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1 ZUSAMMENFASSUNG 
Die Applikation von therapeutischen Peptiden oder Proteinen kann im Patienten durch 

Mechanismen des Immunsystems zu unerwünschten Nebenwirkungen führen, die die 

biologische Wirksamkeit vermindern können. Dies geht mit einer erhöhten Wirkstoffgabe 

oder einer Therapieresistenz einher und stellt damit ein Sicherheitsrisiko für den 

Patienten dar. In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel HIV-inhibitorischer Peptide 

eine Möglichkeit aufgezeigt, mit der die peptidspezifische humorale und zelluläre 

Immunogenität vermindert, die Wirksamkeit indes beibehalten werden kann. 

Als Ausgangspunkt wurden die bereits publizierten Peptide T-20, C46, SC35EK, T-1249 und 

C34-EHO ausgewählt, welche äußerst effektiv den Eintritt von HIV in dessen Zielzellen 

verhindern. Alle fünf Peptide sind von der Aminosäuresequenz des transmembranen 

Hüllproteins gp41 des HIV-1 (T-20, C46, SC35EK), HIV-2 (C34-EHO) bzw. HIV-1/-2/SIV  

(T-1249) abgeleitet. In dieser Arbeit wurde das HIV-2 Peptid C34-EHO C-terminal um 12 

Aminosäuren des HIV-1 verlängert (neue Bezeichnung: C46-EHO). 

Für die Initiierung einer zellulären Immunantwort muss unter anderem ein 

Peptidfragment (sog. MHC-I-Epitop) über Ankeraminosäuren an ein MHC-I-Molekül 

binden. Die in silico Analyse der Aminosäuresequenzen der Peptide ergab diesbezüglich 

für das Hybridpeptid C46-EHO die geringste potentielle zelluläre Immunogenität, wobei 

insgesamt fünf starke potentiell immunogene MHC-I-Epitope von den 

Vorhersageprogrammen BIMAS und SYFPEITHI identifiziert wurden. Die in vitro Analyse 

der humoralen Antigenität zeigte zudem, dass die überwiegende Mehrheit der HIV-1-

infizierten Patienten Antikörper gegen die HIV-1-abgeleiteten Peptide C46 und T-20 im 

Serum aufwies, nicht jedoch gegen C46-EHO, T-1249 und SC35EK. Die Antikörper waren 

überwiegend gegen die am C-Terminus lokalisierte HIV-1 MPER (membrane-proximale 

external region) gerichtet. In den Seren von HIV-2-infizierten Patienten waren hingegen 

Antikörper gegen T-1249 und C46-EHO detektierbar.  

Die Peptide T-20, C46, SC35EK, T-1249 und C46-EHO verhinderten spezifisch die Infektion 

von HIV-1 im nanomolaren Konzentrationsbereich. C46-EHO hemmte überdies den 
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Eintritt von SIVmac251 als auch T-20- und C46-resistenter HI-Viren. T-Zelllinien wurden 

durch die membranständige Expression von C46-EHO effektiver vor einer HIV-1 Infektion 

geschützt im Vergleich zu membranständigen C46 Peptid. Aufgrund der geringen 

Immunogenität und der äußerst breiten und effektiven antiviralen Wirksamkeit wurde 

C46-EHO für die weitere Optimierung verwendet. 

Im C46-EHO wurden Aminosäuren an Hauptankerpositionen der MHC-I-Epitope gegen 

weniger stark bindende Aminosäuren bei fünf potentiellen 9mer MHC-I-Epitopen 

ausgetauscht. Dies resultierte in den Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4, wobei V2 die 

aussichtsreichsten Eigenschaften aufwies: 1) niedrigste humorale Antigenität in HIV-1 

Patientenseren; 2) potente antivirale Wirksamkeit; 3) verringerte potentielle zelluläre 

Immunogenität. 

Abschließend wurde basierend auf V2 die optimierte Peptidvariante V2o generiert. Die 

Glykosylierungsstelle im V2 Peptid wurde an die entsprechende C46 Position verschoben, 

wodurch die in silico vorhergesagte zelluläre Immunogenität weiter vermindert wurde. 

Zudem wurde das HIV-1-abgeleitete MPER-Motiv durch die Aminosäuresequenz des  

HIV-2 Stammes EHO ersetzt, so dass V2o nicht mehr von prä-existierenden Antikörpern in 

HIV-1 Patientenseren erkannt wurde. Im ELISpot Assay wiesen weder Patienten mit einer 

HIV-1 bzw. HIV-2 Infektion noch SIV-infizierte Rhesus Makaken eine zelluläre 

Immunantwort gegen C46-EHO, V2 oder V2o auf. V2o verhinderte den Eintritt von 

diversen HIV-1 Viren im pikomolaren Konzentrationsbereich und wies somit eine deutlich 

verbesserte antivirale Wirksamkeit auf. 

Somit konnte in dieser Arbeit durch Austausch von Aminosäuren die intrinsische 

Immunogenität des HIV-inhibitorischen Peptids C46-EHO vermindert und zugleich die 

biologische Wirksamkeit verstärkt werden. Das hieraus resultierende Peptid V2o steht 

nunmehr für die weitere klinische Entwicklung als Präventativ oder Therapeutikum für die 

subkutane oder gentherapeutische Applikation zur Verfügung.  
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2 EINLEITUNG 

2.1 Das Humane Immundefizienz Virus 
Das Humane Immundefizienz Virus (HIV) ist der Erreger von AIDS (Acquired Immune 

Deficiency Syndrome). HIV gehört in der Familie der Retroviren zur Gattung der Lentiviren. 

Charakteristisch ist das langsame Fortschreiten der Krankheit durch die kontinuierliche 

Vermehrung der Viren und eine starke Abnahme der CD4+ T-Zellen des Immunsystems. 

Die Immunschwäche führt zu opportunistischen Infektionen, die durch Viren, Bakterien 

oder Pilze verursacht werden, in gesunden Menschen jedoch harmlos sind. 

1983/84 isolierten zwei Arbeitsgruppen die bis dahin unbekannten AIDS-auslösenden 

Retroviren (VAHLNE 2009). 1983 wurde ein Virus von Luc Montagnier (Institut Pasteur, 

Frankreich) aus den Lymphknoten eines Patienten isoliert und als LAV (lymphadenopathy-

associated virus) bezeichnet (BARRE-SINOUSSI et al. 1983; BARRE-SINOUSSI et al. 1985). 1984 

wurde in den USA ein weiteres Virus (human T-lymphotropic retroviruses, HTLV III) von 

Robert Gallo (National Institutes of Health (NIH), USA) beschrieben (GALLO et al. 1984). 

Aufgrund der Übereinstimmung wurde es ab 1986 einheitlich als HIV-1 bezeichnet (COFFIN 

et al. 1986). Kurz darauf wurde ein ähnliches Virus aus dem Blut zweier Westafrikaner 

isoliert (CLAVEL et al. 1986). Dieses wies morphologische Gemeinsamkeiten mit HIV-1 auf, 

unterschied sich jedoch deutlich in den Hüllproteinen und wurde als HIV-2 bezeichnet. 

2008 erhielten Luc Montagnier und Françoise Barré-Sinoussi für die Entdeckung des HI-

Virus den Nobelpreis für Medizin. 

HIV-1 und HIV-2 sind eng mit den Immundefizienzviren der Affen (SIV, simian 

immunodeficiency virus) verwandt. Vermutlich wurde HIV durch mehrere Transmissionen 

verschiedener SIV-Subtypen auf den Menschen übertragen (HAHN et al. 2000; REEVES and 

DOMS 2002). Phylogenetische Analysen ergaben eine enge Verwandtschaft zwischen HIV-1 

und SIV des Schimpansen Pan troglodytes (SIVcpz, chimpanzees) (GAO et al. 1999; 

WOROBEY et al. 2008). HIV-2 entstand vermutlich durch Übertragung des SIV der 

Halsbandmangaben Cercocebus atys (SIVsm, sooty mangabey) auf den Menschen (GAO et 

al. 1992; SHARP et al. 1995). 
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2.1.1 Pathogenese der HIV-1 Infektion 

HIV ist eine Infektion des Immunsystems, da CD4+ T-Zellen die Hauptzielzellen des Virus 

darstellen (WALKER and MCMICHAEL 2012). Die Krankheit kann sehr unterschiedlich 

verlaufen, wobei bei einigen Patienten AIDS innerhalb eines Jahres ausbricht (rapid 

progressors) und andere wiederum jahrzehntelang ohne Therapie auskommen (LTNPs 

(long-term non-progressors) und Elite controllers) (DEEKS and WALKER 2007).  

Kurz nach der Infektion kann ein akutes HIV-Syndrom, wie z.B. Fieber oder 

Lymphknotenschwellung, auftreten. In dieser Phase von meist vier Wochen kommt es zu 

einem starken Anstieg der Viruslast und einer deutlichen Abnahme der CD4+ T-Zellzahl 

(Abbildung 2.1.1). Gleichzeitig reagiert das Immunsystem mit einer HIV-spezifischen 

Immunantwort, wodurch die Viruslast bis zum viralen Setpoint, der maßgeblich die 

Progression der Krankheit beeinflusst, sinkt. Es folgt eine Periode von mehreren Jahren, in 

denen die meisten Patienten keine Symptome aufweisen (chronische Phase). Die Zahl der 

CD4+ T-Zellen stabilisiert sich, nimmt jedoch allmählich im weiteren Verlauf ab. Sinkt die 

CD4+ T-Zellzahl unter 200 Zellen/µl und wird zugleich ein Anstieg der Viruslast detektiert, 

muss mit AIDS-definierenden Erkrankungen gerechnet werden, die ohne Behandlung in 

kurzer Zeit zum Tod führen. Zu diesen zählen opportunistische Infektionen, die durch 

Viren, Bakterien oder Pilze ausgelöst werden, aber auch Kaposi-Sarkome und Lymphome.  

 

 

Abbildung 2.1.1 Schematischer Verlauf der unbehandelten HIV-Infektion. 

Zeitlicher Zusammenhang zwischen Anzahl der CD4+ T-Zellen pro µl und Viruslast (HIV RNA (Kopien pro ml 
Blutplasma)). Quelle: (HOFFMANN CHRISTIAN 2014) 
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2.1.2 Morphologie der HIV-Partikel 

Die HIV-Partikel haben einen Durchmesser von ca. 100 nm und sind von einer 

Lipidmembran umhüllt, die von der Wirtszelle abstammt (Abbildung 2.1.2). In die 

Lipidmembran sind 10-30 trimere Proteinkomplexe eingebettet (CHERTOVA et al. 2002; ZHU 

et al. 2003; ZHU et al. 2006), die aus den zwei nicht-kovalent miteinander verbundenen 

Glykoproteinen gp41 und gp120 bestehen (WHITE et al. 2010). Direkt unter der Virushülle 

liegen die mit der Lipidmembran assoziierten Matrixproteine p17. Im Partikelinneren 

befindet sich das konisch geformte p24 Kapsid. Dieses enthält das virale Genom in Form 

zweier identischer einzelsträngiger RNA-Moleküle, die mit den Nukleokapsidproteinen p7 

und der reversen Transkriptase komplexiert sind. Im HI-Virus sind zudem die viralen 

Enzyme Integrase und Protease enthalten, die für die HIV Replikation unerlässlich sind. 

 

 

Abbildung 2.1.2 Schemata reifer HIV-Partikel.  

Das HI-Virus ist von einer Lipidmembran (lipid layer) umgeben, in welche die viralen Hüllproteine gp120 und 
gp41 eingebettet sind. Die Innenseite der Membran ist mit den Matrixproteinen p17 ausgekleidet. Im Virion 
befindet sich das Kapsid p24, das zwei RNA-Moleküle, die mit den Nukleokapsidproteinen p7 verbunden 
sind, sowie die reverse Transkriptase, Integrase und Protease enthält. Quelle: (SHUM et al. 2013) 
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2.1.3 Replikationszyklus von HIV 

Der Replikationszyklus beginnt mit der Bindung des viralen, trimeren Hüllproteins gp120 

an den primären CD4-Rezeptor und einen Chemokinkorezeptor (CXCR4 oder CCR5) 

(Abbildung 2.1.3) (MADDON et al. 1986; MCDOUGAL et al. 1986; SATTENTAU and WEISS 1988). 

Zielzellen von HIV-1 sind daher jegliche CD4+ Zellen, wie T-Helferzellen, dendritische 

Zellen und Monozyten/Makrophagen. Die sequentiellen Rezeptorbindungen induzieren 

konformationelle Änderungen im Glykoprotein gp120 gefolgt von gp41 und bedingen die 

Verschmelzung von viraler und zellulärer Lipidmembran, wodurch das Kapsid samt Inhalt 

ins Zytoplasma gelangt (CHAN and KIM 1998; ECKERT and KIM 2001). Der Eintrittsprozess 

wird detailliert in Kapitel 2.1.4 erläutert. Möglicherweise findet jedoch die Fusion nicht an 

der äußeren Zellmembran, sondern nach Endozytose im Zellinneren statt (MELIKYAN 2008; 

MIYAUCHI et al. 2009a; MIYAUCHI et al. 2009b; SLOAN et al. 2013). Im Zytoplasma wird die 

reverse Transkriptase aktiviert, die einen HIV-RNA-Strang in komplementäre, 

doppelsträngige DNA (cDNA) umschreibt. Die cDNA wird in den Zellkern transportiert 

(MILLER et al. 1997). Das virale Enzym Integrase baut die virale cDNA in die chromosomale 

DNA der Zelle ein (BROWN et al. 1989; MILLER et al. 1997; WU 2004). Das nun als 

integriertes Provirus vorliegende Genom weist einen charakteristischen Aufbau auf: die 

kodierenden Bereiche sind auf beiden Seiten von identischen regulatorischen Sequenzen, 

den sog. LTRs (long terminal repeats), flankiert und weisen Bindungsstellen für zelluläre 

Transkriptionsfaktoren auf (NABEL and BALTIMORE 1987; JONES and PETERLIN 1994). Die 

mRNAs werden in das Zytoplasma transportiert und in Proteine translatiert. Anschließend 

setzen sich virale Vorläuferproteine mit der HIV-RNA an der Innenseite der Lipidmembran 

zusammen (assembly) und unreife Virionen werden unter Mitnahme des zellulären 

Membrananteils freigesetzt (budding). Die virale Protease spaltet die Vorläuferproteine in 

Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsid-Proteine sowie reverse Transkriptase und Integrase für 

die Reifung zu infektiösen Viren (maturation) (BUKRINSKAYA 2004). 
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Abbildung 2.1.3 Replikationszyklus von HIV-1.  

Die viralen Glykoproteine gp120 und gp41 binden den CD4-Rezeptor und einen Chemokinkorezeptor der 
Zielzelle. Durch die nachfolgende Membranfusion gelangt das virale Kapsid in das Zellinnere (uncoating). 
Anschließend katalysiert die reverse Transkriptase die Synthese von zur viralen RNA komplementärer cDNA, 
die durch die viruseigene Integrase in das Wirtsgenom eingebaut wird. Die viralen Gene werden 
transkribiert und translatiert. Abschließend werden die HIV Proteine und das RNA-Transkript an der 
Lipidmembran zusammengebaut (assembly), freigesetzt (budding) und reifen zu infektiösen HI-Viren 
(maturation). Quelle: (PASTERNAK et al. 2013) 
 

2.1.4 Eintritt von HIV in seine Zielzellen 

Der Replikationszyklus von HIV beginnt mit einer unspezifischen Anlagerung des Virions 

an Heparansulfate oder Integrine der zu infizierenden Zelle (SAPHIRE et al. 2001; CICALA et 

al. 2009). Die trimeren Hüllproteine gp120 und gp41 vermitteln den Eintritt von HIV-1 in 

dessen Zielzellen (Abbildung 2.1.4) (WYATT and SODROSKI 1998). Gp120 bindet zunächst 

den CD4-Rezeptor der Zielzellen (DALGLEISH et al. 1984; KLATZMANN et al. 1984; MADDON et 

al. 1986). Der CD4-Rezeptor besteht aus hintereinander angeordneten 

Immunglobulindomänen und ist für HIV-1 und HIV-2 der primäre Rezeptor. Dennoch 
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können einige HIV-Isolate ihre Zielzellen auch unabhängig von CD4 infizieren (REEVES et al. 

1999). Die CD4-Bindung induziert eine Konformationsänderung im gp120, insbesondere 

kommt es zu einer Umlagerung der V3 Schleife des gp120 und zur Bildung der 

gp120 "Bridging sheet", wodurch die Bindungsepitope für die nachfolgende 

Korezeptorbindung exponiert werden (Abbildung 2.1.4) (KWONG et al. 1998; LIU et al. 

2008). Die wichtigsten Korezeptoren sind die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4. 

Diese gehören zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und bestehen aus sieben 

Transmembrandomänen. Die Aminosäuresequenz der gp120 V3-Schleife bestimmt 

wesentlich den Tropismus von HIV und damit die Art des verwendeten 

Chemokinkorezeptor, d. h. ob CXCR4, CCR5 oder beide verwendet werden (BERSON et al. 

1996; CHOE et al. 1996; DENG et al. 1996; DORANZ et al. 1996; FENG et al. 1996). Die Bindung 

des gp120 an den Korezeptor verursacht Konformationsänderungen im transmembranen 

Glykoprotein gp41 (Abbildung 2.1.4). Zunächst erfährt der N-terminale Teil des trimeren 

gp41 eine Konformationsänderung, wodurch gp41 in einen fusionsaktivierten Zustand 

versetzt wird (CHAN and KIM 1998). Hierbei inseriert das hydrophobe N-terminale 

Fusionspeptid in die Membran der Zielzelle und induziert die Bildung einer transienten 

Haarnadelschleife (prehairpin) (CHAN and KIM 1998; FURUTA et al. 1998; DOMS and TRONO 

2000). Bei der folgenden Oligomerisierung der drei N- mit den drei C-terminalen 

Heptadwiederholungen entsteht das Sechs-Helix-Bündel (6-HB) (CHAN et al. 1997; TAN et 

al. 1997; WEISSENHORN et al. 1997; CAFFREY et al. 1998), wodurch zelluläre und virale 

Lipidmembran in räumliche Nähe gebracht werden und die Energiebarriere für die 

Membranfusion überwunden wird (HUGHSON 1997; MELIKYAN et al. 2000). Nach der sog. 

Hemifusion bilden sich zunächst kleine Poren in der Membran, die zu einer großen Pore 

expandieren, wodurch der Inhalt des Virus in das Zytoplasma der Wirtszelle gelangt 

(MUNOZ-BARROSO et al. 1998; MELIKYAN 2008).  
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Abbildung 2.1.4 Postulierter Mechanismus des Eintritts von HIV und Inhibition durch C-Peptide.  

Native Form des trimeren gp120/gp41-Glykoproteinkomplexes auf der Oberfläche freier Virionen (links in 
der Abbildung). Nach Interaktion des gp120 mit den Rezeptoren der Zielzelle (CD4- und Korezeptor) führt 
eine Konformationsänderung im gp41 zur Insertion des N-terminalen Fusionspeptides in die Zellmembran 
und zur Ausbildung der „Prehairpin“ Struktur. Durch Umlagerung der N- und C-terminalen 
Heptadwiederholungen (NHR, CHR) kommt es zur Bildung des Sechs-Helix-Bündels (6-HB), wodurch sich 
virale und zelluläre Membran nähern und fusionieren. C-Peptide, die auf der Aminosäuresequenz der CHR 
basieren, verhindern die Bildung des 6-HBs. Adaptiert nach (MOORE and DOMS 2003). 
 

2.2 Gp41 und Fusionsinhibitoren 

2.2.1 Transmembranes HIV-1 Hüllprotein gp41 

Das Glykoprotein gp41 wird in drei Bereiche unterteilt (Abbildung 2.2.1): Ektodomäne 

(Aminosäuren (AS) 512-683), transmembrane Domäne (TM, AS 684-705) und 

intrazellulärer Bereich (Intra, AS 706-856). Die Nummerierung basiert auf der HIV-1 HXB2 

Aminosäuresequenz des gp160 (LEITNER T et al. 2005). Die Ektodomäne ist stark 

konserviert und besteht ihrerseits aus verschiedenen Regionen (Abbildung 2.2.1) 

(MONTERO et al. 2008; GARG et al. 2011):  

 das N-terminale hydrophobe, Glycin-reiche Fusionspeptid (FP) (AS 512-527) 

 polare Region (AS 528-545) 

 zwei α-helikale Heptadwiederholungen (heptad repeat, HR): N-terminal (NHR)  

(AS 546-581) und C-terminal (CHR) (AS 628-661)  

 eine hydrophile Schleife, die durch eine Disulfidbrücke gebildet wird (AS 598-604) 

 die Tryptophan-reiche MPER (membran-proximal external region, AS 662-683). 
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Abbildung 2.2.1 Das transmembrane Glykoprotein gp41 des HIV-1.  

Die transmembrane Domäne (TM) unterteilt das gp41 in eine Ektodomäne und eine Endodomäne 
(intrazellulärer Bereich, Intra). Die Ektodomäne besteht aus dem hydrophoben Fusionspeptid (FP) und zwei 
α-helikalen Bereichen (NHR, N-Heptadwiederholung; CHR, C-Heptadwiederholung), die über eine flexible 
Gelenkregion miteinander verbunden sind. Adaptiert nach (HE et al. 2008). 
 

Während des HIV-1 Eintritts in die Zielzelle wird durch Konformationsänderungen im gp41 

das 6-HB ausgebildet (Abbildung 2.1.4, Abbildung 2.2.2 A und B). Hierbei oligomerisieren 

drei NHRs zu einem verdrillten Bündel (trimere Coiled-Coil-Struktur). Anschließend lagert 

sich jeweils eine CHR in antiparalleler Orientierung an die hydrophobe Bindungstasche an, 

die durch zwei benachbarte NHRs gebildet wird. Auf diese Weise entsteht die 

fusionsaktive Struktur von sechs verdrillten Helices (CHAN et al. 1997; TAN et al. 1997; 

WEISSENHORN et al. 1997). Beide Heptadwiederholungen weisen folgende strukturelle 

Eigenschaften auf. NHR und CHR bestehen aus einem Wiederholungsmuster von sieben 

Aminosäuren ((abcdefg)n), die charakteristisch für α-Helices ist (PAULING and COREY 1953; 

WATSON and CRICK 1953; O'SHEA et al. 1989). Die α-Helix ist eine rechtshändige, gedrehte 

Spirale mit 3,6 Aminosäuren pro Umdrehung. Stabilisiert wird sie durch 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Carbonylsauerstoff der n-ten und dem 

Amidproton der (n+4)-ten Aminosäure desselben Moleküls. Die hydrophoben 

Aminosäuren der Heptadwiederholungen nehmen die Positionen a und d ein, d. h. sie 

finden sich alternierend aller drei oder vier Positionen voneinander entfernt. Da eine 

Helixwindung genau 3,6 Aminosäuren enthält, vereinen sich die a und d gelegenen, d.h. 

4,3-Reste, zu einer hydrophoben Kontaktfläche. Die Abfolge der Aminosäuren lässt sich 

im sog. Helixrad darstellen (Abbildung 2.2.2 B) (SCHIFFER and EDMUNDSON 1967). 

Die NHR besteht aus 36 Aminosäuren (N36) mit einem hohen Anteil der Aminosäuren 

Leucin/Isoleucin und hat die Form eines Isoleucin-Reißverschlusses (HARBURY et al. 1994). 

Während der Oligomerisierung bilden sich hydrophobe Kräfte zwischen den Positionen a 
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und d von drei Helices aus (Abbildung 2.2.2 B), die sich umeinander winden und die 

Struktur einer Superhelix (Coiled-Coil-Struktur) annehmen (Abbildung 2.2.2 A). 

Insbesondere lagern sich die Helices in einer „knobs-into-holes-Form“ zusammen (WATSON 

and CRICK 1953; CHAN et al. 1997). Die hydrophoben Aminosäuren der Positionen a und d 

(knobs) inserieren hierbei in die Grube (hole), die durch vier Aminosäuren der 

benachbarten Helix gebildet wird.  

Die amphipathische CHR besteht aus 34 Aminosäuren (C34) und hat einen hohen Anteil 

von Tryptophanresten. Während der Fusion lagern sich die CHRs in antiparalleler 

Orientierung in die von den NHRs gebildeten Furchen ein, wodurch das Sechs-Helix-

Bündel entsteht (Abbildung 2.2.2 A) (LU et al. 1995). Die hydrophoben Aminosäuren an 

den Positionen e und g der NHR interagieren hierbei mit den Aminosäuren an den 

Positionen a und d der CHR (Abbildung 2.2.2 B) (CHAN et al. 1997). 

 

A 

 

B 

 

Abbildung 2.2.2 Das transmembrane Glykoprotein gp41 des HIV-1.  

(A) Kristallstruktur des N36/C34-Komplexes. Drei NHRs (grün) bilden eine trimere Coiled-Coil-Struktur, 
welche von drei CHRs (rot) umschlossen wird und als Sechs-Helix-Bündel bezeichnet wird. Seitenansicht 
(links) und Aufsicht (rechts). Modifiziert mit PyMol nach (CHAN et al. 1997). (B) Helikale Raddarstellung des 
Sechs-Helix-Bündels. Die hydrophoben Aminosäuren der NHR an den Positionen a und d bilden ein 
hydrophobes Band, wodurch die trimere Coiled-Coil-Struktur entsteht. Die Aminosäuren der Positionen e 
und g der NHR formen die hydrophobe Furche für die Interaktion mit den Aminosäuren an den Positionen a 
und d der CHR. Quelle: (CHAN et al. 1997) 
 

 

 

 

 



EINLEITUNG | 16 

 

 

 

2.2.2 Gp41-abgeleitete Fusionsinhibitoren 

Der virale Eintritt bietet eine attraktive Angriffsmöglichkeit für therapeutische 

Interventionen, da dieser extrazellulär ablaufende Prozess für antivirale Substanzen 

zugänglich ist. Peptide, die von der Aminosäuresequenz der HIV CHR abgeleitet sind, sog. 

C-Peptide, können durch Bindung der NHR die Bildung des 6-HBs und somit Fusion und 

Eintritt von HIV verhindern (Abbildung 2.1.4) (WILD et al. 1994; FURUTA et al. 1998). 

 

Synthetisch-hergestellte Fusionsinhibitoren 

Der weltweit erste zugelassene Fusionsinhibitor für die Behandlung von HIV-1 Patienten 

war das synthetisch-hergestellte C-Peptid T-20 (Enfuvirtide, Fuzeon®, Hoffmann-La Roche 

& Trimeris, 2003) (ROBERTSON 2003; MATTHEWS ET AL. 2004). T-20 besteht aus 36 

Aminosäuren und ist von der Aminosäuresequenz der CHR des HIV-1 HXB2 abgeleitet (AS 

638-673) (Tabelle 2.2.1) (WILD et al. 1993). T-20 hemmt in vitro Labor- und Primärisolate 

im nanomolaren Konzentrationsbereich (WILD et al. 1994). Es reduziert die Viruslast in 

vivo, wodurch die CD4+ T-Zellzahl signifikant zunimmt (LAZZARIN et al. 2003). Bei der 

Verabreichung des Fusionsinhibitors entstehen keine bedeutsamen Nebenwirkungen 

(KILBY et al. 1998). Folgende Nachteile verhindern indes eine weitreichende Applikation: 

 T-20 muss als Peptid chemisch synthetisiert werden und verursacht angesichts 

seiner Größe hohe Herstellungskosten (MATTHEWS et al. 2004). Es wird bereits 

versucht die Herstellungskosten zu minimieren (KOSANA et al. 2014). 

 Aufgrund der fehlenden oralen Bioverfügbarkeit und der geringen Halbwertszeit 

im Plasma (ca. 2h) müssen 2x täglich 90mg subkutan appliziert werden (KILBY et al. 

1998). 

 Die hohe Replikationsrate und die Ungenauigkeit der reversen Transkriptase 

bedingen bei einer Monotherapie innerhalb von 14 Tagen T-20-resistente Viren 

(WEI et al. 2002). Insbesondere treten Mutationen in der NHR-Sequenz 547GIV549 

auf (WEI et al. 2002; GREENBERG and CAMMACK 2004).  

Eine Weiterentwicklung des Fusionsinhibitors T-20 ist das C-Peptid C46 (EGELHOFER et al. 

2004). Dieses besteht aus 46 Aminosäuren und basiert auf der Aminosäuresequenz der 

CHR des HIV-1 HXB2 (AS 628-673) (Tabelle 2.2.1). Die zehn zusätzlichen Aminosäuren am 
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N-Terminus minimieren das Risiko der Entstehung resistenter HI-Viren (EGELHOFER et al. 

2004; CHANG and HSU 2007). Um die Nachteile synthetischer Peptide zu umgehen, wurde 

durch genetische Veränderung der Zielzellen von HIV-1 das Peptid C46 auf der äußeren 

Zellmembran verankert (EGELHOFER et al. 2004). Nach längerer in vitro Passagierung in 

Gegenwart steigender Peptidkonzentrationen konnte zwar gegen das 

membranverankerte C46 ein HIV-Isolat mit verminderter C46-Sensitivität selektioniert 

werden, dieses wies jedoch keine vollständige Resistenz auf (HERMANN 2007). 

T-1249 (Tifuvirtide, Hoffmann-La Roche & Trimeris) ist ein Peptid der zweiten Generation 

der Fusionsinhibitoren (DE CLERCQ 2002). T-1249 umfasst 39 Aminosäuren, abgeleitet von 

der Aminosäuresequenz der CHR von HIV-1, HIV-2 und SIV (AS 628-673) (Tabelle 2.2.1) 

(SCHNEIDER et al. 2005). Diesem Peptid fehlt eine Heptadwiederholung (AS 637-643).  

T-1249 weist im Vergleich zu T-20 eine bessere antivirale Aktivität sowie eine längere 

Halbwertszeit auf. Zudem ist es gegen HIV-2 und SIV aktiv (ERON et al. 2004; LALEZARI et al. 

2005). 2004 wurde die klinische Weiterentwicklung aufgrund von Problemen im 

Herstellungsprozess abgebrochen (MARTIN-CARBONERO 2004). In Anwesenheit steigender  

T-1249-Konzentrationen wurden in vitro resistente Viren generiert, die Mutationen im 

GIV-Motiv aufwiesen und zugleich T-20-kreuzresistent waren (EGGINK et al. 2008).  

SC35EK ist ein Repräsentant der dritten Generation der Fusionsinhibitoren. Dieses 

artifizielle Peptid besteht aus 35 Aminosäuren und ist eine lösliche Peptidvariante des C34 

von gp41 (Tabelle 2.2.1) (OTAKA et al. 2002). SC35EK besteht aus fünf Wiederholungen des 

Motivs Z-EE-ZZ-KK. Konservierte Aminosäuren des HIV-1 HXB2 (Z) wurden beibehalten, da 

diese essentiell für die Interaktion mit der NHR sind (Positionen a, d und e in Abbildung 

2.2.2 C). Nichtkonservierte Aminosäuren, die im Sechs-Helix-Bündel nach außen zeigen, 

wurden durch die hydrophilen Aminosäuren Glutamat (E) und Lysin (K) ersetzt. Dies 

ermöglicht die Ausbildung intramolekularer Salzbrücken zwischen den Aminosäuren der 

Position n und n+4. Folglich wird die α-helikale Peptidstruktur stabilisiert und die 

Löslichkeit erhöht (MARQUSEE and BALDWIN 1987). SC35EK weist eine 10x höhere antivirale 

Aktivität im Vergleich zu T-20 auf (OTAKA et al. 2002). 

Gustchina et al. verglichen und charakterisierten die fusionshemmenden Eigenschaften 

von C34-abgeleiteten Peptiden (AS 628-661) diverser lentiviraler Stämme (GUSTCHINA et al. 
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2005). Das C34 Peptid, welches vom HIV-2 Stamm EHO abgeleitet ist (C34-EHO), hemmte 

sehr effektiv den Eintritt von HIV und SIV in die Zielzelle. Das HIV-2 Isolat EHO wurde 1989 

von einem AIDS-Patienten der Elfenbeinküste isoliert und als äußerst pathogen 

beschrieben (REY et al. 1989; REY-CUILLE et al. 1994; GALABRU et al. 1995). Bei der näheren 

Charakterisierung von HIV-2 EHO zeigte sich, dass obwohl weniger Viruspartikel im 

Virusstock vorhanden waren, weit mehr infektiöse Viren produziert wurden (REY-CUILLE et 

al. 1994). Infektionen mit HIV-2 sind üblicherweise weniger pathogen als HIV-1 

Infektionen. Somit stellt das HIV-2 EHO Isolat mit der erhöhten Virulenz und des stärkeren 

zytopathischen Effekts eine Besonderheit dar (REY-CUILLE et al. 1994; MCCLURE et al. 2000).  

 

Tabelle 2.2.1 HIV-inhibitorische C-Peptide (- = Deletion). 

Name Aminosäuresequenz (AS 628-673) Ursprung 

C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF HIV-1 HXB2 

T-20 ----------YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF HIV-1 HXB2 

T-1249 WQEWEQKIT-------ALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF HIV-1/-2, SIV 

SC35EK WEEWDKKIEEYTKKIEELIKKSEEQQKKNEEELKK----------- HIV-1 HXB2 

C34-EHO WQQWERQVRFLDANITKLLEEAQIQQEKNMYELQ------------ HIV-2 EHO 

 

Expression von Fusionsinhibitoren im biologischen System 

Seit den frühen Neunzigerjahren wird eine Kombination verschiedener antiretroviraler 

Medikamente (cART, combined anti-retroviral therapy) zur Behandlung der HIV Infektion 

eingesetzt, wodurch die Lebenserwartung der Patienten deutlich verbessert wurde (DEEKS 

et al. 2013). Bislang ist eine vollständige Genesung der  HIV-1 Patienten nicht möglich, da 

durch die Etablierung eines latenten proviralen Stadiums das Virus jahrelang persistieren 

kann und die Funktionalität des Immunsystem nicht wiederherstellbar ist (CHUN et al. 

1997; FINZI et al. 1999; DEEKS 2011; CHUN and FAUCI 2012; BUZON et al. 2014). Ferner treten 

durch die hohe Mutationsrate HI-Viren auf, die gegen die Medikamente resistent sind 

(KOZAL 2009).  
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Eine Alternative für HIV Patienten könnte die gentherapeutische Behandlung sein 

(WOLKOWICZ and NOLAN 2005; ROSSI et al. 2007; DIDIGU and DOMS 2014). Durch eine 

funktionelle Heilung wird die HIV Infektion des Patienten eingedämmt, wohingegen bei 

einer sterilisierenden Heilung das Virus vollständig aus dem Patienten entfernt werden 

würde (KATLAMA et al. 2013). Eine funktionelle Heilung kann durch intrazelluläre 

Immunisierung der Zielzellen von HIV mittels Expression antiviraler Gene erreicht werden 

(BALTIMORE 1988), wobei die Hemmung früher Schritte im Replikationszyklus vorteilhaft ist  

(VON LAER 2001). Der gammaretrovirale Vektor M87o kodiert für das antivirale C-Peptid 

C46 in membranständiger Form (membrane-anchored C46, maC46) (EGELHOFER et al. 

2004). Während des HIV-Eintritts interagiert maC46, welches auf transduzierten Zellen 

exprimiert wird, mit der Prehairpin-Struktur des viralen gp41 und verhindert die Infektion 

der HIV Zielzellen (Abbildung 2.1.4). Diese Strategie bietet gegenüber synthetisch-

hergestellten Peptiden den Vorteil, dass auf die teure chemische Peptidsynthese 

verzichtet und die fehlende orale Bioverfügbarkeit umgangen werden kann. In in vitro 

Mischkulturen von nativen T-Zellen mit M87o-transduzierten T-Zellen (Anteil <1%) 

reichern sich die geschützten T-Zellen während einer HIV-Infektion in der Kultur an 

(KIMPEL et al. 2010). In einer ex vivo gentherapeutischen Studie der klinischen Phase I mit 

dem M87o-Vektor wurde ein transienter Anstieg der CD4+ T-Zellen bei konstant 

bleibender Viruslast beobachtet, wobei die erhoffte Anreicherung der maC46-

exprimierenden T-Zellen in den zehn AIDS Patienten in diesem Fall ausblieb (VAN LUNZEN et 

al. 2007). Dagegen akkumulierten maC46-genetisch modifizierte Stammzellen vermutlich 

aufgrund des hohen Anteils Transgen-modifizierter Zellen in SHIV-infizierten Makaken 

(YOUNAN et al. 2013). Die Verwendung von genetisch-modifizierten Stammzellen könnte 

zudem zu einer sterilisierenden Heilung führen, da diese das hämatopoetische System 

repopulieren und HIV-infizierte Zellen verdrängen könnten (KATLAMA et al. 2013).  

Aufgrund der hohen Anzahl von ca. 1x109 können nicht alle T-Zellen im Patienten 

genetisch modifiziert werden. Eine Alternative bietet die Sekretion von C-Peptiden in den 

Extrazellularraum durch genetisch-modifizierte Zellen, so dass auch unveränderte Zellen 

vor einer HIV Infektion geschützt sind (sog. bystander effect) (EGERER and VON 2009) 

(EGERER et al. 2011). 
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2.3 Adaptive Immunantwort des humanen Immunsystems 
Das Immunsystem schützt den Organismus vor Krankheitserregern wie Bakterien und 

Viren. Es besteht aus zwei Systemen: angeborene und adaptive Immunantwort. 

Pathogene, die die physiologischen Barrieren der Körperoberflächen überwinden, treffen 

zunächst auf die Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems. Dies umfasst 

phagozytierende Zellen wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen und natürliche 

Killerzellen sowie Zytokine und das Komplementsystem. Reicht diese Abwehr nicht aus, 

werden Antigen-spezifische Effektorzellen des adaptiven Immunsystems rekrutiert. Diese 

Immunantwort beruht auf der klonalen Expansion Antigen-spezifischer T- und B-Zellen, 

die initial durch professionelle APCs (antigen presenting cells, z.B. dendritische Zellen) des 

angeborenen Immunsystems aktiviert wurden. Bei der adaptiven Immunantwort werden 

infizierte Zellen durch zytotoxische CD8+ T-Zellen zerstört (zelluläre Immunantwort). 

CD4+ T-Zellen unterstützen durch die Ausschüttung von Zytokinen sowohl CD8+ T-Zellen 

als auch B-Zellen, welche extrazellulär vorhandene Pathogene durch sezernierte 

Antikörper binden und beseitigen (humorale Immunantwort).  

2.3.1 Humorale Immunantwort 

Bei der humoralen Immunantwort werden B-Zellen durch zwei Signale aktiviert. Das erste 

Signal entsteht durch die Bindung löslicher Antigene an den membranständigen B-Zell-

Rezeptor (BZR). Das zweite Signal erhält die B-Zelle von einer aktivierten CD4+ T-

Helferzelle. Der Antigen-BZR-Komplex wird internalisiert, die Antigene werden aufbereitet 

und im Komplex mit einem MHC-II-Molekül auf der Zelloberfläche präsentiert. Das 

präsentierte Antigen wird vom T-Zell-Rezeptor (TZR) der T-Helferzellen erkannt und führt 

zur Zytokinausschüttung. Nach klonaler Expansion differenziert die B-Zelle zu einer 

Antikörper-produzierenden Plasmazelle oder langlebigen Gedächtniszelle.  

 

Struktur eines IgG-Antikörpers 

Antikörper (Synonym: Immunglobulin (Ig)) kommen entweder membranständig in Form 

des BZRs oder als freie Moleküle im Blut vor. Sie weisen eine Y-förmige Grundstruktur auf 

und bestehen aus zwei leichten (L, light) und zwei schweren (H, heavy) Polypeptidketten 
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(Abbildung 2.3.1). Anhand der schweren Ketten werden Antikörper in die Klassen IgM, 

IgG, IgD, IgE und IgA mit jeweils unterschiedlichen Strukturen und Funktionen eingeteilt. 

IgG wird zudem in die vier Subklassen IgG1 bis IgG4 unterteilt. Die leichte Kette besteht 

aus einer variablen (VL) und einer konstanten (CL1) Domäne. Die schwere Kette weist eine 

variable (VH) Domäne und drei konstante (Cγ1, Cγ2, Cγ3) Domänen auf. Disulfidbrücken 

stabilisieren die einzelnen Domänen und verbinden die Ketten miteinander. Die variablen 

Bereiche der L- und H-Ketten bilden die Fab-Fragmente (fragment antigen binding) für die 

Bindung eines Antigens. Die schweren Ketten bilden das Fc-Fragment (fragment 

crystallizable). Die Gelenkregion (hinge) verbindet den Fc-Teil mit den Fab-Teilen. Die 

Bindung zwischen Antigen und Antikörper basiert auf elektrostatischen Kräften, 

Wasserstoffbrückenbindungen, Van der Waals Kräften und hydrophoben Interaktionen. 

 

 

Abbildung 2.3.1 Aufbau eines Immunglobulin γ (IgG) Antikörpers.  

Immunglobuline sind symmetrisch aufgebaut und bestehen aus dem Fab-Fragment, welches die Antigen-
Bindungsstelle enthält, und dem Fc-Fragment. Das Fab-Fragment umfasst je eine leichte und schwere Kette; 
das Fc-Fragment besteht nur aus schweren Ketten. Leichte und schwere Ketten bestehen aus variablen (V) 
und konstanten (C) Domänen. Die Gelenkregion (hinge) verbindet beide H-Ketten. Quelle: (VAL et al. 2012) 
 

Funktionen der IgG-Antikörper 

Antikörper sind bifunktionelle Moleküle. Die hochvariablen Domänen der Fab-Fragmente 

können theoretisch mit jedem Antigen interagieren. Zudem besitzen Antikörper einen Fc-

Teil über den zwei wichtige Effektorfunktionen vermittelt werden.  

Infizierte Zellen exprimieren auf der Zelloberfläche fremde Proteine/Peptide. Die Bindung 

dieser Antigene durch IgG Antikörper kann eine Antikörper-abhängige Zell-vermittelte 

Zytotoxizität (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) auslösen (Abbildung 
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2.3.2). Hierbei interagiert der Fc-Teil des Antikörpers (Subklasse IgG1, IgG3) mit dem Fc-

Rezeptor (FcγRIII Rezeptor (CD16)) der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), die ihre 

lytische Granula bestehend aus den zytotoxischen Proteinen Perforin und Granzym 

freisetzen. Perforin bildet Poren in der Zellmembran, wodurch Granzym in die Zielzelle 

eindringt und die Apoptose der Zelle induziert.  

Eine weitere Antikörperfunktion stellt das Komplementsystem bestehend aus 

verschiedenen, hitzeempfindlichen Proteinen dar (complement-dependent cellular 

cytotoxicity, CDC, Abbildung 2.3.2). Nach Bindung inaktiver Komplementproteasen 

(Zymogen) an den Fc-Teil des Antigen-gebundenen Antikörpers erfolgt eine Aktivierung 

durch proteolytische Spaltung, wobei das größere Spaltprodukt kovalent haften bleibt 

und das kleinere Spaltprodukt in das Blutplasma abgegeben wird. Die weitere Bindung 

und Aktivierung inaktiver Zymogene führt über eine Reaktionskaskade zur Bildung eines 

Membran-attackierenden Komplexes und zur osmotischen Lyse der Zelle. 

 

 

Abbildung 2.3.2: Effektorfunktionen von Antikörpern.  

Antikörper binden das Antigen der Targetzellen. Bei der CDC-Antwort (complement-dependent cellular 
cytotoxicity) werden Komplementfaktoren, wie C1q, am Fc-Teil des Antikörpers fixiert und induzieren die 
osmotische Zelllyse. Bei der ADCC-Antwort (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) bindet der FcR-
Rezeptor der Effektorzellen den Antikörper und induziert über die Ausschüttung von Perforin/Granzym die 
Apoptose. Quelle: (VAL et al. 2012). 
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2.3.2 Zelluläre Immunantwort 

Bei der T-Zell-vermittelten zellulären Immunantwort werden zytotoxische CD8+ T-Zellen 

(CTL) gebildet, die sich gegen infizierte und entartete Zellen richten. CTLs exprimieren auf 

der Zelloberfläche den T-Zell-Rezeptor (TZR), der kurze Peptidfragmente im Komplex mit 

MHC-I-Molekülen erkennt (sog. MHC-Restriktion). Die vollständige CTL-Aktivierung durch 

kostimulierende Signale induziert über die Sekretion von Perforin/Granzym die Apoptose 

der Zelle. Zudem sezernieren aktivierte CTLs das Zytokin Interferon γ (IFN-γ), dass in 

benachbarten Zellen die Expression von MHC-I-Molekülen und somit die Präsentation von 

intrazellulär abgebauten Peptiden verstärkt. 

 

MHC-I-Moleküle 

MHC-Moleküle (auch als HLA (human leukocyte antigen) bezeichnet) zählen zu den 

Proteinen mit dem größten Polymorphismus, was sich in einer Vielfalt von mehr als 3500 

unterschiedlichen Allelen wiederspiegelt (FALK et al. 1991). Die von den verschiedenen 

Allelen kodierten Proteine unterscheiden sich in mindestens einer Aminosäure, wodurch 

die Art des gebundenen Antigens beeinflusst wird. Es existieren zwei Typen der MHC-

Moleküle (WILLIAMS 2001; CHOO 2007). MHC-II-Moleküle werden ausschließlich auf APCs 

exprimiert und aktivieren CD4+ T-Zellen. Hingegen befinden sich MHC-I-Moleküle 

ubiquitär auf allen kernhaltigen Zellen und aktivieren CD8+ T-Zellen. Die 

membranständigen Glykoproteine machen Peptide von degradierten Proteinen aus dem 

Zytosol (MHC-I-Moleküle) oder dem extrazellulären Raum (MHC-II-Moleküle) für die 

Erkennung durch T-Zellen zugänglich. Bis zu sechs verschiedene MHC-I-Moleküle können 

simultan von einer Zelle exprimiert werden. MHC-I-Moleküle sind aus unterschiedlichen 

Polypeptidketten zusammengesetzt (Abbildung 2.3.3) (WILLIAMS 2001; HOLLÄNDER 2006; 

CHOO 2007) und präsentieren auf der Zelloberfläche kurze Peptide, die im Zytoplasma 

durch das Proteasom degradiert wurden (TROMBETTA and MELLMAN 2005). Nach N-

terminaler Verkürzung wird im endoplasmatischen Retikulum das Peptidfragment mit 

dem MHC-I-Molekül zusammengesetzt (YEWDELL and BENNINK 2001; SERWOLD et al. 2002; 

ROCK et al. 2004). Die Peptid-beladenen MHC-I-Moleküle gelangen über den 

sekretorischen Weg an die Zelloberfläche für die Erkennung durch den TZR der CTLs. 
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Abbildung 2.3.3 Struktur des 
MHC-I-Moleküls.   

(A) Bänderdarstellung. Die α-
Kette besteht aus den drei 
Domänen α1, α2 und α3 und ist 
mit dem monomorphen ß2-
Mikroglobulin assoziiert. (B) 
Schematische Darstellung von 
(A). (A),(B) modifiziert nach 
(ANTHONY L DEFRANCO et al. 2008). 
(C) Polypeptidketten α1 und α2 
bilden die peptidbindende Grube. 
Modifiziert nach (JANEWAY et al. 
2002). 
 

 

 

Peptidbindung von MHC-I-Molekülen 

MHC-I-Moleküle binden Peptidfragmente in einer länglichen Grube, die von vier 

gegenläufigen ß-Faltblättern und zwei α-Helices gebildet wird und an den Enden 

geschlossen ist (Abbildung 2.3.3 C) (BJORKMAN et al. 1987; JEREMY M. BERG et al. 2002). Die 

Bindung basiert auf Wasserstoffbrücken, ionischen Wechselwirkungen und hydrophoben 

Interaktionen (FREMONT et al. 1992). Innerhalb der Bindungsgrube sind Taschen lokalisiert, 

die je nach HLA-Allel unterschiedliche chemische Eigenschaften sowie verschiedene 

Tiefen bzw. Größen aufweisen. Je nach Beitrag einer Aminosäure zur Bindung des Peptids 

wird zwischen Haupt- und Nebenankern unterschieden (MATSUMURA et al. 1992; ZHANG et 

al. 1998). Die Hauptankeraminosäuren befinden sich vorwiegend am N- und C-Terminus 

der Peptide, enthalten meist eine spezifische Aminosäure und tragen am stärksten zur 

Interaktion bei (FALK et al. 1991; HUNT et al. 1992). HLA-A*02 bindet z.B. bevorzugt 

Nonamere mit Leucin oder Methionin an der 2. Position sowie Leucin oder Valin an der 9. 

Position (HUNT et al. 1992; ROTZSCHKE et al. 1992). Im Gegensatz zu Hauptankern haben 

Nebenanker eine geringere Präferenz gegenüber einer Aminosäure (FALK et al. 1991; 

RUPPERT et al. 1993; CHEN et al. 1994). Die restlichen Positionen sind variabel, wobei jede 

Tasche bestimmte Aminosäuren bevorzugt. Die Seitenketten der Aminosäuren zeigen 

nach außen, wo sie durch den TZR der zytotoxischen T-Zellen gebunden werden können.  
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2.3.3 HIV-1-spezifische adaptive Immunantwort 

Während der akuten Phase der HIV-1 Infektion kommt es mit dem Anstieg der Viruslast 

zu einer enormen Ausschüttung verschiedener Zytokine (STACEY et al. 2009) sowie durch 

den hohen Anteil HIV-infizierter Zellen zu einer Expansion zytotoxischer CD8+ T-Zellen, 

die HIV-1-infizierte Zellen eliminieren oder Zytokine und Chemokine produzieren (WALKER 

et al. 1987; WILSON et al. 2000). Die Bildung HIV-1-spezifischer CD8+ T-Zellen korreliert 

dabei direkt bis zum Erreichen des viralen Setpoints mit der Abnahme der Viruslast 

(BORROW et al. 1994; KOUP et al. 1994). Rhesus Makaken mit depletierten CD8+ T-Zellen 

können die initiale Infektion durch SIV nicht kontrollieren (SCHMITZ et al. 1999), 

wohingegen Vakzin-induzierte CD8+ T-Zellantworten vor einer SIV Infektion schützen 

(HANSEN et al. 2011; FUKAZAWA et al. 2012). Die CTL Antwort ist vorwiegend gegen die 

hoch-variablen Epitope in den viralen Hüllproteinen sowie dem Nef und Gag Protein 

gerichtet (LICHTERFELD et al. 2004; TURNBULL et al. 2009). Zu Beginn der Infektion wird 

lediglich eine geringe Anzahl von CTL Epitopen detektiert, wohingegen die CTL Antwort 

während der chronischen Phase gegen wesentlich mehr Epitope gerichtet ist (DALOD et al. 

1999; ALTFELD et al. 2001b; ADDO et al. 2003). Während der chronischen Phase wurde 

keine Korrelation zwischen Viruslast und CTL-Antwort festgestellt, jedoch persistieren 

HIV-1-spezifische CD8+ T-Zellen mit hoher Frequenz (FRAHM et al. 2004). Dies ist allerdings 

von einer kontinuierlichen Stimulation mit Antigenen abhängig, da bei einer 

antiretroviralen Therapie die Viruslast sowie die Anzahl der HIV-1-spezifischen CD8+ T-

Zellen vermindert wird (GRAY et al. 1999; KALAMS et al. 1999). Die Effektorfunktion der 

CD8+ T-Zellen nimmt zudem im Verlauf der Krankheit ab, so dass HIV-infizierte Zellen 

nicht mehr effizient eliminiert werden (DRAENERT et al. 2004).  

Die HLA-Allele des Patienten haben einen starken Einfluss auf den Krankheitsverlauf 

(KASLOW et al. 1996; GAO et al. 2001; CARRINGTON and O'BRIEN 2003; ALTFELD et al. 2006). Die 

HLA-Allele B-27 oder B-57 sind beispielsweise mit einem verlangsamten Krankheitsverlauf 

aufgrund stärkerer Immunantworten assoziiert (KASLOW et al. 2001; SCHNEIDEWIND et al. 

2007; INTERNATIONAL et al. 2010). Im Gegensatz hierzu weisen Patienten mit dem HLA-Allel 

B-35 oder B-07 eine beschleunigte Progression auf (ITESCU et al. 1992; O'BRIEN et al. 2001). 

Die CD8+ T-Zellantwort gegen virale Epitope kann die Vermehrungsfähigkeit von HIV stark 



EINLEITUNG | 26 

 

 

 

einschränken. Dieser Druck des Immunsystems kann zu einer Änderung der HIV Sequenz 

(sog. Escape-Mutation) führen (PHILLIPS et al. 1991), die entweder die 

Replikationsfähigkeit wieder herstellt oder zur Kontrolle der Infektion führt (GOULDER et al. 

1997; LESLIE et al. 2004). Der Einfluss der HLA-Allele kann allerdings nicht generalisiert 

werden, da in Individuen mit gleichen HLA-Allelen die Antigenprozessierung verschieden 

verläuft (CARLSON and BRUMME 2008). Zudem unterscheiden sich die T-Zellrezeptoren 

zwischen den Individuen (ARSTILA et al. 1999).  

Der Krankheitsverlauf geht mit einem Verlust der CD4+ T-Zellen einher, welche für die 

Initiierung, Aufrechterhaltung und das Abklingen der humoralen und zellulären 

Immunantwort notwendig sind (ALIMONTI et al. 2003; SOGHOIAN et al. 2012; MATRAJT et al. 

2014). Insbesondere follikuläre T-Helferzellen scheinen Zielzellen von HIV und wichtig für 

die HIV-spezifische humorale Immunantwort zu sein (PETROVAS et al. 2012; CUBAS et al. 

2013; PERREAU et al. 2013; PETROVAS and KOUP 2014). Während der akuten Phase kommt es 

zu einem hohen Verlust von infizierten CD4+ T-Gedächtniszellen sowie aktivierten HV-1-

spezifischen CD4+ T-Zellen (DOUEK et al. 2002; DOUEK et al. 2009; DOITSH et al. 2014). 

Zudem werden während der akuten und chronischen Phase nicht nur CD4+ T-Zellen des 

peripheren Blutes, sondern auch des Darmassoziierten Immunsystems (GALT, gut 

associated lymphoid tissue), eliminiert (GUADALUPE et al. 2003; COSTINIUK and ANGEL 2012; 

CAVARELLI and SCARLATTI 2014). In einem geringen Anteil der CD4+ T-Gedächtniszellen 

etabliert HIV-1 sein latentes Reservoir, von dem aus jahrelang HI-Viren freigesetzt werden 

(CHUN and FAUCI 2012; BUZON et al. 2014). HIV-1-infizierte Patienten mit einem äußerst 

verlangsamten Krankheitsverlauf weisen eine starke CD4+ T-Zellantwort auf (ROSENBERG et 

al. 1997). Bei einer HIV-1 Infektion ist die CD8+ T-Zellantwort meist stärker ausgebildet im 

Vergleich zur CD4+ T-Zellantwort (RAMDUTH et al. 2005). Die Eliminierung von CD4+ T-

Zellen im Mausmodell verschlechtert deutlich die CD8+ T-Zellantwort und hat damit 

direkt Auswirkungen auf die CTL Antwort (RAMDUTH et al. 2005). CD4+ T-Zellen werden 

gegen alle viralen HIV-1 Proteine gebildet, wobei Gag und Nef Epitope vermehrt 

detektiert werden (KAUFMANN et al. 2004). Analog zur CTL-Antwort wurde auch bei MHC-

II-Epitopen ein Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf beobachtet (JULG et al. 2011; 

RANASINGHE et al. 2013).  
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Kurz nach der akuten Phase der Infektion werden HIV-1-spezifische Antikörper gegen die 

Matrixproteine p17 und die Hüllproteine gp120/gp41 im Plasma der Patienten detektiert 

(BINLEY et al. 1997; FIEBIG et al. 2003). HIV-1 neutralisierenden Antikörper sind meist gegen 

ein früheres Virusisolat gerichtet (MOOG et al. 1997; RICHMAN et al. 2003; AASA-CHAPMAN et 

al. 2004). Die Hüllproteine gp120 und gp41 sind aufgrund ihrer oligomeren Form, starken 

Glykosylierung und sterischen Behinderung für neutralisierende Antikörper schwer 

zugänglich (WYATT and SODROSKI 1998; HUBER and TRKOLA 2007). Neutralisierende 

Antikörper gegen gp120 (CD4-Bindungsdomäne, Schleifen (V1, V2, V3)) und gp41 MPER 

entstehen im späten Krankheitsverlauf bei einem Teil der Patienten (SCHEID et al. 2011; 

WALKER et al. 2011; WU et al. 2011), müssen jedoch einen Reifungsprozess durch erneute 

Antigenbindung durchlaufen (KWONG et al. 2013). Passiver Transfer neutralisierender 

Antikörper kann im Tiermodell vor einer Infektion schützen (MASCOLA et al. 2000; MOLDT et 

al. 2012). Jedoch können auch nicht-neutralisierende Antikörper über 

Effektormechanismen, wie z.B. ADCC, CDC oder Opsonisierung, zur Beseitigung des Virus 

beitragen (HUBER and TRKOLA 2007). Analog zur CD8+ T-Zellantwort kommt es auch hier 

durch den Druck des Immunsystems zu Escape-Mutationen im HIV Genom (RICHMAN et al. 

2003; FROST et al. 2005). 

Die starke Variabilität in der HIV-1 Aminosäuresequenz beeinflusst die humorale und die 

zelluläre Immunantwort und macht es schwierig einen breit wirkenden Wirkstoff zu 

entwickeln. Zum einen existieren innerhalb eines Patienten sog. HIV Quasispezies, da die 

reverse Transkriptase etwa eine Mutation pro Replikationszyklus einfügt (SHANKARAPPA et 

al. 1999; MALIM and EMERMAN 2001). Zum anderen wirkt das Immunsystem des Wirtes als 

treibende Kraft für die Evolution des Virus im Patienten. Durch die kontinuierliche 

Mutation der RNA entsteht eine hohe antigene Variabilität der viralen Glykoproteine und 

führt zu Mutationen in den Antikörperepitopen und den HLA-restringierten Epitopen, die 

folglich nicht mehr gebunden werden können (BORROW et al. 1997; GOULDER et al. 1997; 

STAMATATOS et al. 2009). Der Verlust der CD4+ T-Zellen sowie die chronische 

Immunaktivierung, entzündliche Prozesse, Eliminierung nicht-infizierter Zellen sowie die 

verschlechterte T-Zellregeneration beeinträchtigen maßgeblich die humorale und 

zelluläre Immunantwort (DEEKS 2011; CHOWDHURY and SILVESTRI 2013; MIEDEMA et al. 2013).  
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2.4 Immunogenität von therapeutischen Proteinen/Peptiden 

2.4.1 Einflussfaktoren auf die Immunogenität 

In Abhängigkeit von der Art des Therapeutikums unterscheiden sich die 

Immunantworten. Bei Applikation eines synthetisch-hergestellten, löslichen 

Therapeutikums werden vornehmlich Antikörper produziert, wohingegen bei 

intrazellulärer Expression zusätzlich eine zelluläre Immunantwort auftreten kann.  

Eine unerwünschte Immunantwort kann gegen Peptidtherapeutika durch verschiedene 

Faktoren ausgelöst werden und bedingt eventuell einen negativen Effekt bezüglich 

Pharmakokinetik und Pharmakodynamik des Therapeutikums (PORTER 2001; SCHELLEKENS 

and CASADEVALL 2004; SCHELLEKENS 2005; HOLLÄNDER 2006; CHIRMULE et al. 2012). Aus diesem 

Grund wurde von der EU-Behörde EMA die Richtlinie “Immunogenicity assessment of 

biotechnology-derived therapeutic proteins” (2008) sowie von der FDA die Richtlinie 

“Immunogenicity Assessment for Therapeutic Protein Products” (2014) herausgegeben. 

Hierbei werden zwischen patienten- und krankheitsbedingten Faktoren sowie 

intrinsischen produktbedingten Risikofaktoren unterschieden.  

Ob ein Protein/Peptid das Immunsystem stimuliert, hängt zunächst von dessen 

strukturellen Eigenschaften ab, wie z.B. Glykosylierung und Aminosäuresequenz („self“ 

versus „non-self“) (GRIBBEN et al. 1990; MCCORMACK et al. 1997). Bei wiederholter Gabe 

über einen längeren Zeitraum kommt es häufig zur Auslösung einer Immunantwort, z.B. 

gegen die Koagulationsfaktoren VIII und IX (PORTER 2001; SCHELLEKENS and CASADEVALL 

2004). Eine verstärkte Immunantwort wurde für Interferone bei häufiger Applikation und 

höherer Dosierung beobachtet (BRAUN et al. 1997; ROSS et al. 2000). Ferner beeinflussen 

genetische Faktoren wie der HLA Typ die Antigenpräsentation (JOOSS et al. 1998; 

FAKHARZADEH and KAZAZIAN 2000; SCHELLEKENS 2005; BARBOSA et al. 2006). Ebenso spielt die 

Applikationsroute (BRAUN et al. 1997; BROCKSTEDT et al. 1999; ROSS et al. 2000; SCHELLEKENS 

2010) und der Formulierungspuffer des Therapeutikums eine Rolle (CLELAND et al. 1993; 

JABER and BAKER 2007). Eine starke Korrelation zwischen Immunogenität und 

Proteinaggregaten wurde in diversen Studien gefunden (BRAUN et al. 1997; RYFF 1997; 

ROSENBERG 2006). Die Applikation von Adenoviren induziert Antikörper gegen das 
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Transgen, wie z.B. den Koagulationsfaktor FIX oder Ovalbumin (BROCKSTEDT et al. 1999; 

FIELDS et al. 2000).  

Im Rahmen gentherapeutischer Anwendungen spielen nicht nur die Generierung von 

Antikörpern bei der Neutralisierung des Vektors oder des Transgens eine Rolle, sondern 

ebenso die Eliminierung der Transgen-exprimierenden Zellen durch zytotoxische T-Zellen 

und der damit einhergehende Expressionsverlust (GHAZIZADEH et al. 2003; ZHOU et al. 

2004). Die zelluläre Immunogenität wird neben genetischen Faktoren und dem 

Applikationsort direkt vom Transgen, der Expressionshöhe und dem Vektor beeinflusst 

(YANG et al. 1994; BROMBERG et al. 1998; KAFRI et al. 1998; JOOSS and CHIRMULE 2003). Nach 

Applikation von Adenoviren mit einem Transgen für die Expression des 

Koagulationsfaktors IX wurde eine zelluläre und humorale Immunantwort gegen das 

Transgen in Mäusen beobachtet (DAI et al. 1995; CHEN et al. 2006). Auch das in der 

Gentherapie weit verbreitete Modelltransgen EGFP (enhanced green fluorescent protein) 

induziert eine CTL Antwort in Mäusen (STRIPECKE et al. 1999; GAMBOTTO et al. 2000). 

Ähnliche Ergebnisse wurden nach transgener Expression von humanem Erythropoetin in 

Mäusen, nicht jedoch unter Verwendung von murinem Erythropoetin gefunden (TRIPATHY 

et al. 1996), wobei somit auch der verwendete Vektor wichtig sein kann (KAFRI et al. 

1998). Auch die transduzierten Zellen können ein Angriffspunkt des Immunsystems sein 

(GAGANDEEP et al. 1999). 

2.4.2 Analyse der Immunogenität  

Für die Analyse der Immunogenität eines Proteins oder Peptids können in vivo oder in 

vitro Methoden eingesetzt werden (DE GROOT et al. 2008; BAKER et al. 2010; BRINKS et al. 

2011). Eine Möglichkeit für die Untersuchung der potentiellen Immunogenität besteht in 

der Verwendung von herkömmlichen Tiermodellen. Allerdings unterscheiden sich die 

Aminosäuresequenzen der MHC-I-Moleküle von Maus, Ratte und Primaten von denen des 

Menschen und folglich die Art des präsentierten Epitops, so dass die hierbei induzierte 

Immunantwort nicht unbedingt mit der entsprechenden Immunantwort im Menschen 

übereinstimmt. Für die Evaluation der Immunogenität können ebenso transgene Mäuse 

verwendet werden, die humane HLA-Moleküle exprimieren. HLA-A*0201-exprimierende 
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Mäuse wurden für die Analyse von CTL-Epitopen von HIV, HCV und Influenza eingesetzt 

(MAN et al. 1995; SHIRAI et al. 1995; PETER et al. 2001). Hierbei wurde eine direkte 

Korrelation zwischen der CTL-Antwort in infizierten Patienten und immunisierten 

transgenen Mäusen beobachtet. Die Ergebnisse der Immunisierung HLA-transgener 

Mäuse mit dem deimmunisierten Gerinnungsfaktor VIII stimmten mit den in silico 

Vorhersagen überein (MOISE et al. 2012). Nachteilig bei der Verwendung genetisch-

modifizierter Mäuse ist die begrenzte Auswahl an HLA-Allelen, so dass nur häufig 

auftretende HLA-Allele analysiert werden können, sowie die Unterschiede zwischen Tier 

und Mensch bezüglich T-Zellrezeptorvielfalt. Ferner können NOD-SCID Mäuse zum Einsatz 

kommen, denen aufgrund eines genetischen Defekts die Fähigkeit zur Ausbildung einer 

adaptiven Immunantwort fehlt (ITO et al. 2002). Durch Repopulation dieser Mäuse mit 

humanen Immunzellen (hämatopoetische Stammzellen oder PBMCs) kann ein humanes 

Immunsystem generiert und für Immunogenitätsstudien genutzt werden (TRAGGIAI et al. 

2004; ISHIKAWA et al. 2005). Allerdings weisen nicht alle Zellen eine zum humanen System 

vergleichbare Funktionalität auf; zudem wurde eine hohe Variabilität der Immunantwort 

beobachtet (WATANABE et al. 2009). Der Einsatz von in vivo Testsystemen ist aufgrund des 

Aufwands, der Kosten und der Unterschiede zum humanen System beschränkt.  

In vitro Kulturen von T-Zellen oder auch HLA-Bindungsassays bieten eine günstigere und 

weniger teure Alternative zu in vivo Methoden. PBMCs oder isolierte T-Zellen werden mit 

dem zu analysierenden Protein/Peptidfragment inkubiert. Die Proliferation der Zellen 

oder eine Zytokinausschüttung geben Hinweise auf eine Immunogenität. Analog zu den 

Tiermodellen muss aber auch hier eine Vielzahl von Spendern aufgrund der 

unterschiedlichen HLA-Allele untersucht werden. 

Für MHC-I- und II-Moleküle wurden eine Reihe von Algorithmen für die Vorhersage der 

Immunogenität eines Epitops entwickelt (NIELSEN et al. 2010; PATRONOV and DOYTCHINOVA 

2013). Diese Methoden unterstützen die Auffindung immunogener Bereiche in 

Proteinen/Peptiden, da die Anzahl der zu analysierenden Peptide reduziert werden kann 

(TONG et al. 2007; DE GROOT et al. 2008; DE GROOT and MARTIN 2009). Im Rahmen dieser 

Arbeit wurden zwei unterschiedliche Algorithmen für die Vorhersage von MHC-I-Epitopen 

benutzt. Beide Programme generieren von einer gewünschten Aminosäuresequenz kurze 
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Peptidfragmente und ermitteln spezifisch für ein HLA-Allel für die potentiellen MHC-I-

Epitope Punktwerte basierend auf dem Bindungsvermögen. 

Die Datenbank SYFPEITHI zählt zu den Motiv-basierten Methoden. SYFPEITHI basiert auf 

publizierten T-Zell- und MHC-Epitopen und umfasst ca. 7000 Peptidsequenzen, die von 

MHC-I- und II-Molekülen gebunden werden (RAMMENSEE et al. 1995; RAMMENSEE et al. 

1999). Die Vorhersage berücksichtigt Haupt- und Nebenankerpositionen. Der verwendete 

Algorithmus ermittelt für jede Aminosäure einen Punktwert in Abhängigkeit von der Art 

(Haupt- oder Nebenanker) und der Häufigkeit des Vorkommens (RAMMENSEE et al. 1999): 

häufig auftretende Aminosäuren an Hauptankerpositionen erhalten zehn Punkte. Acht 

Punkte werden für Aminosäuren vergeben, die bei einer signifikanten Anzahl von 

Liganden vorkommen und sechs Punkte für seltene. Aminosäuren als Nebenanker oder 

anderen Positionen erhalten weniger als sechs Punkte. Aminosäuren, die eine negative 

Auswirkung auf die Bindung haben, werden mit negativen Punkten bewertet. Die 

Punktwerte der einzelnen Aminosäuren werden aufsummiert. Abschließend wird von 

SYFPEITHI eine Liste mit MHC-I-Epitopen ausgegeben, die mit unterschiedlich hoher 

Wahrscheinlichkeit von MHC-I-Molekülen präsentiert werden.  

Das Vorhersageprogramm BIMAS gehört in die Gruppe der Matrix-basierten Methoden. 

BIMAS verwendet Koeffiziententabellen, die durch experimentelle Stabilitätsmessungen 

zwischen HLA-Allel, Peptidfragment und ß2-Mikroglobulin erstellt wurden und sagt damit 

die relative Bindungsstärke zwischen Peptidfragment und HLA-Allel vorher (PARKER et al. 

1992; PARKER et al. 1994). Die Vorhersage berücksichtigt ebenso wie SYFPEITHI Haupt- und 

Nebenankerpositionen. Die von BIMAS verwendeten Koeffiziententabellen enthalten 180 

Koeffizienten für ein HLA-Allel (20 Aminosäuren x 9 Positionen für ein Nonamer). In 

Abhängigkeit vom Einfluss werden unterschiedliche Punktwerte für die Aminosäuren des 

MHC-I-Epitops vergeben. Dieser Punktwert wird entsprechend dem HLA-Allel mit einer 

Konstante multipliziert. Zum Schluss werden die potentiellen MHC-I-Epitope der 

Rangstufe entsprechend in einer Liste ausgegeben. 
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3 ZIELSETZUNG 
Die Gentherapie stellt neben der herkömmlichen antiviralen Therapie eine alternative 

Behandlungsmethode der HIV-Infektion dar. Insbesondere weist das membranständige  

C-Peptid maC46 aufgrund seines starken protektiven Effektes in vitro und im Affenmodell 

ein großes Potential auf (EGELHOFER et al. 2004; YOUNAN et al. 2013). In einer 

gentherapeutischen ex vivo Studie der Phase I wurden CD4+ T-Zellen von zehn AIDS 

Patienten genetisch modifiziert und autologe maC46-exprimierende T-Zellen reinfundiert, 

wobei die Akkumulation der T-Zellen ausblieb (VAN LUNZEN et al. 2007). Allerdings wurde in 

den Begleituntersuchungen der Studie eine prä-existierende humorale Immunantwort 

gegen das Peptid maC46 ermittelt. Zudem könnte sich die zelluläre Immunantwort gegen 

die genetisch-modifizierten T-Zellen richten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war somit 

die Entwicklung eines HIV-inhibitorischen Peptids mit verminderter humoraler und 

zellulärer Immunogenität. Als Ausgangspunkt wurden die publizierten HIV-inhibitorischen 

Peptide T-20, C46, SC35EK, T-1249 und C34-EHO ausgewählt. Für die Analyse der 

zellulären Immunogenität sollten Vorhersageprogramme eingesetzt werden, die 

potentielle MHC-I-Epitope in beliebigen Aminosäuresequenzen identifizieren. Durch 

Aminosäuremutationen sollte zunächst in silico die zelluläre Immunogenität verringert 

werden. Zudem sollten die Effektormechanismen der anti-maC46 Antikörper der AIDS 

Patientenseren der gentherapeutischen Studie untersucht werden, um Aufschluss über 

die Funktionalität der Antikörper und die Ursache der fehlenden Anreicherung zu 

erhalten. Für die Analyse der humoralen Immunogenität gegen die fünf antiviralen 

Peptide sollten diverse HIV Patientenseren verwendet werden. Die immunogenen 

Peptidbereiche sollten kartiert und sodann durch Austausch der für die Bindung kritischer 

Aminosäuren mutiert werden. Die Funktionalität der Ausgangspeptide sowie der 

abgeleiteten Peptidvarianten sollte in Neutralisationsassays verglichen werden. Mutation 

und Reanalyse der immunologischen und antiviralen Eigenschaften der Peptide sollte so 

lang durchgeführt werden bis ein geeignetes Peptid mit vergleichbarer Wirksamkeit, 

jedoch verminderter Immunogenität verfügbar ist. 



MATERIAL UND METHODEN | 33 

 

 

 

4 MATERIAL UND METHODEN 

4.1 Material 

4.1.1 Geräte 

Name Hersteller 

Agarosegelkammer, SubCell GT BioRad (München) 

Analysenwaage Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern) 

Ausschwingzentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus (Hanau) 

Brutschrank für Zellkulturen, Cellstar Heraeus (Hanau) 

Durchflusszytometer FACSCalibur™ und FACScan™ mit 
CellQuestPro Software 

Becton Dickinson (Heidelberg) 

Elektrophoreseapparatur Biometra (Göttingen) 

Lichtmikroskop Leica (Bensheim) 

Magnetrührer IKA-Werke (Staufen) 

NanoDrop ND-1000 Spektrometer Wilmington (USA) 

PCR-Thermocycler T-personal combi Biometra (Göttingen) 

pH-Meter Mettler Toledo M220 Mettler (Gießen) 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences (Fernwald) 

Röntgenfilmentwickler Optimax Typ TR Schroeder und Henke (Wiesloch) 

Schüttler Duomax 2030 Heidolph (Kelkheim) 

Spannungsquelle Power-Pac 1000 BioRad (München) 

Stereomikroskop MZ 16F5 mit Application Suite VS 
2.8.1 

Leica Microsystems (Wetzlar) 

Sterilbank für Zellkulturen HERAsafe HS12 von Heraeus (Hanau) 

UV-Dokumentationssystem; Gel Doc 2000 BioRad (München) 

Vortex Genie 2 Bender und Hobein (Zürich, Schweiz) 

Wippschüttler Bühler GmbH (Hechingen) 

Zellzahlbestimmung: Casy TT Casy (Reutlingen) 
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 

EDTA-Röhrchen für Blutabnahme Sarstedt (Nümbrecht) 

FACS-Röhrchen (14ml) Becton Dickson (Heidelberg) 

Filtereinheiten (d=0,45µm) Millipore (Eschborn) 

Hypercassette™ Amersham Biosciences (Freiburg) 

Hyperfilm™ ECL Amersham Biosciences (Freiburg) 

Kryoröhrchen Greiner (Frickenhausen) 

Kulturflaschen Becton Dickson (Heidelberg) 

Kulturschalen (d=10cm) Greiner (Frickenhausen) 

Neubauer-Zählkammer Hycor Biomedical 

Nitrozellulosemembran VWR International (Darmstadt) 

Pipetten (5ml/10ml/25ml) Costar (Corning, NY, USA) 

Pipettenspitzen (10µl/200µl/1000µl) Greiner (Frickenhausen) 

Reaktionsgefäße (0,2ml/1,5ml/2ml) Sarstedt (Nürnbrecht) 

Reaktionsröhrchen (15ml/50ml) Becton Dickson (Heidelberg) 

Sterilfilter (d=0,22µm/0,45µm) Millipore (Eschborn) 

TC-Mikrotiterplatten (96-/48-/24-Loch) Costar (Corning, NY, USA) 

Zellsiebe (70µm) Becton Dickson (Heidelberg) 

4.1.3 Chemikalien 

Name Hersteller 

Ampicillin (Natriumsalz) Roth (Karlsruhe) 

Bacto-Trypton AppliChem (Darmstadt) 

Bromphenolblau Serva (Heidelberg) 

Calciumchlorid Merck  (Darmstadt) 

Chloroquin Sigma (Deisenhofen) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Serva (Heidelberg) 

Ethanol (rein bzw. vergällt) Roth (Karlsruhe) 
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Formaldehyd, 37%ig ICN Biomedicals, Inc. (Ohio, USA) 

Geneticin G418 Roth (Karlsruhe) 

Glyzerin Merck  (Darmstadt) 

Hefeextrakt AppliChem (Darmstadt) 

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-
ethanesulfonic acid)   

Sigma (Deisenhofen) 

Ionomycin Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Isopropanol ( 99,7%) Roth (Karlsruhe) 

Magermilchpulver Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Methanol (> 99,8%) Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 

Natriumdodecylsulfat (SDS)   Roth (Karlsruhe) 

PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

tris(Hydroxymethyl)aminomethan (Tris)   AppliChem (Darmstadt) 

Tween® 20 ICN Biomedicals Inc. (Ohio, USA) 

Xylencyanol Roth (Karlsruhe) 

4.1.4 Standardlösungen, Puffer und Nährmedien  

Puffer und Nährmedien wurden steril bezogen oder mittels feuchter Hitze (20 min, 121°C) 

sterilisiert. Im Falle der Hitzeinstabilität wurden die Lösungen und Puffer sterilfiltriert. 

Sämtliche Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. 

Name Zusammensetzung, Hersteller 

0,5% Blockierlösung 5ml POD-Stocklösung (Flasche 3), 95ml TBS (Roche, Mannheim) 

1% Blockierlösung 10ml POD-Stocklösung (Flasche 3), 90ml TBS (Roche, Mannheim) 

5% MPBST 5% (w/v) Magermilchpulver in PBST 

AB-Serum Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Ampicilin-Lösung 100mg/ml in ddH2O 

CaCl2-Lösung 2,5M in ddH2O 



MATERIAL UND METHODEN | 36 

 

 

 

CASY®ton-Puffer Casy, Reutlingen 

Chloroquin-Lösung 25mM in ddH2O 

D5 (DMEM Standard Medium) 5% (v/v) FCS, 2% (v/v) L-Glutamin-Lösung, 1% (v/v) Penicillin / 
Streptomycin-Lösung (100x) 

DMEM  BioWhittaker (Verviers, Belgien) 

DNA-Probenauftragspuffer (6x) 50% (v/v) Glycerin, 0,2% (v/v) SDS, 0,05% Bromphenolblau, 
0,05% Xylencyanol. 10mM EDTA 

Einfriermedium 10% (v/v) DMSO  in FCS 

Ethidiumbromidlösung 1% (w/v) in ddH2O gelöst 

FACS-Puffer 3% (v/v) FCS in 1x PBS 

FCS (Fötales Kälberserum) PAN Biotech (Aidenbach, Österreich) 

Fixierlösung 4% (v/v) Formaldehyd in 1x PBS 

G418-Stammlösung 100mg/ml in ddH2O, sterilfiltriert 

Hasenkomplement Merck (Darmstadt) 

HEPES-Puffer (2x) 100mM HEPES, 281mM NaCl, 1,5mM Na2HPO4, pH=7,1  

Human PANCOLL (Ficoll) ρ =1,077 g/ml von PAN Biotech (Aidenbach, Österreich) 

Humanes Interleukin-2 (IL-2) 104 Units/ml von Roche (Mannheim) 

LB-Medium 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 
auf pH 7,0 einstellen, autoklaviert 

L-Glutamin-Lösung (100x) PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 

PBS, 10x Bio Whittaker (Verviers, Belgien) 

PBS, 1x  PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 

PBST 0,1% (v/v) Tween® 20 in 1x PBS 

Penicillin / Streptomycin (100x) PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 

R5 (RPMI Standard Medium) 5% (v/v) FCS, 2% (v/v) L-Glutamin-Lösung, 1% (v/v) Penicillin / 
Streptomycin-Lösung (100x) 

Regenerationspuffer 62,5mM Tris, 2% SDS, pH=6.7, 70µl β-Mercaptoethanol pro 10ml 
SDS-Lösung 

RPMI 1640 BioWhittaker (Verviers, Belgien) 

TBS 50mM Tris, 137mM KCl, 2,7mM NaCl, pH=8.0 

Trypanblau-Stocklösung (4x) Invitrogen (Karlsruhe) 

Trypsin, 0,25% / EDTA 1mM Invitrogen (Karlsruhe) 
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T-TBS 0,05% (v/v) Tween® 20 in TBS 

X5 (X-Vivo 15 Standard Medium) 5% (v/v) hu AB-Serum, 2% (v/v) L-Glutamin-Lösung, 1% (v/v) 
Penicillin/Streptomycin-Lösung (100x) 

X-Vivo 15 BioWhittaker (Verviers, Belgien) 

4.1.5 Zelllinien 

Name Beschreibung Referenz Medium 

PM-1 Humane T-Zelllinie, exprimiert die 
Rezeptoren CD4, CXCR4 und CCR5. 

NIH AIDS Research, 3038 
(LUSSO et al. 1995) 

R5 

293T Humane, embryonale Nierenzelllinie, 
enthält das large T-Antigen des SV40. 

ATCC Nr. CRL-11268 (PEAR 
et al. 1993) 

D5 

HL-60 Humane promyeloblaste Blutzelllinie. ATCC Nr. CCL-240    
(GALLAGHER et al. 1979) 

R5 

4.1.6 Primäre und sekundäre Antikörper 

Name Spezies Beschreibung Hersteller 

2F5 Human Monoklonaler Antikörper gegen HIV-1 
gp41 (ELDKWA) (MUSTER et al. 1993) 

Polymun 
Scientific (Wien) 

Rituximab 
(RTX) 

Human
/ Maus 

Chimärer monoklonaler Antikörper 
(IgG1) gegen CD20 auf B-Zellen 

Roche 
(Basel) 

Tritest na Antikörpermischung aus α-CD4-FITC, 
α-CD8-PE und α-CD3-PerCP 

BD (Heidelberg) 

α-c-myc Maus Monoklonaler Antikörper (IgG1) gegen 
das c-myc Epitop (EQKLISEEDL) 

Abcam 
(Cambridge) 

α-human-HLA-A2-FITC Maus FITC-gekoppelter Antikörper gegen 
HLA-A*02 

BD (Heidelberg) 

α-human-IgG1-FITC Maus FITC-gekoppelter monoklonaler 
Antikörper gegen humanes IgG1  

Sigma-Aldrich 
(Steinheim) 

α-human-IgG2-FITC Maus FITC-gekoppelter monoklonaler 
Antikörper gegen humanes IgG2 

Sigma-Aldrich 
(Steinheim) 

α-human-IgG3-FITC Maus FITC-gekoppelter monoklonaler 
Antikörper gegen humanes IgG3 

Sigma-Aldrich 
(Steinheim) 

α-human-IgG4-FITC Maus FITC-gekoppelter monoklonaler 
Antikörper gegen humanes IgG4 

Sigma-Aldrich 
(Steinheim) 

α-human-IgG-Cy5 Ziege Cy5-gekoppelter Antikörper gegen 
humanes IgG (H- und L-Kette) 

Dianova 
(Hamburg) 
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α-human-IgG-HRP Ziege HRP-gekoppelter Antikörper gegen 
humanes IgG (H- und L-Kette) 

Dianova 
(Hamburg) 

α-human-IgG-PE Ziege PE-gekoppelter Antikörper gegen 
humanes IgG (H- und L-Kette) 

Dianova 
(Hamburg) 

α-maus-IgG-HRP Ziege HRP-gekoppelter Antikörper gegen 
murines IgG (H- und L-Kette) 

Dianova 
(Hamburg) 

α-maus-IgG-PE Ziege PE-gekoppelter Antikörper gegen 
murines IgG (H- und L-Kette) 

Dianova 
(Hamburg) 

4.1.7 Verwendete Kits 

Name Hersteller 

BM Chemilumineszenz Blotting Substrat (POD) Roche (Mannheim) 

Cell Viability Kit Becton Dickinson (Heidelberg) 

ECL™ Western Blotting Analysis Amersham Biosciences (Freiburg) 

ECL Plus™ Western Blotting Analysis Amersham Biosciences (Freiburg) 

ELISpotPlus für humanes IFN-γ Mabtech (Hamburg)  

Plasmid Maxi Prep Kit, Nucleo Bond AX PC500 Macherey Nagel (Düren) 

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen (Karlsruhe) 

4.1.8 Plasmide und Vektoren 

Name Nummer Beschreibung Referenz 

VSV-G M5 Expressionsplasmid für das Hüllprotein VSV-G (BEYER et al. 
2002) 

JR-FL M118 Expressionsplasmid für das HIV-1 Hüllprotein 
JR-FL (R5-trop) 

M. Dittmar, 
Heidelberg 

HXB2_T-20-
R(SIM) 

M191 Expressionsplasmid für HXB2, wobei GIV zu 
SIM in der gp41 NHR mutiert ist 

(RIMSKY et al. 
1998) 

HXB2_T-20-
R(DTV) 

M192 Expressionsplasmid für HXB2, wobei GIV zu 
DTV in der gp41 NHR mutiert ist 

(RIMSKY et al. 
1998) 

maC46+++ M218 Retroviraler Transfervektor für ein hohes 
Expressionsniveau von maC46 

(EGELHOFER et al. 
2004) 

Lenti GagPol M334 Expressionsplasmid für HIV Gagpol, Rev 
(publizierte Bezeichnung: pCMV-dR8.91) 

(NALDINI et al. 
1996) 

EGFP M420 Lentiviraler SIN Vektor mit EGFP als 
Transfervektor 

(DEMAISON et al. 
2002) 
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HXB2 M421 Expressionsplasmid für das HIV-1 Hüllprotein 
HXB2 (X4-trop) 

G.Melikyan, 
Chicago 

Retro GagPol M579 Expressionsplasmid fur HIV Gagpol, 
(Publizierte Bezeichnung: M57-DAW) 

(SCHAMBACH et 
al. 2006) 

maC46+ M603 Retroviraler Transfervektor für eine niedriges 
Expressionsniveau von maC46 

(HERMANN et al. 
2009b) 

SIVmac251 M640 Expressionsplasmid für das Hüllprotein 
SIVmac251 

(ZAHN et al. 
2008) 

CD20 M741 Retroviraler Transfervektor für CD20 und 
trunkiertes CD34 

I. Vogler, 
Frankfurt 

Ba-L M749 Expressionsplasmid für das HIV-1 Hüllprotein 
Ba-L (R5-trop) 

(LOHRENGEL et 
al. 2005) 

Ba-L_C46-R M750 Expressionsplasmid für das C46-resistente Ba-
L (publizierte Bezeichnung: BaL_C46) 

(HERMANN et al. 
2009a) 

maC46-EHO+++ M842 Retroviraler Transfervektor für ein hohes 
Expressionsniveau von maC46-EHO 

A. Hubert, 
Frankfurt 

maC46-EHO+ M843 Retroviraler Transfervektor für ein niedriges 
Expressionsniveau von maC46-EHO 

A. Hubert, 
Frankfurt 

4.1.9 Peptide 

Der CEF Peptid Pool (Firma Mabtech (Hamburg)) umfasst 23 9mer Peptide von CMV, EBV 

und Influenza (Flu) spezifisch für bestimmte HLA-Allele (CURRIER et al. 2002). Die 

Konzentration jedes Peptids betrug 200µg/ml. Das Peptid T-20 (Firma Roche (Nutly, USA)) 

wurde in Aqua dest. rekonstituiert (45µg/µl (10mM)) und aliquotiert bei -70°C gelagert. 

Alle folgenden Peptide wurden von der Firma GeneCust (Dudelange, Luxemburg) 

synthetisiert, in 50% DMSO/H2O rekonstituiert und aliquotiert bei -70°C gelagert: 

 Die C-Peptide wurden im Neutralisationsassay analysiert (Tabelle 4.1.1).  

 Die PBMCs von HIV-1 Patienten wurden im ELISpot mit 9mer Peptiden von C46-

EHO (wt-) und V2 (mut-) (Tabelle 4.1.2) oder mit 15mer Peptiden (versetzt um 4 

Aminosäuren) von C46-EHO (EHO-) und V2o (V2o) (Tabelle 4.1.3) inkubiert.  

 Der generelle Immunstatus der HIV-1 Patienten wurde mit HLA-A*02-

restringierten HIV-1-abgeleiteten 9mer Peptiden untersucht: gag77-85 (SLYNTVATL), 

RT309-317 (ILKEPVHGV) und vpr59-67 (AIIRILQQL) (ALTFELD et al. 2005).  
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 Die PBMCs gesunder Probanden wurden im ELISpot mit einem CMV oder EBV 

Peptid (9mer) inkubiert (Tabelle 4.1.4). 

 

Tabelle 4.1.1 Aminosäuresequenz und Molekulargewicht der antiviralen C-Peptide. AS: Gesamtanzahl 
Aminosäuren; MW: Molekulargewicht; - = Deletion; . = gleiche Aminosäure wie C46-EHO 

Name Aminosäuresequenz (AS 628-673) MW 
[kDa] 

AS 

T-20 ----------YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF 4451 36 

C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF 5825 46 

T-1249 WQEWEQK-------ITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF 4996 39 

SC35EK WEEWDKKIEEYTKKIEELIKKSEEQQKKNEEELKKEQKLISEEDL- 4495 45 

C46-EHO WQQWERQVRFLDANITKLLEEAQIQQEKNMYELQELDKWASLWNWF 5885 46 

V1 ..T.....N.W......V.......N........K......V.... 5846 46 

V2 ..T.....N.W......A.......N........K......A.... 5789 46 

V3 ..T.....N.A......A.......N........A......A.... 5617 46 

V4 ..........W......V................K......V.... 5929 46 

V2o ..T.....DNITQTIS.A.......N........KLNQWDIFSNWF 5746 46 

 

Tabelle 4.1.2 Peptidfragmente (9mere) von C46-EHO (x-wt) und V2 (x-mut) mit x=Epitopnummer. 

C46-EHO V2 

Name Aminosäuresequenz Name Aminosäuresequenz 

2-wt QQWERQVRF 2-mut QTWERQVNF 

8-wt VRFLDANIT 8-mut VNFWDANIT 

10-wt FLDANITKL 10-mut FWDANITKA 

25-wt QQEKNMYEL 25-mut QNEKNMYEL 

34-wt QELDKWASL 34-mut QKLDKWASA 

 

 



MATERIAL UND METHODEN | 41 

 

 

 

Tabelle 4.1.3 Peptidfragmente (15mere) von C46-EHO (EHO-x) und V2o (V2o-x) mit x=Epitopnummer. 

C46-EHO V2o 

Name Aminosäuresequenz Name Aminosäuresequenz 

EHO-1 WQQWERQVRFLDANI V2o-1 WQTWERQVDNITQTI 

EHO-2 ERQVRFLDANITKLL V2o-2 ERQVDNITQTISKAL 

EHO-3 RFLDANITKLLEEAQ V2o-3 DNITQTISKALEEAQ 

EHO-4 ANITKLLEEAQIQQE V2o-4 QTISKALEEAQIQNE 

EHO-5 KLLEEAQIQQEKNMY V2o-5 KALEEAQIQNEKNMY 

EHO-6 EAQIQQEKNMYELQE V2o-6 EAQIQNEKNMYELQK 

EHO-7 QQEKNMYELQELDKW V2o-7 QNEKNMYELQKLNQW 

EHO-8 NMYELQELDKWASLW V2o-8 NMYELQKLNQWDIFS 

EHO-9 ELQELDKWASLWNWF V2o-9 ELQKLNQWDIFSNWF 

 

Tabelle 4.1.4 Aminosäuresequenzen der Peptide CMV/CMV-mut und EBV/EBV-mut. 

Name Aminosäuresequenz Name Aminosäuresequenz 

CMV NLVPMVATV EBV GLCTLVAML 

CMV-mut NWVPMVATA EBV-mut GWCTLVAMA 

 

4.1.10 Membranen für die Epitopkartierung 

Für die Antikörperepitopkartierung wurden fertige Peptid-gespottete Membranen der 

Firma JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin) erworben. JPT verwendete hierfür lineare 

Peptidfragmente von maC46 (C46 und IgG2-Linker), C46 und C46-EHO bestehend aus 15 

Aminosäuren, versetzt um 3 AS (maC46) bzw. 2 AS (C46, C46-EHO) (Tabelle 4.1.5).  
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Tabelle 4.1.5 Exemplarische Darstellung der 15mer C46-Peptide, versetzt um 2 AS (=Aminosäure). 

Lfd. Nr. AS Aminosäuresequenz 

1 1-15 WMEWDREINNYTSLI 

2 3-17   EWDREINNYTSLIHS 

3 5-19     DREINNYTSLIHSLI 

4 7-21       EINNYTSLIHSLIEE 

5 9-23         NNYTSLIHSLIEESQ 

6 11-25           YTSLIHSLIEESQNQ 

7 13-27             SLIHSLIEESQNQQE 

8 15-29               IHSLIEESQNQQEKN 

9 17-31                 SLIEESQNQQEKNEQ 

10 19-33                   IEESQNQQEKNEQEL 

11 21-35                     ESQNQQEKNEQELLE 

12 23-37                       QNQQEKNEQELLELD 

13 25-39                         QQEKNEQELLELDKW 

14 27-41                           EKNEQELLELDKWAS 

15 29-43                             NEQELLELDKWASLW 

16 31-45                               QELLELDKWASLWNW 

17 32-46                                ELLELDKWASLWNWF 

 

4.1.11 Biologisches Material von gesunden Probanden und HIV-Patienten 

Alle nachfolgend aufgeführten Patientenseren wurden für die Analyse der anti-Peptid 

Antikörper verwendet (Dot Blot, Epitopkartierung): 

 Als Negativkontrolle wurde AB-Serum der Firma PAA verwendet.  

 Von den zehn gentherapeutisch-behandelten HIV-1 Patientenseren (VAN LUNZEN et 

al. 2007) wurde die humorale Immunogenität sowie die Effektormechanismen der 

Antikörper (ADCC, CDC) bestimmt (klinische Werte siehe Tabelle 4.1.6).  
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 Von Prof. Schlomo Staszewski (HIV Ambulanz, Frankfurt am Main) wurden 25 

Seren von HIV-1 Patienten, die bereits eine antivirale Therapie (ART) erhalten 

hatten, zur Verfügung gestellt (klinische Werte siehe Tabelle 4.1.6) 

 Dr. Jan van Lunzen (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg) stellte 34 

Seren unbehandelter HIV-1 Patienten bereit (klinische Werte siehe Tabelle 4.1.6). 

 Dr. Ursula Dietrich (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt am Main) offerierte jeweils 10 

HIV-2 und LTNP Seren.  

 

Tabelle 4.1.6 Klinische Werte von antiretroviral behandelten (ART) und unbehandelten HIV-1 Patienten 
mit Angabe des Medianwertes und der Spannweite.  

 ART Unbehandelt 

Gesamtanzahl 35 34 

Alter in Jahren bei Probennahme 43 (25 – 64) 36,5 (18 – 75) 

CD4+ T-Zellzahl/µl 237 (45 – 1284) 358,5 (91 – 852) 

CD8+ T-Zellzahl/µl 949 (299 – 3076) 940,5 (379 – 4089) 

CD4/CD8 Verhältnis 0,226 (0,053 – 1,017) 0,370 (0,112 – 1,179) 

HIV-RNA (log Genome/ml) 4,041 (0 – 5,509) 4,382 (2,398 – 5,875) 

 

Vor erstmaliger Benutzung der Patientenseren wurden HI-Viren bei 56°C für 30min im 

Wasserbad inaktiviert. Die Seren wurden in Aliquots bei -20°C gelagert.  

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) eines gesunden Probanden (AG Dietrich, 

GSH, Frankfurt am Main) wurden für die Analyse der ADCC-Antwort eingesetzt. Die 

Blutabnahme erfolgte mittels EDTA-Röhrchen, die Aufarbeitung entsprechend Kapitel 

4.2.4. PBMCs gesunder Probanden wurden auch als „Buffy Coats“ vom Blutspendedienst 

Hessen, Frankfurt am Main bereitgestellt. Aufgereinigte PBMCs (Kapitel 4.2.4) wurden für 

die Untersuchung der zellulären Immunantwort gegen CMV bzw. EBV verwendet. Dr. Jan 

van Lunzen (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg) stellte eingefrorene 

PBMCs von HIV-1 Patienten für die Analyse der zellulären Immunantwort zur Verfügung. 

9mer Peptide (C46-EHO, V2, Tabelle 4.1.2) wurden mit den Patienten PBMCs (Tabelle 
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4.1.7) inkubiert, hingegen wurden die Patienten PBMCs der Tabelle 4.1.8 mit 15mer 

Peptiden (C46-EHO, V2o, Tabelle 4.1.3) versetzt.  

 

Tabelle 4.1.7 HLA-Allele der HIV-1 Patienten für die Analyse der zellulären Immunantwort gerichtet gegen 
9mer Peptide von C46-EHO und V2. n.b.: nicht bekannt 

Patient ID HLA-A HLA-B HLA-C 

Pt.90 A0201 A6802 B35 B5301 n.b. 

Pt.91 A0201 n.b. B1501 n.b. n.b. 

Pt.92 A01 A03 B08 B60 n.b. 

Pt.93 A24 A29 B08 B07 n.b. 

Pt.94 A03 A25 B18 B35 n.b. 

Pt.95 A11 A25 B18 B35 n.b. 

Pt.96 A02 A24 B07 B27 n.b. 

Pt.97 A01 A03 B39 B57 n.b. 

Pt.98 A31 A03 B39 B39 n.b. 

Pt.99 A03 n.b. B44 B57 n.b. 

Pt.100 A25 A32 B4402 B5108 n.b. 

Pt.101 A01 A02 B50 B52 n.b. 

Pt.102 A31 A03 B60 B62 n.b. 

Pt.103 A01 A03 B44 B62 n.b. 

Pt.104 A03 A30 B27 B62 n.b. 

Pt.105 A30 A33 B57 B53 Cw04 

Pt.106 A02 A03 B35 n.b. Cw04 
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Tabelle 4.1.8 HLA-Allele der HIV-1 Patienten für die Analyse der zellulären Immunantwort gerichtet gegen 
15mer Peptide von C46-EHO und V2o. n.b.: nicht bekannt 

Patient ID HLA-A HLA-B 

Pt.124 A01 A02 B08 B60 

Pt.125 A01 A02 B41 B56 

Pt.126 A01 A03 B08 B60 

Pt.127 A02 A68 B27 B66 

Pt.128 A0201 A2402 B0801 B4402 

Pt.129 A25 A32 B4402 B5108 

Pt.130 A02 A29 B27 B44 

Pt.131 A31 A32 B44 B51 

Pt.132 A01 A28 B07 B44 

Pt.133 A24  n.b. B44 B62 

Pt.134 A02 A24 B35 B44 

Pt.135 A0201 A6802 B35 B5301 

Pt.136 A02 A24 B27 B56 

Pt.137 A02  n.b. B08 B62 

Pt.138 A02 A03 B08 B62 

Pt.139 A02  n.b. B08 B44 

Pt.140 A01 A03 B07 B08 

Pt.141 A01 A03 B07 n.b.  

Pt.142 A01 A24 B07 B44 

Pt.143 A01 A28 B60 B62 

Pt.140 A01 A02 B08 B60 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Präparative Plasmidisolierung aus E.coli 

Größere Mengen an Plasmid-DNA wurden gewonnen, indem 250ml LB-Medium mit 

transformierten E.coli Kryokulturen angeimpft und für ca. 12h bei 37°C geschüttelt wurde. 

Die Plasmidpräparation erfolgte mit dem Maxipräp Kit nach Herstellerangaben. 

4.2.2 Konzentrationsbestimmung und Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA  

Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde anhand der Absorption bei einer 

Wellenlänge von 260 nm im UV-Spektrometer bestimmt. Hierzu wurde 1µl der DNA-

Lösung auf das Probenhaltesystem des NanoDrop Spektrophotometers aufgetragen.  

Für die Restriktionsanalyse der DNA wurde 1µg Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen 

von 20µl mit 5-10 Units der entsprechenden Restriktionsendonuklease für ca. 1h bei 37°C 

verdaut. Anschließend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente 

in einem Agarosegel. Für die Herstellung des 1%-igen Agarosegels wurde die Agarose in 

TAE-Puffer gelöst und erhitzt. Nach Abkühlung der Lösung auf ca. 50°C wurde 

Ethidiumbromid (0,5g/l) hinzu pipettiert und die Lösung in eine Flachbettform gegossen. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 100V. In dieser Zeit lagerte sich Ethidiumbromid zwischen 

die DNA und konnte anschließend durch UV-Strahlung sichtbar gemacht werden. 

4.2.3 Allgemeine Methoden der Zellkultur 

Die Zellkulturarbeiten wurden an den „Sterilbänken für Zellkulturen, Microflow und 

HERAsafe HS12“ durchgeführt. Verpackungen, Medienflaschen und Plastikmaterialien 

wurden vor Gebrauch mit 70%igem (v/v) Ethanol abgesprüht, um Kontaminationen 

vorzubeugen. Hitzelabile Lösungen wurden vor Gebrauch steril filtriert. 

Alle Zelllinien wurden in begasten (5% CO2) Brutschränken bei 37°C und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 80-90% kultiviert. Suspensionszelllinien und adhärente Zelllinien 

wurden aller 2-3 Tage subkultiviert. Suspensionszellen wurden in einer Dichte von ca. 1-

2x10E5 Zellen/ml ausgesät. Die Passage erfolgte bei einer Zelldichte von ca.  

1-2x10E6 Zellen/ml, in dem ein Teil der Zellen verworfen und die verbliebenen Zellen in 

frischem R5-Medium aufgenommen wurden.  
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Adhärente Zelllinien wurden bis zu ca. 80%iger Konfluenz kultiviert. Nach Entfernung des 

verbrauchten Mediums wurde der Zellrasen mit sterilem PBS gewaschen und die Zellen 

mit einer Trypsin-EDTA-Lösung benetzt, wodurch sich der Zellrasen vom Flaschenboden 

ablöste. Eine geringe Menge frisches D5-Medium wurde zugegeben und die Zellen durch 

mehrmaliges Pipettieren vereinzelt. Je nach Wachstum wurde eine gewisse Zellmenge in 

Kulturflaschen überführt und frisches D5-Medium zugegeben.  

Für die Kryokonservierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, die Zellzahl wurde mit 

Einfriermedium auf 5-10x10E6 Zellen/ml eingestellt. In ein Kryoröhrchen wurde 1ml der 

Zelllösung gegeben und bei -70°C für ca. 24h gelagert (MR. FROSTY von Nalgene). Die 

langfristige Lagerung der Zellen erfolgte in der Gasphase von flüssigem Stickstoff. 

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad erwärmt und in 5-10 ml vorgewärmten 

Medium aufgenommen. Das für die Zellen toxische DMSO wurde somit verdünnt und 

durch Zentrifugation (1500rpm, 5 min, RT) vollständig entfernt. Das Zellpellet wurde in 4-

5 ml frischem Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche überführt. 

Die Zelldichte wurde quantitativ mit dem CASY-Zellzähler bestimmt. Hierfür wurden 10-

100µl einer homogenen Zellsuspension in ein mit Casyton-Puffer gefülltes Messgefäß 

pipettiert und in die CASY-Apparatur gestellt. Das Prinzip beruht auf der Messung des 

elektrischen Widerstandes. Da lebende Zellen einen höheren Widerstand als tote Zellen 

aufweisen, kann über den spezifischen Widerstand die Zelldichte bestimmt werden. 

Alternativ wurde die Zelldichte in einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Die homogene 

Zellsuspension wurde hierfür 1:2 mit Trypanblau, welches tote Zellen blau färbt, 

gemischt. Für die Bestimmung der Zelldichte wurden ca. 10µl des Trypanblau-Zell-

Gemisches in die Zählkammer gegeben. Vier Großquadrate wurden ausgezählt, gemittelt 

und die Zellzahl/ml (gemittelte Zellzahl*Verdünnungsfaktor*10E4) berechnet. 

4.2.4 Isolierung mononukleärer Blutzellen (PBMCs) 

Humanes Blut kann mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradienten-Zentrifugation fraktioniert 

werden (BOYUM 1984). Ficoll bewirkt eine Separation der Blutzellen und eine 

Agglutination der Erythrozyten, so dass diese am Gefäßboden pelletieren. Indes reichern 

sich die PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) aufgrund der Dichteunterschiede in 
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der Interphase an. Zur Gewinnung der PBMCs wurde das Blut mindestens 1:2 mit PBS 

verdünnt. In einem 50ml-Falcon-Röhrchen wurden 25ml der Ficoll-Lösung vorgelegt und 

vorsichtig mit 25ml des verdünnten Blutes überschichtet. Nach der Zentrifugation (45min, 

2000rpm, RT, ohne Bremse) wurde die Interphase abgenommen und dreimal mit sterilem 

PBS gewaschen (Zentrifugation für 10min, 1200rpm, RT). Das Pellet wurde in frischem 

Medium aufgenommen und die Zellzahl/ml entsprechend Kapitel 4.2.3 bestimmt. 

4.2.5 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) ist ein Verfahren zur 

Unterscheidung mikroskopisch kleiner Partikel in einer Suspension anhand ihrer Größe, 

Struktur, Oberflächeneigenschaften und intrazellulären Zusammensetzung. Durch die 

Anregung mit Laserlicht können zum einen die unterschiedlichen Streulichteigenschaften 

von Zellen detektiert werden, die durch Größe (Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC)) 

und Granularität (Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC)) hervorgerufen werden. Zum 

anderen können durch Expression fluoreszierender Proteine (z.B. EGFP) oder durch 

Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern die Fluoreszenzintensitäten 

einzelner Zellen detektiert werden. Die Fluoreszenzintensität ist dabei proportional zur 

Anzahl der Fluorochrommoleküle. Ein nachgeschalteter Digital-Analogwandler und ein 

Computer mit der entsprechenden Software (z.B. CellQuestPro) ermöglichen die Analyse 

der Messung. Ferner kann das FACS-Gerät zum Sortieren von Zellen verwendet werden. 

Für die Bestimmung von Oberflächenmolekülen mittels Durchflusszytometrie wurden 

Antikörper verwendet, welche kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. 

Bei einer direkten Immunfärbung wird die Probe mit dem fluoreszierenden Antigen-

spezifischen Antikörper versetzt und kann sogleich am FACS Gerät analysiert werden. 

Hingegen sind bei einer indirekten Immunfärbung zwei Färbeschritte notwendig: auf den 

primären Antikörper folgt ein kompatibler Fluorochrom-gekoppelter Sekundärantikörper.  

In beiden Fällen wurden für jede Probe ca. 2-5x10E5 Zellen in ein FACS-Röhrchen 

überführt. Die Zellen wurden gewaschen, indem 2ml FACS-Puffer zugegeben, zentrifugiert 

(1500rpm, 5min, RT) und der Überstand dekantiert wurde. Für die Immunfärbung wurde 

das Sediment der Zellen in 50µl der Antikörperlösung resuspendiert und bei 4°C für 30min 
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inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit je 2ml FACS-Puffer gewaschen, 

um überschüssige Antikörper zu entfernen. Im Falle einer direkten Immunfärbung wurden 

die Zellen sogleich in 200µl Fixierungslösung aufgenommen, resuspendiert und im 

Durchflusszytometer analysiert. Im Falle einer indirekten Immunfärbung wurde jede 

Probe mit 50µl des Sekundärantikörpers für 30min bei 4°C inkubiert. Es folgten erneut 

zwei Waschschritte mit je 2ml FACS-Puffer. Auch diese Zellen wurden für die Analyse im 

Durchflusszytometer mit 200µl Fixierlösung versetzt. 

Das Durchflusszytometer FACS Aria (Becton Dickinson, Heidelberg) wurde für die 

Sortierung und Anreicherung von Zellen aus Massenkulturen verwendet, die keine 

selektierbare Antibiotikaresistenz koexprimierten (HL-60-maC46-CD20, PM-1-maC46-

EHO+++). Für die Sortierung wurden etwa 1x10E7 native (HL-60, PM-1) und Transgen-

exprimierende Zellen jeweils in ein steriles FACS-Röhrchen überführt und auf Expression 

gefärbt. Anschließend wurden die Zellen in 1ml sterilen FACS-Puffer aufgenommen, zur 

Vereinzelung auf ein Zellsieb (70µm) gegeben, mit 1ml sterilen FACS-Puffer gewaschen 

und mittels Durchflusszytometer sortiert. 

4.2.6 Herstellung retro- und lentiviraler Vektoren 

Replikationsinkompetente Vektoren wurden mit Hilfe von drei verschiedenen Plasmiden 

(sog. drei-Plasmid-System) hergestellt (NALDINI et al. 1996): 

 Der Transfervektor kodiert für das Transgen und das Verpackungssignal.  

 Das Hilfsplasmid GagPol enthält die Gene für virale Strukturproteine und Enzyme. 

 Das Hilfsplasmid Env kodiert für die Hüllproteine. 

Das drei-Plasmid-System minimiert die Wahrscheinlichkeit der homologen Rekombination 

und damit die Entstehung replikationskompetenter Viren. Dem Transfervektor fehlte die 

genetische Information der viralen Proteine, so dass nur ein Infektionszyklus stattfinden 

kann. Vektoren wurden durch transiente Transfektion der Verpackungszelllinie 293T 

hergestellt. Einen Tag vor der Transfektion wurden 6x10E6 293T Zellen in 8ml D5-Medium 

pro 10cm-Schale ausgesät. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium gegen 

frisches D5-Medium (9ml pro Schale) ausgetauscht, welches Chloroquin (25µM), jedoch 

kein FCS, enthielt. Chloroquin verhindert den enzymatischen Abbau der DNA im Lysosom 
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und steigert die Transfektionseffizienz. Die Plasmide wurden mit Calciumphosphat 

inkubiert, so dass die DNA komplexierte und endozytiert werden konnte. Der 

Transfektionsansatz (Tabelle 4.2.1) wurde mit 500µl 2xHEPES gemischt und 20min bei RT 

inkubiert. Die DNA-Lösung wurde vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach ca. 6h im 

Brutschrank wurde das Medium durch 6ml frisches D5-Medium ersetzt. 24h und 48h nach 

dem Mediumwechsel wurden die virushaltigen Überstände gesammelt, gepoolt, 

sterilfiltriert (0,22µm) und bei -70°C eingefroren oder bis zur Aufkonzentrierung bei 4°C 

gelagert.  

 

Tabelle 4.2.1 Transfektionsansatz für eine 10cm-Zellkulturschale. 

Plasmid Lentiviraler Vektor Retroviraler Vektor DNA-Menge [µg] 

GagPol M334 M579 12,5 

Transfervektor M420 M741, M842, M843, M218 7,5 

Env HIV, SIV, VSV-G VSV-G 1,0 

H2O  Ad 450µl 

CaCl2 50µl 

 

Für die Aufkonzentrierung der Vektoren wurden 40ml in ein 50ml Falcon-Röhrchen 

gegeben und bei 5000xg und 4°C zentrifugiert (Avanti J-12, Beckmann). Nach ca. 15-

stündiger Zentrifugation wurde der Überstand dekantiert, das Viruspellet in 200-400µl 

D5-Medium aufgenommen und für 4h bei 4°C geschüttelt. Die Überstände wurden 

gepoolt und aliquotiert bei -70°C gelagert. 

Die Konzentrationsbestimmung der infektiösen Partikel erfolgte durch Titration auf PM-1 

Zellen. Hierfür wurden 2x10E4 PM-1 Zellen in 100µl R5-Medium pro Loch in einer 96-

Loch-Platte ausgesät. Nach Zugabe von 100µl der verdünnten Vektoren in Duplikaten 

erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 2000rpm und 31°C für 60min. Die Zellen wurden 

mit den Viren in einer Feuchtekammer im Brutschrank für fünf Tage inkubiert. 

Abschließend wurden alle Proben in jeweils ein FACS-Röhrchen überführt, 

durchflusszytometrisch der Anteil der EGFP-positiven PM-1 Zellen und der Titer 

(=infektiöse Partikel/ml) bestimmt.  
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4.2.7 Transduktion eukaryotischer Zelllinien mit retroviralen Vektoren 

Für die Herstellung Transgen-exprimierender Zellen (maC46-EHO auf PM-1 und maC46-

CD20 auf HL-60) wurden 1-2x10E5 Zellen pro Loch in 500µl R5-Medium einer 24-

Lochschale ausgesät. Unterschiedliche Mengen der vektorhaltigen Überstände wurden 

zugegeben, mit R5-Medium auf 1ml aufgefüllt und bei 2000rpm, 31°C für 60min 

zentrifugiert. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C kultiviert und am nächsten Tag 

erfolgte ein Mediumwechsel. Nach ca. einer Woche wurde die Zellen gefärbt und die 

Transgenexpression durchflusszytometrisch ermittelt. Mischkulturen, die das Transgen zu 

etwa 10% exprimierten, wurden sodann mittels Durchflusszytometer sortiert, um eine 

nahezu 100%ig reine Zelllinie zu erhalten. 

4.2.8 Neutralisationsassay mit synthetischen Peptiden 

Die antivirale Aktivität der Peptide wurde in Neutralisationsassays untersucht. PM-1 

Zellen wurden hierzu mit replikationsinkompetenten Vektoren in Anwesenheit der 

Peptide transduziert. Die Vektoren enthielten EGFP (enhanced green fluorescent protein) 

als Transgen, so dass transduzierte Zellen im Durchflusszytometer analysiert werden 

konnten. Sofern die Peptide den Eintritt der Vektoren verhindern, wird der prozentuale 

Anteil der EGFP-positiven PM-1 geringer verglichen mit dem inhibitorfreien Ansatz.  

2x10E4 PM-1 Zellen wurden in 50µl R5-Medium pro Kavität einer 96-Loch-Platte ausgesät. 

Die Peptide wurden in 100µl R5-Medium angesetzt (Duplikate). Eine Transduktionshöhe 

der PM-1 Zellen von ca. 15% wurde angestrebt, um Mehrfachintegrationen der Vektoren 

zu vermeiden (FEHSE et al. 2004). 50µl der verdünnten Vektoren wurden zu den Proben 

pipettiert. Das Gesamtvolumen betrug somit 200µl für einen Ansatz. Die Transduktion 

erfolgte bei 31°C, 2000rpm für 60min. Die PM-1 Zellen wurden vier Tage in einer 

Feuchtekammer bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Am fünften Tag wurden alle Zellen 

einer Kavität in ein FACS-Röhrchen überführt und mittels Durchflusszytometrie der Anteil 

EGFP-positiver PM-1 bestimmt. 

4.2.9 Infektionsassay mit Peptid-exprimierenden Zelllinien 

Der protektive Effekt genetisch-modifizierter Zellen, die inhibitorische Peptide auf der 

Zelloberfläche exprimieren, wurde in einem Infektionsassay untersucht. 1-2x10E4 native 
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oder Peptid-exprimierende PM-1 Zellen (in 100µl R5-Medium) wurden mit 100µl der 

lentiviralen EGFP-kodierenden Vektoren pro Kavität in einer 96-Loch-Platte inkubiert 

(Duplikate, 200 µl Gesamtvolumen pro Ansatz). Die Transduktionseffizienz der nativen 

PM-1 betrug ca. 15%. Die Transduktion erfolgte bei 31°C, 2000rpm für 60min. Nach 

Kultivierung der PM-1 Zellen für fünf Tage in einer Feuchtekammer bei 37°C wurden alle 

Zellen einer Kavität in ein FACS-Röhrchen überführt. Da die Peptid-exprimierenden PM-1 

ca. 5% untransduzierte PM-1 enthielten, erfolgte zunächst eine Immunfärbung 

hinsichtlich Peptidexpression mittels mAk 2F5 und einem Cy5-gekoppelten 

Sekundärantikörper. Im Durchflusszytometer wurde der prozentuale Anteil EGFP-

exprimierender PM-1 und Peptid-exprimierender PM-1 bestimmt und der Anteil der 

EGFP-positiven sowie Peptid-positiven PM-1 Zellen bestimmt. 

4.2.10 IFN-γ ELISpot 

Mittels ELISpot (enzyme-linked immunospot) kann die Immunantwort der stimulierten 

CTLs auf Einzelzellebene quantifiziert werden (MIYAHIRA et al. 1995; MASHISHI and GRAY 

2002). Zytotoxische CD8+ T-Zellen (CTL), die durch Antigene aktiviert werden, setzen das 

Zytokin IFN-γ frei. Die Methode ähnelt einem Zytokin-spezifischem Sandwich ELISA. Die 

Kavitäten der 96-Loch-Platte sind mit einem anti-IFN-γ Antikörper beschichtet, der durch 

die CTL Aktivierung freigesetzte IFN-γ-Moleküle bindet und zellnah fixiert.  

Die PBMCs der Spender wurden mit den Antigenen direkt auf der anti-IFN-γ-

beschichteten 96-Loch-Platte (Firma Mabtech) inkubiert. Für den Auftauprozess wurde 

X5-Medium (X5spez) supplementiert mit DNase (2Units/ml Endkonzentration) verwendet, 

um die Verklumpung der PBMCs zu verhindern. Nach dem Auftauen wurden die PBMCs in 

5ml des X5spez-Mediums resuspendiert, zentrifugiert (5min, 1500rpm, RT) und der 

Überstand dekantiert. Nach Aufnahme der PBMCs in 10ml frischem X5spez-Medium 

ruhten diese für drei Stunden bei 37°C im Brutschrank, um die unspezifische IFN-γ 

Sekretion zu minimieren (LETSCH and SCHEIBENBOGEN 2003). Während dieser Inkubationszeit 

wurden die 96-Loch-Platten 4x mit je 200µl PBS gewaschen und mit 200µl X5-Medium für 

mind. 30min bei RT geblockt. Nach der Ruhephase wurden die PBMCs pelletiert (5min, 

1500rpm, RT) und in frischem X5spez aufgenommen. Die mittels Neubauer-Zählkammer 
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ermittelte Zelldichte wurde auf 0,5-3x10E6/ml eingestellt und 100µl/Kavität in Duplikaten 

ausgesät. Hinzu kamen 50µl X5-Medium oder 50µl der in X5-verdünnten Antigene: 

 PMA/Ionomycin (Endkonzentration: 10ng PMA/ml und 1µg Ionomycin/ml)  

 CEF Peptid Pool (Endkonzentration jedes Peptids: 6,67µg/ml) (CURRIER et al. 2002) 

 9mer/15mer Peptide von C46-EHO/V2/V2o, CMV/EBV (Endkonzentration: 5µg/ml) 

Antigene und PBMCs wurden für 20h bei 37°C im Brutschrank in einer Feuchtekammer 

kultiviert. Die Visualisierung der einzelnen IFN-γ-produzierenden Zellen erfolgte im 

Lichtmikroskop nach Angaben des Herstellers. Die Verwendung der sog. Matrix-Methode 

reduzierte die Probenanzahl (MASHISHI and GRAY 2002). Hierzu wurden Peptidmischungen 

mit jeweils drei unterschiedlichen Peptiden hergestellt (C46-EHO Peptidmischungen A-F 

(Tabelle 4.2.2), V2o Peptidmischungen I-VI (Tabelle 4.2.3)). Jedes Peptid war in zwei 

Ansätzen vorhanden (z.B. WQQWERQVRFLDANI in Peptidmischung A und D). Wurde für 

zwei Peptidmischungen (z.B. A und D) eine IFN-Sekretion detektiert, konnte das 

immundominante Epitop (z.B. WQQWERQVRFLDANI) ermittelt werden.  

 

Tabelle 4.2.2 C46-EHO-Peptidmischungen für den ELISpot. 

 A B C 

D WQQWERQVRFLDANI ERQVRFLDANITKLL RFLDANITKLLEEAQ 

E ANITKLLEEAQIQQE KLLEEAQIQQEKNMY EAQIQQEKNMYELQE 

F QQEKNMYELQELDKW NMYELQELDKWASLW ELQELDKWASLWNWF 

 

Tabelle 4.2.3 V2o-Peptidmischungen für den ELISpot. 

 I II III 

IV WQTWERQVDNITQTI ERQVDNITQTISKAL DNITQTISKALEEAQ 

V QTISKALEEAQIQNE KALEEAQIQNEKNMY EAQIQNEKNMYELQK 

VI QNEKNMYELQKLNQW NMYELQKLNQWDIFS ELQKLNQWDIFSNWF 
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4.2.11 Dot Blot 

Der Dot Blot ist ein semiquantitativer Immunoassay mit dem Antikörper gegen die 

antiviralen Peptide in HIV Patientenseren detektiert wurden. Im Unterschied zum 

Western Blot werden die Peptidlösungen hierbei nicht elektrophoretisch aufgetrennt, 

sondern direkt als punktförmige Fläche (dot) auf eine Membran aufgebracht. Die Peptide 

haften durch hydrophobe Wechselwirkungen und behalten ihre Struktur bei.  

Für den Dot Blot wurde eine Nitrozellulosemembran in Streifen geschnitten und zweimal 

mit 10xPBS gewaschen. 1µl einer Peptidlösung (0,5g/l, verdünnt mit 1xPBS) wurde auf die 

Membran aufgetragen und an der Luft getrocknet. Anschließend wurden freie 

Bindungsstellen der Membran mit 5%MPBST für 2h bei RT auf dem Schüttler geblockt. 

10µl eines Patientenserums bzw. 0,5µg der mAks (α-c-myc, 2F5, huIgG, muIgG) wurden 

mit einem Membranstreifen in 2ml frischer 5%MPBST-Lösung für 1h bei RT geschüttelt. 

Nicht-gebundener Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen mit 2ml PBST für jeweils 

10min entfernt. Der Sekundärantikörper (α-human/maus-IgG HRP) wurde 1:1000 in 

5%MPBST verdünnt, 1ml zu den Membranstreifen gegeben und für 1h bei RT geschüttelt. 

Durch drei weitere PBST Waschschritte wurden freie Antikörper entfernt. Der 

Sekundärantikörper ist mit einer Merrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) 

gekoppelt, die Luminol oxidiert. Diese Lichtsignale waren nach Exposition auf einen 

Röntgenfilm als schwarze Punkte sichtbar. 

Des Weiteren wurde ein kompetitiver Dot Blot durchgeführt. C46 wurde auf die Membran 

gespottet und mit dem Patientenserum oder mit dem Patientenserum in Anwesenheit 

von T-20 inkubiert. Auf die Nitrozellulosemembran wurde hierfür C46 (1µl einer 0,5g/l 

Lösung) getropft, getrocknet und mit der 5%MPBST-Lösung geblockt. Zwei verschiedene 

Ansätze der jeweiligen Probe wurden mit der Membran in 2ml frischer 5%MPBST-Lösung 

inkubiert. Zum einen wurden 5µl der Seren bzw. 0,5µg von 2F5 verwendet. Zum anderen 

wurde der gleiche Ansatz mit T-20 (5µl einer 250µM Lösung) gemischt und auf die 

Membran gegeben. Beide Ansätze wurden 1h auf dem Schüttler inkubiert. Die weitere 

Durchführung des Assays erfolgte analog der oben beschriebenen Vorgehensweise. 
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4.2.12 Kartierung der Antikörperbindungsstelle 

Antikörperepitope können durch eine Epitopkartierung lokalisiert werden. Hierzu werden 

überlappende Peptidfragmente vom Peptid synthetisiert und auf eine Oberfläche 

aufgebracht (z.B. Zellulosemembran). Die zu analysierenden Antikörper (monoklonal oder 

polyklonal) werden mit der Peptid-gespotteten Membran inkubiert und analog dem Dot 

Blot System detektiert. Positive Peptid-Antikörper-Reaktionen resultieren in mindestens 

einem schwarzen Punkt auf der Membran, wodurch die Bindungsstelle des Antikörpers 

auf dem Peptid lokalisiert werden kann. 

Für die Epitopkartierung wurden fertige Peptid-gespottete Membranen von der Firma JPT 

Peptide Technologies GmbH (Berlin) erworben. Es wurden lineare Peptidfragmente von 

maC46 (C46 und IgG2-Linker), C46 und C46-EHO bestehend aus 15 Aminosäuren, versetzt 

um 3 AS (maC46) bzw. 2 AS (C46, C46-EHO) verwendet (vgl. Tabelle 4.1.5). Die Membran 

wurde mit 5ml Methanol für 5min und mit 5ml TBS für 10min gewaschen. Unspezifische 

Bindungen wurden durch Inkubation der Membran in 5ml der 1%igen Blockierlösung über 

Nacht bei 4°C auf dem Schüttler geblockt. Der Primärantikörper wurde in der 0,5%igen 

Blockierlösung verdünnt, so dass die Endkonzentration von mAk 2F5 0,01-0,025µg/5ml 

bzw. der Patientenseren 10-25µl/5ml betrug. Nach 3h wurde überschüssiger 

Primärantikörper durch Waschen mit T-TBS (5ml, 5min) entfernt. Der Sekundärantikörper 

α-human-IgG HRP wurde in 0,5%iger Blockierlösung verdünnt (Endkonzentration 

0,5µl/ml) und für 2h bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Ungebundener 

Sekundärantikörper wurde durch dreimaliges Waschen (5ml TBS, 5min) entfernt. Die 

Detektion erfolgte analog zum Dot Blot. 

Die Peptid-gespotteten Membranen können 4-5-mal verwendet werden. Für die 

Entfernung der gebundenen Antikörper wurde die Membran mit jeweils 5ml der 

folgenden Lösungen gewaschen: Aqua dest. (3x, 10min, RT), Regenerationspuffer (4x, 

30min, 50°C), 10xPBS (3x, 20min, RT), T-TBS (3x, 20min, RT) und TBS (3x, 20min, RT). Die 

erfolgreiche Entfernung der Antikörper wurde überprüft, indem die Membran mit dem 

Sekundärantikörper und der ECL-Lösung inkubiert wurde (wie im obigen Abschnitt 

beschrieben). Falls noch Antikörper detektiert wurden, musste das 

Regenerationsprotokoll wiederholt werden. 
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4.2.13 Effektorfunktionen von Antikörpern: ADCC und CDC 

Die Untersuchung der ADCC- und CDC-Antwort erfolgte im Wesentlichen nach 

publizierten Protokollen (VAN MEERTEN et al. 2006a; VAN MEERTEN et al. 2006b). Für beide 

Testsysteme wurden HL-60 als Targetzellen eingesetzt, die zugleich maC46 und CD20 

exprimierten (HL-60-maC46-CD20). Als Positivkontrolle wurde das CD20-Rituximab-

System verwendet (VAN MEERTEN et al. 2006a). Der chimäre mAk Rituximab (RTX) bindet 

CD20 (REFF et al. 1994) und ist in Anwesenheit von Komplement und/oder NK-Zellen 

zytotoxisch (FLIEGER et al. 2000; PESCOVITZ 2006). Native HL-60 wurden für die Bestimmung 

der Antikörper-unabhängigen Zelllyse eingesetzt. Für die Untersuchung der CDC-Antwort 

wurde frisch angesetztes Hasenkomplement verwendet, für die ADCC-Antwort frische 

Ficoll-aufgereinigte PBMCs eines gesunden Spenders.  

CFSE-FÄRBUNG DER TARGETZELLEN: Für die Unterscheidung der Targetzellen von den 

Effektorzellen (ADCC) bzw. Komplementresten (CDC) wurden die Targetzellen mit CFDA-

SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) versetzt, welches intrazellulär durch 

Esterasen in das fluoreszierende Molekül CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) 

umgewandelt wird (WESTON and PARISH 1990; LYONS and PARISH 1994). 1x10E7 Targetzellen 

wurden hierfür in ein FACS-Röhrchen überführt, bei 1500rpm für 5min zentrifugiert und 

in 1ml 1xPBS aufgenommen. Nach Zugabe von 5µl der 0,1mM CFDA-Stocklösung 

(Endkonzentration 0,5µM) erfolgte eine Inkubation für 15min bei 37°C im Brutschrank 

unter mehrmaligem Schütteln. Die Zellen wurden zentrifugiert (1500rpm, 5min) und in 

1ml vorgewärmten R5-Medium aufgenommen. Nach 30min bei 37°C wurden die Zellen 

erneut zentrifugiert und in 1ml R5-Medium resuspendiert. 

ADCC-ASSAY: Von den CFSE-positiven Targetzellen wurden pro Ansatz 2,5x10E4 in 200µl 

R5-Medium eingesetzt. Als Effektorzellen kamen Ficoll-aufgereinigte PBMCs eines 

gesunden Spenders (GSH, Frankfurt am Main) zum Einsatz (Kapitel 4.2.4). Für den ADCC-

Assay wurde ein 1:50 Verhältnis der Target- zu Effektorzellen eingesetzt. Die Antikörper 

wurden in R5-Medium verdünnt. Von mAk RTX wurde eine Stocklösung von 50µg/ml und 

von den Patientenseren bzw. dem AB-Serum eine Stocklösung von 50µl/ml (=1:20 

Verdünnung) angefertigt. Für den dreifachen Ansatz wurden 600µl der Targetzellen mit 

600µl der Effektorzellen sowie 300µl der Antikörperlösung gemischt. Von dieser Lösung 
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wurden zweimal 500µl in die 48-Loch-Platte und jeweils 100µl in zwei FACS-Röhrchen für 

die Bestimmung der Ausgangszellzahl überführt. Nach vierstündiger Inkubation der 48-

Loch-Platte bei 37°C wurden die Zellen resuspendiert und für jeweils 2x100µl die Zellzahl 

im Durchflusszytometer ermittelt. 

CDC-ASSAY: Für alle Ansätze wurde FCS-freies R5-Medium verwendet. Von den CFSE-

positiven Targetzellen wurden 2,5x10E5 pro Ansatz in 200µl R5-Medium eingesetzt. Ein 

Vial des lyophilisierten Hasenkomplements wurde mit 5ml Aqua dest. rekonstituiert. Die 

Endkonzentration des Hasenkomplements betrug 10% pro Ansatz. Von dem 

Hasenkomplement wurde eine Stocklösung von 250µl/ml R5-Medium hergestellt. Die 

weitere Vorgehensweise erfolgte analog dem ADCC-Assay, wobei lediglich die 

Effektorzellen durch 600µl des Hasenkomplements ersetzt wurden. 

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER TARGETZELLZAHL: Die absolute Zellzahl wurde 

durch Zugabe einer definierten Menge von Zählbeads ermittelt. Die Lebend-Tot-

Unterscheidung der Targetzellen erfolgte durch Propidiumiodid (propidium iodide, PI). In 

einem FACS-Röhrchen wurden 100µl der Zellsuspension mit 400µl FACS-Puffer gemischt. 

Unmittelbar vor der Probenanalyse wurden 5µl einer 1/10 verdünnten PI-Lösung sowie 

20µl der Zählbeads zugegeben und die Probe im Durchflusszytometer analysiert. Von den 

vier erhaltenen Zellpopulationen wurden ausschließlich die lebenden Targetzellen 

analysiert (PI-, CFSE+) und hiermit unter Verwendung der Zählbeads die absolute 

Targetzellzahl ermittelt. Für die Berechnung der prozentualen Zelllyse wurde die Zellzahl 

nach der vierstündigen Inkubationszeit auf die Ausgangszellzahl normalisiert.  

4.2.14 Internetprogramme und Datenbanken 

In dieser Arbeit wurden zwei kommerziell erhältliche Internetprogramme verwendet, um 

die MHC-Bindungseigenschaften in einer beliebigen Aminosäuresequenz vorherzusagen:  

 BIMAS:  http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/ (PARKER et al. 1994) 

 SYFPEITHI: http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm 

(RAMMENSEE et al. 1999) 

Ferner wurde die Los Alamos Datenbank für die Analyse der HIV Immunogenität 

verwendet (www.hiv.lanl.gov/content/index). Die V2o Aminosäuresequenz wurde mittels 



MATERIAL UND METHODEN | 58 

 

 

 

der HIV Sequenzdatenbank optimiert (www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/ 

mainpage.html), die sämtliche Aminosäuresequenzen von HIV-1, HIV-2 und SIV enthält 

(LEITNER T et al. 2005). Für die Identifizierung von Antikörper- und CTL-Epitopen wurde die 

immunologische Datenbank www.hiv.lanl.gov/content/immunology/index.html 

verwendet. Die Häufigkeit des Auftretens der HLA-Allele für diverse Bevölkerungsgruppen 

ist in der Datenbank dbMHC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc/main.cgi?cmd=init) 

gelistet. 

4.2.15 Graphikerstellung und Statistik 

Mit Hilfe des Programms GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, 

USA) wurden die Graphiken erstellt. Die Ergebnisse der Neutralisationsassays wurden als 

arithmetischer Mittelwert angegeben. Die Streuung wurde als Standardfehler des 

Mittelwertes (standard error of mean, SEM) dargestellt. Die Analyse der Dosis-

Wirkungskurven hinsichtlich konzentrationsabhängiger Effekte der antiviralen Peptide 

erfolgte durch logistische Regression, anhand dessen die halbmaximale 

Hemmkonzentration (IC50) berechnet wurde.  
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5 ERGEBNISSE 
Der Eintritt von HIV-1 wird durch Peptide gehemmt, die von der Aminosäuresequenz der 

HIV CHR abgeleitet sind und mit der HIV NHR interagieren (sog. C-Peptide) (WILD et al. 

1994). Derzeit stehen unterschiedliche Produktionsarten für therapeutische C-Peptide zur 

Verfügung: 

 Synthetisch-hergestellte lösliche Peptide:  

 Der Prototyp ist T-20 (C36 Peptid, Enfuvirtid, Fuzeon), welches 2003 von der 

FDA für die klinische Anwendung an HIV Patienten zugelassen wurde 

(ROBERTSON 2003; MATTHEWS et al. 2004).  

 Expression im biologischen System:  

 Membranständig: Nach viraler Transduktion wird das Peptid C46 

membranständig auf Zellen (membrane-anchored, maC46) exprimiert 

(Egelhofer et al. 2004). T-Zelllinien, primäre T-Lymphozyten und Stammzellen 

sind hierbei vor einer HIV-1-Infektion geschützt (EGELHOFER et al. 2004; VAN 

LUNZEN et al. 2007; KIMPEL et al. 2010; YOUNAN et al. 2013). 

 Sezerniert: Nach viraler Transduktion werden antivirale Peptide wie C46 in den 

Extrazellularraum sezerniert (secreted, sC46) (Egerer et al. 2011). Hierdurch 

können modifizierte als auch unmodifizierte Zellen vor einer HIV Infektion 

geschützt werden (sog. bystander effect). Die Multimerisierung des Peptids 

C46 ermöglichte ebenfalls eine stabile Expression als Heptamer im 

eukaryotischen System (DERVILLEZ et al. 2006). 

HIV-1-infizierte Patienten werden in diesem Fall mit natürlichen vorkommenden HIV-1 

Peptiden behandelt. Alle Behandlungsmöglichkeiten weisen jedoch die gleiche 

Problematik auf: bedingt durch die langjährige HIV-1 Infektion wurden virale Hüllproteine 

dem Immunsystem bereits präsentiert und haben somit eine adaptive Immunantwort 

induziert. Dies kann durch diverse Mechanismen zu einer verminderten therapeutischen 

Wirkung führen. Frühere Untersuchungen zeigten z.B., dass HIV-1 Patienten bereits vor 

Reinfusion von maC46-exprimierenden T-Zellen eine humorale Immunantwort gegen das 
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antivirale Peptid C46 entwickelt hatten (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007). Diese 

Antikörper könnten eine antiretrovirale Therapie mit C-Peptiden blockieren, indem 

Effektormechanismen der Antikörper die genetisch-modifizierten Zellen lysieren oder den 

antiviralen Effekt des Peptids neutralisieren. Die intrazelluläre Expression antiviraler 

Peptide kann zusätzlich eine zelluläre Immunantwort auslösen. Im Rahmen dieser Arbeit 

sollte daher ein Peptid entwickelt werden, welches eine geringe Immunogenität aufweist 

und mit hoher Wirksamkeit den HIV-1 Eintritt unterbindet.  

C46, T-20, T-1249, SC35EK und C34-EHO verhindern den Eintritt diverser HIV-Isolate (WILD 

et al. 1994; OTAKA et al. 2002; EGELHOFER et al. 2004; GUSTCHINA et al. 2005; SCHNEIDER et al. 

2005). Diese Peptide imitieren einen Abschnitt des gp41 (CHR/C34, MPER), divergieren 

jedoch in der Aminosäuresequenz (Tabelle 4.2.1). C46 und T-20 basieren auf der gp41 

Sequenz des HIV-1 Isolates HXB2. T-1249 besteht aus Aminosäuresequenzen des HIV-1, 

HIV-2 und SIV. SC35EK enthält lediglich die konservierten Aminosäuren des HIV-1 HXB2, 

wobei die Detektion von SC35EK durch C-terminale Erweiterung um das c-myc Epitop 

(EQKLISEEDL) ermöglicht wurde. C34-EHO ist von der CHR des HIV-2 Isolates EHO 

abgeleitet. Für dessen Nachweis wurden C-terminal zwölf Aminosäuren der HIV-1 HXB2 

MPER angehängt, welche das Epitop ELDKWA des monoklonalen Antikörpers (mAk) 2F5 

enthält (neue Bezeichnung: C46-EHO). Die Peptide T-20, C46 und T-1249 wurden 

aufgrund des bereits enthaltenen ELDKWA Epitops ebenfalls durch mAk 2F5 detektiert.  

 

Tabelle 4.2.1 Antivirale C-Peptide als Ausgangspunkt der Entwicklung. - = Deletion, unterstrichene 
Aminosäuren = angehängte Epitope für den Peptidnachweis 

Peptid Aminosäuresequenz (AS 628-673) Ursprung 

C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF HIV-1 

T-20 ----------YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF HIV-1 

T-1249 WQEWEQKIT-------ALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF HIV-1/-2, SIV 

SC35EK WEEWDKKIEEYTKKIEELIKKSEEQQKKNEEELKKEQKLISEEDL- HIV-1, c-myc 

C46-EHO WQQWERQVRFLDANITKLLEEAQIQQEKNMYELQELDKWASLWNWF HIV-2, HIV-1 
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5.1 Vergleichende Analyse ausgewählter C-Peptide 

5.1.1 Antivirale Aktivität der synthetischen C-Peptide 

Der Vergleich der antiviralen Aktivität der Peptide erfolgte in einem Neutralisationsassay 

(Kapitel 4.2.8). Hierfür wurden PM-1 Zellen in Anwesenheit inhibitorischer Peptide mit 

einer definierten Menge replikationsinkompetenter Vektoren, die virale Hüllproteine auf 

der Oberfläche exprimierten, transduziert. Zudem kodierten die Vektoren für das 

Markergen EGFP (enhanced green fluorescent protein), so dass nach Transduktion 

durchflusszytometrisch der relative Anteil EGFP-positiver PM-1 Zellen bestimmt werden 

konnte. Erfolgt die Transduktion in Anwesenheit antiviraler Peptide reduziert sich der 

Anteil EGFP-positiver Zellen. Durch Verwendung unterschiedlicher Peptidkonzentrationen 

wird der IC50-Wert (half-maximal inhibitory concentration) ermittelt, welcher der 

Wirkstoffkonzentration für eine 50%ige Infektionshemmung entspricht.  

Alle synthetischen Peptide neutralisierten konzentrationsabhängig Vektoren, die mit dem 

Glykoprotein von HIV-1 HXB2 (X4-trop), HIV-1 Ba-L (R5-trop) bzw. SIVmac251 (R5-trop) 

umhüllt waren (Abbildung 5.1.1, Anhang 9.1). Die Infektion der HXB2-Env-umhüllten 

Vektoren wurde von allen Peptiden gleichermaßen unterbunden. Die IC50-Werte lagen 

hierbei im Bereich von 2,1-6,1nM (Abbildung 5.1.1 A). Deutliche Unterschiede traten bei 

Verwendung der Ba-L-Env-umhüllten Vektoren auf (Abbildung 5.1.1 B). Obwohl die 

Aminosäuresequenz von C46-EHO und T-1249 lediglich zu etwa 59% bzw. 54% mit der des 

C46 übereinstimmt, inhibierten C46-EHO und T-1249 auch die HIV-1-Env-umhüllten 

Vektoren. T-20, C46 und SC35EK wiesen keine antivirale Wirkung gegenüber SIVmac251-

Env-umhüllten Vektoren auf, im Gegensatz zu C46-EHO (IC50=13,1nM) und T-1249 

(IC50=22,6nM) (Abbildung 5.1.1 C).  

Die Spezifität der Neutralisation wurde mit dem Glykoprotein des Vesicular Stomatitis 

Virus (VSV-G) nachgewiesen. VSV-G weist keine Sequenzhomologien mit lentiviralen 

Hüllproteinen auf. VSV-G infizierte die Zellen in Anwesenheit der Peptide zu 100%. Die 

Infektionshemmung war somit spezifisch für HIV (Abbildung 5.1.1 D).  
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Abbildung 5.1.1 Die synthetischen Peptide neutralisieren spezifisch SIV- und HIV-1-Env-umhüllte 
Vektoren im nanomolaren Konzentrationsbereich.  

PM-1 Zellen wurden in Anwesenheit steigender Konzentrationen von T-20, C46, C46-EHO,  
T-1249 oder SC35EK mit lentiviralen Vektoren transduziert, die mit diversen Glykoproteinen umhüllt 
worden waren und für das EGFP-Markergen kodierten ((A) HIV-1 HXB2 (X4-trop), (B) HIV-1 Ba-L (R5-trop), 
(C) SIVmac251 (R5-trop), (D) VSV-G). Nach fünf Tagen wurde durchflusszytometrisch der Anteil EGFP-
positiver PM-1 bestimmt. Dargestellt ist die Infektion normalisiert auf die Infektion peptidfreier PM-1 
(Mittelwerte ± SEM) von zwei unabhängigen Versuchen mit Duplikaten. Die logistischen Regressionskurven 
wurden mit GraphPadPrism 5 erstellt und hierdurch die IC50-Werte ermittelt. 
 

Inhibitorische Peptide müssen den Eintritt von T-20- und C46-resistenten Viren 

verhindern, um einen Wirkungsverlust zu vermeiden. In verschiedenen Arbeiten wurde 

bereits gezeigt, dass sowohl in vitro als auch in vivo HIV-1-Isolate selektiert werden 

können, die durch Mutationen in der gp41 NHR (547GIV549) resistent gegenüber der 

antiviralen Wirkung von T-20 sind (RIMSKY et al. 1998; WEI et al. 2002; SISTA et al. 2004). 

Ferner führte die in vitro Passagierung von HIV-1 in Anwesenheit von T-1249 zu 

resistenten Isolaten, die ebenfalls Mutationen im GIV-Motiv aufwiesen und zugleich T-20-
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kreuzresistent waren (MELBY et al. 2007; EGGINK et al. 2008). Indessen ergab die 

Passagierung von HIV-1 auf maC46-exprimierenden PM-1 Zellen ein Isolat, welches 

lediglich eine verminderte Wirkung gegenüber C46 aufwies (HERMANN 2007; HERMANN et 

al. 2009a). In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen zwei T-20-resistente 

Hüllproteine verwendet, die auf der Aminosäuresequenz des HIV-1 HXB2 basierten und 

jeweils eine Doppelmutation in dem Motiv 547GIV549 der gp41 NHR aufwiesen (SIM im 

HXB2_T-20-R(SIM) bzw. DTV im HXB2_T-20-R(DTV)) (RIMSKY et al. 1998). Zum anderen 

wurde das HIV-1 Ba-L Hüllprotein benutzt, welches 10-fach weniger sensitiv gegenüber 

dem synthetischem C46-Peptid ist (Ba-L_C46-R) (HERMANN 2007; HERMANN et al. 2009a). 

Dieses Hüllprotein weist drei Mutationen im gp120 (I184T, N302Y, E351K) und jeweils 

eine Mutation in der NHR (A582T) und der CHR (N637K) des gp41 auf.  

Wie erwartet, hatte T-20 nur einen geringen antiviralen Effekt auf die Infektion der 

HXB2_T-20-R-Env-umhüllten Vektoren (Abbildung 5.1.2 A und B, Anhang 9.1). Das C46-

Peptid zeigte bei beiden Mutanten eine nahezu unveränderte Aktivität (IC50=7,0nM für 

HXB2_T-20-R(SIM) bzw. IC50=6,0nM HXB2_T-20-R(DTV)) im Vergleich zum Hüllprotein des 

HXB2-Wildtyps (IC50=6,1nM). Hingegen hemmte C46-EHO die HXB2_T-20-R-Env-

umhüllten Vektoren minimal besser im Vergleich zum HXB2-Hüllprotein (1,3nM für 

HXB2_T-20-R(SIM), 1,5nM für HXB2_T-20-R(DTV), 2,1nM für HXB2).  

Die synthetischen Peptide T-20, C46 und C46-EHO verhinderten die Infektion der 

Vektoren umhüllt mit dem C46-resistenten Glykoprotein Ba-L_C46-R (Abbildung 5.1.2 C). 

Allerdings wiesen alle drei Peptide eine verminderte Wirksamkeit verglichen mit dem 

Hüllprotein des Ba-L-Wildtyps auf. Die Neutralisationsfähigkeit von C46 bzw. T-20 war 

hierbei 3,4-fach (IC50=27,7nM) bzw. 7,6-fach (IC50=19,1nM) geringer im Vergleich zum 

Hüllprotein des Ba-L-Wildtyps. Auch für C46-EHO stellte sich eine 1,7-fach verminderte 

Aktivität heraus (IC50=4,5nM). C46-EHO hatte somit eine bessere antivirale Aktivität 

gegenüber den T-20- und C46-resistenten Viren, im Vergleich zu den Peptiden T-20 und 

C46. 
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Abbildung 5.1.2 Das synthetische Peptid C46-EHO inhibiert T-20- und C46-resistenten Vektoren.  

PM-1 Zellen wurden in Anwesenheit steigender Peptidkonzentrationen von T-20, C46 oder C46-EHO mit 
lentiviralen Vektoren transduziert, die mit HIV-1 T-20-resistenten ((A) HXB2_T-20-R(SIM), (B) HXB2_T-20-
R(DTV)) oder HIV-1 C46-resistenten ((C) Ba-L_C46-R) Glykoproteinen umhüllt worden waren und das 
Markergen für EGFP trugen. Nach fünf Tagen wurde der prozentuale Anteil EGFP-positiver PM-1 mittels 
Durchflusszytometrie ermittelt. Dargestellt ist die Infektion normalisiert auf die Infektion peptidfreier PM-1 
(Mittelwerte ± SEM) von zwei unabhängigen Versuchen mit Duplikaten. Die logistischen Regressionskurven 
wurden mit GraphPadPrism 5 erstellt und hierdurch die IC50-Werte ermittelt. 
 

5.1.2 Antivirale Aktivität von membranständigem C46-EHO 

Aus den bisherigen Experimenten ging hervor, dass das C-Peptid C46-EHO in 

synthetischer Form die virale Infektion verschiedener Env-umhüllter Vektoren 

unterbindet. Aufgrund der Nachteile synthetisch-hergestellter Peptide sollte evaluiert 

werden, ob membranständiges C46-EHO (neue Bezeichnung: maC46-EHO) analog zu 

membranständigen C46 (maC46) HIV-1-empfängliche Zellen vor einer Infektion schützt. 
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Im Gegensatz zu synthetischem Peptid kann die Menge membranständiger Peptide nicht 

variabel eingesetzt werden. Die Expressionsstärke der membranständigen Peptide wurde 

durch einen unterschiedlichen Aufbau im Vektorrückgrat variiert (HERMANN 2007; 

HERMANN et al. 2009b). Die Klonierung der Vektoren erfolgte durch Dr. Anne Hubert (GSH, 

Frankfurt am Main). Der schematische Aufbau der Konstrukte ist in Abbildung 5.1.3 

aufgezeigt. Die LTRs (long terminal repeats) sind für die Integration des Gens in das 

zelluläre Genom notwendig. Zusätzlich enthalten die Vektoren das Verpackungssignal ψ 

zum Einbau in replikationsinkompetente Vektoren. Das Signalpeptid wird für den 

Transport zur Zelloberfläche benötigt. Die Transmembrandomäne verankert das Peptid in 

der Zellmembran. Die Gelenkregion (Linker) verleiht dem C-Peptid Flexibilität und 

Abstand zur Zellmembran.  

 
Abbildung 5.1.3 Schematischer Aufbau der gammaretroviralen Vektoren für die Expression membran-
ständiger C-Peptide. 

(A) Der gammaretrovirale Vektor wurde von sog. LTRs (long terminal repeats) flankiert, die für die 
Integration des therapeutischen Gens in das zelluläre Genom notwendig sind. Die membranständigen C-
Peptide (maC-Peptid) C46 oder C46-EHO wurden ferner von verschiedenen Gerüstelementen flankiert: Am 
N-Terminus befindet sich das Signalpeptid, um den Transport zur Zelloberfläche zu ermöglichen. Eine 
flexible Gelenkregion (Linker) verbindet das maC-Peptid mit der C-terminalen Transmembrandomäne 
(TMD). Das Verpackungssignal Ψ wurde für den Einbau in replikationsinkompetente Vektoren benötigt. (B) 
Aminosäuresequenzen der Vektorelemente. LNGFR: human low affinity nerve growth factor receptor, TPA: 
human tissue-type plasminogen activator, huIgG2: humanes Immunglobulin G der Subklasse 2, RS: 
Restriktionsschnittstelle. 
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Durch die Transduktion mit unterschiedlichen gammaretroviralen Vektoren wurde 

maC46-EHO in zwei unterschiedlichen Stärken auf der Zelloberfläche der jeweiligen 

Zelllinie exprimiert („+“ (niedrig) bzw. „+++“ (hoch)). Für die Herstellung der maC46-EHO-

exprimierenden Zelllinien wurden native PM-1 Zellen zu ca. 5% mit den 

gammaretroviralen Vektoren transduziert und mittels Durchflusszytometrie zu einer 

reinen Peptid-exprimierenden Zelllinie angereichert (Kapitel 4.2.6 und 4.2.7). PM-1 Zellen 

mit maC46 in zwei Expressionsstärken wurden von Dr. Felix Hermann (GSH, Frankfurt am 

Main) zur Verfügung gestellt. Die hierbei verwendeten Vektoren wiesen eine zum maC46-

EHO-Konstrukt identische Transgenkonfiguration auf (Abbildung 5.1.3). 

Der Nachweis von maC46 und maC46-EHO erfolgte durch indirekte FACS-Färbung mittels 

mAk 2F5 (Kapitel 4.2.5). In Abbildung 5.1.5 sind die unterschiedlichen Expressionsstärken 

für ma-C46 und maC46-EHO in einem Histogramm im Vergleich zu nativen PM-1 

gegenübergestellt. Die hohen und niedrigen Expressionshöhen von maC46 entsprachen 

denen von maC46-EHO und waren somit vergleichbar.  

 

Abbildung 5.1.4 Expressionsstärken der membranständigen Peptide maC46/maC46-EHO auf PM-1 Zellen. 

Native PM-1 wurden mit gammaretroviralen Vektoren transduziert, die für maC46 oder maC46-EHO in 
niedriger (+) oder hoher (+++) Expression kodierten. Die Expressionsstärke wurde durch indirekte 
Immunfluoreszenz unter Verwendung des mAks 2F5 und eines PE-gekoppelten Sekundärantikörpers 
detektiert. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung sind als Histogramm (Y-Achse: relative 
Ereignisse; X-Achse: Fluoreszenzintensität) dargestellt. 
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Um die Wirksamkeit des membranständigen C46-EHO zu analysieren, wurden die maC46- 

bzw. maC46-EHO-exprimierenden PM-1 Zelllinien in einem Infektionsassay mit 

replikationsinkompetenten Viren eingesetzt (Abbildung 5.1.5, Kapitel 4.2.9). MaC46-EHO-

exprimierende PM-1 waren unabhängig von der Expressionshöhe vollständig vor der 

Infektion mit JR-FL-, SIV- oder SHIV-Env-umhüllten Vektoren geschützt. Hingegen 

gewährte die geringe Expression von maC46 keinen vollständigen Schutz vor der JR-FL 

Infektion (4% der maC46+ PM-1 Zellen wurden infiziert). Ebenso infizierten SIV-Env-

umhüllte Vektoren ca. 17% dieser Zellen. C46-EHO war in membranständiger Form somit 

biologisch potenter im Vergleich zu C46 und bedingt zudem niedrigere Expressionslevel. 

 
Abbildung 5.1.5 Eine geringe Expression von maC46-EHO verhindert vollständig die Infektion durch SIV- 
bzw. JR-FL-Env-umhüllte Vektoren, im Gegensatz zu maC46.  

In einem Infektionsassay wurden maC46- bzw. maC46-EHO-exprimierende PM-1 Zelllinien mit Env-
umhüllten Vektoren (JR-FL (R5-trop), SIV (R5-trop) oder SHIV) transduziert. Nach fünf Tagen wurde der 
Anteil an EGFP- und Peptid-positiven PM-1 mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt ist die 
Infektion normalisiert auf native PM-1 (Mittelwert ± Stabw) von einem repräsentativen Versuch. 
 

5.1.3 Antikörperreaktivität von HIV Seren 

Die Untersuchung anhand einer Kohorte von zehn AIDS Patienten zeigte, dass 80% der 

Patienten maC46-spezifische Antikörper im Serum aufwiesen (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et 

al. 2007). Zunächst sollten die Resultate für C46 in einer Kohorte von 79 Patientenseren 

verifiziert werden. Zudem sollte die Antikörperreaktivität gegen T-20, T-1249, SC35EK und 

C46-EHO analysiert werden. Anti-Peptid Antikörper im Serum der Patienten wurden 
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mittels Dot Blot bestimmt (Abbildung 5.1.6, Kapitel 0). Als Positivkontrolle wurde mAk 

2F5 eingesetzt, da dessen Epitop in den Peptiden T-1249, T-20, C46 und C46-EHO 

vorhanden ist. Hingegen wurde SC35EK durch einen anti-c-myc Antikörper nachgewiesen. 

Ein schwarzer Punkt (dot) auf der Membran repräsentiert positive Peptid-Antikörper-

Reaktionen. Humanes und murines IgG diente als Negativkontrolle für die Detektion 

unspezifischer Bindungen. Das HIV-1 Patientenserum Pt.20 wies Antikörper gegen alle 

Peptide, außer SC35EK, auf und wurde als positives Kontrollserum eingesetzt. Von den 

drei beispielhaft dargestellten Patientenseren reagierten Pt.70 und Pt.71 ausschließlich 

mit C46. Das Serum von Pt.72 wies überdies Antikörper gegen T-1249 und T-20 auf. 

 
Abbildung 5.1.6 Exemplarische Ergebnisse eines Dot Blots. 

Auf eine Nitrozellulosemembran wurden die Peptidlösungen (T-20, C46, SC35EK, T-1249, C46-EHO) 
aufgetropft und mit den Positivkontrollen (mAk 2F5, mAk c-myc), Negativkontrollen (huIgG, humanes IgG; 
muIgG, murines IgG; AB, anti-HIV Antikörper-negatives Serum) oder dem Patientenserum (Pt.) inkubiert. 
Die Detektion erfolgte durch einen HRP-gekoppelten Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. Die 
Expositionszeit betrug 10sec. 
 

Für die Analyse der bestehenden humoralen Immunantwort gerichtet gegen die 

antiviralen Peptide wurden 79 Patientenseren mittels Dot Blot analysiert:  

 35 therapierte HIV-1 Patientenseren (ART = antiretrovirale Therapie) 

 34 therapienaive HIV-1 Patientenseren (keine ART) 

 10 HIV-2 Patientenseren 

In Abbildung 5.1.7 B und Anhang 9.2 ist der prozentuale Anteil der Patienten dargestellt, 

die Antikörper im Serum gegen die Peptide aufwiesen (sog. Seroreaktivität). Generell war 

die Seroreaktivität der therapienaiven HIV-1 Patienten höher im Vergleich zu ART-

Patienten und war vergleichbar mit LTNP Patientenseren. Die Mehrheit der HIV-1 
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Patienten wies Serumantikörper auf, die gegen das C46-Peptid gerichtet waren (88% der 

therapienaiven bzw. 60% der ART-Patienten). Diese Frequenz entsprach den Ergebnissen, 

welche bereits im Rahmen der klinischen Studie unter Verwendung einer maC46-

exprimierenden T-Zelllinie ermittelten wurden (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007). 

Obgleich die Aminosäuresequenz von C46 und T-20 weitgehend übereinstimmen, kamen 

T-20-spezifische Antikörper lediglich bei 9% der ART-behandelten Patienten bzw. 21% der 

therapienaiven Patienten vor (Abbildung 5.1.7 B). Diese geringe Frequenz ist durch den 

hier verwendeten Dot Blot bedingt. In einem kompetitiven Dot Blot wurden C46-

gespottete Membranen mit dem HIV-1 Patientenserum inkubiert (Kapitel 0). Lösliches T-

20 wurde parallel als Kompetitor hinzugegeben, um T-20-spezifische Antikörper zu 

detektieren. Die Inkubation von 2F5 mit den C46-gespotteten Membran ergab eine sehr 

starke Reaktion, vermutlich durch einen hohen Überschuss an C46 oder 2F5, konnte aber 

trotzdem durch Zugabe von T-20 kompetitiert werden (ersichtlich an der verminderten 

Intensität des Dots) (Abbildung 5.1.7 A). Demnach bindet 2F5 sowohl T-20 als auch C46. 

AB-Serum (anti-HIV Antikörper-negatives Serum) und das Serum von Pt.12 wiesen keine 

anti-T-20 Antikörper auf. Hingegen konnten die C46-spezifischen Antikörper im Serum der 

Patienten Pt.9, Pt.27, Pt.62 und Pt.67 durch Zugabe von löslichem T-20 kompetitiert 

werden. Die Analyse von insgesamt 15 HIV-1 Patientenseren ergab, dass 80% dieser Seren 

C46 und T-20 erkannten und entsprach somit der C46-Reaktivität. 

SC35EK-spezifische Antikörper traten bei sehr wenigen HIV-1 Patienten auf (15% der 

therapienaiven Patienten, 3% der ART-Patienten) (Abbildung 5.1.7 B). Im SC35EK sind alle 

variablen nicht-konservierten Aminosäuren gegen Lysin oder Glutamat ausgetauscht 

(OTAKA et al. 2002), wodurch vermutlich die Antikörperepitope verändert wurden. Die 

Seroreaktivität von SC35EK war vergleichbar zu den Peptiden T-1249 und C46-EHO. T-

1249-spezifische Antikörper kamen bei 18% der unbehandelten bzw. 6% der therapierten 

Patienten vor. 9% der therapierten bzw. 12% der unbehandelten HIV-1 Patienten wiesen 

anti-C46-EHO Antikörper im Serum auf. C46-EHO basiert auf der Aminosäuresequenz des 

HIV-2 Isolates EHO, so dass im Dot Blot ebenso HIV-2 Patientenseren untersucht wurden 

(Abbildung 5.1.7 B). Die Antikörper im Serum dieser HIV-2 Patienten reagierten zu 90% 

mit T-1249 und zu 80% mit C46-EHO, jedoch nicht mit T-20, C46 oder SC35EK.  
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Abbildung 5.1.7 Die Mehrheit der HIV-1 Patienten weist prä-existierende Antikörper im Serum auf, die 
gegen das C-Peptid C46 gerichtet sind.  

(A) Anti-T-20 Antikörper in HIV-1 Seren. Für den kompetitiven Dot Blot wurden die Patientenseren 
entweder mit (+) oder ohne (-) T-20 auf C46-gespotteten Membranen inkubiert. Die Expositionszeit betrug 
1min. (B) HIV Seren wurden mittels Dot Blot analysiert. Dargestellt ist die Seroreaktivität in Prozent. ART, 
antiretrovirale Therapie. 
 

5.1.4 Identifizierung immundominanter Bereiche in C46 und C46-EHO 

Für die Identifizierung der immunogenen Region in den Aminosäuresequenzen von 

maC46, C46 und C46-EHO wurde eine Epitopkartierung durchgeführt (Kapitel 4.2.12). Die 

Firma JPT (Berlin) synthetisierte 15mer Peptide (überlappend um 12 Aminosäuren) von 

der Aminosäuresequenz des maC46 Peptids (CHR, MPER und IgG2-abgeleiteter Linker) 

und brachte diese auf Membranen auf. Diese fertigen Peptid-gespotteten Membranen 

wurden mit den antikörperhaltigen Seren inkubiert. Der Bindungsnachweis erfolgte durch 

einen HRP-gekoppelten Sekundärantikörper und Chemilumineszenz.  
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MAk 2F5 wurde aufgrund des bekannten Epitops als Positivkontrolle verwendet. Muster 

et al. ordnete das 2F5-Epitop der Aminosäuresequenz 662ELDKWA667 zu (MUSTER et al. 

1993). In dieser Arbeit wurden Peptidfragmente der Nummer 10, 11 und 12 durch mAk 

2F5 gebunden. Dies entsprach der Aminosäuresequenz 661LELDKWASL669 (Abbildung 

5.1.8), welche mit dem publizierten Epitop 662ELDKWASL669 übereinstimmte (MUSTER et al. 

1993; PURTSCHER et al. 1994; TIAN et al. 2002). 

 

 
Abbildung 5.1.8 Der monoklonale Antikörper 2F5 bindet das Epitop LELDKWASL.  

Für die Kartierung der Bindungsstelle das mAks 2F5 auf dem maC46-Peptid (CHR, MPER und IgG2-
abgeleiteter Linker) wurden Peptid-gespottete Membranen verwendet (15mer Peptidfragmente, 
überlappend um 12 Aminosäuren, lfd. Nr. 1-19) und mit mAk 2F5 inkubiert. Die Detektion erfolgte durch 
einen HRP-gekoppelten Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. Die Expositionszeit betrug 2min. Das 
Epitop ist in der Aminosäuresequenz unterstrichen. CHR, C-Heptadwiederholung; MPER, Membran-
proximale externe Region. 
 

Die maC46-gespotteten Membranen wurden mit vier zufällig ausgewählten 

Patientenseren der gentherapeutischen Studie inkubiert (Abbildung 5.1.9). Alle Seren 

wiesen Antikörper gegen den C-Terminus von C46 auf. Die Antikörper im Serum der 

Patienten Pt.2, Pt.8 und Pt.9 erkannten die Aminosäuresequenz 
658QELLELDKWASLWNW672 (lfd. Nr.11) (Abbildung 5.1.9 A, C und D). Das minimal kürzere 

Epitop 658QELLELDKW666 wurde von den Antikörpern des Patienten Pt.4 gebunden 

(Abbildung 5.1.9 B). Diese Epitope überlappten demnach mit dem 2F5-Epitop 
661LELDKWASL669. Das Serum der Patienten Pt.2 und Pt.8 wies überdies Antikörper auf, die 

das am N-Terminus von C46 lokalisierte Epitop 628WMEWDREINNYT639 binden konnten 

(Abbildung 5.1.9 A und C). Wie zu erwarten wurde der IgG2-abgeleitete Linker von 

keinem Serum gebunden. 
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Abbildung 5.1.9 Antikörper der HIV-1 Patienten binden den N-/C-terminalen Bereich des Peptids maC46.  

Für die Epitopkartierung auf dem maC46-Peptid (CHR, MPER und IgG2-abgeleiteter Linker) wurden Peptid-
gespottete Membranen verwendet (15mere, versetzt um 3 Aminosäuren, lfd. Nr. 1-19) und beispielhaft mit 
vier Seren der HIV-1 Patienten der gentherapeutischen Studie inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen 
HRP-gekoppelten Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. (A) Pt.2 (Expositionszeit: 10min). (B) Pt.4 
(Expositionszeit: 1min). (C) Pt.8 (Expositionszeit: 10min). (D) Pt.9 (Expositionszeit: 1min). Die 
Aminosäuresequenz QELLELDKWASLWNWF (lfd. Nr.11) wurde durch die Antikörper von Pt.2, Pt.8 und Pt.9 
gebunden. Die Antikörper von Pt.4 erkannten das Epitop QELLEDKW (lfd. Nr. 9, 10 und 11). Die Seren von 
Pt.2 und Pt.8 wiesen überdies Antikörper gegen das Epitop WMEWDREINNYT (lfd. Nr. 1) auf. Die 
immunogenen Epitope sind in der Aminosäuresequenz unterstrichen. CHR, C-Heptadwiederholung; MPER, 
Membran-proximale externe Region. 
 

Wie in Kapitel 5.1.3 mittels Dot Blot festgestellt, wiesen viele HIV-1 Patientenseren C46-

spezifische Antikörper auf, so dass nun eine erweiterte Epitopkartierung vorgenommen 

wurde. Von der Firma JPT wurden Membranen erworben, die mit Peptidfragmenten von 

C46 oder C46-EHO (15mer Peptidfragmente, überlappend um 13 Aminosäuren) gespottet 

waren. MAk 2F5 wurde aufgrund der bekannten Bindungsstelle erneut als Positivkontrolle 

eingesetzt. Diesem Antikörper wurde die Aminosäuresequenz 659ELLELDKWASLW670 im 

C46 und 659ELQELDKWASLW670 im C46-EHO zugewiesen (Abbildung 5.1.10, Tabelle 5.1.1). 

Der Aminosäureaustausch (Leucin in C46, Glutamin in C46-EHO) beeinflusste die 

Bindungsfähigkeit nicht. 
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Abbildung 5.1.10 MAk 2F5 bindet das Epitop ELLELDKWASLW des C46 und ELQELDKWASLW des C46-EHO.  

Für die Kartierung der 2F5 Bindungsstelle auf den Peptiden C46 (A) und C46-EHO (B) bestehend aus CHR 
und MPER wurden Peptid-gespottete Membranen verwendet (15mere, versetzt um 13 Aminosäuren, lfd. 
Nr. 1-17) und mit mAk 2F5 inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen HRP-gekoppelten 
Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. Die Expositionszeit betrug 3min. Das Epitop ist unterstrichen. 
CHR, C-Heptadwiederholung; MPER, Membran-proximale externe Region.  
 

Für 10 HIV-1 Patientenseren wurde eine Epitopkartierung der anti-C46 Antikörper 

durchgeführt. Zudem wurden für die Epitopkartierung drei zufällig ausgewählte Seren 

verwendet, die im Dot Blot mit C46 und C46-EHO reagierten. Für diese Seren wurde eine 

Epitopkartierung unter Verwendung der C46- und C46-EHO-gespotteten Membranen 

durchgeführt. In allen getesteten Seren wurden ausnahmslos Antikörper nachgewiesen, 

die gegen den C-Terminus von C46 gerichtet waren (CHR, MPER) (Tabelle 5.1.1). Dieser 

Bereich ist dementsprechend ein sehr potentes B-Zell-Epitop. Alle Patienten, mit 

Ausnahme von Pt.20, wiesen 659ELLELDKW666-bindende Antikörper auf, so dass dieser 

Bereich als immundominantes Kernepitop betrachtet werden kann. Dieses Epitop 

überlappt mit der Bindungsstelle 662ELDKWA667 des Antikörpers 2F5.  

Die HIV-1 Patienten Pt. 22 und Pt. 36 wiesen, wie auch Pt.59, anti-C46-EHO Antikörper im 

Serum auf. Die Antikörper dieser Patienten waren ausschließlich gegen den C-terminalen 

Bereich des C46-EHO-Peptids gerichtet (Tabelle 5.1.1). Da diese Antikörper lediglich die 

HIV-1-abgeleitete MPER erkannten, konnte eine Kreuzreaktivität der HIV-1 Seren mit der 

HIV-2-abgeleiteten CHR ausgeschlossen werden.  
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Tabelle 5.1.1 Epitopkartierung für die Antikörper im Serum von HIV-1 Patienten für die Peptide C46 
(n=10) und C46-EHO (n=3). n.a. = nicht analysiert; Pt = Patient 

Patienten ID C46 C46-EHO 

mAk 2F5      ELLELDKWASLW     ELQELDKWASLW 

Pt.12      ELLELDKWASLWNW n.a. 

Pt.20 EKNEQELLELD n.a. 

Pt.22      ELLELDKWASLW     ELQELDKWASLW 

Pt.31   NEQELLELDKW n.a. 

Pt.36      ELLELDKWASLWNW     ELQELDKWASLWNWF 

Pt.42      ELLELDKWASLW n.a. 

Pt.48      ELLELDKWAS n.a. 

Pt.51      ELLELDKWAS n.a. 

Pt.57      ELLELDKWASLWNWF n.a. 

Pt.59      ELLELDKW     ELQELDKWASLWNW 

 

5.1.5 Analyse der Effektormechanismen der C46-spezifischen Antikörper   

Da die Möglichkeit besteht, dass Effektormechanismen der Antikörper maC46- oder auch 

maC46-EHO-exprimierende T-Zellen eliminieren könnten, wurde die bestehende anti-

maC46 Antikörperreaktivität eingehender analysiert. Im Rahmen der gentherapeutischen 

Studie mit HIV-1-geschützten T-Zellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten in den Seren 

der Studienpatienten der anti-maC46 Antikörpertiter bestimmt (BRAUER 2005; VAN LUNZEN 

et al. 2007). Bereits vor T-Zell-Reinfusion wiesen 80% dieser Patienten anti-C46 

Antikörper im Serum auf. Im Verlauf der Studie kam es weder zu einer humoralen 

Immunantwort, noch zu der erwarteten Akkumulation der maC46-exprimierenden T-

Zellen (VAN LUNZEN et al. 2007). Antikörper binden Antigene über ihren N-Terminus und 

können zugleich über ihren C-Terminus diverse Effektorfunktionen vermitteln. In diesem 

Kontext spielen die Komplement-vermittelte Zytotoxizität (CDC) und die Antikörper-
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abhängige Zell-vermittelte Zytotoxizität (ADCC) eine entscheidende Rolle. Beide 

Mechanismen könnten ursächlich für die fehlende Anreicherung der maC46-

exprimierenden T-Zellen sein.  

Humane Antikörper, insbesondere der Subklasse IgG1 und IgG3, können zytotoxisch 

wirken. Von drei zufällig ausgewählten Patientenseren (Pt.2, Pt.8 und Pt.9) der klinischen 

Studie wurde die IgG-Subklasse der maC46-spezifischen Antikörper mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt (Kapitel 4.2.5). Als Positivkontrolle wurde mAk 2F5 

verwendet. Die bereits bekannte IgG1-Subklasse des 2F5 wurde bestätigt (Abbildung 

5.1.11). Die Seren der drei Patienten enthielten anti-C46 Antikörper des IgG1-Subtyps 

(Abbildung 5.1.11) und konnten somit prinzipiell zytotoxische Funktionen ausüben.  

 

 
Abbildung 5.1.11 Das Serum der HIV-1 Studienpatienten enthält anti-maC46 Antikörper des IgG1-Subtyps.  

Native PM-1 und maC46-exprimierende PM-1 Zellen (PM-1-maC46) wurden mit einer 1/100 Verdünnung 
des Patientenserums und entweder mit einem IgG-spezifischen oder einem IgG-Subtyp-spezifischen FITC-
gekoppelten Sekundärantikörper versetzt. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse sind als 
prozentualer Anteil der FITC-positiven Zellen dargestellt. AB, anti-HIV Antikörper-negatives Serum. 
 

Für die Untersuchung der CDC- bzw. ADCC-Antwort wurden HL-60 Zellen verwendet, die 

sowohl das maC46-Peptid als auch das CD20-Molekül auf der Zelloberfläche exprimierten 

(sog. HL-60-maC46-CD20, Kapitel 4.2.13). Die erfolgreiche Durchführung der 

zytotoxischen Assays wurde durch das CD20-Rituximab-System verifiziert (VAN MEERTEN et 

al. 2006a). Der chimäre mAk Rituximab (RTX) bindet CD20 (REFF et al. 1994) und ist in 

Anwesenheit von Komplement (CDC) und/oder NK-Zellen (ADCC) zytotoxisch (FLIEGER et 
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al. 2000; PESCOVITZ 2006). Zusätzlich wurden native HL-60 eingesetzt, um eine Antikörper-

unabhängige Zelllyse auszuschließen.  

Die zytotoxischen Untersuchungen erfolgten ausschließlich unter Verwendung der Seren 

der Studienpatienten, die vor Reinfusion der maC46-exprimierenden T-Zellen entnommen 

worden waren. Für die zytotoxischen Assays wurden alle Patientenseren in einer 1:20 

Verdünnung eingesetzt. Die entsprechenden anti-maC46 Antikörpertiter sind in Tabelle 

5.1.2 dargestellt (Quelle: (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007)).  

Nach Inkubation der HL-60-maC46-CD20 Zellen mit RTX und dem Hasenkomplement 

betrug die Lebendzellzahl etwa 34% (Abbildung 5.1.12 A). Eine 100%ige Zelllyse konnte 

nicht erreicht werden, da lediglich 78% der Targetzellen das CD20-Molekül auf der 

Oberfläche exprimierten (Daten nicht gezeigt). Eine unspezifische Zelllyse von ca. 30% 

ergab sich, wenn native HL-60-Zellen mit RTX und Komplement versetzt wurden. Wie in 

Abbildung 5.1.12 A aufgezeigt, hatte weder die Zugabe von AB-Serum (anti-HIV 

Antikörper-negativ) noch der Seren der Studienpatienten Auswirkungen auf die Zahl der 

HL-60 oder HL-60-maC46-CD20 Zellen. Nur die Seren der Patienten Pt.6 und Pt.9 wiesen 

eine unspezifische Lyse von nativen HL-60 Zellen auf (Lebendzellzahl von 74% bzw. 45%).  

Analoge Ergebnisse wurden bei der Untersuchung der ADCC-Antwort erzielt (Abbildung 

5.1.12 B). NK-Zellen induzierten eine spezifische RTX-abhängige Zelllyse der HL-60-maC46-

CD20 Zellen von etwa 55%. Entsprechend dem CDC-Assay konnte auch hierbei eine 

100%ige Zelllyse nicht erreicht werden. Bei Verwendung von AB-Serum oder der 

Patientenseren nahm der Anteil der lebenden Zellen (HL-60 sowie HL-60-maC46-CD20) 

nicht ab. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die anti-C46 Antikörper im Serum 

dieser Studienpatienten keine zytotoxische Effektormechanismen vermittelten und 

demnach nicht die Ursache für die unterbliebene Anreicherung der maC46-

exprimierenden T-Zellen im Verlauf der gentherapeutischen Studie waren.  

 

Tabelle 5.1.2 Reziproker anti-C46 Antikörpertiter der zehn Studienpatientenseren vor Reinfusion der 
maC46-exprimierenden T-Zellen. Quelle: (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007). 

Pt.1 Pt.2 Pt.3 Pt.4 Pt.5 Pt.6 Pt.7 Pt.8 Pt.9 Pt.10 

640 1280 <10 160 160 <10 160 >1280 >1280 160 
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Abbildung 5.1.12 Anti-C46 Serumantikörper der Studienpatienten vermitteln keine Effektorfunktionen.  

(A) Komplement-vermittelte Zytotoxizität (CDC). HL-60-maC46-CD20 bzw. native HL-60 Zellen wurden mit 
zehn Studienpatientenseren (1:20 Verdünnung) und Hasenkomplement für 4h im Brutschrank inkubiert. Die 
Anzahl der lebenden Targetzellen wurde mit Propidiumiodid und Zählbeads vor und nach der 
Inkubationszeit quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung der Lebendzellzahl 
normalisiert auf die Ausgangszellzahl von zwei unabhängigen Versuchen. (B) Antikörper-abhängige Zell-
vermittelte Zytotoxizität (ADCC). Die Durchführung des ADCC-Assays erfolgte analog zum CDC-Assay, wobei 
PBMCs als Effektorzellen eines gesunden Spenders mit einem 1:50 Target/Effektor Verhältnis anstelle von 
Komplement verwendet wurden. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung der Lebendzellzahl 
normalisiert auf die Ausgangszellzahl von zwei unabhängigen Versuchen. RTX, Rituximab; AB, anti-HIV 
Antikörper-negatives Serum. 
 

5.1.6 In silico Analysen zur Vorhersage potentieller MHC-I-Epitope 

Die zelluläre Immunantwort wird durch prozessierte Peptidfragmente induziert, die im 

Komplex mit MHC-I-Molekülen auf der Zelloberfläche den zytotoxischen T-Zellen 

präsentiert werden. Die Bindung eines Peptidfragments an ein MHC-I-Molekül kann in 

silico mit speziellen Programmen/Algorithmen vorhergesagt werden (PARKER et al. 1994; 

RAMMENSEE et al. 1999; TONG et al. 2007). Unter Verwendung von SYFPEITHI (RAMMENSEE et 

al. 1999) sollten in den Peptiden potentielle MHC-I-Epitope identifiziert und mit BIMAS 

(PARKER et al. 1994)  verifiziert werden (Kapitel 4.2.14).  

In der Datenbank SYFPEITHI werden Affinitätsmatrizen verwendet, die durch in vitro 

Experimente gewonnen wurden, um das Bindungsvermögen von Peptiden an MHC-I-

Moleküle vorherzusagen (RAMMENSEE et al. 1999). SYFPEITHI generiert von der 

Aminosäuresequenz kurze Peptidfragmente (8,- 9,- 10,- und 11mere) und testet jedes 

Peptidfragment hinsichtlich der Bindung an diverse HLA-Allele. Der hierbei verwendete 

Algorithmus ermittelt HLA-spezifisch für jede einzelne Aminosäure abhängig von der Art 
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(Haupt- oder Nebenanker) und der Häufigkeit des Vorkommens einen Punktwert und gibt 

anschließend die Summe aller Punktwerte als Gesamtpunktwert wieder (RAMMENSEE et al. 

1999). Die Vorhersagen von SYFPEITHI für T-20, C46, C46-EHO, SC35EK und T-1249 sind in 

Abbildung 5.1.13 graphisch sowie tabellarisch im Anhang 9.3 dargestellt. Die SYFPEITHI-

Punktwerte wurden für jedes Peptidfragment (beginnend mit der lfd. Nr. 1 am N-

Terminus) aufgezeigt (Punktwerte < 20 wurden nicht berücksichtigt).  

Am C-Terminus von T-20 und C46 befindet sich das 9mer Epitop LELDKWASL (lfd. Nr. 24 in 

T-20 bzw. 34 in C46), welches sehr häufig für sechs HLA-Allele vorhergesagt wurde 

(A*0201, B*08, B*18, B*37, B*4001, B*4402) und mit 30 den höchsten Punktwert für 

HLA-B*37 erhielt (Abbildung 5.1.13 A bzw. D). Im C46-EHO kommt dieses Epitop mit 

einem Aminosäureaustausch ebenfalls vor (lfd. Nr. 34, QELDKWASL), wobei es nun nicht 

mehr für HLA-A*0201 vorhergesagt wurde (Abbildung 5.1.13 D). Ebenso ist im T-1249 das 

Epitop QKLDKWASL (lfd. Nr. 27) mit zwei differenten Aminosäuren vorhanden (Abbildung 

5.1.13 B). Dies verminderte die starke Interaktion mit dem HLA-B*37 (Punktwert 20) und 

reduzierte die Vorhersagehäufigkeit auf drei HLA-Allele (B*08, B*37, B*3902).  

Aufgrund der Sequenzhomologie von T-20 und C46 wurden die gleichen Vorhersagen 

getroffen (Abbildung 5.1.13 A und D). SYFPEITHI ermittelte das 9mer QEKNEQELL bzw. das 

8mer QEKNEQEL (lfd. Nr. 16 in T-20 bzw. 26 in C46) für vier HLA-Allele in einem 

Punktwertbereich von 20-22. Ferner wurde im C46 das 9mer REINNYTSL (lfd. Nr. 6) für 

vier HLA-Allele mit relativ hohen Punktwerten (20-25) vorhergesagt. Im Vergleich zu T-20 

und C46 wurden für T-1249 insgesamt eine geringere Anzahl an MHC-I-Epitopen mit 

niedrigerer Bindungsstärke vorhergesagt (Abbildung 5.1.13 B). Im Gegensatz dazu wurde 

für SC35EK eine hohe Anzahl an Epitopen mit hohen Punktwerten prognostiziert 

(Abbildung 5.1.13 C). Insbesondere das 9mer Epitop EELKKEQKL (lfd. Nr. 31) war ein 

dominantes MHC-I-Epitop für sieben HLA-Allele und erhielt überdies einen Punktwert von 

27 für HLA-B*37. Zusätzlich zu dem bereits erwähnten Epitop (lfd. Nr. 34, QELDKWASL) 

wurde für C46-EHO das MHC-I-Epitop FLDANITKL (lfd. Nr. 10) prognostiziert, welches 

einen Punktwert von 27 für HLA-A*0201 erhielt. 27% aller Europäer exprimieren HLA-

A*0201 auf ihren Zellen. Die Vorhersagen für C46-EHO ergaben ferner einen minimal 

immunogenen Bereich im N-Terminus (lfd. Nr. 8-12) (Abbildung 5.1.13 E).  
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Abbildung 5.1.13 Das Vorhersageprogramm SYFPEITHI identifizierte vermehrt MHC-I-Epitope im N- und C-
Terminus der antiviralen Peptide.  

Die Aminosäuresequenzen von T-20 (A), T-1249 (B), SC35EK (C), C46 (D) und C46-EHO (E) wurden mit 
SYFPEITHI gemäß der Bindung an diverse HLA-Allele analysiert. Die Nummerierung der Peptidfragmente 
beginnt am N-Terminus mit der laufenden Peptidnummer 1. Dargestellt sind die Punktwerte für jedes 
einzelne 8-, 9-, 10- und 11mer. Punktwerte < 20 wurden nicht berücksichtigt. 
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Um die Vorhersagequalität zu erhöhen, wurden die Ergebnisse von SYFPEITHI für C46 und 

C46-EHO mit dem Vorhersageprogramm BIMAS verifiziert. Die Vorhersage von BIMAS 

basiert auf der Dissoziationszeit des MHC-Peptid-Komplexes (PARKER et al. 1994). Der hier 

eingesetzte Algorithmus beruht auf HLA-spezifischen Koeffiziententabellen: abhängig vom 

Einfluss der Aminosäure werden unterschiedliche Punktwerte vergeben, die nachfolgend 

mit einem Koeffizienten multipliziert werden.  

Insbesondere zwei Regionen wurden mittels BIMAS für C46 und C46-EHO vorhergesagt: 

die Peptidfragmente 1-11 und 22-34 (Abbildung 5.1.14, Anhang 9.3). Diese Vorhersagen 

waren weitgehend identisch mit denen von SYFPEITHI. Allerdings identifizierte BIMAS für 

C46-EHO wesentlich mehr potentielle MHC-I-Epitope als für C46.  

Das 9mer Epitop mit der lfd. Nr. 34 (LELDKWASL in C46 bzw. in QELDKWASL C46-EHO) ist, 

wie bereits durch SYFPEITHI ermittelt, auch bei BIMAS ein bevorzugtes Epitop. Dieses 

Epitop wurde für neun verschiedene HLA-Allele vorhergesagt. Der von BIMAS ermittelte 

Dissoziationswert betrug 320 für das sehr seltene HLA-B*60, war für die übrigen HLA-

Allele jedoch kleiner als 40. Die Vorhersagen von BIMAS ergaben im C46-EHO das 9mer 

VRFLDANIT (lfd. Nr. 8) mit einem sehr hohen Punktwert von 1000 für HLA-B*2705, 

welches jedoch nur in 2,5% der europäischen Bevölkerung auftritt. (Abbildung 5.1.14 B). 

Das gleiche Epitop erhielt überdies als 10mer (VRFLDANITK) einen Punktwert von 10.000 

für HLA-B*2705. SYFPEITHI prognostizierte für FLDANITKL (lfd. Nr. 10) ebenfalls einen 

hohen Punktwert von 27 für das wesentlich häufigere HLA-Allel HLA-A*0201 (Abbildung 

5.1.13 E). Im C46-EHO identifizierte BIMAS das 9mer QQWERQVRF (lfd. Nr. 2) bzw. das 

entsprechende 10mer QQWERQVRFL als potentielle Epitope für acht verschiedene HLA-

Allele mit einem sehr hohen Punktwert von 500 für HLA-B*2705 (Abbildung 5.1.14 B). 

Ebenso erhielt das 9mer QQEKNMYEL (lfd. Nr. 25) einen Punktwert von 200 für dasselbe 

HLA-Allel.  

In Übereinstimmung mit SYFPEITHI wurde im C46 das 9mer QEKNEQELL (lfd. Nr. 26) und 

auch REINNYTSL (lfd. Nr. 6) vermehrt als potentielle MHC-I-Epitope vorhergesagt 

(Abbildung 5.1.14 A). BIMAS identifizierte zusätzlich das Epitop NYTSLIHSL (lfd. Nr. 10) im 

C46.  
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Abbildung 5.1.14 Das Vorhersageprogramm BIMAS prognostizierte eine höhere Anzahl und stärker 
bindende MHC-I-Epitope in dem Peptid C46-EHO im Vergleich zu C46.  

Die Aminosäuresequenzen der Peptide C46 (A) und C46-EHO (B) wurden mit BIMAS analysiert, um 
potentielle MHC-I-Epitope ausfindig zu machen. Die Nummerierung der Peptidfragmente beginnt am N-
Terminus mit der laufenden Peptidnummer 1. Die von BIMAS ermittelten Punktwerte sind für die einzelnen 
Epitope (9- und 10mere) aufgetragen. Punktwerte < 10 wurden nicht berücksichtigt. 
 

Die MHC-I-Epitope mit der lfd. Nr. 2, 8, 10, 25 und 34 wurden besonders häufig für 

diverse HLA-Allele von SYFPEITHI und BIMAS vorhergesagt oder wiesen eine hohe 

Bindungswahrscheinlichkeit auf (Tabelle 5.1.3). Diese Epitope wurden folglich mutiert, um 

die potentielle zelluläre Immunogenität zu vermindern. 

 

Tabelle 5.1.3 Zusammenfassung der vorhergesagten 9mer MHC-I-Epitope im C46-EHO.  

Epitop 

Lfd. Nr. 

Aminosäure-
sequenz 

HLA-Allel (Punktwert) 

SYFPEITHI BIMAS 

2 QQWERQVRF - B*2705 (500), B*62 (106), B*2702 (100), 
B*5201 (30) 

8 VRFLDANIT - B*2705 (1000), B*2702 (100), Cw*0401 
(20) 

10 FLDANITKL A*0201 (27) A*0201 (90), B*2705 (30), A*0205 (17), 
B*3901 (14), Cw*0401 (13) 

25 QQEKNMYEL - B*2705 (200), B*3902 (20), B*3901 (14) 

34 QELDKWASL B*37 (30), B*4402 
(22), B*4001 (21), 
B*08 (20), B*18 (20) 

B*60 (320), B*40 (40), B*2705 (30), 
Cw*0301 (20), A*0205 (18), B*61 (16), 
B*4403 (12), A*0201 (11), B*3701 (10) 
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5.2 Die C46-EHO-abgeleiteten Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4 

5.2.1 Verminderung der zellulären Immunogenität in silico 

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit dem Vergleich der Peptide T-20, C46, SC35EK,  

T-1249 und C46-EHO hinsichtlich antiviraler Aktivität sowie humoraler und zellulärer 

Immunogenität. Hierbei zeigte das Peptid C46-EHO die vielversprechendsten 

Eigenschaften: 

 Antivirale Aktivität: C46-EHO wies als synthetischer und membranständiger 

Inhibitor die vergleichsweise beste antivirale Aktivität auf. 

 Humorale Immunantwort: Lediglich bei etwa 10% der HIV-1 Patienten wurden 

Antikörper im Serum detektiert, die gegen C46-EHO gerichtet waren. 

 Zelluläre Immunogenität: SYFPEITHI und BIMAS identifizierten in silico fünf starke 

potentielle MHC-I-Epitope im C46-EHO.  

C46-EHO wurde als Leitstruktur für die Entwicklung von Peptidvarianten mit 

vergleichbarer antiviraler Wirksamkeit und verminderter zellulärer/humoraler 

Immunogenität verwendet. Dies sollte durch Aminosäuresubstitutionen, die relevant für 

die Bindung von MHC-I-Molekülen oder Antikörpern sind, erreicht werden.  

Insbesondere zwei immunogene Bereiche wurden im Peptid C46-EHO von SYFPEITHI 

vorhergesagt (Abbildung 5.2.1 C). Im ersten Schritt wurde daher in den 9mer Epitopen der 

lfd. Nr. 10 (FLDANITKL) und 34 (QELDKWASL) alle Aminosäuren einzeln durch Alanin 

ausgetauscht und erneut mit SYFPEITHI analysiert (Kapitel 4.2.14). Wie zu erwarten, 

bestimmten die Positionen zwei und neun die Bindung an die MHC-I-Moleküle. Diese 

werden als Hauptankerpositionen bezeichnet, da die Seitenketten dieser Aminosäuren 

am stärksten mit der Bindungsspalte des MHC-Moleküls interagieren (Abbildung 5.2.1 A 

und B) (FALK et al. 1991). Folglich wurde das Epitop FLDANITKL in FADANITKA und 

QELDKWASL in QALDKWASA umgewandelt. Dies ging mit einer verminderten zellulären 

Immunogenität einher: der Alaninaustausch reduzierte die Anzahl der potentiell 

bindenden HLA-Allele von zehn auf fünf (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist der Einfluss 

von Alanin auf die Peptidstruktur und somit auf den antiviralen Effekt unbekannt.  



ERGEBNISSE | 83 

 

 

 

Zwei Strategien wurden verfolgt, um die helikale Peptidstruktur so wenig wie möglich zu 

verändern. Einerseits wurde das erste Alanin in Peptidfragment mit der lfd. Nr. 10 

(FADANITKA) durch eine Aminosäure ersetzt, die vergleichbare biologische Eigenschaften 

wie die ursprüngliche Aminosäure aufwies. Diese Position war ursprünglich mit der 

großen, hydrophoben Aminosäure Leucin belegt, die durch Tryptophan ersetzt wurde: 

FWDANITKA. Ferner wurde das erste Alanin im Peptidfragment mit der lfd. Nr. 34 

(QALDKWASA) gegen die Aminosäure Lysin ausgetauscht, welche im Peptid T-1249 an 

dieser Position vorhanden ist. Wie bereits beschrieben, wies das T-1249-Epitop 

QKLDKWASL (lfd. Nr. 27) eine verminderte Interaktion mit HLA-B*37 auf und wurde 

lediglich für drei HLA-Allele vorhergesagt (Kapitel 5.1.6).  

Abschließend wurde das Alanin der neunten Position in FWDANITKA und QKLDKWASA 

mutiert. Anfänglich war an dieser Stelle in beiden Peptidfragmenten die Aminosäure 

Leucin, welche eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung α-helikaler Strukturen spielt 

(BLAGDON and GOODMAN 1975; RICHARDSON and RICHARDSON 1988). Alanin wurde durch Valin 

ersetzt. Valin ist durch den zusätzlichen CH-CH3-Rest etwas größer als Alanin, weist aber 

ansonsten identische Eigenschaften zu Alanin und auch Leucin auf. Dies resultierte in dem 

Peptid V4 mit den neu generierten Epitopen FWDANITKV und QKLDKWASV. Wie in 

Abbildung 5.2.1 C veranschaulicht, prognostizierte SYFPEITHI für die Peptidvariante V4 

vier potentielle MHC-I-Epitope, verglichen mit zehn für C46-EHO. Ebenso wurde die starke 

Interaktion mit den HLA-Allelen A*0201 und B*37 unterbunden. Indes wurde ein Epitop 

mit geringer Bindungsstärke für HLA-A*03 generiert.  
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Abbildung 5.2.1 Die Mutation von vier Hauptankeraminosäuren im Peptid C46-EHO reduzierte in silico die 
Anzahl und Bindungsstärke potentieller MHC-I-Epitope.  

(A) Peptidbindungsmotive verschiedener HLA-Allele (gelb: Hauptankeraminosäuren). (B) Längsschnitt durch 
die MHC-Peptidbindungstasche. Die Aminosäureseitenketten orientieren sich nach unten in Richtung 
Bindungstasche oder nach oben in Richtung T-Zell-Rezeptor. (A) und (B) aus: (KLEIN and SATO 2000). (C) Die 
Aminosäuresequenzen von C46-EHO und V4 wurden mit dem Vorhersageprogramm SYFPEITHI analysiert. 
Die Nummerierung der Peptidfragmente beginnt am N-Terminus mit der Peptidnummer 1. * SYFPEITHI-
Punktwert > 25. Bei allen anderen Epitopen lag der Punktwert zwischen 20 und 25. Mutierte Aminosäuren 
sind unterstrichen. ‡ neu generiertes MHC-I-Epitop. 
 

Zusätzlich zu der Peptidvariante V4 wurden drei weitere Peptidvarianten basierend auf 

C46-EHO mit Hilfe des Programms BIMAS generiert (PARKER et al. 1994) (Kapitel 4.2.14). 

Dieses Programm nutzt Koeffizienten-Tabellen: Aminosäuren erhalten einen hohen 

Punktwert, wenn sie eine hohe Affinität für die MHC-Bindungsspalte aufweisen bzw. 

einen niedrigen Punktwert bei schwacher Interaktion (PARKER et al. 1994). Mittels dieser 

Tabellen wurden bevorzugte Aminosäuren durch weniger stark bindende Aminosäuren 

substituiert.  

BIMAS hatte im C46-EHO folgende Peptidfragmente für diverse HLA-Allele vorhergesagt 

(Kapitel 5.1.6): QQWERQVRF (lfd. Nr. 2), VRFLDANIT (lfd. Nr. 8) und QQEKNMYEL (lfd. Nr. 

25). Durch Alaninsubstitution und Reanalyse erwiesen sich die zweite und neunte Position 

erneut als Hauptankerpositionen.  

Um die helikale Struktur von C46-EHO nicht zu beeinträchtigen, wurden Aminosäuren mit 

ähnlichen biologischen Eigenschaften eingesetzt (QTWERQVRF (lfd. Nr. 2) und 



ERGEBNISSE | 85 

 

 

 

QNEKNMYEL (lfd. Nr. 25)) oder Aminosäuren verwendet, die im C46 an dieser Position 

auftreten (VNFLDANIT (lfd. Nr. 8)). Die Kombination dieser Peptidfragmente mit den 

mutierten V4-Fragmenten (lfd. Nr. 10 und 34) ergab das Peptid V1 (Tabelle 5.2.1). 

SYFPEITHI sagte für V1, ebenso wie für V4, eine verminderte Anzahl an MHC-I-Epitopen 

hervor (Abbildung 5.2.2). Für die Entwicklung der V1-abgeleiteten Peptidvarianten V2 und 

V3 wurde ein Alaninaustausch der Peptidfragmente der lfd. Nr. 10 und 34 durchgeführt. 

Die Peptidvariante V3 enthält an der zweiten und neunten Position die Aminosäure Alanin 

in den Peptidfragmenten FADANITKA und QALDKWASA (Tabelle 5.2.1). Hingegen wurde 

in V2 ausschließlich die neunte Position durch Alanin ersetzt: FLDANITKA und 

QELDKWASA (Tabelle 5.2.1). Die Vorhersagen von SYFPEITHI für die C46-EHO-

abgeleiteten Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4 sind in Abbildung 5.2.2 dargestellt, 

unterschieden sich jedoch lediglich minimal. 
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Abbildung 5.2.2 SYFPEITHI prognostiziert für die C46-EHO-abgeleiteten Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4 
eine verminderte Anzahl an potentiellen MHC-I-Epitopen, im Vergleich zu C46-EHO.  

Die Aminosäuresequenzen von C46-EHO (A), V1 (B), V2 (C), V3 (D) und V4 (E) wurden in silico mit dem 
Vorhersageprogramm SYFPEITHI hinsichtlich der Bindung an diverse HLA-Allele untersucht. Die 
Nummerierung der Peptidfragmente beginnt am N-Terminus mit der laufenden Peptidnummer 1. 
Dargestellt sind die Punktwerte für jedes einzelne 8-, 9-, 10- und 11mer. Punktwerte < 20 wurden nicht 
berücksichtigt. 
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Tabelle 5.2.1 Aminosäuresequenzen der Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4 im Vergleich zu C46-EHO  
(. = identische Aminosäure wie C46-EHO).  

Peptid Aminosäuresequenz (AS 628-673) 

C46-EHO WQQWERQVRFLDANITKLLEEAQIQQEKNMYELQELDKWASLWNWF 

V1 ..T.....N.W......V.......N........K......V.... 

V2 ..T.....N.W......A.......N........K......A.... 

V3 ..T.....N.A......A.......N........A......A.... 

V4 ..........W......V................K......V.... 

 

5.2.2 Antivirale Aktivität der Peptidvarianten 

Alle Peptidvarianten V1-V4 inhibierten konzentrationsabhängig im Neutralisationsassay 

den Eintritt der HXB2-, Ba-L- und SIVmac251-Env-umhüllten Vektoren, im Gegensatz zu 

den VSV-G-Env-umhüllten Kontrollvektoren (Kapitel 4.2.8, Abbildung 5.2.3 und Anhang 

9.1). Die Peptidkonzentrationen, die für die 50%ige Hemmung der HXB2- und Ba-L-Env-

umhüllten Vektoren notwendig waren (IC50: 1,0-1,9nM für HXB2 bzw. IC50: 1,5-2,5nM für 

Ba-L), waren minimal niedriger im Vergleich zu den IC50-Werten von C46-EHO (IC50=2,1nM 

für HXB2 bzw. IC50=2,7nM für Ba-L) (Abbildung 5.2.3 A und B). Entsprechend Kapitel 5.1.1 

waren für eine 50%ige SIVmac251-Env-Inhibition 13,1nM des C46-EHO-Peptids 

erforderlich. Minimal geringere Konzentrationen waren von V1 (IC50=10,9nM), V2 

(IC50=10,7nM) und V4 (IC50=11,6nM) erforderlich (Abbildung 5.2.3 C). Indes war der IC50-

Wert von Peptid V3 um den Faktor 2,3 erhöht (IC50=30,3nM). Lediglich V3 wies somit eine 

geringere antivirale Aktivität gegenüber dem SIVmac251-Hüllprotein auf. 
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Abbildung 5.2.3 Die Peptidvarianten V1, V2, V3 und V4 neutralisierten wie C46-EHO die Vektoren HIV/SIV 
im nanomolaren Konzentrationsbereich.  

PM-1 Zellen wurden in Gegenwart steigender Peptidkonzentrationen (C46-EHO, V1, V2, V3, V4) mit EGFP-
kodierenden Env-umhüllten Vektoren transduziert ((A) HXB2, (B) Ba-L, (C) SIVmac251, (D) VSV-G). Nach fünf 
Tagen wurde der prozentuale Anteil der EGFP-positiven PM-1 mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 
Dargestellt ist die Infektion normalisiert auf die Infektion peptidfreier PM-1 (Mittelwerte ± SEM) von zwei 
unabhängigen Versuchen mit Duplikaten. Die logistischen Regressionskurven wurden mit GraphPadPrism 5 
erstellt und hierdurch die IC50-Werte ermittelt. 
 

Alle Peptidvarianten verhinderten die Infektion der T-20-resistenten (HXB2_T-20-R(SIM) 

und HXB2_T-20-R(DTV)) und C46-resistenten (Ba-L_C46-R) Vektoren (Abbildung 5.2.4 und 

Anhang 9.1). Für die Inhibition der HXB2_T-20-R(SIM)-Env-umhüllten Vektoren lagen die 

IC50-Werte der Peptide V1, V2 und V4 (IC50=1,0nM, 1,4nM, 1,4nM) im gleichen Bereich 

wie des C46-EHO-Peptids (IC50=1,3nM) (Abbildung 5.2.4 A). Im Gegensatz hierzu war von 

V3 für die 50%ige Neutralisation eine 11,8-fach höhere Konzentration (IC50=15,4nM) 

erforderlich. Für die Hemmung der HXB2_T-20-R(DTV)-Env-umhüllten Vektoren ergab sich 

folgende Hierarchie der IC50-Werte: C46-EHO (1,5nM) = V4 (1,5nM) < V1 (2,0nM) < V2 

(2,2nM) < V3 (15,8nM) (Abbildung 5.2.4 B). V4 neutralisierte vergleichbar wie C46-EHO, 
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indes war die antivirale Aktivität von V1 und V2 geringfügig schlechter. Das Peptid V3 wies 

abermals einen 10,5-fach erhöhten IC50-Wert auf. Bei Verwendung der Ba-L_C46-R-Env-

umhüllten Vektoren wiesen V1 bzw. V2 (IC50=3,7nM bzw. IC50=3,2nM) eine minimal 

bessere Wirksamkeit verglichen zu C46-EHO (IC50=4,5nM) auf (Abbildung 5.2.4 C). Von 

den Peptiden V3 und V4 musste jedoch eine höhere Konzentration eingesetzt werden 

(IC50=12,9nM bzw. IC50=6,7nM).  

Die Peptidvarianten V1, V2 und V4 hatten eine vergleichbare antivirale Wirksamkeit wie 

das Ausgangspeptid C46-EHO. Dagegen verminderte die Kombination der substituierten 

Aminosäuren in der Peptidvariante V3 deutlich dessen Aktivität. 

 

 
Abbildung 5.2.4 Die Peptidvariante V3 wies eine deutlich verminderte antivirale Wirksamkeit gegenüber 
den mutierten HIV-1 Hüllproteinen auf.  

PM-1 Zellen wurden in Anwesenheit steigender Peptidkonzentrationen (C46-EHO, V1, V2, V3, V4) mit 
lentiviralen Vektoren transduziert, die mit T-20-resistenten ((A) HXB2_T-20-R(SIM), (B) HXB2_T-20-R(DTV)) 
oder C46-resistenten ((C) Ba-L_C46-R) Glykoproteinen umhüllt waren und das Markergen für EGFP trugen. 
Nach fünf Tagen wurde der prozentuale Anteil EGFP-positiver PM-1 mittels Durchflusszytometrie ermittelt. 
Dargestellt ist die relative Infektion normalisiert auf die Infektion peptidfreier PM-1 (Mittelwerte ± SEM) 
von zwei unabhängigen Versuchen mit Duplikaten. Die logistischen Regressionskurven wurden mit 
GraphPadPrism 5 erstellt und hierdurch die IC50-Werte ermittelt. 
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5.2.3 In vitro Analyse der vorhergesagten MHC-I-Epitope 

Fünf potentielle MHC-I-Epitope wurden in silico mittels SYFPEITHI und BIMAS im C46-EHO 

identifiziert, die nun experimentell mit den mutierten Epitopen mittels ELISpot (enzyme-

linked immunospot) (MIYAHIRA et al. 1995) verglichen werden sollten (Kapitel 4.2.10).  

Für den ELISpot wurden die PBMCs von HIV-1 Patienten mit Antigenen inkubiert und die 

IFN-γ Sekretion ermittelt. Als Antigene wurden die fünf potentiellen Peptidfragmente von 

C46-EHO und V2 verwendet (lfd. Nr. 2, 8, 10, 25 und 34; Tabelle 5.1.3). Der allgemeine 

Immunstatus der Patienten wurde durch den CEF Peptid Pool ermittelt, welcher 

insgesamt 23 9mere des Cytomegalievirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV) und 

Influenzavirus beinhaltet (CURRIER et al. 2002). Weiterhin wurden drei bekannte HIV-1 

Epitope eingesetzt: p17 Gag (77SLYNTVATL85), RT (309ILKEPVHGV317) und vpr 

(59AIIRILQQL67) (ALTFELD et al. 2005). PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat) und Ionomycin 

wurde als Färbekontrolle verwendet. Die PBMCs der HIV-1 Patienten wurden im ELISpot 

so eingesetzt, dass das zu testende MHC-I-Epitop mit dem HLA-Allel des Patienten 

übereinstimmte. Nach Inkubation der PBMCs mit dem Antigen und entsprechender 

Detektion war das sezernierte IFN-γ als blauer Punkt (spot) sichtbar, welcher indikativ für 

eine IFN-γ-produzierende Zelle ist. Die PBMCs des Patienten Pt.106 wurden ohne Antigen 

kultiviert (unstimuliert), mit PMA/Ionomycin oder dem CEF Peptid Pool stimuliert 

(Abbildung 5.2.5). Die blauen Punkte wurden ausgezählt, auf eine eingesetzte Zellzahl von 

1x10E5 normalisiert und als Spot-formende Units (SFU) im Diagramm angegeben.  

 
Abbildung 5.2.5 Exemplarische Ergebnisse eines ELISpot Assays. 

Für den ELISpot Assay wurden HIV-1 PBMCs für 20h mit verschiedenen Antigenen versetzt. Sezerniertes 
IFN-γ wurde mit einem anti-IFN-γ und Enzym-markierten Sekundärantikörper und anschließend durch 
Zugabe eines chromogenen Substrats visualisiert. Exemplarische Darstellung der Stimulation der HIV-1 
PBMCs von Patient 106. Die PBMCs wurden ohne Antigen (unstimuliert), mit PMA/Ionomycin oder dem CEF 
Peptid Pool (Peptidmischung von EBV, CMV und Influenza) inkubiert. Ein blauer Punkt entspricht einer IFN-
γ-produzierende Zelle. 
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Der allgemeine Immunstatus der HIV-1 Patienten war detektierbar, im Gegensatz zu einer 

HIV-1-spezifischen Immunaktivität. Nach Zugabe des CEF Peptid Pools sezernierten die 

meisten PBMCs der 23 getesteten HIV-1 Patienten IFN-γ (Abbildung 5.2.6). Diese IFN-γ-

Antwort variierte stark zwischen den Patienten und lag in einem Bereich von 3-124 SFUs. 

Lediglich für die PBMCs der Patienten Pt.95 und Pt.104 war keine IFN-γ-Antwort 

detektierbar. Der Immunstatus bezüglich der HIV-1 Infektion wurde durch die HIV-1 

Peptide gag, RT und vpr untersucht, wobei jedoch eine geringe Stimulation der PBMCs 

gefunden wurde. 68,7% der getesteten Patienten produzierten IFN-γ nach Stimulation mit 

dem vpr (1-9 SFUs). Hingegen induzierten gag und RT eine IFN-γ-Antwort unter 5 SFUs, 

überdies lediglich bei einer geringen Patientenanzahl (38,9% bei gag, 33,3% bei RT). In 

früheren Arbeiten wurde indes gezeigt, dass 60-70% bzw. 45% der HIV-1 Patienten eine 

zelluläre Immunantwort gegen die Peptide gag bzw. RT aufwiesen und 20-30% der 

Patienten gegen vpr (BETTS et al. 2000; ALTFELD et al. 2001a; ALTFELD et al. 2005; ZIDOVEC 

LEPEJ et al. 2006). 

Aufgrund der verminderten vorhergesagten Immunogenität von V2 wurde die Aktivierung 

der HIV-1 Patienten PBMCs durch die Peptidfragmente von C46-EHO mit V2 im ELISpot 

verglichen. Die Patienten PBMCs wurden mit den einzelnen 9mer Peptiden des C46-EHO 

(–wt) oder des V2 (–mut) inkubiert (Abbildung 5.2.6). Die IFN-γ-Antwort der HIV-1 PBMCs 

war hierbei <5 SFUs für alle Patienten und Peptide.  

Die Nachweisgrenze wird für den ELISpot Assay mit 1 SFU pro 1x10E5 CTLs angegeben 

(SCHMITTEL et al. 1997). Allerdings schwankt die Frequenz spontan-sekretierender CTLs 

zwischen 1-10 SFUs (HERR et al. 1996). Die Ergebnisse zeigten, dass in HIV-1 Patienten 

keine bzw. nur sehr wenige T-Zellen existieren, die spezifisch für HIV-1 Peptide wie gag 

und RT oder die 9mer Peptide C46-EHO oder V2 sind. Dies entspricht dennoch den 

Erwartungen, da C46-EHO von der Aminosäuresequenz des HIV-2 abgeleitet ist und für 

den ELISpot die PBMCs von HIV-1 Patienten verwendet wurden. Zwar basiert das Peptid 

34-wt auf der HIV-1 Sequenz, eine Stimulation der CTLs wurde jedoch nicht detektiert. 

Somit war in keinem der Patienten eine Immunantwort gegen die vorhergesagten MHC-I-

Epitope nachweisbar, so dass keine Aussage über eine mögliche Deimmunisierung der 

Peptide getroffen werden konnte. 
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Abbildung 5.2.6 Die PBMCs HLA-typisierter HIV-1 Patienten wurden nur minimal durch Inkubation mit 
9mer Peptiden von C46-EHO oder V2 stimuliert.  

Für den ELISpot Assay wurden HIV-1 PBMCs für 20h mit verschiedenen Antigenen versetzt. Sezerniertes 
IFN-γ wurde mit einem anti-IFN-γ und Enzym-markierten Sekundärantikörper und anschließend durch 
Zugabe eines chromogenen Substrats visualisiert. Die PBMCs von 23 HIV-1 Patienten wurden mit 9mer 
Peptiden des CEF Peptid Pools, der HIV-1 Proteine (gag, RT, vpr) oder des C46-EHO (-wt) bzw. V2 (-mut) 
inkubiert. Die Ergebnisse des ELISpots sind als SFUs (Spot-formende Units) pro 1x10E5 PBMCs angegeben. 
Die punktierte Linie gibt die Nachweisgrenze an (SCHMITTEL et al. 1997). 
 

5.2.4 Einfluss der Ankerpositionen auf die CTL-Stimulation 

Die vorhergehenden Experimente machten deutlich, dass in den untersuchten HIV-1 

Patienten eine zelluläre Immunantwort weder gegen C46-EHO noch V2 existierte. Indes 

kann bei einer genetischen Modifikation von Targetzellen eine zelluläre Immunantwort 

induziert werden, indem Peptidfragmente des Transgenprodukts im Komplex mit MHC-I-

Molekülen auf der Zelloberfläche präsentiert werden.  

Der experimentelle Nachweis der Deimmunisierung der antiviralen Peptide wurde 

anhand von zwei bekannten viralen CTL-Epitopen beispielhaft erbracht (Tabelle 5.2.2) 

(CURRIER et al. 2002). Das Peptid des CMV Matrixproteins pp65 mit der 

Aminosäuresequenz 495NLVPMVATV503 wird in vivo von HLA-A*0201 gebunden (WILLS et 

al. 1996) und in silico als MHC-I-Epitop für die HLA-Allele A*0201 und A*03 vorhergesagt 

(Tabelle 5.2.2). Das EBV Peptid 259GLCTLVAML267 des frühen lytischen Proteins BMLF1 
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wird in vivo von HLA-A*0201 präsentiert (STEVEN et al. 1997) und in silico für dasselbe Allel 

vorhergesagt (Tabelle 5.2.2). Die zelluläre Immunogenität wurde durch Mutation der 

Aminosäuren an den Hauptankerpositionen P2 und P9 vermindert. Dies resultierte in den 

Peptiden CMV-mut und EBV-mut mit einer geringen vorhergesagten Bindungsstärke für 

HLA-A*0201 und HLA-A*03 (Tabelle 5.2.2). 

 

Tabelle 5.2.2 In silico Vorhersagen und Substitutionen für die Peptide CMV und EBV (. = gleiche 
Aminosäure wie Originalpeptid; k.V. = keine Vorhersage). 

Name Aminosäuresequenz SYFPEITHI BIMAS 

A*0201 A*03 A*0201 A*03 

CMV NLVPMVATV 30 20 160 1,35 

CMV-mut .W......A 14 10 0,002 0,001 

EBV GLCTLVAML 28 k.V. 49 k.V. 

EBV-mut .W......A 12 k.V. 0,002 k.V. 

 

Die Aktivität der Peptide CMV-mut und EBV-mut wurde im ELISpot mit sechs gesunden 

Probanden mit HLA-A*0201 experimentell verifiziert (Abbildung 5.2.7, Kapitel 4.2.10). Die 

Inkubation der PBMCs mit dem CEF Peptid Pool bestehend aus 23 9mer Peptiden von 

EBV, CMV und Influenza führte wie auch schon bei den HIV-1 Patienten zu einer 

unterschiedlich starken Stimulation der T-Zellen (7-194 SFUs). Als Negativkontrolle 

wurden C46-EHO Peptidfragmente verwendet: 2-wt (nicht für HLA-A*0201 vorhergesagt) 

und 10-wt (für HLA-A*0201 vorhergesagt). Die Inkubation mit 2-wt oder 10-wt führte zu 

einer geringen Stimulation der PBMCs (<2,5 SFUs). Die viralen Peptide CMV und EBV 

induzierten die Sekretion von IFN-γ, welche in einem Bereich von 0,25-111 SFUs für CMV 

bzw. 0,5-74 SFUs für EBV lag. Im Gegensatz hierzu wurde durch die mutierten Peptide 

CMV-mut und EBV-mut bei keinem Probanden IFN-γ detektiert (<1SFU). Die prinzipielle 

Anwendbarkeit der in silico Mutation von HLA-Epitopen wurde bestätigt. 
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Abbildung 5.2.7 Die Mutation von Aminosäuren in den Ankerpositionen unterbindet die Stimulation der 
CTLs gesunder Probanden.  

PBMCs sechs gesunder Probanden (HLA-A*02-positiv) wurden in vitro für 20h mit 9mer Peptiden des CEF 
Pools (EBV, CMV, Influenza), C46-EHO Peptiden als Negativkontrolle (2-wt, 10-wt), den Wildtyp- (CMV und 
EBV) bzw. mutierten Peptiden (CMV-mut, EBV-mut) versetzt. Sezerniertes IFN-γ wurde mit einem anti-IFN-γ 
und Enzym-markierten Sekundärantikörper und anschließend durch Zugabe eines chromogenen Substrats 
visualisiert. Die Ergebnisse des ELISpot Assays sind als SFUs (Spot-formende Units) pro 1x10E5 PBMCs 
angegeben. 
 

5.2.5 Einfluss der Mutationen auf die Antigenität 

Im immunogenen C-Terminus des C46-EHO Peptids wurden Aminosäuren ausgetauscht, 

so dass hierdurch auch die Interaktion der Patientenantikörper mit den Peptiden 

beeinflusst werden könnte. Hierfür wurde ein Dot Blot mit den Seren von HIV-1 Patienten 

durchgeführt, die in den vorherigen Untersuchungen entweder als anti-C46-EHO 

Antikörper-positiv oder -negativ bestimmt worden waren (Kapitel 5.1.3 und 0). Die 

Mutationen beeinflussten die Bindung des Antikörpers 2F5 nicht (Abbildung 5.2.8). Die 

Seren der Patienten Pt.20, Pt.22 und Pt.27 wiesen C46-EHO-spezifische Antikörper auf 

und konnten zwar die Peptide V1, V4 und/oder V3 binden, nur mit geringer Stärke jedoch 

V2. Hingegen enthielten die Seren der Patienten Pt.48, Pt.31 und Pt.56 keine Antikörper 

gegen C46-EHO, erkannten aber teilweise V1 und/oder V4. 
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Abbildung 5.2.8 Exemplarische Abbildung eines Dot Blots.  

Auf die Streifen einer Nitrozellulosemembran wurden Peptidlösungen (C46-EHO, V1, V2, V3 und V4) 
aufgetropft und mit der Positivkontrolle mAk 2F5, der Negativkontrolle (AB, anti-HIV Antikörper-negatives 
Serum) oder den HIV-1 Patientenseren inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen HRP-gekoppelten 
Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. Die Expositionszeit betrug 30sec. 
 

Alle anti-C46-EHO Antikörper-positiven HIV Seren erkannten die Peptide V3 und V4 

(Abbildung 5.2.9 und Anhang 9.2). Für die Varianten V1 und V2 war der Anteil an 

Patientenseren mit entsprechenden Antikörpern vermindert. 86% dieser HIV-1 

Patientenseren wiesen Antikörper gegen V1, lediglich 57% gegen V2 auf. Die Analyse von 

anti-C46-EHO Antikörper-negativen Patientenseren ergab, dass die Antikörper dieser 

Patienten verstärkt die Peptide V1 bzw. V4 erkannten (33% bzw. 27% der HIV-1 

Patientenseren) (Abbildung 5.2.9). Hingegen wiesen lediglich 5% der HIV-1 Seren anti-V2 

Antikörper auf. Analoge Ergebnisse wurden für das Peptid V3 erhalten, so dass diese 

Veränderungen in der Seroreaktivität als geringfügig eingestuft wurden. Die Antikörper in 

HIV-2 Seren detektierten sowohl das Ausgangspeptid C46-EHO als auch alle 

Peptidvarianten. Das Peptid V2 wies demnach die geringste Antigenität im Vergleich zu 

den übrigen Peptidvarianten auf. 
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Abbildung 5.2.9 Das Peptid V2 weist eine verringerte HIV-1 Seroreaktivität auf.  

Verschiedene HIV-1 Patientenseren mit (anti-C46-EHO+) oder ohne (anti-C46-EHO-) C46-EHO-spezifischen 
Antikörpern im Serum wurden mittels Dot Blot analysiert. Dargestellt ist die Seroreaktivität in Prozent.  
 

5.3 Das optimierte Peptid V2o 
Für die in vivo Anwendung antiviraler Peptide sind derzeit drei Applikationsformen 

möglich: synthetisch hergestellt, membranständig oder sezerniert. In dieser Arbeit konnte 

bisher dargelegt werden, dass das Peptid C46-EHO als synthetischer und 

membranständiger Inhibitor im nanomolaren Konzentrationsbereich den Eintritt von HIV 

hemmte. Zeitgleich zu diesen Experimenten wurde von Dr. Lisa Egerer (GSH, Frankfurt am 

Main) ein retroviraler Vektor für die extrazelluläre Sekretion des C46 Peptids konzipiert 

(EGERER 2009). Zudem untersuchte Dr. Lisa Egerer die antivirale Wirksamkeit von C46-EHO 

in sezernierter Form (Bezeichnung: EHO-GAFuroGA) in einem Neutralisationsassay. Der 

IC50-Wert des sezernierten C46-EHO Peptids war 2,5-fach niedriger im Vergleich zum 

sezernierten C46 Peptid (Daten nicht gezeigt).  

Das Peptid V2 sollte aufgrund der überzeugenden immunologischen und antiviralen 

Eigenschaften für die Anwendung als sezernierter Inhibitor weiter optimiert werden. 1) 

Die intrazelluläre Peptidsynthese umfasst Transkription, Translation sowie 

posttranslationelle Modifizierungen, wie z.B. Glykosylierung. C46 und V2 weisen eine N-

Glykosylierungsstelle auf (Tabelle 5.3.1). Bei einer N-Glykosylierung wird ein Zuckerrest an 

die Aminosäure Asparagin der konservierten Aminosäuresequenz N-X-S/T (X: beliebige 
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Aminosäure) angehängt (HEBERT et al. 2005). Allerdings befindet sich die 

Glykosylierungsstelle beim C46 an der Position c im Helixrad, im Gegensatz zu g im V2 

(Abbildung 2.2.2 B). Die Position des Zuckerbaumes könnte die post-translationelle 

Prozessierung und ferner die antivirale Aktivität beeinflussen. Daher wurde die 

Glykosylierungsstelle im V2 an die Position des C46-Peptids verschoben. 2) Die zwölf C-

terminalen Aminosäuren von V2 basieren auf der HIV-1 MPER und weisen 

Bindungsstellen für mAk 2F5 und die HIV-1 Patientenseren auf (Tabelle 5.3.1). Da dieses 

Epitop eine hohe Immunogenität aufweist, sollte die Antikörperreaktivität gegen V2 

durch Mutation in diesem Bereich vermindert werden. 

 

Tabelle 5.3.1 Aminosäuresequenzen von C46 und V2. Die N-Glykosylierungsstelle ist eingerahmt, das B-
Zellepitop unterstrichen. 

Peptid Aminosäuresequenz (AS 628-673) 

C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF 

V2 WQTWERQVNFWDANITKALEEAQIQNEKNMYELQKLDKWASAWNWF 

 

5.3.1 Verringerung der zellulären Immunantwort in silico 

Die Konsensussequenz für die N-glykosidische Bindung ist in den Peptiden C46 (NYT) und 

V2 (NIT) enthalten. Zunächst wurde die Sequenz NFWDANIT des V2-Peptids durch 

NNYTSLIH des C46-Peptids substituiert (Tabelle 5.3.2). Für dieses Peptid V2.1 ermittelte 

SYFPEITHI eine höhere Anzahl an MHC-I-Epitopen sowie höhere Punktwerte für diverse 

HLA-Allele. Im zweiten Schritt wurde das Peptid V2.2 mit dem Epitop NNYTANIH 

generiert, welches sich aus Teilen von C46 und V2 zusammensetzte. Die Prognosen von 

SYFPEITHI für V2.2 ergaben jedoch ebenfalls eine Zunahme der Epitope (Tabelle 5.3.2). Im 

dritten Schritt wurde zum einen die Aminosäure Tyrosin (Y638) der Glykosylierungsstelle 

durch Isoleucin (I638) ersetzt, die ursprünglich im C46-EHO vorhanden war (Tabelle 5.3.2). 

Zum anderen wurde die Datenbank Los Alamos hinzugezogen, welche 

Aminosäuresequenzen diverser HIV-1, HIV-2 und SIV Isolate enthält. Daher können 

bekannte Sequenzen miteinander verglichen und insofern häufig vorkommende 
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Aminosäuren an einer gewünschten Position ermittelt werden. Demzufolge wurde die 

Aminosäure Asparagin (N636) gegen Aspartat (D636) ausgetauscht, da jene an dieser 

Position am häufigsten in der HIV-2 Sequenz (55,7%) und am zweithäufigsten bei HIV-1 

Viren (31,79%) auftritt (Tabelle 5.3.2). Die stark variable Position 640 wurde durch 

Glutamat (Häufigkeit bei HIV-1: 9,3%) ersetzt. Threonin (T641) und Isoleucin (I642) sind 

häufig in der Aminosäuresequenz der HIV-1 Viren enthalten (27,6% bzw. 99,4%/100% bei 

HIV-1/HV-2). Hingegen kommt Serin (S643) ausschließlich in der Aminosäuresequenz von 

HIV-2 mit einer Häufigkeit von 25,7% vor. Durch die Substitutionen wurde die Anzahl der 

Peptidfragmente verringert, obgleich die Punktwerte des V2.3 unverändert blieben. 

  

Tabelle 5.3.2 In silico Vorhersagen von SYFPEITHI für die Peptidvarianten V2.1 bis V2.3. Dargestellt ist 
lediglich der differente Aminosäurebereich; die N-Glykosylierungsstelle ist unterstrichen.  

Peptid Aminosäuresequenz 

(AS 636-643) 

8mer 9mer 10mer 

Anzahl der MHC-I-Epitope (Punktwertbereich) 

V2 NFWDANIT 5 (20-21) 4 (20-23) 4 (20-23) 

V2.1 NNYTSLIH 5 (20-22) 6 (20-25) 8 (20-24) 

V2.2 NNYTANIH 5 (20-22) 3 (20-25) 7 (20-24) 

V2.3 DNITQTIS 4 (20-21) 2 (20-23) 3 (20-23) 

 

Die immunogene Region am C-Terminus von V2 wurde zunächst gegen zwei bekannte 

Markierungsepitope ausgetauscht. Zum einen wurde in der Peptidvariante V2.3 die 

Aminosäuresequenz 666WASAWNWF673 durch das FLAG Epitop DYKDDDDK ersetzt (HOPP 

et al. 1988) (Tabelle 5.3.3). Im Gegensatz zu V2 wurde für diese Variante V2.3a eine 

geringere Anzahl an 8- und 9meren, jedoch drei zusätzliche 10mer und ein 11mer 

Peptidfragmente mit SYFPEITHI vorhergesagt. Zum anderen wurden in der Peptidvariante 

V2.3 die Aminosäuren 664DKWASAWNWF673 durch das c-myc Epitop EQKLISEEDL 

ausgetauscht (EVAN et al. 1985) (Peptidvariante V2.3b in Tabelle 5.3.3). Die SYFPEITHI 

Analyse für V2 und V2.3b ergab, dass bei vergleichbaren Punktwerten weniger MHC-I-

Epitope vorhergesagt wurden. 
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Tabelle 5.3.3 In silico Vorhersagen von SYFPEITHI für die Peptidvarianten von V2.3a und V2.3b. 
(unterstrichen: FLAG (DYKDDDDK) und c-myc (EQKLISEEDL)). 

Peptid Aminosäuresequenz 

 (AS 662-673) 

8mer 9mer 10mer 11mer 

Anzahl der MHC-I-Epitope (Punktwertbereich) 

V2 ELDKWASAWNWF 5 (20-21) 4 (20-23) 4 (20-23) - 

V2.3a ELDKDYKDDDDK 4 (20-21) 1 (21) 6 (20-23) 1 (24) 

V2.3b ELEQKLISEEDL 5 (20-21) 3 (20-21) 3 (22-23) - 

 

Das c-myc Epitop der Peptidvariante V2.3b enthält überwiegend geladene Aminosäuren, 

wodurch der C-Terminus hydrophile Eigenschaften erhält. Liu et al. zeigte allerdings, dass 

die hydrophoben Bereiche am C- und N-Terminus der gp41 CHR/MPER maßgeblich am 

Eintrittsprozess beteiligt sind (LIU et al. 2007). Daher wurde angenommen, dass der 

Austausch dieser Lipid-bindenden gegen eine hydrophile Region die antivirale 

Wirksamkeit vermindern würde. Letztendlich wurde im V2.3 die Aminosäuresequenz 
664DKWASAWNWF673 durch NQWDIFSNWF des HIV-2 Stammes EHO substituiert (LEITNER T 

et al. 2005) und somit das optimierte Peptid V2o generiert (Tabelle 5.3.4).  

 

Tabelle 5.3.4 Aminosäuresequenzen der Peptide V2 und V2o. (unterstrichene Aminosäuren = Unterschied 
zu C46-EHO, doppelt unterstrichene Aminosäuren = Veränderungen im V2o gegenüber V2, eingerahmt: 
N-Glykosylierungsstelle, kursiv: substituiertes HIV-2 EHO Epitop). 

Peptid Aminosäuresequenz (AS 628-673) 

V2 WQTWERQVNFWDANITKALEEAQIQNEKNMYELQKLDKWASAWNWF 

V2o WQTWERQVDNITQTISKALEEAQIQNEKNMYELQKLNQWDIFSNWF 

 

Die vergleichende Analyse mittels SYFPEITHI von V2 und V2o ergab für V2o lediglich ein 

9mer und zwei 10mer MHC-I-Epitope (Abbildung 5.3.1 A). Die Peptidsequenz von V2o 

wurde ferner mit dem Vorhersageprogramm BIMAS überprüft (Abbildung 5.3.1 B). Im 

Gegensatz zu V2 wurden für den N-Terminus von V2o (lfd. Nr. 1 bis 12) lediglich vereinzelt 

MHC-I-Epitope vorhergesagt (22 im V2, 11 im V2o). Indes prognostizierte BIMAS für die 
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10mer Peptidfragmente mit der lfd. Nr. 37 bzw. 24 einen hohen Punktwert von 500 bzw. 

200, jedoch für das niedrig-frequentierte HLA-B*2705. Zusammenfassend wurde für das 

optimierte Peptid V2o eine geringere Anzahl von Peptidfragmenten mit geringen 

Punktwerten für diverse HLA-Allele verglichen mit V2 vorhergesagt.   

 

 
Abbildung 5.3.1 Für das Peptid V2o wurde in silico eine geringe Immunogenität vorhergesagt.  

Die Aminosäuresequenz von V2o wurde mit den Vorhersageprogrammen SYFPEITHI (A) und BIMAS (B) 
hinsichtlich der Bindung an diverse HLA-Allele untersucht. Die Nummerierung der Peptidfragmente beginnt 
am N-Terminus mit der laufenden Peptidnummer 1. Dargestellt sind die Punktwerte für jedes einzelne 8-, 9-
, 10- und 11mer. Nicht berücksichtigt wurden Punktwerte < 20 bei SYFPETHI und < 10 bei BIMAS. 
 

5.3.2 Analyse der IFN-γ Sekretion von HIV-1 PBMCs nach Peptidzugabe 

Die Analyse der zellulären Immunogenität von 20 HIV-1 Patienten gegen C46-EHO und 

V2o erfolgte in vitro mittels ELISpot (Abbildung 5.3.2, Kapitel 4.2.10). Der CEF Peptid Pool 

wurde als Positivkontrolle eingesetzt, wobei 55% der Patienten auf die Stimulation mit 

dem CEF Peptid Pool reagierten. Die IFN-γ Antwort lag in einem Bereich von 0,5-58 SFUs. 

Hingegen induzierten die HIV-1 Proteine gag, RT und vpr bei lediglich ca. einem Drittel der 

HIV-1 Patienten IFN-γ und war ferner <12 SFUs.  

Aufgrund der geringen vorhergesagten zellulären Immunogenität für V2o wurde nun die 

Aktivierung der HIV-1 PBMCs unter Verwendung der vollständigen Aminosäuresequenzen 

(15mere, überlappend um 11 Aminosäuren) von C46-EHO und V2o im ELISpot verglichen. 

Hierbei wurde die sog. Matrix-Methode angewandt (MASHISHI and GRAY 2002) (Kapitel 
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4.2.10). Für C46-EHO und V2o wurden je fünf Peptidmischungen (A bis F für C46-EHO, I 

bis VI für V2o) hergestellt, die sich aus jeweils drei Peptidfragmenten zusammensetzten 

(Tabelle 4.2.2 und Tabelle 4.2.3). Jedes Peptidfragment war zweimal vertreten, so dass 

retrospektiv das immunogene MHC-I-Epitop ermittelt werden konnte. Die IFN-γ-Antwort 

der HIV-1 PBMCs nach Stimulation mit den Peptidmischungen von C46-EHO war bei allen 

Patienten <5 SFUs (Abbildung 5.3.2). Lediglich die PBMCs von Pt.137 reagierten minimal 

auf die C46-EHO-Peptidmischungen C (7 SFUs) und F (5 SFUs) sowie die V2o-

Peptidmischungen III (3 SFUs) und VI (6 SFUs). Dies entsprach der C46-EHO 

Aminosäuresequenz 659ELQELDKWASLWNWF673 bzw. 659ELQKLNQWDIFSNWFW673 des 

V2o. Ansonsten war die IFN-γ Antwort <7 SFUs für die HIV-1 PBMCs gegen die V2o 

Peptidmischungen. Auffallend war die Reaktion aller PBMCs gegen das Peptidfragment 
640QTISKALEEAQIQNE654 der V2o Peptidmischungen I und V. Diese Kavitäten wiesen eine 

starke Hintergrundfärbung auf. Präzipitate oder Nebenprodukte der Peptidsynthese 

können eine unspezifische Reaktion verursachen (ANTHONY and LEHMANN 2003). 
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Abbildung 5.3.2 PBMCs von HIV-1 Patienten werden nicht durch Peptidfragmente von C46-EHO oder V2o 
zur Sekretion von IFN-γ stimuliert.  

Die PBMCs von 20 HIV-1 Patienten wurden für 20h mit 9mer Peptiden des CEF Peptid Pools, der HIV-1 
Proteine (gag, RT, vpr) oder 15mer Peptiden von C46-EHO (A bis F) bzw. V2o (I bis VI) auf einer ELISpot-
Platte inkubiert. Sezerniertes IFN-γ wurde mit einem anti-IFN-γ, gefolgt von einem Enzym-markierten 
Sekundärantikörper und anschließend durch Zugabe eines chromogenen Substrats visualisiert. Die 
Ergebnisse des ELISpots sind als SFUs (Spot-formende Units) pro 1x10E5 PBMCs angegeben. Die punktierte 
Linie gibt die Nachweisgrenze an (SCHMITTEL et al. 1997). 
 

5.3.3 Untersuchung der Seroreaktivität von HIV Patienten 

Da der C-Terminus von V2o die Aminosäuresequenz des HIV-2 EHO anstelle der HIV-1 

MPER enthält, konnte der HIV-1 MPER-bindende Antikörper 2F5 nicht mehr zur Detektion 

eingesetzt werden. Wie erwartet, unterblieb die Reaktion von 2F5 mit V2o im Dot Blot 

(Abbildung 5.3.3, Kapitel 0). Indes konnte das Peptid V2o eindeutig durch die Zugabe von 

HIV-2 Seren der Patienten Pt.88 und Pt.82 nachgewiesen werden. Acht weitere HIV-2 

Patientenseren reagierten ebenfalls mit V2o (Anhang 9.2). Die HIV-1 Patientenseren 

reagierten hingegen nicht mit V2o. Ferner wurden anti-C46-EHO/-V2 Antikörper-negative 

HIV-1 Seren eingesetzt, wobei auch hier die V2o Bindung unterblieb. Folglich wurde die 

Antikörperreaktivität in HIV-1 Patienten gegen C46-EHO durch Austausch des 

immunogenen Epitops unterbunden.  
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Abbildung 5.3.3 Das Peptid V2o weist keine prä-existierende HIV-1 Seroreaktivität auf.  

(A) Auf die Streifen einer Nitrozellulosemembran wurden die Peptide (C46-EHO, V2 und V2o) aufgetropft 
und mit der Positivkontrolle mAk 2F5, der Negativkontrolle (AB, anti-HIV Antikörper-negatives Serum) oder 
einem Patientenserum (HIV-1 oder HIV-2) inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen HRPO-gekoppelten 
Sekundärantikörper und Chemilumineszenz. Die Expositionszeit betrug 1min. (B) Verschiedene HIV-1 
Patientenseren mit (anti-C46-EHO+) oder ohne (anti-C46-EHO-) C46-EHO-spezifischen Antikörpern im 
Serum wurden mittels Dot Blot analysiert. Dargestellt ist die Seroreaktivität in Prozent.  
 

5.3.4 Inhibitorische Wirksamkeit von V2o 

Das Peptid V2o wies im Neutralisationsassay unabhängig vom getesteten Vektor eine 

deutlich verbesserte antivirale Wirksamkeit im Vergleich zu V2 auf (Kapitel 4.2.8, 

Abbildung 5.3.4 A und Anhang 9.1). Die geringste Menge war für die Hemmung der T-20-

resistenten Vektoren T-20-R(SIM) und T-20-R(DTV) notwendig (IC50=260pM). Die 

antivirale Aktivität gegenüber den HXB2-Env-umhüllten Vektoren war im Vergleich zu V2 

um den Faktor 2,9 höher (IC50=420pM). Für die 50%ige Inhibition der Vektoren Ba-L bzw. 

C46-R wurde relativ zu V2 eine 2,9- bzw. 3,0-fache Verminderung der Konzentration 
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erreicht. Ferner wies V2o eine ca. 2,1-fach gesteigerte Wirksamkeit gegenüber den SIV-

Env-umhüllten Vektoren auf (IC50=5,0nM). Der schrittweise Aminosäureaustausch 

verbesserte deutlich die antivirale Wirksamkeit (Abbildung 5.3.4 B). 

 

A 

 

B 

 

Abbildung 5.3.4 Das lösliche Peptid V2o weist eine verbesserte antivirale Wirksamkeit auf. 

(A) PM-1 Zellen wurden in Anwesenheit steigender Konzentrationen von V2o mit lentiviralen Vektoren 
transduziert, die EGFP als Markergen trugen und mit diversen Hüllproteinen umhüllt waren (HXB2 (X4-trop), 
Ba-L (R5-trop), SIVmac251 (R5-trop) bzw. T-20-resistent (HXB2_T-20-R(SIM) und HXB2_T-20-R(DTV)) oder 
C46-resistent(Ba-L_C46-R)). Nach fünf Tagen wurde durchflusszytometrisch der prozentuale EGFP-positive 
Anteil der PM-1 bestimmt. Dargestellt ist die relative Infektion normalisiert auf die Infektion peptidfreier 
PM-1 (Mittelwerte ± SEM) von zwei unabhängigen Versuchen in Duplikaten. Die logistischen 
Regressionskurven wurden mit GraphPadPrism 5 erstellt und hierdurch die IC50-Werte ermittelt. (B) IC50-
Werte der löslichen Peptide C46-EHO, V2 und V2o im Vergleich zum Referenzpeptid C46. Die mittleren IC50-
Werte ± Standardabweichung in nM von mindestens zwei, höchstens neun Experimenten sind angegeben. 
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6 DISKUSSION 
In den frühen Neunzigerjahren wurde für die Behandlung der HIV Infektion eine 

Kombinationstherapie bestehend aus verschiedenen antiretroviralen Medikamenten 

eingeführt. Diese Therapie reduziert die HIV-1 Viruslast und vermindert die Entstehung 

resistenter HI-Viren, die äußerst schnell aufgrund der fehlenden Korrekturlesefunktion 

der reverse Transkriptase von HIV-1 auftreten (SHANKARAPPA et al. 1999; MALIM and 

EMERMAN 2001; KOZAL 2009; CHABRIA et al. 2014). Die Medikamente haben jedoch eine 

Reihe von Nebenwirkungen (TROTTA et al. 2002; AL-DAKKAK et al. 2013). Mit den 

momentan zur Verfügung stehenden Medikamenten wird der Ausbruch von AIDS 

verzögert. Eine Heilung ist bislang nicht in Sicht.  

Der Replikationszyklus von HIV beginnt mit dem Andocken an zelluläre Rezeptoren der 

HIV Zielzellen und führt zur Fusion von viraler und zellulärer Membran, wodurch das RNA-

enthaltene Kapsid in das Zytoplasma eindringen kann. Eintrittsinhibitoren, die diese 

ersten Schritte im Replikationszyklus unterbinden, haben gegenüber den klassischen 

antiretroviralen Medikamenten (z.B. Hemmstoffe der reversen Transkriptase oder 

Protease) den Vorteil, dass keine neue Infektionsrunde stattfinden kann und aufgrund der 

extrazellulär-ablaufenden Wirkung diese Substanzen nicht in die Zelle eindringen müssen. 

Eintrittsinhibitoren können auf drei Ebenen wirken: (i) Bindung des gp120 an den CD4-

Rezeptor, (ii) Interaktion des gp120 mit dem Korezeptor oder (iii) Ausbildung des 6-HBs 

(ESTE 2003; ESTE and TELENTI 2007; LOBRITZ et al. 2010). Das synthetisch-hergestellte Peptid 

T-20 war 2003 der erste FDA-zugelassene Eintrittsinhibitor (ROBERTSON 2003; MATTHEWS et 

al. 2004). Seit 2007 ist der CCR5-Korezeptor-Antagonist Maraviroc für die Behandlung 

multiresistenter HI-Viren zugelassen (DORR et al. 2005; LIEBERMAN-BLUM et al. 2008).  

Peptide haben ein großes Potential für Therapie und Diagnostik (AHRENS et al. 2012; 

DIETRICH et al. 2013). Der größte Vorteil liegt in ihrer geringen Größe, einer hohen 

Selektivität verbunden mit einer hohen Affinität sowie einer geringen Toxizität (ALBERICIO 

and KRUGER 2012). Nachteilig sind die fehlende orale Bioverfügbarkeit verursacht durch 

einen raschen Abbau im Gastrointestinalsystem, eine geringe Halbwertszeit im Blut 
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aufgrund proteolytischer Spaltung sowie die hohen Herstellungskosten bei synthetisch-

hergestellten Peptiden (VLIEGHE et al. 2010). Dies verursacht insgesamt wiederholte 

tägliche Einnahmen, die mit unerwünschten Nebenwirkungen an der Injektionsstelle 

einhergehen können. Zudem entstehen speziell im Fall von T-20 sehr schnell resistente 

HIV-1 Isolate, die durch eine weitere Gabe von T-20 nicht mehr gehemmt werden (WEI et 

al. 2002; GREENBERG and CAMMACK 2004). Demnach müssen neue Strategien entwickelt 

werden, um Verfügbarkeit, Stabilität und Halbwertszeit der Peptide zu verbessern. Dies 

kann beispielsweise durch Depotmedikamente mit einer langsamen Wirkstoffabgabe 

oder durch eine direkte Konjugation mit einem zweiten Molekül wie PEG (polyethylene 

glycol) realisiert werden  (CHAPMAN 2002; MAINARDES and SILVA 2004; DAI et al. 2005; WERLE 

and BERNKOP-SCHNURCH 2006; HOLT et al. 2008). 

In der Gruppe von Laer (GSH, Frankfurt am Main) wurde eindrucksvoll gezeigt, dass die 

Expression des membranständigen antiviralen C-Peptids C46 (maC46, 46 Aminosäuren) 

die HIV-1 Zielzellen vor einer Infektion schützt (EGELHOFER et al. 2004). Hierdurch wurden 

zwei Probleme des löslichen T-20 Peptids (36 Aminosäuren) umgangen. Zum einen wurde 

durch die N-terminale Verlängerung das Risiko der Entstehung T-20-resistenter HI-Viren 

minimiert. Zum anderen wurde durch die intrazelluläre Expression die kurze 

Serumhalbwertszeit umgangen. Im Rahmen einer klinischen Phase I Studie erhielten zehn 

HIV-1 Patienten autologe T-Zellen, die durch genetische Modifikation das vor der HIV-

Infektion schützende Peptid maC46 auf der Zelloberfläche präsentierten (VAN LUNZEN et al. 

2007). Eine Anreicherung der T-Zellen wurde in den Patienten nicht beobachtet, wobei 

das fortgeschrittene AIDS Stadium der Patienten ursächlich gewesen sein kann. Auch 

könnte die erforderliche in vitro Stimulation der T-Zellen negative Auswirkungen auf die 

Proliferationsfähigkeit der Zellen haben (FERRAND et al. 2000). Die Begleituntersuchungen 

der gentherapeutischen Studie ergaben ferner, dass 80% der Patienten prä-existierende 

maC46-spezifische Antikörper aufwiesen (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007). Im 

Gegensatz dazu akkumulierten maC46 genetisch-modifizierte Stammzellen in SHIV-

infizierten Makaken vermutlich auch aufgrund des hohen Anteils Transgen-modifizierter 

Zellen (YOUNAN et al. 2013). In der Gruppe von Laer wird überdies an der genetischen 

Modifikation von Zellen für eine kontinuierlichen Sekretion des antiviralen Wirkstoffes in 
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den Extrazellularraum, um hierdurch sowohl die genetisch-modifizierten Zellen als auch 

ungeschützte Nachbarzellen vor einer HIV Infektion zu schützen.  (EGERER et al. 2011). 

Die Verminderung einer unerwünschten humoralen und zellulären Immunogenität (sog. 

Deimmunisierung) von peptidischen Therapeutika spielt ebenso eine wichtige Rolle, da 

die Aktivität des Immunsystems die Wirksamkeit biologischer Therapeutika, zum Beispiel 

durch die Bildung von anti-Drug Antikörpern (ADA), reduzieren und dies mit einem 

Verlust der Wirksamkeit, veränderter Pharmakokinetik oder mit einer Therapieresistenz 

einhergehen kann (SCHELLEKENS and CASADEVALL 2004; SCHELLEKENS 2005; DE GROOT and SCOTT 

2007; PURCELL and LOCKEY 2008; RATHORE and WINKLE 2009; BAKER et al. 2010; SCHELLEKENS 

2010; CHIRMULE et al. 2012).  ADAs wurden nach Applikation von Insulin, Erythropoietin, 

Interferon alpha, Botulinumtoxid oder dem Gerinnungsfaktor VIII detektiert (SCHELLEKENS 

and CASADEVALL 2004; PURCELL and LOCKEY 2008). Im Rahmen gentherapeutischer 

Anwendungen kann überdies eine zelluläre Immunantwort induziert werden, die sich 

gegen Zellkulturkomponenten, den Vektor oder das Transgenprodukt richtet und zur 

Eliminierung der genetisch-modifizierten Zellen führt (MUUL and CANDOTTI 2007). 

Beispielsweise induzierte der Transfer von Zellen, die mit dem Markergen für die 

Expression des grün-fluoreszierenden Proteins EGFP transduziert worden waren, im 

Maus- und Affenmodell eine spezifische zelluläre Immunantwort und im Affenmodell eine 

humorale Immunantwort (ROSENZWEIG et al. 2001; HAN et al. 2008). 

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von HIV-inhibitorischen C-Peptiden mit 

verbesserten Eigenschaften wie Löslichkeit, helikaler Struktur, 6HB Stabilität und 

antiviraler Aktivität entwickelt (OTAKA et al. 2002; DWYER et al. 2007; HE et al. 2008; NAITO 

et al. 2008; XIAO and TOLBERT 2013; CHONG et al. 2015). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

eine Deimmunisierung am Beispiel peptidischer Eintrittsinhibitoren durchgeführt, wobei 

Struktur und Funktion beibehalten werden sollte. Das Peptid sollte hinsichtlich humoraler 

und zellulärer Immunogenität deimmunisiert werden. Einerseits wurden in der 

gentherapeutischen Studie maC46-spezifische prä-existierende Antikörper in HIV-1 

Patienten detektiert (BRAUER 2005; VAN LUNZEN et al. 2007). Andererseits soll das Peptid in 

einem gentherapeutischen Ansatz als sezernierter Inhibitor zukünftig in HIV Patienten 

eingesetzt werden.  
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Als Ausgangspunkt wurden fünf publizierte antivirale Peptide hinsichtlich Immunogenität 

und antiviraler Aktivität verglichen. Die eingesetzten Peptide basierten auf der 

Aminosäuresequenz des HIV und sind aufgrund ihrer Körperfremdheit immunogen 

(HOLLÄNDER 2006). In dieser Arbeit wurde das publizierte Peptid C34-EHO (GUSTCHINA et al. 

2005) C-terminal um 12 Aminosäuren des HIV-1 verlängert (Bezeichnung: C46-EHO). C46-

EHO ist von der CHR Aminosäuresequenz der Isolate HIV-2 EHO und HIV-1 HXB2 

abgeleitet und wies von den fünf getesteten Peptiden die geringste Immunogenität bei 

zugleich stärkster antiviraler Wirksamkeit auf. Die Deimmunisierung von C46-EHO 

basierte auf rationalem Design: (1) mittels bioinformatischer Werkzeuge und 

experimenteller Methoden wurden die immunogenen Epitope in der Aminosäuresequenz 

lokalisiert; (2) diverse Aminosäuren wurden in den Epitopen mutiert bis zum Austausch 

eines kompletten Epitopes und (3) Reanalyse der Wirksamkeit und Immunogenität. 

Basierend auf dem Peptid C46-EHO wurde durch sukzessiven Austausch von Aminosäuren 

in T- und B-Zell-Epitopen das optimierte Peptid V2o mit potenter antiviraler Wirksamkeit 

bei zugleich deutlich verminderter intrinsischer Immunogenität entwickelt. 

6.1 Verminderung der zellulären Immunogenität 
Eine Vielzahl mathematischer Algorithmen stehen derzeit zur Verfügung, um in silico 

anhand der Aminosäuresequenz die zelluläre Immunantwort zu analysieren (BRUSIC et al. 

2004; TONG et al. 2007). Dies umfasst Matrizen-basierte Vorhersageprogramme wie 

SYFPEITHI und BIMAS (PARKER et al. 1994; RAMMENSEE et al. 1999). Hierzu zählen jedoch 

ebenso lernfähige Vorhersageprogramme, wie künstliche neuronale Netzwerke (ANN, 

artificial neuronal network) und „Support Vector Machines“, aber auch stochastische 

„Hidden Markov Modelle“. In dieser Arbeit wurden die beiden Vorhersageprogramme 

SYFPEITHI und BIMAS verwendet. SYFPEITHI gehört zu den Motiv-basierten Methoden. 

Als Motiv wird das HLA Allel-spezifische Aminosäuremuster der Ankerpositionen 

bezeichnet (RAMMENSEE et al. 1999). SYFPEITHI arbeitet sehr spezifisch, wenn das Muster 

in einem Peptid vorhanden ist (Alles-oder-Nichts-Prinzip). Vorhersageprogramme wie 

BIMAS ermitteln die relative Bindungsstärke, indem der Beitrag jeder einzelnen 

Aminosäure an jeder Position quantifiziert wird (PARKER et al. 1994). Diese weisen 
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gegenüber Motiv-basierten eine höhere Vorhersagequalität auf (LARSEN et al. 2005; 

GOMEZ-NUNEZ et al. 2006; PETERS et al. 2006; TROST et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit 

wurde aus der Vielzahl der vorhergesagten MHC-I-Epitope lediglich die für die 

Deimmunisierung ausgewählt, welche von beiden Algorithmen für mehrere HLA Allele, 

für häufig vorkommende HLA Allele oder mit einem hohen Punktwert vorhergesagt 

wurden. Es ist bekannt, dass Vorhersageprogramme deutlich mehr Epitope in einer 

gegebenen Aminosäuresequenz identifizieren als in vivo relevant sind (RAMMENSEE et al. 

1999; PELTE et al. 2004; TROST et al. 2007). Die Wahrscheinlichkeit für ein MHC-I-Epitop 

steigt jedoch je häufiger das Peptid von unterschiedlichen Programmen vorhergesagt 

wird (LARSEN et al. 2005; TROST et al. 2007).  

In den vorhergesagten MHC-I-Epitopen wurden Aminosäuren gegen Reste ausgetauscht, 

die weniger gut in die Bindungstasche des jeweiligen HLA Moleküls passten. 

Aminosäureaustausche gegen weniger bevorzugte Reste destabilisieren den MHC-Peptid-

Komplex aufgrund verstärkter Dissoziation und/oder niedrigerer Bindungsaffinität (CHEN 

et al. 1994; LIPFORD et al. 1995; CHEN et al. 2000). Die Immunogenität von Peptiden 

korreliert direkt mit der Fähigkeit der Ausbildung eines stabilen MHC-Peptid-Komplexes 

(SETTE et al. 1994; VAN DER BURG et al. 1996; BUSCH and PAMER 1998; BORBULEVYCH et al. 

2005). Für eine stabile Bindung eines Peptids in der MHC-Bindungstasche werden meist 

hydrophobe Aminosäuren an den Hauptankerpositionen benötigt (BOUVIER and WILEY 

1994; BOUVIER et al. 1998), wobei jedes HLA-Allel unterschiedliche Aminosäuren 

bevorzugt. Beispielsweise ist die Aminosäure Leucin an der zweiten und neunten Position 

des in dieser Arbeit vorhergesagten Nonamers FLDANITKL (lfd. Nr.8) eine 

Ankeraminosäure für HLA-A*02 (FALK et al. 1991; SCHMITZ et al. 1999). Leucin kann durch 

seine lange hydrophobe Seitenkette mit der hydrophoben Bindungstasche intensive 

Wechselwirkungen eingehen. Der Austausch gegen eine Aminosäure mit kürzerer 

Seitenkette, wie Alanin oder Valin, reduzierte die vorhergesagte zelluläre Immunogenität. 

Die Aminosäureseitenkette kann vermutlich nicht mehr vollständig in die Bindungstasche 

inserieren und vermindert die Peptid-MHC-Bindungsaffinität. Obgleich auch sekundäre 

Nebenanker die Bindungsaffinität beeinflussen (P1, P3 und P7 bei HLA-A*0201) (POGUE et 

al. 1995), wurden diese in der hier vorliegenden Arbeit außer Acht gelassen. 
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Das MHC-I-Peptid wird außerdem durch eine Vielzahl von Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen MHC-Molekül und dem Peptidrückgrat am N- und C-Terminus in der 

Bindungstasche stabilisiert (BOUVIER and WILEY 1994; MENG et al. 1997). Aminosäuren wie 

Glutamin können aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften an der Ausbildung der 

Wasserstoffbrücken beteiligt sein. Der Austausch gegen eine kürzere sowie weniger 

hydrophile Aminosäure wie Asparagin oder Threonin minimierte beispielsweise in den 

MHC-I-Epitopen QQWERQVRF und QQEKNMYEL (lfd. Nr. 2 und 25) die zelluläre 

Immunogenität des Peptids V2o.  

Obwohl in silico die zelluläre Immunogenität des optimierten Peptides V2o signifikant im 

Vergleich zum Ausgangspeptid C46-EHO reduziert wurde, konnte die erfolgreiche 

Entfernung der MHC-I-Epitope experimentell mittels ELISpot nicht bestätigt werden. Die 

Inkubation der vorhergesagten C46-EHO Epitope mit den PBMCs von HIV-1 Patienten 

oder gesunder Probanden produzierte im ELISpot nur sehr geringe IFN-γ Mengen, die an 

der Nachweisgrenze des Assays lagen (HERR et al. 1996; SCHMITTEL et al. 1997). 

Vergleichbare Ergebnisse wurden durch die Stimulation der PBMCs eines HIV-2-infizierten 

Patienten sowie von sieben SIV-infizierten Rhesus Makaken erzielt (Daten nicht gezeigt, in 

Kooperation mit Roland Zahn, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts). Demnach 

wiesen weder HIV-1-/HIV-2-infizierte Patienten noch SIV-infizierte Rhesus Makaken eine 

bestehende zelluläre Immunantwort gegen C46-EHO bzw. V2o auf. Dieser gp41 Bereich 

scheint somit keine zytotoxische T-Zellantwort zu stimulieren. Dies wird durch die HIV 

immunologische Datenbank (http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/index.html) 

unterstützt, obwohl eine Dominanz gp41-spezifischer CTLs bereits beschrieben wurde 

(ZHUANG et al. 2008). HIV-spezifische CTLs sezernieren zudem zwar IFN-γ, produzieren 

jedoch weniger Perforin und Granzym, wodurch ebenso die zytotoxische Aktivität 

minimiert ist (APPAY et al. 2000). 

Die prinzipielle Anwendbarkeit der Strategie wurde anhand zweier dominanter viraler 

MHC-I-Peptide des CMV (495NLVPMVATV503) (WILLS et al. 1996) und des EBV 

(259GLCTLVAML267) (STEVEN et al. 1997) gezeigt. Hier führten die Aminosäureaustausche an 

den Hauptankerpositionen P2 und P9 in vitro zu einer deutlichen Abnahme der CTL 

Aktivierung. Die Ergebnisse waren konsistent mit den in silico Vorhersagen. 
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Vorhersageprogramme wurden bereits erfolgreich mit experimentellen Methoden für die 

Identifizierung von T-Zell-Epitopen kombiniert (WARMERDAM et al. 2002; DE GROOT et al. 

2005). Mittels BIMAS wurden in der Aminosäuresequenz des Gerinnungsfaktors VIII und 

EGFP potentielle MHC-I-Epitope identifiziert, wobei nach Immunisierung von Mäusen eine 

spezifische CTL-Antwort gegen ein Epitop detektiert wurde (WANG et al. 2005; HAN et al. 

2008). Ebenso konnten mittels in silico Methoden im Nukleoprotein des Ebola Virus 

(SUNDAR et al. 2007), im M2-Protein des Respiratorischen-Synzytial-Virus (LEE et al. 2007) 

und dem Glykoprotein des Lassa Virus (BOESEN et al. 2005) potentielle MHC-I-Epitope 

aufgespürt und ein Teil dieser Epitope experimentell bestätigt werden. Die Behinderung 

der Peptid-MHC-Bindung ist unter anderem auch ein natürlicher Prozess, der von HIV 

benutzt wird, um dem Druck des Immunsystems auszuweichen (CARLSON and BRUMME 

2008). Ein einziger Aminosäureaustausch von Threonin zu Alanin führte aufgrund eines 

instabilen Peptid-MHC-Komplexes im Mamu-A*01-restringierten CTL-Epitop CTPYDINQM 

zu einer SIV-Fluchtmutante (CHEN et al. 2000). 

Pelte und Kollegen zeigten in einer Untersuchung der CMV Strukturproteine, dass von 261 

vorhergesagten Epitopen für HLA-A*0201 (SYFPEITHI und BIMAS) lediglich ein Peptid in 

vitro eine Freisetzung von IFN-γ induzierte (PELTE et al. 2004). Nur eine geringe Anzahl von 

potentiellen MHC-I-Epitopen löst demnach eine zelluläre Immunantwort in Abhängigkeit 

eines bestimmten HLA-Alles aus (YEWDELL and BENNINK 1999; REITS et al. 2003). Yewdell et 

al. kalkulierte, dass 1 von 2000 Epitopen eine messbare CTL-Antwort hervorruft (YEWDELL 

and BENNINK 1999): neben einer ausreichenden Affinität für einen stabilen Peptid-MHC-

Komplex müssen die Peptide zunächst im Proteasom abgebaut werden und überdies in 

die Bindungstasche des T-Zellrezeptors der CD8+ T-Zellen  passen. Die Bindung zwischen 

MHC-I-Epitop und MHC-Molekül ist somit nur ein Faktor, der die zelluläre Immunantwort 

beeinflusst (GOLDBERG et al. 2002; PELTE et al. 2004; ASSARSSON et al. 2007; LE GALL et al. 

2007; LAZARO et al. 2011).  

Der Einsatz von in silico Methoden kann die Immunogenität von Proteinen/Peptiden 

durch Aminosäureaustausch vermindern (DE GROOT and MARTIN 2009; BRYSON et al. 2010; 

LUNDEGAARD et al. 2010). Eine Verifizierung mittels in vitro oder in vivo Methoden ist 

unerlässlich (ROIDER et al. 2014), verhindert allerdings nicht die Entstehung einer de novo 
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Immunantwort. Eine Transgen-induzierte zelluläre Immunantwort kann auch durch 

Fusion des Transgens mit der Glycin-Alanin-Wiederholung (Gar) des Proteins EBNA-1 

(Epstein–Barr virus nuclear antigen-1) vermindert werden (LEVITSKAYA et al. 1997; 

OSSEVOORT et al. 2003). GAr verhindert die intrazelluläre Antigenpräsentation durch MHC-

I-Moleküle und folglich die CTL-Erkennung (OSSEVOORT et al. 2006). Desgleichen kann das 

zu EBNA-1 homologe LANA-1 (latency-associated nuclear antigen-1) des humanen Herpes 

Virus 8 verwendet werden (ZALDUMBIDE et al. 2007).  

6.2 Verstärkung der antiviralen Aktivität 
Im Hinblick auf die immunologischen Eigenschaften weist das optimierte Peptid V2o eine 

Vielzahl an substituierten Aminosäuren im Vergleich zum Ausgangspeptid C46-EHO auf. 

Dennoch konnte durch das rationale Design nicht nur die antivirale Wirksamkeit 

beibehalten, sondern sogar verstärkt werden. V2o verhinderte den Eintritt diverser HIV-1 

Vektoren einschließlich T-20- und C46-resistenter Stämme sowie das Affenvirus 

SIVmac251 im niedrig nanomolaren Konzentrationsbereich. Eine vergleichbare 

biologische Wirksamkeit wurde für das Ausgangspeptid C46-EHO, allerdings mit einer  

2- bis 6-fachen geringeren antiviralen Aktivität, ermittelt. Indes konnte die Infektion von 

SIVmac251 weder durch T-20 noch durch C46 bei der höchsten getesteten Konzentration 

von 100nM gehemmt werden. Die effiziente Neutralisation von SIV durch antivirale 

Fusionsinhibitoren ist eine äußerst vorteilhafte Eigenschaft, da dies präklinische 

Wirksamkeitsstudien im Tiermodell (z.B. Rhesusaffen) ermöglicht. 

V2o neutralisierte die beiden HIV-1 Isolate HXB2 (X4-trop) und Ba-L (R5-trop). Die 

Neutralisation war unabhängig vom verwendeten Chemokinkorezeptor CXCR4 bzw. CCR5, 

wobei für die Hemmung von HXB2 eine geringere Peptidkonzentration notwendig war. 

R5-trope Viren weisen generell eine verminderte Sensitivität gegenüber antiviralen 

Peptiden auf. Ursächlich hierfür ist die starke Affinität zum CCR5-Rezeptor sowie das 

höhere Expressionsniveau des CCR5-Rezeptors auf der Zellmembran (DERDEYN et al. 2000; 

DERDEYN et al. 2001; REEVES et al. 2002; ABRAHAMYAN et al. 2005), kann aber auch durch 

eine niedrigere Stöchiometrie der viralen Glykoproteine bedingt sein (BRANDENBERG et al. 

2015). Dies resultiert in einer schnelleren Fusionskinetik der R5 Viren im Vergleich zu X4-
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tropen Isolaten und bedingt ein kürzeres Zeitfenster, in dem das gp41 Hüllprotein für das 

antivirale Peptid zugänglich ist (FURUTA et al. 1998; MIYAUCHI et al. 2009b). Daher sind 

höhere Peptidkonzentrationen für die Neutralisation der R5-tropen Viren notwendig.  

Die Unterschiede in der Primärsequenz und in der Konformation führen beim Peptid V2o 

vermutlich zu einer höheren Affinität zur NHR und bedingen die bessere antivirale 

Wirksamkeit insbesondere auch gegen HIV-2/SIV und T-20- und C46-resistenten Viren im 

Vergleich zu HIV-1-abgeleiteten Peptiden. V2o besteht aus HIV-2 Aminosäuresequenzen, 

die phylogenetisch sehr eng mit SIV verwandt sind (GAO et al. 1992; SHARP et al. 1995). 

Aufgrund der Sequenzhomologien kann V2o die SIV Infektion verhindern (MALASHKEVICH et 

al. 1998). Die Bindung der CHR mit der NHR für die Bildung des gp41 6-Helix-Bündels 

findet hauptsächlich über hoch-konservierte Aminosäuren statt: Aminosäuren an den 

Positionen a und d der CHR interagieren mit Aminosäuren an den Positionen e und g der 

NHR (CHAN et al. 1997; MALASHKEVICH et al. 1998). V2o ist von der Aminosäuresequenz des 

hoch-pathogenen Isolates HIV-2 EHO abgeleitet (REY et al. 1989; REY-CUILLE et al. 1994; 

GUSTCHINA et al. 2005). Die Aminosäuresequenz der CHR ist für die beschleunigte 

Fusionskinetik hoch-pathogener HI-Viren verantwortlich (SIVARAMAN et al. 2009). Gallo 

und Kollegen bestimmten eine Fusionshalbwertszeit von ca. 25min für HIV-2 Hüllproteine, 

indes betrug diese für HIV-1 Hüllproteine ca. 60min (GALLO et al. 2006). Das Zeitfenster 

währenddessen die Pre-Hairpin-Struktur für inhibitorischen C-Peptide zugänglich ist, ist 

demnach bei SIV/HIV-2 wesentlich kürzer als bei HIV-1 (GALLO et al. 2004). Die 

Langlebigkeit der Pre-Hairpin-Struktur beeinflusst die Sensibilität gegenüber dem 

antiviralen Peptid (MIYAUCHI et al. 2009b). Hierdurch ist es äußerst schwierig, bzw. nur mit 

höheren Konzentrationen möglich, die SIV/HIV-2 Infektion durch HIV-1-abgeleitete C-

Peptide zu hemmen. Das auf maC46-exprimierenden PM-1 selektierte C46-resistente 

Virus wies ebenfalls eine höhere Eintrittsgeschwindigkeit auf (HERMANN 2007; HERMANN et 

al. 2009a). Sowohl in vitro als auch in vivo wurden T-20 als auch T-1249-resistente Viren 

selektiert, die Mutationen im GIV-Motiv aufwiesen, welche eine geringere 

Bindungsaffinität zum antiviralen Peptid verursachen (RIMSKY et al. 1998; WEI et al. 2002; 

MELBY et al. 2007; EGGINK et al. 2008). Durch die hohe Bindungsaffinität von V2o wurden 

dagegen auch T-20- und C46-resistente Stämme sowie SIVmac251 im niedrig 
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nanomolaren Konzentrationsbereich gehemmt. Gustchina et al. ermittelte für anti-HIV 

Peptide eine direkte Korrelation zwischen der Wirksamkeit und der α-helikalen Struktur 

und zeigte, dass das C34 Peptid des HIV-2 Isolates EHO daher ein äußerst potenter 

HIV/SIV-Inhibitor war (GUSTCHINA et al. 2005). In verschiedenen Publikationen wurde 

gezeigt, dass die antivirale Wirksamkeit durch Verbesserung der Helizität verstärkt 

werden kann (JUDICE et al. 1997; JIN et al. 2000; OTAKA et al. 2002; SIA et al. 2002).  

Die deutlich verbesserte antivirale Wirksamkeit von V2o könnte aber ebenso durch die 

Aminosäuresequenz und die Struktur der MPER des HIV-2 Isolates bedingt sein. Die MPER 

ist essentiell für den Eintritt der HIV-Partikel und die Zell-Zell-Fusion (MUNOZ-BARROSO et 

al. 1999; SALZWEDEL et al. 1999). Sowohl HIV-1 als auch HIV-2 weisen die für die 

Neutralisation wichtige Aminosäuresequenz 671NWF673 im MPER Bereich auf (PEISAJOVICH 

et al. 2003), die allerdings nicht mit der gp41 NHR interagiert (WEXLER-COHEN et al. 2006; 

CHAMPAGNE et al. 2009). Über die Struktur des MPER-Bereichs wird noch spekuliert; sie 

wurde in einigen Studien als α-Helix (GALLAHER et al. 1989; CHAN et al. 1997; SCHIBLI et al. 

2001; BUZON et al. 2010; SHI et al. 2010; REARDON et al. 2014), in anderen wiederum als 

ausgestreckte β-Schleife beschrieben (OFEK et al. 2004). Ebenso ist die genaue 

Wirkungsweise der MPER unbekannt; sie kann jedoch die Aggregation der gp41 Trimere, 

die Destabilisierung der Lipidmembran sowie Membranausstülpungen beinhalten (SUAREZ 

et al. 2000; HARRISON 2008; MONTERO et al. 2008; VISHWANATHAN and HUNTER 2008). T-1249 

und T-20 tauchen in die äußere Schicht der Lipidmembran ein, zudem reichert sich T-1249 

in cholesterolreichen Regionen an (VEIGA et al. 2004a; VEIGA et al. 2004b). Der MPER 

Bereich im T-20 bildet ein unstrukturiertes Knäul, jedoch keine alpha-helikale Struktur 

(QIU et al. 2012). Im Gegensatz zu T-20 bildet T-1249 Wasserstoffbrückenbindungen mit 

der Lipidmembran aus, die eine stärkere Adsorption mit der Membran bedingt (MARTINS 

DO CANTO et al. 2012).  

Bislang wurde angenommen, dass C-Peptide in dominant negativer Weise gp41 NHR 

binden, die Ausbildung des 6-Helix-Bündels und folglich die Membranfusion blockieren 

(CHAN and KIM 1998; KILBY et al. 1998; KILBY and ERON 2003; MOORE and DOMS 2003). 

Allerdings bestehen erhebliche Unterschiede im Wirkmechanismus der Peptide (TRIVEDI et 

al. 2003; CHANG and HSU 2007; LIU et al. 2007; QI et al. 2008; SHI et al. 2008). Eine 
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detaillierte Untersuchung ergab, dass die gp41 CHR aus drei Bereichen besteht, die 

unterschiedliche Funktionen haben und zugleich den Wirkmechanismus der antiviralen 

Peptide bestimmen (LIU et al. 2007; HE et al. 2008) (Abbildung 6.2.1):  

(i) Die Taschen-bindende Domäne (PBD, pocket-binding domain) bindet die 

Taschen-formende Domäne für die Bildung der fusionsaktiven Struktur (CHAN 

et al. 1997; WEISSENHORN et al. 1997; CHAN et al. 1998).  

(ii) Während der Fusion interagiert die CHR mit der NHR (NBD, NHR-binding 

domain) und es entsteht eine Haarnadelstruktur (hairpin).  

(iii) Die Lipid-bindende Domäne (LBD, lipid-binding domain) umfasst einen Teil der 

MPER, die einen hohen Anteil hydrophober Aminosäuren enthält und 

essentiell für den Eintritt der HIV-Partikel und die Zell-Zell-Fusion ist (MUNOZ-

BARROSO et al. 1999; SALZWEDEL et al. 1999).  

 

 

Abbildung 6.2.1 Funktionelle Domänen des Hüllproteins gp41 und der inhibitorischen Peptide.  

Die gp41 C-Heptadwiederholung (CHR) besteht aus drei Bereichen: N46-bindende Domäne (NBD, AS 636-
665, rot), Taschen-bindende Domäne (PBD, AS 628-635, blau) und Lipid-bindende Domäne (LBD, AS 666-
673, grau). Während des Fusionsprozesses interagiert die CHR mit der NHR (AS 536-581, grün und braun). 
Insbesondere die Interaktion der PBD mit der Taschen-formenden Domäne der NHR (PFD, AS 565-581, 
braun) ist essentiell für die Stabilisierung des 6-HBs. Die gestrichelten Linien zwischen NHR und CHR zeigen 
die interagierenden Aminosäuren im 6-HB. Die Aminosäuren an der Position e und g der NHR binden die a 
und d Reste der CHR. Die antiviralen Peptide mit den diversen funktionellen Bereichen sind unterhalb 
dargestellt. Adaptiert nach (HE et al. 2008). 
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Der trifunktionelle Aufbau bestehend aus PBD-NBD-LBD von V2o ist vermutlich für die 

äußerst potente Wirksamkeit verantwortlich und minimiert zugleich das Risiko der 

Entstehung V2o-resistenter HI-Viren. Peptide ohne PBD/LBD weisen eine moderate 

antivirale Wirksamkeit im mikromolaren Konzentrationsbereich auf (WILD et al. 1994; LIU 

et al. 2007; QI et al. 2008; SHI et al. 2008). Die NBD dient vermutlich als strukturelle 

Domäne, um Länge und Konformation für die Interaktion der LBD und PBD mit ihren 

Zielstrukturen bereitzustellen (SHI et al. 2008). Peptide mit zwei funktionellen Domänen 

weisen eine verbesserte Aktivität auf (z.B. C34 (PBD-NBD) oder T-20 (NBD-LBD)) (QI et al. 

2008). T-20 bindet die NHR und interagiert mittels LBD mit der Lipidmembran, 

wohingegen C34 mittels PBD ein stabiles 6-HB generiert und die Bildung der Fusionspore 

verhindert (KLIGER et al. 2001; CHANG and HSU 2007; LIU et al. 2007). Die Aminosäurereste 

Trp628, Trp631 und Ile635 der PBD sind äußerst wichtig für die Stabilisierung des 6-HBs und 

formieren eine hydrophobe Tasche (CHAN et al. 1997; WEISSENHORN et al. 1997; CHAN et al. 

1998). T-20 und C34 wirken synergistisch aufgrund unterschiedlicher Zielstrukturen (LIU et 

al. 2005; LIU et al. 2007; LU et al. 2012). T-1249 enthält zwar alle drei funktionellen 

Bereiche, indes fehlen sieben Aminosäuren in der NBD (Abbildung 6.2.1). Daher ist es 

möglicherweise zu kurz, um zugleich mit der hydrophoben Tasche der NHR und der 

Lipidmembran zu interagieren (QI et al. 2008). Das C-Peptid C46 hatte vermutlich trotz 

trifunktionellem Aufbau aufgrund der Konformation eine geringere Wirksamkeit als V2o.  

Die Kombination der drei Domänen PBD-NBD-LBD mit der starken α-helikalen 

Konformation bedingt höchstwahrscheinlich die potente antivirale Wirksamkeit von V2o. 

Entweder ist die Änderung der Aminosäuresequenz im Bereich 636-643, der HIV-2 EHO-

abgeleitete MPER-Bereich oder die Kombination beider Änderungen für die deutlich 

bessere antivirale Aktivität von V2o verantwortlich. Zudem ist zu erwarten, dass die 

Wahrscheinlichkeit für die Generierung resistenter HI-Viren gering ist. Resistente HI-Viren 

gegen T2635, ein peptidischer HIV Inhibitor der dritten Generation mit verbesserter 

Stabilität und Helizität, sind deutlich schwieriger zu selektieren und bedingen Mutationen 

sowohl im gp41 als auch im gp120 (EGGINK et al. 2009; EGGINK et al. 2011).  

Die Wirksamkeit von V2o kann möglicherweise durch z.B. N-terminale Verlängerung mit 

den beiden Aminosäuren 626MT627 gesteigert werden, da Peptide hierdurch zu äußerst 
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effektiven Inhibitoren werden (CHONG et al. 2012; CHONG et al. 2014a; CHONG et al. 2014b). 

Ferner könnte V2o entweder als membran-exprimiertes oder sezerniertes Peptid in einen 

lentiviralen Vektor eingebaut werden, um bifunktionell mit einem Inhibitor der CCR5-

Expression zu wirken (BURKE et al. 2014). 

6.3 Verminderung der humoralen Antigenität/Immunogenität 
60% der therapierten sowie 90% der unbehandelten HIV-1 Patienten wiesen prä-

existierende anti-maC46 Antikörper im Serum auf, die mehrheitlich den C-terminal 

lokalisierten MPER Bereich erkannten. Hingegen wurde das HIV-2-abgeleitete Peptid C46-

EHO lediglich durch <12% der HIV-1 Patientenseren detektiert, wobei auch hier der C-

terminal angehängte MPER-Bereich 662ELDKWASLWNWF673 ursächlich für die Interaktion 

war. Allerdings fehlten im C46-EHO die Aminosäuren 659ELL661, welche Bestandteil des 

Kernepitops der Patientenantikörper im C46 Peptid waren und daher vermutlich zu der 

verminderten Bindung führten. Ebenso kann aufgrund der starken Helizität von C34-EHO 

(GUSTCHINA et al. 2005) im MPER Bereich eine differente Konformation induziert werden, 

wodurch die ursprünglichen Antikörperepitope unzugänglich sind.  

In den meisten HIV-1 Patienten werden im Laufe der HIV Infektion Antikörper gegen 

diverse Bereiche des gp41 entwickelt (HORAL et al. 1991; BINLEY et al. 1996; CALAROTA et al. 

1996; WALMSLEY et al. 2003; OPALKA et al. 2004; HUANG et al. 2012), wobei auch die initiale 

humorale Immunantwort gegen gp41 gerichtet ist (ALAM et al. 2008; TOMARAS et al. 2008). 

Insbesondere die Region der CHR/MPER stimuliert in HIV-1 Patienten die humorale 

Immunantwort (MONTERO et al. 2008).  

Im Rahmen der Peptiddeimmunisierung wurden unter anderem die Aminosäuren an den 

Positionen 662 und 669 (661QELDKWASL669) mutiert. Die Peptidvariante V2 wies im 

Vergleich zu V1, V3 und V4 die geringste Antigenität im Dot Blot auf. Einerseits war die 

Seroreaktivität anti-C46-EHO Antikörper-positiver Seren vermindert. Andererseits war die 

Antigenität von anti-C46-EHO Antikörper-negativen Seren nur minimal höher verglichen 

zu C46-EHO. Durch zwei Mutationen in der C46-EHO Aminosäuresequenz wurde die 

Antikörperreaktivität der Patientenseren moduliert. Die Antigen-Antikörper-Reaktion 

wird durch elektrostatische Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrückenbindungen, Van 
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der Waals Kräfte, Salzbrücken, Komplementarität der Oberflächen, etc. stabilisiert 

(COLMAN 1988; GETZOFF et al. 1988). Allerdings trägt nur eine geringe Anzahl von zentral im 

Epitop gelegener Aminosäuren aktiv zur Bindungsenergie bei (NOVOTNY et al. 1989; BOGAN 

and THORN 1998). Die Substitution solch energetisch kritischer Aminosäuren moduliert 

Antigenität und Immunogenität (ALEXANDER et al. 1992).  

Durch den Austausch des HIV-1 MPER Epitops gegen das entsprechende HIV-2 EHO Epitop 

wurde das Peptid V2o durch keines der getesteten HIV-1 Seren mehr gebunden. 

Interessanterweise erkannten 80% der HIV-2 Patientenseren das C46-EHO Peptid, obwohl 

der in HIV-1 Patienten äußerst immunogene MPER Bereich nicht enthalten ist. Dies ist in 

Übereinstimmung mit den Resultaten von Norbby et al., welcher eine HIV-2 

Seroreaktivität von 92,5% gegen das MPER-vorgelagerte Peptid 
634EQAQIQQEKNMYELQK649 ermittelte (NORRBY et al. 1991). Hingegen wurde gegen das 

MPER-Peptid 644MYELQKLNSWDVFGN658 eine HIV-2 Seroreaktivität von 93% detektiert 

(SKOTT et al. 1999). Durch den Austausch der HIV-1 MPER gegen die HIV-2 EHO MPER 

wurde das optimierte Peptid V2o zu 100% von HIV-2 Patientenseren gebunden, jedoch 

nicht mehr durch die HIV-1 Patientenseren (0%). Auch ergab die Analyse von neun Seren 

SIV-infizierter Rhesus Makaken, dass 78% Antikörper gegen C46-EHO sowie 89% 

Antikörper gegen V2o aufwiesen (in Kooperation mit Roland Zahn, Harvard Medical 

School, Boston, Massachusetts, Anhang 9.2). Durch Austausch des hoch-immunogenen 

MPER Bereichs wurde die Antigenität des V2o Peptids in HIV-1 Patientenseren, nicht 

jedoch in HIV-2 oder SIV-infizierter Rhesus Makaken, vermindert. In wie weit der HIV-2 

MPER Bereich in HIV-1 Patienten immunogen ist, kann nur in weiteren Studien beurteilt 

werden., obgleich eine Immunantwort gegen die HIV-2 MPER in Ratten induziert werden 

konnte (BEHRENDT et al. 2012). 

Durch einfache Aminosäuresubstitution können, wie in dieser Arbeit gezeigt, potente  

B-Zell-Epitope zerstört werden. Das die Mutation der B-Zell-Epitope in therapeutisch 

angewandten Peptiden/Proteinen die humorale Immunantwort minimiert, wurde 

beispielhaft für den Gerinnungsfaktor VIII gezeigt: der Austausch von Aminosäuren in den 

B-Zell-Epitopen reduzierte die Immunogenität (BARROW et al. 2000; PARKER et al. 2004). 

Ebenso führte die gerichtete Aminosäuresubstitution im bakteriellen Streptavidin (MEYER 
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et al. 2001), bei der Humanisierung monoklonaler muriner sowie chimärer Antikörper 

(YANG et al. 2001; TSURUSHITA et al. 2005; HARDING et al. 2010), dem Immunotoxin (ONDA et 

al. 2008), der Staphylokinase (LAROCHE et al. 2000; WARMERDAM et al. 2002),  der 

antileukämischen L-Asparaginase (RAMYA and PULICHERLA 2015) sowie bei Erythropoetin 

(TANGRI et al. 2005) zu einer verminderten humoralen Immunantwort.  

Die Mutation von Antikörperepitopen für die Deimmunisierung von Proteinen ist 

prinzipiell anwendbar (NAGATA and PASTAN 2009; MOISE et al. 2012). Allerdings wird die 

Bildung neuer Peptid-spezifischer Antikörper nicht verhindert. Es wird angenommen, dass 

das Repertoire der Antikörper eines Menschen einen Bereich von 1010 bis 1011 umfasst 

(FANNING et al. 1996; JANEWAY et al. 2002; GLANVILLE et al. 2009). Dies macht es unmöglich 

alle potentiellen Antikörperepitope zu mutieren ohne neue Epitope zu generieren.  

Die Entfernung der MHC-II-Epitope ist eine alternative Strategie, da MHC-II-Moleküle aus 

nur wenigen tausend Allelen bestehen (ROBINSON et al. 2011). Die Präsentation 

internalisierter, prozessierter Peptide im Komplex mit MHC-II-Molekülen auf der APC 

Oberfläche induziert die Aktvierung der CD4+ T-Helferzellen und nachfolgend die 

Antikörperproduktion durch aktivierte B-Zellen (JANEWAY et al. 2002; TROMBETTA and 

MELLMAN 2005). Die Entwicklung der Antikörperantwort korreliert dabei direkt mit der 

Stärke der CD4+ T-Zellantwort (BAKER and JONES 2007). Durch Mutation der für die 

Bindung mit dem MHC-II-Molekül wichtigen Aminosäuren, kann somit ebenfalls das 

immunogene Epitop zerstört werden (YEUNG et al. 2004). 

Für die Vorhersage der Bindungswahrscheinlichkeit eines Peptides mit einem MHC-II-

Molekül stehen diverse Algorithmen zur Verfügung (NIELSEN et al. 2010), wie z.B. ProPred 

(SINGH and RAGHAVA 2001), SMM-align (NIELSEN et al. 2007) oder EpiSweep (PARKER et al. 

2013). Die meisten Algorithmen beruhen auf der Vorhersage der Peptid-MHC-

Bindungsaffinität (NIELSEN et al. 2010). In silico Vorhersagen wurden bereits für die 

Deimmunisierung von Proteinen eingesetzt (TANGRI et al. 2005; CANTOR et al. 2011; 

OSIPOVITCH et al. 2012; SALVAT et al. 2015). Qualitative hochwertige Vorhersagen für MHC-

II-Epitope sind im Vergleich zu MHC-I-Epitopvorhersagen schwieriger zu treffen. Von der 

MHC-II-Bindungstasche werden neun Aminosäuren direkt in der Bindungsgrube des MHC-

II-Moleküls gebunden, wohingegen die restlichen Aminosäuren des insgesamt 12-25 
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Aminosäuren langen Peptids beidseitig aus der Tasche herausragen (JANEWAY et al. 2002). 

Aufgrund dieser stark variablen Peptidlänge durch die flankierenden Aminosäuren ist es 

deutlich schwieriger zuverlässige Vorhersagen zu treffen verglichen zu MHC-I-Molekülen 

mit einer an beiden Enden geschlossenen Bindungstasche für Peptide mit 8-11 

Aminosäuren (GODKIN et al. 2001; EL-MANZALAWY et al. 2008; GOWTHAMAN and AGREWALA 

2008; WANG et al. 2008; DORMER et al. 2009; NIELSEN et al. 2010). In silico identifizierte 

MHC-II-Epitope induzierte nur in 37% der Patienten eine Antikörperantwort (KOREN et al. 

2007). Zusätzlich zu in silico Methoden können experimentelle in vitro/in vivo Methoden 

verwendet werden, die jedoch zeitintensiv und teuer sind. In silico aber auch in vitro 

Methoden überschätzen die Anzahl MHC-bindender Peptide, die in vivo eine T-Zell-

Antwort stimulieren (PERRY et al. 2008; BRINKS et al. 2013). Dies ist bedingt durch die 

einseitige Analyse und die fehlende Betrachtung von z.B. der Peptid/Protein 

Prozessierung oder der Bindung durch den TZR der CD4+ T-Helferzellen. In silico 

Methoden können verwendet werden, um die Anzahl potentieller Epitope einzugrenzen, 

sollten aber durch experimentelle Methoden verifiziert werden. 

Des Weiteren kann durch eine gewebsspezifische Expression therapeutischer Gene die 

humorale Immunantwort nahezu vollständig vermieden werden. Follenzi et al. 

beobachtete in verschiedenen Mausstämmen eine adaptive zelluläre und humorale 

Immunantwort nach systemischer Injektion von lentiviraler cDNA zur Sekretion des 

Gerinnungsfaktors IX unter Kontrolle des ubiquitären CMV-Promotors (Follenzi et al., 

2004). Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung eines hepatozyten-spezifischen 

Promotors die Langzeitexpression des Gerinnungsfaktors IX erreicht und zugleich nur eine 

geringe Antikörperbildung detektiert. 
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8 ABKÜRZUNGEN 
ADCC antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 
Ag Antigen 
AIDS acquired immunodeficiency syndrome 
APC Antigen-präsentierende Zelle (antigen-presenting cell) 
Aqua dest. destilliertes Wasser (Aqua destillata) 
ART Antiretrovirale Therapie 
AS Aminosäure 
BZR B-Zell-Rezeptor 
C- Carboxy- 
CCR5 Chemokinrezeptor, Korezeptor für HIV-1 
CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation) 
CDC complement-dependent cellular cytotoxicity 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CEF Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus, Influenzavirus 
CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl  ester 
CHR C-terminale Heptadwiederholung (C-terminal heptad repeat) 
CMV Cytomegalievirus 
CTL Zytotoxische CD8+ T-Zelle (cytotoxic CD8+ T cell) 
CXCR4 Chemokinrezeptor, Korezeptor für HIV-1 
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
E.coli Escherichia coli 
EBV Epstein-Barr-Virus 
ECL Enhanced chemoluminescence 
EGFP Enhanced green fluorescent protein 
ELISpot Enzyme-linked immunospot 
Env Envelope, Hüllprotein 
Fab-Teil Bindungsstelle im Antikörper für ein Antigen (fragment antigen binding) 
FACS fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting) 
FCS Fötales Kälberserum (Fetal calf serum) 
Fc-Teil Konstanter Teil im Antikörper (fragment crystallizable) 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FSC Vorwärtsstreulicht (forward scatter) 
gp Glykoprotein 
HIV Humanes Immundefizienz Virus (human immunodeficiency virus) 
HLA Human leukocyte antigen 
HR Heptadwiederholung (heptad repeat) 
HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase) 
IC50 Konzentration für eine 50%ige Eintrittshemmung (inhibitory concentration) 
IFN-γ Interferon gamma 
Ig Immunglobulin 
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kDa Kilodalton 
LTR lange terminale Sequenzwiederholung (long terminal repeat) 
ma Membranständig (membrane-anchored) 
mAk Monoklonaler Antikörper 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
MPER Membran-nahe externe Region (membrane-proximale external region) 
mRNA Messenger RNA 
MW Molare Masse (molecular weight) 
N- Amino- 
NHR N-terminale Heptadwiederholung (N-terminal heptad repeat) 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
PBMC Periphere mononukleäre Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells) 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphat buffered saline) 
PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
rpm Umdrehung pro Minute (rotations per minute) 
RPMI Rosewell Park Memorial Institute Medium 
RT Raumtemperatur 
RTX Rituximab, mAk gegen CD20 
SD Standardabweichung 
SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean) 
SFU Spot-forming units 
SIV Affenimmundefizienzvirus (simian immunodeficiency virus) 
SSC Seitwärtsstreulicht (side scatter) 
T:E Verhältnis Targetzellen zu Effektorzellen 
TM Transmembrane Region (transmembrane region) 
TZR T-Zell-Rezeptor 
UKE Universitätsklinikum Eppendorf in Hamburg 
UV Ultraviolettstrahlung 
v/v Verhältnisangabe Volumen zu Volumen (volume per volume) 
w/v Verhältnisangabe Gewicht zu Volumen (weight per volume) 

 

Buchstabencode für Aminosäuren 

A Ala Alanin  M Met Methionin 

C Cys Cystein  N Asn Asparagin 

D Asp Aspartat  P Pro Prolin 

E Glu Glutamat  Q Gln Glutamin 

F Phe Phenylalanin  R Arg Arginin 

G Gly Glycin  S Ser Serin 

H His Histidin  T Thr Threonin 

I Ile Isoleucin  V Val Valin 

K Lys Lysin  W Trp Tryptophan 

L Leu Leucin  Y Tyr Tyrosin 
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9 ANHANG 
Folgende Abkürzungen wurden im Anhang verwendet: NA = nicht analysiert; ART, antiretrovirale Therapie; LTNP, long-term non-progressor; k.A., 

keine Angabe. Für ausgegraute Felder bei den in silico Vorhersagen wurden keine MHC-I-Epitope vorhergesagt. 

9.1 IC50-Werte der antiviralen C-Peptide 
Tabelle 9.1.1 IC50-Werte der antiviralen C-Peptide. Die IC50-Werte (in nM) geben den Mittelwert mit der Standardabweichung von mindestens zwei Experimenten an. 

 HIV-1 (X4-trop) HIV-1 (R5-trop) SIVmac251 VSV-G 
HXB2 T-20-R(SIM) T-20-R(DTV) BaL C46-R 

T-20 2,7 ± 1,6 >100 >100 2,5 ± 0,8 19,1 ± 8,9 >100 >100 
C46 6,1 ± 2,9 7,0 ± 1,3 6,0 ± 1,4 8,2 ± 1,7 27,7 ± 6,8 >100 >100 
C46-EHO 2,1 ± 0,5 1,3 ± 0,4 1,5 ± 0,3 2,7 ± 0,9 4,5 ± 0,5 13,1 ± 6,7 >100 
T-1249 4,1 ± 3,5 NA NA 1,3 ± 0,8 NA 22,6 ± 15,4 >100 
SC35EK 3,7 ± 1,8 NA NA 8,0 ± 5,9 NA >100 >100 
V1 1,0 ± 0,3 1,0 ± 0,4 2,0 ± 1,0 1,1 ± 0,4 3,7 ± 0,8 10,9 ± 0,6 >100 
V2 1,2 ± 0,3 1,4 ± 0,3 2,2 ± 0,8 1,5 ± 0,3 3,3 ± 0,4 10,7 ± 1,4 >100 
V3 1,9 ± 0,5 15,4 ± 10,8 15,8 ± 3,3 2,5 ± 0,4 12,9 ± 2,3 30,3 ± 23,9 >100 
V4 1,6 ± 0,4 1,4 ± 0,0 1,5 ± 0,9 1,8 ± 0,4 6,7 ± 2,5 11,6 ± 3,0 >100 
V2o 0,42 ± 0,15 0,26 ± 0,12 0,26 ± 0,13 0,51 ± 0,11 1,1 ± 0,2 5,0 ± 3,2 >100 

9.2 Seroreaktivität der antiviralen C-Peptide 
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Tabelle 9.2.1 Seroreaktivität der antiviralen C-Peptide. Die Seroreaktivität ist angegeben als absolute Anzahl sowie prozentualer Anteil der Patientenseren, die mit dem 
Peptid im Dot Blot reagierten. 

 HIV-1 
HIV-2 

(n=10) 

SIVmac251 

(n=9) 
ART 

(n=35) 

keine ART 

(n=34) 

LTNP 

(n=10) 

anti-C46-EHO+ 

(n=7) 

anti-C46-EHO- 

(n=15, *n=20) 

T-20 3 (8.6%) 7 (20.6%) 1 (10.0%) NA NA 0 (0.0%) NA 
C46 21 (60.0%) 30 (88.2%) 8 (80.0%) NA NA 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
C46-EHO 3 (8.6%) 4 (11.8%) 1 (10.0%) 7 (100.0%) 0 (0.0%) 8 (80.0%) 7 (77.8%) 
T-1249 2 (5.7%) 6 (17.6%) 1 (10.0%) NA NA 9 (90.0%) NA 
SC35EK 1 (2.9%) 5 (14.7%) 0 (0.0%) NA NA 0 (0.0%) NA 
V1 NA NA NA 6 (85.7%) 5 (33.3%) 10 (100.0%) NA 
V2 NA NA NA 4 (57.1%) 1 (5.0%)* 10 (100.0%) 7 (77.8%) 
V3 NA NA NA 7 (100.0%) 1 (6.7%) 8 (80.0%) NA 
V4 NA NA NA 7 (100.0%) 4 (26.7%) 10 (100.0%) NA 
V2o NA NA NA 0 (0.0%) 0 (0.0%) 10 (100.0%) 8 (88.9%) 
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9.3 In silico Vorhersagen 
Tabelle 9.3.1 C46 (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 
A*0201 27,2    13 SLIHSLIEE 20 33 LLELDKWASL 25 

   34 LELDKWASL 20 13 SLIHSLIEES 20 

A*2402 8,2    10 NYTSLIHSL 21 10 NYTSLIHSLI 23 

A*26 2,7    3 EWDREINNY 24 27 EKNEQELLEL 25 

B*08 12,0 26 QEKNEQEL 20 26 QEKNEQELL 20    

   34 LELDKWASL 20    

B*18 4,4 29 NEQELLEL 24 34 LELDKWASL 20    

B*37 1,6 11 YTSLIHSL 23 34 LELDKWASL 30    

26 QEKNEQEL 21 6 REINNYTSL 23    

29 NEQELLEL 21       

B*4001 4,9    26 QEKNEQELL 22    

   6 REINNYTSL 21    

   34 LELDKWASL 21    

B*4402 10,6    6 REINNYTSL 25 2 MEWDREINNY 25 

   31 QELLELDKW 24 6 REINNYTSLI 24 

   26 QEKNEQELL 22 34 LELDKWASLW 24 

   34 LELDKWASL 22    

B*4901 1,2    6 REINNYTSL 20    
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Tabelle 9.3.2 T-20 (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 
   

3 SLIHSLIEE 20 23 LLELDKWASL 25 
   

24 LELDKWASL 20 3 SLIHSLIEES 20 

A*26 2,7 
      

17 EKNEQELLEL 25 

B*08 12,0 26 QEKNEQEL 20 16 QEKNEQELL 20 
   

   
24 LELDKWASL 20 

   

B*18 4,4 19 NEQELLEL 24 24 LELDKWASL 20 
   

B*37 1,6 1 YTSLIHSL 23 24 LELDKWASL 30 
   

16 QEKNEQEL 21 
      

19 NEQELLEL 21 
      

B*4001 4,9 
   

16 QEKNEQELL 22 
   

   
24 LELDKWASL 21 

   

B*4402 10,6 
   

21 QELLELDKW 24 24 LELDKWASLW 24 
   

16 QEKNEQELL 22 
   

   
24 LELDKWASL 22 
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Tabelle 9.3.3 T-1249 (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*03 14,4 
      

19 QEKNEYELQK 20 

A*26 2,7 
   

3 EWEQKITAL 24 20 EKNEYELQKL 25 

B*08 12,0 5 EQKITALL 22 3 EWEQKITAL 24 
   

19 QEKNEYEL 20 27 QKLDKWASL 20 
   

B*1501 4,8 
      

15 AQIQQEKNEY 22 

B*18 4,4 4 WEQKITAL 22 
      

22 NEYELQKL 22 
      

B*37 1,6 22 NEYELQKL 23 4 WEQKITALL 20 
   

4 WEQKITAL 26 27 QKLDKWASL 20 
   

19 QEKNEYEL 21 
      

B*3902 < 0,1 
   

27 QKLDKWASL 23 
   

B*4001 4,9 
   

4 WEQKITALL 22 
   

B*4101 0,6 
   

2 QEWEQKITA 26 
   

B*4402 10,6 
   

4 WEQKITALL 23 2 QEWEQKITAL 25 
   

24 YELQKLDKW 23 
   

B*4501 0,5 
   

2 QEWEQKITA 21 
   

B*5001 1,2 
   

2 QEWEQKITA 21 
   

   
9 TALLEQAQI 23 
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Tabelle 9.3.4 SC35EK (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*01 16,4 
   

3 EWDKKIEEY 26 
   

A*0201 27,2 
   

7 KIEEYTKKI 22 
   

         

A*03 14,4 
      

18 LIKKSEEQQK 22 

A*1101 7,1 
      

11 YTKKIEELIK 24 

A*2402 8,2 
   

10 EYTKKIEEL 24 10 EYTKKIEELI 24 

A*26 2,7 
   

3 EWDKKIEEY 25 2 EEWDKKIEEY 25 
   

10 EYTKKIEEL 24 9 EEYTKKIEEL 22 
   

31 EELKKEQKL 20 
   

B*08 12,0 32 ELKKEQKL 28 32 ELKKEQKLI 25 
   

11 YTKKIEEL 20 10 EYTKKIEEL 24 
   

26 QKKNEEEL 20 31 EELKKEQKL 22 
   

   
25 QQKKNEEEL 21 

   

B*18 4,4 
   

31 EELKKEQKL 20 
   

B*2705 2,8 
   

6 KKIEEYTKK 20 
   

   
13 KKIEELIKK 20 

   

B*37 1,6 15 IEELIKKS 21 31 EELKKEQKL 27 
   

B*3902 < 0,1 
   

37 QKLISEEDL 21 
   

B*4001 4,9 
   

31 EELKKEQKL 23 
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B*4402 10,6 
   

31 EELKKEQKL 24 2 EEWDKKIEEY 26 
      

9 EEYTKKIEEL 26 
      

30 EEELKKEQKL 24 
      

31 EELKKEQKLI 24 

B*4901 1,2 
   

31 EELKKEQKL 21 
   

Tabelle 9.3.5 C46-EHO (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 
   

10 FLDANITKL 27 10 FLDANITKLL 20 

A*03 14,4 
   

9 RFLDANITK 21 
   

A*1101 7,1 
      

29 NMYELQELDK 20 

A*2402 8,2 
      

9 RFLDANITKL 22 

A*26 2,7 
      

27 EKNMYELQEL 22 

B*08 12,0 26 QEKNMYEL 20 34 QELDKWASL 20 
   

B*1402 3,1 8 VRFLDANI 23 
      

B*1501 4,8 
      

22 AQIQQEKNMY 22 
      

1 WQQWERQVRF 21 

B*18 4,4 4 WERQVRFL 21 34 QELDKWASL 20 
   

B*37 1,6 11 LDANITKL 26 34 QELDKWASL 30 
   

4 WERQVRFL 24 11 LDANITKLL 20 
   

26 QEKNMYEL 21 
      

B*4001 4,9 
   

34 QELDKWASL 21 
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B*4402 10,6 
   

31 YELQELDKW 23 34 QELDKWASLW 24 
   

34 QELDKWASL 22 
   

B*4701 0,3 
   

11 LDANITKLL 21 
   

B*5101 5,2 12 DANITKLL 20 
      

Tabelle 9.3.6 V2 (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*03 14,4 
   

35 KLDKWASAW 20 
   

A*1101 7,1 
      

29 NMYELQKLDK 20 

A*26 2,7 
      

27 EKNMYELQKL 23 

B*08 12 26 NEKNMYEL 20 
      

B*1501 4,8 
      

22 AQIQNEKNMY 22 
      

1 WQTWERQVNF 21 

B*18 4,4 26 NEKNMYEL 20 
      

B*37 1,6 26 NEKNMYEL 21 
      

   
11 WDANITKAL 20 

   

B*4402 10,6 
   

31 YELQKLDKW 23 
   

B*4701 0,3 
   

11 WDANITKAL 21 
   

B*5101 5,2 17 KALEEAQI 21 
      

12 DANITKAL 20 
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Tabelle 9.3.7 V2o (SYFPEITHI) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 8mer Punktwert lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*26 2,7 
      

27 EKNMYELQKL 23 

B*08 12 26 NEKNMYEL 20 
      

B*1501 4,8 
      

22 AQIQNEKNMY 22 

B*18 4,4 26 NEKNMYEL 20 
      

B*37 1,6 26 NEKNMYEL 21 
      

39 WDIFSNWF 20 
      

B*4402 10,6 
   

31 YELQKLNQW 24 
   

B*5101 5,2 17 KALEEAQI 21 
      

 

Tabelle 9.3.8 C46 (BIMAS) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 32 ELLELDKWA 31,09    

34 LELDKWASL 18,2    

A*0205 1,1 34 LELDKWASL 30 24 NQQEKNEQEL 16,8 

A*01 16,4 30 EQELLELDK 13,5    

A*24 8,3 10 NYTSLIHSL 240 10 NYTSLIHSLI 70 

28 KNEQELLEL 13,2    

A*6801 2,9 30 EQELLELDK 13,5    
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B*14 4,5    5 DREINNYTSL 18 

   9 NNYTSLIHSL 15 

B*2702 0,5    5 DREINNYTSL 18 

   2 MEWDREINNY 15 

B*2705 2,8 25 QQEKNEQEL 200 25 QQEKNEQELL 200 

6 REINNYTSL 90 24 NQQEKNEQEL 200 

28 KNEQELLEL 60 5 DREINNYTSL 200 

34 LELDKWASL 30 9 NNYTSLIHSL 100 

26 QEKNEQELL 30 2 MEWDREINNY 75 

30 EQELLELDK 20 33 LLELDKWASL 30 

5 DREINNYTS 20 29 NEQELLELDK 30 

2 MEWDREINN 15 19 IEESQNQQEK 30 

9 NNYTSLIHS 10 6 REINNYTSLI 27 

B*3701 1,6 26 QEKNEQELL 50 6 REINNYTSLI 50 

34 LELDKWASL 10    

6 REINNYTSL 10    

B*3901 1 28 KNEQELLEL 13,5 5 DREINNYTSL 45 

B*3902 <0,1 25 QQEKNEQEL 20 27 EKNEQELLEL 20 

   25 QQEKNEQELL 20 

   24 NQQEKNEQEL 20 

  



ANHANG | 152 

 

 

 

B*40 5,9 6 REINNYTSL 80 34 LELDKWASLW 40 

34 LELDKWASL 40 31 QELLELDKWA 40 

31 QELLELDKW 40 6 REINNYTSLI 16 

26 QEKNEQELL 10    

B*4403 4,9 31 QELLELDKW 54 2 MEWDREINNY 120 

6 REINNYTSL 30 34 LELDKWASLW 36 

34 LELDKWASL 12 6 REINNYTSLI 30 

   31 QELLELDKWA 12 

B*60 k.A. 34 LELDKWASL 320 6 REINNYTSLI 16 

6 REINNYTSL 320    

26 QEKNEQELL 160    

B*61 k.A. 6 REINNYTSL 17,6 31 QELLELDKWA 40 

34 LELDKWASL 16 6 REINNYTSLI 17,6 

Cw*0301 k.A. 6 REINNYTSL 120 5 DREINNYTSL 24 

34 LELDKWASL 20 9 NNYTSLIHSL 20 

Cw*0401 10,1 10 NYTSLIHSL 440 10 NYTSLIHSLI 25 

38 KWASLWNWF 20    

3 EWDREINNY 15    

Cw*0602 9,1 10 NYTSLIHSL 12 9 NNYTSLIHSL 12 
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Tabelle 9.3.9 C46-EHO (BIMAS) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 10 FLDANITKL 90 2 QQWERQVRFL 187 

34 QELDKWASL 11 10 FLDANITKLL 39 
   

24 IQQEKNMYEL 35 

A*0205 1,1 34 QELDKWASL 18 24 IQQEKNMYEL 57 

A*0205 1,1 10 FLDANITKL 17 2 QQWERQVRFL 20 

A*03 14,4 
   

29 NMYELQELDK 300 

A*24 8,3 28 KNMYELQEL 16 9 RFLDANITKL 79 

B*14 4,5 5 ERQVRFLDA 30 
   

B*2702 0,5 8 VRFLDANIT 100 8 VRFLDANITK 20 

2 QQWERQVRF 100 22 AQIQQEKNMY 20 
   

1 WQQWERQVRF 20 
   

6 RQVRFLDANI 18 
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B*2705 2,8 8 VRFLDANIT 1000 8 VRFLDANITK 10000 

2 QQWERQVRF 500 2 QQWERQVRFL 300 

25 QQEKNMYEL 200 29 NMYELQELDK 250 

1 WQQWERQVR 100 24 IQQEKNMYEL 200 

6 RQVRFLDAN 60 33 LQELDKWASL 200 

28 KNMYELQEL 60 6 RQVRFLDANI 180 

34 QELDKWASL 30 22 AQIQQEKNMY 100 

10 FLDANITKL 30 1 WQQWERQVRF 100 

5 ERQVRFLDA 20 19 LEEAQIQQEK 30 

33 LQELDKWAS 20 5 ERQVRFLDAN 20 

22 AQIQQEKNM 18 
   

B*3701 1,6 11 LDANITKLL 300 
   

34 QELDKWASL 10 
   

B*3901 1 3 QWERQVRFL 14 9 RFLDANITKL 18 

10 FLDANITKL 14 2 QQWERQVRFL 18 

25 QQEKNMYEL 14 
   

B*3902 <0,1 25 QQEKNMYEL 20 24 IQQEKNMYEL 20 

22 AQIQQEKNM 10 27 EKNMYELQEL 20 
   

2 QQWERQVRFL 20 
   

33 LQELDKWASL 20 
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B*40 5,9 34 QELDKWASL 40 34 QELDKWASLW 40 

31 YELQELDKW 40 31 YELQELDKWA 40 
   

4 WERQVRFLDA 10 

B*4403 4,9 31 YELQELDKW 54 34 QELDKWASLW 36 

34 QELDKWASL 12 22 AQIQQEKNMY 15 
   

31 YELQELDKWA 12 

B*5101 5,2 
   

21 EAQIQQEKNM 36 

B*5102 0,1 
   

21 EAQIQQEKNM 18 
   

6 RQVRFLDANI 13 

B*5103 k.A. 
   

21 EAQIQQEKNM 11 

B*5201 0,6 2 QQWERQVRF 30 2 QQWERQVRFL 36 
   

6 RQVRFLDANI 20 

B*60 k.A. 34 QELDKWASL 320 
   

11 LDANITKLL 44 
   

B*61 k.A. 34 QELDKWASL 16 31 YELQELDKWA 40 
   

4 WERQVRFLDA 20 

B*62 k.A. 2 QQWERQVRF 106 1 WQQWERQVRF 96 
   

22 AQIQQEKNMY 40 

B*07 1,1 7 QVRFLDANI 20 
   

28 KNMYELQEL 12 
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Cw*0301 k.A. 28 KNMYELQEL 24 9 RFLDANITKL 24 

34 QELDKWASL 20 
   

Cw*0401 10,1 3 QWERQVRFL 80 9 RFLDANITKL 528 

8 VRFLDANIT 20 30 MYELQELDKW 11 

10 FLDANITKL 13 
   

Tabelle 9.3.10 V2 (BIMAS) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 
   

24 IQNEKNMYEL 35 

A*0205 1,1 
   

24 IQNEKNMYEL 57 

A*03 14,4 
   

29 NMYELQKLDK 300 

A*24 8,3 28 KNMYELQKL 16 
   

B*2702 0,5 
   

22 AQIQNEKNMY 20 
   

1 WQTWERQVNF 20 
   

6 RQVNFWDANI 18 
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B*2705 2,8 1 WQTWERQVN 20 29 NMYELQKLDK 250 

2 QTWERQVNF 25 24 IQNEKNMYEL 200 

5 ERQVNFWDA 20 6 RQVNFWDANI 180 

6 RQVNFWDAN 60 8 VNFWDANIT 100 

8 VNFWDANIT 10 22 AQIQNEKNMY 100 

22 AQIQNEKNM 18 1 WQTWERQVNF 100 

25 QNEKNMYEL 20 19 LEEAQIQNEK 30 

28 KNMYELQKL 60 26 NEKNMYELQK 30 

33 LQKLDKWAS 20 5 ERQVNFWDA 20 
   

33 LQKLDKWAS 20 

B*3701 1,6 11 WDANITKAL 60 
   

B*3901 1 25 QNEKNMYEL 14 
   

B*3902 <0,1 22 AQIQNEKNM 10 24 IQNEKNMYEL 20 
   

27 EKNMYELQEL 20 

B*40 5,9 31 YELQKLDKW 40 31 YELQKLDKWA 40 
   

4 WERQVNFWDA 10 

B*4403 4,9 31 YELQKLDKW 81 22 AQIQNEKNMY 15 
   

31 YELQKLDKWA 12 

B*5101 5,2 
   

21 EAQIQNEKNM 36 

B*5102 0,1 
   

21 EAQIQNEKNM 18 
   

6 RQVNFWDANI 13 
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B*5103 k.A. 
   

21 EAQIQNEKNM 11 

B*5201 0,6 
   

6 RQVNFWDANI 10 

B*5801 0,2 2 QTWERQVNF 88 2 QTWERQVNFW 211 

B*60 k.A. 11 WDANITKAL 44 
   

B*61 k.A. 
   

31 YELQKLDKWA 40 
   

4 WERQVNFWDA 20 

B*62 k.A. 
   

1 WQTWERQVNF 96 
   

22 AQIQNEKNMY 40 
   

33 LQKLDKWAS 12 

B*07 1,1 28 KNMYELQKL 12 
   

Cw*0301 k.A. 28 KNMYELQKL 24 
   

Cw*0401 10,1 38 KWASAWNWF 22 10 FWDANITKAL 60 
   

9 NFWDANITKA 13 
   

30 MYELQKLDKW 11 
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Tabelle 9.3.11 V2o (BIMAS) 

HLA-Allel Phänotyp in Europa [%] lfd. Nr. 9mer Punktwert lfd. Nr. 10mer Punktwert 

A*0201 27,2 
   

24 IQNEKNMYEL 34,7 

A*0205 1,1 
   

24 IQNEKNMYEL 57,1 

B*07 1,1 28 KNMYELQKL 12 
   

B*14 4,5 
   

5 ERQVDNITQT 13,5 

B*2702 0,5 37 NQWDIFSNW 50 6 RQVDNITQTI 18 
   

22 AQIQNEKNMY 20 
   

33 LQKLNQWDIF 20 
   

37 NQWDIFSNWF 100 

B*2705 2,8 6 RQVDNITQT 60 1 WQTWERQVDN 20 

22 AQIQNEKNM 18 2 QTWERQVDNI 15 

25 QNEKNMYEL 20 5 ERQVDNITQT 20 

28 KNMYELQKL 60 6 RQVDNITQTI 180 

33 LQKLNQWDI 60 19 LEEAQIQNEK 30 

37 NQWDIFSNW 100 22 AQIQNEKNMY 100 
   

24 IQNEKNMYEL 200 
   

26 NEKNMYELQK 30 
   

33 LQKLNQWDIF 100 
   

37 NQWDIFSNWF 500 

B*3901 1 25 QNEKNMYEL 13,5 
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B*3902 <0,1 22 AQIQNEKNM 10 24 IQNEKNMYEL 20 
   

27 EKNMYELQKL 20 

B*40 5,9 31 YELQKLNQW 40 
   

B*4403 4,9 31 YELQKLNQW 54 22 AQIQNEKNMY 15 

B*5101 5,2 
   

21 EAQIQNEKNM 36,3 

B*5102 0,1 
   

2 QTWERQVDNI 24,2 
   

6 RQVDNITQTI 15,97 
   

21 EAQIQNEKNM 18,15 

B*5103 k.A. 
   

21 EAQIQNEKNM 11 

B*5201 0,6 33 LQKLNQWDI 18 6 RQVDNITQTI 24,2 

37 NQWDIFSNW 10 33 LQKLNQWDIF 90 
   

37 NQWDIFSNWF 41,2 

B*62 k.A. 33 LQKLNQWDI 12 22 AQIQNEKNMY 40 

  37 NQWDIFSNW 26,4 33 LQKLNQWDIF 240 
   

37 NQWDIFSNWF 176 

Cw*0301 k.A. 28 KNMYELQKL 24 
   

Cw*0401 10,1 3 TWERQVDNI 10 30 MYELQKLNQW 10 

38 QWDIFSNWF 30 
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