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1. Einf�hrung

„It has taken half a century for the selection of antibiotic-resi-
stant bacteria to represent a widespread threat to humans, and
yet it takes only weeks to months to select inhibitor-resistant
immunodeficiency viruses in treated patients.“
Esteban Domingo, Christof Biebricher, Manfred Eigen und John

Holland[1]

1.1. Eine kurze Geschichte der Viren

Schon seit der Vorzeit werden die Menschen von Krank-
heiten geplagt, die von Viren verursacht werden.[2] In alt-
�gyptischen Hieroglyphen, die um 1150 v. Chr. datieren,
finden sich Berichte �ber Viruserkrankungen, und charakte-
ristische Narbenspuren an der Mumie von Pharao Ramses V.
deuten stark auf eine Pockeninfektion hin. Im 15. Jahrhundert
erschienen in China erste Aufzeichnungen �ber eine vor-
beugende Impfung gegen das Pockenvirus.[3] Jedoch erst nach
den Arbeiten von Adolf Mayer, Dimitri Ivanovsky und
Martinus Beijerinck �ber das Tabakmosaikvirus zu Anfang
des 20. Jahrhunderts wurden Viren als eigenst�ndige patho-
gene Mikroorganismen erkannt.[4] Durch die ganze Mensch-
heitsgeschichte zieht sich die Rolle der Viren als im We-
sentlichen gesundheitssch�digende Erreger. Pocken- und In-
fluenzaviren verursachten globale Epidemien mit Millionen
von Toten.[5] Um die Ausbreitung des f�r die Maul- und
Klauenseuche verantwortlichen Aphthovirus zu verhindern,
mussten Millionen Tiere notgeschlachtet werden, was zu
großen wirtschaftlichen Verlusten f�hrte.[6] In j�ngster Zeit
machte der SARS hervorrufende Coronavirus Schlagzeilen.
Auf einen SARS-Ausbruch hin kam es zu einer raschen und
nahezu pandemischen Ausbreitung, die 11% Todesopfer
unter den Infizierten forderte.[7] Auch die Unterart H5N1 des
stark pathogenen Influenza-A-Virus, h�ufig auch als avi�rer

Influenzavirus bezeichnet, stellt eine mçgliche pandemische
Bedrohung dar und wird weltweit mit großer Sorge beob-
achtet.[8] In den 1980er Jahren wurden wir Zeuge der Aus-
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Die Entstehung von Arzneimittelresistenzen ist eines der
grundlegenden Probleme der Medizin. Dass sich bei HIV/AIDS
so schnell resistente HIV-1-Varianten einstellen, ist ein großes
Hindernis f�r die modernen Therapien. Wichtige Zielmolek�le
der derzeitigen antiretroviralen Therapien sind Inhibitoren der
HIV-1-Protease. Das Virus entwickelt Resistenzen, wenn Muta-
tionen die Inhibitorbindung des Enzyms ver�ndern und somit
die Effizienz mindern. Um diese Resistenzbildung zu vermei-
den, haben wir Inhibitoren erforscht, die am aktiven Zentrum
der Protease Wasserstoffbr�cken zum Proteinr�ckgrat bilden.
Weil sich die Geometrie am katalytischen Zentrum ohne Funk-
tionsverlust nicht �ndern kann, schr�nken solche Wechselwir-
kungen die Mçglichkeiten der Protease zur Resistenzbildung
erheblich ein. Hier diskutieren wir das enzymatische Struktur-
prinzip, auf dem unser Konzept der R�ckgratbindung beruht.
Besonderes Augenmerk richten wir auf die Anwendung des
Konzepts in unseren j�ngeren Arbeiten zu antiviralen Inhibito-
ren der HIV-1-Protease.
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breitung des humanen Immundefizienzvirus (HIV). Seitdem
hat sich die HIV-Infektion, die zum „Acquired Immune De-
ficiency Syndrom“ (AIDS) f�hrt, zu einer globalen Krise von
katastrophalen Ausmaßen ausgeweitet. Fast 2.6 Millionen
Neuinfektionen werden jedes Jahr gez�hlt.[9] Zwar existieren
bereits effektive Behandlungsformen f�r HIV und AIDS, die
den Krankheitsverlauf verz�gern, aber weder eine Heilung
noch eine Impfung sind bislang mçglich.

1.2. Beginn der HIV-Infektion und ihre Ausbreitung

Den Anfang der HIV-Zeitrechnung markiert der Jahres-
beginn 1981, und 1983 wurde das Virus zum ersten Mal iso-
liert.[10, 11] Seitdem haben sich Millionen Menschen mit HIV
infiziert. Der darauf folgende AIDS-Ausbruch auf allen
Kontinenten forderte sch�tzungsweise 25 Millionen Todes-
opfer und ließ Millionen von Kindern als Waisen zur�ck.[9]

Nach j�ngsten Sch�tzungen des gemeinsamen Programms der
Vereinten Nationen zu HIV/AIDS (UNAIDS) leben derzeit
mehr als 33 Millionen Erwachsene und Kinder mit der
Krankheit, und 1.8 Millionen Menschen sterben jedes Jahr an
den Folgen von AIDS.[9] Trotz dieser alarmierenden Statisti-
ken scheint sich im Kampf gegen AIDS mçglicherweise doch
etwas getan zu haben, denn allm�hlich sinkt die Zahl der
j�hrlichen Todesf�lle.[9] Durch intensive Forschung, die Ent-
wicklung von neuartigen antiviralen Medikamenten und
durch Kombinationstherapien mit mehreren Pr�paraten ließ
sich die Lebenserwartung derjenigen, die Zugang zu den

Therapien haben, betr�chtlich steigern.[12, 13] Leider macht
eine rasche Resistenzbildung die Effektivit�t der Behandlung
vielfach wieder zunichte. Nach wie vor stellt die Entstehung
von Resistenzen eine gewaltige Herausforderung f�r die
Arzneimittelforschung dar.[14, 15]

Somit kann es sein, dass die Fortschritte, die bei der Be-
k�mpfung von HIV/AIDS bereits erzielt worden sind, sich
wieder in Nichts auflçsen. Auch heute noch werden dringend
neuartige Anti-HIV-Therapeutika und Strategien f�r das
Medikamentendesign gesucht, die der Resistenzbildung
dauerhaft Einhalt gebieten kçnnen.

1.3. Proteaseinhibitoren

Aufgrund von biochemischen Ereignissen w�hrend der
HIV-Replikation kamen eine Reihe von mçglichen Zielmo-
lek�len in die n�here Wahl, die sich f�r therapeutische
Maßnahmen eignen kçnnten. Rasch wurde das Enzym HIV-
Protease als wichtiger therapeutischer Angriffspunkt er-
kannt.[16] Offenbar ist eine effektive HIV-Protease unver-
zichtbar, um reife und infektiçse HIV-Virionen zu produzie-
ren.[17] Als logische Folge wurde die Inhibition der HIV-Pro-
tease Gegenstand intensiver pharmazeutischer Forschung.
Aus der anschließenden Arzneimittelentwicklung ging dann
die erste Generation von Proteaseinhibitoren (PIs) hervor,
die eine neue �ra der AIDS-Chemotherapie einl�utete.[18]

Als extrem effektive Behandlungsform, um die virale Re-
produktion zu unterdr�cken und Mutationen des Virus zu
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reduzieren, erwies sich dabei die Kombination von PIs mit
Inhibitoren der reversen Transkriptase.[19] Trotz des anf�ng-
lichen Erfolgs krankte die Behandlung mit PIs aber unter
anderem an deren geringer metabolischer Stabilit�t,
schlechter Bioverf�gbarkeit, stçrenden Nebenwirkungen und
ihrer Toxizit�t.[20] Das wahrscheinlich beunruhigendste Hin-
dernis war jedoch die rasche Bildung von resistenten Virus-
st�mmen und die daraus folgende Ineffektivit�t der PIs.[21]

Derzeit erwartet man bei 40–50 % der Patienten, bei denen
die Virusreplikation unterdr�ckt werden soll, keinen Be-
handlungserfolg.[22] Auch kçnnen resistente Virusst�mme auf
andere Personen �bergreifen.[23] Inwieweit der Kampf gegen
HIV/AIDS in Zukunft erfolgreich sein kann, h�ngt daher von
der Entwicklung neuer antiviraler Wirkstoffe ab, die auch bei
resistenten Virusst�mmen langfristig effektiv sind.

1.4. Mechanismus der Arzneimittelresistenz

HIV-1 hat eine erstaunliche Bef�higung zur genetischen
Evolution, die als treibende Kraft wesentlich zur Resistenz-
bildung beitr�gt. Die unerbittliche Mutationsf�higkeit r�hrt
aus einer hohen Fehlerrate (10�3 bis 10�5 Nukleotidbasen pro
Zyklus) der reversen Transkriptase des Virus und dem Fehlen
von Kontrollmçglichkeiten durch eine Exonuclease.[24, 25] Zu-
sammen mit dem schnellen Replikationszyklus des Virus
(1010 Virionen pro Tag) und dessen genetischer Rekombi-
nationsf�higkeit ermçglichen diese Faktoren eine schier
endlose genetische Diversifizierung.[26,27] Eine Begrenzung
der Zahl der Varianten innerhalb einer Quasispezies pro
Zeiteinheit findet zum Beispiel durch nat�rliche Auslese,
letale Mutationen, begrenzte Verf�gbarkeit der Wirtzelle und
Inaktivierung durch die Immunantwort des Wirts statt.[28]

Eine Viruspopulation besteht daher vorwiegend aus St�m-
men mit Einzelmutationen und relativ wenigen St�mmen mit
Doppelmutationen. Antiretrovirale Therapien erschaffen
jedoch einen neuen Selektionsdruck, der zur Vermehrung von
resistenten St�mmen f�hrt. Durch die virale Evolution bilden
sich dann neue Mutationen, die bei gleichbleibender Resis-
tenz die virale Fitness wieder herstellen. Als Folge schnellt die
Viruskonzentration auf die urspr�ngliche Hçhe, und die Be-
handlung ist gescheitert. Dass dieser Kampf gegen die Re-
sistenzbildung eine gewaltige Herausforderung ist, gilt es
beim Design von neuen antiviralen Reagentien genau zu
bedenken.

Therapien, die die Bildung und das Wachstum von HIV-1
von vorneherein verhindern, sind mçglicherweise effektiver
als die Bek�mpfung von bereits vorhandenen Varianten. Ein
wichtiger therapeutischer Ansatz ist die Entwicklung von
neuen antiretroviralen Arzneimittelklassen, die sich durch
eine neuartige, dauerhafte und nebenwirkungsarme Wir-
kungsweise auszeichnen. Grund f�r Optimismus gibt es be-
reits, wie die Fortschritte bei der Entwicklung und Anwen-
dung von neuen und �ußerst wirksamen Medikamenten mit
hoher genetischer Resistenzbarriere zeigen. K�rzlich erst er-
wiesen sich eine Reihe von neu zugelassenen Arzneimitteln
mit neuartigen Wirkungsmechanismen, darunter ein Inte-
graseinhibitor[29] und ein Inhibitor, der den Viruseintritt in die
Zelle hemmt,[30] als effizient gegen resistente St�mme. Al-

lerdings sind auch diese Arzneimittel machtlos, wenn sich
plçtzlich gegen sie Resistenzen bilden, und werden dann
ebenfalls ineffektiv.[31, 32] Als recht vielversprechend gelten
auch Reifungsinhibitoren sowie die Hemmung des viralen
Pr�-mRNA-Spleißens durch niedermolekulare Inhibito-
ren.[33, 34]

1.5. Evolution der Protease infolge eines vom Inhibitor
ausgelçsten Selektionsdrucks

Die Evolution der HIV-Protease infolge eines Therapie-
drucks wurde bereits anderswo und im Detail abgehandelt
und soll hier nur sehr kurz dargestellt werden.[35–39] Mutiert
die HIV-Protease als Reaktion auf die Behandlung, f�hrt dies
definitionsgem�ß zu einem replikatorischen Vorteil. Die
meisten Mutationen befinden sich in der unmittelbaren
Umgebung des aktiven Zentrums, wie die Mutationen D30N,
G48V, I50L/V, V82A/F/T, I84V und L90M zeigen.[40] Sie be-
treffen hydrophobe, Van-der-Waals- und elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Inhibitor. Die Mu-
tationen machen das Medikament weniger effektiv, indem sie
die Bindungsaffinit�t des Inhibitors mindern.[41,42] Da sich
aber solche Mutationen auch negativ auf die Bindung und
Prozessierung des eigentlichen Substrats auswirken, wird
wiederum die Fitness und Replikationsf�higkeit des HIV
herabgesetzt.[43, 44] Dies ist der Grund, warum die Mutationen
meist stufenartig auftreten, denn so wird bei gleichbleibender
Resistenz die katalytische Effizienz schrittweise wiederher-
gestellt.[45] H�ufig befinden sich die Sekund�rmutationen
dann in grçßerem Abstand vom aktiven Zentrum und glei-
chen durch weitreichende Struktur�nderungen die Funkti-
onsminderung durch die ersten Mutationen wieder aus. Zu-
s�tzlich kann auch eine Coevolution von Gag und Gag-Pol
die Prozessierung durch die mutierte Protease erleich-
tern.[46, 47] Letztlich sind mehr als zehn verschiedene Muta-
tionen mçglich, um lebensf�hige und mehrfach arzneimittel-
resistente Viren zu erzeugen.

2. Das Proteinr�ckgrat als Angriffspunkt gegen die
Resistenzbildung

2.1. Das Prinzip der R�ckgratbindung

Um das Problem der Resistenzbildung anzugehen, haben
wir ein neuartiges, strukturbasiertes Konzept des Medika-
mentendesigns entwickelt. Wir analysierten die Rçntgen-
strukturen von einer Vielzahl von HIV-1-Proteasemutanten
und verglichen sie mit der der Wildtyp-Protease. Die R�ck-
gratkonformation der Mutanten am aktiven Zentrum unter-
schied sich nur minimal von der des Wildtyps.[48, 49] Dies be-
deutet, dass ein Inhibitor, der maximale Wechselwirkungen
mit dem aktiven Zentrum der HIV-1-Protease eingeht und
dabei insbesondere Wasserstoffbr�cken zum R�ckgrat der
Wildtyp-HIV-1-Protease bildet, diese auch bei den HIV-1-
Proteasemutanten beibehalten sollte. Kurz gesagt sollte ein
auf das R�ckgrat der HIV-Protease gerichteter Inhibitor die
Resistenzbildung von HIV stark erschweren, denn Mutatio-
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nen des R�ckgrats ziehen Konformations�nderungen nach
sich, die wiederum die katalytische Leistungsf�higkeit her-
absetzen.[50] Ein solcher Inhibitor wird sich dann, so stellten
wir es uns vor, als „molekulare Krabbe“ dauerhaft und fest an
das Proteinr�ckgrat des aktiven Zentrums anklammern.

Unsere Strategie der R�ckgratbindung f�hrte zur Ent-
wicklung von neuen PIs, die st�rker mit dem aktiven Zentrum
wechselwirken, insbesondere in Form von zus�tzlichen Was-
serstoffbr�cken zum Proteinr�ckgrat. Damit Resistenzen
�berhaupt auftreten kçnnen, m�ssen Mutationen die Bin-
dung des Medikaments beeintr�chtigen, d�rfen sich aber
nicht auf die virale Fitness auswirken. Mutationen, die direkt
am aktiven Zentrum auftreten, oder solche, die genau dort
Strukturver�nderungen hervorrufen, sind daher wenig wahr-
scheinlich. Sie w�rden die Proteolyse des nat�rlichen Sub-
strats, des Polyproteins, beeintr�chtigen.[43,44] Diese �berle-
gungen wurden best�tigt, als wir die Rçntgenkristallstruktu-
ren von mutierten HIV-1-Proteasen miteinander verglichen
und somit Einblick in die Strukturver�nderungen von resis-
tenten Mutanten bekamen.[51, 52]

Ausgehend von der Strategie der R�ckgratbindung rich-
teten wir nun unser Molek�ldesign darauf aus, dass der
Inhibitor multiple Wasserstoffbr�cken zu den Atomen des
Proteinr�ckgrats im Bereich von der S2- bis zur S2’-Bin-
dungstasche bildet. W�hrend die S1- und S2-Subtaschen vor
allem hydrophobe Reste enthalten, werden die S2- und S2’-
Subtaschen von hydrophoben und hydrophilen Resten ge-
bildet.[53] Um dem Virus noch weiter die Mçglichkeit zur
Resistenzbildung zu nehmen, planten wir zus�tzlich die Be-
legung s�mtlicher hydrophober Taschen im aktiven Zentrum
mit Inhibitorliganden. Ein weiteres Ziel, die Verbesserung
der Bioverf�gbarkeit unserer Inhibitoren, wollten wir durch
Abschw�chung des Peptidcharakters erreichen. Daf�r woll-
ten wir heterocyclische oder von cyclischen Polyethern ab-
geleitete Template und Liganden einsetzen. In diesem Auf-
satz gehen wir zun�chst auf die molekulare Grundlage des
Konzepts der R�ckgratbindung ein und erl�utern dann die
Eigenschaften unserer so entwickelten Inhibitoren. Gest�tzt
wird unsere Strategie der R�ckgratbindung als ein Konzept
gegen Arzneimittelresistenzen durch Rçntgenstrukturanaly-
sen sowie detaillierte Analysen zur antiviralen Aktivit�t.

2.2. Die Struktur des Proteins definiert seine katalytische
Aktivit�t

Untersuchungen zu den Faktoren, die die Enzymaktivit�t
steuern, wiesen auf eine sehr enge Verbindung von Protein-
struktur und Enzymfunktion hin.[54–56] Die meisten Enzyme
enthalten Aminos�urestr�nge, die zu Polypeptidketten kom-
biniert sind. Lokal falten sich die Str�nge spontan zu Sekun-
d�rstrukturen (a-Helix, b-Faltblatt, usw.), die wiederum eine
definierte dreidimensionale Terti�rstruktur einnehmen. Viele
Enzyme kombinieren multiple Proteinketten �ber nichtko-
valente Wechselwirkungen zu einer Quart�rstruktur mit
mehreren Untereinheiten. Die Proteinstruktur wird durch
eine Reihe von schwachen intramolekularen Wechselwir-
kungen stabilisiert, die unterbrochen und wieder aufgebaut
werden kçnnen. Eine gewisse Dynamik ist somit mçglich. Als

Bindungsstellen f�r die Substrate dienen h�ufig Einbuch-
tungen an der Oberfl�che des Enzyms, die durch den Falt-
prozess entstanden sind. Interessanterweise nimmt das aktive
Zentrum nur ein relativ kleines Volumen des Gesamtenzyms
ein, der Rest dient als Strukturger�st.[57] F�r eine effektive
Katalyse m�ssen die Aminos�urereste im aktiven Zentrum
eine bestimmte dreidimensionale Konfiguration haben, die
den �bergangszustand bei der chemischen Reaktion er-
leichtert.[58–60] Stçrungen in dieser Konfiguration kçnnen sich
sch�dlich auswirken und zum Verlust der katalytischen
Funktion f�hren. Daher unterliegen Mutationen des Virus
den Beschr�nkungen, die die nat�rliche Selektion auferlegt,
dass n�mlich bestimmte Schl�sselstrukturen im aktiven
Zentrum des Enzyms erhalten bleiben m�ssen.

2.3. Die Substratbindungsstelle der HIV-1-Protease und
konservierte Wechselwirkungen

Die HIV-1-Protease ist eine Aspartatprotease mit zwei
katalytischen Aspartatresten im aktiven Zentrum. Diese
Reste teilen sich ein Substratproton, und ohne Substrat oder
Inhibitor binden sie gemeinsam ein Wassermolek�l. Das ka-
talytisch aktive Enzym ist ein Homodimer, dessen beide
Monomere jeweils 99 Aminos�uren haben. Zwei katalytische
Aspartatreste, jeder von einer Dom�ne (Monomer), bilden
die eigentliche Spaltstelle. Die zu spaltende Bindung des
Substratpeptids wird zun�chst sehr dicht am aktiven Zentrum
positioniert. Am Zugang zum aktiven Zentrum befindet sich
ein Deckel, dessen beide Deckelh�lften jeweils ein Monomer
beisteuert.[61] Bindet das Substrat, schließen sich die Deckel-
h�lften. Sie schirmen das aktive Zentrum gegen Wasser ab
und schaffen so eine f�r die Katalyse geeignete Umgebung.
Die Deckelh�lften sind flexibel und haben im Apoenzym eine
offene Konformation.[53,62] Das Substratpeptid besteht aus
mindestens sieben Resten, von P4 bis P3’, wobei die zu spal-
tende Bindung zwischen P1 und P1’ liegt. Die Seitenketten
des Substrats befinden sich in den von Proteaseresten ge-
formten Subtaschen S4 bis S3’. W�hrend die Reste der S1-
und S1’-Subtaschen hydrophob sind, kçnnen die S2- und S2’-
Subtaschen hydrophile Reste enthalten. Eine ganze Reihe
von konservierten Wasserstoffbr�cken verbindet das R�ck-
grat der Protease mit dem Substrat und tr�gt maßgeblich zur
Bindungsaffinit�t bei (Abbildung 1).[63] In der Kristallstruktur
der HIV-Protease mit einem gebundenem Peptid (PDB-Code
2AOD), das als p2/NC-Spaltungsstellenanalog verwendet
wird, sind diese Wechselwirkungen deutlich zu erkennen.[64]

Im aktiven Zentrum sind mehrere Aminos�urereste wie
Asp25, Gly27, Ala28, Asp29 und Gly48 sehr stark konser-
viert. Folgerichtig f�hrte unsere Strategie, das Design von
Inhibitoren genau auf diese Reste auszurichten, zu hoch-
wirksamen PIs.[50, 65–68]

2.4. Strukturnachweis einer nur minimalen R�ckgratverzerrung
bei mutierten HIV-1-Proteasen

F�r unsere strukturbasierte Entwicklung von neuartigen
antiviralen HIV-1-Proteaseinhibitoren verglichen wir die
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Rçntgenkristallstruktur der Wildtyp-HIV-1-Protease mit ge-
bundenem Inhibitor mit den jeweiligen Strukuren von resis-
tenten Proteasemutanten.[48, 49] Wie schon gesagt, war bei
�berlagerung der Strukturen nur eine minimale Abweichung
der Lage der R�ckgratatome im Bereich des aktiven Zen-
trums zu erkennen. Aus diesen Strukturvergleichen ließen
sich, wie wir unl�ngst in einer �bersicht dargestellt haben,[50]

wertvolle Erkenntnisse f�r das weitere Molek�ldesign bei der
Resistenzbek�mpfung gewinnen. Die Proteasemutationen
werden in zwei �berkategorien eingeteilt. Zum einen kçnnen
Mutationen von Resten im aktiven Zentrum direkt die
Wechselwirkungen zwischen Protease und Inhibitor betref-
fen. Dies ist bei den I84V- oder I50V-Mutanten der Fall, die
mit vielen PIs schw�cher wechselwirken.[69–71] Alternativ
kçnnen distale Mutationen durch Verringerung der Stabilit�t
der Protease indirekt auch die Wechselwirkung mit dem
Inhibitor beeinflussen. Dies wurde an den Mutanten L24I,
F53L und L90M gezeigt.[70, 72,73] Dabei sind die Struktur�n-
derungen am R�ckgrat um das aktive Zentrum herum nur
minimal. Selbst im flexiblen Deckel belaufen sich die Positi-

ons�nderungen der R�ckgratatome auf weniger als 1 �. Eine
Ausnahme ist die Mutation V82A, die zu Verschiebungen in
der Schleife mit den Aminos�ureresten 79–82 f�hrt, die hy-
drophobe Kontakte kompensiert.[71,73, 74] Diese Schleife kann
sich um 1–2 � verschieben und somit die hydrophoben, un-
terschiedlich großen Inhibitorgruppen von P1 und P1’ auf-
nehmen.[75] Wie Abbildung 2 zeigt, lassen sich noch Struktu-
ren von resistenten HIV-1-Proteasen mit 10–14 Mutationen

�bereinanderlegen, und sogar eine HIV-2-Protease passt
hinein, die um die 40 Unterschiede enth�lt. Die Postionen der
R�ckgratatome um das aktive Zentrum herum weichen nur
minimal voneinander ab.[51,76–79] Auch Mutationen, die zu
Resistenzen f�hren, �ndern die Gesamtstruktur der Protease
nicht wesentlich, denn ihre Funktion h�ngt unmittelbar mit
der Struktur am aktiven Zentrum zusammen. Um ihre kata-
lytische Aktivit�t und folgerichtig die Replikationsfitness des
Virus nicht zu gef�hrden, weisen daher die aktiven, lebens-
f�higen Mutantenst�mme nur minimale Strukturabweichun-
gen im aktiven Zentrum ihrer Protease auf.[50, 52] Diese Be-
obachtung veranlasste uns zur �berlegung, dass Inhibitoren,
die maximale Wasserstoffbr�cken zu NH- oder C=O-Funk-
tionen im Proteinr�ckgrat bilden, diese Wechselwirkungen
auch bei mutierten Enzymen beibehalten m�ssten. Trotz vi-
raler Mutation w�rden die Inhibitoren ihre Wirksamkeit
nicht einb�ßen und kçnnten daher eine nachhaltige Lçsung
f�r das Resistenzproblem bieten. Mit diesem Konzept ent-
warfen und synthetisierten wir eine Vielzahl von Inhibitoren,
die multiple Bindungen zum Proteaser�ckgrat bilden und bei
einer ganzen Reihe von klinisch relevanten resistenten HIV-
1-St�mmen nicht an Effizienz verloren.[50, 67, 68,80]

3. Strukturbasiertes, auf das Proteinr�ckgrat
ausgerichtetes Design

3.1. PIs mit hochaffinen cyclischen Ethern als Liganden

Im Bem�hen, die Resistenzbildung zu bek�mpfen, ent-
wickelten und synthetisierten wir konzeptuell neuartige Pro-
teaseinhibitoren, bei deren Design wir die Rçntgenstruktur

Abbildung 1. a) Vergleich von ligandenfreier Protease mit offenem
Deckel (PDB-Nummer 1HHP,[64] cyan) mit komplexierter Protease mit
Substratanalog (PDB-Nummer 2AOD,[64] magenta) und geschlossenem
Deckel. Die katalytischen Reste Asp25 und Asp25’ und das Peptidana-
log sind als Stabmodell dargestellt. b) Wechselwirkungen zwischen der
Protease und einem Peptidanalog der p2/NC-Spaltstelle (ace-Thr-Ile-
Nle-r-Nle-Gln-Arg, wobei Nle Norleucin ist und Met in der nat�rlichen
Peptidsequenz ersetzt; r zeigt die reduzierte Peptidbindung an). (PDB-
Nummer 2AOD).[64] Konservierte Wasserstoffbr�cken sind als gr�ne
gepunktete Linien dargestellt, nichtkonservierte Wasserstoffbr�cken als
schwarze gepunktete Linien.

Abbildung 2. �berlagerung der HIV-1-Protease mit Mehrfachmutanten
(PDB-Nummer 2FDD,[76, 77] gr�n; PDB-Nummer 1SGU,[78] gelb) und der
HIV-2-Protease (PDB-Nummer 1HSH, rot[79]) mit der HIV-1-Protease
(PDB-Nummer 2IEN,[69] blau). Die Abweichungen im R�ckgrat sind mi-
nimal.
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einer HIV-1-Protease mit gebundenem Saquinavir zugrun-
delegten (Abbildung 3). Im Wesentlichen war unser Konzept
die Maximierung der Wechselwirkungen des Inhibitors mit

dem aktiven Zentrum der Protease. Insbesondere planten wir
die verst�rkte Bildung von Wasserstoffbr�cken zu den
R�ckgratatomen der Protease in den S2- und S2’-Subta-
schen.[50] Die Versuche f�hrten letztlich zur Entdeckung eines
breiten Spektrums von außerordentlich wirksamen PIs mit
beeindruckenden Resistenzprofilen. Einer dieser PIs war
Darunavir (2, TMC-114, UIC-94017), der von der FDA f�r
die Behandlung von HIV/AIDS-Patienten mit resistentem
HIV zugelassen wurde.[81,82] Da eine Vielzahl von neueren
�bersichten sich bereits detailliert mit der Entwicklung von
Darunavir besch�ftigt hat,[67, 83, 84] wollen wir hier nur kurz die
fr�hen strukturbasierten Versuche vorstellen und dann auf
die einzigartigen Bindungseigenschaften von Darunavir zu-
r�ckkommen. Daf�r nehmen wir rçntgenkristallographische
Untersuchungen, und im Licht der so erhaltenen Strukturin-
formationen analysieren wir die Resistenzeigenschaften.
Anschließend stellen wir einige Highlights unserer Arbeiten
zum Design einer Vielfalt von PIs vor. Ziel war es, anhand der
Strategie der R�ckgratbindung eine neue Generation von PIs
aufzubauen, die den mehrfach resistenten HIV-1-Varianten
widerstehen kann.

Anfangs konzentrierte sich unser PI-Design darauf, die
Peptidmerkmale zu reduzieren und die Medikamentenei-
genschaften zu verbessern, wobei wir von Saquinavir aus-
gingen.[67] Saquinavir (1) ist ein wirksamer, von der FDA
zugelassener Inhibitor, dessen Struktur-Aktivit�ts-Beziehun-
gen gut untersucht sind und aus dessen Rçntgenstrukturdaten
wichtige molekulare Einblicke in die Wechselwirkungen bei
der Ligandenbindung gewonnen wurden.[85, 86] Mit diesen
Strukturinformationen interessierten wir uns nun besonders
f�r die Verringerung des Molekulargewichts und die Elimi-
nierung von peptidischen Bindungen. Inspiriert von der
Natur, bauten wir zun�chst cyclische Ethergruppen ein, die
ein inh�rentes Merkmal von biologisch aktiven Naturstoffen
sind.[68] Auf diese Weise entwarfen wir eine Reihe von Ge-
r�sten mit sowohl konformationsgespannten cyclischen Ether
als auch heterocyclischen Strukturen, die den Bindungsmo-
dus einer Peptid-/Amidbindung an der S2-Subtasche im ak-
tiven Zentrum der HIV-1-Protease imitieren sollen.

3.2. Entwicklung von 3S-THF- und Bis-THF-P2-Liganden

Saquinavir ist ein hochwirksamer PI, seine orale Biover-
f�gbarkeit ist aber sehr gering, was wahrscheinlich am Vor-
liegen zahlreicher peptidischer Amidbindungen liegt. Auf der
Grundlage der Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit ge-
bundenem Saquinavir versuchten wir nun, zwei Amid-Car-
bonylgruppen (P2/P3) durch einen cyclischen Ether- bezie-
hungsweise eine Sulfons�uregruppe zu ersetzen. Wichtig war
vor allem, die Ether- oder Sulfons�uregruppe so zu positio-
nieren, dass das Sauerstoffatom �hnlich wie das der peptidi-
schen P2- und P3-Amid-Carbonylfunktionen von Saquinavir
mit der Protease wechselwirken kann. Das Motiv des cycli-
schen Ethers w�hlten wir deshalb, weil viele biologisch aktive
Naturstoffe solche Struktureinheiten enthalten und Natur-
stoffe wie Monensin und Ginkolid keine der f�r peptidische
Arzneimittel typischen Absorptionsprobleme aufweisen.[87,88]

In Abbildung 4 ist dargestellt, wie 3R-Tetrahydrofuranylgly-

cin anstelle des P2-Asparagins in Saquinavir zum wirksamen
PI 3 f�hrt (IC50 des Enzyms = 0.05 nm ; antivirale CIC95 =

8 nm). Entscheidend f�r die Wirksamkeit war die R-Konfi-
guration.[89] Anschließend entfernten wir den Chinaldinligan-
den und stellten das entsprechende stereochemisch definierte
Urethanderivat 4 her (IC50 = 160 nm ; Konzentration f�r 95%
Inhibition in Zellkultur (CIC95) = 800 nm).[90] Diese Leit-
struktur war wegen ihres reduzierten Molekulargewichts
(515 Da von 4 gegen�ber 670 Da von Saquinavir) wichtig.

Das 3S-THF-Urethan 4 war noch weit wirksamer (> 18-
fach) als sein N-Boc-Derivat. Der Einbau der Urethan-

Abbildung 3. Struktur von Saquinavir und Darunavir.

Abbildung 4. Inhibitoren mit einem Ethercyclus als P2-Ligand.
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Funktionalit�t steigerte auch beim isosteren Hydroxyethylen-
Inhibitor 5 sowohl die Enzymhemmung als auch die antivirale
Aktivit�t merklich gegen�ber dem N-Boc-Derivat.[90] Das
Cyclopentylderivat 6 (Abbildung 5) war dagegen weit weni-

ger aktiv, obwohl dieser PI die Substrat-Bindungsstelle
wahrscheinlich nicht anders besetzte als der Inhibitor 5. Das
bedeutete, dass das Sauerstoffatom der cyclischen Ether-
funktion sehr wichtig f�r die Bindung sein musste. Eine
Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem 4
deutete eine schwache Wasserstoffbr�cke vom THF-Sauer-
stoffatoms zu den NH-Gruppen von Asp29 und Asp30 an.[90]

Vasquez et al.[91] und Tung et al.[92] bauten die 3S-THF-Ure-
thangruppe in ein isosteres Hydroxyethylaminsulfonamid ein
und erhielten den PI 7 (Abbildung 5, VX-478),[93] der bald
danach von der FDA unter dem Namen Amprenavir/Fos-
amprenavir zugelassen wurde. In der Rçntgenstruktur der
HIV-1-Protease mit gebundenem 7 ist klar zu erkennen, dass
der Etherring die S2-Subtasche besetzt und das Ring-Sauer-
stoffatom eine schwache Wechselwirkung mit den R�ckgrat-
Amidgruppen von Asp29 und Asp30 eingeht (mit Abst�nden
von 3.4 bzw. 3.5 �).[93]

Nachdem wir die 3S-THF-Urethangruppe als mçglichen
Substitutionskandidat f�r beide P2/P3-Liganden von Sa-
quinavir identifiziert hatten, interessierte uns die weitere
Verbesserung der Ligandenbindung in der S2-Subtasche.
Schließlich entwarfen wir einen stereochemisch definierten
bicyclischen (3R,3aS,6aR)-Tetrahydrofuranliganden (Bis-
THF; Abbildung 6).[94] Hier erwies sich 8 mit dem
(3R,3aS,6aR)-Bis-THF-Liganden als ein weitaus wirksamerer
Inhibitor als 9 mit dem (3S,3aR,6aS)-Bis-THF-Liganden. Der
Inhibitor 8 war auch wirksamer als 4 mit 3S-THF als P2-
Ligand. In unserer Rçntgenkristallstrukturanalyse bildeten
beide Sauerstoffatome von Bis-THF effektive Wasserstoff-
br�cken zu den den R�ckgrat-NH-Gruppen von Asp29 und
Asp30.[94] Außerdem f�llte der THF-Bicylus von 8 die hy-
drophobe S2-Subtasche effektiver aus als der Monocyclus von
4. Interessanterweise waren bei 8 jedoch keine Wasserstoff-
br�cken zum Proteinr�ckgrat der S2’-Subtasche zu erken-
nen.[86,94] Wie schon gesagt, wollten wir mit unserer Strategie

der R�ckgratbindung vor allem die Wechselwirkungen an den
Positionen der Ligandenbindung maximieren, besonders in
Form von Wasserstoffbr�cken zu den R�ckgratatomen an
den S2- bis S2’-Subtaschen der Protease.[50]

3.3. Design von TMC-126 und dessen Bedeutung f�r das Konzept
der R�ckgratbindung

Nachdem wir den hochaffinen und nichtpeptidischen Bis-
THF-Liganden erzeugt hatten, wollten wir als n�chstes einen
Inhibitor herstellen, der durchg�ngig von S2 bis zu S2’ robuste
Wasserstoffbr�cken bilden kann.[50] Daf�r untersuchten wir
den Effekt des P2-Bis-THF-Liganden zusammen mit einer
Reihe von Isosteren, darunter (R)-(Hydroxyethyl)sulfon-
amid-Isosteren,[91, 92] wobei p-Methoxysulfonamid den P2’-
Liganden bildete.[50, 81] Dass unsere erste Wahl auf p-Meth-
oxysulfonamid fiel, beruhte auf der Annahme, dass das Sau-
erstoffatom der Methoxygruppe mit den R�ckgrat-NH-
Gruppen von Asp29’ und Asp30’ der S2’-Subtasche effektive
Wasserstoffbr�cken bilden w�rde. In Abbildung 7 ist zu er-
kennen, dass der Inhibitor 10 (UIC-PI oder UIC94003, sp�ter
TMC-126) eine starke Enzymhemmung (Ki = 14 pm) her-
vorruft und eine starke antivirale Aktivit�t (ID50 = 1.4 nm) in

Abbildung 5. Wirksame PIs auf 3S-THF-Urethan-Basis.

Abbildung 6. Design von PIs mit Bis-THF-Ligand.

Abbildung 7. Wirksame Bis-THF-PIs, TMC-126 und Darunavir.
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CEM-Zelllinien aufweist.[82] Um die Ligandenwechselwir-
kung auf molekularer Ebene besser verstehen zu kçnnen,
wurde eine hochaufgelçste Rçntgenstruktur der HIV-1-Pro-
tease mit gebundenem 10 ermittelt.[95] In Abbildung 8 ist zu

erkennen, wie beide Sauerstoffatome des P2-Bis-THF-Li-
ganden starke Wasserstoffbr�cken mit den R�ckgrat-NH-
Gruppen von Asp29 und Asp30 der S2-Subtasche bilden. In
der S2’-Subtasche bildet das p-Methoxy-Sauerstoffatom
starke Wasserstoffbr�cken zu der R�ckgrat-NH-Gruppe von
Asp30’ und zur Seitenketten-Carboxylatgruppe von
Asp30’.[95] Die enzymatischen Ki-Werte von 10 wurden gegen

eine Vielzahl von HIV-Proteasemutanten ermittelt. Tabelle 1
belegt die beeindruckende Wirkung des Inhibitors auf s�mt-
liche Mutanten (Ki-Werte < 100 pm), wobei das Verh�ltnis
Ki mut/Kiwt nicht grçßer als f�nf wird. Proteasen mit Mehr-
fachmutation, die gegen die zugelassenen PIs der ersten Ge-
neration noch stark resistent waren, blieben gegen 10 also auf
einem sehr niedrigen Resistenzniveau.[96]

Auch gegen ein breites Spektrum resistenter HIV-1-Va-
rianten war 10 wirksam mit IC50-Werten von 0.3 bis 0.5 nm.[82]

Eine detaillierte Evaluation der Medikamentenempfindlich-
keit von HIV-Mutanten auf den PI 10 (Tabelle 2) demon-
strierte, dass dieser Inhibitor bez�glich der Entstehung von
Resistenzen erhebliche Vorteile gegen�ber dem strukturell
�hnlichen Amprenavir sowie anderen zugelassenen PIs
bietet. Besonders interessant war der deutlich verzçgerte
Erwerb von Resistenzen gegen 10. Dar�ber hinaus reagierten
HIV-St�mme, die gegen 10 Resistenzen erworben haben,
weiterhin auf s�mtliche zugelassene PIs außer Amprenavir.
Bemerkenswert war die beeindruckende Wirksamkeit von 10
gegen mehrfach resistente HIV-1-St�mme, die aus Patienten
mit bereits resistentem HIV-1 isoliert worden waren (IC50 =

0.5 bis 5.5 nm). Andere PIs schnitten hier deutlich schlechter
ab.[82] Wir vermuteten, dass diese beeindruckende und kon-
sistente Aktivit�t gegen ein breites Spektrum von arzneimit-
telresistenten HIV-Varianten von der robusten Bindung von
10 an das aktive Zentrum und insbesondere an die R�ckgrat-
NH-Gruppen der Aspartatreste zwischen den S2- und S2’-
Subtaschen verursacht wurde.[50] Somit bietet die Stategie der
R�ckgratbindung, das heißt die Bildung von multiplen Was-
serstoffbr�cken im gesamten aktiven Zentrum (S2- bis S2’-
Bindungstasche), ein attraktives Konzept, um eine neue Ge-
neration von PIs zu entwickeln und so dem Problem der
Resistenzbildung zu begegnen.

4. Im Kampf gegen die Arzneimittelresistenz: mit
der Strategie der R�ckgratbindung zur klinischen
Einf�hrung von Darunavir

4.1. Optimierung der Struktur von Darunavir

Aufbauend auf die Ergebnisse zu 10 (TMC-126) unter-
suchten wir Kombinationen von Bis-THF-Ligand und iso-

Abbildung 8. Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebunde-
nem 10.

Tabelle 1: Enzymhemmung von 10 gegen�ber Wildtyp-Protease und
Proteasemutanten.

Enzym Ki [pm] Ki mut/Ki wt Vitalit�t

Wildtyp 14 1 1
D30N <5 0.33 0.3
V32I 8 0.57 0.5
I84V 40 2.85 1
V32I/I84V 70 5 0.7
M46F/V82A <5 0.33 0.1
G48V/L90M <5 0.33 0.1
V82F/I84V 7 0.5 0.1
V82T/I84V 22 1.57 0.1
V32I/K45I/F53L/A71V/I84V/L89M 31 2.2 0.1
V32I/L33F/K45I/F53L/A71V/I84V 46 3.3 0.1
20R/36I/54V/71V/82T 31 2.2 0.1

Tabelle 2: Wirksamkeit von 10 (TMC-126) gegen�ber HIV-1-Varianten von Patienten mit bereits umfangreicher Behandlungsvorgeschichte mit PIs.

Virus[a] IC50 [mm] (Faktor)
RTV IDV SQV NFV APV 10 (TMC-126)

Wildtyp 0.044 (1) 0.013 (1) 0.010 (1) 0.023 (1) 0.025 (1) 0.0007 (1)
1 >1 (>23) >1 (>77) 0.27 (27) >1 (>43) 0.27 (11) 0.004 (6)
2 >1 (>23) 0.49 (38) 0.037 (4) 0.33 (14) 0.28 (11) 0.0013 (2)
3 >1 (>23) 0.49 (38) 0.036 (4) >1 (>43) 0.26 (10) 0.001 (1)
4 >1 (>23) 0.21 (16) 0.033 (3) 0.09 (4) 0.31 (12) 0.0016 (2)
5 >1 (>23) >1 (>77) 0.31 (31) 0.41 (18) 0.67 (27) 0.0024 (3)
6 >1 (>23) 0.30 (23) 0.19 (19) >1 (>43) 0.16 (6) 0.0005 (1)
7 >1 (>23) >1 (>77) 0.12 (12) >1 (>43) 0.49 (20) 0.0055 (8)
8 >1 (>23) 0.55 (42) 0.042 (4) >1 (>43) 0.15 (6) 0.001 (1)

[a] Aminos�uresubstitution in den proteasekodierenden Regionen des Virus verglichen mit der Konsensussequenz aus der Los-Alamos-Datenbank.
Siehe Lit. [82] f�r Details.
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steren (R)-(Hydroxyethyl)sulfonamid-Liganden, die mit ver-
schiedenen P2’-Sulfonamid-Funktionalit�ten ausgestattet
waren. Diese Liganden sollten mit den R�ckgratatomen der
S2’-Tasche wechselwirken. Aus den Versuchen resultierte
eine Reihe von außergewçhnlich wirksamen PIs. Allerdings
zeigte nur der Inhibitor 2 (Abbildung 7, der sp�ter TMC-114
und dann Darunavir genannt wurde) verbesserte pharmako-
logische Eigenschaften und ein starkes Resistenzprofil.[81,97–99]

Wir konnten das antivirale Profil von 10 (UIC-94003 oder
TMC-126) und 2 (UIC-94017 oder TMC-114) im Wesentli-
chen auf deren einzigartiges Bindungsprofil zur�ckf�hren
und etablierten so unser Konzept der Bindung an das Prote-
inr�ckgrat als vielversprechende Strategie gegen die Arznei-
mittelresistenz.[50, 100] Im n�chsten Abschnitt wollen wir die
Bindung von Darunavir und sein einzigartiges antivirales
Profil genauer untersuchen.

4.2. Die Wechselwirkungen von Darunavir mit dem
Proteaser�ckgrat

Die im Vergleich zu anderen PIs erhçhte Bindungsaffi-
nit�t von Darunavir (Ki = 16 pm) liegt an seiner F�higkeit, ein
Netzwerk von Wasserstoffbr�cken zum aktiven Zentrum der
HIV-1-Protease zu bilden. In einer hochaufgelçsten Rçnt-
genkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem
Darunavir sind viele der maßgeblichen Wechselwirkungen
zwischen Darunavir A und den R�ckgratatomen der Protease
zu sehen.[69] In Abbildung 9 ist dargestellt, wie der Bis-THF-

Ligand am P2 mehrere Wasserstoffbr�cken zu den R�ckgrat-
Amid-NH-Gruppen von Asp29 und Asp30 bildet und somit
Darunavir in der S2-Subtasche verankert. Am anderen Inhi-
bitorende sind die Wechselwirkungen zu erkennen, die die p-
Aminosulfonamidgruppe mit der Amidgruppe von Asp30’
und dem Seitenkettencarboxylat von Asp30’ eingeht und die
Darunavir im aktiven Zentrum stabilisieren. Die Hydroxy-
funktion des Hydroxyethylsulfonamid-Isosters ahmt dagegen
den �bergangszustand nach und stellt Wasserstoffbr�cken zu
den katalytisch aktiven Asp25- und Asp25’-Resten her. Dazu

kommen die Wechselwirkungen der NH-Gruppe des Ure-
thans mit der Gly27-Carbonylgruppe und eine durch ein
vierfach koordiniertes Wassermolek�l vermittelte Wasser-
stoffbr�cke zwischen den Deckelresten Ile50 und Ile50’, der
Urethan-Carbonylgruppe und dem Sulfonamid-Sauerstoff-
atom von Darunavir. Dar�ber hinaus verst�rken die P1’-Iso-
butylgruppe und die P1-Benzylgruppe von Darunavir die
Bindung durch hydrophobe Wechselwirkungen.[69] Diese
multiplen Wechselwirkungen machen Darunavir zu einer
„molekularen Krabbe“, die sich fest an das Proteinr�ckgrat
klammert.

Der Bindungsmodus von Darunavir an die HIV-1-Pro-
tease unterscheidet sich deutlich von dem der meisten PIs der
ersten Generation. W�hrend zum Beispiel die Bindung vieler
PIs durch einen Entropiegewinn gesteuert wird, ist die von
Darunavir, wahrscheinlich wegen der zahlreichen Wasser-
stoffbr�cken, stark enthalpiebestimmt.[101] Ein weiterer
wichtiger Unterschied sind die kinetischen Eigenschaften der
Bindung an die Protease. Die Bindung ist f�r Darunavir hoch
assoziativ und wenig dissoziativ, weshalb die Dissoziation viel
langsamer abl�uft als bei anderen PIs.[102] In Summe hat
Darunavir ein hochaffines Bindungsprofil mit der außeror-
dentlichen F�higkeit, Mutationen der Protease auszuglei-
chen.[103]

Eine neuere Rçntgenstruktur offenbarte dann eine letzte
Besonderheit von Darunavir. Der Inhibitor kann die Protease
n�mlich noch an einer zweiten Position binden,[69] die an der
Proteaseoberfl�che, an einer der flexiblen Deckelh�lften
liegt. Eine allosterische Bindung dort schr�nkt womçglich die
Funktion der HIV-1-Protease zus�tzlich ein und tr�gt somit
zur außergewçhnlich hohen antiviralen Aktivit�t von Dar-
unavir bei. Nach weiteren Studien zur Bindungskinetik von
Darunavir wurde ein gemischter Inhibitionsmechanismus
vorgeschlagen (kompetitiv-nichtkompetitiv). Die PIs der
ersten Generation folgen dagegen ausschließlich einem
kompetitiven Mechanismus.[104] Diese Ergebnisse passen gut
zum Modell einer zweiten Bindungsstelle und erkl�ren das
bessere antivirale Aktivit�tsprofil von Darunavir.

4.3. Robustheit von Darunavir gegen mehrfach resistente
HIV-1-Varianten

Quer �ber einen großen Bereich von HIV-1-St�mmen hat
sich Darunavir als �beraus wirksam erwiesen. In Tabelle 3 ist
zu sehen, wie Darunavir gegen�ber einer Reihe von HIV-1-
Isolaten viele zugelassene PIs in der Hemmung der viralen
Replikation und Infektiosit�t �bertrifft (IC50 = 3–6 nm).[105]

Wegen seiner starken antiviralen Wirkung bei gleichzeitig
relativ geringer Zytotoxizit�t erreicht Darunavir einen hç-
heren Selektivit�tsindex (> 20000 CC50/EC50).[105] Hervorzu-
heben ist dabei seine starke antivirale Wirkung, die auch
gegen�ber St�mmen mit resistenzbildenden Mutationen nicht
abnimmt. Insbesondere zeigte Darunavir eine beeindru-
ckende Aktivit�t gegen klinische HIV-1-Varianten, die be-
reits in hohem Maße Mehrfachresistenzen gegen PIs aufge-
baut haben und aus AIDS-Patienten isoliert wurden, die nicht
mehr auf die vorhandenen antiviralen Therapien ansprachen
(Tabelle 4). W�hrend Darunavir (2) noch eine hervorragende

Abbildung 9. Darunavir bindet an die HIV-1-Protease wie eine „mole-
kulare Krabbe“ (PDB-Nummer 2IEN).[69]
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antivirale Aktivit�t mit IC50-Werten von 3 bis 30 nm aufwies,
waren APV, IDV, NFV und RTV nahezu ineffektiv in der
Blockierung der Replikation dieser mehrfach resistenten
St�mme.[105]

Auch gegen�ber einer Reihe von HIV-1-Laborst�mmen
mit ausgew�hlten Resistenzen gegen andere PIs war die
Aktivit�t weiter herausragend hoch (Tabelle 5), und nur bei
einem APV-resistenten Virusstamm wurd eine Kreuzresis-
tenz beobachtet. Der Inhibitor APV enth�lt ein �hnliches
Sulfonamid-Isoster wie Darunavir.[105] Umfassendere Studien
mit �ber 1500 klinischen Isolaten best�tigten die bemer-
kenswerten Eigenschaften von Darunavir. Bei 75% der Va-
rianten wurde f�r Darunavir eine EC50 < 10 nm gemessen,
und bei 90% der St�mme war der EC50-Wert nicht mehr als
10-fach grçßer als der des Wildtyps.[106] Dagegen zeigten APV,
SQV, IDV, RTV, NFV und LPV bei weniger als 30% der
Virusst�mme eine ED50 < 10 nm und ein wesentlich grçßeres
Variabilit�tsniveau in der EC50 verglichen mit dem Wildtyp-
wert.[106]

Eine der großen Herausforderungen bei der Behandlung
von HIV ist nach wie vor die rasche Entstehung von Resis-
tenzen, die die Effektivit�t der antiviralen Therapie herab-
setzen. Darunavir unterscheidet sich hier durch seine hohe
genetische Barriere bei der Bildung von Resistenzen deutlich
von anderen PIs. Erste Versuche, Darunavir-resistente HIV-
St�mme in vitro zu selektieren, erwiesen sich als problema-
tisch. Resistenzen entwickelten sich nur sehr langsam nach
mehreren Passagen und nur bei Darunavir-Konzentrationen
unter 200 nm (Abbildung 10).[106] Sp�ter wurde gezeigt, dass
HIV-1-Isolate von Patienten, die antiretroviralen Behand-
lungen ausgesetzt waren, durchaus resistenz�hnliche Muta-
tionen aufbauen kçnnen, auch wenn das Wildtyp-HIV eine
Darunavir-Resistenz nicht leicht entwickelt.[107] W�hrend der
klinischen POWER-Versuche wurden insgesamt 11 Amino-
s�uresubstitutionen mit einer Darunavir-Resistenz in Ver-
bindung gebracht, darunter V11I, V32I, L33F, I47V, I50V,
I54L/M, G73S, L76V, I84V und L89V. Die wichtigsten Mu-
tationen waren wahrscheinlich I50V, I54M/L, L76V und

Tabelle 3: Wirksamkeit von 2 sowie von ausgew�hlten Anti-HIV-Reagentien gegen HIV-1Ba-L, HIV-2ROD und HIV-2EHO.

Virus Durchschnittliche IC50 [nm][a]

Zelltyp SQV RTV IDV NFV APV AZT DRV (2)

HIV-1Ba-L PBMC 18 39 25 17 26 9 3
HIV-2ROD MT-2 3 130 14 19 230 18 3
HIV-2EHO MT-2 6 240 11 29 170 11 6

[a] Alle Assays wurden zwei oder drei Mal durchgef�hrt; die Daten repr�sentieren den aus drei unabh�ngigen Experimenten bestimmten IC50-
Mittelwert. Die Messung der IC50 wurde in PHA-PBMCs durchgef�hrt und die Inhibition der Produktion des p24-Gag-Proteins durch den PI als
Endpunkt genommen. MT-2-Zellen wurden mit dem Virus versetzt und kultiviert und die IC50-Werte durch MTT-Assay ermittelt. Siehe Lit. [82,105] f�r
Details.

Tabelle 4: Aktivit�t des Inhibitors 2 gegen klinische HIV-1-Isolate in PHA-PBMCs.

Virus[a] IC50 [mm]
SQV APV IDV NFV RTV DRV (2)

HIV-1ERS104pre (WT X4) 0.010 0.023 0.018 0.019 0.027 0.003
HIV-1MOKW (WT R5) 0.004 0.011 0.018 0.033 0.032 0.003
HIV-1TM (MDR X4) 0.23 (23) 0.39 >1 (>56) 0.54 (28) >1 (>37) 0.004 (1)
HIV-1MM (MDR R5) 0.30 (30) 0.34 >1 (>56) >1 (>53) >1 (>37) 0.02 (7)
HIV-1JSL (MDR R5) 0.35 (35) 0.75 (33) >1 (>56) >1 (>53) >1 (>37) 0.029 (10)
HIV-1A (MDR X4) 0.14 (14) 0.16 (7) >1 (>56) 0.36 (19) >1 (>37) 0.004 (1)
HIV-1B (MDR X4) 0.31 (31) 0.34 (15) >1 (>56) >1 (>53) >1 (>37) 0.013 (4)
HIV-1C (MDR X4) 0.037 (4) 0.28 (12) >1 (>56) 0.44 (23) >1 (>37) 0.003 (1)
HIV-1G (MDR X4) 0.029 (3) 0.25 (11) 0.39 (22) 0.32 (17) 0.44 (16) 0.004 (1)

[a] Aminos�uresubstitution in den proteasekodierenden Regionen des Virus verglichen mit der Konsensussequenz aus der Los-Alamos-Datenbank.
Siehe Lit. [105] f�r Details.

Tabelle 5: Aktivit�t von DRV gegen PI-resistente HIV-1-Laborst�mme.

Virus Aminos�uresubstitution EC50 [mm][a]

SQV RTV IDV NFV APV DRV

HIV-1NL4-3 Wildtyp 0.009 0.018 0.011 0.020 0.027 0.003
HIV-1SQV 5mm

L10I, G48V, I54V, L90M >1 (>111) >1 (>56) >1 (>91) 0.30 (15) 0.17 (6) 0.005 (2)
HIV-1RTV5mm

M46I, V82F, I84V 0.013 (1) >1 (>56) 0.31 (28) 0.24 (12) 0.61 (23) 0.025 (8)
HIV-1IDV5mm

L10F, L24I, M46I, L63P, A71V, G73S, V82T 0.015 (2) >1 (>56) >1 (>91) 0.74 (37) 0.33 (12) 0.029 (10)
HIV-1NFV 5mm

L10F, D30N, K45I, A71V, T74S 0.031 (3) 0.09 (5) 0.28 (25) >1 (>50) 0.093 (3) 0.003 (1)
HIV-1APV 5mm

L10F, V32I, M46I, I54M, A71V, I84V 0.020 (2) >1 (>56) 0.31 (28) 0.21 (11) >1 (>37) 0.22 (73)

[a] MT-4-Zellen wurden mit dem jeweiligen HIV-1-Stamm versetzt (100 � TCID50s) und die Inhibition der Produktion des p24-Gag-Proteins als
Endpunkt genommen. Die Zahlen in Klammern repr�sentieren den �nderungsfaktor des IC50 f�r jedes Isolat relativ zum HIV-1L4-3-Isolat. Siehe
Lit. [105].
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I84V.[108, 109] Sp�ter wurde noch A28S als diejenige Amino-
s�uresubstitution identifiziert, die ausschließlich zu Daruna-
vir gehçrte und nicht durch andere PIs ausgelçst wurde.[110]

F�r sich genommen bewirkt A28S zun�chst eine betr�chtliche
Abschw�chung der Enzymfitness, die dann teilweise durch
die Zweitmutation I50 V wieder ausgeglichen wird. Wahr-
scheinlich r�hrt die Darunavir-Resistenz durch A28S aus
einer Positionsverschiebung des P2-Sulfonamids. Diese Ver-
schiebung beeintr�chtigt die Bildung von Wasserstoffbr�cken
und reduziert somit die Bindungsaffinit�t.

4.4. Darunavir inhibiert die Dimerisierung der HIV-1-Protease

Das beeindruckende antivirale Profil von Darunavir l�sst
sich teilweise auf seine geringe Grçße und flexible Konfor-
mation zur�ckf�hren sowie auf seine F�higkeit, multiple
Wasserstoffbr�cken zum R�ckgrat der Protease zu bilden und
somit eine hohe Bindungsaffinit�t zu entwickeln. Ein weiterer
Faktor ist seine duale Inhibitorwirkung: Darunavir blockiert
nicht nur die Spaltung des nat�rlichen Substratpeptids, son-
dern hemmt auch die Dimerisierung der HIV-1-Protease. Die
aktive HIV-1-Protease besteht aus zwei Ketten von jeweils 99
Aminos�uren, die sich zu einer einzigen katalytisch aktiven
Quart�rstruktur vereinigen. Weil diese Dimerisierung der
monomeren Untereinheiten eine Bedingung f�r die Aktivit�t
der Protease ist, stellt deren Inhibition einen klaren Hemm-
Mechanismus f�r die virale Replikation dar.[111] Schon in ge-
ringen Konzentrationen von 0.01 mm[112] blockierte Darunavir
die Dimerisierung. Dieses Thema wird aktuell weiter unter-
sucht. Außer bei Darunavir wurde nur noch f�r TPV diese
Eigenschaft nachgewiesen.[112] W�hrend Darunavir und TPV
die Dimerisierung von Einzelmonomeren blockieren, vermag
jedoch keiner der beiden eine einmal zusammengesetzte
Protease wieder zu entfalten.

5. Design von hochwirksamen Bis-THF-PIs unter
Beibehaltung der R�ckgratbindung

5.1. Der Effekt von Benzodioxolansulfonamid an der S2-
Bindungstasche

Wir forschten weiter an strukturellen Modifikationen, um
zus�tzliche Wasserstoffbr�cken zu R�ckgratresten der Pro-
tease aufzubauen und somit st�rker affine Inhibitoren zu
gewinnen. Als P2’-Ligand verwendeten wir ein Benzodioxo-
lansulfonamid, das uns zum Inhibitor 11 f�hrte (GRL-98065,
Abbildung 11). Dieser Inhibitor war �beraus wirksam und
wies betr�chtliche antivirale Aktivit�t auf (Ki = 11 pm und

IC50 = 1.1 nm).[113] In Tabelle 6 ist die Evaluierung von 11 ge-
gen�ber einem breiten Spektrum von gegen mehrere Medi-
kamente resistenten klinischen Isolaten zu sehen, wobei 11
andere zugelassene PIs einschließlich Darunavir �bertraf
und, �hnlich wie Darunavir, auf einem konstant hohen
Niveau in der antiviralen Aktivit�t blieb (Abweichung 6–12-
fach). Der anschließende Test von 11 gegen PI-resistente
HIV-1-Varianten ergab ein einzigartiges antivirales Aktivi-
t�tsprofil (Tabelle 7), wobei eine Kreuzresistenz zu APV
beobachtet wurde. Interessanterweise waren SQV und ATV
weiterhin gegen Virusst�mme, die gegen 11 selektiert waren
und die A28S-Mutation trugen. Dies wurde mit der TMC-
126-Resistenz in Verbindung gebracht und f�hrte zu einer
betr�chtlichen Minderung der Fitness der Protease.[113]

Wir ermittelten die Kristallstruktur der HIV-1-Protease
mit gebundenen 11 bei einer Auflçsung von 1.6 �. Diese
Struktur brachte sehr wichtige Einblicke in die molekulare
Wirkung des Inhibitors und das Resistenzprofil.[113] So wurde
gezeigt, dass 11 an den S2- bis S2’-Subtaschen mehrere
Wechselwirkungen mit den R�ckgratatomen der Aminos�u-

Abbildung 10. In-vitro-Selektion von resistenten HIV-St�mmen mit
NFV, APV, LPV und TMC-114(DRV). Modifiziert nach Abbildung 4 in
Lit. [106].

Abbildung 11. Struktur von 11 und Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-
Protease mit gebundenem 11.
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ren des aktiven Zentrums der Protease eingeht (Asp29 und
Asp30, Abbildung 11). Diese Wechselwirkungen sind wichtig
f�r seine Wirksamkeit und die breitgestreute Aktivit�t ge-
gen�ber mehrfach PI-resistenten HIV-1-Varianten. Dar�ber
hinaus sind diese Wechselwirkungen auch in der Kristall-
struktur von resistenten Mutanten mit gebundenem 11
sichtbar.[114] Ein Vergleich der Kristallstruktur mit gebunde-
nem 11 mit einer Kristallstruktur mit gebundenem Darunavir
(Abbildung 9) ergab �hnliche Wechselwirkungen in der S2-
Bindungstasche, aber andere Wasserstoffbr�cken in der S2’-
Region. Auch wurde f�r Darunavir (2) keine Wechselwirkung
�ber ein Wassermolek�l von einem der Benzodioxolan-Sau-
erstoffatome zum Gly48’ im Deckel beobachtet. Dieser Un-
terschied erkl�rt mçglicherweise die besseren IC50-Werte von
11 im Vergleich zu denen von Darunavir.[113]

5.2. Design und klinische Entwicklung von Bis-THF-PIs mit
neuartiger P1-Funktionalit�t

Auf der Grundlage des favorisierten Bis-THF-Liganden
wurden zahlreiche wirksame PIs entworfen.[67, 84] Das von
Glaxo Smith Kline entwickelte Brecanavir 12 (BCV/
GW0385) enth�lt einen P2-Bis-THF-Liganden, einen P2’-
Benzodioxolan-Liganden und einen substituierten P1-Ligan-
den (Abbildung 12).[115, 116] Diese Verbindung wies eine En-
zymhemmung im femtomolaren Bereich auf (Ki = 15 fm) und
eine antivirale Aktivit�t im subnanomolaren Bereich mit

einer IC50 von 0.7 nm (Wildtyp). Gegen die beiden MDR,
EP13 HIV-1 und D545701 HIV-1, zeigte BCV IC50-Werte von

Tabelle 6: Antivirale Aktivit�t von GRL-98065 (11) gegen mehrfach resistente klinische Isolate.

Virus[a] EC50 [nm][b]

SQV RTV NFV APV DRV 11 (GRL-98065)

HIV-1ERS104pre (WT X4) 8 25 15 29 3.8 0.5
HIV-1MDR/TM (X4) 180 (23) >1000 (>40) >1000 (>67) 300 (10) 4.3 (1) 3.2 (6)
HIV-1MDR/MM (R5) 140 (18) >1000 (>40) >1000 (>67) 480 (17) 16 (4) 3.8 (8)
HIV-1MDR/JSL (R5) 290 (36) >1000 (>40) >1000 (>67) 430 (15) 27 (7) 6 (12)
HIV-1MDR/B (X4) 270 (34) >1000 (>40) >1000 (>67) 360 (12) 40 (11) 3.9 (8)
HIV-1MDR/C (X4) 35 (4) >1000 (>40) 420 (28) 250 (9) 9 (2) 2.7 (5)
HIV-1MDR/G (X4) 33 (4) >1000 (>40) 370 (25) 320 (11) 7 (2) 3.4 (7)

[a] Aminos�uresubstitution in den proteasekodierenden Regionen des Virus verglichen mit der Konsensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-
Datenbank. Siehe Lit. [113] f�r Details. [b] Mittlere effektive Konzentration.

Tabelle 7: Antivirale Aktivit�t von 11 gegen PI-resistente HIV-1-Laborvarianten.

Virus EC50 [mm] des Medikaments[a]

SQV RTV IDV NFV APV LPV ATV DRV 11 (GRL-98065)

HIV-1NL4-3 0.007 0.033 0.034 0.033 0.026 0.031 0.0042 0.0030 0.0003
HIV-1SQV 5mm

>1 (>143) >1 (>30) >1 (>29) 0.48 (15) 0.33 (13) 0.27 (9) 0.326 (78) 0.0058 (2) 0.006 (20)
HIV-1RTV5mm

0.010 (1) >1 (>30) 0.25 (7) 0.21 (6) 0.28 (11) 0.16 (5) 0.018 (4) 0.018 (6) 0.0025 (8)
HIV-1IDV5mm

0.059 (8) >1 (>30) >1 (>29) 0.47 (14) 0.17 (7) 0.26 (8) 0.06 (14) 0.015 (5) 0.0037 (12)
HIV-1NFV 5mm

0.024 (3) 0.051 (2) 0.27 (8) >1 (>30) 0.060 (2) 0.024 (1) 0.021 (5) 0.0033 (1) 0.0024 (8)
HIV-1APV 5mm

0.031 (4) 0.29 (9) 0.200 (6) 0.27 (8) >1 (>38) 0.23 (7) 0.003 (1) 0.33 (110) 0.032 (107)
HIV-1LPV 1mm

0.032 (5) >1 (>30) >1 (>29) 0.49 (15) 0.31 (12) 0.31 (10) 0.040 (10) n.b. 0.0075 (25)
HIV-1ATV 1mm

0.037 (5) 0.12 (4) 0.388 (11) 0.22 (7) 0.20 (8) 0.033 (1) 0.33 (79) 0.0034 (1) 0.0015 (5)
HIV-1GRL98065p40 0.032 (5) 0.38 (12) 0.28 (8) 0.34 (10) >1 (>38) 0.19 (6) 0.011 (3) 0.21 (70) 0.18 (600)

[a] MT-4-Zellen wurden mit 100 TCID50s (Dosis f�r 50% Infektion in Zellkultur) jeder HIV-1-Variante versetzt und die Inhibition der Produktion des
p24-Gag-Proteins als Endpunkt genommen. Die Zahlen in Klammern repr�sentieren den �nderungsfaktor f�r jedes Isolat gegen�ber der EC50 f�r den
HIV-1L4-3-Wildtyp. Alle Assays wurden zwei oder drei Mal durchgef�hrt, und die gezeigten Daten wurden auf der Grundlage von drei unabh�ngigen
Experimenten ermittelt. n.b.: nicht bestimmt. Siehe Lit. [113] f�r Details.

Abbildung 12. Strukturen der PIs 12–15.
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1.1 nm bzw. 4.8 nm.[115] Gegen eine Liste von 10 hoch resis-
tenten und spezifisch PI-resistenten HIV-1-Isolaten zeigte
BCV IC50-Werte im sub- bis niedrignanomaren Bereich und
geringer Kreuzresistenz.[115] Dar�ber hinaus wurde BCV
gegen 55 klinische Isolate von Patienten getestet, die PI-
Therapien erfahren hatten. Bei allen Isolaten blieben die
IC50-Werte im niederen nanomolaren Bereich (0.1–14.9 nm).
Bei 80 % der Isolate lag die IC50 bei 0.8 nm oder darun-
ter.[117, 118] Dieser Inhibitor durchlief die klinische Entwicklung
bis Phase III. Die klinischen Versuche mussten dann jedoch
wegen Formulierungsproblemen abgebrochen werden.[119]

Wir untersuchten auch strukturelle Modifikationen an der
P1-Seitenkette von 11. Insbesondere versuchten wir, ein ba-
sisches Amin oder einen cyclischen Ether einzubauen, um die
Wasserlçslichkeit und andere pharmakologische Eigenschaf-
ten zu verbessern. Beide so erzeugten PIs zeigten eine sehr
hohe antivirale Aktivit�t.[120]

Der Inhibitor 15 (GS-8374) enthielt einen P2-Bis-THF-,
einen P2’-p-Methoxybenzosulfonamid- und einen P1-Phenyl-
liganden mit Diethylphosphonylmethoxyfunktion und wurde
von Forschern bei Gilead Sciences entwickelt.[121] Die Phos-
phonat-Funktionalit�t wurde ausgew�hlt, um ohne �nderung
der Proteasebindung von 10 (TMC-126) die Retention in der
Zelle zu verbessern. Der neue PI 15 wies ein ausgezeichnetes
Resistenzprofil auf[121,122] mit durchschnittlich 6.2-facher
Vergrçßerung der EC50 (0.6–26 nm) gegen�ber dem HIV-
Wildtyp-Wert. Im Vergleich mit Darunavir und BCV zeigte
15 eine durchschnittlich 29.8-fache (1.0–157 nm) beziehungs-
weise 23.6-fache Vergrçßerung der EC50 (1.2–121 nm). Er-
kl�rbar war diese ausgepr�gte Resistenzunterdr�ckung durch
die Funktion der Phosphonateinheit als Ankerpunkt im um-
gebenden Medium. Dieser Anker beg�nstigt eine entropische
Kompensation bei Proteasemutationen und verst�rkt somit
die Entartung des Bindungszustands des Inhibitors. Noch
sechs Monate sp�ter war bei ausgew�hlten, gegen 15 expo-
nierten HIV-1-St�mmen keine Anzeichen von RAM (Resis-
tenz-assoziierten Mutationen) zu erkennen.[123] Verglichen
mit anderen PIs wies GS-8374 ein g�nstiges pharmakologi-
sches und metabolisches Profil auf. Die Rçntgenkristall-
struktur der HIV-1-Protease mit gebundenem 15 zeigte ein
�hnliches Bindungsprofil f�r den P2-Bis-THF- und den P2’-
Methoxysulfonamidliganden wie bei 10. Ein Vergleich beider
Strukturen zeigte, dass eine der Ethylphosphonat-Einheiten
von 15 in einer hydrophoben Spalte an der Oberfl�che der
Protease gebunden war.[121] Das Resistenzprofil von GS-8374
mit p-Diethylphosphonat am P1-Phenylrest war dem von
BCV mit substituiertem Methylthiazol am P1 �berlegen.[123]

5.3. Effekt von C4-Methoxy-Bis-THF an der S2-Bindungstasche

Im Apoenzym sind die beiden Deckelh�lften der HIV-1-
Protease flexibel. Bindet jedoch ein Inhibitor, schließen sie
sich und �ndern ihre R�ckgratkonformation nur noch mini-
mal.[53, 124] In Abbildung 11 ist eine neuartige, durch ein Was-
sermolek�l vermittelte Wechselwirkung von Gly48’ mit dem
Sauerstoffatom der Benzodioxolangruppe zu erkennen, die
mçglicherweise f�r das hervorragende antivirale und Resis-
tenzprofil verantwortlich ist. Die Rçntgenstruktur der HIV-

Protease mit gebundenem 10 wies die C4-Position des Bis-
THF-Liganden als ideale Position aus, um nach Substitution
mit einem Heteroatom mit der NH-Gruppe von Gly48 im
R�ckgrat eine Wechselwirkung einzugehen.[95] Also synthe-
tisierten wir eine Reihe von neuen PIs mit am C4 Alkoxy-
substituierten Bis-THF-Liganden.[125] Wie in Abbildung 13

dargestellt, zeigte 16 mit 4R-Methoxygruppe eine bessere
Enzymhemmung (Ki = 2.9 pm) als 10 (Ki = 14 pm). Das 4R-
Isomer 16 war 12-fach wirksamer als das korrespondierende
4S-Isomer 17. Bei grçßeren C4-Alkylgruppen wie dem Ben-
zyloxysubstituent ließ die Wirkung merklich nach. In der
Rçntgenstruktur (Abbildung 13) zeigte 16 �hnliche Wech-
selwirkungen mit dem aktiven Zentrum der HIV-1-Protease
wie 10.[125] Allerdings gab es zus�tzlich eine �ber ein Was-
sermolek�l vemittelte Wasserstoffbr�cke vom Sauerstoff-
atom der 4R-Methoxygruppe zur NH-Gruppe von Gly48.
Mçglicherweise beruht die verbesserte Bindungsaffinit�t von
16 auf eben dieser wasservermittelten Wasserstoffbr�cke zur
R�ckgrat-NH-Gruppe von Gly48.[125]

5.4. Design von makrocyclischen Inhibitoren mit Bis-THF an der
S2-Bindungstasche

Wir wollten dann in die hydrophobe Tasche der S1’- bis
S2-Bindungszentren einen flexiblen Makrocyclus einbauen

Abbildung 13. Strukturen der PIs 16 und 17 und Rçntgenstruktur der
HIV-1-Protease mit gebundenem 16.
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und untersuchten deshalb makrocyclische Bis-THF-Inhibito-
ren, deren P1’- bis P2’-Liganden �hnlich wie bei 10 und
Darunavir alle wichtigen Wasserstoffbr�cken mit dem Pro-
teinr�ckgrat bilden kçnnen und gleichzeitig effektiv die hy-
drophobe S1’- und S2’-Subtasche belegen.[95] Das mçgliche
Design des Makrocyclus erhielten wir aus unserer Beobach-
tung, dass bestimmte Mutationen die Van-der-Waals-Wech-
selwirkungen abschw�chen und gleichzeitig die hydrophobe
S1’-Subtasche vergrçßern kçnnen. Einer Strukturuntersu-
chung von A-77003[126] zufolge f�hrt eine V82A-Mutation zur
Abschw�chung der Van-der-Waals-Wechselwirkung mit den
Phenylringen in der S1- wie der S1’-Subtasche.[127] Sowohl die
Seitenkette des Inhibitors als auch die Atome in der S1-
Subtasche der Protease werden dabei neu angeordnet.
Daraus folgerten wir, dass ges�ttigte und unges�ttigte 11- bis
15-gliedrige Makrocyclen geeignet sein m�ssten, die S1’-S2’-
Subtaschen effektiv auszuf�llen. Abbildung 14 zeigt, dass die

makrocyclischen Inhibitoren 20 und 21 ausgezeichnete inhi-
bitorische und antivirale Aktivit�t aufwiesen, w�hrend ihre
acyclischen Homologe deutlich weniger wirksam waren. Ge-
s�ttigte Inhibitoren waren ebenfalls weniger aktiv als ihre
unges�ttigten Analoge.[95]

Um sicherzustellen, dass die Struktureffekte auch tat-
s�chlich zu verbesserten Resistenzeigenschaften f�hrten,
wurden die Inhibitoren 20 und 21 gegen eine Liste von kli-
nischen Isolaten vom Wildtyp X4-HIV-1 (HIV-1ERS104pre) ge-
testet und in PBMC-Zellkulturen mit verschiedenen mehr-
fach resistenten klinischen X4- und R5-HIV-1-Isolaten ver-
glichen.[95, 105] Tabelle 8 zeigt, dass die beiden Inhibitoren
gegen HIV-1ERS104pre in ihrer Wirksamkeit (IC50 = 7 bzw. 5 nm)
den zugelassenen Inhibitoren IDV, APV und LPV �berlegen
waren, aber nur halb so wirksam waren wie Darunavir (IC50 =

3 nm).[95] Der Inhibitor 20 war wirksamer als Amprenavir
gegen HIV-1MDR/C, HIV-1MDR/G, HIV-1MDR/TM und HIV-1MDR/

JSL und noch mehr als 6-fach wirksamer gegen HIV-1MDR/MM.
Der Inhibitor 21 war Amprenavir gegen HIV-1MDR/C und
HIV-1MDR/G �berlegen (mehr als 12- bzw. 15-fach).[95,128]

Dar�ber hinaus verhinderten beide makrocyclischen PIs die
Replikation von HIV-1NL4-3-Varianten, die gegen maximal
5 mm Saquinavir, Lopinavir und Ininavir selektiert wurden
(IC50 = 20–46 nm). Die Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-
Protease mit gebundenem 20 ermittelten wir mit 1.17 �
Auflçsung. In Abbildung 15 ist zu erkennen, dass beide P2-
und P2’-Liganden, �hnlich wie 10, an multiplen Wasserstoff-
br�cken zu den Atomen des Proteinr�ckgrats der S2- und S2’-

Tabelle 8: Antivirale Aktivit�t von makrocyclischen Inhibitoren gegen mehrfach resistente klinische Isolate in PHA-PBMCs.

Virus[a] IC50 [mm]
SQV IDV APV LPV DRV 21 20

HIV-1ERS104pre (WT X4) 0.008 0.043 0.030 0.034 0.003 0.007 0.005
HIV-1MDR/B (X4) 0.27 (34) >1 (>23) >1 (>33) >1 (>29) 0.019 (6) 0.089 (13) 0.037 (7)
HIV-1MDR/C (X4) 0.032 (11) >1 (>23) 0.37 (12) >1 (>29) 0.008 (3) 0.029 (4) 0.044 (9)
HIV-1MDR/G (X4) 0.030 (4) 0.34 (5) 0.43 (14) 0.26 (8) 0.023 (5) 0.028 (4) 0.057 (11)
HIV-1MDR/TM (X4) 0.26 (33) >1 (>23) 0.32 (11) >1 (>29) 0.004 (1) 0.072 (10) 0.027 (6)
HIV-1MDR/MM (R5) 0.19 (24) >1 (>23) 0.21 (7) >1 (>29) 0.011 (4) 0.055 (8) 0.033 (7)
HIV-1MDR/JSL (R5) 0.30 (37) >1 (>23) 0.62 (21) >1 (>29) 0.027 (9) 0.21 (30) 0.073 (15)

[a] Aminos�uresubstitution in der proteasekodierenden Region verglichen mit der Konsensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-Datenbank. Siehe
Lit. [95] f�r Details.

Abbildung 15. Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebunde-
nem makrocyclischen Inhibitor 20. Alle starken Wasserstoffbr�cken
sind als gepunktete Linien dargestellt.Abbildung 14. Struktur der acyclischen und makrocyclischen PIs 18–21.
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Subtaschen beteiligt waren. Der kronenfçrmige P1’-P2’-Ma-
krocyclus passte ausgesprochen gut in die S1’-Bindungstasche
hinein. Interessanterweise verhielt sich der Makrocyclus ein
wenig federartig und dr�ckte gegen den P1-Phenylring, der
sich infolgedessen um etwa 308 in die Richtung von Asp29’
drehte. Eine solche Drehung war in der Rçntgenstrukur der
HIV-1-Protease mit gebundenem 10 nicht zu erkennen. Beide
makrocyclischen PIs verloren gegen mehrfach resistente kli-
nische Isolate nicht an Wirksamkeit, wahrscheinlich wegen
der Vielzahl an Wasserstoffbr�cken zum Proteaser�ckgrat
und der hydrophoben Wechselwirkungen in den S1’-S2’-
Subtaschen.[95]

6. Das Konzept der R�ckgratbindung als Strategie
gegen die Arzneimittelresistenz im Test

6.1. Entwicklung von Cyclopentanyltetrahydrofuran (Cp-THF) als
neuartigem P2-Liganden

Wir wollten nun die weiteren Mçglichkeiten ausloten, die
unsere auf das Proteinr�ckgrat ausgerichtete Strategie bietet,
und entschieden uns aufgrund der Rçntgenstrukturen von
Proteinen mit gebundenem Liganden f�r das Design von
strukturell variablen cyclischen Ethern als Liganden, die nicht
dem Bis-THF-Liganden �hnelten. Dies f�hrte uns schließlich
zu einem stereochemisch definierten bicyclischen Hexahy-
drocyclopentanofuran (Cp-THF) als P2-Liganden. Diesen
Liganden verkn�pften wir mit isosteren Hydroxyethylami-
nosulfonamiden und erhielten somit eine Reihe von außer-
gewçhnlich wirksamen PIs.[51] Das Ether-Sauerstoffatom des
Cp-THF-Rings positionierten wir so, dass es Wasserstoff-
br�cken zu den NH-Gruppen von Asp29 und Asp30 bilden
konnte. In Abbildung 16 ist zu sehen, wie durch Austausch
von Bis-THF in Darunavir durch den neuen Cp-THF-Ligan-
den der Inhibitor 22 entsteht. Dessen Enzymhemmung lag im
subnanomolaren Bereich und war somit fast 10-fach kleiner
als die von Darunavir (Ki = 16 pm). Daraus folgerten wir, dass

sich die Bindung des Cp-THF-Liganden in der S2-Subtasche
von der des Bis-THF-Liganden unterscheidet. Mçglicher-
weise war auch die Lage der restlichen Inhibitorstruktur im
aktiven Zentrum etwas verschoben.[51] Dies bedeutete, dass
Modifikationen am P2’-Anilin die Wechselwirkung mit den
NH-Gruppen von Asp29’ und Asp30’ in der S2’-Subtasche
verbessern kçnnten. Daher bauten wir ein Hydroxymethyl-
sulfonamid als P2’-Liganden ein. Der daraus hervorgehende
Inhibitor 23 zeigte gegen�ber 22 eine 30-fache Verbesserung
in der Enzymhemmung (Ki = 4.5 pm). Zus�tzlich zeigte er
eine �hnlich beeindruckende antivirale Wirkung (IC50 =

1.8 nm) wie 10. Welche Bedeutung das Sauerstoffatom im Cp-
THF-Ring genau hat, testeten wir durch die Synthese von 24,
dessen Sauerstoffatom durch eine Methylengruppe ausge-
tauscht war. Tats�chlich verlor 24 verglichen mit 23 mehr als
1100-fach an Enzymhemmung. Auch die antivirale Aktivit�t
von 24 war drastisch reduziert (IC50> 1000 nm). Dies zeigt
klar, dass das Sauerstoffatom des Cp-THF-Rings tats�chlich
sehr wichtige Wechselwirkungen im aktiven Zentrum ein-
geht.

Wir bestimmten die Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-
Protease mit gebundenem 23 mit 1.35 � Auflçsung und er-
hielten aus dieser hochaufgelçsten Struktur entscheidende
Erkenntnisse, welche molekularen Wechselwirkungen in der
Bindungstasche bei der Ligandenbindung vorliegen.[51] In
Abbildung 17 ist zu sehen, dass 23 �hnliche multiple Wech-
selwirkungen im aktiven Zentrum aufbaut wie Darunavir.

Die P2’-Hydroxygruppe bildet starke Wasserstoffbr�cken zu
den R�ckgrat-NH-Gruppen von Asp30’und h�lt �ber ein
Wassermolek�l Kontakt zum Sauerstoffatom der Asp30’-
Seitenkette. Das Ring-Sauerstoffatom des Cp-THF-P2-Li-
ganden bildet eine starke Wasserstoffbr�cke zur NH-Gruppe
von Asp29 im R�ckgrat und eine schwache zu Asp30 aus.
Diese Wechselwirkungen sind f�r den Inhibitor 24, dem das
Sauerstoffatom im Ring fehlt, nicht mçglich, was wiederum
die wesentlich schw�chere Wirkung von 24 im Vergleich zu 23
erkl�rt. Diese Resultate veranschaulichen sehr gut, welche
Bedeutung die Wasserstoffbr�cken zum Proteaser�ckgrat der
S2-Subtasche haben. Es reicht nicht aus, lediglich die Bin-
dungstasche r�umlich auszuf�llen, denn dadurch wird weder
eine enge Bindung induziert noch eine biologische Reaktion
hervorgerufen.Abbildung 16. Strukturen von PIs mit Cp-THF-�hnlichen Liganden.

Abbildung 17. Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem
23.
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Wir �berlagerten die Rçntgenstruktur der HIV-1-Pro-
tease (WT) mit gebundenem 23 mit den drei am st�rksten
mutierten resistenten Proteasen.[51] Nur eine minimale mitt-
lere quadratische Abweichung (0.5 bis 1.1 �) der Alpha-
Kohlenstoffatome des R�ckgrats dieser Strukturen war zu
erkennen. Dies bedeutet, dass der Inhibitor 23 nach wie vor
gute bis ausgezeichnete Kontakte zum R�ckgrat der Mutan-
ten herstellt. Wie es sich dann herausstellte, war 23 sehr
wirksam gegen HIV-1-Isolate (HIV-1LAI und HIV-1Ba-L) in
MT-2-Zellen und PHA-PBMCs (Tabelle 10). Tabelle 9 zeigt,
dass 23 gegen eine Liste von resistenten HIV-1-St�mmen
stark antiviral aktiv blieb. Die hçchste Aktivit�t (IC50-Wert
3 nm) zeigte der Inhibitor 23 gegen den klinischen, von einem
Medikamenten-indifferenten Patienten isolierten HIV-1-
Stamm HIV-1ET. Dar�ber hinaus war 23 aktiv gegen alle sechs
klinischen arzneimittelresistenten St�mme, die jeweils 10–12
mit Inhibitorresistenzen assoziierte Aminos�uresubstitutio-
nen (HIV-1B, HIV-1C, HIV-1G, HIV-1TM, HIV-1EV und HIV-
1ES) in ihrer Protease enthielten. Die St�mme wurden von
HIV-1-infizierten Patienten isoliert, denen in den vorherge-
henden 24 bis 81 Monaten 7–11 unterschiedliche antivirale
Reagentien verabreicht worden waren.[82, 105] Diese St�mme
waren hoch resistent gegen s�mtliche zugelassene PIs. Den-
noch war der Inhibitor 23 hçchst aktiv gegen alle sechs Va-
rianten und zeigte IC50-Werte von 4–52 nm. Auch gegen HIV-
1K war 23 mit einem IC50-Wert von nur 3 nm hochwirksam.
Diesen Daten zufolge ist 23 ein hoch aktiver Inhibitor gegen
ein breites Spektrum arzneimittelresistenter Varianten.[51]

6.2. Design von meso-Hexahydrocyclopenta-1,3-dioxolan als P2-
Liganden

Wie wir bereits gesehen haben, ist das Sauerstoffatom im
Cp-THF-Ring von 23 entscheidend f�r seine hervorragenden
antiviralen und resistenz�berwindenden Eigenschaften.
Anhand der Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit ge-
bundenem 23 vermuteten wir nun, dass ein entsprechender
meso-Hexahydrocyclopenta-1,3-dioxolan-Ligand �hnliche
Wechselwirkungen wie der Cp-THF-Ligand eingehen m�sste.
Insbesondere wollten wir in den Cp-THF-Ring ein Sauer-
stoffatom einbauen und somit einen meso-Hexahydrocyclo-
penta-1,3-dioxolan-Liganden erhalten, der stereochemisch

erheblich weniger komplex und einfacher zu synthetisieren
w�re. Zus�tzlich zu diesem Vorteil bei der Herstellung
dachten wir daran, dass das zus�tzliche Ether-Sauerstoffatom
weitere Wasserstoffbr�cken zur Protease bilden und somit die
Wirkungskraft des PIs noch weiter erhçhen w�rde. In Ab-
bildung 18 sind die Struktur und Wirksamkeit einer Reihe
von PIs mit meso-Liganden gezeigt.[129]

Hierbei hatte das syn-Isomer 25 eine �hnliche Wirksam-
keit und antivirale Aktivit�t wie der Cp-THF-PI 23. Dagegen
fiel die Wirksamkeit des anti-Isomers 27 um den Faktor 3 ab.
Anders als beim Cp-THF-Liganden f�hrte eine Hydroxyme-
thylgruppe am P2’ zu einem leichten R�ckgang in der Wirk-
samkeit. Daraufhin untersuchten wir einen P2-1,4-Dioxan-
liganden und den daraus hervorgehenden Inhibitor 28, der
betr�chtlich weniger antivirale Wirksamkeit zeigte. Auch ein
grçßeres Trioxepansystem f�hrte zu einem weniger aktiven
PI. Wir evaluierten den Inhibitor 25 dann gegen eine Reihe
von mehrfach resistenten HIV-1-Varianten, und die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 11 zu sehen. Die antivirale Aktivit�t von
25 war �hnlich der der zugelassenen PIs SQV und APV,
�bertraf aber die von IDV. Dennoch war 25 nicht so aktiv
gegen den Wildtyp oder resistente klinische HIV-1-Varianten
wie Darunavir. Wir ermittelten die Rçntgenstruktur der HIV-
1-Protease mit gebundenem 28 bei 1.07 � Auflçsung (Ab-
bildung 19). Der Inhibitor bindet �ber multiple Wechselwir-
kungen im aktiven Zentrum der Protease. Interessanterweise
bildet eines der Dioxan-Sauerstoffatome eine Wasserstoff-
br�cke zur R�ckgrat-NH-Gruppe von Asp29. Das andere
Dioxan-Sauerstoffatom war an einer Wasserstoffbr�cke �ber
ein Wassermolek�l mit der Amid-NH-Gruppe von Gly48
beteiligt. �hnliche Wechselwirkungen wie die mit Gly48

Tabelle 9: Antivirale Aktivit�t von 23 gegen HIV-1-Virusst�mme.

Virus[a] IC50 [nm]
SQV RTV IDV NFV APV DRV 23

HIV-1ET 17 15 30 32 23 n.b. 3
HIV-1B 230 >1000 >1000 >1000 290 10.2 15
HIV-1C 100 >1000 500 310 300 3.5 5
HIV-1G 59 >1000 500 170 310 3.7 20
HIV-1TM 250 >1000 >1000 >1000 220 3.5 4
HIV-1EV >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 n.b. 52
HIV-1ES >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 n.b. 31
HIV-1K 20 58 260 >1000 68 3 3

[a] Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region von HIV-1B (B), HIV-1C (C), HIV-1G (G), HIV-1TM (TM), HIV-1EV (EV), HIV-1ES (ES),
HIV-1ET (ET), HIV-1K (NFVR) verglichen mit der Konsensussequenz B der Los-Alamos-Datenbank. S�mtliche Werte wurden drei Mal bestimmt. Die IC50

wurde in PHA-PBMCs bestimmt und die Inhibition der Produktion des p35-Gag-Proteins als Endpunkt genommen. Siehe Lit. [51] f�r Details.

Tabelle 10: Antivirale Aktivit�t (IC50) von 23 in PBMCs und MT-2-Zellen.

Virus[a] IC50 [nm]
SQV RTV INV NFV APV 23

HIV-1LAI 14 43 32 14 34 1.8
HIV-1Ba-L 18 36 24 7 29 2.0
HIV-1LAI 24 34 26 10 24 1.8
HIV-2EHO 1.9 290 13 20 440 21

[a] Die Daten repr�sentieren den Mittelwert aus drei Bestimmungen.
Siehe Lit. [51] f�r Details.
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waren bereits f�r einige Substratpeptid-Analoga nachgewie-
sen worden,[15, 64] bislang aber noch nicht f�r das Liganden-
design verwendet worden. Anhand der Rçntgenstruktur
entwarfen wir ein Modell des aktiven 25. Hier bildete das
kleinere 1,3-Dioxolan eine zus�tzliche Wasserstoffbr�cke zur
R�ckgrat-NH-Gruppe von Asp30 aus.[129] Diese zus�tzliche
Wechselwirkung mag die hçhere antivirale Aktivit�t von 25
verglichen mit der von 28 erkl�ren.

6.3. Design von Alkoxy/Hydroxy-Cp-THF f�r eine R�ckgrat-
Wechselwirkung mit Gly48 und der Effekt auf die
Resistenzeigenschaften

Wie schon angef�hrt, zeigte der meso-Dioxolanligand
eine sehr starke Enzymhemmung und antivirale Aktivit�t.[129]

In Abbildung 19 ist zu sehen, wie die beiden Sauerstoffatome
des Dioxolanrings von 25, so unsere Vermutung, sowohl eine
Wasserstoffbr�cke mit der R�ckgrat-NH-Gruppe von Asp29
und Asp30 eingehen als auch eine durch ein Wassermolek�l

vermittelte Wasserstoffbr�cke zur R�ckgrat-NH-Gruppe von
Gly48 bilden. Auf dieser Mçglichkeit aufbauend, entwarfen
wir ein 3-Hydroxy-Cp-THF-Derivat f�r die Wechselwirkung
mit der NH-Gruppe von Gly48 im Deckel.[130] Ebenso syn-
thetisierten wir ein stereochemisch definiertes Alkoxy-Cp-
THF-Derivat und stellten die entsprechenden PIs her (Ab-
bildung 20). Deutlich ist zu erkennen, dass der Inhibitor 30
mit 3R-Hydroxygruppe eine �hnlich hohe antivirale Aktivit�t
wie Darunavir entfaltete. Der Inhibitor 29 mit 3S-Hydroxy-
gruppe war ebenfalls recht wirksam. Wir stellten auch die
entsprechenden 3-Methoxy-Cp-THF-Liganden her, deren
Inhibitoren 31 und 32 �hnliche stereochemische Pr�ferenzen
und Wirksamkeiten zeigten wie die Hydroxyderivate.[130]

Dann ermittelten wir die Rçntgenkristallstruktur der
HIV-1-Protease mit gebundenem 30 bei 1.23 � Auflçsung. In
Abbildung 21 ist zu sehen, dass der Cp-THF-Ring eine starke
Wasserstoffbr�cke mit der NH-Gruppe von Asp29 und eine
eher schwache Wasserstoffbr�cke zur Carboxylatgruppe von
Asp29 bildet. Von der 3-Hydroxygruppe wurde tats�chlich
eine Wasserstoffbr�cke �ber ein Wassermolek�l hin zur
R�ckgrat-NH-Gruppe von Gly48 gebildet.

Wir evaluierten die Wirksamkeit der PIs 29 und 30 gegen
eine Liste von mehrfach resistenten HIV-1-Varianten im
Vergleich mit den zugelassenen Inhibitoren Darunavir und
APV. Tabelle 12 zeigt, dass 30 eine vergleichbare Aktivit�t
gegen verschiedene mehrfach resistente HIV-1-Varianten
aufweist wie Darunavir.[130] Auch der �nderungsfaktor des
IC50 �hnelt dem von Darunavir. Dagegen verlor PI 29, der
einen 3S-Hydroxyliganden tr�gt, betr�chtlich an Wirksam-

Abbildung 18. Enzymatischer Ki-Wert und antivirale Wirksamkeit der
PIs 25–28.

Tabelle 11: Antivirale Aktivit�t des Inhibitors 25 gegen klinische HIV-1-Isolate in PBMCs.

Virus[a] IC50 [nm]
SQV IDV APV DRV 25

HIV-1ERS104pre (WT X4) 12 26 33 3.5 29
HIV-1MDR/MM (R5) 190 (16) >1000 (>38) 300 (9) 17 (5) 150 (5)
HIV-1MDR/JSL (R5) 330 (28) >1000 (>38) 430 (13) 26 (7) 550 (19)
HIV-1MDR/C (X4) 36 (3) >1000 (>38) 230 (7) 7 (2) 300 (10)
HIV-1MDR/G (X4) 29 (2) 290 (11) 340 (10) 7 (2) 340 (12)
HIV-1MDR/A (X4) 81 (7) >1000 (>38) 100 (3) 3 (1) 21 (1)

[a] Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region verglichen mit der Konsensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-Datenbank. Siehe
Lit. [129] f�r Details.

Abbildung 19. Rçntgenstruktur des aktiven Zentrums der Wildtyp-HIV-
1-Protease mit gebundenem Inhibitor 28.
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keit. Auch APV zeigte hohe IC50-Werte und eine geringere
Widerstandskraft gegen die hier untersuchten resistenten

HIV-1-St�mme. Die Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit
gebundenem 30 und das Widerstandsprofil von 30 best�tigen
also wiederum die Strategie der R�ckgratbindung als Mittel
gegen die Resistenzen.

6.4. Verst�rkung der Wechselwirkung mit dem R�ckgrat an der
S1’-Bindungstasche und Pr�fung des Effekts auf die
Arzneimittelresistenz von Cp-THF-PIs

Nachdem wir Liganden entworfen haben, die die Wech-
selwirkungen mit dem Proteinr�ckgrat an der S2-Subtasche
verst�rkten, weiteten wir unser Konzept auch auf andere
Regionen des aktiven Zentrums der Protease aus. Insbeson-
dere wollten wir anstelle der Isobutylgruppe von 23 andere
P1’-Liganden verwenden, die sowohl mit den Atomen des
R�ckgrats wechselwirken als auch die hydrophobe Tasche an
der S1’-Bindungsstelle f�llen kçnnen. Daher bauten wir ste-
reochemisch definierte 2-Pyrrolidinon- und Oxazolidinon-
Funktionalit�ten ein, deren Pyrrolidinon-NH-Gruppe Was-
serstoffbr�cken zum Gly27’ bilden kann und deren Carbo-
nylgruppe mit dem Arg8’ in der S1’-Subtasche wechselwirken
sollte.[131] Zun�chst wollten wir dabei die Mçglichkeiten des
neuen P1’-Liganden in Kombination mit den Cp-THF- und
Bis-THF-Liganden erkunden. Ebenso interessierte uns die
Frage, ob PIs mit verst�rkter R�ckgratbindung zu einem
verbessertes Resistenzprofil f�hren w�rden. Die Ergebnisse
dieser Versuche sind in Abbildung 22 zusammengestellt. Der
Inhibitor 33 mit (S)-Methyl-2-pyrrolidinon als P1’-Ligand
zeigte eine gute Hemmwirkung gegen das Enzym, aber sein
antiviraler IC50-Wert war 230 nm. Das (R)-Methyl-2-pyrroli-
dinon-Derivat 34 zeigte demgegen�ber eine Verbesserung im
Ki und in der antiviralen Aktivit�t (IC50 = 26 nm). Als Kom-
bination von Bis-THF als P2-Ligand und (R)-Methyl-2-ox-
azolidinon als P1’-Ligand war jedoch die antivirale Aktivit�t

Abbildung 21. Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem
30.

Abbildung 20. Strukturen der PIs 29–32 mit Alkoxy-/Hydroxy-Cp-THF-
Liganden.

Tabelle 12: Vergleich der antiviralen Aktivit�t von 29, 30 und anderen PIs
gegen mehrfach resistente HIV-1-Varianten.

Virus[a] IC50 [mm] (�nderungsfaktor)
APV DRV 29 30

HIV-1ERS104pre

(Wildtyp)
0.030 0.0037 0.020 0.0029

HIV-1MDR/B 0.93 (31) 0.036 (10) >1 (>50) 0.029 (10)
HIV-1MDR/C 0.26 (9) 0.013 (4) >1 (>50) 0.022 (7)
HIV-1MDR/G 0.38 (12) 0.0023 (1) 0.27 (13) 0.0045 (2)
HIV-1MDR/TM 0.19 (6) 0.0019 (1) 0.041 (2) 0.0031 (1)

[a] Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region ver-
glichen mit der Konsensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-Daten-
bank. Siehe Lit. [130] f�r Details.

Abbildung 22. Struktur und Wirksamkeit der PIs 33–35.
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im Vergleich zu 10 betr�chtlich reduziert. Gegen�ber 23 war
34 fast 10-fach weniger wirksam. Mçglicherweise liegt dies an
einer schlechteren Zellpermeabilit�t der polaren 2-Oxazoli-
dinon-Funktionalit�t. Dennoch ist 34 ein hochwirksamer
Inhibitor mit einer antiviralen Aktivit�t, die nicht hinter der
von PIs mit FDA-Zulassung wie IDV, APV und LPV zu-
r�cksteht.[131]

Um die multiplen Wechselwirkungen in der Bindungsta-
sche auf molekularer Ebene besser zu verstehen, ermittelten
wir eine hochaufgelçste Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-
Protease mit gebundenem 34 mit 1.29 � Auflçsung.[131] In
Abbildung 23 ist zu erkennen, dass der Inhibitor �ber multi-
ple Wechselwirkungen im aktiven Zentrum gebunden ist. Am

meisten f�llt auf, dass das P1’-Pyrrolidon zwei Konformatio-
nen einnimmt. In einer Konformation ist die NH-Gruppe des
Pyrrolidons an einer Wasserstoffbr�cke zur der Carbonyl-
funktion von Gly27’ beteiligt, und die Carbonylfunktion des
Pyrrolidinons bildet eine �ber ein Wassermolek�l vermittelte
Wasserstoffbr�cke zur Seitenkette von Arg8’. In der anderen
Konformation besetzt der Pyrrolidonligand die hydrophobe
Tasche, und die Carbonylgruppe bildet eine schwache Was-
serstoffbr�cke zur R�ckgrat-NH-Gruppe von Val82’. In der
S2-Tasche �hneln die weiteren Wechselwirkungen des Cp-
THF-Liganden denen von 23, und das Methoxy-Sauerstoff-
atom in S2’ bildet eine starke Wasserstoffbr�cke zur R�ck-
grat-NH-Gruppe von Asp30 und dem Seitenketten-Carb-
oxylat aus.[131]

Der Inhibitor 34 wurde gegen einen großen Bereich von
Labor- und klinischen Wildtyp-St�mmen sowie mehrfach re-
sistenten HIV-1-St�mmen evaluiert. Tabelle 13 listet seine
Anti-HIV-Aktivit�ten gegen ausgew�hlte klinische Isolate
auf, die resistent gegen viele PIs sind.[131, 132] Die große Wirk-
samkeit von Inhibitor 34 gegen verschiedene klinische Isolate
ist gut zu erkennen. Keiner der zugelassenen PIs außer Dar-
unavir zeigten eine vergleichbare Aktivit�t. Ebenso wie
Darunavir hemmte 34 alle sieben Prim�rst�mme. Insbeson-
dere behielt 34 außer beim R5-Ph�notyp, bei dem er gering-
f�gig weniger wirksam war (weniger als zweifach), seine
nahezu volle Wirksamkeit bei. Insgesamt zeigte der Inhibitor
34 (GRL-02031) gegen�ber 23 verst�rkte Wechselwirkungen
mit den R�ckgratatomen, insbesondere in der S1’-Subtasche.
Wahrscheinlich trugen diese polaren Wechselwirkungen und
die flexible Konformation des P1’-Oxazolidinons zu seiner
robusten Aktivit�t gegen mehrfach resistente HIV-1-Varian-
ten bei.[132]

7. P2-Liganden mit flexibler Konformation, die
multiple Wechselwirkungen mit dem R�ckgrat
eingehen

7.1. Design von flexiblen cyclischen Polyethern als P2-Liganden
und der Effekt auf die Arzneimittelresistenz

Nach Studien zu unseren PIs mit meso-P2-Liganden ver-
suchten wir weiter die stereochemische Komplexit�t des Bis-
THF-Liganden zu reduzieren, wobei wir gleichzeitig die
Wechselwirkungen mit dem R�ckgrat und die F�higkeit,
virale Mutationen auszugleichen, die zu Aminos�urevaria-
tionen in den Seitenketten des aktiven Zentrums f�hren,
beibehalten wollten. Daf�r wandten wir uns P2-Liganden-
systemen mit cyclischen Polyethern zu, deren flexible Ringe
sich bei Mutationen neu anordnen kçnnen.[133] Um einen
solchen flexiblen Ring aufzubauen, entfernten wir die ge-
meinsame C-C-Bindung aus dem Bis-THF und stellten so den
Inhibitor 36 mit flexiblem achtgliedrigem Ring her (Abbil-
dung 24), der allerdings weit weniger wirksam war als Dar-
unavir. Durch Verkleinerung des Rings zu einem siebenglie-
drigen Ring ließ sich die Inhibitionsaktivit�t wieder zur�ck-
gewinnen. G�nstiger war hierbei das R-Stereoisomer, w�h-
rend das entsprechende PI mit epimerem P2-Liganden be-
tr�chtlich an Wirksamkeit einb�ßte (Ki = 0.16 nm, IC50 =

30 nm). Eine weitere Ringverengung f�hrte zum Inhibitor 38
mit einem sechsgliedrigen Ring, der ebenfalls hochwirksam

Abbildung 23. Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebunde-
nem 34.

Tabelle 13: Anti-HIV-Aktivit�t von 34 gegen ausgew�hlte klinische Isolate, die resistent gegen mehrere PIs sind.

Virus[a] Ph�notyp EC50 [mm]
IDV APV LPV DRV GRL-02031 (34)

HIV-1ERS104pre (Wildtyp) X4 0.028 0.025 0.03 0.0036 0.028
HIV-1TM (MDR) X4 >1 (>36) 0.25 (10) 0.73 (24) 0.0036 (1) 0.029 (1)
HIV-1MM (MDR) R5 >1 (>36) 0.32 (13) 0.72 (24) 0.019 (5) 0.042 (2)
HIV-1C (MDR) X4 >1 (>36) 0.35 (14) 0.32 (11) 0.015 (4) 0.023 (1)
HIV-1G (MDR) X4 0.29 (10) 0.33 (13) 0.14 (5) 0.014 (4) 0.027 (1)

[a] Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region von HIV-1ERS104pre, HIV-1TM, HIV-1MM, HIV-1C und HIV-1G verglichen mit der Kon-
sensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-Datenbank. Siehe Lit. [131,132].
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war. Die Ringerweiterung zu grçßeren polycyclischen Ethern
(zehngliedrig und grçßer) f�hrte hingegen generell zu dras-
tischen Wirkungsverlusten. Unverzichtbar f�r eine weiterhin
hohe Enzymhemmung waren außerdem die Ether-Sauer-

stoffatome in den Ringsystemen. Jedes aus 37 entfernte
Sauerstoffatom f�hrte zu betr�chtlichen Aktivit�tsverlusten.

Wir ermittelten eine Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-
Protease mit gebundenem 37 mit 1.00 � Auflçsung. Die
meisten der bindenden Wechselwirkungen im aktiven Zen-
trum waren die gleichen wie die vom Inhibitor 10 (TMC-126).
Eine Ausnahme bildeten die Wechselwirkungen in der S2-
Bindungstasche. In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass ein
Sauerstoffatom des 1,3-Dioxepan-Liganden Wasserstoffbr�-
cken zu den NH-Gruppen von Asp29 und Asp30 bildet. Das
andere Sauerstoffatom war in eine einzigartige, �ber ein
Wassermolek�l vermittelte Wechselwirkung mit der NH-
Gruppe von Gly48 einbezogen.[133]

Die beiden PIs 37 und 38 wurden dann auf ihre antivirale
Aktivit�t gegen eine Reihe klinisch relevanter HIV-1-Isolate
hin untersucht. Zwar waren sie weniger wirksam als Dar-
unavir, aber beide Verbindungen �bertrafen die zugelassenen
PIs RTV und IDV und zeigten eine vergleichbare antivirale
Aktivit�t wie APV (Tabelle 14). Dies deutete darauf hin, dass
die Verbesserung des Resistenzprofils von 37 gegen�ber den
anderen untersuchten PIs an der F�higkeit des P2-Liganden
von 37 liegen muss, dauerhafte Wasserstoffbr�cken zum
Proteinr�ckgrat zu bilden. Somit f�hrte unser Designkonzept,
PIs mit maximaler R�ckgratbindung herzustellen, zu PIs mit
hoher Wirksamkeit gegen den Wildtyp und mehrfach resis-
tente HIV-1-St�mme.[50]

7.2. Weitere Optimierungsschritte f�r Bis-THF-Liganden und das
Design eines Tp-THF-P2-Liganden

Anschließend evaluierten wir die Mçglichkeiten, den Bis-
THF-Liganden von Darunavir weiter zu optimieren. Nach
der Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem
Darunavir (Abbildung 9) waren die Sauerstoffatome des Bis-
THF-Ethers an Wasserstoffbr�cken zu den NH-Amid-
Gruppen von Asp29 und Asp30 beteiligt, und zwar mit Ab-
st�nden von 2.9 bzw. 3.1 �. Daraus folgerten wir, dass ein
grçßeres Ringsystem zu effektiveren Wasserstoffbr�cken zu
den R�ckgratresten f�hren m�sste. Dies sollte die Anord-
nung zwischen dem Sauerstoffatom des Ethercyclus und der
N-H-Amidbindung von Asp30 beg�nstigen. Außerdem kann
sich ein grçßeres Ringsystem g�nstig auf hydrophobe Wech-
selwirkungen in der S2-Subtasche auswirken und durch seine

Abbildung 24. Struktur und Wirksamkeit von PIs mit cyclischen Poly-
ethern.

Abbildung 25. Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebunde-
nem 37.

Tabelle 14: Anti-HIV-Aktivit�t von 37 und 38 gegen ausgew�hlte klinische Isolate, die hoch resistent gegen mehrere Proteaseinhibitoren sind.

Virus[a] IC50 [nm]
IDV RTV APV DRV 37 38

ERS104pre (Wildtyp) 26 34 33 3.5 20 6
MDR/TM >1000 (>38) >1000 (>29) 290 (9) 4 (1) 220 (11) 64 (10)
MDR/MM >1000 (>38) >1000 (>29) 300 (9) 17 (5) 250 (13) 110 (5)
MDR/JSL >1000 (>38) >1000 (>29) 430 (13) 26 (7) 500 (25) 330 (55)
MDR/B >1000 (>38) >1000 (>29) 320 (10) 26 (7) 340 (17) 230 (38)
MDR/C >1000 (>38) >1000 (>29) 230 (7) 7 (2) 210 (11) 160 (27)
MDR/G 290 (11) >1000 (>29) 340 (10) 7 (2) 360 (18) 300 (50)
MDR/A >1000 (>38) >1000 (>29) 100 (3) 3 (1) 20 (1) 13 (2)

[a] Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region verglichen mit der Konsensussequenz Typ B aus der Los-Alamos-Datenbank. Siehe
Lit. [133].
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zus�tzliche Flexibilit�t sterische �nderungen besser ausglei-
chen, die durch Proteasemutationen hineingebracht werden.
Wir synthetisierten und evaluierten dann eine Reihe von PIs,
die einen Tetrahydropyranyl-THF(Tp-THF)-P2-Liganden
enthielten.[134] In Abbildung 26 ist zu sehen, dass der 4-S-
Ligand von 39 (GRL-0476) ebenso wie Bis-THF stereoche-
misch g�nstiger ist als der epimere Ligand. Ebenso wie beim
Bis-THF-Liganden waren beide Sauerstoffatome des Ether-
rings entscheidend f�r die Bindung. Wurden sie durch eine
Methylengruppe ausgetauscht, ging die Wirksamkeit be-
tr�chtlich zur�ck. Wir stellten auch die PIs 40 und 41 her, die
als P1-Liganden jeweils eine p-Methoxybenzyl-Seitenkette
und als P2’-Liganden eine p-Methoxysulfonamid- bezie-
hungsweise p-Aminophenylsulfonamid-Gruppe trugen. Nach
detaillierten Studien zur Arzneimittelresistenz beider PIs
waren 40 und 41 sehr wirksam gegen HIV-1-Varianten, die
resistent gegen zahlreiche PIs waren.[135]

Um das System auf molekularer Ebene besser verstehen
zu kçnnen, modellierten wir ausgehend von der Rçntgen-
kristallstruktur von 10 (TMC-126) ein aktives 39 und opti-
mierten die Konformation von 39 mit dem MMFF94-Kraft-
feld.[136] Demnach lagen in der S2-Subtasche die Sauerstoff-

atome der Etherringe von Tp-THF deutlich innerhalb der
Distanz f�r Wasserstoffbr�cken zu den R�ckgrat-NH-Grup-
pen von Asp29 und Asp30. Andere Wechselwirkungen im
aktiven Zentrum waren �hnlich wie f�r 10.[95] In Tabelle 15 ist
zu erkennen, dass der Inhibitor 39 gegen eine Reihe von
mehrfach resistenten klinischen Isolaten zwei PIs mit FDA-
Zulassung (APV und LPV) �berlegen war und bei s�mtlichen
St�mmen eine hohe antivirale Aktivit�t aufwies (EC50 von 2.6
bis 27.5 nm). Diese Ergebnisse waren vergleichbar denen von
10 (TMC-126). In absoluten Zahlen war 39 sogar noch wirk-
samer als 10, aber im Faktor, der die Effizienz�nderung zwi-
schen den Virusst�mmen anzeigt, bestanden keine signifi-
kanten Unterschiede.

8. Weitere Verbesserung der Resistenzeigenschaften
durch Maßnahmen zur R�ckgratbindung und zu
den Wechselwirkungen zwischen Protein und
Ligand

Unsere auf das Proteinr�ckgrat gerichtete Designstrate-
gie hat uns zu einer Vielzahl von hochinteressanten Ligan-
denger�sten gef�hrt, mit denen wir außergewçhnlich wirk-
same Inhibitoren mit hervorragendem Resistenzprofil er-
zeugen konnten. Als n�chstes wollten wir die Liganden-
struktur so optimieren, dass sowohl die entscheidenden
Wechselwirkungen mit dem R�ckgrat beibehalten werden als
auch gleichzeitig die hydrophobe Tasche am aktiven Zentrum
effektiv ausgef�llt wird. Dies sollte die Wechselwirkung zwi-
chen Protein und Ligand maximieren. Also f�gten wir an den
Bis-THF-Liganden Funktionalit�ten an, um die Resistenzei-
genschaften der PIs weiter zu verbessern. Abbildung 27 zeigt
eine �berlagerung der Rçntgenstrukturen des aktiven Zen-
trums der HIV-1-Protease mit gebundenem Darunavir[69] und
SQV.[86] Davon ausgehend planten wir, die hier durch die
Chinaldineinheit von SQV besetzte hydrophobe Tasche zu
bef�llen. Insbesondere nahmen wir an, dass wir durch einen
weiteren an den Bis-THF-Liganden kondensierten Tetrahy-
drofuranring noch zus�tzliche Wechselwirkungen zwischen
Ligand und Bindungstasche gewinnen w�rden. Dieser Oxa-
tricyclus enth�lt zahlreiche Stereozentren, darunter eine syn-
syn-syn-Form (SSS) und ein syn-anti-syn-Isomer (SAS). Aus
unserem �berlagerungsmodell in Abbildung 27 folgerten wir
allerdings, das ein SAS-Ligand am ehesten die Wechselwir-
kungen des Inhibitors an der S2-Bindungstasche verst�rkenAbbildung 26. Struktur und Wirksamkeit von PIs mit Tp-THF-Liganden.

Tabelle 15: Vergleich der antiviralen Aktivit�t von 39 mit der von anderen PIs gegen mehrfach resistente klinische Isolate.

Virus[a] Ph�notyp EC50 [mm]
ATV LPV DRV 39 (GRL-0476)

HIV-1ERS104pre (Wildtyp) X4 0.0027 0.031 0.004 0.0019
HIV-1MDR/B X4 0.470 (174) >1 (>32) 0.034 (9) 0.0145 (8)
HIV-1MDR/C X4 0.039 (14) 0.437 (14) 0.009 (2) 0.0037 (2)
HIV-1MDR/G X4 0.019 (7) 0.181 (6) 0.026 (7) 0.0026 (1)
HIV-1MDR/TM X4 0.075 (28) 0.423 (14) 0.022 (6) 0.0275 (14)
HIV-1MDR/MM R5 0.205 (76) 0.762 (25) 0.017 (4) 0.0050 (3)
HIV-1MDR/JSL R5 0.293 (109) >1 (>32) 0.023 (6) 0.0275 (14)

[a] Siehe Lit. [134] und [135] f�r Details zu den Aminos�uresubstitutionen in der proteasekodierenden Region von HIV-1ERS104pre, HIV-1B, HIV-1C, HIV-
1G, HIV-1TM, HIV-1MM, HIV-1JSL und zum Assayprotokoll.

Wirkstoffentwicklung
Angewandte

Chemie

1833Angew. Chem. 2012, 124, 1812 – 1838 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



w�rde. Wir synthetisierten dann stereoselektiv beide Formen
(SAS und SSS) des oxatricyclischen Liganden und erhielten
so die PIs 42 und 43 (Abbildung 28).[137]

Der Inhibitor 42 (GRL-0519A, mit syn-anti-syn-Konfi-
guration im Tris-THF-Ring) zeigte eine gegen�ber dem syn-
syn-syn-Derivat 43 10-fach bessere Enzymhemmung. Auch
bez�glich der antiviralen Aktivit�t �bertraf 42 das Derivat 43.
Die Rçntgenstruktur der HIV-1-Protease mit gebundenem 42
ermittelten wir mit 1.27 � Auflçsung (Abbildung 29).[137]

Anders als f�r die Bis-THF-Liganden von Darunavir oder
TMC-126 waren f�r diese Struktur eine Reihe von zus�tzli-
chen Wechselwirkungen mit der S2-Subtasche zu erkennen.
Die Sauerstoffatome der beiden oberen THF-Ringe waren an
Wasserstoffbr�cken mit den R�ckgrat-NH-Gruppen von
Asp29 und Asp30 beteiligt. Das Sauerstoffatom im zweiten
Ring bildete offensichtlich auch eine Wasserstoffbr�cke zur
Seitenketten-Carboxylatgruppe von Asp29. Und erwar-
tungsgem�ß f�llte der dritte THF-Ring die S2-Subtasche
ausgesprochen gut aus. Er baute zudem ein halbkreisfçrmiges
Netzwerk von drei konservierten Wassermolek�len auf, die
um die Seitenkette von Arg8 herum angeordnet waren.

Der Inhibitor 42 erwies sich als extrem wirksam gegen
verschiedene mehrfach resistente HIV-1-Varianten, und seine
IC50-Werte von 0.6–4.3 nm stellten eine fast 10-fache Ver-
besserung gegen�ber Darunavir dar (Tabelle 16). In vitro war
die Bildung eines GRL-0519A-resistenten HIV-1-Stamms im

Vergleich mit einer Auswahl an zugelassenen PIs betr�chtlich
verzçgert.[137] Sehr interessant waren auch Messungen zur
HIV-1-Expression mithilfe des Fçrster-Energietransfers
(FRET), bei denen die Proteasemonomere mit Cyan fluo-
reszierendem Protein und Gelb fluoreszierendem Protein
markiert waren.[112] Nach den Messungen blockierte GRL-
0519A die Dimerisierung der Protease mindestens 10-fach
effektiver als Darunavir. Die Daten zeigen, dass die Ent-
wicklung der PI-Klasse GRL-01519 als mçgliche Therapeu-
tika f�r Prim�rinfektionen und Infektionen mit mehrfach
resistenten HIV-1-St�mmen unbedingt weiter verfolgt
werden sollte.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Unser spezifisches Interesse an der Chemie und Biologie
von Naturstoffen ermçglichte uns eine einzigartige Perspek-
tive auf das Design und die Synthese von HIV-1-Protease-
Inhibitoren zur Behandlung von HIV-Infektionen und AIDS.
Urspr�nglich verfolgten wir die akademische Fragestellung,
ob man auf der Grundlage von Naturstoffen Liganden oder
Template entwerfen kçnnte, die die biologische Wirkungs-
weise der Peptidbindungen nachahmen und die inh�renten
Probleme von Arzneimitteln auf Peptidbasis kompensieren
kçnnen. Die Natur selbst optimiert seit Millionen von Jahren

Abbildung 27. �berlagerung der Rçntgenstrukturen von Darunavir und
SQV im aktiven Zentrum der HIV-1-Protease.

Tabelle 16: Antivirale Aktivit�t von 42, Amprenavir (APV) und Darunavir
(DRV) gegen mehrfach resistente klinische Isolate in PHA-PBMCs.[a]

Virus[a] EC50 [mm]
APV DRV 42 (GRL-0519)

HIV-1ERS104pre

(Wildtyp)
0.032 0.005 0.0006

HIV-1MDR/B 0.521 (16) 0.028 (6) 0.0043 (7)
HIV-1MDR/C 0.357 (11) 0.011 (2) 0.0009 (2)
HIV-1MDR/G 0.485 (15) 0.031 (6) 0.0027 (5)
HIV-1MDR/TM 0.488 (15) 0.031 (6) 0.0022 (4)
HIV-1MDR/MM 0.291 (9) 0.016 (3) 0.0027 (5)
HIV-1MDR/JSL 0.419 (13) 0.024 (5) 0.0028 (5)

[a] Siehe Lit. [137] f�r Details.

Abbildung 29. Rçntgenkristallstruktur der HIV-1-Protease mit gebun-
denem 42 (PDB-Nummer 30K9).[137]

Abbildung 28. Struktur und Wirksamkeit der PIs 42 und 43.
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cyclische und polycyclische Ethertemplate in verschiedenen
biologischen Mikroumgebungen und verwendet daf�r die
Enzyme der Biosynthese. Inspiriert davon, formulierten wir
auf der Grundlage von Rçntgenstrukturen von Protein-
Ligand-Komplexen den Gedanken, dass wir cyclische Ether
oder Polyether als stereochemisch definierte molekulare
Einheiten verwenden kçnnten, die die Peptidbindung erset-
zen und die hydrophoben Taschen im aktiven Zentrum der
HIV-1-Protease effektiv auszuf�llen w�rden. Das Sauer-
stoffatom des Etherrings w�rde dabei die biologische Funk-
tion der Peptid-Carbonylgruppe imitieren, und die cyclische
Einheit sollte f�r die Van-der-Waals-Wechselwirkungen in
der hydrophoben Tasche aufkommen. Unsere Bem�hungen
f�hrten uns zu einer Vielzahl von konzeptuell neuartigen
Molek�ltemplaten, die vollst�ndig nichtpeptidisch sind und
dennoch eine �beraus hohe Affinit�t zur HIV-1-Protease
aufweisen. Durch eine große Zahl von rçntgenkristallogra-
phischen Analysen der HIV-1-Protease mit gebundenem
Inhibitor demonstrierten wir, dass ein solches Sauerstoffatom
des Ether-/Polyetherrings tats�chlich die Carbonylgruppe
einer Peptid-/Amidfunktionalit�t ersetzen und imitieren
kann, und dass ebenso die cyclischen Einheiten ausgespro-
chen gut in die hydrophoben Taschen des aktiven Zentrums
des Enzyms hineinpassen.

W�hrend wir die verschiedenen hochaffinen nichtpept-
idischen Liganden entwickelten, wandten wir uns deren Ei-
genschaften der Arzneimittelresistenz zu. Uns interessierte
die Optimierung der Inhibitorstruktur gegen die Wildtyp-
HIV-1-Protease und bekannte Proteasemutanten. Wir er-
mittelten die Rçntgenstrukturen der Wildtyp-HIV-1-Pro-
tease mit gebundenen Inhibitoren und weitere Strukturen
einer Vielzahl von inhibitorgebundenen Mutanten. Durch
�berlagerung der Strukturen von Wildtyp und Mutante er-
kannten wir, dass die Konfiguration des R�ckgrats nur mi-
nimal ver�ndert wurde. Nun war unser strategisches Ziel
gegen die Arzneimittelresistenz, das R�ckgrat des Proteins
als Angriffspunkt zu nehmen. Durch Maximierung der Was-
serstoffbr�cken zum Proteinr�ckgrat erschufen wir eine
„molekulare Krabbe“, die sich an das aktive Zentrum des
Proteins fest und dauerhaft anklammert. Die Praktikabilit�t
und N�tzlichkeit der R�ckgratbindung als Designstrategie
gegen die Arzneimittelresistenz dokumentierten wir mit einer
Kombination aus detaillierten antiviralen Studien, Untersu-
chungen zur Arzneimittelresistenz und Rçntgenkristallana-
lysen. Auf unsere von Polyether-Naturstoffen inspirierten
Arbeiten zum Ligandendesign folgte also das auf die R�ck-
gratbindung gerichtete Inhibitordesign, und die Kombination
daraus f�hrte letztlich zur Entwicklung von Darunavir, dem
ersten FDA-zugelassenen Medikament f�r die Behandlung
von Patienten mit mehrfach resistenten HIV-1-Varianten. Die
Indikationen zur Behandlung mit Darunavir wurden sp�ter
auf s�mtliche Patienten mit HIV-Infektion und AIDS ver-
allgemeinert. Dar�ber hinaus entdeckten wir den dualen
Wirkmechanismus von Darunavir und identifizierten dieses
Molek�l als wirkungsvollen Inhibitor der Dimerisierung der
HIV-1-Protease.

Darunavir markierte einen wichtigen Wendepunkt im
Entwicklungskonzept von PIs gegen HIV. Unsere Arbeiten
f�hrten uns zum Konzept der R�ckgratbindung als einem

effektiven Mittel zur Unterdr�ckung der Adaptationsf�hig-
keit des Virus. In einer Weiterf�hrung der Designstrategie
entwarfen und synthetisierten wir eine Vielzahl von �beraus
wirksamen HIV-1-Protease-Inhibitoren mit ungewçhnlichen
Strukturmerkmalen. Besonders interessant ist die fast voll-
st�ndig erhaltene Wirksamkeit von GRL-02031 gegen eine
Reihe von mehrfach resistenten HIV-1-Varianten. Ebenfalls
ist bei GRL-0519 die antivirale Aktivit�t gegen�ber Dar-
unavir 10-fach verbessert, wobei die Wirksamkeit f�r einen
großen Bereich von klinisch relevanten, mehrfach resistenten
St�mmen nicht abf�llt. Das Konzept der R�ckgratbindung
kçnnte sich auch als Anleitung daf�r anbieten, in anderen
Bereichen antiretrovirale Reagentien zu entwickeln. Wir
werden dieses Designkonzept weiterentwickeln, um uns auf
diese Weise den Herausforderungen der modernen Medizin
dauerhaft zu stellen.

Diese Arbeit wurde durch die National Institutes of Health
(GM53386) unterst�tzt. Wir danken Dr. K. V. Rao (Purdue
University) f�r hilfreiche Diskussionen.
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