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...In another experiment, I laid out a lot of glass microscope slides, and got the ants to
walk on them, back and forth, to some sugar I put on the windowsill. Then, by replacing
an old slide with a new one, or by rearranging the slides, I could demonstrate that the ants
had no sense of geometry: they couldn’t figure out where something was. If they went to
the sugar one way, and there was a shorter way back, they would never figure out the short
way.

It was also pretty clear from rearranging the glass slides that the ants left some sort
of trail. So then came a lot of easy experiments to find out how long it takes a trail to
dry up, whether it can be easily wiped off, and so on. I also found out the trail wasn’t
directional. If I’d pick up an ant on a piece of paper, turn him around and around, and
then put him back onto the trail, he wouldn’t know that he was going the wrong way until
he met another ant. (Later, in Brazil, I noticed some leaf-cutting ants and tried the same
experiment on them. They could tell, within a few steps, whether they were going toward
the food or away from it — presumably from the trail, which might be a series of smells
in a pattern: A, B, space. A, B, space, and so on.)...

aus ,,Surely You’re Joking, Mr. Feynman!*
Adventures of a Curious Character

von Richard P. Feynman

W. W. Norton & Company, 1985
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Einleitung

1.1 HIV und AIDS

Wie der Bericht der Vereinten Nationen anlédsslich der UN AIDS Konferenz in Barcelona im
Jahre 2002 zeigt, ist die durch das Humane Immunschwiche Virus (HIV) verursachte Krank-
heit zu einem weltweiten Problem geworden, das nicht nur die Gesundheit von Millionen Men-
schen bedroht, sondern auch soziale und 6konomische Strukturen zusammenbrechen lisst.!

Im Jahr 2001, 20 Jahre nach Ausbruch der Krankheit, gab es schitzungsweise 40 Millionen
HIV-Infizierte; 5 Millionen haben sich neu angesteckt, wihrend 3 Millionen Menschen an den
Folgen von AIDS starben. Insgesamt hat AIDS bis heute 25 Millionen Opfer gefordert. Abbil-
dung 1.1 zeigt die globale Ausbreitung der Inmunschwichekrankheit. Am stirksten betroffen
sind das stidliche Afrika und Siid-Ost-Asien. Der Anteil von HIV-Infizierten an der Gesamtbe-
volkerung liegt dort z. T. im zweistelligen Prozentbereich. In manchen Regionen tragen mehr
als 50% der schwangeren Frauen das Virus.

Da HIV vorwiegend durch Sexualkontakt iibertragen wird, sind bevorzugt relativ junge
Menschen betroffen, die gleichzeitig die berufstitige Bevolkerung darstellen. Dies fiihrt zu
einer drastischen Abnahme der Produktivitidt und zum Zusammenbruch sozialer Sicherungs-
systeme.

In den Industriestaaten ist nach den erfolgreichen ,,Safer Sex* Kampagnen der 90er Jahre
ein zunehmend risikobereites Sexualverhalten zu beobachten, einhergehend mit wachsenden
Infektionszahlen.? Dies hat z. T. seinen Grund im Riickgang priventiver MaBnahmen. Wahr-
scheinlich spielt auch die triigerische Hoffnung eine Rolle, mit der modernen Kombinations-
therapie sei AIDS heilbar geworden.

Die unbestreitbaren Erfolge dieser unter dem Acronym HAART (highly active anti-

retroviral therapy) bekannten Therapie konnen jedoch nicht dariiber hinwegtiuschen, dass
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Abbildung 1.1: Globale Schitzungen der Ausbreitung von HIV / AIDS Ende 2001. "

AIDS weiterhin eine todliche Krankheit ist, deren Verlauf zur Zeit nur mehr oder weniger gut
gebremst werden kann und zu deren Verhinderung immer noch kein Impfstoff zur Verfiigung
steht. Die Suche nach neuen Wirkstoffen und Therapieansédtzen muss daher fortgesetzt wer-
den, nicht zuletzt um den Menschen in den Entwicklungslindern eine Perspektive zu geben,

fiir die HAART zu teuer und vermutlich zu kompliziert ist.

1.1.1 Die HIV-Infektion
Das HI-Virus

Die Entdeckung des HIV teilen sich zwei Forschungsgruppen, die von Luc Montagnier, Pas-
teur Institut, Paris und die von Robert Gallo, Universitit von Maryland, Baltimore. Obwohl
die franzosische Gruppe schon 1983 die Entdeckung des LAV (lymphoadenopathy associated
virus) publiziert hatte,> wurde Gallo fiir das 1984 von ihm gefundene HTLV-III (Human T-
lymphotrophic Virus) als Entdecker des AIDS-Erregers gefeiert.* Erst 1986 wurde offiziell die
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HIV (human immunodeficiency virus).

Die Infektion mit HIV fiihrt durch Befall und Zersorung von Schliisselzellen des Immun-
systems zur Krankheit AIDS, einer erworbenen Immunschwiche. HIV enthilt sein Erbgut
in Form von einzelstrangiger RNA, die in der infizierten Zelle mit Hilfe der viralen Rever-
sen Transkriptase in DNA umgeschrieben wird, und gehort somit zu den Retroviren. Abbil-

dung 1.2 zeigt schematisch den Aufbau des Viruspartikels (Virions).

Die RNA-Stringe, die das Erbgut von HIV bilden, liegen als Ribonukleoproteinkomplex
stabilisiert mit etwa 2000 Einheiten des P7 Nukleocapsidproteins vor. Das Capsid, ein kegel-
formiges Gebilde im Zentrum des Virus, ist aus ca. 2000 Kopien des Proteins P24 aufgebaut

und enthilt zusétzlich zum Erbgut noch drei virale Enzyme, die Reverse Transkriptase, die
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Integrase und die Protease. Nach auflen ist das Capsid von wiederum etwa 2000 Exemplaren
des Matrixproteins P17 umgeben, welches seinerseits von einer Lipiddoppelschicht umhiillt
wird.®

Die Lipiddoppelschicht stammt von der Wirtszelle und enthilt daher diverse wirtseigene
Strukturen wie MHC-Proteine, Zelladhisionsproteine und Glycolipide. Weiterhin enthélt die-
se Membran ca. 72 Trimere eines Komplexes des Transmembranglycoproteins GP41 und des
Glycoroteins GP120, die vom Virusgenom kodiert werden. Diese werden fiir die Infektion
neuer humaner Wirtzellen benotigt.’

HIV Virionen haben eine Halbwertzeit von weniger als 6 h im Blut. Infizierte, aktivierte
CD4"- Lymphozyten produzieren mindestens 99 % an zirkulierendem Virus. Diese Zellen be-
sitzen eine Halbwertzeit von 1.6 Tagen. Mindestens 10'° Virionen werden tiglich produziert;

ca. 140 Virusgenerationen werden pro Jahr durchlaufen.®

Wirtszellen des HIV

HIV benotigt fiir die Infektion zwei Rezeptoren auf den Zielzellen, den CD4-Rezeptor und
ein Protein aus der Familie der Chemokinrezeptoren (sichel.2.1 und 1.2.1).°!2 CD4 befindet
sich auf reifenden Thymozyten, auf reifen, MHC II-abhéngigen T-Lymphozyten und auf Zel-
len der Makrophagen / Monozyten-Linie.!* AuBerdem wird das Protein noch von bestimmten
Zellen des Nervensystems exprimiert, die, einmal infiziert, das schlafende Reservoir des HIV
darstellen.

Aus der Vielzahl von Chemokinrezeptoren sind fiir die HIV-Infektion in vivo vorwiegend
die CCR5- und CXCR4-Rezeptoren von Bedeutung. Wihrend CCR5 vorwiegend von Makro-
phagen exprimiert wird, befindet sich CXCR4 auf T-Zellen. Die Spezifitit der HI-Viren fiir

einen der beiden Co-Rezeptoren bestimmt, welche Zellen befallen werden.!*

Infektionsmechanismus

Die Hauptiibertragungswege der HIV-Infektion sind ungeschiitzte Sexualkontakte sowie bei

Drogenabhiéngigen Injektionsnadeln, die gemeinsam benutzt werden. Auflerdem spielt die
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Abbildung 1.3: Infektionszyklus des HIV. A) Andocken des Virions an die Wirtszelle unter Beteiligung des
CD4- und eines Chemokin-Rezeptors (CCRS oder CXCR4). B) Fusion der Virusmembran mit der Zellmembran.
C) Einbringen der viralen RNA, der Reversen Transkriptase und der Protease in die Zelle. D) Transkription der
Virus-RNA in doppelstringige DNA durch die Reverse Transkriptase. E) Insertion der DNA in das Genom der
Zelle durch die Integrase. F) Expression des Provirus: Es werden virale RNA und Virusproteine gebildet. G) Die
Protease spaltet ein exprimiertes Virusprotein. H) Aus den Virusproteinen und den RNA-Kopien entstehen neue

Virionen, die sich von der Membran abschniiren. Modifiziert nach Bartlett, 1998. 1

Ubertragung durch kontaminierte Blutprodukte und von der Mutter aufs Kind wihrend der

Geburt eine Rolle.

Ist das Virus in die Blutbahn gelangt, findet es seine Zielzellen mit Hilfe seines Hiillglyco-
proteins GP120 (siehe 1.2.1). Abbildung 1.3 zeigt den Entwicklungszyklus des HIV vom An-
docken an die Wirtszelle bis zur Abschniirung neuer Viren aus seiner Membran. Die Wech-
selwirkungen der viralen Hiillproteine mit den Rezeptoren der Wirtszelle, die detailliert in
Kapitel 1.2 ab Seite 10 dargestellt werden, fithren zur Verschmelzung der Membranen und zur
Insertion des Capsids. Aus diesem werden nun das Erbgut in Form von einzelstringiger RNA

und die viralen Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase und Protease freigesetzt. Die Reverse
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Transkriptase schreibt die RNA in komplementire DNA um, die durch Enzyme der Wirtszel-
le zu doppelstringiger DNA erginzt wird. Diese gelangt in den Zellkern und wird durch die
virale Integrase in das Wirtszellgenom eingebaut. Transkription zu mRNA und Translation in

neue virale Proteine erfolgt nun mit Hilfe der wirtszelleigenen Proteinsynthesemaschinerie.

Als Alternative zur Produktion neuer Viren kann das HIV-Genom auch in eine Ruhephase
fallen, in der das Virus mehrere Jahre ohne Replikation iiberdauern kann und in der es weder

vom Immunsystem noch von Chemotherapeutika aufspiirbar ist.

Bei der Translation des HIV-Genoms entstehen zunichst Vorlduferproteine, die durch die
viruseigene Protease zu funktionellen Proteinen gespalten werden miissen. Diese fertigen Pro-
teine lagern sich im Folgenden mit neuer viraler RNA zusammen, umhiillen sich mit der Lipid-
doppelschicht der Wirtszelle, in die die viralen Hiillproteine schon integriert sind, und knospen
als reife Virionen von ihrer Wirtszelle ab. Uber kurz oder lang fiihrt die Virusproduktion zum
Absterben der Wirtszelle, so dass diese ihre Aufgaben im Immunsystem nicht mehr wahrneh-

men kann.

Krankheitsverlauf

Wihrend der ersten zwei bis sechs Wochen nach der Infektion mit HIV kommt es hédufiger
zu grippedhnlichen Symptomen, die jedoch meist erst riickblickend mit HIV in Verbindung
gebracht werden. Dabei steigt der Virus-Titer stark an, wihrend die Anzahl CD4-positiver

(CD4%)-Zellen im peripheren Blut stark zuriickgeht.

CD4"-Zellen spielen eine Schliisselrolle bei der menschlichen Immunabwehr. Sie binden
an Antigen-prisentierende Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphocyten),
die Proteinfragmente von feindlichen Organismen mit Hilfe ihrer Klasse-II-MHC-Proteine
darbieten, und aktivieren die Immunantwort gegen diese Antigene. Dies geschieht durch Aus-
schiittung von Cytokinen, die Immunzellen zur Teilung anregen, sie zum Ort der Infektion
locken und sie zur Produktion von Antikorpern stimulieren. 16 Fehlen CD4"-Zellen, bleibt die
entsprechende Immunreaktion aus und normalerweise harmlose Keime wie z. B. Hautpilze

oder Rhinoviren konnen lebensbedrohliche Infektionen hervorrufen.
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Nach der akuten Phase geht die Krankheit in eine asymptomatische Phase iiber, die im
Mittel zehn Jahre andauert. Wihrend dieser Zeit sind direkt keine Viruspartikel im Blutstrom
nachweisbar; die Infektion ldsst sich aber anhand der HIV RNA Kopien feststellen, deren

Anzahl pro mL Plasma zwischen 103 und 10° liegt.'’

Die stindige Prisenz von Virus-RNA ist ein Beleg dafiir, dass auch in der asymptomatischen
Phase eine permanente Replikation stattfindet. Dabei besteht eine sehr dynamische Interaktion
zwischen der Infektion von CD47"-Zellen durch freie Viren, Entfernung der Viren und infizier-
ter Zellen durch das Immunsystem, Produktion neuer CD4*-Zellen und der Produktion von
HI-Viren durch infizierte Zellen. Dieser Prozess lduft weitgehend unabhéngig in verschiede-
nen Kompartimenten des Wirts wie Lymphknoten, zentralem Nervensystem und Keimdriisen

ab_l& 19

Die Anzahl an CD4*"-Zellen nimmt stetig weiter ab. Nach einem Zeitraum von zwei bis 15
Jahren, wenn weniger als 400 CD4"-Zellen pro pL Blut geziihlt werden, beginnt die sympto-
matische Phase mit opportunistischen Infektionen. Sinkt die CD4*-Zellen-Zahl unter 200 pro
pL, spricht man von AIDS. Unbehandelt sterben innerhalb von 15 Jahren nach der Infektion

ca. zwei Drittel der Erkrankten an den Folgen der Immunschwiiche.?

1.1.2 Die Bekampfung der HIV-Infektion
Aktuelle Therapie

Die heute verfiigbare hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) fiihrt sehr schnell zu ei-
nem drastischen Abfall des Plasma-HIV-RNA-Levels. Dies ist dem Verschwinden infizier-
ter, aktivierter CD4*-Lymphozyten und der Verhinderung der Neuinfektion zuzuschreiben. 2!
Gelingt es nicht, den HIV-RNA-Level unter 50 Kopien pro mL Plasma zu senken, besteht ein
hohes Risiko, dass resistente Viren entstehen. Patienten, bei denen der HIV-RNA-Level dauer-
haft unter 50 Kopien pro mL Plasma gesenkt wurde, konnen mehrere Jahre symptomfrei leben.

Auch bei sehr effektiv behandelten Patienten wird jedoch eine kontinuierliche Evolution der

persistierenden Viruspopulation beobachtet.??
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Unter HAART normalisiert sich das Erscheinungsbild des Immunsystems. Die Zahl an
CD4*"-Lymphozyten erhoht sich; es kommt zu einer Riickverteilung von Lymphozyten aus
den Lymphknoten in den Blutstrom und oftmals werden opportunistische Infektionen bewél-
tigt. Die daraus resultierende Senkung der Behandlungskosten und die Erhohung der Lebens-
erwartung ist allerdings mit starken Nebenwirkungen der Virostatika und, je nach Krankheits-
stadium, einem anspruchsvollen Therapieschema verbunden, so dass viele Infizierte HAART

aufgeben.

Prinzipiell ist jeder Virusbestandteil, der zur effektiven Replikation beitrigt, ein therapeu-
tischer Angriffspunkt. Im Fall von HIV waren die Reverse Transkriptase (RT) und die virale
Protease die ersten targets.>> Nucleosidischen Inhibitoren der Reversen Transkriptase fehlt
die 3’-OH Gruppe. Sie wirken daher als Terminatoren der DNA-Polymerisation, indem sie
die Bildung der kettenverldngernden 3’-5’-Phosphodiesterbindung verhindern. Seit 1996 sind
auch nicht-nucleosidische RT-Inhibitoren im Einsatz, die allosterisch die DNA-Polymerisation

unterbinden.

Protease-Inhibitoren leiten sich von Peptidsequenzen der viralen Vorlduferproteine ab, die
durch die Protease zu funktionellen Proteinen prozessiert werden. Als Peptidmimetika wei-
sen sie dort nicht spaltbare Strukturen auf, wo die Priproteine zerschnitten werden. Die
Protease-Inhibitoren sind Beispiele fiir therapeutisch eingesetzte Verbindungen, die gegen die
von Lipinski aufgestellte rule of five verstoen. Nach dieser Regel steigt die Wahrschein-
lichkeit, dass ein Wirkstoff eine schlechte orale Bioverfiigbarkeit besitzt, wenn er mehr als
fiinf Wasserstoffbriicken-Donatoren, zehn Wasserstoffbriicken-Akzeptoren, ein Molekular-
gewicht von mehr als 500 g/mol oder einen cLogP-Wert grofler als fiinf aufweist, wobei
cLogP der 10er-Logarithmus des berechneten Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten ist.?*
Bei Protease-Inhibitoren, die Molekulargewichte um 600 g/mol und eine groBe Ahnlichkeit
zur Peptidstruktur besitzen, stellten daher lange Zeit Loslichkeit und orale Bioverfiigbarkeit

Probleme bei der Wirkstoffentwicklung dar.

Im Jahr 2002 ist mit T20 (Handelsname Fuzeon, Trimeris, Inc.) der erste Vertreter einer

weiteren Klasse von Anti-HIV-Wirkstoffen fiir die Therapie zugelassen worden.?>2° T20 ver-
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hindert das Verschmelzen von Virus- und Wirtszellmembran und gehort damit zu den HIV-
Entry-Inhibitoren (siche Abschnitt 1.2).

Angesichts der Kosten von etwa 20000 Euro pro Infiziertem und Jahr und der hohen Anfor-
derungen hinsichtlich Therapietreue ist es fraglich, ob HAART in den Entwicklungsldndern
Erfolg haben wird. In Industriestaaten stellt sich das Problem von Resistenzentwicklungen
bzw. von Patienten, die HAART entweder nicht vertragen oder bei denen keine ausreichen-
de Virenreduktion erreicht wird. Bei einer Produktion von 10'° Virionen pro Tag und einer
Mutationsrate von 10~° Nucleotiden pro Replikationszyklus enthilt jedes neue Genom von
9200 Basen im Mittel eine Mutation.®?”28 Daher sollten pro Tag alle denkbaren Einzelmu-
tationen und viele Doppelmutationen auftreten. Liegt eine unvollstindige Unterdriickung des
Virus bei gleichzeitigem Anpassungsdruck durch die Therapie vor, konnen sich schnell re-
sistente Erreger manifestieren. Ein besonderes Problem stellen dabei latent infizierte Zellen
in pharmakologisch schlecht zuginglichen Kompartimenten wie dem zentralen Nervensystem

und dem Genitaltrakt dar.2"%°

Neue Strategien zur Bekampfung der HIV-Infektion

Um die unter 1.1.2 genannten Probleme zu umgehen, ist es sinnvoll, die Kombinationsbehand-
lung von HIV-Infizierten um weitere Wirkstoffe zu ergiinzen. Targets sind die Rezeptoren, die
am Andockprozess beteiligt sind (siehe 1.2.4), der uncoating-Prozess, die RNAse H Aktivitit
der Reversen Transkriptase, Zinkfingerproteine, die bei der Packung der viralen RNA mitwir-
ken, zelluldre Faktoren, die fiir die Fortsetzung des Zellzyklus benotigt werden, der Import der
viralen cDNA in den Zellkern, der virion infectivity factor und die virale Integrase.

Eine starke Immunantwort im Frithstadium der Infektion korreliert mit einem langsame-
ren Krankheitsverlauf. Diese Beobachtung ist ein wichtiges Argument fiir die Entwicklung
von HIV-Impfstoffen und die Forschung an der therapeutischen Vakzinierung, d.h. der Im-
munisierung nach erfolgter Infektion mit dem Virus. Ein Ansatz ist die strategische Behand-
lungsunterbrechung (STI), bei der durch Aussetzen von HAART auftretende HIV-Antigene

das Immunsystem des Infizierten verstirkt gegen das Virus lenken sollen.?! Die Erfolgsaus-

sichten dieses Konzepts sind allerdings umstritten. Zur therapeutischen Vakzinierung werden
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auBerdem nicht-infektiose Agenzien untersucht. Die Entwicklung eines konventionellen, d. h.
praventiven Impfstoffs gegen das HIV ist besonders fiir Entwicklungsldnder interessant, da
Vakzinierung am ehesten Flichendeckend anwendbar ist. Leider zeichnet sich auch nach iiber
15 Jahren Forschung auf diesem Gebiet auf Grund der extremen Variabilitit des Erregers noch
kein Erfolg ab.?! Im Februar 2003 sind die Ergebnisse einer weltweiten Studie zur Impfung
gegen AIDS veroffentlicht worden, die den verwendeten Impfstoff als weitgehend unwirksam

ausweisen.>?

1.2 Molekularer Mechanismus des HIV-Entry

1.2.1 Beteiligte Proteine
Die viralen Proteine GP120 und GP41

Nach einer vermutlich unspezifischen Anheftung von HIV an seine Wirtszelle (siche Abschnitt
1.2.4) findet die erste spezifische Interaktion zwischen dem viralen Glycoprotein GP120 und

dem humanen CD4-Rezeptor statt.

GP120 liegt auf dem Virion in Form von Trimeren von Heterodimeren aus GP120 und dem
membranstindigen GP41 vor.” Beide Glycoproteine gehen aus dem selben Vorlduferprotein
hervor, sind jedoch im funktionellen Virus nicht mehr kovalent verbunden. GP120 besitzt eine
Masse von 120 kDa, von der etwa 50 % auf den Kohlenhydratanteil entfillt. Eine schematische
Darstellung bietet Abb. 1.4. Durch Sequenzvergleiche wurden fiinf relativ konstante Regio-
nen (C1-C5) und fiinf hypervariable Bereiche (V1-V5) identifiziert. Die konstanten Regionen
bilden diskontinuierliche Strukturen, die in erster Linie an Interaktionen mit GP41 und mit
den Rezeptoren auf den humanen Wirtszellen beteiligt sind. Die ersten vier variablen Regio-
nen bilden exponierte Loops, wobei die dritte hypervariable Schleife (V3-Loop) maligeblich
an der GP120-Co-Rezeptor-Wechselwirkung beteiligt ist. Die genaue Funktion der weiteren
Loops ist noch unklar. GP120 besitzt keine Ahnlichkeit mit Oberfliichenproteinen anderer Re-

troviren.??
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des GP120.

GroBe Teile der Oberfliche von GP120 sind von Kohlenhydraten bedeckt, die von der Gly-
cosylierungsmaschinerie der Wirtszelle angebracht werden. Die wirtseigenen Glycane und die
hohe Variabilitit der Aminosiduresequenz verhindert eine erfolgreiche Bekdmpfung durch das
menschliche Immunsystem.” Strukturelle Details der Interaktion von GP120 mit den humanen

Rezeptoren sind in Abschnitt 1.2.2 beschrieben.

Der CD4-Rezeptor

Der primire Rezeptor fiir HIV auf der menschlichen Immunzelle ist das CD4-Protein.”'* Es
handelt sich um ein integrales Membranglycoprotein mit einer Masse von 55kDa.?* Die Ex-
pression von CD4 auf Zellen des Immunsystems ist ein wichtiges Entwicklungsmerkmal, wie
die Zugehorigkeit zu den ,,CD*- (cluster of differentiation) -Proteinen nahelegt.* CD4 erfiillt

seine natiirliche Aufgabe als Co-Rezeptor des T-Zellrezeptors und bindet an nicht-polymorphe
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Abbildung 1.5: A) Schematische Darstellung der natiirlichen Funktion des CD4-Rezeptors (Modifiziert nach
Janeway, 2001).'6 CD4 verstirkt die Aviditit der Bindung zwischen APCs und T-Helfer Zellen. Nur bei gleich-
zeitiger Interaktion von CD4 mit dem Klasse II-MHC-Protein fiihrt die Erkennung eines prisentierten Peptids
durch den T-Zell-Rezeptor (TCR) zur Aktivierung der Immunreaktion. B) Wechselwirkung des Klasse II-MHC-
Proteins (magenta) mit dem CD4-Rezeptor (cyan, nur D1- und D2-Domine) nach der Rontgenstrukturanalyse
von Wang et. al..’® a-Helices sind als Zylinder, $-Faltblitter als flache Binder dargestellt. Das Klasse II-MHC-
Protein bindet an die gleiche Region von CD4 wie das HIV-Hiillprotein GP120.

Regionen des Klasse [I-MHC-Proteins, das sich auf Antigen-prisentierenden Zellen (APCs)
befindet (siehe Abb. 1.5). Es erhoht die Aviditdt zwischen Thymozyten und APCs und trigt
iiber die Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase p56'°* zur Stimulation der Immunantwort
bei.!?

Der 371 Aminosduren umfassende, extrazelluldre Teil von CD4 gliedert sich in vier Do-
minen (D1-D4), die eine immunglobulinartige Faltung besitzen und insgesamt ein stibchen-
formiges Protein bilden. Der CDR-2 (complementarity determining region) -verwandte Teil
der D1-Domane ist essentiell sowohl fiir die Bindung an das Klasse I[I-MHC-Protein als auch
fiir die Wechselwirkung mit HIV-GP120, wie auch durch Vergleich der Rontgenstrukturana-
lysen der Komplexe von CD4 mit einem Klasse [I-MHC-Protein®® bzw. mit GP120 und dem
Antikorper 17b* (siehe Abschnitt 1.2.2, Abb. 1.6) deutlich wird.
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Die Co-Rezeptoren

Als Co-Rezeptor der HIV-Infektion dienen Sieben-Helix-Transmembranproteine aus der Fa-
milie der Chemokinrezeptoren.'!!? Thre natiirliche Funktion besteht darin, Leukozyten zu Ent-
ziindungsschauplitzen zu fiihren, indem sie Chemotaxis in Richtung auf am Ort der Entziin-
dung ausgeschiittete Chemokine bewirken.'* Fiir die HIV-Infektion sind in vivo nur die Protei-
ne CCRS5 und CXCR4 von Bedeutung, die von Makrophagen bzw. T-Helfer-Zellen exprimiert
werden. In vitro konnen auch andere Vertreter dieser Proteinklasse als Co-Rezeptor dienen.?’
Der Co-Rezeptor bestimmt den Tropismus des Virus. In der asymptomatischen Phase der HI'V-
Infektion werden vorwiegend sogenannte R5-trope Viren isoliert, die CCRS als Co-Rezeptor
verwenden und Makrophagen befallen (daher auch die Bezeichnung M-trop). Mit dem Aus-
bruch der Krankheit AIDS wechselt der vorherrschende Tropismus nach X4, d.h. zur Be-
nutzung von CXCR4 als Co-Rezeptor, so dass vermehrt T-Helferzellen angegriffen werden
(auch T-trop genannt).>®*" Dieser Tropismuswechsel ist eng mit der Glycosylierung des V3-
Loop verbunden. In der Frithphase der Infektion bei noch intaktem Immunsystem dominieren
die R5-tropen Virenstimme, die stdrker glycosylierte V3-Loops besitzen und vom Immunsys-
tem schlecht neutralisiert werden. Sie sind jedoch weniger virulent als die X4-tropen Stimme
aus dem HIV-Endstadium, die weniger N-Glycane tragen und sich vermutlich erst bei einem
stark vorgeschidigten Immunsystem durchsetzen kénnen.*! Unreife Thymozyten tragen so-
wohl CCRS5 als auch CXCR4 und werden daher von beiden Virustypen attackiert. Weiterhin
existieren sogenannte Dual-trope Virenstimme, die beide Co-Rezeptoren zum Andocken nut-

zen konnen.

1.2.2 Die Wechselwirkung von GP120 mit CD4 und dem

Co-Rezeptor

Die erste spezifische Wechselwirkung zwischen HIV und der humanen Wirtszelle findet zwi-
schen GP120 und CD4 statt. In SPR-Experimenten bilden beide Proteine einen 1:1-Komplex.
Fiir vollstiandige, glycosylierte GP120 aus verschiedenen Expressionssystemen wurden Dis-

soziationskonstanten von K = 1 — 35nM fiir die Bindung an CD4 bestimmt.*>#
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Abbildung 1.6: Rontgen-
strukturanalyse eines ter-
niaren Komplexes aus CD4
(cyan, nur Doménen D1 und
D2), GP120-core (rot) und
dem Antikorpers 17b (blau,

Fab-Fragment).33

1998 gelang es Kwong et. al., ein Konstrukt von GP120 mit dem D1-D2-Fragment von
CD4 und dem F,;,-Fragment des CD4-induzierten Antikorpers 17b cozukristallisieren (siehe
Abb. 1.6).>3 In diesem Konstrukt waren N- und C-Terminus um 52 bzw. 19 Aminosiuren
verkiirzt und die variablen Loops V1/V2 und V3 durch kurze, flexible Gly-Ala-Gly-Briicken
ersetzt worden. Auflerdem waren die N-Glycane enzymatisch mit Endo-H bis auf den ersten

GlcNAc-Rest entfernt worden.

Trotz dieser radikalen Manipulationen behilt das sogenannte GP120-core seine Affinitit zu
CD4 (Kp = 190nM) und zu relevanten Antikorpern. Weiterhin zeigt es eine sehr dhnliche
Bindungskinetik beziiglich CD4.* Da der aus der Rontgenstruktur hervorgehende Bindungs-
modus aulerdem konsistent mit den Ergebnissen vieler Mutationsstudien sowohl auf Seiten
von GP120 als auch auf Seiten von CD4 ist, wird davon ausgegangen, dass die Interaktion von

CD4 mit dem GP120-core bzw. mit nativem GP120 weitgehend identisch abliuft.

Die CDR-2-verwandte Region der CD4-D1-Doméne bindet in einer Vertiefung vom GP120,
die sich an der Kontaktfliche des sogenannten bridging sheet mit der inneren und duf3eren Do-
miine befindet. Diese Wechselwirkung bedeckt mit 742 A% des CD4 und 802 A2 des GP120
sehr grofle Flichen beider Proteine. Direkte interatomare Kontakte (d < 3 A) bestehen zwi-

schen 22 Aminosédureresten des CD4 und 26 Resten des GP120, die sich in sechs Peptidab-
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Abbildung 1.7: Peptidsequenzen des GP120-core, die in der Rontgenstrukturanalyse direkten Kontakt zu CD4
haben (rot).?? In grau sind Bereiche des GP120 dargestellt, die fiir die Kristallisation molekularbiologisch ent-
fernt wurden. Die sechs Peptidsegmente TPL, DNAKT, SGGDPEI, NMWQKYV, TRDGG und RPGGGDMRD
sind diskontinuierlich tiber den GP120-core verteilt. TPL und NMWQKYV liegen jedoch in der 3D-Struktur so
dicht beieinander, dass sie mit Hilfe eines einzigen Glycin-Restes verbriickt werden konnen. Das resultierende
Peptid NMWQKV-G-TPL bindet an CD4 und dient in dieser Arbeit als Leitstruktur fiir die Entwicklung von

verbesserten CD4-Liganden.

schnitten diskontinuierlich tiber die Sequenz von GP120 verteilen (sieche Abb. 1.7). Etwa die
Hilfte der Kontakte des GP120 gehen vom Peptidriickgrat aus — ein Grund fiir die Stabilitit

der CD4-GP120-Interaktion angesichts der Beteiligung variabler Regionen.*?

Die Bindung des CD4-Rezeptors fiihrt iiber Konformationsinderungen des GP120 zur
Ausbildung der Co-Rezeptorbindungsstelle. Das Virus wird auf der Zelle fixiert und die
Co-Rezeptorbindungsstelle des GP120 zur Wirtszellmembran orientiert.*>*¢ Die folgende
Wechselwirkung mit dem Co-Rezeptor bringt das Virus nah an die Wirtszellmembran her-
an und bereitet die Fusion vor. Die Interaktion mit den Co-Rezeptoren findet iiber den

V3-Loop und einige hochkonservierte Reste von GP120 statt. Nachdem die Co-Rezeptor-
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Membranfusion nach Chan et. al..*’ Die Interaktion von GP120
mit den Rezeptoren auf der humanen Zelle fithren zur Insertion des Fusionspeptids von GP41 in die Wirts-
zellmembran. Durch eine Konformationséinderung im GP41 werden die Membranen aneinandergezogen und
verschmelzen schliefSlich. Der erste zugelassene HIV-Entry-Inhibitor Fuzeon (T20) inhibiert die Ausbildung des

trimer-of-hairpins, so dass die Membranfusion unterbunden wird.

Bindungskonformation durch CD4 fixiert wurde, ist die Verbindung aus GP120 und GP41

metastabil und zur Membranfusion pridisponiert, *’-°

1.2.3 Die Membranfusion

Der finale Schritt des HIV-Entry ist die Fusion von Virus- und Wirtszellmembran, die durch
das virale GP41 vermittelt wird. Nachdem GP120 an CD4 und den Co-Rezeptor gebunden
hat, kommt es zu einer Umfaltung des trimer vorliegenden GP120-GP41-Komplexes, die zur
Insertion der N-terminalen Fusionspeptide von GP41 in die Membran der Zielzelle fiihrt. In
diesem Stadium 16st sich GP120 aus dem Komplex und es kommt zur Ausbildung einer trimer-
of-hairpins-Struktur aus den C- und N-Peptid Regionen von GP41 — Bereichen, die den mem-
branstindigen Peptiden direkt benachbart sind. Dadurch werden die Membranen von Virus

und Zelle aneinander gezogen und verschmelzen schlieBlich (sieche Abb. 1.8).4%:31
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1.2.4 HIV-Entry-Inhibitoren

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt retroviraler Infektionen ist oft die erste Anheftung
des Virions an die Wirtszelloberflache, die noch vor der spezifischen Wechselwirkung von
Virusproteinen mit Wirtszellrezeptoren stattfindet. Diese erste Assoziation wird vermutlich
durch positiv geladene Bereiche der Virusglycoproteine und negativ geladene Heparansulfat-

Proteoglycane der Zielzellen vermittelt.>°

Prinzipiell konnten auch diese Virus-Zell-Interaktionen durch polyionische Substanzen blo-
ckiert werden. Es ist allerdings bekannt, dass z. B. polyanionische Verbindungen, die aus Ka-
tionentauscherharzen ausbluten, in vitro vielfach biologische Aktivitit vortauschen, die al-
lerdings nicht spezifisch ist und in vivo nicht reproduziert werden kann. AuBlerdem bergen
derartige Substanzen eine Reihe weiterer Probleme wie synthetische Zuginglichkeit, Biover-
fligbarkeit und Toxizitét. Es ist daher fragwiirdig, ob die niederaffine Virus-Zell-Assoziation
tiber polyionische Wechselwirkungen ein realistisches target in der HIV-Bekdmpfung sein

wird.

Die GP120-CD4-Interaktion ist ein attraktives Ziel fiir die Wirkstoffentwicklung. Sie konn-
te einerseits durch Verbindungen blockiert werden, die sich an die CD4-Bindungsstelle
von GP120 heften; andererseits konnten auch Molekiile eingesetzt werden, die die GP120-
Bindungsstelle auf dem CD4-Rezeptor besetzen. Beide Strategien besitzen Vor- und Nachtei-
le: Normalerweise wird versucht, Proteine des Pathogens anzugreifen, da so im Idealfall nur
der Erreger geschiadigt wird und Nebenwirkungen auf Seiten des Wirtsorganismus weitgehend
vermieden werden konnen. Die Entwicklung eines niedermolekularen GP120-Inhibitors wird
jedoch durch mehrere Faktoren erschwert: Die GP120/CD4-Interaktion findet zum grof3en
Teil tiber back-bone-Kontakte statt und ist dadurch relativ tolerant gegeniiber Mutationen, die
wahrscheinlich schnell zur Resistenz gegen einen niedermolekularen Wirkstoff fiihren wiir-
den. AuBlerdem bewirkt die Bindung des CD4-Rezeptors an GP120 eine Umfaltung des vira-
len Proteins, die zur Ausbildung der Co-Rezeptor-Bindungsstelle fiihrt. Ein GP120-bindendes
Molekiil, das in dieser Hinsicht wie der natiirliche Rezeptor CD4 wirkt, konnte die Infektion

Chemokinrezeptor-tragender Wirtszellen sogar erleichtern und wire als Wirkstoff ungeeignet.
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Ein Beispiel fiir einen GP120-Inhibitor ist die 16sliche Form des CD4-Rezeptors (sCD4)
selbst, der in vitro sehr effizient labor-adaptierte Virusstimme neutralisiert.’>>3 In klinischen
Studien war sCD4 jedoch wahrscheinlich auf Grund von zu schlechter Bioverfiigbarkeit und
mangelnder Potenz gegen Primirisolate nicht erfolgreich.’*3° Weiter fortgeschritten ist die
Firma Progenics, die mit einem CD4-IgG-Fusionsprotein (PRO 542) Plasmalevel von HIV in
einer Phase I Studie reduzieren konnte.®>” Es bleibt abzuwarten, ob in diesem Fall die typi-
schen Probleme von Proteinwirkstoffen umgangen werden konnen. Weiterhin ist es gelungen,
mit kleineren Protein- und Peptidkonstrukten das GP120-Bindungsmotiv von CD4 nachzuah-
men.’®>° Die Affinititen dieser etwa 3kDa groBen Molekiile liegen im uM Bereich. Es ist

fraglich, ob sie sich soweit verkleinern lassen, dass sie als Wirkstoffe attraktiv werden.

Der grof3e Vorteil eines Inhibitors, der an den humanen CD4-Rezeptor bindet, ist, dass die-
ses Protein sich nicht veridndert wie das unter hohem Evolutionsdruck stehende Virus. Um
Resistenz zu entwickeln, miisste HIV wahrscheinlich CD4-unabhiéngig werden und gleichzei-
tig seine hohe Effizienz als Virus beibehalten. Sowohl von HIV-1 als auch von HIV-2 wurden
schon CD4-unabhiingige Varianten erzeugt.®*%> Ob diese in vitro kultivierten Virusstimme

gegen das menschliche Immunsystem bestehen konnen, ist jedoch unklar.

Grundsitzlich birgt die Blockierung eines humanen Proteins ein groferes Nebenwirkungs-
risiko als der relativ selektive Angriff auf Bestandteile eines Pathogens. Wie ein Vergleich
der Rontgenstrukturen von CD4 im Komplex mit GP120 bzw. mit murinem Klasse II-MHC-
Protein in Abb 1.9 zeigt, bindet HIV-GP120 in erstaunlich @hnlicher Weise an den CD4-
Rezeptor wie das Klasse I-MHC-Protein, dessen Bindung fiir die natiirliche Funktion des
Immunsystems von grofer Bedeutung ist (siehe auch Abschnitte 1.2.1 und 1.2.2). Es ist daher
zu erwarten, dass ein erfolgreicher Inhibitor der GP120-CD4-Interaktion auch die Bindung
des Klasse II-MHC-Protein verhindern wiirde. Dies konnte Nebenwirkungen wie Immunsup-
pression zur Folge haben. Ob die Vorteile einer weitgehend mutationsunabhédngigen Virusbe-
kdampfung die Nachteile der Nebenwirkungen iiberwiegen, kann jedoch gerade bei einer so

schweren Krankheit wie AIDS erst nach eingehenden Studien entschieden werden.

Es existieren bereits Inhibitoren der GP120-CD4-Interaktion in Form von CD4-bindenden

Antikorperpern. Die Antikorper Leu3A oder OKT4A sind in dieser Hinsicht sehr wirksam,
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Abbildung 1.9: Vergleich der Interaktion von CD4 mit GP120 und mit einem Klasse II-MHC-Protein. A) Ront-
genstrukturanalyse eines terndren Komplexes aus CD4 (cyan), GP120-core (rot) und dem Fab des Antikorpers
17b.3* Der Antikorper ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt. B) Wechselwirkung des murinen
Klasse II-MHC-Proteins (magenta) mit dem CD4-Rezeptor (cyan, nur D1- und D2-Doméne) nach der Rontgen-
strukturanalyse von Wang et. al..’¢ a-Helices sind als Zylinder, 3-Faltblitter als flache Binder dargestellt. Das

Klasse II-MHC-Protein bindet an die gleiche Region von CD4 wie das HIV-Hiillprotein GP120.

fiilhren aber zu einem Riickgang der CD4"-Zellen. Ein anderer Antikdrper namens 5A8 besitzt
diesen Nachteil nicht. Ob es jedoch durch die CD4-Bindung zu immunsuppressiven Effekten
kommt, ist bisher nicht bekannt.%?

Auch die sekundidre Wechselwirkung von GP120 mit Chemokinrezeptoren auf der Wirtszel-
le ist ein Ansatzpunkt fiir die Wirkstoffentwicklung. Die natiirlichen Liganden dieser Rezepto-
ren wie MIP-1¢, Rantes, SDF-1a etc. zeigen antivirale Aktivitit,%*% sind aber therapeutisch
nicht einsetzbar, da sie zu Fieber und Schockreaktionen fiithren. Neben nicht-agonistisch wir-
kenden Antikorpern existieren auch niedermolekulare Inhibitoren der Co-Rezeptoren. Dabei
handelt es sich z. T. um polyionische Verbindungen (AMD3100,% T22,57 ALX40-4C%); es
wird aber auch von typischen Wirkstoffmolekiilen berichtet (TAK-779,% Sch-C?°).

Auch der finale Schritt des HIV-Entrys, die Fusion von Virus- und Zellmembran, kann durch

Peptide oder Proteinkonstrukte verhindert werden, die an die C- oder die N-Peptid Region des
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GP41 binden und so deren gegenseitige Assoziation zur trimer-of-hairpins-Struktur blockie-
ren (siche 1.2.3).5! Mit dem Peptid T20 (Handelsname Fuzeon, Trimeris, Inc.) ist im Jahr 2002
der erste HIV-Entry-Inhibitor zugelassen worden, der nach diesem Prinzip wirkt.?>-2

Die extrazellulare Doméne von GP41 besitzt weiterhin eine hydrophobe Tasche, die mogli-
cherweise zur Bindung von typischen Wirkstoffmolekiilen geeignet ist.”"7! Es wurden bereits
Fusionsinhibitoren auf der Basis von D-Peptiden gefunden, die in diese Tasche hineinpassen

und Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich besitzen.”> 73

1.3 Die peptidische Leitstruktur NMWQKVGTPL als
HIV-Entry-Inhibitor

In Rahmen seiner Doktorarbeit fiel J. Wiilfken auf, dass die in der Primédrsequenz von GP120
weit auseinanderliegenden Sequenzen T'2*PL!?® und N*2*MWQKV**° nach der Rontgen-
strukturanalyse rdumlich dicht zusammenliegen. Die Carboxylgruppe von Val3" lisst sich
mit der Aminofunktion von Thr'?3 durch Einbau eines Glycinrestes verbriicken, ohne die
Orientierung beider Segmente signifikant zu dndern. Das entstehende Decapeptid NMW-
QKV-G-TPL bindet laut Oberflichenplasmonenresonanz- und saturation transfer difference
(STD) NMR-Experimenten mit einer Dissoziationskonstante von K, = 6 mM an den CD4-
Rezeptor. AuBerdem ist das Peptid in der Lage, in vitro die Infektion von peripheren mono-
nucledren Blutzellen durch das HIV zu inhibieren, wobei die Dosisabhingigkeit dieses inhibi-
torischen Effekts mit der vorher genannten Affinitit zu CD4 iibereinstimmt.”* Das Decapeptid
NMWQKVGTPL diente in dieser Arbeit als Leitstruktur, auf dessen Grundlage verbesserte
Liganden des CD4-Rezeptors entwickelt werden sollten.

Mit Hilfe von STD-NMR Experimenten wurde auBBerdem das Bindungsepitop des Deca-
peptids beziiglich CD4 bestimmt. Das Ergebnis ist in den Abb. 1.10 und 1.11 dargestellt.
Gruppen, die starken Kontakt zum Protein haben, zeigen groe STD-Effekte. Im Fall von
NMWQKVGTPL sind das insbesondere das Indolsystem von Trp3, die «- und e-Protonen
von Lys5, sidmtliche Protonen von Val6, die 3- und ~-Protonen von Thr8, die 5-Protonen von

Pro9 und die Methylgruppen von LeulO.
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Abbildung 1.10: STD-NMR-epitope mapping des Decapeptids NMWQKVGTPL. Oben: 1D-STD Experiment;
mitte: STD-TOCSY; unten: STD-HSQC. Rot hervorgehoben: Signale von Protonen mit starkem STD-Effekt;
grau: Protonen, deren Signale nicht sichtbar oder durch Uberlagerung nicht auswertbar waren. Bei den 1D-STD-

Ergebnissen sind zusitzlich in rosa Protonen markiert, die STD-Effekte mittlerer Intensitit zeigen.

Das per STD-NMR bestimmte Bindungsepitop des Decapeptids stimmt weitgehend mit
dem in Abb. 1.11 gezeigten Bindungsmodus iiberein, der sich mit Hilfe von Docking-Studien
aus der Rontgenstrukturanalyse des CD4-GP120-Komplexes ableiten lisst.>*”* Dort liegt die
Seitenkette von Val430gp120 (Valbp entsprechend) in einer hydrophoben Mulde von CD4, die
durch einen Teil des Ringes von Trp62¢p, und die 5-Atome von Arg59cps gebildet wird.
Ahnliche Verhiltnisse findet man fiir Leul25¢p1a9 (LeulOp), dessen Seitenkette mit einer

hydrophoben Fliche des CD4-Rezeptors wechselwirkt, an der die Gruppen Leu61-£, -y und
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Abbildung 1.11: Moglicher Bindungsmodus des Peptids NMWQKVGTPL im Komplex mit dem CD4-Rezeptor.
Dargestellt ist das Ergebnis einer Flexidock-Simulation, in der der Ligand, ausgehend von der Position des zu-
grundeliegenden Tri- bzw. Hexapeptids in der Rontgenstruktur 3 an den Rezeptor gedockt wurde. Protonen, die

einen starken STD-Effekt zeigen, sind als Kugeln hervorgehoben.

0, GIn64-7 sowie Ser60-(3 beteiligt sind. Die Seitenkette von Lys429 ¢p129 (LysSp) weist in der
Kristallstruktur vom CD4-Rezeptor weg. Die STD-Effekte in den Bindungsstudien mit dem
Decapeptid belegen jedoch starke Kontakte zum Rezeptor. Insbesondere die STD-Signale der
Lys5-a- und -e-Protonen, die im STD-HSQC-Spektrum hervortreten, werden plausibel, wenn
sich die Lys5-Seitenkette zum CD4-Protein hin orientiert, damit die e-Ammonium-Gruppe
mit der Carboxylat-Gruppe von Asp63cps wechselwirken kann.

Der vorgeschlagene Bindungsmodus erklirt weiterhin gut die STD-Effekte der Trp3p-a-
und (3-Protonen, da sich die entsprechenden Gruppen von Trp427gp1og in der Kristallstruk-
tur in der Nidhe des Phenylrings von Phe43p,4 befinden. m-m-Wechselwirkungen der beiden

Ringsysteme sind in der gezeigten Bindungskonformation jedoch nicht moglich, so dass die
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sehr starken STD-Effekte auf den Indol-Protonen von Trp3p nicht einfach erklidrbar sind. Glei-
ches gilt fiir die relativ intensiven STD-Signale der Asnl-a, Met2-¢ und Gln4-~-Protonen, die
im 1D-STD-Spektrum beobachtet werden. Insgesamt liegt wahrscheinlich im N-terminalen

Segment ein anderer Bindungsmodus vor.






Methoden

2.1 Saturation Transfer Difference NMR Spektroskopie

Vor kurzem wurde mit der saturation transfer difference NMR Spektroskopie (STD-NMR)
eine Methode entwickelt, die es erlaubt, niedermolekulare Liganden hinsichtlich ihrer Bin-
dungsaktivitit zu makromolekularen Rezeptoren zu untersuchen.”””” Im Gegensatz zu Ver-
fahren wie ELISA, RIA und FACScan, die nur Aussagen iiber die Bindungsaffinitit liefern,
und Methoden wie surface plasmon resonance (SPR, Biacore, siehe 2.4) oder Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie (FCS), mit denen man zusitzlich noch die Bindungskinetik un-
tersuchen kann, erdffnet STD-NMR Einblicke in molekulare Details der Ligand-Protein-
Wechselwirkung.

Das STD-NMR Experiment ist schematisch in Abb. 2.1 dargestellt. Es besteht aus zwei
Teilspektren, einem sogenannten on und einem off resonance Spektrum, deren Differenz das
STD-NMR-Spektrum ergibt. Im on resonance Teil werden Resonanzen eines Makromole-
kiils selektiv gesittigt, d.h. durch Einstrahlung einer passenden Frequenz kommt es zu einer
Gleichverteilung der entsprechenden a- und 3-Spins. Betrachtete man das on resonance Spek-
trum allein und gehorten die beeinflussten Resonanzen nicht zu einem Makromolekiil, wiren
nur die gesittigten Signale im Spektrum ausgeloscht. Da jedoch in Proteinen ab einer Grofle
von ca. 10kDa der Prozess der Spindiffusion sehr effektiv ist, d. h. Magnetisierung sich sehr
schnell — innerhalb weniger 100 ms — iiber das gesamte Molekiil verteilt, kann man durch se-
lektive Sattigung einzelner Resonanzen sédmtliche Signale eines Proteins im NMR-Spektrum
ausloschen.

Durch intermolekularen Sittigungstransfer werden auch Resonanzen von Molekiilen be-
einflusst, die mit dem Rezeptor wechselwirken und zwar, gemif3 der r—5-Abhiingigkeit der

Kreuzrelaxationsrate, desto stirker, je enger die zugehorigen Protonen mit dem Protein in
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Abbildung 2.1: Bestimmung des Bindungsepitops mit Hilfe von Saturation Transfer Difference NMR Spek-
troskopie: Ein Ligand bindet reversibel an ein Protein. Im gebundenen Zustand haben einige Molekiilbereiche
starken Kontakt zum Rezeptor, wihrend andere weit von der Proteinoberfliche entfernt sind. Je enger der Kon-
takt zum Protein ist, desto mehr Séttigung wird iibertragen und desto intensiver sind die resultierenden Signale

im STD-NMR Spektrum.

Kontakt treten. Im zweiten als off resonance Spektrum bezeichneten Teil des STD-NMR-
Experiments liegt der Einstrahlpunkt z. B. bei 40 ppm, so dass keine Proteinsignale getroffen
werden. Das off resonance Spektrum entspricht also einem normalen NMR-Spektrum, wobei
die Einstrahlung notig ist, um Temperaturschwankungen durch die absorbierte Energiemenge
zu kompensieren, die sonst zu Subtraktionsartefakten fithren wiirden.

Wihrend die Resonanzen nicht bindender Molekiile im on und off resonance Spektrum
gleich sind und im Idealfall bei der Differenzbildung zu Null subtrahiert werden, treten die
Ligandsignale hervor und zwar desto stirker, je mehr Sittigung sie unter on resonance Bedin-
gungen erhalten haben, d. h. je enger ihr Kontakt zum Rezeptor ist. Die selektive Sittigung von
Proteinresonanzen ist i. A. kein Problem, da einerseits in geordneten Bereichen Anisotropie-
effekte auftreten, die zu extremen chemischen Verschiebungen fithren. AuBBerdem kommt es
ab einer GroBe von etwa 10kDa zu Linienverbreiterungen, so dass Signalausldufer tiber das
normale spektrale Fenster von O - 12 ppm hinausgehen. Bei einem Einstrahlpunkt von -1 ppm
(-500 Hz bei einem 500 MHz-Spektrometer) und bei Anwendung von selektiven Pulsen wie
z.B. Gauss-Anregung ist eine direkte Sittigung von kleinen Molekiilen mit scharfen Reso-

nanzen unmoglich.
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Mit STD-NMR lassen sich bindungsaktive Substanzen aus komplexen Mischungen identifi-
zieren. Es ist dem prinzipiell dhnlichen trNOE-Screening-Verfahren iiberlegen, da das Protein-
Ligand-Verhiltnis einen weniger kritischen Einflu hat und die Methode mit einer Vielzahl
von NMR-Pulssequenzen kombiniert werden kann.

Die Intensitit des STD-Effekts, der fiir ein bestimmtes Proton beobachtet wird, hiangt von
mehreren Parametern ab. Einige lassen sich durch die Aufnahmebedingungen bzw. die Pro-
benzusammensetzung beeinflussen, wihrend andere sich aus der Kinetik und Thermodynamik
der Ligand-Protein-Interaktion und aus den Relaxationszeiten der beteiligten Protonen erge-
ben.?%8! Gleichung 2.1 beschreibt die Verinderung der Konzentration an noch nicht gesiittig-

tem Ligand cy ., mit der Sdttigungszeit ¢,,; in einem rekursiven Ansatz.®?

t
o (t+1) =cp, (1) — Msat +[ep — coy (O] (1= Rel)  (2.1)

CLiot
mit der Randbedingung
CLunsat (O) = CLtot
und den Abkiirzungen
1
Cer = 5 Kp+cp,, + CE,,

2 2 2
_\/KD + ZKD CLtot + 2KD cEtot + thot - 2 cEtot thot + CEtot

Kory
Krn —
b Kon
_ Rgqtln2
Sat = 1 —e Foss
_Rll"2
Rel = e Fors

CLuneat(t + 1), Konzentration an ungesittigten Liganden zur inkrementierten Sittigungszeit t+1;
CLunsat (1), €ntsprechend zur Zeit t; cgr,, Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes; cz,,,, Gesamt-
konzentration an Ligand; cg,,,, Gesamtkonzentration an Protein; Kp, Dissoziationskonstante; k.

Dissoziationsrate; k,,, Assoziationsrate; R, Sittigungsrate; R;, longitudinale Relaxationsrate
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In diesem Ansatz wird der Aufbau der Sittigung rechnerisch in Zeitintervalle unterteilt, die
der mittleren Aufenthaltsdauer des Liganden in der Bindungstasche entsprechen (In2/k,s).
Die Menge sittigbarer Liganden ergibt sich als ¢y, und hidngt somit von K p und den Kon-
zentrationen an Ligand und Protein ab. Direkt vor der Séttigung des Proteins bei ¢, = 0
liegen alle Ligandmolekiile ungesittigt vor. Mit Beginn der Einstrahlung auf das Protein wird
Siattigung auf Liganden iibertragen, die sich in der Bindungstasche des Proteins befinden. Die
Sittigung strebt mit der Zeitkonstante 1/ R, ihrem Maximalwert zu, wobei dies desto schnel-
ler stattfindet, je stdrker die dipolare Kopplung zwischen Protein- und Ligand-Proton ist.

Nach Ablauf eines Zeitintervalls verlassen die gesittigten Liganden die Bindungstasche.
Diese wird dann wieder mit Ligandmolekiilen besetzt. Gleichung 2.1 beriicksichtigt dabei
durch den Faktor %7227?;‘;“)’ dass zum Zeitpunkt des Sittigungsprozesses schon Ligandmolekii-
le gesittigt oder partiell gesittigt vorliegen und nicht mehr so effizient am Sittigungstransfer
teilnehmen konnen wie ungesittigte Liganden. Durch Erhshung des Uberschusses an Ligand
gegeniiber dem Protein kann man die Wahrscheinlichkeit senken, dass ein Ligandmolekiil
wihrend einer Sattigungsphase mehrfach in die Bindungstasche gelangt, und erreicht so die
maximale Empfindlichkeit des STD-NMR-Experiments.

Einmal gesittigte Ligandmolekiile streben wieder ihrer Gleichgewichtsmagnetisierung zu,
wenn sie nicht mehr an das Protein gebunden vorliegen. Dieser Prozess verlduft schneller bei
einer grofen Relaxationsrate R; (d.h. kurzem 7). Eine rekursive Analyse von Gl. 2.1 fiihrt
zu Gl. 2.2, die die Abhingigkeit des STD-Effekts von den kinetischen GroBen der Bindungs-
reaktion und den NMR-Relaxationsparametern beschreibt.

tsatkoff
—cpr, Sat+cr,,, Rel In2

” cgr Sat + cr,,, (Rel = 1)

= 11— 2.2
CLsat CLtor —CEL Sat —+ ClLiot (Rel — 1) ( )

Definitionen wie bei Gl. 2.1; ¢y, , Konzentration an gesattigtem Liganden; ¢4, Séttigungszeit

Durch Anpassung dieser Gleichung an die STD-Amplifikationsfaktoren, die bei verschie-
denen Ligandkonzentrationen gemessen werden, lidsst sich die Gleichgewichtskonstante der

Komplexbildungsreaktion gewinnen. Dies ist schon durch die Komplexitit der Gleichung re-
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lativ aufwindig. AuBBerdem miissen Annahmen zu Parametern getroffen werden, die nicht
ohne weiteres bestimmt werden konnen (Relaxationsraten, kinetische Konstanten). In dieser
Arbeit wurden Dissoziationskonstanten daher ndherungsweise ermittelt, indem die Gleichung

eines one site binding Modells (Gl. 2.3) an die Messpunkte angepasst wurde.

STD-Amplifikation, - ¢

STD-Amplifikation(c) = o
D &

(2.3)

Im Gegensatz zu Bindungsassays, in denen direkt die Belegung von Bindungsstellen ge-
messen wird, z. B. surface plasmon resonance (SPR) (siehe Abschnitt 2.4) oder ELISA, steigt
beim STD-Experiment der STD-Amplifikationsfaktor durch den Effekt des furn over jedoch
auch bei praktisch vollstindiger Rezeptorbelegung noch weiter an, wenn man den Uberschuss
an Ligand erhoht. Das spitere Erreichen eines Plateaus fiihrt bei dieser Nidherung folglich zu

Dissoziationskonstanten, die gegeniiber den wahren Werten zu hoch liegen.

Die T,-Relaxationszeiten der betrachteten Protonen beeinflussen nicht nur die Abhingig-
keit des STD-Amplifikationsfaktors vom Uberschuss des Liganden, sondern auch die Inten-
sitit des STD-Effekts fiir verschiedene Protonen.®! Ein Proton mit einer langen T;-Zeit kann
mehr Sittigung akkumulieren, als eines, das sehr schnell relaxiert. Dieser Effekt nimmt mit
steigender Sittigungszeit zu, so dass ein epitope mapping anhand von STD-Spektren mit lan-
ger Sittigungszeit unter ungiinstigen Umstédnden, d. h. sehr unterschiedlichen T;-Zeiten der
betrachteten Protonen, nicht die wahren Abstinde der Ligandprotonen zur Bindungstasche
widerspiegelt. Je kiirzer die Sittigungszeit, desto weniger fallen die Unterschiede in den T-

Zeiten ins Gewicht.

Ein zuverldssigeres Mal} fiir die Nihe eines Ligandprotons zur Bindungstasche des Re-
zeptors ist daher eine zur NOE-Aufbaurate analoge STD-Aufbaurate. Hierzu werden mehrere
STD-NMR Spektren mit verschiedenen Séttigungszeiten t,; aufgenommen und die erreichten
STD-Effekte gegen t,,; aufgetragen. Die initiale Steigung dieser Kurven, also die extrapolier-
te Sattigungsrate bei ty,; = 0 ist frei vom Beitrag der Relaxationsrate und damit das beste
Mal fiir die Nédhe des entsprechenden Ligandprotons zum Protein. Der Erfolg dieses Ansat-
zes hingt jedoch entscheidend davon ab, ob man Spektren ausreichender Qualitit bei kurzen

Sittigungszeiten erhilt, bei denen naturgemél nur kleine STD-Effekte erreicht werden.
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Unterschiede in der Sattigung von Ligandprotonen, die sich in gleichem Abstand von der
Proteinoberfliche befinden, konnen sich auBerdem dadurch ergeben, dass die entsprechenden
Bereiche des Proteins verschieden stark durch Spindiffusion mit dem iibrigen Protein verbun-
den sind. Befinden sich in einem Teil der Bindungstasche weniger oder isolierte Proteinpro-
tonen, erhalten Ligandprotonen, die mit ihnen interagieren, weniger Séttigung, als solche, die

mit Bereichen hoher Protonendichte des Proteins wechselwirken.

2.2 Molecular Modelling

Computer sind zu einem unverzichtbaren Werkzeug bei der Entwicklung pharmazeutischer
Wirkstoffe geworden. Mit ihrer Hilfe lassen sich heute dreidimensionale Strukturen von Mole-
kiilen in hoher Qualitit darstellen und ihre physikochemische Eigenschaften berechnen (siehe
Tab. 2.1).

Bei der Analyse von Proteinen und ihren Komplexen werden hauptséichlich kraftfeldbasier-
te Verfahren eingesetzt; die deutlich rechenaufwindigeren quantenmechanischen (ab initio)
Verfahren sind zur Berechnung ganzer Proteine in einem akzeptablen Zeitrahmen noch nicht
in der Lage. Sie werden z.T. jedoch zu hybriden Verfahren kombiniert, in denen z.B. nur
die Bindungstasche eines Enzyms ab initio berechnet wird, wihrend das restliche Protein auf
Grundlage eines Kraftfelds modelliert wird.3* Bei den Kraftfeld-Methoden werden Molekiile
wie ein klassisch-mechanisches Modell behandelt, in dem Bindungslingen und -winkel sowie
elektrostatische und van der Waals Wechselwirkungen durch empirisch bestimmte Potentiale

beschrieben werden.

2.2.1 Receptor-based Drug Design

Ist die 3D-Struktur eines Proteins bereits aufgeklirt, wird das Wirkstoffdesign naturgemif von
diesem detaillierten Bild ausgehen. Am Anfang steht eine genaue Inspektion der Bindungsta-
sche: Wo befinden sich saure oder basische Gruppen? Wo konnen hydrophobe Molekiilteile

wechselwirken?
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Tabelle 2.1: Molecular Modelling in der pharmazeutischen Forschung. 83

Interaktive Computergrafik

Modellierung kleiner Molekiile

Molekiilvergleich

Modellierung von Proteinen

Modellierung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Liganden-Design

Darstellung von 3D-Strukturen

3D Strukturerzeugung (CONCORD,
CORINA)

Molekiilmechanik - Kraftfelder
Molekiildynamik
Quantenmechanische Verfahren
Konformationsanalyse

Berechnung physikochemischer
Eigenschaften

Uberlagerung von Molekiilen nach ihrer
Ahnlichkeit

Volumenvergleich

3D-QSAR (z. B. CoMFA-Methode)

Sequenzvergleiche von Proteinen
Protein-Homologiemodellierung
Simulation der Proteinfaltung
Berechnung von Bindungskonstanten
Docking von Liganden

Suche in 3D-Datenbanken

Struktur-basiertes Ligandendesign
De Novo-Design

Auch diese Arbeit wird durch Computerprogramme unterstiitzt, deren erster Vertreter das

Programm Grid ist.% Es tastet die Oberfliche des Zielproteins mit sogenannten Sonden ab.

Fiir jeden Punkt eines engmaschigen Netzes im Bereich der Bindungstasche wird die Wech-

selwirkungsenergie fiir positiv und negativ geladene sowie fiir neutrale Gruppen berechnet.

Daraus ergeben sich Anordnungen fiir funktionellen Gruppen eines idealen Ligand-Molekiils.

Basierend auf diesen Informationen werden Liganden entworfen und auf Rezeptoraffinitit

und biologische Aktivitit getestet. Mit einer erneuten Strukturanalyse des Protein-Ligand-
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Komplexes beginnt ein weiterer Zyklus im iterativen Prozess der Wirkstoffentwicklung, der

in Abb. 2.2 zusammengefasst ist.

Ein Teilschritt des receptor-based design ist das Einpassen von Liganden in die Bindungs-
tasche eines Proteins. Hierbei konnen einerseits Strukturdatenbanken kleiner Molekiile durch-
sucht werden, um bekannte Verbindungen als neue Liganden des fargets zu identifizieren.
Zusitzlich konnen auch Vorschlige fiir den Bindungsmodus eines bekannten Liganden entwi-

ckelt werden, fiir den noch keine 3D-Struktur im Komplex mit dem Prot