Kombinierte quanten- und
molekularmechanische
Untersuchungen zur Bindung von
Inhibitoren der HIV-1 Protease

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dlsseldorf

vorgelegt von
Christian Hensen

aus Perleberg

Diisseldorf 2004



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Referent: Prof. Dr. Hans-Dieter Holtje
Korreferent: Prof. Dr. Uwe Kucklander

Tag der mundlichen Prufung: 21. Dezember 2004



Die vorliegende Arbeit wurde von November 2001 bis Dezember 2004 am
Institut fur Pharmazeutische Chemie der Heinrich-Heine-Universitat unter
Anleitung von Herrn Prof. Dr. H.-D. Holtje angefertigt.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. H.-D. Holtje. Er hat mir dieses
interessante Thema Uberlassen und mich in hilfreichen Diskussionen immer
wieder bestarkt. Die Arbeitsbedingungen an seinem Lehrstuhl waren ideale
Voraussetzungen fir die Erstellung dieser Arbeit. Danken mochte ich ihm
ebenfalls fir die grol3e Unterstitzung bei der Durchfihrung zweier
Forschungsaufenthalte an der University of Minnesota.

Herrn Prof. Dr. J. Gao danke ich im Besonderen fur die Moglichkeit, in seiner
Arbeitsgruppe in Minneapolis tatig sein zu durfen. Neben seiner persoénlichen
Unterstitzung waren auch die zur Verfugung gestellten Rechenkapazitaten
sehr bedeutsam fir das Ergebnis und den zeitlichen Abschluss der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. U. Kucklander danke ich herzlich fir die Anfertigung des
Gutachtens.






Inhaltsverzeichnis 5

INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG 9
1.1 AIDS - Erworbenes Immunschwache-Syndrom.........coooooveiiiiin 11
111 EPIAemMIOIOQIE. .. ..o 11
1.1.2 Die Entdeckung des humanen Immundefizienz-Virus...........ccoooeeeen 12
1.1.3 Der Ursprung des HI-ViTUS. ... 13
1.14 Der AUfDAU dES HI-VITUS ... 15
1.15 Der virale INfEKHONSZYKIUS ......coooiiieeeiiiie e 17
1.2 Die antiretrovirale Therapie der HIV-INfEKtion ...........ccccoi 20
1.2.1 Reverse Transkriptase-Inhibitoren (RT1) .....ooooooeeeeeeeeeeee e 20
1.2.1.1  Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)..........ccccovviiiiiiiiin. 20
1.2.1.2  Nukleotidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI) ..., 21
1.2.1.3  Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)...........ccccoeeeeeeen. 22
1.2.2 Protease-INhibitoren (P1).......cooo oo 22
1.2.3 INtEgrase-INNIDITOIEN. ... ..ueiiiiiiiiii bbb eeeeee 23
1.2.4 ENtry-INhiDIEOrEN ... 23
1.2.4.1  Fusions-INNIDItOreN ... 23
1.2.4.2  Attachment-InhibitOren. ... 24
1.2.4.3  Co0-Rezeptor-AntagoniSteN. ... 24
1.3 Ergebnisse der antiretroviralen Therapie .......cccccocvviii 24
13.1 NEDENWITKUNGEN ... 25
1.3.2 Die VIrUS-EradiKation ..........ccooooiiioeeeeeeeeee e 26
1.3.3 Mutationen und Resistenzentwickiung ... 26
14 Die HIV-Prot@aSE .....cceiiiiiiiiiii 27
14.1 Entdeckung und Strukturaufklarung des ENzyms ... 27
1.4.2 Das aktivVe ZENTIUM ... 28
1.4.3 Die proteolytische Spaltung des SUDSIIates ..........coooeveeiiieiee 31
1.4.4 Entwicklung von HIV-Protease-Inhibitoren ..., 32
1.4.5 Aussichtsreiche Inhibitoren in der klinischen Prifung............cccccvvvvvevviiiiieiiiiiininnn. 35
1.4.6 Inhibitor induzierte Mutationen und Resistenzentwicklung bei der HIV-1 Protease...37
1.4.7 Natirliche Resistenz durch Subtyp-spezifische Polymorphismen....................ooo. 39
2 PROBLEMSTELLUNG UND ZIELSETZUNG 41
3 METHODEN 45

3.1 Computergestitzte Simulation von BiomolekUlen...........ccceiiiiiiiiiiiii s 47



6 Inhaltsverzeichnis

3.1.1 Quantenchemische Verfanren ... 47
3.1.2 Kraftfeldbasierte MetNOAEN.............uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
3.2 Minimierungen und Molekuldynamiksimulationen .............cccooeeii 51
3.2.1 LangeVin-DYNaAMIKEIN ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiibibibb bbb 51
3.2.2 Wabhl des Zeitschritts unter Anwendung des SHAKE-Algorithmus .................c..o..... 52
3.2.3 QM/MM-MD-SIMUIALIONEN ... e et e e e e eeeeannns 53
3.3 Berechnung von relativen Bindungsaffinita&ten..............ccoo, 57
3.3.1 ThermodynamisCher ZyKIUS. ... 60
3.3.1.1  Thermodynamische StOrungstNEOrIe ............ccovviiiiiiiiiiii 61
3.3.1.2  Thermodynamische INtegration............ccccvviiiiiiiiiii 64
3.3.2 Erweiterung des thermodynamischen ZyKIUS ................uuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 65
3.3.2.1  Bestimmung des elektrostatischen Anteils relativer Bindungsaffinitéaten .................. 66
3.3.2.2 Bestimmung des dispersiven Anteils relativer Bindungsaffinitaten........................... 67
3.4 Quantitative Bestimmung von Polarisationseffekten............cccccocoiiinnnnnnn. 68
4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE 73
4.1 VOTGENENSWEISE ...uuiiiiiiiiiiiiiiiteeeb bbb bbb e b e e e e 75
41.1 Auswahl geeigneter Inhibitoren zur Berechnung von Bindungsaffinitaten ................ 75
41.2 Aufbereitung der KristallStrUKEUT ...........cooiiiiiiiiiii 76
41.3 Protonierungsgrad von ASP25 UNd ASP25’ .......uuuuuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiieireeeeeee 77
4.2 Durchfiihrung der Molekildynamiksimulationen ..., 79
421 Modifikation der Liganden in der KristallStruktur ...................evveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieen, 79
42.2 Definition der QM- und MM-REQIONEN..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee bbb 80
4.2.3 Erstellung einer REfereNzStrUKLUN . ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 81
4.2.3.1  Addition von Wasserstoffatomen.............cii 81
4.2.3.2  Solvatation der Enzym-Inhibitor-Komplexe...........ccccccooiii 81
42.4 Definition der RandbediNQUNGEN...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbiebieeebibbebeeebeeeeeeeeeeeereeeeeee 82
4.2.5 Erwarmung und Equilibrierung des SYStemMS.........uuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeenns 84
4.3 Bestimmung der Bindungsenthalpiedifferenz zwischen AG1254 und AG1224 .....88
43.1 Ermittlung der elektrostatischen Anteile der Bindungsenthalpiedifferenz ................. 88
4.3.2 Bestimmung der dispersiven Anteile der Bindungsenthalpiedifferenz....................... 91
4.3.3 Berechnung der relativen Bindungsenthalpie ..................uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 95
4.4 Untersuchung von Polarisationseffekten der HIV-1 Protease .............ccoeeeeeeeeeen. 97
441 Durchfiihrung der MD-Simulationen zur Untersuchung der Bindungseigenschaften 98
4.4.2 Ergebnisse der MD-SimUlatioNEN............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeebeeeeeeeeeee e 100
44.2.1  Analyse der WechselwirkungSenergien.........cccccccvviviiiiiiiiiii 100
4.4.2.2  Analyse des Einflusses einzelner Aminosauren auf die Ligandenbindung ............. 101

4.4.2.3  Analyse und Visualisierung der Polarisation auf atomarer Ebene........................... 104



Inhaltsverzeichnis 7
4.5 Suche nach strukturellen VerbessSerungen .......cccccccciiiiiii 107
45.1 MOZENAVIF-DEIVALE ...t e e e e eeeeaanas 107
45.1.1  Entwurf eines neuen Grundgerists mit konjugiertem System ............ccccvvvvvvvevennnnne 108
45.1.2 Verbesserung der SUDSHTUENTEN..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibe bbb 112
45.2 TIPranaVvir-DENVALE .........ccoiiiiiiiiiiiiiii 117
4521 Invertierung des SUIfONaMIAS. ........oouiieiiii e 118
45.2.2  Ersatz des Sulfonamids durch HydroxXylgruppen ................eeeeeeeveeeeeeemremnmmneeennennnne. 121
453 Vergleich der Elektronenwanderung der untersuchten Strukturen ..............cccc.veeee. 127
4.6 Abschatzung von Bindungsaffinitaten ..o 129
5 DISKUSSION 139
51 Protonierung der katalytischen Dyade ..........ccccccoiiiiiiiiiii 141
5.2 Relative Bindungsenthalpie ... 141
5.3 Polarisationseffekte der HIV-1 Protease .........cccccovvviiiiiiiii 144
5.4 Vorschlage zur Optimierung von Protease-Inhibitoren...........cccccooviiiiiiiiiiinn 147
5.5 Abschétzung von Bindungsaffinitaten ... 148
6 ZUSAMMENFASSUNG 151
7 LITERATUR 155
8 ANHANG 167







1 EINLEITUNG







1.1 AIDS - Erworbenes Immunschwéche-Syndrom 11

1.1 AIDS - Erworbenes Immunschwéche-Syndrom

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 1981 wurde in den USA erstmals von einer auffalligen Haufung
schwerer opportunistischer Krankheitsbilder bei homosexuellen Mannern
berichtet [1]. Es handelte sich u.a. um ernsthafte Viruserkrankungen (z.B.
Karposi-Sarkom) und parasitare Infektionen (z.B. Pneumocystis-carinii-
Pneumonie). Die Erkrankungen traten bei Menschen mit extrem geschwéchtem
Immunsystem auf. Heute ist die Ursache fur diese Infektionen unter dem
Namen Acquired Immunodeficiency Syndrome® (AIDS) bekannt.

Vor 20 Jahren war die Tragweite von AIDS noch nicht absehbar. Heutzutage ist
die Gefahrlichkeit der Erkrankung im Bewusstsein vieler Menschen verankert.
Allein bis Ende Dezember 2002 waren bereits mehr als 30 Millionen Menschen
weltweit nach einer Infektion verstorben. Mittlerweile gehdrt AIDS zu den
grofdten Gefahren fir Menschen, die in Afrika sudlich der Sahara leben (s.
Abbildung 1.1). Weltweit gesehen stellt es die viert haufigste Todesursache dar.

1986 2001

B 20,1% - 40,0%
@ 10,1% - 20,0%
@ 5,1% - 10,0%
0 1,1% - 5,0%
0 0,0% - 1,0%
[J keine Angaben

Abbildung 1.1:  Anstieg der Verbreitung von AIDS in Afrika. Angegeben ist der prozentuale
Anteil der HIV-Infizierten an der Bevdlkerung im Alter von 15 bis 49 Jahren.

Bei AIDS handelt es sich um eine globale Epidemie, die nicht auf
Subpopulationen begrenzt ist. Derzeit sind schatzungsweise 40 Millionen
Menschen infiziert, wobei in einigen Gebieten ein weiterer signifikanter Anstieg
erwartet wird. Im Jahr 2003 infizierten sich taglich durchschnittich 14.000
Menschen. Folglich gehort AIDS schon heute zu den schwer wiegendsten
Erkrankungen, von denen die Menschheit jemals betroffen war [2].

! Acquired Immunodeficiency Syndrome (engl.): erworbenes Immunschwache-Syndrom
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1.1.2 Die Entdeckung des humanen Immundefizienz-Virus

Nach anfanglichen Untersuchungen wurde vermutet, dass die Erkrankung ihre
Ursache in den Zytomegalie-Infektionen der betroffenen Patienten habe [3].
Diese und weitere Theorien konnten jedoch schnell widerlegt werden, nachdem
weitere Untersuchungen erfolgten. Kurze Zeit spater wurde auch von &hnlichen
Fallen auf Haiti und in Afrika berichtet [4]. Am Pariser Institut Pasteur entdeckte
1983 die Arbeitsgruppe von Luc Montagnier ein Retrovirus, das als Ursache fur
AIDS vermutet wurde [5]. Es erhielt den Namen Lymphadenopathy Associated
Virus® (LAV). Zeitgleich beschrieben auch Robert Gallo und seine Mitarbeiter
vom National Health Cancer Institute in Bethesda ein Virus mit der Bezeichnung
Human T-cell Leukemia Virus Type 3 (HTLV-3) [6].

& ‘ HIV E - A

Abbildung 1.2:  Elektronenmikroskopische Aufnahme von HI-Viren an infizierten Gewebe.

Im Ergebnis ihrer Forschungen beanspruchten beide Wissenschaftler die
Entdeckung des AIDS-verursachenden Virus fur sich. Es folgte ein mehrjahriger
wissenschatftlicher Streit. Erst im Jahr 1986 wurde bestatigt, dass LAV und
HTLV-3 identisch sind. Der Retrovirus erhielt den Namen Human
Immunodeficiency Virus® (HIV) (s. Abbildung 1.2) und Montagnier und Gallo
einigten sich schliellich 1987 auf einen Kompromiss, wonach die
Patenteinnahmen geteilt wurden.

Eine weitere Virusvariante wurde 1986 entdeckt [7]. Sie wurde bisher fast
ausschlief3lich in Zentral- und Ostafrika gefunden, trat aber auch schon in

! Lymphadenopathy Associated Virus (engl.):

% Human Immunodeficiency Virus (engl.): menschliches Immunschwéachevirus
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Indien auf. Diese Virusvariante wird als HIV-2 bezeichnet im Gegensatz zu HIV-
1, das der Ausldser der Epidemien in Amerika und Europa war.

1.1.3 Der Ursprung des HI-Virus

Die Geschichte des HI-Virus begann schon lange vor der erstmaligen
Entdeckung von AIDS. Die alteste Blutprobe, in der die Viren nachgewiesen
werden konnten, stammt aus dem Jahr 1959 von einem Mann aus Kinshasa [8].

Es gilt heute als unumstritten, dass HIV vom Simian Immunodeficiency Virus®
(SIV) abstammt, welches wie HIV zur Familie der Lentiviren gehért und bei
Affen &hnliche Erkrankungen auslost. HIV-1 und HIV-2 sind die einzigen
bekannten humanpathogenen Retroviren dieser Familie. Untersuchungen zur
Verwandtschaft der einzelnen Virenstdmme zeigten, dass die beiden Vertreter
zu bestimmten Varianten des SIV gréRere Ahnlichkeiten besitzen als
untereinander [9]. Es wird angenommen, dass die Aufspaltung vor etwa
900 +300 Jahren in Zentralafrika erfolgte [10].

HIV-1 entstand wahrscheinlich durch drei unterschiedliche zoonotische
Transmissionen® von SIV¢,, auf den Menschen, wodurch die drei HIV-1
Gruppen M? O* und N° entstanden sind. Im Menschen kam es anschlieRend
vermutlich zur weiteren Diversifikation der HIV-1 Gruppen unter Ausbildung der
einzelnen Subtypen (s. Abbildung 1.3) [11][12].

SIV¢p, benutzte urspringlich eine bestimmte Schimpansenart (Pan troglodytes)
als Wirt. In Zentralafrika gehorten Schimpansen zu den Tieren, die zur
Erndhrung gejagt sowie als Haustiere gehalten wurden. So wird eine
Ubertragung vom Tier auf den Mensch u.a. durch Verletzungen, die durch
infizierte Haustiere verursacht wurden, vermutet. In einigen afrikanischen
Kulturen war auch der Verzehr von rohem Fleisch tblich, wodurch es ebenfalls
zur Uberwindung der Speziesgrenze des Virus gekommen sein kann. Fur Viren
der HIV-1 Gruppe M wird angenommen, dass eine Ubertragung auf den
Menschen bereits vor 1940 erfolgte [9].

! Simian Immunodeficiency Virus (engl.): Simianes Immunschwachevirus
® zoonotische Transmission (lat.): von Tieren auf den Menschen (bertragene
Infektionskrankheit

® M: major (engl.): bedeutend

* O: outlier (engl.): AusreiRer

> N: non-M, non-O



14 1 Einleitung

HIV-2 stammt hingegen wahrscheinlich von SIVgs, ab, welches bei einer
bestimmten Art von Altweltaffen (Cercocebus atys) nachgewiesen wurde [14].
Die unterschiedlichen HIV-2 Subtypen sind vermutlich ebenfalls durch
unabhangige Zoonosen entstanden (s. Abbildung 1.3).

HIV-1 TYP
|
v v v
M N O Gruppe
I_* L*
ABDCFGHJK | 1mmvvv | subtyp

Abbildung 1.3:  Schematische Darstellung der Varianten von HIV

Die Verbreitung der Viren war urspringlich nur auf kleine Gebiete Westafrikas
beschrankt, weitete sich jedoch in zunehmendem Maf3e mit der Erschliel3ung
des Kontinents z.B. durch den StralRenbau aus. Bedingt durch das enorme
Bevdlkerungswachstum und die Urbanisierung kam es auf dem afrikanischen
Kontinent zu einer schnellen Ausbreitung der Krankheit. Sie wurde jedoch
insbesondere aufgrund der niedrigen Lebenserwartung und der schlechten
medizinischen Versorgung zunéchst nicht erkannt. Unter anderem fand das
Virus Uber Gastarbeiter, die in Zaire (Afrika) Mitte der siebziger Jahre des
vergangenen Jahrhunderts arbeiteten, seinen Weg in die Karibik. Da der
Ausbruch der Erkrankung erst bis zu 10 Jahren nach der Infektion erfolgt,
kehrten die Gastarbeiter scheinbar gesund in ihre Heimat zuriick. Das Virus
konnte sich unerkannt auf den karibischen Inseln verbreiten. Die erstmalige
Beschreibung der Virusinfektion bei homosexuellen Mannern aus Los Angeles
lasst sich darauf zurlckfuhren, dass die karibische Inselwelt zu den
Hauptreisezielen homosexueller Amerikaner gehorte.
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Abbildung 1.4:  Geographische Verteilung von HIV-1 Subtypen.

Fur die weltweite Pandemie sind hauptsachlich die Viren der Gruppe M
verantwortlich (s. Abbildung 1.4). Innerhalb dieser Gruppe ist eine
Klassifizierung anhand der phylogenetischen Strukturen in die Subtypen A-D, F-
H, J und K mdglich. Weltweit am haufigsten sind Subtyp C-Infektionen. In
Europa und Nordamerika dominiert der Subtyp B. Die Subtypen A und F lassen
sich noch in weitere Subklassen unterteilen [13].

1.1.4 Der Aufbau des HI-Virus

Das HI-Virus ist ein Retrovirus von kugeliger Gestalt mit einem Radius von etwa
80 bis 100 nm [15]. Die Hulle besteht aus einer Lipiddoppelschichtmembran mit
verschiedenen zellularen Membranproteinen. Das Transmembranprotein gp41l
und das Oberflachenprotein gp120 sind in der &ufReren Membran angeordnet.
Die Innenseite der Membran kleidet das Matrixprotein p17 aus.
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RNS
AR Hille
gp 41
— Matrix
p 17
o 7(8) Capsid
P24
Core

Reverse
Transkriptase

Abbildung 1.5:  Struktur des HI-Virus.

Das Capsid-Protein p24 bildet eine Hulle, das so genannte Viruscapsid, in dem
sich zwei Kopien der viralen RNA! befinden. Neben der RNA liegen im
Viruscapsid auch verschiedene Kopien der Nucleocapsid-Proteine p6 und p7,
die Hilfsproteine Vif, Vpr und Nef sowie die Enzyme Reverse Transkriptase
(RT), Integrase (IN) und Protease (PR) vor [16]. Andere akzessorische
Hilfsproteine sind Tat, Rev und Vpu, die aller Wahrscheinlichkeit nach nicht im
Virus vorkommen. Sie werden in der infizierten Wirtszelle synthetisiert und
besitzen regulatorische Aufgaben bei der Transkription der viralen DNA?, der
Synthese von viralen Proteinen sowie beim korrekten Zusammenbau neuer
Virionen?®.

Die RNA umfasst etwa 9000 Basenpaare und bildet das virale Genom (s.
Abbildung 1.6). Das HIV-Genom codiert 15 Proteine, die auf mehreren offenen
Leserahmen codiert werden [17]. So sind die genetischen Informationen der
retroviralen Polyproteine Gag, Pol und Env auf je einem Leserahmen enthalten.
Die Polyproteine werden durch Proteasen in ihre Funktionseinheiten zerlegt.
Hierbei werden aus dem Gag-Polyprotein die Proteine pl17, p24 und p7 sowie
p6 freigesetzt. Die drei Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase und Protease

Y RNA, ribonucleic acid (engl.): Ribonukleinsaure, Trager der genetischen Information bei HIV
2 DNA, desoxyribonucleic acid (engl.) Desoxyribonukleinsaure

® Virion (griech.): infektioses Virus
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bilden sich aus dem Pol-Polyprotein. Die Glykoproteine gp4l und gpl20
werden aus dem Env-Protein hydrolysiert.

ca. 9000 Basen

env

pol SuU ™

gag vpr tat nef

S MA CA NC LI vif l rev _.
vpu

LTR lange Wiederholungseinheit gag Gruppenantigen
MA (p17) Matrix pol Polymerase
CA (p24) Capsid env Hulle
NC (p7) Nukleocapsid tat Transaktivator
LI (p6) 6kDa grof3es Protein rev Regulator der viral. Exp.
PR Protease nef Negativfaktor
RT Reverse Transkriptase vif Viral. Infektionsfaktor
IN Integrase vpr Viral. Protein R
SU (gp120) Oberflachenprotein vpu unbek. viral. Protein

TM (gp41l) Transmembranprotein

Abbildung 1.6:  Aufbau des HIV-Genoms.

1.1.5 Der virale Infektionszyklus

Die Beschreibung der Replikation erfolgt anhand der Abbildung 1.7.
Erlauterungen zu grundlegenden Begriffen der Biologie kénnen u.a. in [18]
nachgelesen werden.

Die Replikation beginnt mit der Infektion der Wirtszelle durch das Virus (A). Zur
Fusion von Virus und Wirtszelle ist es erforderlich, dass eine spezifische
Bindung des Oberflachenproteins gp120 an einen CD4-Rezeptor® der Zielzelle
erfolgt. Dieser Rezeptor ist auf CD4"-T-Zellen, Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen und Gliazellen zu finden, die somit mogliche Wirtszellen fur
HIV darstellen. Zusatzlich sind weitere Co-Rezeptoren fir eine effiziente
Aufnahme des Virus in die Zelle notwendig. Die Bindung von gp120 am CD4-
Rezeptor verursacht eine Anderung der raumlichen Struktur von Env. Auf diese

' CD = cluster of differentiation (engl.): Einteilung von Leukozytendifferenzierungs-Antigenen
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Weise wird eine zweite Bindung Uber einen Co-Rezeptor moglich [19]. Zu den
Co-Rezeptoren fur HI-Viren zahlen Chemokin-Rezeptoren (CCR5- oder
CXCR4) aus der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die
intrazellulares Calcium mobilisieren und die Leukozyten-Taxis induzieren [20].
In Folge der Bindung des Virus andert auch gp41 seine Konformation, sodass
die Virusmembran mit der Membran der zuklnftigen Wirtszelle fusionieren
kann. Nach dem Abstreifen der Membran befindet sich der
Nukleoproteinkomplex, bestehend aus dem Capsid und einem Teil der
Matrixproteine, im Zytoplasma der Wirtszelle.

Reifun
9 Zellmembran

&

PR [ _ F\%

Zusammenbau | l‘/—\%_:f:_s-%
& Knospung virale

genomlsche gp120
RNA
gp41
HIV-1 mRN A

ungespleifite
-ﬂ}* CD4-Rezeptor gR,\F‘)A gesplelete
‘Chemokin-

RNA
Corezeptoren Virale RNA
¢ ViraleDNA

Y
Transkription
Fusion{ % — /_Ntegratlon
Freisetzung RT/RH
DNA der
W|rtszelle

Zytoplasma

Ribosom

Gag-Pol-
Polyprotein

Zellkern

Abbildung 1.7:  Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HI-Viren.

Im Anschluss an die erfolgreiche Infektion der Wirtszelle beginnt die Reverse
Transkriptase mit der DNA-Synthese an der genomischen RNA (B). Zunachst
entsteht ein Hybrid aus RNA und DNA, dann hydrolysiert eine zellulare RNaseH
(RH) den noch vorhandenen RNA-Anteil und die Reverse Transkriptase
vervollstandigt im Anschluss den DNA-Doppelstrang. Die Reverse
Transkriptase besitzt keine Moglichkeit zur Uberpriifung der Lesegenauigkeit
und damit der Richtigkeit des synthetisierten DNA-Molekdls. Das fuhrt bei der
Synthese der beiden DNA-Strange mit einer Wahrscheinlichkeit von 107 bis 10°
* zum Einbau von falsch gepaarten Basen. Pro Replikationsrunde und Genom
entsteht daher etwa eine Mutation [21]. Untersuchungen haben gezeigt, dass
taglich ca. 10 Milliarden neuartige Viruspartikel entstehen [22]. Die hohe
Fehlerrate der Reversen Transkriptase ist so fur die schnelle Bildung einer
Vielzahl von nahe verwandten, aber genetisch unterschiedlichen HIV-Varianten,
die als ,Quasispezies” bezeichnet werden, verantwortlich. Diese Mutationen
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fuhren jedoch fast alle zu nicht vermehrungsfahigen Viren. Die hohe Fehlerrate
der Reversen Transkriptase ist u.a. ein Grund fur das rasche Auftreten von
resistenten Viren unter antiretroviraler Therapie.

Das transkribierte  Virusgenom wird nun zusammen mit den
Capsidkomponenten als Praintegrationskomplex in den Zellkern transportiert.
Dort wird die virale DNA in das Wirtsgenom durch die viruseigene Integrase
eingebunden (C).

Die Bildung neuer Viruspartikel startet mit der Transkription der proviralen DNA.
Dazu beginnt die zellulare DNA-abhhéngige RNA-Polymerase Il an einem
Promoter der terminalen Wiederholungseinheit 5-LTR mit der Ablesung der
genetischen Information. Fur die Initierung sind nur die humanen
Transkriptionsfaktoren NF-kB, Spl und TBP notwendig. Jedoch wird die
Ablesung wesentlich effizienter, sobald das virale regulatorische Protein Tat
entstanden ist, welches an der neu entstehenden RNA bindet und die Synthese
um den Faktor 100 erhoht [23].

Das virale regulatorische Protein Rev wird bendtigt, um ungespleil3ste DNA-
Abschriften aus dem Zellkern zu transportieren. Es bindet an entsprechenden
Erkennungselementen der RNA und verhindert ein SpleiRen. So kommt es zu
einer Ansammlung viraler RNA im Zytoplasma, die fir die neuen Virionen als
Genom bendtigt werden (D) [24].

Zur Proteinsynthese werden die gebildeten mRNAs ins Zytoplasma transportiert
(E). Die durch Translation an freien Ribosomen entstandenen Gag- und Gag-
Pol-Polyproteine werden zur Zellmembran transportiert. Die Translation der
Env-mRNA erfolgt an Polyribosomen des endoplasmatischen Retikulums.
Dabei sind die synthetisierten Proteine in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums verankert und werden uber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache
transportiert. Wahrend des Transports erfolgt die vollstandige Prozessierung in
den externen (gp120) und in den membranverankerten Proteinanteil (gp41).

Der Zusammenbau der Viruspartikel findet an Plasmamembranen statt. Nach
der Virion-Bildung aus genomischer RNA, Vif, Vpr, Nef, Gag- und Gag-Pol-
Polyproteinen verlassen die Viruspartikel die Wirtszelle durch Knospung (F).

Ein HIV-Partikel wird jedoch erst nach der Reifung infektios (G). Hierzu missen
die Gag- und Gag-Pol-Polyproteine durch die Protease in funktionelle Einheiten
gespalten werden. So entstehen direkt nach der Knospung zuerst
autokatalytisch die Protease selbst und im Anschluss die Reverse
Transkriptase und die Integrase sowie die Proteine pl17, p24, p7 und p6.
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Als letzten Schritt vor einer erneuten Infektion einer Wirtszelle ist die
Endozytose von auf der Zellmembran befindlichen CD4-Rezeptoren notwendig,
um eine Agglutination von Viruspartikeln zu verhindern.

1.2 Die antiretrovirale Therapie der HIV-Infektion

Die wissenschaftlichen Anstrengungen der letzten 20 Jahre haben zu einer
grof3en Zahl von zugelassenen Wirkstoffen geflhrt, die zur Virusrepression
nach einer HIV-Infektion eingesetzt werden konnen. Dabei werden
verschiedene Angriffsstellen genutzt, um die Virusreplikation zu hemmen.
Trotzdem ist es bisher nicht gelungen, eine Mdglichkeit zur kurativen Therapie
zu finden, sodass der Schutz des Menschen vor einer Infektion weiterhin
oberste Prioritat besitzt und durch Aufklarungskampagnen unterstitzt werden
sollte. Des Weiteren sind erste Impfstoffe mittlerweile zu klinischen Studien
zugelassen worden. Jedoch ist bisher nicht absehbar, ob diese erfolgreich
verlaufen werden und wann sie in groem Umfang eingesetzt werden kdonnen,
um die weltweite Epidemie zu bekampfen. Erst im vergangenen Jahr scheiterte
in Thailand eine groRere Phase Ill Studie, die an mehreren tausend Patienten
durchgefuhrt wurde [26].

Wirkstoffe, die bei erfolgter Infektion eingesetzt werden, lassen sich in mehrere
Gruppen einteilen und werden im Folgenden beschrieben.

1.2.1 Reverse Transkriptase-Inhibitoren (RTI)

1.2.1.1 Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)

Im Jahr 1987 wurde die erste antiretrovirale Substanz, Zidovudin, zur HIV-
Therapie zugelassen (s. Abbildung 1.8). Mit ihr war es erstmalig mdglich, die
viruseigene Reverse Transkriptase bei HIV-Patienten zu hemmen und somit die
Viruslast zu senken [26]. Zidovudin ist ein Didesoxynukleosid, das von
zellularen Kinasen durch Triphosphorylierung in seine aktive Form uberfuhrt
und danach als Substrat bei der Transkription erkannt wird. Die virusstatische
Wirkung beruht zum einen auf einer kompetitiven Hemmung der RT, zum
anderen auf dem Kettenabbruch bei der Synthese der proviralen DNA, bedingt
durch die fehlende 3’-OH-Gruppe der Desoxyribose. Die Affinitat des Zidovudin
zur RT ist etwa einhundertmal héher als zu den zellularen DNA-Polymerasen
[27]. Als weitere Vertreter dieser Substanzklasse sind Didanosin, Zalcitabin,
Stavudin, Lamivudin und Abacavir ebenso zur Therapie zugelassen (s. Tabelle
1.1).



1.2 Die antiretrovirale Therapie der HIV-Infektion 21

HNTN\@\
\
O H N OH

H \\ 4

N
N\
N

Abbildung 1.8:  Chemische Struktur von Zidovudin.

1.2.1.2 Nukleotidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI)

Im Gegensatz zu den Nukleosidanaloga besitzen Nukleotidanaloga bereits eine
gebundene Phosphatgruppe. Die erste Substanz, das Tenofovir DF (Disoproxil
Fumarat), wurde im Jahr 2002 in Deutschland zur Behandlung zugelassen (s.
Abbildung 1.9). Es handelt sich um ein Adeninphosphonatanalogon. Die
Aktivierung zum Triphosphatanalogon als Substrat fur die RT wird durch die
bereits vorhandene Phosphatgruppe beschleunigt, da die Bildung des
Monophosphats durch Kinasen haufig nur mit relativ geringer Aktivitat erfolgt
[28].
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Abbildung 1.9:  Chemische Struktur von Tenofovir.

Tabelle 1.1: Nukleosidische/-tidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren

Wirkstoffname Code Jahr der Zulassung
Zidovudin AZTIZDV 1987
Didanosin DDl 1991
Zalcitabin DDC 1992
Stavudin DAT 1994
Lamivudin 3TC 1995
Abacavir 1592U89 1998
Tenofovir® PMPA 2001

? Prodrug eines Nukleotidanalogon
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1.2.1.3 Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)

Die Substanzen dieser Klasse dienen der RT nicht als Substrat, sondern binden
allosterisch in einer hydrophoben Seitentasche in der Nahe des aktiven
Zentrums [29]. Neben der raumlichen Nachbarschaft besteht auch eine
funktionelle Assoziation zwischen der NNRTI-Bindungsstelle und dem aktiven
Zentrum der RT. So kann durch eine Kombination von NRTI und NNRTI die
Hemmung des Enzyms gesteigert werden [30]. Als erster NNRTI wurde
Nevirapin 1996 (s. Abbildung 1.10) zur Behandlung zugelassen. Spater folgten
Delavirdin und Efavirenz (s.Tabelle 1.2).

Abbildung 1.10: Chemische Struktur von Nevirapin.

Tabelle 1.2:  Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren

Wirkstoffname Code Jahr der Zulassung
Nevirapin BI-RG-587 1996
Delavirdin U-90152 1997
Efavirenz DMP-266 1998

1.2.2 Protease-Inhibitoren (PI)

Die HIV-Protease stellt ein weiteres Enzym des HI-Virus dar, fir welches
Hemmstoffe zur Behandlung eingeflihrt werden konnten. Durch die Aufklarung
der Kiristallstruktur der Protease im Jahr 1989 [31][32] wurde gezieltes
Wirkstoffdesign ermdoglicht und fuhrte zur erfolgreichen Entwicklung von
Inhibitoren. Saquinavir erhielt als erste Substanz im Dezember 1995 die
Zulassung zur Behandlung. Wenige Monate spéater folgten Ritonavir, Indinavir
und Nelfinavir, sodass nach kurzer Zeit eine gréRere Auswahl an Substanzen
verfugbar war, die die Therapie der HIV-Infektion revolutionierten. Infolge der
Einfihrung  dieser neuen  Wirkstoffgruppe  wurde das HAART-
Behandlungsschema entwickelt (s. Kapitel 1.3).
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Tabelle 1.3: Protease-Inhibitoren

Wirkstoffname Code Jahr der Zulassung
Saquinavir Ro 31-8959 1995
Ritonavir ABT-538 1996
Indinavir MK-639 1996
Nelfinavir AG-1343 1997
Amprenavir VX-478 1999
Lopinavir ABT-378 2000
Atazanavir BMS-232632 2004

Inzwischen werden weitere Substanzen (Lopinavir, Amprenavir und Atazanavir)
therapeutisch genutzt. Gravierende Wirkunterschiede wurden bisher nicht
festgestellt. Ein Problem stellen jedoch die relativ ausgepragten
Kreuzresistenzen dar.

1.2.3 Integrase-Inhibitoren

Es wird schon seit einigen Jahren nach Hemmstoffen fir ein drittes
viruseigenes Enzym, die Integrase, geforscht. Frihe Inhibitoren mit guter in
vitro Wirksamkeit zeigten jedoch zu geringe in vivo Effekte [33]. Inzwischen
wurde eine neuere Substanz, S-1360, zu klinischen Phase Il Studien
zugelassen [34].

1.2.4 Entry-Inhibitoren

Der Eintritt der HI-Viren in CD4-Wirtszellen stellt eine neu erforschte Mdglichkeit
zur Hemmung der Replikation dar. Dabei gibt es drei Schlisselpositionen, die
sich zur Inhibition eignen.

1.2.4.1 Fusions-Inhibitoren

Inhibitoren dieser Gruppe binden am Transmembran-Protein gp41l, das erst
wahrend der Fusion des HI-Virus mit der Wirtszelle fir die Bindung zugénglich
wird. Mit Enfuvirtid (T-20), das im Jahr 2003 seine Zulassung erhielt, ist nun
eine weitere Moglichkeit geschaffen worden, die Viruslast insbesondere von
intensiv behandelten Patienten zu senken. Enfuvirtid ist ein aus 36
Aminosauren bestehendes Peptid, das subkutan verabreicht wird. Ein Problem
der Fusionsinhibitoren liegt in ihrer aufwandigen Synthese. Zur Herstellung von
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Enfuvirtid sind 106 Syntheseschritte notwendig, was zu besonders hohen
Produktionskosten fuhrt. Die Entwicklung des Inhibitors T-1249 wurde daher
vorerst gestoppt, obwohl erste klinische Studien ebenfalls erfolgsversprechend
waren [34].

1.2.4.2 Attachment*Inhibitoren

Bei den Attachment-Inhibitoren handelt es sich um Substanzen, die reversibel
am Oberflachenprotein gp120 binden und so eine Interaktion mit den CDA4-
Rezeptoren der Wirtszellen verhindern. Erste Vertreter dieser Gruppe weisen
noch Probleme auf. So ist das gut peroral verfigbare BMS-806 nur bei einigen
HIV-Isolaten wirksam, wodurch die Gefahr der Resistenzbildung relativ grof3 ist
[35]. Das losliche Antikorper-ahnliche Fusionsprotein Pro-542 zeigt hingegen
erstaunliche Wirksamkeit, kann jedoch bisher nur als Infusion verabreicht
werden [34].

1.2.4.3 Co-Rezeptor-Antagonisten

Zu den Co-Rezeptor-Antagonisten gehdren Substanzen, die Hemmstoffe des
CCR5- oder CXCR4-Rezeptors darstellen. Die Substanzen sind derzeit noch in
frihen Entwicklungsstadien. Erste Erfolge wurden mit SCH-C und PRO-140
beim CCR5-Rezeptor sowie mit AMD-3100 und T-22 beim CXCR4-Rezeptor
erreicht [34][36][37].

1.3 Ergebnisse der antiretroviralen Therapie

Bis zur Mitte der neunziger Jahre stellte Zidovudin die empfohlene
Behandlungsmethode in der AIDS-Therapie dar. Der Erfolg der Behandlung
beschrankte sich jedoch auf eine durchschnittliche Lebensverlangerung um
zwei Jahre [38].

Die Zulassung von weiteren nukleosidischen Reverse Transkriptase-Inhibitoren
ermoglichte eine Kombinationsbehandlung aus zwei Wirkstoffen, da klinische
Studien zeigten, dass so eine gréliere Hemmung der RT zu erreichen war.

Eine erhebliche Verbesserung der Behandlungsmoglichkeiten ergab sich ab
dem Jahr 1995 durch die Einfihrung von Hemmstoffen der HIV-1 Protease. So
wurde u.a. die Tripel-Therapie etabliert, welche aus zwei Hemmstoffen der
Reversen Transkriptase und einem Protease-Inhibitor besteht. Dieses unter der

! Attachment (engl): Anlagerung
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Bezeichnung Highly Active Antiretroviral Therapy® (HAART) bis heute
angewendete Therapieregime fuhrte in den ersten drei Jahren nach seiner
EinfUhrung in den USA zu einer Senkung der jahrlichen Sterblichkeitsrate von
30% auf 9% [39]. Der Erfolg der HAART-Medikation zeigt sich unter anderem
auch an den sinkenden AIDS-Fallzahlen trotz gleich bleibender
Neuinfektionsraten. So ist es durch die Anwendung derartiger
Wirkstoffkombinationen moglich, die Viruszahl bis unter die Nachweisgrenze
von 50 Kopien pro Milliliter Blut zu senken.

Probleme ergeben sich haufig bei der Patientencompliance, da die Anzahl der
mehrmals taglich einzunehmenden Medikamente enorm hoch ist. Aus diesen
Praxiserfahrungen ergab sich ein weiteres Ziel zuklnftiger Forschungen,
welche die Entwicklung von Medikamenten beinhaltet, die nur einmal pro Tag
oder Woche eingenommen werden mussen.

Es bleibt anzumerken, dass die jahrlichen Kosten fir die intensive
antiretrovirale Therapie etwa 10.000,- € pro AIDS-Patient betragen und insofern
vielen Infizierten aus finanziellen Grinden bisher nicht adaquat geholfen
werden kann.

1.3.1 Nebenwirkungen

Vor 15 Jahren gab es als Alternative zur Behandlung mit NRTI nur ein schnelles
Voranschreiten der Erkrankung mit baldigem Tod. Daher war ihre DNA-Toxizitat
ein wenig bedeutsamer Nebeneffekt. Heutzutage fihrt die angewandte
Kombinationstherapie zu einer deutlichen Lebensverlangerung von HIV-
Patienten. Dies bewirkt auch eine starkere Auffalligkeit und Relevanz von
Nebenwirkungen der eingesetzten Wirkstoffe.

Die mitochondriale Toxizitat stellt eine ernsthafte Nebenwirkung der
Behandlung mit NRTI dar. Es kommt dabei zur Stérung des Stoffwechsels der
Mitochondrien durch Hemmung ihrer DNA-Polymerase g wodurch sie
degenerieren [40]. Die Energieversorgung der betroffenen Zellen wird gestort,
was einen katastrophalen Effekt insbesondere fur Leber- und Pankreaszellen
hat. Hepatotoxizitat, Laktatazidose und Pankreatitis sind klinische Befunde
dieser Nebenwirkung.

Bei der Behandlung mit Protease-Inhibitoren treten haufig gastrointestinale
Stérungen auf [41]. Eine Ursache dafur liegt vermutlich darin, dass die
eingesetzten Inhibitoren auch eine relativ hohe Affinitat zum wichtigsten Enzym

! Highly Active Antiretroviral Therapy (engl.): Hochaktive Antiretrovirale Therapie
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des Magens, dem Pepsin, besitzen. Durch die Hemmung dieses Enzyms
kommt es nur noch zu einem unvollstandigen Abbau der aufgenommenen
Nahrung und in dessen Folge zu verschiedenartigen Beschwerden des Magen-
Darm-Traktes.

Eine fur den Therapieerfolg notwendige Langzeitbehandlung mit
Proteaseinhibitoren fuhrt vielfach zum Lipidodystrophie-Syndrom, einer
Fettumverteilungserkrankung. Hierbei kommt es zu signifikanten Aussehens-
Veranderungen sowie Storungen des Lipid- und Glukosemetabolismus, die zu
Insulinresistenz und Diabetes fiihren kdnnen [42].

1.3.2 Die Virus-Eradikation

Bereits wenige Monate nach dem Beginn einer antiretroviralen
Kombinationstherapie kommt es zu einer signifikanten Absenkung der Viruslast.
Das fuhrte am Ende des letzten Jahrhunderts zu der Vermutung, dass durch
diese Behandlungsmethode eine Eradikation der HIV-Infektion innerhalb
weniger Jahre moglich sei [43]. Heutzutage geht man davon aus, dass eine
Heilung nicht moéglich sein wird. Ein Grund daflr sind die latent infizierten CD4-
Zellen, die ein wahrscheinlich lebenslang bestehendes Reservoir an Viren
bilden. Dieses Reservoir besitzt eine Halbwertszeit von ca. 44 Monaten,
wodurch eine Eradikation ca. 60 bis 73 Jahren benétigen wirde [44]. Die virale
Replikation findet in diesen Zellen, die u.a. im Blut und in den Lymphknoten [45]
vorkommen, auch noch nach Jahren intensiver Behandlung statt [46]. Es wurde
bisher erfolglos versucht, die latenten Reservoire mittels verschiedener
Substanzen auszuwaschen, sodass man resumieren muss, dass eine Heilung
mit den heutigen Mitteln nicht moglich ist [47].

1.3.3 Mutationen und Resistenzentwicklung

Die intensive Behandlung der HIV-Infektion fuhrt haufig fur einige Jahre zur
Senkung der Viruslast bis unter die Nachweisgrenze. Hierdurch erholt sich das
Immunsystem deutlich. Der Erfolg kann aber durch die Entwicklung resistenter
Viren erheblich eingeschrankt werden. Dabei funktioniert die Resistenzbildung
als Escape'-Mechanismus, bei dem die unter Behandlung mit antiretroviralen
Medikamenten replikationsfahigen Viren zur dominanten Spezies selektiert
werden. Eine Folge der Resistenzbildung ist ein Wiederanstieg der Viruslast
und somit ein Therapieversagen. Durch das Auftreten von Resistenzen gegen

! Escape (engl.): Rettung
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mehrere Medikamentenklassen werden die Mdglichkeiten nachfolgender
Therapieregime deutlich eingeschrankt und Folgetherapien haben meist nur
noch einen voribergehenden Erfolg.

1.4 Die HIV-Protease

1.4.1 Entdeckung und Strukturaufklarung des Enzyms

1985 wurde erstmalig postuliert, dass das HI-Virus eine Protease besitzt, die
zur Familie der Aspartylproteasen gehdrt [48]. Begrindet wurde diese
Zuordnung durch die Identifizierung der fir Aspartylproteasen typischen
katalytischen Triade, bestehend aus der Sequenz Asp-(Ser/Thr)-Gly. Die
experimentelle Bestatigung erfolgte 1988 [49] und bereits 1989 konnte die
raumliche Struktur der HIV-1 Protease (HIV-1 PR) aufgeklart werden [31][32],
wodurch vorherige Postulate bestatigt wurden.

Abbildung 1.11: Kristallstruktur der HIV-Protease. (PDB-Code': 5HVP [50][51]) Die
Proteinketten sind als Béander entsprechend der Monomere in blau und tirkis
eingeféarbt. a-Helices sind in rot und b-Faltblatter in grau dargestellt. Das
aktive Zentrum und die angrenzende flap-Region sind im Text naher
beschrieben.

Im Gegensatz zu humanen Aspartylproteasen wie Pepsin, Renin, Kathepsin D
und Chymosin handelt es sich bei der HIV-1 PR um ein homodimeres Enzym,

! PDB-Code = Proteindatenbank-Identifikationscode
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das aus zwei identischen Monomeren aufgebaut ist. Wie in Abbildung 1.11 zu
erkennen, sind die beiden Proteinketten Cj-symmetrisch zueinander
angeordnet und bestehen aus jeweils 99 Aminosauren [52]. Das symmetrische
aktive Zentrum befindet sich an der Grenzflache der Monomere. Die Dimere
werden neben anderen Interaktionen vorwiegend durch ein vierstrangiges
antiparalleles b-Faltblatt, das sowohl die Amino- (Aminoséuren 1-4) als auch die
Carboxytermini ~ (Aminosauren  95-99)  jeder  Untereinheit  enthalt,
zusammengehalten. Zusatzlich stabilisieren geladene Aminosauren an den
Ausgéngen des aktiven Zentrums den Zusammenhalt der Monomere durch
elektrostatische Wechselwirkungen. Jedes Monomer selbst wird durch
hydrophobe Wechselwirkungen aliphatischer Aminosauren im Kern stabilisiert.

Die Aminosauren 9-24 bilden zwei Bander eines b-Faltblatts, unterbrochen von
einem b-turn'. Die Aminosduren Asp25, Thr26, Gly27 (katalytische Triade)
bilden eine Reihe von Wasserstoffbrickenbindungen mit den entsprechenden
Aminosauren des anderen Monomers aus. Diese charakteristische
Wechselwirkung wird als fireman’s grip? bezeichnet [53]. Es folgen zwei loop*-
Regionen, die aus den Aminoséuren 30-35 und 36-42 bestehen. Jedes
Monomer tragt ein flexibles Segment (flap*), das von einem antiparallelen b-
Faltblatt (Aminosduren 43-49 und 52-66) und dazwischenliegendem b-turn
gebildet wird. Es dehnt sich Uber die Substrat bindende Spalte aus. Die flap-
Region kontrolliert den Zugang zum aktiven Zentrum. Abbildung 1.11 zeigt sie
in geschlossener Form, wie sie nach Bindung von Substrat oder Inhibitor
vorliegt. Zur Offnung bewegen sich beide Klappen in Richtung der schwarz
gepunkteten Pfeile nach oben. Die Aminosduren 69-78 und 83-85 bilden
weitere Bander der b-Faltblatter. Dazwischen befindet sich eine weitere loop-
Region. Eine klar definierte a-Helix folgt im Sequenzabschnitt 86-94 [54].

1.4.2 Das aktive Zentrum

Das aktive Zentrum formt bei geschlossener flap-Region eine Ro6hre. Die
beteiligten Aminoséuren bilden acht aufeinander folgende Spezifitdtstaschen.
Die Bezeichnung der Bindungstaschen erfolgt gemaf der tiblichen Nomenklatur
[55] mit S4 bis S1 vor und S1' bis S4’' hinter der hydrolysierbaren Bindung.

! turn (engl.): Wende

% fireman'’s grip (engl.): Griff des Feuerwehrmanns
% loop (engl.): Schlinge

* flap (engl.): Klappe
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Entsprechend werden die Seitenketten der Aminosauren des Substrates oder
aquivalente Strukturelemente gebundener Inhibitoren mit P4 bis P4’ bezeichnet.
Zwischen den Spezifitatstaschen gibt es strukturelle Unterschiede, jedoch
besitzen sie einen vorwiegend hydrophoben Charakter.

Untersuchungen haben gezeigt, dass Heptapeptide (P4-P3’) die
Minimalsubstrate der HIV-1 PR darstellen [56]. Es ist anzunehmen, dass die
Protease mit allen sieben Aminosauren Wechselwirkungen eingeht, da kurzere
Aminosaureketten nur wesentlich langsamer gespalten werden.

Die HIV-PR hydrolysiert etwa 10 der 1500 existierenden Peptidbindungen in
den Gag und Gag-Pol-Polyproteinen [57]. Die Spezifitat der Bindungsspaltung
ist nicht bedingt durch den katalytischen Mechanismus sondern durch die
Wechselwirkungen zwischen Substrat und Enzym. Dementsprechend werden
von der HIV-1 PR nur bestimmte Aminosauresequenzen in den
Spezifitdtstaschen P4-P4’ als Substrat erkannt.

Die gro3te Praferenz besteht fur P2’, wo nur Glu oder GIn gebunden werden.
P1 akzeptiert hydrophobe Aminosauren wie Phe, Leu, Met, Asn und Tyr. P1’
bindet meistens Pro. In P3 ist haufig Glu zu finden, wahrend P2 Uberwiegend
mit hydrophoben Resten besetzt ist. Die Abbildung 1.12 zeigt schematisch die
Spezifitaitstaschen des aktiven Zentrums mit einem in gestreckter Form
gebundenen Substrat. Es ist erkennbar, welche Aminoséuren an der Bindung
des Substrates beteiligt sind. Die Wechselwirkungen erfolgen Uber
Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Kontakte.
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Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der Substratbindung im aktiven Zentrum der
HIV-1 PR. Es sind die an der Bildung der Substratbindungstaschen beteiligten
Aminosduren benannt. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch orange-
gestrichelte Linien symbolisiert.

Peptidbindungen werden bevorzugt zwischen den Aminosduren Phe und Pro
oder Tyr und Pro gespalten. Dabei spielen die beiden Aminosauren Asp25 und
Asp25’ eine entscheidende Rolle, da sie am Reaktionsmechanismus beteiligt
sind. Daneben sind [le50 und 1le50’ bei der Bindung von Liganden im aktiven
Zentrum wichtig. Sie vermitteln Wechselwirkungen uber
Wasserstoffbriickenbindungen nicht direkt zum Substrat bzw. einigen
Inhibitoren, sondern Uber ein zusatzliches Wassermolekil. Dieses Wasser
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konnte auch in Kristallstrukturen lokalisiert werden und wird als flap-water*
bezeichnet (s. Abbildung 1.13).

Abbildung 1.13: Nelfinavir gebunden im aktiven Zentrum der HIV-1 PR (PDB: 10HR [58]). Die
Abbildung zeigt die katalytischen Asp25/25’ sowie die 11e50/50°, welche
sowohl bei der Substratbindung als auch im Komplex mit Inhibitoren die
wichtigsten Wechselwirkungspartner sind. Das flap-water vermittelt die
Wasserstofbriicken zwischen Nelfinavir und HIV-1 PR, die als orange
gestrichelte Linien dargestellt sind.

Neben den beschriebenen Interaktionen stabilisiert ein Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen, in das zusatzliche Wassermolekile involviert
sind, die Bindung des Substrates.

1.4.3 Die proteolytische Spaltung des Substrates

Der Mechanismus der Substratspaltung ist allen Aspartylproteasen gemein.
Voraussetzung fur den Ablauf der Reaktion sind neben der zu spaltenden
Peptidbindung ein katalytisches Wassermolekiil sowie die beiden Aspartate, die
auch als katalytische Dyade? bezeichnet werden. Dabei ist es essenziell, dass
das eine Aspartat protoniert und das andere deprotoniert vorliegt.
Untersuchungen der Abhangigkeit der katalytischen Aktivitat der HIV-PR vom

! flap-water (engl.): Klappenwasser, Bezeichnung fiir ein Wassermolekiil, das wichtig fiir die
Substratbindung in der HIV-1 PR ist

2 Dyade (griech.): Zweiheit, Bezeichnung fir eine Zweiergruppe, die in enger Beziehung
zueinander steht.
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pH-Wert zeigten einen glockenkurvenartigen Verlauf mit einem Maximum
zwischen pH 5 und 6 [59], was allgemein als Bestatigung fur den
monoprotonierten Zustand angesehen wird, da dieser nur im mittleren pH-
Bereich vorliegen kann.

Abbildung 1.14 zeigt schematisch den Ablauf der Reaktion. Der Ausschnitt des
Substrates ist in blau dargestellt, gepunktete orangefarbene Linien
reprasentieren Wasserstoffbriickenbindungen. Griine Pfeile kennzeichnen

gebundenes Substrat Ubergangszustand Spaltprodukte
R1 R1 R1
H H
/'\[(N\/ /B()N\/ /H(OH HN_~
: R : + :

o\ R2 QA OH\g, o) R2

H—O_ "
BN JURTES | I

Asp O\)—H J\Asp Asp O---H—0 Asp Asp O—H 'OJ\Asp

umklappende Elektronenpaare.
Abbildung 1.14: Katalytischer Mechanismus der Substratspaltung in Aspartylproteasen.

Die Reaktion beginnt mit dem nukleophilen Angriff eines Wassermolekils am
Carbonylkohlenstoff der zu spaltenden Amidbindung. Dazu fixiert und polarisiert
ein Aspartat das Wassermolekul. Der nukleophile  Angriff wird durch die
erhohte Polarisation der Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung ermoglicht, da der
Carbonylsauerstoff der Amidbindung eine Wasserstoffbriicke zum Wasserstoff
des protonierten Aspartates bildet. Die Hybridisierung des angegriffenen
Kohlenstoffatoms &ndert sich von sp? zu sp°. Intermediér tritt ein tetrahedrales
Zwischenprodukt auf, das zwei Hydroxylgruppen am Kohlenstoffatom tragt. Zur
endgdltigen Bindungsspaltung kommt es durch die Ruckgabe des Protons einer
Hydroxylgruppe an das deprotonierte Aspartat unter Bildung einer
Carbonylfunktion. Es entstehen als Spaltprodukte die freie Saure sowie das
Amin.

1.4.4 Entwicklung von HIV-Protease-Inhibitoren

Das Wirkstoffdesign hat maf3geblich zur erfolgreichen Entwicklung von HIV-1
Protease-Inhibitoren (Pl) beigetragen. Dabei waren Erkenntnisse aus der
Entwicklung von Renin-Inhibitoren eine wichtige Grundlage fur die Forschung
[60]. Man lernte ausgehend vom Peptidsubstrat die Konzeption von Inhibitoren,
die den Ubergangszustand der Substratspaltung imitieren, und entwickelte
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weiterhin den Peptidomimetika-Ansatz, bei dem Peptidbausteine durch
funktionelle Gruppen mit ahnlichen Eigenschaften ersetzt werden. Nachdem die
raumliche Gestalt der HIV-1 PR aufgeklart war, konnten die gewonnenen
Erkenntnisse direkt auf das neue Target’ tibertragen werden.

Als einer der ersten Inhibitoren konnte das Pepstatin (s. Abbildung 1.15) fur die
HIV-1 PR gefunden und auch im Komplex mit dem Enzym kristallisiert werden
[51]. Bei diesem Hemmstoff handelt es sich um eine Substanz, die aus
Streptomyces-Arten isoliert wurde. Sie stellt auch einen hoch affinen Inhibitor
fur andere Aspartylproteasen dar. Das Pepstatin hemmt ebenso die Funktion
von Pepsin, Kathepsin D und Renin. Die inhibierende Wirkung beruht auf der
seltenen Aminosaure Statin, deren aliphatische Hydroxylgruppe mit den
katalytischen Asparaginsauren interagiert und so den Ubergangszustand

simuliert.
*: oy * oy Y Pl
HOWN)H/NWN NWK\N
O OH H o on N o) H
*

Sta Ala Sta Val Val Iva

Abbildung 1.15: Aspartylproteasen-Inhibitor  Pepstatin. Der Pfeil kennzeichnet die
Hydroxylgruppe, die mit Asp25/25’ interagiert (Sta = Statin, in rot dargestellt;
Iva = Isovaleriansaure).

Alle bisher therapeutisch genutzten Inhibitoren (s. Kapitel 1.2.2) sind
Ubergangszustandsanaloga, welche die spaltbare Amidbindung durch eine
Hydroxyethylenstrukur ersetzen, die vom Enzym nicht gespalten werden kann.
Es kommt zu einer kompetitiven Hemmung des Enzyms. Folglich konkurrieren
das naturliche Substrat und der Inhibitor um die Bindung im aktiven Zentrum
des Enzyms. Glinstige Wechselwirkungen zwischen den Hemmstoffen und dem
aktiven Zentrum fuihren zu einer festeren Bindung im Enzym und einer lang
anhaltenden Blockade (s. Abbildung 1.16).

! Target: Ziel
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ki1 Kio E — Enzym
E * ST ES—E+P S — Substrat
| | — Inhibitor
Il ki k — Geschwindigkeitskonstante fir
El

die jeweilige Reaktion

Abbildung 1.16: Gleichung der Rektionskinetik.

Das Ziel der Forschung ist es, Inhibitoren mit einer moglichst kleinen
Inhibitionskonstante zu entwickeln, die also schon bei geringer Konzentration
das natirliche Substrat aus dem Enzym verdrangen.

Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben, spaltet die HIV-1 PR Amidbindungen
zwischen lipophilen Aminosauren. Entsprechend wurden angrenzend zur
Hydroxylgruppe lipophile Reste in die Hemmstoffe eingebaut. Weltweit wurde
eine Vielzahl neuer Verbindungen synthetisiert, von denen viele die Protease
wirksam inhibieren. Eine Reihe von Substanzen sind jedoch nicht als
Arzneistoff einsetzbar, da sie u.a. nicht in der Lage sind, in Zellen einzudringen
und dort wirksam zu werden. Es mussten daher beim Design von neuen
Substanzen auch die pharmakokinetischen Eigenschaften durch weitere
Strukturveréanderungen verbessert werden [61].

Abbildung 1.17 zeigt die chemischen Strukturen der zur Inhibition der HIV-1 PR
zugelassenen Arzneistoffe. Dabei sind strukturelle Gemeinsamkeiten deutlich
erkennbar. Die voluminésen Reste in direkter Nachbarschaft zur rot
dargestellten Hydroxylgruppe sind bei allen Inhibitoren zu finden. Besonders
groRRe Ahnlichkeit besteht zum einen zwischen Saquinavir und Nelfinavir und
zum anderen zwischen Ritonavir und Lopinavir.
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Abbildung 1.17:  Zur  Behandlung  eingesetzte  HIV-Protease-Inhibitoren. ~ Die  den
Ubergangszustand imitierende Hydroxylgruppe ist rot gekennzeichnet.

1.4.5 Aussichtsreiche Inhibitoren in der klinischen Prifung

Die Entwicklung von PI stellt weiterhin ein Gebiet intensiver Forschung dar.
Zurzeit befinden sich mehrere Substanzen in klinischen Studien, die bisher z. T.
sehr erfolgreich verlaufen. Ein vielversprechender Vertreter ist das Mozenavir
(DMP450, s. Abbildung 1.18).
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Abbildung 1.18: Chemische Struktur von Mozenavir. Die den Ubergangszustand imitierenden
Hydroxylgruppen sind rot gekennzeichnet.

Die Verbindung gehort zur Gruppe der zyklischen Harnstoffderivate, die durch
die intensive Suche nach neuen Grundgeristen, die unter Verdrangung des bei
den bisherigen Inhibitoren benoétigten Wassermolekils binden, gefunden wurde.
Beim Mozenavir handelt es sich um eine symmetrische Verbindung, die ideal im
symmetrischen aktiven Zentrum der Protease binden kann. Die Verdrangung
des Wassermolekuls bewirkt einen zusatzlichen gunstigen entropischen Effekt
und erhoht aulerdem die Selektivitit des Hemmstoffs, da bei anderen
humanen Aspartylproteasen ein vergleichbares Wassermolekul nicht bekannt
ist. Der Sauerstoff der Carbonylgruppe interagiert beim Mozenavir direkt mit
l1e50/50'.

Bei einem umfangreichen Screening’ wurde die hemmende Wirkung von
Warfarin und Phenprocoumon festgestellt [62]. Hierbei handelt es sich um 4-
Hydroxycumarine, die als Antikoagulantien therapeutisch eingesetzt werden.
Die Untersuchungen zeigten, dass diese Verbindungen die HIV-1 Protease im
mikromolaren  Bereich hemmen. Aufgrund ihrer bekannten guten
Bioverfligbarkeit und langen Plasma-Halbwertszeiten waren die Verbindungen
interessant und wurden weiter untersucht.

Veranderungen des Grundgertsts fuhrten zum 4-Hydroxy-Dihydropyron-
Grundgerust, das exzellente Bindungseigenschaften in der Protease besitzt.
Durch Variation der Seitenketten entstand schlief3lich mit Tipranavir (PNU-
140690, s. Abbildung 1.19) ein potenter Inhibitor. Diese Substanz verdrangt bei
der Bindung im aktiven Zentrum ebenfalls das Wassermolekul und bildet direkte
Wasserstoffbriickenbindungen vom Carbonylsauerstoff zu 11e50/50" aus.

! Screening (engl.): systematische Suche
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_~ OH
Abbildung 1.19: Chemische Struktur von Tipranavir. Die den Ubergangszustand imitierende
Hydroxylgruppe ist rot gekennzeichnet.

Zahlreiche weitere Pl befinden sich derzeit in frihen klinischen
Untersuchungen. Welche von ihnen die Studien erfolgreich beenden kdnnen, ist
bisher noch nicht absehbar, da schon verschiedene potenziell wirksame
Verbindungen letztendlich in den klinischen Prifungen versagt haben. Der
Bedarf an neuen Substanzen ist u.a. durch die im n&chsten Abschnitt
beschriebenen Resistenzentwicklungen weiterhin gegeben.

1.4.6 Inhibitor induzierte Mutationen und Resistenzentwicklung bei
der HIV-1 Protease

Das Spektrum der Mutationen ist fur Protease-Inhibitoren gut beschrieben. Eine
Pl Resistenz entwickelt sich meist langsam, da erst mehrere Mutationen
akkumulieren mussen. Es wurden mittlerweile an mehr als 20 Positionen
Mutationen der HIV-PR identifiziert, die in Verbindung mit einer Resistenz
auftreten (s. Tabelle 1.4 und Abbildung 1.20). Eine Unterscheidung erfolgt
zwischen primaren und sekundaren Mutationen, wobei erstere sich im aktiven
Zentrum der Protease befinden und durch strukturelle Anderungen der Substrat
bindenden Region die Bindungsaffinitit der eingesetzten Wirkstoffe
herabsetzen. Es sind vor allem die Positionen 30, 48, 50, 82, 84 und 90 der
Aminosauresequenz betroffen.
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Tabelle 1.4: Resistenzassoziierte Mutationen der HIV PR, die bei der Behandlung mit
Protease-Inhibitoren auftreten [63][64][65][66]

Pl primare Mutationen sekundére Mutationen
o G48V, V82A/T/F 184V, L10I/R/V, I54VIL, AT71VIT, G73S,
Saquinavir
L9OM V771,
Ritonavir V82/AITIF, 184V, LOOM L10I/R/V, K20M/R, V32I, L33F,
M361, M46I/L, I54V/L, A71VIT, V77I
V82A/T/F, 184V L10I/R/V, K20M/R, L24l, V32I,
Indinavir M36I/L, MA46I/L, 154VIL, AT1VIT,
G73S/A, L90OM
. D30N, 184V, L9OM L10F/I, V32l, Ma36l, MA46I/L,
Nelfinavir
A71VIT, V771, N88D/S
Amprenavir 150V, 184V L10I/R/V, V32I, M46l, 147V, 154V
Lopinavir I50V,V82A/VIT, 184V L10F/I, K201/M, M46l
Atazanavir I50L, 184V M461, A71V

Die Auflistung der PI entspricht der Reihenfolge ihrer therapeutischen Zulassung. Fir neuere
Inhibitoren stehen deutlich weniger Daten zur Verfiigung

Sekundare Mutationen treten haufig erst nach einer primaren Mutation auf und
liegen in den &uRReren Bereichen des Enzyms. Sie konnen z.T. die durch
vorhergehende Mutationen reduzierte Funktionsfahigkeit (virale Fitness) wieder
kompensieren [67].

Primére Mutationen sind relativ spezifisch fur die einzelnen Wirkstoffe, daher
kann eine Folgetherapie bei frihzeitiger Umstellung auf andere Substanzen
erfolgreich sein, hingegen fihrt eine Kumulation von sekundaren Mutationen
meist zu einer geminderten Sensitivitdt gegeniber mehreren Substanzen der
gleichen Wirkstoffklasse, den so genannten Kreuzresistenzen.
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Abbildung 1.20: Positionen der Resistenz-assoziierten Aminosduren. Rot hinterlegt sind
Positionen priméarer Resistenz, orange dargestellt sind Positionen sekundarer
Resistenz.

1.4.7 Naturliche Resistenz durch Subtyp-spezifische
Polymorphismen

Die hohe genetische Variabilitat von HIV fuhrt auch zu so genannten Subtyp-
spezifischen Resistenzen. Dabei handelt es sich um Sequenzunterschiede in
Wildtypisolaten verschiedener Subtypen, die durch natirliche Polymorphismen
bedingt sind. Sie sind nur in Bezug auf einen Wildtypstamm eines anderen
Subtyps als Mutation anzusehen. Da die Entwicklung von Pl Uberwiegend
anhand des HIV-1 Subtyps B aus der Gruppe M erfolgte, kdbnnen Unterschiede
zur Sequenz dieses Subtyps bei der Therapie die gleichen Folgen haben wie
Mutationen. Studien zeigten, dass 85% der Non-B-lsolate mindestens eine
Mutation an den Positionen 10, 20, 30, 36, 46, 71 und 82 aufweisen [68]. Dieser
bereits bestehende Unterschied bei einer mit Resistenz assoziierten
Aminosaure lasst eine schnelle Resistenzentwicklung unter Therapie erwarten.
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Die Immunschwacheerkrankung AIDS hat in den vergangenen 20 Jahren
weltweit zu einer hohen Zahl von Opfern gefuhrt. Grinde dafir sind zum einen
in der zun&chst unerkannten und rasanten Ausbreitung des HI-Virus und zum
anderen in der Art der Infektion des menschlichen Organismus zu sehen. Es
benutzt Zellen des menschlichen Immunsystems als Wirtszellen, die dadurch zu
Grunde gehen. Die korpereigene Abwehr gegen Krankheitserreger wird so
wirkungslos. Als Todesursache treten meist nachfolgende opportunistische
Infektionen auf, die bei intaktem Immunsystem gewdhnlich harmlos verlaufen
oder gar nicht auftreten wirden.

Die HIV-Protease stellt ein Schlisselenzym des viralen Replikationszyklus dar.
Eine Blockade dieses Enzyms fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der Viruslast.
Die rdumliche Gestalt der Protease wurde bereits vor ca. 15 Jahren erstmalig
aufgeklart. Anhand ihrer Struktur wurden verschiedene Inhibitoren entwickelt,
die auch schon zur AIDS-Behandlung eingesetzt werden. Die Erfolge der
Forschung ermoglichen es mittlerweile, dass infizierte Patienten unter
Einhaltung einer intensiven antiretroviralen Therapie tUber mehrere Jahre ein
relativ. symptomfreies Leben fiihren konnen. Es wird jedoch wahrend der
Therapie die Entstehung neuer Virusvarianten beobachtet, die deutlich weniger
empfindlich auf die eingesetzten Wirkstoffe reagieren und so zu einem
Ruckschlag in der Behandlung fuhren. Weiterhin ergeben sich durch die
langjahrige Einnahme der antiretroviralen Medikamente zusétzliche Probleme
durch teilweise schwer wiegende Nebenwirkungen einzelner Praparate oder
ihrer Kombinationen. Aufgrund der beschriebenen Entwicklungen ist es
notwendig, fortlaufend neue Substanzen zu entwickeln. Darliber hinaus ist es
nicht absehbar, ob jemals eine kurative Therapie zur Verfligung stehen wird.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Entwicklung von Protease-Inhibitoren mit Hilfe
computergestitzter Untersuchungsmethoden zu unterstitzen und neue
potenzielle Wege zu selektiveren Wirkstoffen aufzuzeigen. Zu diesem Zweck
sollten zunéachst die Bindungseigenschaften von bereits bekannten hoch affinen
Protease-Inhibitoren naher untersucht werden, um die Grinde fur ihre Affinitat
zum Enzym aufzuklaren. Als Grundlage dafur standen Kristallstrukturen im
Komplex mit den entsprechenden Hemmstoffen zur Verfigung. Durch die
Anwendung von kombinierten quantenmechanischen und
molekularmechanischen Methoden sollten u.a. durchschnittliche
Wechselwirkungsenergien  unter  besonderer  Berilicksichtigung  von
Polarisationseffekten des Enzyms berechnet werden. Des Weiteren sollten die
Einflisse einzelner Aminosauren auf die verschiedenen Inhibitoren bestimmt
und verglichen werden.
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Anhand der gewonnenen Erkenntnisse sollten im Anschluss Vorschlage fur
prinzipielle und spezielle Strukturverbesserungen gemacht und validiert werden.
Zur Kontrolle der Aussagekraft des angewendeten Verfahrens sollte zuséatzlich
untersucht werden, ob mit Hilfe der Berechnungen eine Abschéatzung von
Bindungsaffinitaten moglich sei. Auf3erdem sollte ein Verfahren zur Berechnung
von relativen Bindungsenthalpien basierend auf einem thermodynamischen
Ansatz entwickelt werden.
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3.1 Computergestitzte Simulation von Biomolekdilen

Theoretische Untersuchungen biologischer Systeme wie der HIV-Protease
ermoglichen die Erforschung von Beziehungen zwischen Struktur und Funktion
auf atomarer Ebene. Die computergestitzte  Bestimmung von
Molekuleigenschaften ist eng mit der Entwicklung der Informationstechnologie
verbunden. So wurde im Jahr 1977 die erste Molekuldynamiksimulation eines
kleinen Proteins verdffentlicht [69]. Seitdem fanden zahlreiche Entwicklungen
und Verbesserungen von Methoden statt, die inzwischen zu beachtlichen
Fortschritten bei der in silico' Untersuchung von Molekiilen gefiihrt haben.
Heutzutage stehen vielfaltige Verfahren zur Verfigung, um unterschiedlichste
Aufgabenstellungen zu bearbeiten.

3.1.1 Quantenchemische Verfahren

Quantenchemische Verfahren dienen zur Beschreibung von Molekilen mit Hilfe
von quantenmechanischen Methoden. So lassen sich die geometrische
Anordnung der Atomkerne sowie relative und absolute Energien berechnen.
Daneben ist es auch moglich, physikalische Eigenschaften wie
Polarisierbarkeiten, Dipolmomente und elektrostatische Potenziale zu
bestimmen.

Die aufgefuhrten Eigenschaften konnen ausgehend von der Wellenfunktion,
welche die Grundlage von quantenmechanischen Methoden ist, berechnet
werden.

HY = EY (3.1)
H : Hamilton-Operator
Y : Wellenfunktion

E: Energie

Gleichung (3.1) zeigt die zeitunabhangige Schrodinger Gleichung [70]. Hierbei
handelt es sich um einen Satz von Differenzialgleichungen mit jeweils einer
Wellenfunktion Y , fiir jeden erlaubten Energiewert E .

Yin silico (lat.): durch eine Computersimulation, in Anlehnung an in vivo und in vitro
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Eine exakte Losung dieser Gleichung ist nur fir ein einfaches Wasserstoffatom
moglich. Ihre Anwendbarkeit auf chemisch interessante Systeme wird durch die
Einfihrung von Naherungen ermaoglicht.

Die  Born-Oppenheimer-Naherung  beinhaltet die  Abkopplung der
Elektronenbewegung von der Bewegung der Atomkerne. Sie beruht auf der
Uberlegung, dass sich Atomkerne in einem Molekul aufgrund ihrer gréReren
Masse wesentlich langsamer bewegen als Elektronen. Daher kann die
Elektronenbewegung losgel6st von der Kernbewegung in elektronischen
Schrddinger-Gleichungen mit jeweils konstanter Kernanordnung betrachtet
werden [71].

Die Hartree-Fock-Methode ist ein wichtiger Formalismus zur LOsung der
Schrédinger-Gleichung fur Mehrelektronensysteme. Ausgangspunkt ist dabei
das Modell unabhangiger Teilchen. Die sich ergebende Gleichung kann durch
Separation in Einelektronen-Schrodinger-Gleichungen gel6st werden. Die
Behandlung von Molekilen wird durch den Ansatz von Molekilorbitalen als
Linearkombination von Atomorbitalen (linear combination of atomic orbitals —
LCAQO) ermoglicht [72].

Unter  Berucksichtigung  einiger  physikalischer  Prinzipien  kdnnen
quantenchemische Methoden in ab initio' und semiempirische Verfahren
unterteilt werden.

Grundsatzlich kdnnen ab initio Verfahren angewandt werden, um Energie- und
Strukturdaten systematisch zu bestimmen. Dazu bendtigt man keine
experimentellen Parameter, jedoch ist ihre Anwendung aufgrund des extremen
Rechenaufwands bisher fur Systeme in der Gré3enordnung von Enzymen nicht
praktikabel.

Semiempirische Methoden nutzen hingegen weitere Vereinfachungen, um den
Rechenaufwand zu reduzieren. So werden die Elektronen der inneren Schalen
mit den dazugehotrigen Atomkernen zusammengefasst, weil sie Dbei
Wechselwirkungen zwischen Molekulen und bei chemischen Reaktionen nur
eine untergeordnete Rolle spielen. Es werden nur die Positionen der
Valenzelektronen bestimmt. Zusatzlich werden viele der zu berechnenden
Integrale durch Approximationen aus experimentellen oder genaueren
theoretischen Untersuchungen ersetzt, sodass nur Atome behandelt werden
konnen, die auch parametrisiert wurden. Weiterfuhrende Informationen utber

! ab initio (lat.): von Anfang an
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semiempirische Methoden sind u.a. in den angegebenen Veroffentlichungen zu
finden [73]-[75].

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von HIV-1 PR-Inhibitoren wurde in
dieser Arbeit die semiempirische Methode Austin Model 1 (AM1) angewendet
[76][77]. Sie wurde bereits zur Untersuchung verschiedener biologischer
Probleme erfolgreich eingesetzt [78][79]. AM1 liefert haufig vergleichbare
Ergebnisse mit ab initio Berechnungen, die auch vielfach gut mit
experimentellen Daten korrelieren. Dabei ist AM1 ca. drei Zehnerpotenzen
schneller als entsprechende ab initio Verfahren. Aus diesen Griinden eignet
sich die von Dewar und Mitarbeitern entwickelte Methode zur Untersuchung der
Bindungseigenschaften von Enzym-Inhibitor-Komplexen in QM/MM-MD-
Simulationen (s. Kapitel 3.2.3).

3.1.2 Kraftfeldbasierte Methoden

Kraftfelder werden fir Systeme aus einigen tausend Atomen eingesetzt, fur die
guantenmechanische Verfahren bisher nicht anwendbar sind. Im Kraftfeld wird
die potenzielle Energie durch empirische Funktionen bestimmt. Dabei werden
zahlreiche Naherungen angewendet, die aber bei modernen Kraftfeldern einen
guten Kompromiss zwischen Genauigkeit und Aufwand darstellen. So sind die
empirischen Parameter z.B. mit Kiristallstrukturdaten oder Ergebnissen
guantenmechanischer Rechnungen kleiner Modellverbindungen abgeglichen.
Eine Einschréankung fir Kraftfelder besteht in der Unfahigkeit, drastische
Anderungen der elektronischen Struktur (z.B. die Entstehung oder der Bruch
von Atombindungen) zu simulieren. Ebenso kann die Parametrisierung von
Verbindungen, die noch nicht im Kraftfeld enthalten sind, sehr aufwéandig sein.

Inzwischen steht eine Vielzahl von Kraftfeldern fir die Simulation von
Makromolekilen wie Proteinen, Lipiden und Kohlenhydraten zur Verfigung. Fur
die Simulation der HIV-1 Protease wurde das CHARMM22-Kraftfeld* [80] fiir
Proteine angewendet, das Bestandteil des CHARMM-Software Paketes ist [81].

Allgemein bilden die Gesetze der klassischen Mechanik die Grundlage fur die
Energieberechnung in Kraftfeldern. Im weiteren Verlauf des Kapitels werden nur
die fur das Verstandnis der durchgefihrten Untersuchungen wichtigen
Zusammenhénge sowie Besonderheiten des verwendeten Kraftfeldes kurz
erlautert. Fur eine detaillierte Beschreibung der Kraftfeldtheorie wird auf
weiterfuhrende Literatur verwiesen [81]-[83].

' CHARMM: Chemistry at HARvard Molecular Mechanics
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Die potenzielle Energie ergibt sich als Funktion der Atompositionen (in
kartesischen Koordinaten) aller Atome des Systems und setzt sich aus den

Wechselwirkungen kovalent gebundener Atome (E ) und ungebundener

gebunden

Atome (E ) zusammen (s. Gleichung (3.2)).

ungebunden

E.=E

ges gebunden

+ Eungebunden (3 2)

E.: Gesamtenergie des Systems

Der Term E fasst die Energiebeitrage der Bindungslangen,

gebunden

Bindungswinkel und Torsionswinkel zusammen. Der Term E ergibt sich

ungebunden
aus elektrostatischen und dispersiven Wechselwirkungen. Im Anhang E ist eine
Liste der aufgefuhrten Kraftfeldterme zu finden.

Eine Besonderheit des CHARMMZ22-Kraftfelds stellt die Behandlung von
Wasserstoffbriickenbindungen dar. Diese Wechselwirkungen werden nicht
durch einen speziellen Energieterm bericksichtigt. Die Donor- und
Akzeptoreigenschaften ergeben sich direkt aus der Parametrisierung der
elektrostatischen Wechselwirkungen.

Zur effizienteren Nutzung der Rechenzeit wurde bei der Berechnung von

E ein Cutoff-Parameter' angewendet, wodurch Wechselwirkungen von

ungebunden
weit voneinander entfernten Atomen nicht mehr bertcksichtigt wurden. Dieses
Verfahren ist sinnvoll, da dispersive und elektrostatische Wechselwirkungen
eine starke Abstandsabhéngigkeit besitzen und ab einer bestimmten
Entfernung nur noch einen vernachlassigbar kleinen Beitrag zur Gesamtenergie
des Systems beitragen. Die Gefahr der Artefaktbildung wurde durch die
Anwendung eines Cutoff-Bereichs, in dem die Wechselwirkungen linear skaliert
werden, vermieden. In dieser Arbeit wurden die beschriebenen
Wechselwirkungen im Abstand zweier Atome von 11 bis 12 A linear abgesenkt.

Die Untersuchungen der HIV-1 Protease erfolgten in solvatisierter Umgebung.
Es wurde das TIP3P-Modell zur Beschreibung der Wassermolekile benutzt
[84]. Als Dielektrizitatskonstante wurde der Standardwert fir derartige
Proteinsysteme von Eins benutzt.

! cutoff (engl.): Abschaltung
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3.2 Minimierungen und Molekildynamiksimulationen

Zur Durchfuhrung von Molekildynamik (MD)-Simulationen sind Strukturen
niedriger Energie als Startgeometrien erforderlich. Zur Strukturoptimierung
eignen sich verschiedene Algorithmen der Energieminimierung. Sie sind von
den gewahlten Kraftfeldparametern abhangig und verbessern die
Molekilgeometrien solange, bis die Energieanderung einen zu Beginn
bestimmten Maximalwert nicht mehr tberschreitet oder die Schrittzahl einen
vorher festgelegten Maximalwert erreicht. Die in den durchgefiihrten
Untersuchungen verwendeten Algorithmen werden im Folgenden kurz
beschrieben.

Die ,Steepest-Descent® (SD) Methode stellt eine einfache und effektive
Gradientenmethode zur schnellen Optimierung von Strukturen dar, die weit von
einem Minimum entfernt liegen. Sie eignet sich gut zur anfanglichen
Optimierung von Kristallstrukturengeometrien und fuhrt zu einer deutlichen
Verbesserung von unginstigen Konformationen. Eine endgultige Annéherung
an ein Minimum ist hingegen nur schwer zu erreichen.

Zur weitergehenden Strukturoptimierung ist die Anwendung der ,Adopted Basis
Set Newton-Raphson“ (ABNR) Methode sinnvoll [81][85]. Hierbei handelt es
sich um ein rechenintensives Gradientenverfahren, bei dem neben der ersten
auch die zweite Ableitung der Energiefunktion berechnet wird. Durch dieses
Verfahren lassen sich energetisch stabile Strukturen ermitteln, die als
Startpunkt fir MD-Simulationen geeignet sind.

In MD-Simulationen [86][87] konnen zeitabhangige Prozesse molekularer
Systeme durch die numerische Lésung der Newtonschen Bewegungsgleichung
beobachtet werden. Sie stellen eine leistungsfahige Methode zur detaillierten
Betrachtung von biologischen Vorgangen auf atomarer Ebene dar [88]. Man
erhalt u.a. eine Trajektorie’, welche die sich verandernden Positionen der
Atome im Verlauf einer Simulation wiedergibt. Zur Integration der
Bewegungsgleichungen wurde der Leap-Frog-Algorithmus [89] benutzt, bei
dem jeweils abwechselnd Geschwindigkeiten und Positionen der Atome
berechnet werden.

3.2.1 Langevin-Dynamiken

Die Anwendung der Langevin Gleichung (3.3) anstelle der Newtonschen
Bewegungsgleichung ermdglicht die zuséatzliche Berilcksichtigung von

! Trajektorie: Bewegungsbahn
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Solventeffekten. Entsprechende Simulationen werden als Stochastik- oder
Langevin-Dynamiken bezeichnet [90].

ma= Fi{xi (t)}' yvim +R (t) (3.3)

Dabei entspricht der Krafterm F{x ()} dem der Newtonschen

Bewegungsgleichung. Die Solventeffekte werden durch einen zusatzlichen
Reibungskraftterm y.v.m , der die Anziehung des Losungsmittels widerspiegelt,

sowie einen Term R(t) implementiert, der zur Beriicksichtigung der

Warmebewegung des Solvents dient.

Bei den MD-Simulationen dieser Arbeit kam ein Hybridverfahren zum Einsatz,
bei dem fur Atome bis zum Abstand von 20 A vom Zentrum des jeweiligen
Systems die klassische Bewegungsgleichung benutzt wurde und fur weiter
entfernte Atome die Langevin-Gleichung Anwendung fand [91][92].

3.2.2 Wahl des Zeitschritts unter Anwendung des SHAKE-
Algorithmus

Bei MD-Simulationen werden die Atompositionen wie beschrieben nach
bestimmten Zeitabstdnden mit Hilfe der Bewegungsgleichung neu berechnet.
Der so genannte Zeitschritt muss klein genug sein, um auch die schnellste
Bewegung im System ausreichend wiederzugeben. Ein zu grofl3 gewahlter
Zeitschritt fuhrt im Verlauf von Dynamiken zur Aufsummierung von Fehlern bei
der Berechnung der stark schwankenden Bewegungen. Andererseits erhdht ein
kleiner Zeitschritt die Rechendauer, da fir die gleiche Simulationslange mehr
Integrationsschritte benétigt werden.

In Biomolekilen gehoren die Streckschwingungen von Bindungen zwischen
Wasserstoff- und Schweratomen mit einer Periodendauer von 10 fs zu den
schnellsten periodischen Bewegungen. Um diese ausreichend wiederzugeben,
ware ein Zeitschritt von 0,5 fs notwendig. Eine Alternative bietet die Anwendung
des SHAKE-Algorithmus [93] auf die Atombindungen, an denen
Wasserstoffatome beteiligt sind. Dabei werden die Bindungslangen konstant auf
ihrem Idealwert gehalten. Diese Bewegungseinschrankung ist moglich, da der
energetische Einfluss der ausgeschalteten Schwingungen fir die untersuchten
Eigenschaften nur von geringer Bedeutung ist.

Der SHAKE-Algorithmus ermagglicht folglich die Anwendung eines Zeitschritts
von 1fs, da die Streckschwingungen von Schweratomen mit einer
Periodendauer von etwa 20 fs ausreichend wiedergegeben werden.



3.2 Minimierungen und Molekildynamiksimulationen 53

3.2.3 QM/MM-MD-Simulationen

Zur Nutzung der Vorteile von quantenchemischen Methoden bei der
Untersuchung grof3er biomolekularer Systeme wurde in der vorliegenden Arbeit
ein Hybridverfahren angewandt, das  quantenmechanische und
molekularmechanische Methoden verbindet. Es eignet sich sowohl zur
Untersuchung von enzymatischen Reaktionen [94] als auch von Enzym-Ligand-
Komplexen.

7

QM-
Region

MM-Region

%

Abbildung 3.1:  Partitionierung des Systems.

In der kombinierten quantenmechanischen/molekularmechanischen (QM/MM)
Methodik wird das Gesamtsystem in zwei Regionen unterteilt (s. Abbildung 3.1).
Die quantenmechanisch behandelte Region beinhaltet den Teil des Systems,
der von besonderem Interesse ist und daher elektronisch exakt untersucht
werden soll.

Zur molekularmechanisch betrachteten Region kann bei der Untersuchung von
Enzymen das umgebende Protein gehoren, weil es in Kraftfeldern gut
parametrisiert ist. Zur Vermeidung von Problemen, die durch die begrenzte
GroRe eines Systems bedingt sind, ist es notwendig zusatzliche
Randbedingungen in einer boundary® zu definieren (s. Kapitel 3.2.1) [95][93]-
[101].

Das Gesamtsystem kann mit der in Gleichung (3.4) dargestellten Funktion
beschrieben werden.

! boundary (engl.): Abgrenzung
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He Y (1R, R) =E(R,R)Y (r,R,R) (3.4)

I
o

effektiver Hamilton-Operator

Y :  Wellenfunktion
E: Energie des Systems

r: Koordinaten der Elektronen der QM-Atome

R,: Koordinaten der Kerne der QM-Atome

R, Koordinaten der MM-Atome

Fur das partitionierte System ergibt sich der effektive Hamiltonian folglich als
Summe der folgenden Terme:

N N

He =How *Houymm + Huw (3.5)
I—AIQM : Hamiltonian der QM-Region
ﬁQM,MM . Hamiltonian fur die QM/MM-Wechselwirkungen

Hoyw Hamiltonian der MM-Region

Gleichung (3.5) bildet die Grundlage der angewendeten QM/MM-Methode. Wie
in Abbildung 3.1 zu sehen ist, muss ein zuséatzlicher boundary-Term definiert
werden, um Beschrankungen durch die begrenzte SystemgroéfRe zu
kompensieren [100]. Die Reprasentation der Umgebung kann - wie bei reinen
kraftfeldbasierten ~MD-Simulationen - durch periodische [102] oder
stochastische Randbedingungen (s. Kapitel 3.2.1) erfolgen. Zur Vereinfachung
der weiteren Beschreibung wird angenommen, dass die entsprechenden
Parameter im Simulationsprozess implementiert sind [103]. Im Folgenden
werden die einzelnen Summanden der obigen Gleichung néher erlautert.

Der quantenmechanische Hamilton-Operator lasst sich durch die folgende
Funktion ausdriicken:
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Aou =- 28 [2-3 8 2n+g L+ 2% (3.6)
M 2i:l m=1 i=1 r|m i<j r” m<n Rmn .

2N: Summe aller Elektronen
M :  Summe der QM-Atome

i,j: Koordinaten der Elektronen

m,n: Koordinaten der Atomkerne

r: Elektron-Elektron- oder Elektron-Kern-Abstand
R: Abstand zweier Atomkerne
Z: effektive Kernladung

Die Gleichung beschreibt die Energieberechnung fur die QM-Partikel im
Vakuum. Sie ist nur von den Positionen der Atomkerne und Elektronen sowie
der Anzahl der Ladungen abhé&ngig und wird in atomaren Einheiten angegeben.
Weiterfuhrende Informationen sind in entsprechender Fachliteratur zu finden,
z.B. [104][105].

Besondere Beachtung gilt der Berechnung der Wechselwirkungen zwischen
den Regionen. |lhre Berucksichtigung ermdglicht eine realistische
Repréasentation der Proteinumgebung oder Wasserhdlle fur die QM-Region. Der

Hybrid-Hamilton-Operator lasst sich in einen elektrostatischen (I:ISM,MM) und

einen dispersiven Term ( th‘,f",MM ) unterteilen:
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N _ g "} Disp
HQM/MM _HQM/MM +HQM/MM

oz

g s=1 i=1 ris s=1 m=1 Rrrs B

q.Z, 9

N 3.7
sy . & o o= _oU (3.7)
+aa4| m S~ -g_zlil
s=1 m=1 R o R o H
- Partialladung der MM-Atome
S: Summe der interagierenden MM-Atome
r: Abstand der QM-Elektronen von den MM-Atomen
R: Abstand der QM-Atomkerne von den MM-Atomen

mSm+ Lennard-Jones Parameter

Die elektrostatischen Wechselwirkungen ergeben sich aus den Partialladungen
g, der MM-Atome, den QM-Elektronen und den effektiven Kernladungen der

QM-Atome in Abhangigkeit vom Abstand der beteiligten Partikel. Dabei werden
die elektrostatischen Einflisse zwischen den Regionen &hnlich zu reinen
guantenmechanischen Interaktionen behandelt.

Zur Bestimmung der Dispersionseffekte zwischen QM- und MM-Atomen wird
ein Lennard-Jones Potenzial verwendet. Die benétigten Parameter T _und s _

konnen fur die jeweiligen Atomtypen aus dem verwendeten Kraftfeld
entnommen werden.

N

Im Hou,mv Werden auch Polarisationseffekte der MM-Region auf die QM-

Region berlcksichtigt. Sie sind in den effektiven Potenzialen empirisch
implementiert und spiegeln so die durchschnittlichen polarisierenden Einflisse
wieder. Eine individuellere Bestimmung ware nur unter Bertcksichtigung eines
induzierten Dipols mdglich. Dieser hangt wiederum von der jeweiligen atomaren
Polarisierbarkeit und dem elektrischen Feld aller Atome des Systems ab. Auf
diese Weise besteht eine Verknupfung zwischen der Wellenfunktion und dem
Dipolmoment,  wodurch  eine  zeitaufwandige LOosung nach der
Selbstkonsistenzmethode notwendig wéare [95].
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Der Hamiltonian I—]MM reprasentiert die Atome der MM-Region. Die potenzielle

Energie wird mit Hilfe des in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Kraftfeldes ermittelt
und setzt sich aus den Energietermen fir Atombindungen, Bindungswinkel,
Torsionswinkel, elektrostatischen und dispersiven  Wechselwirkungen
zusammen (s. Gleichung (3.8) und Anhang E).

|:|MM:EB+EW+ET+Ee|e+E (3.8)

Disp

Die Berechnung der Gesamtenergie des Systems lasst sich aus den
Gleichungen (3.4) und (3.5) ableiten:

E(Rq! R)= Eov + Eowmm + B (3.9)
R,: Koordinaten der Kerne der QM-Atome

R.: Koordinaten der MM-Atome

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Berechnung der quantenmechanisch
behandelten Region die semiempirische Methode AM1 (s. Kapitel 3.1.1)
benutzt. Eine Anwendung von ab initio Methoden ware mit dem vorgestellten
Hybridverfahren ebenso moglich, jedoch ist der Rechenaufwand fur QM/MM-
MD-Simulationen fur die zur Verfigung stehenden Computern zu grol3. Insofern
mussen etwaige Schwachen der semiempischen Methode toleriert und bei der
Bewertung der Ergebnisse entsprechend bertcksichtigt werden.

Zur Bestimmung der potenziellen Energie der MM-Region diente das
CHARMMZ22-Kraftfeld (s. Kapitel 3.1.2).

3.3 Berechnung von relativen Bindungsaffinitaten

Die Vorhersage der biologischen Aktivitat niedermolekularer Verbindungen an
Rezeptoren oder Enzymen gehort zu den Zielen des rationalen
Wirkstoffdesigns. Unter der Annahme, dass sich die biologische Aktivitat
proportional zur Bindungsaffinitat verhalt, kann die Ligandenbindung als
Vorgang unter Gleichgewichtsbedingungen beschrieben werden, der durch
Assoziation und Dissoziation gekennzeichnet ist und in Form einer
thermodynamischen Gleichgewichtsgrof3e ausgedrickt werden (s. Gleichung
(3.10)) [106].
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K,=K*'= [[5[% (3.10)
K,: Assoziationskonstante
K.: Inhibitionskonstante (= Dissoziationskonstante)
[RL]: Konzentration des Enzym-Ligand-Komplexes

[RI.[L]: Konzentrationen von Enzym, Ligand

Die Grundlage zur Betrachtung biochemischer Prozesse ist die Gleichung zur
Berechnung der Anderung der freien Enthalpie’ DG, die sich aus dem Ersten
und Zweiten Hauptsatz der Thermodynamik ableitet und 1878 von J. W. Gibbs
eingefuhrt wurde (3.11).

DG =DH - T*DS (3.11)
DG: Anderung der freien Enthalpie des Systems
DH: Anderung der Enthalpie des Systems
T: absolute Temperatur

DS: Anderung der Entropie des Systems

Die Gleichung gilt fir Umwandlungen unter konstantem Druck und Temperatur.
Die Anderung der Enthalpie kann wie folgt hergeleitet werden:
DH =DE + P* DV (3.12)
DH: Anderung der Enthalpie des Systems
DE: Anderung der inneren Energie
P: Druck

DV: Volumenanderung

Obige Gleichungen zeigen, dass DG nur von der Anderung der inneren Energie
DE und der Entropieédnderung DS abhangig ist, wenn man berucksichtigt, dass

! Die freie Enthalpie wird im englischen Sprachraum als ,Gibbs free energy* bezeichnet.
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die Volumenanderung DV bei nahezu allen biologischen Reaktionen klein ist
und daher DH nahezu DE entspricht [107].

Fur den Ablauf von chemischen Reaktionen und enzymatischen Umsetzungen
ist die Anderung der freien Enthalpie DG entscheidend. Nur wenn DG negativ
ist, laufen biochemische Prozesse spontan ab. Die Beziehung zwischen DG
und der Gleichgewichtskonstanten einer Enzym-Inhibitor-Bindung ist durch die
Gleichung (3.13) gegeben.

DG = RTInK, (3.13)

R: allgemeine Gaskonstante (8,314472 J / mol * K)

Die Untersuchung des Bindungsunterschieds von zwei Liganden am gleichen
Enzym kann mit Hilfe von DG beider Prozesse bestimmt werden. Mit Hilfe von
Gleichung (3.14) kann die Bindungsenthalpiedifferenz (relative freie
Bindungsenthalpie) DDG auch direkt aus den Inhibitionskonstanten der
untersuchten Reaktionen ermittelt werden.

DDG = RT In& =DG, - DG, (3.14)
1
DDG : Bindungsenthalpiedifferenz
K, K,: Inhibitionskonstanten von Ligand 1 und 2

DG,,DG,: Anderung der freien Bindungsenthalpie von

Ligand 1 und 2

Die Bestimmung von DDG mit Hilfe von MD-Simulationen bietet eine direkte
Verbindung zwischen den simulierten Strukturen und den thermodynamischen
Eigenschaften der Enzym-Ligand-Komplexe. Grundlage der Berechnungen ist
die Beziehung zwischen der Anderung der freien Enthalpie eines betrachteten
Systems und dem Ensemblemittelwert der zur Beschreibung des Systems
angewendeten Energiefunktion [108][109]. Die genauen Zusammenhange
ergeben sich aus den Gesetzen der statistischen Mechanik (detailliertere
Informationen s. Referenz [110]).

Unter Berlcksichtigung obiger Beziehungen sind in theoretischen
Untersuchungen sowohl die relative freie Enthalpie DG als auch relative freie
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Energie' DA, die sich aus der Helmholtz-Funktion berechnet, zugénglich. Der
Unterschied zwischen beiden Werten ist fur Vorgange in LOsung
vernachlassigbar und entspricht dem Produkt aus Druck und Volumenanderung
wahrend einer isobaren und isothermen Reaktion [106].

3.3.1 Thermodynamischer Zyklus

Die Berechnung von relativen freien Bindungsenthalpien kann durch die
Darstellung eines thermodynamischen Zyklus veranschaulicht werden. In
Abbildung 3.2 ist die Bindung zweier unterschiedlicher Inhibitoren 1 und 2 am
gleichen Enzym dargestellt. Die waagerechten Pfeile entsprechen den
Reaktionen, die Ublicherweise experimentell untersucht und fir die
Inhibitionskonstanten bestimmt werden kdnnen. Eine Simulation dieser
Prozesse ist extrem schwierig, da Enzym und Inhibitor zueinander diffundieren
mussten. H&aufig findet wahrend der Bindung auch noch eine Anpassung der
Konformation von Enzym und Ligand statt, sodass es neben dem exorbitanten
Rechenaufwand unmoglich erscheint, eine geeignete Reaktionskoordinate zu
definieren und konvergente relative freie Bindungsenthalpien zu berechnen.

Abbildung 3.2:  Darstellung der Bindung zweier Liganden an einem Enzym als
thermodynamischer Zyklus. Die waagerechten Routen entsprechen der
experimentell messbaren Bindung von Inhibitoren am Enzym, die senkrechten
Pfeile der strukturellen Verdnderung von einem zum anderen Inhibitor in
wassriger Umgebung und im Enzym.

Alternativ kdnnen in Computersimulationen Routen unphysikalischer Prozesse
genutzt werden, um den Bindungsenthalpieunterschied zwischen zwei
Inhibitoren zu bestimmen. Sie sind durch senkrechte Pfeile gekennzeichnet. Es

! Die freie Energie wird im englischen Sprachraum als ,Helmholtz free energy“ bezeichnet.
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ist dabei notwendig, die strukturelle Anderung von Inhibitor 1 zu Inhibitor 2
sowohl in Wasser (DG, ) als auch in Proteinumgebung ( DG, ) zu simulieren. Die

Nutzung dieses Weges zur Berechnung der relativen freien Bindungsenthalpie
ist anwendbar, da es sich hierbei um eine Zustandsfunktion handelt und ihr
Wert unabhangig vom gewéhlten Berechnungsweg ist [111].

Gleichung (3.15) zeigt, dass sich der Bindungsaffinitatsunterschied DDG der
Inhibitoren folglich aus der Differenz der waagerechten oder senkrechten
Enthalpieunterschiede bestimmen lasst.

DDG = DG, - DG, = DG, - DG, (3.15)

Zum genauen Vergleich von berechneten freien Enthalpien und experimentellen
Bindungskonstanten ist es sinnvoll, wahrend der Computersimulation dem
Experiment &hnliche Umgebungsbedingungen zu wéhlen.

3.3.1.1 Thermodynamische Stérungstheorie

Zur in silico Bestimmung von relativen freien Enthalpien DG, und DG, (s.

Kapitel 3.3.1) kann die im Folgenden beschriebene Free Energy Perturbation®

(FEP) Methode angewendet werden. Sie basiert auf den Gleichungen von
Zwanzig [112] und eignet sich zur Untersuchung von Inhibitoren, die sich
strukturell nur geringfuigig voneinander unterscheiden.

Zur Anwendung der FEP-Methode wird ein Koordinatenset erstellt, in dem alle
Atome der beiden beteiligten Inhibitoren sowie der Umgebung (Wasserhlle
oder Enzym) vorhanden sind. Ein System, in dem beide Inhibitoren gleichzeitig
vorliegen, wird auch als duale Topologie? bezeichnet. Die Atome des Inhibitors
1 bilden das Segment X. Segment Y beinhaltet die Atome des Inhibitors 2. Zur
korrekten Energieberechnung sind jegliche Wechselwirkungen zwischen
Segment X und Y deaktiviert. Die Inhibitoren interagieren jeweils nur mit der
Umgebung. Die Gleichung (3.16) zeigt die grundlegende Beziehung, auf der die
Berechnungen basieren.

Ey- Ex
DGX®Y:kBTIn<e ko > (3.16)

! perturbation (engl.): Stérung

2 Topologie: Lehre von allgemeinen rdaumlichen Beziehungen und Eigenschaften des Raumes
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DG,ey: Enthalpieunterschied zwischen Segment X und Y
E, - Ey: Energiedifferenz zwischen Segment Y und X

Ky : Boltzmann-Konstante (1,38066 *10% J/K)

T: absolute Temperatur

Die Energiedifferenz zwischen Segment Y und X stellt einen Mittelwert
(symbolisiert durch eckige Klammern) dar, der sich aus den sich &ndernden
Energien der unterschiedlichen Strukturen ergibt. Zur Ermittlung der Mittelwerte
der Energiedifferenzen wird eine Serie von MD-Simulationen durchgefthrt, in
denen Segment X schrittweise in Segment Y umgewandelt wird.

Eine Voraussetzung fir die Berechnung verlasslicher Energiedifferenzen ist die
Ahnlichkeit zwischen den Inhibitoren und die damit verbundene Uberlappung
ihrer Phasenraume®. Diese Uberlappung kann durch die Einfilhrung von
Ubergangszustanden zwischen den Segmente X und Y verbessert werden (s.

) _

\\

\\\\_»

Abbildung 3.3:  Links: Die Phasenraume der Segmente X und Y Uberlappen nur geringflgig.
Rechts: Die Einfihrung eines Ubergangszustands | verbessert die
Uberlappung zwischen X und Y.

Der Kopplungsparameter | ermdglicht die Schaffung von Ubergangszustanden
wahrend der MD-Simulationen. Er dient der Skalierung der Energiefunktion
H(l) (s. Gleichung (3.17)). Die SchrittgroBe DI bestimmt die Anzahl der
Ubergangszustande, die zu einer Serie gehoren. Je kleiner die SchrittgroRe
gewahlt wird, desto groRer ist die Ahnlichkeit zwischen den

Ubergangszustanden. Es steigt aber auch die Zahl der notwendigen MD-
Simulationen.
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H()=H,+(1-1)H, +I H, (3.17)
H,: Energiefunktion der Umgebung
H,: Energiefunktion des Segments X (Inhibitor 1)

>

Energiefunktion des Segments Y (Inhibitor 2)

| :  Kopplungsparameter

Der Kopplungsparameter | nimmt Werte zwischen Null und Eins an. Fur den
| -Wert Null besteht die Energiefunktion nur aus den Hamilton-Operatoren des
Inhibitors 1 (Segment X) und der Umgebung. Der Hamilton-Operator des
Inhibitors 2 (Segment Y) ist ausgeschaltet und hat keinen Einfluss auf die
Energieberechnung. Bei | gleich Eins ist der Einfluss des Inhibitors 1
deaktiviert und die Energie des Systems wird nun nur noch durch die Terme

H, und H, bestimmt und nicht mehr durch H, [113][114].

Der beschriebene Ansatz wird auch als forward sampling? bezeichnet, da die
freie Enthalpie in Richtung Aj & A1 bestimmt wird. Hingegen erfolgt beim
backward sampling® die Berechnung in Richtung A; & A.;. Die Ermittlung der
Enthalpieunterschiede durch eine kombinierte Berechnung der Unterschiede in
beiden Richtungen ist unter dem Namen double wide sampling* bekannt.

i-1 i i+1

Abbildung 3.4:  Schematische Darstellung der double wide sampling® Methodik.

! Der Phasenraum ist der mathematische Raum der zeitlich verénderlichen Variablen, die zu
einem System von Differenzialgleichungen gehdren.

* forward sampling (engl.): Stichprobennahme vorwérts
® backward sampling (engl.): Stichprobennahme rickwarts

* double wide sampling (engl.): Stichprobennahme vorwarts und riickwarts
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Abbildung 3.4 veranschaulicht das Prinzip der Berechnung der
Enthalpieunterschiede zwischen den Punkten B und A (forward sampling) sowie
B und C (backward sampling). Das Verfahren ermdglicht eine effiziente
Berechnung der Enthalpie&nderungen, da mittels einer einzelnen Simulation die
doppelte | -Schrittgré3e abgedeckt werden kann.

3.3.1.2 Thermodynamische Integration

Eine alternative Moglichkeit zur Berechnung von Bindungsenthalpiedifferenzen
bietet die Thermodynamische Integration (TI) [115]. Die Durchfihrung der
benottigten MD-Simulationen erfolgt analog zur FEP-Methode (vgl. Kapitel
3.3.1.1) einschlie3lich der Anwendung einer dualen Topologie. Ebenso dient ein
Kopplungsparameter | zur Skalierung der Energiefunktion.

Zur Ermittlung der Enthalpieunterschiede wird folgende Gleichung verwendet:

DG, ., = 6:<%>. di (3.18)

DG,ev: Enthalpieunterschied zwischen den Segmenten X

und Y
DE: Energiedifferenz der Segmente X und Y
r: Raumkoordinaten der Segmente

| : Kopplungsparameter

Die Bestimmung des |Integrals erfolgt aus den durchschnittlichen
Energiedifferenzen zwischen den Segmenten X und Y, die in MD-Simulationen
mit verschiedenen Werten fir | ermittelt werden. Aufgrund der linearen A-
Abhangigkeit (vgl. Gleichung (3.17)) entspricht die Ableitung der potenziellen
Energie in Bezug auf | folglich:

9E(r,1 )
q

=E.(r)- E/(r) (3.19)

Exv: potenzielle Energien der Segmente X und Y

Unter Anwendung von Gleichung (3.19) ergibt sich fur die Anderung der freien
Enthalpie das Integral [116]:
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DGyev = (\ID:OI<EX (I’)- E, (I’)>| di (3.20)

3.3.2 Erweiterung des thermodynamischen Zyklus

Bei der Bestimmung von relativen Bindungsaffinititen zwischen zwei
unterschiedlichen Inhibitoren bestehen atomare Unterschiede, die in
guantenmechanischen Berechnungen unter Anwendung der
Molekdlorbitaltheorie nicht behandelt werden kénnen. Um die Untersuchung
derartiger Problemstellungen auch mit quantenmechanischen Verfahren
durchzufuhren, wurde der in Kapitel 3.3.1 beschriebene thermodynamische
Zyklus erweitert.

solvatisierte Inhibitoren gebundene Inhibitoren
EEY;((E)’HDisp) - Xl(HEI,HDiSp)l
i DGel(l)
! oo, |
. DG®(2) DG*(2) .
éYZ(O’HDiSP) - X, (He!,HDisp) X,(He!,HDisp) - 50,
DGg = DGe!(1) + -DG¢(2) | DDG = DG¢ - DGg | DG = DG®/(1) + - DGe!(2)

Abbildung 3.5:  Erweiterter thermodynamischer Zyklus.

Abbildung 3.5 dient zur Veranschaulichung der notwendigen Simulationen. Das
Schema zeigt die Inhibitoren auf der linken Seite in einer wassrigen Umgebung.
Im rechten Teil der Abbildung liegen die Inhibitoren im Komplex mit dem Enzym
vor. Die Bestimmung des elektrostatischen Anteils der Enthalpiednderungen
DG® erfolgt in QM/MM-MD-Simulationen entlang der waagerechten schwarzen
Pfeile (s. Kapitel 3.3.2.1). Dabei werden samtliche elektrostatischen
Wechselwirkungen der Liganden mit der Umgebung (Wasserhille bzw. Enzym)
schrittweise verringert, sodass als Ergebnis nur noch Dispersionseffekte
zwischen beiden vorliegen. Die senkrechten schwarzen Pfeile kennzeichnen
kraftfeldbasierte MD-Simulationen, die zur Berechnung des dispersiven Anteils
DG®® dienen (s. Kapitel 3.3.2.2). Der relative Bindungsaffinitatsunterschied
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DDG kann mit Hilfe der angegebenen Formeln aus den Enthalpie&dnderungen
der sechs einzelnen MD-Simulationen bestimmt werden.

3.3.2.1 Bestimmung des elektrostatischen Anteils relativer
Bindungsaffinitaten

Zur Berechnung des elektrostatischen Anteils von Enthalpieunterschieden unter
Berucksichtigung von Polarisationseffekten wurde eine kombinierte FEP-
QM/MM-Methode angewendet [95][117]. Sie beruht auf den bereits
beschriebenen Grundlagen fur QM/MM-Hybridverfahren aus Kapitel 3.2.3 und
der Thermodynamischen Storungstheorie (s. Kapitel 3.3.1.1). Abweichend von
der vorhergehenden Beschreibung liegt in jedem System jeweils nur ein
Inhibitor in zwei unterschiedlichen Zustanden vor. Der Unterschied zwischen
Zustand X und Y besteht in den elektrostatischen Wechselwirkungen mit der
Umgebung (MM-Region). Die QM/MM-MD-Simulationen dienen der
Bestimmung des elektrostatischen Anteils der Bindungsenthalpiednderung (s.
Gleichung (3.21)) zwischen Zustand X (vollstandige Wechselwirkungen
zwischen QM- und MM-Region) und Y (nur Dispersionswechselwirkungen
zwischen QM- und MM-Region). Zu diesem Zweck wird ebenfalls ein
Kopplungsparameter A zur Simulation von Ubergangszustanden eingefihrt. Er
andert sich schrittweise wahrend der Berechnungen von Eins (Zustand X) auf
Null (Zustand Y).

Ho(1)=1HS +HD® (3.21)
H - Hamiltonian, fur die Gesamtenthalpie&dnderung
ﬁj : Hamiltonian fiir den elektronischen Anteil von H X

H2®: Hamiltonian fur den dispersiven Anteil von H,

Bei diesem Verfahren werden die elektronischen Terme der QM/MM-
Wechselwirkungen in einer Serie von MD-Simulationen in Abhangigkeit vom
Kopplungsparameter A verringert und schrittweise DG® bestimmit.
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X,(H$ D) %%%@ Y,(0,H 2®)

Nl , o (3.22)
X,(Hy, HX®) %%%® Y,(0,H ™)
X X,: Inhibitoren 1 und 2
Y,,Y,: Zwischenzustande der Inhibitoren 1 und 2
He - Hamilton-Operator fur den elektronischen

Anteil von H X

H D - Hamilton-Operator fur den dispersiven Anteil

N

von H,

DG ,DGS : elektrostatische Anteile der

Enthalpiednderung

Im Ergebnis dieser Simulationen besitzt jeder Inhibitor nur noch
Dispersionswechselwirkungen mit der Umgebung (s. Gleichung (3.22)). In einer
anschlieBenden Simulation kann dann ein Inhibitor mit Hilfe einer reinen MM-
Methode in einen anderen umgewandelt werden (s. Kapitel 3.3.2.2). In Kapitel
3.3.1.2 ist beschrieben, wie sich der relative Bindungsaffinitdtsunterschied aus
den Einzeltermen ermitteln lasst.

3.3.2.2 Bestimmung des dispersiven Anteils relativer Bindungsaffinitaten

Zur Umwandlung der atomaren Struktur vom einen zum anderen Inhibitor
wurde in der vorliegenden Arbeit die BLOCK-Methode des CHARMM-
Softwarepaketes angewendet [118]. Hierbei handelt es sich um eine
kraftfeldbasierte Methode, die mit Hilfe der Thermodynamischen Integration (s.
Kapitel 3.3.1.2) die relative Bindungsenthalpie bestimmt.

Zu Beginn ist es notwendig, ein System zu erstellen, in dem sowohl Inhibitor 1
als auch Inhibitor 2 vorliegen. Atome, die nur in einem Liganden vorkommen,
werden jeweils in unterschiedliche Segmente eingeteilt und die
Wechselwirkungen zwischen den entsprechenden Atomen abgeschaltet (s.
duale Topologie, Kapitel 3.3.1.1). Die Besonderheit bei der Anwendung der
BLOCK-Methode besteht darin, dass die sich &ndernden Atome Kkeine
elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Umgebung besitzen. Dadurch ist
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es moglich, den dispersiven Anteil der Enthalpieanderung zu bestimmen (s.
Gleichung (3.23)).

Y,(0,H Y®) %%3i® Y, (0,H ;) (3.23)
Y.,,Y,.  Zwischenzustande der Inhibitoren 1 und 2
HP®.  Hamilton-Operator fur den dispersiven Anteil von

4

X

DGP®: Dispersionsanteil der Enthalpieanderung

Die Umwandlung von einem in den anderen Inhibitor wird sowohl in Losung als
auch im Komplex mit dem Enzym betrachtet.

3.4 Quantitative Bestimmung von Polarisationseffekten

Ein wichtiges Merkmal von kombinierten QM/MM-Methoden ist die Bestimmung
der Wellenfunktion der quantenmechanisch behandelten Region eingebettet in
der Umgebung, die in den hier durchgefiihrten Simulationen entweder aus dem
Enzym oder der Wasserhille besteht. Eine zuséatzliche Bestimmung der
Wellenfunktion unter Vakuumbedingungen ermoéglicht die Untersuchung
verschiedener Eigenschaften, die mit der Bindung von Liganden im Enzym oder
der Solvatation verbunden sind. So ist z.B. die Bestimmung der elektronischen
Polarisation eines Liganden, die durch elektrostatische Wechselwirkungen mit
dem Enzym hervorgerufen wird, moglich (s. Abbildung 3.6).

QM-Region

" - INHIBITOR
++

MM-Region

ENZYM
oder
WASSERHULLE

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des elektrostatischen Einflusses der MM-Region
auf die QM-Region. Die Partialladungen des Enzyms oder der Wasserhille
(grol3e Ladungssymbole) bewirken eine Anpassung der Ladungsverteilung
(Polarisation) des Inhibitors (kleine Ladungssymbole).
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Zur Berechnung der oben beschriebenen Polarisationseffekte ist es notwendig,
den gesamten Liganden quantenmechanisch zu behandeln. Die im Folgenden
beschriebene Methode dient dabei der Zerlegung der Energiefunktion des
Systems, wodurch der Einfluss des Enzyms auf die Ladungsverteilung des
Liganden bestimmt werden kann [95][119].

Die Energie des Gesamtsystems wird mittels der bereits beschriebenen
Gleichung (3.9) berechnet. Daraus lasst sich die Gleichung zur Ermittlung der
Gesamtwechselwirkungen zwischen Ligand und Enzym ableiten:

DE = (Y[HSu + Foum Y )~ (Y °JH&u]Y °)
= DEclgDrivlSp/ wma + DESM MM (3.24)
DE: Gesamtwechselwirkungsenergie

DESwu: Dispersionsanteil von DE

DES'M,MMZ elektrostatischer Anteil von DE

Y : Wellenfunktion des Liganden im Enzym

Y°: Wellenfunktion des Liganden im Vakuum

Die Gesamtwechselwirkungen bestehen entsprechend der Definition des
Systems (s. Gleichung (3.7)) aus dispersiven und elektrostatischen Anteilen.
Durch die Bindung eines Liganden im Enzym andert sich seine Umgebung,
quantenmechanisch gleichbedeutend mit der Anderung der Wellenfunktion des

Inhibitors im Vakuum Y ° zu einer Wellenfunktion in Proteinumgebung Y .

Die Polarisation ist ein elektronischer Effekt, zu dessen Bestimmung folglich nur
die elektrostatischen Wechselwirkungen betrachtet werden missen und deren
Anderung sich fur das hier beschriebene System folgendermalRen berechnen
l&sst:

DE, =(Y|Ha +HaumlY)- (Y°

=Equ + ESM/MM } EgM (3.25)

Die Abbildung 3.7 veranschaulicht die Zusammensetzung der Interaktionen.
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Ligand
YO
DEperm DEeI
DEpoI
Ligand >

Enzym oder Wasserhtille

Abbildung 3.7:  Zusammensetzung der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen QM-
und MM-Region.

Der im oberen Teil dargestellte Ligand befindet sich im Vakuum. Er besitzt
keinerlei Umgebungseinflisse und seine Energie wird durch Y°
wiedergegeben. Rechts unten liegt der Ligand gebunden im Enzym oder in
solvatisierter Form vor. Es treten elektrostatische Interaktionen mit der
Umgebung auf. Die Partialladungen der umgebenden MM-Region fiihren zu
einer Anpassung der Wellenfunktion des Liganden. Die hier verwendete
Methode ermdglicht es nun zusatzlich, die Wechselwirkungsenergien zwischen
der Umgebung und dem gebundenen Liganden ohne Anpassung der
Wellenfunktion zu berechnen. Dieser Zustand ist links unten dargestellt.
Dadurch lasst sich der Anteil der elektrostatischen Interaktionen bestimmen, der
durch die neue Umgebung bedingt ist. Er wird als permanente
Wechselwirkungsenergie DE . bezeichnet. Die Anpassung der Wellenfunktion

aufgrund der &aul3eren Einflisse représentiert hingegen den polarisierenden

Effekt DE , des Enzyms auf den Liganden.

pol

Gleichung (3.26) zeigt, dass sich DE, aus der Anwendung der Wellenfunktion

der Gasphase auf die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen QM- und
MM-Region ermitteln l&sst.

DE e = (Y 0 |Y °) (3.26)
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Die Polarisation ist wie beschrieben ein Ergebnis der verédnderten
Wellenfunktion im  Enzym. Sie setzt sich additv aus der

Polarisationsstabilisierungsenergie DE,, und der elektrostatischen

Verformungsenergie DE,;, zusammen.

DE oy = DEga, + DEgg (3.27)

Die Polarisationsstabilisierungsenergie entspricht dabei der Zunahme an
Wechselwirkungsenergie aufgrund der neuen Ladungsverteilung des Inhibitors
im Enzym und ergibt sich wie folgt:

DEgap :<Y|HA(§IM/MM |Y>' <Y 0|HA(§IM/MM|Y0> (3.28)

Die elektrostatische Verformungsenergie zeigt den energetischen Aufwand an,
der notwendig ist, um die neue Ladungsverteilung im gebundenen Zustand zu
organisieren und lasst sich nach Gleichung (3.29) ermitteln.

DE, :<Y|ﬁgM |Y> <Y°|I:|8M|Y°> (3.29)

Entsprechend der Linear Response Theory ist der Gewinn an
Wechselwirkungsenergie DE_, doppelt so grof3 ist wie der Aufwand zur

Anpassung der Elektronenverteilung DE,, [119][120].
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4.1 Vorgehensweise

In der vorliegenden Arbeit wurden die Unterschiede der Bindung von
ausgewahlten Inhibitoren der HIV-1 Protease analysiert, um Strukturmerkmale
zu identifizieren, die flr besonders giinstige Wechselwirkungen verantwortlich
sind. Als Basis fur die Untersuchungen standen verschiedene Kristallstrukturen
von Enzym-Inhibitor-Komplexen zur Verfigung.

Zu Beginn wurden relative Bindungsaffinitaten bekannter Inhibitoren theoretisch
ermittelt. Dazu wurde ein kombiniertes QM/MM-Verfahren entwickelt und
eingesetzt, das eine sehr detaillierte Bestimmung von Enthalpiedifferenzen
ermaoglicht.

In anschlieBenden Untersuchungen erfolgte die Analyse expliziter
Wechselwirkungsenergien zwischen der HIV-1 Protease und strukturell sehr
unterschiedlichen Inhibitoren. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten genutzt
werden, um Strukturmodifikationen zu entwerfen, die zu einer Erhdohung der
Bindungsaffinitat fihren konnen.

4.1.1 Auswahl geeigneter Inhibitoren zur Berechnung von
Bindungsaffinitaten

Die Anwendbarkeit der FEP-Methode (s. Kapitel 3.3.1.1) ist auf relativ kleine
strukturelle Unterschiede zwischen den zu untersuchenden Inhibitoren
beschrankt. Es wurden daher zur Uberprifung der entwickelten Prozedur zwei
geeignete Vorstufen des potenten Wirkstoffes Nelfinavir (s. Kapitel 1.2.2 und
1.4.4) ausgewahlt.

Die hemmende Wirkung der beiden Substanzen AG1224 und AG1254 (s.
Tabelle 4.1) auf die HIV-1 Protease unterscheidet sich um mehr als zwei
Zehnerpotenzen, obwohl lediglich eine Nitrogruppe durch eine Hydroxylgruppe
an einem Aromaten ersetzt wurde. Die Kristallstrukturen der ausgewahlten
Liganden waren nicht verfiigbar. lhre strukturelle Ahnlichkeit zum potenten
Hemmstoff Nelfinavir ist aber so grof3, dass die Koordinaten der HIV-1 Protease
im Komplex mit Nelfinavir als Vorlage fir die Untersuchungen genutzt werden
konnten.
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Tabelle 4.1:  Ausgewahlte Inhibitoren zur Bestimmung relativer Bindungsaffinitaten [121]

Name Struktur Ki [nM]

AG1224 o S%“ 540
O,N { I
N
H
OH

AG1254 oS O NH 3
N
H
OH

4.1.2 Aufbereitung der Kristallstruktur

Die Koordinaten der HIV-1 Protease im Komplex mit Nelfinavir wurden der
Proteindatenbank (PDB) entnommen. Die Kiristallstruktur (PDB-Code: 10HR
[58]) besitzt eine Auflésung von 2,1 A.

Die Koordinaten der Wasserstoffatome waren wie Ublich nicht angegeben.
Daher wurden die Positionen der fehlenden Atome generiert. Die Wahl der
Protonierung von funktionellen Gruppen erfolgte entsprechend der
physiologischen Bedingungen im Blut (pH=7,4).

Eine besondere Bedeutung besitzt der Protonierungszustand der katalytischen
Dyade, die von Asp25 und Asp25’ gebildet wird. Es musste untersucht werden,
ob diese beiden Aminosauren auch bei der Bindung von Inhibitoren in einer
monoprotonierten Form* vorliegen, wie es Voraussetzung fiir den Ablauf der
Substratspaltung ist (s. Kapitel 1.4.3). Bei einem physiologischen pH-Wert
liegen saure Aminosauren normalerweise deprotoniert vor. Verschiedene
Untersuchungen des Enzyms zeigten aber eine gegenseitige Beeinflussung der
Seitenketten-Carboxylatgruppen von Asp25 und Asp25 aufgrund ihrer

" monoprotonierte Form bedeutet hierbei, dass die Carboxylatgruppe der Seitenkette von Asp25
protoniert und die von Asp25’ deprotoniert vorliegt.
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raumlichen Nahe. So ergaben u.a. NMR-Studien an der mit verschiedenen
Inhibitoren komplexierten Protease, dass der erste pKs-Wert kleiner als 2,5 und
der zweite groRRer als 6,2 ist [122][123]. Dies lasst darauf schlie3en, dass der
monoprotonierte Zustand Uber einen grol3en pH-Bereich vorliegt. Dabei hat das
Proton vermutlich einen stabilisierenden Effekt auf beide Aminosauren. Es
verhindert durch eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der unprotonierten
und protonierten Saurefunktion eine gegenseitige AbstoRung der beiden
Carboxylatgruppen aufgrund der hohen negativen Ladungsdichte.

Im nachsten Abschnitt werden Untersuchungen beschrieben, die die Gultigkeit
dieses Protonierungszustandes auch fur die hier betrachteten Inhibitoren
prufen.

4.1.3 Protonierungsgrad von Asp25 und Asp25%’

Die erwahnten experimentellen Ergebnisse zur Protonierung von Asp25/25’
wurden mit Hilfe von MD-Simulationen uberprift. Zum einen wurde ein System
untersucht, in dem beide Aspartate negativ geladen vorlagen. Auf3erdem wurde
ein weiteres System erstellt, in dem nur ein Aspartat deprotoniert und der
andere Rest als freie Saure vorlag und folglich dem monoprotonierten Zustand
der Dyade entspricht. In beiden QM/MM-MD-Simulationen erfolgte die
Untersuchung der HIV-1 Protease im Komplex mit Nelfinavir, wobei die QM-
Region den vollstandigen Inhibitor enthielt. Zur Reprasentation physiologischer
Bedingungen wurde das komplexierte Enzym mit einer spharischen
Wasserhille umgeben (genauere Beschreibung des angewendeten Protokolls
zur Vorbereitung und Durchfihrung der Molekildynamiksimulationen s. Kapitel
4.2.3 bis 4.2.5). Der einzige Unterschied beider Systeme bestand in der
unterschiedlichen Protonierung von Asp25.

Nachdem sich in beiden Dynamiksimulationen ein Gleichgewichtszustand
eingestellt hatte, wurden die Veradnderungen der Atompositionen im aktiven
Zentrum analysiert und miteinander verglichen. Zu diesem Zweck wurde der
Root-Mean-Square-Deviation'-Wert (RMSD-Wert) der beteiligten Schweratome
bestimmt. Er stellt ein MaR fir die Ubereinstimmung der Koordinaten zweier
Strukturen dar. Es ist zu beachten, dass seine Berechnung von der Anzahl der
betrachteten Atome abhangig ist und die Werte daher nur fir identisch
selektierte Systeme direkt vergleichbar sind (s. Gleichung (4.1)).

! Root Mean Square Deviation (engl.): mittlere quadratische Abweichung
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AMD = Jg (X- X)* +(y- ¥°)* +(2- 2°)’ @.1)
=1 N
X, Y,2: Koordinaten der zu vergleichenden Struktur
x%,y°%,z°: Koordinaten der Referenzstruktur
N: Anzahl der zu vergleichenden Atome

Fur die Untersuchung des Protonierungsgrades der katalytischen Dyade
anhand der RMSD-Werte wurden die in Abbildung 4.1 rot dargestellten
Schweratome ausgewabhilt.

S (@] NH
(@]
Nelfinavir
HO N N
H H
O\
H H
O
O,H Q
H O
(@) .
H.
I TNTNO
Asp25
Asp25'

Abbildung 4.1:  Aktives Zentrum der HIV-1 PR im Komplex mit Nelfinavir. Die 18 rot
markierten Atome wurden zur Untersuchung der Protonierung der beiden
Aspartate ausgewahlt. Das blaue Wasserstoffatom existiert nur in der
Simulation des monoprotonierten Zustandes.

Abbildung 4.2 zeigt den Verlauf der RMSD-Werte fur die beiden Systeme im
Vergleich zur Kiristallstruktur. Es wurden die Daten aus jeweils 50 ps der
equilibrierten MD-Simulationen analysiert.
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Abbildung 4.2: RMSD-Wert-Analyse tber 50 ps der equilibrierten Systeme.

Das Diagramm zeigt, dass die RMSD-Werte im monoprotonierten System
wesentlich niedriger sind als im System der unprotonierten Asp25/25'. Die
ausgewahlten Atome weichen im monoprotonierten System also deutlich
weniger von den Positionen in der Kristallstruktur ab. Dadurch werden die
Ergebnisse der NMR-Untersuchungen bestétigt. Die monoprotonierte Dyade
aus Asp25 und Asp25' liegt demnach nicht nur bei der Substratspaltung
sondern auch im Enzym-Inhibitor-Komplex vor. Daher wurde in den folgenden
MD-Simulationen dieser Zustand verwendet.

4.2 Durchfihrung der Moleklildynamiksimulationen

4.2.1 Modifikation der Liganden in der Kristallstruktur

Fur die MD-Simulationen zur Berechnung der relativen Bindungsaffinitdten von
AG1224 und AG1254 wurde die Kiristallstruktur der HIV-1 Protease im Komplex
mit Nelfinavir als Vorlage genutzt. Die groRe Ahnlichkeit zwischen Nelfinavir
und AG1224 sowie AG1254 ermdglichte die Veranderung der Inhibitoren (s.
Abbildung 4.3) im aktiven Zentrum. Hierzu wurde Nelfinavir durch den
Austausch eines Phenylrestes gegen einen Naphthylrest sowie eines
Decahydroisochinolinsystems  gegen einen  Benzolring in AG1254
umgewandelt. Die Koordinaten von nicht mehr bendtigten Atomen wurden
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geldscht und die Positionen der neuen Atome anhand relativer Parameter fur
Bindungslangen und Bindungswinkel aus dem Kraftfeld erstellt. Das aktive
Zentrum besitzt im Bereich des neuen Naphthylsubstituenten genug Raum, um
diesen zu binden. Die Anderung vom Decaisochinolin zum einfachen Aromaten
fuhrte zu einer Verkleinerung der Inhibitoren an der entsprechenden Position.

Die Veréanderung von AG1254 zu AG1224 erfolgte durch den Austausch einer
Hydroxylgruppe gegen eine Nitrogruppe am Aromaten. Die modifizierten
Ringsysteme befinden sich nicht in Bereichen funktioneller Gruppen, die
wichtige Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Enzym ausbilden, sondern in
Regionen mit vornehmlich hydrophoben Wechselwirkungen.

S (@] NH
(@]
HO N N
H H
OH
H
Nelfinavir
o) NH NH
0 S o S O
HO
OH OH
AG1224 AG1254

Abbildung 4.3:  Umwandlung von Nelfinavir in AG1224 und AG1254. Die Unterschiede zu
Nelfinavir sind blau dargestellt. Die zusétzlich bendtigten Koordinaten wurden
mit Hilfe relativer Bindungs- und Winkelparameter des Kraftfeldes erstellt. Bei
AG1224 wurde zusétzlich eine Nitrogruppe (orange) anstelle der
Hydroxylgruppe eingefuhrt.

4.2.2 Definition der QM- und MM-Regionen

Zur Durchfihrung der QM/MM-MD-Simulationen wurde zunachst eine
Systempartitionierung vorgenommen. Zur moéglichst genauen Bestimmung der
relativen Bindungsaffinitat zwischen AG1224 und AG1254 ist es sinnvoll, die
gesamten Inhibitoren jeweils quantenmechanisch zu behandeln. Auf diese
Weise lassen sich die Vorteile von QM/MM-Verfahren nutzen. Der Grenzverlauf
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beider Regionen quer durch eine kovalente Bindung wirde die Anwendung von
N&herungsverfahren zur Abséttigung der Valenzen der QM-Atome erfordern
[100][124], wodurch es zu Fehlern kommen kann. Ein Nachteil der gewahlten
Einteilung ist der enorme Zeitbedarf fir die Simulationen, da mit jedem QM-
Atom der Rechenaufwand exponentiell zunimmt.

4.2.3 Erstellung einer Referenzstruktur

4.2.3.1 Addition von Wasserstoffatomen

Vor dem Start der Simulationen wurden jedem System die durch
Rontgenkristallografie gewohnlich nicht detektierbaren Wasserstoffatome
hinzugefugt. Ihre Positionen an den Aminosauren des Proteins wurden durch
relative Koordinaten des CHARMMZ22-Kraftfelds fur Aminoséuren definiert
[80][81]. Die Wasserstoffatome der 51 mitkristallisierten Wassermolekile
wurden durch die HBUILD-Funktion ergéanzt [125].

Eine Relaxation der Kiristallstruktur erfolgte im Anschluss durch kurze
Energieminimierungen. Dabei wurden zuerst die Positionen der Schweratome
fixiert, um nur die neu hinzugefigten Wasserstoffatome tber 500 Schritte mit
der SD-Methode und tber 100 Schritte mit der ABNR-Methode zu optimieren.
Im Anschluss wurde eine kurze Minimierung (200 Schritte SD- und 100 Schritte
ABNR-Methode) aller Atome durchgefiihrt, wobei Ruckhaltekrafte auf den
Schweratomen lagen. Als Ergebnis dieser Minimierungen ergaben sich
energetisch  gunstige Konformationen. Die Positionsanderungen der
Schweratome waren im Vergleich zur Kristallstruktur nur minimal.

4.2.3.2 Solvatation der Enzym-Inhibitor-Komplexe

Zur Berechnung der relativen Bindungsaffinitaten in maglichst physiologischer
Umgebung wurde jedem System eine kugelférmige Wasserhille aus 6840
Molekuilen hinzugefuigt. Sie wurde auf den jeweiligen Liganden zentriert. Davon
wurden 1200 Wassermolekile, deren Positionen mit den urspringlichen
Atomen Uberlappten bzw. weniger als 2,8 A von ihnen entfernt lagen, geldscht.
Des Weiteren wurden 4666 Wassermolekdle (incl. drei Kristallwassern) entfernt,
die sich auBerhalb eines Radius von 25 A befanden.

Es erfolgte erneut eine kurze Energieminimierung. Zuerst wurden nur die
Wasserstoffatome der addierten Wassermolekile (500 Schritte SD- und 100
Schritte  ABNR-Methode) optimiert, daran anschlieBend das Gesamtsystem
(200 Schritte SD- und 100 Schritte ABNR-Methode) mit Ruckhaltekraften auf
den Schweratomen.
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Die solvatisierten Enzym-Ligand-Komplexe bestehen aus ca. 6280 Atomen. Die
Addition der Wasserhulle ermoglicht es, sowohl die Wechselwirkungen
zwischen Ligand und Enzym als auch mit der wassrigen Umgebung moglichst
realitatisch wiederzugeben.
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Abbildung 4.4:  Referenzstruktur von AG1254 im Komplex mit der HIV-1 Protease. Im
Zentrum liegt die QM-Region, bestehend aus dem Inhibitor (griin). Atome im
grauen Bereich gehdren zur MM-Region. Der blaue Kreis zeigt den Radius
der hinzugefligten Wassersphére, zentriert auf den Inhibitor.

Die nach der beschriebenen Prozedur entstandenen Strukturen dienen in den
anschlieBenden MD-Simulationen als Referenzstruktur fir die Definition der
Randbedingungen von Langevin-Dynamiken (s. Kapitel 4.2.4). Die Abbildung
4.4 zeigt den entsprechenden Komplex von AG1254 und der HIV-1 Protease.

4.2.4 Definition der Randbedingungen

Fur die Durchfuhrung der MD-Simulationen wurden die solvatisierten Enzym-
Ligand-Komplexe in Abh&ngigkeit vom Abstand zum Zentrum des jeweiligen
Liganden in drei Regionen unterteilt (s. Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5:  Einteilung der solvatisierten HIV-1 Protease. Die Oberflachen der
Aminosauren sind in grin, gelb und orange entsprechend ihrer Entfernung
vom aktiven Zentrum dargestellt. Die Wasserhille ist als transparente blaue
Kugel zu erkennen. Der grine Bereich kennzeichnet Aminosauren vom
Zentrum bis zu einem Radius von 20 A. Die gelben Aminoséuren entsprechen
der Langevin-Region im Bereich von 20-25A. Die orange-gefarbten
Aminosauren sind mehr als 25 A vom Zentrum entfernt.

Die innere kugelférmige Zone (griin) besitzt einen Radius von 20 A. Zu dieser
Region gehdren neben dem jeweiligen Liganden u.a. alle Aminosauren des
aktiven Zentrums. Fur Atome dieser Region handelt es sich um eine freie
Dynamiksimulation ohne Ruckhaltekrafte (s. Kapitel 3.2). Daran angrenzend
liegt eine Pufferregion (gelb), zu der alle Aminoséuren im Bereich von 20 bis
25 A vom Zentrum gehéren. Die Bewegungsfreiheit der Schweratome dieser
Region wurde wahrend der Simulationen mit Hilfe von harmonischen restraints®
(s. Gleichung (4.2)) eingeschrankt, wodurch sie in der Nahe ihrer
Referenzkoordinaten gehalten wurden. Zu diesem Zweck wurde das Quadrat
der Positionsdifferenz mit einer Kraftkonstanten k  (schrittweiser Anstieg im

Bereich von 20 bis 25 A von 0,0 bis 0,5) multipliziert und der Gesamtenergie

! restraint (engl.): Beschrankung



84 4 Durchfihrung und Ergebnisse

des Systems hinzugefiigt. Je gro3er die Abweichung zwischen der aktuellen
Atomposition und der Referenzstruktur war, desto hoher wurde der addierte
Energiebetrag, wodurch fur das entsprechende Atom ein Zwang entstand, sich
wieder in Richtung der urspringlichen Position zu bewegen.

Q r
EHarm = a kri (XI - XiEf )2 (42)
X, : aktuelle Koordinaten des restrainted Atoms i

x® : Referenzkoordinaten des restrainted Atoms i

k. : Kraftkonstante des restrainted Atoms i

Die Wasserhiille (blau) besitzt einen Radius von 25 A. Aufgrund der Gestalt der
HIV-1 Protease und der Zentrierung der Sphare auf den Liganden, existieren
einige aul’ere Aminosauren, die nicht von Wassermolekilen umgeben sind. Zur
Vermeidung von artifiziellen Strukturen, die durch die Bewegung dieser
Aminosauren unter Vakuumbedingungen entstehen koénnten, wurden die
entsprechenden Atome in ihrer Position festgehalten. Als Nebeneffekt ergab
sich durch die Fixierung eine Verringerung der Rechenzeit, da die
Wechselwirkungen zwischen den fixierten Atomen nicht bestimmt wurden. Die
Interaktionen mit den restlichen Aminosauren sowie dem Liganden wurden
weiterhin beriicksichtigt.

4.2.5 Erwarmung und Equilibrierung des Systems

Im Anschluss an die Aufteilung des Systems wurden die eigentlichen MD-
Simulationen durchgefuhrt, die aus verschiedenen Phasen bestehen. Zu Beginn
erfolgte jeweils eine Erwarmung uber einen Zeitraum von 12 ps. Dabei wurde
ausgehend von der Referenzstruktur alle 0,4 ps die Temperatur durch die
Zufuhr von kinetischer Energie schrittweise jeweils um 10 K erhéht, bis die
gewunschte Simulationstemperatur von 298 K erreicht wurde. Diese
Temperatur wurde festgelegt, um die experimentellen Bedingungen
wiederzugeben, bei denen die zur Validierung  verwendeten
Inhibitionskonstanten bestimmt wurden. Des Weiteren wurde die in den
QM/MM-MD-Simulationen verwendete AM1-Methode fur Simulationen um
300 K parametrisiert. Die natirliche Umgebung der HIV-1 Protease bzw. des
gesamten Virus besitzt eine Temperatur von 310 K, entsprechend der
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durchschnittlichen Korpertemperatur des Menschen. Die Abweichung hiervon
wurde aber aufgrund der angefuihrten Tatsachen vernachlassigt.
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Abbildung 4.6:  Verlauf der potenziellen Energie wéhrend der Equilibrierungsphasen von
AG1224 (rot) und AG1254 (blau) im Komplex mit dem Enzym. Fur die letzten
50 ps sind zuséatzlich die Mittelwerte dargestellt.

Wahrend der so genannten Equilibrierung im Anschluss an die Erwarmung
passen sich die Atome des Systems der neuen Umgebungstemperatur an.
Diese Phase dient dazu, das Simulationssystem zu relaxieren, wobei es zu
einer Verringerung der Gesamtenergie des Systems kommt. Wé&hrend der
Simulation wird die Solltemperatur durch die Kopplung an ein Warmebad
gehalten. Nach einer gewissen Simulationsdauer stellt sich ein dynamisches
Gleichgewicht ein, erkennbar an der Fluktuation der Gesamtenergie um einen
konstanten Mittelwert. Abbildung 4.6 zeigt den Energieverlauf der
Equilibrierungen von AG1224 und AG1254 im Komplex mit der HIV-1 Protease.
An den charakteristischen Kurven lasst sich erkennen, dass nach ca. 250 bis
300 ps ein energetisches Gleichgewicht erreicht wurde und im weiteren Verlauf
nur noch geringflgige Schwankungen um diesen Wert erfolgen.

Die beschriebene Prozedur der Systeminitialisierung und der Einstellung eines
dynamischen Gleichgewichts wurde fiir die Inhibitoren AG1254 und AG1224
sowohl im Komplex mit der HIV-1 Protease als auch in wassriger Umgebung
durchgefihrt. Als Ergebnis liegen vier equilibrierte Systeme fir die Bestimmung
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der relativen Bindungsaffinitatsanderung vor. Exemplarisch ist in Abbildung 4.7
der Inhibitor AG1224 in der wéassrigen Umgebung dargestellt.

Abbildung 4.7:  Inhibitor AG1224 im Zentrum der Wassersphare. Die Wassermolekile sind
als transparente blaue Atomradien dargestellt.

Das beschriebene Verfahren wurde als Standardmethode zur Generierung von
Systemen fur MD-Simulationen angewendet, die auf Kristallstrukturdaten
beruhen. Als Zusammenfassung zeigt Abbildung 4.8 eine schematische
Ubersicht der durchgefiihrten Schritte. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird an
den gegebenen Stellen auf die Beschreibung in diesem Kapitel verwiesen, um
Wiederholungen zu vermeiden.
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(Systemgenerierung )
1 . Einlesen der Kristallstrukturkoordinaten

* Protein-Schweratome

* Sauerstoffatome der Kristallwasser

« Ligandenatome
Addition fehlender Wasserstoffatome anhand interner Koordinaten

\ * HIV-1 Protease & Wasser )
- . . . ~\
2 Relaxation der Kristallstrukturkoordinaten
. Minimierung der Wasserstoffatome

* SD-Minimierung (500 Schritte)
* ABNR-Minimierung (100 Schritte)

kurze Relaxation mit Riickhaltekraften auf den Schweratomen
« SD-Minimierung (200 Schritte)

\_ * ABNR-Minimierung (100 Schritte) y
3 (Erstellung der Referenzstruktur )
. Zentrierung des Systems auf den Liganden

Addition einer Wasserhiille mit einem Radius von 25 A
« Entfernung von iberlappenden Wassermolekiilen
Minimierung der Wasserstoffatome
« SD-Minimierung (500 Schritte)
¢ ABNR-Minimierung (100 Schritte)
kurze Relaxation mit Riickhaltekraften auf den Schweratomen
« SD-Minimierung (200 Schritte)

\ * ABNR-Minimierung (100 Schritte) )
4 (Systemerwérmung & Equilibrierung \
. Initialisierung der restraints fir Aminosauren im Randbereich

« Abstand vom Zentrum 20 — 25 A
Fixierung &uf3erer Aminosauren

« Abstand vom Zentrum mehr als 25 A
MD-Simulation zur Erwérmung innerhalb von 12 ps

« alle 0,4 ps Erhdéhung der Temperatur um 10 K

« Erreichen der Zieltemperatur von 298 K nach 12 ps
Fortsetzung der MD-Simulation bis zur Einstellung eines
Qynamischen Gleichgewichts (mindestens 300 ps) )

Abbildung 4.8:  Schematische Darstellung des Standardverfahrens zur Initialisierung von MD-
Simulationen aus Kristallstrukturdaten.
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4.3 Bestimmung der Bindungsenthalpiedifferenz zwischen
AG1254 und AG1224

Der erweiterte thermodynamische Zyklus (s. Kapitel 3.3.2) bildet die Grundlage
zur Berechnung der relativen Bindungsenthalpiedifferenz DDG zwischen den
beiden Inhibitoren der HIV-1 Protease. Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung
4.9 die notwendigen Simulationen.

solvatisierte Inhibitoren gebundene Inhibitoren
AG1254 4 AG1254 AG1254 ) é AG1254
(0,HPisp) DGel(1) (He!,HDisp) | (He!,HPisp) DGe'(i) ¢ (0,HDisp)
1 oo f] | Jos. !
s DGe(2) DGeI(2) "
‘. g AG1224 {um AG1224 i ' AG1224 [ mmy  AG1224
L (O’HDisp) (HeI,HDisp) /] (HeI,HDisp) f‘ (O’HDisp)
DGg = DG®/(1) + -DG®(2) | DDG = DG¢ - DGg | DG, = DG®!(1) + - DG®(2)

Abbildung 4.9:  Schemata zur Berechnung der freien Bindungsenthalpiedifferenz zwischen
AG1254 und AG1224.

Um DDG aus DG. und DGy zu berechnen, wurden zunachst in vier QM/MM-

MD-Simulationen die elektrostatischen Anteile des relativen
Bindungsunterschieds (waagerechte schwarze Pfeile) zwischen AG1254 und
AG1224 ermittelt (s. Kapitel 4.3.1). Die Bestimmung der dispersiven Anteile
wahrend der Transformation von AG1254 in AG1224 (senkrechte schwarze
Pfeile) erfolgte in kraftfeldbasierten MD-Simulationen (s. Kapitel 4.3.2).

4.3.1 Ermittlung der elektrostatischen Anteile der
Bindungsenthalpiedifferenz

Mit Hilfe der in Kapitel 3.3.2.1 beschriebenen FEP-Methode ist es moglich, den

elektrostatischen Anteil der relativen Bindungsaffinitaten von AG1254 und

AG1224 in QM/MM-MD-Simulationen zu berechnen. Entsprechend Abbildung

4.9 wurden beide Liganden in Protein- und Wasserumgebung untersucht.

Zur Bestimmung des elektrostatischen Anteils der freien Enthalpieanderung
DG® wurden die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der QM-Region
und der Umgebung schrittweise durch Veranderung der Energiefunktion
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abgeschaltet. Die Skalierung der Energiefunktion erfolgte durch einen
Kopplungsparameter A.

equilibriertes System

20 ps Equilibrierung

4

20 ps Datensammlung_

Ende

Abbildung 4.10: Schemata zur Durchfiihrung der FEP-QM/MM-MD-Simulationen.

Abbildung 4.10 zeigt schematisch den Ablauf der Simulationen. Nach jeder A-
Anderung ist es aufgrund der geringfigig geanderten Energiefunktion
notwendig, eine kurze Equilibrierung durchzufiihren. Daher folgt nach jeder
Veranderung von A eine 20 ps lange MD-Simulation zur Einstellung eines
neuen Gleichgewichtszustands, bevor in weiteren 20 ps die notwendigen Daten
gesammelt werden. Die Anwendung des double-wide-sampling-Verfahrens (s.
Kapitel 3.3.1.1) ermoglicht es, von jedem A-Wert (0,875; 0,625; 0,375; 0,125)
ausgehend direkt die Enthalpieunterschiede in und entgegen der
Simulationsrichtung zu ermitteln (DI =0,125). Die Summe der Einzelterme
ergibt DG® .

Zuerst wurden die Simulationen von AG1254 und AG1224 im Komplex mit der
HIV-1 Protease durchgefuhrt. Ausgehend von den equilibrierten Systemen
wurde A schrittweise verringert und die relativen Enthalpiednderungen
berechnet. In Tabelle 4.2 sind die Ergebnisse fur jeden A-Bereich zwischen Eins
und Null dargestellt. Die Addition der Teilbetrage ergibt die elektrostatischen
Anteile der relativen Bindungsaffinitaten.
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Tabelle 4.2: DG*® (kcal/mol) der Inhibitoren AG1254 und AG1224 im Komplex mit der HIV-1

Protease

A-Bereich AG1254 AG1224
1,000 - 0,875 7,86 7,54
0,875 - 0,750 6,98 6,64
0,750 - 0,625 6,19 5,74
0,625 - 0,500 5,35 4,84
0,500 - 0,375 4,09 3,98
0,375 - 0,250 3,19 3,10
0,250 - 0,125 2,44 1,45
0,125 - 0,000 -0,26 0,52
DG*® : 35,84 33,81

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die elektrostatischen Wechselwirkungen
eine bedeutende Rolle bei der Bindung dieser Liganden spielen und ihre
Deaktivierung die Bindungsaffinitat deutlich verringert, was an den positiven
Werten DG® zu erkennen ist. AG1254 bindet aus elektrostatischer Sicht um
2 kcal/mol besser im Enzym als AG1224. Die Ursache liegt in der sehr stabilen
Wasserstoffbriickenbindung des AG1254 zwischen dem Wasserstoffatom der
phenolischen Hydroxylgruppe und der Seitenketten-Carboxylatgruppe von
Asp30. AG1224 besitzt an dieser Position eine Nitrogruppe. Die erhdhte
Elektronendichte bewirkt den ungunstigen Effekt auf die Ligandenbindung.

In zwei weiteren QM/MM-MD-Simulationen wurde mittels der FEP-Methode die
Solvatation der beiden Strukturen analysiert. Zu diesem Zweck wurden AG1254
und AG1224 im Zentrum einer Sphare aus 1966 Wassermolekulen untersucht.
Ausgangspunkt waren ebenfalls die equilibrierten Systeme. Die
Parametereinstellungen der Simulationen entsprachen denen im Komplex mit
dem Enzym, um gleiche Bedingungen zu gewabhrleisten.
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Tabelle 4.3: DG*® (kcal/mol) der Inhibitoren AG1254 und AG1224 in wassriger Umgebung

A-Bereich AG1254 AG1224
1,000 - 0,875 4,69 5,11
0,875 - 0,750 4,00 4,37
0,750 - 0,625 3,29 3,34
0,625 - 0,500 2,31 2,55
0,500 - 0,375 1,97 1,54
0,375 - 0,250 1,20 0,86
0,250 - 0,125 -0,21 0,21
0,125 - 0,000 -1,04 -0,62

DG : 16,21 17,36

Tabelle 4.7 zeigt die Ergebnisse fur beide Inhibitoren. Es fallt auf, dass in
wassriger Umgebung die elektrostatischen Anteile der Solvatationsenthalpien in
etwa nur halb so grof3 sind wie die Effekte im aktiven Zentrum. Des Weiteren
profitiert AG1224 um 1,2 kcal/mol mehr von der Solvatisierung als AG1254 im
Gegensatz zur starkeren Bindung von AG1254 im Enzym.

4.3.2 Bestimmung der dispersiven Anteile der
Bindungsenthalpiedifferenz

Nach der Ermittlung der elektrostatischen Anteile des relativen
Bindungsaffinitatsunterschieds zwischen AG1254 und AG1224 fehlen nun noch
die eigentlichen Ligandentransformationen im aktiven Zentrum sowie in
wassriger Umgebung entlang der experimentell nicht zu untersuchenden
Routen (vgl. senkrechte schwarze Pfeile in Abbildung 4.9). Derartige - auch als
Mutationen bezeichnete - Strukturveranderungen sind mit den zur Verfigung
stehenden quantenmechanischen Verfahren nicht durchfiihrbar. Daher wurde
die kraftfeldbasierte BLOCK-Methode (Kapitel 3.3.2.2) benutzt, um die
Transformationen von AG1254 in AG1224 zu simulieren. Um dabei nur die
Dispersion zwischen den Liganden und der Umgebung zu berlcksichtigen,
wurden die Partialladungen der Inhibitoratome auf Null gesetzt.

Zur Durchfihrung der MD-Simulationen wurden zwei Systeme erstellt, in denen
entsprechend der dualen Topologie der Inhibitor AG1254 und zusatzlich die
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Nitrogruppe von AG1224 vorliegen, die den einzigen Unterschied zu AG1254
ausmacht. Abbildung 4.11 zeigt AG1254/AG1224 im aktiven Zentrum des
Enzyms. Die Aminosauren Asp30 und lle47 liegen in direkter Nachbarschaft zur
sich verandernden funktionellen Gruppe.

Abbildung 4.11: Blick ins aktive Zentrum der HIV-1 Protease mit gebundenem
AG1254/AG1224. Das Protein ist als transparente Oberflache (gefarbt nach
Monomeren) dargestellt. Asp30 und lle47 sind zur Hydroxyl- bzw. Nitrogruppe
direkt benachbart.

Wie bereits beschrieben, bestehen zwischen Ligand und Protein keine
elektrostatischen Wechselwirkungen. Daher kann die Transformation formal
auch als das Anwachsen eines Wasserstoffatoms zum Sauerstoff und die
Entstehung eines weiteren Sauerstoffatoms betrachtet werden. Die
Veranderung eines Sauerstoff zum Stickstoff spielt aufgrund der geringen
atomaren Unterschiede hier eine eher untergeordnete Rolle. Die grofdte
Schwierigkeit besteht in der Wahl der A-Werte, an denen die Simulationen
durchgefiihrt werden. Zur Transformation von derartigen Strukturunterschieden
hat sich die Thermodynamische Integration (s. Kapitel 3.3.1.2) etabliert [126]-
[128]. Aus diesem Grund wurde diese Methode zur Berechnung der
Enthalpieunterschiede verwendet.

Ausgangspunkte der Simulationen waren die equilibrierten Systeme mit
AG1254/AG1224 in enzymatischer und wassriger Umgebung. Die theoretische
Entstehung und Loschung von Atomen an den Endpunkten von A erfordert es,
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dass diese Bereiche intensiver evaluiert werden. Daher wurde die Schrittgrol3e
entsprechend variiert und die MD-Simulationen fur die A-Werte 0,02; 0,05; 0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 0,95; 0,98 durchgefiihrt. Die Systeme wurden an jedem A-Punkt
fur 50 ps equilibriert. In den darauf folgenden 30 ps erfolgte die Datensammlung
durch Aufzeichnung der Koordinaten alle 5fs, wodurch jeweils 6000
Koordinatensatze fir die Auswertung zur Verfigung standen. Diese grol3e
Anzahl von Strukturen ist notwendig, um dem in den Simulationen verfligbaren
Konformationsraum  gerecht zu  werden und  thermodynamische
Durchschnittswerte  berechnen  zu  kdénnen. Die  Ermittlung  der
Energiedifferenzen zwischen den sich unterscheidenden Segmenten (Hydroxyl-
bzw. Nitrogruppe) wurde im Anschluss durchgefuhrt und DG mit Hilfe von
Gleichung (3.20) bestimmt.

im Protein = in Wasser
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Abbildung 4.12: Energiedifferenzen im Verlauf der Transformation von AG1254 in AG1224.

Die Abbildung 4.12 zeigt den Verlauf der Energiedifferenzen DE fir die
Simulationen im Protein und in wassriger Umgebung. Es ist zu erkennen, dass
die Energieunterschiede zu Beginn der Transformationen (A=0) sehr grof3 sind
(ca. 60 kcal/mol). Dies ist auf die gerade beginnende Entstehung eines
zusatzlichen Sauerstoffatoms der Nitrogruppe zurtckzufiihren. Wie schon
erwahnt, stellt dies bei deaktivierter Elektrostatik den entscheidenden
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Liganden dar. Im weiteren
Verlauf der Transformation verringert sich der Energieunterschied zwischen
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Hydroxyl- und Nitrogruppe sowohl im Protein als auch in Wasser deutlich und
fallt schlie3lich unter 10 kcal/mol.

Die Anderung der freien Enthalpie entspricht der Flache unter der jeweiligen
Kurve. Zur Integration wurden die Flachen der einzelnen Abschnitte mit Hilfe
der Sehnentrapezformel berechnet:

o 4.3
%]

DGlDiSp = (DEI +DE )
e 2

DG”®: Teilbetrag der relativen freien Enthalpie

DE : Energiedifferenz der Segmente

In Tabelle 4.4 sind die sich ergebenden Betrage der Transformation von
AG1254 in AG1224 fir beide Simulationen angegeben. Die Energiedifferenzen
der A-Endpunkte Null und Eins wurden durch lineare Extrapolation ermittelt.

Tabelle 4.4: DGP* (kcal/mol) der Transformationen von AG1254 in AG1224 in Protein- und

Wasserumgebung
A-Bereich HIV-1 Protease in Wasser
0,00 - 0,02 0,72 0,82
0,02 - 0,05 1,54 1,57
0,05 - 0,20 4,80 4,65
0,20 - 0,40 3,66 3,85
0,40 - 0,60 2,62 2,92
0,60 - 0,80 2,12 2,28
0,80 - 0,95 1,14 1,12
0,95 - 0,98 0,14 0,17
0,98 - 1,00 0,04 0,07
DGP= 16,78 17,44

Die beiden DG®® unterscheiden sich nur geringfiigig, da der Aufwand der
Transformationen im Enzym und in Wasser vergleichbar ist, wenn keine
elektrostatischen Unterschiede der Hydroxyl- und der Nitrogruppe bestehen.
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Die Hohe des Enthalpieunterschieds wird hauptsachlich durch die Entstehung
eines neuen Sauerstoffatoms bestimmt.

4.3.3 Berechnung der relativen Bindungsenthalpie

Zur Berechnung der Bindungsenthalpiedifferenz DDG zwischen AG1254 und
AG1224 wurden die Ergebnisse der MD-Simulationen zur Ermittlung
elektrostatischer und dispersiver Anteile herangezogen (s. Abbildung 4.9).
Analog zum thermodynamischen Zyklus ergeben sich aus den einzelnen
Werten relative Enthalpiednderungen im Enzym DG, und in wassriger

Umgebung DGg.

Tabelle 4.5:  Berechnung von DG und DGg (kcal/mol)

im Enzym in Wasser
DGS. ., 35,84 16,21
DGS. ., 33,81 17,36
DGE&’@@/\GHM 16,78 17,44
DG.: 18,81 DG.: 16,29

Die zu Grunde liegenden Formeln sind dem thermodynamischen Zyklus in Abbildung 4.9 zu
entnehmen.

Die in Tabelle 4.5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die unphysikalische
Mutation von AG1254 in AG1224 in der HIV-1 Protease die freie Enthalpie um
ca. 18,8 kcal/mol erhoht. Bei der gleichen Transformation in Wasser andert sich
die freie Enthalpie nur um etwa 16,3 kcal/mol. Die Differenz der beiden Werte
entspricht dem Bindungsunterschied DDG der Inhibitoren in der HIV-1
Protease.

Tabelle 4.6: Vergleich von experimenteller und berechneter Bindungsenthalpiedifferenz
(kcal/mol)

Experiment Berechnung

DDG 3,1 2,5

Der experimentelle Wert wurde mittels der Gleichung (3.14) aus den Inhibitionskonstanten
bestimmt.
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Die Ubereinstimmung von Experiment und theoretischer Bestimmung (s.
Tabelle 4.6) bestatigt, dass das angewandte Verfahren aus QM/MM-FEP und
MM-TI gut dazu geeignet ist, die relative Bindungsenthalpiedifferenz der beiden
Liganden zu bestimmen. Die theoretischen Untersuchungen zeigen, dass
AG1224 um 2,5 kcal/mol schlechter in der HIV-1 Protease bindet als AG1254.
Dieser energetische Unterschied beruht hauptsachlich auf zwei Effekten. Zum
einen wird AG1254 durch elektrostatische Wechselwirkungen starker als
AG1224 im Enzym gebunden (DG® = 35,8 versus 33,8 kcal/mol). Zum anderen
profitiert AG1254 anscheinend weniger als AG1224 von der Solvatisierung
(DG® = 16,2 versus 17,4 kcal/mol). Die giinstigeren Effekte von AG1254 in der
Protease lassen sich durch eine stabile Wasserstoffbrickenbindung der
Hydroxylgruppe zu Asp30 erklaren. Die Nitrogruppe von AG1224 besitzt
hingegen keine Moglichkeit zur Ausbildung derartiger Interaktionen und sie
verursacht eine negative Beeinflussung aufgrund der erhohten
Elektronendichte. Dafur wird die Nitrogruppe besser solvatisiert, da geniigend
Wasserstoffbriickendonatoren fiir giinstige Wechselwirkungen zur Verfigung
stehen. Die Transformationen von AG1254 in AG1224 im Protein
(16,8 kcal/mol) und in Wasser (17,4 kcal/mol) unterscheiden sich nur
geringfugig. Der Aufwand der Umwandlung einer Hydroxylgruppe in eine
Nitrogruppe ist also in beiden Umgebungen nahezu identisch. Dies ist
nachvollziehbar, wenn man Dberiicksichtigt, dass beide Liganden nur
Dispersionswechselwirkungen mit der Umgebung besitzen. Die getrennte
Untersuchung der elektrostatischen und dispersiven Einflisse ermdglicht
folglich eine Identifizierung einzelner Einflussfaktoren.

Eine genauere Untersuchung der Ursachen fur das unterschiedliche
Bindungsverhalten ist an dieser Stelle nicht vorgesehen, da sich beide
Inhibitoren insgesamt strukturell sehr &hnlich sind. In den weiteren Kapiteln
werden deutlich unterschiedlichere Liganden im aktiven Zentrum untersucht
und in diesem Zusammenhang Wechselwirkungsenergien und
Stabilisierungseffekte einzelner  Aminoséuren analysiert. Derartige
Betrachtungen sind mit den hier angewendeten Methoden (FEP und TI) bisher
nicht moglich.



4.4 Untersuchung von Polarisationseffekten der HIV-1 Protease 97

4.4 Untersuchung von Polarisationseffekten der
HIV-1 Protease

Im Kapitel 4.3 wurde mit der FEP-Methode ein sehr rechenintensives Verfahren
angewandt, um Bindungsaffinitatsunterschiede theoretisch zu bestimmen.
Obwohl mit der Methode sehr gute Ergebnisse zu erzielen sind, ist sie nur dazu
geeignet, relativ geringe strukturelle Unterschiede zwischen den Liganden zu
untersuchen. Beim Entwurf und der Verbesserung von neuen Substanzen mit
guten Bindungseigenschaften sind haufig Strukturen zu untersuchen, die
deutlich grof3ere Unterschiede aufweisen. Aus diesem Grund wurde eine
weitere Methode angewendet, die zur quantitativen Bestimmung von Enzym-
Ligand-Interaktionen geeignet ist (s. Kapitel 3.4). Mit Hilfe dieser Informationen
sollten Unterschiede im Bindungsverhalten der ausgewahlten Inhibitoren
charakterisiert und im Anschluss Verbesserungsmdglichkeiten untersucht
werden. Die Anwendung der QM/MM-Methode (s. Kapitel 3.2.3) ermdglicht es,
sowohl detaillierte elektrostatische als auch hydrophobe Wechselwirkungen im
Verlauf von MD-Simulationen zu ermitteln. Die Methode wurde Dbereits
erfolgreich zur Untersuchung der Solvatation kleinerer Molekile verwendet
[119][129][130]. Im Kontext dieser Arbeit eignet sie sich insbesondere zur
Analyse von Polarisationseffekten der HIV-1 Protease.

Zu Beginn wurden drei hoch affine Inhibitoren (s. Tabelle 4.7) der HIV-
1 Protease ausgewahlt, um die Wechselwirkungsenergien zu untersuchen. Der
bereits therapeutisch genutzte Inhibitor Nelfinavir wurde ausgesucht, da er im
aktiven Zentrum &hnlich zum nattrlichen Substrat bindet. So werden hier einige
Wechselwirkungen mit dem Protein durch ein zusatzliches Wassermolekdl
vermittelt (s. Kapitel 1.4.2 und Abbildung 1.13). Dieser Bindungsmodus stellt
eine Gemeinsamkeit aller bisher zur Behandlung zugelassenen Pl dar. Ein
Problem dieser Substanzen ist, dass sie auch eine gewisse Affinitdt zu anderen
korpereigenen Aspartylproteasen wie z.B. dem Pepsin besitzen, wodurch es oft
zu Nebenwirkungen kommt. Das aktive Zentrum von Pepsin ist jedoch kleiner
und es existiert kein Wassermolekil, das &hnliche Wechselwirkungen wie bei
der HIV-1 Protease vermittelt. Aus diesem Grund liegt ein Schwerpunkt des
Wirkstoffdesigns auf der Suche nach Strukturen, die bei der Bindung am Enzym
das beschriebene Wassermolekil aus dem aktiven Zentrum verdrangen. Man
erhofft sich sowohl eine erhohte Bindungsaffinitdt durch den gunstigen
entropischen Effekt der Wasserverdradngung als auch eine Verringerung der
Nebenwirkungen am Pepsin, da die Substanzen zu grol3 sind, um dort zu
binden. Die zwei modernen nicht-peptidischen Strukturen Mozenavir und
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Tipranavir, die eine Wasserverdrangung bei der HIV-1 Protease bewirken,
wurden daher neben dem Nelfinavir fur die Untersuchung der
Polarisationseffekte ausgewahlt. Sie befinden sich zurzeit in klinischen Studien.

Tabelle 4.7:  Strukturen der ausgewahlten HIV-1 PR-Inhibitoren

Name Ki [nM]
Nelfinavir H’O4\©)£\Nj\(\N 2,0
4 H H
.0
H 1
1 H

Mozenavir 0,34
F F|:
N
‘ _N
O=
. . o NH
Tipranavir 0, 0. 0,008
2
I 3\4
/ 9‘H

Die Inhibitionskonstanten (Kj) wurden folgenden Verdffentlichungen entnommen:
[58][131][132] Die Bezifferung dient der Identifizierung von Atomen bei der Beschreibung von
Molekuleigenschaften.

4.4.1 Durchfihrung der MD-Simulationen zur Untersuchung der
Bindungseigenschaften

Die durchschnittichen Wechselwirkungsenergien und ihre einzelnen
Komponenten wurden fir Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir im Verlauf von
MD-Simulationen unter Anwendung eines QM/MM-Potenzials ermittelt. Als
Ausgangsstrukturen wurden die Kristallstrukturen der jeweiligen Liganden im
Komplex mit der HIV-1 Protease ausgewahlt (PDB-Code mit Auflosung: 10HR
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mit 2,1 A [58], 1DMP mit 2,0 A [133], 1D4Y mit 1,97 A [132]). Die Einteilung in
QM- und MM-Region erfolgte so, dass die Inhibitoren jeweils vollstandig
guantenmechanisch behandelt wurden, wéahrend das Protein sowie die
hinzugeflgte Wasserhulle die MM-Region bildeten. Die katalytische Dyade lag
in allen Simulationen im monoprotonierten Zustand vor. Jedes System wurde
analog zu dem in den Kapiteln 4.2.3 bis 4.2.5 beschriebenen Standardverfahren
aufbereitet. Ein equilibrierter Zustand stellte sich bei den MD-Simulationen von
Nelfinavir und Tipranavir nach etwa 250 ps, bei Mozenavir nach ca. 400 ps ein
(s. Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Verlauf der potenziellen Energie wéahrend der Equilibrierungsphase der
QM/MM-MD-Simulationen von Nelfinavir (orange), Mozenavir (grin) und
Tipranavir (blau). Fir die letzten 50 ps ist jeweils zusatzlich der Mittelwert
dargestellt.

Ausgehend vom dynamischen Gleichgewichtszustand wurden fir jeden
Liganden die Daten zur Untersuchung des Einflusses einzelner Aminoséauren in
25 ps langen MD-Simulationen gesammelt (s. Kapitel 4.4.2.2) und im Anschluss
in weiteren 10 ps die detaillierten Wechselwirkungsenergien (s. Kapitel 4.4.2.1)
sowie die Partialladungen der QM-Atome (s. Kapitel 4.4.2.3) ermittelt.
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4.4.2 Ergebnisse der MD-Simulationen

4.4.2.1 Analyse der Wechselwirkungsenergien

Die Wechselwirkungsenergien zwischen der HIV-1 Protease und den Liganden
sind in Tabelle 4.8 angegeben. Sie reprasentieren Mittelwerte, die mit Hilfe der
in Kapitel 3.4 beschriebenen Methode aus MD-Simulationen Uber 10 ps
ermittelt wurden. Die kurze Simulationsdauer ist fur einen Vergleich
ausreichend, da die Interaktionen in equilibrierten Systemen bereits konvergiert
sind und auch bei langeren Simulationen keine gréReren Schwankungen
auftreten.

Tabelle 4.8: Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) von Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir mit
der HIV-1 PR aus QM/MM-MD-Simulationen

Nelfinavir Mozenavir Tipranavir
DEpis -62,3 +0,8 57,8 +0,7 67,1 £1,5
DE, -68,2 £0,6 -39,6 £0,7 -62,6 +£1,1
DE perm -46,3 £0,5 -23,8 £0,7 -39,3 +1,1
DE o -21,9 £0,2 -15,9 £0,2 -23,3 20,1
DE,,, -43,6 +0,4 -31,6 £0,3 -46,6 +0,3
DE, 21,7 £0,2 15,7 £0,1 23,3 £0,1

Die Tabelle 4.8 zeigt, dass sich die dispersiven Wechselwirkungen DE_ . der

Disp
drei Inhibitoren mit dem Enzym nicht erheblich unterscheiden. Hingegen sind

die elektrostatischen Wechselwirkungen DE, von Nelfinavir und Tipranavir im

Komplex mit der HIV-1 Protease deutlich hoher als von Mozenavir. Dieser
Unterschied lasst sich durch die Struktur des Liganden erklaren, da die
aromatischen Ringsysteme eher hydrophobe Interaktionen begunstigen.

Die wichtigste Erkenntnis aus den Ergebnissen in Tabelle 4.8 besteht darin,
dass Polarisationseffekte DE, einen bedeutenden Anteil (16,3 bis 18,0%) an

den Gesamtwechselwirkungsenergien zwischen Enzym und Ligand
ausmachen. Im Vergleich mit friheren Untersuchungen der Polarisationseffekte
von Wasser und der Dihydrofolat-Reduktase, die vergleichbare Resultate (10
bis 30%) ergaben, zeigt sich erneut ihre Bedeutung [119][134]. Daher ist es bei
der Untersuchung Protein-Ligand-Wechselwirkungen als auch bei der
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Vorhersage von Bindungsaffinititen empfehlenswert, die elektrostatische
Polarisation explizit zu bertcksichtigen. Die Verwendung von nicht-
polarisierbaren Kraftfeldern zur Beschreibung von Liganden wirde zu
unrealistischen Interaktionsenergien fuhren.

Ein direkter Vergleich der Wechselwirkungsenergien mit den in Tabelle 4.7
angegebenen experimentellen Inhibitionskonstanten ist nicht moglich, da diese
in Bezug zur Anderung der freien Enthalpie wahrend des Bindungsprozesses
stehen und auch Entropieunterschiede und Solvatationseffekte enthalten. Die in
Tabelle 4.8 angegebenen Werte beziehen sich hingegen auf die energetischen
Veranderungen vom Vakuum zum Komplex mit dem Enzym und sind daher
allein nicht aussagekraftig. Allerdings kann eine Korrelation der
Wechselwirkungsenergieunterschiede zwischen den jeweiligen Simulationen im
Enzym und in wassriger Umgebung untersucht werden. Zu diesem Zweck sind
weitere QM/MM-MD-Simulationen der drei Inhibitoren in wassriger Umgebung
notwendig, die in Kapitel 4.6 vorgestellt werden.

Es ist weiterhin interessant, dass die Absolutwerte der Verformungsenergien
DE, 4 halb SO grof3 sind wie die Absolutwerte der

Polarisationsstabilisierungsenergien DE_,. Dieses Ergebnis stimmt mit der

Linear Response Theory Uberein und stellt eine Bestatigung der angewandten
Methode zur Ermittlung der Wechselwirkungskomponenten dar [120].

4.4.2.2 Analyse des Einflusses einzelner Aminoséauren auf die
Ligandenbindung

Eine Aminosauren-Dekompositionsanalyse wurde zur Untersuchung wichtiger
Unterschiede bei der Stabilisierung der Enzym-Inhibitor-Komplexe von
Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir durch individuelle Aminosauren
durchgefiihrt. Dazu erfolgte die Berechnung der durchschnittichen Beitrage
jeder Aminosaure zu den Interaktionen mit dem Liganden aus 50
Koordinatensatzen, die in einer MD-Simulation dber 25 ps im Intervall von
0,5 ps gewonnen wurden. lhre Bestimmung wurde durch die Entfernung® des
entsprechenden  Aminosaurerestes  durchgefuhrt, gefolgt von  der
Neuberechnung der QM/MM-Energie des restlichen Systems. Die Differenzen
aus ursprunglichen und neu berechneten Energien sind in Abbildung 4.14
dargestellt. Eine positive Energiednderung ergibt sich aus einer Verringerung

I Alternativ konnten auch samtliche Parameter der zu untersuchenden Aminosaure auf Null

gesetzt werden, um ihren Beitrag zur QM/MM-Energie zu entfernen.
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der Wechselwirkungsenergie aufgrund der fehlenden Interaktionen mit der
jeweiligen Aminosaure, das heil3t, der jeweilige Rest tragt zur Stabilisierung der
Ligandenbindung bei.

Aminosauren-Dekompositionsanalyse

H Nelfinavir @ Mozenavir B Tipranavir
45

40

35

30

25

20

15

DE [kcal/mol]

10

-10
Gly27  Ala28  Asp29  Asp30  Gly48  Gly49 le50  Asp25'  Asp30'  Gly4a9  lle50'

ausgewahlte Aminosaurereste der HIV-1 Protease

Abbildung 4.14: Beitrdge individueller Aminosauren zur Bindung der Inhibitoren. Positive und
negative  Energieanderungen  zeigen den  stabilisierenden  oder
destabilisierenden Effekt der jeweils angegebenen Aminosdure. Es wurden
nur Aminosaurereste mit einem Einfluss von mindestens 5 kcal/mol auf eine
der Substanzen ausgewahlt.

Die grol3te Bedeutung fur die Liganden besitzt das deprotonierte Asp25’. Es
bildet eine stabile Wasserstoffbriicke mit den Hydroxylgruppen der Inhibitoren.
Bekanntermal3en ist diese Wechselwirkung ein Schltsselelement aller
bisherigen HIV-1 PR-Inhibitoren, um &hnliche Wechselwirkungen zum
naturlichen Substrat bzw. einem katalytischen Wassermolekil nachzuahmen (s.
Kapitel 1.4.3). Die Ergebnisse zeigen, dass die 4-Hydroxy-Dihydropyron-
Grundstruktur des  Tipranavir besonders geeignet ist, diese
Wasserstoffbriickenbindung auszubilden. Die Wechselwirkungen sind um mehr
als 60% (40,7 kcal/mol) starker als von Nelfinavir (24,3 kcal/mol) und Mozenavir
(23,8 kcal/mol), die jeweils nur aliphatische Hydroxylgruppen besitzen. Diese
Beobachtung konnte durch eine zusétzliche quantitative Analyse der atomaren
Polarisation der Liganden bestatigt werden (s. Kapitel 4.4.2.3).
Interessanterweise leistet das protonierte Asp25 keinen bedeutenden Beitrag
zur  Inhibitorbindung, jedoch  stabilisiert es Asp25 durch eine
Wasserstoffbriickenbindung.
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Das Oj;-Atom von Mozenavir sowie das Ojp-Atom von Tipranavir
(Atomnummerierung S. Tabelle 4.7) bilden jeweils direkte
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Amidgruppen des Proteinriickgrates von
1le50 und 1le50’ aus. Im Gegensatz dazu werden beim Nelfinavir die
Wechselwirkungen zwischen den beiden Aminosauren und den Atomen O, und
O3 Uber das bereits erwahnte Wassermolekul vermittelt. Die HoOhe des
stabilisierenden Effekts ist jedoch fur Nelfinavir und Mozenavir vergleichbar,
aber beim Tipranavir deutlich héher. Ebenso leisten die Aminoséuren Asp28,
Gly49 und Gly49’ einen jeweils &hnlichen Beitrag zur Bindung im Enzym.

Besonders aufféllig sind die gegensatzlichen Effekte von Asp30 auf Nelfinavir
und Tipranavir. Auf der einen Seite besitzt Asp30 einen starken stabilisierenden
Effekt auf Nelfinavir, schwacht andererseits aber die Bindung des Tipranavir.
Die Analyse der MD-Simulationen zeigt, dass Asp30 eine sehr stabile
Wasserstoffbriickenbindung zum Hs-Atom (phenolische Hydroxylgruppe) von
Nelfinavir ausbildet. Beim Tipranavir liegen die Sauerstoffatome der
Sulfonamidstruktur in unmittelbarer Nahe zu Asp30, wodurch es aufgrund der
hohen negativen Ladungsdichte zur AbstoBung kommt, die eine andere
Orientierung der Seitenkette von Asp30 im Vergleich zum Nelfinavir bewirkt (s.
Abbildung 4.15).

Gly48 lle50'

Asp30 &

Asp29 Asp25'

Asp25
Abbildung 4.15: Tipranavir im aktiven Zentrum der HIV-1 PR.
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4.4.2.3 Analyse und Visualisierung der Polarisation auf atomarer Ebene

In weiteren Untersuchungen wurden die Polarisationseffekte anhand der
Partialladungen der Ligandenatome bestimmt. Dazu wurden die
Partialladungen der QM-Atome mit Hilfe einer Mulliken-Populationsanalyse
[135] sowohl im Vakuum als auch im Komplex mit der HIV-1 Protease im
Verlauf der MD-Simulationen ermittelt.

Es ist anzumerken, dass es sicherlich geeignetere Methoden zur
Ladungsberechnung von quantenmechanisch behandelten Atomen gibt. Das
Ziel der hier durchgefiihrten Untersuchungen bestand jedoch darin, die relativen
Veranderungen der Atomladungen aufgrund des Bindungsprozesses zu
ermitteln. Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass auch mit der Mulliken-
Populationsanalyse aussagekraftige Ergebnisse erhalten werden kdnnen
[119][134][136].

Um die Polarisationseffekte des Enzyms auch bildlich darzustellen, wurden
zusatzlich die Elektronendichtedifferenzen ausgewahlter Strukturen bestimmit.
Die durchgefiihrten Berechnungen erfolgten anhand der unterschiedlichen
Elektronendichteverteilungen der Inhibitoren im Protein und Vakuum analog zu
friheren Untersuchungen an anderen biologischen Systemen [134][136]. Die
Unterschiede der Elektronendichte im Vakuum und im Enzym beruhen auf
elektrostatischen Wechselwirkungen der Liganden mit dem Protein. Folglich
ergibt die Visualisierung der Elektronendichtedifferenzen Bereiche, in denen es
zur Elektronenbewegung durch die Polarisation gekommen ist.
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Abbildung 4.16: Atomare Polarisation von Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir.
Links: Durchschnittliche Partialladungen im Vakuum und im Enzym (in
Klammern). Die Werte sind in Elementarladungen angegeben, deren
Standardabweichungen von 0,01 bis 0,03 variiert.
Rechts: Grafische Darstellung der Elektronendichtedifferenzen. Blaue
Bereiche kennzeichnen eine Verringerung der Elektronendichte, eine
Zunahme an Elektronendichte liegt in den roten Regionen vor. Es wurde ein
identischer Konturlevel benutzt.

Abbildung 4.16 zeigt im linken Teil die Partialladungen von Atomen, die
bedeutende elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Protein ausbilden. Die
Polarisation ergibt sich als Differenz der Atomladungen im Enzym (in
Klammern) und im Vakuum. Sie entspricht der Anderung der Ladungsverteilung
im Enzym, die durch den polarisierenden Effekt des aktiven Zentrums ausgel6st
wurde. Im rechten Teil sind die Elektronendichtedifferenzen reprasentativer
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Inhibitorkonformationen dargestellt. Rote Bereiche kennzeichnen die Zunahme
der Elektronendichte, verursacht durch die Umgebungsanderung vom Vakuum
zum aktiven Zentrum der Protease. In den blauen Regionen hat sich eine
Verringerung der Elektronendichte durch die Bindung ergeben.

Wie erwartet, sind die grof3ten polarisierten Bereiche an den funktionellen
Gruppen lokalisiert, die wichtige elektrostatische Wechselwirkungen mit dem
Enzym eingehen. In Ubereinstimmung mit den zuvor beschriebenen
Wechselwirkungen von Asp25’ zeigt das Hs-Atom des Tipranavir die grol3te
Polarisierung, abzulesen am starken Anstieg der positiven Ladung (+0,15).
Aber auch bei den anderen Verbindungen sind entsprechende blaue Bereiche
in der Nahe der Wasserstoffatome der Hydroxylgruppen lokalisiert, die
Wasserstoffbriickenbindungen mit Asp25’ eingehen. Die Interaktionen mit
[1e50/50’ fuhren zu einer deutlichen Erh6hung der Elektronendichte an den O ,-
und Oz-Atomen von Nelfinavir, am O;-Atom von Mozenavir sowie dem O,-Atom
von Tipranavir.

Es ist weiterhin erkennbar, warum das 4-Hydroxy-Dihydropyron hervorragend
zur Bindung in der HIV-1 Protease geeignet ist. Man kann eine
Ladungsverschiebung beobachten, die einem push-pull-Mechanismus &hnelt,
bei dem l1e50 und I1e50’ die Elektronendichte am O,-Atom erh6hen und Asp25’
die Elektronendichte am Hj-Atom verringert. Das konjugierte T1r-System
ermoglicht eine effiziente Ladungsdelokalisation tUber einen grof3en Teil des
Ringes. Die Elektronenverschiebung ist auch im rechten Teil der Abbildung an
den alternierenden roten und blauen Bereichen im Ring erkennbar. Das
4-Hydroxy-Dihydropyron  des  Tipranavir  besitzt  deutlich  bessere
Wechselwirkungsmdoglichkeiten als die aliphatischen Hydroxylgruppen von
Nelfinavir und Mozenavir. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu,
dass die Dihydropyron-Substruktur durch die mesomere Aktivierung der
Hydroxylgruppe ursachlich fir die hohe Bindungsaffinitat von Tipranavir
verantwortlich ist.

Nelfinavir besitzt neben den elektrostatischen Wechselwirkungen mit Asp25’
und 11e50/50’ eine weitere stabile Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem
Hs-Atom und Asp30. Sie fuhrt zu einer starken Polarisierung des Hjs-Atoms
(+0,09). In Abbildung 4.14 ist der sich daraus ergebende stabilisierende
Einfluss von Asp30 ablesbar.
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4.5 Suche nach strukturellen Verbesserungen

Die in Kapitel 4.4 vorgestellten Untersuchungen der Wechselwirkungen von
Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir mit der HIV-1 Protease fihrten zu
Ergebnissen, die Vorschlage zu strukturellen Verbesserungen der Substanzen
ermoglichen. Zu diesem Zweck wurden zusatzliche umfangreiche QM/MM-MD-
Simulationen mit den veranderten Strukturen durchgefiinrt. Die Ergebnisse
werden im Folgenden fur Derivate des Mozenavir und Tipranavir vorgestellt.
Nelfinavir wurde nicht weiter untersucht, obwohl auch bei diesem Inhibitor
strukturelle Verbesserungen mdaglich waren. Jedoch bindet Nelfinavir deutlich
weniger selektiv an der HIV-1 Protease (das flap-water wird zusatzlich fur die
Bindung im aktiven Zentrum bendtigt, s. Kapitel 1.4.2 und 1.4.4) als Mozenavir
und Tipranavir, sodass kleinere strukturelle Anderungen diesen Nachteil nicht
ausgleichen wirden.

45.1 Mozenavir-Derivate

Das Mozenavir gehort zur Substanzklasse der zyklischen Harnstoffderivate. Sie
besitzen fast alle das 5,6-Dihydroxy-1,3-diazepan-2-on (s. Abbildung 4.17) als
Grundgerust. Es wurde mit dem Ziel entworfen, Liganden direkte Interaktionen
mit Asp25/25’ und 11e50/50’ zu erméglichen. Zuséatzlich wird angenommen, dass
die meist symmetrischen Substanzen besonders gut im aktiven Zentrum des
ebenfalls symmetrischen Homodimers binden.

HO  OH

Abbildung 4.17: Grundgerust der zyklischen Harnstoffderivate.

Die direkten Wechselwirkungen mit den erwéhnten Aminoséuren konnten in
den durchgefiihrten QM/MM-MD-Simulationen fiir Mozenavir bestétigt werden.
Allerdings betragt der stabilisierende Effekt des Asp25 als wichtigste
Aminosaure nur 24,1 kcal/mol und ist damit vergleichbar zum Effekt auf
Nelfinavir (24,3 kcal/mol, s. Abbildung 4.14). Beide Inhibitoren interagieren tber
aliphatische Hydroxylgruppen mit Asp25’. Hingegen kommt es beim Tipranavir
vermutlich aufgrund der mesomeren Aktivierung der Hydroxylgruppe zu einer
deutlich starkeren Stabilisierung (40,7 kcal/mol) durch Asp25'.

Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen ist es, die Struktur der zyklischen
Harnstoffderivate zu modifizieren, um die Wechselwirkungen zu steigern und
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Effekte wie beim 4-Hydroxy-Dihydropyron-Grundgerist zu ermdglichen. Zu
diesem Zweck wurde das Mozenavir schrittweise veréandert.

4.5.1.1 Entwurf eines neuen Grundgerists mit konjugiertem System

Die Aktivierung der Hydroxylgruppe im Tipranavir beruht auf der Moglichkeit
einer Ladungsdelokalisation von der Keto- bis zur Hydroxylgruppe. Um einen
derartigen Effekt auch beim Mozenavir zu erhalten, wurde ein 1,7-Dihydro-6-
hydroxy-2H-azepin-2-on als neues Grundgerust entworfen (s. Abbildung 4.18).
Das wichtigste Strukturelement bildet weiterhin ein siebengliedriger Ring, an
dem vier aromatische Substituenten ahnlich zum Mozenavir gebunden sind.
Ebenso existiert eine Ketogruppe, die direkt mit 11e50/50" interagieren kann. Das
neue Derivat besitzt im Gegensatz zu den zyklischen Harnstoffen nur noch eine
Hydroxylgruppe, um mit Asp25/25’ in Kontakt zu treten. Wie insbesondere am
Tipranavir zu erkennen ist, ergibt sich daraus kein Nachteil fur die
Wechselwirkungen. Die neue Ringstruktur besitzt als Besonderheit - &hnlich
zum Tipranavir - die Mdglichkeit zur Aktivierung der Hydroxylgruppe Uber die
konjugierten Doppelbindungen.

Abbildung 4.18: Mozenavir-Derivat mit modifiziertem Grundgerist. Das rote dargestellte
konjugierte System wurde von der 4-Hydroxy-Dihydropyronstruktur abgeleitet.
Die Bezifferung dient der Identifizierung von Atomen bei der Beschreibung
von Molekuleigenschaften.

Als Grundlage fur die Untersuchungen des Derivats wurde die Kristallstruktur
des Mozenavir verwendet. Das neue Grundgerist wurde mit Hilfe des
Programmpakets Insightll [137] erstellt, energieminimiert und ins aktive
Zentrum integriert. Im Anschluss wurden QM/MM-MD-Simulationen des
Liganden im Komplex mit der HIV-1 Protease durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.4.1).
Die darauf folgende Analyse der Wechselwirkungsenergien ergab die in Tabelle
4.9 dargestellten Ergebnisse.
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Tabelle 4.9: Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) des Mozenavir-Derivats

Mozenavir-Derivat

DEpis -49,9 +0,4
DE, 52,7 +0,9
DE ., -39,3 0,8
DE -13,4 £0,2
DE,., -26,7 +0,4
DE ;i 13,3 +0,2

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen des Enzym-Ligand-Komplexes tber 10 ps.

Ein Vergleich der hier dargestellten Werte mit denen des Mozenavir zeigt (s.
Tabelle 4.8), dass vor allem die elektrostatischen Wechselwirkungen von -39,6
auf -52,7 kcal/mol zugenommen haben. Bei genauerer Analyse ist festzustellen,
dass dieser Zuwachs allein auf der Zunahme der permanenten
elektrostatischen Wechselwirkungen von -23,7 auf -39,3 kcal/mol beruht. Die
Griunde lassen sich nicht aus den prasentierten Daten ableiten. Es ist weiterhin
zu erkennen, dass sich die hydrophoben Interaktionen um etwa 8 kcal/mol
verringert haben. Die Ursache kann in der erhohten Polarisation des neuen
Ringsystems liegen.

Ein Ziel beim Entwurf des Grundgerusts war die Schaffung eines konjugierten
Systems zur Verstarkung der Wechselwirkungen mit Asp25/25’ und 11e50/50'.
Zur Uberpriifung wurde die atomare Polarisation im Vakuum und im Komplex
mit dem Enzym mit Hilfe der Mulliken-Populationsanalyse analog zur
Beschreibung in Kapitel 4.4.2.3 ermittelt. Die Abbildung 4.19 zeigt im linken Tell
die Partialladungen der an den Wechselwirkungen beteiligten Atome. Die
Differenz aus der Atomladung im Enzym und im Vakuum ergibt die atomare
Polarisation aufgrund des Bindungsprozesses wieder und entspricht der
Elektronenverschiebung. Die Ergebnisse erfilllen die Erwartungen. Es kommt
zur  Ausbildung eines push-pull-Systems, wobei  Elektronen vom
Wasserstoffatom der Hydroxylgruppe in Richtung der Ketogruppe verschoben
werden, erkennbar an der alternierenden Zunahme positiver bzw. negativer
Atomladungen. Die grafische Darstellung der Elektronendichtedifferenzen auf
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der rechten Seite der Abbildung bestétigt die Ergebnisse qualitativ, zu erkennen
an wechselnden blauen und roten Bereichen im Grundgerust.

Abbildung 4.19: Die atomare Polarisation des Derivats von Mozenavir.
Links: Durchschnittliche Partialladungen im Vakuum und im Enzym (in
Klammern). Die Werte sind in Elementarladungen angegeben.
Rechts: Grafische Darstellung der Elektronendichtedifferenzen. Blaue
Bereiche kennzeichnen eine Verringerung der Elektronendichte, eine
Zunahme an Elektronendichte liegt in den roten Regionen vor. Der
Konturlevel entspricht vorherigen Untersuchungen.

Eine Aminosaure-Dekompositionsanalyse wurde durchgefihrt, um den
genauen Einfluss einzelner Aminosauren auf die Ligandenbindung zu
bestimmen und insbesondere die Interaktionen mit Asp25’ ndher zu betrachten
(s. Abbildung 4.20). Es ist auffallig, dass sich die Einflisse einiger
Aminosaurereste relativ stark verandern. Asp25’ stellt weiterhin den wichtigsten
Wechselwirkungspartner fir den Liganden dar, der positive Effekt hat sich
jedoch um 5,8 kcal/mol im Vergleich zum Mozenavir verringert. Eine mogliche
Ursache liegt in der nicht ganz idealen Lage des neuen Ringsystems, wodurch
sich auch ein verringerter Effekt von [le50" ergibt. Die deutlich starkere
Stabilisierung des Derivats durch Asp30 ist auf eine leichte Positionsanderung
des am sp®-hybridisierten Kohlenstoffatom gebundenen 4-Aminobenzylrestes
zurickzufihren. Beim Mozenavir ist dieser Substituent am Stickstoff des
Diazepanringes gebunden. Die verstarkte Interaktion mit Asp29’ kommt durch
die allgemeine Lage&nderung des Ringsystems zustande.
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Abbildung 4.20: Einfluss einzelner Aminosauren. Die positiven Energiednderungen zeigen den
stabilisierenden Effekt der jeweils angegebenen Aminosdure auf die
Ligandenbindung. Dargestellt sind Aminosduren, die auf mindestens einen
Inhibitor einen Einfluss von mehr als +5 kcal/mol besitzen. Die Resultate des
Mozenavir sind den Untersuchungen aus Kapitel 4.3.2.2 entnommen.

Die Untersuchung des Wasserstoffbriickenbindungsmusters zeigt zwei
konstante Wechselwirkungen des Liganden mit den Sauerstoffatomen von
Asp25’. Die Aminosaure Asp25 bildet Wasserstoffbriickenbindungen sowohl zu
Asp25’ als auch zum Sauerstoff der Hydroxylgruppe aus (s. Abbildung 4.21).
Hingegen unterliegen die Interaktionen mit 1le50 und 1le50" kleineren
Schwankungen aufgrund der Lagednderung des Ringsystems. Eine weitere
stabile Wasserstoffbriickenbindung besteht zwischen der zuvor beschriebenen
aromatischen Aminogruppe und Asp30.
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Abbildung 4.21: Mozenavir-Derivat im aktiven Zentrum der HIV-1 PR.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Modifikation des Ringsystems die Moglichkeit
bietet, im aktiven Zentrum einen push-pull-Mechanismus &hnlich zum Tipranavir
auszubilden. Allerdings scheint das neue Grundgerist nicht ideal am Wirkort
binden zu koénnen. Weiterhin bewirkt das verédnderte Ringsystem eine
Lageanderung der aromatischen Substituenten, wodurch diese deutlich bessere
Interaktionen mit Aminoséauren des aktiven Zentrums eingehen konnen. Im
Endeffekt erh6hen sich die Gesamtwechselwirkungen zwischen Inhibitor und
Enzym, was auch mit einer Affinitditszunahme korrelieren konnte. Dieser
Strukturentwurf scheint also eine geeignete Basis zum Design neuer
Substanzen zu sein.

4.5.1.2 Verbesserung der Substituenten

Der Inhibitor A98881 (s. Abbildung 4.22 [138]) hemmt die HIV-1 Protease
wesentlich starker als das Mozenavir. Die Verbindung besitzt im Vergleich zu
den urspringlichen zyklischen Harnstoffderivaten ein leicht verandertes
Grundgerust.
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Abbildung 4.22: Inhibitor A98881.

Es fallt auf, dass auch hier nur eine Hydroxylgruppe Wechselwirkungen mit
Asp25/25’ eingehen kann. Diese Modifikation kann aber nicht die alleinige
Ursache fur die erhohte Bindungsaffinitat sein. Die Ver&nderung der
Substituenten des Grundgerists scheint einen entscheidenden Anteil an der
verbesserten Bindung im Enzym zu haben. Aus diesem Grund wurde das
Grundgerust der im vorhergehenden Kapitel untersuchten Verbindung in den
Inhibitor A98881 integriert (Abbildung 4.23).

Abbildung 4.23: Derivat des Inhibitors A98881. Die Modifikationen zum Mozenavir sind rot
dargestellt. Die Bezifferung dient der Identifizierung von Atomen bei der
Beschreibung von Molekileigenschaften.

Um die Auswirkungen der Modifikationen beurteilen zu kénnen, wurde der
Ligand in einer QM/MM-MD-Simulation untersucht. Ausgangspunkt fur die
Untersuchungen des A98881-Derivats war die Startgeometrie des Mozenavir-
Derivats. Die 4-Aminobenzylsubstituenten wurden mit Hilfe des Programms
Insightll  durch  4-Hydroxy-3-methoxybenzylreste ersetzt. Die weitere
Durchfiihrung erfolgte analog zur Beschreibung im Kapitel 4.4.1.

Die Tabelle 4.10 zeigt die Wechselwirkungsenergien des Liganden. Es kommt
zu einer weiteren Steigerung der elektrostatischen Interaktionen mit dem
Enzym im Vergleich zum Mozenavir (s. Tabelle 4.8) und dem bereits
untersuchten Derivat (s. Tabelle 4.9). Die Verdnderung der Substituenten vom
Mozenavir- zum A98881-Derivat bewirkt eine deutliche Zunahme der
elektrostatischen Polarisation von -13,4 auf -19,7 kcal/mol, hingegen steigt die
permanente Wechselwirkungsenergie nur geringfiigig. Die Dispersionseffekte
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mit dem Enzym verringern sich beim neuen Liganden nur begrenzt. Beide
Substituenten  scheinen vergleichbare  Mobglichkeiten  fir  hydrophobe
Wechselwirkungen zu besitzen.

Tabelle 4.10: Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) des A98881-Derivats
A98881-Derivat

DEpie 47,8 +1,0
DE, 60,3 +0,6
DE perm -40,7 +0,5
DE -19,7 +0,2
DEap -39,3 +0,3
DE, 19,6 +0,2

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen des Enzym-Ligand-Komplexes tber 10 ps.

In Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse der atomaren Polarisation gezeigt. Auch
in den hier durchgefuhrten MD-Simulationen ist die Ausbildung eines push-pull-
Effekts im Grundgertst erkennbar, wodurch sich Elektronen vom Hs-Atom in
Richtung O;-Atom bewegen. Zusatzlich sind grol3ere Effekte an den neuen
4-Hydroxy-3-methoxybenzylsubstituenten  festzustellen.  Besonders das
Hes-Atom der phenolischen Hydroxylgruppe scheint aufgrund des starken
Ladungsanstiegs direkte Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum
auszubilden. Die angegebenen Elementarladungen werden durch die
Darstellung der Elektronendichtedifferenzen erganzt und bestatigt.
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Abbildung 4.24: Atomare Polarisation des Derivats von A98881.
Links: Durchschnittliche Partialladungen im Vakuum und im Enzym (in
Klammern). Die Werte sind in Elementarladungen angegeben.
Rechts: Grafische Darstellung der Elektronendichtedifferenzen. Blaue
Bereiche kennzeichnen eine Verringerung der Elektronendichte, eine
Zunahme an Elektronendichte liegt in den roten Regionen vor. Der
Konturlevel entspricht vorherigen Untersuchungen.

Die Analyse der direkten Wechselwirkungen zwischen Enzym und Ligand
offenbart die Eigenschaften der modifizierten Substituenten (s. Abbildung 4.25).
Die 4-Hydroxy-3-methoxybenzylreste bilden drei Wasserstoffbriickenbindungen
(H-Brucken 2, 3 wund 7) aus. Die zuvor beschriebenen starken
Polarisationseffekte korrelieren mit den hier dargestellten Ergebnissen.

Daneben treten die bereits bekannten Interaktionen mit Asp25/25’ und Ile50/50’
auf. Es ist bemerkenswert, dass insbesondere die
Wasserstoffbrickenbindungen mit den Isoleucinen im Vergleich zum
Mozenavir-Derivat deutlich stabiler sind.
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Wasserstoffbrickenbindungsmuster des A98881-Derivats

= Asp25-05 - Asp29-07 - Asp30-H6 - [le50- 01 - Asp25'-H5 = Asp25'-H5 - Asp30'-H8 - 1le50' - O1

H-Briickenbindung

Zeit [ps]

Abbildung 4.25: Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem A98881-Derivat und der HIV-1
Protease. Dargestellt sind 50 ps des equilibrierten Systems. Die
Atomnummerierung ist Abbildung 4.23 zu entnehmen.

Zur endgultigen Bewertung der Bindungseigenschaften des A9881-Derivats
wurde eine Aminosaure-Dekompositionsanalyse durchgefiihrt (s. Abbildung
4.26). Hierbei zeigt sich, dass der neue Ligand im Vergleich zum zuvor
untersuchten Mozenavir-Derivat (s. Abbildung 4.20) deutlich mehr durch Asp25’
stabilisiert wird und das Niveau von Mozenavir erreicht. Des Weiteren ist
auffallig, dass sich Effekte einiger Aminosauren umgekehrt haben. So besitzen
beim A98881-Derivat Asp30, Gly49’ und lle50 eine grofRere Wirkung als Asp30’,
Gly49 und 1le50’. Diese Veranderungen bedeuten keinen Unterschied in der
Bindung, sondern sind aufgrund der Symmetrie der HIV-1 Protease mdglich.
Demzufolge erhoht nur Asp29’ die gunstigen Wechselwirkungen im aktiven
Zentrum.
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Abbildung 4.26: Einfluss einzelner Aminosauren. Die positiven Energiednderungen zeigen den
stabilisierenden Effekt der jeweils angegebenen Aminosdure auf die
Ligandenbindung. Dargestellt sind Aminosduren, die auf mindestens einen
Inhibitor einen Einfluss von mehr als +5 kcal/mol besitzen. Die Resultate des
Mozenavir sind den Untersuchungen aus Kapitel 4.4.2.2 entnommen.

Als Resumee lasst sich feststellen, dass die Modifikationen der Substituenten
einen  deutlichen Beitrag zur  Erhdhung der  elektrostatischen
Wechselwirkungsenergien leisten und demzufolge die Bindungseigenschaften
im Enzym verbessern. Das wiederholte Auftreten des push-pull-Effektes erfullt
die Erwartungen an das veranderte Grundgerist, auch wenn der stabilisierende
Effekt von Asp25’ nicht deutlich gesteigert werden konnte. Folglich kann auch
die hier vorgestellte Struktur als Anregung zum Entwurf neuer Hemmstoffe
dienen.

4.5.2 Tipranavir-Derivate

Die bereits vorgestellten Ergebnisse fur Tipranavir unterstreichen die
herausragende inhibitorische Potenz der Substanz (Ki=0,008 nM). Der mit Hilfe
der Aminosduren-Dekompositionsanalyse aufgedeckte, besonders starke
Stabilisierungseffekt von Asp25’ sowie die einem push-pull-Mechanismus
ahnliche Ladungsverschiebung legen nahe, dass Tipranavir optimal im aktiven
Zentrum der HIV-1 Protease bindet. Eine Modifikationsmdglichkeit bietet
lediglich die Sulfonamidstruktur des Tipranavir. Wie in Kapitel 4.4.2.2
beschrieben, fuhrt die erhohte negative Ladungsdichte der beiden
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Sauerstoffatome dieser Partialstruktur zu einer anderen Orientierung der
Seitenkette von Asp30 als bei Nelfinavir. Als Folge ergibt sich ein
destabilisierender Effekt von mehr als 5kcal/mol auf die Bindung des
Tipranavir. Eine Verbesserung dieser Substruktur kdnnte die Bindungsaffinitat
erhohen.

4.5.2.1 Invertierung des Sulfonamids

Zur Verringerung der Ladungsdichte sowie der ungunstigen Wechselwirkungen
mit Asp30 wurde das Sulfonamid invertiert, sodass die Sulfongruppe und das
Amin die Positionen wechseln (s. Abbildung 4.27). Es sollte getestet werden, ob
der Ersatz eines Wasserstoffbrickenakzeptors durch einen —donator eine
direkte Wasserstoffbriickenbindung zur Seitenketten-Carboxylatgruppe von
Asp30 ermdglicht und so eine starkere Bindung im aktiven Zentrum bewirkt. Zur
Untersuchung der veranderten Wechselwirkungen wurden QM/MM-MD-
Simulationen mit dem Derivat durchgefuhrt. Die Ausgangskoordinaten wurden
der Kiristallstruktur von Tipranavir im Komplex mit der HIV-1 Protease
entnommen. Im Anschluss wurden nur die Positionen des Sulfonamids mit Hilfe
des Programmpakets Insightll verandert. Die  Systeminitialisierung,
Energieminimierung sowie die MD-Simulationen wurden entsprechend der
Beschreibung in Kapitel 4.4.1 durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten.

Abbildung 4.27: Derivat des Tipranavir mit inversem Sulfonamid. Die veranderte Substruktur
ist in rot dargestellt. Die Bezifferung dient der Identifizierung von Atomen bei
der Beschreibung von Molekileigenschaften.

Nach Erreichen eines equilibrierten Zustandes wurden fir die neue Substanz
die Wechselwirkungsenergien, Wasserstoffbrickenbindungsmuster und die
Effekte der einzelnen Aminosduren fir den modifizierten Protein-Ligand-
Komplex untersucht.
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Tabelle 4.11: Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) des Tipranavir-Derivats mit modifiziertem

Sulfonamid
Tipranavir-Derivat
mit invertierter Sulfonamidgruppe
DEpis -72,4 +£0,9
DE, 64,1 £1,1
DE perm -44,4 £0,8
DE -19,7 £0,3
DE,,, -39,3 £0,7
DE i 19,5 £0,3

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen des Enzym-Ligand-Komplexes tber 10 ps.

Die Analyse der in Tabelle 4.11 dargestellten Wechselwirkungsenergien ergab
mit Tipranavir vergleichbare Werte (s.Tabelle 4.8), wobei es ingesamt zu einer
Erhohung um fast 7 kcal/mol gekommen ist.

Zur Uberprifung des Effektes von Asp30 auf die Inhibitorbindung wurde nach
dem in Kapitel 4.4.2.2 Dbeschriebenen Verfahren eine Aminosaure-
Dekompositionsanalyse durchgefuhrt. In Abbildung 4.28 ist zu erkennen, dass
sich der Einfluss von Asp30 deutlich verandert hat. Die Destabilisierung von
etwa 6 kcal/mol hat sich in einen stabilisierenden Effekt von mehr als 3 kcal/mol
umgekehrt. Weiterhin hat sich der Einfluss von Arg8 deutlich erhdht. Die
Ursache liegt in einer leichten Positionsanderung des Trifluoromethyl-Pyridin-
Substituenten aufgrund der Invertierung des Sulfonamids (vgl. Abbildung 4.29).
Die weiteren Aminosauren besitzen erwartungsgemald ahnliche Effekte auf die
beiden Inhibitoren. Arg87’ hat keinen direkten Kontakt zu den Liganden und
bildet mit Asp29° eine Salzbricke. Durch die Entfernung des
Wechselwirkungspartners fur Asp29’ kommt es zu einer erhdhten negativen
Ladungsdichte in der Umgebung der Aminoséaure, die nicht mehr abgepuffert
werden kann. Aus diesem Grund ergibt sich ein scheinbar negativer Effekt auf
die Ligandenbindung.
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Abbildung 4.28: Beitrdge individueller Aminosauren zur Bindung der Inhibitoren. Positive und
negative  Energieanderungen  zeigen den  stabilisierenden  oder
destabilisierenden Effekt der jeweils angegebenen Aminosdure. Ausgewéhlt
wurden Aminosauren, die auf mindestens einen Inhibitor einen Einfluss von
mehr als =5 kcal/mol besitzen. Die Resultate des Tipranavir sind den
Untersuchungen aus Kapitel 4.4.2.2 entnommen.

Abbildung 4.29 zeigt eine Uberlagerung von Tipranavir (grin) und dem neuen
Derivat (magenta) im aktiven Zentrum des Enzyms. Es ist zu erkennen, dass
keine direkte Wasserstoffbriicke zwischen der Seitenketten-Carboxylatgruppe
von Asp30 und dem Wasserstoffatom des Sulfonamids ausgebildet wird. Der
mittlere Abstand betragt ca. 4 A.

Beim Derivat fehlt auch aufgrund der Invertierung des Sulfonamids eine direkte
Wechselwirkung mit Gly48 (zur besseren Ubersicht nicht eingeblendet), wie sie
beim Tipranavir zu beobachten ist (s. Abbildung 4.15). Daraus ergibt sich auch
der etwas geringere Stabilisierungseffekt (vgl. Abbildung 4.28). Eine zuséatzliche
Wasserstoffbriicke existiert zwischen Arg8 und einem Fluoratom der
Trifluormethylgruppe, bedingt durch die Lage&nderung des Trifluoromethyl-
Pyridin-Substituenten. Die weiteren Wechselwirkungen entsprechen denen des
Tipranavir im Komplex mit der HIV-1 Protease.
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Arg8'

Abbildung 4.29: Uberlagerung von Tipranavir (grin) und dem Derivat mit invertierter
Sulfonamidgruppe (magenta) im aktiven Zentrum. Zur besseren Ubersicht
sind nur Aminosauren eingeblendet, die wichtige Wechselwirkungen mit dem
Derivat ausbilden.

Bei der Analyse der atomaren Polarisation konnte wie beim Tipranavir die
Ausbildung des push-pull-Systems beobachtet werden, welches zu besonders
starken Wechselwirkungen mit Asp25’ und 11e50/50’ fuhrt.

Anhand der dargestellten Ergebnisse lasst sich feststellen, dass die
Invertierung der Sulfonamidstruktur eine Verbesserung der
Bindungseigenschaften ermoglicht.

4.5.2.2 Ersatz des Sulfonamids durch Hydroxylgruppen

Die Invertierung der Sulfonamidgruppe verbesserte, wie im vorhergehenden
Abschnitt erlautert, die Wechselwirkungen zwischen dem Tipranavir und der
HIV-1 Protease. Im Folgenden wird die Untersuchung des Austauschs dieser
funktionellen Gruppe durch eine bzw. zwei Hydroxylgruppen beschrieben
(s.Abbildung 4.30). Bei der Monohydroxy-Verbindung wurde aufgrund der
Gegebenheiten im aktiven Zentrum nur das abgebildete S-Enantiomer evaluiert,
da nur in dieser Konfiguration der Wasserstoffbriickendonator in Richtung von
Asp30 zeigt. Beim Diol-Derivat wurden beide Enantiomere der zweiten
Hydroxylgruppe untersucht. Dabei ergab sich, dass das hier angegebene
S-Enantiomer deutlich guinstigere Bindungseigenschaften als das R-Enantiomer
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besitzt. Aus diesem Grund werden nur die Ergebnisse der in Abbildung 4.30
dargestellten Konfigurationen présentiert.

Abbildung 4.30: Hydroxy-Derivate des Tipranavir. Die neuen Strukturelemente sind rot
gekennzeichnet. Die Bezifferung dient der Identifizierung von Atomen bei der
Beschreibung von Molekileigenschaften.

Es wurden QM/MM-MD-Simulationen der Liganden im Komplex mit der
HIV-1 Protease nach dem Standardverfahren durchgefuhrt (s. Kapitel 4.4.1).
Die berechneten Wechselwirkungsenergien sind in Tabelle 4.12 dargestellt.

Tabelle 4.12: Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) der Hydroxy-Derivate des Tipranavir

Monohydroxy-Derivat Dihydroxy-Derivat

des Tipranavir des Tipranavir
DE,q -70,1 +0,9 -62,0 £0,8
DE, -55,8 £1,2 70,4 +1,2
DE o -33,6 £0,8 -50,3 £0,9
DE,, 22,2 +0,4 -20,2 +0,4
DE,,, -44,2 +0,8 -40,0 £0,8
DE, 22,0 +0,4 19,9 +0,4

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen der Enzym-Ligand-Komplexe tber 10 ps.

Die Ergebnisse der beiden Hydroxy-Derivate unterscheiden sich relativ stark
voneinander. Die elektrostatischen Wechselwirkungen der
Monohydroxyverbindung sind um mehr als 6 kcal/mol geringer als die des
Tipranavir (s. Tabelle 4.8). Die Werte verbessern sich deutlich durch die
Einflhrung einer zweiten Hydroxylgruppe und tbertreffen die des Tipranavir um
nahezu 8 kcal/mol. Wahrend der Ersatz der Sulfongruppe durch eine
Methylengruppe zu hoheren hydrophoben Interaktionen des Monohydroxy-
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Derivats fuhrt, bewirkt dagegen die Einfihrung einer zweiten Hydroxylgruppe
eine Verringerung dieser Wechselwirkungen.

Asp29

Arg8'

Abbildung 4.31: Uberlagerung des Monohydroxy-Derivats (rotbraun) und des Diols (blau) im
aktiven Zentrum der HIV-1 Protease. Zur besseren Ubersicht sind nur
Aminosduren eingeblendet, die wichtige Wechselwirkungen mit den
modifizierten Molekdlteilen eingehen.

Anhand von Abbildung 4.31 ist gut nachvollziehbar, wie es zu den
beschriebenen Veranderungen der Wechselwirkungsenergien kommt. So
besitzt das Diol die Moglichkeit, Uber zwei Wasserstoffbrickenbindungen mit
Gly48 zu interagieren.

Erkenntnisse zur Stabilisierung durch einzelne Aminosauren konnten durch
eine entsprechende Dekompositionsanalyse gewonnen werden (s. Abbildung
4.32).
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Aminosauren-Dekompositionsanalyse

H Tipranavir B Monohydroxy-Derivat B Dihydroxy-Derivat

45

40

35

30

25

20

15

DE [kcal/mol]

10

-10

Ala28 Asp30 Gly4s Gly49 lle50 Arg8' Asp25' Gly49' lle50" Arg87'
ausgewahlte Aminosaurereste der HIV-1 Protease

Abbildung 4.32: Beitrdge individueller Aminosauren zur Bindung der Inhibitoren. Positive und
negative  Energiednderungen  zeigen den  stabilisierenden  bzw.
destabilisierenden Effekt der jeweils angegebenen Aminoséure. Dargestellt
sind Aminosauren, die auf mindestens einen Inhibitor einen Einfluss von mehr
als 5 kcal/mol besitzen. Die Resultate des Tipranavir sind den
Untersuchungen aus Kapitel 4.4.2.2 entnommen.

Auch bei diesen Strukturvariationen ist festzustellen, dass sich die Interaktionen
mit Asp30 deutlich verbessern. Das Monohydroxy-Derivat wird durch diese
Aminosaure um 5,6 kcal/mol und das Diol um 2,5 kcal/mol stabilisiert. Der
Einfluss von Arg8' verstarkte sich bei beiden Derivaten um 4,3 bzw.
6,4 kcal/mol durch eine leichte Anndherung des Trifluormethyl-Pyrimidin-
Substituenten. Aufgrund eines fehlenden Wechselwirkungspartners reduzierte
sich der Effekt von Gly48 auf das Monohydroxy-Derivat um 3,8 kcal/mol.
Dagegen ergab der Austausch des Wasserstoffatoms des Sulfonamids durch
eine Hydroxylgruppe vergleichbare Ergebnisse. Die Stabilisierung der Liganden
durch Asp25’ besitzt bei den drei Strukturen die grof3te Bedeutung, auch wenn
sie beim Monohydroxy-Derivat im Vergleich zu den beiden anderen um etwa 5
kcal/mol verringert ist.



4.5 Suche nach strukturellen Verbesserungen 125

Wasserstoffbriickenbindungsmuster der Hydroxy-Derivate des Tipranavir

1: Asp29 — Ny 3: Asp30 — Hg 5: Gly48 — H, 7: Arg8' —Fq 9: Asp25'—H, 11:1le50‘'-0,
2: Asp30 — Oq4 4: Gly48 — O, 6:1le50 - O, 8: Arg8' - F, 10: Asp25'—H, 12:1le50' -0,

124~ —7 = T - - = - = - - - -
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10 | - — - = =

9,

H-Briickenbindung

Zeit [ps]

Abbildung 4.33: Vergleich der Wasserstoffbriickenbindungen des Mono- und Dihydroxy-
Derivats. Untersucht wurden 50 ps der equilibrierten QM/MM-MD-
Simulationen. Die jeweilige Wasserstoffbriickenbindung des Monohydroxy-
Derivats (rotbraun) ist unterhalb und die des Dihydroxy-Derivats (blau)
oberhalb der Nummer dargestellt. Die Atomnummern der Verbindungen sind
Abbildung 4.30 zu entnehmen.

Die Analyse der Wasserstoffbrickenbindungsmuster (s. Abbildung 4.33)
bestatigt die Ergebnisse der Aminosaure-Dekompositionsanalyse. Beide
Hydroxy-Derivate bilden stabile Wasserstoffbriickenbindungen zu Asp30 aus
(H-Bricken 2 wund 3), wobei die Monohydroxy-Verbindung bei den
Wechselwirkungspartnern variiert. Die Einfuhrung der Hydroxylgruppe bewirkt
im Vergleich zur invertierten Sulfonamidgruppe (s. Kapitel 4.5.2.1) einen noch
gunstigeren Effekt von Asp30 durch die raumliche Ann&aherung des
Wasserstoffbriickenbindungsdonators an die Seitenketten-Carboxylatgruppe.
Das Dihydroxy-Derivat geht zwei weitere direkte Wechselwirkungen mit Gly48
ein (H-Bricken 4 und 5), welche die Monohydroxy-Verbindung aufgrund der
fehlenden Hydroxylgruppe nicht ausbilden kann. Die zweite Hydroxylgruppe
bewirkt folglich den in Abbildung 4.32 gezeigten glnstigen Stabilisierungseffekt
durch Gly48. Die H-Bricken 6, 10 und 11 bestatigen, dass die bedeutenden
Interaktionen der 4-Hydroxy-Dihydropyron-Substruktur mit Asp25’ und 11e50/50’
bei beiden Verbindungen ebenfalls vorliegen. Das Dihydroxy-Derivat bildet
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zusatzlich zwei Wasserstoffbriickenbindungen (H-Briicken 9 und 12) mit Asp25’
und 1le50’, welche die elektrostatischen Wechselwirkungsenergien zusatzlich
erhohen. Wie beim Derivat mit invertierter Sulfonamidgruppe bestehen bei
beiden Hydroxyverbindungen direkte Wechselwirkungen zwischen Arg8’ und
den Fluoratomen der Trifluormethylgruppen, die auf die geringfugige
Lageanderung des Substituenten zuriickzufihren sind (H-Bricken 7 und 8).

Monohydroxy-Derivat Dihydroxy-Derivat

Abbildung 4.34: Grafische Darstellung der Elektronendichtedifferenzen reprasentativer
Strukturen der Hydroxy-Derivate des Tipranavir. Blaue Bereiche
kennzeichnen eine Verringerung der Elektronendichte, eine Zunahme an
Elektronendichte ist in rot dargestellt. Der Konturlevel ist identisch. Die
relative Orientierung der Liganden entspricht der in Abbildung 4.30.

Die Untersuchung der atomaren Polarisation ergab einen nahezu identischen
push-pull-Effekt der 4-Hydroxy-Dihydropyron-Substruktur bei den beiden
Hydroxy-Derivaten, auch im Vergleich zum Tipranavir. Zusatzlich bestatigen die
in Abbildung 4.34 gezeigten Elektronendichtedifferenzen die Ergebnisse. Im
Bereich des Ringsystems alternieren die roten und blauen Bereiche als Indiz fir
die Elektronenverschiebungen. Im jeweils linken Teil der Liganden ist auch die
Polarisation der Hydroxylgruppen durch Asp30 und Gly48 (nur beim Dihydroxy-
Derivat)  erkennbar. Die  Elektronendichte an den  zugehorigen
Wasserstoffatomen verringert sich (blaue Regionen) durch die Ausbildung der
Wasserstoffbriickenbindungen. An den beteiligten Sauerstoffatomen nimmt die
Ladungsdichte im Enzym-Ligand-Komplex zu (rote Bereiche).

Als Ergebnis der durchgefiihrten Untersuchungen lasst sich ableiten, dass
Hydroxylgruppen eine gute Alternative zur Sulfonamidstruktur darstellen und die
Wechselwirkungen mit Asp30 verbessern. Das Dihydroxy-Derivat Ubertrifft
sogar die Gesamtwechselwirkungsenergien des Tipranavir. Nachteilig konnte
sich auswirken, dass Verbindungen mit Diolstrukturen in gewissem Umfang
oxidationsempfindlich sind. Hingegen ist anzunehmen, dass das Diol aus
biotransformatorischer Sicht eine grofRere Stabilitat als das Monohydroxy-
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Derivat besitzt. Insgesamt kdnnen aber beide Verbindungen als aussichtsreiche
Optionen zum Tipranavir angesehen werden.

4.5.3 Vergleich der Elektronenwanderung der untersuchten
Strukturen

Aufgrund der Bedeutung des push-pull-Systems werden hier die
Atompolarisationen der untersuchten Grundgeriste zusammen in einer
Ubersicht gezeigt.

Tabelle 4.13: Vergleich der Elektronenbewegung bei den 4-Hydroxypyronen

Polarisation der Atome

O, Cz Cs Cs Oq4 H4

Tipranavir -0,17 0,07 -0,14 0,12 0,01 0,15

Tipranavir mit

) i _ -0,14 0,05 -0,12 0,12 -0,03 0,14
invertiertem Sulfonamid

Monohydroxy-Tipranavir  -0,14 0,03 -0,14 0,14 -0,03 0,15
Dihydroxy-Tipranavir -0,13 0,04 -015 0,14 -0,03 0,15

Die Polarisation entspricht der Differenz der mittleren Elementarladungen der Atome im
Vakuum und Enzym, berechnet in QM/MM-MD-Simulationen Uber 10ps. Die
Atomnummerierung kann den Abbildungen in den jeweiligen Kapiteln entnommen werden.

In Tabelle 4.13 ist die Polarisierung von Atomen des Ringsystems der
untersuchten 4-Hydroxypyrone angegeben. Ausgewéhlt sind Atome, die an der
Elektronenbewegung vom Wasserstoffatom zum Sauerstoff beteiligt sind und
zur Verstarkung der elektrostatischen Wechselwirkungen fuhren. Die
alternierende Zu- und Abnahme der Polarisation verdeutlicht den bei allen
Liganden auftretenden Effekt. Dabei sind die auftretenden Unterschiede gering.

Die Werte in Tabelle 4.14 bestatigen die erfolgreiche Implementierung eines
push-pull-Systems bei den Derivaten der zyklischen Harnstoffe. Insbesondere
im Vergleich zum Mozenavir, das kein konjugiertes 11-System besitzt, zeigt sich,
dass es nur beim Mozenavir- und A98881-Derivat zu einer
Elektronenbewegung tber das gesamte 1-System kommt. Folglich kbnnen nur
die modifizierten Ringsysteme Wechselwirkungen zwischen Asp25/25’ und
11e50/50" vermitteln.
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Tabelle 4.14: Vergleich der Elektronenbewegung bei Derivaten der zyklischen Harnstoffe

Polarisation der Atome

O: Ci GCiN2 GCs Cs Cs Os Hs
Mozenavir -0,0 0,02 -0,01 -0,02 0,05 0,038 -0,07 0,10
Mozenavir-Derivat  -0,08 0,03 -0,09 0,06 -0,05 0,08 -0,06 0,14
A98881-Derivat -0,14 0,05 -0,10 0,07 -0,05 0,06 -0,03 0,13

Die Polarisation entspricht der Differenz der mittleren Elementarladungen der Atome im

Vakuum

und Enzym,

berechnet

QM/MM-MD-Simulationen Uber 10 ps. Die

Atomnummerierung kann den Abbildungen im jeweiligen Kapitel entnommen werden.
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4.6 Abschatzung von Bindungsaffinitaten

Im Kapitel 4.2 wurde die detaillierte Berechnung von relativen
Bindungsaffinitaiten mit Hilfe der FEP-Methode beschrieben. Es konnte gezeigt
werden, dass es unter Verwendung eines komplexen Verfahrens moglich ist,
Bindungsenergiedifferenzen zwischen ahnlichen Verbindungen zu ermitteln. Die
Methode ist aufgrund des immensen Rechenaufwands und der
Anwendungsbeschrankung auf sich nur geringfligig unterscheidende Strukturen
nicht geeignet, die Bindungsaffinitaten der in Kapitel 4.4 untersuchten hoch
affinen Inhibitoren zu bestimmen. Eine Moglichkeit bieten aber Quantitative
Structure-Activity  Relationship’-(QSAR)-Methoden, die mit Hilfe von
verschiedenen Deskriptoren eine Beziehung zwischen den Strukturen der
Verbindungen und ihrer Aktivitat herstellen. Obwohl diese Verfahren extrem
natzlich sein kdénnen, ist es gleichzeitig winschenswert und auch notwendig,
bei der Berechnung von Bindungsaffinitdten u.a. auch die im Verlauf der
Bildung des Ligand-Rezeptor-Komplexes auftretenden
Konformationsénderungen durch die explizite Behandlung von Ligand, Protein
und wassriger Umgebung zu beriicksichtigen [139]. Aus diesem Grund sind
MD-Simulationen zur genaueren Untersuchung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen und zur quantitativen Abschatzung von chemischen und
pharmakologischen Eigenschaften gut geeignet. Einen guten Kompromiss
zwischen aufwandigen FEP- und QSAR-Methoden bilden Alternativen zur
Vorhersage von Bindungsaffinitaten, die auf der Linear Response Theory
basieren [140]. Ublicherweise werden in diesen Ansatzen kraftfeldbasierte
Energiefunktionen zur Beschreibung von Protein-Ligand- und Ligand-Solvent-
Wechselwirkungen verwendet [139][141][142].

Die von Aquist et al. entwickelte Linear Interaction Energy Method [142][143]
ermoglicht es, anhand von MD-Simulationen eines Liganden in gebundenem
und solvatisiertem Zustand Bindungsaffinitaten zu berechnen. Sie diente als
Anregung fur eine Korrelationsanalyse von relativen Wechselwirkungsenergien
mit den Bindungsaffinitaten von Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir. Die dabei
angewendete Methode ermdglicht die Zerlegung der Interaktionen in Beitrage
aus hydrophoben und permanenten elektrostatischen Wechselwirkungen sowie
Polarisationseffekten (s. Kapitel 3.4). Die Ergebnisse der QM/MM-MD-
Simulationen fur die drei Inhibitoren im Komplex mit der HIV-1 Protease wurden

! quantitative structure-activity relationship (engl.): quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen
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bereits in Kapitel 4.4.2.1 prasentiert. Zur Vergré3erung der Datenbasis wurden
zusatzlich drei weitere Hemmstoffe ausgewahlt (s. Abbildung 4.35).
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Abbildung 4.35: Ausgewahlte HIV-1 PR-Inhibitoren zur Korrelationsanalyse von relativen
Wechselwirkungsenergien und Bindungsaffinitaten.

Zusammen mit den zuvor untersuchten Substanzen bilden die sechs Inhibitoren
zwar nur eine kleine Auswahl an Hemmstoffen der HIV-1 Protease, weisen aber
eine unverkennbare strukturelle Diversitat auf. Insbesondere die
Wechselwirkungen des symmetrischen BMS-182193 sind aufgrund des von
Hydroxylgruppen eingeschlossenen sekundaren Amins nicht direkt
offensichtlich. Daher zeigt Abbildung 4.37 den Bindungsmodus dieser
Verbindung im aktiven Zentrum.
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Abbildung 4.36: Bindungsmodus des BMS-182193 in der HIV-1 Protease.

Es ist zu sehen, dass alle drei genannten Wasserstoffbriickendonatoren mit
Asp25/25’ in Wechselwirkung treten. Des Weiteren liegt wie beim Nelfinavir das
flap-water im aktiven Zentrum vor, um die Interaktionen der Sauerstoffatome mit
11e50/50" zu vermitteln. Zusatzlich besteht noch ein direkter Kontakt zwischen
dem Wasserstoffatom eines Carbaminsaureesters und Gly27'.

In Tabelle 4.15 sind die experimentell ermittelten Inhibitionskonstanten der
sechs Verbindungen aufgefuihrt. Die Reihenfolge entspricht der zunehmenden
Hemmwirkung auf die HIV-1 Protease. Die Inhibitionskonstanten unterscheiden
sich jeweils um ca. eine Zehnerpotenz.

Tabelle 4.15: Inhibitionskonstanten der ausgewahlten Inhibitoren

Name Ki [nM] Referenz
BMS-182193 100 [144]
AHA001 12,2 [146]
Nelfinavir 2,0 [58]
Mozenavir 0,34 [131]
Q8467 0,058 [131]

Tipranavir 0,008 [132]
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Zur Bestimmung der relativen Wechselwirkungsenergien wurden zunéchst mit
den neuen Verbindungen BMS-182193, AHAO0O01 und Q8467 QM/MM-MD-
Simulationen im Komplex mit der HIV-1 Protease durchgefiihrt. Als Startpunkte
dienten jeweils die Koordinaten der Kristallstrukturen (PDB-Code mit Auflésung:
10DW mit 2,1 A [144], 1AJX mit 2,0 A [146], 1QBU mit 1,8 A [131]). Die
Liganden wurden vollstandig quantenmechanisch, die Umgebung aus Protein
und Wasserhille molekularmechanisch behandelt. Die MD-Simulationen
wurden analog zu den Untersuchungen in Kapitel 4.4.1 durchgefiihrt, um
gleiche Bedingungen zu gewahrleisten.

Die Ermittlung der detaillierten Wechselwirkungsenergien wurde bei allen sechs
Inhibitoren auf 50 ps ausgedehnt, um fur die Korrelationsanalyse
reprasentativere Mittelwerte zu erhalten.

Die Analyse der MD-Simulationen ergibt die in Tabelle 4.16
zusammengestellten Ergebnisse. Die prasentierten Daten stehen nicht in
direkter Beziehung zu den Bindungsaffinitaten der Inhibitoren. Die Ergebnisse
der neuen Verbindungen sind mit den vorherigen Werten vergleichbar und
zeigen keine besonderen Auffalligkeiten.

Tabelle 4.16: Interaktionen der Liganden mit der HIV-1 Protease

Name Wechselwirkungsenergien (kcal/mol)
DE perm DE o DEpis

BMS-182193 -31,8 +1,5 -18,0 £0,6 -56,2 £1,2
AHAO001 -29,4 £0,5 -16,0 £0,3 -55,5 +0,9
Nelfinavir -45,8 +0,8 -21,8 +0,2 -62,4 +0,7
Mozenavir -23,7 £0,7 -159 +0,1 -57,4 +0,8
Q8467 -27,8 +1.3 -13,4 £0,3 -59,8 £1,0
Tipranavir -39,1 +1,2 -23,2 +0,2 -67,3 +1,2

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen der Enzym-Ligand-Komplexe tber 50 ps.

Fur eine Korrelationsanalyse mit Bindungsdaten muss zusatzlich die
Solvatation der Liganden berlcksichtigt werden. Zu diesem Zweck wurden
sechs Simulationen durchgefihrt, in denen sich die Liganden im Zentrum einer
Wassersphéare mit einem Radius von 25 A befinden. Das verwendete Protokoll
zur Durchfihrung der Molekildynamiken entspricht dem der Simulationen im
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Komplex mit der Protease (s. Kapitel 4.4.1). Zuvor wurden alle Aminosauren
sowie Kristallwassermolekile geldscht und die Startkonformation der Liganden
aus den Kristallstrukturen tbernommen. Nach Addition der Wasserhille und
Entfernung Uberlappender Atome enthielt jedes System ca. 1960
Wassermolekile.

Im Anschluss an die Systemequilibrierung wurde eine Polarisationsanalyse
durchgefihrt. Sie gibt die Interaktionen mit der wassrigen Umgebung wieder.
Die Polarisation der Liganden ist bei diesen Untersuchungen auf den Wechsel
vom Vakuum zur wassrigen Umgebung zuriickzufiihren (s. Tabelle 4.17).

Tabelle 4.17: Interaktionen der Liganden mit der Wasserphase

Name Wechselwirkungsenergien (kcal/mol)
DE perm DE o DEpis

BMS-182193 -35,6 £3,1 -14)1 +0,8 -355 £1,1
AHAO001 -19,2 £1,7 -16,9 £1,0 -26,2 £1,3
Nelfinavir -23,3 1,1 -99 +0,2 -28,1 14
Mozenavir -13,9 +0,7 -9,1 £0,2 -23,1 +£1,2
Q8467 -46,5 +1,2 -26,2 £14 -33,5 £0,9
Tipranavir -43,8 +2,0 -13,2 +03 -34,8 +0,8

Angegeben sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus QM/MM-MD-
Simulationen der Liganden in wassriger Umgebung Uber 50 ps.

Im Vergleich zu den Interaktionen mit dem Enzym (s. Tabelle 4.16) fallt auf,
dass sich bei allen Liganden die hydrophoben Wechselwirkungen deutlich
verringert haben. Bei AHA0O1, Mozenavir und Nelfinavir liegen sie sogar um
mehr als 50% unter den Werten der Enzym-Ligand-Komplexe. Die Ergebnisse
entsprechen grundsatzlich den Erwartungen und verdeutlichen wiederum den
hydrophoben Charakter des aktiven Zentrums der HIV-1 Protease. Die
permanenten elektrostatischen Wechselwirkungen zeigen keine klare Tendenz.
Die Interaktionen der Liganden AHAOO1, Nelfinavir und Mozenavir sind mehr
als 30% niedrigerer, hingegen kommt es bei BMS-182193, Q8467 und
Tipranavir sogar zu einer Steigerung der Werte. Ahnlich verhélt es sich bei den
Polarisationseffekten. Sie liegen bei BMS-182193, Nelfinavir, Mozenavir und
Tipranavir in wassriger Umgebung zwischen 20% und 55% unter denen im
Enzym. Hingegen werden AHAOOl1 und Q8467 durch die Wassermolekile
starker als durch das Enzym polarisiert.
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Aus den Daten lassen sich die relativen Wechselwirkungsenergien ( DDE)
errechnen. Sie stellen die Differenz aus den Interaktionen im gebundenen und
solvatisierten Zustand dar (s. Tabelle 4.18).

Zur Vorbereitung der Korrelationsanalyse wurden die experimentell ermittelten
Inhibitionskonstanten mit Hilfe der Gleichung (3.13) in relative freie
Bindungsenthalpien umgerechnet. Die eingesetzte Temperatur entspricht den
Simulationsbedingungen und betragt 298 K.

Bei der Untersuchung einer Korrelation zwischen den relativen
Wechselwirkungsenergien und den experimentell bestimmten relativen freien
Bindungsenthalpien muss bertcksichtigt werden, dass DG genau genommen
von DH und DS abhangig ist. Wie bereits in Kapitel 3.3 beschrieben, kann
unter der Annahme einer vernachlassigbaren Volumenanderung auch die
Anderung der inneren Energie DE anstelle von DH eingesetzt werden.
Allerdings bleiben die Entropieeffekte bei den hier vorgestellten
Untersuchungen unberiicksichtigt. Man kann jedoch annehmen, dass sie sich
bei AHAOO1, Mozenavir, Q8467 und Tipranavir nur geringflgig unterscheiden,
da diese Inhibitoren im aktiven Zentrum unter Verdrangung des flap-water
binden. BMS-182193 und Nelfinavir benétigen hingegen dieses zusatzliche
Wassermolekil, welches daher etwas starker abweichende Entropieeffekte
bewirken kbnnte. Eine genaue Quantifizierung der Entropieanderungen ist mit
den hier angewandten Methoden nicht moglich und stellt auch allgemein ein
Problem von theoretischen Untersuchungen zu Bindungsaffinititen dar.
Insofern werden bei der folgenden Korrelationsanalyse die Unterschiede von
DS vernachlassigt.

Tabelle 4.18: Ausgangsdaten fir die Korrelationsanalyse (kcal/mol)

Name relative Wechselwirkungsenergien rel. Bindungs-
enthalpie
DDE DDE DDE,, DG,
BMS-182193 3,8 -3,9 -20,7 -9,5
AHAO001 -10,2 0,9 -29,3 -10,8
Nelfinavir -22,5 -11,9 -34,3 -11,8
Mozenavir -9,8 -6,8 -34,3 -12,9
Q8467 18,7 12,8 -26,3 -13,9

Tipranavir 4,7 -10,0 -32,5 -151
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Die in Tabelle 4.18 angegebenen Daten wurden in einer multiplen linearen
Regression analysiert. Die gesuchte Funktion sollte einer Geraden der
Gleichung (4.4) entsprechen, das heil3t, dass bei einer Bindungsenthalpie von
Null auch keine Wechselwirkungsenergiedifferenzen vorliegen.

I:x;exp = rnlDDEperm + mZDI:]EpoI + rn?,DDEDisp (44)

m,: Koeffizienten der Geradengleichung

Tabelle 4.19: Koeffizienten der relativen Wechselwirkungsenergien

m, m, m,
-0,16 +0,01 0,04 +0,02 0,43 +0,00

Angegeben sind die Koeffizienten der Geradengleichung und deren Standardabweichungen
als Ergebnis der linearen Regressionsanalyse.

Tabelle 4.19 prasentiert die Ergebnisse der multiplen linearen Regression. Es
sind die Koeffizienten der Geradengleichung angegeben. Sie kbnnen auch als
Wichtungsfaktoren der einzelnen Energieterme betrachtet werden. Das

bedeutet, dass DDE den grofRten Einfluss bei der Berechnung der

Disp
Bindungsaffinitat  besitzt. Weiterhin ist festzustellen, dass starkere
Polarisationseffekte im Enzym zu einer wenn auch kleinen Steigerung der
Ligandenbindung beitragen. Die Polarisation hat wie erwartet einen positiven

Effekt.

Beim Koeffizienten von DDE,, zeigt sich ein anderer Zusammenhang.

Wahrend des Bindungsprozesses bewegen sich die Verbindungen aus einer
hydrophilen Umgebung ins lipophile aktive Zentrum. Permanente Dipole
verlieren dabei ihre gunstigen Wechselwirkungen mit der Hydrathtlle. Bei der
Komplexbildung mit der HIV-1 Protease entstehen zwar spezifische
elektrostatische Kontakte, sie kdbnnen aber in Abhangigkeit von der Struktur der
Substanzen geringer als in einer polaren Umgebung aul3erhalb des Enzyms
sein. Aufgrund der Eigenschaften des aktiven Zentrums der Protease ergibt

sich far den Koeffizienten DDE , ein negatives Vorzeichen. Daraus lasst sich

m

ableiten, dass Verbindungen eine sehr hohe Bindungsaffinitat aufweisen
kénnen, obwohl sie im aktiven Zentrum im Vergleich zur wassrigen Umgebung
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geringere permanente elektrostatische Wechselwirkungen besitzen. Dieser fur
die Bindung an sich negative Effekt wird jedoch durch den deutlichen Zugewinn
an dispersiven Wechselwirkungen ausgeglichen, sodass insgesamt eine
effektive Inhibition des Enzyms erfolgt. Die Strukturelemente, die permanenten
Dipolcharakter besitzen, sind im Ubrigen notwendig, um die Loslichkeit der
ansonsten sehr lipophilen Inhibitoren in physiologischer Umgebung zu
gewabhrleisten.

Die grafische Darstellung der experimentellen und berechneten Daten ist in
Abbildung 4.37 zu sehen.

Korrelation von relativen Wechselwirkungsenergien und
experimentellen Bindungsenthalpien

= BMS-182193 = AHAO001 = Nelfinavir Mozenavir = Q8467 = Tipranavir
-18

16 r2=0,98

14

-12

D Gealc [kcal/mol]

-10

-8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16 -17 -18
DGeyp [kcal/mol]

Abbildung 4.37: Grafische Darstellung der Korrelationsanalyse zur Bindungsaffinitat
ausgewahlter HIV-1 Protease-Inhibitoren. Die Linie entspricht der Funktion
y=x und zeigt den idealen Verlauf der Werte.

Die vorgestellte Korrelationsanalyse ist mit einem BestimmtheitsmaR r? von
0,98 hervorragend dazu geeignet, die Beziehung zwischen den experimentellen
und  berechneten Werten wiederzugeben. Zur  Uberprifung der
Regressionsanalyse wurde ein F-Test' durchgefiihrt. Der berechnete F-Wert
betragt 63,7. Da dieser Wert tber dem kritischen F-Wert von 9,28 liegt, ist das
gefundene Regressionsmodell fir die untersuchten Daten geeignet.

! F-Test:statistische Methode zur Uberpriifung, ob die Ergebnisse der Regressionsanalyse
zufallig sind oder nicht.
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Bei den hier durchgefuhrten Untersuchungen wurden erstmalig explizite
Polarisationseffekte bei der Abschatzung von Bindungsaffinitaten beachtet. Um

den Vorteil der getrennten Wichtung von DDE . und DDE,, beurteilen zu

m
kdnnen, wurde auch die Korrelation der summierten elektrostatischen

(DDE ., + DDE ) und der dispersiven ( DDE,,,) Wechselwirkungen untersucht.

Disp
Anhand des ermittelten BestimmtheitsmalRes von 0,81 lasst sich erkennen,
dass die explizite Berucksichtigung der Polarisation zu einer Feinjustierung der

Ergebnisse fiihrt, wie die Steigerung von r? auf 0,98 zeigt.

Aufgrund des kleinen Datensatzes von nur sechs Verbindungen wird auf
weitere statistische Untersuchungen verzichtet. Die vorgestellte Korrelation
erhebt nicht den Anspruch, fur generelle Vorhersagen von experimentellen
Bindungsaffinititen geeignet zu sein. Sie bestatigt jedoch, dass die in den
QM/MM-MD-Simulationen  ermittelten Daten in Beziehung zu den
Bindungsaffinitdten stehen und wertvolle Aussagen zu Bindungseigenschaften
ermoglichen. Daher sollte an einem Beispiel exemplarisch tGberprift werden, ob
fur eine der modifizierten Strukturen auch eine gunsitge Affinitat vorhergesagt
werden kann. Aufgrund des Rechenaufwands wurde zu diesem Zweck nur das
Dihydroxy-Derivat des Tipranavir (s. Kapitel 4.5.2.2) ausgewahlt.

Zur Abschatzung der Bindungsaffinitit wurde die Bestimmung der
Wechselwirkungsenergien im Enzym auf 50 ps ausgedehnt und zusatzlich eine
QM/MM-MD-Simulation des Diols in Wasser durchgefuhrt, um die
Solvatationseffekte analog zu den anderen sechs Inhibitoren zu bestimmen.
Aus den Ergebnissen dieser beiden Untersuchungen ergeben sich die in
Tabelle 4.20 dargestellten relativen Wechselwirkungsenergien.

Tabelle 4.20: Relative Wechselwirkungsenergien (kcal/mol) des Dihydroxy-Tipranavir

Name relative Wechselwirkungsenergien
DDE DDE DDE,,
Dihydroxy-Tipranavir -24,3 -3,4 -32,2

Ein Vergleich mit den Ergebnissen des Tipranavir zeigt, dass DDE,,, dem Wert

Disp
des Tipranavir in etwa entspricht, da die Unterschiede der hydrophoben
Interaktionen zwischen der gebundenen und ungebundenen Form sich um den
nahezu gleichen Betrag verringern. Bei der Polarisation zeigt sich insbesondere
durch verringerte Effekte des Diols im Enzym eine geringere Differenz zwischen

Enzym- und Wasserumgebung, die aber aufgrund des relativ kleinen
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Koeffizienten nur einen geringen Einfluss auf die Abschéatzung der
Bindungsaffinitat besitzt.

Der grof3te Unterschied zwischen den Ergebnissen beider Verbindungen
besteht bei den permanenten elektrostatischen Wechselwirkungsenergien. Im
Protein-Ligand-Komplex besitzt das Dihydroxy-Derivat um ca. 25% starkere
Interaktionen als das Tipranavir. Hingegen ubertrifft das Tipranavir in
wassrigem Milieu das Diol deutlich (-43,7 versus -25,5 kcal/mol), wodurch sich
ein gravierender Unterschied der relativen permanenten elektrostatischen
Wechselwirkungsenergien ergibt. Unter Berucksichtigung der Tatsache, dass
das Regressionsmodell - insbesondere aufgrund des kleinen Datensatzes - nur
zur groben Abschatzung von Bindungsaffinitdten geeignet ist, lasst sich fur das
Dihydroxy-Derivat eine Bindungsaffinitat von 10,1 kcal/mol vorhersagen.

Dieses insgesamt relativ unginstige Ergebnis kann u.a. durch die Diolstruktur
erklart werden. Es zeigt sich, dass es in wassriger Umgebung zur — zumindest
zeitweiligen — Ausbildung von intramolekularen Wasserstoffbrickenbindungen
kommt, wodurch sich die moglichen elektrostatischen Wechselwirkungen mit
der Umgebung im Vergleich zum Tipranavir deutlich verringern, wo derartige
Effekte nicht auftreten konnen. Des Weiteren ist festzustellen, dass die
Wassermolekile wesentlich starker mit den Sauerstoffatomen der
Sulfonamidstruktur als mit den beiden Hydroxylgruppen interagieren und sich
daraus eine bessere Solvatation ergibt.

Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass es beim
strukturbasierten Design von neuen Substanzen nicht allein auf die
Verbesserung von Effekten im aktiven Zentrum ankommt, sondern auch die
sich daraus ergebenden Verdnderungen der Solvatatisierung zu
bertcksichtigen sind.
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5.1 Protonierung der katalytischen Dyade

Zur Untersuchung von Bindungseigenschaften verschiedener Liganden der
HIV-1 Protease wurde zunachst der Protonierungsgrad der katalytischen Dyade
bestehend aus Asp25/25’ analysiert. Unter physiologischen Bedingungen sind
die Seitenketten-Carboxylatgruppen von Asparaginsduren gewdhnlich
deprotoniert. Folglich ist zunachst anzunehmen, dass Asp25 und Asp25’ in
geladener Form vorliegen. Dagegen spricht jedoch u.a. die rdumliche
Anordnung der beiden Aminosauren an der Schnittstelle der identischen
Monomere, die eine gegenseitige Beeinflussung wahrscheinlich macht. Es
besteht die Mdoglichkeit, dass das Proton eines protonierten Asp25 durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zum deprotonierten Asp25’ stabilisiert wird. Dieser
Zustand ist auch Voraussetzung fur den bei der Substratspaltung
angenommenen Reaktionsmechanismus, der eine Gemeinsamkeit aller
Aspartylproteasen darstellt.

In zwei MD-Simulationen der Protease mit Nelfinavir als Ligand wurden die
mono- und die unprotonierte Dyade untersucht. Die Analyse der RMSD-Werte
bestatigte, dass auch im Enzym-Ligand-Komplex eine Asparaginsdure neben
einem Aspartat vorliegt. Zu diesem Ergebnis kamen auch frihere NMR-
Untersuchungen [122][123]. Ebenso wurde in anderen theoretischen Studien
die Protonierung evaluiert und die monoprotonierte Dyade bestatigt [147].

Fur den monoprotonierten Zustand spricht neben der gegenseitigen
Beeinflussung auch die hydrophobe Umgebung des aktiven Zentrums. Sie kann
zu einer Verringerung der Saurestarke beitragen. Im Ubrigen besteht
theoretisch auch die Mdglichkeit, dass im Virusinneren gegenuber dem
physiologischen Milieu ein leicht erniedrigter pH-Wert herrscht und so
gewahrleistet wird, dass wahrend der Tatigkeit der Protease direkt nach der
Virusknospung die monoprotonierte Dyade vorliegt. Einen Anhaltspunkt fur
diese These geben u.a. Untersuchungen zum pH-Optimum der katalytischen
Aktivitat, das zwischen pH 5 und 6 liegt [59].

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse wurde in den folgenden MD-
Simulationen im katalytischen Zentrum ein Aspartat und eine Asparaginsaure
verwendet.

5.2 Relative Bindungsenthalpie

Die HIV-1 Protease ist ein Enzym, das bereits haufig Gegenstand theoretischer
Untersuchungen zur Bindungsaffinitat war. Das liegt zum einen an der Vielzahl
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von synthetisierten Inhibitoren, deren Strukturen zusammen mit experimentellen
Daten frei verfugbar sind und sich somit glinstige Bedingungen fur die
Validierung neuer Methoden bieten. Zum anderen gehdrt das relativ kleine
Enzym bis heute zu den wichtigsten Angriffspunkten im Kampf gegen AIDS und
befindet sich daher seit Jahren im Fokus der Forschung.

Zur Vorhersage von Bindungsaffinitaten wurden verschiedene Anséatze
verwendet. Einen Uberblick iber durchgefiihrte QSAR-Untersuchungen wurde
im letzten Jahr von Kurup et. al. veroffentlicht [148]. Ebenso wurde das Enzym
zur Validierung von Docking-Methoden und Scoring-Funktionen genutzt
[149][150]. Zu den aufwandigeren Verfahren gehoren die Berechnungen von
Bindungsenthalpiedifferenzen zwischen Protease-Inhibitoren mittels der FEP-
Methodik [151][152]. Sie basieren bisher auf Berechnungen im Kraftfeld. Mit der
steigenden Rechenleistung von Prozessoren wurden bei anderen Enzymen
auch quantenmechanische Ansatze eingesetzt, die insbesondere in
Kombination mit molekularmechanischen Methoden Verwendung finden
[153][154].

Am Beispiel von zwei Vorstufen des Nelfinavir wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Kombination aus QM/MM-FEP- und MM-TI-Verfahren zur Bestimmung der
relativen Bindungsaffinitat evaluiert. Die zu diesem Zweck durchgefiihrten MD-
Simulationen ergeben sich aus dem dazu entworfenen erweiterten
thermodynamischen Zyklus (s. Abbildung 4.9). Die elektrostatischen Anteile der
freien Enthalpieanderungen sind zur Ubersicht in Abbildung 5 .1 grafisch
dargestellt. Anhand der aufsummierten Kurven kann man allgemein erkennen,
dass die elektrostatische Stabilisierung im Protein zu einem etwa doppelt so
hohen Enthalpiegewinn fuhrt wie in wassriger Umgebung. Des Weiteren bewirkt
der relativ kleine strukturelle Unterschied zwischen Hydroxylfunktion (AG1254)
und Nitrogruppe (AG1224) im Enzym einen beachtlichen Bindungsunterschied
von 2 kcal/mol allein durch elektrostatische Wechselwirkungen (s. Kapitel
4.3.1). Die Erklarung liegt in den Wechselwirkungen mit der Aminosaure Asp30,
die eine sehr feste Wasserstofforickenbindung mit der phenolischen
Hydroxylgruppe von AG1254 ausbildet. Die sich daraus ergebende
Stabilisierung wurde mit Hilfe der Aminosaure-Dekompositionsanalyse fir das
sehr ahnliche Nelfinavir bestatigt (vgl. Kapitel 4.4.2.2).

Beim AG1224 unterstitzt die Nitrogruppe derartige Wechselwirkungen nicht
und die ausbleibende Stabilisierung durch Asp30 fuhrt zu einer verringerten
Affinitat der Verbindung zur Protease. Ein ahnlicher Effekt ist auch beim
Tipranavir aufgetreten.
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Im Gegensatz dazu wird AG1224 etwas besser solvatisiert. Als Ursache kénnen
bessere  Wechselwirkungsmoéglichkeiten  mit  den  Wassermolekilen
angenommen werden.

Bei alleiniger Auswertung der elektrostatischen Interaktionen ergibt sich eine
Bindungsenthalpiedifferenz von ca. 3 kcal/mol, die den experimentellen Daten
nahe kommt.

AG1254 im Enzym AG1224 im Enzym AG1224 in Wasser
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Abbildung 5.1:  Summierung von DG? in Abhéangigkeit von der A-Anderung.

Bei der Betrachtung der Enthalpieanderung wahrend der Transformationen
einer Hydroxylfunktion in eine Nitrogruppe unter alleiniger Berlicksichtigung der
Dispersionswechselwirkungen zeigen sich nur geringe Unterschiede zwischen
der Protein- und der Wasserumgebung (s. Abbildung 5.2). Anhand der Steigung
der Kurven ist zu erkennen, dass die Entstehung eines neuen Sauerstoffatoms
zu Beginn der Transformation den gr6f3ten Aufwand darstellt und sich unter den
gewahlten Bedingungen im Protein und in wassriger Umgebung kaum
unterscheidet.
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Abbildung 5.2: Summierung von DG im Verlauf der Transformationen von AG1254 in
AG1224.

Das ermittelte Ergebnis (DDG=2,5kcal/mol) ist insgesamt mit dem
experimentellen Wert (DDG =3,1 kcal/mol) gut vergleichbar. Das angewendete
Verfahren ermoglicht es, Bindungsaffinitatsunterschiede aufgrund kleiner
molekularer Unterschiede ausreichend genau zu berechnen und erlaubt
zusatzlich eine Differenzierung zwischen elektrostatischer und dispersiver Natur
der Bindungsunterschiede. Der gewdahlte Ansatz basiert zudem auf den
thermodynamischen Grundlagen. Allerdings sind der rechentechnische
Aufwand sowie die Beschrankung auf geringfugige Unterschiede als Kiritik
anzufuhren.

5.3 Polarisationseffekte der HIV-1 Protease

Zur allgemeineren Untersuchung des aktiven Zentrums und den Eigenschaften
verschiedener Enzym-Ligand-Komplexe wurden im weiteren Verlauf der Arbeit
die hoch affinen Inhibitoren Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir untersucht. In
MD-Simulationen wurden insbesondere die Interaktionen zwischen dem Enzym
und den Liganden analysiert. Die Anwendung einer QM/MM-Methode
ermoglichte es, einzelne Komponenten der Wechselwirkungsenergien zu
bestimmen. Durch die quantenmechanische Behandlung der Inhibitoren im
aktiven Zentrum der HIV-1 Protease konnten hierbei Polarisationseffekte des
Proteins nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ berechnet werden. Die
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Ergebnisse der MD-Simulationen zeigen, dass die Polarisation der Liganden
einen entscheidenden Beitrag zur Bindung im aktiven Zentrum leistet und bis zu
18% zu den Gesamtwechselwirkungen beitragt. Eine wichtige Erkenntnis
daraus ist, dass die Verwendung von festen Ladungsmodellen unrealistische
Wechselwirkungsenergien ergeben wirde und die explizite Bertucksichtigung
von Polarisationseffekten u.a. fur die Vorhersage von Bindungsaffinitaten zu
empfehlen ist. Dies wurde bei der Bestimmung der relativen Bindungsenthalpie
durch die quantenmechanische Behandlung der Inhibitoren in den QM/MM-MD-
Simulationen entsprechend beriicksichtigt.

Ein weiterer Vorteil derartiger Verfahren ist die generelle Anwendbarkeit fur jede
Struktur ohne vorherige Parametrisierung, wie es ublicherweise bei empirischen
Methoden notwendig ist. Daher besteht auf einfache Weise die Moglichkeit, die
Wechselwirkungsenergien einer grof3eren Anzahl von Verbindungen zu
untersuchen. Die Anwendung eines semiempirischen QM-Modells erlaubt unter
den gegebenen technischen Voraussetzungen - wie in dieser Arbeit gezeigt -
sogar die Untersuchung von grof3eren Liganden. Die Genauigkeit von AM1 zur
Ermittlung von Polarisationseffekten und Wechselwirkungsenergien ist fur die
hier durchgefiihrten Untersuchungen ausreichend. Die Vergleichbarkeit mit ab
initio Ergebnissen wurde schon mehrfach beschrieben [119][129][130][134][136]
und die Ergebnisse dieser Arbeit veranschaulichen die Anwendbarkeit der
QM/MM-Methode bei der Ermittlung von Enzym-Ligand-Wechselwirkungen und
der Berechnung von relativen Bindungsenthalpien. Schwéachen der
semiempirischen Methode bestehen aber bei der Untersuchung von geladenen
Verbindungen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit nur neutrale
Strukturen zur Untersuchung herangezogen.

Mit  Hilfe der Aminosaure-Dekompositionsanalyse konnten einzelne
Aminosauren als bedeutende Wechselwirkungspartner fur Nelfinavir, Mozenavir
und Tipranavir ermittelt werden. Hierbei zeigt sich, dass das deprotonierte
Asp25 den mit Abstand grofdten stabilisierenden Effekt auf die Liganden
besitzt. Dies ist ein Beweis dafir, dass die Imitation des Ubergangszustands mit
Hilfe einer Hydroxylgruppe hervorragend funktioniert. Ebenso spielen auch
lle50 und 1le50’ eine wichtige Rolle bei der Bindung der Liganden. Dabei ist
festzustellen, dass die direkte Stabilisierung des Mozenavir (10,9 kcal/mol) und
insbesondere des Tipranavir (15,2 kcal/mol) hoher als beim Nelfinavir
(10,5 kcal/mol) ist. Folglich ergibt sich fur die beiden Verbindungen neben dem
entropischen auch ein energetischer Vorteil gegeniber dem Nelfinavir, das zur
Bindung ein zusatzliches Wassermolekil bendtigt. Als Konsequenz lasst sich
aus den Ergebnissen ableiten, dass bei der Entwicklung neuer Verbindungen
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der Schwerpunkt auf Grundgeriste gelegt werden sollte, die direkte
Wechselwirkungen mit 11e50/50° ermdglichen. Ein weiterer positiver Aspekt
dieser Strukturen konnte eine mogliche Verringerung von Nebenwirkungen an
korpereigenen Aspartylproteasen sein, welche die bisher therapeutisch
eingesetzten Substanzen haufig auslosen [41]. So ist z.B. im aktiven Zentrum
von Pepsin zu wenig Raum fur die Bindung der grof3eren Grundgeruste
vorhanden.

Interessant ist auch der gegensatzliche Effekt von Asp30 auf Nelfinavir und
Tipranavir. Der Energiegewinn der stabilen Wasserstoffbriickenbindung
zwischen Asp30 und Nelfinavir verdeutlicht das Potenzial dieser Aminosaure.
Der negative Einfluss von Asp30 auf Tipranavir war der Ausléser fur den
Entwurf von Derivaten in dieser Arbeit.

Die Mulliken-Populationsanalyse wurde zur Bestimmung der Partialladungen
der Inhibitoren im Vakuum sowie im Komplex mit dem Enzym verwendet. Die
Ergebnisse verdeutlichen allgemein, dass Atome, die mit der katalytischen
Dyade und den gegenuberliegenden 1le50/50’ interagieren, am starksten
polarisiert werden.

Die Auswertung der atomaren Polarisation in Verbindung mit der Aminosaure-
Dekompositionsanalyse offenbart, dass das 4-Hydroxy-Dihydropyron des
Tipranavir ein sehr gunstiges Strukturelement darstellt, das die Polarisierbarkeit
der Verbindung erhdht. Anhand der Resultate der atomaren Polarisation kann
auf die Ausbildung eines push-pull-Mechanismus geschlossen werden,
wodurch sich die Elektronendichte am Carbonylsauerstoff, der mit 11e50/50’ in
Kontakt steht, erhoht. Am Wasserstoffatom der aktivierten Hydroxylgruppe, die
mit Asp25’ interagiert, kommt es hingegen zu einer Verringerung der
Elektronendichte und es ergibt sich eine effiziente Elektronendelokalisation tber
das gesamte konjugierte 1-System. Als Folge wird Tipranavir um etwa 60%
starker durch Asp25’ stabilisiert als Nelfinavir und Mozenavir, die beide Uber
aliphatische Hydroxylgruppen Wechselwirkungen ausbilden. Ein bedeutender
Vorteil dieser erhohten Stabilisierung durch Asp25’ besteht in dem deutlich
verringerten Risiko eines mdglichen Wirkverlusts durch auftretende Mutationen.
Durch intensivere Wechselwirkungen mit dem katalytischen Zentrum verringert
sich die Bedeutung von Interaktionen mit anderen Aminosauren des aktiven
Zentrums, die evtl. haufiger von Mutationen betroffen sind. Zwar kann
grundsatzlich auch die katalytische Dyade mutieren, dies wirde jedoch zum
sofortigen Funktionsverlust des Enzyms wund damit zu nicht mehr
replikationsfahigen Viren fuhren.
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5.4 Vorschlage zur Optimierung von Protease-Inhibitoren

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse Uber die Bindungseigenschaften von
Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir wurde nach Maoglichkeiten fur strukturelle
Verbesserungen gesucht. Dabei wurden aufgrund des direkten Bindungsmodus
nur Mozenavir und Tipranavir als Vorlage gewahlt.

Beim Mozenavir wurden zuerst Veranderungen des Grundgerists betrachtet.
Die Implementierung eines konjugierten T-Systems im  zentralen
siebengliedrigen Zyklus fuhrt zu einer &hnlichen Elektronendelokalisation wie
beim Tipranavir. Die Einfihrung der Doppelbindungen machen aus der Keto-
und Hydroxylgruppe eine vinyloge Carbonséaure, bei der auch der
Protonierungsgrad von Bedeutung ist. Die Analyse von pKs-Werten®
vergleichbarer Carbozyklen zeigt, dass eine starke Abhangigkeit von
vorhandenen Substituenten besteht und es mit zunehmender Anzahl von
Resten zu einem Anstieg kommt [155]-[159]. Die Werte liegen im Bereich von
6,6 bis 9,1. Folglich besteht bei dem vierfach substituierten Ring grundsatzlich
die Mdoglichkeit, dass die protonierte Form im aktiven Zentrum bindet. Das
Mozenavir-Derivat besitzt um 5,2 kcal/mol héhere Gesamtwechselwirkungen
mit dem Enzym als Mozenavir, auch wenn dies nicht zu einer erhdhten
Stabilisierung durch Asp25’ fuhrt.

Beim A98881-Derivat wurden zusatzlich zum Grundgerust des Mozenavir auch
noch die Substituenten modifiziert, um eine weitere Verbesserung der
Bindungseigenschaften zu erzielen. Wie anhand der Resultate der MD-
Simulationen zu sehen ist, kommt es zu einer Steigerung der
Wechselwirkungsenergien um mehr als 10 kcal/mol. Auch hier kann die
Elektronenwanderung entlang des konjugierten 1T-Systems beobachtet werden
und die Stabilisierung durch Asp25’ entspricht dem Niveau des Mozenauvir.
Folglich kann dieser Strukturentwurf als sinnvolle Verbesserung angesehen
werden.

Tipranavir besitzt eine hervorragende Affinitat zur HIV-1 Protease. Wie bereits
beschrieben, sind daflr insbesondere die Eigenschaften des 4-Hydroxy-
Dihydropyron-Grundgerusts verantwortlich. Veranderungen dieser Teilstruktur
sind daher nicht sinnvoll. Allerdings stellt die Destabilisierung durch Asp30 um
6,1 kcal/mol ein Manko der Verbindung dar. Die ré&umliche Nahe der
Seitenketten-Carboxylatgruppe von Asp30 und der Sauerstoffatome des

! Die pKs-Werte wurden mittels der ACD/Labs Software Solaris V4.67 (©1994-2004 ACD/Labs)
berechnet.
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Sulfonamids sind durch die erhohte Elektronendichte hierfir verantwortlich.
Durch die Invertierung der Sulfonamidgruppe kommt das Wasserstoffatom der
Sulfonamidgruppe als Donator guinstiger Wechselwirkungen an die vorherige
Position des Sauerstoffs und es ergibt sich eine Stabilisierung des Derivats um
3,5 kcal/mol durch Asp30, auch wenn aufgrund des durchschnittlichen
Abstands von 4 A keine Wasserstoffbriickenbindung méglich ist. Das Derivat
mit invertierter Sulfonamidgruppe kann anhand der durchgefihrten
theoretischen Untersuchungen als geeigneter Inhibitor der HIV-1 Protease
angesehen werden. Die Substanz besitzt von allen untersuchten Strukturen die
starksten Wechselwirkungen mit dem Enzym.

Die in zwei weiteren QM/MM-MD-Simulationen untersuchten Hydroxy-Derivate
bilden im Vergleich zum Derivat mit invertierter Sulfonamidgruppe direkte
Wasserstoffbriickenbindungen zu Asp30 aus. Dadurch zeigt sich besonders
beim Monohydroxy-Derivat eine weiter erhthte Stabilisierung durch diese
Aminosaure. Beim Vergleich der Gesamtwechselwirkungsenergien zwischen
Enzym und Liganden fallt auf, dass auch das Diol das Tipranavir Ubertrifft, aber
das Monohydroxy-Derivat etwas zuriickbleibt. Die eingefuihrte Methylengruppe
fuhrt allerdings zu einem Anstieg der Dispersion.

Abschlie3end kann festgestellt werden, dass die in dieser Arbeit vorgestellten
Strukturmodifikationen neue Richtungen zum Design neuer selektiver und hoch
affiner Inhibitoren der HIV-1 Protease aufzeigen.

5.5 Abschéatzung von Bindungsaffinitaten

Zur Verdeutlichung der Aussagekraft der mit Hilfe von QM/MM-MD-
Simulationen berechneten Wechselwirkungsenergien wurden zusatzlich zu
Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir drei weitere Inhibitoren der HIV-1 Protease
ausgewahlt und ihre Wechselwirkungsenergien mit dem Enzym auf die gleiche
Weise bestimmt. Zusatzlich wurden die Verbindungen in wassriger Umgebung
untersucht und im Anschluss eine Abschétzung der Bindungsaffinitaten mittels
einer Korrelationsanalyse vorgenommen. Dabei wurden die Differenzen der
einzelnen Wechselwirkungsenergiekomponenten zwischen dem Protein und
der wassrigen Umgebung verwendet. Das Vorgehen orientiert sich an der
urspriinglich von Aqist et al. entwickelten Linear Interaction Energy Method
[142][143]. Es sind mittlerweile verschiedene Publikationen zu Untersuchungen
von Inhibitoren der HIV-1 Protease erschienen, die die Mdglichkeiten dieses
Ansatzes und seiner Varianten aufzeigen [147][160]. Die Methode reprasentiert
sowohl rechentechnisch als auch vom theoretischen Ansatz her einen Mittelweg
zwischen den erwahnten reinen QSAR-Untersuchungen und der bereits
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durchgefiihrten FEP. In den bisherigen Veroffentlichungen wurden
ausschlielllich kraftfeldbasierte Ansatze zur Bestimmung der elektrostatischen
und dispersiven Wechselwirkungsenergien genutzt. Neben der Einflihrung von
veranderlichen Wichtungsfaktoren wurden auch Variationen vorgestellt, die
weitere Parameter wie z.B. die fur Wassermolekile zugéangliche Oberflache
bertucksichtigen [162].

Im Kontext der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Polarisationseffekte der
HIV-1 Protease als Teil der Wechselwirkungsenergien einbezogen. Zur
Korrelationsanalyse standen die relativen elektrostatischen

Wechselwirkungsenergien DDE und DDE sowie die

perm pol *

Wechselwirkungsenergiedifferenzen der Dispersion DDE, zur Verfugung (s.

Disp
Tabelle 4.18). Wie anhand der Werte leicht nachzuvollziehen ist, lasst sich
keine direkte Korrelation einzelner Komponenten mit der Bindungsaffinitat

erkennen. Bei Betrachtung der summierten elektrostatischen ( DDE ,,,+ DDE )

und der dispersiven Wechselwirkungen ( DDE,,,, ) erreicht die Korrelation bereits

Disp
ein akzeptables BestimmtheitsmaR r? von 0,81. Durch die getrennte Wichtung

von DDE . und DDE,, verbessert sich dieser Wert auf 0,98 und zeigt damit

m

eine hervorragende Ubereinstimmung zwischen den berechneten Ergebnissen
und den experimentellen Daten.

Anhand der berechneten Wichtungsfaktoren lasst sich erkennen, welchen
Einfluss die einzelnen Terme auf die Abschéatzung der Bindungsaffinitat haben.
Den entscheidenden Beitrag zur Bindung der sechs Inhibitoren leistet die
Dispersion. Dieses Ergebnis ist aufgrund des lipophilen aktiven Zentrums der
HIV-1 Protease gut zu verstehen und wurde auch in friheren Untersuchungen
von Zoete et. al. nachgewiesen [147].

Dagegen scheint es zunadchst eher unverstandlich, dass hohere permanente
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Enzym zu verringerten
Bindungsaffinitaten fihren. Grundsatzlich gilt, dass starkere Wechselwirkungen
die Basis fur eine festere Bindung im Enzym sind. Dennoch wurde auch von
Kalra et. al. bei anderen Liganden der Protease ein ahnlicher Effekt fur
elektrostatische Interaktionen festgestellt [161]. Es muss berticksichtigt werden,
dass permanente Dipole im lipophilen aktiven Zentrum im Vergleich zur polaren
wassrigen Umgebung ganz allgemein weniger Wechselwirkungsmdoglichkeiten
besitzen. Dieser Verlust wird aber durch die enorme Steigerung der dispersiven
Wechselwirkungen so stark Ubertroffen, dass die Aktivitdt der HIV-1 Protease
trotzdem effektiv. gehemmt wird. Die durch die permanenten Dipole bedingten
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Wechselwirkungen sind hingegen fur die Ldoslichkeit in physiologischer
Umgebung der ansonsten sehr lipophilen Substanzen essenziell.

Insgesamt muss bei der Analyse natirlich der kleine Datensatz als kritisch
angesehen werden. Dennoch ist die strukturelle Diversitat der ausgewéahlten
Verbindungen durchaus vergleichbar mit oder sogar grofRer als bei friheren
Untersuchungen [160]-[163].

Als Besonderheit der hier vorgestellten Korrelationsanalyse wurden
Polarisationsunterschiede explizit bertcksichtigt. Die Regressionsanalyse
ergibt, dass eine erhohte Polarisierung der Liganden im Enzym die
Bindungsaffinitat steigert. Die Auswirkungen sind allerdings deutlich geringer
als bei der Dispersion. Folglich dient die Berucksichtigung der Polarisation
letztendlich der Feinjustierung der Ergebnisse, wie die Steigerung des
Bestimmtheitsmal3es von 0,81 auf 0,98 bestatigt.

Die exemplarisch durchgefiuihrte Vorhersage der Bindungsaffinitat fir das
Dihydroxy-Derivat des Tipranavir offenbart, insbesondere aufgrund des
ernuchternden Ergebnisses, die Bedeutung der Berlcksichtigung von
Solvatationseffekten beim Entwurf von neuen Strukturen. Erfolgreiche
Wirkstoffe sind stets Kompromisslosungen, die sowohl eine hohe Affinitdt zum
aktiven Zentrum als auch giinstige Eigenschaften in physiologischer Umgebung
besitzen.
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Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Bindungseigenschaften von
Inhibitoren der HIV-1 Protease. Die Hemmung dieses Enzyms stellt eine der
essenziellen Behandlungsmethoden dar, die heutzutage im Kampf gegen die
erworbene Immunschwéacheerkrankung AIDS angewendet werden. Es sind
derzeit mehrere Wirkstoffe zur Hemmung der HIV-1 Protease im Einsatz. Im
Zuge einer Therapie bilden sich jedoch bei vielen Erkrankten neue
Virusvarianten aus, die mutierte Proteasen besitzen. Diese veranderten
Enzyme reagieren deutlich weniger empfindlich auf die eingesetzten
Substanzen, wodurch es sogar zum vollstandigen Therapieversagen kommen
kann. Aullerdem verursachen die derzeit eingesetzten Protease-Inhibitoren
schwere Nebenwirkungen wie z.B. gastrointestinale Storungen, die sich bei
neuen Verbindungen verringern lassen konnten. Folglich ist weiterhin die
Entwicklung neuer und selektiverer Inhibitoren notwendig.

In  Molekuldynamik (MD)-Simulationen wurden unter Anwendung von
guantenmechanisch/molekularmechanischen (QM/MM) Hybridmethoden
Wechselwirkungsenergien zwischen der HIV-1 Protease und den hoch affinen
Inhibitoren Nelfinavir, Mozenavir und Tipranavir bestimmt. Dabei konnten
erstmalig Polarisationseffekte des Enzyms sowohl qualitativ als auch quantitativ
bestimmt werden. Mit Hilfe der aminosaurebasierten Analyse der
Ligandenstabilisierung und der Bestimmung der atomaren Polarisation konnte
ein push-pull-Mechanismus als Ursache fir die exzellente Bindungsaffinitat des
Tipranavir identifiziert werden.

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse wurden Vorschlage fiur strukturelle
Veranderungen gemacht. Die modifizierten Strukturen wurden ebenfalls
evaluiert und die Unterschiede aufgezeigt. Neben der erfolgreichen
Implementierung eines push-pull-Systems in Derivaten des Mozenavir, konnten
auch die Bindungseigenschaften des Tipranavir u.a. durch die Invertierung der
Sulfonamidgruppe verbessert werden.

Zur Bestatigung der Aussagekraft der berechneten Wechselwirkungsenergien
wurden weitere Liganden zusammen mit den oben erwdhnten Inhibitoren in
QM/MM-MD-Simulationen sowohl im Protein als auch in wassriger Umgebung
untersucht. Die erhaltenen relativen Wechselwirkungsenergien wurden in einer
Korrelationsanalyse zur Abschatzung der Bindungsaffinititen verwendet. Die
Ergebnisse zeigen die grol3e Bedeutung der Dispersion fur die Bindung in der
HIV-1 Protease und bestatigen den positiven Einfluss der berechneten
Polarisationseffekte.
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In einem weiteren Ansatz wurde der relative Bindungsenthalpieunterschied
zwischen den Inhibitoren AG1254 und AG1224 unter Anwendung eines
QM/MM-Verfahrens bestimmt. Dabei konnte dargestellt werden, dass zwar die
Dispersion eine entscheidende Rolle bei der Bindung im aktiven Zentrum spielt,
aber die unterschiedlichen elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Protein
ursachlich fur die relative Bindungsenthalpiedifferenz zwischen den beiden
Verbindungen verantwortlich sind.
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A Abklrzungen und Einheiten

Abkilrzungen

bzw. beziehungsweise

et al. et alii

engl. englisch

evtl. eventuell

HF Hartree-Fock

IC internal coordinates

MD Molekildynamik

NMR Lhuclear magnetic resonance"; Kernresonanzspektroskopie
PDB Protein Data Bank

pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroxoniumionen-Konzentration
pks negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstante
QM/MM guantenmechanisch/molekularmechanisch
RMS root mean square

RMSD root mean square deviation

FEP Free Energy Perturbation

TI Thermodynamische Integration

S. siehe

u.a. unter anderem

vdw van der Waals

vgl. vergleiche

z.B. zum Beispiel

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome
HIV Human Immunodeficiency Virus

PR Protease

Pl Protease-Inhibitor

RT Reverse Transkriptase

IN Integrase

CD cluster of differentiation

Ki Inhibitionskonstante

Einheiten

A Angstrom (1 A=10""m)

nm Nanometer (1 nm = 10° m)

K Kelvin (0 K = -273,15 °C)

kcal Kilokalorie (1 kcal = 4,186 kJ)

fs Femtosekunde (1 fs = 107 s)

ps Picosekunde (1 ps = 10" s)

ns Nanosekunde (1 ns = 10? s)
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B Hardware

Silicon Graphics Workstations:

INDIGO? R10000

02 R12000
Silicon Graphics Origin 2000

mit 38 R10000 Prozessoren

(am Rechenzentrum der Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf)
Netfinity Linux Cluster

mit 76 Intel-Prozessoren zwischen 733 und 1266 MHz

(am Rechenzentrum der Universitat von Minnesota, Minneapolis)

C Software

CHARMM Sehr umfangreiches Molecular-Modelling-Paket der Universitat Harvard,
das neben reinen Kraftfeldanwendungen auch eine Schnittstelle zum
Programm MOPAC beinhaltet und so fir QM/MM-Rechnungen
zuganglich ist
(Chemistry at Harvard Molecular Mechanics; http://yuri.harvard.edu/)

INSIGHT2000 Grafikmodul des Programmpakets INSIGHTII der Firma Accelrys zum
Strukturaufbau und zur Visualisierung

JAGUAR ab initio — Programm der Firma. SCHRODINGER, das sich als besonders
schnell bei Anwendungen der Dichtefunktionaltheorie erwiesen hat

MOPAC semiempirisches Rechenprogramm der Firma SCHRODINGER

MS-OFFICE Microsoft Excel, Powerpoint und Word

SYBYL Molecular-Modelling-Paket der Firma TRIPOS mit Schnittstellen u.a. zu

dem Programm MOPAC

VMD Visualisierungsprogramm der Universitét lllinois
(Visual Molecular Dynamics; http://www.ks.uiuc.edu/Research/ivmd/)



http://yuri.harvard.edu/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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D Aminosauren: Ein- und Dreibuchstabencode

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsaure Asp D
Glutaminsaure Glu E
Phenylalanin Phe F
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin GIn Q
Arginin Arg R
Serin Ser S
Threonin Thr T
Valin Val \%
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
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E  Energieterme des CHARMM-Kraftfeldes

Die Gesamtenergie Egs eines Molekils ergibt sich im CHARMM-Kraftfeld aus
den Standardenergietermen:
Ee =Es +Ey +E; +E

Disp + Eele

Dabei werden die einzelnen Terme wie folgt definiert:

. ) Bindungslangen-Kraftkonstante
Bindungslangen- B, = a kq(d- do)’ kel morAD
energie
gieSe d aktuelle Bindungslénge (A)
do Referenz-Bindungslénge (A)
. . _ 2 Kq Bindungswinkel-Kraftkonstante
Bindungswinkel- £, =k, (q - q) (kcal molrac”)
J W q aktueller Bindungswinkel (Grad)
o Referenz-Bindungswinkel
(Grad)

. . k halbe Torsi [
Torsionswinkel- E, = é k; [1+ cos(nj -] 0)] nT (Iiglemgl(f)lonsbarrlere
energie E

J ! i Periodizitat
io aktueller Torsionswinkel (Grad)
Referenz-Torsionswinkel
(0° oder 180°)
_ _ o A B A;  Konstante im repulsiven Term
Dispersions- EDiSp k> B (kcal mol*A®?)
energie Epi rij ij . .
e Bj Konstante im attraktiven Term
(kcal mol*A®)
rij Abstand zwischen den Atomen
iundj (A)

) _ o Gq; g, 0 Ladungen der Atomei, j
Elektrostatische Ee =a re rj  Abstand zwischen den Atomen
Energie Eqe ij i und | (A)

(Coulomb- e Dielektrizitatskonstante

Potenzial)
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F  Eingabedateien

F1 CHARMM-Files
Systemgenerierung und Relaxation einer Kristallstruktur

* HIV-Protease AG1254 Setup
*

BOML -1

FASTer ON

set 0 v_coor/

READ RTF CARD NAME "~/parafiles/top_all27_prot_lipid.rtf"
READ RTF CARD APPE NAME "./ag1254-3.rtf"

READ PARA CARD NAME "~/parafiles/par_all27_prot_lipid.prm"
READ PARA CARD APPE NAME "./ag1254-1.prm"

Icoordinates reading

READ SEQU COOR RESI NAME "./acha.crd"
GENE ACHA SETUP

READ SEQU COOR RESI NAME "./bcha.crd"
GENE BCHA SETUP

READ SEQU COOR RESI NAME "./ag1254.crd"
GENE AG54 SETUP

IProtonation of ASP A25 (OD2)
PATCH ASPP ACHA A25 SETUP

READ COOR RESI CARD NAME "./acha.crd"
READ COOR RESI CARD NAME "./bcha.crd”
READ COOR RESI CARD NAME "./ag1254.crd"

AUTOGEN ANGLES DIHEDRALS

READ SEQU COOR RESI NAME "./cwat.crd”

GENE CWAT SETUP NOANGLE NODIHEDRAL
READ COOR RESI CARD NAME "./cwat.crd"”
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IC FILL PRESERVE
IC PARAMETER
IC BUILD
HBUILD

COOR ORIEN MASS NORO SELE ATOM AG54 888 C3 END

DEFINE HATOM SELE HYDRogen END

I Non-bond interaction option
UPDATEsS -
ATOM ELEC SWITCH -
VATOmM VDW VSHIFT -
NBXMod 5 E14Fac 1.0 -
CDIEEPS 1.0 -
CUTNDb 13.0 CTOFnb 12.0 CTONNB 11.0 WMIN 1.2 INBFRQ 25

I QM initialization (inhibitor)

guantum group sele segid AG54 end AM1 CHARGE 0.0 scfc 0.000001

I Turn on The SHAKE
SHAKE BONH sele .not. resname TIP3 show end TOL 1.e-6 para
SHAKE FAST WATETr sele resname TIP3 show end TOL 1.e-6 para

CONS FIX SELE .NOT. HATOM END

MINI SD NSTEP 500
MINI ABNR NSTEP 100

CONS FIX SELE NONE END

CONS HARM MASS FORCE 1.0 SELE .NOT. HATOM END

MINI SD NSTEP 200
MINI ABNR NSTEP 100



8 Anhang 175

CONS HARM CLEAR

SHAKE OFF

IWrite

OPEN unit 1 write card name @0setup_1_ag54.psf
WRITe psf card unit 1

* AG1254 initial setup

*

CLOSe unit 1

OPEN unit 1 write card name @0setup 1 ag54.crd
WRITe coord card unit 1

* AG1254 initial setup

*

CLOSe unit1
STOP


mailto:@0setup_1_ag54.psf
mailto:@0setup_1_ag54.crd
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Befehle zur Erstellung einer Referenzstruktur mit Wasserhulle

I find the center of mass of AG1254

DEFIne CNTR SELE segid AG54 show end

scalar x statistics sele cntr end
scalar y statistics sele cntr end

scalar z statistics sele cntr end

I translate the system to origin
COOR stat sele cntr ends
COOR TRAN:late xdir -?XAVE ydir -?YAVE zdir -?ZAVE sele all end

I Add the BULK water to the system

OPEN unit 1 read card name @1@w
IREAD sequ card unit 1

READ sequ coord unit 1

REWIND unit 1

GENErate BULK noangle nodihedral warn setup

READ coord card unit 1 APPEND
CLOSe unit1

I Delete BULK water that overlap with protein heavy atoms
DELE atom sele .byres. ((segid BULK .and. type OH2) .and. -
((.not. (segid BULK .or. HYDRogen)) .around. 2.8)) show end

I Delete all water beyond the outer cutoff
delete atom sort select .byres. (.not. ( point 0. 0. 0. cut 25.0) -
.and. (segid BULK .OR. segid CWAT .AND. type oh2 ) ) show end

SHAKE BONH sele .not. resname TIP3 end TOL 1.e-6 para
SHAKE FAST WATETr sele resname TIP3 end TOL 1.e-6 para
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I QM-initialization (inhibitor)

guantum group sele segid AG54 end AM1 CHARGE 0.0 scfc 0.000001

IMinimizations

DEFINE HWAT SELE HYDRogen .and. resname TIP3 show END
DEFINE HATOM SELE HYDRogen END

CONS FIX SELE .NOT. HWAT END
MINI SD NSTEP 500

MINI ABNR NSTEP 100

CONS FIX SELE NONE END

CONS HARM MASS FORCE 1.0 SELE .NOT.(HATOM) END
MINI SD NSTEP 200

MINI ABNR NSTEP 100

CONS HARM CLEAR

IWrite

OPEN unit 1 write card name @0setup_2_ag54solv.crd
WRITe coord card unit 1

* AG1254 initial setup

CLOSe unit 1

OPEN unit 1 write card name @0setup_2_ag54solv.psf
WRITe psf card unit 1
* AG1254 initial setup

*

CLOSe unit1

STOP


mailto:@0setup_2_ag54solv.crd
mailto:@0setup_2_ag54solv.psf
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Befehle zur Systemerwarmung und -equilibrierung

lnitial heating, 12ps

set x v_data/heat_0.rst

set v v_data/heat_0

open write unit 33 form name @x

open write unit 32 unform name @v.dcd
set inc 20.0

setft 0.0

sett 298.0

DYNAmMmics leap langevin -
start nstep 12000 timestp 0.001 RBUF @inc -
iunrea -1 iunwri 33 iuncrd 32 iunvel -1 kunit -1 -
ilbfrg 5 iseed 645201 firstt @ft finalt @t tbath @t -
teminc 10.0 ihtfrq 400 ieqfrqg O iasor 0 iasvel 1 iscvel O -
ichecw 0 nprint 50 nsavc 500 isvfrqg 500 -
twindh 10.0 twindl -10.0 iprfrg 500 echeck 100000 -
inbfrqg -1 ihbfrq -1

I Equilibration run, 300 ps

set x v_data/heat_0.rst
set y v_dataZequilb_1.rst
set av_data/Zequilb_1.dcd
set r v_data/Zequilb_1.crd
set u v_data/Zequilb

open read unit 34 form name @x I'read restart file
open write unit 33 form name @y I'write restart file
open write unit 32 unform name @a I'write dcd file
DYNAmMmics leap langevin - I reaction region size rbuf 20.0

restart nstep 300000 timestp 0.001 RBUF @inc -
iunrea 34 iunwri 33 iuncrd 32 iunvel -1 kunit -1 -
ilbfrg 5 iseed 645202 firstt @t finalt @t tbath @t -


mailto:@v.dcd
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teminc 0.0 ihtfrg O iasor O iasvel 1 iscvel O -
ichecw 0 iegfrg O nprint 100 nsavc 500 isvfrg 500 -
twindh 10.0 twindl -10.0 iprfrqg 500 -

inbfrq -1 ihbfrg -1
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Initialisierungsbefehle fir eine QM/MM-FEP-Simulation des A-Fensters von 1 bis 0,75

!
Initialisierung des QM-Teils

guantum group sele segid AG54 end AM1 CHARGE 0.0 scfc 0.000001 -
PERT REFO0 0.875 PER1 1.0 PER2 0.75 TEMP 298

Beispiel einer Systempartitionierung bei der Thermodynamischen Integration

Parameter fur die MM-MD-Simulationen zur Transformation von der Hydroxyl- zur Nitrogruppe
am A-Punkt 0,2

ISetup BLOCK-Parameter

DEFINE BLOCKS3 sele (ATOM AG24 666 N8 .or. ATOM AG24 666 O8N*) SHOW END

DEFINE BLOCK?2 sele (ATOM AG24 666 O8 .or. ATOM AG24 666 H80) SHOW END

BLOCK 3

CALL 2 SELE BLOCK2 END

CALL 3 SELE BLOCK3 END

CALL 1 SELE .not. (BLOCK?2 .or. BLOCK3) END

COEF1 110

COEF1 2 0.98 -
BOND 1.0 ANGL 1.0

COEF1 3 0.02 -
BOND 1.0 ANGL 1.0

COEF2 2 0.98 -
BOND 1.0 ANGL 1.0

COEF2 3 0.

COEF 3 3 0.02 -
BOND 1.0 ANGL 1.0

END
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F2 Python-Script

Script zur Durchfiihrung von Aminosauren-Dekompositionsanalysen.

Automatisierte Berechnung des energetischen Einflusses einzelner Aminosauren auf die
Ligandenbindung. Die Koordinaten werden direkt aus den Trajektorien der MD-Simulationen
ausgelesen. Die Ergebnisse der einzelnen Frames werden in getrennten Dateien ausgegeben,
woraus sich im Anschluss gemittelte Werte berechnen lassen.

#1/usr/bin/python
import re, 0s, string
def dateisearep(dateiname,number):
f = open(dateiname)
w = open(dateiname+"2","w"
for zeilein f:
spalte = zeile.split()
try:
if spalte[0] == "set' and spalte[1] == "frampos":
w.write(spalte[0]+' "+spalte[1]+' '+str(hnumber)+"\n")
print spalte[0]+' '+spalte[1]+' '+str(number)
else:
w.write(zeile)
except IndexError:
w.write(zeile)
f.close()
w.close()
os.rename(dateiname+"2", dateiname)
def inp_dateien(*args):
filenames = os.listdir(os.curdir) #Dateien aus auktuellen Pfad lesen
inpfiles = filenames[:]
for filename in filenames:
if filename.endswith(".inp"):
if filename.startswith("resdels_dyn"):
pass
else:
inpfiles.remove(filename)
else:
inpfiles.remove(filename)
inpfiles.sort()
return inpfiles

def dateien(*args):
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filenames = os.listdir(os.curdir) #Dateien aus auktuellen Pfad lesen
inpfiles = filenames[:]
for filename in filenames:
x = re.search(".dcd" filename)
if x:
pass
else:
inpfiles.remove(filename)
inpfiles.sort()
return inpfiles
def inp2(dateiname,dcdname):
f = open(dateiname)
w = open(dateiname+"2","w"
for zeilein f:
spalte = zeile.split()
try:
if spalte[0] == 'set’ and spalte[1] == 'runer"
spalte[2] = dcdname

zeile =" " join(spalte)+"\n"
w.write(zeile)
print zeile
else:
w.write(zeile)
except IndexError:
w.write(zeile)
f.close()
w.close()
os.rename(dateiname+"2", dateiname)
def inp3(dateiname,segnam):
f = open(dateiname)
w = open(dateiname+"2","w"
for zeilein f:
spalte = zeile.split()
try:
if spalte[0] == 'set’ and spalte[1] == 'namseqg'":
spalte[2] = segnam

zeile =" " join(spalte)+"\n"

w.write(zeile)
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print zeile
else:
w.write(zeile)
except IndexError:
w.write(zeile)
f.close()
w.close()

os.rename(dateiname+"2", dateiname)

#H
H

print "Autogenerierung von Inputfiles”

print

#Durchsuchen des aktuellen Verzeichnisses & Anzeige der passenden Dateien

searchfiles = inp_dateien()
print "Folgende Datei wird variiert:"
print searchfiles
file = searchfiles[0]
#Abfrage der Strings
os.chdir('../v_data’)
searchfiles = dateien()
os.chdir('../v_as_analyse')
print searchfiles
dcd = raw_input("Name des DCD-FILES (\".dcd\"): ")
dcd = dcd +".dcd”
framestart = raw_input('Startframe?: ")
frameend = raw_input("Endframe?: )
#Aminosaeuren-Analyse im Enzym
inp2(file,dcd)
for struc in range(int(framestart),int(frameend)):
try:
os.remove('resdels_ene'+str(struc)+".txt")
except OSError:
pass
f = open('resdels_ene'+str(struc)+"txt','w")
f.close()
dateisearep(file,struc)
for segnames in [[ACHA''BCHA''CWAT','BULK']:
inp3(file,segnames)

os.system("charmm < "+file+" > "+file.rstrip("inp")+"out")
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