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Proteinkinase A (PKA) ist eine ubiquitér exprimierte Kinase,
die eine Vielzahl von Substraten phosphoryliert. A-Kinase-
Ankerproteine (AKAP) erhohen die Spezifitit PK A-abhin-
giger Signaltransduktion indem sie die PKA an unterschied-
lichen zelluldren Kompartimenten positionieren und dadurch
einen Zugang zu definierten Substraten ermoglichen.!l Die
Wechselwirkungen zwischen AKAP und PKA spielen eine
Schliisselrolle bei zahlreichen physiologisch relevanten Pro-
zessen, z.B. bei der Arginin-Vasopressin(AVP)-vermittelten
Wasserriickresorption in renalen Hauptzellen; AVP stimu-
liert die Aktivierung von PKA, das den Wasserkanal Aqua-
porin-2 (AQP2) phosphoryliert. Dadurch wird das in intra-
zelluldren Vesikeln lokalisierte AQP2 in die Plasmamembran
umverteilt und die Riickresorption von Wasser aus dem pri-
maéren Urin ermoglicht. Die Umverteilung findet nur bei di-
rekter Wechselwirkung der PKA mit AKAP statt.!l Fehlre-
gulationen von zelluliren Prozessen, die auf AKAP-PKA-
Wechselwirkungen beruhen, verursachen Krankheiten oder
werden mit ihnen in Verbindung gebracht.® Der bei
Herzinsuffizienz erhohte AVP-Spiegel bewirkt z.B. eine ex-
zessive Wasserretention aufgrund des oben beschriebenen
Mechanismus. Bei der Herzinsuffizienz ist die Kontraktilitét
der Kardiomyozyten vermindert; die Steuerung der Kon-

traktilitit hiangt wesentlich von AKAP-PKA-Wechselwir-
kungen ab.™¥

Das PKA-Holoenzym ist ein Tetramer, bestehend aus
einem Dimer regulatorischer (RIa, RIB, RIIa oder RIIB) und
zwei katalytischen (C-) Untereinheiten, die jeweils an ein R-
Protomer gebunden sind. Durch die Bindung von cAMP an
die R-Untereinheiten werden die C-Untereinheiten freige-
setzt und konnen ihre Substrate phosphorylieren. Die
Wechselwirkung zwischen PKA und AKAP wird durch die
Dimerisierungs/Docking(D/D)-Doméine der dimerisierten R-
Untereinheiten und der RII-Bindungsdomine (RBD) von
AKAP vermittelt. Dimerisierte D/D-Doménen bilden eine
hydrophobe Tasche, die direkt mit einer 14-25 Aminoséduren
langen a-helikalen RBD wechselwirkt.’! Aus den RBD ver-
schiedener AKAP abgeleitete, synthetische Peptide binden
die R-Untereinheiten mit Affinitdten im nanomolaren Be-
reich, z.B. AKAP183-L314E aus AKAP189 (Kp=4nMm;
Abbildung S1 und S2 sowie Tabelle S2 in den Hintergrund-
informationen).”l Diese Peptide hemmen effektiv AKAP-
PKA-Wechselwirkungen.! In kultivierten renalen Haupt-
zellen verhindern z.B. membrangingige Varianten, von
AKAP188-L314E" und Ht31% (aus AKAP-Lbc) die AVP-
induzierte Umverteilung von AQP2. Die Hemmung von
AKAP-PKA-Wechselwirkungen konnte somit vorteilhaft fiir
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die Behandlung von Krankheiten sein, die mit AVP-abhin-
gigen, exzessiven Wassereinlagerungen assoziiert sind, z.B.
die Herzinsuffizienz."!

Aufgrund ihrer allgemein geringen Membrangingigkeit
und Stabilitét sind Peptide fiir eine Anwendung in Zell- und
Tierstudien und fiir die Entwicklung von Medikamenten nur
begrenzt einsetzbar. Alternativ zu Peptiden kommen nicht-
peptidische Helixmimetika in Betracht. So wurde eine nie-
dermolekulare Verbindung (FMP-API-1) entwickelt, die
AKAP-PKA-Wechselwirkungen hemmt. Allerdings aktiviert
FMP-API-1 zusitzlich die PKA. Das fiihrt bei Studien an
komplexen Systemen wie einem Tiermodell mit groBer
Wahrscheinlichkeit zu unerwiinschten Effekten.

Nichtpeptidische Helixmimetika, einschlieSlich Terphe-
nyl- und Terpyridingeriiste,” imitieren a-Helices, indem sie
eine stabformige Achse mit von Aminosduren abgeleiteten
Seitenketten bereitstellen. Sie konnen Eigenschaften von
Peptiden, wie Spezifitidt und Selektivitit, mit denen von nie-
dermolekularen Substanzen, wie Stabilitit und Membran-
gingigkeit, vereinen. In Hinblick auf die Loslichkeit, die
Konformation und die biologische Aktivitdt dieser Klasse
entwickelten wir Polypyridine als Helixmimetika des Peptids
AKAP185-L314E.""1 Ausgangspunkt war ein Modell, bei
dem zum einen die hydrophoben Reste (L301, L304, L308)
des Peptids mit dem hydrophoben Boden der Tasche des D/
D-Doméinen-Dimers von RIla und zum anderen die hydro-
philen Seitenketten des Peptids, wie E300, mit hydrophilen
Resten, wie Q4 am peripheren Rand der durch das D/D-
Dimer gebildeten Tasche, wechselwirken.”! Verschiedene
Terpyridine, 1a—f (Schema 1 und 4), wurden in silico durch
Docking-Studien entworfen. Der hydrophobe Bereich der
AKAP186-L314E-Helix entspricht der meta-Methylgruppe
des zweiten Pyridins, dem kondensierten Cyclopentylring des

4a (R' = H)
4b (R1 OMe)

Br

3
R S

_N

Br
3a(R®=H)
3b (R3 = Me)

Schema 1. Geplante Synthese von Terpyridinen 1a—f durch aufeinan-
derfolgende Suzuki-Kupplungen.

1a (R'=H, R? = CONH,, R® = H)

1b (R' = H, R? = COOH, R® = H)

1c (R' = OMe, R? = CONH,, R® = H)
1d (R' = OMe, R? = COOH, R3 =H)
1e (R'=OMe, RZ=CN, R® =

1f (R'=H, R?=CONH,, R3-CH3)
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dritten Pyridins und den folgenden zwei Benzylringen in 1b.
Damit konnen sie mit dem hydrophoben Kern (gelb in Ab-
bildung 4 und Abbildung S1) der Bindungstasche wechsel-
wirken. Andere Substituenten, wie die Carboxygruppe am
ersten duflersten Pyridinring, wenden sich den hydrophilen
Resten am Rand der D/D-Doméne zu. Sie imitiert die Sei-
tenkette von E300 und wechselwirkt wahrscheinlich mit Q4
der D/D-Doméne.

Fiir die Synthese der Liganden 1a—f sind aufeinanderfol-
gende Suzuki-Kupplungen der 2,5-Dibrompyridine 3a,b not-
wendig (Schema 1). Der Schliissel dieser Strategic war die
unterschiedliche Reaktivitidt der 2-Brom- und 5-Brom-Sub-
stituenten, die regioselektive Suzuki-Kupplungen von 3ab
ermoglichte.']

Die Synthese des ersten Pyridylbausteins, Di-
isopropylboronsiureester 2, basiert auf einer ortho-Borylie-
rung des Cyanpyridins 5. Eine ortho-Metallierung (DoM)
nutzt diese Cyanfunktion, die mit dem ersten Aquivalent des
LiTMP als Base reagiert und wahrscheinlich ein Li-Amidinat
bildet, das als Donor-Metallierungs-Gruppe (DMG) dient
und die Deprotonierung an C3 des Pyridinrings mit dem
zweiten Aquivalent der Base lenkt.'” Fiir eine effiziente
Metallierung war ein drittes Aquivalent der Base notig, um
voraussichtlich den aliphatischen Ester in ein Enolat umzu-
wandeln, damit die benachbarte Benzylposition vor einer
Deprotonierung geschiitzt ist. Die Zugabe von vier Aquiva-
lenten der Base erhohte die Ausbeute ohne weitere Neben-
reaktion. Da eine Isolierung des Diisopropylboronsidureesters
nicht moglich war und die Isolierung von Boronsdure mit
Protodeboronierung verbunden ist, haben wir die Saure
durch Zugabe von Pinakol zum Reaktionsgemisch in situ
verestert."” Die Synthese des Esters 2 erfordert die Zugabe
von Pinakol und das Erwédrmen des Reaktionsgemisches auf
40°C (Schema 2).

S

O~ "OEt

1) LITMP

THF, -75°C, 15 min
_—

2) B(OiPr)s, ~75°C, 1 h
3) Pinakol, 40°C, 1.5 h

0. .0
B
A CN
10 N
o 2
ﬁ _[PAPP9 KPOL
EtO

D|oxan/H20 80°C, 4 h
74%

(0]

3a (R3 =H)
3b (R =Me)

6a (R°=H)
6b (R® = Me)

Schema 2. Synthese der Bipyridinbromide 6a,b, Bausteine fiir die ab-
schlieRende Kupplungsreaktion.

Die Pd-katalysierte Kupplung der 2,5-Dibrom-3-methyl-
pyridine 3a,b mit dem ungereinigten Boronsdureester 2 er-
folgte in Gegenwart von Kaliumphosphat und ergab geringe
Mengen der Bipyridine 6a,b. Durch tropfenweises Zugeben
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des Boronséureesters 2 iiber 90 Minuten konnte die Ausbeute
auf 74 % erhoht werden (Schema 2).

Die Cyclopentapyridinreste der Bausteine 4a,b wurden in
einer Rh"-katalysierten [24242]-Cycloaddition von 1,6-
Heptadiin (7) mit Bernsteinsduredinitril (8) synthetisiert
(Schema 3)." Die Reduktion der Nitrilgruppe mit Dime-

[ — eN
¥ H [Cp*Ru(cod)Cl] X
CH,Cl, | _N

CN 0->23°C, 24 h
7 8 79% 9
NHBn
>
1) BHs"SMe; . PhCOH. AcOH,
g _ THF.60°C 24h | Xr '3 Na(BHyCN | X
—_—— —_—
2) HCl, 70°C, 3 h _N MeOH/MgSO,, _N
RT,25h
86% 10 ' 10-]
40% =i
R

fur 11a: 2 Aquiv. Benzylbromid
CH3CN, 2 Aquiv. EtzN
3 h, 60°C, (55%)

10-Bn BnN
fur 11b:  3-Methoxybenzylbromid
Dioxan/H,0, 1.3 Aquiv. NaOH xF s
100°C, 30 min, (63%) |
_N
11a (R'=H)
1=
" 11b (R! = OMe)
1) x Aquiv. LIDMAE/nBuLi
BnN Hexan/Et,0
A3 —78°C, 1h
| _N 2) C,Clg, ~78°C, 30 min

Cl
4a (x = 4, 59%)
4b (x = 16, 78%)

Schema 3. Synthese der Cyclopentapyridylchloride 4a,b.

thylsulfid-Boran fiihrte zum Amin 10. Das monobenzylierte
Amin 10-Bn wurde durch reduktive Aminierung und an-
schlieBende Dibenzylierung mit Et;N als Base gewonnen. Fiir
die regioselektive Halogenierung an C1 des Cyclopentapyri-
dins 11a wurde ein Lithiumbasengemisch eingesetzt."™! Bei
der Lithiierung mit n-Hexan als Losungsmittel™ wurde kein
Ausgangsmaterial umgesetzt. Nur unter Zugabe von Die-
thylether als zusétzliches Losungsmittel wiahrend des Metal-
lierungsprozesses bildeten sich 4a,b. CBr, und C,Clg wurden
als Elektrophile verwendet. Da sich die Chlorierung als effi-
zienter erwies, wurden die abschlieBenden Kupplungsreak-
tionen mit den Chlorpyridinen 4a,b optimiert.

Die Synthese von Cyclopentapyridin 11b, mit zwei un-
terschiedlichen Benzylresten, erforderte eine getrennte Ein-
fiihrung dieser Gruppen. Das sekundidre Amin wurde unter
starkeren, basischen Bedingungen mit NaOH erhalten, wobei
die substituierte Benzylgruppe in einer mikrowellenunter-
stiitzten wissrigen N-Alkylierung eingefiihrt wurde.'® Fiir
die Lithiierung von Pyridin 4a waren iiberraschenderweise
die verwendeten vier Aquivalente Li-Base nicht ausreichend
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(59% Ausbeute); eine Vervierfachung der Menge an Base
erhohte die Ausbeute an 4b auf 78 %.

Fiir die Synthese der Terpyridine 12a,b entwickelten wir
ein mikrowellenunterstiitztes , Eintopf“-Verfahren der
Suzuki-Miyaura-Kupplung. Fiir diese Borylierungs- und C-C-
Kupplungsreaktionen wurden Losungsmittel, Reaktionstem-
peratur, Pd’-Katalysator und Phosphinligand optimiert (Ta-
belle S1). Die hochsten Ausbeuten (12a=46%, 12b=50%))
ergab die Kombination von [Pd,(dba),] als Pd’-Quelle mit
XPhos als Ligand im Losungsmittel Dioxan. Der Einsatz von
wissrigem Kaliumphosphat als Base war effektiver als Kali-
umcarbonat. Der Borylierungsschritt zeigte, unter Verwen-
dung von KOACc als Base, eine vollstindige Umsetzung des
Ausgangsmaterials, die Kreuzkupplung erforderte jedoch die
Zugabe einer stirkeren Base.™ Die letzte Stufe der Synthese
war eine Hydrolyse der 2-Cyanterpyridine 12a,b. Basenka-
talyse fiihrte nur zu einer Teilhydrolyse der Nitrilfunktion
(Schema 4, Bedingungen a). Die Amidoterpyridylpropion-

R!

12a — 1a
80%

1) ByPiny, KOAC
[Pd(dba),], XPhos
Dioxan, 130°C
MW, 30 min

6ab —— >

2) 4a oder 4b, K;PO,
Dioxan/H,0, 130°C
MW, 30 min

12a — 1b
71%

12b — 1c
57%

12b — 1d
47%

12b — 1e
33%

EtO
12a(R'=H,R®=H) .

12b (R'=OMe, R®=H) 12¢c P 1f
12¢ (R' = H, R®= Me) 0

Schema 4. Synthese der Terpyridine 12a—c durch Suzuki-Miyaura-
Kupplung in einem mikrowellenunterstiitzten , Eintopf“-Verfahren und
ihre base- oder siurekatalysierte Hydrolyse zu den Terpyridylpropion-
sduren 1a—f. Reagentien und Bedingungen: a) NaOH, EtOH/H,0,
85°C, 4 h; b) 6 m HCI, EtOH, 95°C, 1 h; c) NaOH, EtOH/H,0, 85°C,
1h.

sduren 1a und 1¢ wurden jeweils aus den Ethylestern 12a und
12b erhalten. Cyanterpyridylpropionsidure le entstand bei
auf eine Stunde reduzierter Hydrolysezeit (Schema 4, Be-
dingungen c). Die sdurekatalysierte Hydrolyse (Schema 4,
Bedingungen b) lieferte die erwarteten Dicarbonsiduren 1b
und 1d.

In “N-SOFAST-HMQC-Experimenten wurde unter-
sucht, ob die neuen Verbindungen an die D/D-Doméne
binden.'"”! 1a—f verursachen dhnliche Verschiebungen oder
das Verschwinden von Signalen wie die aus AKAP180 ab-
geleiteten Peptide. Daher binden sie wahrscheinlich an glei-
cher Stelle an die D/D-Doméne (siche die Hintergrundin-
formationen).

Messungen mit isothermer Titrationskalorimetrie erga-
ben, dass 1b und 1f die D/D-Doméne mit K,,-Werten von
etwa 148 um bzw. 31 um binden (Abbildung 1). Die Bindung
ist hauptséchlich durch eine grof3e positive Entropiednderung
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Abbildung 1. |sotherme Titrationskalorimetrie-Messungen zur Bestim-
mung der K,-Werte der Bindung der Substanzen 1b und 1f an die D/
D-Domine von Rllo. Die Messungen erfolgten in einem MicroCal-VP-
ITC-Geridt durch wiederholte Injektion von 10 uL D/D-Domine in eine
niedriger konzentrierte Substanzlésung; mit 1.0 mm D/D-Doméne und
0.05 mm 1b bzw. 0.6 mm D/D-Domine und 0.03 mm 1 f. Die Daten
wurden auf ein Modell mit einseitiger Bindung angepasst.

gekennzeichnet, die vermutlich auf der Verdrdngung von
Wassermolekiilen an der Bindungsstelle beruht. 1d bindet die
D/D mit einem Kp-Wert dhnlich dem von 1f (10-60 um).
Allerdings waren die kalorimetrischen Daten aufgrund der
geringeren Enthalpiednderung bei dieser Bindung von min-
derer Qualitdt (Abbildung S4).

Quantitativ wurde der Einfluss unserer Verbindungen auf
AKAP-PKA-Wechselwirkungen mit HTRF (homogeneous
time-resolved fluorescence) bestimmt. Die HTRF-Messun-
gen mit der D/D-Domine von RIla und AKAP18a (bei
pH 7) ergaben, dass 1b und 1e das FRET-Signal reduzieren

== AKAP185-L314E
%= AKAP185-PP
-a- 1a

- 1b

- 1c

- 1e

-+ 1f

Relative Bindung von AKAP18a
an die D/D-Doméne von Rlla

S »
N KN

Verbindung / log [uM]

Abbildung 2. Die Verbindungen 1b und 1e und das Peptid AKAP186-
L314E hemmen die Wechselwirkung der D/D-Doméne von Rlla mit
AKAP18a. Die N-terminalen 10 Aminosiuren von AKAP18a, die die
Membranbindestelle umfassen, wurden deletiert. Das Peptid
AKAP180-PP entspricht der RII-Bindungsdomine von AKAP189, ent-
halt aber zwei Proline, die eine Wechselwirkung mit der D/p-Domine
verhindern. Dieses Peptid hatte keinen Einfluss auf die Wechselwir-
kung.® Fiir die HTRF-Analysen wurden Proteinkonzentrationen von je
50 nm eingesetzt.

www.angewandte.de
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und somit diese Wechselwirkung inhibieren (ICs,=38 um
bzw. 138 um; Abbildung 2). Wie zu erwarten war, hemmt das
Peptid AKAP186-L314E die Wechselwirkung im nanomola-
ren Konzentrationsbereich (12.7 nm),!” und das inaktive
Kontrollpeptid AKAP186-PP hat keinen Einfluss auf die
Wechselwirkung (Abbildung 2). Eine hemmende Wirkung
von 1a und 1f war zu gering, um ICy-Werte zu bestimmen.

Daraufhin untersuchten wir den Einfluss von 1b auf
AKAP-PKA-Wechselwirkungen in Zellen. HEK293-Zellen
verfiigen tiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus,
um die durch Prostaglandin E, (PGE,) induzierte cAMP-
Synthese zu unterdriicken. Dieser Mechanismus hidngt von
AKAP-PKA-Wechselwirkungen ab. Die Stimulation der
Zellen mit PGE, fiihrt zur Aktivierung der Adenylylcyclase
und einer Synthese von cAMP. Das cAMP aktiviert die PKA.
Diese phosphoryliert die cAMP-Phosphodiesterase PDE4D
und erhoht dadurch die PDE-Aktivitit, welche die cAMP-
Akkumulation hemmt. PDE4D wird durch die an Gravin
(AKAP250) gebundene PKA phosphoryliert.’®! Dariiber
hinaus verankert AKAP150 die PKA an der Adenylylcyclase
und erleichtert so die Phosphorylierung der Cyclase. Thre
Phosphorylierung durch PKA hat ihre Inaktivierung zur
Folge.™ Die Unterbrechung von AKAP-PKA-Wechselwir-
kungen durch Peptide (Ht31) oder das kleine Molekiil FMP-
API-1 und die PKA-Hemmung mit H89 verhindert die PGE;-
abhingige, negative Riickkopplung und erhilt eine hohe
Adenylylcyclaseaktivitit in Gegenwart von PGE,; auf-
recht.®18 1b hemmt diese Riickkopplung ebenfalls. Das
spricht fiir eine Hemmung von AKAP-PKA-Wechselwir-
kungen in Zellen (Abbildung 3). Obwohl 1a an die D/D-

= Kontrolle (79)
- H89 (57)
=== FFMP-API-1 (40)
-—- 1a(43)
--- 1b (49)

FIFo ! %

300 360

180 240
t/'s

0 60 120

Abbildung 3. HEK293-Zellen, die cAMP-abhingige lonenkanile, ,,cyclic
nucleotide-gated channels (CNGC), transient exprimieren, wurden
mit dem Ca”*-Indikator Fura-2 beladen. Die Zellen wurden mit dem
PKA-Hemmstoff H89, mit FMP-API-1 1a oder 1b (jeweils 20 pm,

30 min) inkubiert oder blieben unbehandelt. Die Zellen wurden zum
Zeitpunkt 60 Sekunden mit Prostaglandin E, (PGE,) stimuliert, um die
cAMP-Synthese auszuldsen. cAMP dffnet die CNGCs, Ca®* gelangt in
die Zellen und bindet an Fura-2. Die durch die Bindung erzeugten
Fluoreszenzsignale wurden gemessen. In Klammern steht die Anzahl
der jeweils gemessenen Zellen.

Doméne bindet (Abbildung S3), hemmt es die Riickkopplung
nicht. Vermutlich gelangt es nicht in ausreichender Konzen-
tration in die Zellen. Die Terpyridine hemmen auch nicht die
katalytische Aktivitidt der PKA.

Wir haben eine Reihe von Terpyridinen als a-Helixmi-
metika des Peptids AKAP180-L314E entwickelt, das die
PKA-Bindung an AKAP unterbricht. Die Substanzen binden
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die D/D-Domine der RII-Untereinheiten dhnlich wie das
urspriingliche Peptid. Eine der Verbindungen, 1b, ist der erste
nichtpeptidische Wirkstoff, der die D/D-Doméne der RII-
Untereinheiten bindet und die AKAP-PKA-Wechselwirkung
sowohl invitro als auch invivo hemmt. Das Modell der
Wechselwirkung ist in Abbildung 4 dargestellt. Die Auswer-

Abbildung 4. Modell der Wechselwirkung des Terpyridins 1b (cyan)
mit der D/D-Domiéne der humanen, regulatorischen Rlla-Untereinhei-
ten der PKA. Die Primiarstruktur der D/D-Domine ist
SHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVEFAVEYFTRLREAR (Genbank-
Eintrag NP_004148); die Aminosaurereste der Tasche sind als Seiten-
ketten mit durchsichtiger Oberfliche dargestellt (gelb: hydrophob,
blau: hydrophil). Die Bindungstasche ist tiberwiegend hydrophob (I5,
P6, L9, T10, L13, T17, L21). Am Rand enthilt die Tasche die H-Bri-
cken-Donoren Q4, Q14 (blau), die mit den Carboxygruppen am Terpy-
ridinrest von 1b wechselwirken kénnen. Details siehe die Hintergrund-
information.

tung von Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR) zeigt, dass
R?= COOH in der Verbindung 1b maBgeblich zur Hemmung
beitrdgt. NH,, wie bei 1a, wird an dieser Stelle nicht toleriert.
Da 1b und 1e die AKAP-PKA-Wechselwirkungen hemmen,
wird sowohl H als auch R'=OMe toleriert (Abbildung 2).
Der Einfluss von R?=CN bei Verbindung 1e wird nicht
deutlich. Der COOH-Rest als R* ermoglicht die Synthese
weiterer Derivate und bildet damit eine Grundlage fiir neue
hoch affine Verbindungen, die AKAP-PKA-Wechselwir-
kungen hemmen konnen. Diese SAR-Daten zusammen mit
unseren NMR-Daten bestétigen das Wechselwirkungsmodell
von 1b und der D/D-Domiéne der RIla-Untereinheiten
(Abbildung 4), in dem 1b die Konformation der a-Helix des
AKAP186-Fragments imitiert und mit der D/D-Doméne
wechselwirkt (Abbildung S1).

Zusammenfassend stellen die neuen Terpyridingeriiste
die ersten biologisch aktiven und nichtpeptidischen Verbin-
dungen dar, die die Bindungsstelle der AKAP an regulato-
rischen RII-Untereinheiten der PKA blockieren und somit
AKAP-PKA-Wechselwirkungen hemmen konnen.
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