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Zwei neue privilegierte Bausteine und ein
unerwarteter Bindungsmodus fiir
HIV-Protease-Inhibitoren**

Edgar Specker, Jark Bottcher, Hauke Lilie,
Andreas Heine, Andreas Schoop, Gerhard Miiller,
Nils Griebenow und Gerhard Klebe*

Die HIV-Protease ist wahrscheinlich das am intensivsten
erforschte Enzym in der kurzen Geschichte des strukturba-
sierten Wirkstoff-Designs.!!l Uber ein Jahrzehnt hat das
Streben nach effizienteren Inhibitoren die Neugier und das
Talent vieler Wissenschaftler befliigelt.”! Fiir die HIV-Pro-
tease ist in der Literatur eine Zahl von Kristallstrukturen
unterschiedlicher Protein-Ligand-Komplexe beschrieben
worden, die hoher ist als fiir jedes andere Protein. In der
offentlich zugénglichen Proteindatenbank sind bisher mehr
als 200 Strukturen hinterlegt.”! Dank dieser intensiven For-
schung sind mittlerweile neun Arzneistoffe auf den Markt
gebracht worden, die sowohl die Lebensdauer als auch die
Lebensqualitiit vieler HIV-positiver Patienten verbessern.™
Die Euphorie, mit der diese Erfolge anfangs aufgenommen
wurden, ist jedoch mittlerweile abgeklungen, da sich infolge
der mit diesen Wirkstoffen durchgefiihrten Therapie zuneh-
mend virale Resistenzen bildeten.”! Aus diesem Grund
konzentriert sich die aktuelle Wirkstoffforschung auf Inhibi-
toren mit alternativen Grundgeriisten, die auch zu den
Mutanten mit Resistenzen gegen herkommliche Wirkstoffe
hoch affin sind.

Kann man im Fall eines so griindlich untersuchten Mit-
glieds der Aspartylproteasefamilie noch neue Inhibitions-
prinzipien entdecken? Auf der Suche nach neuen privilegier-
ten Bausteinen zur Adressierung des konservierten Bin-
dungsepitops der Aspartylprotease haben wir zwei neue
Leitstrukturen entworfen und synthetisiert, die Aminohydro-
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turen wurden entwickelt, um an das konservierte katalytische
Zentrum der gesamten Aspartylproteasefamilie und an die
Peptiderkennungsmotive, die fiir die Substraterkennung ver-
antwortlich sind, zu binden. Ihre mafB3geschneiderten Seiten-
ketten sollten zudem einfach variierbar sein, um auf diese
Weise die unterschiedlichen Substratbindungstaschen des
Proteins systematisch ausfiillen zu kénnen.

Bis zum heutigen Tag ist eine Vielzahl von Geriistbau-
steinen zum Aufbau von HIV-Protease-Inhibitoren entwi-
ckelt worden (Abbildung 1). Mit den Inhibitoren der ersten
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Abbildung 1. Hiufig verwendete Geriistbausteine zum Adressieren des
katalytischen Zentrums von Aspartylproteasen; a) klassische Uber-
gangszustandsmimetika, die in peptidmimetische Inhibitoren einge-
baut wurden; b) neu entwickelte Inhibitoren zur Adressierung von
Aspartylproteasen, insbesondere der HIV-Protease.

Generation wurde die Struktur des bei der Peptidspaltung
durchlaufenen, tetraedrischen Ubergangszustands nachge-
ahmt. Bei der zweiten Generation von HIV-Protease-Inhibi-
toren wurde dagegen vor allem versucht, das an der Sub-
stratbindung Dbeteiligte Strukturwasser in das Inhibitor-
Design einzubeziehen,®”! das im Fall der substratanalogen
Inhibitoren die Protein-Ligand-Wechselwirkung vermittelt.
Ende der neunziger Jahre wurde bei Roche mit einem
Hochdurchsatz-Screening das Piperidingrundgeriist als viel-
versprechender privilegierter Baustein fiir die Adressierung
des katalytischen Zentrums in Renin entdeckt.”

Unser Design der Aminohydroxysulfone wurde von vier
unterschiedlichen Strukturelementen, die Teil bereits be-
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kannter Inhibitoren diverser Aspartylproteasen sind, beein-
flusst (Schema 1): Im Vergleich zum Hydroxyethylenaminge-
riist des HIV-Protease-Inhibitors Amprenavir (1)) wurde bei
den Aminohydroxysulfonen das mit einer sec-Butylgruppe
substituierte Stickstoffatom in der a-Position durch ein
Kohlenstoffatom ersetzt; dies ist analog zur entsprechenden
Sulfonfunktion des Renin-Inhibitors 2, bei der allerdings
wiederum der Substituent zur Adressierung der S1’-Tasche
fehlt."”! Von den zentralen Bausteinen des Cathepsin-D-
Inhibitors 3! und des p-Secretase-Inhibitors 4" gelangt man
formal durch den Austausch der Amidbindung bzw. der
Ketofunktion gegen ein Methylensulfonfragment zu unseren
Aminohydroxysulfonen. Fiir den Test der Aminohydroxysul-
fone auf ihr Potenzial als neue Leitstruktur fiir die Inhibition
der HIV-Protease wurde das vorgestellte Zentralgertiist mit
den bereits fiir die Inhibitoren 1-4 optimierten Seitenketten
fiir die Substratbindungstaschen S2-S2" ausgestattet.

Mit dem Design der Pyrrolidinmethanamine wollten wir
zwei Strukturprinzipien miteinander verbinden: Zum einen
kopieren wir die klassischen peptidmimetischen Substratana-
loga wie Pepstatin (5, Schema2),"*" und zum anderen
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mochten wir aus dem neu entwickelten Inhibitortyp (siehe
Abbildung 1) das cyclische Amin zur Adressierung der
zentralen Position zwischen den katalytischen Aspartaten
iibernehmen. Die Hydroxygruppe des Statins koordiniert
direkt an die beiden gegeniiberliegenden Aspartatreste; diese
Hydroxygruppe wollen wir durch ein Pyrrolidingrundgeriist
ersetzen, das dann symmetrisch in Richtung auf die N- bzw.
C-terminalen Subtaschen erweitert wird. Dabei sollen die
Seitenketten verwendet werden, die auch in den substratana-
logen Inhibitoren vorkommen. Diese Inhibitoren (z.B. Pep-
statin 5, Schema 2) bilden Wasserstoffbriicken von ihrem
Peptidriickgrat zu den Flap-Regionen der Proteasen, was
durch zahlreiche Kristallstrukturen belegt ist. Im Fall der
HIV-Protease wird dieser Kontakt iiber das erwéhnte Struk-
turwassermolekiil zu den Amidfunktionen der Isoleucinreste
Ile A50 und Ile B50 vermittelt, in Cathepsin D bildet der
Inhibitor hingegen direkte Wasserstoffbriicken zu den Amid-
funktionen von Gly79 und Asp87. Zum Test der Pyrrolidin-
methanamine auf ihre Eignung als neue privilegierte Struktur
fiir Aspartylproteasen wurde die zentrale Pyrrolidinfunktion
mit den bereits fiir den HIV-Protease-Inhibitor Amprenavir
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Schema 1. Design der Aminohydroxysulfone in Anlehnung an Strukturelemente bereits bekannter Aspartylprotease-Inhibitoren.
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Schema 2. a) Wasserstoffbriicken von Pepstatin (3) im katalytischen
Zentrum der HIV-Protease; b) Wasserstoffbriicken von 3 im katalyti-
schen Zentrum von Cathepsin D; c) Pyrrolidinmethanamine und ihre
Wasserstoffbriicken im katalytischen Zentrum einer Aspartylprotease.

(1) optimierten Seitenketten dekoriert. Eine diastereoselek-
tive Synthese fiihrte zu den Racematen der vorgestellten
Zielverbindungen. Diese Synthese wird an anderer
Stelle beschrieben.

In der Serie der Aminohydroxysulfone wurde
fiir das Racemat von 6 (Abbildung 2) ein K-Wert
von 80 nMm fiir die Inhibierung der HIV-Protease
bestimmt. Nach der Racemattrennung konnte fiir
das stdarker bindende Enantiomer ein K-Wert von
45 nM ermittelt werden. Um zu priifen, ob der im
urspriinglichen Design vorgegebene Bindungsmo-
dus von 6 auch tatsdchlich so beobachtet wird,
haben wir die Kristallstruktur des Komplexes mit
der HIV-Protease bestimmt (Tabelle 1). In Abbil-
dung 3a sind die Komplexe der HIV-Protease mit
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dem stirker bindenden Enantiomer (S,R,S)-6 einerseits und
mit Amprenavir (1) andererseits iiberlagert. Der Komplex
mit 1 fungierte dabei als Referenz wéhrend unseres Designs.
Beide Inhibitoren wechselwirken iiber ihre zentralen OH-
Gruppen mit den Aspartatresten und bilden mit ihren
Carbonyl- und Sulfonylfunktionen Wasserstoffbriicken zum
Strukturwassermolekiil der HIV-Protease. Die S1-Tasche
(Leu A23, ProA81, Val A82, Ile A84) wird nahezu identisch
mit den Benzyl- bzw. Brombenzyl-Seitenketten von 1 und 6
besetzt. Der sterisch anspruchsvolle meta-Brom-Substituent

Tabelle 1: Datensammlung und Verfeinerungsstatistik fiir die Komplexe
6und 7.

HIV1-Komplex  HIV1-Komplex
mit 6 mit 7
Auflésung [A] 25-1.73 20-1.5
Raumgruppe P2,2,2 P2,2,2,
Zellkonstanten [A] a=57.9 a=51.9
b=85.8 b=57.7
c=46.8 c=62.2
Schale mit hochster Auflosung [A]  1.76-1.73 1.53-1.5
Zahl der gemessenen Reflexe 101892 109029
Zahl der unabhingigen Reflexe 24462 29849
Vollstandigkeit der Daten [%] 97.6 (79.2)1 97.5 (77.3)1
Ijo 12.8 (1.7)¥ 18.6 (1.6)1
Reym [%] 7.8 (45.2)% 6.3 (54.0)1
verfeinerte Reste 198 198
verfeinerte Ligandatome 40 41
verfeinerte Wassermolekiile 207 190
verfeinerte Glycerolmolekiile - 2
verfeinerte Cl™-lonen 3 2
Auflésung in der Verfeinerung [A] 8-1.73 8-1.5
Ryt (F>40F,; F,) 16.7; 20.1 16.7; 18.1
Rea (F>40F,; F,) 21.0; 24.7 22.0; 23.6
Durchschnittlicher B-Wert [A?] 17.2;14.6 16.7; 19.0
(Proteinkette A; B)
Hauptkette [A?] 12.8;11.4 13.1;15.8
Seitenketten [A?] 22.1;18.0 20.6; 22.5
Ligand [A?%] 23.0 33.0
Wasser [A7] 28.1 29.0
Glycerol [A%] - 52.8
Cl-lonen [A? 18.3 20.2
Ramachandran-Diagramm
besonders bevorzugt [%)] 95.6 94.9
zusatzlich erlaubt [%] 4.4 5.1
allgemein erlaubt [%)] 0 0
verboten [%)] 0 0

[a] Werte in Klammern beziehen sich auf die Schale mit héchster
Auflssung.

W

(RR)-T7

(5.R,5)-6 Br

Racemat von 7: Ki=1.5 um

Racemat von 6: K= 80 nm
(8,R,8)-6: Ki= 45 ™

Abbildung 2. Strukturformel von (S,R,S)-6 and (R,R)-7 mit den entsprechenden K-
Werten fiir die Inhibierung der HIV1-Protease.
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Abbildung 3. a) Uberlagerung von (S,R,S)-6 und 1 im Komplex mit der
HIV1-Protease; b) Bindungsmodus von 7 mit dem Pyrrolidin-Stickstoff
in der zentralen Position zwischen den beiden Aspartatresten; die Dif-
ferenzelektronendichte (Konturniveau: 10) ist als blaues Netz darge-
stellt; c) Uberlagerung der Komplexe 6 und 7 zur Darstellung der star-
ken Verzerrung der Flap-Region von 7; d) Uberlagerung beider Ligan-
den zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Besetzung der jeweiligen
Subtaschen der Protease; €) und f) Schnitt durch die Bindungsmodi
von 6 (e) und 7 (f), gezeigt ist die Besetzung der Subtaschen S2-S2’
durch die Seitenketten der Inhibitoren; Proteinoberfliche in WeiR,
Ligandoberfliche in Orange.

von 6 ragt in die angrenzende Losungsmittelumgebung, ohne
eine konformative Adaption des Proteins herbeizufiihren.
Die para-Aminophenyl- (1) bzw. para-Fluorphenyl-Seiten-
ketten (6) besetzen die S2’-Tasche in nahezu identischer
Weise. Der para-Fluor-Substituent von 6 bildet keine Was-
serstoffbriicke zum benachbarten Aspartatrest, wie sie im
Komplex von 1 ausgehend von dessen Aminogruppe zu
beobachten ist. Der sec-Butyl-Substituent der Aminogruppe
von 1 und der sec-Butyl-Rest am a-C-Atom der Sulfon-
Einheit von 6 richten ihre terminalen Methylgruppen in sehr
ghnlicher Weise in die S1’-Tasche (Leu A23, Gly A27, Ile B81,
ValB82, Ile B84). Die beiden Inhibitoren unterscheiden sich
in der GroBe der in der S2-Subtasche (AlaB28, ValB32,
Ile B47, Tle A50) lokalisierten Seitenkette: Wéhrend 1 mit
einer Tetrahydrofuranfunktion ausgestattet ist, verfiigt 6 iiber
eine sterisch anspruchsvollere 2,6-Dimethylphenoxy-Seiten-
kette, die mehr Raum in der S2-Tasche einnimmt!"! und iiber
die von 1 besetzte Region hinaus in das umgebende Losungs-
mittel ragt. Trotz dieser Variationen der Seitenketten sind
kaum konformative Unterschiede oder induzierte Anpassun-
gen des Enzyms zu erkennen.

Das Aminohydroxysulfongeriist von 6, entwickelt anhand
eines konservativen Designkonzepts und aufbauend auf
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bekannten Inhibitoren, nimmt damit den erwarteten Bin-
dungsmodus ein. Es wird ein 75-facher Affinitidtsabfall beob-
achtet, vermutlich hervorgerufen durch das Bromatom der
meta-Brombenzyl-Seitenkette, das im gebundenen Zustand
teilweise dem Losungsmittel ausgesetzt bleibt und durch
seine unvollstindige Desolvatisierung die Bindung schwicht.
Des Weiteren scheint der enge Wasserstoffbriickenkontakt
der para-Aminophenyl-Seitenkette von 1 zu der Carboxy-
funktion von Asp30 giinstiger zu sein als der eher repulsive
Kontakt des Asparaginrestes zum polarisierten para-Fluor-
phenylrest in 6.

Wihrend das recht konservative Design der Aminohy-
droxysulfone zu einem Zentralbaustein fiihrte, der dem
natiirlichen Substrat einer gestreckten Peptidkette &hnelt,
hat das Pyrrolidinmethanamingeriist kaum strukturelle Ver-
wandtschaft mit einem Peptid. Docking-Studien lieBen auf
einen Bindungsmodus schlieBen, der jenem von klassischen
substratanalogen Inhibitoren dhnlich ist. Das Racemat von 7
(Abbildung 2) inhibiert die HIV-Protease mit einem K;-Wert
von 1.5pum. Die Cokristallisation der HIV-Protease mit
diesem Racemat ergab, dass das R,R-Enantiomer an das
Protein gebunden wird (Tabelle 1). Wie erwartet besetzt das
vermutlich protonierte Stickstoffatom des Pyrrolidinrings die
zentrale Position zwischen den beiden Aspartatresten und ist
somit ein optimales Mimetikum fiir die Hydroxygruppe von
z.B. 6 (Abbildung 3b). Uberraschenderweise bindet (R,R)-7
aber — trotz der Ahnlichkeit der Seitenketten — in einem
neuen, unerwarteten Modus an das Protein: Das Struktur-
wasser wird aus der Bindungstasche verdringt, und der
Inhibitor bildet iiber eines der Sulfoxysauerstoffatome eine
Wasserstoffbriicke zu dem Amid-Stickstoffatom von Ile A50.
Zwischen der Carbonylgruppe der Amidfunktion des Inhibi-
tors und dem Enzym gibt es keine polaren Kontakte, und
infolgedessen richtet sich das Amid-Stickstoffatom von
Ile B50 zu der Carbonylgruppe des Ile-A50-Restes der be-
nachbarten Polymerkette aus und stabilisiert das Dimer in der
Flap-Region. Eventuell fungiert diese zusitzliche Wasser-
stoffbriicke als Ersatz fiir die entfallene Wasserstoffbriicke
zum verdringten Strukturwasser. Diese ungewohnliche
Struktur wird von einer signifikanten Verzerrung (bis zu
4.9 A) des Proteins in der Flap-Region im Vergleich z.B. zu
Komplex 6 begleitet (Abbildung 3c). Die Seitenketten von 7
wurden analog zu denen von 6 ausgewdhlt, um in die
Subtaschen S2-S2’ zu passen.

Der Inhibitor 7 zeigt im Vergleich zu 6 eine vollig andere
Orientierung in der Bindungstasche. Nur in den Subtaschen
S1 und S2’ kann eine zum Teil d4hnliche Besetzung festgestellt
werden (Abbildung 3d-f): So beherbergt die S1-Tasche
(LeuA23, ValAS82, ValA84, GlyB48, GlyB49) die sec-
Butyl-Seitenkette von 7 in dhnlicher Weise wie die meta-
Brombenzyl-Seitenkette von 6. Der Phenylsulfonamid-Sub-
stituent ist in der S2'-Tasche (AlaA28, ValA32, Ile A84,
Ile B50) lokalisiert, die im Fall von 6 mit der para-Fluorphe-
nyl-Seitenkette besetzt wird. Die zwei verbleibenden Seiten-
ketten, die N-Benzyl- und die 2,6-Dimethylphenoxy-Gruppe,
besetzen die aufgeweitete S1’-Tasche und ragen in den
angrenzenden Losungsmittelraum. Der N-Benzyl-Substituent
reicht nur wenig in die S2-Tasche, die praktisch unbesetzt
bleibt. An der Bindung dieser Seitenketten von 7 sind die
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folgenden Aminoséduren beteiligt: Ile ASO, ValB32, Ile B47,
Ile B54, Thr B8O, ProB&81, Val B82, Ile B&4.

Interessanterweise kristallisieren 6 und 7 in zwei unter-
schiedlichen Raumgruppen, P2,2,2 bzw. P2,2,2,. Entspre-
chend wire es denkbar, dass die beobachteten Unterschiede
zwischen beiden Strukturen durch Kristallpackungseffekte
hervorgerufen werden; allerdings weist keine der bisher
bekannten Strukturen in einer der beiden Raumgruppen
eine dhnliche konformative Adaption der Flap-Region auf
wie der Komplex mit 7. Zusitzlich verglichen wir die Anteile
der bei der Bindung vergrabenen Ligandenoberfliche in den
Komplexen:" In 1 und 6 stehen 95% der Ligandenoberfli-
che in engem Kontakt mit dem Protein, bei 7 nur 85 %. Dieser
deutlich kleinere Wert fiir 7 ist im Einklang mit der Beob-
achtung, dass die volumindse 2,6-Dimethylphenoxy-Seiten-
kette in die Losungsmittelumgebung hineinreicht. Im Fall von
6 besetzt eine kurze sec-Butyl-Gruppe diese Tasche, die jeden
Losungsmittelkontakt vermeidet.

Es ist uns gelungen, zwei neue Leitstrukturen, die Ami-
nohydroxysulfone und die Pyrrolidinmethanamine, zu entwi-
ckeln, die das konservierte Bindungsmotiv der Aspartylpro-
teasen adressieren. Die Bindungsmodi der beiden Geriiste,
die mit fiir HIV-Protease-Inhibitoren optimierten Seitenket-
ten dekoriert sind, konnten rontgenographisch aufgeklért
werden. Eine detaillierte Analyse der Konformation im
Protein-Inhibitor-Komplex und der Wechselwirkungen mit
dem Protein wird dabei helfen, den beobachteten Bindungs-
modus zu erkldren und eine strukturbasierte Optimierung des
Ligandengertiistes zur Verbesserung der Bindungsaffinitit
vorzunehmen. Die neue Leitstruktur bietet die Chance, die
aufgetretenen viralen Resistenzen zu iiberwinden, denn
obwohl eine Subtasche unbesetzt bleibt, verfiigt der Inhibitor
noch iiber eine hinreichende inhibierende Wirkung — damit ist
dem Virus zumindest die Option genommen, sich iiber
Mutationen in dieser Subtasche einen Resistenzvorteil zu
verschaffen. Die induzierte Konformationsdnderung tritt
zudem in einem Bereich auf, in dem Mutationen wahrschein-
lich mit dem Verlust der Aktivitit der Protease einhergehen.

Wirkstoff-Designer konnen aus dieser Arbeit einige
Lehren ziehen: Der Bindungsmodus von 6,7 entwickelt
iiber ein eher konservatives Design, wurde im Hinblick auf
die Stereochemie von 6 richtig vorhergesagt — die Seitenket-
ten werden tatsdchlich in den dafiir vorgesehenen Subtaschen
angetroffen. Das Gegenteil ist im Fall von 7 zu beobachten:
Die Substitution der Ubergangszustands-analogen Hydroxy-
gruppe durch die Pyrrolidinfunktion wurde zwar erfolgreich
vorhergesagt, aber die Seitenketten, die analog zu 6 ausge-
wihlt wurden, platzieren sich in andere Subtaschen. Zudem
wurde der Inhibitor symmetrisch mit zwei Acceptorgruppen
ausgestattet, die an das Strukturwasser binden sollten, dieses
wurde jedoch stattdessen aus dem Komplex verdriangt. Es
bleibt festzustellen, dass an dieser Stelle Design und Docking
nicht in der Lage waren, den Bindungsmodus korrekt vor-
herzusagen. Ohne die Anwendung rontgenographischer Me-
thoden wire die Diskrepanz zwischen Design und Experi-
ment nicht festgestellt worden. Mit etwas Gliick hétte hochs-
tens eine aufwidndige und langwierige, aber im Einzelnen
nicht wirklich schliissige Aufstellung von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen Hinweise auf die bestehende Diskrepanz gege-
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ben. Dies zeigt deutlich die Grenzen des Computerdesigns
auf und unterstreicht die Unverzichtbarkeit von Experimen-
ten.
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