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Synthetische Mimetika der CD4-Bindungsstelle von HI'V-1 gp120 fiir

das Immunogen-Design™**
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Trotz intensiver Arbeiten in der klinischen und Grundlagen-
forschung wird die Entwicklung einer HIV-1-Vakzine nach
wie vor durch Schwierigkeiten bei der Erzeugung einer breit
neutralisierenden Immunantwort erschwert.'!' Das Virus
umgeht das Immunsystem des Wirts, indem es variable und
glycosylierte Regionen auf seiner Oberfliche exponiert,
wihrend die konservierten Bindungsstellen fiir seine zellula-
ren Rezeptoren entweder verborgen sind (CD4-Bindungs-
stelle)? oder erst nach Bindung an CD4 exponiert werden
(Corezeptor-Bindungsstellen).®’! Neue Immunogen-Design-
strategien zur Losung des Problems der neutralisierenden
Antikorper sind daher ein wichtiger Beitrag zur Entwicklung
einer erfolgreichen HIV-1-Vakzine. Bisher wurden nur
wenige monoklonale Antikorper gefunden, die eine Vielfalt
von HIV-1-Isolaten in vitro neutralisieren und gegen eine
Infektion in vivo schiitzen koénnen.”! Die CDR-H3-Schleife
eines dieser breit neutralisierenden Antikorper, mAb b12,07
dhnelt stark der gp120-bindenden, CDR2-dhnlichen Schleife
des CD4 und passt in eine vertiefte Tasche im HIV-1-Hiill-
protein gp120, die dessen Bindungsstelle fiir CD4 (CD4bs)
ausmacht. Dies konnte durch Kiristallstrukturanalyse und
Molecular-Modeling-Studien® sowie durch ortsspezifische
Mutagenese von gpl120®! gezeigt werden. Das Epitop fiir
mADbb12 iiberlappt somit sehr wahrscheinlich die CD4bs von
gp120, die eine konservierte Region in diesem ansonsten hoch
variablen Protein darstellt. Synthetische Mimetika der CD4bs
sind daher vielversprechende Immunogen-Kandidaten zur
Erzeugung von virusneutralisierenden Antikorpern.””
Ausgehend von der Kristallstruktur von gp120 im Kom-
plex mit einem extrazelluldiren Zweidoménenfragment von
CD42% konnten die priméren Kontaktpositionen von gp120
fiir seine Wechselwirkung mit CD4 (D368, E370, W427 und
D457) identifiziert werden; diese vier Positionen sind in der
gp120-Sequenz voneinander entfernt (Abbildung 1). Eine
Mutation an diesen Positionen hebt die Bindung von gp120 an
CD4 auf."!! Unter Verwendung bereits etablierter Methoden
zur Herstellung geriistgestiitzter Peptide als synthetischer
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Abbildung 1. Die Grenzfliche zwischen gp120 und CD4 in der Kristall-
struktur eines Komplexes von gp120 mit D1D2-CD4 (pdb-Eintrag
1RZ));'% gp120-Fragmente: 424-433 (rot), 365-373 (gelb) und 454—
460 (grun). CDR2-dhnliche Schleife von CD4: blau.

Mimetika fiir diskontinuierliche Proteinbindungsstellen>!?!
haben wir kiirzlich Peptide vorgestellt, die die CD4bs-Frag-
mente von gpl20 présentieren. Diese Peptide konkurrieren
mit gp120 um die Bindung an CD4 bzw. mAbb12* und
dienen nun als Templat fiir das Design von Vakzinen. Dieser
Ansatz setzt voraus, dass eine korrekte Pridsentation der
CD4bs in den synthetischen Mimetika die Erzeugung von
Antikorpern ermoglicht, die die CD4bs auch im gp120 des
Virus erkennen und dieses somit neutralisieren konnen.!™!

Die Peptide 1 und 2, die an einem konformativ flexiblen
Molekiilgeriist drei gpl20-Fragmente présentieren, die
dessen primire Bindungsstelle fiir CD4 ausmachen, (Frag-
ment A: 424INMWQEVGKA433, Fragment B: 365SGGD-
PEIVT373, Fragment C: 454LTRDGGN460), wurden durch
Festphasensynthese hergestellt und nach priparativer HPLC
in hoher Reinheit erhalten (sieche Hintergrundinformatio-
nen).

Fiir 1 und 2 konnte eine Konkurrenz mit rekombinantem,
monomerem gpl120(I1IB) um die Bindung an rekombinantes
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Zweidominen-CD4 (2D-sCD4) gezeigt werden (Tabelle 1
und Abbildung 2, oben). Die Affinitét von 2 zu 2D-sCD4 war
jedoch hoher als die von 1, was auf eine rdumliche Anordnung
der Fragmente in 2 hindeutet, die der Anordnung und den

Tabelle 1: |C5-Werte von Peptiden, gp120(I11B) und mAbb12 im kom-
petitiven gp120(111B)-2D-sCD4-Bindungsassay.

Peptid 1Cs0 [uM] Peptid 1Cs0 [uM]
1 28 Fragment A 91

2 6 Fragment B >120

3 >120 Fragment C >120

4 >120 gp120(111B)¥ 0.035

5 >120 mAbb12 0.033

6 24

[a] Ein gp120-Peroxidase-Konjugat wurde als Ligand eingesetzt.
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Abbildung 2. Oben: Konkurrenz von 2 mit gp120(I11B) um die Bindung
an immobilisierten mAbb12 bzw. 2D-sCD4. Unten: direkte Bindung
von biotinyliertem 2 an immobilisierten mAbb12 und an einen Anti-
korper, der die V3-Schleife von gp120 erkennt (anti-gp120). ¢, = Peptid-
konzentration, OD = optische Dichte bei 490 nm.

Abstinden zwischen den Fragmenten im gp120-CD4-Kom-
plex mehr dhnelt als in 1'% (T373-A433: 18 A, T373-L454:
13 A, L454-A433: 26 A). Obwohl die Affinitit von 2 zu 2D-
sCD4 ca. 170fach geringer war als die von gp120(IIIB) (Ta-
belle 1), haben 2 und gpl120(IIIB) offenbar eine &hnliche
Bindungsspezifitdt, da ein Austausch der vier primédren
Kontaktpositionen (D368, E370, W427 und D454) in 2 durch
Alanin (Peptid 3) einen starken Affinitétsverlust zu CD4
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bewirkt (Tabelle 1). Peptid 2 kann somit als funktionelles
Mimetikum der CD4bs von gp120 betrachtet werden.

Die Affinititen der drei Einzelfragmente (A: Ac-IN-
MWQEVGKA-NH,, B: Ac-SGGDPEIVT-NH, und C: Ac-
LTRDGGN-NH,) zu 2D-sCD4 waren gering (Tabelle 1), was
fiir einen synergistischen Effekt der Kombination aller drei
Fragmente in einem Molekiil spricht. Dartiber hinaus hatten
verkiirzte Derivate von 2, in denen Fragment A oder B
fehlten (4 und 5), keine Affinitdt zu CD4, wahrend die Affi-
nitdt des um Fragment C verkiirzten Derivates (6) nur wenig
niedriger war (Tabelle 1; siche Hintergrundinformationen fiir
Peptidstrukturen), was auf eine geringere Bedeutung von
Fragment C fiir die Wechselwirkung mit CD4 hinweist.
Dieses Ergebnis bestitigt, dass D457 von gp120 zur Wech-
selwirkung mit CD4 weniger beitrdgt als die anderen drei
primiren Kontaktpositionen.?

Zusitzlich zu seiner Affinitdt zu CD4 wurde 2 auch spe-
zifisch von mAbb12 erkannt, jedoch nicht von einem Anti-
korper, dessen Epitop der V3-Schleife von gp120 entspricht
(Abbildung 2, unten). Dariiber hinaus konnte fiir 2 auch eine
Konkurrenz mit gp120 um die Bindung an mAbb12 gezeigt
werden (Abbildung 2, oben; IC5, =17 um). Diese Ergebnisse
bestitigen die postulierte Uberlappung der CD4bs von gp120
mit dem Epitop fiir mAbbl2, und 2 eignet sich somit als
Ausgangspunkt fiir das Immunogen-Design.

Folglich wurde 2 als synthetisches Immunogen zur Er-
zeugung von Anti-Peptid-Antiseren eingesetzt. Kaninchen
wurden mit dem Konjugat 7 immunisiert (siche Hinter-
grundinformationen), in dem 2 iiber einen zusitzlichen Cy-
steinrest kovalent an das Triagerprotein KLH (Keyhole-
Limpet-Hidmocyanin) gebunden war. Die erhaltenen poly-
klonalen Antiseren erkannten gpl120 spezifisch — d.h., sie
erkannten nicht die extrazellulire Doméne eines anderen
Rezeptorglycoproteins (gp130), und auBerdem erkannte das
entsprechende Praimmunserum, das dem Kaninchen vor der
Immunisierung mit 7 entnommen worden war, gp120 nicht
(Abbildung 3). Die Anti-2-Antiseren konkurrierten auch mit
mAbb12 um die Bindung an gp120 (Abbildung 4), was das
Vorliegen von Antikorpern mit mAbbl2-dhnlichen Bin-
dungsspezifitdten in diesen Antiseren anzeigt.

Zusammenfassend haben wir durch strukturbasiertes
Design ein Peptid entworfen, das die CD4-Bindungsstelle von
HIV-1 gp120 funktionell nachahmt, da es mit gp120 um die
Bindung an CD4 sowie an den breit neutralisierenden
mAbb12 konkurriert. Polyklonale Antiseren gegen dieses
Peptid erkennen gp120 mit einer &dhnlichen Spezifitit wie
mAbb12. Laufende Untersuchungen zur Nachahmung der
CD4bs-Strukturen von gpl120 durch synthetische Peptide
(mithilfe der Strukturanalyse von Komplexen dieser Peptide
mit CD4 bzw. mAbb12) sollten Einblicke in diese Wechsel-
wirkungen auf atomarer Ebene liefern, die das Design ver-
besserter Mimetika der CD4bs von gp120 als Immunogen-
Kandidaten zur Erzeugung breit neutralisierender Antikor-
per ermoglichen werden.
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Abbildung 3. Erkennung von gp120(I11B) durch Anti-2-Antiserum.
Oben: konzentrationsabhingige Bindung von Anti-2-Antiserum und
Praimmunserum an immobilisiertes gp120(I11B) und gp130. Unten:
direkte Bindung von Anti-2-Antiserum (Verdiinnung 1:4000) an immo-
bilisiertes 2 und gp120(l1IB). c. = Beschichtungskonzentration.
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Abbildung 4. Konkurrenz von Anti-2-Antiserum mit immobilisiertem
mAbb12 um die Bindung an gp120(l1IB).

Experimentelles

Die Peptide wurden als C-terminale Amide durch automatisierte
Fmoc/tBu-Festphasensynthese hergestellt. Um eine Aspartimidbil-
dung in Fragment C (LTRDGGN) zu verhindern, wurde das Dipep-
tid DG durch Kupplung von Fmoc-Asp(OrBu)-(Hmb)Gly-OH ein-
gebaut (Hmb = 2-Hydroxy-4-methoxybenzyl). Ein Uberschuss an
HOBt diente der Offnung des eventuell durch Reaktion der pheno-
lischen OH-Gruppe mit der Carbonylgruppe des geschiitzten Di-
peptids gebildeten Lactons. Nach Vervollstandigen der Sequenz von
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Fragment C wurde die Lys(ivDde)- (2, 3) oder Dap(ivDde)-Reste (1)
enthaltende Geriistsequenz aufgebaut, gefolgt von Fragment B (Ac-
SGGDPEIVT). Nach Abspaltung der ivDde-Gruppe [ivDde=1-
(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)-3-methylbutyl] von den
Lys- und Dap-Seitenketten (Dap =2,3-Diaminopropionséure) wurde
die so freigesetzte Aminogruppe mit Ahx (6-Aminohexansiure)
acyliert (2, 3) und anschlieBend Fragment A (Ac-INMWQEVGKA)
aufgebaut. Die Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgte mit einem
CF;COOH/CH,Cl,/Triisopropylsilan/Wasser-Gemisch und die Rei-
nigung durch praparative HPLC.

Die Bindungsassays wurden in 96er-Mikrotiterplatten mit Per-
oxidase-basierter colorimetrischer Detektion durchgefiihrt. Siehe
Hintergrundinformationen fiir experimentelle Details.
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