Kombinationstherapie eingesetzt (AIDS-Gesellschaft, 2010). Seit dieser 

Zeit vergingen fast dreißig Jahre, die durch einen harten Kampf der Ärzte und 

Wissenschaftler aus aller Welt gegen das Virus gekennzeichnet sind. Die Zahl der 

Neuinfektionen stieg jährlich an und erreichte 2000 mit ca. 3 Millionen Neuinfektionen 

weltweit die Spitze. Inzwischen starben über 25 Millionen Menschen an AIDS (UNAIDS, 

2012). Die Zahl HIV infizierter Personen wurde von der WHO in ihrem Global Report 2012 

auf 34 Millionen geschätzt (Abbildung 3). 

 
Abbildung 3: Anzahl der Erwachsenen und Kinder, die  2009 mit HIV infiziert sind (WHO, 2011).  

Aber auch einige Meilensteine der Therapie, die es heutzutage möglich machten das 

Einsetzen von AIDS zu verhindern oder zumindest zu verlangsamen, konnten erreicht 

werden. 
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1.5 Virus-Eintritt in die Wirtszelle und seine Hemm ung 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Anheftung svorganges vom HI-Virus an die 
Wirtszelle (Doranz et al., 1999). 

Für den Viruseintritt in die menschliche Zelle ist das auf der Virusoberfläche befindliche 

Homotrimer, sog. „Spike“, bestehend aus drei gp160-Heterodimeren (Glykoprotein 160), 

verantwortlich. Eine gp160-Einheit ist aus zwei miteinander nicht-kovalent gebundenen 

Glykoproteinen gp120 und gp41 zusammengesetzt, dabei ist gp41 über seine C-terminale 

Domäne in der viralen Hüllmembran verankert (Abbildung 4A) (Kowalski et al., 1987). Der 

Viruseintritt in die Wirtszelle beginnt mit der Bindung des viralen Hüllproteins gp120 an die 

D1-Domäne des Rezeptors CD4 (Abbildung 4A) (Dalgleish et al., 1984; Landau et al., 1988). 

Die Kontaktfläche innerhalb von gp120 wird als CD4-Bindungsstelle bezeichnet und stellt 

eine im Gegensatz zu anderen gp120-Bereichen konservierte Region dar. Nun löst die CD4-

Bindung eine konformationelle Änderung innerhalb von gp120 unter Freilegung seiner 

Korezeptor-Bindungstasche aus (Trkola et al., 1996). Diese ist in der Lage einen der beiden 

Chemokinrezeptoren CCR4, CXCR5 oder beide zu binden. Die Spezifität der exponierten 

Bindungsstelle ist durch die Aminosäuresequenz der dritten variablen Schleife (V3-Loop) von 

gp120 determiniert (Berger et al., 1999; Feng et al., 1996; Speck et al., 1997). Als nächstes 

bindet gp120 über diese V3-Schleife und über das sog. „bridging sheet“ einen der 

Korezeptoren, und dies resultiert in einer weiteren Konformationsänderung des gp120-gp41-

Heteromers mit dem Ergebnis, dass gp41 mit der Wirtszellmembran fusioniert. Dabei bilden 

sechs α-Helices von gp41 ein sog. „Six-helix-bundle“, und die dabei frei werdende Energie 

ermöglicht die Bildung einer Pore in der Membran der Wirtszelle und das Virus tritt in die 

Zelle ein (Chen et al., 1995; Melikyan et al., 2000). 

Die CD4- und die Korezeptor-Bindungsstelle im gp120 stellen prinzipielle Targets für die 

Hemmung des Viruseintrittes in die Wirtszelle dar, da sie im Gegensatz zu anderen 

Bereichen wenig variabel sind. Allerdings sind zurzeit nur zwei Medikamente, die in diesem 

Korezeptor  

gp120 

gp41 

CD4 

 A            B                   C       D 
      Bindung an                  Freilegung der           Bindung an           Fusion                          
     Rezeptor CD4                      Korezeptor-          Korezeptor                                                     
                                                   Bindungstasche 
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Stadium des Infektionsvorgangs eingreifen, zur Therapie zugelassen. Zum einen kann das 

36 Aminosäuren große Peptid T-20 (Fuzeon™, Roche), ein Mimetikum des HR2-Fragmentes 

des gp41, die Ausbildung des „Six-helix-bundle“ und somit den Viruseintritt durch die 

Bindung des HR2-Fragmentes hemmen. Weitere neue Substanzen dieser Klasse wie 

Sifuvirtide, TRI-999 sowie TRI-1144 (Trimeris/Roche) befinden sich erst in Tierstudien, 

sodass keine baldige Zulassung zu erwarten ist. 

Maraviroc (Pfizer) ist der zweite im Jahr 2007 in Europa zugelassene Wirkstoff gegen den 

Viruseintritt und stellt den ersten Korezeptor-Antagonisten dar, der den CCR5-Korezeptor 

blockiert. Der Druck neue Wirkstoffe weiter zu entwickeln ist sehr groß, da im Laufe der 

Therapie das Virus durch Mutationen z.B. in der V3-Schleife von gp120 auch gegen diese 

Substanzklasse Resistenzen entwickelt. Die kleinen, oral verfügbaren Wirkstoffe Cenicriviroc 

(Tobira) und INCB9471 (Incyte) sowie der monoklonale Antikörper Pro-140 sind nur drei 

Beispiele von einigen neuen Substanzen, die sich in klinischen Studien befinden. Im Bereich 

der CXCR4-Korezeptorantagonisten gibt es dagegen nur wenige Wirkstoffe, die eine Chance 

zur Zulassung haben. So wurde die Erprobung von AMD070 (AnorMED) trotz guter 

Ergebnisse bei der Viruslastsenkung aufgrund seiner Lebertoxizität gestoppt. Zwar zeigte 

KRH-1636 am Mausmodell eine viel versprechende antiretrovirale Wirksamkeit, jedoch bleibt  

abzuwarten, ob der Wirkstoff nach den klinischen Studien am Patienten auch als 

unbedenklich eingestuft werden kann. Beide Substanzen binden an die ECL2-Schleife des 

CXCR4-Korezeptors, die sonst von der gp120-V3-Schleife des Virus gebunden wird, und 

hemmen dadurch den Viruseintritt in die Immunzelle (Hoffman and Rockstroh, 2011). 

Eine neuartige Substanzklasse der sogenannten Verankerungs-Inhibitoren eröffnet Virip, das 

das gp41-Fusionspeptid bindet und dadurch sein Eindringen in die Zellmembran blockiert 

(Forssmann et al., 2010).  

Den allerersten Kontakt mit der Wirtszelle macht das Virus aber über sein virales Hüllprotein 

gp120 mit dem Rezeptor CD4. Dieser als „Attachment“ bezeichnete Vorgang könnte 

theoretisch auf unterschiedliche Weisen verhindert werden, um schon die Anheftung des 

Virus an die Wirtszelle zu unterbinden. Zum einen kann dieser über die direkte Blockade von 

gp120 in der CD4-Bindungstasche, oder durch allosterische Hemmung von gp120 und 

Verhinderung seiner Konformationsänderung und somit der Korezeptorbindung erfolgen. 

Außerdem kann der Rezeptor CD4 selbst blockiert werden. Trotz intensiver Forschung an 

dieser Substanzklasse und anfangs vielversprechenden Ansätzen konnte bis jetzt kein 

einziger Wirkstoff die Phase III der klinischen Studien erreichen. 

Eine der ersten Entwicklungen im Bereich von Attachment-Inhibitoren war die lösliche 

Variante des Rezeptors CD4 (sCD4), die aus den vier extrazellulären Domänen (D1-D4) 
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besteht und bei der der zytoplasmatische und der transmembranäre Teil fehlen (Fisher et al., 

1988). Dieses lösliche CD4 zeigte in den darauffolgenden klinischen Studien der Phase I 

zunächst eine sehr gute HIV Neutralisationskapazität gegenüber HIV-Laborstämmen, 

hingegen zeigten die HIV Primärisolate eine Resistenz gegen sCD4. In einer Phase II Studie 

konnte nach fünf bis neun Wochen mit einer Dosierung von 30 mg/Tag nur bei einem 

Patienten von fünf ein signifikant niedrigerer Virustiter erreicht werden. Dieses wurde mit 

einer sehr kurzen Halbwertszeit von sCD4 von nur wenigen Minuten erklärt und die 

Entwicklung auf diesem Gebiet angehalten (Daar et al., 1990). 

Die nächste vielversprechende Entwicklung war ein Fusionsprotein (Pro-542) aus humanem 

IgG2 und D1D2 des CD4. Dieses in CHO-Zellen exprimierte Heterotetramer war zur 

postexpositionellen Prophylaxe gegen HIV gedacht. Der Antikörper konnte zahlreiche 

Laborstämme neutralisieren und zeigte eine gegenüber sCD4 verlängerte Halbwertszeit von 

einem Tag (Allaway et al., 1995). Die Unbedenklichkeit und Effizienz von Pro-542 wurde von 

2003 bis 2005 in einer Phase II Studie geprüft. Das Ergebnis der Studie ist nicht 

veröffentlicht (NIH, 2003). Zurzeit wird Pro-542 zur Grundlagenforschung genutzt (Peters et 

al., 2008). 

Im Bereich der sog. kleinen Moleküle als Attachment-Inhibitoren ist die Entwicklung nicht 

weit fortgeschritten. So wurden die Substanzen BMS-488043, BMS-62659, BMS-806, die 

gp120 spezifisch binden und blockieren, aufgrund der Resistenzentwicklung und schlechten 

pharmakokinetischen Daten gestoppt (Madani et al., 2004). 

Auf der Seite der CD4-blockierenden Substanzen war Ibalizumab (auch TNX-355) als 

monoklonaler Antikörper gegen den Rezeptor CD4 entwickelt worden. Der Antikörper 

konkurriert einerseits mit gp120 um die Bindung zu CD4, hat aber nicht die exakt gleiche 

Bindungsstelle. Der Hauptmechanismus der Wirkung wird mit der Verhinderung der für die 

Korezeptorbindung notwendigen konformationellen Änderung in gp120 vermutet. Trotz des 

nicht komplett aufgeklärten Mechanismus wird der Antikörper seit November 2009 in Phase 

IIb der klinischen Studien an HIV infizierten Patienten getestet (NIH, 2012). Die Befürchtung, 

dass der Antikörper die natürliche Funktion des Rezeptor CD4, die Bindung der MHC-II 

Moleküle, beeinträchtigen könnte, hat sich bis jetzt nicht erhärtet. So bleibt der Antikörper 

Ibalizumab bis heute der einzige Kandidat auf eine mögliche Zulassung als Attachment-

Inhibitor zur antiretroviralen Therapie. 
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1.6 Aufbau und Funktionen des Rezeptors CD4 und sei ne Mimetika 

Das Glykoprotein CD4 (cluster of differentiation), auch Rezeptor CD4 genannt, ist auf der 

Oberfläche von Thymuszellen, Monozyten, Makrophagen vor allem aber auf T-Lymphozyten 

(T-Zellen) exprimiert und spielt eine Schlüsselrolle bei der Aktivierung der T-Lymphozyten. 

CD4 besteht aus vier extrazellulären Domänen, einem transmembranären sowie einem 

cytoplasmatischen Abschnitt, der mit der Lymphozyt-spezifischen Protein-Tyrosinkinase 

(Lck) assoziiert ist. Die natürliche Funktion des Rezeptor CD4 beinhaltet die Bindung des 

MHCII-Moleküls (engl. major histocompatibility complex class II), das sich auf der Oberfläche 

der Antigen-präsentierenden Zelle befindet (APC, engl. antigen presenting cell) und ein 

Antigenpeptid trägt, um dieses der T-Zelle zu präsentieren. Nur wenn dieses Peptid 

tatsächlich nicht körpereigen ist, also ein Antigen darstellt, wird MHCII gleichzeitig von dem 

T-Zell-Rezeptor (TCR, engl. T-cell-rezeptor) und von CD4 gebunden, so dass ein ternärer 

Komplex aus diesen drei Molekülen entsteht Abbildung 5und das Signal zur Aktivierung der 

Cytokinproduktion durch die T-Zellen ausgelöst wird. Die Signalkaskade innerhalb der T-

Zelle beginnt mit der Phosphorylierung der Tyrosinreste eines mit dem T-Zell-Rezeptor 

assoziierten Proteins durch die CD4-ständige Lck (Killeen and Littman, 1996). Dies resultiert 

in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und AP-1 sowie in der Produktion 

der Cytokine. Neben dieser T-Zell aktivierenden Funktion spielt der Rezeptor CD4 eine 

Schlüsselrolle beim Viruseintritt in die Wirtszelle im Laufe einer HIV Infektion, indem das 

virale Hüllprotein gp120 den Rezeptor CD4 bindet. Noch bevor die Kristallstruktur des 

gp120-CD4-Komplexes von Kwong et al. gelöst wurde, konnte die gp120-Bindungsstelle am 

CD4 durch extensive Mutationsanalyse der D1-Domäne aufgeklärt werden (Wu et al., 1996). 

Hierbei wurde gezeigt, dass Phe-43 eine Schlüsselrolle bei der gp120-CD4-Interaktion spielt. 

Kristallografische Analysen der D1D2-Domäne zeigten, dass die Reste F43 und R59 direkte 

interatomare Kontakte zum gp120 bilden (Ryu et al., 1994). Beim Vergleich mit der 

Kristallstruktur des CD4-MHCII-Komplexes (Yin et al., 2012) und gp120 in Abbildung 5 wird 

deutlich, dass die Proteine gp120 und MHCII mit einem sehr ähnlichen Bereich des CD4 

interagieren. Die Kristallstrukturen dieser Komplexe erklären auch die Ergebnisse von 

Rosenstein et al., die zeigen, dass lösliches gp120 die Interaktion zwischen CD4+ T-

Lymphozyten und den MHCII + APCs hemmen können (Rosenstein et al., 1990). Andere 

Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass lösliches gp120 in der Lage ist, die Konzentration an 

Inositoltriphosphat in der T-Zelle zu erhöhen, was auf die Auslösung der Signalkaskade nach 

der CD4-Bindung zurückgeführt werden kann (Sekaly et al., 1998). 
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Abbildung 5: links: Kristallstruktur des 4DCD4-MHC- TCR-Komplexes, PDB-code 1rzj (Yin et al., 
2012); rechts: Kristallstruktur des 2D CD4-gp120-Ko mplexes, pdb 1rzj (Kwong et al., 1998). 

Die Röntgenkristallstrukturanalyse des hCD4 bestätigte die hohe Homologie des Rezeptors 

CD4 zu den Immunglobulinen (Wang et al., 1990). Für Domänen der Immunglobuline ist eine 

stark von β-Faltblättern geprägte Sekundärstruktur typisch. So besteht auch der Rezeptor 

CD4 aus vier Domänen, die aus mehreren β-Faltblättern zusammengesetzt sind. Die erste, 

gp120 bindende Domäne des Rezeptors CD4 beinhaltet zwei antiparallele β-Stänge, 

genannt C´und C´´, die eine C´C´´-Schleife bilden. Diese ähnelt der der sog. CDR2-Schleife 

der Immunglobuline. Die C´C´´-Schleife ist flankiert von den Strängen C und D, zusammen 

bilden sie ein β-Faltblatt, das die gp120 und MHCII bindende Oberfläche des Moleküls 

darstellt und aus der immunglobulinähnlichen Struktur hervortritt (Ryu et al., 1990). 

Im Allgemeinen existieren zwei grundsätzliche Möglichkeiten Wirtspathogene, die über einen 

Oberflächenrezeptor auf der Wirtszelle in diese gelangen, zu hemmen. Die Abschirmung des 

Rezeptors auf der Zielzelle als eine Möglichkeit, bringt die Gefahr der Einschränkung der 

natürlichen Funktion dieses Rezeptors mit sich. Wohingegen stellt die Abschirmung des 

pathogenen Proteins eine geeignetere Methode dar, mit dem zusätzlichen Vorteil, dass das 

Pathogen keine Resistenzen gegen den Inhibitor entwickeln kann, ohne dabei seine 

Infektiosität einzubüßen. Im Falle der gp120-CD4-Interaktion könnte eine Blockade der 

gp120-Bindungstasche des menschlichen Rezeptors CD4 aufgrund der Überlappung dieser 

Stelle mit der Bindungsstelle des natürlichen Liganden MHCII die Funktion des Rezeptors 

CD4 in der Immunität des Menschen beinträchtigen. Als eine angemessene Maßnahme 

erscheint die Hemmung der CD4-Bindungsstelle des HIV-Hüllproteins gp120, denn dieser 
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Bereich ist hochkonserviert und Virusresistenzen gegen entsprechende Inhibitoren sind nicht 

zu erwarten, weil gp120 die Affinität zum Rezeptor CD4 verlieren würde. So wurden in den 

letzten Jahren einige dieser Moleküle entwickelt, die durch ihre Bindung an gp120 die 

Interaktion zwischen gp120 und dem Rezeptor CD4 hemmen. Ein Beispiel für eine 

niedermolekulare Verbindung stellt NBD-556 dar (Zhao et al., 2005). Es konnte gezeigt 

werden, dass NBD 556 die Infektion von CD4+-Zellen mit einigen HIV-Isolaten hemmen 

konnte, aber die Infektion von CD4--Zellen verstärkte und eine limitierte virale 

Neutralisationsbreite zeigte (Madani et al., 2008). Ausgehend von dieser Verbindung wurden 

neue Derivate mit breiterem Virusneutralisationspotential entwickelt, wie z.B. DMJ-I-228 

(Narumi et al., 2010; LaLonde et al., 2012). Eine weitere Entwicklung in Richtung 

Peptidomimetika stellt ein CD4-Mimetikum der Positionen 40 bis 45 dar („CD4-1 mimetic“) 

(Chen et al., 1992). Durch seine zyklische Molekülstruktur sowie die partielle Verwendung 

entsprechender Aminosäuren ahmt es den sog. β–Turn des CD4s nach und hemmt die 

Bindung von gp120-Fluorescein an CD4. 

  

Abbildung 6: Strukturformeln niedermolekularer CD4- Mimetika (LaLonde et al., 2012). 

Neben den niedermolekularen CD4-Mimetika wurden Miniproteine basierend auf der Struktur 

des Scorpiontoxins Charybdotoxin entwickelt (Martin et al., 2003; Vita et al., 1999; Vita et al., 

1998). Sein Sequenzbereich mit den Aminosäuren 23 bis 37 bildet ein sog. β-Hairpin (dt. 

Haarnadel) und ähnelt mit dieser Sekundärstruktur der CDR2-ähnlichen Schleife von CD4. 

Die vom Scorpiontoxin abgeleiteten Peptide bilden spontan die Sekundärstruktur des 

Proteins aus und stellen dadurch recht stabile Moleküle dar. In 

Oberflächenplasmonenresonanz-Experimenten zeigten diese Peptide in nanomolaren 

Konzentrationen eine Affinität zu einigen gp120-Proteinen, hemmten die Bindung von CD4 

und verstärkten die Bindung des Antikörpers 17b an gp120 (Dowd et al., 2002). Dieses 

Experiment deutet auf eine CD4-artige Bindung der Scorpiontoxinpeptide an gp120 hin, da 

der Antikörper 17b zum Teil die Korezeptorbindungstasche von gp120 nach seiner 

Konformationsänderung, ausgelöst durch CD4, bindet (Zhang et al., 1999). 
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1.7 Vergleich zwischen dem humanen und murinen CD4 

Wie Menschen besitzen auch Mäuse CD4-tragende T-Zellen als Teil ihrer Immunabwehr. 

Beim Vergleich der Sequenzen der ersten Domäne des humanen und des murinen CD4 wird 

eine starke Homologie (55%) beider Proteine deutlich (Abbildung 7) (Littman and Gettner, 

1987). 

 

Abbildung 7: Sequenzvergleich von den D1 Domänen de s murinen und des humanen CD4, 
identische Aminosäuren sind zwischen den Sequenzen aufgeführt, mit „+“ sind Aminosäuren 
mit ähnlichen Seitenketten gekennzeichnet: z.B. Lys  und Arg; hCD4-Bereich der die meisten 
Interaktionen zu gp120 aufweist und der korrespondi erende mCD4-Bereich sind türkis und die 
Schlüsselaminosäuren rot hervorgehoben. 

Trotz dieser Ähnlichkeit zeigt das murine CD4 keine Affinität zu gp120  (Maddon et al., 

1986). Dies stellt einen der Gründe für die nicht vorhandene Infektiosität des HIV für Mäuse 

dar (McClure et al., 1987). Der Austausch von drei Aminosäuren des humanen CD4 gegen 

entsprechende Reste des murinen CD4, P48G, K50P und L51S, führte zum vollständigen 

Verlust der gp120 Bindung dieser dreifachen hCD4-Mutante (Clayton et al., 1988). Die 

Mutation von Phe-43 gegen Valin, die entsprechende Aminosäure im murinen CD4, 

resultierte in einem drastischen Abfall der Affinität dieser F43V-Mutante des humanen CD4 

zu gp120 um das 200fache (Wu et al., 1996). Siddiqi et al. führten eine vergleichende 

Analyse der gp120-bindenden Domäne des humanen CD4 und der entsprechenden Region 

im murinen CD4 durch (Siddiqi et al., 1997). Durch die durchflusszytometrische Analyse 

einer Reihe von hCD4-Mutanten fanden sie heraus, dass allein der Austausch von Phe-43 

gegen Valin zu einem 80%igen Bindungsverlust führt, dass bei einer F43V/K46R-Mutante 

die Bindung zu gp120 nur noch 10% des wt-CD4 ausmacht und dass bei einer 

F43V/T45I/K46R-Mutante die Bindung verloren geht. Der Verlust der Bindung bei einer 

F43V-Mutante wird durch die Wichtigkeit der aromatischen Seitenkette an der Position 43 im 

CD4 für die gp120-Bindung erklärt, die hydrophobe Wechselwirkungen zu mehreren 
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Aminosäuren im gp120 gleichzeitig eingeht. Als weiterer Grund für die fehlende Affinität von 

mCD4 zu gp120 wird die Größe der C´´-Strand-flankierender Schleifen genannt (Siddiqi et 

al., 1997). Denn diese Schleifen im murinen CD4 sind N-terminal um eine und C-terminal um 

zwei Aminosäuren länger als im humanen CD4 (Abbildung 7). 





    Einleitung          19 

1.8 Zielsetzung der Dissertation 

Das Ziel dieser Arbeit war die Erforschung des Potentials peptidischer Mimetika der gp120-

Bindungsstelle des Rezeptors CD4, die einen Ausgangspunkt für die Entwicklung neuartiger 

HIV-Eintrittsinhibitoren darstellen sollen. Hierzu sollte zunächst die Synthese der Leitstruktur 

eines peptidischen Mimetikums des humanen Rezeptors CD4 erfolgen, welche in der Lage 

ist, gp120 in einer CD4-ähnlichen Weise zu binden. Das Design dieses Peptides sollte auf 

der Röntgenkristallstruktur des gp120-CD4-Komplexes basieren. Die Bindung des Peptids 

an gp120 und ihre Spezifität sollte mit Hilfe eines zu etablierenden ELISA gezeigt werden. 

Die in der Kristallstruktur als Schlüsselaminosäuren für die gp120-Bindung identifizierten 

Reste sollten in Bindungsassays durch Synthese entsprechender Alanin-Peptidvarianten 

bestätigt werden. Ausgehend von der Leitstruktur sollten daraufhin Peptide entwickelt 

werden, die eine verbesserte Bindung an gp120 zeigten. Die Verstärkung der Bindung sollte 

durch unterschiedliche Zyklisierungsarten des Peptids sowie durch geeignete Austausche 

relevanter Aminosäuren gegen andere Bausteine erreicht werden. Im Hinblick auf die 

mögliche Anwendung als Attachment-Inhibitoren sollten die neu entwickelten CD4-Mimetika 

größenoptimiert werden, ohne ihre Bindung an gp120 einzubüßen. 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte auf molekularer Ebene geklärt werden, warum murines CD4 

nicht an HIV gp120 bindet. Zunächst sollte untersucht werden, ob die auf Proteinebene 

beobachtete Speziesselektivität von gp120 bezüglich humanem und murinem CD4 auf der 

Peptidebene reproduzierbar ist. Zu diesem Zweck sollten peptidische mCD4-Mimetika 

analog zu den Mimetika des humanen CD4 synthetisiert werden. Das Bindungsverhalten 

dieser Verbindungen zu gp120 sollte anhand direkter Bindungsassays untersucht und mit 

den entsprechenden Mimetika des humanen CD4 verglichen werden. Um die Bindung auf 

molekularer Ebene im Detail zu untersuchen, sollten abschließend Peptidvarianten des 

murinen CD4 mit relevanten humanen Resten und Mimetika des humanen CD4 mit murinen 

Resten erstellt werden und hinsichtlich ihrer Bindung zu gp120 untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Verwendete Geräte 

Tabelle 1: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

Analytische HPLC/ESI-MS 
HPLC HP 1100 
analytische Säule Kinetex, 2.6u, C18, 100Å 
Autosammler Series 200 Autosampler 
Massenspektrometer API 2000 
Software Analyst 1.4.2 

 
Agilent 
Phenomenex 
Perkin Elmer 
AB SCIEX 
AB SCIEX 

Cirkulardichroismus-Spektropolarimeter J-815 Jasco 

Filtrationsanlagen 
Stedim biotech mit Vakuumpumpe ME2 
Synergy 185 

 
Sartorius / Vacuumbrand GmbH 
Millipore 

Gefrierschrank Innova® ULT laboratory freezer (-80°C) New Brunswick 

Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4 CHRIST 

Maldi/TOF Axima CFR+ Kratos 

pH-Meter Seven Easy Mettler Toledo 

Peptidsyntheseroboter Syro I Multisynthech 

Photometer 
Plattenlesegerät Infinite 200 
NanoPhotometer™ 

 
Tecan 
IMPLEN 

Pipetten 
Research 
Pipetman 
Multikanalpipette 

 
Eppendorf 
Gilson 
Eppendorf 

Platten-Waschgerät Multiwash III TriContinent 

Präparative HPLC 1 
Pumpe LC-10AD VP 
UV-Detektor SPD-10A VP 
Fraktionssammler Fraction Collector Super-Frac™ 
Software LCsolutions 1.02. SP2 

 

 
SHIMADZU 
SHIMADZU 
GE Healthcare 
LabSolutions 
Shimadzu Corporation 

Präparative HPLC 2 
Pumpe L-6200 Intelligent Pump 
UV-Detektor Variable Wavelenght 
Fraktionssammler Fraction Collector Super-Frac™ 

 
Merck Hitachi 
KNAUER 
GE Healthcare 

Präparative HPLC 3 
Pumpe L-6200 Intelligent Pump 
UV-Detektor L-4250 UV-VIS Detector 
Fraktionssammler Fraction Collector Super-Frac™ 
Software Clarity 3.0.6.589 

 
Merck Hitachi 
Merck Hitachi 
GE Healthcare 
DataApex Ltd. 
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präparative Säulen 
Reprosil 100 C18, 5 µm, 30 x 250 mm 
Jupiter 4µ Proteo 90Å, 10 x 250 mm 

 
Dr. Maisch GmbH 
Phenomenex 

Schüttelgerät Vortex Mixer UZUSIO, YTX-3000L HARMONY 

Ultraschallbad RK510S Bandelin Sonorex 

Waagen  
Laborwaage BP210S  
Analysewaage CPA225D 

 
Sartorius 
Sartorius 

Zentrifugen 
Megafuge 1.0R 
Galaxy 7D 

 
Thermo Scientific 
VWR 

 

2.2  Verwendete Software 

Software Version Hersteller 

Analyst 1.4 Applied Biosystems/MDS SCIEX Instruments 

ChemBioDraw Ultra 11.0 CambridgeSoft 

Clarity 3.0.6.589 DataApex Ltd. 

i-Control  1.4.5.0 Tecan 

LCsolutions 1.02. SP2 LabSolutions Shimadzu Corporation 

MS Office/Excell 2010 Microsoft 

MS Office/Word 2010 Microsoft 

Peptide Companion 1.25 CoshiSoft/PeptiSearch 

PyMOL 0.97 DeLano Scientific LLC 

Syro XP 2.0.131 MultiSynTech 

 

2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

Wenn nichts anderes erwähnt wurde Chemikalien in p.a. Qualität verwendet. 

Chemikalie Hersteller / Lieferant 

1,2-Ethandithiol Aldrich 

1-Hydroxy-1H-benzotriazolhydrat Aldrich 

Acetonitril VWR/ Prolabo 

Ammoniumacetat Fluka 
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Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3´-dicarbonsäure (DTNB) 99% Sigma-Aldrich 

Cyclohexan Roth 

Dichlormethan (DCM) VWR/ Prolabo 

Essigsäure Roth 

Essigsäureanhydrid Merck 

HRP-Tag-Kit Innova Biosciences 

Kaliumchlorid Fluka 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth 

Kaliumphosphat dibasisch (K2HPO4) Sigma-Aldrich 

Methanol VWR/ Prolabo 

Methyl-tert-butylether Merck 

Mikrotiterplatten Immulon 2HD Flat Bottom Thermo Scientific 

Mikrotiterplatten Nunc Immobilizer Nickel Chelate Thermo Scientific 

Mikrotiterplatten SULFHYDRYL-BIND™ 96 Well Corning Incorporated 

Mikrotiterplatten Vinylassay plates 2595 Costar 

N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC) Iris Biotech 

N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) Aldrich 

N,N-Dimethylformamid (DMF) Aldrich 

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 Acros Organics 

Natriumcarbonat Na2CO3 Roth 

o-Phenylendiamin (OPD) Sigma 

Phenol Merck 

Piperidin Fluka 

Pyridin Roth 

Rinderserum-Albumin Sigma-Aldrich 

Salzsäure 37 % Roth 

Schwefelsäure, konz. Fluka 

TentaGel S RAM, 0.24mmol/g Rapp Polymere 

Thioanisol Fluka 

Trifluoressigsäure (TFA) Roth 

Triisopropylsilan Aldrich 

Tris-HCl Roth 

Tween 20® Roth 

Wasserstoffperoxid Fluka 
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Liste verwendeter Aminosäuren: 

Bis-Boc-Aoa-OH Novabiochem 

Fmoc-2-L-Nal-OH IrisBiotech 

Fmoc-D-Phe-OH MultiSynTech GmbH 

Fmoc-Gly-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Ala-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Asn(Trt)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Asp(OAll)-OH Bachem 

Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH Opregen Pharma 

Fmoc-L-Cys(Trt)-OH Opregen Pharma 

Fmoc-L-Dpr(Aloc)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Dpr(ivDde)-OH Novabiochem 

Fmoc-L-Gln(Trt)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Ile-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Leu-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Lys(Boc)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Lys(ivdDe)-OH IrisBiotech 

Fmoc-L-Met-OH Opregen Pharma 

Fmoc-L-Phe-OH Opregen Pharma 

Fmoc-L-Pro-OH SennChemicals 

Fmoc-L-Ser(tBu)-OH MultiSynTech GmbH 

Fmoc-L-Thr(tBu)-OH Opregen Pharma 

Fmoc-β-Ala-OH Opregen Pharma 

Fmoc-ε-Aminohexansäure-OH IrisBiotech 
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2.4 Antikörper und rekombinante Proteine 

Antikörper Katalog Nr. Hersteller 

Ziege-anti-HIV gp120-Antikörper #D7324 Aalto 

Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-Peroxidase konjugierter Antikörper A8275 Sigma 

Maus-anti-Hexahistidin-Peroxidase konjugierter Antikörper 1196085001 Roche 

Ziege-anti-Biotin-Peroxidase konjugierter Antikörper 203206 Calbiochem 

Maus-anti-human CD4-Antikörper 148-020 Ancell 

Ratte-anti-Maus CD4-Peroxidase konjugierter Antikörper 22150041 ImmunoTools 

Ziege-anti-Maus-IgG-Peroxidase konjugierter Antikörper #401207 Calbiochem 

Ziege-anti-human IgG-Peroxidase konjugierter Antikörper A0170 Sigma 

 

Protein Katalognummer Hersteller 

4D sCD4, human 7001-2 ImmunoDiagnostics 

4D sCD4, human 10400-H08H Sino Biological Inc 

4D sCD4, murin 50134-M08H Sino Biological Inc 

HIV gp120 IIIB 1001 ImmunoDiagnostics 

HIV gp120 BAL 4961 National Institutes of Health 

HIV gp120 MN 1021 ImmunoDiagnostics 

mAb X5 - Prof. Burton The Scripps 
Research Institute La Jolla 

2.5 Peptidsynthese 

 Festphasenpeptidsynthese unter Verwendung des Synthese-Roboters 2.5.1

Die Peptide wurden mit Hilfe des Syntheseroboters Syro I nach der Fmoc/t-Butyl-Strategie 

der Festphasenpeptidsynthese erstellt. Als feste Phase diente das TentaGel S RAM Harz mit 

einer Beladungskapazität von 0,24 mmol/g. Pro Peptid wurden 100 mg Harz in 

Polypropylenspritzen (sog. Reaktoren), mit einer Fritte an Boden versehen, eingewogen und 

vor jeder Synthese ca.15 Minuten mit 1 mL DMF gequollen. Die N-terminal Fmoc-

geschützten Aminosäuren wurden zu 0,33 mmol in 0,5 M HOBt/DMF-Lösung zur 

Vermeidung einer möglichen Racemisierung während der Kupplungsreaktion unter 

Verwendung des Vortex-Mischers gelöst. Bezogen auf die Harzbeladung sollten die 

Verwendung eines fünffachen molaren Überschusses der zu koppelnden Aminosäure und 

die Wiederholung jeder Kupplungsreaktion die Vollständigkeit der Reaktion sicherstellen. Vor 
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jeder Aminosäurekupplung wurde der Fmoc-geschützte Rinkamidlinker des Harzes bzw. des 

N-Terminus der sich aufbauenden Peptidkette mit 20% Piperidin/DMF entschützt, die Fmoc-

Abspaltung erfolgte in gleicher Weise vor jeder Aminosäurekupplung. Nach Zugabe der 

Aminosäure in den Reaktor wurden zur Aktivierung der Carbonsäurefunktion 5 eq. DIC 

pipettiert. Nach einer einstündigen Reaktionszeit wurde die Aminosäurelösung abgesaugt 

und die Kupplungsreaktion mit einer frischen Aminosäurelösung wiederholt. Die nach 

doppelter Aminosäurekupplung frei gebliebenen N-Termini wurden zur Vermeidung einer 

lückenhaften Aminosäurekettenverlängerung mit dem sog. Capping-Reagenz, bestehend 

aus Essigsäureanhydrid/Pyridin/DMF (1:2:3) acetyliert. Der Kupplungzyklus ist in der 

Tabelle 2 ausführlich dargestellt. 

Tabelle 2: Beschreibung eines automatisierten Zyklu s der Aminosäurekupplung. 

Schritt Beschreibung Ausführung 

1 Fmoc-Gruppen-Entschützung 
500 µL 20% Piperidin/DMF 
Dauer: 20 min 
30 s absaugen 

2 Waschen 

800 µL DMF 
Dauer: 1 min 
30 s absaugen 
5-mal wiederholen 

3 Aminosäure-Kupplung 

350 µL Aminosäurelösung 
150 µL 20% DIC/DMF 
Dauer: 1 h 
1 min Absaugen 
2-mal mit 800µL DMF waschen 
350 µL Aminosäurelösung 
150 µL 20% DIC/DMF 
Dauer: 1 h 
30 s absaugen 

4 Waschen 

800 µL DMF 
Dauer: 1 min 
30 s absaugen 
5-mal wiederholen 

5 Capping 

500 µL Cappingreagenz 
1 Teil Essigsäureanhydrid 
2 Teile Pyridin 
3 Teile DMF 
Dauer: 30 min 
30 s absaugen 

6 Waschen 

800 µL DMF 
Dauer: 1 min 
30 s absaugen 
5-mal wiederholen 
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Der in der Tabelle 2 beschriebene Zyklus wurde mittels Syro XP-Software programmiert und 

vom Syro I Syntheseroboter solange wiederholt, bis die für jeden Reaktor programmierten 

Sequenzen erreicht wurden. Nach der Kupplung der letzten Aminosäure mit anschließendem 

Capping wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe wie im Schritt 1 der Tabelle entfernt, der 

N-Terminus wie im Schritt 5 beschrieben acetyliert und die Reaktoren fünfmal mit 800 µL 

DMF sowie zweimal mit 800 µL DCM gewaschen. Die Peptid-enthaltenen Reaktoren wurden 

zwischen den Syntheseschritten stets im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt. 

 Abspaltung orthogonaler Schutzgruppen ivDde-, Allylester-, Aloc-2.5.2

Schutzgruppe 

Die ivDde-Schutzgruppe wurde 15-mal je 7 min mit 500 µL 5% Hydrazinhydrat in DMF 

abgespalten. Vor jedem Aufziehen der frischen Hydrazinlösung wurde das Harz einmal mit 

800 µL DMF gewaschen. Nach Schutzgruppenabspaltung wurde das Harz fünfmal mit DMF 

gewaschen. 

Die Allyl- und die Aloc-Schutzgruppen-Abspaltung erfolgte unter Schutzatmosphäre, dafür 

wurden Harz, alle Pulver und alle Lösungen mit Argon für 5 min begast. Palladium diente als 

Katalysator und 1,3-Dimethylbarbitursäure als Nukleophil. 1 mL der Allyl/Aloc-Abspaltlösung 

(siehe Tabelle 3) dargestellten wurde zum Harz gegeben und 3 h unter Lichtausschluss auf 

dem Schüttler inkubiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Abspaltlösung ausgedrückt 

und das Harz zweimal mit DCM, zweimal mit DMF, sechsmal mit Mix A (siehe Tabelle 3), 

dreimal mit DMF und viermal mit DCM gewaschen. 

Tabelle 3: Zusammensetzung der zur Schutzgruppenabs paltung eingesetzten Lösungen. 

Name Zusammensetzung 

Allylester-/ Aloc-Abspaltlösung 
90 mg 1,3-Dimethylbarbitursäure 
60 mg Pd(PPh3)4 

7 mL DMF 

Mix A 
125 mg Diethyldithiocaramidsäure (Na-Salz Trihydrat) 
125 µL DIEA 
25 mL DMF 

ivDde-Abspaltlösung 5% Hydrazinhydrat in DMF 

 Manuelle Aminosäure-Kupplungen 2.5.3

Im Falle von schwierig zu koppelnden Aminosäuren, z.B. aufgrund sterischer Hinderung 

durch die großen Schutzgruppen, wurden die entsprechenden Aminosäuren mit 10 eq., 

bezogen auf die Harzbeladung, gekoppelt. Dafür wurden sie in 1 M HOBt/DMF gelöst und 

mit 10 eq. DIC aktiviert. Die Kupplung erfolgte zweimal je eine Stunde und wurde entweder 
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am Roboter Syro I oder auf dem Schüttler durchgeführt. Anschließend wurden die frei 

gebliebenen N-Termini wie im Kapitel 2.5.1 beschrieben acetyliert. 

Die Aminosäuren Fmoc-2-L-Nal-OH und Fmoc-Dpr(ivDde)-OH wurden mit 3 eq. bezogen auf 

die Harzbeladung gekoppelt, dafür wurden sie in 3 eq. HOBt/DMF gelöst und mit 3 eq. DIC 

aktiviert. Die Kupplung erfolgte bei Raumtemperatur auf dem Schüttler über Nacht. 

Anschließend wurden die frei gebliebenen Aminotermini wie im Kapitel 2.5.1 beschrieben 

acetyliert. 

 Probeabspaltung 2.5.4

Während der Synthese wurden nach jedem Peptidfragment von 10 bis 15 Aminosäuren eine 

Probeabspaltung durchgeführt, um die molare Masse der bis dahin synthetisierten 

Aminosäurekette zu überprüfen. Dafür wurde das Harz zweimal mit 1 mL DCM gewaschen, 

ein Paar Harzkugeln mittels einer Pipettenspitze entnommen und mit 50 µL Abspaltmischung 

(Tabelle 4) 2 h lang bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung des Reagenz wurden die 

Harzkugeln 10 min lang mit Stickstoff begast. Der Rückstand wurde in 100 µL 

Acetonitril/Wasser-Gemisch (im Verhältnis 1:1, mit 0,1% TFA) aufgenommen, gemischt und 

für 3 min bei 6000 x g zentrifugiert. 20 µL des Überstandes wurden mittels HPLC/ESI-MS 

analysiert. 

Tabelle 4: Zusammensetzung der Abspaltmischung für Probeabspaltungen. 

Abspaltmischung 

70% (v/v)  TFA 
20% (v/v)  DCM 
5% (v/v)    Triisopropylsilan 
5% (v/v)    Wasser 

 

 Präparative Abspaltung des Peptids von der festen Phase 2.5.5

Vor der Harzabspaltung wurde das Harz zweimal mit 1 mL DCM gewaschen. Die Abspaltung 

erfolgte mit 1,5 mL Reagenz K (Tabelle 5) für 3 h. Danach wurde die Peptidlösung in 10 mL 

eines bei -20°C vorgekühlten Gemisches aus tert-Butylmethylether/Cyclohexan (1:1) durch 

die Fritte ausgedrückt. Zur quantitativen Entnahme des Peptides vom Harz wurde dieses für 

eine weitere Stunde mit 1 mL TFA behandelt und ebenfalls zum tert-

Butylmethylether/Cyclohexan-Gemisch gegeben, aus dem es mit 10 mL Wasser 

ausgeschüttelt wurde. Dabei bleiben die abgespaltenen Schutzgruppen in der organischen 

Phase. Zur Phasentrennung werden die Peptide 10 min bei 2000 x g zentrifugiert und bei
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 -80°C für 10 min eingefroren. Während dieser Zeit konnte nur die wässrige Phase gefrieren, 

sodass die noch flüssige obere organische Phase dekantiert wurde. Das Rohpeptid in der 

wässrigen Phase wurde anschließend lyophilisiert. 

Das getrocknete Rohpeptid wurde wiederholt mit 1,5 mL Reagenz K (Tabelle 5) für weitere 5 

h behandelt, um die Schutzgruppen vollständig abzuspalten. Danach wurde wie bei der oben 

beschriebenen Harzabspaltung vorgegangen. Nach der Gefriertrocknung wurde das 

Rohpeptid zu 10 mg/mL in Acetonitril/Wasser (1:1, mit 0,1% TFA) gelöst, 10 µL mittels 

HPLC/ESI-MS analysiert, der Rest eingefroren und erneut lyophilisiert. 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Reagenz K für die pr äparative Harzabspaltung. 

Reagenz K 

82,5 % (v/v)  TFA 
5 % (v/v)       Thioanisol 
5 % (m/v)      Phenol 
5 % (v/v)       Wasser 
2,5 % (v/v)    1,2-Ethandithiol 

 

 HPLC-Reinigung 2.5.6

Zur Entfernung der Synthesenebenprodukte wurden die Rohpeptide zu 10 mg/mL in 20% 

Acetonitril/Wasser mit 0,1% TFA gelöst, durch Filter mit einer Porengröße von 0,2 µm filtriert 

und mittels HPLC gereinigt. Je nach Menge des zu reinigenden Peptides wurde die 

Trennsäule gewählt. Für eine Peptidmenge von über 20 mg wurde die Reprosil 100 (C18, 

5 µm, 30 x 250 mm) Säule, die bei 9 mL Flussrate betrieben wurde, verwendet. Bei 

Peptidmengen unter 20 mg wurde die Jupiter 4µ Proteo 90Å (10 x 250 mm, 3 mL Flussrate) 

zur Auftrennung genutzt. Einer der in  der Tabelle 6 zusammengefassten Gradienten wurde 

entsprechend der LC/MS-Analytik gewählt. Je nach Verunreinigungsgrad wurde ein 30 min 

oder ein 40 min andauernder Gradient verwendet. Alle UV-Detektoren wurden auf eine 

Wellenlänge von 216 nm eingestellt. Die mittels Fraktionssammler aufgefangenen Fraktionen 

wurden mit LC/MS analysiert, die Peptid enthaltenden Fraktionen eingefroren und 

lyophilisiert. Die Zusammensetzung und die Namen der einzelnen HPLC-Anlagen sind in der 

Tabelle 1, S. 21 zusammengefasst. 
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Tabelle 6: Bezeichnung und Zusammensetzung der mögl ichen Gradienten zur Auftrennung von 
Peptiden, A: Wasser, B: Acetonitril. 

Gradient „20%-30% in 40 min“ Gradient „20%-30% in 30min“ Gradient „25%-35% in 40min“ 
 

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 80 20 
5 80 20 

45 70 30 
50 5 95 
55 5 95 
60 80 20 
65 80 20 

 

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 20 80 
5 20 80 

35 30 70 
40 95 5 
45 95 5 
50 20 80 
55 20 80 

  

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 20 80 
5 20 80 
10 25 75 
50 35 65 
55 95 5 
60 95 5 
65 20 80 
70 20 80 

 Zyklisierung unter Disulfidbrückenbildung 2.5.7

Die Zyklisierung der Peptide über die Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke 

zwischen zwei Cysteinen erfolgte, wenn nichts anderes angegeben, am gereinigten Peptid. 

Dieses wurde zu 10 mg/mL mit 50% Acetonitril/Wasser gelöst und dem Ellman´s Test 

unterzogen (siehe Abschnitt 2.6.4, S.32). Wenn die Ellman´s Reaktion positiv ausfiel, wurde 

das Peptid mit 0,1 M Ammoniumacetat Lösung zu 1 mg/mL verdünnt und 2 eq. 

Wasserstoffperoxid hinzugefügt. Nach einer einstündigen Reaktionszeit bei Raumtemperatur 

und unter mäßigem Schütteln wurde der Peptidlösung Eisessig hinzugegeben, sodass dieser 

10% (v/v) der Gesamtlösung ausmachte. Die Lösung wurde bei -80°C eingefroren und 

anschließend lyophilisiert. Das trockene Peptid wurde in gleicher Menge 50% 

Acetonitril/Wasser wie bei der ersten Verdünnung zu 10 mg/mL gelöst, erneut dem Ellman´s 

Test unterzogen und mittels präparativer HPLC gereinigt. 

Eine andere Möglichkeit der Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke ohne 

Verwendung des Wasserstoffperoxids stellt die Oxidation des entsprechenden Peptids mit 

Luftsauerstoff dar. Diese Reaktion erfolgt analog der oben beschriebenen Oxidation, außer 

es wird auf die Zugabe von Wasserstoffperoxid verzichtet, dabei beträgt die Reaktionszeit 

drei bis vier Tage. 

 Zyklisierung unter Ausbildung einer Lactam-Brücke 2.5.8

Nach einer Abspaltung orthogonaler Schutzgruppen (Kapitel 2.5.2) unter Freilegung einer 

Aminogruppe und einer Carbonsäuregruppe an gewünschten Aminosäureseitenketten wurde 

das noch am Harz hängende Peptid mit 1 mL 0,5 M HOBt/DMF und 10 eq. DIC über Nacht 

auf dem Schüttler zyklisiert. Anschließend wurde das Harz ausgedrückt und fünfmal mit DMF 

gewaschen. 
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2.6 Analytik der Peptide 

Alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten Peptide wurden mittels HPLC/ESI-MS charakterisiert. 

Die Cystein-enthaltenden Peptide wurden durch den Ellman´s Test auf Vorhandensein freier 

Thiolgruppen überprüft. Mit Hilfe der Circulardichroismus-Spektroskopie wurde die 

Ausbildung der Sekundärstruktur der Peptide untersucht. Vor jedem Bindungstest wurden 

die Konzentrationen der 2,5 mM Lösungen durch UV-Absorptionsmessung überprüft. 

 LC/ESI-MS 2.6.1

Die flüssigchromatografische Auftrennung gekoppelt mit einem Massenspektrometer (egl. 

LC/ESI-MS Liquid Chromatography / Electron Spray Ionisation-Mass Spectromerty) diente in 

erster Linie zur Bestimmung der Identität des Produktes über die Molekülmasse. Außerdem 

gibt diese analytische Methode Auskunft über die Reinheit des Peptides. Je nachdem welche 

Aussage im Vordergrund stand wurde einer der in der Tabelle 7 beschriebenen Gradienten 

ausgewählt. Für eine Probeabspaltung, die der Kontrolle des Synthesezwischenproduktes 

diente, wurde der 10-min-Gradient verwendet. Mit einem 5-min-Gradienten wurden die 

einzelnen Fraktionen nach einer HPLC-Reinigung vermessen. Der 15-min-Gradient diente 

der Analyse des fertigen Produktes. Alle Fließmittel enthielten 0,1% TFA und wurden vor 

dem Gebrauch mittels eines Membranfilters zur Entfernung möglicher Partikel filtriert. 

Tabelle 7: Bezeichnung und Zusammensetzung der mögl ichen Gradienten zur Auftrennung von 
Peptiden vor einer MS-Messung, A: Wasser, B: Aceton itril. 

10-min-Gradient 5-min-Gradient 15-min-Gradient 
 

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 95 5 
10 5 95 
11 5 95 
12 95 5 
14 95 5 

 

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 95 5 
5 5 95 
7 5 95 
8 95 5 
10 95 5 

 

Zeit [min] A [%] B [%] 
0 95 5 
15 5 95 
17 5 95 
18 95 5 
20 95 5 
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 Maldi-TOF Massenspektrometrie 2.6.3

Die Matrix-unterstützte  Laserdesoptions/Ionisations-Massenspektrometrie gekoppelt einen 

Time of light (TOF) Massenanalysator erlaubte zur Bestimmung der Molmasse von Peptiden, 

insbesondere gab sie Auskunft über die Dimerbildung durch Ausbildung einer 

intermolekularen Disulfidbrücke während einer Zyklisierung. 10 µL einer 2,5 mM 

Peptidlösung in 50% Acetonitril/Wasser wurden mit 100 µL α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure, die 

in 50% Acetonitril/Wasser mit 0,1% TFA zu 10 mg/mL gelöst ist, gemischt. 5 µL davon 

jeweils zweimal auf einen Träger gespottet und im positiven Reflektron-Modus auf einem 

Massenspektrometer Axima CFR+ (Kratos) gemessen. Zuvor wurde das Gerät mit Pepmix 4 

(LaserBiolabs) kalibriert. 

 Ellman´s-Test 2.6.4

Der Ellman´s Test diente dem Nachweis freier Thiolgruppen in einem Peptid vor und nach 

einer Oxidationsreaktion mit dem Ziel das Peptid über die Ausbildung einer Disulfidbrücke zu 

zyklisieren. Zunächst wurden eine 2 mM wässrige Stammlösung der 5,5'-dithiobis-2-

nitrobenzoesäure (DTNB) und 1 M Tris-Lösung (pH 8) hergestellt. 5 µL der Peptidlösung 

(10 mg/mL in 50% Acetonitril/Wasser) wurden mit 400 µL des Ellman´s Reagenz (Tabelle 8) 

gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde im 

NanoPhotometer™ bei 412 nm Wellenlänge gemessen, zum Nullabgleich wurde das 

Ellman´s Reagenz ohne Peptidlösung vermessen. 

Tabelle 8: Zusammensetzung des Ellman´s Reagenz. 

Ellman´s Reagenz 

50 µL      2 mM DTNB  
100 µL    1 M Tris pH 8  
840 µL    Wasser 
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 Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) 2.6.6

Die 2,5 mM Stammlösungen der Peptide wurden zu 10 µM mit 10 mM 

Natriumphosphatpuffer pH 7,4 gelöst und bei Raumtemperatur mittels J-815 CD-

Spektropolarimeter im Wellenlängenbereich zwischen 185 nm und 260 nm gegen 10 mM 

Natriumphosphatpuffer pH 7,4 als Nullwert gemessen. Die Geschwindigkeit des Scans 

betrug 20 nm/min. Es wurden mindestens 10 Akkumulationen einer Probe durchgeführt. 

Die Untersuchung der thermalen Stabilität der Peptid-Sekundärstruktur durch 

Wärmeeinwirkung wurde bei den Wellenlängen 200 nm und 220 nm durchgeführt. Dabei 

wurde die Untersuchungslösung (10µM Peptid in10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4) von 

20°C auf 80°C in 1°C Schritten erhitzt. 

 Konzentrationsbestimmung mittels UV-Absorption 2.6.7

Vor jedem Bindungstest wurden die Konzentrationen der Peptidstammlösungen durch UV-

Absorptionsmessung überprüft. Die Peptide wurde ausgehen aus der Einwaage mit einer 

Lösung aus 50% Acetonitril/Wasser zu 2,5 mM Konzentration gelöst und 5 µL mittels einer 

Nanoküvette mit einem 50-fachen Verdünnungsfaktor bei 280 nm gegen reines 

50% Acetonitril/Wasser als Nullwert vermessen. Die Konzentration errechnete sich aus der 

Anzahl der Tryptophan- und der Tyrosinreste sowie der gemessenen Absorption nach 

folgender Gleichung: 

c = (A x VF x 1000) / (n x 5560 + m x 1200) 

c:  Konzentration der Lösung in mM 

A:  bei 280 nm gemessene Absorption 

VF:  Verdünnungsfaktor, hier 50 

n:  Anzahl der Tyrosinreste im Peptid 

m:  Anzahl der Tryptophanreste im Peptid 
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2.8 Bindungsassays in Mikrotiterplatten 

Die direkten Bindungsassays wurden unter Verwendung von drei unterschiedlichen Platten 

durchgeführt. Die Peptide, die ein Cystein an ihrem N-Terminus tragen, wurden auf 

Sulfhydrylgruppe-bindenden Platten (SH-binding) getestet, während die mit einer 

Hexahistidin-Sequenz auf Ni-NTA-Platten getestet wurden. Proteine wie sCD4 oder der 

Antikörper X5 wurden auf „Immulon 2HB“ Platten über eine unspezifische hydrophobe 

Bindung immobilisiert. 

 Direkter Bindungs-ELISA 2.8.1

2.8.1.1 SH-binding Platte 

Die SH-binding Mikrotiterplatten sind in der Lage Peptide über den Thiol des Cystein zu 

binden. Deshalb eignen sich diese Platten für Bindungsassays von Peptiden, die ein Cystein 

an einem der beiden Termini trägt. Die Platte wurde mit 100 µL Peptidlösung in 

Beschichtungspuffer pro Vertiefung üN bei 4°C beschichtet. Danach wurde sie auf einem 

Papiertuch ausgeklopft und mit Blockierlösung eine Stunde auf dem Schüttler blockiert. Dann 

wurde sie zweimal mit dem Waschpuffer gewaschen und 100 µL gp120 gelöst in 

Probenpuffer pro Vertiefung 2 h auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Platte 

viermal mit Waschpuffer 300 µL pro Vertiefung gewaschen. Der Ziege-anti-HIV gp120-

Antikörper wurde mit Probenpuffer 1: 5000 verdünnt und je 100 µL pro Vertiefung eine 

Stunde auf dem Schüttler bei RT inkubiert. Danach wurde die Platte erneut viermal 

gewaschen und der Sekundärantikörper Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-Peroxidase-Konjugat 

nach einer 1:5000 Verdünning 1 h inkubiert.  Nach einem viermaligen Waschen der Platte 

mit dem Waschpuffer wurde diese mit 100 µL pro Vertiefung einer 1 mg/mL OPD-Lösung in 

Wasser mit 0,03% Wasserstoffperoxid versehen. Die sich dabei entwickelnde Farbreaktion 

wurde nach 10- bis 20-minütigen Inkubation unter Lichtausschluss mit je 50 µL pro 

Vertiefung der 4 N Schwefelsäure abgestoppt und bei 492 nm mit Hilfe eines 

Mikrotiterplatten-Spektophotometers Infinite 200 ausgelesen. Die Absorptionen der 

Negativkontrollen, der Vertiefungen ohne Peptid, wurden von den Absorptionen der Peptid 

und Protein (Ligand) enthaltenden Vertiefungen abgezogen. 

Im Falle von CD4bsM als Ligand, anstatt gp120, wurde mit Anti-Biotin-Antikörper detektiert, 

der bei einer Verdünnung von 1:10000 in Probenpuffer eingesetzt wurde.  
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Beschichtungspuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Blockierpuffer 1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Waschpuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 / 0,01% Tween 20 

Probenpuffer 0,1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 
K2HPO4   
KH2PO3 

Wasser auf 1 L auffüllen 

 

2.8.1.2 Ni-Chelat 

Die Ni-Chelat-Mikrotiterplatten enthalten auf ihrer Oberfläche den Nickel2+-Nitrilotriessigsäure 

(NTA) Chelat-Komplex, dabei sind die Ni2+-ionen in der Lage eine Aminosäuresequenz von 

sechs Histidinen zu binden. Dieses sogenannte Hexahistidin-Tag wurde am N-Terminus von 

Peptiden synthetisiert um die Platte mit diesen Peptiden zu beschichten. Dabei ist die 

Peptidkette in die Lösung ausgerichtet. Die Platte wurde mit 100 µL pro Vertiefung der 

Peptidlösung in Beschichtungspuffer über Nacht bei 4°C beschichtet. Die Platte wurde auf 

einem Papiertuch ausgeklopft und mit Blockierlösung 1 h auf dem Schüttler blockiert. 

Danach wurde sie zweimal mit dem Waschpuffer gewaschen, 100 µL des Liganden im 

Probenpuffer wurden pro Vertiefung hinzugefügt und 2  h auf dem Schüttler inkubiert. 

Anschließend wurde die Platte fünfmal fünf Minuten mit 300 µL Waschpuffer pro Vertiefung 

gewaschen. Der Antikörper wurde mit Antikörperpuffer verdünnt und je 100 µL pro Vertiefung 

eine Stunde auf dem Schüttler bei RT inkubiert. Nach einem viermaligen Waschen der Platte 

mit dem Waschpuffer wurde diese mit 100 µL einer 1 mg/ml OPD-Lösung in Wasser mit 

0,03% Wasserstoffperoxid pro Vertiefung versehen. Die sich dabei entwickelnde 

Farbreaktion wurde nach 10 bis 20 minutigen Inkubation unter Lichtausschluss mit je 50 µL 

der 4 N Schwefelsäure pro Vertiefung abgestoppt und bei 492 nm mit Hilfe eines 

Mikrotiterplatten-Spektrophotometers Infinite 200 ausgelesen. Die Absorptionen der 

Negativkontrollen, der Vertiefungen ohne Peptid, wurden von den Absorptionen der Peptid 

und Protein (Ligand) enthaltenden Vertiefungen abgezogen. Im Falle von CD4bsM als 

Ligand wurde mit Anti-Biotin-Antikörper detektiert, der bei einer Verdünnung von 1:10000 in 

Antikörperpuffer eingesetzt wurde. 

Beschichtungspuffer 0,01 M KCl 

Blockierlösung 5% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Waschpuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 / 0,01% Tween 20 

Probenpuffer 0,1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Antikörperpuffer 01% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 / 0,1% Tween 20 
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0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 
K2HPO4   
KH2PO3 

Wasser auf 1 L auffüllen 

 

2.8.1.3 Immulon-Platten 

Die Platte wurde mit 100 µL der Proteinlösung in Beschichtungspuffer pro Vertiefung über 

Nacht bei 4°C beschichtet. Die Platte wurde auf einem Papiertuch ausgeklopft und mit 

Blockierlösung 1 h auf dem Schüttler blockiert. Danach wurde sie zweimal mit dem 

Waschpuffer gewaschen. 100 µL des Liganden im Probenpuffer wurden pro Vertiefung 

hinzugefügt und 2 h auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Platte viermal mit 

300 µL Waschpuffer pro Vertiefung gewaschen. Der Antikörper wurde mit Probenpuffer 

verdünnt und je 100 µL pro Vertiefung 1 h auf dem Schüttler bei RT inkubiert. Nach einem 

viermaligen Waschen der Platte mit dem Waschpuffer wurde diese mit 100 µL einer 1 mg/mL 

OPD-Lösung in Wasser mit 0,03% Wasserstoffperoxid pro Vertiefung versehen. Die sich 

dabei entwickelnde Farbreaktion wurde nach einer 10- bis 20-minütigen Inkubation unter 

Lichtausschluss mit je 50 µL der 4 N Schwefelsäure pro Vertiefung abgestoppt und bei 

492 nm mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Spektrophotometers Infinite 200 ausgelesen. Die 

Absorptionen der Negativkontrollen, der Vertiefungen ohne Peptid, wurden von den 

Absorptionen der Peptid und Protein (Ligand) enthaltenden Vertiefungen abgezogen. Im 

Falle von CD4bsM als Ligand wurde mit Anti-Biotin-Antikörper detektiert, der bei einer 

Verdünnung von 1:10000 in Probenpuffer eingesetzt wurde. 

Beschichtungspuffer 0,1 M Na2CO3 / 0,1 M NaHCO3 (1:1) 

Blockierpuffer 1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Waschpuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 / 0,01% Tween 20 

Probenpuffer 0,1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 
K2HPO4   
KH2PO3 

Wasser auf 1 L auffüllen 

 Induktions-ELISA 2.8.2

Die Immulon 2HB Platte wurde über Nacht mit 100 µL des monoklonalen Antikörpers X5 

(0,25 µg/mL in Beschichtungspuffer) pro Vertiefung bei 4°C beschichtet. Die Platte wurde auf 

einem Papiertuch ausgeklopft und mit Blockierlösung 1 h auf dem Schüttler blockiert. 

Danach wurde sie zweimal mit Waschpuffer je 300 µL pro Vertiefung gewaschen. Das Peptid 

jm.36-4 (50 µL, 50 µM in Probenpuffer) oder lösliches CD4 (50 µL, 0,5 µg/mL) wurden in 

einer nicht-bindendenden Vinylassay Platte mit gp120 MN (50 µL, 0,5 µg/mL) 10 Minuten 

vorinkubiert. Danach wurde diese Mischung in die mit X5-Antikörper beschichtete Platte 
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gegeben und 2 h bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Platte viermal 

mit Waschpuffer je 300 µL pro Vertiefung gewaschen. Der Ziege-anti-HIV gp120-Antikörper 

wurde mit Probenpuffer 1: 5000 verdünnt und je 100 µL pro Vertiefung 1 h auf dem Schüttler 

bei RT inkubiert. Danach wurde die Platte erneut viermal gewaschen und der 

Sekundärantikörper Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-Peroxidase-Konjugat 1 h inkubiert. Nach 

einem viermaligen Waschen der Platte mit dem Waschpuffer wurde diese mit 100 µL einer 

1 mg/mL OPD-Lösung in Wasser mit 0,03% Wasserstoffperoxid pro Vertiefung versehen. 

Die sich dabei entwickelnde Farbreaktion wurde nach einer 10- bis 20-minütigen Inkubation 

unter Lichtausschluss mit je 50 µL der 4 N Schwefelsäure pro Vertiefung abgestoppt und bei 

492 nm mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Spektrophotometers Infinite 200 ausgelesen. Die 

Absorptionen der Negativkontrollen, der Vertiefungen ohne X5, wurden von den übrigen 

Absorptionen abgezogen. 

Beschichtungspuffer 0,1 M Na2CO3 / 0,1 M NaHCO3 (1:1) 

Blockierpuffer 1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

Waschpuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 / 0,01% Tween 20 

Probenpuffer 0,1% BSA / 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 
K2HPO4   
KH2PO3 

Wasser auf 1 L auffüllen 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Peptidische Mimetika der gp120 Bindungsstelle d es humanen  

Rezeptors CD4 

 Rationales Design, Synthese und Testung der CD4-Mimetikum-3.1.1

Leitstruktur im Hinblick auf gp120 Bindung 

Eine Möglichkeit HIV am Eintritt in humane Immunzellen zu hindern, ist die Blockierung des 

viralen Hüllproteins gp120. Hier bieten sich Bereiche des gp120 an, die für das Andocken 

des Virus an die Wirtszelle essentiell sind, z.B. die Korezeptor- oder die CD4-Bindungstelle. 

Diese Kontaktflächen bleiben im Laufe der Virusreplikation trotz seiner extrem hohen 

Mutationsrate weitgehend konserviert, da das Virus sonst an Infektiosität einbüßt. Um die 

Aminosäuren zu identifizieren, die maßgeblich an der Bindung zwischen gp120 und CD4 

beteiligt sind, wurde die von Kwong et al publizierte 3D-Kristallstruktur des Komplexes 

analysiert (Kwong et al., 1998). Hierbei zeigte sich, dass nur die N-terminale Domäne vom 

Rezeptor CD4 mit gp120 interagiert. Die Basis für das Design peptitischer Mimetika zur 

Präsentation der Bindungsstelle des humanen T-Zell Rezeptors CD4 für das HIV-Hüllprotein 

gp120 stellt die 3D-Kristallstruktur des Komplexes dieser Proteine dar (Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Kristallstruktur des sCD4 (schwarz)-gp 120 (grau)-Komplexes, PDB Code 1rzj 
(Kwong et al., 1998); hervorgehoben sind als Peptid  synthetisierter Bereich des Rezeptors CD4 
(blau), Schlüsselaminosäuren von CD4 (lila), von gp 120 (grün). 
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Die direkten interatomaren Wechselwirkungen seitens des Rezeptors CD4 liegen innerhalb 

seiner Aminosäurepositionen 25 bis 64, sie sind in Abbildung 8 blau hervorgehoben. 63% 

dieser Interaktionen liegen in der Aminosäuresequenz des C´C´´-Stranges (Positionen 40 bis 

48). Phe-43 macht dabei 23% der kompletten Kontaktfläche aus, denn der Phenylring dringt 

in die hydrophobe Kavität des gp120 ein und bildet dabei mehrere Van-der-Waals 

Wechselwirkungen zu diesem aus. Die Seitenkette des Arg-59 bildet Wasserstoffbrücken 

zum gp120-Rest Asp-368 (Kwong et al., 1998). Ausgehend von oben genannten 

Erkenntnissen aus der Kristallstruktur bezüglich wichtiger Sequenzen und einzelner 

Aminosäuren wurden lineare CD4-Mimetika jm.21-1 und ck.2-1 mit dem CD4-

Aminosäureabschnitt 22 bis 64 designed. Als Kontrollpeptide dienten jm.26-1 und jm.26-2, 

bei denen die Schlüsselreste für die gp120-Bindung, Phe-43 und

Arg-59, gegen Alanin ausgetauscht wurden. Durch diese Variation sollten die Peptide eine 

deutlich reduzierte Bindung an gp120 zeigen. Auch Arg-58 wurde durch Alanin ersetzt, um 

eine mögliche Kompensierung des Fehlens von Arg-59 zu vermeiden. Durch den Spacer

ε-Aminohexansäure von der CD4-Sequenz getrennt, wurden die Peptide jeweils mit einem 

Cystein-, bzw. Hexahistidin-Tag am N-Terminus versehen um eine gezielte Ausrichtung der 

Peptide auf der ELISA-Platte zu gewährleisten. 

Tabelle 9: Sequenzliste der von hCD4 abgeleiteten P eptide, Variationen gegenüber hCD4 sind 
rot markiert; aHis 6, Hexahistidin-Tag;  bAhx, Spacer ε-Aminohexansäure. 

jm.21-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

ck.2-1 Ac-His6
a-Xb-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.26-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 

jm.26-2 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 

Die Peptide wurden mittels Festphasenpeptidsynthese (Abschnitt 2.5 S.25) erstellt. Im Laufe 

der Peptidkettenverlängerung wurden in regelmäßigen Abständen Probeabspaltungen des 

Zwischenproduktes durchgeführt und die Identität mittels LC/ESI-MS überprüft. In 

Abbildung 9 oben ist die UV-Spur des HPLC-Chromatogramms von jm.21-1 nach 

Probeabspaltung unmittelbar vor der präparativen Abspaltung des Produktes vom Harz 

dargestellt. Neben dem Produktpeak mit der Retentionszeit von 6,48 min ist eine 

Abbruchsequenz mit einer Masse, die dem Peptidabschnitt Ile-34-Glu-64 entspricht bei 

5,88 min zu finden. Das Zustandekommen dieser Abbruchsequenz aufgrund einer 

unvollständigen Kupplung des nachfolgenden Glutamins kann mit der sterischen Hinderung 

durch die Trityl-Schutzgruppe des Glutamins erklärt werden. Um eine verbesserte 

Kupplungsrate des Glutamins bei der Synthese des nachfolgenden Peptids jm.26-1 zu 

erreichen, wurde Glutamin im zehnfachen molaren Überschuss und über Nacht auf dem 

Schüttler gekuppelt. Auch die Kupplung der nächsten Aminosäure Asparagin, deren 
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Seitenkette ebenfalls mit Trityl geschützt ist, erfolgte auf diese Weise. Die 

Probeabspaltungen vor der präparativen Harzabspaltung der Peptide jm.21-1 und jm.26-1 

sind in Abbildung 9 dargestellt. Im Gegensatz zu jm.21-1 ist im Chromatogramm von jm.26-1 

der Peak der Abbruchsequenz nach Ile-34 bei 5,67 min deutlich kleiner als der vom 

gewünschten Produkt bei 6,28 min. Das zeigt deutlich, dass die manuellen Kupplungen von 

Gln und Asn nach Ile-34 die Menge an Abbruchsequenz deutlich reduzierten und dadurch 

die Ausbeute an Peptid vergrößerten. Aus diesem Grund wurden bei den nachfolgenden 

Synthesen von hCD4-Mimetika  Glutamin und Asparagin nach Ile-34 stets manuell 

gekuppelt. 

 

Abbildung 9: HPLC UV-Chromatogramme von Probeabspal tungen der Peptide jm.21-1 (oben), 
jm.26-1 (unten), Pfeile kennzeichnen das Produkt. 

Nach Kupplung der letzten Aminosäure und Acetylierung des N-Terminus (Abschnitt 2.5.1, 

S.25) wurden die Peptide vom Harz abgespalten (Abschnitt 2.5.5, S.28) und mittels 

präparativer HPLC gereinigt. Abbildung 10 zeigt exemplarisch die LC/ESI-MS-Analytik eines 

gereinigten Peptids und belegt durch die Ionenmasse seine Identität und durch die UV-Spur 

dessen Reinheitsgrad. Die LC/ESI-MS-Spektren aller Peptide aus dieser Arbeit sind im 

Anhang (S.78) zu finden. 

[M+4H]
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[M+5H]
5+

[M+8H]
8+

[M+7H]
7+ [M+6H]

6+

jm.21-1

 

Abbildung 10: LC/ESI-MS-Spektren von jm.21-1 (M calc= 5258) nach HPLC-Reinigung, im Kasten 
ist das Massenspektrum des Hauptpeaks dargestellt. 
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Die hergestellten Peptide sollten nun auf ihre Bindung an gp120 im ELISA getestet werden. 

Um sicherzustellen, dass die gewählten ELISA-Bedingungen wie Puffer, Inkubationszeiten, 

Temperatur etc. einen Nachweis der Interaktion CD4-gp120 zulassen, wurde zunächst die 

aus der Literatur bekannte Interaktion zwischen dem HIV-Hüllprotein gp120 und dem 

löslichen humanen T-Zell-Rezeptor CD4 (sCD4) reproduziert. Wie im Kapitel Material und 

Methoden beschrieben, wurde sCD4 in einer 96-Well-Platte immobilisiert und mit 

unterschiedlichen Konzentrationen an gp120 IIIB inkubiert. Die gp120-Detektion erfolgte 

mittels aus dem Wirt Ziege gewonnenem Primärantikörper (Ziege-α-gp120-Antikörper) sowie 

einem gegen IgG-Domäne des Ziegenantikörpers gerichteten Sekundärantikörper aus 

Kaninchen (Kaninchen-α-Ziegen-IgG), an dem das Enzym Meerrettich-Peroxidase (engl. 

horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt ist.  Die HRP katalysiert die Reduktion von H2O2, 

dabei wird o-Phenylendiamin (OPD) zum o-Chinondiimin oxidiert, welches weiter zum 

braunen 2,3-Diaminophenazin reagiert. Diese Farbigkeit wird bei 492 nm ausgelesen und ist 

in ihrer Intensität direkt proportional zur Bindung des Liganden an das immobilisierte Protein. 

Die Abbildung 11 zeigt links, dass alle drei getesteten gp120-Proteine IIIB, MN und BAL das 

auf die Platte aufgebrachte sCD4 zunächst mit steigender Konzentration binden und ab einer 

Konzentration von ca. 1,5 µg/mL in die Sättigung übergehen. Dieses Kurvenverhalten weist 

auf die Bindung von gp120 an sCD4 hin. Der ELISA ist demnach geeignet, die Bindung von 

CD4 oder CD4-Mimetika an gp120 zu testen. 

 

Abbildung 11: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung unte rschiedlicher gp120 Proteine an CD4 
(links) und an jm.21-1 (rechts); aufgetragen ist di e Inkubationskonzentration von gp120 gegen 
die Absorption; die Blanks (Vertiefungen ohne sCD4)  sind abgezogen; Beschichtung der Platte 
mit sCD4 (0,25 µg/mL) bzw. jm.21-1 (0,5 µM), Inkuba tion von gp120 bei unterschiedlichen 
Konzentrationen, Detektion mit Kaninchen- α-Ziegen-IgG-Antikörper und Kaninchen- α-Ziegen-
IgG-HRP-Antikörper; jeweils Dreifachbestimmungen, F ehlerbalken kennzeichnen die 
Spannweite. 

Nun wurde das Peptid jm.21-1 im Hinblick auf die Bindung an gp120 IIIB, MN und BAL 

analog zum ELISA in Abbildung 11 links getestet. Mittels des Cystein-Tags am N-Terminus 

wurde das Peptid auf einer Sulfhydryl-bindenden Platte kovalent immobilisiert, nach gp120 
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Inkubation wurde anschließend mit dem gleichem Detektionssystem wie im sCD4-gp120-

ELISA detektiert. Abbildung 11 ist rechts erhaltene konzentrationsabhängige Absorption, als 

Ausdruck der Bindung von gp120 an das CD4-Mimetikum wiedergegeben. Dabei zeigt 

gp120 BAL die kleinsten Absorptionswerte und somit die kleinste Affinität zum CD4-

Mimetikum. Dieses schwächere Bindungsverhalten von gp120 BAL ist auch im Hinblick auf 

die sCD4-Bindung zu sehen (Abbildung 11 links). Somit verhält sich die Bindung des Peptids 

jm.21-1 an unterschiedliche gp120-Proteine analog zum löslichen CD4. Aufgrund der 

konservierten CD4-Bindungsstelle der im ELISA getesteten gp120-Isolate IIIB, MN und BAL 

war ein gleiches Bindungsverhalten gegenüber CD4 und CD4-Mimetikum jm.21-1 zunächst 

zu erwarten. Die beobachteten Unterschiede zwischen den gp120-Isolaten könnten auf ihre 

unterschiedlichen Glykosylierunsmuster zurückgeführt werden, welches die 

Oberflächenstruktur des Proteins entscheidend beeinflusst. Außerdem könnte der 

Unterschied durch die unterschiedliche Qualität kommerziell erworbener Proteine erklärt 

werden. 

Des Weiteren wurden die Peptide jm.21-1 und jm.26-1 auf ihre Bindung an gp120 IIIB analog 

zum ELISA in der Abbildung 11 verglichen. In Abbildung 12 ist die konzentrationsabhängige 

Absorption als Ausdruck der Bindung des gp120 IIIB an die Peptide zu sehen. Als Peptid mit 

der unveränderten sCD4-Sequenz zwischen den Positionen 22-64 zeigt jm.21-1 eine 

signifikant höhere Bindung an gp120 IIIB als die Peptidvariante jm.26-1, bei der die für die 

gp120-Bindung auf Proteinebene als besonders relevant beschriebene Aminosäuren durch 

Alanine ersetzt sind (Abbildung 12). Hiermit konnten nun erstmals auf der Peptidebene die 

Schlüsselrollen von Phe-43 und Arg-59 nachvollzogen werden. Darüber hinaus deutet eine 

stark herabgesetzte Bindung des Peptids jm.26-1 auf eine spezifische Bindung von jm.21-1 

hin. 

 

Abbildung 12: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB an Peptide jm.21-1 und
jm.21-6 von Tabelle 9; Coatingkonzentration der Pep tide gegen die Absorption aufgetragen, 
Inkubationskonzentration des gp120 IIIB: 0,5 µg/mL,  Detektion mit Ziege-anti-gp120-Antikörper 
und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper, Doppe lbestimmung, Fehlerbalken 
kennzeichnen die Spannweite. 
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Die Spezifität der Bindung dieser Peptide an die CD4-Bindungstelle konnte zusätzlich mit 

Hilfe eines weiteren Experiments untermauert werden. Hierfür wurde ein von unserer 

Arbeitsgruppe entwickeltes Peptid eingesetzt, welches die CD4-Bindungstelle von gp120 

imitiert. Dieses gp120-Mimetikum, genannt CD4bsM, ist in Abbildung 13 zu sehen (Franke et 

al., 2007). 

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung des gp120-Mi metikums der CD4-Bindungsstelle 
CD4bsM, Sequenz: Biotin-XGX-SGGDPEIVT-XK(Ac-INMWQEV GKA-Ahx)-XX-LTRDGGN-NH2. 

CD4bsM enthält drei nicht variable gp120-Sequenzfragmente, die die Kontaktflächen zum 

CD4-Rezepror darstellen. Da diese Kontaktflächen diskontinuierlich angeordnet sind, werden 

sie im Mimetikum CD4bsM durch Spacer-Aminosäuren miteinander verknüpft, die 

gewährleisten, dass die Abstände zwischen den Fragmenten den Abständen im gp120-

Protein entsprechen. Somit wird die CD4-Bindungstasche im gp120 strukturell nachgeahmt 

(Huang et al., 2004). Dieses Peptid enthält ein Biotin-Molekül am N-Terminus und kann 

darüber mittels eines Anti-Biotin-Antikörpers, der das Enzym HRP trägt, detektiert werden. 

Abbildung 14 zeigt, dass die Interaktion zweier Proteine CD4 und gp120 durch ihre 

jeweiligen Mimetika, CD4-Mimetikum jm.21-1 und gp120-Mimetikum CD4bsM, erfolgreich 

nachgeahmt werden konnte. Analog der Bindung zum gp120-Protein bindet die Alanin-

Variante jm.26-1 auch in diesem Experiment das gp120-Mimetikum CD4bsM nicht. Dies 

kann durch Fehlen wichtiger Aminosäuren Phe-43 und Arg-58, die durch Alanine ersetzt 

sind, erklärt werden und gibt einen weiteren Hinweis auf die Spezifität der Bindung beider 

CD4-Mimetika. 

CD4bsM 
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Abbildung 14: Direkter Bindungs-ELISA, gp120 IIIB-B indung an Peptide jm.21-1 und
jm.21-6 von Tabelle 9, Coatingkonzentration der Pep tide gegen die Absorption aufgetragen, 
Beschichtung der Platte mit Peptiden bei unterschie dlichen Konzentrationen, 
Inkubationskonzentration von CD4bsM: 1 µM, Detektio n mit Anti-Biotin-HRP-Antikörper, 
Doppelbestimmung, Fehlerbalken kennzeichnen die Spa nnweite. 

 Untersuchung der Relevanz bestimmter Aminosäurereste des hCD4 im 3.1.2

Hinblick auf die gp120 Bindung mit Hilfe von Ala-Austausch-Varianten 

Kwong et al. konnten mit Hilfe der Kristallstruktur des CD4-gp120-Komplexes die 

Aminosäuren des CD4 identifizieren, die einen direkten Kontakt zu gp120 zeigen. Phe-43 

weist mehrere hydrophobe Kontakte auf, wohingegen Arg-59 sowohl eine hydrophobe 

Wechselwirkung als auch eine Wasserstoffbrückenbindung zu den gp120-Aminosäuren 

eingeht (Kwong et al., 1998). Bei diesen mehrfachen und verschiedenartigen Interaktionen 

ist es schwierig den Einfluss beider Aminosäuren auf die Interaktion miteinander zu 

vergleichen. Die CD4-Mimetika stellen hier eine Strategie zur quantitativen Beurteilung ihres 

Beitrags zur gp120-Bindung dar. Um dies zu adressieren wurden Peptide erstellt, in denen 

die zu beurteilenden Aminosäuren Phe-43 und Arg-59 je einzeln (in jm.30-2 und jm.30-6) 

oder beide gleichzeitig (in jm.26-3) gegen Alanin ausgetauscht waren. Die Sequenzen dieser 

Peptide und aus Gründen der Vollständigkeit auch die Sequenzen der bereits eingeführten 

Peptide jm.21-1 und jm.26-1 sind in Tabelle 10 dargestellt. 

Tabelle 10: Sequenzliste der in Abbildung 15 darges tellten Peptide, Variationen gegenüber 
hCD4 sind rot markiert. 

jm.21-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.26-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 

jm.26-3 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSRASLWDQ64-NH2 

jm.30-2 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.30-6 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRASLWDQ64-NH2 
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Die Abbildung 15 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse eines direkten Bindungs-ELISA, in 

dem die Peptide über Cysteine am N-Terminus auf einer Sulfhydryl-bindenden Platte 

kovalent immobilisiert und anschließend mit gp120 IIIB inkubiert wurden. Die Absorption und 

damit die Höhe der Balken sind proportional zur Bindungsstärke des gp120 IIIB an die 

Peptide. Die Absorptionen der Peptide jm.30-2 und jm.30-6 sind um 41% bzw. 84% bezogen 

auf jm.21-1 erniedrigt. Daraus lässt sich schließen, dass Phe-43 einen deutlich größeren 

Beitrag zur gp120-Bindung leistet als Arg-59. In jm.26-3 hat der Austausch beider Reste 

gegen Alanine zur Folge, dass dieses Peptid eine noch schwächere Bindung zu gp120 IIIB 

als die Ala-Einzelaustausch-Varianten aufweist. Beim Vergleich von jm.26-1 und jm.26-3 

wird kein signifikanter Unterschied in Bindung deutlich. Das bedeutet, dass Arg-58 entgegen 

den Erwartungen das Fehlen des Arg-59 nicht zu kompensieren vermag und somit keinen 

wesentlichen Beitrag zur gp120-Bindung leistet. 

 

Abbildung 15: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB an Peptide von Tabelle 10, 
Platte bei 0,5 µM Peptidkonzentration über SH-Tag b eschichtet, gp120 IIIB-Inkubation bei 
0,5 µg/mL, Detektion mit Ziege-anti-gp120-Antikörpe r und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-
Antikörper, Doppelbestimmung, Fehlerbalken kennzeic hnen die Spannweite. 

 Weiterentwicklung der CD4-Mimetikum-Leitstruktur hinsichtlich 3.1.3

verbesserter Bindung an gp120 

Abbildung 8 (S.39) zeigt die sogenannte Phe-43-Kavität innerhalb gp120 dargestellt, die mit 

mehreren hydrophoben Aminosäureresten ausgekleidet ist. Diese Kavität ist im Gegensatz 

zu anderen gp120-Bereichen hochkonserviert, sie ist von großer funktioneller Bedeutung für 

die CD4-Bindung und somit auch für den Viruseintritt in die Wirtszelle. Während das 

Rückgrat von Phe-43 (CD4) mit Ile-371 (gp120) und Asp-368 (gp120) interagiert, 

wechselwirkt der Phenylring mit den Seitenketten von gp120 Val-255, Thr-257 sowie Glu-

370. Obwohl Trp-427 (gp120) nicht mit seinem Indolring den direkten Kontakt zum 
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Phenylrest herstellt, sondern stattdessen mit dem Rückgrat von Phe-43 wechselwirkt, ist es 

wie auch die hydrophoben Reste von Val-255 (gp120), Trp-112 (go120) wichtig für die CD4-

Bindung, da sie die Kavität mitausbilden (Kwong et al., 1998). Auch eine Mutation dieser 

hydrophoben Aminosäuren, die keinen direkten Kontakt zum Phe-43 aufweist, setzt folglich 

die CD4-Bindung und die Bindung von Antikörpern an die CD4-Bindungstasche von gp120 

stark herab und deutet somit auf die Bedeutung der die Kavität auskleidenden Reste für die 

CD4-gp120 Interaktion hin (Wyatt et al., 1998). 

Die Kavität ist räumlich nicht komplett ausgefüllt und es ist deshalb denkbar, dass ein 

größerer hydrophober Rest anstelle des Phenylrings möglicherweise auch in die hinteren 

Bereiche vordringen könnte. So würde eine größere Interaktionsfläche und damit eine 

stärkere Bindung zu gp120-Resten ausgebildet werden. 

   

Abbildung 16: Darstellung der gp120 Kavität, hydrop hobe Aminosäuren sind in grün 
dargestellt, gp120 hellgrau, CD4: schwarz; gp120 Se quenzen V120 bis T202, I424, N425 bis 
M434 wurden entfernt, um die Kavität sichtbar zu ma chen, PDB Code 1rzj (Kwong et al., 1998). 

Um diese Hypothese zu testen, wurden zwei Peptide erstellt, die statt Phe-43 die 

Aminosäuren Tryptophan bzw. Naphtylalanin enthalten. Die Reste dieser Aminosäuren sind 

größer als der Phenylalaninring (Abbildung 17). Im direkten Assay wurden die Peptide aus 

Tabelle 11 auf ihr Bindungsverhalten gegenüber gp120 untersucht. Das Ausgangspeptid ist 

in Tabelle 11 aus Vollständigkeitsgründen ebenfalls aufgeführt. 

Tabelle 11: Sequenzen der in Abbildung 18 verwendet en Peptide, Variationen gegenüber hCD4 
sind rot markiert. 

jm.35-3 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSWLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.35-4 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSNalLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

ck.2-1 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 
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L-Phenylalanin         L-Tryptophan   L-2-Naphtylalanin 

Abbildung 17: Strukturformeln von Aminosäuren, die anstatt Phe-43 in das hCD4-Mimetikum 
ck.2-1 eingesetzt wurden. 

Im direkten Bindungs-ELISA in Abbildung 18 wurden die beiden F43W- und F43Nal-

Varianten im Hinblick auf die gp120 IIIB-Bindung mit dem unveränderten Peptid verglichen. 

Die Absorptionswerte der Varianten F43W und F43Nal sind bei der Konzentration 5 µM im 

Schnitt um 20% bzw. 54% gegenüber ck.2-1-Werten erhöht. Dies deutet auf eine festere 

Bindung von gp120 an Nal-43 bzw. Trp-43-haltige Peptide hin. Offenbar hat die 

Vergrößerung des Ringsystems an der Seitenkette der Position 43 eine höhere Bindung zu 

gp120 zur Folge. Dieses Ergebnis bestätigt die Arbeiten von Siddiqi et al. die eine Erhöhung 

der Bindung von einer F43W-Mutante des hCD4-Proteins zu gp120 in Durchflusszytometrie-

Experimenten zeigen konnten (Siddiqi et al., 1997). Zum einen ist dies ein weiterer Hinweis 

auf die Eignung peptidischer Mimetika zur Untersuchung von Protein-Protein 

Wechselwirkungen im Allgemeinen. Speziell für die Entwicklung von CD4-Mimetika als 

Eintrittsinhibitoren lässt sich aus dem Experiment folgern, dass der Einsatz weiterer 

hydrophober Reste an der Position 43 in einem Screening Ansatz weiterverfolgt werden 

sollte. 

 

Abbildung 18: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB an Peptide aus Tabelle 11, Ni-
NTA-Platte mit Peptiden aus Tabelle 11 über den Hex ahistidin-Tag bei 2 µM beschichtet, 
gp120 IIIB-Inkubation bei 0,25 µg/mL, Detektion mit  Ziege-anti-gp120-Antikörper und 
Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper, Mittelwer te aus zwei unabhängigen Experimenten, 
Doppelbestimmungen, Fehlerbalken kennzeichnen die S pannweite. 
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 Synthese und Testung zyklischer CD4-Mimetika 3.1.4

Peptide sind sehr flexible Moleküle und bei einer Nachahmung eines Proteinfragmentes, in 

diesem Fall von CD4, kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Sekundärstruktur 

des Ausgangsproteins vom Peptid spontan eingenommen wird. Außerdem sind für eine 

bestimmte räumliche Anordnung des Sequenzabschnittes in einem Protein die räumlich 

benachbarten Proteinabschnitte von großer Bedeutung, werden aber größtenteils bei einer 

Fragmentherstellung als Peptid weggelassen, da beim Design der Mimetika vor allem die für 

die Bindung Ausschlag gebenden Aminosäuren im Vordergrund stehen. Aus diesem Grund 

stellen Peptide relativ kurze und im Gegensatz zum Ausgangsprotein meist ungefaltete 

Fragmente dar. Jedoch sind auch ungefaltete Peptide in der Lage beim Kontakt mit dem  

Bindungspartner eine Sekundärstruktur einzugehen (induced fit), so lässt sich die spezifische 

Bindung hochflexibler Peptide erklären. 

Bei der gp120-Bindungsstelle im Rezeptor CD4 handelt es sich um ein β-Faltblatt mit einer 

kleinen α-Helix (Abbildung 8, S.39). Um die konformationelle Flexibilität des 

Ausgangspeptids ck.2-1 einzuschränken, sollten im Ausgangspeptid Brücken zwischen den 

Seitenketten eingeführt werden. Die dafür sinnvollen Positionen im Peptid sind in Tabelle 12 

rot gekennzeichnet. Die Aminosäuren an den betreffenden Stellen wurden durch Glutamat 

bzw. Lysin ausgetauscht. Die Seitenketten dieser beiden Aminosäuren sind mit Allyl- bzw. 

ivDde-Schutzgruppen versehen, die nach der Kettenverlängerung des Peptids selektiv 

entfernt werden können. Auf diese Weise sollten die Seitenketten von Lysin und Glutamat 

eine Lactambrücke bilden und das Peptid zyklisieren. Die Synthese entsprechender Peptide 

war zunächst erfolgreich, aber es erfolgte keine Zyklisierung des noch am Harz befindlichen 

und geschützten Peptides. Der Grund dafür könnte in der sterischen Hinderung durch die an 

den anderen Aminosäurebausteinen verbliebenen Seitenkettenschutzgruppen liegen. Diese 

hindern die Carbonsäure- und die Aminogruppe daran, sich zur Ausbildung einer 

Lactambrücke zu nähern. Aus diesem Grund wurde eine neue Strategie für die Synthese 

zyklischer Peptide entwickelt. Eine Peptidzyklisierung am entschützten Peptid sollte eine 

Lösung für das oben beschriebene Problem der sterischen Hinderung sein. Da eine 

Lactamzyklisierung am komplett entschützten Peptid aufgrund des Vorhandenseins 

mehrerer Carbonsäuregruppen und Aminogruppen nicht in Frage kam, wurde die 

Zyklisierung über die Ausbildung einer Disulfidbrücke zwischen den an sinnvollen Stellen 

eingesetzten Cysteinen als geeignetere Methode ausgewählt.  

Die Struktur wurde auf für Cysteine geeignete Positionen untersucht. Die an diesen 

Positionen ersetzten Aminosäuren sollten zum einen für die Bindung des Peptids an gp120 

verzichtbar sein, zum anderen sollte der Abstand zwischen den Cα-Atomen der zu 

verbrückenden Aminosäuren in der zugrundeliegenden Röntgen-Kristallstruktur ungefähr 8 Å 



50          Ergebnisse und Diskussion 

betragen. Dabei wurden drei unterschiedliche Varianten der Verbrückung entwickelt. In 

jm.27-1 wurden Ser-23 und Asp-63 gegen Cysteine ausgetauscht, um die nur 4,6 Å 

voneinander entfernten N- und C-Termini des Peptids zu verbinden. Der Abstand zwischen 

den Cα-Atomen der verbrückten Cysteine beträgt ca. 7,6 Å. Diese Disulfidbrücke würde die 

Peptidenden in räumliche Nähe bringen und dabei eine gewisse Flexibilität zulassen. In 

jm.27-2 wurden Ile-24 und Gly-41 durch Cysteine ersetzt, da der Abstand zwischen Cα der 

ausgetauschten Resten in der CD4-Kristallstruktur 7,8 Å beträgt und die Verbrückung die 

Enden von β-Faltblättern C und C´ stabilisieren sollte. Der Peptidabschnitt, der die CDR2-

ähnliche nachahmen sollte, liegt zwischen den Positionen Gln-33 und Ser-49, deshalb 

wurden diese Reste ebenfalls durch Cysteine ersetzt und so diese Schleife im Peptid 

kovalent stabilisiert. Der Abstand zwischen den Cα-Atomen der ausgetauschten 

Aminosäuren beträgt in der Kristallstruktur 9,9 Å, das sind über 2 Å mehr als der Abstand 

zweier Cα-Atome eines Disulfids. Allerdings ist dabei zu beachten, dass die ausgetauschten 

Reste sich in sehr flexiblen Schleifen befinden, deren gemessenen Abstände lediglich 

Richtwerte darstellen. Denn die Kristallstruktur ist lediglich eine Momentaufnahme einer in 

Lösung dynamischen Struktur. Die von der Kristallstruktur von CD4 abgeleiteten Modelle 

dieser Peptide sind in Abbildung 19 zu sehen. 

 
Abbildung 19: Modelle zyklischer CD4-Mimetika, basi erend auf der CD4-Kristallstruktur
 PDB-Code 1rzj; Cysteine (rot) kennzeichnen die Zyk lisierungsstellen. 

Folgende Peptide und entsprechende Alanin-Kontrollvarianten wurden nach Austausch 

unten rot gekennzeichneter Aminosäuren mit einem Hexahistidin-Tag erstellt: 

Tabelle 12: Sequenzliste zyklischer hCD4-Mimetika a us Abbildung 21, Variation gegenüber 
hCD4 sind rot markiert. 

jm.27-1 Ac-His6-X-22K[CIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWC]Q64-NH2 

jm.27-2 Ac-His6-X-22KS[CQFHWKNSNQIKILGNQC]SFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.27-3 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSN[CIKILGNQGSFLTKGPC]KLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 

jm.27-4 Ac-His6-X-22K[CIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWC]Q64-NH2 

jm.27-5 Ac-His6-X-22KS[CQFHWKNSNQIKILGNQC]SALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 

jm.27-6 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSN[CIKILGNQGSALTKGPC]KLNDRADSAASLWDQ64-NH2 

jm.27-1                  jm.27-2  jm.27-3 

C   C´  C´´ D 
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Diese zunächst linearen Peptide wurden mittels Festphasensynthese hergestellt und nach 

der Abspaltung von der festen Phase mit H2O2 in Lösung unter Ausbildung einer 

intramolekularen Disulfidbrücke zyklisiert (Abschnitt 2.5.7, S.30). Dabei wurde eine starke 

Verdünnung der zu zyklisierenden Peptide vorgenommen um die Wahrscheinlichkeit der 

Ausbildung intermolekularer Disulfidbrücken und damit die Di- oder Oligomerisierung 

einzelner Moleküle zu minimieren. Die gereinigten Peptide wurden anschließend mittels CD-

Spektroskopie auf die Ausbildung einer Sekundärstruktur hin untersucht (Abschnitt 2.6.5, 

S.33). Abbildung 20 zeigt beispielhaft die CD-Spektren eines linearen (ck.2-1) und eines 

zyklischen (jm.27-2) Peptids und CD4 (D1D2). 

 

 

Abbildung 20: CD-Spektren von CD4 (D1D2) oben, ck.2 -1 links unten und jm.27-2 rechts unten; 
Mittelwerte aus 10 Messungen, das Spektrum des Puff ers ohne Peptid bzw. CD4 wurde 
abgezogen. 

Das CD-Spektrum des CD4 (D1D2), aufgenommen von Stefan Klingl (Lehrstuhl für 

Biotechnik, FAU Erlangen-Nürnberg) zeigt einen für β-Faltblätter typischen Kurvenverlauf. 

Die Spektren der linearen und zyklischen Peptide hingegen weisen auf eine unstrukturierte 

Konformation, auch random coil genannt, hin. Untereinander sind die Peptidspektren sehr 

ähnlich. Die Zyklisierung des Peptides scheint somit keinen erkennbaren Einfluss auf die 

Sekundärstruktur des Peptids zu haben. 

ck.2-1(linear) jm.27-2 (cyclisch) 

CD4 (D1D2) 
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Die zyklischen Peptide jm.27-1 bis 6 sowie das lineare ck.2-1 (Tabelle 12) wurden auf ihre 

Bindung an gp120 untersucht. Dafür wurden sie über den Hexahistidin-Tag auf einer Ni-

NTA-Platte immobilisiert, anschließend mit gp120 IIIB inkubiert und mit Ziege-anti-gp120-

Antikörper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper detektiert. In Abbildung 21 sind 

Absorptionen aus drei voneinander unabhängigen Experimenten zusammengefasst, dabei 

sind die Absorptionen von ck.2-1 stets als 1 definiert, und die Absorptionen von allen 

anderen Peptiden relativ zur Absorption ck.2-1 wie folgt ausgerechnet wurden: 

Ar = (APeptid - ABlindwert) / (A1 - ABlindwert) 

Ar: relative Absoption 

Der Blindwert ist hierbei die gemessene Absorption in den Vertiefungen ohne Peptid, mit 

dem Ligand und den Detektionsantikörpern. Dabei können sich negative Absorptionen 

ergeben, wenn der Blindwert höher als der Messwert mit Peptid ist. 

Die Mittelwerte der Absorptionen der zyklischen Peptide jm.27-2 bis 3 sind mindestens 

doppelt so groß wie die des linearen Peptids ck.2-1 (Abbildung 21). Der Absorptionswert von 

jm.27-1 ist im Vergleich zum linearen Peptid sogar verdreifacht. Es lässt sich schlussfolgern, 

dass die zyklischen Peptide eine deutlich höhere Bindung zu gp120 zeigen. Alle drei 

zyklischen Alanin-Varianten zeigen kleine Absorptionswerte und deuten auf die Spezifität der 

Bindung  von Peptiden jm.27-1 bis 3. Somit sollte auch die Disulfidzyklisierung beim Design 

von CD4-Mimetika mit starker gp120-Bindung berücksichtigt werden. Die strukturelle Basis 

als mögliche Ursache für die verbesserte Bindung cyclischer CD4-Mimetika wird im Abschnitt 

3.1.5 (S.56) diskutiert. 

 

Abbildung 21: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB an Peptide von Tabelle 12, Ni-
NTA-Platte mit Peptiden über den Hexahistidin-Tag b ei 4 µM beschichtet, gp120 IIIB-Inkubation 
bei 0,25 µg/mL, Detektion mit Ziege-anti-gp120-Anti körper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-
Antikörper, Mittelwerte aus drei unabhängigen Exper imenten, Fehlerbalken kennzeichnen die 
Spannweite. 
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob lange CD4-Mimetika ohne Verlust ihrer Bindung 

an gp120-Bindung verkürzt werden können. Außerdem ist die Größe der Moleküle im 

Hinblick auf eine mögliche Anwendung von CD4-Mimetika als Therapeutika von Bedeutung. 

Kleinere Moleküle können mit weniger Aufwand soweit modifiziert und hergestellt werden, 

dass sie oral bioverfügbar gemacht werden. Da die in Abbildung 19 (S.50) türkis markierte 

CDR2-ähnliche Schleife über 64% der gesamten Bindungsfläche von CD4 an gp120 

ausmacht, wurde diese als lineares und als zyklisches Peptid hergestellt. Außerdem wurden 

Peptidvarianten als Kontrollen der Spezifität synthetisiert, mit Alanin bzw. D-Phenylalanin 

anstelle der Schlüsselaminosäure L-Phe-43. Bei den zyklischen Peptiden wurde zwischen 

der CDR2-ähnlichen Sequenz und dem Cystein jeweils ein β-Alanin als Abstandshalter 

eingefügt um der Peptidschleife eine gewisse Flexibilität zu gewähren. 

Tabelle 13: Sequenzliste der Mimetika der CDR2 ähnl ichen Schleife von hCD4, Variationen 
gegenüber hCD4 sind rot markiert, D-Phe a: D-Phenylalanin. 

jm.36-2 Ac-His6-XIKILGNQGSFLTKGP-NH2 

jm.36-4 Ac-His6-X[CBIKILGNQGSFLTKGPBC]-NH2 

jm.36-6 Ac-His6-XIKILGNQGSALTKGP-NH2 

jm.36-8 Ac-His6-X[CBKILGNQGSALTKGPBC]-NH2 

jm.38-3 Ac-His6-X[CBIKILGN-D-Phea-GSFLTKGPBC]-NH2 

 

  

Abbildung 22: CD-Spektren von jm.36-2 und jm.36-4; Mittelwerte aus 10 Messungen, das 
Spektrum des Puffers ohne Peptid wurden abgezogen. 

Wie auch die langen Peptide von Abbildung 20 S.51 zeigen die CDR2-Mimetika jm.36-2 und 

jm.36-4 im CD-Spektrum keinen β-Faltblatt-typischen Kurvenverlauf sondern weisen ein 

Random coil auf (Abbildung 22). 
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Die Peptide von Tabelle 13 wurden im Hinblick auf die Bindung an gp120 untersucht. Dafür 

wurden sie über den Hexahistidin-Tag auf einer Ni-NTA-Platte immobilisiert, anschließend 

mit gp120 IIIB inkubiert und detektiert. 

 

Abbildung 23: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB an Peptide aus Tabelle 13 
Peptide über den Hexahistidin-Tag bei 4 µM immobili siert, gp120 IIIB-Inkubation bei 0,25µg/mL 
Detektion mit Ziege-anti-gp120-Antikörper und Kanin chen-anti-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper, 
Doppelbestimmungen, Fehlerbalken kennzeichnen die S pannweite. 

Die in Abbildung 23 dargestellten Absorptionen drücken die Stärke der Bindung der Peptide 

an gp120 IIIB aus. Im Falle der zwei linearen Peptide ck.2-1 und jm.36-2 bindet nur das 

längere der beiden. Dies deutet auf die Wichtigkeit der bei der Synthese des CDR2-

ähnlichen Peptids ausgelassener Aminosäuren aufzeigen, insbesondere von Arg-59, das 

durch seine Salzbrücke die Interaktion zu gp120 IIIB verstärkt, hin. jm.36-6 als Alanin-

Variante von jm.36-2 zeigt entsprechend eine ebenfalls vernachlässigbare Bindung an gp120 

IIIB. Die kovalente Verbindung von N- und C-Terminus durch Disulfidbrückenbildung bei 

jm.36-4 macht sich positiv auf die Affinität dieses Peptids zu gp120 bemerkbar, denn die 

lineare Variante jm.36-2 bindet gp120 gar nicht. Die bei linearen Peptiden beobachtete 

Abschwächung der Bindung durch die Verkürzung wird demnach durch die Zyklisierung 

mehr als kompensiert. Vermutlich kann erst durch die kovalente Verknüpfung der 

Peptidenden eine Annäherung der Peptidsekundärstruktur an die Konformation der CDR2-

ähnlichen Schleife von CD4 erreicht werden. Beim Vergleich der Absorptionen der 

zyklischen Peptide jm.27-1 und jm.36-4 wird erneut deutlich, dass die lange Sequenz eine 

höhere Bindung zu gp120 IIIB aufweist. Dieses Verhalten kann auch hier durch die 

Wichtigkeit des in jm.36-4 ausgelassenen Arg-59 erklärt werden. 

Die Spezifität der gp120-Bindung vom zyklischen CDR2-Mimetikum jm.36-4 wird durch 

dessen Analoga jm.36-8 und jm.38-3 demonstriert, die aufgrund des Austausches von
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Phe-43 zu Alanin bzw. D-Phenylalanin sehr niedrige Absorptionen und folglich keine Bindung 

an gp120 IIIB zeigen. Im Falle von jm.36-8 kann das auf fehlende hydrophobe Kontakte zur 

Phe-43-Kavität zurückgeführt werden, während bei jm.38-3 die Abnahme der Bindung trotz 

Vorhandensein von Phenylalanin mit der D-Ausrichtung der Seitenkette zu erklären ist. 

Möglicherweise kommt es durch diese zu Clashes innerhalb der Kavität, was die Bindung 

herabsetzt. 

Die Affinitätsunterschiede zu gp120 zwischen den zyklischen Peptiden jm.27-1, jm.36-4 und 

ihren Alanin-Varianten jm.27-4 sowie jm.36-8 wurden außerdem in einem quantitativen 

Assay demonstriert. In dem Fall wurden die Peptide bei einer Konzentration auf der ELISA-

Platte immobilisiert und mit dem Ligand gp120 IIIB bei unterschiedlichen Konzentrationen 

inkubiert (Abbildung 24). Die sigmoidale Form der Kurven bei halb logarithmischer 

Darstellung zeigt eine dosisabhängige Bindung der Peptide an gp120 IIIB an. 

 

Abbildung 24: Direkter Bindungs-ELISA; konzentratio nsabhängige Bindung von gp120 IIIB an 
Peptide von Tabelle 12 und Tabelle 13, Peptidkonzen tration 4µM, gp120 IIIB mit Ziege- α-gp120-
Antikörper und Kaninchen- α-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper detektiert, Doppelbestim mung, 
Fehlerbalken kennzeichnen die Spannweite (Meier et al., 2012). 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, bindet HIV über sein Hüllprotein gp120 einen der 

beiden Korezeptoren CCR5 oder CXCR4. Allerdings kann diese Bindung erst nach der 

Konformationsänderung des gp120 unter Exposition der Korezeptorbindungsstelle erfolgen. 

Diese Konformationsänderung wird durch die Bindung von gp120 an CD4 ausgelöst. 

Außerdem sind in der Literatur Antikörper bekannt, die gegen diese 

Korezeptorbindungsstelle gerichtet sind und auch erst nach der gp120-CD4-Bindung ihr 

Antigen erkennen (Thali et al., 1993). Zu diesen sogenannten CD4i-Antikörpern („i“ steht für 

„induziert“) gehört der monoklonale Antiköper X5 (Darbha et al., 2004). Aufgrund seiner 

Eigenschaft kann er die gleiche gp120 Bindungsstelle wie die Korezeptoren binden und in 

direkten Bindungs-ELISA als Korezeptorsurrogat fungieren. Im ELISA wird der Antikörper X5 
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auf einer Platte immobilisiert und mit gp120 in An- oder Abwesenheit von löslichem CD4 

(sCD4) inkubiert. Nach der Detektion von gp120 wird sichtbar, dass in Anwesenheit von CD4 

eine viel höhere Bindung von gp120 an X5 als ohne CD4 zu beobachten ist. 

In Abbildung 25 ist das oben beschriebene Experiment dargestellt. Zusätzlich wurde in 

einem Ansatz das zyklische Mimetikum der CDR2-ähnlichen Schleife des CD4 jm.36-4 

eingesetzt. Ähnlich zu sCD4 ist dieses Peptid in der Lage, die Bindung von X5 an gp120 MN 

zu verbessern. Dieses Experiment bestätigt, dass jm.36-4 nicht lediglich an gp120 bindet, 

sondern auch die beschriebene Konformationsänderung in gp120 analog zu sCD4 auslöst. 

Jm.36-4 ist demnach nicht nur ein strukturelles sondern auch ein funktionelles Mimetikum 

der gp120-Bindungsstelle im Rezeptor CD4. 

 

Abbildung 25: Induktions-ELISA; CD4i-Antikörper X5 bindet gp120 erst nach Exposition dessen 
Korezeptorbindungsstelle, Doppelbestimmung, Fehlerb alken kennzeichnen die Spannweite 
(Meier et al., 2012). 

 Diskussion der Ergebnisse unter Einbeziehung von Moleküldynamik-3.1.5

Simulationen 

Kristin Kassler führte unter Anleitung von Prof. Heinrich Sticht (Professur am Institut für 

Biochemie, FAU Erlangen) Moleküldynamik-Simulationen (MD-Simulation) durch, die eine 

Auskunft über die konformationelle Stabilität eines Moleküls geben können. In diesem Fall 

wurden CD4 und seine Mimetika im Komplex mit gp120 betrachtet um die mehrfach bessere 

Bindung der zyklischen Peptide im Vergleich zu ihren linearen Varianten zu erklären. Am 

Beispiel des linearen Peptids ck.2-1 und des zyklischen jm.27-1 wurden Moleküldynamik-

Simulationen von 20 ns Dauer durchgeführt, die  zeigten, dass im Komplex mit gp120 das 

zyklische Peptid stabiler als die lineare Variante ist (Abbildung 26). Die sog. Root-Mean-

Square-Deviation (r.m.s.d.) des linearen Peptids, als Maß für seine räumliche Flexibilität, 

steigt auf Werte bis 2,5 Å und fluktuiert stark. Währenddessen bleibt der r.m.s.d. des 

zyklischen Peptids recht konstant bei ca. 1 Å über die Simulationszeit (Abbildung 26 A). 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

gp120 gp120 + jm.36-4 gp120 + sCD4

A
 4

9
2

n
m



    Ergebnisse und Diskussion          57 

Auffallend ist der ähnliche Kurvenlauf zwischen zyklischem Peptid und CD4, was darauf 

hindeutet, dass das Peptid an der Kontaktfläche mit gp120 ähnlich stabil ist wie der 

entsprechende Bereich im CD4-Protein. Die stabilisierende Wirkung der Disulfidbrücke kann 

man auch in Abbildung 26 B sehen. Die Fluktuation einzelner Aminosäuren ist auch hier im 

zyklischen Peptid deutlich geringer und ähnlich stabil wie die des CD4-Proteins. 

 

Abbildung 26: Moleküldynamik-Simulationen (MD-Simul ation) von CD4 (schwarz), jm.27-1 (rot), 
ck.2-1 (blau) jeweils im Komplex mit gp120 (Meier e t al., 2012);  

A: r.m.s.d. (Root-mean-square deviation) der Gesamt moleküle gemessen zur Startstruktur über 
die gesamte Simulationszeit von 20 ns;  

B: r.m.s.f. einzelner Peptidrückgrat-Atome, Fluktua tionen einzelner Aminosäurereste, gemittelt 
über die Simulationszeit; gegen Cysteine ausgetausc hten Reste sind fett markiert 

Besonders flexible Bereiche des ck.2-1 sind die CC´-Schleife, beide Termini und die Helices 

(Abbildung 26 B). Diese Flexibilität wird auch in Abbildung 27 A evident, wobei die Pfeile auf 

die Regionen mit erhöhter Flexibilität zeigen. Die Abbildung 27 B demonstriert, dass die 

eingeführte Disulfidbrücke in jm.27-1 nicht nur die Termini sondern auch andere Bereiche 

des Moleküls stabilisiert. Der Vergleich von Abbildung 27 B und C zeigt erneut, wie ähnlich 

starr CD4 und sein zyklisches Mimetikum sind. 

Eine weitere Beobachtung aus Abbildung 26 B sind sehr geringe Fluktuationen der Reste 

Phe-43 und Arg-59 über die Simulationszeit. Dieses ist ein Indiz für stabile 

Wechselwirkungen beider Aminosäuren mit gp120 und für ihre Wichtigkeit für die gp120-

Bindung sowie eine Erklärung für die fehlende Affinität von entsprechenden Alanin-Varianten 

in den ELISA-Experimenten (Abbildung 21, S.52). 
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Abbildung 27: Strukturelle Präsentation der Peptid-  und CD4-Bewegung im gp120-gebundenen 
Zustand während der MD-Simulation, A: ck.2-1 (blau) , B: jm.27-1 (rot) mit Cysteinen (gelb), die 
eine Disulfidbrücke bilden, C: CD4-Region (schwarz) , die den Peptiden entspricht. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Moleküldynamiksimulationen auf eine 

höhere Flexibilität des linearen Peptides im Komplex mit gp120 hindeuten. Die Ursache 

hierfür ist wahrscheinlich das Fehlen der angrenzenden Bereiche im Volllängenprotein, 

welche die Interaktionsfläche zusätzlich stabilisieren und ihr Struktur verleihen. Das 

Einführen der Disulfidbrücke zwischen N- und C-Terminus führt eindeutig zu einer 

Stabilisierung des Pepids an der Kontaktfläche mit gp120. Dieses Ergebnis korreliert mit den 

Bindungsdaten der ELISA-Experimente in Abbildung 21 (S.52) und Abbildung 24 (S.55), in 

denen ck.2-1 jeweils niedrigere Affinität an gp120 IIIB zeigte als das offensichtlich weniger 

flexible jm.27-1. 
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3.2 Untersuchung der Speziesselektivität in der HIV  gp120-CD4 Interaktion 

 Peptiddesign und Synthese 3.2.1

Trotz einer hohen Sequenzhomologie zwischen humanem und murinem CD4 (hCD4 bzw. 

mCD4) in der gp120-bindenden Domäne 1, wird das murine CD4 von gp120 nicht gebunden. 

Diese Tatsache erklärt auch, warum Mäuse nicht mit HIV infizierbar sind (Landau et al., 

1988; Maddon et al., 1986; McClure et al., 1987). Um die auf der Proteinebene von 

mehreren Wissenschaftlern beobachtete Speziesselektivität von gp120 bezüglich humanem 

CD4 zu reproduzieren, wurden folgende Peptide erstellt: das Peptid jm.21-1 beinhaltet die 

Aminosäuresequenz des humanen CD4 von Positionen 22 bis 64. Laut Kristallstruktur, PDB-

Code 1rzj, enthält dieser Bereich von CD4 22 direkte Kontakte zu gp120 (Kwong et al., 

1998). Im murinen CD4 entspricht dieser Bereich den Positionen 22 bis 66 (siehe 

Sequenzvergleich Abbildung 7 S.16) und wurde mit den Peptiden jm.18-1 und jm.18-2 

dargestellt. Bei dem Peptid jm.29-1 handelt es sich um die zyklische Variante des jm.18-2. 

Das Peptid jm.18-3 enthält die Aminosäuren von Positionen 22 bis 66 des murinen CD4. 

Dabei wurden Val-44 gegen Phenylalanin, Arg-47 gegen Lysin und Lys-61 gegen Arginin 

ausgetauscht. Diese substituierten Aminosäuren entsprechen den korrespondierenden 

Aminosäuren des humanen CD4 und wurden deshalb ausgesucht, weil ihre Reste direkte 

Interaktion zu gp120 aufweisen („Humanisierung“). Mit Hilfe dieser sogenannten 

Humanisierung der murinen Sequenz sollte untersucht werden, ob die eingetauschten 

humanen Reste die Bindung des Peptids an gp120 ermöglichen bzw. verbessern. Peptid 

jm.18-5 umfasst die Aminosäuren von hCD4 der Positionen 22 bis 64, bei dem die kritischen 

Aminosäuren Phe-43, Lys-46, Arg-59 gegen korrespondierende Aminosäuren des murinen 

CD4, Valin, Arginin und Lysin, ausgetauscht sind („Murinisierung“). Außerdem enthalten alle 

Peptide entweder einen Cysteintag, um diese auf einer Sulfhydryl-bindenden ELISA-Platte 

zu testen, oder einen Hexahistidintag für Ni-NTA beschichtete Platten. 

Tabelle 14: Peptidsequenzen, die Zahlen an den Term ini geben die Positionen des 
Proteinabschnittes an, von dem die Peptide abgeleit et sind, rot markierte Aminosäuren 
kennzeichnen Änderungen in der Peptidsequenz gegenü ber der natürlichen CD4-Sequenz. 

Name Sequenz abgeleitet 
von 

jm.21-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 hCD4 

jm.18-1 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-2 Ac-His6X-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-3 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGFLIKGGSPSQFDRFDSKRGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-5 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSVLTRGPSKLNDRADSRKSLWDQ64-NH2 hCD4 

jm.29-1 Ac-His6-X-22K[CTVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWC]K66-NH2 mCD4 
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Vor der Peptidsynthese wurden die Peptide anhand des Computerprogramms „Peptide 

Companion“ auf ihr Aggregationspotential und dem daraus abgeleiteten Schwierigkeitsgrad 

der Kupplungen untersucht. Wie in Abbildung 28 für das Peptid jm.18-1 beispielhaft gezeigt, 

wird für die Peptidabschnitte 41GKGV44 und 22KITV25 eine schwierige Kupplung vorhergesagt. 

Aus diesem Grund wurde jede einzelne Aminosäure dieser Abschnitte in jm.18-1, jm.18-2, 

jm.18-3 und jm.29-1 manuell mit 10 eq. mindestens 5h lang auf dem Schüttler gekoppelt. 

Aus demselben Grund wurde der Abschnitt 32NQIK35 in jm.18-5 manuell gekoppelt. 

 

Abbildung 28: Vorhersage schwierig zu koppelnder Am inosäuren in jm.18-1 Sequenz mittels 
Computerprogramm Peptide Companion, sehr schwierige  Kupplungen sind rot unterstrichen 

Die Peptide wurden mittels Festphasenpeptidsynthese am Syntheseroboter, mit 

obengenannten Ausnahmen der manuellen Kupplungen, synthetisiert. Nach der 

Harzabspaltung mit Reagenz K (Abschnitt 2.5.5, S.28) wurden die Peptide erneut 4h mit 

Reagenz K behandelt, da die LC-ESI/MS Analytik ergab, dass noch Pbf-, Trt-, und tert-Butyl-

Schutzgruppen nach der Harzabspaltung am Peptid vorhanden sind. 

 Vergleich muriner und humaner CD4-Mimetika im Hinblick auf die gp120-3.2.2

Bindung mittels ELISA 

Zunächst sollten die Bindungen von gp120 an das humane und murine CD4 verglichen 

werden. Eine ELISA-Platte wurde dafür mit hCD4 und mCD4 bei gleicher Konzentration 

beschichtet und gp120 IIIB bei unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Nach gp120-

Detektion (Abbildung 29 links) zeigt sich eine konzentrationsabhängige Bindung von gp120 

IIIB an das humane CD4, die bei höheren gp120 IIIB-Konzentration in die Sättigung 

übergeht. In den Vertiefungen mit dem murinen CD4 bleiben die Absorptionswerte auch bei 

hohen gp120-Konzentrationen nahe dem Blindwert und lassen die Schlussfolgerung zu, 
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dass murines CD4 gp120 IIIB nicht im signifikanten Maße binden kann. Dieses Experiment 

bestätigt die in den Zellexperimenten gemachte Beobachtung von McClure und Sattentau, 

dass gp120 keine Affinität zum murinen CD4 hat (McClure et al., 1987). In einem weiteren 

ELISA-Experiment wurde die Bindung von hCD4 und mCD4 an das gp120-Mimetikum der 

CD4-Bindungsstelle (CD4bsM, Strukturformel in Abbildung 13, S.44) untersucht. Nach 

Beschichtung einer Mikrotiterplatte mit humanem bzw. murinem CD4 wurde CD4bsM 

(agro.31-01b Fr.41 Abbildung 13 S.44) in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben 

und über den Anti-Biotin-Antikörper detektiert. Das Ergebnis in Abbildung 29 rechts zeigt bis 

zu 14fach höhere Absorptionswerte bei der Interaktion von CD4bsM und hCD4 als bei 

CD4bsM und mCD4. Dies deutet auf eine vielfach bessere Bindung des gp120-Mimetikums 

an das hCD4 als an mCD4 hin. Die Darstellung beider Experimente in Abbildung 29 zeigt, 

dass die selektive Bindung von gp120 an hCD4 sich auch mit gp120-Mimetikum CD4bsM 

reproduzieren lässt. Es unterstreicht die These von Cochran, dass mimetische Peptide ein 

geeignetes Tool zur Aufklärung von Protein-Protein-Interaktionen darstellen. In diesem Fall 

eignen sich gp120- und CD4-Mimetika zur Untersuchung der Speziesselektivität in der HIV 

gp120-CD4 Interaktion (Cochran, 2001). 

 

Abbildung 29: Direkter Bindungs-ELISA, Bindung von gp120 IIIB (links) bzw. von CD4bsM 
(rechts) an humanes (blau) bzw. murines CD4 (rot), hCD4 bzw. mCD4 auf Platte bei 0,25 µg/mL 
beschichtet. 

links: gp120 IIIB-Inkubation bei 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 µg/mL, Detektion mit Ziege-anti-
gp120-Antikörper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP- Antikörper; Doppelbestimmung, 
Fehlerbalken kennzeichnen die Spannweite. 

rechts: CD4bsM (agro. 31-01b Fr.41) bei 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 µM inkubiert, Detektion mit 
Anti-Biotin-HRP-Antikörper, Dreifachbestimmung, Feh lerbalken kennzeichnen die Spannweite. 
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Die oben gezeigten Experimente würden ein ähnliches Ergebnis zeigen, wenn z.B. mCD4 

drastisch schlechter an die Platte bindet als CD4. Dies ist aufgrund der hohen 

Sequenzhomologie sehr unwahrscheinlich. Um jedoch sicher zu gehen, dass mCD4 an der 

ELISA-Platte haftet, wurde ein gegen mCD4 gerichteter Antikörper zur Kontrolle verwendet. 

Außerdem wird dadurch die Funktionalität vom murinen CD4 überprüft. Darüber hinaus 

wurde im gleichen Ansatz analysiert, ob dieser Antikörper eine Kreuzreaktivität gegenüber 

hCD4, bzw. der Anti-hCD4-Antikörper eine Kreuzreaktivität gegenüber mCD4 zeigen. Zu 

diesem Zweck wurde eine ELISA-Platte mit hCD4 und mCD4 beschichtet. Beide Proteine 

wurden anschließend sowohl mit Anti-hCD4-Antikörper als auch mit Anti-mCD4-Antikörper 

detektiert. Das Ergebnis in Abbildung 30 zeigt, dass der Anti-mCD4-Antikörper 

ausschließlich murines CD4 erkennt, und somit auf die Funktionalität des mCD4 hindeutet. 

Der Anti-hCD4-Antikörper erkennt nur humanes CD4, d.h. er hat keine Kreuzreaktivität 

gegenüber mCD4. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 30: Überprüfung der Kreuzreaktivität von Anti-CD4-Antikörpern, Beschichtung der 
ELISA-Platte mit mCD4 bzw. hCD4 bei 1µg/ml, Detekti on mit Anti-Maus-CD4-HRP-Antikörper 
und Anti-Human-CD4-HRP-Antikörper. 
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Zunächst sollte untersucht werden, ob die auf der Proteinebene beobachtete 

Speziesselektivität von gp120 bezüglich humanem und murinem CD4 auf der Peptidebene 

reproduzierbar ist. Dafür wurden die Peptide jm.21-1 und jm.18-1, die ein humanes bzw. 

murines Mimetikum der CD4 Sequenzabschnitte 22 bis 64 bzw. 22 bis 66 darstellen, auf 

einer Sulfhydryl-bindenden ELISA-Platte über die am N-Terminus eingefügten Cysteine 

immobilisiert. Anschließend wurden die Peptide mit gp120 IIIB oder CD4bsM inkubiert und 

mit Ziege-anti-gp120-Antikörper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP-Antikörper, bzw. mit 

Anti-Biotin-Antikörper (CD4bsM) detektiert (Abbildung 31). 

Das Experiment in Abbildung 31 zeigt, dass das Mimetikum des murinen CD4 jm.18-1 über 

mehrere Experimente betrachtet im Durchschnitt die gleichen Absorptionswerte wie das 

humane CD4-Mimetikum jm.21-1 sowohl bei der Bindung an gp120 IIIB als auch an CD4bsM 

aufweist. Zusammenfassend bedeutet dies, dass das mCD4-Mimetikum sowohl gp120 als 

auch gp120-Mimetikum mit einer ähnlichen Affinität wie das hCD4-Mimetikum bindet. Dieses 

Resultat steht im Widerspruch zu den mit den jeweiligen Proteinen beobachteten 

Ergebnissen (Abbildung 29, S.61), bei denen eine deutliche Selektivität von gp120 und 

gp120-Mimetikum CD4bsM gegenüber humanem CD4 festgestellt wurde. Demzufolge wird 

die auf der Proteinebene beobachtete Speziesselektivität auf der Peptidebene aufgehoben. 

 

Abbildung 31: links: Bindung von gp120 IIIB an Pept ide jm.21-1 und jm.18-1; Beschichtung der 
ELISA-Platte mit Peptiden bei 1 µM, gp120 IIIB-Inku bation bei 0,5 µg/mL, Detektion mit Ziege-
anti-gp120-Antikörper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG -HRP-Antikörper; Mittelwerte aus vier 
unabhängigen Experimenten, Einfach bzw. Doppeltbest immungen. 

rechts: Bindung von CD4bsM an Peptide jm.21-1 und j m.18-1, Beschichtung der ELISA-Platte 
mit Peptiden bei 0,5 µM, CD4bsM Inkubation bei 0,5 µM, Detektion mit Anti-Biotin-Antikörper; 
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten, Dop peltbestimmungen, Fehlerbalken 
kennzeichnen die Spannweite. 
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob das in Abbildung 31 links gezeigte Ergebnis: 

gleiche Bindung von hCD4-Mimetikum jm.21-1 und mCD4-Mimetikum jm.18-1 an gp102 IIIB 

auch bei gp120 Proteinen anderer HIV-Stämme beobachtet werden kann. Die Peptide 

jm.21-1 und jm.18-1 wurden dafür auf einer ELISA-Platte immobilisiert und mit drei 

unterschiedlichen gp120-Proteinen von den HIV Stämmen IIIB, MN und BAL mit einer 

Konzentration von 0,5 µg/mL inkubiert sowie detektiert (Abbildung 32). Die Absorptionswerte 

in den Vertiefungen mit dem hCD4-Mimetikum jm.21-1 sind bei den untersuchten gp120-

Proteinen stark unterschiedlich. Wie bereits in Abbildung 11 S.42 gezeigt, ist die 

unterschiedlich starke Bindung von hCD4 an diese drei gp120-Proteine auch auf der 

Proteinebene zu beobachten. Des Weiteren ist zu beobachten, dass die Absorptionswerte 

der beiden Mimetika jeweils für einen gp120-Stamm vergleichbar sind. Dieses deutet darauf 

hin, dass jm.18-1 im Hinblick auf unterschiedliche gp120 Proteine eine ähnlich starke 

Bindung aufweist. 

 

Abbildung 32: Vergleich der Bindungen von gp120 unt erschiedlicher HIV-Stämme an die 
Peptide jm.21-1 (blau) und jm.18-1 (rot); Beschicht ung der ELISA-Platte mit Peptiden bei 0,5µM, 
gp120-Inkubation bei 0,5 µg/ml, Detektion mit Ziege -anti-gp120-Antikörper und Kaninchen-anti-
Ziegen-IgG-HRP-Antikörper. 
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 Diskussion der ELISA Ergebnisse unter Einbeziehung von 3.2.3

Moleküldynamik-Simulationen 

Um das Fehlen der Affinität von mCD4 zu gp120 einerseits und die dazu widersprechende 

Bindung vom mCD4-Mimetikum jm.18-1 andererseits strukturell zu erklären, wurde in 

Kooperation mit Prof. Sticht vom Institut für Biochemie der FAU Erlangen-Nürnberg ein 

Modell des murinen CD4 im Komplex mit gp120 erstellt (Kassler et al., 2011). Die hohe 

Sequenzähnlichkeit zwischen murinem und humanem CD4 erlaubt Modellierung anhand von 

Homologie. Als Basis wurde die Kristallstruktur des Komplexes von humanem CD4 und 

gp120 (PDB-Code 1rzj) gewählt (Kwong et al., 1998). Die übereinander gelegten mCD4 und 

hCD4 in Abbildung 34 zeigen auf der einen Seite eine sehr hohe strukturelle Ähnlichkeit 

beider Rezeptoren. Andererseits konnten unter genauerer Betrachtung direkter 

Kontaktflächen zwischen mCD4 und gp120 mehrere sterische Kollisionen, auch Clashes 

genannt, aufgedeckt werden (Abbildung 34). Diese sind vor allem an den Schleifen, die den 

β-Strang C´´ flankieren, zu finden. Die Kollisionen können durch die längeren Schleifen im 

mCD4 im Vergleich zum hCD4 erklärt werden: Im murinen CD4 befinden sich in der C‘-C‘‘-

Schleife zusätzlich ein Lysin und in der C‘‘-C-Schleife Glycin sowie Serin (vgl. Abbildung 33). 

 

Abbildung 33: Sequenzvergleich von den D1 Domänen d es murinen und des humanen CD4, 
identische Aminosäuren sind zwischen den Sequenzen aufgeführt, mit „+“ sind Aminosäuren 
mit ähnlichen Seitenketten gekennzeichnet: z.B. Lys  und Arg; als Peptide hergestellten Peptide 
sind türkis dargestellt, Schlüsselaminosäuren für g p120-Bindung sind rot gekennzeichnet. 

Der größte Clash ist zwischen dem zusätzlichen Gly-49 (mCD4) und Ser-365 (gp120) zu 

finden und beträgt 1,92 Å. Lys-42 (mCD4) kollidiert mit Lys-429 (gp120), was auf eine 

zusätzliche elektrostatische Abstoßung an der Kontaktfläche hindeutet. Außerdem ist eine 

Überlappung zwischen der Seitenkette von Lys-42 (mCD4) und dem Rückgrat von Q458 

(gp120) erkennbar. Val-44 (mCD4) stößt auf Ile-371 (gp120), während Gly-48 (mCD4) zu 

nah an Ser-365 (gp120) kommt. 
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Abbildung 34: Überlagerung des ungebundenen mCD4-Mo dells nach sog. Homologie 
Modelling in die Kristallstruktur des hCD4-gp120-Ko mplexes 1rzj (Kwong), Vergrößerte 
Darstellung der Interaktionsflächen mit Kollisionen  zwischen gp120-Reste in rot und mCD4 in 
blau (Kassler et al., 2011). 

Interessanterweise sind vor allem die Insertionen an Positionen des murinen CD4s für die 

Kollisionen mit gp120 verantwortlich, die im humanen CD4 nicht vorhanden sind. Diese 

Beobachtung wird mit der Mutationsstudie von Siddiqi et al. untermauert, in welcher die 

hCD4-Mutante mit Lys- und Gly-Ser-Insertion die Bindung zu gp120 komplett verliert. So 

scheint es, dass die Clashes verursachenden Insertionen im mCD4 ausschlaggebend für 

seine fehlende Bindung zu gp120 sind. 

Da die Peptide im Gegensatz zu den Proteinen mehrere Freiheitsgrade besitzen und 

dadurch flexibler sind, sind sie in der Lage, die Kollisionen der längeren Schleifen zum gp120 

zu umgehen. Die erhöhte Flexibilität eines Peptids ermöglicht wahrscheinlich das 

Anschmiegen an die Kontaktfläche des zu bindenden Proteins. Auf diese Weise könnte die 

Bindung des mCD4-Mimetikums jm.18-1 erklärt werden. Im weiteren Verlauf wurde 

untersucht, ob sich diese Annahme bestätigt. 
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 ELISA-Tests von „murinisierten“ hCD4-Mimetika, „humanisierten“ sowie 3.2.4

zyklischen mCD4-Mimetika 

Sowohl die Kristallstrukturanalyse des CD4-gp120-Komplexes als auch zahlreiche 

Mutationsstudien definierten die Aminosäuren Phe-43, Arg-59, aber auch Lys-46 des CD4 

als Schlüssel für die starke Bindung von gp120 an seinen humanen Rezeptor (Clayton et al., 

1988; Kwong et al., 1998; Moebius et al., 1992). Interessanterweise wurden bei all diesen 

Studien stets Mutanten von humanem Rezeptor CD4 generiert und charakterisiert, die 

korrespondierende murine Reste enthielten („Murinisierung“) (Siddiqi et al., 1997; Wu et al., 

1996). Dabei wird vor allem das Fehlen bestimmter Aminosäurereste im murinen CD4 für die 

Fehlende Affinität zum gp120 verantwortlich gemacht. Um diese These zu untermauern, 

wäre die Herstellung entsprechender „humanisierten“ mCD4-Mutanten und die 

Charakterisierung ihrer Bindung zu gp120 von großem Interesse. Wenn das Fehlen der 

Affinität von mCD4 tatsächlich nur auf dem Fehlen einzelner Schlüsselaminosäurereste 

beruht, dann wäre bei den „humanisierten“ Mutanten die Rückerlangung der Affinität zu 

gp120 zu erwarten. Die Literaturrecherche ergab jedoch keine Ergebnisse für 

Untersuchungen dieser Art am murinen CD4. Aus diesem Grund wurde entsprechende 

„humanisierte“ Variante des mCD4-Mimetikums jm.18-3 synthetisiert, die für die gp120-

Bindung besonders wichtige Aminosäuren enthielt. Mit Hilfe dieses Peptides sollte 

untersucht werden, ob diese wichtigen Aminosäuren die bestehende Bindung des mCD4-

Mimetikums an gp120 verbessern würden. Als Gegenkontrolle dazu wurde eine 

„murinisierte“ Variante jm.18-5 des Ausgangs-hCD4-Mimetikums jm.21-1 erstellt. Hiermit 

sollte die auf der Proteinebene beobachtete Verminderung der Bindung nach Mutationen 

wichtiger Reste zu den korrespondierenden murinen Resten reproduziert werden. Außerdem 

wurde eine zyklische Variante des mCD4-Mimetikums jm.29-1 erstellt, die analog zum  

zyklischen hCD4-Mimetikum jm.27-1 (3.1.4, S.49) an den N- und C-Termini Cysteine enthält. 

Damit sollte untersucht werden, ob die Stabilisierung der Peptidenden über die 

Disulfidbrückenbildung im murinen linearen Mimetikum eine zum humanen Peptid 

vergleichbare Steigerung der Bindung an gp120 gegenüber den linearen Varianten zu 

beobachten sein wird.   
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Tabelle 15: Sequenzen von Peptiden aus Abbildung 35 ; die Zahlen an den Enden geben die 
Positionen des Proteinabschnittes an, von dem die P eptide abgeleitet sind, rot markierte 
Aminosäuren kennzeichnen Änderungen in der Peptidse quenz gegenüber dem nativen Protein 

Name Sequenz abgeleitet 
von 

jm.21-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 hCD4 

jm.18-1 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-2 Ac-His6X-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-3 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGFLIKGGSPSQFDRFDSKRGAWEK66-NH2 mCD4 

jm.18-5 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSVLTRGPSKLNDRADSRKSLWDQ64-NH2 hCD4 

jm.29-1 Ac-His6-X-22K[CTVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWC]K66-NH2 mCD4 

 

Abbildung 35: Relative Bindung von gp120 IIIB an Pe ptide von Tabelle 15, Beschichtung der 
ELISA-Platte mit Peptiden bei 0,5 µM, gp120-Inkubat ion bei 0,5 µg/ml, Detektion Ziege-anti-
gp120-Antikörper und Kaninchen-anti-Ziegen-IgG-HRP- Antikörper; Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten, Doppeltbestimmungen, Feh lerbalken kennzeichnen die 
Spannweite. 

In Abbildung 35 sind Ergebnisse direkter Bindungsassays von gp120 IIIB an die in Tabelle 

15 dargestellten Peptide zusammengefasst. Die Werte der relativen Absorptionen der vier 

linearen Peptide sind vergleichbar und liegen im Bereich des Referenzpeptides jm.21-1 

(hCD4). Hierbei zeigt das „humanisierte“ mCD4-Mimetikum jm.18-3 (mCD4-M) eine 

marginale Verbesserung der Bindung um nur 12% gegenüber jm.18-1 (mCD4-M). Das 

deutet darauf hin, dass die Schlüssel-Aminosäuren zwar die Bindung des Peptids zu 

verbessern vermögen, aber nicht im hohen Ausmaß. Die „Murinisierung“ des hCD4-

Mimetikums zum Peptid jm.18-5 (hCD4-M) resultierte in einem Abfall der Bindung 

durchschnittlich lediglich um 6% im Vergleich zum jm.21-1 (hCD4-M). Dieses Ergebnis steht 

im Widerspruch zu den Bindungsdaten mit Proteinen. Nämlich konnte Siddiqi et al. zeigen, 

dass F43V Mutante des hCD4 aufgrund dieser einzigen Mutation 80% der zum Wildtyp 

relativen Bindung an gp120 einbüßte (Siddiqi et al., 1997). Im Peptid scheinen die Reste der 
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eingetauschten Aminosäuren Valin statt Phe-43 (hCD4), Arginin statt Lys-47 (hCD4) und 

Lysin statt Arg-59 (hCD4) die Reste der ausgetauschten Aminosäuren beinahe zu 

kompensieren. Eine Erklärung kann bereits oben diskutierte Flexibilität der Peptide in 

Kombination mit der strukturellen Ähnlichkeit der Reste von Valin zu Phe-43 (hCD4), sowie 

von Lysin und Arginin sein. Die relative Absorption bei jm.29-1 (mCD4), die als Maß für die 

Affinität die Bindung von gp120 IIIB an das zyklische murine Peptid zum Ausdruck bringt, 

zeigt hingegen 4,5fach höhere Absorptionen als die lineare Referenz jm.21-1 (hCD4-M). Das 

heißt, auch die Zyklisierung des murinen Mimetikums führt zu einer deutlichen Steigerung 

der Bindung der zyklischen mCD4-Mimetikum gegenüber den linearen Varianten. Wie auch 

bei den humanen CD4-Mimetika bereits diskutiert (Abschnitt 3.1.5, S.56), scheint der C-

Terminus im murinen Peptid erst nach seiner Stabilisierung wichtige Interaktionen zu gp120 

ausbilden zu können.  
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 Molelüldynamik-Simulation zur Aufklärung des Bindungsverhaltens der 3.2.5

„murinisierten“ hCD4-Mimetika, „humanisierten“ sowie zyklischen mCD4-

Mimetika 

Um die Beobachtungen aufzuklären wurde eine 100 ns langen Molelüldynamik-Simulation 

des mCD4-Mimetikums jm.18-1 im Komplex mit gp120 durchgeführt (Kassler et al., 2011). 

Diese ermöglicht eine detaillierte Analyse der Peptidstruktur und ergab folgende 

Erkenntnisse: Das mCD4-Mimetikum jm.18-1 besteht u.a. aus drei β-Strängen C, C´ und C´´, 

die zueinander antiparallel angeordnet sind. C´´ interagiert direkt mit Strang β15 von gp120 

(Abbildung 36). Diese Interaktionen wurden in dynamischen Simulationen untersucht. Beim 

intramolekularen C-C´-C´´-β-Faltblatt wurden die Abstände der Wasserstoffbrücken und die 

Torsionswinkel des Peptidrückgrates über die Simulationszeit vermessen. Die Analysen 

zeigen, dass das intramolekulare β-Faltblatt über die gesamte Simulationszeit erhalten bleibt. 

Die Abstände der Wasserstoffbrücken blieben konstant bei Werten zwischen 2,5 und 3 Å, 

und die Torsionswinkel der Reste im β-Strangs C‘‘ zeigen eine ideale β-Faltblatt 

Konformation. Diese Stabilisierung des Peptid-Cores ermöglicht dadurch das Ausbilden des 

Intermolekularen β-Sheets mit gp120, das in der CD4-gp120-Kristallstruktur zu beobachten 

ist (vgl. Abbildung 8, S.39 und Schema in Abbildung 36). Außerdem ist in Abbildung 36 

rechts eine Wasserstoffbrücke zwischen Peptid und gp120 zu erkennen, die sich an 

entsprechender Stelle im CD4 während gp120-CD4-Interaktion nicht ausbildet. 

 

Abbildung 36: links: Darstellung des Peptids jm.18- 1 (mCD4-M) im Komplex mit gp120, Schema 
der intra- und intermolekularen Wasserstoffbrückenb indungen, die zwischen β-Strängen von 
Peptid jm.18-1 und gp120 ausgebildet sind; rechts: Modell der Ausbildung der 
Intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen zwisch en gp120 und Peptid jm.18-1 (grün), 
basierend auf der Homologie zum hCD4 (grau) (Kassle r et al., 2011).  
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Die in Abbildung 37 rot markierten Schleifen des C´´-Stranges sind länger als die des hCD4, 

im mCD4-Protein verursachen sie deshalb Kollisionen zu gp120, und verhindern somit 

dessen Bindung an mCD4 (vgl. S.60) (Siddiqi et al., 1997). Um den Einfluss der Schleifen im 

mCD4-Peptid auf die gp120-Bindung zu analysieren, wurden die Torsionswinkel des 

Schleifenrückgrates über die Simulationszeit gemessen. Eine starke Änderung der Winkel im 

Bezug zum Ausgangzustand einzelner Aminosäuren der Schleifen ist erkennbar. Das heißt, 

im Gegensatz zu dem sehr stabilen C´´-Strang scheinen dessen flankierende Schleifen sich 

stark im Raum zu bewegen. Diese Flexibilität  erlaubt es dem Peptid, die im mCD4-Protein 

zu beobachtenden Clashes zu umgehen, insbesondere wird die elektrostatische Abstoßung 

zwischen Lys-42 (mCD4) und Lys-429 (gp120) im Peptid nicht mehr beobachtet und gibt 

somit eine Erklärung für die Bindung des mCD4-Mimetikums an gp120. 

 

Abbildung 37: MD-Simulation, oben: gp120-jm.18-1(mC D4-M)-Komplex am Anfang und nach 
100 ns der MD-Simulation; Pfeil zeigt auf C-Terminu s, welcher sich im Verlauf der Simulation 
vom Peptid-Core und von der Kontaktfläche ablöst; u nten: Modell des gp120-jm.29-1(mCD4-M)-
Komplexes (Kassler et al., 2011). 

Die Flexibilität des Peptides erlaubt es nicht nur die Kollisionen zwischen Val-44 und der 

hydrophoben gp120-Kavität zu umgehen, sondern sorgt dafür, dass Valin tiefer in die Kavität 

eindringt und so durch die Ausbildung von Van-der-Waals-Interaktionen die Bindung des 

Peptids verstärkt. Dies könnte die ELISA-Bindungsdaten erklären, warum die „Murinisierung“ 

des humanen CD4-Mimetikums zu keiner großen Abschwächung der gp120-Bindung führte 

(Abbildung 35). 
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Neben der erhöhten Beweglichkeit der C‘‘-flankierenden Loops, ist eine sehr starke 

Flexibilität von β-Strang D zu beobachten. Im hCD4-Protein bilden die Aminosäuren des D-

Stranges Wasserstoffbrücken zum C-Strang aus, außerdem beinhaltet er Arg-59, das durch 

seine Salzbrücke zu Asp-368 (gp120) einen Schlüsselrest für die hCD4-gp120-Interaktion 

darstellt. Im Laufe der Moleküldynamik-Simulationen löst sich D-Strang vom Peptidkern, was 

zum Verlust sowohl der intra- als auch intermolekularen Wasserstoffbrücken führt und die 

Interaktion mit gp120 destabilisiert (Abbildung 37). 

Daher wurde vermutet, dass die Einführung einer Disulfidbrücke zwischen N- und C-

Terminus nicht nur das Peptid stabilisiert, sondern auch zur Aufrechterhaltung der Interface-

Kontakte mit gp120, wie z.B. die Lys-61-Asp-368 Salzbrücke, beiträgt. Dies konnte in 

Bindungsassays bestätigt werden, in denen das zyklische Peptid eine 4,5fach stärkere 

Bindung zu gp120 als das lineare jm.18-2 zeigt (Abbildung 37). 

Zusammengefasst lässt die Simulationsstudie die Schlussfolgerung zu, dass die Flexibilität 

des mCD4-Mimetikums die Clashes zum gp120-Protein verhindert. Außerdem stabilisieren 

die intramolekularen, Peptidstruktur stabilisierenden Wasserstoffbrücken die β-Faltblatt-

Sekundärstruktur des Peptids und ermöglichen eine CD4-artige Bindung des mCD4-

Mimetikums an gp120. 
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4 Zusammenfassung 

Die Interaktion des HIV-Hüllproteins gp120 mit dem Immunzellrezeptor CD4 ist der erste 

Schritt des Viruseintritts in die Wirtszelle. Moleküle, die in der Lage sind diese Interaktion zu 

hemmen, sind vielversprechende Kandidaten für sogenannte Eintrittsinhibitoren. Diese neue 

Klasse der AIDS-Therapeutika könnte die bestehenden HIV-Medikamente ergänzen. 

Peptidische Mimetika der gp120-Bindungsstelle von CD4 können einen Ausgangspunkt für 

die Entwicklung neuartiger HIV-Eintrittsinhibitoren darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden Peptide ausgehend von der Röntgen-Kristallstruktur des gp120-CD4-Komlexes 

designed, die die Interaktionsfläche des T-Zell-Rezeptors CD4 für das HIV-Hüllprotein gp120 

nachahmen. Die Peptide konnten mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese hergestellt 

werden, dabei wurde durch die Wahl geeigneter Kupplungs- und Harzabspaltungsmethoden 

die Ausbeute der Peptide deutlich gesteigert. Mittels präparativer HPLC konnten Produkte 

von hoher Reinheit erhalten werden, was die LC-ESI/MS-Analytik bestätigte. Bei der 

Synthese zyklischer Peptide wurden zwei methodische Ansätze zur Zyklisierung verfolgt: die 

Lactam- und die Disulfidbücke. Dabei konnte die Letztere erfolgreich umgesetzt werden. 

Es wurden geeignete ELISA-Bedingungen zur Darstellung der CD4-gp120 Interaktion und 

der Bindung peptidischer Mimetika an gp120-Proteine etabliert. Dabei konnten die 

Schlüsselrollen der CD4-Aminosäuren Phe-43 und Arg-59 erstmals auf Peptidebene 

nachvollzogen werden. Der Beitrag dieser Reste konnte mit Hilfe geeigneter Alanin-

Varianten in ELISA-Experimenten erfasst werden. Hierbei zeigte sich, dass Phe-43 den 

größten Beitrag zur Interaktion mit gp120 leistet. Mit Hilfe von F43W- und F43Nal-Varianten 

konnte gezeigt werden, dass größere aromatische Reste an der Aminosäureposition 43 zu 

einer besseren Bindung dieser Varianten an gp120 führen. 

In den ELISA-Bindungstests zeigten zyklische CD4-Mimetika deutlich höhere Bindungen an 

gp120 als deren lineare Analoga. Die Moleküldynamik Simulationen bestätigten die erhöhte 

konformationelle Stabilität eines zyklischen Peptides, das an der Kontaktfläche mit gp120 

ähnlich stabil, wie der entsprechende Bereich im CD4-Protein, ist. Unter den zyklischen 

Mimetika war das der hCD4-Positionen 22 bis 64 dem zyklischem Mimetikum der CDR2-

ähnlichen Schleife hinsichtlich der Bindung an gp120 in ELISA-Tests überlegen, was einen 

weiteren Hinweis auf die wichtige Rolle von Arg-59, das im kürzeren Peptid fehlt, gibt. Die 

Spezifität der Bindungen aller Peptide konnte durch die Alanin-Varianten bestätigt werden, 

da diese wegen Austausch von Phe-43 und Arg-59 durch Alanine nicht von gp120 gebunden 

wurden. Darüber hinaus deuten die Ergebnisse eines sog. Induktions-ELISA darauf hin, dass 

das Mimetikum der CDR2-ähnlichen Schleife eine CD4-ähnliche Konformationsänderung im 

gp120 auslösen kann. Diese Änderung ist nötig, um die Corezeptorbindungsstelle im gp120 
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zu öffnen, um dann den Corezeptor zu binden, um letztendlich in die Wirtszelle einzudringen. 

Dieses Ergebnis ist ein Hinweis auf eine funktionelle Mimikry von CD4 durch die 

mimetischen Peptide. 

Im zweiten Teil der Arbeit konnte im ELISA-Format gezeigt werden, dass murines CD4 im 

Gegensatz zum humanen CD4 weder gp120 selbst noch ein Mimetikum der CD4-

Bindungsstelle von gp120 bindet. Es wurden Mimetika des murinen CD4 hergestellt und mit 

den entsprechenden humanen CD4-Mimetika im Hinblick auf die gp120-Bindung im ELISA 

verglichen. Hierbei wurde festgestellt, dass die auf der Proteinebene beobachtete 

Speziesselektivität von gp120 bezüglich humanem und murinem CD4 auf der Peptidebene 

aufgehoben wird, denn die Mimetika des murinen CD4 zeigten eine ähnliche Bindungsstärke 

zu gp120 wie die entsprechenden humanen Peptide. Dabei zeigte die zyklische Variante des 

mCD4-Mimetikums eine signifikant höhere Bindung als die linearen. Weder die 

„Murinisierung“ der hCD4-Mimetika noch die „Humanisierung“ der mCD4-Mimetika brachten 

wesentliche Unterschiede bezüglich der gp120-Bindung mit sich. Moleküldynamik 

Simulationen zeigten, dass das lineare Mimetikum des murinen CD4 und gp120 durch 

Ausbildung eines intermolekularen β-Faltblattes eine stabile Interaktion eingehen. Außerdem 

konnte die im Bindungstest beobachtete stärkere Bindung zyklischer Peptide durch die 

Stabilisierung der Salzbrücke zwischen Lys-61 (CD4) und Asp-368 (gp120) erklärt werden. 

Es lässt sich schlussfolgern, dass das Fehlen der Affinität von mCD4 an gp120 nicht auf der 

Aminosäuresequenz, sondern auf der Sekundärstruktur beruht. 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sind Experimente durchgeführt worden, die belegen, dass 

peptidische Mimetika des humanen CD4s aufgrund der hier gezeigten Bindung an gp120 

durchaus Potential als Eintrittsinhibitoren besitzen. Um diesem Ziel näher zu kommen, 

sollten die in dieser Arbeit synthetisierten Peptide chemisch weitermodifiziert werden, damit 

sie mit einer höheren Affinität zu gp120 mit Rezeptor CD4 um die gp120-Bindung 

konkurrieren können. Eine stärkere Affinität eines solchen Peptides sollte somit die Bindung 

des Rezeptors CD4 an das HIV-Hüllprotein und somit den Viruseintritt verhindern. Im 

Rahmen weiterführender Arbeiten könnten die Peptide so modifiziert werden, dass sie die 

Sekundärstruktur der CDR2-ähnlichen Schleife des CD4s annehmen, die ein β-Faltblatt 

darstellt. Dies kann zum Beispiel über die Einführung eines β-Turns an geeigneter Stelle 

durch die Sequenz L-Pro-D-Pro im Peptid erfolgen (Robinson, 2008). 

Abschließend ist festzuhalten, dass Peptide ein großes Potential zur molekularen und 

strukturellen Aufklärung von Protein-Protein-Interaktionen, insbesondere in Kombination mit 

bioinformatischen Analysemethoden, besitzen. Basierend auf diesen Erkenntnissen lassen 

sich mithilfe von peptidischen Bindungsstellenmimetika Protein-Protein-Interaktionen 

beeinflussen, die in pathologische Prozesse involviert sind, und deren Inhibition daher eine 

aussichtsreiche Therapiestrategie darstellt. 
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5 Summary 

The interaction of the HIV surface protein gp120 with the immune cell receptor CD4 is the 

first step of the virus entry in the host cell. Molecules which are able to interrupt this 

interaction are promising candidates as entry inhibitors. These new class of AIDS 

therapeutics could be an alternative to the established HIV drugs. 

Peptides mimicking the binding site of CD4 for gp120 could be the starting point for the 

development of new HIV entry inhibitors. Based on the x-ray crystal structure of the gp120-

CD4 complex, such peptides were designed. The peptides were synthesized by solid phase 

peptide synthesis, in which the yields were significantly increased by using appropriate 

coupling and cleavage methods. LC-MS analysis confirmed the high purity of peptides, which 

were purified by the preparative HPLC. Two methods for the peptide cyclisation were 

attempted: lactam and disulfide cyclisation. The insertion of cysteins and their connection by 

disulfide bridges turned out to be a successful method to obtain cyclic peptides. 

In an attempt to detect the binding of CD4 to gp120 and to explore the affinity of CD4 

mimetic peptides to gp120, appropriate ELISA conditions were established. The key role of 

CD4 residues Phe-43 and Arg-59 in the gp120-CD4 interaction was confirmed for the first 

time at the peptide level. The highest contribution to binding to gp120 comes from Phe-43, 

followed by Arg-59. By means of peptide variants F43W and F43Nal it was shown that larger 

aromatic residues at position 43 may increase binding to gp120 because of a larger 

interaction surface between the residue at position 43 and the hydrophobic cavity of gp120 in 

which Phe-43 protrudes. 

ELISA binding tests demonstrated stronger binding of gp120 for cyclic CD4 mimetics than for 

linear ones. The increased conformational stability through cyclisation of peptides was 

although evidenced by molecular dynamics stimulations of peptide-gp120 complexes. Here 

the cyclic peptide shows a similar conformational stability to the respective region in CD4. 

Thereby, the cyclic mimetics of hCD4 22- 64 bind gp120 better than the cyclic mimetics of 

the CDR2 like loop only, re-confirming the importance of Arg-59 which is missing in CDR2 

like loop peptides. The binding specificities of all peptides were confirmed by alanine 

substitution variants: the exchange of key amino acids Phe-43 and Arg-59 by alanine lead to 

a complete lost of binding to gp120. Furthermore, the results of an induction assay involving 

the cyclic peptide mimicking the CDR2 like loop of CD4, suggest that the peptide may trigger 

a conformational change within gp120 similar to CD4. This change is needed to expose the 

coreceptor binding site of gp120, enabling contact with the coreceptor and, consequently, 
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entry of HIV into the host cell. This result indicates a functional mimicry of CD4 by the 

mimetic peptides. 

In the second part of this work the lack of affinity of murine CD4 to gp120, as well as to a 

peptide that mimicks the CD4 binding site of gp120, was shown in ELISA binding 

experiments, which is in contrast to human CD4. Peptides presenting the putative gp120 

binding site of murine CD4 were synthesized and compared in terms of gp120 binding. 

Thereby it was found that the lacking affinity of murine CD4 to gp120 could be restored in 

mimetic peptides, whose affinities to gp120 are similar to the corresponding human CD4 

mimetic peptides. Likewise, cyclization of the murine CD4 mimetic increased binding to 

gp120. Consequently, neither the “murinized” human nor the “humanized” murine peptides 

showed a binding behavior different from the respective wt-peptides. Molecular dynamics 

simulations indicate that the mCD4-peptide stably interacts with gp120 via an intermolecular 

β-sheet. Introducing a disulfide bridge between the N- and C-termini in the peptides 

significantly enhanced the affinity to gp120 due to stabilization of the salt-bridge between 

Lys-61 (CD4-peptide) and Asp-368 (gp120). 

Inhibition of the gp120-CD4 interaction represents an attractive strategy to block HIV-1 

infection. In this work, binding experiments confirm the notion that peptide mimetics of 

binding site of CD4 for gp120 have potential to be developed as HIV-1 entry inhibitors. To 

approach this goal the peptides have to be modificated to improve their affinity for gp120. 

High affinity CD4 peptide mimetics should compeed with receptor CD4 for gp120 binding 

thus preventing the virus entry. Such a modification for example through an insert of L-Pro-D-

Pro sequence will trigger the peptide to build a β-turn by this means triggering the peptide in 

the disired secondary structure of CD4. 

In general, synthetic peptides can be considered excellent tools for exploring the molecular 

and structural basis of protein-protein interactions, especially in combination with 

computational methods. Such studies can serve as a starting point for novel therapeutic 

strategies based on the use of inhibitors of protein-protein interactions as drug candidates. 
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6 Anhang 

6.1 Sequenzliste der Peptide 

Peptid-
name 

Sequenz 
kalkulierte 

molare 
Masse 

jm.18-1 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-NH2 5423.34 

jm.18-2 
Ac-His6-X-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEK66-
NH2 6143.05 

jm.18-3 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGFLIKGGSPSQFDRFDSKRGAWEK66-NH2 5471.38 

jm.18-5 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSVLTRGPSKLNDRADSRKSLWDQ64-NH2 5209.97 

jm.20-1 Ac-CX-22KITVFTWKFSDQRKILGQHGKGALIRGGSPSQFDRFDSAAGAWEK66-NH2 5281.09 

jm.21-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 5258.02 

jm.26-1 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 5011.7 

jm.26-2 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 5731.4 

jm.26-3 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSRASLWDQ64-NH2 5096,81 

jm.27-1: Ac-His6-X-22K[CIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWC]Q64-NH2 5979.83 

jm.27-2: Ac-His6-X-22KS[CQFHWKNSNQIKILGNQC]SFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 6011.78 

jm.27-3: Ac- His6-X-22KSIQFHWKNSN[CIKILGNQGSFLTKGPC]KLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 5966.79 

jm.27-4: Ac-His6-X-22K[CIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSAASLWC]Q64-NH2 5733.51 

jm.27-5: Ac-His6-X-22KS[CQFHWKNSNQIKILGNQC]SALTKGPSKLNDRADSAASLWDQ64-NH2 5765.47 

jm.27-6: Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSN[CIKILGNQGSALTKGPC]KLNDRADSAASLWDQ64-NH2 5720.47 

jm.29-1 
Ac-His6-X-22K[CTVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWC]K66-
NH2 6105.04 

jm.30-2 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSALTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 5181,92 

jm.30-6 Ac-CX-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRASLWDQ64-NH2 5172,91 

jm.35-3 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSWLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 6016,76 

jm.35-4 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSNalLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 6027,79 

jm.36-2 Ac-His6-X-34IKILGNQGSFLTKGP48-NH2 2549.95 

jm.36-4 Ac-His6-X-[CB-34IKILGNQGSFLTKGP48-BC]-NH2 2896.4 

jm.36-6 Ac-His6-X-34IKILGNQGSALTKGP48-NH2 2473.85 

jm.36-8 Ac-His6-X-[CB-35KILGNQGSALTKGP48-BC]-NH2 2707.12 

jm.38-3 Ac-His6-X-[CB-34IKILGN-D-Phe-GSFLTKGP48-BC]-NH2 2896.4 

ck.2-1 Ac-His6-X-22KSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQ64-NH2 5977.72 
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6.2 LC-MS Spektren 
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6.3 MALDI-TOF Spektren von jm.36-4 
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6.4 Abkürzungsverzeichnis 

ACE Angiotensine Converting Enzyme 
Ahx ε-Aminohexansäure 
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 
Ala Alanin 
Aloc Allyloxycarbonyl 
APC Antigen Presenting Cell 
Arg Arginin 
Asn Asparagin 
Asp Aspartat 
AZT Azidothymidin 
Boc tert-Butyloxycarbonyl 
BSA Bovines Serumalbumin 
CD4 Cluster Of Differentiation 4 
CDR2 Complementarity Determining Region 2 
Cys Cystein 
DCM Dichlormethan 
DIC Diisopropylcarbodiimid 
DMF Dimethylformamid 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
eq. equivalent 
FAU Friedrich-Alexander-Universität 
Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 
Gln Glutamin 
Glu Glutamat 
Gly Glycin 
gp120 Glykoprotein 120 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
HRP Horseradish Peroxidase 
HTLV Humanes L-Lymphotropes Virus 
IgG Immunglobulin G 
Ile Isoleucin 
ivDde (4,4-dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidene)-3-methylbutyl 
LAV Lymphoadenopathie Assoziiertes Virus 
LC/ESI-MS Liquid chromatography/ Electron Spray Ionization - Mass 

Spectrometry 
Lck Lymphocyte-specific potein 
Leu Leucin 
Lys Lysin 
mAb Monoclonal Antibody 
Maldi-TOF Matrix-assisted Laser Desorption Ionisation - Time Of Flight 
Met Methionin 
MD-Simulation Moleküldynamik-Simulation 
mg Milligramm 
MHC Major Histocompatibility Complex 
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mL Milliliter 
Nal Naphthylalanin 
NF-κB Nekrose Faktor κB 
NTA Nitrilotriessigsäure 
All Allyl 
OPD ortho-Phenylendiamin 
Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 
Pd(PPh3)4 Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (O) 
PEG Polyethylenglykol 
Phe Phenylalanin 
Pro Prolin 
RT Raumtemperatur 
Ser Serin 
tBu tert-Butyl 
TCR T-Cell Receptor 
Thr Threonin 
Trt Trityl 
u.A. Unter Anderem 
UV-Vis Ultraviolett Visual 

VEGF Vascular Endotheliar Growth Factor 

WHO World Health Organisation 
z.B. Zum Beispiel 
ZDV Zidovudin 
β-Ala β-Alanin 
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