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Das viral codierte Rev-Protein (Rev) des humanen Immun-
defizienzvirus Typ-1 (HIV-1) tibernimmt eine entscheidende
Rolle bei der viralen Replikation, indem es den Transport von
ungespleifiter und partiell gespleifter viraler RNA aus dem
Zellkern in das Zytoplasma infizierter Zellen reguliert."”!
Dabei bindet Rev zuerst an einen spezifischen Bereich der
mRNA von HIV-1 - das Rev-Erkennungselement RRE (Rev
responsive element) in der Stammschleife IIB (Abbildung 1).
Anschlieend lagern sich ca. zehn weitere Rev-Molekiile
iiber Protein-Protein- oder Protein-RNA-Wechselwirkungen
zusammen und bedecken so das komplette RRE.P! Wegen
ihrer Bedeutung fiir die virale Replikation ist die Wechsel-
wirkung zwischen Rev und RRE ein interessantes, bisher
jedoch ungenutztes Target fiir die antivirale Therapie.

Fir die Rev-Erkennung der hochaffinen RRE-Bin-
dungsstelle ist eine kleine N-terminale argininreiche Doméne
aus 17 Aminosiuren zustindig (Abbildung 1, unten).” NMR-
spektroskopische und biochemische Untersuchungen erga-
ben, dass durch Veridnderungen der regelméfligen A-Kon-
formation in RRE-RNA eine tiefe Furche gebildet wird, die
durch das Peptid erkannt wird.”® In ungebundener Form
liegt das Protein ungefaltet vor, nimmt aber im Komplex mit
RRE eine a-helicale Konformation an.*? Bisher beschriinkte
sich die Suche nach RRE-bindenden Wirkstoffen haupt-
sdchlich auf Derivate bekannter Aminoglycosid-Antibiotika,
auf Diphenylfurane und auf dhnliche Verbindungen, die in
der zuginglichen flachen Furche der DNA binden,"” z.B.
Proflavine.'"?) Allerdings konnte noch kein Inhibitor ge-
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Abbildung 1. Links: Réntgenkristallstruktur von Rev (griin) im Komplex
mit RRE IIb des HIV-1 (PDB-Nr. 1ETF). Mitte: wichtige Aminosiure-
reste in Rev (griin), die in der tiefen Furche von RRE (rote Oberfliche)
binden. Rechts: Sekundirstruktur der Rev-Bindungsstelle RRE I1b, wie
sie in den EMSA-Untersuchungen verwendet wurde, sowie der modifi-
zierten RRE IIb, wie sie in den NMR-Studien verwendet wurde. Unten:
Sequenz der argininreichen RNA-Bindungsdomine (Rev34-50) des
HIV-1-Rev-Proteins.

funden werden, dessen Wirksamkeit und Selektivitit eine
weitere Entwicklung gerechtfertigt hétte.

Ausgehend von dem kiirzlich erfolgreich angewendeten
Konzept, ein a-helicales Strukturelement in P53 durch eine (3-
Haarnadelschleife (B-Hairpin) nachzuahmen und damit die
P53-HDM2-Wechselwirkung zu hemmen,”! berichten wir
hier tiber einen neuen Ansatz zur Hemmung der Rev-RRE-
Wechselwirkung, der auf der Anwendung von konformativ
eingeschrinkten [-Hairpin-Peptidmimetika als Inhibitoren
beruht. Dabei gehen wir davon aus, dass ein -Hairpin ein
robustes Strukturgeriist ist, das die wichtigen Gruppen fiir die
RRE-Erkennung in dhnlicher Anordnung zur RNA présen-
tiert wie das a-helicale Geriist der basischen Rev-Doméne
mit seinen energetisch wichtigen Aminosiureresten Thr*,
Arg®, Arg®, Arg”, Asn* und Arg" (Abbildung 1)."! Um
diese Hypothese zu testen, wurde zuerst eine kleine Familie
cyclischer B-Hairpin-Peptidmimetika (BIV-1 bis BIV-8), die
bereits in einer fritheren Arbeit beschrieben wurden, auf ihre
Fiahigkeit untersucht, das o-helicale Rev-Protein nachzuah-
men.”!

Die RNA-Bindungssequenz des Rev-Proteins weist eine
dhnliche argininreiche Doméne auf, wie sie auch bei den Tat-
Proteinen des bovinen Immundefizienzvirus (BIV) und des
HIV auftritt, die zur gleichen Proteinklasse wie das Rev-
Protein gehoren. Kiirzlich war es uns gelungen, ein BIV-Tat-
Protein durch makrocyclische Peptidmimetika nachzuahmen,
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die ein @-Hairpin induzierendes D-Pro-L-Pro-Strukturmotiv
enthalten (Abbildung 2, links).">!%/ In Anbetracht der groBen
Ubereinstimmung zwischen den argininreichen Regionen der
Tat- und Rev-Proteine haben wir die gleichen vom BIV-Tat-
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Abbildung 2. Links: 2:2-Prototyp eines -Hairpin-Mimetikums (Amino-
sdurereste 1-12, gekuppelt an ein b-Pro-L-Pro-Motiv). Mitte und
rechts: Modell eines B-Hairpins (gelb), tiberlagert auf das helicale Rev-
Peptid (cyan). Die C(f)-Atome der dargestellten Seitenketten bilden
die Ankerpunkte fiir die Uberlagerung. Das Riickgrat des B-Hairpins
kann als Geriist verwendet werden, um die Seitenketten in einer zum
helicalen Peptid dhnlichen Anordnung auszurichten.

Protein abgeleiteten Peptidmimetika fiir In-vitro-Tests der
Bindung an RRE mithilfe eines elektrophoretischen Mobili-
titsassays (EMSA) in Polyacrylamid untersucht.'>'%1 Als
Positivkontrolle wurde jeweils das vom Rev-Protein abgelei-
tete Peptid (Rev34-50) eingesetzt.!! In Gegenwart eines
groBen Uberschusses (280 ugmL™") von E.-coli-tRNA, der als
Kontrolle fiir eine unspezifische Bindung eingesetzt wird,
liegt die mit EMSA bestimmte Dissoziationskonstante (K)
des Rev-abgeleiteten Peptids bei 100 nm (Abbildung 3).
Ohne den tRNA-Uberschuss ergibt sich ein K -Wert fiir die
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Abbildung 3. Oben: EMSA fiir die Bindung des Wildtyp-Rev-Peptids an
RRE (1 nm). Unten: Inhibition des Rev-Peptids (0.1 um) im Komplex
mit RRE (1 nm) durch das Peptidmimetikum BIV-5 (alle Konzentrati-
onsangaben in um). Die unteren Binder entsprechen ungebundener,
die oberen gebundener RNA.
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Rev-RRE-Bindung von ca. 20 nM, der mit fritheren Befunden
in Einklang ist."

Unter den Peptidmimetika, die in dieser Weise untersucht
wurden, zeigte BIV-5 mit einem K-Wert von 300 nMm die
hochste Affinitdt zu RRE in Gegenwart von tRNA (Daten
nicht angegeben). Damit ist der K ,-Wert fir BIV-5 nur
zweimal hoher als der unter gleichen Bedingungen gemessene
Wert fiir das Wildtyp-Rev-Peptid (Tabelle 1). Zwei weitere
Verbindungen, BIV-2 und BIV-7, die an RRE mit K;-Werten

Tabelle 1: Sequenzen der Peptide BIV-5 und R-01 bis R-28 und mit EMSA
bestimmte Affinitaten fiir die Bindung an RRE.®

Mimetikum Position Ky
1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 [uMm]
BIV-5 R RGTUR G K R RI G R 03
R-01 W R R RAT PR QRN R R 1
R-02 W R R RAP PR QRN R R 1
R-03 W R R RGP PR QRN R R 05
R-04 W R R RV P PR Q RN R R 1
R-05 W R R RA G PR Q RN R R 04
R-06 W R R RA G K QRN R R 03
R-07 W R R RAT PR GRN R R 03
R-08 W R R RA P PR GRN R R 05
R-09 W R R RGP PR GRN R R 05
R-10 W R R RGT PR QRN R R 07
R-11 W R R RV G R Q RN R R 05
R-12 W R R RA S PR Q R N R R 04
R-13 W R R RAK G QRN R R 02
R-14 W R L RAIK G QRN R R nd
R-15 W R QRAK G QRN R R nd
R-16 W R R RA K G QRN R V 05
R-17 W R L RAPRG QRN R R 04
R-18 W R L RAIK K QRN R R 03
R-19 W R K RAG K QR N R R 04
R-20 W R K RA K G QRN R R 02
R-21 W R R RAPRG QRN R R 05
R-22 W R L RAPRG KRN R R 025
R-23 W R R RA G R QRN R R 015
R-24 R RL RAPRG QRNR R 01
R-25 R RLRAIK G QRN R R 01
R-26 R VR RA K G QRN R R 03
R-27 R CR RA K G QRR C R 01
R-28 K RQRT K G R RL O R o01

[a] Die Positionen 1-12 beziehen sich auf die Aminosaurereste 1-12, die
an eine D-Pro-L-Pro-Einheit gekuppelt sind (Abbildung 2, links). Die
Dissoziationskonstanten (K,) wurden in Gegenwart eines groRen Uber-
schusses (280 ugmL™") an E.-coli-tRNA bestimmt, der als Kontrolle fur
unspezifische Bindungen verwendet wird. Die Reaktionen wurden in Tris-
HCl-Puffer (50 mm, pH 8.0), KCl (50 mm), Dithiothreitol (200 mm) und
Triton X-100 (0.05%) ausgefiihrt. nd: keine Bindung nachweisbar.

im unteren mikromolaren Bereich binden (Daten nicht an-
gegeben), wurden identifiziert. Alle anderen Mimetika
gingen keine Bindung ein, auch nicht bei hohen mikromola-
ren Konzentrationen. Fiir die Bindung an das BIV-TAR-
Motiv wurde bereits gezeigt, dass BIV-2 der stdrkste Ligand
(K4=0.15 um) ist, gefolgt von BIV-5 (K, =1-2 pm); fiir BIV-7
wurde hingegen keine Bindung detektiert.'”) BIV-5 wurde
weiterhin in einem Inhibitionsassay auf seine Fahigkeit hin
untersucht, Rev-Peptide aus einem Rev-RRE-Komplex zu
verdringen. Dabei wurde festgestellt, dass BIV-5 das Rev-
Peptid aus dem Rev-RRE-Komplex mit einem I1Cs;,-Wert von
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ca. 300 nM verdriangt (Abbildung 3), was dem bestimmten K-
Wert fiir die direkte Bindung an RRE entspricht.

Um zu bestdtigen, dass BIV-5 tatsdchlich an die Rev-
Bindungstelle der RRE-RNA bindet, wurde die BIV-5-RRE-
Wechselwirkung NMR-spektroskopisch untersucht. Dabei
wurden die Resonanzsignale in den 2D-TOCSY-Spektren der
ungebundenen RNA unter Einbeziehung bekannter Zuord-
nungen fiir RRE-RNA zugeordnet.!”! Aus dem TOCSY-
Spektrum (in denen die Pyrimidinresonanzen H5-H6 selektiv
identifiziert werden konnen, Abbildung 4) geht hervor, dass

60 58 56 54 52 50
<« § ("H)/ppm

Abbildung 4. Links: Uberlagerung der TOCSY-Spektren ungebundener RRE-RNA in Rot (die Se-
quenz ist in Abbildung 1 oben rechts dargestellt) und des 1:1-Komplexes BIV-5-RRE in Blau.
Nur die Resonanzen an oder in der Nihe der purinreichen inneren Schleife werden durch die
Bindung des Peptids beeinflusst, der Rest der RNA dagegen nicht. Homonukleare '"H-TOCSY-
and NOESY-Experimente der ungebundenen RNA und des BIV-5-RRE-Komplexes wurden bei
einer Protonenfrequenz von 750 MHz (Bruker DMX-750) mit einer RNA-Konzentration von 0.5—
1.5 mm in D,O bei pH 6.6 in Phosphatpuffer ausgefiihrt. Rechts: RRE-Bereiche, die durch die

Bindung des Peptids beeinflusst werden (rot) oder nicht (griin).

in Gegenwart dquimolarer Mengen BIV-5 (1:1-Verhiltnis)
hauptsdchlich Resonanzen an oder in der Niahe der purin-
reichen inneren RNA-Schleife verschoben werden. Beson-
ders die U72-Resonanz ist in Gegenwart von BIV-§ stark
tieffeldverschoben, was mit den Strukturdnderungen in Ein-
klang ist, die bei der Bindung von Rev auftreten und in denen
U72 nach auBlen geklappt wird. Weitere Hinweise fiir die
spezifische Bindung von BIV-5 an die innere Schleife sind das
Verschwinden der C69-Resonanz und die Verschiebung der
C51-, C74- und U66-Resonanzen. Dagegen bleiben die Re-
sonanzen im apikalen Bereich der RNA-Schleife und im an-
grenzenden Stammbereich sowie an den 5- und 3’-Enden
nahezu unbeeinflusst oder werden nur geringfiigig verscho-
ben (Abbildung 4). Diese Resultate sind im Einklang mit
Studien zur Bindung von BIV-5 an eine RNA-Struktur, die
der von Rev erkannten RNA dhnlich ist.!

Aufbauend auf diesen vielversprechenden Resultaten
synthetisierten wir eine zweite Bibliothek von p-Hairpin-
Peptidmimetika (R-01 bis R-28, Tabelle 1), wobei ein neues
Designkonzept angewendet wurde. Hierbei wird davon aus-
gegangen, dass die fiir die Wechselwirkung mit der RNA
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zustdndigen Rev-Seitenketten nahezu um die gesamte Peri-
pherie der Rev-a-Helix im Rev-RRE-Komplex angeordnet
sind (Abbildung 1, Mitte). Durch Uberlagerung eines
Modell-p-Hairpins (gelb in Abbildung 2, rechts) auf das he-
licale Rev-Peptid wurde nachgewiesen, dass die Seitenketten
der Aminosdurereste 1, 12, 3, 10, 5 und 8 auf der einen Seite
des 12-meren Hairpins etwa die gleiche Orientierung wie die
Seitenketten der Aminosidurereste W45, R44, N40, R41, A37
bzw. Q36 im Rev-Peptid haben. In gleicher Weise konnen die
Reste R35, T34, R38, R39, R42 und R43 in der Rev-Helix
durch die Reste auf den Posionen 6, 7, 9,
4, 2 bzw. 11, die sich auf der anderen
Seite des Hairpins befinden, rdumlich
nachgeahmt werden. Eine optimale
rdumliche Anpassung scheint moglich
zu sein, wenn Arg7 (das Arg35 im Rev-
Peptid nachahmen soll) im 3-Hairpin in
der p-Konfiguration vorliegt (diese Hy-
pothese wird bestétigt durch den Akti-
vititsverlust, der beim Ubergang von p-
zu L-Arg gefunden wird). Damit hat das
erste Mimetikum, R-01 (Tabelle 1), die
Sequenz

W RR’R'A’T'R’Q*RNR'R"?, und
diese ist gekuppelt an ein D-Pro-L-Pro-
Strukturmotiv  (Abbildung 2, links).
Eine Reihe dhnlicher Mimetika (R-02
bis R-23), deren Sequenzen sich vor-
wiegend in der Spitze des (-Hairpins
unterscheiden, wurde mit dem Ziel
entwickelt und untersucht, ein Se-
quenzmotiv zu finden, das zur Stabili-
sierung einer f-Schleife (-Turn) in
diesem Bereich beitrégt.

Die Peptidmimetika R-01 bis R-23
wurden synthetisiert, gereinigt und ihre
Bindung an RRE mit EMSA untersucht.
Die entsprechenden K,-Werte fiir die
Messungen in Gegenwart eines Uberschusses an tRNA sind
in Tabelle 1 aufgefiihrt. Mit Ausnahme der Peptide R-14 und
R-15, die keinerlei Bindung eingehen, weisen alle Peptide
unter den gegebenen Bedingungen eine starke Affinitdt zu
RRE auf. NMR-spektroskopische Untersuchungen von eini-
gen dieser Mimetika in ungebundener Form in wéssriger
Losung deuten allerdings darauf hin, dass kaum regelmifBige
p-Hairpin-Strukturen auftreten, d.h. die Mimetika weitest-
gehend unstrukturiert sind. So liegen beispielsweise die vici-
nalen */(NH,C(a)H)-Kopplungskonstanten im Bereich zwi-
schen 6 und 8 Hz, und nur wenige charakteristische weitrei-
chende NOEs konnen beobachtet werden. Obwohl die Bin-
dungsassays bereits eine hohe Bindungsaffinitét der Liganden
an RNA ergeben, wurden wegen des Fehlens stabiler f3-
Hairpin-Strukturen im ungebundenen Liganden in Losung
die Untersuchungen mit dem Ziel fortgefiihrt, die Hairpin-
Faltung zu stabilisieren.

In der letzten Gruppe von getesteten Mimetika (R-24 bis
R-28) wurden die Eigenschaften von BIV-5 und R-01 bis R-23
kombiniert. So enthalten diese ein K°G’-Strukturmotiv im
Zentrum des Hairpins, das die Bildung einer stabilen (-
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Schleife begiinstigen soll, wie bereits bei dhnlichen TAR-
bindenden Mimetika gezeigt werden konnte.™! Weiterhin
tragt der Einbau einer Disulfidbriicke an einer nicht wasser-
stoffverbriickten Position in R-27 zur Stabilisierung der (3-
Hairpin-Struktur bei. Es zeigte sich, dass die Peptide R-24, R-
25, R-27 und R-28 mit K,-Werten von ca. 0.1 pm an RRE
binden, vergleichbar mit dem von Rev abgeleiteten Peptid
(reprisentative Daten sind fiir R-24 in Abbildung 5 angege-
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Abbildung 5. Oben: Assay fir die Bindung von R-24 an RRE (1 nm) in
Gegenwart eines Uberschusses an tRNA. Unten: Assay fiir die Bin-
dung von R-24 an RRE (1 nm) ohne tRNA (angegeben sind die Kon-
zentrationen von R-24 in um).

ben). Ohne den Uberschuss an tRNA wurden fiir R-24 (Ab-
bildung 5) und R-25 K,-Werte von 10 nM und fiir R-27 sogar
ein K -Wert von 1-2 nm bestimmt. Die Bindungsaffinitét des
letzteren Peptids zur RNA ist damit deutlich groBer als die
des Rev-abgeleiteten a-helicalen Peptids.

NMR-spektroskopische Untersuchungen von R-27 in
Losung deuten auf eine relativ stabile $-Hairpin-Konforma-
tion fiir dieses Peptid hin (siche Hintergrundinformationen),
in der die beiden Striange des antiparallelen (3-Faltblatts iiber
eine B-Schleife vom TypI' an K°G’ verbunden sind. So
konnten chararakteristische NOEs zwischen Protonen ge-
geniiberliegender Strange der p-Hairpins identifiziert
werden, und die */(NH,C(a)H)-Werte fiir Aminosiurereste
innerhalb der Strange lagen iiberwiegend im Bereich iiber
8 Hz. Damit zeigt sich deutlich, dass die Disulfidbriicke einen
wichtigen Einfluss auf die Stabilisierung einer regelméBigen
B-Hairpin-Konformation hat.

Eine weitere Schliisselfrage fiir das Design von RNA-Li-
ganden betrifft die Spezifitit der RNA-Bindung. Diese kann
durch die Flexibilitidt des Liganden wie auch durch die posi-
tive Gesamtladung dieser Klasse von Peptiden beeinflusst
werden. Als stringenter Test fiir die Spezifitit der RRE-
Bindung wurden die Mimetika auch an der strukturell sehr
dhnlichen HIV-TAR-RNA getestet. Zur zusédtzlichen Kon-
trolle wurde die Bindung eines Peptids gepriift, das sieben
aufeinanderfolgende Arg-Reste (Ac-Arg,-NH,) enthilt und
von dem angenommen wird, dass es starke unspezifische
elektrostatische Wechselwirkungen mit beiden RNAs einge-
hen kann. Diese Hypothese konnte durch die EMSA-Studien
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bestétigt werden, wobei das Arg;-Peptid unspezifisch sowohl
an HIV-TAR als auch RRE mit einem K-Wert von ca. 2 nM
bindet (Tabelle 2). Unter den getesteten Liganden unter-

Tabelle 2: Bindungsaffinititen (in pm) ausgewahlter Peptide an HIV-RRE
and TAR-RNAs.®

Mimetikum Ky (RRE) Ky (TAR)
R-24 0.010 0.005
R-25 0.010 0.010
R-26 0.005 0.010
R-27 0.002 0.100
R-28 0.002 0.010
Arg, 0.002 0.002

[a] Die Affinititen wurden mit EMSA in Abwesenheit von tRNA be-
stimmt.

scheiden R-26 und R-28 relativ geringfiigig zwischen RRE
und TAR (Faktor <10). R-27 kann hingegen mit einem
Faktor von ca. 50 recht deutlich zwischen den beiden sehr
dhnlichen RNA-Strukturen unterscheiden. Wenn man die
Ahnlichkeit der betrachteten RNA-Zielmolekiile bedenkt
und mit der relativ schwachen Spezifitit vergleicht, die
andere RNA-bindende Molekiile an mannigfaltigeren RNA-
Zielmolekiilen erreicht haben, so wurde mit der beschriebe-
nen RNA-Bindungsspezifitidt ein beachtliches Niveau er-
reicht.

Die Struktur- und Bindungsdaten zusammen bestétigen
unsere Hypothese, dass diese Familie von -Hairpin-Peptid-
mimetika in der Lage ist, ein an RRE-RNA gebundenes a-
helicales Rev-Peptid nachzuahmen. Wenngleich wir die
quantitativen Beitrdge einzelner Seitenkettensubstitutionen
auf die Bindungsenergie nicht beschreiben konnen, so
konnten wir doch nachweisen, dass molekulare Wechselwir-
kungen, wie sie an o-helicalen Rev-abgeleiteten Peptiden
auftreten, auf eine -Hairpin-Architektur iibertragbar sind
und damit sehr schnell Liganden entwickelt werden konnen,
die wirksamer sind als Rev. Au3erdem lassen die Ergebnisse
den Schluss zu, dass nicht nur die Zahl der positiv geladenen
Gruppen einen entscheidenden Einfluss auf die Affinitdt und
Spezifitit der RNA-Bindung hat, sondern auch ihre relative
rdaumliche Orientierung, wie anhand der Flexibilitdt der {3-
Hairpin-Mimetika gezeigt werden konnte. Diese wichtigen
Schlussfolgerungen verdienen weitere Untersuchungen,
zumal diese Familie von Mimetika eine relativ neue Klasse
von RNA-bindenden Molekiilen ist und ein grof3es Potenzial
fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen HIV hat.

Eingegangen am 25. Juni 2007
Online veroffentlicht am 24. September 2007

Stichworter: HIV - NMR-Spektroskopie - Peptidliganden -
Peptidmimetika - Sekundarstrukturen
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