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Abstract: Um hochst effiziente Inhibitoren fiir FK506-bin-
dende Proteine zu erzielen, wurde eine neue asymmetrische
Synthese fiir pro-(S)-C’-verzweigte [4.3.1]-Aza-Amid-Bicy-
clen entwickelt. Der entscheidende Syntheseschritt war dabei
eine HF-vermittelte N-Acyliminium-Cyclisierung. Die Funk-
tionalisierung des C*-Restes fiihrte zu neuen Proteinkontakten
mit dem psychiatrischen Risikofaktor FKBPS51, was eine mehr
als 280-fache Steigerung der Affinitit ermoglichte. Die besten
Liganden verstirkten potent die Differenzierung von N2a-
Neuroblastomazellen.

F K506-bindende Proteine (FKBPs) gehoren zur Familie der
Immunophilline, die als Komplexe mit den Naturstoffen
FK506 und Rapamycin deren immunsuppressive Aktivitét
vermitteln.'!’ AuBerhalb des Immunsystems werden FKBPs
stark im zentralen Nervensystem exprimiert, und nicht im-
munsuppressive FKBP-Liganden haben wiederholt neuro-
protektive und neuritotrophe Wirkung gezeigt.”! Es konnte
gezeigt werden, dass die hirnspezifische Eliminierung von
FKBP12 das kontextuelle Gedéchtnis erhoht, wihrend
FKBP52 die Ausrichtung von neuronalen Wachstumskegeln
beeinflusst.”! Unter den menschlichen FKBPs hat FKBP51
besonderes Interesse als Regulator der Stressbewéltigung und
als Risikofaktor fiir stressassoziierte psychiatrische Erkran-
kungen erlangt, was eine Hemmung von FKBP51 als neues
therapeutisches Konzept fiir diese Indikationen nahelegt.[!
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Abbildung 1. a) Kokristallstruktur von Ta im Komplex mit der FK506-
Bindungsdomine von FKBP51 (pdb-Code: 4)FK; von Lit. [7a]). Der
freie Raum fiir einen pro-(S)-C*-Substituenten ist als griines Drahtge-
flecht angezeigt. Aminosiurereste in direkter Nihe zu einem pro-(S)-
C*-Substituenten (Tyr57 und Asp68) sind als Stibe und Drahtgeflecht
dargestellt. b) Beispiele von C*-unsubstituierten [4.3.1]-bicyclischen
FKBP-Liganden.! Die pro-(S)-C’-Position ist griin angezeigt.

Die Entwicklung wirksamer und Wirkstoff-dhnlicher Inhibi-
toren fiir FKBPs im Allgemeinen und fiir FKBP51 im Be-
sonderen ist jedoch wegen der flachen FK506-Bindungsta-
sche eine anspruchsvolle Aufgabe.’! Inspiriert durch die
Arbeit von Agouron'® identifizierten wir vor kurzem ein
[4.3.1]-bicyclisches Geriist als ein bevorzugtes FKBP-Bin-
dungsmotiv. Dabei ist das bicyclische Ringsystem so fixiert,
dass es die aktive Konfiguration bekannter FKBP-Liganden
nachahmt (Abbildung 1).%*"! Die Strategie der [4.3.1]-Cycli-
sierung erhohte die Ligandeneffizienz gegeniiber der friihe-
rer, monocyclischer Liganden, aber die Affinitdten fiir die
groflen FKBPs blieben moderat. Wir postulierten, dass das
[4.3.1]-Gertist zusdtzlich auch als ein Rahmen zur konfor-
mativ definierten Einfithrung weiterer Substituenten dienen
konnte. Basierend auf der [4.3.1]-Kernstruktur zeigen wir hier
eine Synthese fiir C’-verzweigte Aza-Amid-Bicyclen, die zu
nanomolaren und hochgradig ligandeneffizienten FKBP-
Inhibitoren mit neuritotropher Aktivitét fithrten.

Die Analyse der Kokristallstruktur bicyclischer [4.3.1]-
Aza-Amid-Liganden® mit FKBP51 deutete an, dass Substi-
tuenten in der pro-(S)-C>-Position in die Bindungstasche von
FKBP51 passen konnten, um so weitere Interaktionen mit
dem Protein zu erméglichen (Abbildung 1a).

Da in der Literatur keine Beispiele fiir C>-derivatisierte
3,10-Diazabicyclo[4.3.1]decan-2-on-Systeme beschrieben
waren,[’) musste eine neue Synthese entwickelt werden, um
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Schema 1. Reaktionsmechanismus der TMS-assistierten N-Acylimini-
um-Cyclisierung. Boc=tert-Butoxycarbonyl.

diese neuen FKBP-Liganden zu untersuchen. Inspiriert durch
die Arbeiten an Aza-iiberbriickten bicyclischen Ringsyste-
men® zogen wir eine Trimethylsilyl(TMS)-assistierte N-
Acyliminium-Cyclisierung zur Konstruktion des C’-ver-
briickten bicyclischen Kernfragments in Betracht (Schema 1).

Die Synthese begann mit der Alkylierung von Allylamin
mit Alkylbromid 2, dem Ausgangsstoff fiir einen bevor-
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Schema 2. Reagentien und Bedingungen: a) Allylamin, CH,Cl,, 50°C,
24 h, 85%,; b) NsCl, TEA, CH,Cl,, RT, 1 h, 95%; c) Allyl-TMS, p-Benzo-
chinon, Grubbs-Hoveyda-Katalysator der Il. Generation, CH,Cl,, 60°C,
2 h, 95%; d) PhSH, K,CO,, DMF, RT, 2 h, 65%; €) (S)-6-Oxo-2-piperi-
dincarbonsiure, HATU, DIPEA, DMF, RT, 2 h, 72%,; f) Boc,O, TEA,
DMAP, CH,Cl,, RT, 3 h, 86%; g) DIBAL-H, THF, —78°C; h) HF-Pyridin,
CH,Cl,, =78 —0°C, 1 h, 55% (2 Stufen); i) 3,5-Dichlorphenylsulfonyl-
chlorid, DMAP, DIPEA, CH,Cl,, RT, 24 h, 55%. DIBAL-H = Diisobutyl-
aluminiumhydrid, DIPEA = Diisopropylethylamin, DMAP = 4-(Dimethyl-
amino)pyridin, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetrame-
thyluronium-hexafluorphosphat, NsCl= 2-Nitrobenzolsulfonylchlorid
(Nosylchlorid), TEA=Triethylamin.
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zugten N°-Substituenten von FKBP-Liganden (Schema 2).1%
Fiir die Kreuzmetathese der resultierenden Substanz 3 mit
Allyltrimethylsilan war es notwendig, das sekundire Amin
temporér zu maskieren, um eine Inaktivierung des Rutheni-
umkatalysators zu vermeiden. Nosyl erwies sich als die
Schutzgruppe der Wahl, was nach Kreuzmetathese in Ge-
genwart von p-Benzochinon” 5 in ausgezeichneten Aus-
beuten ergab. AnschlieSend wurde die Nosylgruppe entfernt
und das resultierende 6 mit der kommerziell erhéltlichen (S)-
6-Oxo-2-piperidincarbonsdure zum Zwischenprodukt 7 um-
gesetzt. Die anschlieBende Boc-Schiitzung des Amides akti-
vierte die C°-Carbonylgruppe und schuf somit die Voraus-
setzung fiir die entscheidende chemoselektive Reduktions/N-
Acyliminium-Cyclisierungssequenz. So ergab die Reduktion
von 8 mit DIBAL ein instabiles Hydroxycarbamat, das nach
wassriger Aufarbeitung unter verschiedenen Cyclisierungs-
bedingungen umgesetzt wurde. Bei Temperaturen zwischen
—78 und 0°C, verschiedenen Verdiinnungen und mit einer
Reihe von Brgnsted- oder Lewis-Sduren konnten jedoch nur
Dimere, Trimere oder Abbauprodukte erhalten werden (Ta-
belle SI1, SI = Hintergrundinformationen). Eine Analyse der
Reaktionsgemische zeigte, dass die Trimethylsilylgruppe trotz
der stark sauren Bedingungen nach wie vor in den dimeren/
trimeren Produkten vorhanden war. Daher untersuchten wir
die gleichzeitige Aktivierung der Hydroxycarbamat- und der
TMS-Abgangsgruppe. Die Umsetzung des Reduktionspro-
dukts von 8 mit HF-Pyridin fiihrte reibungslos und in guten
Ausbeuten zum Cyclisierungsprodukt 9 als einzigem Diaste-
reomer (55% fiber 2 Stufen). Eine Reaktion mit 3,5-Di-
chlorphenylsulfonylchlorid als einem exemplarischen N'-
Substituenten ergab das entscheidende Zwischenprodukt 10
in einer Gesamtausbeute von 9% ausgehend von 2. Eine
Kokristallstruktur des Gemischs 10 mit FKBP51 bestétigte
die korrekte Konfiguration von 10 und zeigte, dass der pos-
tulierte Bindungsmodus von C’-substituierten [4.3.1]-Bicyc-
len moglich ist (Abbildung 1 der SI). In einem Fluoreszenz-
polarisationsassay!'!! band 10 an FKBP12, FKBP51 und
FKBP52 mit einem K;-Wert von 94, 140 bzw. 194 nm und
lieferte somit einen ersten Beleg fiir die Umsetzbarkeit des
Konzeptes der Affinititssteigerung durch C’-Substituenten
bei FKBP-Liganden.

FEin interessanter Aspekt der gewéhlten Syntheseroute
war, dass die neu eingefiihrte C>-Vinylgruppe eine spezifische
Reaktivitit fiir nachfolgende Derivatisierungen bereitstellte.
Mit dem Ziel, die Affinitit weiter zu erhéhen, beschlossen
wir, polare Gruppen am C’-Vinylsubstituenten einzufiihren,
um mogliche Kontakte mit den polaren Tyr57- oder Asp68-
Resten zu erforschen (Abbildung 1a). Eine Wacker-Oxidati-
on von 10 ergab in dquimolaren Mengen das Methylketon 11
und den Aldehyd 12, die nach Reduktion mit NaBH, die
trennbaren Alkohole 13, 14 und 15 lieferten (Schema 3).1*%!
Analog ergab die Umsetzung von 11/12 mit MeMgBr die
sekundéren und tertidren Alkohole 16, 17 und 18. Die Um-
setzung von 10 mit AD-Mix a oder AD-Mix f} fiihrte zu einer
untrennbaren dquimolaren Mischung der Diastereomere (R)-
19 und (S)-19. Temporire Bis-TBDMS-Schiitzung des Diols
ermoglichte jedoch die Trennung der beiden Diastereomere
durch préparative HPLC, was nach Entschiitzung die beiden
diastereomerenreinen Diole (R)-19 und (S)-19 ergab.
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Schema 3. Reagentien und Bedingungen: a) PdCl,, CuCl, O,, DMF/
H,0, RT, 24 h; b) NaBH,, EtOH/CH,Cl,, RT, 1 h; 13: 16%, 14: 9%; 15:
23% (jeweils tber 2 Stufen); c) MeMgBr, THF, —78°C, 1 h; 16: 12%;
17: 9%; 18: 34% (jeweils tber 2 Stufen); d) AD-Mixf3, tBuOH/H,0,
RT, 24 h, 75%; e) TBDMSOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 1 h, priparative
HPLC; f) TBAF, THF, RT, 30 min. TBAF =Tetrabutylammoniumfluorid,
TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl, Tf=Trifluormethansulfonyl. Die Bin-
dung an FKBP12 oder die FK506-Bindungsdomane von FKBP51 oder
FKBP52 wurde durch einen kompetitiven Fluoreszenzpolarisationsas-
say mit 40-Fluorescein-Gly-Rapamycin als Indikator bestimmt.'?

Es zeigte sich, dass sowohl die Alkohole 13-18 als auch
die Diole (R)-19 und (S)-19 alle mit niedrigen nanomolaren
Affinititen an FKBP51 banden (Schema 3), und zwar bis zu
fiinffach starker als der prototypische FKBP-Ligand FK506.
Ahnlich wie FK506 und die meisten seiner synthetischen
Derivate sind die C’-derivatisierten 3,10-Diazabicyclo-
[4.3.1]decan-2-one pan-selektive FKBP-Liganden mit einer
leichten Préferenz fiir das kleinere FKBP12. Substanz 18
wurde als repriasentatives Beispiel fiir die Homologen
FKBP12.6 und FKBP13 getestet, fiir die es eine substanzielle
Affinitit von K;=6 bzw. K;=70nM aufwies. Der direkte
Vergleich mit 1b,* dem direkten Analogon von 13-19, das
sich nur in der fehlenden C’-Substituentengruppe unter-
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scheidet, zeigte, dass polare C>-Substituenten > 14 kJmol™
zur Bindungsenergie beitrugen, was zu einer > 280-fach er-
hohten Affinitét fiihrte.

Um die strukturelle Grundlage fiir den beobachteten
Affinitdtsgewinn zu untersuchen, losten wir die Kokristall-
struktur von (R)-19 und (S)-19 mit FKBP51.""! Beide Ligan-
den bilden eine Wasser-vermittelte Wasserstoffbriicke zwi-

schen der sekundidren Hydroxygruppe und Asp68, was zwei
verschiedene Ausrichtungen der terminalen Hydroxymethy-
lengruppe fiir (R)-19 und (S5)-19 erzwingt (Abbildung 2a).
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Abbildung 2. a) Kokristallstrukturen von (R)-19 (pdb-Code: 4W90) und
(5)-19 (pdb-Code: 4W9P) im Komplex mit der FK506-Bindungsdomine
von FKBP51. Wasserstoffbriicken sind als gelb gestrichelte Linien mit
Abstinden in A dargestellt. Das konservierte Wasser ist als blaue
Kugel und die Van-der-Waals-Oberfliche des interagierenden Asp68 als
Drahtgeflecht gezeigt. b) Stimulierung des Neuritenauswuchses durch
(R)-19 und (5)-19. N2a-Zellen wurden mit einem Plasmid fiir myristoy-
liertes, gelb fluoreszierendes Protein transfiziert. Nach anschliefRen-
dem, 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zellen fixiert und durch
Fluoreszenzmikroskopie morphologisch analysiert. FK506 als positive
Kontrolle wurde zeitgleich bei seiner wirkungsvollsten Konzentration
(30 nm) getestet. Die Daten reprasentieren Mittelwerte von > 35
Zellen. Fehlerbalken zeigen + Standardfehler, ***: p <0.001, **:
p<0.01, *: p<0.05, n.s.: nicht signifikant.

Fiir (S)-19 kann das C*-Diol auch ein alternatives Rotamer
einnehmen, um eine direkte Wasserstoffbriicke zu Asp68 zu
bilden (Abbildung 2 der SI).

Die Affinitat der neuartigen Liganden ermoglichte Stu-
dien in komplexeren biologischen Systemen. FKBP51 hemmt
den Neuritenauswuchs von N2a-Neuroblastomazellen,'!
einem Modell fiir die ersten Stufen der neuronalen Diffe-
renzierung. In diesen Zellen erhdhten sowohl (R)-19 als auch
(5)-19 bei niedrigen nanomolaren Konzentrationen die neu-
ronale Aussprossung (Abbildung2b; Abbildung3 der SI).
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Wir beobachteten jedoch auch, dass beide Stoffe bei hoheren
Konzentrationen ihre Féhigkeit zur Verstarkung der neuro-
nalen Aussprossung verloren. Eine dhnliche glockenférmige
Dosis-Wirkungs-Kurve war frither fiir FK506 und dessen
Analoga in SH-SYSY-Neuroblastoma-Zellen!" beobachtet
worden. Der immunsuppressive FKBP-Ligand Rapamycin
blockierte vollstindig den Neuritenauswuchs (Abbildung 4
der SI), vermutlich durch die Hemmung von mTOR, den
Haupteffekt von Rapamycin.'®! Die Tatsache, dass 19-(R)
und 19-(S), die sich strukturell deutlich von FK506 unter-
scheiden, vollstindig dessen glockenformiges Dosis-Wir-
kungs-Profil bei neuronaler Aussprossung reproduzieren, gibt
starken Anlass zur Annahme, dass die Hemmung eines FKBP
fiir die initiale Stimulation des Neuritenauswuchses und fiir
den Verlust dieses Effekts bei hoheren Konzentrationen
verantwortlich ist. In Anbetracht der kiirzlich gefundenen
anti- und pro-neuritotrophen Funktion von FKBP51 bzw.
FKBPS52 in N2a-Zellen" postulieren wir, dass die Hemmung
von FKBP51 bzw. bei hoheren Konzentrationen von FKBP52
fiir die steigenden und fallenden Arme der glockenférmigen
Dosis-Wirkungs-Kurve verantwortlich ist.

Zusammengenommen sind  C’-verzweigte  3,10-Di-
azabicyclo[4.3.1]decan-2-one eine hochst effiziente Klasse
von FKBP-Liganden, die fiir zelluldre Studien von FKBPs
geeignet sind. Polare Substituenten in der C’-Position erho-
hen robust die Affinitédt, unabhéngig von ihrer exakten Posi-
tion und Orientierung. Die C’-Substitution des [4.3.1]-bicy-
clischen Geriistes ist daher eine allgemeine Strategie zur
Affinitédtssteigerung von FKBP-Liganden, die zusétzlichen
Spielraum fiir Modifikationen zur Feinabstimmung von Zu-
satzeigenschaften wie Loslichkeit, Lipophilie oder Selektivi-
tat lasst. Studien zur Struktur-Wirkungs-Beziehung hierzu
sollen in Kiirze vorgestellt werden.
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