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Probleme fur die Kontrolle von Viruserkrankungen

Viren sind obligate Zellparasiten:
=» \Wenige virusspezifische

Angriffsziele

Hohe Replikationsrate, haufig hohe

Mutationsrate

Fehlende in vitro und in vivo

Vermehrungssysteme (HCV, HPV)

Symptome oft erst nach Virusausscheidung

www.drachenstein.ch e

“Quit complaining and eat it! ... Mumber one, .
chicken soup is good for the flu—and number
twa, it's nobody we know.”



Entwicklung antiviral wirksamer Substanzen

Virusvermehrungssystem
in Zellkultur

Random Screening:
Testen von Substanz-
Bibliotheken
auf antivirale Wirksamkeit

Bestimmung des
antiviralen targets

|dentifizierung viraler
Zielmolekule
essentiell fur Replikation;
ohne funktionelle Homologe
in der Wirtszelle

Etablierung eines
Testsystems fur dieses
Zielmolekul

Random Screening oder
rational drug design

_—

———

Funktionelle und strukturelle Optimierung des Inhibitors

l

Wirksamkeit im Versuchstier (in vivo)

!

Sicherheit und Wirksamkeit im Probanden/Patienten



Angriffspunkte antiviraler Medikamente
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Entry-Inhibitoren
(Amantadin, Enfuvirtide)

2 ; G 2 Polymerase-
Inhibitoren
(AZT, Acyclovir,

Lamivudin)

Inhibitoren der
Partikel-Bildung und Reifung
(Ritonavir, Saquinavir)

Wirtszelle
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Inhibitoren der Freisetzung
(Zanamivir, Oseltamivir)



Antivirale Therapiestrategien

Polymerase- RT-Inhibitoren HIV, HBV
Inhibitoren Polymerase-Inhibitoren Herpesviren
Ribavirin RNA-Viren

HCV, RSV, Lassa, Hanta

Protease- HIV

Inhibitoren (HCV, SarsCoV, Picorna)

Inhibitoren des Fusionsinhibitoren HIV

Viruseintritts (WIN-compounds Picornaviren)
Amantadin, Rimantadin Influenza

Inhibitoren der Zanamivir, Oseltamivir Influenza

Virusfreisetzung



Antivirale Klassiker: Kettenterminatoren
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Nukleosidanaloga als Inhibitoren der Reversen Transkriptase

s NH, il
HN CH, HN N / ‘ HN ‘ N ~
Zidovudine Didanosine Zalcitabine Stavudine Lamivudine
(AZT) (ddl) (ddC) (d4T) (3TC)

® 3 Azido-NTP oder Didesoxy-NTP
® Bevorzugte Erkennung durch virale Polymerasen bzw. reverse Transkriptase

¢ Aktivierung: Herstellung des Triphosphats durch zellulare Enzyme (Prodrug)



Erhohung der Spezifitat durch selektive Prodrug-Aktivierung (Acyclovir)

Hemmung der Replikation von Herpes-Simplex-Virus durch Acyclovir

1. Aktivierung 2. Einbau
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= Substrat-Analog



Acyclovir-Derivate mit besserer Bioverfugbarkeit

Valacyclovir:
L-valyl ester of acyclovir (Valtrex)
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Valine Acyclovir Acyclovir
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Proprodrug

Flint et al., 2nd edition, 2004



Nicht-nukleosidische Inhibitoren (NNRTI) der HIV RT

p66

polymerase X ¢ l'\‘
active site / 3
: >
K<

it A2

NNRTI binding W/ ey
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NNRTI

* Bindung an die Reverse Transkriptase (RT) aul3erhalb des aktiven Zentrums
* Kein Einbau bei der Nukleinsaure-Synthese

* Allosterische Hemmung durch Blockierung der RT-Struktur . 3
Flint et al., 2nd edition, 2004



Nicht-nukleosidische Inhibitoren der HIV RT
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Antivirale Therapiestrategien

Polymerase- RT-Inhibitoren HIV, HBV
Inhibitoren Polymerase-Inhibitoren = Herpesviren
Ribavirin RNA-Viren
HCV, RSV, Lassa, Hanta
Protease- HIV
Inhibitoren (HCV, SarsCoV, Picorna)
Inhibitoren des Fusionsinhibitoren HIV
Viruseintritts (WIN-compounds Picornaviren)

Amantadin, Rimantadin Influenza

Inhibitoren der Zanamivir, Oseltamivir Influenza
Virusfreisetzung



Ribavirin

O

HzN)H/N\> Relativ unspezifische Wirkung, Einsatz gegen RNA-Viren
I\I\N
HCV: Kombinationstherapie mit Interferon o
HO—CH, .0 RSV: Inhalationstherapie bei schweren RSV-Infektionen
H o H im Kindesalter
HO OH Lassavirus, Hantavirus

Ribavirin
Wirkmechanismen: Hemmung des Capping

Guanosin Analogon IMPDH-Hemmung (GTP-Depletion)
RNA-Mutagen

3.2

%W Cytidin
Anstieg Mutationsrate bei ‘

Poliovirus von 1,5 auf 6,9
Mutationen/Genom (in Zell-

Kulturen!) Riba @)fl“;@\'}‘ Uridin




Antivirale Therapiestrategien

Polymerase- RT-Inhibitoren HIV, HBV
Inhibitoren Polymerase-Inhibitoren = Herpesviren
Ribavirin RNA-Viren
HCV, RSV, Lassa, Hanta
Protease- HIV
Inhibitoren (HCV, SarsCoV, Picorna)
Inhibitoren des Fusionsinhibitoren HIV
Viruseintritts (WIN-compounds Picornaviren)

Amantadin, Rimantadin Influenza

Inhibitoren der Zanamivir, Oseltamivir Influenza
Virusfreisetzung



Inhibitoren der HIV Protease verhindern die Virusreifung

Assembly Proteolytische
und Freisetzung Prozessierung
Von Gag
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Nicht infektios infektios



Inhibitoren der HIV Protease

A Natural substrate of the HIV-I protease
OH
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Cleavage site
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Valine Serine Glutamine Asparagine Tyrosine Proline Isoleucine  Valine

B Protease inhibitor Ro 31-8959

Flint et al., 2nd edition, 2004



HIV-1 Protease-Inhibitoren verhindern die Virusreifung

Aktives Zentrum mit gebundenem Inhibitor

Proteaseinhibitoren binden an das aktive Zentrum und blockieren die Enzymaktivitat

= Keine Prozessierung der Strukturproteine
= Keine Virusreifung
= Partikel sind nicht infektios

Flint et al., 2nd edition, 2004



Andere Protease-Inhibitoren in der Entwicklung: HCV

Hepatitis C Virus Therapie heute: Ribavirin + pegyliertes Interferon

Strukturproteine Nichtstrukturproteine

| ] v v |

Spaltung des Polyproteins u.a. durch NS3/4A Protease
Serinprotease mit viralem Kofaktor
Essentiell fur Virusvermehrung

Hemmbar durch Peptide (Endprodukthemmung)

Kim et al., 1996; Cell, Vol. 87, 343-355



Hemmung der HCV-Protease durch ,Peptidomimetic*
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Antivirale Therapiestrategien

Polymerase- RT-Inhibitoren HIV, HBV
Inhibitoren Polymerase-Inhibitoren = Herpesviren
Ribavirin RNA-Viren
HCV, RSV, Lassa, Hanta
Protease- HIV
Inhibitoren (HCV, SarsCoV, Picorna)
Inhibitoren des Fusionsinhibitoren HIV
Viruseintritts (WIN-compounds Picornaviren)

Amantadin, Rimantadin Influenza

Inhibitoren der Zanamivir, Oseltamivir Influenza
Virusfreisetzung



Inhibierung des Viruseintritts:
HIV Fusions-Inhibitor Enfuvirtid (T20, Fuzeon™)
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T20 (Enfuvirtide; Fuzeon)

SIM

DIM Rasche Resistenzentwicklung durch
DTV Mutation in Helix1
QARQLLSGIVQQQONNLL Nur in Kombinationstherapie einsetzen
Bl  HR1 IHRZI-| ™™ c

Buxg2 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQOEKNEQELLELDKWASLWNWE

Peptid muss einmal taglich injiziert werden
Teuer (ca. 20.000 €/Jahr)
Entwicklung des verbesserten Inhibitors T-1249 wurde eingestellt



Hemmung des uncoating bei Picornaviren

WIN-compounds - Pleconaril

Canyon
= Rezeptor-Bindestelle

Kristallstruktur eines Picornavirus

Flint et al., 2nd edition, 2004



WIN-compounds: Blockierung des Uncoating

B Canyon floor
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WIN compounds Flint et al., 2nd edition, 2004



Amantadin und Rimantadin: Hemmung des Influenza Virus uncoating

HH, HC1

H H
I-Adamantanamine Rimantadin
hydrochlorid (Amantadine)

P8I, PB2, PA
(RNA polymerase)

__— HA (hemaggucinin) Influenza A Virus
€ b2 on come Erreger der Virusgrippe

M| (matrix protain)
\ Lipid bilayer

NP {nudeocapsid protsin}
Sagmentad (-) strand RNA gana Flint et al., 2nd edition, 2004

NA (neuraminidase} — |

NS$2



Wirkungsweise von Amantadin und Rimantadin

J
|

Endosome

Blockade des M2-lonenkanals in der Membran von Influenza-A-Viren

=>» Hemmung der Freisetzung des Virusgenoms

Flint et al., Principles of Virology, 2000



Interaktion von Amantadin und M2

Amantadine

32 27 V(A G,5,T)
L 43 34@(E)
L 36 41\
%0 - T.P.V)
Coom %
M2 TMD Modell Interaktion Amantadin:M2 lonenkanal

A/chicken/Germany/27(H7N7)

Flint et al., 2nd edition, 2004



Antivirale Therapiestrategien

Polymerase-
Inhibitoren

Protease-
Inhibitoren

Ribavirin
Inhibitoren des
Viruseintritts

Inhibitoren der
Virusfreisetzung

RT-Inhibitoren
Polymerase-Inhibitoren

(WIN-compounds
Amantadin, Rimantadin

Zanamivir, Oseltamivir

HIV, HBV
Herpesviren

HIV
(HCV, SARS-CoV)

RNA-Viren
HCV, RSV, Lassa, Hanta

Picornaviren)
Influenza

Influenza



Neuraminidase-Hemmer blockieren die Freisetzung
von Influenzaviren

Oberflachenproteine

Hamagglutinin S TITgNN
Neuraminidase RS
Neuraminidase ( :

|0st Viren von der

Wirtszelle Q

[ ] \_

Oseltamivir
Zanamivir

\

Hamagglutinin bindet an
Sialinsaure auf der Wirtszelle
Neuraminidase spaltet Viren verkleben mit

Sialinséure der Zelle und

miteinander




Neuraminidase Inhibitoren

Sialickacid TDEC:'H‘
o NH,
NHCOCH,
&, Neuraminidase Zanamivir Oseltamivir

naturliches Substrat Inhibitor Inhibitor
Sialinsaure Zanamivir Oseltamivir

CARBOXYLATE
GLYCEROCL
™

HYDROPHOBIC

CARBOXYLATE
1 GLTGEFIDL

L) GUANIDINE

Aktives Zentrum

- muss inhaliert werden oral verfugbar
der Neuraminidase



Angriffspunkte antiviraler Medikamente
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Entry-Inhibitoren
(Amantadin, Enfuvirtide)

2 ; G 2 Polymerase-
Inhibitoren
(AZT, Acyclovir,

Lamivudin)

Inhibitoren der
Partikel-Bildung und Reifung
(Ritonavir, Saquinavir)
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Inhibitoren der Freisetzung
(Zanamivir, Oseltamivir)



Flint et al., 2nd edition, 2004

Neue Strategien der antiviralen Therapie

Table 19.7 Some mechanisms targeted in antiviral drug discovery”

Replication target

Attachment

Penetration and uncoating

mRNA synthesis

Protein synthesis
Initiation
IRES elements

DNA replication

Polymerase

Helicase/primase

Processing/packaging

Nucleoside biosynthesis
Inosine monophosphate dehydrogenase

Nucleoside scavenging
Thymidine kinase
Ribonucleotide reductase

Glycoprotein processing
Assembly

Protease

Virion integrity

Lipid raft disruption

Selected compounds

Peptide analogs of attachment protein

Dextran sulfate, heparin
Amantadine, rimantadine
Tromantadine

Arildone, disoxaril, pleconaril

Interferon

Antisense oligonucleotides

Interferon

Ribozymes; antisense oligonucleotides

Nucleoside and nonnucleoside analogs
Phosphonoformate
Thiozole ureas

Benzimidazoles

Ribavirin

Levovirin, viramidine

Nucleoside analog
Inhibitors of protein-protein interaction
of large and small subunits

No lead compounds

Peptidomimetics

Nonoxynol-9

B-Cyclodextrins

Virus

HIV

HIV, herpes simplex virus
Influenza A virus
Herpes simplex virus

Picornaviruses

Hepatitis A, B, and C viruses; papillomavirus

Papillomavirus, human cytomegalovirus

Hepatitis A, B, and C viruses; papillomavirus

Flavi- and picornaviruses

Herpesviruses, HIV, hepatitis B virus
Herpesviruses
Herpes simplex virus

Herpesviruses

Respiratory syncytial virus, Lassa fever virus
Hepatitis C virus

Herpes simplex virus, varicella-zoster virus
Herpes simplex virus

Enveloped viruses
HIV

HIV, herpes simplex virus

HIV, herpes simplex virus

“Data from E. De Clercq, Nat. Rev. Drug Discov. 1:13-25, 2002, and 5.-L. Tan, A. Pause, Y. Shi, and N. Sonenberg, Nat. Rev. Drug Discov. 1:867-881, 2002.



Problem Antivirale Resistenz

Jede wirksame antivirale Therapie bewirkt Resistenz-
entwicklung

zB Nevirapin: Einmalige Gabe wahrend der Wehen zur Pravention der
Mutter-Kind-Ubertragung von HIV

In 20% der Falle treten resistente Varianten auf

Warum?

Hohe Replikationsrate (HIV: ca. 10 Milliarden Virusnachkommen/Tag)
Ungenaue viruseigene Replikationsenzyme

» Virusreplikation ist ,Evolution im Zeitraffer*

Schnelle Anpassung an selektive ,Umweltbedingungen®



Antivirale Resistenzentwicklung

Klinische Resistenz
Anstieg der Viruslast unter Therapie, klinische Verschlechterung

oz, 85 0
® @ _"~_ Bestehende Resistenz
N @ .« Zu geringe Dosierung
| MZureichende ,Compliance
Viruspopulation

im Patienten

(Quasispezies) @ @ @ Selektion

1 {@ 7@ Zusatzliche Mutationen:

Therapie-Erfolg Erhohte Fitness

%*@*

Therapieversagen



HIV Resistenz-Entwicklung gegen 3TC (Epivir)

Wildtyp an
Kodon Met184

der RT
Met184Val

Viruslast

Zeit (Wochen nach Therapie)



Primare und Pl Resistenzmutationen

HIV-Protease

Primare Resistenzmutationen: in der Substrat-Bindetasche; verringern die

Affinitat zum Inhibitor
ausserhalb der Substratbindestelle;

kompensieren Verluste in katalytischer Aktivitat
Tertiare Resistenzmutationen: Veranderung der PR-Schnittstellen; Anpassung

des Substrates



Antivirale Resistenz

» Resistenzentwicklung korreliert mit viraler Replikation

» verlauft in der Regel in mehreren Schritten

» Resistenzvarianten gegen jeden Inhibitor moglich

» Kreuzresistenz und multiple Resistenz ist moglich

» Resistenzvarianten sind ubertragbar

10% aller HIV-Neuinfektionen in Europa werden von resistenten

Virusvarianten verursacht (SPREAD, 2003)

Resistenzbeobachtung ist essentieller Bestandteil einer
langerfristigen antiviralen Therapie



Kontrolle und Pravention von Virusinfektionen

“Don’t think of it as getting a flu shot.
Think of it as installing virus protection software.”



Kontrolle und Pravention von Virusinfektionen

1798 Kuhpocken zur Immunisierung gegen Pocken (Edward Jenner)
1885 Inaktivierter Impfstoff gegen Tollwut (Louis Pasteur)
1937 Attenuierter Impfstoff gegen Gelbfieber

1953/56 Inaktivierte Polio-Vakzine (IPV; Jonas Salk)
Attenuierte Polioviren als Lebend-Vakzine (OPV; Albert Sabin)

1963-69 Attenuierte Impfviren gegen Masern, Mumps, Roteln
1977 Weltweite Eliminierung der Pocken

1984 Rekombinante Hepatitis B Vakzine aus Hefe

2010 Angestrebte weltweite Ausrottung der Poliomyelitis



Impfstoffe zur aktiven Immunisierung

dvakzi Totvakzine
Lebendvakzine Nicht replikationskompetent

Replikationskompetent

Rekombinante
Attenuierte Viren Proteine;
synthetische

Peptide DNA-Vakzine

Rekombinante Vektoren:

- chimare Viren (z.B.
Vaccinia-Virus als
Expressionsvektor fur andere Inaktivierte Viren
Proteine)

- Rekombinante Bakterien



Attenuierung von Viren

mehrfache Passage in nicht-homologen Zellen

N LR

SIS

Pathogenic virus is isolated —— The cultured virus is used —® The virus acquires many — The virus no longer grows well
from a patient and grown to infect monkey cells mutations that allow it to in human cells and may be a
in human cultured cells grow well in monkey cells candidate for a vaccine

Flint et al., 2nd edition, 2004



Attenuierte Poliovirus Vakzine

Flint et al., 2nd edition, 2004

A Derivation of Sabin type 3 attenuated poliovirus

D
=

P3-.~I‘-Le:n337 )
(isolate from fatal paralytic case) Orale Gabe (Schluckimpfung)
21 n vivo (intracerebrally in mon
. [T S Bessere Immunantwort als gegen
‘g 39 passqges‘in vi‘tro (monkey kit:]ney cultures) Pol |O_Totva kZl ne
3 plaque purifications (monkey kidney cultures) . . .
3 passages in vitro (preparative, monkey kidney cultures) Verbunden mit hoherem | mpfr|S|ko

v

P3/Leon |2alb KP3/56 Sabin vaccine strain

Reversion zum Poliovirus Wildtyp

STr L)rsl 'Il'hr Amino acid change
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Carem) —y y Y woo v v
A g Ay
P3leoni2ab T T A AGT T C GG C cce A .
U T O 1 O A | e
s EE G O3 OB 3 §3n @
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(Revertant) G .H\ 'll' TT GA, Nucleotide change
Lys Met Val Amino acid change



Neue Technologien zur Vakzinierung

Genetische Immunisierung mit rekombinanten Virusvektoren

Rekombinantes Vaccinia Virus
(MVA) mit Fremd-Gen

Infektion der Wirtszelle
Expression des Fremdgens
Induktion von zellularer und humoraler Immunantwort



Neue Technologien der Vakzinierung

Genetische Immunisierung mit rekombinanten, attenuierten Bakterien

Shigella flexneri Salmonella typhimurium
Listeria monocytogenes Salmonella typhi
Escherichia coli K12 pWR110 Escherichia coli K12 inv
® e T O\. e
s % ™ s B
@;\J ” - &
Nl O 00 @ ) Makrophage

- O = Dendritische Zelle
- 7

Weiss & Krusch, Biol. Chem. 2001



Neue Technologien der Vakzinierung

Genetische Immunisierung mit freier DNA

Intron
Enhances expression

Multicloning site
Facilitates cloning of

Promoter
foreign genes

Initiates transcription
of the gene

CpG islands == k W Gene
Provide an adjuvant effect; Encodes immunogenic
these sequences are common protein of interest
in bacterial genomes but
absent or methylated in

mammalian genes f < o
& — Multicloning site

Antibiotic resistance gene
Required for selection
in bacteria

Transcription
termination sequence

Plasmid DNA
Required for replication
in bacteria

Adapted from M. Oyaski and H. Ertl, Sci. Med. 7:30-39, 2000, with permission.

Particle gun

(mikroskopische Goldpartikel) vorwiegend Th2

DNA-Injektion i.m. \
vorwiegend Th1

Flint et al., 2nd edition, 2004



Ubersicht antivirale Impfstoffe

Lebendimpfstoffe
Masern-Mumps-Roteln
orale Polio-Vakzine (Sabin)
Varizella-Virus (Windpocken)
Pocken (Vaccinia)
Gelbfieber

Totimpfstoffe

Inaktivierte Viren
Polio-Vakzine (Salk)
Hepatitis A Virus
Tollwutvirus
FSME
Influenza (jahrlich neue Formulierung)

Subunit Vakzine
Hepatitis B Virus (erster gentechnisch hergestellter Inpfstoff)



QUESTION,
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Schone Sommerferien
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